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结核分枝杆菌药物敏感性试验研究进展

张媛媛万康林

结核病危害人类健康已有数千年的历史，人类文明的进

步与发展遏制了结核病的蔓延与传播，尤其在使用了有效的

抗结核药物以后。但是自20世纪80年代后期，许多国家与

地区结核病发病率、死亡率出现了回升趋势，造成这一现象

的主要原因之一便是多耐药结核菌(MDR—TB)的产生⋯。

在我国山东省的一项流行病调查发现结核菌耐药水平比较

高，这一结果提示我国耐药结核菌的水平普遍偏高心1；处理

耐药菌株感染的关键是直接从临床标本中快速鉴定出这些

菌株。因此，国内外在耐药结核分枝杆菌检测方法上开展了

积极、富有成效的研究，并朝着快速、简便、准确、低成本的方

法发展。

一、药物敏感性试验

1．硝酸根还原试验(NRA)：该方法基于结核分枝杆菌

具有将硝酸根还原为亚硝酸根的能力。这种还原作用可以

使某些特殊试剂发生颜色变化，从而检测这种作用。通过与

BACTEC460方法相对照，NRA对异烟肼(INH)、链霉素

(sM)、乙胺丁醇(EMB)的敏感性与特异性分别是97％和

96％、95％和83％、75％和98％；并且大部分试验结果在7

天之内获得。NRA快速、简便、无需贵重仪器，而且可以正

确识别耐药株和敏感株。3J。但是，某些分枝杆菌(如堪萨斯

分枝杆菌)和大多数快速生长分枝杆菌也有这样的特性，这

限制了NRA作为一种诊断方法在临床上的应用。另外，亚

硝酸盐可以进一步被还原为一氧化氮从而无法使试剂颜色

发生改变，但是可以用锌粉来解决这一问题，不过增加了该

试验的成本。

2．MGIT一960自动检测系统：分枝杆菌生长指示管

(MGIT)依赖一种氧敏感荧光化合物检测分枝杆菌的生长。

在细胞培养管的底部包埋荧光显示剂，可以直接感受培养管

中氧气的浓度，细菌生长消耗氧，氧气浓度下降，荧光反应即

产生，产生的荧光可以被检测到。MGIT一960自动检测系统

是近年来发展的一项新技术，具有较高的可重复性。该系统

能够持续反映出由于分枝杆菌生长而产生的荧光。MGIT一

960自动检测系统于BACTEC一460检测系统相比，试验结果

相符，在获得结果的时间上没有明显的差别，操作方法也比

较相似，但由于没有放射性污染，所以可以替代BAcTED

460系统成为结核分枝杆菌药敏试验的替代方法。41。

3．噬菌体扩增生物试验(PhaB试验)：噬菌体扩增生物

制所
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试验是使用D：。噬菌体进行的试验。wilSon等使用现。检测

存活的结核分枝杆菌，一定数量的结核分枝杆菌经抗生素处

理后，功。可以在那些存活下来的杆菌中存活复制。但由于

功。感染的耻垢分枝杆菌后一个溶菌循环90 min可以完成，而

在结核分枝杆菌中这一过程大约需要13 h。因此使用一种

杀毒剂来杀灭细胞外额外的噬菌体，然后，将胞内存活的D2，

继续感染快速生长耻垢分枝杆菌，并发生溶菌作用，而在固

体培养基上产生空斑，计数空斑数就可以定量的检测耐药结

核分枝杆菌。该法与比例法相比，所得结果相符，尤其将空

斑减少90％作为一个判断指标，对CPL—x、EMB、吡嗪酰胺

(PzA)这三种抗结核药物，两项试验所得结果符合率更高，

PhaB试验可以在2～3天内获得结果，而且由于它的成本比

较低，可以作为一种快速的结核分枝杆菌药敏试验在发展中

国家推广’51。在另外一项研究中，PhaB试验与比例法所得

结果的符合率达到100％。61。

4．分枝菌酸试验(MAI)：分枝菌酸是分枝杆菌菌体组成

的重要成分，应用高效液相层析(HPLC)和p_bromopheneeyle

bromide derivatizing试剂进行紫外线检测分枝菌酸，拟推算

结核菌的数量，根据结核分枝杆菌在含药和不含药培养基上

的生长情况，从而判断菌株的耐药性口j。

viader—salvado等‘81应用MAI方法检测了从临床上分离

到的200株菌株对利福平(RFP)和INH的耐药情况。同时

使用传统的直接比例法作为对照，发现在400次试验中，两

种方法结果相同的共398次，占总数的99．5％，MAI对RFP

和INH的敏感性分别为97．6％和100％，对两种药物的特异

性和阳性预期值都是100％，而阴性预期值分别是98．3％和

100％，并且使用MAI，可以在临床分离菌株后5天得到结

果。

5．比色试验：Yajko等一1采用一种氧化一还原指示剂

～am Blue来判断结核分枝杆菌的药物敏感性，这种氧化一还

原指示剂随着细菌的生长过程，颜色从蓝到粉红发生变化，

用50株耐药或部分耐药的结核分枝杆菌分别进行了INH、

sM、RFP的药敏试验，所得到的结果与传统比例法相符，200

次药敏试验中有194次结果相同(符合率为97％)，比色试验

在接种后7天有58％的菌株获得了结果，14天50株菌株即

全部获得结果。这种方法的优点是，无放射性，不要求昂贵

的仪器，可以产生定量的(MIC)药敏结果。它可以在治疗结

核菌感染的早期检测MIC值。

6．流式细胞仪：这种方法是基于分枝杆菌通过非特异的

细胞脂化石乙酰乙酸荧光素释放出荧光素。在代谢活跃的
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分枝杆菌细胞内堆积的荧光能够很容易的被流式细胞仪检

测到。相反，被抗生素抑制或杀死的结核杆菌就检测不到这

种荧光素的堆积。使用这种方法，对35株结核分枝杆菌进

行INH、EMB、RFP的敏感性试验，所得结果与比例法结果的

符合率分别是95％、92％和83％。该方法可以在接种后24 h

内获得结果，本法所需仪器比较昂贵¨⋯。

7．荧光素酶系统在结核分枝杆菌药敏试验中的应用：

利用细菌噬菌体将萤火虫的荧光素酶基因(Flux)转录到任

何可以生长的菌株当中，于是在存在细胞ATP和外加的底

物荧光素时，可产生可见光。减少ATP储量，消减荧光素酶

蛋白的产量，干扰噬菌体感染或高效抗生素，在这个系统中

将抑制荧光的产生¨1。“1。这种方法应用在临床分离到的结

核分枝杆菌菌株及标准株的药物敏感性试验中，取得了较高

的敏感性和特异性’1“。sarkis等H5。构建了一种荧光素酶标

记的分枝杆菌噬菌体L5，将萤火虫荧光素酶基因插入噬菌

体染色体的tRNA区，被L5转染的耻垢分枝杆菌表达荧光

素酶基因并能发光。这种噬菌体可以用来区分耻垢分枝杆

菌的敏感株与耐药株，也可以用来快速鉴定、区分抗结核药

物。构建各种分枝杆菌的生物发光菌株已被证明可以用来

体外评估抗结核杆菌药物，与BAcTEc和比例法平行比较，

结果是可靠的‘1⋯。

以上几种方法虽然均有令人满意的特异度和灵敏度，而

且较常规的药敏试验节省时间，但都是以结核分枝杆菌生长

为基础的试验，因此均有耗时长和可能继续感染试验人员的

缺点。

二、结核分枝杆菌的耐药基因及检测方法

1．结核分枝杆菌的耐药基因：

(1)rpoB基因：该基因编码结核分枝杆菌RNA聚合酶的

B亚单位，它含有3534 bp的开放阅读框架，编码1178个氨基

酸与大肠埃希菌rpoB基因的同源性为57％H“。williams

等【171检测了110株耐RFP菌株，其中102株耐RFP菌株中

检测到16个突变，可以影响13种氨基酸，但在RFP敏感株

中却没有检测到任何变异。rpoB基因存在多种点突变，如：

缺失、插入，并且主要发生在一个81 bp的区域内¨“。

(2)rpsL基因与rrs基因：大多数结核分枝杆菌耐SM的

产生是由于rpsL基因与rrs基因突变所导致的，rpsL基因编

码核蛋白体S12蛋白，rrS基因编码16S rRNA。通过对来自

于世界各地的SM耐药株的检测发现，这两个基因的多处位

点均可发生变异H9‘2“。相反，在2株MDR—TB菌株中没有

检测到这两个基因上的变异，提示在这些菌株中还存在其他

的耐药机理¨⋯。

(3)KatG、inhA、ahpC基因：多项研究结果表明结核分枝

杆菌耐INH与KatG基因(过氧化氢酶一过氧化物酶编码基

因)，inhA基因(分枝菌酸合成过程中烯醇酰基还原酶编码基

因)，ahpC基因(烷基过氧化氢还原酶编码基因)变异有

关心3’2“。但是，Mdluli等乜刚将质粒上的inhA基因(该基因的

上游启动子发生了改变)分别转入耻垢分枝杆菌和结核分枝

杆菌中，发现耻垢分枝杆菌产生很强的耐INH水平，而结核

分枝杆菌并没有表现出这一现象，因此他们认为inhA基因

所编码的InhA蛋白并不是INH作用的主要目标。

(4)pncA基因：该基因突变是结核分枝杆菌耐PzA的原

因之一，大约72％的耐PZA菌中可以检测到pncA基因上发

生的变异。而pncA基因不同位点发生的变异所导致的菌株

MIC结果也不尽相同，但是发生在pncA基因的变异可以作

为耐药株MIc≥100扯dml的指示标准。2“圳。

(5)gyrA和gyrB基因：这两种基因分别编码DNA旋转

酶的A、B两个亚单位，而氟喹诺酮主要作用于DNA旋转酶。

gyrA基因突变导致高度耐喹诺酮和gyrB基因突变导致低度

耐喹诺酮”“。

(6)结核分枝杆菌耐多药的分子机制：根据我国的实际

情况将MDR—TB定义为HRzEs(H：异烟肼，R：利福平，z：吡

嗪酰胺，E：乙胺丁醇，S：链霉素)五种主要抗结核药物中任何

两种及两种以上产生耐药者∞“。国内外学者对耐多药的分

子机制进行了大量研究，但是耐药基因发生的突变与所表现

出来的耐药水平不完全相符∞3’37】。Karunakara，Davies[38 3在

一项实验中观察到：当从RFP耐药株中分离到sM突变(或

从SM耐药株中分离到RFP变异)时，亲本耐药基因突变回

复到野生型的几率非常高；将耐SM耻垢分枝杆菌接种于含

有SM和RFP选择性浓度的平皿中，它所发生的SM和RFP

双突变的几率远远低于只含有一种(RFP或SM)抗生素的培

养基中所培养的菌株发生突变的几率。由此，他们认为rpsL

和rpoB基因突变不能同时有效地发挥作用，即在二者之间

存在拮抗作用。另外，在某些特殊的培养条件下，耻垢分枝

杆菌耐药基因具有高突变性，这可以解释为什么不恰当的化

疗方案可以导致MDR—TB的产生。

2．耐药基因的检测方法：随着分子生物学的发展，尤其

是聚合酶链反应(PcR)技术的问世，建立在PcR基础上的基

因检测技术也不断涌现。目前，许多技术已经被人们所熟知

并越来越多的应用于结核分枝杆菌耐药监测中来，如：PCR一

单链构象多态性(SSCP)、限制性片段长度多态性(RFLP)、复

合PCR、RNA：RNA错配试验、变性梯度凝胶电泳(DGGE)、

DNA序列测定等方法。以此为基础，许多新技术新方法也

不断见诸于报道。

(1)双梯度(DG)一DGGE：该方法是在DGGE基础上发展

的更加灵敏的试验方法。利用DG—DGGE检测临床分离株

rpoB基因变异，所得到的结果与DNA序列测定和药敏试验

结果完全一致，可以替代DGGE作为基因变异的检测

方法㈨。

(2)痰液中直接洗提DNA：PCR方法检测结核杆菌耐药

基因往往需要花费六个星期的时间。Datnaik等直接从痰液

中洗提DNA，进行巢式PcR放大，然后用4％的琼脂糖凝胶

电泳，来分析168 bp产物，执行自动测序与资料相比，以检查

rpoB基因中的变异，这也就暗示了RFP耐药性。应用这种

方法检测47例痰标本，同时与培养试验和培养物PCR结果
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相比较，结果基本一致∞⋯。

(3)单管分子信号检测：这是一种非常敏感的单管PcR

检测方法。在一个反应中，使用了五种探针，每一种都完美

地与存在于RFP敏感菌rpoB基因中的不同的目标序列互

补，每一种探针都用带有不同颜色的荧光素标记。他们的目

标序列包围了整个81 bp的核心区域(与耐RFP有关的突变

95％发生于这一区域内)。在PCR扩增过程中五种颜色荧

光的产生提示RFP敏感株的存在。而在核心区域任何变异

的存在都将阻止一种分子信号，结果造成五种荧光中的一种

的缺失。由于DNA直接从痰液中提取，因此该法可以在3 h

之内得到可靠判断。经过对148株临床分离的结核杆菌和

11例感染了耐RFP结核杆菌患者的痰液的单管分子信号检

测试验，证实这种方法是简单、快速，有较高特异性与敏感性

的方法H⋯。

(4)反转录PCR：反转录PCR可以描述mRNA水平上的

量的变化，因此用这种方法是一种快速可靠的检测组织存活

力的方法。E1itringham等¨1采用一种基于检测热休克蛋白

mRNA(dnaK mRNA)的量的变化的检测方法。经过与比例

法比较，敏感株和耐药株结果的符合率分别是96％和97％。

(5)在基因芯片上进行的杂交、PCR和连接酶检测试验：

在聚丙烯酰胺凝胶上固定寡核苷酸链，进行杂交、PCR和连

接酶试验，是一种快速的结核杆菌耐药基因检测方法。杂交

试验可以在24 h内检测rpoB基因的30种不同的变异。PCR

方可以直接从患者的痰液中检测到基因变异，用时仅1．5 h。

连接酶试验相当灵敏，标本中含有1％的耐药菌株即可用这

种方法检测到H“。

三、小结

不合理化疗促使结核杆菌耐药性的产生，结核杆菌的耐

药性在很大程度上影响了治疗效果，因此如何快速准确鉴别

耐药结核杆菌的耐药类型成为目前结核病控制的关键问题。

传统的药敏试验需要对结核杆菌进行分离培养，这需要一定

的时间和培养条件，不利于临床使用，而且成本比较高，会增

加患者的负担。快速、简便、准确、低成本的耐药结核杆菌检

测方法的研究与推广成为结核病控制中亟待解决的问题。

近年来，以分子生物学技术为基础的检测方法有了突飞猛进

的发展。但遗憾的是我国在这方面的研究仍处于起步阶段，

这些方法在工作中的应用也鲜见报道。我国是世界结核病

高负担国家之一，而且结核病已经成为很多地区“因病返贫”

的主要原因之一，解决好耐药结核杆菌问题是控制我国结核

病流行的前提之一，因此，积极开展结核分枝杆菌耐药检测

方法的研究并加以推广具有重大意义，必将为我国成功控制

结核病的蔓延起到极大的促进作用。
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