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结核分枝杆菌利福平耐药基因功0B突变
特征初步分析
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【摘要】 目的 阐明结核分枝杆菌利福平耐药株r瑚基因突变特点。方法 对110株结核分

枝杆菌临床分离株包括r邡基因利福平耐药决定区(RRDR)81个碱基在内的286 bp片段进行聚合

酶链反应一单链构象多态性(PCR—SSCP)分析，并对经检测显示有突变的结核分枝杆菌r瑚基因此扩
增区域进行序列测定。其中利福平耐药株73株，非利福平耐药株11株，敏感株26株。结果

PCR—SScP检测显示利福平耐药株中有47株有突变存在，经直接测序分析其中76．6％的菌株存在

r舢基因的单位点突变，主要集中在53l位(61．1％)和526位(25．0％)；联合突变发生率为23．4％。
此外，经PCR—SsCP检测，11株非利福平耐药株中2株有突变存在，26株敏感株中1株有突变存在。

经直接测序分析突变涉及位点为51l位、526位和535位。结论 r瑚基因耐药决定区发生突变是
结核分枝杆菌利福平耐药的主要原因，其中53l位丝氨酸和526位组氨酸是最常见的突变位点。

【关键词】 结核分枝杆菌；耐药；聚合酶链反应一单链构象多态性
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【Abstr舵t】 Objective To elucidate the characterS of印oB mutation in rifampin—resistant clinical

i烈ates of M如沈c￡盯缸m￡“沈rc“his．Methods 286 bp DNA fragment of巾DB gene including 81 bp

code region (rifampin resistance deteremination region， RRDR)was analyzed by PCR—sin91e-strand

confomation poIymorphism(SSCP)．The 286 bp DNA fragment of each strain which had been proved to

have mutation by PCR—SSCP was then sequenced． 1 10 strains of M．￡“6P，．c“Z∞is，including 73 rifampin—

resistant strains，11 rifampin—susceptible drug—resistant strainS and 26 drug-susceptible straillS were studied．

R鹤ults 47 rifampin—resistant strains were detected to have mutations by PCR—SSCP method． 76．6％

rifampin—resistant strains showed that rpoB gene was carrying sin西e point mutation analyzed by direct

sequencing technique，which mainly located at 531一ser(61．1％)and 526一His(25．0％)．The∞mbined

mutation rate was 23．4％．In addition，2 rifampin—susc印tiMe drug-fesistant strains and 1 dfug—susceptible

strain were mutated，detected by PCR—SsCP method．Sequencing results showed that the mutations 10cated

at 511一Leu，526一His and 535一Pro．Concl吣ion Mutations in the 81 bp RRDR of伽B were the main

reaSons of M．￡“6eM“Z∞曲resistant to rifampin．531一Ser and 526一His were the most。咖mon positions of

mutations．

【Key words】M帅沈c招r池m ￡“钯删b幻 Dmg reSistance； PCR—single—strand ∞nfomation
pol”norphism

结核病仍然是严重危害着人民健康的传染病之

一。20世纪80年代后期开始，结核病疫情在世界

基金项目：国家自然科学基金资助项目(30471526)

作者单位：102206北京，中国疾病预防控制中心传染病预防控

制所传染病预防控制国家重点实验室(刘敬华、刘志广、赵秀芹、万康

林)；福建省福州市肺科医院(张丽水、黄明翔、王琳)

刘敬华和张丽水同为第一作者，福建省福州市肺科医院对本文

有同等贡献

通讯作者：万康林，Email：wallkallglin@icdc．cn

范围内急剧恶化，各国的结核病疫情均呈回升趋

势¨o。在wHO最近公布的全球38个国家和地区

的结核病耐药监测资料中，中国被列为“特别引起警

示的国家和地区”之一。全国第四次结核病流行病

学调查结果显示旧o，中国总耐药率高达27．8％，主要

抗结核药物利福平(RFP)的耐药率较高(16．6％)，

其初始耐药率达10．3％，获得性耐药率达29．5％。

并且与第二次和第三次流行病学调查资料相比，对
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利福平药物的获得性耐药率呈明显升高的趋势。

RFP是抗结核联合化疗中主要的一线药物，据

报道，90％的RFP耐药菌株同时对异烟胼(INH)耐

药，而单耐RFP菌株很少，因而检测利福平耐药性

可作为耐多药结核病(multidrug—resistant TB，MDR

TB)的标志b’4。。由此可见，利福平分子机制的研究

显得尤为重要，由此获得的快速检测方法将在结核

分枝杆菌耐药的临床检测和相关基础研究的工作实

践中具有广泛的应用价值。本研究通过对福建地区

结核分枝杆菌的研究，采用PCR．单链构象多态性

(SSCP)方法筛查结核分枝杆菌利福平耐药相关基

因(rpoB)的突变株，再进一步对突变株的，．舢基
因进行测序，分析其突变特点，以期阐明我国结核分

枝杆菌利福平耐药机制及耐药的分子基础，为建立

适合我国临床菌株的快速耐药检测方法提供科学的

理论依据。

材料与方法

1．菌株来源：结核分枝杆菌标准菌株H，，Rv购

自中国药品生物制品检定所。110株结核分枝杆菌

临床分离株均来源于福州市肺科医院，分离时间为

2004年1—12月。其中结核分枝杆菌药物敏感株

26株，非利福平耐药株11株，利福平耐药株73株，

均为多耐药株。按全国结核病细菌学检验标准化规

程进行分枝杆菌分离培养、菌种鉴定，药敏实验采用

BACTECTM MGITTM 960全自动快速分枝杆菌培养

鉴定药敏系统进行检测(表1)。

表1 结核分枝杆菌分离株药敏检测结果

菌株分类 警挈赞孚譬警
耐药株(84株)

利福平耐药株(73株)

非利福平耐药株(11株)

敏感株(26株)

注：R：耐药；S：敏感

2．主要试剂：Taq DNA聚合酶、dNTP购自华

美生物工程公司，G01dviewTM DNA染料购自赛百

盛公司。

3．细菌研蛆的制备：取常规于L-J培养基培养、

生长良好的结核菌一菌环菌落溶于500出TE(pH值

8．3)中，在旋涡振荡器上震荡至块状固体菌落均匀溶

于TE中，沸水浴15 111in，快速离心，取上清备用。

4．引物设计与合成：引物由赛百盛公司合成。

上游引物P1 5 7一CAG GAC GTG GAG GCG ATC

ACA一3 7；下游引物P2 57一CCG ACA GCG AGC CGA

TCA GAC一3 7，可扩增r加B基因内包含81 bp利福平

耐药决定区(RRDR)的286 bp片段。采用25 pl PCR

反应体系，其中包括模板DNA 5肚l、1．5 mmol／L

MgCl：、0．2 mmol／L dNTP、上下游引物各15 pmol和

1．5 U Taq DNA酶。PCR反应条件：预变性94℃

10 min；循环94℃1 min，63．3℃1 min，72℃90 s，

共30个循环；最后延伸72℃10 min。在2％琼脂糖

凝胶中电泳检测PCR产物。

5．SSCP分析：将临床分离株与结核分枝杆菌

标准株H，，Rv的DNA PCR扩增产物加在同一块

8％(29：1)非变性聚丙烯酰胺凝胶中，于4℃120 V

电泳过夜，硝酸银染色后观察结果并照相。

6．结果判定：双链PCR产物经变性后形成两条

单链，经非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳后呈现两条单

链。若所呈现的单链位置与野生型不同，成为泳动

变位，即可判定存在基因突变。

7．PCR产物纯化及DNA测序：PCR产物经琼

脂糖凝胶电泳后，用QIAGEN公司DNA胶回收试

剂盒回收纯化DNA片段，PCR产物送六合通公司

测序。

结 果

1．PCR—SSCP分析：110株结核分枝杆菌临床

分离株PCR均成功扩增，可见单一清晰的目的条

带，扩增产物大小约为286 bp，与预期结果一致(图

1)。以结核分枝杆菌标准株(H3，Rv)r瑚基因的扩
增产物作为对照，进行SSCP分析(图2)。110株结

核分枝杆菌中，其中26株为药物敏感株，84株为耐

药株，且均为多耐药株，在耐药株中，11株为非利福

平耐药株，73株为利福平耐药株。经PCR—SSCP检

测，在73株利福平耐药株中，47株出现泳动变位，

突变率为64．38％(47／73)；11株非利福平耐药株

中，2株出现泳动变位；26株敏感株中1株出现泳动

变位(表2)。

2．直接测序分析：经SSCP检测出现，．舢基因
泳动变位的50株结核分枝杆菌，经PCR产物直接

测序结果与标准菌株H3，Rv利福平耐药基因，-瑚
(NC 000962)比较，证实均发生了基因突变，其中
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利福平耐药菌株47株，利福平敏感耐药株2株，敏

感菌株1株。

M．DNA标准；1．H37Rv标准株；2～4．临床分离株；5．阴性对照

图1 伽B基因扩增片段电泳

M．H37Rv标准株；1～5．临床分离株，其中2，3经sSCP检测可

见泳动变位

图2巾0B PCR—SSCP银染法检测结果

表2 结核分枝杆菌功DB基因PCR—SSCP检测结果

(1)利福平敏感株：敏感株中1株PCR—SSCP检

测泳动异常的菌株r舢基因发生526位CAC—
AAC单位点突变；利福平敏感的耐药株2株PCR—

SSCP检测泳动异常的菌株中有1株发生511位

CTG．+CCG单位点突变，另1株发生了双位点联合

突变，突变位点为526位CAC—AAC和535位

CCC—，CTC。

(2)利福平耐药株：47株经SSCP检测出现泳动

变位的利福平耐药株，-p0B基因直接测序结果见表

3。结果表明均发生r舢基因突变，且均涉及rp0B
基因的高突变区RRDR(利福平耐药决定区)，突变

类型包括20种，涉及10种氨基酸，其中76．6％(36／

47)的菌株发生r舢基因的单位点突变，主要集中
在531位61．1％(22／36)和526位25．0％(9／36)，两

者突变率之和为80．6％(29／36)；23．4％(11／47)的

菌株发生了联合突变，共有11种联合突变类型，绝

大多数为点突变，只有2株例外，其中l株涉及490

与491位之间发生插入突变，插入碱基C，另l株涉

及491位缺失突变，编码基因ACG中间碱基C缺

失；经检测未见同义突变发生。

讨 论

利福平自1971年发明以来，一直是结核化疗方

案中的一个关键药物，它是一种快速杀菌剂，可缩短

结核病的疗程，特别是在短程化疗中起重要作用”]。

利福平的药物作用机理主要是通过与RNA聚合酶

B亚基特异结合，抑制RNA聚合酶活性，干扰分枝

杆菌RNA的转录及延伸，阻碍蛋白质合成从而发

挥抗菌作用。

r舢基因是细菌RNA聚合酶B亚基的编码基
因，含有3534 bp的开放阅读框架(GenBank

L27989)，编码1178个氨基酸。r舢基因少数密码
子突变引起它所编码的氨基酸改变，使RNA聚合

酶分子原有RFP结合点的构象发生改变，失去结合

RFP的能力，而导致RFP耐药。继1993年美国学

者Telenti等M’首次对，-加B基因核心区进行DNA

序列分析后，利福平耐药结核分枝杆菌r舢基因
的突变特点的研究在多个国家成为热点"’81。

本研究共对47株结核分枝杆菌利福平耐药株

的，．舢基因易突变区进行了DNA序列分析，发现
所有研究菌株的突变均与rpDB基因的高突变区

RRDR(利福平耐药决定区)相关，所有突变均集中

于81 bp的核心区域内，与国内外报道一致。突变类

型包括20种，涉及10种氨基酸。有36个利福平耐

药菌株发生，．瑚基因的单位点突变，主要集中在
53l位61．1％(22／36)，发生了从胞嘧啶向胸腺嘧啶

的转换，使531位的丝氨酸转换为亮氨酸。其突变

频率略高于日本(43％，50／117)、美国(32％，69／

214)的报道，而与德国(71％，17／24)、意大利(59％，

22／37)和希腊(56％，9／16)报道相似。另外一个突

变发生频率较高的氨基酸是位于526位的组氨酸，

其突变率为25．0％(9／36)，其中5株菌株其相应密

码子CAC的中间位置的胞嘧啶发生突变，4株颠换

为鸟嘌呤，1株转换成胸腺嘧啶；4株相应密码子的

CAC第一位的腺嘌呤发生突变，3株转换为鸟嘌呤，

l株颠换为胞嘧啶。此位点的高突变率的报道尚可

见于意大利(30％，11／37)、希腊(19％，3／16)，我国
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表3 利福平耐药结核分枝杆菌突变株(47株)功DB基因突变分布情况

编号臀 誉 嚣鬻⋯愀搿位置6 改变 改变
11‘’”

(％) (％)

1 513 438 CAA—CCA Gln斗Pr0 1

2 516 441 GAc_+TAC Asp—-Tyr 3

3 522 447 TCG—’TTG Ser—-Leu 1

4 526 451 CAC—，GAC His—AsD 3

5 526 451 CAC—，AAC His—-Asn 1

6 526 451 CAC—’CGC Hi一心g 4

7 526 451 CAC．÷CTC His—-Leu 1

8 531 456 TCG÷TTG ser-Leu 22

9 511 436 CTG—CCG Leu—Pr0 1

516 441 GAC—，GGC AsD—G1v
10 511 436 CTG—CoG Leu呻A艰 1

516 441 GAC+GGC Asp—Glv
11 491 416 ACG—-A G 1

526 451 CAC_÷CGC His—A职
12 491 416 ACG—，CAG Thr+Gln 1

526 451 CAC—，GAC His—-AsD

13 530 455 CTG—CoG Leu呻～g 1

531 456 TCG÷TTG SePLeu
14 508 433 ACC—’CCC Thr’Pro l

526 451 CAC—，TAC HipTvr
15 516 441 GAC—，GAA As口一G1u 1

526 451 CAC—’AAC His—-Asn

16 490 415 CAG—，CAC G1n—，His 1

531 456 TCG—，TTG Se广+Leu

17 51 1 436 CTG—-CCG Leu—-Pr0 1

516 441 GAC—-TAC Asp—}Tyr

2．1

6．5

2．1

6．5

2．1

8．6

2．1

46．9

2．1

2．1

2．1

2．1

2．1

2．1

2．1

2．1

2．1

18 490～491插入C 415～416插入C 1 2．1

1．4

4．1

1．4

4．1

1．4

5．5

1．4

30．1

1．4

1．4

1．4

1．4

1．4

1．4

1．4

1．4

1．4

1．4

526 451 CAC—，AAC His—-Asn

535 460 CCC—CTC Pm—-Leu

19 490 415 CAG—}CAC Gln—叫His 1 2．1 1．4

516 441 GAC—’TAC Asp_+Tyr

丝§ !§!曼丝=鱼丝 蔓垄=垒￡

a．采用大肠埃希菌克隆的巾oB基因编号．b．采用结核分枝杆菌克隆的矽oB基因编号

学者黄海荣、金奇也有类似的报道(17．1％，33／

193)，我国乐军报道其研究结果此位点的突变率高

达40％，与吴雪琼报道相似。研究结果显示，531位

和526位氨基酸突变率之和是80．6％(29／36)，可见

这两个氨基酸的突变在我国利福平耐药结核分枝杆

菌，．瑚基因的突变中最为常见。此外，516位天冬
氨酸突变率较高，为6．5％(3／36)，突变类型均为相

应密码子GAC第一位的鸟嘌呤颠换为胸腺嘧啶。

与国外报道相一致。513位谷氨酰胺的突变在国外

报道亦为较常见氨基酸突变位点，本研究结果显示

其突变率并不高，只有2．2％(1／36)，与黄海荣、金奇

报道相似(3．1％)。

本研究结果还显示有23．4％(11／47)的菌株发

生了联合突变，与国内外报道相比发生率较高。这

是我们本次所研究的利福平耐药菌株r声0B基因突

变的特点，还是由于抽样误差所致，尚不能做出定

论，需进一步扩大选样地区，扩大样本量来加以验

证。本研究发现的联合突变共有11种不同的组合，

绝大多数突变类型为点突变，只有两株例外，其中一

株涉及490与491位之间发生

插入突变，插入碱基C，另一株

涉及491位缺失突变，编码基

因ACG中间碱基C缺失；11

种联合突变中有6种均涉及

526位的组氨酸，5种涉及516

位天冬氨酸，提示这两个位点

氨基酸发生突变以后，可能容

易引起其他位点上氨基酸的突

变。经检测未见同义突变

发生。

本研究中检测到1株敏感

株和2株利福平敏感的耐药株

发生r舢基因的突变，涉及
511、526及535三个氨基酸位

点，考虑其原因可能是由于这

三个位点并非利福平耐药特异

突变位点；另外，也可能是由于

个别菌株药敏实验结果不准确

所致，本研究所应用菌株的耐

药背景检测均应用

BACTECp MGITTM 960全自

动快速分枝杆菌培养鉴定药敏

系统确定，因此，尚需我们进一

步的鉴定加以证实。
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