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煤矿工尘肺结核患者结核分枝杆菌L型

耐药基因印DB序列分析

陆军叶松李朝品赛文莉 李卫鹏

·实验室研究·

【摘要】 目的 探讨淮南矿区尘肺结核患者感染结核分枝杆菌L型利福平耐药基因巾oB突变特

点。方法收集结核分枝杆菌L型临床分离株42株，其中利福平耐药株31株，敏感株ll株，抽提临床

分离株DNA和H37Rv标准菌株DNA，PcR法扩增巾oB基因，并应用全自动DNA测序仪对砷曰基因

的突变集中区域进行测序分析。结果42株结核分枝杆菌L型中，3l株耐药株删B基因突变率

93．55％(29／31)，主要集中在53l位点(51．6l％，l 6／31)和526位点(32．26％，lo／31)碱基置换突变，新发

现516位点突变目前在国内外研究中未见报道。11株敏感株未见巾胡基因单链构象异常。结论高

度保守的聊田基因突变是导致结核分枝杆菌L型利福平耐药的分子基础，其突变位点呈多样性。
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自20世纪80年代由于HIV／AIDs的流行以及

耐药性结核分枝杆菌的出现，全球结核病疫情急剧

恶化，感染者已达20亿¨’23。尘肺结核是严重危害煤

矿职工身体健康的主要职业病，目前对尘肺结核的

治疗方案包括尘肺和肺结核同时治疗，但尘肺病尚

无根治药物，因此抗结核药物的选择是尘肺结核治

疗的关键。利福平作为结核病治疗的一线抗痨药，

随着结核分枝杆菌耐药株的出现和L型变异，临床

疗效严重降低，已成为人类消灭结核病的一大障碍
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㈨。结核分枝杆菌L型利福平耐药基因甲扭突变约

占利福平临床耐药株的90％¨’51，但尚无L型主要突

变位点的报道。本研究通过DNA测序，探讨结核分

枝杆菌L型利福平耐药基因俨占突变特点。

材料与方法

1．菌株来源：2005年2月至2006年6月，收集安

徽理工大学医学院附属医院和淮南矿业集团职业病

防治院住院尘肺结核病患者痰标本，检出42株结核

分枝杆菌L型阳性标本，患者年龄4l～70岁(平均

53．35岁)，均为男性。质控菌株H37Rv由中国药品

生物制品检定所提供。

2．试剂：结核分枝杆菌L型药物敏感性检测中

所使用利福平为美国BD公司产品；结核分枝杆菌L

 



型液体培养基(92．3 TB．L液体培养基)和细菌型普

通液体培养基(92．3 TB液体培养基)由蚌埠医学院

提供；呦DNA聚合酶、dNTP及DNA Marker为
宝生物工程(大连)有限公司产品；细菌DNA回收

试剂盒购自上海生工生物工程技术服务有限公司。

3．结核分枝杆菌L型药敏试验：药敏试验采用

绝对浓度间接法n】。首先在92．3 TB—L液体培养基

加入利福平制成含药液体培养基，利福平浓度：高浓

度250 pg／ml、低浓度50 pg／ml，然后以无菌吸管吸

取MTB．L菌液0．1 ml接种至上述四种含药液体培

养基及不含药92．3 TB．L液体培养基(空白对照)，混

匀后置37℃培养箱培养l～3周。接种后第3天起

开始观察液体培养基表面或底部有无生长现象，每

周观察3次，离心后取沉淀物涂片采用改良Ⅸ抗酸

染色法镜检。阴性者观察至第4周。

4．结核分枝杆菌L型回复试验：参照《结核分枝

杆菌L型的检测方法(试行)》哺]，取MTB．L菌液0．1

ml接种至92．3 TB液体培养基，混匀后置37℃培养

1～3周。接种后第3天起，每周观察3次，取沉淀物

涂片采用改良IK抗酸染色法镜检，阴性者观察至第

4周为止。

5．结核杆菌DNA的抽提：痰标本灭活处理后，

加入200¨l DNA裂解液，55℃水浴l一3 h，95℃

5 min，加入等体积的酚一氯仿一异戊醇(体积比为25：

24：1)抽提2次，直至无白色中间层。再将上清移入

离心管，加入2．5倍体积冰冷无水乙醇，一20℃过夜，

14 000 r／min离心15 min，弃上清，加入75％冰冷乙

醇后15 000 r／min离心洗涤1次，室温干燥，加TE缓

冲液(pH值7．4)200“l溶解DNA【7]。

6．引物设计：根据GenBank结核分枝杆菌巾DB

基因序列信息，针对其69 bp突变高发区重复保守序

列设计引物，碱基序列为：上游57．cGG ATG Acc

ACC CAG GAC一3’，—F游5’．GGTTTAGAT CGG

CAC A1二3’，扩增片段大小为258 bp，由上海生工生

物工程技术服务有限公司提供。

7．PCR扩增：采用宝生物工程(大连)有限公司

的50“l反应体系。PcR反应条件：①95℃预变性

5 min；②以下条件循环33次：94℃变性l min，56℃

退火1 min，72℃延伸30 s；③72℃终延伸10 min。

扩增结束后取8～12“l扩增液，加入电泳加样液2“l，

混匀置l％琼脂糖凝胶电泳20—30 min(5 V／cm)，观

察结果，若258 bp处出现特异性条带，则判为结核分

枝杆菌L型阳性；反之，则为阴性。

8．DNA序列分析：PCR产物纯化后由上海博亚

生物技术有限公司测序，测序所用仪器为美国ABI

公司377型全自动激光测序仪。

9．统计学分析：采用SPsS 12．0软件系统进行

统计学分析。

结 果

1．药敏试验：42株结核分枝杆菌L型临床分离

株中检出利福平耐药株3l株，耐药率73．8l％。

2．聊曰基因的PcR扩增：结核分枝杆菌L型

伊DB基因PcR产物经过电泳，若258 bp处出现特异

性条带，则判为阳性(图1)。42株MTB．L临床分离

株中利福平耐药株有31株，ll株敏感。

注：l：H37Rv；2_6：clinical rifa呷icill呵璐ist蛆t s仃细winl
mutation，矽口； 7：clinical ri咖icin-se璐砸Ve st阻in to巾D召； 8：

negative coI蛐rol

图l煤矿工尘肺结核病患者临床痰标本

印B基因PCR扩增结果

3．PcR产物测序分析：31株耐药株中巾oB基

因突变的有29株，突变率93．55％(29／31)(表1)，主

要集中在53l位点(51．6l％，16／31)和526位点

(32．26％，10／31)碱基置换突变，新发现516位点突

变1株(3．23％，1／31)；其中27株单位点突变，2株双

位点突变，2株未发现巾oB基因突变。11株敏感株

未见聊曰基因单链构象异常。

表1 3l株结核分枝杆菌L型临床耐药株

，po占基因突变特征

雾气警 碱基置换突变 氨基酸突变气笏
lO 531 TCG一+TTG SepLeu 32．26

6 53 l TCG—T(袷 Scr√np 19．35

5 526 CAC—GAC Gln叶Asp 16．13

2 526 CAC—叮'AC Gln-斗Cas 6．45

l 526 CAC—吒、1℃ Gln—}Leu 3．23

1 526 CAC—CGC Gln—÷Arg 3．23

1 526 CAC—斗GTC Gln—’V砒 3．23

l 516 GAC—GGC Asp-娟ly 3．23

1 511、526 Cr【卜，00G、CAC_CrC I矗r'Pro、Gh_+工七u 3．23

l 526、531 CAC_arC、K)p斗TGG Gb_L肌、sa呻 3．23

2 一 一 一 645
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结核分枝杆菌L型现已被公认为是一种主要的

耐药菌，对异烟肼、利福平和链霉素的耐药率分别为

76．92％、90．38％和50．00％⋯。结核分枝杆菌耐药性

的发生与耐药相关基因突变有关m¨1。异烟肼是酰

肼类化学合成药物，后凸fG基因(过氧化氢酶一过氧化

物酶编码基因)缺失或突变，使过氧化氢酶一过氧化

物酶活性丧失或降低，导致耐异烟肼的产生[9】。结

核分枝杆菌对链霉素产生耐药的原因是由于其核糖

体蛋白s12编码基因(哪L)突变所致¨引。利福平作

为最重要的抗结核药物之一，是多种药物联合化疗

治疗结核病的基本组成部分，但也是最易产生耐药

性的药物’8】。结核分枝杆菌耐利福平的分子机制与

RNA聚合酶p亚单位编码甲。曰基因突变有关，利福

平通过和结核杆菌中DNA依赖的IⅢA聚合酶的结

合来抑制转录过程，导致细胞死亡11川。96％耐药菌

株的产生是由印oB基因突变所致，主要集中在69个

碱基区域(利福平耐药决定区)内的各种突变，也有

少量发生碱基插入或缺失，共35种，其中43％为错

义突变n刘。m沾基因中513、526、53l位点突变导致

利福平高度耐药(MIC>32斗∥m1)，尤以513位点突

变产生的耐药性最高，514、52l、533位点突变导致

利福平低度耐药(MIc<12．5岭／m1)¨3-15】。理论上结

核分枝杆菌耐利福平有两种可能：一是药物作用靶

分子RNA聚合酶B亚基的突变；二是细胞壁渗透性

改变导致药物的摄取减少¨引。杨柳等¨71采用

PCR．SSCP法检测邵L、删曰和||}毗G基因突变情况，
发现突变率分别为40％、45％和38％，结果表明，结

核分枝杆菌L型耐药产生与相关基因突变之间存在

着密切联系。

本研究发现尘肺结核患者31株耐药株中巾08

基因突变的有29株，突变率为93．55％(29／31)。单

位点突变27株，其中531点突变为16株(51．61％)，

10株为Ser斗Leu(TCe·TTG)，6株Ser_+Trp

(TCG叶TGG)；526位点突变为10株(32．26％)，包括

5株Gh_+Asp(CAC-+GAC)，2株G1n_+Cas(CAC-+

TAC)，1株Gl—Leu(CAC_CTC)，l株Gln—+A玛
(CAC川GC)和l株Gh—}Val(CAC_+GTC)。可见
结核分枝杆菌L型巾oB基因单位点突变主要集中在

531、526位，占83．87％(26／31)，接近结核分枝杆菌

细菌型65％一86％突变率¨丑糟】。516位发生的点突

变为同义突变，回复为细菌型后突变消失。1l株敏

感株未见巾DB基因单链构象异常。

此外，发现2株双位点突变，1株为526位和531

位同时突变(Gh_+Leu、sePm)，另1株为5ll位
和526位同时突变(Le—Pr0、Gl—Leu)，突变率
6．45％(2／31)，略低于与国内外报道¨饥16】。本研究发

现的联合突变类型为点突变，未发现文献报道的沉

默突变和插入突变。究竟是结核分枝杆菌L型巾DB

基因突变的新特点，还是抽样误差所致，需进一步扩

大样本量来验证。
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