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华东农村地区利福平耐药结核病的
分子流行病学特征研究

王继江胡屹蒋伟利 王伟炳徐飚

·1189·

·实验室研究·

【摘要】 目的描述华东农村地庆利福平耐药结核分枝杆菌(结核菌)的耐药相关分子特征

和成簇性规律。方法 以浙江省和江苏省两个农业县结核病防治所一年内所有登记的结核菌检

测阳性肺结核病例为研究对象。收集痰标本、培养分离菌株，并进行问卷调查；对培养获得的结核

菌株采用比例法进行药敏试验。对获得的65株利福平耐药结核菌株进行rpoB基因利福平耐药决

定区和katG基因异烟肼耐药相关热点区测序，采用间隔区寡核苷酸分型(spoligotyping)方法识别

北京株，采用IS61 10限制性内切酶多态指纹技术(RFLP)对分离株进行基因分型和成簇性分析。

结果92％(60／65)的利福平耐药菌株在利福平耐药决定区53l位(57％)、526位(29％)或516位

(1l％)发生突变。82％(49／60)的rpoB基闪突变菌株为耐多药结核菌(MDR．TB)；spoligotyping识别

H{54株(83％)北京家族菌株；IS6110．RFLP发现共有24株(37％)利福平耐药菌株成簇，形成11个

簇，提示簇中病例的结核菌近期传播。所有成簇菌株都为MDR．TB。共有7个簇，簇内菌株具有

不完全相同的利福平耐药相关的rpoB基因突变。分析可能与成簇性相关的因素，初治病例在菌

株成簇患者巾的比例高于在菌株非成簇患者中所占的比例(初治／复治：OR=3．342，95％Ci：

1．081～10．32)。结论在其他耐药结核菌(如异烟肼耐药结核菌)中进一步产生对利福平的选择

性耐药和生长，很有可能是利福平耐药结核病流行的基础，而既往较长的不规则治疗史也为利福

平耐药的发生和传播提供条件。
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the epidemic of RIFr M．玷．
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利福平(RIF)能有效杀灭巨噬细胞内生长的结

核分枝杆菌(结核菌)并明显缩短抗结核治疗的时

间，是治疗结核病的重要药物。结核菌对R．IF的耐

药性将很大程度影响结核病的治疗效果。90％一

95％的结核菌RIF耐药与rpoB基因RIF耐药决定区

(rifampicin—resistance determination region，RRDR)

突变有关，主要的突变位点包括rpoB基凶第531位、

526位和516位密码子^21。结核菌的rpoB基因自发

突变的频率低，因此人为因素很有可能是RIF耐药

发生的主要原因。国外一些研究认为耐药结核菌的

适应力变化会影响其传播h川。目前国内尚没有RIF

耐药结核病传播的相关研究，而利用DNA指纹技术

分析结核菌基冈型的成簇性可以反映其在人群间的

近期传播。本研究选取华东地区两个农业县一年间

RIF耐药结核菌菌株，对菌株的rpoB基因RRDR测

序，并对菌株进行基因分型，进而分析上述菌株RIF

耐药相关基因分布特征，探索影响结核菌发生近期

传播的危险因素。

对象与方法

1．研究对象：选取浙江省德清县和江苏省灌云

县作为研究现场。募集当地结核病防治所一年内

(德清县为2004年4月1日至2005年3月31日，灌云

县为2004年6月1日至2005年5月31日)登记的所

有初治和复治结核患者，收集痰标本、培养分离菌

株，并进行问卷调查；对培养获得的结核菌株采用比

例法进行药敏试验，以RIF耐药菌株及其感染的患

者为研究对象。

2．药敏试验：药敏试验采用比例法，检测目标菌

株对异烟肼(INH)、RIF、乙胺丁醇(EMB)和链霉素

(SM)一线抗结核药物的敏感性。根据Canetti等。51

方法，在培养基上4种药的最终浓度为0．2、40、2和

4 mg／L。阳性结果定义为含药培养基菌落数／对照

管不含药培养基菌落数>l％。耐多药结核菌

(MDR—TB)指结核病患者感染的菌株体外被证实至

少对INH和RIF耐药。多耐药结核菌株(polydrug

resistant tuberculosis．PDR—TB)指结核病患者感染

的菌株体外被证实对两种或两种以上抗结核药物耐

药，但不同时对INH和RIF耐药。

3．DNA抽提：采用十六烷基三甲基溴化铵

(CTAB)抽提法提取细菌中的DNA。

4．IS6110一RFLP：根据Thierry等6。的方法，进行

IS6110．RFLP基因分型，使用Gel Compar 4．6软件

(Applied Maths)分析。以具有与其他菌株不同的

IS6110限制性内切酶图谱(IS6110片段数和／或位

置)的结核菌株定义为“惟一”株；以具有完全相同

IS61 10限制性内切酶图谱的菌株定义为“成簇”株。

假定簇内患者的结核病主要是由于近期感染了结核

菌所引致。成簇比例定义为在所观察结核患者中由

于感染了近期传播结核菌而得病的比例，公式为：

成簇比例=型篙篙糍警盟
5．spoligotyping：参照Kamerbeek等n]的方法，

对结核菌株直接重复单位(direct repeat region，DR)

间的间隔区进行PCR扩增，将其中二进制编码第l

到34间隔区为0的菌株定义为北京家族株。

6．基因测序：以提取的结核菌株DNA为模板，

在ABI PCR仪中扩增目标基因片段，katG引物：正向

5’．CGG TGG ATC AGC TTG TAC CAG和反向

5 7．CGA CGA TGC TGG CCA CTG AC；rpoB引物：

正向5’．GGG AGC GGA TGA CCA CCC和反向

5 7．GCG GTA CGG CGT TTC GAT GAA C。PCR产

物交上海生工生物工程技术服务有限公司测序。

7．统计学分析：使用Epi Info 6．0软件建立数据

库和录人数据，应用SPSS 11．0(SPSS Inc．，Chicago，

IL)软件进行统计学分析。单因素分析中连续变量

的统计检验采用t检验，分类变量的分析采用Z检

验；采用logistic回归分析控制年龄、性别和县别等

RIF耐药结核菌成簇相关因素分析中可能的混杂

因素。

结 果

1．RIF耐药患者的基本情况和耐药菌株的耐药

类型：两县共纳入结核病例399例，分离到结核菌株

35l株。对所有菌株进行比例法药敏试验，获得65

株RIF耐药菌株，25株来自德清县，40株来自灌云

县。RIF单耐药结核菌有2株(3％)，其余63株菌除

对RIF耐药外，至少对其他一种抗结核药物耐药：53

株(82％)为MDR—TB；10株(15％)同时对SM和／或

EMB耐药。4株菌对四种检测药物全部耐药。

RIF耐药结核病患者的基本信息见表1。男性

病例43例，女性病例22例，男女比例约为2．o：l；复

治病例占65％(42／65)；痰涂片结果阳性者为69％

(45／65)。两县RIF耐药结核患者各项基本特征之间

的差异均无统计学意义(P值均>O．05)。因此考虑

两县研究对象情况的可比性，在进行R1F耐药结核

菌近期传播相关因素的多因素分析时，将各自资料

合并分析。
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表1华东地区两县RIF耐药结核病患者特征分布 表2 RIF耐药菌株甲08基冈突变位点分布

注：德清县患者BMI(7c±5)为18．90±3．754，灌云县患者BMI

(i±5)为19．83±2．243，f=一1．039，P=o．304

2．耐药相关突变位点的分布：对rpoB基因

RRDR{!贝t]序显示，60株(92％)RIF耐药菌株在rpoB基

因的第516位、526位和53l位发生基因突变。60株

rpoB基因突变菌株中，MDR．TB有49株(82％)，另11

株(18％)为RIF单耐药菌株或PDR．TB。突变位点

以531位TCG-斗TTG突变最为常见，占57％(37／65)，

其他依次是526位的两种突变29％(19／65)，516位

突变11％(7／65)，另外尚有5株(7．7％)在RRDR未发

现突变(表2)。

对53株MDR．TB菌株进行INH耐药相关katG

基因热点区测序，结果显示：35株(66％)在katG基因

315位密码子发生SePTllr突变，3株(6％)在katG

基因315位密码子发生Ser_Asn突变。

(1)RIF耐药菌株的基因型：对65株RIF耐药菌

株进行spoligotyping基因分型，北京株各家族菌株

有54株(83％)(表3)。经IS6110．RFLP指纹鉴定(图

1)，41株有惟一的IS6110模式；其余24株(37％)组

成11个簇，簇的大小为2～3株／簇。

(2)成簇菌株的耐药类型和耐药基因型：所有11

个簇中的24株成簇菌株均为MDR—TB。4个簇的簇

内菌株具有完全相同的rpoB基因突变类型，7个簇

的簇内菌株rpoB基因突变类型不完全相同。各簇内

部的katG基因突变类型均相同：10个簇内的22株菌

均在katG基因315位密码子发生SePm突变，另1
个簇内的2株菌的katG基因没有发生315位密码子

突变。

3．与RIF耐药菌株成簇性分布相关的因素：进

一步分析可能与RIF耐药菌株成簇性分布相关的人

口环境因素、临床因素和细菌因素(表4)，单因素分

析显示除既往治疗史(初治／复治：OR=3．664，P=

0．015)外，其他因素均无统计学意义(P>O．05)。采

用logistic回归调整年龄、性别和县别等可能的混杂

因素，显示既往治疗史与菌株成簇仍然有明显的联

表3 RIF耐药菌株spoIigotyping基冈分型
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注：顶部的坐标尺为遗传相似性，100％说明菌株的IS6110指纹

图谱完全相同，提示成簇；图谱后的第一列字母为菌株耐药表型，依

次是对INH、RIF、SM和EMB的耐药性，R代表耐药，S代表敏感；第

二列为katG基冈突变位点和编码的氨基酸；第i列为rpoB基因突变

位点和编码的氨基酸，第四列为菌株所属家族

图1灌云县和德清县结核病患者RIF耐药菌株

IS6110．RFLP指纹图谱

系(初治／复治：调整OR=3．342，95％甜：1．08l—

10．32)；北京家族基因型与菌株成簇有较强的关联

(北京株／tNL京株：调整OR=3．777，95％CI：0．689～

20．699)，但差异无统计学意义。其他如痰涂片、胸

片肺部空洞、BMI以及rpoB基冈突变情况都与菌株

成簇无统计学关联。

讨 论

结核病是目前我国负担最重的传染病之一783。

表4 RIF耐药菌株成簇性与各种因素的天系

因素
分离株。

“成簇” “惟一” ‰蒯馨95％C10R OR值 值

人口环境

年龄组(岁)
O～

30～

50～

性别

女

男

县别

德清

灌‘

BMl6±5)

2(8．31

7(29．21
1 5(62．51

9(37．51
1 5(62．51

8(33．31
1 6(66．71
18．63±

1．528

1I(26．81

13(3I．71

17(41．51

13(31．7、

28(68．31

17(41．51

24(58．5)
19．83±0．866 0．907 0．703—1．171

3．259

临床

痰涂片 1．128 1．385 0．416～4．617

阴性 7(29．2) 13(31．7)

阳性 l 7(70．8) 28(68．3)
肺空洞 1．029 1．227 O．246—6．13l

否 2l(87．5) 36(87．8)
是 3(12．5) 5(12．2)

既往治疗史 3．664 3．342 1．081—10．32

足 11(45．8) 31(75．6)

否 13(54．2) 10(24．4)

细菌耐药

RIF单耐药0 2

MDR 24 29 一 一

其他耐药 0 10 一 一

rpoB基冈

其他突变 10(41．7) 14(34．11 1

53l位突变 14(58．3) 23(53．7)0．891 1．03l 0．339～3．130

野牛株 O(O) 5(12．2) 一 一

北京株 3．094 3．777 O．689—20．699

否 2(8．3) 9(22．0)

足 22(91．7) 32(78 01

注：年龄、县别、性别为校正闪素，连续变量粗OR值为单因素

logistic【旦】归结果，调整OR值和95％C1为通过logistic回归校正年龄、

性别、县别阂素的结果；其他突变指rpoB基因53l位以外的526位或

516位突变；4括号外数据为株数，括号内数据为构成比(％)

该病治疗周期长且容易产生耐药性。RIF是治疗结

核病的一线核心药物，结核病对RIF耐药状况是

MDR．TB发生的重要指标‘9，”3。RIF耐药结核病相

关分子流行病学特征和成簇性规律的研究，可以为

MDR．TB的控制和管理提供新方法。

传统的药敏试验耗时长，不能及时为临床提供

药敏结果。目前已经发展出一些基于菌株耐药相关

分子特征的快速检测技术19一“。本研究92％(60／65)

的R．IF耐药结核菌株在rpoB基因RRDR 531位、526

位或516位发生突变，突变菌株中82％(49／60)为

MDR．TB，与国内其他一些研究结果相近¨2·13]。因

此在本研究地区可以考虑采用以此3个位点为基础的

RIF耐药结核病快速诊断技术，及时识别RJF耐药结核

病，辅助临床制定治疗方案和监测MDR．TB的流行。

结核菌流行的主要机制是菌株近期传播和既往

感染的复燃。1“。本研究发现37％的R．IF耐药菌株发
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生成簇，因此推测RIF耐药菌株的近期传播可能在

RIF耐药株流行中占有重要地位。进一步对成簇菌

株的rpoB基因突变类型进行分析发现，64％(7／11)

簇的簇内菌株rpoB基因突变位点不全相同，提示部

分RIF耐药结核病的流行可能是多种机制联合作用

的结果。分析成簇菌株耐药表型，所有菌株均对

INH耐药，簇内菌株katG基因突变位点亦相同。一

些研究发现，与1NH耐药相关的katG基因315位

SepThr突变对菌株的活力和传播力影响不大，可
一定程度上补偿其他耐药突变造成的菌株适应力损

失‘4'”’16]。基于以上事实，猜测研究地区RIF耐药菌

株流行的一种重要机制很可能是：INH耐药株近期

传播感染个体以后，个体不同的治疗依从性和用药

情况造成部分INH耐药株发生RIF耐药表型和基因

型的积累。

患者既往治疗史与RIF耐药菌株的成簇分布明

显相关(初治／复制：OR=3．342；95％CI：1．081一

10．32)，初治病例在菌株成簇患者中的比例高于在

非成簇患者中的比例。携带利福平耐药菌株的患

者由于长时间不合适的治疗等原因，带菌状态时间

长，易感人群暴露机会增加，受感染发病后产生初

治利福平耐药患者；与之相较，在非成簇患者中获

得性耐药发生的比例可能更高一些。在菌株方面，

有研究认为，北京株可能是结核菌近期传播致病的

危险因素。"·18]。本研究北京株的成簇比例为4l％，

高于非北京株，但差异无统计学意义(北京株／非北

京株：OR=3．777，95％CI：0．689—20．699)，有必要

进行更大规模的研究，以证明北京株在RIF耐药以

及MDR．TB传播中的作用。此外，没有发现rpoB基

因531位突变对RIF耐药株近期传播的影响，可能

说明拥有该位点突变的菌株近期传播并不是RIF耐

药株流行的主要原因，提示拥有其他分子特征的结

核菌(如有katG基因315位突变的菌株)可能在RIF

耐药结核病流行中发挥作用。

本研究结果提示，rpoB基因53l位、526位或516

位发生突变是该地区RIF耐药株产生的主要机制，

反映了rpoB基因RRDR测序可应用于结核菌RIF耐

药预测。RIF单耐药株近期传播不是其流行的主要

原因，其他耐药菌株如INH耐药株对RIF的选择性

耐药和生长，很有可能是RIF耐药结核病产生的基

础．有必要进一步从其他分子特征的结核菌如INH

耐药株与MDR．TB传播相关性方面展开研究，从而

能更好地理解我国高MDR．TB流行的机制。

·1193·

参考文献

[1]Williams DL，Waguespack C，Eisenach K，et a1．Characterization

of rifampin—resistance in pathogenic mycobacteria．Antimicrob

Agents Chemother．1994．38(10)：2380—2386．

【2]Ramaswamy S，Musser JM．Molecular genetic basis of

antimicrobial agent resistance in Mycobacterium tuberculosis：

1998 update．Tuber Lung Dis．1998，79(1)：3—29．

【3 J Mariam DH，Mengistu Y，Hofrner SE，et ai．Eflect of rpoB
mutations conferring rifampin resistance on fitness of

Mycobacteriumtuberculosis．AntimicrobAgents Chemothel"，2004，

48(4)：1289-1294．

【4]Gagneux S，Long CD，Small PM，et a1．The competitive cost of

antibiotic resistance in Mycobacterium tuberculosis．Science，2006，

312(5782)：1944—1946．

【5jCanettiG，FoxW，KhomenkoA，et a1．Advancesintechniques of

testing mycobacterial drug sensitivity．and the use of sensitivity
tests in tuberculosis control programmes．Bull WHO．1969．41
(1)：21—43．

6 nlJerry D．Bfisson．Noel A，Vincent—Levy—Frebault V，et a1．

Characterization of a Mycobactenum tuberculosis insenion

sequence．IS6ll 0．and its application in diagnosis．J Clin

Microbiol，1990，28(12)：2668—2673．
7 Kamerbeek J．Schouls L，Kolk A，et a1．Simultaneous detection

and strain difierentiation of Mycobacterium tuberculosis for

diagnosis and epidemiology．J Clin Microbiol，1997．35(4)：
907-914．

[8]刘宁红．第四次全国结核病流行病学抽样调查——结核分枝
杆菌耐药性分析与评价．中华结核和呼吸杂志，2002，25(4)：

224—227．

[9]Cavusoglu C，Hilmioglu S，Guneli S，et a1．Characterization of

goB mutations in rifampin．resistant clinical isolates of

Mycobru：terium tuberculosis from Turkev bv DNA sequencing and

line probe assay．J Clin Microbi01．2002．40(12)：4435—4438．

【10 J Traore H，FisseRe K，Bastian I，et a1．Detection of fifampicin

resistance in Mycobacterium tuberculosis isolates from diverse

courttrics by acommercialline probe assay as an initialindicator

of multidmg resistance Technical Note．Int J Tuberc Lung Dis，

2000。4：48l-484．

L11j LemusD．MartinA．Montoro E，et a1．Rapid alternativemethods

for detection of rifampicin resistance in Mycobacteriurn

tuberculos／s．J Antimicrob Chemotller。2004．54(1)：130—133．

【12 J HuangH，JinQ，MaY，et a1．Characterization of rpoBmutations

i11 rifampicin—resistant Mycobacterium tuberculosis isolated in

Chim．Tuberculosis，2002，82(2—3)：79—83．

【13 J Yue J，Shi W，Xie J，et a1．Mutations in the rpoB gene of

multidrug—resistant Mycobacterium tuberculosis isolates from

China．JClin Microbi01．2003，4l(5)：2209—2212．

【14 J MathemaB，KurepinaNE，Bifani PJ，et a1．Molecular epidemiology

of tuberculosis：CUlTent insights．CliIl Microbiol Rev．2006．1 9

(4)：658—685．

115 J van Soolingen D．de Haas PE，Vall DOOl31 HR，et a1．Mutations at

amino acid position 3l 5 of the katG gene are associated with

high-level resistance to isoniazid，other drug resistance，and

successful transmission of Mycobacterium tuberculosis in the

Netherlands．J Infect Dis，2000．182(6)：1788一1790．

116 J PyreAS，Saint—JoanisB．Cole ST．Effect ofkatGmutations onthe

virulence of Mycobacterium tuberculosis and t}le ireplication for

transmissioninhumans．InfectImmun．2002．70(9)：4955—4960．

117 J Prammananan T，Cheunoy W，Taechamahapun D，et a1．

Distribution of rpoB mutations among multidmg．resistant

Mycobacterium tuberculosis(MDRTB)strains from Thailand and

development of a rapid method for mutation detection．Clin

Microbiol Infect．2008．14(5)：446—453．

【l 8 J European Conceaed Action on New Generation Genetic Markers

and Techniques for the Epidemiology and ConlloJ of Tuberculosis．

Beijing／W genotype Mycobacterium tuberculosis and drug

resistance．Emerg Iilfect Dis．2006，12(5)：736—743．

(收稿H期：2009—05—06)

(本文编辑：张林东)

 


