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深圳市结核分枝杆菌异烟肼耐药流行株的基因分析
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异烟肼(INH)和利福平(RFP)是抗结核药中的一线药

物，近年来出现了大蟹耐药结核分枝杆菌，在中国INH耐药

率高达17．6％⋯。／NH耐药相关的最主要基因为katG，其次

为inhA、ahpC和inhA94。为了解深圳地区INH耐药流行株的

主要基因突变类型，本研究对深圳地区303株结核分枝杆菌

的katG、inhA、oxyR-ahpC基因进行序列分析。

1．材料与方法：

(1)材料：303株结核分枝杆菌保存于深圳市慢性病防治

中心，INH购自美国Sigma公司。

(2)菌株准备：参照世界卫生组织／国际防痨和肺病联合

会(wH0／IuATLD)标准，对筛选f{j的菌株，使用L．J药敏培

养基，l％比例法药敏试验重复测定其耐药性，方法参照文

献【2]，选择药敏结果稳定的菌株作为此次实验研究菌株。

(3)DNA提取：取实验事保存的303份菌株转种培养

后，置于100 oC水浴箱中煮沸灭活20min，14 000 r／min离心

10 min，取上清液作为DNA模板，沉淀保留，置-20℃冰箱中

保存。

(4)引物设计：参照文献[3]，由上海英峻生物工程有限

公司合成。

(5)DNA测序及分析：将所提取的DNA进行PCR扩增、

纯化及测序。测序方法为双脱氧末端终止法。PCR扩增条

件为：预变性95℃5min，变性95℃10 S，退火58℃20 s。
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延伸72℃25 S，共30个循环，最终延伸72℃10 rain，4 oC保

存。采用Blastn进行序列比对。

2．结果：303株临床分离株中，150株为耐药株和153株

为敏感株。INH耐药株、敏感株突变率分别为92．0％(138／

150)、27．5％(42／153)。INH耐药株中katG突变率为74．7％

(112／150)，inhA突变率为16．7％(25／150)，ahpC突变率为

16．0％(24／150)。katG315位A(配一ACC突变率为65．3％(98／

150)，AGC--+AAC突变率为3．3％(5／150)，AGC--'ASC突变

率为1．3％(2／150)，AGC--'AGG突变率为O．7％(1／150)；inhA

启动子氏域突变率12．O％(18／150)。其中一15位突变共有15

株，占10．O％(15／150)，一18位A—w共3株，占2．0％(3／150)；

未发现inhA94突变株；ahpC启动子Ⅸ域突变位点较分散，分

别为：一6位4株、一9位5株、一10位5株、一12位l株和一30位l

株。敏感株突变的主要位点是katG283位GAT—GwT；

inhA 83 T__W，94—95插人G；口如C 852—853插入C，853

A—w，另外在敏感株中分别有1株／auG315位AGC--'ACC

和l株inhA一8位T-娟突变。
3．讨论：本次测序发现深圳地区INH耐药株中74．7％

(112／150)突变位点在katG基因上，315位有AGC---．．ACC、

AAC和AGG i种突变类型，共106株．占katG突变的94．6％

(106／112)。值得一提的是，INH敏感株中有l株也存在

katG315位突变，其他文献中也有类似报道¨)，说明katG315

位突变不能百分之百指示INH耐药。另外，2株的katG片段

经PCR反复扩增仍未成功，推测可能存在katG基因缺失，该

基岗缺失可导致INH的耐药。耐药株inhA启动子区域突变

率为12．O％(18／150)，其中一15位c—T占总数的10．0％(15／

150)。有报道发现inhA94与INH耐药相关，但本次研究未发

现inhA94位有特异性突变。aheC基因突变耐药株中16株发

生ahpC启动子区突变，分别位于一6、一9、一10、一12、一30位点。

敏感株中未发现启动子突变，而42株ahpC编码区突变中有

31株发生于敏感株，结果说明口如c启动子突变与INH耐药

性关联，而编码区突变可能与INH耐药性无关。INH耐药株

中8．67％(13／150)未发现任何突变。综上所述，研究表明深

圳地区MTB流行菌株katG315基因、inhA与ahpC基因的启

动子区突变是INH耐药性产生的主要分子机制。
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双重巢式PCR监测外环境水中霍乱弧菌结果分析
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霍乱弧菌(Hbrio cholerae)中只有产生霍乱肠毒素(CT)的

01及0139血清群能够引起腹泻和霍乱流行。监测外环境的

霍乱弧菌有助于追踪霍乱的传播趋势“’。由于外环境存在的

大量非致病霍乱弧菌及其他杂菌。分离培养数量相对较低的

致病霍乱弧菌十分困难。本研究建立双重巢式PCR方法，用

以鉴定致病霍乱弧菌’21，并于2007年6月至2008年6月，对福

州地区闽江以及白马河水中霍乱弧菌按月进行动态监测。
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1．材料与方法：

(1)监测点的选择：根据2005年福建省霍乱流行时福州

市病例集中分布的白马河(福州市区内河)沿线及外排闽江

水域点的上下游一定范围内设定11个监测点。

(2)样品的采集及霍乱弧菌培养：2007年6月至2008年

6月，每月对选定的监测点采集一次水样。霍乱弧菌培养依

据《霍乱防治手册》(1999年)进行。采样同时测定采样点的

水体温度。

(3)DNA模板的制备：取l ml过夜培养物，利用细菌基

因组(北京天根生化科技有限公司)试剂盒提取DNA。

(4)双重巢式PCR：引物、扩增方法及结果判断参照文

献[2]。以Ol群和0139群O抗原编码基因(帕)为目的基

因，检测Ol群和0139群霍乱弧菌的在外环境水中的分布情

况。ctxA基因扩增的外侧引物序列参照文献[3]，内侧引物

序列参照文献[4]。

2．结果：

(1)咖检测：共采样371份，咖阳性标本共67份

(18．06％)，包括Ol一帕阳性标本37份(9．97％)，0139一咖阳

性标本30份(8．09％)；ctxA阳性标本8份(2．16％)。

(2)时间分布：2007年6—12月帕阳检率为16．24％，其

中0l一毋阳检率为5．58％，0139-rJb阳检率为10．66％；2008

年l一6月咖阳检率为20．“％，其中Ol一毋阳检率为

14．94％，0139一毋阳检率为5．17％。阳检率高的时段是5—9

月，其中2007年9月和2008年5月最高，分别为48．30％和

50．00％。除2007年12月和2008年2、3月未检出咖外，其他

月份均检出。

(3)水温与样品帕检出率的关系：样品水温的高低与霍

乱弧菌增长的关系存在一定规律性。5一lO月，水温较高，波

动范围在2l一28℃，帕阳检率相对较高。

(4)闽江和白马河霍乱弧菌帕及ctxA检测结果比较：

2007年6月至2008年6月，闽江7个监测点共采集样本238

份，咖阳性标本为26份(10．92％)；白马河4个监测点共采集

样本133份，咖阳性标本为4l份(30．82％)，经7c2检验，尸<




