
中华流行病学杂志2012年5fl第33卷第5期Chin J Epidemi01．May 2012，V01．33。No．5 ·525·

·实验室研究·

PCR熔解曲线法筛查结核分枝杆菌链霉素
和乙胺丁醇耐药性

王峰胡思玉桂静崔运勇 刘小立李庆阁

【摘要】 目的利用PCR熔解曲线法快速筛查结核分枝杆菌(MTl3)对链霉素、乙胺丁醇耐

药性，并与药敏试验结果比较，评价其应用价值。方法收集深圳市2007--2009年331株MTB临

床分离株，应用PCR熔解曲线法检测embB基因306、378—380、406和497、rpsL基因43、88及m基

因513—517、905—908位点耐药突变，并与药敏试验结果比较。结果以药敏试验结果为标准，

PCR熔解曲线法检测MTB链霉素耐药突变的敏感性为78．6％、特异性为90．1％、准确性为86．7％；

检测MTB乙胺丁醇耐药突变的敏感性为83．o％、特异性为93．3％、准确性为91．8％。PCR熔解曲

线法与药敏试验检测结果具有很好的一致性。结论PCR熔解曲线法能够快速、特异地检测

MTB对链霉素、乙胺丁醇耐药突变，可用于临床筛查。
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【Abstract】Objective To evaluate the effects of PCR melting c卫ll-ve analysis assay on a rapid

screening program regarding the resistance of Mycobacterium tuberculosis(MTB)clinical isolates to

streptomycin and ethambut01．Methods A total of 33 1 clinical isolates of MTB had been collected

since 2007—2009 in Shenzhan．Mutations at eodon 306，378—380，406 and497 ofembB gene，caxlon

43，88 of rpsL gene，and 513-517，905-908 region ofm geae were detected by PCR melting curve

analysis．Resul忸werc compared with that of conventional drug susceptibility test．Results

Compared to drug susceptibility test，sensitivity，specificity and accuracy for streptomycin

resistance were 78．6％，90．1％and 86．7％，respectively while 83．O％，93．3％and 91．8％，respectively

for etharnbutoI resistance detected by PCR melting curve analysis．PCR melting curve method WaS in

good agreement with drug susceptibility test．Conclusion PCR melting curve analysis on genetic

regions associated with resistance to streptomycin and ethambutol seemed to be a rapid，specific and

closed-tube method SO it could be used for detection oftreptomycin and ethambutol resistance in MTB．

【Key words】Mycobacterium tuberculosis；Drug resistance；Streptomycin；Ethambutol

耐药结核病是目前我国结核病防治工作面临的

最重要挑战之一⋯。链霉素和乙胺丁醇是临床上常

用的丽种抗结核治疗一线药物，2002--2007年全球
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新发病例中链霉素和乙胺丁醇耐药率分别为10．9％

和2．5％，在复治病例中更达到20．1％和10．3％拉1。传

统的结核分枝杆菌(MTB)表型药物敏感性测试需

要2．4周，易延误耐药结核病患者的诊治。快速的

分子生物学方法对于及时诊断、防止耐药结核病的

传播具有重要意义。本研究用实时荧光定量PCR

熔解曲线法检测MTB链霉素、乙胺丁醇耐药基因主

要突变，并与传统药敏试验进行比较，评价其快速筛

查链霉素、乙胺丁醇耐药性的效能及临床应用价值。
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1．菌株：331株MTB临床分离株来源于2007—

2009年深圳市耐药监测项目、全国耐药基线调查项

目和深圳市慢性病防治中心临床门诊患者痰培养

物，经对硝基苯甲酸(PNB)、2一羧酸肼噻吩(TCH)培

养基初筛和PCR鉴定为MTB。标准菌株H，。Rv购自

中国药品生物制品检定所。

2．方法：

(1)实时荧光定量PCR熔解曲线法检测链霉

素、乙胺丁醇耐药基因突变：MTB临床分离株经改

良罗氏培养基培养2—3周后取适量茵落于300 gl

纯水中，100℃水浴灭活20 min，14 000 r／min离心

10 min，取上清液一20℃保存作为DNA模板。链霉

素、乙胺丁醇耐药突变筛查均分2管进行，采用双色

实时荧光定量PCR熔解曲线法检测。链霉素耐药

基因突变检测：针对rpsL和邢基因突变位点，设计

A、B两种反应体系，各含2条探针。A体系检测rpsL

基因43和88位密码子突变，B体系检测邢基因

513—517和905～908位点突变。反应体系均含20

pl PCR反应液和5 lal DNA模板。PCR在美国伯乐

CFX96实时荧光定量PCR仪上进行，扩增分两步，

先是降落PCR：95℃10 s，70℃20 s(每个循环下降

1℃)，76℃25 s，10个循环；然后95℃10 s，60℃

20 s，75℃25 s，30个循环。扩增产物与探针结合熔

解分析程序为95℃2min，40 oC 2min后40—80℃

升温，升温阶段每O．5℃同时采集6一羧基荧光素

(FAM)和四氯一6一羧基荧光素(TET)通道荧光信

号。野生型在反应体系A中FAM通道熔点(Tm)=

(57-t-1)oC，TET通道Tm=(65±1)℃。在反应体系

B中FAM通道Tin=(63．5±1)℃，TET通道Tm=

(60．O±1)℃。如果探针覆盖位点发生突变，与相应

探针结合能力下降，熔解曲线Tm也会随之下降。

当4个通道中样本Tm与野生型对照一致时判定为

野生型，菌株对链霉素敏感；4个通道中任一通道样

本熔解温度低于野生型／>2℃则认为菌株对链霉素

耐药。乙胺丁醇耐药基因突变检测与链霉素耐药检

测类似：设计A、B两种反应体系，分别检测embB基

因306、378～380和406、497位点突变。野生型在A

管中FAM通道熔解曲线峰Tm=(66．5±1)℃，TET

通道Tin=(61．5±1)℃。B管中FAM通道Tm=

(64。5±1)oC，TET通道Tm=(67。5±1)℃。4个通

道中任一通道样本Tm值低于野生型1>2℃判定为

突变型，菌株对乙胺丁醇耐药。

(2)链霉素、乙胺丁醇药物敏感性测定(药敏试

验)及耐药基因突变测序：参照世界卫生组织／国际

防痨和肺病联合会(WHo／IUATLD)标准b】，以H，7Rv

作为敏感对照，l％比例法测定菌株链霉素、乙胺丁

醇敏感性。链霉素、乙胺丁醇均为美国Sigma．

Adrieh公司产品。将链霉素、乙胺丁醇药敏试验结

果与突变检测结果不一致的菌株，重新进行药敏试

验。同时分别扩增embB、rpsL和邢基因片段，送上

海Invitrogen公司测序，测序结果与H，，Rv相应基因

位点序列进行比对与突变分析。

3．统计学分析：应用SPSS 17．0软件进行统计学

分析，以药敏试验结果作为标准，评价PCR熔解曲

线法的敏感性、特异性和准确性。Kappa检验评价

PCR熔解曲线法和表型药敏结果的一致性。

结 果

1．PCR熔解曲线法检测链霉素耐药性：经药敏

试验测定，33I株MTB临床分离株中，链霉素耐药

98株、敏感233株。以药敏试验结果为标准，PCR熔

解曲线法检测敏感性为78．6％、特异性为90．1％、准

确性为86．7％，二者具有很好的一致性(表1)。对

PCR熔毹曲线法检测链霉素耐药性与药敏试验结果

不一致的44份样本rpsL、椰基因测序，结果见表2。

药敏试验确定的敏感菌株中，23株经PCR熔解曲线

法检测发现耐药基因突变，测序表明靶位点全部发

生突变，其中1株发生rpsL88AAG-+CAG及

邢517C—T双位点突变。药敏试验确定的耐药菌株

中，21株经PCR熔解曲线法检测判定为敏感，测序

表明rpsL、珧基因检测区域均未发生突变。

表1 PCR熔解曲线法检测MTB链霉素、乙胺丁醇

堕垫竺塑篁壁堡：堑墨丝塑堡丝垡药物9嚣罟臀絮产繁产K普8

注：S：敏感；R：耐药；4 1株菌无结果

2．PCR熔解曲线法检测乙胺丁醇耐药性：经药

敏试验测定，331株MTB临床分离株中，乙胺丁醇耐

药47株、敏感283株，l株无结果。以药敏试验结果

为标准，PCR熔解曲线法检测敏感性为83．0％、特异

性为93．3％、准确性为9t．8％(表1)。共有27株菌经

两种方法检测后显示结果不一致，embB基因测序结

果比较见表3。药敏试验确定的敏感菌株中，19株
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表2 PCR熔解曲线法与药敏试验检测链霉素耐药性

不一致样本耐药基因测序结果

注：同表1；“一”为无突变

表3 PCR熔解曲线法与药敏试验检测乙胺丁醇耐药性

不一致样本embB基因测序结果

注：同表1

经PCR熔解曲线法检测为耐药，测序结果显示这些

标本全部在embB基因检测区域发生突变。药敏耐

药试验确定的耐药菌株中，8株经PCR熔解曲线法

检测未检出耐药，测序显示5株embB检测区段无突

变、3株在检测靶位点外的位点发生点突变。

讨 论

目前全球只有7％的耐多药结核病(MDR．TB)

病例得到确诊和通报H】。WHO建议常规耐药结核

病规划中应开展乙胺丁醇、链霉素和吡嗪酰胺的药

敏监测协]。传统的以培养为基础的药敏试验方法检

测周期长、费用较高且需要具备良好的生物安全防

护条件，在基层结核病实验室难以开展。

随着对耐药分子机制的认识，各种检测耐药基

因突变的基因型药敏试验方法正在得到开发和应

用。目前研究多针对利福平、异烟肼的耐药基因”。】。

但有关乙胺丁醇和／或链霉素耐药性快速分子诊断

的研究尚不多。目前报道的有反向斑点杂交[8’”、

PCR一限制性片段长度多态分析(PCR．RFLP)“⋯、单

链构象多态性分析(PCR．SSCP)等““12]，这些方法操

作繁琐、耗时较长、容易产生污染，限制其在临床检

测和耐药监测中的应用。最近报道用一种环介导

等温扩增一限制性酶内切一酶联免疫吸附系统，检测

rpsL基因43、embB基因306和497位点突变，实现

了单管操作，但需要对PCR产物开盖后进行多步

骤处理⋯j。

PCR探针熔解曲线分析通过监测杂交荧光信号

获得相关信息，实现真正的闭管操作，避免PCR后

处理可能导致的扩增产物污染。本研究采用该技术

检测MTB乙胺丁醇和链霉素耐药基因突变，扩增和

结果判定在同一反应管内完成，简化了操作步骤，

2。3 h即可完成检测，且每次可同时检测多达45份

标本。检测结果通过设备分析生成的熔解曲线Tm

值进行判定，直观简单，减少人为因素的影响。

乙胺丁醇耐药与embB基因多个位点突变高度

相关，其中30％一68％的耐药菌株中发现306位点突

变“4‘”】，因此enubB基因306位点成为最常用的检测

位点。Hain公司新推出的广泛耐药结核病检测试剂

盒GenoType MTBDRsl设计针对embB基因306位点

ATG／ATA(M306I)和ATG／GTG(M306V)2类突变

探针，检测乙胺丁醇耐药突变，初步评价对耐药菌株

检测的敏感性在65％一70％之间“4’1“。本研究加入

embB基因378，380、406、497位点。测序结果表明

乙胺丁醇耐药菌株embB基因306位点突变至少有4

种类型：ATG>A，rA、ATG>ATC、ATG>A1rT和

ATG>GTG(数据未列出)。同时还发现多株耐药菌

株406、497位点发生突变，但306位点无突变。以药

敏试验作为标准，PCR熔解曲线法检测乙胺丁醇耐

药的敏感性达83．0％。27份与表型药敏结果不一致

的样本中，8份经药敏试验判定为耐药的样本经熔

解曲线法判定为敏感，其中3份标本embB基因发生

突变，其余5份测序无突变，可能是其他耐药基因发

生突变，或者其他耐药机制造成菌株耐乙胺丁醇，提

示进一步优化补充检测靶位点可能会提高检测敏感

性；19份经药敏耐药试验判定为敏感但经熔解曲线

法判定为耐药，测序证实这些菌株均发生embB突

变。补充利福平、异烟肼药敏试验。发现其中16株

为MDR或单耐异烟肼，2株单耐链霉索，而4种药全

敏感只有l株。这种embB基因突变与乙胺丁醇耐

药表型不一致。而与菌株耐其他抗结核药相关的结

果同有关报道类似““，可能是embB突变引起乙胺丁

醇最低抑菌浓度(MIC)值的变化，但菌株对乙胺丁

醇耐药性的轻度或中度变化在药敏试验中可能得到

不同的结果。另外，可能与菌株的遗传背景有关，因

此embB也可以作为检测耐多药菌株的候选分子标
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志u“。embB基因304和495位点突变尚未见文献报

道，是否与乙胺丁醇耐药相关尚待进一步研究。

rpsL基因突变是MTB对链霉素耐药的主要机

制，其中最常见的是43和88位点突变，16S rRNA编

码基因邢突变也介导对链霉素的耐药性。耐药菌

株中rpsL和邢基因突变率在不同研究中差别较大，

可能与地域或菌株基因型相关【I引。但主要的耐药突

变类型基本得到认同，主要有rpsL基因43位密码子

的K43R(AAe—，AGG)、88位密码子的K88Q

(AA科AG)或KS8R(从G—AGG)突变，邢基因
的513(A—T)、513(A—C)、516(C—T)、906(A—

C)、512(c。T)等。本研究通过联合检测rpsL基因

43和88位、邢基因513—517和905．908位点等多

个位点突变，检测敏感性达到78．6％、特异性为

93．3％。两种检测方法结果不一致的44份样本中，

21株表型耐药菌株经熔解曲线分析未能筛出，经测

序验证在以上位点均无突变，可能发生其他基因的

耐药突变，或者耐药由外排泵增强和域其他未知耐
药机制引起“们；23株药敏试验敏感菌株经熔解曲线

法检出突变(全部得到测序证实)。与表型不一致的

原因可能是耐药基因突变引起低水平耐药，此外分

子检测仅检测基因位点突变，而表型药敏试验结果

是药物、细菌、环境多因素共同作用的结果。而且药

敏试验本身测验精度因药物而异。尽管两种检测方

法检测结果存在不一致，由于分子诊断试验筛查有

限的基因位点即可获得较好的敏感性和特异性。而

且决速稳定、重复性好，用于筛查耐药结核病是耐药

结核病控制很好的选择啪1。
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