
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

+#,,-&$%%%.))/$&/%$)&%(&%%L

基金项目!/十一五0国家重大传染病专项%
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Ù R$$Q%L%

&)解放军第三九医院

课题%

/%$K>R.%$/

&

作者单位!

$%%%($

北京#解放军第三九医院 全军结核病研究所全军结核病防治重点实验室 结核病诊疗新技术北京市重点实验室

通信作者!吴雪琼#

012#3

!

aA?

E

#"-

;

BA

!

$'(+7"1

$论著$

对异烟肼与丙硫异烟胺耐药的结核分枝杆菌

临床分离株检测及相关基因突变的研究

刘银萍
!

王杰
!

张俊仙
!

梁艳
!

李洪敏
!

吴雪琼

!摘要"

!

目的 研究
>=U

对异烟肼%

W<X

&和丙硫异烟胺%

Z8"

&的耐药情况#及从临床标本中的
>=U

临床分

离株直接检测
W/2%

和
'+>,

基因型的价值(方法 回顾性调查解放军第三九医院全军结核病研究所
/%$K

年

H

月至
/%$L

年
H

月住院确诊#并经抗结核药物治疗有效的结核病患者#共
$%K

例(患者临床标本经培养鉴定为

>=U

#然后通过绝对浓度法同时进行
W<X

和
Z8"

药物敏感性试验%简称/药敏试验0&#并用基因芯片检测
>=U

W/2%

和
'+>,

基因型(结果
$%K

例患者的
>=U

临床分离株经绝对浓度法药敏试验检测显示!

/%

例%

$(&/N

&对

W<X

耐药#其中
'

例高度耐药'

$M

例低度耐药)

L

例%

K&HN

&对
Z8"

耐药#其中
$

例高度耐药'

K

例低度耐药)

W<X

与

Z8"

的交叉耐药率
/%&%N

%

K

"

/%

&(以传统药敏试验为对照#

/%

例对
W<X

耐药患者中#基因芯片检测
$%

例

%

L%&%N

&发生
W/2%

基因
'$L

位点突变#

'

例%

$L&%N

&发生
'+>,

基因
d$L

位点突变#

$

例%

L&%N

&发生双基因突变)

HK

例
W<X

敏感患者中#

M

例%

H&'N

&发生
W/2%

基因
'$L

位点突变#

L

例%

)&%N

&发生
'+>,

基因
d$L

位点突变(基

因芯片检测
W/2%

基因
'$L

位点突变预示
>=U

对
W<X

耐药的敏感度为
LL&%N

%

$$

"

/%

&#特异度为
($&MN

%

MM

"

HK

&)

'+>,

基因
d$L

位点突变预示
>=U

对
W<X

和
Z8"

耐药的敏感度分别为
/%&%N

%

K

"

/%

&和
)%&%N

%

'

"

L

&#特异度分别

为
(K&%N

%

M(

"

HK

&和
('&(N

%

('

"

((

&(结论 大多数结核病患者的
>=U

临床分离株对
W<X

和
Z8"

耐药水平低#对

Z8"

的耐药率低#

W/2%'$L

和
'+>,d$L

基因突变与
>=U

对
W<X

耐药密切相关#

'+>,d$L

基因突变与
>=U

对

Z8"

耐药密切相关#应用基因芯片可快速检测临床标本中
>=U

的
W<X

和
Z8"

耐药基因型(
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分枝杆菌#结核)
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异烟肼)

!

丙硫异烟胺)

!

抗药性#细菌)

!

芯片分析技术

5/"2.

-

,%"$/"*%.#$)*"$.

&

$%,"

-:

$/,0(/,%(*D(.1*%.1

:

#,"'(,%*4(.$1#$/(/"*%"!

"

#$%&#'()*+,'+%()#+-$.*.(/,)*"$.

0#,43)(%(3*)/

:

$3(4$%/ ;NQ.'+(

J

'+

E

#

V,$%

P

'*

#

!",$%

P

&+(X'/+

#

;N,$%./+

#

;N"3+

E

(K'+

#

VQY&*(

Z

'3+

E

1 ,6K

<

4&5*67&038'8A6*B*+2'3+/+@=3+2630[*

<

;/536/236

<

#

C*'

D

'+

E

[*

<

;/536/236

<

3

:

$*)4*7>+'

Z

&*83

:

4&5*6(

7&038'8?'/

E

+38'8/+@46*/2K*+2

#

N+82'2&2*

:

364&5*67&038'89*8*/67>

#

2>*TGS2>"38

J

'2/03

:

=>'+*8*A;,

#

C*'

D

'+

E

FGGGSF

#

=>'+/

=366*8

J

3+@'+

E

/&2>36

!

VQY&*(

Z

'3+

E

#

#K/'0

!

X&*

Z

'3+

E

)&

!

FTS173K

*

5+/"#*3"

+

!

=+

>

$3"(9$ ="#-C?,8#

;

28?#,"-#24#!

%

W<X

&

2-!

D

:"85#"-21#!?

%

Z8"

&

:?,#,82-7?,#-M

<

735/72*6'&K

2&5*67&038'8

%

>=U

&#

2-!8"2,,?,,85?C23A?"@!#:?78!?8?78#"-"@W/2%2-!'+>,

;

?-"8

6D

?,#->=U#,"328?!@:"1

73#-#723,

D

?7#1?-,+ ?$"',./ P8"823"@$%K5",

D

#823#4?!=U

D

28#?-8,A-!?:

;

"#-

;

?@@?78#C?2-8#.>=U8:?281?-8

@:"1W-,8#8A8?@":=A9?:7A3",#,V?,?2:75

#

85?'%(85X",

D

#823"@I5#-?,?ZFP9?8B??-PA

;

A,8/%$K2-!PA

;

A,8

/%$LB?:?:?8:",

D

?78#C?3

6

,8A!#?!+I3#-#723,

D

?7#1?-,B?:?#!?-8#@#?!2,>=U9

6

7A38A:?1?!#27"-82#-#-

;

-#8:".

9?-4"#727#!

%

Z<U

&

2-!85#"

D

5?-?.72:9"a

6

3#727#!5

6

!:24#!?

%

=IX

&

2-!W<X2-!Z8"!:A

;

,A,7?

D

8#9#3#8

6

8?,8,B?:?

D

?:@":1?!2885?,21?8#1?9

6

29,"3A8?7"-7?-8:28#"-1?85"!+=5?1A828#"-,"@>=UW/2%2-!'+>,

;

?-?,B?:?

!?8?78?!A,#-

;;

?-?75#

D

+ 8$/2)"/ O@85?$%K73#-#723,

D

?7#1?-,

#

85?:?,A38,"@!:A

;

,A,7?

D

8#9#3#8

6

8?,8,,5"B?!

8528/%72,?,

%

$(&/N

&

B?:?W<X.:?,#,82-8

#

#-B5#75'72,?,B?:?B#855#

;

5.3?C?3:?,#,82-8

#

2-!$M72,?,B?:?B#85

3"B.3?C?3:?,#,82-8

)

L72,?,

%

K&HN

&

B?:?Z8".:?,#,82-8

#

#-73A!#-

;

$72,?B#855#

;

5.3?C?32-!K72,?,B#853"B.3?C?3

:?,#,82-7?+=5?7:",,.:?,#,82-8:28?9?8B??-W<X2-!Z8"B2,/%&%N

%

K

"

/%

&

+I"1

D

2:?!8"7"-C?-8#"-23!:A

;

,A,7?

D

8#9#3#8

6

8?,8

#

B5?-A,#-

;;

?-?75#

D

#-85?/%=U

D

28#?-8,B#85W<X:?,#,82-7?

#

$%72,?,

%

L%&%N

&

52!W/2%'$L

1A828#"-,

#

'72,?,

%

$L&%N

&

52!'+>,d$L1A828#"-,

#

2-!$72,?

%

L&%N

&

52!85?1A828#"-,28W/2%'$L2-!

$

H$M

$

中国防痨杂志
/%$)

年
(

月第
'H

卷第
(

期
!

I5#-QP-8#8A9?:7

#

R?

D

8?19?:/%$)

#

S"3&'H

#

<"+(



'+>,d$L+O@85?HKW<X.,?-,#8#C?=U

D

28#?-8,

#

M72,?,

%

H&'N

&

52!W/2%'$L1A828#"-,

#

L72,?,

%

)&%N

&

52!

'+>,d$L1A828#"-,+=5?,?-,#8#C#8

6

2-!,

D

?7#@#7#8

6

"@W/2%'$L1A828#"-,!?8?78#"-9

6;

?-?75#

D

@":W<X.:?,#,82-7?

>=UB?:?LL&%N

%

$$

"

/%

&

2-!($&MN

%

MM

"

HK

&#

:?,

D

?78#C?3

6

+=5?,?-,#8#C#8#?,"@'+>,d$L1A828#"-@":W<X2-!

Z8":?,#,82-7?B?:?/%&%N

%

K

"

/%

&

2-!)%&%N

%

'

"

L

&#

:?,

D

?78#C?3

6

)

2-!85?,

D

?7#@#7#8#?,B?:?(K&%N

%

M(

"

HK

&

2-!

('&(N

%

('

"

((

&#

:?,

D

?78#C?3

6

+;,%3)2/(,% >",8>=U#,"328?!@:"173#-#723,

D

?7#1?-,B?:?283"B3?C?3"@W<X

2-!Z8":?,#,82-7?+=5?:28?"@Z8".:?,#,82-8#->=UB2,23,"3"B+=5?W/2%'$L2-!'+>,d$L1A828#"-,B?:?

73",?3

6

:?328?!B#85W<X:?,#,82-7?

#

2-!85?'+>,d$L1A828#"-B2,73",?3

6

:?328?!B#8585?Z8":?,#,82-7?+_,#-

;

;

?-?75#

D

7"A3!:2

D

#!3

6

!?8?7885?W<X.2-!Z8".:?,#,82-8

;

?-"8

6D

?,"@>=U#-73#-#723,

D

?7#1?-,+

*

6$

-

7,#./

+

!

M

<

735/72*6'&K2&5*67&038'8

)

!

W,"-#24#!

)

!

Z:"85#"-21#!?

)

!

G:A

;

:?,#,82-7?

#

9278?:#23

)

!

>#7:".

75#

D

2-23

6

8#723

D

:"7?!A:?,

异烟肼%

#,"-#24#!?

#

W<X

&是一线抗结核药物#

是结核病标准化疗方案的重要组成药物(根据

/%$L

年世界卫生组织报告#

/%$K

年全球约有
KH

万

例耐多药结核病%

>GV.=U

&患者#而我国约有
L&M

万

例,

$

-

(由此可见#制定有效的
>GV.=U

治疗方案对

于控制结核病疫情至关重要(结核分枝杆菌

%

>=U

&对
W<X

耐药后#临床上通常应用丙硫异烟

胺%

D

:"8#"-21#!?

#

Z8"

&来代替
W<X

组成治疗方

案,

/

-

(

Z8"

和乙硫异烟胺%

?85#"-21#!?

#

08"

&均是异

烟酸的衍生物#两者与
W<X

作用相似#有一定的交

叉耐药性,

'

-

#可通过抑制
>=U

分枝菌酸的合成而

发挥抗结核作用,

K

-

(目前的研究已表明
>=U

耐

W<X

主要与过氧化氢酶
.

过氧化物酶编码基因

%

W/2%

&和烯酰基运载蛋白还原酶的调控基因

%

'+>,

&突变有关,

L

-

(

>=U

耐
08"

主要是由于参与

分枝菌酸合成的
'+>,

编码基因和启动子区域突变

所致,

)

-

(但目前尚未见
>=U

对
Z8"

耐药与
'+>,

相关性的研究报道(因此#本研究将探讨
>=U

对

W<X

与
Z8"

的耐药情况#并研究应用基因芯片从临

床标本中直接检测
>=UW/2%

基因
'$L

位和
'+>,

基因
d$L

位基因型的临床价值(

资料与方法

$+

一般资料!对解放军第三九医院全军结核

病研究所
/%$K

年
H

月至
/%$L

年
H

月住院确诊#并

经抗结核治疗有效的结核病患者进行回顾性调查(

选择
$%K

例鉴定为
>=U

感染#同时具有
W<X

'

Z8"

传统药物敏感性试验%简称/药敏试验0&和
W<X

耐

药基因芯片检测结果的患者作为研究对象(研究对

象中#

MH

例留取痰标本'

$%

例留取支气管灌洗液'

$%

例

留取脓液'

K

例留取胸腔积液'

/

例留取病理组织(

/+

分枝杆菌培养鉴定!按照2结核病诊断实验室

检验规程3

,

M

-

#应用含对硝基苯甲酸%

Z<U

&和噻吩
.

/.

羧酸肼%

=IX

&的
UPI=0I()%

分枝杆菌培养系

统进行分枝杆菌鉴别培养#选择
Z<U

阴性'

=IX

阳

性生长物经抗酸染色证实后鉴定为
>=U

的患者(

'+

传统分枝杆菌药敏试验!按照2结核病诊断实

验室检验规程3

,

M

-采用绝对浓度法进行传统的
>=U

药敏试验(以
>=UX'MVC

标准株作为质控菌株#

耐药判定标准!高'低度耐
W<X

浓度分别为
$

#

;

"

13

和
$%

#

;

"

13

)高'低度耐
Z8"

浓度分别为
$%

#

;

"

13

和
$%%

#

;

"

13

(

K+

基因突变检测!采用晶芯%

>=U

耐药检测基

因芯片%购自博奥生物集团有限公司&#按照说明书

提供的标准操作规程进行
ZIV

扩增和芯片杂交(

应用
>=U

耐药检测芯片判别系统进行芯片扫描和

结果判读(

L+

统计学分析!采用
RZRR$M&%

软件进行数据

处理(计算基因芯片检测法的敏感度和特异度)计

算各药物耐药发生率和交叉耐药率#交叉耐药率
i

交

叉耐药菌株数"
W<X

耐药菌总株数
g$%%N

)同一药物高

度耐药和低度耐药发生率间的比较采用卡方检验或

J#,5?:

精确概率法检验#以
$

"

%&%L

为差异有统计

学意义(

结
!!

果

$+

基本情况!

$%K

例确诊的结核病患者中#

K%

例

为肺结核#

/(

例为肺结核并发结核性胸膜炎#

$M

例

为肺结核并发气管'支气管结核#

L

例为肺结核并发

骨关节结核'

L

例为骨关节结核#

'

例为肺结核并发

淋巴结结核#

/

例为肺结核并发结核性心包炎#结核

性胸膜炎'淋巴结结核和肾结核各
$

例(男
)(

例#

女
'L

例#平均年龄%

KL&$k$(&L

&岁(

/+

耐药情况!通过绝对浓度法同时对
$%K

例研

究对象的临床样本进行
W<X

和
Z8"

药敏试验#结果

显示!

/%

例%发生率为
$(&/N

&对
W<X

耐药#其中

'

例高度耐药%发生率为
/&(N

&'

$M

例低度耐药%发

生率为
$)&'N

&#低度耐药的发生率明显高于高度

耐药%

"

/

i$%&HK

#

$i%&%%%

&)

L

例%发生率为

K&HN

&对
Z8"

耐药#其中
$

例%发生率为
$&%N

&高

$

($M

$
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度耐药'

K

例%

'&HN

&低度耐药#低度耐药与高度耐

药发生率的差异无统计学意义%

$i%&$L%

&)

K

例

W<X

与
Z8"

交叉耐药#耐药率为
/%&%N

%

K

"

/%

&#见

表
$

(

'+

基因突变情况!应用基因芯片检测
$%K

例研

究对象
>=UW/2%

基因
'$L

位点和
'+>,

基因
d$L

位点突变情况#见表
/

(以传统药敏试验为依据#

/%

例
W<X

耐药患者中#基因芯片检测
$%

例%

L%&%N

&

发生
W/2%

基因
'$L

位点突变#

'

例%

$L&%N

&发生

'+>,

基因
d$L

位点突变#

$

例%

L&%N

&发生双基因

突变#则基因芯片检测
W/2%

基因
'$L

位点突变预

示
W<X

耐药的敏感度为
LL&%N

%

$$

"

/%

&#

'+>,

基

因
d$L

位点突变预示
W<X

耐受的敏感度为
/%&%N

%

K

"

/%

&#两个耐药基因检测总的敏感度为
M%&%N

%

$K

"

/%

&)

HK

例
W<X

敏感患者中#

M

例%

H&'N

&发生

W/2%

基因
'$L

位点突变#

L

例%

)&%N

&发生
'+>,

基

因
d$L

位点突变#则基因芯片检测
W/2%

基因
'$L

位点突变的特异度为
($&MN

%

MM

"

HK

&#检测
'+>,

基因
d$L

位突变的特异度为
(K&%N

%

M(

"

HK

&#两个

耐药基因检测总的特异度为
HL&MN

%

M/

"

HK

&(

W<X

耐药基因检测与传统药敏试验的一致率为
H/&)N

%

H)

"

$%K

&(

L

例
Z8"

耐药患者中#基因芯片检测只有
'

例

发生
'+>,

基因
d$L

位点突变#检测敏感度为

)%&%N

%

'

"

L

&)

((

例
Z8"

敏感患者中#基因芯片检测

)

例%

)&$N

&发生
'+>,

基因
d$L

位点突变#检测的

特异度为
(K&%N

%

('

"

((

&(

Z8"'+>,

耐药基因检测

与传统药敏试验的一致率为
(/&'N

%

()

"

$%K

&(

讨
!!

论

根据
/%$%

年全国第五次结核病流行病学抽样

调查报告,

H

-

#我国结核病患者对
W<X

的耐药率最高

%

/H&)N

&#对
Z8"

的耐药率为
$/&(N

#均高于本研

究的结果%分别为
/'N

'

LN

&)也高于安徽省的
W<X

耐药情况 %

/%&%N

&#但
Z8"

的耐药情况相同

%

$/&(N

&

,

(

-

(李心德,

$%

-分析了
$MK

株
>GV.=U

对

二线抗结核药的耐药情况#结果显示#

Z8"

的耐药率

为
$/&(N

(本研究
Z8"

的低耐药率可能系患者来

源不同所致#也可能是表型药敏试验所用的商品化

培养基的
Z8"

耐药界限值较高#导致的假敏感(

W<X

是在过氧化氢酶
.

过氧化物酶的作用下转

化成活性型异烟酸而发挥抗结核作用的(研究已证

明#

>=U

的
W/2%

基因突变会导致过氧化氢酶
.

过氧

化物酶活性丧失或活性降低#使
W<X

不能转化为活

性型而发生耐药,

K

-

(

R?#@?:8

等,

L

-对
/%%%

.

/%$'

年

来自
K(

个国家的
$$H

篇关于
W<X

耐药基因突变的

研究进行系统综述#发现全球
W<X

耐药菌株
)KN

与
W/2%

基因
'$L

位点突变相关#

$(N

由
'+>,

基

因
d$L

位点突变所致(由于大多数
>=U

耐药发生

于
W/2%

基因
'$L

位点和
'+>,

基因
d$L

位点#这两

个位点已成为
W<X

耐药基因型检测的主要位点(

本研究结果也证实了这两个位点的耐药基因型检测

是可行的#并且以传统药敏试验结果为对照#其具有

较高的敏感度'特异度和一致率(本研究发现
$M

例

表
@

!

$%K

例研究对象异烟肼和丙硫异烟胺传统药敏试验结果

异烟肼
丙硫异烟胺

敏感%例& 高度耐药%例& 低度耐药%例&

合计%例&

敏感
H' $ % HK

高度耐药
/ % $ '

低度耐药
$K % ' $M

合计
(( $ K $%K

表
A

!

$%K

例研究对象基因芯片检测结果与传统药敏试验结果的比较

!!!!

耐药基因型

异烟肼 丙硫异烟胺

敏感

%例&

高度耐药

%例&

低度耐药

%例&

合计

%例&

敏感

%例&

高度耐药

%例&

低度耐药

%例&

合计

%例&

野生型
M/ % ) MH MM $ % MH

突变型

!

W/2%'$L

%

Y

$

I

&

M $ ( $M $) % $ $M

!

'+>,.$L

%

I

$

=

&

L $ / H L % ' H

!

W/2%'$L

%

Y

$

I

&和
'+>,.$L

%

I

$

=

&

% $ % $ $ % % $

合计
$/ ' $$ /) // % K /)

$
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患者
W/2%

基因
'$L

位点突变#其中只有
$

例是高度

耐药株#其余均为低度耐药株或敏感株(这是因为

该位点突变只是导致过氧化氢酶
.

过氧化物酶活性

降低#使
W<X

转换为异烟酸的效率降低#临床加大

剂量继续用药是有效的,

$$

-

(

Z8"

与
08"

均为异烟酸的衍生物#因此#从原理

上讲#

W/2%

基因突变似乎与
Z8"

和
08"

无关(本研

究中
Z8"

耐药株中仅见
$

例
W/2%

基因突变)

>":3"7[

等,

$/

-未发现
W/2%

基因突变与
08"

耐药相

关(但
Z8"

'

08"

与
W<X

转化后的活性物质作用相

似#可抑制
>=U

分枝菌酸的合成(虽然本研究检

测
Z8"

的耐药株较少#但以传统药敏试验为对照#基

因型检测具有较高的特异度和一致率#也初步提示

Z8"

耐药可能与
'+>,

基因
d$L

位点突变密切相

关(针对此结论#笔者将扩大样本量进一步研究证

实(这一结果也预示
W<X

与
Z8"

和
08"

之间存在

一定的交叉耐药率(本研究中#

'+>,

基因
d$L

位

点突变在
W<X

耐药株中所占比例较小#且主要表现

为低度耐药)传统药敏试验结果显示#

W<X

与
Z8"

的交叉耐药率也只有
/%&%N

)

'

例
W<X

高度耐药的

患者
Z8"

表现为敏感或低度耐药(由此提示#

W<X

耐药尤其是无
'+>,

基因突变患者可选择
Z8"

或

08"

代替
W<X

进行治疗,

/

-

(

综上所述#本研究大多数标本中
>=U

对
W<X

和
Z8"

耐药水平低#对
Z8"

的耐药率低#提示临床上

可应用
Z8"

代替耐药的
W<X

用于结核病治疗)

W/2%

基因
'$L

位点和
'+>,

基因
d$L

位点突变与
W<X

耐药密切相关#

'+>,

基因
d$L

位点突变与
Z8"

耐

药密切相关#应用基因芯片快速检测临床标本中

>=U

的
W<X

和
Z8"

耐药基因型#可指导临床合理
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