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!摘要" 吡嗪酰胺%
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Ẑ P

&是重要的一线抗结核药物之一#对细胞内的结核分枝杆菌具有独特的

杀菌作用#因此成为结核病短程化疗的基石(同时#鉴于目前治疗耐多药结核病新药的缺乏#

`XO

建议全程使用

Ẑ P

治疗耐多药结核病(结核分枝杆菌对
Ẑ P

耐药的相关基因
J

+7,

及其启动子区的突变位置分散且类型繁多#

使一般的分子学诊断方法不易进行操作与检测(作者对现有的
Ẑ P

耐药性检测方法的原理及新检测方法的研究

进行综述与展望(

!关键词"

!

吡嗪酰胺)

!

分枝杆菌#结核)

!

微生物敏感性试验)

!

表型)

!

基因型)

!

实验室技术和方法)
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年全球新增结核病患者约
()%

万例#其中
'&'N

的

初治患者和
/%N

的复治患者为耐多药结核病患者,

$

-

(吡嗪

酰胺%

D6

:24#-21#!?

#

Ẑ P

&可杀死处于半休眠期的结核分枝

杆菌#从而将治疗周期从
(

$

$/

个月缩短至
)

个月#因而成

为结核病短程化疗的基石,

/.'

-

(近年来有研究表明#使用

Ẑ P

治疗的原发耐多药结核病患者的预后优于未使用的患

者,

K

-

#因此#世界卫生组织%

`XO

&建议使用
Ẑ P

应贯穿耐

多药结核病患者的整个疗程(然而#由于对
Ẑ P

的药物敏

感性试验%简称/药敏试验0&需要特殊的酸性环境#使得其不

易操作且结果可重复性差#因此对
Ẑ P

的药物敏感性检测

并未常规纳入日常的药敏试验,

L

-

(由于临床对
Ẑ P

药敏试

验的需求#可靠的方法一直处于寻求'探索过程中#笔者将分

别对
Ẑ P

耐药的表型检测方法和分子检测方法的检测原

理'特点进行综述(

表型药敏试验方法

Ẑ P

是一种烟酰胺类似物#被转运到巨噬细胞内后在

吡嗪酰胺酶%

D6

:24#-21#!2,?

#

Ẑ2,?

&的作用下生成吡嗪酸

%
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:24#-"#727#!

#

ZOP

&进而发挥抗结核作用,

$

-

(

ZOP

在中

性条件下以
ZOP

d的形式存在#一部分
ZOP

d通过外排作用

转运到细胞外#在酸性环境下#

ZOP

d被还原成不带电荷的

ZOP

分子(由于
ZOP

的动态平衡#不带电荷的分子再次被

转运到结核分枝杆菌胞内#进入时带入一个质子#经过大量

累积后结核分枝杆菌的细胞质酸化#从而导致细菌死亡,

).H

-

(

表型药敏试验方法是将结核分枝杆菌与药物共同孵育一段

时间后#通过直接或间接观察细菌的存活状态#判断细菌是

否耐受
Ẑ P

(

一'根据菌量检测的方法

$+UPI=0I>YW=()%

液体培养基法!是
`XO

推荐的

一种液体培养检测
>=U

对
Ẑ P

是否敏感的方法#是目前应

用最为广泛的
Ẑ P

耐药性检测方法,

(

-

(其原理是应用

UPI=0I>YW=()%

分枝杆菌培养系统比较一定周期内含

药培养管和对照管是否因耗氧量不同而激发产生不同强度

的荧光#从而推测含药培养管中的菌量占对照培养管菌量的

比例#并由此判断细菌是否耐受
Ẑ P

(此方法中
Ẑ P

的终
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浓度为
$%%

#
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#液体培养基的
D

X

值设定为
)&%

,

$%

-

#

/$!

后可得到检测结果#是目前认可度较高的
Ẑ P

药敏试验方

法(欧洲的一项研究以
UPI=0IK)%

为参照标准#应用

>YW=()%

系统进行的
Ẑ P

药敏试验结果与其一致率达

到
(H&'N

,

$%
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/+S?:,2=V0\.0RZR
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&

的
Ẑ P

药敏试验法!其

原理是将
S?:,2=V0\

全自动微生物探测系统%

S=W

&及

0RZ

%培养系统
&

%

0RZ

&配 合 使 用#通 过 连 续 监 测

%

/K1#-

"次#若无阳性信号出现#最多检测
$/!

&培养瓶顶空

中氧气的消耗率检测分枝杆菌的生长#并通过阳性信号报告

生长响应(在生长对照瓶检测报阳后
'!

内含药生长瓶也

报阳则为耐药#反之则为敏感(此方法同样需要酸性环境#

Ẑ P

终浓度为
'%%

#

;

"

13

#但仅需
$K!

即可得到结果(该方

法检测结果文献报道显示#以
UPI=0IK)%

为金标准#该方

法的敏感度为
HH&%N

#特异度为
(/&'N

,

$$

-

(

0,

D

2,2

等,

$$

-的

一项以
UPI=0I>YW=()%

为对照的研究中#显示其敏感

度和特异度分别为
(M&%N

和
$%%&%N

(

以上两种方法均需要昂贵的设备和试剂#影响了其在临

床上的全面推广#而且越来越多的报道认为此类药敏试验的

可重复性不够理想#原因可能有以下几种因素!%

$

&酸性环境

不利于结核分枝杆菌的生长,

$/

-

)%

/

&接种量依靠比浊法稀释

细菌确定#肉眼观察误差较大#易出现假阳性,
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Ẑ P

对

不同生长状态的结核分枝杆菌的杀伤力不相同,
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Ẑ2,?

活性检测法

$+

韦恩法%

2̀

6

-?

法&!在
Ẑ2,?

催化下
Ẑ P

转化为具

有还原性的
ZOP

#而转运到细菌膜外的
ZOP

分子可与硫酸

亚铁氨发生反应生成红色的硫酸亚铁(将结核分枝杆菌接

种到含有
Ẑ P

的固体培养基上#

K!

后向培养基上滴加硫酸

亚铁铵#通过观察培养基颜色变化可以推测是否有
ZOP

生

成#从而判断
Ẑ2,?

是否具有活性(

Ẑ2,?

有活性表明细菌

对
Ẑ P

敏感#否则判定为耐药(

IA#

等,

$%

-的一项研究表明#

以
>YW=()%

系统进行的
Ẑ P

药敏试验作为对照#

2̀

6

-?

法的敏感度为
HH&/N

#特异度为
(H&LN

(该方法操作简单#

特异度较高且检测周期短#但其敏感度较低#操作需要菌量

较大#可重复性较差#因此没有得到广泛认可,

$L.$)
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(

/+

底物类似物显色法!烟酰胺是
Ẑ P

类似物#其也能在

Ẑ2,?

的作用下转化成活性状态#且该转化无需酸性环境#

因此有学者尝试用烟酰胺替代
Ẑ P

作为底物检测结核分枝

杆菌的
Ẑ2,?

活性,

$M

-

(本方法的基本原理与
2̀

6

-?

法相

似#但结果判定采用结核分枝杆菌液体药敏试验常用的比色

法(常见的比色法包括!刃天青微量滴定分析法%

:?,24A:#-.

1#7:"8#8?:2,,2

6

#

V0>P

&'硝酸盐还原法%

-#8:28?:?!A782,?

2,,2

6

#

<VP

&和噻唑蓝比色法%

>==

法&(

IA#

等,

$%

-的一项

研究结果显示#以
>YW=()%

法为标准#

>==

法的敏感度为

(M&%N

#特异度为
((&)N

(而泰国的一项研究结果显示#以

>YW=()%

法作为对照#

>==

的敏感度仅为
HH&%N

#特异度

为
MH&%N

,

$H

-

(比色法操作简便#不需要特殊仪器#结果易于

判定#成本低#且能在
$%

$

$K!

得到药敏试验结果(该方法

利用烟酰胺替代
Ẑ P

#解决了检测
D

X

值和结核分枝杆菌生

长所需
D

X

值矛盾的问题)但该方法缺乏标准化#因此尚无

法推广,

$%

#

$M

-

(

耐药基因突变检测技术

Ẑ2,?

是由
>=U

的
J

+7,

基因编码的蛋白#研究表明

J

+7,

基因及其启动子区序列的突变是造成
Ẑ2,?

活性降低

或缺失的主要原因,

$(

-

#也是对
Ẑ P

产生耐药的主要原因(

J

+7,

基因全长
L)$9

D

#基因及其启动子序列的突变形

式包括点突变'插入和缺失#可能发生突变的碱基几乎覆盖

了整个基因#因此不便于应用常用的基于探针杂交的分子检

测技术#诸如分子信标法'

=2

E

>2-

探针法等(同时#有报道

认为
J

+7,

基因突变不一定造成
ẐP

耐药#如
V21#:?4.UA,9

6

等,

/%

-的
>?82

分析发现
H'N

的
J

+7,

基因突变会造成对

Ẑ P

耐药#而
$MN

的
J

+7,

基因突变不会造成耐药(这一因

素大大削弱了通过检测
J

+7,

基因及其启动子区的序列差

异来诊断结核分枝杆菌对
Ẑ P

耐药的价值(不过#鉴于作

为对照方法的结核分枝杆菌
Ẑ P

耐药表型药敏试验方法存

在不可靠的问题#分子检测技术的真实价值仍有待更多的评

估#而鉴于其耗时短的优势#因此这一领域仍然激发了很多

研究兴趣(

$+G<P

序列测定技术!

G<P

测序技术是一种分析特

定
G<P

序列碱基排列的技术#可以对
G<P

的突变进行定

位和鉴定研究(

/%$$

年的一篇综述分析显示#以
>YW=()%

法作为对照#

G<P

测序技术诊断结核分枝杆菌对
Ẑ P

耐药

的敏感度和特异度分别为
(%&%N

和
(K&%N

)以
UPI=0I

K)%

法为标准时#

G<P

测序技术的敏感度和特异度分别为

HM&%N

和
(L&%N

)以
>YW=()%

法作为对照时#

G<P

测序技

术的敏感度和特异度分别为
HL&%N

和
HH&%N

,

/$

-

(

G<P

测

序技术是突变检测的/金标准0#随着该技术自动化程度的提

高及成本的降低#

G<P

测序技术将成为未来基因检测的常

规手段(

/+RA:C?

6

":

酶酶切法!

RA:C?

6

":

酶是植物中提取的核

酸内切酶#它与普通内切酶不同之处在于其可特异性切割

G<P

错配部位#这种切割对核苷酸序列无特殊要求#不需要

知晓
J

+7,

突变的具体位置和类型,

//

-

(该方法先将野生型

J

+7,

基因的
ZIV

产物和待测样品的
J

+7,

基因的
ZIV

产

物混合#在变性和复性过程中#形成同源或异源双链#在

RA:C?

6

":

酶作用后电泳#如果待测样品没有突变'插入和缺

失位点#则
RA:C?

6

":

酶不能发挥作用#电泳图谱上仅有单个

条带)如果待测样品含有突变'插入和缺失位点#则形成一条

异源双链和一条同源双链#此时
RA:C?

6

":

酶发挥作用#将异

源双链切断#此时电泳图谱上有
'

条或者更多条带,

//

-

(有

一项研究采用该方法分析了
$%

株临床分离株对
Ẑ P

的耐

药性#仅有
$

株与
Ẑ2,?

活性检测结果不一致,

/'

-

(采用

RA:C?

6

":

酶酶切法操作简单#无需特殊仪器#具有推广价值(

该技术已经应用在其他疾病的基因突变检测#但在结核病检

测方面应用较少(
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高分辨率熔解曲线%

5#

;
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#

XV>

&!

XV>

是新近发展起来的建立在实时荧光定量
ZIV

基础上

的突变检测技术(

XV>

将野生型样品和待测样品加到同

一样本管中进行
ZIV

后杂交形成同源或异源双链#利用饱

和荧光染料能与双链
G<P

进行特异性结合#利用同源双链

和异源双链的熔解温度不同'荧光染料脱落的温度也不相同

来区分野生型和突变型(该方法通过设计交叉引物覆盖

J

+7,

及其启动子序列#通过多管检测即可分析出
J

+7,

及其

启动子序列的基因型#不需要知道突变的碱基位点和突变类

型(有研究者用
XV>

技术分析了
$/M

株临床分离株#并与

UPI=0I>YW=()%

药敏试验结果对比#其敏感度为

HL&LN

#特异度为
(H&LN

,

/K

-

(

XV>

法是闭管检测#从而避

免了污染造成的假阳性(目前#

XV>

技术已经在结核病耐

药分子诊断领域得到应用#未来此项技术也有希望用于结核

分枝杆菌对
Ẑ P

耐药的分子检测(

K+

微阵列技术!微阵列片技术采用原位合成或微量点

样等方法#将已知序列的
G<P

片段固定在支持物表面#然

后采用含有特异性标记的样品分子进行杂交#通过检测特异

性信号强度来获取样品的序列信息(有研究者设计了
M(

种

特异性探针序列检测结核分枝杆菌对
Ẑ P

耐药的
J

+7,

基

因#其结果与测序一致,

/L

-

(这说明该方法具有很高的敏感

度和特异度#可快速识别设定的突变位点#但微阵列技术需

要大量探针#且杂交过程操作复杂#因此易于发生污染(未

来自动化技术的发展可能有助于解决这些问题#但是此技术

需要昂贵的仪器设备#极大地限制了该技术的临床应用(

问题和展望

虽然临床目前对
Ẑ P

进行药敏试验的检测技术很多#

但现有技术都存在不同程度的缺陷(对
Ẑ P

进行表型药敏

试验的难点在于液体培养技术需要
D

XiL&L

$

)&%

的条件#

而结核分枝杆菌的生长需要中性环境#从而可能导致假阳性

结果的出现)比色法和产物显色法均不能区分
Ẑ2,?

的活性

高低#容易导致假阴性结果出现)基因突变检测技术需要首

先建立结核分枝杆菌对
Ẑ P

耐药与基因突变间良好的一致

性关系(目前#

Ẑ P

的杀菌机制还未完全阐明#相信随着对

其杀菌机制和耐药机制研究的不断深入#同时随着分子生物

学技术的不断发展#未来一定能够建立可靠而实用的
Ẑ P

药敏试验的检测方法(
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$简讯$

脊柱感染性疾病诊治新进展学习班在和田市成功举办

/%$)

年
H

月
L

.

M

日#由新疆维吾尔自治区胸科医院#

新疆维吾尔自治区结核病防治研究所主办的
/%$)

年度国家

级继续医学教育项目/脊柱感染性疾病诊治新进展学习班0

在新疆维吾尔自治区和田市召开(出席本次会议的领导和

嘉宾有新疆维吾尔自治区胸科医院党委书记玉山$斯德克#

2中国防痨杂志3和2结核病与肺部健康杂志3常务副主编'编

辑部主任薛爱华编审#中国康复医学会脊柱结核病学组主任

委员'2中国脊柱脊髓杂志3副主编'宁夏医科大学总医院脊

柱外科主任医师'博士研究生导师王自立教授#中国防痨协

会结核病临床专业分会骨关节结核学组组长'2中国防痨杂

志3副主编'首都医科大学附属北京胸科医院骨科主任秦世

炳教授#2中国防痨杂志3编辑部李敬文副主任#中国防痨协

会结核病临床专业分会骨关节结核学组委员'中华医学会结

核病分会骨关节结核学组委员'新疆维吾尔自治区胸科医院

骨科主任地里下提$阿不力孜等(共有来自新疆医科大学

第一附属医院脊柱外科'关节外科#新疆医科大学第六附属

医院脊柱外科#新疆维吾尔自治区胸科医院结核科'急诊

WI_

#乌鲁木齐市友谊医院#和田地区人民医院#以及和田地

区其他相关医院骨科及相关科室的专家和代表
M%

余人参加

本次会议(

大会开幕式由地里下提$阿不力孜主任主持(新疆维

吾尔自治区胸科医院党委书记玉山$斯德克致开幕辞(他

在致辞中首先向各位专家'嘉宾及代表的参会表示欢迎和感

谢#并简要介绍了新疆维吾尔自治区胸科医院近年来开展的

主要工作#以及所取得的成果(王自立教授在致辞中对新疆

维吾尔自治区胸科医院所组织的本次专题学术活动表示了

肯定#并预祝会议取得圆满成功(

学术讲座阶段#王自立'秦世炳'地里下提$阿不力孜'

阿斯卡尔江$买买提依明'买尔旦$买买提'马原等教授围

绕着胸腰椎结核脊柱稳定性重建手术方法的选择'耐药骨关

节结核的诊断与治疗进展'复杂脊柱结核手术治疗'关节结

核的手术治疗进展'骨关节结核鉴别诊断等五大主题进行了

精彩的报告(同时#2中国防痨杂志3和2结核病与肺部健康

杂志3常务副主编'编辑部主任薛爱华编审与参会代表分享

了论文写作知识#并传递了学术期刊的经营理念(学术报告

中间穿插病例讨论环节#新疆维吾尔自治区胸科医院提供了

/

份疑难病例与参会代表共同讨论(各位与会专家针对相

关病例的诊断'药物治疗'手术时机'手术方式'术后随访等

问题展开讨论(代表踊跃发言#各抒己见#互动氛围浓厚(

学术报告与病例讨论后#大会主席地里下提$阿不力孜

主任主持了闭幕式(秦世炳教授对本次会议进行了总结#指

出本次会议专家报告内容涉及面广#实用性强#临床病例讨

论热烈#达到了会议预期目的#对参加本次会议的专家及代

表表示感谢#更加感谢会务组的辛勤筹备(至此#会议胜利

闭幕(

$

K)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

#

<"+(


