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目的 研究广泛耐药结核分枝杆菌临床分离株对新型氟喹诺酮类药物的耐药特征以及氟喹诺酮类

药物耐药相关基因突变的特点/方法 选取
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年
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月至
/%$L

年
L

月在北京胸科医院住院治疗的
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例广泛耐

药结核病患者的临床分离菌株#应用微孔板阿尔玛蓝显色法$
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&检测菌株对左

氧氟沙星%莫西沙星和加替沙星的最小抑菌浓度$
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&#所有菌株都进行了
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基因的耐药决定区$
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&的序列测定/结果
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株广泛耐药结核分枝杆菌临床分离株经
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检测#分别以
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作为耐药判读标准#左氧氟沙星%莫西沙星%加替沙星
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种氟喹诺酮

类药物的耐药率分别是
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&的临床分离株发生了
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基因耐药决定区突变#其中以第
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位点突变最为常见#

S,
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突变菌株的
>BO

值较高#而所有菌株的

45

+.

基因均为野生型/结论 广泛耐药结核分枝杆菌对新型氟喹诺酮类药物耐药形势严峻#耐药基因突变形式以
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基因突变为主#第
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位点的
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突变可能和高水平耐药有关/

!关键词"
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泛耐药结核病-
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分枝杆菌#结核-
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喹诺酮类-
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微生物敏感性试验-
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多药耐药相关蛋白质类-

点突变
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结核病耐药形势日趋严重#新型抗结核药物的 开发和针对耐药结核病治疗的新方案制定迫在眉

睫/氟喹诺酮类药物$
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&抗菌

谱广%杀菌效果好%半衰期长#并且对结核分枝杆菌

同样有效#因此被认为是一类治疗耐药结核病的有

效药物(
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)

/包含氟喹诺酮类药物的抗结核治疗方案

可提高痰菌转阴率#缩短抗结核治疗周期#对减少结
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核病的传播和耐药结核病的发生有重要意义(

/

)

/第

三代氟喹诺酮类药物左氧氟沙星在我国已被广泛应

用于耐药结核病的治疗#拥有更强抗分枝杆菌活性

的第四代氟喹诺酮类药物莫西沙星和加替沙星#近

年来也逐步在临床得到使用/氟喹诺酮类药物与常

用的一线%二线抗结核药物无交叉耐药(

'

)

#莫西沙星

和加替沙星不仅有强大的杀菌活性#对人体内持留

菌也有杀菌作用(

L

)

#因此对耐药结核病的治疗显示

出良好的应用前景/在
MVa

耐药结核病指南(

A

)和

我国耐药结核病诊疗指南(

)

)中#都推荐第三代和第

四代氟喹诺酮类药物用于耐药结核病的治疗#但氟

喹诺酮类药物对广泛耐药$
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&结核病的应用价值#无论是技术指南还

是临床实践#都缺乏针对性的数据/

氟喹诺酮类药物通过与细菌的
RFS

旋转酶

$拓扑异构酶
#

&结合#阻止
RFS

的复制和转录#导

致
RFS

降解和细菌死亡#进而达到杀灭结核分枝

杆菌的作用/结核分枝杆菌对氟喹诺酮类药物发生

耐药的分子机制主要是编码
RFS

促旋酶的基因突

变(
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)
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RFS

促旋酶由
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和
45

+.

编码的
S

亚基

和
@

亚基组成#

S

亚基是多数氟喹诺酮类药物的作

用靶点#因此不同氟喹诺酮类药物之间容易出现交

叉耐药(

1

)

/由于氟喹诺酮类药物的不合理使用和抗

生素滥用#结核分枝杆菌复合群对该类药物的耐药

情况日益加重#环丙沙星%氧氟沙星%左氧氟沙星等

已经出现较高的耐药性(

(

)

/而且#随着临床用药时

间的延长#氟喹诺酮类药物的最小抑菌浓度$
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&还会随之逐渐

升高(
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)

#耐药程度加重/

因此#了解广泛耐药结核分枝杆菌临床分离株

对不同氟喹诺酮类药物的药物耐受情况及耐药相关

基因突变情况#可以为广泛耐药结核病方案中氟喹

诺酮类药物的选择提供依据/本研究选择广泛耐药

结核分枝杆菌临床分离株#对左氧氟沙星%莫西沙

星%加替沙星进行体外药敏试验以及耐药相关基因

突变的检测分析/

资料和方法

一%菌株和试剂来源
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菌株来源!本研究的
1L

株广泛耐药结核分

枝杆菌菌株来自北京胸科医院
/%$/

年
L

月至
/%$L

年
L

月住院患者临床分离株/所有菌株均经对硝基

苯甲酸$

KF@

&抑制生长试验鉴定为结核分枝杆菌#

且绝对浓度法临床检测均对氧氟沙星耐药/
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试剂仪器来源!药敏试验所用左氧氟沙星%

莫西沙星%加替沙星%
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培养基药粉均购买于
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公司/营养添加剂
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购买于美国
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公

司#罗氏培养基购买于珠海银科公司#

()

孔板购买

于美国
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公司#阿尔玛蓝$
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&购买于

美国
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二%研究方法
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&药敏试验!刮取罗氏培

养基上生长
L

周的新鲜菌落#磨菌瓶研磨均匀#稀释

菌悬液至
$

麦氏比浊度#再稀释
$

"

/%

#向预制的含

药
()

孔板中每孔加入
$%%

$

5

菌液/
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培养
0!

#

再向微孔板中加入
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$

5

阿尔玛蓝和
A%

$

5AW

?̂ QQ-.1%

的预混显色液#

'0h

继续培养
/L7

观察

()

孔板颜色变化/判定标准!蓝色孔为无菌生长#

粉色孔为有菌生长#蓝色孔的最低药物浓度记为能

抑制结核分枝杆菌生长的
>BO

/对
'

种氟喹诺酮

类药物$左氧氟沙星%莫西沙星%加替沙星&均设置

$$

个倍比稀释的浓度测试梯度#为
%&%'/

"

'/
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/

当
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&

判定界值时判断为耐药#反之则为敏感/

按照
MVa

推荐标准#分别按照
$
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/
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$
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作为左氧氟沙星%莫西沙星和加替沙星的

流行病学耐药判读标准(

A

)

#其中高水平耐药按照

>BO

$

L

$

=

"

35

判读(
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)
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氟喹诺酮类耐药相关基因扩增及序列测定!

新鲜菌落
1%h

金属浴
/7

#离心半径
193

#

$/%%%<

"

3#-

离心
$%3#-

去上清#每个环氧树脂$

2@

&离心管内

加
/%

$

=

"

35

溶菌酶
/%%

$

5

和菌沉淀
'0h

孵育过

夜/按照
>4,:Q<KU<Q

基因组
RFS

提取试剂盒流

程抽提菌株的基因组
RFS

/设计引物对
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和

45

+.

进行扩增%产物测序/
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上游引物序列
Aj.

NS?NSOSNSOSONSON??NO.'j

#下游引物序

列
Aj.NNNO??ONN?N?SOO?OS?.'j

#扩增产物

大小为
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-

45
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上游引物序列
Aj.NSN??N.

N?NONNON?SSNSNO.'j

#下游引物序列
Aj.ON.

NOOS?OSSNOSONS?O??N.'j

#扩增产物大小

为
'//;

H

/以上扩增产物均送睿博兴科公司测序/

结
!!

果
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左氧氟沙星%莫西沙星%加替沙星的
>BO

结

果!在
1L

株广泛耐药菌株中#左氧氟沙星的
>BO

值

分布在
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"
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$

=

"

35

之间#莫西沙星的
>BO

值

分布在
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=
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之间#加替沙星的
>BO

值

分布在
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"
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之间/所有广泛耐药结核
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表
@

!

1L

株广泛耐药
>?@

菌株对左氧氟沙星%莫西沙星%加替沙星的
>BO

值分布情况

药物
不同

>BO

$

$

=

"

35

&的菌株数$株&

%

%&%'/ %&%)' %&$/A %&/A %&A $ / L 1 $)

$

'/

耐药判读

$

$

=

"

35

&

耐药菌株(株#

$耐药率#

W

&)

J]_ % % % $ ' ) $L /) /( A % $ 0L

$

11&$

&

>]_ % % / $ A $' /) /1 0 / % / '0

$

LL&%

&

N]_ % % / / $% $1 '' $) ' % % $ A/

$

)$&(

&

注
J]_

!左氧氟沙星-

>]_

!莫西沙星-

N]_

!加替沙星

分枝杆菌临床分离株对左氧氟沙星%莫西沙星%加替

沙星的
>S@S

法药敏试验
>BO

结果如表
$

所示/

分离株对左氧氟沙星%莫西沙星%加替沙星的耐药率

分别是
11&$W

%

LL&%W

%

)$&(W

/

/+

三种新型喹诺酮类药物之间的交叉耐药结

果!按照
MVa

推荐的
$

$

=

"

35

%

/

$

=

"

35

%

$

$

=

"

35

判读左氧氟沙星%莫西沙星和加替沙星耐药情况#

1L

株临床分离株中包括左氧氟沙星耐药
0L

株%莫西沙

星耐药
'0

株%加替沙星耐药
A/

株#对这
'

种新型氟

喹诺酮类药物同时耐药的菌株有
'0

株/按照

MVa

提出的莫西沙星耐药临界值
%&A

$

=

"

35

判

读#临床分离株对左氧氟沙星%莫西沙星和加替沙星

耐药的菌株数目分别是
0L

%

0)

%

A/

株#对
'

种药物同

时耐药的菌株有
A/

株#如图
$

所示/

图
@

!

左氧氟沙星%莫西沙星%加替沙星三种新型氟喹诺酮类

药物之间的交叉性耐药情况

'+

耐药相关基因测序分析结果!对菌株进行

45

+*

和
45

+.

测序分析#

45

+*

基因突变率较高

$

1(&'W

#

0A

"

1L

&/突变集中在第
11

%

(%

%

($

%

(L

位

点#以第
(L

位点突变为主$

A0&$W

#

L1

"

1L

&#且在该

位点 检 测 到
S,

H

(LN5

8

%

S,

H

(LS,-

%

S,

H

(LS54

%

S,

H

(L?

8

<

%

S,

H

(LV#,

共
A

种氨基酸突变形式#其中

存在
S,

H

(LN5

8

突变的菌株
>BO

较高#该突变位点

和形式可能与氟喹诺酮类药物高水平耐药相关#具

体数据见表
/

/

45

+.

未见碱基突变#均为野生型#

未见
45

+*

和
45

+.

两基因联合突变/

讨
!!

论

氟喹诺酮类药物在耐药结核病治疗中非常重

要#但此类药物兼有广谱抗生素身份#在社区获得性

肺炎%支气管扩张%慢性阻塞性肺疾病急性加重期%

泌尿系感染等一般细菌感染中广泛应用#因而易于

出现过多药物暴露而发生耐药/广泛耐药结核分枝

杆菌临床分离株对新型氟喹诺酮类抗菌药物出现较

高的耐药率#将给临床抗结核治疗方案的制定造成

极大难题/

通过
>S@S

法检测
1L

株广泛耐药结核分枝杆

菌临床分离株的
>BO

值显示#同一菌株中莫西沙星

和加替沙星的
>BO

小于左氧氟沙星#与研究报道一

致(

$/

)

/

MVa

曾经推荐的莫西沙星耐药的临床临

界值为
%&A

$

=

"

35

#新的指南改为推荐
%&A

$

=

"

35

和

/

$

=

"

35

两个浓度#但更倾向于推荐应用
/

$

=

"

35

的

浓度(

A

)

/在
1L

株临床分离株中#所测试的
'

种药物

之间存在着双向交叉耐药#结核分枝杆菌复合群对

第三代和第四代氟喹诺酮类药物有较高的耐药比

例#这一结论也和目前指南(

A.)

)指出的第四代氟喹诺

酮类药物体外药敏试验提示交叉耐药一致(

$/.$A

)

/

当按照
%&A

$

=

"

35

标准判读莫西沙星耐药时#耐药

菌株比例$

0)

"

1L

#

(%&AW

&甚至超过左氧氟沙星耐药

的菌株$

0L

"

1L

#

11&$W

&#但按照
/

$

=

"

35

耐药界值

判读#则莫西沙星耐药菌株的比例大幅度降低

$

LL&%W

#

'0

"

1L

&/由此不难发现#药物敏感性试验

中临界值的选定对于耐药和交叉耐药的判定起着决

定性影响#因此临界浓度的确定需要在长期%多中

心%大数据评估的基础之上建立才可能更准确/

除了莫西沙星外#

MVa

新的指南也调整了左氧

氟沙星的耐药临界浓度#由
/

$

=

"

35

更改为
$

$

=

"

35

(

A

)

/

本课题组一项研究也证实目前应用的左氧氟沙星临

界浓度值大于结核分枝杆菌的流行病学界值#故而

会将一些含有耐药相关基因突变的菌株判读为野生

菌株(

$0

)

/

K"#,,

8

等(

$$

)对
A

株广泛耐药菌株进行动

物实验得出结论#对左氧氟沙星耐药的广泛耐药菌

'
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表
A
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株广泛耐药结核分枝杆菌临床分离株中
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基因突变形式和
>BO

突变形式

和位点

氟喹

诺酮类

药物

不同
>BO

$

$

=
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J]_

!左氧氟沙星-

>]_

!莫西沙星-

N]_

!加替沙星-

S54

!丙氨酸-

S,-

!天冬酰胺-

E45

!缬氨酸-

K<"

!脯氨酸-

V#,

!组氨酸-

?

8

<

!酪氨酸-

N5

8

!甘
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O

8

,
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S,

H

!天冬氨酸-

GQ<

!丝氨酸-耐药菌株数目按照流行病学界值判读-高水平耐药定义为
>BO

$

L

$

=

"

35

株在莫西沙星
>BO

"

/

$

=

"

35

时仍可在广泛结核病

治疗中应用/

>4#:<Q

等(

$1

)认为无论氟喹诺酮类耐

药还是敏感#在广泛耐药结核病的治疗中莫西沙星

的治疗效果明显优于左氧氟沙星/本研究有
'(

株

$

'(

"

1L

#

L)&L'W

&临床分离株因莫西沙星耐药临界

值由
%&A

$

=

"

35

变为
/

$

=

"

35

而被判读为莫西沙星

敏感菌株#有
$'

株$

$'

"

1L

#

$A&L1W

&菌株对左氧氟

沙星的
>BO

为
$

$

=

"

35

%因临界值改变由原来的敏

感菌株被判读为耐药菌株/然而#这些患者应用莫

西沙星方案是否有效尚不得而知/耐药临界值是提

示结核分枝杆菌对药物敏感情况的一项重要指标#

在患者抗结核方案的制定中起到非常重要的作用/

然而
MVa

对莫西沙星
>BO

判读标准改变原因并

未做出详细的解释#左氧氟沙星耐药且莫西沙星

>BO

介于
%&A

"

/

$

=

"

35

之间的菌株对莫西沙星临

床治疗效果如何#还需要进一步的临床观察和评估/

按照莫西沙星临床耐药临界浓度
/

$

=

"

35

的标

准#左氧氟沙星%莫西沙星和加替沙星三者之间比

'
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较#出现了左氧氟沙星%加替沙星耐药但莫西沙星敏

感的现象/本研究中加替沙星耐药率高于莫西沙

星#考虑是因为加替沙星作为第四代氟喹诺酮类药

物#杀菌活性较强#然而其
>BO

临界值则使用了和

三代氟喹诺酮类药物相同的
$

$

=

"

35

标准/不排除

随着加替沙星使用的增多#在获得更多数据的情况

下会对耐药临界值的调整/

因氟喹诺酮类药物不同于一线抗结核药物的杀

菌机制#被广泛应用于耐药结核病的治疗(

$(

)

/本研

究发现的突变热点主要集中在
45

+*

基因的
eCRC

#

该段序列高度保守#是氟喹诺酮类药物结合的主要

部位(

/$

)

/本研究结果初步表明#

45

+*

基因突变是

广泛耐药结核分枝杆菌对以上
'

种氟喹诺酮类药物

耐药主要机制/本研究得到的
45

+*

基因突变均为

错义突变#主要发生在基因保守区第
)0

"

$%)

位的

密码子区#第
11

位%

(%

位%

($

位%

(L

位密码子上#与

国内外报道一致(

$)

#

/$

)

/

S,

H

(LN5

8

和
S54(%E45

的

改变是最常见的耐药突变类型#与同类研究结果一

致(

$)

#

//

)

/在
45

+*

基因突变类型中#

S,

H

(LN5

8

位点

突变可能与氟喹诺酮类高水平耐药有关#该种突变

形式相关的高水平耐药菌株数目为左氧氟沙星
&

莫

西沙星
&

加替沙星#说明在目前左氧氟沙星更易出

现高水平耐药突变/可能与该位点基因突变类型引

起致氟喹诺酮类药物靶标
45

+*

结构的显著改变有

关#氟喹诺酮类药物和
45

+*

结合位点发生改变#使

S

亚基和氟喹诺酮类药物结合能力显著下降#进而

导致
>BO

的变化并出现耐药/

在本研究的
1L

株广泛耐药结核分枝杆菌临床

分离株中#未检测到
45

+*

突变也无
45

+.

的菌株有

(

株#其中分别有
L

株对左氧氟沙星耐药%

A

株对莫

西沙星耐药/此种表型药敏试验和基因型药敏结果

不一致的现象#推测可能与菌群的异质性有关/患

者感染的结核分枝杆菌复合群同时存在对氟喹诺酮

类药物耐药和敏感的不同菌群#如敏感菌株为优势

菌群#可能会因为耐药菌株比例较低而无法检测到

相关耐药基因突变#而表型药敏试验由于能检测到

较低比例的耐药菌群的存在#因此报告耐药(

/'

)

/另

外#

45

+*

和
45

+.

基因突变以外的其他耐药机制也

可能造成上述结果的不一致#如拓扑异构酶
*

的改

变%细胞膜通透性改变%药物外排泵等机制/

部分广泛耐药菌株在第
11

和第
(%

位点存在突

变$

N5

8

11S54

突变
'

株%

S54(%E45

突变
L

株&#但这

些菌株仍表现为对这
'

种新型氟喹诺酮类药物敏感

的药敏表型#考虑为氨基酸结构原因/缬氨酸

$

E45

&%甘氨酸$

N5

8

&和丙氨酸$

S54

&同属于非极性

氨基酸#且这三种氨基酸在结构%荷电性等方面相

似#因此
N5

8

11S54

%

S54(%E45

的改变未能引起
45

+*

基因与氟喹诺酮类药物结合能力的明显改变#故未

能导致明显耐药表型改变/

综上所述#广泛耐药结核分枝杆菌中氟喹诺酮

类药物耐药形势严峻#新型氟喹诺酮类药物已存在

严重耐药#氟喹诺酮类药物在广泛耐药结核病治疗

中的应用受到极大地挑战/在广泛耐药结核病治疗

方案制定中#应按照药敏实验结果评估相应的用药

指征#而耐药界值的判定需要更多的临床数据验证/
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首届临床结核病超声诊断与治疗新进展研讨会征文通知

超声在结核病的诊断与治疗中不可或缺#应该引起业界

同仁的高度重视并进行实践探索/超声及超声介入技术简

便易行#具有高性价比#尤其超声技术对多脏器的可企及性#

更是开辟了对多种脏器结核病诊断与治疗的新领域/为及

时交流临床结核病超声诊断与治疗的经验和科研成果#掌握

最新学术动态#推动结核病超声诊疗工作的规范化进程#由

中国防痨协会4中国防痨杂志5期刊社%杭州市红十字会医院

联合主办的+首届临床结核病超声诊断与治疗新进展研讨

会,拟于
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年
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月
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//

日在浙江省杭州市召开/大

会将邀请国内结核病超声领域%临床领域%基础研究领域知

名专家对结核病诊疗国内外最新研究动向%最新理论等进行

精彩的专题学术讲座#同时将遴选优秀会议征文进行大会发

言#并拟于4中国防痨杂志5组织专题重点号刊发/

征文要求!$

$

&凡符合超声诊断与介入技术在结核病临

床应用%基础研究方面内容的稿件均在征文之列/来稿要求

未在国内外公开发行刊物上发表$请在文题上方注明+未公

开发表#未一稿多投,&-$

/

&论著类稿件需提供全文
o1%%

字

左右的摘要#摘要包括目的%方法%结果和结论#也可仅提供

符合上述要求的摘要-$

'

&其他类型稿件为全文投稿-$

L

&全

文
L%%%

字以内#编排顺序为!题目%邮编%单位$至科室&%姓

名%中文摘要%正文%参考文献-$

A

&本次会议征文不接收通过

邮局邮寄的纸质版论文#只接收
M"<!

版电子文件-格式为!

题目
'

号黑体%正文
A

号宋体#单倍行距-$

)

&请务必附第一

作者与通信作者的通信地址%联系电话%手机%

234#5

/入选

论文将纳入会议4资料汇编5#经大会学术委员会评选出的优

秀论文将推荐刊登于4中国防痨杂志5或4结核病与肺部健康

杂志5#并安排大会发言-$

0

&征文请通过
234#5

发送至郭萌
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