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摘 要:目的 分析百色地区结核分枝杆菌(MTB)利福平耐药相关基因rpoB的突变特征。方法 收集128例结核病

患者痰液标本,采用改良罗氏培养基分离培养结核分枝杆菌,绝对浓度法检测利福平耐药性,PCR技术检测耐药结核分

枝杆菌rpoB基因序列并测序分析利福平耐药相关基因rpoB的突变特征。结果 分离培养获得98例 MTB,98例 MTB
出现36株利福平耐药,耐药率为36.73%,36株耐利福平菌株中有27株rpoB基因发生突变,基因突变率为75.00%,其
中516位点突变率为3.70%(1/27),531位点突变率为59.26%(16/27),526位点突变率为29.63%(8/27),533位点突

变率为7.41%(2/27)。突变热点依次为rpoB531、rpoB526和rpoB533。结论 百色地区耐利福平结核分枝杆菌耐药性

产生的主要分子机制是因为rpoB的基因发生突变。
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  Abstract: Objective ToanalyzerpoBgenemutationcharacteristicsinrifampin-resistantrelatedMyco-
bacteriumtuberculosis(MTB)inBaisecity. Methods Thesputumspecimenswerecollectedfrom128pa-
tientswithtuberculosisandthenwereculturedonmodifiededLowenstein-Jensenculturemedium,thedrug
sensitivityofrifampinwasdetectedbyabsoluteconcentrationmethod,mutationpatternsofrpoBgeneswere
detectedbyPCRandsequencing. Results Ninety-eightMTBisolateswereobtainedfrom128MTBclinical
strains,36.73% (36/98)isolateswereresistanttorifampin,27of36rifampin-resistanceMTB(75.00%)i-
solatescarriedmutationsintherpoBgene,and3.70% (1/27)isolatescarriedmutationsin516site,59.26%
(16/27)isolatescarriedmutationsin531site,7.41% (2/27)isolatescarriedmutationsin533site.Thetop3
lociwithhighmutationfrequencywererpoB531,rpoB526andrpoB533. Conclusion Themainmechanismof
rifampin-resistantMycobacteriumtuberculosoccurrenceiscausedbyrpoBgenemutationinMycobacterium
tuberculosisinBaisecity.
  Keywords: Mycobacteriumtuberculosis;rifampin;rifampinresistancedeterminingregion;rpoBgene

  结核病是由结核分枝杆菌(Mycobacteriumtuberculosis, MTB)引起的慢性传染病,我国仍是22个结核病高负担国家之
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一。近年来,我国每年报告肺结核发病人数约100万,导致结

核病高发病率和死亡率的重要因素之一是耐药结核病的产生,
耐药肺结核有以下4种类型,单耐药(monoresistance):仅对1
种抗结核药物耐药;多耐药(polyresistance):对1种以上的抗

结核药物耐药(不包括同时对异烟肼和利福平耐药的情况);耐
多药(Multidrugresistance,MDR):至少对异烟肼和利福平同

时耐药;广泛耐药(Extensivelydrug-resistant,XDR):除对异

烟肼和利福平耐药之外,同时对任意1种氟喹诺酮类药物及对

3种二线抗结核药物注射剂(卡那霉素、丁胺卡那霉素和卷曲霉

素)中的至少1种耐药[1]。目前耐药肺结核危害日益凸显,每
年新发患者人数约12万,未来数年内可能出现以耐药菌为主

的态势。因此耐药结核病一直都是临床治疗的难点和基础研

究的热点[2]。近年来世界各地结核分枝杆菌的多耐菌株逐渐

增多,甚至引起暴发流行。利福平是传统的抗结核一线药物,
结核分枝杆菌对利福平的耐药机制可能是,编码RNA聚合酶

beta亚基的rpoB基因的突变使利福平不能与之结合,从而产

生对利福平的耐药[3]。目前很多预测利福平耐药的分子检测

方法已经建立起来[4-5],以往研究[6-9]显示单耐利福平菌株的

rpoB基因突变多分布在“利福平耐药决定区”(rifampinresist-
ancedeterminingregion,RRDR),507-533位 密 码 子,共81
bp。

本研究拟了解百色地区耐利福平结核分枝杆菌临床分离

株rpoB基因RRDR突变特征及其与耐药的关系。为本地区耐

药结核的防治和制订有效的预防及干预耐药结核病措施提供

参考依据。
1 材料与方法

1.1 菌株来源 收集2013年在百色市疾病控制中心结核病

防治所就诊的结核病痰液涂片阳性128例患者(包括百色市及

百色地区各县新发和复发患者,年龄19~88岁;男96例,女32
例)的痰标本。
1.2 方法

1.2.1 结核分枝杆菌培养及耐药性检测 痰液涂片阳性细菌

采用改良的罗氏培养基分离培养,培养阳性的菌株采用绝对浓

度法进行耐药性检测。
1.2.2 基因组DNA提取和rpoB基因RRDR的PCR扩增和

测序 基因组 DNA采用北京andybio公司生产的分枝杆菌

DNA提取试剂盒(柱式)提取,rpoB基因扩增引物为rpoB-F:
5′-TACGGTCGGCGAGCTGATCC-3′,rpoB-R :5′-
TACGGCGTTTCGATGAACC-3′[10](引物由华大基因公司

合成),序列大小为411bp。PCR扩增采用50μl反应体系:5
μl模板,上下游引物各1.5μl,ddH2O17μl,2×EasyTaqPCR
SuperMix25μl(购自北京全式金生物公司)。扩增程序为:95
℃变性5min;94℃变性1min,58.5℃退火1min,72℃延伸1
min;循环30次,最后72℃延伸10min。扩增产物经1%琼脂

糖凝胶电泳检测。
1.2.3 DNA序列测定与分析 PCR产物交由上海生工生物

工程有限公司进行测序。用BLAST与 H37RV菌株相应基因

进行序列比对,通过DNAman软件判断突变基因突变位点及

形式。
2 结果

2.1 分离培养结果 从128例痰液涂片阳性标本中分离培养

获得98例 MTB菌株,36株对利福平耐药。
2.2 PCR检测结果 提取耐药菌株DNA进行PCR,PCR扩

增产物与目的片段大小一致,部分PCR产物电泳图谱见图1。
2.3 测序比对结果 36株耐药菌株中,27株在rpoB“RRDR”
区域出现突变,突变位点有4个,rpoB单个突变位点突变特征,

见表1。

图1 耐药菌株PCR产物电泳图

M:100bpDNAMarker;1:H37RV;2~5:部分耐利福平菌株

PCR产物

表1 rpoB突变位点突变特征

密码子位点 密码子改变 氨基酸改变 突变菌株(n) 突变率(%)

rpoB516 GAC→TAC Asp→Tyr 1 3.70(1/27)

rpoB526 CAC→TAC His→Tyr 8 29.63(8/27)

rpoB531 TCG→TTG Ser→Leu 16 59.26(16/27)

rpoB533 CTG→CCG Leu→Pro 2 7.41(2/27)

3 讨论

耐利福平 MTBrpoB基因突变主要发生在“RRDR”,以
531、526、516位突变最为多见。已有文献报道我国北京市等8
个地区 MTBrpoB基因突变情况[11-12],而百色地区尚未见类

似报道。本研究检测结核病患者痰标本rpoB基因RRDR突变

及其性质,为在我地区建立快速检测耐利福平结核病基因诊断

技术奠定基础。
本实 验98例 MTB出 现36株 利 福 平 耐 药,耐 药 率 为

36.73%,检测耐药菌rpoB基因序列,36株耐利福平菌株中有

27株rpoB基因发生突变,基因突变率为75.00%,与贵州省遵

义地 区rpoB基 因 突 变 率 相 似[11],其 中516位 点 突 变 率 为

3.70%(1/27),531位点突变率为59.26%(16/27),526位点突

变率为29.63%(8/27),533位点突变率为7.41%(2/27)。与

常规药敏实验相符。531位点突变率与东部地区rpoB531突变

频率(61.2%)[13]及中部地区rpoB531突变频率(58%)[14]研究

结果相近,该研究中较高的rpoB531突变频率也可能是由于耐

药菌株对于rpoB531的选择压力造成的[15]。有报道,531位和

526位是最常见的突变位点,且531多于526[16],与本地区的

rpoB基因突变结果一致,但也有报道,526位突变频率高于

531位突变频率[3,17],另本实验未出现已报道的522、550、511、
513突变位点,说明rpoB基因突变位点在我国有一定的地域差

异。本实验说明百色地区耐利福平结核分枝杆菌耐药性的产

生主要是因为rpoB的531位点密码子发生改变,其次是526
位点密码子发生改变,与苏州市、广东省、河南省等地突变特征

相似[10,18-19],进一步阐明利福平耐药机制主要与基因突变有

关,特别是与531位点突变相关。9株未发生突变与常规药敏

实验不符,说明利福平耐药性的产生可能还有其它耐药机制或

常规药敏实验也有误差,或是患者对 MTB发挥免疫防御过程

中患者自身遗传易感性及免疫系统稳态的打破使机体不能清

除 MTB而导致耐药[20]。
总之,本研究首次采用DNA序列测定技术分析百色地区

结核分枝杆菌耐利福平rpoB基因的突变特征,为开发结核分
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枝杆菌耐药性分子检测方法和阐明 MTB利福平耐药机制积累

了实验数据。
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●本刊对统计学符号及统计学方法的要求
  统计学符号按GB3358-1982《统计学名词及符号》的有关规定一律采取斜体排印,常用:1.算术平均数用英

文小写췍x(中位数用M );2.标准差用英文小写s;3.标准误用英文小写s췍x;4.t检验用英文小写t;5.F检验用英

文大写F;6.卡方检验用希腊文小写χ2;7.相关系数用英文小写r;8.概率用英文大写P(P 值前应给出具体检

验值,如t值、χ2 值、q值等),p值应给出实际数值,不宜用大于或小于表示,而用等于表示。
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