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［摘　要］　目的　检测结核分枝杆菌（犕．狋犫）对卷曲霉素（ＣＭ）耐药相关基因突变情况，探究基因型与表型的关联，

为临床使用ＣＭ提供指导。方法　收集２０１７—２０２０年某院痰抗酸染色阳性的肺结核病患者痰标本，培养获得临

床分离犕．狋犫，药物敏感试验（ＤＳＴ）明确菌株耐药表型；提取ＤＮＡ送全基因组测序（ＷＧＳ），检测ＣＭ耐药相关基因

狋犾狔Ａ、狉狉狊、狉狆狊Ｌ、犲犻狊、Ｒｖ０１９４及Ｒｖ１２５８Ｃ的突变情况，探索ＣＭ与利福平（ＲＩＦ）表型耐药相关性。结果　共培养１２３

株犕．狋犫，ＷＧＳ检出６个ＣＭ耐药相关基因共２３个非同义突变位点；ＤＳＴ结果显示５２例ＲＩＦ耐药，４例ＣＭ、ＲＩＦ

均耐药。ＣＭ耐药菌株检出狉狉狊基因Ａ１４０１Ｇ、狉狆狊Ｌ基因 Ａ１２８Ｇ以及Ｒｖ０１９４基因Ｃ３２９３Ｔ和Ｔ２２１Ｃ非同义突变

位点；ＣＭ与ＲＩＦ耐药相关性分析显示，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　犕．狋犫ＣＭ 耐药可能与狉狉狊基因

Ａ１４０１Ｇ、狉狆狊Ｌ基因Ａ１２８Ｇ和Ｒｖ０１９４基因Ｃ３２９３Ｔ突变有关，ＣＭ 存在与ＲＩＦ交叉耐药可能，在制定抗结核治疗

方案时可作参考。
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　　结核病（ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＴＢ）是由结核分枝杆菌

（犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊，犕．狋犫）感染引起的慢

性传染病［１］。由于各种因素，目前已产生耐药性

ＴＢ。２０２０年世界卫生组织（ＷＨＯ）ＴＢ年报
［１２］报

道，耐药ＴＢ具有死亡率高、治疗方案不足和诊断易

被延误的特点，患者数量有增多趋势。耐药ＴＢ的

出现对全球ＴＢ控制提出了挑战
［３］。

耐多药结核病（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｕｂｅｒｃｕｌｏ

ｓｉｓ，ＭＤＲＴＢ）指ＴＢ患者感染的犕．狋犫体外被证实

至少对异烟肼、利福平（ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ，ＲＩＦ）耐药。卷

曲霉素（ｃａｐｒｅｏｍｙｃｉｎ，ＣＭ）可应用于 ＭＤＲＴＢ患者

强化期治疗中［４］，但因 犕．狋犫对ＣＭ 和其他已产生

耐药的抗结核药物存在交叉耐药可能［５］，故使用

ＣＭ抗结核前对ＴＢ患者进行耐药筛查尤为必要。

研究［６］结果表明，ＣＭ 治疗 ＭＤＲＴＢ效果显

著。目前认为ＣＭ通过改变犕．狋犫核糖体蛋白的功

能抑制犕．狋犫蛋白质的合成
［７８］。犕．狋犫分离株对包

括ＣＭ在内的抗结核药物的耐药性基本上是由特

定基因靶点的自发点突变造成的［９１２］。多项研究表

明，狉狆狊Ｌ
［１３］、狋犾狔Ａ

［８，１４］、狉狉狊
［２、５］、犲犻狊

［１２］、Ｒｖ０１９４
［１２］及

Ｒｖ１２５８Ｃ基因
［１５］为最主要的ＣＭ耐药相关基因，但

它们的突变是否与ＣＭ 耐药相关仍存在争议
［１６］。

目前大多数研究仅针对单个ＣＭ 耐药相关基因，缺

乏对以上６个基因的同时分析，且多使用聚合酶链

式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增相应

基因，过程中难免会造成基因突变带来误差，从而影

响实验结果。全基因组测序可避免上述问题，也有

利于建立完整全基因组测序数据库，便于开展后续

试验。此外，ＲＩＦ作为一线抗结核药物代表，临床使

用频繁，分析ＣＭ 耐药与ＲＩＦ耐药是否存在关联，

有利于评估ＣＭ是否适用于利福平耐药结核病（ｒｉｆ

ａｍｐｉｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＲＲＴＢ）患者抗结

核治疗。

本研究拟对 犕．狋犫菌株做药物敏感试验（ｄｒｕｇ

ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔ，ＤＳＴ），并提取菌株ＤＮＡ行全基

因组测序（ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＧＳ），检测

上述６个ＣＭ耐药相关基因的突变情况，探究ＣＭ

耐药基因型与表型的关系，以及ＣＭ 耐药与ＲＩＦ耐

药的关联。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　犕．狋犫标准菌株 Ｈ３７Ｒｖ，由贵州

省疾病预防控制中心提供。

１．１．２　痰标本来源　收集２０１７—２０２０年遵义医科大

学附属医院痰抗酸染色阳性的肺结核病患者痰标本。

１．１．３　主要试剂与仪器　十六烷基三甲基溴化铵

（ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＣＴＡＢ，中国

天津市大茂化学试剂厂）、蛋白酶 Ｋ（天根生化科技

有限公司）、溶菌酶（ＳａｎｌａｎｄｃｈｅｍＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＩｎｃ

公司）、１０００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ（康为世纪公司）、ＰＣＲ

Ｍｉｘ（结核分枝杆菌菌型分析试剂盒，北京康为世纪

公司）、普通梯度ＰＣＲ仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）、电泳

仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）、凝胶成相系统（美国Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司）。

１．２　方法

１．２．１　犕．狋犫临床分离菌株的提取　取１～２ｍＬ

氢氧化钠预处理后的临床痰标本接种在２管酸性培

养管斜面上，３７℃恒温培养箱培养，按时间表观察生

长情况，提取阳性培养管中菌株并鉴定菌型。

１．２．２　固体比例法检测 犕．狋犫临床分离菌株药物

敏感性　对犕．狋犫临床分离株进行抗结核一线和二

线药的 ＤＳＴ。（１）制备改良罗氏（ＬＪ）培养基：

ＫＨ２ＰＯ４２．４ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２４ｇ、柠檬酸镁

０．６ｇ、谷氨酸钠７．２ｇ、丙三醇１２ｍＬ、蒸馏水６００

ｍＬ。（２）制备含药培养基：ＬＪ培养基中分别加入

表１所示滤菌后的药剂至其对应含药终浓度。（３）

菌液制备：在１支５ｍＬ超声分散管和２支离心管

中各加入２、１、１ｍＬ的０．５％吐温－８０生理盐水；

挑取培养物放入超声分散管，超声分散２０ｓ，后加入

０．５％吐温－８０生理盐水至浓度为１ｍｇ／ｍＬ；吸取

１０μＬ菌液（浓度１ｍｇ／ｍＬ）加入离心管内，得到浓

度为１０－２ｍｇ／ｍＬ菌液，再取１０μＬ菌液（浓度为

１０－２ｍｇ／ｍＬ）加入到另１支离心管内，得到浓度为

１０－４ｍｇ／ｍＬ菌液。（４）接种及培养。每株菌株各

取１０－２、１０－４ ｍｇ／ｍＬ菌液１０μＬ接种在４个ＬＪ

培养基上，对照组、含药物试验组各２个，放入３７℃

培养箱１个月观察菌落生长情况。（５）根据菌落生
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长及耐药百分比判断药物敏感试验结果。

表１　含药培养基药物浓度

犜犪犫犾犲１　Ｄｒｕｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｍｅｄｉｃａｔｅｄｍｅｄｉｕｍ

药物名称 所用溶剂

药剂储存

浓度

（μｇ／ｍＬ）

培养基含药

终浓度

（μｇ／ｍＬ）

噻吩－２－羧酸肼（ＴＣＨ） ｄＨ２Ｏ ５００ ５．０

对硝基苯甲酸（ＰＮＢ） ＤＭＦ ５００ ０．５

链霉素（ＳＭ） ｄＨ２Ｏ ８００ ４．０

卡那霉素（ＫＡＮ） ｄＨ２Ｏ ３０００ ３０．０

阿米卡星（ＡＭＫ） ｄＨ２Ｏ ３０００ ３０．０

卷曲霉素（ＣＭ） ｄＨ２Ｏ ４０００ ４０．０

莫西沙星（ＭＦＸ） ｄＨ２Ｏ １０００ ２．０

左氧氟沙星（ＬＦＸ） ｄＨ２Ｏ １０００ ２．０

加替沙星（ＧＦＸ） ｄＨ２Ｏ １０００ ２．０

利福平（ＲＩＦ） ＤＭＦ ４０００ ４０．０

异烟肼（ＩＮＨ） ｄＨ２Ｏ ２００ ０．２

乙胺丁醇（ＥＭＢ） ｄＨ２Ｏ １０００ ２．０

对氨基水杨酸钠（ＰＡＳ） ｄＨ２Ｏ １０００ １．０

丙硫异烟胺（ＰＴＯ） ＤＭＦ ４０００ ４０．０

　　注：ＤＭＦ为二甲基酰胺。

１．２．３　犕．狋犫ＤＮＡ的提取与菌株鉴定　（１）取培养

管内犕．狋犫菌落置于加有４００μＬ１×ＴＥ溶液的ＥＰ

管中，８０℃水浴箱水浴３０ｍｉｎ后加入２０μＬ溶菌酶

溶液 （５０ ｍｇ／ｍＬ），３７℃ 水浴箱中放置 ＞２ｈ。

ＣＴＡＢ法提取ＤＮＡ作为ＰＣＲ和 ＷＧＳ的ＤＮＡ模

板，－２０℃冰箱保存。（２）针对人型结核分枝杆菌特

异性序列设计引物 ｍｔｂ１（５’→３’：ＡＴＡＧＧＧＡＡＴ

ＧＣＴＣＧＧＣＡＡＣ）和 ｍｔｂ２（５’→３’：ＣＡＡＣＡＴＣ

ＧＡＣＧＣＡＧＴＡＣＣＣ），根据结核分枝杆菌复合群特

异性序列ＩＳ６１１０设计引物ＩＳ６１１０Ｐ１（５’→３’：

ＴＣＡＧＧＴＣＧＡＧＴＡＣＧＣＣＴＴＣＴ）和ＩＳ６１１０Ｐ２（５’

→３’：ＣＧＴＣＧＣＡＧＡＧＡＴＣＣＧＣＧＧＴＣ），使用 犕．

狋犫ＰＣＲＭｉｘ扩增，产物分别为３６１、８５０ｂｐ两条片

段，可鉴定为人型犕．狋犫。

上述试验步骤均在遵义医科大学附属医院呼吸

医学实验室的微生物实验室及二级生物安全柜中进

行，试验前后均消毒。

１．２．４　判断标准　多耐药、耐多药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅ

ｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）、泛耐药（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙｄｒｕｇｒｅｓｉｓ

ｔａｎｃｅ，ＸＤＲ）判断标准参照文献［１］。

１．２．５　ＷＧＳ　（１）ＤＮＡ模板外送北京邦莱生物科

技有限公司进行 ＷＧＳ，使用ｉｌｌｕｍｉｎａ二代测序平

台，ＣＴＡＢ法提取的犕．狋犫基因组ＤＮＡ作为模板进

行ＤＮＡ片段文库构建，双侧测序（ＰａｉｒｅｄｅｎｄＳｅ

ｑｕｅｎｃｉｎｇ），按照每样本２００倍 犕．狋犫基因组的测序

深度上机（约获得１Ｇ 数据／样本），过滤掉接头

（ａｄａｐｔｅｒ）和索引（ｉｎｄｅｘ）序列后得到约１５０ｂｐ读长

（ｒｅａｄｓ）的序列。（２）数据质控：Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ软件

过滤掉 ＷＧＳ原始Ｆａｓｔｑ文件中低质量ｒｅａｄｓ；剩余

所有ｒｅａｄｓ与 犕．狋犫标准菌株 Ｈ３７Ｒｖ（ＧｅｎＢａｎｋ

ＡＬ１２３４５６）基因组比对，通过 ＭＴＢｓｅｑ流程（ｈｔ

ｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ／ｎｇｓｆｚｂ／ＭＴＢｓｅｑ＿ｓｏｕｒｃｅ）分析

犕．狋犫基因组数据覆盖中位数（ｃｏｖｅｒａｇｅｍｅｄｉａｎ），

ｃｏｖｅｒａｇｅｍｅｄｉａｎ≤３０的数据排除分析。（３）提取单

核苷酸多态性（ＳＮＰ）序列：应用ｕｂｕｎｔｕ（ｉｌｌｕｍｉｎａ）

系统，Ｐｉｃａｒｄｔｏｏｌｓ、ＢＷＡ、ＧｅｎｏｍｅＡｎａｌｙｓｉｓ、ｓａｍ

ｔｏｏｌｓ等软件处理上一步骤获得的数据，提取试验菌

株全基因组中的ＳＮＰ序列。（４）检测突变点：ＳＮＰ

序列同标准菌株比对，检测 ＣＭ 耐药相关基因

狋犾狔Ａ、狉狉狊、狉狆狊Ｌ、犲犻狊、Ｒｖ０１９４及 Ｒｖ１２５８Ｃ序列内的

突变位点。（５）突变类型：ＮＣＢＩ网站比对突变位点

所在的读码框，明确突变类型。（６）确认新突变：

ＢＬＡＳＴ比对检测到的基因突变与数据库已有数

据，明确该突变是否已被发现。

１．３　统计学方法　应用ＳＰＳＳ２３．０软件对数据进

行整理分析，采用卡方检验分析ＣＭ 耐药与ＲＩＦ表

型耐药是否存在关联，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　菌株培养分离及ＤＳＴ结果　共培养１２３株

犕．狋犫临床分离菌株，其中，对抗结核一线和二线药

全敏感６８株，耐药５５株。耐药菌株中，单耐利福平

（ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎｒｅｉｓｉｓｔａｎｔ，ＲＲ）２株，多耐药４株，ＭＤＲ

４９株，含６株 ＸＤＲ。１２３株菌株中，６株ＣＭ ＤＳＴ

失败，ＣＭ敏感１１３株，ＣＭ 耐药４株，且均为 ＭＤＲ

（含１株ＸＤＲ），ＲＩＦ耐药５２株（２株ＲＲ、１株多耐

药、４９株 ＭＤＲ，ＭＤＲ中含６株ＸＤＲ）。ＣＭ耐药菌

株ＤＳＴ结果见图１。
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　　注：从左向右分别是１０－２ｍｇ／ｍＬ对照组、１０－２ｍｇ／ｍＬ含ＣＭ

药物组，１０－４ｍｇ／ｍＬ对照组、１０－４ｍｇ／ｍＬ含ＣＭ药物组。

图１　固体比例法检测犕．狋犫菌株ＤＳＴ结果图

犉犻犵狌狉犲１　Ｄｒｕｇｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆ犕．狋犫ｄｅｔｅｃｔｅｄ

ｂｙｓｏｌｉｄｃｕｌｔｕｒｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ

２．２　菌株ＣＭ耐药相关基因突变情况与对应耐药

表型　ＷＧＳ数据显示，所有菌株均检出狋犾狔Ａ基因

Ａ３３Ｇ同义突变及 Ｒｖ０１９４基因 Ｔ２２１Ｃ非同义突

变；Ｒｖ０１９４基因Ｃ３２９３Ｔ非同义突变在７７株菌株

中检出，ＣＭ 耐药菌株中均检出；狉狆狊Ｌ基因 Ａ１２８Ｇ

非同义突变的菌株（１６．３％，２０／１２３）中ＣＭ 耐药３

株，ＣＭ敏感１４株，其余ＣＭ 的ＤＳＴ失败；狉狉狊基因

Ａ１４０１Ｇ突变菌株（１．６％，２／１２３）均对 ＣＭ 耐药；

狉狉狊基因 Ａ９０８Ｃ、ｒｐｓＬ基因 Ａ２６３Ｃ、Ｒｖ１２５８Ｃ基因

Ｃ１０６５Ｔ及 Ｒｖ０１９４基因 Ｃ１８１０Ｔ突变的菌株 ＣＭ

的ＤＳＴ失败；其余２８种突变类型的菌株均对ＣＭ

敏感。见表２。

表２　１２３株犕．狋犫菌株突变位点、ＣＭ药敏信息及文献报道情况

犜犪犫犾犲２　Ｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｔｅｓ，ＣＭｄｒｕｇｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｌｉｔｅｒａｔｕｒｅｒｅｐｏｒｔｓｏｆ１２３犕．狋犫ｓｔｒａｉｎｓ

基因 突变位点 密码子变化 氨基酸变化
株数

（狀＝１２３，％）

ＣＭ耐药菌株（株）

（狀＝４）

ＣＭ敏感菌株（株）

（狀＝１１３）
文献

狉狉狊 Ｇ５Ｔ 　　－ 　　－ 　２（１．６） ０ ２ 无

Ａ５１４Ｃ 　　－ 　　－ 　５（４．１） ０ ５ ［２］

Ａ９０８Ｃ 　　－ 　　－ 　２（１．６） ０ ０ ［１７］

Ｃ１２３６Ｔ 　　－ 　　－ 　１（０．８） ０ １ 无

Ａ１３５６Ｇ 　　－ 　　－ 　１（０．８） ０ １ 无

Ａ１４０１Ｇ 　　－ 　　－ 　２（１．６） ２ ０ ［５］

狋犾狔Ａ Ａ３３Ｇ ＣＴＡ→ＣＴＧ Ｌｅｕ１１Ｌｅｕ １２３（１００） ４ １１３ ［１６］

Ｃ８６Ｔ ＧＣＣ→ＧＴＣ Ａｌａ２９Ｖａｌ 　１（０．８） ０ １ ［１６］

Ｃ５８２Ｇ ＣＣＣ→ＣＣＧ Ｐｒｏ１９４Ｐｒｏ 　１（０．８） ０ １ 无

犲犻狊 Ｇ１１Ａ ＡＣＣ→ＡＴＣ Ｔｈｒ４Ｉｌｅ 　１（０．８） ０ １ 无

Ｔ５０１Ｇ ＡＧＡ→ＡＧＣ Ａｒｇ１６７Ｓｅｒ 　１（０．８） ０ １ 无

Ｃ１１２２Ｔ ＣＧＧ→ＣＧＡ Ａｒｇ３７４Ａｒｇ 　２（１．６） ０ ２ 无

狉狆狊Ｌ Ａ１２８Ｇ ＡＡＧ→ＡＧＧ Ｌｙｓ４３Ａｒｇ ２０（１６．３） ３ １４ ［５］

Ａ２６３Ｇ ＡＡＧ→ＡＧＧ Ｌｙｓ８８Ａｒｇ 　６（４．９） ０ ６ ［５］

Ａ２６３Ｃ ＡＡＧ→ＡＣＧ Ｌｙｓ８８Ｔｈｒ 　１（０．８） ０ ０ ［１８］

Ｒｖ１２５８Ｃ Ｃ５５Ｔ ＧＣＧ→ＡＣＧ Ａｌａ１９Ｔｈｒ 　１（０．８） ０ １ 无

Ｃ５７Ｔ ＧＣＧ→ＧＣＡ Ａｌａ１９Ａｌａ 　１（０．８） ０ １ 无

Ｃ３２２Ｔ ＧＴＡ→ＡＴＡ Ｖａｌ１０８Ｉｌｅ 　１（０．８） ０ １ 无

Ｃ６３３Ｔ ＧＧＧ→ＡＧＧ Ｇｌｙ２１１Ａｒｇ 　１（０．８） ０ １ 无

Ｃ１０６５Ｔ ＣＴＧ→ＣＴＡ Ｌｅｕ３５５Ｌｅｕ 　２（１．６） ０ ０ 无

Ｇ１２４０Ａ ＣＣＣ→ＴＣＣ Ｐｒｏ４１４Ｓｅｒ 　１（０．８） ０ １ ＃
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续表２　（犜犪犫犾犲２，犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

基因 突变位点 密码子变化 氨基酸变化
株数

（狀＝１２３，％）

ＣＭ耐药菌株（株）

（狀＝４）

ＣＭ敏感菌株（株）

（狀＝１１３）
文献

Ｒｖ０１９４ Ｃ９３Ｔ ＡＣＣ→ＡＣＴ Ｔｈｒ３１Ｔｈｒ 　１（０．８） ０ １ 无

Ｔ２１１Ｃ ＡＴＧ→ＡＣＧ Ｍｅｔ７４Ｔｈｒ １２３（１００） ４ １１３ ＃

Ｃ２９２Ｇ ＣＡＧ→ＧＡＧ Ｇｌｎ９８Ｇｌｕ 　１（０．８） ０ １ 无

Ａ５７１Ｇ ＡＡＧ→ＧＡＧ Ｌｙｓ１９１Ｇｌｕ 　１（０．８） ０ １ 无

Ｃ６３３Ｇ ＴＴＣ→ＴＴＧ Ｐｈｅ２１１Ｔｒｐ 　１（０．８） ０ １ 无

Ｃ６６１Ａ ＣＴＧ→ＡＴＧ Ｌｅｕ２２１Ｍｅｔ 　１（０．８） ０ １ 无

Ｃ７５２Ａ ＧＣＧ→ＧＡＧ Ａｌａ２５１Ｇｌｕ 　１（０．８） ０ １ 无

Ａ１３８４Ｇ ＡＣＧ→ＧＣＧ Ｔｈｒ３５５Ａｌａ 　４（３．３） ０ ４ ＃

Ｃ１８１０Ｔ ＣＣＣ→ＴＣＣ Ｐｒｏ６０４Ｓｅｒ 　１（０．８） ０ ０ 无

Ｃ１９８５Ｔ ＴＣＧ→ＴＴＧ Ｓｅｒ６２２Ｌｅｕ 　１（０．８） ０ １ 无

Ｃ２３０８Ｔ ＣＴＧ→ＴＴＧ Ｌｅｕ７７０Ｌｅｕ 　１（０．８） ０ １ 无

Ｔ２５７５Ｃ ＴＧＣ→ＣＧＣ Ｃｙｓ８５９Ａｒｇ 　１（０．８） ０ １ 无

Ｇ２８１４Ａ ＴＴＧ→ＴＴＡ Ｌｅｕ９３８Ｌｅｕ 　１（０．８） ０ １ 无

Ａ３１３３Ｇ ＡＣＣ→ＧＣＣ Ｔｈｒ１０４５Ａｌａ 　１（０．８） ０ １ 无

Ｃ３２９３Ｔ ＣＣＣ→ＣＴＣ Ｐｒｏ１０９８Ｌｅｕ ７７（６２．６） ４ ７３ ＃

Ｔ３３９５Ａ ＴＴＧ→ＡＴＧ Ｌｅｕ１１３２ 　１（０．８） ０ １ 无

　　注：Ｌｅｕ（亮氨酸），Ａｌａ（丙氨酸），Ｖａｌ（缬氨酸），Ｐｒｏ（脯氨酸），Ｔｈｒ（苏氨酸），Ｉｌｅ（异亮氨酸），Ａｒｇ（精氨酸），Ｓｅｒ（丝氨酸），Ｌｙｓ（赖氨酸），Ｇｌｙ

（甘氨酸），Ｍｅｔ（甲硫氨酸），Ｇｌｎ（谷氨酰胺），Ｇｌｕ（谷氨酸），Ｐｈｅ（苯丙氨酸），Ｔｒｐ（色氨酸），Ｃｙｓ（半胱氨酸）；＃代表该基因突变已上传ＢＬＡＳＴ

数据库，但目前尚未发表；－代表狉狉狊基因编码１６ＳｒＲＮＡ，不编码蛋白质，无相应的密码子、氨基酸；代表终止密码子。

２．３　ＣＭ 耐药菌株基因突变情况统计　２株ＣＭ

耐药菌株狉狉狊基因Ａ１４０１Ｇ突变，３株ＣＭ耐药菌株

狉狆狊Ｌ基因 Ａ１２８Ｇ非同义突变，４株ＣＭ 耐药菌株

均检出Ｒｖ０１９４基因Ｃ３２９３Ｔ、Ｔ２２１Ｃ非同义突变及

狋犾狔Ａ基因Ａ３３Ｇ同义突变。见表３。

表３　ＣＭ耐药菌株基因型和表型比对

犜犪犫犾犲３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｇｅｎｏｔｙｐｅｓａｎｄｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆ

ＣＭｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ

基因型
ＣＭ耐药菌株（狀＝４）

菌株１ 菌株２ 菌株３ 菌株４

ＣＭ敏感菌株数

（狀＝１１３）

狉狉狊Ａ１４０１Ｇ － ＋ ＋ － ０

狉狆狊ＬＡ１２８Ｇ － ＋ ＋ ＋ １４

Ｒｖ０１９４Ｃ３２９３Ｔ ＋ ＋ ＋ ＋ ７３

Ｒｖ０１９４Ｔ２２１Ｃ ＋ ＋ ＋ ＋ １１３

狋犾狔ＡＡ３３Ｇ ＋ ＋ ＋ ＋ １１３

　　注：＋代表检测到基因突变；－代表未检测到基因突变。

２．４　ＣＭ 与ＲＩＦ表型耐药相关性分析　ＣＭ 耐药

菌株均为ＲＩＦ耐药，ＣＭ 与ＲＩＦ表型耐药比较（采

用Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法），差异具有统计学意义（列联

系数狉＝０．２２８，犘＝０．０２２）。见表４。

表４　ＣＭ与ＲＩＦ耐药表型相关性分析（株）

犜犪犫犾犲４　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ

ｂｅｔｗｅｅｎＣＭａｎｄＲＩＦ（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ）

耐药表型
ＣＭ

耐药株 敏感株

ＲＩＦ 耐药株 ４ ４２

敏感株 ０ ７１

３　讨论

贵州地区为我国ＴＢ高发地区，遵义医科大学

附属医院为大型三甲综合医院，患者数量大，标本数

量多。本研究对分离自该院的１２３株犕．狋犫进行抗

结核药物的ＤＳＴ，其中６株ＣＭＤＳＴ失败，ＣＭ 敏

感１１３株，ＣＭ耐药４株；ＲＩＦ敏感７１株，ＲＩＦ耐药

５２株。ＷＧＳ共检测到狉狉狊基因６个突变，狉狆狊Ｌ、

Ｒｖ０１９４、犲犻狊、狋犾狔Ａ和Ｒｖ１２５８Ｃ基因的８个同义突变

和２３个非同义突变。１３株菌（１０．６％）检出狉狉狊基

因６个不同的突变位点，其中Ａ１４０１Ｇ基因突变率

为１．６％（２／１２３），与既往研究
［１９］数据相符。其余５
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个ＣＭ 耐药相关基因非同义突变情况如下：２０株

（１６．３％）菌株狉狆狊Ｌ基因Ａ１２８Ｇ突变，６株（４．９％）

Ａ２６３Ｇ突变，狋犾狔Ａ基因Ｃ８６Ｔ突变、犲犻狊基因Ｇ１１Ａ

和Ｔ５０１Ｇ突变、狉狆狊Ｌ基因Ａ２６３Ｃ突变菌株各１株

（０．８１％）。狉狆狊Ｌ基因整体突变情况与既往研究
［１３，１８］

一致。检出Ｒｖ１２５８Ｃ基因Ｃ５５Ｔ、Ｃ３２２Ｔ、Ｃ６３３Ｔ和

Ｇ１２４０Ａ突变各１株（０．８１％），分布于４株不同的

菌株中；所有菌株均检出Ｒｖ０１９４基因Ｔ２２１Ｃ突变，

７７株（６２．６％）发生Ｃ３２９３Ｔ突变，４株（３．３％）发生

Ａ１３８４Ｇ 突 变，其 余 Ｃ２９２Ｇ、Ａ５７１Ｇ、Ｃ６３３Ｇ、

Ｃ６６１Ａ、Ｃ７５２Ａ、Ｃ１８１０Ｔ、Ｃ１９８５Ｔ、Ｔ２５７５Ｃ、Ａ３１３３Ｇ

和Ｔ３３９５Ａ突变各１株（０．８１％）。除上述报道过的

基因突变，本研究首次发现犲犻狊基因非同义突变，

Ｒｖ１２５８Ｃ 基 因 Ｃ５５Ｔ、Ｃ３２２Ｔ 和 Ｃ６３３Ｔ 突 变，

Ｒｖ０１９４６基因 Ｃ２９２Ｇ、Ａ３１３３Ｇ、Ｔ２５７５Ｃ、Ｃ６６１Ａ、

Ｃ１８１０Ｔ、Ｔ３３９５Ａ、Ａ５７１Ｇ、Ｃ７５２Ａ、Ｃ１９８５Ｔ 和

Ｃ６３３Ｇ突变，以及狉狉狊基因 Ａ１３５６Ｇ、Ｃ１２３６Ｔ、Ｇ５Ｔ

突变。

ＣＭ耐药菌株中狉狉狊基因 Ａ１４０１Ｇ、狉狆狊Ｌ基因

Ａ１２８Ｇ、Ｒｖ０１９４基因Ｃ３２９３Ｔ和Ｔ２２１Ｃ突变。狉狉狊基

因Ａ１４０１Ｇ突变仅在ＣＭ耐药菌株中检出，提示该突

变类型可能与ＣＭ耐药存在联系，与多项研究
［２，５，１９］

结果一致，且该突变位点可能也与卡那霉素、阿米卡

星耐药相关，可作为潜在预测ＣＭ、卡那霉素、阿米

卡星耐药的靶点［２，５］。所有 ＣＭ 耐药菌株和部分

ＣＭ敏感菌株检出Ｒｖ０１９４基因Ｃ３２９３Ｔ，提示该突

变可能与ＣＭ耐药相关，但还需明确该突变在ＣＭ

敏感菌株发生后未导致耐药产生的机制。狉狆狊Ｌ基

因Ａ１２８Ｇ突变虽然只在ＣＭ 敏感菌株中检出，但

Ｚｈａｏ等
［１３］研究支持该突变位点与ＣＭ 耐药可能存

在关联，并可能为二线氨基糖苷类耐药相关的交叉

耐药靶点；Ｒｖ０１９４基因Ｔ２２１Ｃ突变在所有菌株中

均检出，暂不考虑与ＣＭ耐药有关；狋犾狔Ａ基因Ａ３３Ｇ

为同义突变，考虑与ＣＭ 耐药无关；其他基因突变

均在ＣＭ敏感菌株中检出，考虑为基因多态性，暂

考虑与 ＣＭ 耐药无关联。综上所述，本研究推断

ＣＭ 耐 药 可 能 与 狉狉狊 基 因 Ａ１４０１Ｇ、狉狆狊Ｌ 基 因

Ａ１２８Ｇ和 Ｒｖ０１９４基因 Ｃ３２９３Ｔ突变存在一定关

联，以上基因突变可作为ＣＭ耐药监测靶点，但不能

排除作为其他抗结核药物交叉耐药靶点的可能［２０］，

临床工作者在制定抗结核治疗方案时可作参考。此

外，本研究还发现了若干未报道过的基因位点突变，

但尚未发现这些突变与ＣＭ 耐药相关，推测可能为

基因多态性，需进一步验证。

ＲＩＦ为一线抗结核药物，然而目前临床已出现

大量ＲＲＴＢ患者，ＣＭ与ＲＩＦ耐药相关性分析有助

于ＣＭ耐药筛查及ＲＲＴＢ患者用药指导。本研究

中犕．狋犫临床分离菌株ＣＭ 及ＲＩＦ的ＤＳＴ结果统

计分析表明，ＣＭ 表型耐药与ＲＩＦ表型耐药存在相

关性，但关联程度一般，且本研究中ＣＭ 耐药菌株

仅４株，样本量偏少，不足以证实 ＲＲＴＢ患者对

ＣＭ耐药，缺乏临床用药指导意义，后续还需加大样

本量探究ＣＭ与ＲＩＦ耐药相关性。ＣＭ耐药机制方

面，本研究仅针对６个报道过的耐药相关基因进行

研究，未深入了解这些基因作为其他一、二线抗结核

药物交叉耐药靶点的可能，可在后续研究中进一步探

讨。此外，还可从功能变异的替代形式，如大缺失和

其他功能丧失突变导致ＣＭ耐药方面展开研究
［２１］。

本研究对１２３株犕．狋犫临床分离菌株进行ＣＭ

表型与基因型，以及ＣＭ 和ＲＩＦＤＳＴ的对比分析，

证实菌株存在对ＣＭ 和其他抗结核药物交叉耐药

可能，临床工作者在制定抗结核治疗方案时可作参

考。后续研究需进一步明确 ＣＭ 耐药机制，以及

ＣＭ与其他抗结核药物是否存在交叉耐药。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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