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利福霉素耐药结核分枝杆菌狉狆狅犅突变与利福布丁耐药水平的关系

胡族琼，蔡杏珊，罗春明，谭耀驹

（广州市胸科医院，广东 广州　５１００９５）

［摘　要］　目的　研究利福霉素耐药结核分枝杆菌狉狆狅犅基因突变与利福布丁耐药水平的相关性。方法　倍比稀

释法测定６４株利福霉素耐药及６株敏感菌株对利福布丁的最低抑菌浓度（ＭＩＣ），并分析其对异烟肼的耐药情况。

同时对狉狆狅犅全基因扩增后测序，分析狉狆狅犅突变位点和突变性质与利福布丁ＭＩＣｓ高低及多重耐药的关系。结果

　６株敏感株狉狆狅犅未突变，ＭＩＣｓ为０．２５～０．５０ｍｇ／Ｌ。６４株耐药株狉狆狅犅突变率为１００％。３７株利福布丁高度

耐药（ＭＩＣｓ≥４ｍｇ／Ｌ）株中，Ｓ５３１Ｌ突变２７株，Ｈ５２６Ｒ突变和Ｙ３８９Ｃ突变各２株，Ｓ５３１Ｗ、Ｈ５２６Ｙ、Ｑ５１３Ｋ、Ｖ１７６Ｆ、

Ｄ５１６Ｙ联合Ｑ２５３Ｒ突变与Ｄ５１６Ｇ联合Ｌ５１１Ｐ突变各１株。１７株中度耐药 （ＭＩＣｓ２～４ｍｇ／Ｌ）株中，Ｓ５３１Ｌ突变

１６株，Ｄ５１６Ｇ联合Ｌ５１１Ｐ和Ｓ５０９Ｒ突变１株。１０株低度耐药（ＭＩＣｓ０．２５～１ｍｇ／Ｌ）株中，Ｌ５３３Ｐ、Ｈ５２６Ｌ、Ｈ５２６Ｓ、

Ｄ５１６Ｖ、Ｄ５１６Ｙ单点突变各２株。９３．７５％（６０／６４）的利福霉素耐药株对异烟肼耐药。结论　检测狉狆狅犅突变即可

初步筛选多重耐药结核分枝杆菌；中、高水平利福布丁耐药株以Ｓ５３１Ｌ突变占绝对优势，狉狆狅犅突变位点及突变类

型与利福布丁耐药水平有一定相关性。

［关　键　词］　结核分枝杆菌；抗药性，微生物；利福布丁；利福霉素；狉狆狅犅基因；突变；序列分析
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［ＣｈｉｎＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１１，１０（６）：４０１－４０４］

　　耐多药结核分枝杆菌（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｕ

ｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＭＤＲＴＢ）的广泛存在
［１］，使利福平的抗

结核疗效大受影响，世界卫生组织（ＷＨＯ）因此推

荐了一系列新药或一线药物替代品用于治疗ＭＤＲ

ＴＢ
［２］，其中包括利福布丁（ｒｉｆａｂｕｔｉｎ）。利福布丁为

含有螺哌嗪基的利福霉素衍生物，对结核分枝杆菌

的体外抗菌活性是利福平的２～４倍。其作用机制

与利福平相同，可与结核分枝杆菌ＤＮＡ依赖的

ＲＮＡ多聚酶β亚基（狉狆狅犅）稳定结合，抑制该酶活

性，从而抑制结核分枝杆菌ＲＮＡ合成。

耐药程度对于临床制定治疗方案极其重要，了

解结核分枝杆菌耐药程度最好的方法是进行最低抑

菌浓度（ＭＩＣ）检测，而ＭＩＣ目前尚不具备临床实施

条件。因此，有研究者对结核分枝杆菌临床分离株

耐药程度与常规药敏结果之间的关系进行研究［３］，

但耐药程度与耐药基因突变关系的研究不多，特别

是狉狆狅犅基因突变与利福布丁耐药程度关系的研究鲜

有报道［４］。了解狉狆狅犅基因突变特征与利福布丁耐药

水平的关系，可为快速制定合理应用利福布丁的治疗

方案提供依据。本研究通过测定已知利福平和利福

布丁不同耐药表型结核分枝杆菌临床分离株的ＭＩＣｓ

值及其狉狆狅犅全基因序列突变特征，探讨狉狆狅犅基因突

变与利福布丁耐药水平的关系，现报告如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　７０株结核分枝杆菌临床株分离自

本院２００９年１２月—２０１０年５月住院和门诊肺结

核患者，其耐药表型是采用比例法在本研究之前已

测定好的。包括利福平／利福布丁耐药株５４株，利

福平耐药／利福布丁敏感株１０株，两者均敏感株６

株。其中６０株为异烟肼耐药，１０株为异烟肼敏感。

１株Ｈ３７Ｒｖ作为对照，由本科室保存。

１．２　利福布丁ＭＩＣ值测定　倍比稀释法测定所有

菌株对利福布丁的 ＭＩＣ值。用５ｍＬ二甲基甲酰

胺和１４．５０ｍＬ水溶解２５ｍｇ利福布丁（购自ｓｉｇｍａ

公司），配制成１２８２μＬ／ｍＬ浓度的存储液。取２

ｍＬ该溶液至１８ｍＬ７Ｈ９肉汤中，稀释成１２８μＬ／

ｍＬ工作液备用。将培养好的新鲜菌落研磨后，用

７Ｈ９肉汤稀释至６×１０６ＣＦＵ／ｍＬ。在９６孔板的第

１孔与第３—１２孔中加入１００μＬ７Ｈ９肉汤。取上

述配制好的药液２００μＬ至第２孔，混匀后吸１００

μＬ至第３孔，直至第１１孔混匀后弃去１００μＬ混匀

液，第１２孔作无药无菌对照。药物浓度依次为

１２８、６４、３２、１６、８、４、２、１、０．５０、０．２５μｇ／ｍＬ。加入

１００μＬ菌液至第１—１１孔中混匀。封板后置３７℃

孵育７ｄ，读取ＭＩＣ值。对低度耐药株和敏感株进

行继续稀释，测定ＭＩＣ值。结果见表１。

１．３　狉狆狅犅基因序列测定　根据ＧｅｎＢａｎｋ（Ｇｅｎ

ＢａｎｋＮｏ．ＢＸ８４２５７４．１）提供的结核分枝杆菌标准

株Ｈ３７Ｒｖ的狉狆狅犅全基因序列，利用软件Ｐｒｉｍｅｒ

ＰＲＥＭＩＥＲ Ｖｅｒｓｉｏｎ５．０ （ｗｗｗ．ＰｒｅｍｉｅｒＢｉｏｓｏｆｔ．

ｃｏｍ）设计引物Ｆ１和Ｆ４。引物序列分别如下，Ｆ１：

５′ＡＣＡＡＡＡＴＴＡＴＣＧＣＧＧＣＧＡＡＣ３′； Ｆ４：５′

ＣＣＧＴＣＣＴＴＣＴＣＣＧＧＣＴＴＡＡＧＣＧ３′，由上海生

物工程公司合成。采用ＧｅｎｏＬｙｓｅＶＥＲ１．０（Ｈａｉｎ

ＬｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅＧｍｂＨ，Ｎｅｈｒｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）试剂盒提取

ＤＮＡ。聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增，采用 ＴａＫａＲａ

ＬＡＴａｑｗｉｔｈＧＣＢｕｆｆｅｒ试剂盒。ＰＣＲ反应体系分

别由０．２５μＬＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲＨＳｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＴａＫａ

Ｒａ）、５μＬ１０×ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲｂｕｆｆｅｒ（ＴａＫａＲａ）、

８μＬ２．５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ｄＮＴＰ ｍｉｘｔｕｒｅ（ＴａＫａＲａ）、

０．５０μＬＦ１（２０μｍｏｌ／Ｌ）、０．５０μＬＦ４（２０μｍｏｌ／Ｌ）、

３１μＬ灭菌水、５μＬＤＮＡ模板组成。ＰＣＲ反应条

件：９４℃，变性３ｍｉｎ；９４℃，５５ｓ，６０℃，５５ｓ，７２℃，

１．５ｍｉｎ，３０个循环；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产

物涵盖狉狆狅犅全基因，全长３７８２ｂｐ。产物经琼脂糖

凝胶电泳后送华大公司测序。公司先对ＰＣＲ产物

纯化后再测序。测序数据通过ＣｌｕｓｔａｌＸ分析，分析

结果见表１。

２　结果

２．１　利福布丁对所有菌株的 ＭＩＣｓ值　利福布丁

对Ｈ３７Ｒｖ与６株敏感菌株的 ＭＩＣｓ值为０．２５～

０．５０ｍｇ／Ｌ；对利福平耐药／利福布丁敏感株的

ＭＩＣｓ值为０．２５～１ｍｇ／Ｌ；对利福平／利福布丁耐药

菌株的ＭＩＣｓ值均≥２ｍｇ／Ｌ，其中ＭＩＣｓ≥４ｍｇ／Ｌ的

菌株最常见（３７株），最高水平 ＭＩＣｓ≥３２ｍｇ／Ｌ（５

株）。详见表１。
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２．２　狉狆狅犅突变频率和氨基酸替换类型　Ｈ３７Ｒｖ

与所有敏感株狉狆狅犅基因未见突变；所有利福霉素

耐药株狉狆狅犅基因都发生突变，其中５３１位点突变

最常见，其突变频率为６８．７５％（４４／６４），但以

Ｓ５３１Ｌ突变为氨基酸主要替换类型。发现１株新型

单突变 Ｓ５３１Ｗ 突变株；发现２株新型单突变

Ｙ３８９Ｃ突变株和１株稀有突变Ｖ１７６Ｆ突变株，且都

是高水平利福布丁耐药。其余突变情况见表１。

表１　各菌株ＭＩＣｓ值、狉狆狅犅突变情况及其耐药谱

犜犪犫犾犲１　ＴｈｅＭＩＣｓ，狉狆狅犅ｍｕｔａｔｉｏｎａｎｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆａｌｌｂａｃｔｅｒｉａｌｉｓｏｌａｔｅｓ

Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ ＭＩＣ（ｍｇ／Ｌ） 狉狆狅犅ｍｕｔａｔｉｏｎ ＲＩＦ ＲＢＵ ＩＮＨ

３ ≥３２ Ｓ５３１Ｌ Ｒ Ｒ Ｒ

１ ≥３２ Ｈ５２６Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

１ ≥３２ Ｑ５１３Ｋ Ｒ Ｒ Ｒ

１ ≥１６ Ｓ５３１Ｌ Ｒ Ｒ Ｓ

１ ≥１６ Ｈ５２６Ｙ Ｒ Ｒ Ｒ

１ ≥１６ Ｈ５２６Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

２ ≥１６ Ｙ３８９Ｃ Ｒ Ｒ Ｒ

１ ≥１６ Ｖ１７６Ｆ Ｒ Ｒ Ｒ

６ ≥８ Ｓ５３１Ｌ Ｒ Ｒ ５Ｒ，１Ｓ

１ ≥４ Ｓ５３１Ｗ Ｒ Ｒ Ｓ

１ ≥４ Ｄ５１６Ｙ，Ｑ２５３Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ

１７ ≥４ Ｓ５３１Ｌ Ｒ Ｒ Ｒ

１ ≥４ Ｄ５１６Ｇ，Ｌ５１１Ｐ Ｒ Ｒ Ｒ

１６ ≥２ Ｓ５３１Ｌ，Ｄ５１６Ｇ Ｒ Ｒ Ｒ

１ ≥２ Ｌ５１１Ｐ，Ｓ５０９Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

２ ≥０．２５ Ｈ５２６Ｌ Ｒ Ｓ Ｒ

２ ≥０．２５ Ｈ５２６Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ

２ ≥０．５０ Ｌ５３３Ｐ Ｒ Ｓ Ｒ

２ ≥０．２５ Ｄ５１６Ｖ Ｒ Ｓ Ｒ

２ ≥０．２５ Ｄ５１６Ｙ Ｒ Ｓ Ｒ

６ ≥０．１２５ ｎｏｍｕｔａｔｉｏｎ Ｓ Ｓ Ｓ

　　Ｒ：Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ；Ｓ：Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ

２．３　突变位点和突变类型与利福布丁耐药水平间

的关系　３７株利福布丁高度耐药（ＭＩＣｓ≥４ｍｇ／Ｌ）

株中，Ｓ５３１Ｌ突变２７株，Ｈ５２６Ｒ突变和Ｙ３８９Ｃ突

变各２株，Ｓ５３１Ｗ、Ｈ５２６Ｙ、Ｑ５１３Ｋ、Ｖ１７６Ｆ、Ｄ５１６Ｙ

联合Ｑ２５３Ｒ突变与Ｄ５１６Ｇ联合Ｌ５１１Ｐ突变各１

株。１７株中度耐药 （ＭＩＣｓ２～４ｍｇ／Ｌ）株中，

Ｓ５３１Ｌ突变１６株，Ｄ５１６Ｇ联合Ｌ５１１Ｐ和Ｓ５０９Ｒ突

变１株。１０株利福平耐药／利福布丁敏感（ＭＩＣｓ

０．２５～１ ｍｇ／Ｌ）株中，Ｌ５３３Ｐ、Ｈ５２６Ｌ、Ｈ５２６Ｓ、

Ｄ５１６Ｖ、Ｄ５１６Ｙ 单点突变各２株。６株敏感株

（ＭＩＣｓ０．２５～０．５０ｍｇ／Ｌ）狉狆狅犅基因未突变。

３　讨论

本研究结果发现，所有对利福霉素耐药的结核

分枝杆菌临床分离株狉狆狅犅基因都发生突变，而所

有敏感株及标准株Ｈ３７Ｒｖ狉狆狅犅基因不发生突变。

该研究结果再次证实了利福平和利福布丁耐药都与

狉狆狅犅基因突变有关的研究结论
［５］。耐药谱分析发

现，本地区利福霉素耐药株中９０％以上都对异烟肼

耐药，略高于庞茂银等［６］报道的结果，但异烟肼耐药

与利福布丁耐药水平可能无关。

为了得到全面的突变信息，科学分析狉狆狅犅位

点突变与利福霉素耐药表型及利福布丁耐药水平的

关系，本研究采用了狉狆狅犅全基因序列测定。其中

５３１位点突变最常见，在利福霉素耐药株中的突变

频率为６８．７５％，但在利福霉素耐药／利福布丁敏感

株中未见５３１突变。Ｈ５２６Ｙ和Ｈ５２６Ｒ突变只出现

在利福平／利福布丁耐药株中，而Ｈ５２６Ｌ和Ｈ５２６Ｓ

突变只发生在利福平耐药／利福布丁敏感株中，提示

同一突变位点的氨基酸替换类型不同可能影响利福

布丁的耐药表型。３株利福平／利福布丁耐药株在

狉狆狅犅基因起始端存在单点突变，该结果与香港学者

Ｓｉｕ等
［７］的研究结果相似，推测该区域可能也是利

福霉素除利福平耐药决定区之外的另一个利福霉素

耐药相关区域。

·３０４·中国感染控制杂志２０１１年１１月第１０卷第６期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１０Ｎｏ６Ｎｏｖ２０１１



了解结核分枝杆菌耐药程度最好的方法是进行

ＭＩＣ检测，因此，本研究用测定利福布丁ＭＩＣ值来

了解结核分枝杆菌对利福布丁的耐药程度。本研究

中对利福布丁耐药水平的划分是依据国外学者研究

结果［４］而定。在 ＭＩＣｓ≥４ｍｇ／Ｌ的利福布丁高度

耐药株中，以Ｓ５３１Ｌ单突变为主，占高度耐药株的

７２．９７％（２７／３７），其余位点散在分布，突变频率［分

别为２．７０％（１／３７）和５．４１％（２／３７）］显著低于

Ｓ５３１Ｌ突变（χ
２分别为３８．８４、３５．４４，均犘＝０．００）。

在ＭＩＣｓ为２～４ｍｇ／Ｌ的利福布丁中度耐药株中，

也是以 Ｓ５３１Ｌ 单突变为主，占中度耐药株的

９４．１２％（１６／１７），其余位点突变频率（５．８８％，１／１７）

显著低于Ｓ５３１Ｌ突变（χ
２＝２６．４７，犘＝０．００）。以上

结果提示，利福布丁中、高度耐药可能主要与Ｓ５３１Ｌ

突变有关，该结果与Ｃａｖｕｓｏｇｌｕ等
［４］的研究结果相

符。同一突变位点的氨基酸替换类型不同，可能导

致利福布丁耐药水平不同。本研究中，Ｈ５２６Ｙ和

Ｈ５２６Ｒ单突变株利福布丁 ＭＩＣｓ≥１６ｍｇ／Ｌ，而

Ｈ５２６Ｌ和Ｈ５２６Ｓ单突变株利福布丁ＭＩＣｓ为０．２５

～１ｍｇ／Ｌ，提示Ｈ５２６Ｙ和Ｈ５２６Ｒ突变可能与利福

布丁高度耐药有关，而Ｈ５２６Ｌ和Ｈ５２６Ｓ单突变可

能仅导致利福布丁低度耐药，因而其常规药敏结果

也可能为敏感。ＭＩＣｓ≥４ｍｇ／Ｌ的利福布丁高水平

耐药株中，有１株Ｑ２５３Ｒ与Ｄ５１６Ｙ联合突变株，但

Ｄ５１６Ｙ单突变株ＭＩＣｓ为０．２５～０．５０ｍｇ／Ｌ，推测

位于狉狆狅犅基因起始端的Ｑ２５３Ｒ突变在利福布丁

高水平耐药中可能发挥了重要作用。而ＭＩＣｓ≥１６

ｍｇ／Ｌ的利福布丁高水平耐药株中，也有Ｙ３８９Ｃ单

突变２株，Ｖ１７６Ｆ单突变１株，因此推测狉狆狅犅基因

起始端区域突变可能与利福布丁高水平耐药有关。

总之，本地区分离的结核分枝杆菌中，９０％以上

的利福霉素耐药株都对异烟肼耐药，而利福霉素耐

药株的狉狆狅犅基因突变率为１００％，因此通过利福霉

素耐药表型或单独检测狉狆狅犅突变可初步筛选多重

耐药结核分枝杆菌。Ｓ５３１Ｌ单突变在中、高水平利

福布丁耐药株中的高频率发生，提示Ｓ５３１Ｌ突变可

能与利福布丁中、高水平耐药有关。而同一突变位

点氨基酸替换类型不同可能导致利福布丁耐药水平

不同的现象或可提示狉狆狅犅突变位点及突变类型与

利福布丁耐药水平有一定相关性。因此，分析狉狆狅犅

基因突变特征对预测利福布丁耐药水平有帮助。
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