
［收稿日期］　２０２２－０９－２６

［基金项目］　国家自然科学基金项目（８１７６０３５７）

［作者简介］　李祥芳（１９９７－），女（汉族），云南省宣威市人，硕士研究生，主要从事非结核分枝杆菌致病机制研究。

［通信作者］　吴利先　　Ｅｍａｉｌ：ｗ＿ｌｉｘｉａｎ＠１６３．ｃｏｍ

犇犗犐：１０．１２１３８／犼．犻狊狊狀．１６７１－９６３８．２０２３３４１３

·论著·

４４株犎犐犞／犕犃犞双重感染者 犕犃犞基因分型和药敏结果分析

李祥芳，丁寿鹏，高婧华，吴利先

（大理大学基础医学院微生物与免疫学教研室，云南 大理　６７１０００）

［摘　要］　目的　了解云南省西南地区人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）／鸟结核分枝杆菌（ＭＡＶ）双重感染者 ＭＡＶ的基

因型和耐药情况。方法　选取１２个可变数目串联重复序列（ＶＮＴＲ）特异性位点，采用分枝杆菌串联重复序列

（ＭＡＴＲＶＮＴＲ）基因分型法对 ＭＡＶ进行基因分型；采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增菌株ＤＮＡ后进行琼脂糖凝胶

电泳，获得 ＭＡＶ的ＤＮＡ指纹图谱，再应用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ和ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ６．７软件对电泳图进行数字化处理并通

过非加权组平均法（ＵＰＧＭＡ）进行聚类分析。采用比例法测试４４株 ＭＡＶ对１０种不同抗菌药物的敏感性。

结果　各位点ＶＮＴＲ基因分型的 ＨｕｎｔｅｒＧａｓｔｏｎ指数（ＨＧＤＩ）存在差异，其中 ＭＡＴＲ５最高，为０．６８，ＭＡＴＲ１、

２、３、４、６、７、９、１３、１５位点的ＨＧＤＩ值均≥０．５；通过聚类分析，４４株 ＭＡＶ分为６个集群。药敏试验结果显示，利福

布丁对 ＭＡＶ的体外抗菌活性最好（耐药率为０），其次是乙胺丁醇（耐药率８６．４％，３８／４４），所有菌株对其余８种药

物均耐药。结论　选取的１２个位点ＶＮＴＲ基因分型法在云南省西南地区具有较高分辨率，来自云南省不同地区

的 ＭＡＶ分离株耐药情况严峻。
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　　非结核分枝杆菌（ｎｏｎｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓ犿狔犮狅犫犪犮狋犲

狉犻犪，ＮＴＭ）包括除结核分枝杆菌复合群和麻风分枝

杆菌以外的所有分枝杆菌，目前已超过２００种
［１］。

ＮＴＭ广泛存在于自然界的水、土壤、灰尘、鱼类和

家禽中，人类主要从自然环境中感染，如污水、气溶

胶等，人与人之间传播感染罕见。最新流调结果［２］

显示，ＮＴＭ 肺病呈逐年增长趋势。全国结核病监

测项目［３］报告，ＮＴＭ 占结核菌涂阳临床培养的

２２．９％（８３／３６３）。当患者免疫功能下降甚至缺陷

时，极易从环境中感染 ＮＴＭ。鸟结核分枝杆菌

（犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿 犪狏犻狌犿，ＭＡＶ）为 主 要 致 病 性

ＮＴＭ，许多国家 ＭＡＶ 感染每年都在增加
［４］。

ＭＡＶ被认为是一种机会性致病菌，在感染人类免

疫缺陷病毒（ＨＩＶ）的患者中极易引起全身性播散性

疾病，而宿主免疫系统正常时一般不引起疾病［５］。

研究［６］发现，鸟结核分枝杆菌复合群（犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻

狌犿犪狏犻狌犿ｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＡＣ）是ＨＩＶ感染者中最常见

的致命条件致病菌之一。与未感染 ＨＩＶ的患者相

比，ＨＩＶ感染者的 ＭＡＣ发病率更高，ＭＡＣ相关死

亡率高出１０００倍
［７］。ＭＡＶ属于缓慢生长不产色

菌（ｓｌｏｗｌｙｇｒｏｗｉｎｇｎｏｎｐｉｇｍｅｎｔｅｄｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，

ＳＧＮ），菌落呈淡黄色或灰白色，既不受光的影响，

也不产生色素。ＮＴＭ 有复杂的细胞壁结构，导致

其对多种抗菌药物产生耐药，因此，在治疗ＮＴＭ肺

病前进行药敏试验，可提高治愈率。目前对 ＭＡＶ

菌株的基因型、药物敏感性的相关知识仍知之甚少。

基因分型和多态性分析是现代分子流行病学研究和

监测的基础，从分子水平研究病原菌的进化程度和

变异趋势，了解云南 ＨＩＶ相关ＮＴＭ病的病原体种

类、分布特点、流行现状以及基因型变异的相关性，

可为ＮＴＭ病的诊断、预防和治疗措施的制定提供

基础。为找到对云南省西南地区 ＭＡＶ基因分型分

辨率较高的方法和 ＭＡＶ敏感的药物，本研究对该

地区 ＨＩＶ患者体内的 ＭＡＶ分离株进行了数目可

变串联重复序列（ＶＮＴＲ）分型和药物敏感性试验。

１　对象与方法

１．１　菌株　４４株 ＭＡＶ分别来自大理州（４株）、德

宏州（２５株）、保山地区（１５株）疾病预防控制中心，

且均分离自ＨＩＶ阳性临床患者。

１．２　仪器与试剂　美国医用生物聚合酶链反应

（ＰＣＲ）扩增仪，英国Ｓｙｎｇｅｎｅ凝胶成像分析仪，药敏

培养基（阿米卡星、卡那霉素、链霉素、卷曲霉素、利

奈唑胺、克拉霉素、左氧氟沙星、利福布丁、异烟肼、

乙胺丁醇）、中性罗氏培养基、麦氏比浊管１．０均由

珠海贝索生物技术有限公司生产，美国ＢＤ公司的

ＯＡＤＣ增菌液，天根生化科技生产的２×ＴａｑＰＣＲ

预混试剂Ⅱ及Ｄ２０００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，海利士有限公

司生产的琼脂糖，上、下游引物序列依据文献［５，８］

设计，由南京金斯瑞生物科技合成。

１．３　方法

１．３．１　ＤＮＡ提取　使用无菌接种环刮取菌株于

５００μＬ１×ＴＥ溶液中，１００℃３０ｍｉｎ水浴灭活，

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清４℃存放备用。

１．３．２　核酸扩增　ＰＣＲ反应体系：２．５μＬＤＮＡ模

板、上下游引物各１μＬ、１２．５μＬ２×ＴａｑＰＣＲ预混

试剂Ⅱ、８μＬ去离子水。扩增程序：９４℃１０ｍｉｎ；

９４℃４０ｓ；６５℃３０ｓ（退火温度随不同菌株变化而变

化）；７２℃４０ｓ，３０个循环；７２℃６ｍｉｎ。

１．３．３　琼脂糖凝胶电泳　用１×ＴＡＥ配制２％的

琼脂糖凝胶，选择Ｄ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，电泳电压为

１２０Ｖ，电泳时间３５ｍｉｎ，电泳结束后将胶块置于凝

胶成像分析仪中观察结果。将ＴＩＦＦ格式的图片导

入ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件，确定每个菌株位点基因的分

子量大小及ＶＮＴＲ位点的重复次数，并根据 Ｈｕｎｔ

ｅｒＧａｓｔｏｎ公式
［５］计算出 ＶＮＴＲ的 ＨｕｎｔｅｒＧａｓｔｏｎ

指数（ＨＧＤＩ）。

１．３．４　聚类分析　将计算出的４４株菌的位点重复

次数做成ｔｘｔ格式的表格，导入ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ（６．７）

软件，并通过非加权组平均法（ＵＰＧＭＡ）生成谱系图。

１．３．５　药敏试验　采用比例法，先配制１ｍｇ／ｍＬ

的 ＭＡＶ菌液，再稀释成浓度为１０－２、１０－４ｍｇ／ｍＬ

的菌液，划线法将菌液均匀接种至对照及含抗菌药

物培养基上，置于３７℃培养箱４周后判读结果。

１．３．６　统计学分析　应用ＳＰＳＳ２６．０进行统计分

析，采用二元ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归法分析不同分枝杆菌串

联重复序列（ＭＡＴＲＶＮＴＲ）基因位点与药物耐药

之间的相关性。

２　结果

２．１　ＶＮＴＲ基因型和聚类分析　４４株 ＭＡＶ菌株

进行１２个位点基因分型，发现不同菌株在不同位点

的片段大小存在差异，说明云南省西南部边境地区

的 ＭＡＶ具有基因多态性。４４株菌 ＭＡＴＲ１位点

扩增片段的琼脂糖凝胶电泳结果见图１。

·６７２· 中国感染控制杂志２０２３年３月第２２卷第３期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ２２Ｎｏ３Ｍａｒ２０２３
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图１　ＭＡＶＭＡＴＲ１位点结果图

犉犻犵狌狉犲１　Ｄｉａｇｒａｍｏｆ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿犪狏犻狌犿 ＭＡＴＲ１ｌｏｃｉ

　　在显示 ＶＮＴＲ 图谱关系的系统发育树中，

ＭＡＶ分离株被分成６个主要集群。集群Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ和Ⅵ分别由３、１７、９、１２、１和２个分离株组

成，４４株 ＭＡＶ中没有成簇菌株存在。见图２。来

自三个地区的 ＭＡＶ分离株之间的等位基因存在较

大差异，见表１。表中显示，大理市 ＭＡＶ５个ＶＮ

ＴＲ基因位点（ＭＡＴＲ１、５、７、９、１５）分辨率较高

（ＨＧＤＩ≥０．５），保山市 ＭＡＶ９个ＶＮＴＲ基因位点

（ＭＡＴＲ１、２、３、５、６、７、９、１３、１５）分辨率较高（ＨＧ

ＤＩ≥０．５），德宏州 ＭＡＶ１０个 ＶＮＴＲ 基因位点

（ＭＡＴＲ１、２、３、４、５、６、７、９、１３、１５）分辨率较高

（ＨＧＤＩ≥０．５）。４４株菌株中，１０个 ＶＮＴＲ基因位

点（ＭＡＴＲ１、２、３、４、５、６、７、９、１３、１５）的多样性指数

高（ＨＧＤＩ≥０．５），２个ＶＮＴＲ基因位点（ＭＡＴＲ８、

１６）的多样性指数较低。
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图２　ＭＡＶ聚类分析图

犉犻犵狌狉犲２　ＣｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｄｉａｇｒａｍｏｆＭＡＶ

表１　三个地区ＶＮＴＲ基因位点重复次数的菌株分布及分辨率

犜犪犫犾犲１　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｓｔｒａｉｎｓｗｉｔｈｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎｔｉｍｅｓｏｆＶＮＴＲｇｅｎｅｌｏｃｕｓｉｎｔｈｒｅｅｒｅｇｉｏｎｓ

ＭＡＴＲ

位点
来源

ＭＡＴＲ位点重复次数

０ １ ２ ３ ４ ５

分辨率

ＨＧＤＩ值

总分辨率

ＨＧＤＩ值

ＭＡＴＲ１ 大理 ０ １ ３ ０ ０ ０ ０．５０ ０．５３

保山 ０ ０ ７ ８ ０ ０ ０．５３

德宏 ０ ０ １３ １２ ０ ０ ０．５２

ＭＡＴＲ２ 大理 ０ ０ ４ ０ ０ ０ ０ ０．５８

保山 ０ ４ ６ ５ ０ ０ ０．７０

德宏 ０ ０ １３ １２ ０ ０ ０．５２

ＭＡＴＲ３ 大理 ０ ０ ０ ０ ４ ０ ０ ０．６４

保山 ０ ０ ０ ５ ７ ３ ０．６８

德宏 ０ ０ ５ ５ １３ ２ ０．６７

ＭＡＴＲ４ 大理 ０ ０ ４ ０ ０ ０ ０ ０．５５

保山 ０ ２ １１ ２ ０ ０ ０．４６

德宏 ０ １０ １２ ３ ０ ０ ０．６２

ＭＡＴＲ５ 大理 ０ ０ １ ３ ０ ０ ０．５０ ０．６８

保山 ０ ０ ２ ４ ９ ０ ０．５９

德宏 ０ ０ ７ １１ ６ １ ０．７０

ＭＡＴＲ６ 大理 ０ ０ ０ ４ ０ ０ ０ ０．５７

保山 ０ ０ １ ８ ４ ２ ０．６７

德宏 ０ ０ ０ １３ １１ １ ０．５６

ＭＡＴＲ

位点
来源

ＭＡＴＲ位点重复次数

０ １ ２ ３ ４ ５

分辨率

ＨＧＤＩ值

总分辨率

ＨＧＤＩ值

ＭＡＴＲ７ 大理 ０ ０ ２ ２ ０ ０ ０．６７ ０．６４

保山 ０ ０ ３ ７ ５ ０ ０．６８

德宏 ０ ０ ２ １０ １３ ０ ０．５９

ＭＡＴＲ８ 大理 ０ ０ ０ ４ ０ ０ ０ ０．３１

保山 ０ ０ ０ １０ ５ ０ ０．４８

德宏 ０ ０ ０ ２２ ２ １ ０．２３

ＭＡＴＲ９ 大理 ０ ０ ２ １ １ ０ ０．８３ ０．６６

保山 ０ ３ １０ ２ ０ ０ ０．５３

德宏 ０ ７ １１ ４ ３ ０ ０．７２

ＭＡＴＲ１３ 大理 ０ ０ ４ ０ ０ ０ ０ ０．５２

保山 ０ ５ ８ ２ ０ ０ ０．６３

德宏 １ ４ １７ ３ ０ ０ ０．５２

ＭＡＴＲ１５ 大理 ０ ０ ２ ０ ２ ０ ０．６７ ０．６６

保山 ０ ０ ０ ４ ５ ６ ０．７１

德宏 ０ ０ ０ ５ １３ ７ ０．６４

ＭＡＴＲ１６ 大理 ０ ０ ４ ０ ０ ０ ０ ０．４７

保山 ０ ０ ３ １２ ０ ０ ０．３４

德宏 ０ ０ ９ １６ ０ ０ ０．４８

·７７２·中国感染控制杂志２０２３年３月第２２卷第３期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ２２Ｎｏ３Ｍａｒ２０２３



２．２　ＭＡＶ分离株的耐药性分析　４４株 ＭＡＶ的

药物敏感性试验结果显示，所有菌株均对利福布丁

敏感，耐药率为０；３８株菌对乙胺丁醇耐药，耐药率

８６．４％；所有菌株对阿米卡星、卡那霉素、链霉素、卷

曲霉素、利奈唑胺、克拉霉素、左氧氟沙星、异烟肼

８种抗菌药物均耐药。

２．３　不同 ＭＡＴＲＶＮＴＲ拷贝数多态性对药物耐

药的影响　除乙胺丁醇外，所有菌株对其他９种抗

菌药物均全部耐药或全部敏感，故只对乙胺丁醇进

行统计学分析。以对乙胺丁醇是否耐药作为因变量

（因变量赋值为耐药＝１，敏感＝０，ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归纳入

和排除标准分别为０．０５、０．１０），以各基因位点拷贝

数为自变量进行二元ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析，结果显示，

所有基因位点均不对耐药性产生影响。

３　讨论

ＮＴＭ感染过去在我国一直被忽视，认为不如

结核病重要。随着鉴定方法的进步和认识的提高，

ＭＡＶ相关疾病越来越受到关注。然而，关于ＮＴＭ

感染的细菌学或临床医学的知识仍然不够全面。

研究［９］表明，ＭＡＣ是全世界 ＮＴＭ 中最常见的菌

种，占所有ＮＴＭ分离株的３４％～６１％。Ｓｈｉｎ等
［１０］

鉴定了从不同国家收集的７７个临床分离株，均为

ＭＡＶ。也有研究
［１１］发现，１０％ 的 ＨＩＶ 患者有

ＭＡＣ感染，且 ＭＡＣ感染可能是 ＨＩＶ感染者不可

避免的并发症。ＮＴＭ 引起的 ＮＴＭ 肺病是晚期

ＨＩＶ感染者中最常见和最严重的感染之一。ＮＴＭ

病种类较多，绝大多数（＞９０％）由ＭＡＣ感染引起，而

ＭＡＣ感染引起的疾病中９０％由 ＭＡＶ 感染引起
［１２］。

除了一些流行病学资料，我国对 ＭＡＶ 临床分离株的

细菌学特征缺乏全面研究，加之其日益流行，对一线抗

菌药物的耐药率以及其感染发病率和病死率增高［１３］，

ＭＡＶ感染成为了令人担忧的新发传染病。

对于 ＭＡＶ 的基因分型，已报道 ＭＡＴＲＶＮＴＲ

和分枝杆菌散在重复单元（ＭＩＲＵＶＮＴＲ）两种分型

方法，均使用靶向串联重复位点组合中的变异［５］。

ＭＡＴＲＶＮＴＲ作为ＶＮＴＲ分析方法，使用可变串

联重复序列，不仅包含 ＭＩＲＵ区域，还包含精确串

联重复区域（ＥＴＲ）
［１４］。两种分型方法原理相同，不

同之处在于所用的 ＶＮＴＲ位点的组合。ＭＡＴＲ

ＶＮＴＲ方法优点较多：首先，基于聚合酶链反应易

于实施；其次，只需少量ＤＮＡ即可进行试验；再次，

结果用数字表示，较容易创建数据库［１５］。本研究采

用了 ＭＡＴＲＶＮＴＲ基因分型方法，结果显示１０个

ＶＮＴＲ基因位点（ＭＡＴＲ１、２、３、４、５、６、７、９、１３、

１５）的多样性指数较高。初步说明，ＭＡＴＲＶＮＴＲ

基因分型方法更适合用于云南省西南地区 ＭＡＶ的

基因分型，且具有较高分辨率。

ＭＡＶ对受试药物的敏感性不一致，药物敏感

性试验提供了抗 ＭＡＶ候选抗菌药物的相关信息，

因此，在建立治疗方案之前有必要进行药敏试验。

本研究中４４株 ＭＡＶ对利福布丁高度敏感，无耐药

菌株，６株菌株对乙胺丁醇敏感，所有菌株对异烟

肼、卡那霉素、链霉素、左氧氟沙星、卷曲霉素、克拉

霉素、阿米卡星、利奈唑胺全部耐药。与相关研究［１６］

结果一致，发现ＮＴＭ耐药严重，异烟肼耐药率最高

（１００％），其次为链霉素（９４．９％）、乙胺丁醇（５２．５％）。

未获得ＮＴＭ药敏结果时，这些敏感药物临床上可

优先使用。ＮＴＭ分离株对极少数药物表现出高度

敏感性。在最常见的临床菌株中，ＭＡＶ的药物耐

药率最高（７３．１％，１９／２６，而平均耐药率＜５０％），其

次是脓肿分枝杆菌（３３．３％，９／２７）
［１７］。ＮＴＭ 的耐

药性与其细胞壁存在外排泵有关，这种外排泵对氟

喹诺酮类药物的流出有促进作用，过度表达会增强

耐药性，所以可以使用外排泵抑制剂来提高抗分枝

杆菌药物的疗效［１８］。目前已知的各种外排泵抑制

剂中，吩噻嗪类（尤其是硫利达嗪）和维拉帕米的效

果最好。吩噻嗪类药物在体外［１９］和体内［２０］都具有

抗菌活性的额外优势。本研究中，４４株 ＭＡＶ均对

阿米卡星和克拉霉素耐药，可能是由 ＭＡＶ中狉狉狊

和２３ＳｒＲＮＡ基因突变导致。利福布丁属于利福霉

素类抗结核药物，经常用于ＮＴＭ感染的治疗。利福

霉素类药物通过抑制ＤＮＡ依赖的ＲＮＡ聚合酶阻止

ＤＮＡ转录到ＲＮＡ，达到抑菌的效果。此外，利福布

丁还是细胞色素Ｐ４５０酶（ＣＹＰ４５０）和其他几种酶及

转运体的有效诱导剂，可引起多种药物相互作用，提

高抑菌能力［２１］。药敏试验结果显示所有菌株都对

利福布丁敏感，说明基因分型与药物敏感性之间不

存在相关性。临床通常根据ＡＴＳ／ＩＤＳＡ指南
［１２］使

用大环内酯类、利福平和乙胺丁醇组成的三药方案

治疗ＮＴＭ疾病，一般不单一用药，以免增加细菌耐

药性。ＮＴＭ病作为ＨＩＶ阳性患者常见并发症，其药

物治疗的疗效和预后还与患者基础疾病的严重程度

相关。一般ＨＩＶ阳性患者的ＮＴＭ疾病发病率和病

死率比ＨＩＶ阴性患者高１０００倍
［７］。

本研究存在以下局限性。首先，收集的菌株数

量较少，且菌株采样周期不同，导致试验可能存在偏

差。第二，体外测得的药物敏感性和体内观察的药

物活性之间存在差异。第三，由于药敏温育时间长，
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所测抗菌药物存在稳定性问题。

综上所述，本研究发现利福布丁对 ＭＡＶ具有

较强的抗菌活性，可在临床上使用该药物对患者进

行治疗。此外，１２个位点 ＶＮＴＲ基因分型方法在

云南省西南地区具有高鉴别性，且 ＭＡＶ具有基因

多态性。来自中国不同地区的分离株的细菌学特征

差异显著，除反映菌株存在地域差异之外，还强调了

从当地取样进行研究的重要性。
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