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目的
!

探讨基因芯片与罗氏绝对浓度法检测结核分枝杆菌耐药性的效果&方法
!

对
(+'(

!

(+',

年

收集的
'1+

例标本进行痰液结核分枝杆菌培养!采用基因芯片检测抗结核药利福平和异烟肼的耐药性!同时采用罗

氏绝对浓度法药敏检测进行对照!评价其灵敏度'特异度和符合率&结果
!

以罗氏绝对浓度法作为金标准!基因检

测结果显示!利福平耐药性的灵敏度为
=(),A

'特异度为
=-)'A

'准确度为
=@)+A

#而异烟肼的灵敏度为
1@)*A

'

特异度为
=,)=A

'准确度为
=+)+A

&基因检测结果显示!利福平存在
9

6

Ĉ

基因突变!异烟肼可能存在
D;I2

'

P8G4

和
8I

6

5

基因突变&结论
!

基因芯片法和罗氏绝对浓度法对利福平和异烟肼耐药性检测具有较好的一致性!但基

因芯片更具快速'准确的特点!值得临床推广应用&
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目前#耐药结核病仍旧是全球结核病疫情控制的最大障碍

之一)

'

*

+而困扰结核病防治的难点主要集中在结核分枝杆菌

的检出和不能及时对患者耐药情况检测+由于抗结核药物的

不规范治疗#患者体内的结核分枝杆菌对多种抗结核药物发生

耐药#从而形成耐多药结核病+罗氏绝对浓度法是目前检测结

核分枝杆菌的金标准#在结核病细菌学诊断方面具有重要意

义#其药敏试验结果在指导临床用药及耐药性检测等方面具有

重要作用)

(B,

*

+基因芯片技术具有快速,结果可靠,重复性好,

通量高,可以在一个反应中检测基因表达的特点#为结核分枝

杆菌的实验室诊断开拓新途径)

*B@

*

+本研究旨在利用基因芯片

技术对结核分枝杆菌进行利福平和异烟肼耐药性检测#并与传

统罗氏绝对浓度法进行对比#探讨
(

种方法的临床应用价值#

为开展有效,快速的治疗提供有利条件+现报道如下+

$
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资料与方法
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!

菌株来源
!

收集常州市第三人民医院
(+'(

!

(+',

年住

院结核病患者的痰标本进行实验室涂片,分离,培养等检查#筛

选出耐多药的菌株
'1+

例+标准菌
S,-#E

由国家结核病参比

实验室提供+

$)/

!

仪器与试剂
!

罗氏药敏试剂盒$绝对浓度法#博慧斯公

司&#基因芯片检测平台及配套试剂$北京博奥生物有限公司&#

恒温箱,芯片恒温杂交仪,
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&#异烟肼$美国
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公司#批号
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改良罗氏培养基和药敏培养基$实验室自制&+

$)'

!

方法

$)')$

!

罗氏绝对浓度法检测
!

按照.结核病诊断细菌学检验
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规程/对结核分枝杆菌临床分离株进行传统的罗氏培养基培养

及药敏试验)
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+其中异烟肼和利福平药物浓度分低,高
(

种浓

度#分别是
'
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基因检测
!

$
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U!2

提取+提取结核分枝杆菌中的

U!2

应严格按照试剂盒说明进行操作+向核酸提取管中加入

1+

&

"

核酸提取液#用核酸快速提取仪振荡
@:D;

#

=*f

水浴加

热
@:D;

#

@+++9

"

:D;

离心
':D;

+采用紫外分光光度法对

U!2

提取液进行浓度和纯度的测定#并将核酸提取液置

X(+f

保存,备用+$

(

&

35#

扩增+将
35#

扩增试剂放置室

温至融化#充分混匀后
*+++9

"

:D;

离心
'@F

#将被测样品进行

分装#并向每管样品中加入核酸提取液+放入
35#

扩增仪进

行扩增反应#

35#

反应条件为
=*f

变性
'+F

#

@1f

退火
(+F

#

延伸
-(f,+F

#共
,@

个循环%最终
-(f

延伸
0++F

#

*f

保存+

在
(A

琼脂糖凝胶中电泳检测扩增产物+$

,

&芯片杂交+将

杂交缓冲液放置室温至融化#充分混匀后
*+++9

"

:D;

离心
'@

F

#对每个被测样品进行分装+将扩增后产物与杂交缓冲液混

合,离心#然后在
35#

扩增仪上
=@f

变性
@:D;

#取出并立即

冰浴
,:D;

+吸取上述变性处理好的样品
',)@

&

"

#通过加样

孔加在芯片上点阵所在区域#迅速盖好杂交盒并密封+在
@+

f

条件下杂交
(I

+$

*

&芯片的洗涤与干燥+杂交结束后将芯

片取出放入芯片洗干仪#平衡后
1+++9

"

:D;

离心
@:D;

#甩干

后的芯片利用芯片扫描仪读取检测信号+所有位点又分为野

生型$敏感&和某种突变型$耐药&+$
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+以上均为测序引物+
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观察指标
!

利用基因芯片和罗氏绝对浓度法分别对结核

分枝杆菌进行药敏试验#评价
(

种方法的灵敏度,特异度及准

确度+

$)2

!

统计学处理
!

采用
%3%%'=)+

统计软件对数据进行统计

分析#计量资料以率表示#

(

种方法检测结果的一致性用
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检验判别$
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&
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#提示
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者一致性较好%
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Y8
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B
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#提示
(

者一致性一般%
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66

8

$
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#提示
(

者一致性

较差&+

/

!

结
!!

果

/)$

!

(

种检测方法结果比较
!

以罗氏绝对浓度法药敏试验作

为金标准#基因芯片法测定利福平耐药性的灵敏度,特异度和

准确度分别为
=(),A

,

=-)'A

和
=@)+A

#均高于异烟肼耐药性

的灵敏度,特异度和准确度$

1@)*A

,

=,)=A

,

=+)+A

&+经

Y8

66

8

检验判别#其值分别为
+)1=+

,

+)-=-

$均大于
+)-@+

&#说

明
(

种方法的一致性较好+见表
'

,

(

+

/)/

!

利福平耐药性检测比较及
9

6

Ĉ

基因突变分析
!

以结核

分枝杆菌标准株
S,-#E

为对照#

'1+

株结核分枝杆菌进行利

福平药物的耐药性比较#基因芯片技术检测野生型$敏感&

'+@

株#突变型$耐药&

-@

株%绝对浓度法检测出敏感株
'+(

株#耐

药株
-1

株+

9

6

Ĉ

基因耐药突变序列分析!在
'+(

株利福平敏

感结核分枝杆菌中#有
'

株
9C

6

@̂,,

位发生突变+在
-1

株耐

药菌株中全部检测到耐药突变#各位点按照突变发生率依次为

@,'

位$

@(

株#

00)-A

&,

@(0

位$

('

株#

(0)=A

&和
@',

位密码子

$

@

株#

0)*A

&+

表
'

!

(

种方法检测利福平的结果比较'

1

)

基因芯片法
罗氏绝对浓度法

耐药 敏感

耐药
-( ,

敏感
0 ==

表
(

!

(

种方法检测异烟肼的结果比较'

1

)

基因芯片法
罗氏绝对浓度法

耐药 敏感

耐药
-+ 0

敏感
'( =(

/)'

!

异烟肼耐药性检测比较及耐药基因突变分析
!

'@'

例结

核分枝杆菌标本中#基因芯片技术检测野生型$敏感&

=1

株#突

变型$耐药&

1(

株%绝对浓度法检测出敏感株
'+*

株#耐药株
-0

株+主要异烟肼耐药基因突变分析!对
D;I2

,

P8G4

,

8I

6

5

编码

区进行测序#结果表示在
1(

株异烟肼耐药株中有
0=

株检测到

P8G4

基因突变#占
1*)'A

+其中
@+

株为
,'@

位密码子突变%

1

株检测到
D;I2

基因突变#占
=)1A

%最后检测到有
@

株异烟肼

耐药株发生
8I

6

5

基因突变#占总耐药菌株的
0)'A

+

'

!

讨
!!

论

随着耐药结核病的日益增多#耐药性问题已经成为结核病

控制的难题之一#因此结核病耐药性检测就尤为重要+而利福

平和异烟肼作为抗结核病的一线药物#其耐药性检测对于临床

结核病药物的治疗有着重要意义)

-

*

+传统的罗氏绝对浓度法

应用较为广泛#但是缺点是周期较长#需要再得到分离株后的

,

!

*

周后才能获得结果+

目前#随着人们对结核分枝杆菌的进一步研究#结核分枝

杆菌的基因监测开始应用于结核病的诊断和监测+在临床中#

绝对罗氏浓度法仍作为结核病诊断的金标准#但其耗时较长+

血清学方法是结核病诊断的重要辅助手段#但其缺乏灵敏性和

特异性均高的单体蛋白作为血清学检测结核病的特异性抗

原)

(

*

+而基因芯片技术是
(+

世纪
=+

年代才发展起来的生物

学技术+它是通过检测耐药基因突变#快速检测药物敏感性的

基因型药敏试验方法)

1

*

#但操作技术要求相对较高+以上各种

检测方法都存在各自的优势和缺陷+因此临床诊断结核病需

结合多种检测方法#做到结核病的早发现,早诊断以及早治疗+

本研究采用罗氏绝对浓度法和基因芯片法对利福平和异

烟肼进行耐药性检测#

(

种方法的灵敏度为
=(),A

,

1@)*A

#特

异度为
=-)'A

,

=,)=A

#准确度为
=@)+A

,

=+)+A

+表明基因

芯片法与罗氏绝对浓度法耐药性检测结果一致性较好#符合临

床需要#对于快速筛查结核分枝杆菌抗体耐药突变以及制订治

-
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检验医学与临床
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年
@

月第
',

卷第
'+

期
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!

$8

M

(+'0

!

ZCJ)',

!

!C)'+



疗方案有着积极的作用+

利福平耐药相关突变主要集中在
9

6

Ĉ

基因#其中最常见

的是
@,'

位和
@(0

位#除此以外还有
@',

,

@''

,

@((

等位点突变

也可导致利福平出现耐药性)

=B'+

*

+本研究中
9

6

Ĉ

基因出现

@,'

,

@(0

,

@',

位点的突变#其中最主要的是
@,'

位$

@(

株#

00)-A

&和
@(0

位$

('

株#

(0)=A

&+之前王峰等)

''

*研究结果中

@,'

位$

-0),A

&,

@(0

位$

',)=A

&和
@'0

位$

0),A

&为主要突变

位点+虽然不同研究当中的突变位点略有差异#但是总体来说

利福平耐药突变相对比较集中+由于结核分枝杆菌对异烟肼

的耐药分子机制涉及多个基因#目前还没有完全明确#其中研

究较多的有
D;I2

,

8I

6

5

,

P8G4

等基因+其中
P8G4

基因突变可

导致结核分枝杆菌对异烟肼产生高度耐药性#突变位点多出现

在
,'@

位密码子#大约有
=+A

的异烟肼耐药菌株中都会出现+

本研究中耐异烟肼菌株中
1*)'A

发生了
P8G4

基因突变#

=)1A

发生了
D;I2

基因突变#仅有
0),A

的菌株发生
8I

6

5

基

因突变+

本研究以罗氏绝对浓度法作为金标准#比较基因芯片法和

罗氏绝对浓度法对利福平和异烟肼药物的耐药性检测#结果显

示
(

种方法均具有较好的灵敏度,特异度和准确度#具有较好

的一致性+就方法学而言#基因芯片法较罗氏绝对浓度法有快

速,灵敏,重复性好等优势+因此#在条件允许的情况下#可应

用基因芯片法对结核分枝杆菌耐药性进行检测#这也是对传统

药敏试验方法的补充#同时也为临床开展有效,快速的治疗提

供有利条件+
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