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应用膜反向斑点杂交技术快速检测结核分支杆菌

耐乙胺丁醇基因型的研究

梁建琴 吴雪琼 曹立雪 李洪敏 张俊仙
（解放军第三零九医院结核病研究室 北京 -###/-）

摘 要：应用膜反向斑点杂交技术快速检测结核分支杆菌对乙胺丁醇（8CD）耐药性。设计与合成用于检测结核分

支杆菌耐 8CD 基因 !"#$ 的寡核苷酸探针，点于硝酸纤维素膜上，与结核分支杆菌临床分离株生物素标记的聚合

酶链反应（EFG）产物进行反向斑点杂交，并与 EFG5单链构象多态性（EFG5HHFE）和 EFG5直接测序（EFG5IH）结果比

较。对 4- 株结核分支杆菌临床分离株进行分析，B- 株 8CD 敏感株中，"0 株 !"#$ 基因的 HHFE 图谱、膜反向斑点杂

交结果与标准株（JB6GK）完全相同；其余 7 株 HHFE 图谱出现泳动变位，其中 B 株 8-= 杂交阳性，EFG5IH 分析为

!"#$ 基因 B#0 位密码子 (2L"L2L 突变；" 株 8-M 杂交阳性，EFG5IH 分析为 !"#$ 基因 B#0 位密码子 (2L"(2( 突

变。7# 株耐 8CD 菌株中，"! 株 EFG5HHFE 图谱与标准菌株相同，8- 杂交阳性；"0 株 EFG5HHFE 图谱出现泳动变位，

其中 -4 株 8-= 杂交阳性，" 株 8-A 杂交阳性，7 株 8-M 杂交阳性，- 株 8-3 杂交阳性，未发现 8-N 杂交阳性，与 EFG5
HHFE、EFG5IH 分析结果一致。突变检出率为 7"O。膜反向斑点杂交技术可能成为检测部分结核分支杆菌乙胺丁醇

耐药基因型简便、快速的方法。

关键词：结核分支杆菌，乙胺丁醇，!"#$ 基因，药物耐受性，膜反向斑点杂交

中图分类号：P64/ 文献标识码：( 文章编号 ###-50"#/（"##!）#"5#"-75#7

结核分支杆菌的耐药性一直是结核病治疗中的

棘手问题，许多感染了耐药结核分支杆菌尤其是耐

多药结核分支杆菌的患者，都因缺乏及时的诊断和

治疗而使病情加重甚至死亡。选择敏感的抗结核药

物，合理地联合用药是结核病治疗成功的前提，准确

而快速的药物敏感性检测方法的建立对结核病开展

早期有效的化疗具有极其重要的意义。目前国内外

采用传统方法进行分支杆菌药物敏感性试验，由于

结核分支杆菌生长缓慢，在得到分离株后需 B Q ! 周

方能获得结果。建立于 4# 年代的 D(F28F52D !0#
快速培养系统，虽速度快（" Q 0M），但仪器设备昂贵，

在有条件的实验室方可采用。近年来结核分支杆菌

分子药敏试验新技术新方法层出不穷，如 I,( 序列

测定、EFG5单链构象多态性（HHFE）分析、EFG5限制

性片段长度多态性（GRSE）分析等大都通过凝胶分

析，一次只能分析一个基因型，不能一次性检测多个

耐药基因而限制其推广应用。本研究旨在应用膜反

向斑点杂交技术快速检测结核分支杆菌对乙胺丁醇

（8CD）的耐药性，为深入开展基因膜芯片技术在结

核耐药性方面的研究奠定基础。

! 材料和方法

! "! 材料

4! 株分支杆菌临床分离株来自解放军 B#/ 医

院结核病研究中心临床实验室。耐药菌株（G）均为

包括耐 8CD 的耐多药分离株；敏感菌株（H）为不耐

8CD 的临床分离株。标准菌株 JB6GK 由中国药品

生物制品鉴定所提供。硝酸纤维膜购自基因有限公

司，孔径为 # ’"!9。

! "# 方法

! "# "! 结核分支杆菌 I,( 提取：采用解放军第 B#/
医院结核病研究室分支杆菌 I,( 提取方法［-］。

! "# " # 引物的设计、合成和标记：引物由上海生工

生物工程技术服务有限公司合成、纯化。引物 80 7T
端用生物素标记。引物 80 和 86 可扩增结核分支

杆菌 !"#$ 基因，产生 "74=) 片段；引物 -0H- 和 -0H"
可扩增分支杆菌 -0H *G,( "6"=) 片段。

! "# "$ EFG 扩增：采用解放军第 B#/ 医院结核病研

究室结核杆菌 EFG 扩增试剂盒［-］。

! "# "% 探针的设计和合成：根据文献［"］设计 8-、



!"#、!"$、!"%、!"& 和 !"’ 探针用于检测 !"#$ 基因

()* 位密码子突变，!" 为野生型，!"# 为 +,-!-,-
突变型，!"$ 为 +,-!.,- 突变型，!"% 为 +,-!
+,+ 突变型，!"& 为 +,-!+,, 突变型，!"’ 为 +,-
!+,. 突变型。探针由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成。

! "# "$ 杂交膜的制备：将硝酸纤维膜浸入 / 0 11. 中

预处理 ()234，(56烘干，各取 "!7 加尾探针 !"、

!"#、!"$、!"%、!"& 和 !"’ 点于同一张预处理后的膜

上，*)6烘烤 " 8 /9，用水简单漂洗，晾干备用。

! "# "% 膜杂交结果判读：以结核分支杆菌标准菌株

:(5;< 为对照，用生物素标记的扩增产物分别与处

理后的膜杂交。（"）预杂交：将杂交液和处理后的膜

装入杂交袋中，(56水浴 ()234；（/）杂交：向杂交袋

中加入变性的生物素标记 =.; 扩增产物，(56水浴

()234；（(）洗膜：/ 0 11.>) ? "@ 1A1 室温洗膜 ")234，

) ?/ 0 11.>) ? "@ 1A1 室温洗膜 ")234；（B）加酶：用

" C")))的链亲和素>碱性磷酸酶（1+>+=）与膜在 (56
水浴 ()234；（D）洗 膜：洗 液"（"))2EFG7 ,H3I>:.F，
"D)22EFG7 JK.F，/22EFG7 LM.F/，) ? )D@ ,H3NE4O>"))，

P:5?D）室温洗膜 ")234，洗液#（"))2EFG7 ,H3I>:.F，
"D)22EFG7 JK.F，"22EFG7 LM.F/（P:Q? D）室 温 洗 膜

")234；（*）显色：每 27 洗液#加入 JR, *? *!7、RS.=
(?(!7 混匀，将配好的显色液加入杂交袋中，闭光显

色 ")234，据信号强弱肉眼判读结果。若野生型探

针的杂交信号远远强于其它突变型探针，说明该位

点无突变发生，若突变型探针的杂交信号远远强于

野生型探针，则说明该位点发生了相应的突变。

! "# "& =.;>11.= 分支杆菌菌种初步鉴定［(，B］：扩增

的分支杆菌 "*1 H;J+ /5/#P 片段，在 T@（/Q C"）非变

性聚丙烯酰胺凝胶中电泳，与结核分支杆菌 :(5;<
图谱相同的为结核分支杆菌，不同的分离株为非结

核分支杆菌。

! "# "’ =.;>11.= 分析：未标记的 !"#$ 基因的 =.;
扩增产物 T@（/Q C "）非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，

银染后观察结果并照相。与结核分支杆菌标准菌株

图谱相同的为野生型，出现泳动变位的为突变型。

! "# "( =.;>A1 分析：部分经 =.;>11.= 和膜杂交分

析为 !"#$ 基因突变的临床分离株进一步由上海生

工生物工程技术服务有限公司进行 AJ+ 测序证实。

# 结果

# "! !%1 H;J+ =.;)11.= 分支杆菌菌种初步鉴定

TB 株临床分离株经 "*1 H;J+ =.;>11.= 初步菌

种鉴定，T" 株为结核分支杆菌，( 株为非结核分支杆

菌。部分结果见图 "。

图 ! 分支杆菌 !%* +,-. /0,)**0/ 菌种鉴定部分结果

U3M? " ,9& PKHN3KF H&IVFN E’ 3%&4N3’3$KN&% %&’(#)’*!+,-"

IP&$3&I #W "*1 H;J+ =.;>11.=

+，R，A，!，U? %&’(#)’*!+,-" *-#!+’-.(/,/ $F343$KF 3IEFKN&I；

.? %&’(#)’*!+,-" *-#!+’-.(/,/ INK4%KH% INHK34 :(5;<；

:，S ? JE4>NV#&H$VFEVI %&’(#)’*!+," $F343$KF 3IEFKN&I?

# "# 结核分支杆菌 !"#$ 基因 =.; 扩增

D) 株结核分支杆菌耐 !LR 分离株和 (" 株 !LR
敏感株分别用标记和未标记的 !* 和 !5 引物扩增。

# "1 !"#$ 基因 =.;)11.= 分析

图 # 结核分支杆菌 !"#$ 基因 /0,)**0/ 分析结果

U3M? / ,9& H&IVFN E’ !"#$ M&4& 34 %&’(#)’*!+,-" *-#!+’-.(/,/

#W =.;>11.=

+，-? !N9K2#VNEF>I&4I3N3<& $F343$KF 3IEFKN&I，11.= IP&$NHV2 XKI 4EH2KF；

R，.，!，U，:?!N9K2#VNEF>H&I3INK4N $F343$KF 3IEFKN&I，11.= IP&$NHV2 XKI

K#4EH2KF；A? %&’(#)’*!+,-" *-#!+’-.(/,/ INK4%KH% INHK34 :(5;；

S ? !N9K2#VNEF>H&I3INK4N $F343$KF 3IEFKN&I，11.= IP&$NHV2 XKI 4EH2KF ?

以结核分支杆菌标准菌株 :(5;< 为对照，对未

标记的 T" 株结核分支杆菌临床分离株 !"#$ 基因

扩增产物进行11.=分析，结果("株!LR敏感株中，/*
株 !"#$ 基因的 11.= 图谱与结核分支杆菌标准菌

株完全一致，D 株 !"#$ 基因的 11.= 图谱出现泳动

变位；D) 株 传 统 药 敏 试 验 耐 !LR 菌 株 中，/* 株

!"#$ 基因 11.= 图谱与标准株不同，呈现 B 种变异
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图谱类型，!" 株与敏感株相同，突变检出率为 #!$；

部分结果见图 !。

! "# 膜杂交结果分析

根据杂交信号强弱判读膜杂交结果显示：%& 株

’() 敏感株中，!* 株出现 ’& 探针杂交阳性，% 株出

现 ’&+ 探针杂交阳性，! 株出现 ’&, 探针杂交阳性；

#- 株耐 ’() 菌株中，&. 株出现 ’&+ 探针杂交阳性，

# 株出现 ’&, 探针杂交阳性，! 株出现 ’&/ 探针杂交

阳性，& 株出现 ’&0 探针杂交阳性，未发现 ’&1 探针

杂交阳性，!" 株出现 ’& 探针杂交阳性，为 !"#$ 基

因野生型。与 23456632 结果完全吻合，一致性为

&--$。部分结果见图 %。

图 $ 结核分支杆菌 !"#$ 基因 %&’(膜杂交分析结果

789: % ;<0 =0>?@A BCB@D>8> E1 0F+) 90C0 8C %&’(#)’*!+,-" *-#!+’-.(/,/ +D 2345F0F+=BC0 <D+=8,8GBA8EC
（H）’A<BF+?AE@5>0C>8A8I0 /@8C8/B@ 8>E@BA0> J0=0 KE>8A8I0 <D+=8,8GBA8EC J8A< K=E+0 ’&，’& JB> J8@, ADK0 E1 0F+)；

（)）’A<BF+?AE@5=0>8>ABCA /@8C8/B@ 8>E@BA0> J0=0 KE>8A8I0 <D+=8,8GBA8EC J8A< K=E+0 ’&+，’&+ JB> H;L!L;L F?ABCA ADK0 BA /E,EC %-* E1 0F+)；

（3）’A<BF+?AE@5=0>8>ABCA /@8C8/B@ 8>E@BA0> J0=0 KE>8A8I0 <D+=8,8GBA8EC J8A< K=E+0 ’&/，’&/ JB> H;L!3;L F?ABA0 ADK0 BA /E,EC %-* E1 !"#$；

（M）’A<BF+?AE@5=0>8>ABCA /@8C8/B@ 8>E@BA0> J0=0 KE>8A8I0 <D+=8,8GBA8EC J8A< K=E+0 ’&,，’&, JB> H;L!H;H F?ABA0 ADK0 BA /E,EC %-* E1 !"#$；

（’）’A<BF+?AE@5=0>8>ABCA /@8C8/B@ 8>E@BA0> J0=0 KE>8A8I0 <D+=8,8GBA8EC J8A< K=E+0 ’&0，’&0 JB> H;L!H;; F?ABA0 ADK0 BA /E,EC %-* E1 !"#$，

’&1 JB> H;L!H;3 F?ABA0 ADK0 BA /E,EC %-* E1 !"#$ :

! ") 234(M6 分析

部分经 23456632 和膜杂交分析为 !"#$ 基因

突变的临床分离株进一步由上海生工生物工程技术

服务有限公司进行 MNH 测序证实（见表 &）。

表 * 膜反向斑点杂交、%&’(++&% 和 %&’(,+ 分析结果

;B+@0 & ;<0 BCB@D>8> E1 =0I0=>0 ,EA +@EA <D+=8,8GBA8EC EC F0F+=BC0，23456632 BC, 2345M6

’() /ECI0CA8ECB@
,=?9 >0C>8A8I8AD A0>A

23456632
!"#$

2345M6
!"#$（/E,EC%-*）

2345F0F+=BC0 <D+=8,8GBA8EC
!"#$

6A=B8C
C?F+0=>

6 O NEA A0>A0, ’&（ P ） !*

6 P H;L!L;L ’&+（ P ） %

6 P H;L!H;H ’&,（ P ） !

4 O O ’&（ P ） !"

4 P H;L!L;L ’&+（ P ） &.

4 P H;L!3;L ’&/（ P ） !

4 P H;L!H;H ’&,（ P ） #

4 P H;L!H;; ’&0（ P ） &

P :23456632 >K0/A=?F JB> B+CE=FB@ E= <D+=8,8GBA8EC JB> KE>8A8I0； O : 23456632 >K0/A=?F JB> CE=FB@ E= CE5F?ABA8EC；6: 60C>8A8I0 >A=B8C>；4: 40>8>ABCA
>A=B8C>:

$ 讨论

近年来国内外学者在基因水平上对引起结核分

支杆菌耐药的突变基因作了详尽的研究。结核分支

杆菌耐药性检测方法也不断涌现，其中最方便价廉

的方法首推 23456632，但由于其依赖凝胶电泳，且

每次电泳只能检测少数几个样本的一种突变基因，

如果同时检测 # 种常用一线抗结核药物的耐药情

况，工作量较大，获得的信息量小。

膜反向斑点杂交技术是一种建立于 234 基础

上的反向杂交方法。其原理是应用生物素修饰的特

异引物扩增 MNH，使 234 产物带有生物素标记，将

234 产物变性后与固定在膜上的特异寡核苷酸探针

杂交，通 过 观 察 斑 点 杂 交 信 号 强 弱 判 读 结 果。

4E>>B?［#］应用 QCCE90C0A8/> 公司用于检测结核分支杆

菌耐 472 基因型的试剂盒通过反向杂交试验检测

&-R 例已知 +0($ 序列的结核分支杆菌分离株 " 种突

变类型和 !*" 株通过传统药敏试验检测的临床分离

株，未发现假阳性，检测灵敏度为 S.$，特异性为

&--$。T8=BCE 等［*］则对 +0($ 基因另 " 种突变位点

R&!! 期 梁建琴等：应用膜反向斑点杂交技术快速检测结核分支杆菌耐乙胺丁醇基因型的研究



进行检测，突变检出率为 !"#。$""$ 年王 文等［%］

利用反向点杂交方法检测耐利福平结核分支杆菌

!"#$ 基因突变，杂交结果与传统药敏试验结果和测

序结果符合率为 $&’() 和 ("’()。但国内应用膜杂

交技术检测耐 *+, 基因型的报道较少见。

*+, 是 一 种 阿 拉 伯 糖 类 似 物，是 和 异 烟 肼

（-./）、利福平（012）、链霉素（3+）、吡嗪酰胺（245）

联合治疗结核病的一线抗结核药物，作用于靶分子

阿拉伯糖基转移酶，抑制阿拉伯糖基聚合入阿拉伯

半乳聚糖，从而影响了细菌细胞壁分支菌酸6阿拉伯

半乳聚糖6肽聚糖复合物的形成，引起细菌细胞形态

学改变，最终导致细菌死亡；同时也使靶分子在细胞

内的药物（如 012）更容易进入细胞，因而 *+, 与

012 联合用于抗结核治疗时具有协同作用［&］。*+,
也被广泛用于治疗鸟分支杆菌、堪萨斯分支杆菌、蟾

蜍分支杆菌、海分支杆菌和马尔摩分支杆菌感染，因

此，它比 -./ 的应用范围更广泛［!］。分支杆菌耐

*+, 与阿拉伯糖基转移酶的编码基因 %&’()$ 操纵

子突变有关。37889:;<:= 等［$］报道 >!#结核分支杆

菌耐 *+, 分离株有 %&’$ 基因突变，其中 &!#又都

发生于 ("> 位氨基酸密码子。 %&’$ 基因约 ($)>?@，

编码糖基转移酶，%&’$ 基因突变导致糖基转移酶结

构改变，影响 *+, 和糖基转移酶的相互作用而产生

耐药。我 们 通 过 2A0633A2 和 膜 反 向 斑 点 杂 交、

2A06B3 方法检测 $> 株 *+, 敏感株与 /(%09 菌株

检测结果完全一致，其余 C 株 *+, 敏感株 33A2 图

谱出现泳动变位，其中 ( 株 *D? 杂交阳性，2A06B3
分析为 %&’$ 基因 ("> 位密码子 5EF!FEF 突变，$
株 *DG 杂交阳性，2A06B3 分析为 %&’$ 基因 ("> 位

密码子 5EF!5E5 突变，原因可能是传统药敏试验

操作中存在人为因素如接种菌量、耐药或敏感标准

的判定等所致；C" 株耐 *+, 临床分离株，$> 株存在

%&’$ 基因 ("> 位密码子不同碱基突变，突变率为

C$#，低于国外文献报道［$］。而吴雪琼等报道［D"］>!
株耐 *+, 菌中，$C 株为 ("> 位密码子不同碱基突

变，其中 D 株合并 $%) 位 AFA!AAA 突变，%&’$ 基

因耐药突变率为 (> H $#。本文分析的 %&’$ 基因耐

药突变率低于国外文献报道的原因，一方面可能是

地域差异，另一方面可能是由于存在其它耐药机制

所致。$" 株传统耐药菌株，用膜斑点杂交技术和

2A06B3 技术检测未发现研究部位基因变异，原因有

可能是传统药敏试验操作中人为误差或存在其它耐

药机制所造成。比如 37889:;<:= 等［$］报道在耐 *+,
分离株中可检测到 %&’$ $&C 位 EEA（2I8）! EE5

（J8K）、((" 位 EEA（2I8）!FEA（L:M）、>(" 位 5AA
（EI7）!5EA（-M8）突变，以及 %&’( 基因 !&D 位 FEF
（L:M）!AEF（J8K）和 %&’) C 位 FFE（FMN）!5FE（387）

突变；E8M8=;O 等［DD］研究报道在两组耻垢分支杆菌突

变株中，低水平耐药的突变株与 %&’ 表达增加有

关，中等水平耐药的突变株一部分有 %&’$-("(1 突

变，而另一部分显示了表达水平的增加；这些均说明

还有其它机制在结核分支杆菌耐 *+, 形成中起作

用。

从理论上讲，把结核分支杆菌所有耐药基因的

2A0 扩增产物，与点在同一张硝酸纤维膜上的所有

抗结核药物耐药基因相对应的探针进行杂交，那么

一个临床标本的微量 B.5 就可以一次性、平行性检

测该临床标本的所有耐药基因。从分析结果看，只

要将 %&’$ 基因 ("> 位密码子的野生型和已知突变

型探针点于同一张硝酸纤维膜上，就可以检测到 C"
P >"#左右的耐 *+, 分离株。本文设计的探针数

目较少，仅分析了 %&’$ 基因 ("> 位密码子，只能检

出大多数耐药突变株，因此，下一步我们将对 %&’$
基因其它突变位点和 %&’)、%&’( 基因常见突变位

点进行进一步的研究，建立一种耐药检测新方法，弥

补常规药敏试验的不足，指导临床治疗。

通过 2A06膜反向斑点杂交技术快速鉴定部分

结核分支杆菌耐 *+, 基因型，简便省时，为进一步

研究结核分支杆菌对其他药物的耐药性鉴定奠定了

基础。从 2A0 扩增到杂交结果判断仅需 DG，对指导

临床医生及早准确用药非常有价值。
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