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耐异烟阱结核分枝忏菌 katG 基因突变快速筛选的研究
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［摘 要］ 甸的：建立结核分校杆菌（MTB）缸tG 基因点突变的筛选方法，了解结核分校杆菌耐异烟脐ONH）的状

况。~~击：采用聚合酶链反应限制性片段长度多态性分析CPCR RFLP）技术，对 8 株耐 INH 的临床 MTB 分离株、

16 株对 INH 敏感的临床分离株及 MTB 标准株 H3,Rv 的阳tG 基因，进行聚合酶链（PCR）反应扩增阳tG 基因片

段，再用 Msp I 内切酶分别对 PCR 产物进行消化反应。如果有 315 位点 AGC 突变为 ACC，则将增加一个切点。结

果：检测到 8 株耐药株中有 7 株增加了一个 Ms户 I 内切酶切点，耐药株中阳tG 基因点突变检出率为 87.5%(7/8);

16 株敏感株和标准株均无额外的 M.1ρI 内切酶切点。未发现阳tG 基因序列的缺失。结份：阳tG 基因点突变是 MTB

耐 INH 的重要机理之－；用 PCR-RFLP 检测耐 INH 的 MTB 的 katG 基因点突变具有快速、简便、敏感性高、特异

性强的特点。
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Rapid screening of katG gene mutation in isoniazid-resistant A今1cobacterium tuberculosis 
HUO Ya-nan, GE Chao-rong (College of Medical Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310031, China) 

[Abstract] Objective: To evaluate the relationship between katG gene mutation and isoniazid ONH) resistance 

and to develop a rapid screening method of point mutation in the katG gene associated with MTB resistance. 

Methods: Twenty-four clinical isolates of MTB with 8 INH resigtance isolates and 16 !NH-sensitive isolates were 

analyzed by PCR RFLP, with the H37Rv reference strain as the control. Results: G• C point mutations were de 

tected in 7 of 8 isoniazid-resistant strains and no gene mutation was shown in 16 isoniazid-sensitive isolates. The 

sensitivity and specificity were 87. 5% and 100% respectively. No katG gene sequence deletion was observed in any 

specimen. Conclusion: Our results suggest katG gene mutation is one of the most important mechanisms of INH­

resistant TB. PCR-RFLP may be useful in detection of katG gene mutation. 

[Key words] A今cobacterium tuberculosis; Isoniazid; Drug resistance, microbial; Genes; 

Restriction fragment length polymorphisms; Polymerase chain reaction 

结核病是严重危害人类健康的全球性传染

病。异烟阱ONH）是当今主要抗结核药物之一。

如感染菌为 INH 耐药株，化疗的成功率将受到

影响。目前结核分枝杆菌CMTB）耐药性测定多

采用改良罗氏培养基绝对浓度法、比例法等。由

于 MTB 生长缓慢，特别是耐药菌，耐药性测定

需 6～8 周，甚至更长时间，因而几乎不能为有

效药物的选择提供信息。建立于 20 世纪 80 年

代的 BACTEC MTB 快速培养系统和近年来

利用 MTB 信号噬菌体技术进行 MTB 耐药性

[ J Zhejiang Univ (Medical Sci), 2002,31(3):178 180.] 

检测法，需昂贵仪器设备，其结果与经典法也往

往不尽一致，与临床疗效也不完全平行，尤其是

后者进行一次测定需 106～ 108 个活菌，故只能

适用于检测培养菌株。有关研究表明，MTB 耐

INH 的最主要机理是阳tG 基因的点突变，尤

其是密码子 315CAGC）的丝氨酸突变为苏氨酸

CACC）的意义更被肯定。本研究在此基础上建
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立 PCR RFLP 作为快速筛选 MTB 耐 INH 的

方法，并用该方法来检测 MTB，以了解临床

MTB 耐 INH 的情况。

1 材料和方法

1. 1 菌种及标本来源 标准株购于中国药品

生物制品检定所； 24 株 INH 耐药及敏感的临

床 MTB 菌株由杭州市结核病防治门诊部提

供。根据《结核病诊断细菌学检测规程》有关要

求作菌型鉴定，以改良罗氏培养基绝对浓度的

间接法作药物敏感试验。 INH 耐药标准： I µg/ 

ml 和 10 µg/ml 分别是低度耐药和高度耐药。

1. 2 主要试剂 溶菌酶、PCR 引物、Taq DNA 

聚合酶和 dNTP 购自 Promega 公司；限制性内

Pnme l一→

野生型 5’ 口E口
突变型 5＇~

84 bp 

84 bp 

如果没有 AGC 突变为 ACC 则该片段分

别被酶切成 26 bp 、 84 bp, 6 bp 、 135 bp 4 个条

带。如果有突变，则被酶切为 26 bp 、 84 bp, 6 

bp 、 21 bp 和 114 bp 5 个条带。

1. 5 DNA 提取 参照《现代分子生物学研究

技术》（华美生物工程公司出版），采用质粒

DNA 少量快速提取法提取 DNA 。

1. 6 PCR 反应体系及程序 反应体系 50 11L 
含 H20 28. 6 µI, 10 × PCR buffer 5 µI, 2 mmol 

MgCl2 4 µI, dNTP 5 µI ，引物 1 20 µmol/L 1 µI, 

引物 2 20 µmol/L 1 µI, Taq DNA 聚合酶（ 5 g/ 

L)0.4µ1 ，模板 5 µI 。混匀后 94C 3 min ，然后进

行 PCR 反应： 94 c变性 l min, 64 'C退火 l

min, 72 C延伸 1 min ，共进行 35 个循环，最后

一个循环 72C5min,4C保存待测。

1. 7 PCR 反应产物的检测 扩增结束后，取

扩增产物 8 µI ，加入 1 o µI o. 5 × TBE 和 3 µI 加

样缓冲液，点样于 2%琼脂糖凝胶样品孔内，50

V 电泳 45 min，紫外灯下检测，经分子量标准

对照，有 250 bp 扩增带即为阳性。

1. 8 RELP katG PCR 产物在 20 µI 反应体

系中进行酶切反应：DNA 10 µl;lO ×酶切缓冲

液 2 µI; 2 单位限制性内切酶 Ms户 I ；加 ddHzO

到 20 µI。轻微震荡，离心， 37 c反应 1 h 0 电泳：

切酶 Ms户 I 购自 New England Biolabs 公司；

琼脂糖购、自上海生物工程公司。

1. 3 主要仪器 PCR 仪： PERKIN ELMER 

PE9600 ；电泳仪 LIFE TECHNOLOGIES ·GIB­

CO BRL HORTZOHC美国h高速冷冻离心机：

Heraeus Instruments Labofuge 400R （德国）；

紫外分光光度仪； Pharmacia Bioth Ultrospec 

2000 ；紫外成像仪： Kaiser RSI Alpha Innotech 

Corporation 。

1. 4 PCR 引物设计从Gene Bank 获得 katG

基因序列，设计一对引物以扩增含 315 突变位

点的是atG 片段。 Prime 1: 5' CACTTTCGGT 

AAGACCCA TGGC 3’;Prime 2: 5' TA TTGC 

CAAGCGCCAGCAGG 3 ＇。

~ [ AGC 

~ E至五二J [ 
135 bp 

114 bp 

FF R<
dn4JV

• - Pnme 2 

取 5 µI 反应液进行 2%琼脂糖电泳，EB 染色

后，观察酶切片段。

2 结果

2. 1 药敏试验 24 株临床分离株中，有 8 株

为低度耐药（33%),16 株为敏感株（67 % ）。

2. 2 katG PCR 扩增结果 24 株临床分离株

均扩增到阳tG 基因片段，提示未发现完全缺失

的 katG 的基因。

2. 3 RFLP 分析结果 katG 基因发生 G→C

点突变后可被内切酶 Ms户 I 识别并消化，可观

察到 114 bp 的 DNA 片段。野生型阳tG 基因

在此位点不能被内切酶消化，可观察到 135 怜

的 DNA 片段。对 8 株 INH 耐药株作 RFLP 分

析均未有 katG 片段缺失，7 例被 Ms户 I 内切酶

消化后生成 114 bp 片段， 16 株敏感株和标准

株能生成 135 bp 片段，检出特异性为 100% 。突

变检出率为 87. 5% ，见图 l 。

3 讨论

MTB 对 INH 耐药情况一直备受关注。目前

急需解决的问题，是如何创建一种对临床分离菌

株耐药性进行快速检测的有效方法。近年来随着

分子生物学技术的发展和对 MTB 研究的逐步
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深入，使利用分子生物学手段，建立非生长依赖

性快速检测 MTB 耐药性方法已成为可能。

300bp--. 

200bp--. 

lOObp一＋

2 3 4 5 6 7 

1: Mnrker; 2: PCR product from !NH res isted 1so• 

!ates ; 3: Resisted isolates , diges ted by 儿1sp I; 4: PCR 

product from !NH susceptible isolates; 5: Susceptibl e iso 

lat e民 ， digest ed by Ms户 I; 6: PCR product from H:!7 Rv refe­

re nee 到 train; 7: H 37 Rv reference strain .digested by Ms户 I

图 1 RFLP 检测结果

Fig. I RFLP detec tion 

19 92 年报道首例 katG 基因缺失的 MTB

对 INH 高度耐药以来，不断有新的与异烟脐耐

药相关的基因缺失、移位、以及突变位点被发

现，但在这些耐药菌株中，很少发现有阳tG 基

因的完全缺失［ t ］ 。我国目前对阳tG 基因的分析

多集中于 282 bp 与 237 bp 的突变区域，这些

区域的变异可在 2/3 的耐药菌株中观察到山。

但对于引起耐药的原因是否确系在于该区域的

突变，以及在耐药菌株中存在联合突变位点时，

该如何判断引起耐药的根本原因的问题，就

INH 耐药机理而言，尚未得出确切结论。

近年来，国外学者开始从基因水平对 MTB

INH 耐药性研究。大量的研究认为，INH 实际

上是一个药物前体，需经 MTB 过氧化氢－过氧

化物酶（katG ）活化后才发挥抗结核作用，而过

氧化氢－过氧化物酶正是由阳tG 基因所编码

的［3］。 1992 年 Zhang 等［4 ］在对耐 INH 的临床分

离株中，发现最低抑菌浓度＞ 50 µg/ml 的 3 株

菌株中有 2 株存在 katG 基因片段的缺失。他们

认为： katG 基因的缺失是 MTB INH 耐药性的

共同机理。 可是 Zhang 和 Young 等进－步研究

却发现， INH 耐药菌中 katG 基因的完全缺失

仅占 20 % 。 Morris 等用 PCR-SSCP 方法，在 42

株 INH 耐药株中，检测到 20 株 katG 基因突

变，但没有发现缺失突变形式的存在 。 Heym 等

用同样的方法，也得到相似结果［5］ 。 本组 24 株

INH 敏感及耐药株中，均未发现有 katG 基因

缺失，在 8 株 INH 耐药株中，有 7 株检测到

katG 基因 AGC→ACC 点突变，提示 MTB 耐

INH 可能存在其他的基因变异。再者，临床分

离株 katG 基因点突变率高，在临床进行抗结核

病治疗时应及时进行耐药性监测。

本实验所采用的 PCR RFLP 方法，是通过

PCR 扩增含有特定酶切位点的 DNA 片段，该

片段经限制性内切酶消化后电泳可显示两条较

小的片段；在野生型无此酶切位点，PCR 产物

经酶消化后电泳只能显示一条较大的 PCR 扩

增片段。该方法的优点是对细菌染色体提取质

量要求不高，简便、易行且具有较高的特异性 ，

但只能用于分析已知序列特定位点的基因突

变。与 PCR-SSCP 分析相比，前者检测的灵敏

度高，且特异性不受影响，可直接用于分析临床

标本部分 MTBSM 耐药基因型，可分辨 DNA

链中单碱基的变异。
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