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耐氧氟沙星结核分枝杆菌对五种氟喹诺酮类药物

交叉耐药的研究
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!摘要"

!

目的 研究耐氧氟沙星结核分枝杆菌对
E

种不同氟喹诺酮类药物之间的交叉耐药性-方法 本研

究选取来自于
/%%F

年全国结核病耐药性基线调查的
$'%

株对氧氟沙星耐药的结核分枝杆菌菌株#用微孔板稀释

法检测这些菌株对
E

种氟喹诺酮类药物'氧氟沙星+左氧氟沙星+莫西沙星+加替沙星以及司帕沙星(的最低抑菌浓

度#统计耐药率的差别并分析对某种氟喹诺酮类药物耐药的菌株中对其他
0

种药物的耐药率的差别#组间差异的

比较采用卡方检验#以
-

#

%&%E

为差异有统计学意义-结果
$'%

株对氧氟沙星耐药的菌株中#分别有
$$%

株
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'E&0J

#

0)

"
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(及
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株'

E%&DJ

#

))

"

$'%

(对左氧氟沙星+莫

西沙星+加替沙星及司帕沙星耐药-加替沙星耐药率显著低于左氧氟沙星'

"

/

i)E&)0$

#

-

#

%&%$

(+莫西沙星'

"

/

i

)$&//E

#

-

#

%&%$

(和司帕沙星'

"

/

i)&/F0

#

-i%&%/

(的耐药率-左氧氟沙星耐药菌株中分别有
(%&(J

'

$%%

"

$$%

(+

0$&DJ

'

0)

"

$$%

(和
E(&$J

'

)E

"

$$%

(的菌株对莫西沙星+加替沙星和司帕沙星耐药,在加替沙星和司帕沙星耐药菌

株中#有
(F&DJ

'

0E

"

0)

(和
(F&%J

'

)0

"

))

(对莫西沙星耐药-莫西沙星耐药株中分别有
0$&FJ

'

0E

"

$%D

(和
E(&'J

'

)0

"

$%D

(对加替沙星和司帕沙星耐药-结论 上述
E

种氟喹诺酮类药物之间呈现出不同的交叉耐药性#其中左氧

氟沙星和莫西沙星交叉耐药#加替沙星和司帕沙星与莫西沙星之间表现为部分单向交叉耐药-

!关键词"
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分枝杆菌#结核,
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荧光喹诺酮类,

!

氧氟沙星,

!

抗药性#细菌
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据世界卫生组织估计#

/%$/

年全球有
DD%

万例

新发结核病患者#

$0E

万例患者死于结核病%

$

&

-耐

药结核病的出现#特别是耐多药结核病#是目前结核

病控制工作中的最大挑战%

/

&

-我国
/%%F

年耐药结

核病基线调查结果表明#初治患者和复治患者中耐

多药结核病患者分别占
E&FJ

和
/E&)J

%

'

&

-氟喹诺

酮类药物是治疗耐多药结核病最有效的一类药物#

在中国已经广泛用于治疗呼吸道细菌感染%

0.E

&

-有

研究甚至建议将莫西沙星等氟喹诺酮类药物作为一

线抗结核药物#以缩短初治肺结核患者的治疗

时间%

).F

&

-

氟喹诺酮类药物根据研发时间及其抗菌性能进

行划分#其中目前应用于抗结核病治疗的包括第三

代产品氧氟沙星和左氧氟沙星#以及第四代产品莫

西沙星+加替沙星和司帕沙星-但是#这些年来氟喹

诺酮类药物缺乏规范性的广泛应用#引起了结核分

枝杆菌对氟喹诺酮类药物耐药性的增加-全国耐药

性基线调查数据表明有
$

"

0

的耐多药结核病患者同

时对氧氟沙星耐药%

'

&

#由于具有相同的耐药机制#不

同氟喹诺酮类药物之间存在交叉耐药#国外的诸项

研究表明#部分对氧氟沙星耐药的菌株同时对其他

氟喹诺酮类药物耐药-因此#对不同氟喹诺酮类药

物的耐药率及氟喹诺酮药物之间交叉耐药情况的研

究#特别是基于我国具有代表性的氟喹诺酮类药物

耐药菌株的交叉耐药性研究#将为结核病患者#特别

是耐药结核病患者制定合理有效的化疗方案提供重

要的理论依据-本研究通过选取氧氟沙星耐药菌

株#采用微孔板稀释法分析氧氟沙星+左氧氟沙星+

莫西沙星+加替沙星和司帕沙星
E

种不同氟喹诺酮

类药物之间的交叉耐药情况-

材料和方法

一+菌株和试剂来源

$+

菌株来源!本实验所涉及的
$'%

株氧氟沙

星耐药菌株由中国疾病预防控制中心国家结核病

参比实验室提供#来自于
/%%F

年全国结核病耐药

性基线调查%

E

&

-所有菌株均经对硝基苯甲酸

'

RQS

(和噻吩二羧酸肼'

GTB

(菌种鉴定为结核分

枝杆菌复合群-标准菌株
B'FKL

来自于国家结

核病参比实验室-

/+

试剂和仪器来源!药敏试验所用氧氟沙星+左

氧氟沙星+莫西沙星+加替沙星和司帕沙星均购自美

国
@#

<

23

公司#使用时按照厂家提供的纯度和效价

计算用量-

FB(

培养基药粉和营养添加剂购自美

国
S?

公司-改良罗氏培养基购自杭州嘉伟生物制

品有限公司-

二+研究方法

最低抑菌浓度'

H>T

(的测定!选用微孔板

=4323;

蓝'

=4323;:4VN

(显色法进行检测%

D

&

,选取

改良罗氏培养基上生长
'

#

0

周的新鲜菌落#使用磨

菌瓶磨菌#并稀释菌液至
$

个麦氏浓度%

$%

F菌落形

成单位'

TXe

("

24

&#再以
$p/%

稀释后向
()

孔微

孔板加入
$%%

$

4

菌液-微孔板于
'Fg

孵育
F!

后#

在实验微孔板中加入
F%

$

4

预混的显色液'含
/%

$

4

=4323;:4VN

'

=4323;

公司#美国(和
E%

$

4E&%J

G\NN-.D%

(#

'Fg

孵育
/06

后记录各孔的颜色#蓝

色孔为无生长#粉色孔为有生长-能抑制结核分枝

杆菌生长'蓝色孔(的最低药物浓度即为
H>T

-对

氧氟沙星+左氧氟沙星+莫西沙星+加替沙星和司帕

沙星
E

种药物均设置
%&$/E

+

%&/E

+

%&E

+

$

+

/

+

0

+

D

+

$)

+

'/

和
)0

$

<

"

24$%

个测试工作浓度-按照文献

%

(.$%

&的结果#确定氧氟沙星和左氧氟沙星的耐药

临界浓度为
/

$

<

"

24

#莫西沙星+加替沙星和司帕沙

星的耐药临界浓度为
%&E

$

<

"

24

#当受测结核分枝

杆菌
H>T

$

临界浓度时#判定结核分枝杆菌对相应

药物耐药%

(.$%

&

-选取结核分枝杆菌标准株
B'FKL

作为对照#平行进行最低抑菌浓度检测#以评价检测

体系-每个实验未设立复孔-

三+统计学分析

采用
@R@@$$&%

统计软件进行统计处理#氧氟

沙星耐药菌株对其他氟喹诺酮类药物耐药率间的比

较采用卡方检验#以
-

#

%&%E

为差异有统计学

意义-

四+交叉耐药和单向交叉耐药的定义

交叉耐药!结核分枝杆菌对一种药物产生耐药

后#可引起对另外一种或几种药物同时耐药#称之为

交叉耐药-

单向交叉耐药!当结核分枝杆菌菌株对
3

药产

生耐药性的同时就对
:

药产生耐药性,反之#对
:

药

产生耐药性的同时可对
3

药仍保持敏感#称为单向

交叉耐药-

结
!!

果

一+

E

种氟喹诺酮类药物的
H>T

分析

具体见表
$

-

$'%

株氧氟沙星耐药株的
H>T

范

围从
/

$

<

"

24

至
'/

$

<

"

24

#其中
D0

株'

)0&)J

#

D0

"

$'%

(低浓度耐药'

H>T

(

0

$

<

"

24

(菌株和
0)

株

'

'E&0J

#

0)

"

$'%

(高浓度耐药'

H>T

$

D

$

<

"

24

(菌

株-

$'%

株氧氟沙星耐药株中#同时对左氧氟沙星

耐药有
$$%

株 '

D0&)J

#

$$%

"

$'%

(,同时对莫西沙星

$

0E0
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耐药
$%D

株'

D'&$J

#

$%D

"

$'%

(#加替沙星
0)

株

'

'E&0J

#

0)

"

$'%

(#以及司帕沙星
))

株'

E%&DJ

#

))

"

$'%

(-此外#加替沙星和司帕沙星均以低浓度耐

药'

H>T

(

/

$

<

"

24

(为主#其分别占
(E&FJ

'

00

"

0)

(

和
(F&%J

'

)0

"

))

(-

采用卡方检验比较
$'%

株氧氟沙星耐药株对

E

种氟喹诺酮类药物的耐药率#加替沙星'

'E&0J

#

0)

"

$'%

(耐药率显著低于左氧氟沙星'

D0&)J

#

$$%

"

$'%

('

"

/

i)E&)0$

#

-

#

%&%$

(+莫西沙星

'

D'&$J

#

$%D

"

$'%

('

"

/

i)$&//E

#

-

#

%&%$

(和司帕

沙星'

E%&DJ

#

))

"

$'%

('

"

/

i)&/F0

#

-i%&%/

(,司帕

沙星耐药率处于第二低位#显著低于左氧氟沙星

'

"

/

i'0&%0D

#

-

#

%&%$

(和莫西沙星'

"

/

i'%&)E%

#

-

#

%&%$

(,而左氧氟沙星耐药率与莫西沙星耐药率

之间差异无统计学意义'

"

/

i%&$$0

#

-i%&DF

(-

二+氟喹诺酮类药物交叉耐药情况分析

具体结果见表
/

-结核分枝杆菌对左氧氟沙

星+莫西沙星+加替沙星和司帕沙星的
H>T

呈现出

正态分布的特点-其中#左氧氟沙星+莫西沙星+加

替沙星和司帕沙星的峰值'出现频度最高的
H>T

值(分别为
/

+

$

+

%&/E

和
%&/E

$

<

"

24

-对左氧氟沙

星耐药的
$$%

株结核分枝杆菌中#分别有
(%&(J

'

$%%

"

$$%

(+

0$&DJ

'

0)

"

$$%

(和
E(&$J

'

)E

"

$$%

(的

菌株对莫西沙星+加替沙星和司帕沙星耐药,而在
/%

株左氧氟沙星敏感的菌株中#还发现有
D

株和
$

株

对莫西沙星和司帕沙星耐药-

在莫西沙星+加替沙星和司帕沙星交叉耐药方

面#总计有
$$%

株菌株对
'

种药物中的至少
$

种耐

药-其中对
'

种均耐药者有
0/

株'

'D&/J

#

0/

"

$$%

(-

在对加替沙星耐药的
0)

株菌株中#有
0E

株对莫西

沙星耐药#占
(F&DJ

'

0E

"

0)

(,在对司帕沙星耐药的

))

株菌株中#有
)0

株对莫西沙星耐药#占
(F&%J

'

)0

"

))

(-而在对莫西沙星耐药的
$%D

株菌株中#对

加替沙星或司帕沙星耐药的菌株分别占
0$&FJ

'

0E

"

$%D

(和
E(&'J

'

)0

"

$%D

('图
$

(-

括号内数字为各药的耐药菌株总株数#其他数字的单位为)株*

图
=

!

莫西沙星+加替沙星和司帕沙星
'

种药物之间的交叉耐药情况

讨
!!

论

本研究首次对我国氟喹诺酮类耐药菌株交叉耐

药情况进行了系统研究#初步获得了一些具有指导

意义的耐药数据-

一+氧氟沙星耐药菌株对不同氟喹诺酮类药物

的耐药情况

随着用药时间的延长#氟喹诺酮类药物的耐药

性有增高趋势%

F

&

-本研究结果表明#对氧氟沙星耐

药的菌株对不同氟喹诺酮类药物的耐药率从低至高

表
=

!

$'%

株氧氟沙星耐药结核分枝杆菌对
E

种氟喹诺酮类药物不同
H>T

值的分布情况'株(

氟喹诺酮类

药物

H>T

分组'

$

<

"

24

(

(

%&$/E %&/E %&E $ / 0 D $) '/

耐药菌株数

合计

氧氟沙星3

% % % % 0D ') ') D / $'%

左氧氟沙星3

% % ' $F F' '% ) % $ $$%

莫西沙星:

E $F /$ '$ /( $E $$ $ % $%D

加替沙星:

/$ )' /( $' / $ % $ % 0)

司帕沙星:

$' E$ /E /) $' $ % % $ ))

注 3

!氧氟沙星和左氧氟沙星的耐药临界浓度为
/

$

<

"

24

#当受测结核分枝杆菌
H>T

$

临界浓度时#判定为耐药,

:

!莫西沙星+加替沙星和司帕

沙星的耐药临界浓度为
%&E

$

<

"

24

#当受测结核分枝杆菌
H>T

$

临界浓度时#判定为耐药

表
>

!

分别对莫西沙星+加替沙星和司帕沙星同时耐药的菌株对左氧氟沙星的交叉耐药情况

药物种类
左氧氟沙星耐药'

$$%

株( 左氧氟沙星敏感'

/%

株(

耐药菌株数 比率'

J

( 耐药菌株数 比率'

J

(

莫西沙星'

$%D

株(

$%% (%&( D 0%&%

加替沙星'

0)

株(

0) 0$&D % %&%

司帕沙星'

))

株(

)E E(&$ $ E&%

$

EE0

$

中国防痨杂志
/%$0

年
)

月第
')

卷第
)

期
!

T6#-U=-9#9V:N;8

#

UV-N/%$0

#

I"4&')

#

Q"+)



的顺序为加替沙星
#

司帕沙星
#

莫西沙星
#

左氧氟

沙星#上述耐药率的顺序#与不同氟喹诺酮类药物的

使用时间和频度有密切关系-其中左氧氟沙星是

E

种氟喹诺酮类药物中应用时间最长的药物#而加

替沙星和司帕沙星作为第四代氟喹诺酮类药物#由

于使用时间较短且不良反应发生率较高%

F

&

#在临床

上使用较少#因此耐药率显著低于左氧氟沙星-此

处特别值得注意的是#莫西沙星虽然属于第四代氟

喹诺酮类药物#但是由于其广泛应用于抗结核病及

非特异性细菌感染#因此耐药率较高,鉴于莫西沙星

在治疗耐多药和广泛耐药结核病中的重要作用#提

示应当重视莫西沙星在临床中的规范使用-

二+不同氟喹诺酮类药物交叉耐药原因

氟喹诺酮类药物主要作用于结核分枝杆菌

?Q=

拓扑异构酶%

$$.$/

&

#由于具有类似的耐药机制#

因此氟喹诺酮类药物间存在明显的交叉耐药%

$/.$'

&

-

但是对第二代和第三代氟喹诺酮类药物耐药的菌株

可能对第四代氟喹诺酮类药物敏感#上述现象在肠

道细菌及鲍曼不动杆菌药物敏感性试验中均有报

道%

$0.$E

&

-本研究表明#对加替沙星耐药的菌株均对

其他
0

种氟喹诺酮类药物耐药,而对左氧氟沙星耐

药的菌株中有
ED&/J

'

)0

"

$$%

(和
0%&(J

'

0E

"

$$%

(

分别对加替沙星和司帕沙星敏感,而对莫西沙星耐

药的菌株仍有
ED&'J

'

)'

"

$%D

(和
0%&FJ

'

00

"

$%D

(

分别对加替沙星和司帕沙星敏感-由此可见#对氧

氟沙星+左氧氟沙星或莫西沙星耐药者使用加替沙

星和司帕沙星仍可能有较好的疗效-单向交叉耐药

性#反映了不同氟喹诺酮类药物之间与药物靶标结

合位点空间构象不同#推测一些与氟喹诺酮类药物

低浓度耐药相关的基因突变对加替沙星和司帕沙星

影响较小#本研究结果提示#对于耐多药及对左氧氟

沙星耐药的结核病患者#加替沙星可以作为一个潜

在的备选药物-

近期的多项研究表明#

?Q=

拓扑异构酶不同突

变位点与不同的氟喹诺酮类药物的耐药相关-其中

!"

#$

基因的
?(0B

突变与所有氟喹诺酮类药物高

浓度耐药相关%

$/

&

#而
=F0@

突变与低浓度的莫西沙

星耐药相关#但是对氧氟沙星和左氧氟沙星敏感,而

!"

#%

基因
?E%%B

和
?E%%Q

的突变仅引起对左氧

氟沙星和氧氟沙星耐药#而
QE'D_

和
GE'(Q

突变

仅与莫西沙星耐药有关%

$).$F

&

-上述研究结果表明

不同氟喹诺酮类药物之间由于空间结构不同#与

?Q=

拓扑异构酶结合位点不完全相同#特别是部分

结合力较弱的位点#从而导致了同一突变对不同氟

喹诺酮类药物的敏感性不同-

三+不同氟喹诺酮类药物
H>T

值分布的差异

本研究与之前研究结果类似#结核分枝杆菌对

左氧氟沙星+莫西沙星+加替沙星和司帕沙星的

H>T

呈现出正态分布的特点-但是不同药物的峰

值各有不同#其中#左氧氟沙星的峰值为
/

$

<

"

24

#

莫西沙星的峰值为
$

$

<

"

24

#而加替沙星和司帕沙

星的峰值为
%&/E

$

<

"

24

-上述差异可能主要与以

下一些因素相关!一方面#有研究表明在不同血药浓

度时#

'

种氟喹诺酮类药物表现出不同的抑菌活性#

上述研究提示氟喹诺酮类药物的渗透性在杀灭细胞

分枝杆菌的活性中是一重要目标%

$D

&

#同一株结核分

枝杆菌对不同氟喹诺酮类药物表现出不同的
H>T

值#其中莫西沙星和加替沙星比较低的
H>T

值和峰

值可能与其良好的渗透性有关,另一方面#除了结合

于
?Q=

拓扑异构酶抑制
?Q=

合成外#氟喹诺酮类

药物还可能介导细菌程序性死亡+染色体片段化及

活性氧簇'

;N389#LN"[

7<

N-,

P

N8#N,

(等途径#完成对

结核分枝杆菌的杀伤作用%

$(./%

&

-但是有报道表明

不同氟喹诺酮类药物采用上述不同的机制杀灭结核

分枝杆菌#因此氟喹诺酮类药物不同的
H>T

分布可

能与上述因素相关-

总之#本研究结果表明对氧氟沙星耐药的菌株

对不同氟喹诺酮类药物的耐药率顺序为加替沙星
#

司帕沙星
#

莫西沙星
#

左氧氟沙星-加替沙星和司

帕沙星的耐药率显著低于其他氟喹诺酮类药物-此

外#上述
E

种药物之间呈现出不同的交叉耐药性#其

中左氧氟沙星和莫西沙星交叉耐药#加替沙星和司

帕沙星与莫西沙星之间表现为单向交叉耐药-同

时#与结核分枝杆菌对加替沙星和司帕沙星等第四

代氟喹诺酮类药物的耐药率相比#其对莫西沙星有

较高的耐药率,此点提示应当加强对莫西沙星临床

使用的管理#以有效减少氟喹诺酮类药物耐药性的

产生-
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$征文及会议通知$

关于召开
>K=@

年结核病新诊断技术培训班的通知

为及时交流结核病科学研究工作动态#促进我国结核病

防治和科研工作进展#中国防痨协会基础细菌免疫专业委员

会联合1中国防痨杂志2期刊社定于
/%$0

年
)

月
/F

日至
F

月

/

日在陕西省延安市召开
/%$0

年结核病新诊断技术培训班-

本次大会将就当前国家结核病防治工作中的难题#如患

者发现+早期诊断+新诊断技术筛选评估+结核病的流行传播

规律等进行探讨-内容涉及结核病基础研究+免疫学研究进

展+结核病分子流行病学+结核病新诊断技术+实验室生物安

全及个人安全防护+菌种保藏及运输+分枝杆菌的实验室检

测等-培训班讲座初步安排如下!'

$

(赵国屏!结核分枝杆菌

基因组研究进展,'

/

(程京!转化医学与结核病防治,'

'

(金

奇!结核在科研重大专项中的问题,'

0

(马!结核临床中的

问题和难题,'

E

(赵顺英!儿童结核病诊断及治疗,'

)

(张文

宏!结核感染+诊断和治疗,'

F

(张海青!病理学在结核病诊断

中的应用,'

D

(鲁辛辛!临床实验室重要问题,'

(

(胡继红!临

床实验室质量控制,'

$%

(吴雪琼!结核分枝杆菌疫苗研究进

展,'

$$

(赵雁林!耐多药结核分枝杆菌进化与传播,'

$/

(胡忠

义!噬菌体展示技术在结核病研究中的应用-

参会者可获国家级继续医学教育学分证书-请各有关

单位组织人员踊跃参加-具体事宜如下-

$+

会议时间!

/%$0

年
)

月
/F

日至
F

月
/

日#

)

月
/F

日

为报到日#

F

月
/

日为撤离日-

/+

会议地点!陕西省延安市银海国际大酒店-

'+

会务费!

)%%

元'含资料费(-会议将统一安排食宿#

食宿及交通费自理-

0+

交通!本次会议不设接送站#请自行乘出租车前往会

议酒店-'

$

(机场!乘出租车
0%

元左右-'

/

(火车站!乘出租

车
/%

元左右-

E+

参会代表请将回执通过
123#4

或传真于
)

月
$E

日以

前报中国防痨协会基础细菌免疫专业委员会秘书处-联系

人!逄宇!
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中国防痨协会基础细菌免疫专业委员会

!中国防痨杂志"期刊社
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中国防痨杂志
/%$0

年
)
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