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结核分枝杆菌异质性耐药诊断方法的研究进展

袁阳 1，2，张泓 1，陈玲 1

【摘要】　结核病是严重威胁人类健康的慢性传染病之一。近年来结核病耐药现象较为严重，且耐药结核病发病

率不断升高，已成为结核病防治工作的难点。异质性耐药是一种特殊的耐药现象，可导致耐多药、多耐药、全耐药菌

株出现，故早期诊断并制定有效的抗结核方案对结核病防控工作具有重要临床意义。本文综述了结核分枝杆菌异质性

耐药诊断方法的研究进展，以期为临床早期诊断耐药结核病提供参考。
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【Abstract】　Tuberculosis （TB） is one of chronic infectious diseases that seriously threating the human health.
In recent years，drug resistant tuberculosis became one of clinical questions with the morbidity increased year by year.
Heteroresistance is a special drug resistance type，may lead to multi-drug resistant and extensive drug resistant mycobacterium 
tuberculosis，so it is with great clinical significance to early diagnose TB and make effective anti-TB programmes in the 
prevention and control of TB.This paper reviewed the progress on diagnostic methods of heteroresistance in mycobacterium 
tuberculosis，to provide a reference for early diagnosis of drug resistant TB on clinic.
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结核病是由结核分枝杆菌（MTB）感染引起的慢性传染

性疾病。异质性耐药是一种特殊的耐药现象，迄今为止，异

质性耐药在利福平、异烟肼、链霉素、乙胺丁醇及氟喹诺酮

中均有报道［1-2］；此外，耐多药结核病（MDR）及敏感、多

耐药或单耐药菌株亦存在异质性耐药［1，3-7］，该现象可能是

菌株对利福平、异烟肼、链霉素、乙胺丁醇及氟喹诺酮敏感

性发生变化的原因之一［8］，分析其发生机制主要为混合感染

或单一菌株分化成耐药和敏感菌株［2，9-10］。自 1975 年首次发

现结核菌异质性耐药至今［11］，异质性耐药一直是药物敏感试

验（DST）和 GeneXpert 法诊断菌株耐药假阴性率不断增加的

原因之一［12-13］，而早期诊断异质性耐药对制定最佳抗结核方

案及抑制全耐药菌株出现具有重要意义［14］，但如何提高异质

性耐药检出率是目前临床研究难题。笔者通过检索相关文献，

综述了 MTB 异质性耐药的诊断方法，以期为临床早期诊断耐

药结核病提供参考。

1　表型 DST
结核杆菌生长缓慢且具有生物危害，故表型 DST 存在成

本较高、费时及可比性较差等缺点［15］；此外，表型 DST 诊

断异质性耐药的灵敏度较低［16］。VAN DEUN 等［17］研究结果

显示，表型 DST 很难检测出低水平利福平耐药，分析其原因

可能与耐利福平菌株数量少及生长缓慢有关［18］。既往研究

结果显示，MTB 异质性耐药是导致表型 DST 结果不同的主要

原因之一［19］。与表型 DST 相比，微量肉汤稀释法对乙胺丁

醇和异烟肼耐药的检出率较高［20-21］，但不能检测出低水平利

福平耐药［18］。近年来，临床出现很多新的、快速的表型 DST
方法，虽然在不同实验室行表型 DST 或培养基前处理对检测

结果无明显影响［4，22］，但传统比例法仍是目前公认的诊断耐
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药菌株（耐药菌株占总菌株比例 >1% 时）较可靠、敏感的实

验室方法［23］。

2　基因型 DST
MTB 是单倍体菌株，其基因组的每个位点均有单一核苷

酸代表 DNA［24］。因此，异质性耐药可理解为菌群在特定耐

药位点上核苷酸的不均匀［1］。既往研究结果显示，在抗生

素诱导下抗性菌株比例不断增加，直到突变的等位基因频率

>95% 才停止［25］。目前，诊断异质性耐药的技术主要为传统

DST 培养出多个亚克隆［9］及基于聚合酶链反应（PCR）原理

的技术〔如 DNA 直接测序［26］、限制性片段长度多态性（RFLP）

技术［1］、线性探针（LPA）［27］、高通量测序［28］及全基因组

测序等〕检测出突变体和野生型共存。

2.1　DNA 直接测序　在单一基因分型存在前提下，DNA 直

接测序是鉴定特定位点突变导致异质性耐药的主要方法［24］。

DNA 直接测序是指采用光学方法对 gyrA、gyrB、rpoB 基因突

变体进行序列分析，目前被认为是诊断利福平、氟诺酮类药

物异质性耐药的金标准［16，29］。ZHANG 等［21］研究发现，与

表型 DST 和微量肉汤稀释法相比，DNA 直接测序不受利福平

耐药菌株数量限制，但其仅能发现 10% 的利福平异质性耐药

菌株。目前，采用现有的分子生物学方法（特别是 DNA 直接

测序）检测 MTB 异质性耐药仍存在困难［30-31］，其原因是检

测基因突变的灵敏度较低或无法检测其他突变位点。

2.2　测序图谱分析　测序图谱分析结果显示，图谱中同时出

现同一位点低频耐药突变（非测序错误）和野生型测序曲线

则提示菌株是由野生型和少量突变亚组组成［32］。因此，使用

分子克隆和测序图谱分析可将表型 DST 和基因型 DST 结果不

一致降到最低［6，32］。

2.3　分子分型　MARTÍN 等［33］研究结果显示，RFLP 技术、

DR 区寡核苷酸序列分型方法、MIRU-VNTR 技术是检测混合

感染的最佳方法。此外，ClassTR、LPA、高通量测序及全基

因组测序等也用于检测混合感染。

2.3.1　RFLP 技术　RFLP 技术是基于插入序列 IS 6110 的一种

方法。序列 IS 6110 仅存在于 MTB 复合体中，通常为多个拷贝，

拷贝数取决于换位频率，拷贝数差异是导致序列 IS 6110 多态

性的主要原因［34］，故序列 IS 6110 是 MTB 基因分型的特异性

分子标志物［35］。RFLP 技术的主要优势是稳定性良好、重现

性较高及鉴别能力较强，故有研究将其作为 MTB 基因分型的

金标准［36］。RFLP 技术的主要缺点是在菌量较少或 <5 个序

列 IS 6110 拷贝的菌株中检测能力较低［37］。

2.3.2　DR 区寡核苷酸序列分型方法　DR 区寡核苷酸序列分

型方法是以 PCR 为基础的一种快速分型方法［38］，其利用杂

交法来检测 MTB 中 43 个间隔区序列，从而对 MTB 进行分型。

DR 区寡核苷酸序列分型方法的优点是简单、高通量、高性价

比，缺点主要包括以下两个方面：（1）因一种分型可能由所

有菌株累积的间隔区序列或混合感染中的主要菌株决定［39］，

故 DR 区寡核苷酸序列分型结果易受影响，但有学者认为找到

DR 区寡核苷酸序列分型和混合感染之间的联系就能减少混合

感染的影响［40］；（2）DR 区寡核苷酸序列分型方法无法鉴

别相同家族的不同菌株感染及未明确家族（如 Manu）菌株的

混合感染［41］。

2.3.3　MIRU-VNTR 技术　MIRU-VNTR 技术是检测混合感染

的主要方法之一，近年来应用较为广泛［42］。MIRU 是结核病

基因组中 40 ～ 100 bp 的重复序列，VNTR 是所有真核生物的

基因组串联重复序列［43-44］。SHAMPUTA 等［45］研究结果显示，

MIRU-VNTR 技术可用于检测亚克隆群体和混合感染，其作用

原理如下：首先利用与侧翼区互补的特殊引物对 12 个可变串

联重复序列位点进行自动 PCR 分析，然后使用凝胶电泳及计

算机进行自动化基因分型，在同一样本中具有不同基因座的

不同 MIRU-VNTR 模式的生物体及在单一基因座中具有不同

MIRU-VNTR 模式的亚克隆株均被定义为混合感染［39，46］。

2.3.4　ClassTR　ClassTR 主 要 利 用 来 自 菌 株 的 多 位 点 可 变

数目串联重复序列分析（MLVA）信息的分型系统，该系

统会显示几个预先选取的基因座的重复区域拷贝数［47-48］，

而 拷 贝 数 变 异 体（CNV） 可 区 分 混 合 感 染 和 突 变 菌 株。

CHINDELEVITCH 等［49］研究结果显示，ClassTR 的分类能力

较标准方法更强。

2.3.5　LPA　GenoType MTBDRplus 和 MTBDRsl 是两种不同用

途的 LPA，分别用于检测一线、二线抗结核药物耐药性，两

者作用原理均为先扩增 MTB 复合物中 DNA 片段，然后将扩

增后的 DNA 片段与固定在硝化纤维素条上的特异性探针进行

杂交。GenoType MTBDRplus 试剂盒是指应用核酸反向线性探

针杂交技术检测利福平与异烟肼耐药的相关基因［50］。既往研

究结果显示，采用 LPA、直接对 gyrA 突变基因体测序及 DR
区寡核苷酸序列分型方法直接对 gyrA 和 gyrB 突变基因体测序

等检测菌株对氟喹诺酮异质性耐药的最低耐药菌株比例分别

为 20%、23%、21%［2，5-6］。不同文献报道 LPA 检测最低耐

药菌株比例各不相同［2，25，51-52］，分析其原因可能与当地结核

病和 MDR 流行状况、分型方法及分离菌来源（培养或直接标

本）不同有关［51］。

2.3.6　 高 通 量 测 序　 高 通 量 测 序 包 括 454 焦 磷 酸 测 序 和

Illumina（Solexa）测序，其精度较高、产量较高、灵敏度较

高、运行成本较低。Illumina（Solexa）测序将微阵列技术与

可逆终止子技术相结合，在测序同时行大规模平行合成，然

后将基因组 DNA 或 cDNA 的随机片段以连接序列方式附着于

光学透明狭缝（流动细胞）表面流动；之后使用桥扩展方法

产生数以亿计的 DNA（也称为簇），每个簇中有 1 000~6 000
个拷贝相同的 DNA 模板；最后，将 DNA 中 4 种末端封闭的

碱基采用不同荧光标记并合成、测序。Illumina（Solexa）可

扩增个体 DNA 簇，且能在菌群中扩增低至 1％的突变［53］。

对于 MTB 中的低频变体，高通量测序比 Sanger 测序更为敏感，

而后者可检测到 >10% ～ 15％的次要等位基因频率［2，54］。

因此，使用高通量测序可发现更多对氟喹诺酮异质性耐药的

MTB［27］。

2.3.7　全基因组测序　全基因组测序过程较为复杂，首先是

从样本中提取基因组 DNA，然后随机打断 DNA，在电泳中回

收所需长度的 DNA 片段（0.2 ～ 5.0 kB），之后加入用于基

因簇制备或电子放大的连接，最后应用配对末端（Solexa）或

配对（SOLiD）方法对插入片段进行测序。目前，全基因组测
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序已能分辨出 12％耐药菌株比例的 MTB 混合感染［55］，但其

存在成本较高、数据分析较复杂、重复区域测序读数较短等

不足［42］。

3　表型 DST 和基因型 DST 的差异

既往研究表明，表型 DST 较基因型 DST 检测 MTB 异质

性耐药更为敏感［25，30］，但表型 DST 结果需要 4~6 周，基因

型 DST 结果则需要几个小时。大多数遗传学检测方法存在的

问题均是突变菌株必须在菌群中占相当比例时才能被检测出，

其中耐药菌株比例为 5%~50％时基因型 DST 检测异质性耐药

的灵敏度较低。鉴于目前基因型 DST 诊断氟喹诺酮异质性耐

药的灵敏度较低，因此世界卫生组织建议基因型 DST 只能用

于检测“纳入”的突变，故存在阳性突变结果［56］。

4　新的检测方法

低耐药比例的突变不能扩增到检测水平是测序的缺陷之

一，为了克服这一缺陷，科学家们开发了可以从突变体和野

生型序列混合物中优先扩增少数等位基因的新技术［31］。

4.1　低变性温度下的复合 PCR（COLD-PCR）　COLD-PCR
是结合高分辨率熔融和较低变性温度下共扩增的 PCR 技术，

其使 MTB 中可检测到利福平异质性耐药的耐药菌株比例从

20.0% 降至 2.5%，较分子线性探针杂交方法（MTBDRplus）

的 5% 更低［30-31］。由于每个扩增子在 PCR 反应中具有特定的

临界变性温度（Tc）［57］，故 COLD-PCR 是一种有效的分析

方法，其可以选择性地扩增来自野生型和含突变序列混合物

的低等位基因［58］。PANG 等［31］研究结果显示，使用 COLD-
PCR 检测 rpoB 耐药基因突变较普通 PCR 更为敏感，其可发现

87.0% ～ 95.2% 的耐药基因突变。

4.2　MeltPro TB/INH 分析　近期，中国食品和药物管理局批

准了 MeltPro TB/INH 分析的临床应用，其是一种基于双色闭

合试管、熔解曲线分析的实时 PCR，并采用特殊双重标记的

自淬灭探针［59-60］。MeltPro TB/INH 分析用于 MTB 的 inhA 启

动子（位置 -17 至 -8）、inhA94、katG315 中共检测到 30 个

异烟肼耐药突变位点，其优点是可以通过减慢 PCR 反应中温

度上升速率而检测到样本中低突变比例的异质性耐药，且与

各种主流实时 PCR 仪器兼容［61］。

4.3　双标记探针熔解温度检测（DLP）　DLP 探针是具有检

测突变能力的线性探针。有研究表明，SMB 检测结果较 DLP
更好，尤其是检测低突变菌株比例和氟喹诺酮异质性耐药［62］。

4.4　数字化 PCR　数字化 PCR 是基于单分子 PCR 的最新的

定量技术，通过使用计数的方法对 DNA 进行量化，故是一个

绝对的量化工具［63］。为了提高 PCR 检测的灵敏度和定量异

质性耐药，该方法将混合的 MTB DNA 稀释为单拷贝，因此，

即使亚群菌株仅占总菌群的 0.1%，使用数字化 PCR 也能检测

到异质性耐药［63］。

4.5　Sloppy Molecular Beacon　Sloppy Molecular Beacon 是指扩

大杂交范围、多融解温度（Tm）及使用多探针鉴定细菌种类

的方法［64］，其测试的目标区域是细菌的 16S-23S rRNA 基因

间隔区或 16S rRNA 基因［65］，因为这些 DNA 区域含有可以

鉴定细菌种类的高变序列［64］。

5　小结

当结核病患者依从性较差或药物剂量较低、用药间隔时

间较长时，由于间接暴露低于最低药物抑菌浓度，故可能出

现菌群对耐药菌株进行选择，进而逐渐出现异质性耐药甚至

耐多药菌株、全耐药菌株。因此，从某种意义上讲，异质性

耐药菌株是全耐药菌株的前体。此外，慢性感染时患者可能

同时感染具有不同药物敏感性的几个亚群，故异质性耐药菌

株也可能在慢性感染期间出现［66］。

目前，DST 结果尚不能检测出感染患者的全部 MTB 及结

核病患者体内单克隆菌株的耐药位点突变，且其结果还受到

MTB 菌株混合感染、培养物污染等影响。近年来，随着遗传

分析方法发展，新的检测方法检测异质性耐药的灵敏度升高。

因此，临床医生应选择合适的检测方法并制定有效的抗结核

方案以降低耐药结核病发病率及改善患者预后。
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《中国心血管病预防指南（2017）》冠心病二级预防要点

近年来，我国心血管病发病率、病死率仍处于持续增长阶段，且给我国带来沉重的社会及经济负担。为了更好地指导心血管病预防工作，

近期中国心血管病预防指南（2017）写作组、中华心血管病杂志编辑委员会撰写了《中国心血管病预防指南（2017）》。现将冠心病二级预防

要点介绍如下。

改善预后的药物

1　抗血小板治疗　若无禁忌证，冠心病患者均应长期服用阿司匹林（75 ～ 150 mg/d）；因存在禁忌证或不能耐受而无法服用阿司匹林者，

可采用氯吡格雷（75 mg/d）替代治疗。行经皮冠状动脉介入治疗（PCI）的患者，应联合应用阿司匹林和氯吡格雷至少 12 个月；氯吡格雷不能

耐受或有明确抵抗证据者，采用替格瑞洛或普拉格雷替代 治疗。

2　血管紧张素转换酶抑制剂（ACEI）和血管紧张素受体阻滞剂（ARB）　 绝大多数慢性冠心病患者均在长期使用 ACEI 治疗中获益，但获

益程度与患者危险程度有关。建议若无禁忌证，冠心病患者应长期服用 ACEI；具有适应证但不能耐受 ACEI 治疗者可服用 ARB。

3　β- 受体阻滞剂　β- 受体阻滞剂具有抗缺血及改善预后的双重作用。尽管目前对无心肌梗死或急性冠脉综合征（ACS）病史且左心室

功能正常的冠心病患者，推荐 β- 受体阻滞剂应用趋于保守，但仍建议若无禁忌证，冠心病患者均应长期应用 β- 受体阻滞剂。

4　他汀类药物　除能有效降低总胆固醇和低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）水平外，他汀类药物还具有延缓斑块进展、稳定斑块及抗炎等作用。

如无禁忌证，长期使用他汀类药物，使 LDL-C 降至 <1.8 mmol/L 是合理的。

抗心肌缺血的药物

1　硝酸酯类　舌下含服或喷雾用硝酸甘油仅作为心绞痛发作时症状缓解药物，也可在运动前数分钟使用，以减少或避免心绞痛发作。长效

硝酸酯制剂用于降低心绞痛发作频率及减轻心绞痛发作程度，并可能增加运动耐量。硝酸酯类药联合 β- 受体阻滞剂可有效增强抗心肌缺血能力，

并抵消心率增快等不良反应。

2　β- 受体阻滞剂　如上所述。

3　钙通道阻滞剂　对变异性心绞痛或以冠状动脉痉挛为主的心绞痛，钙通道阻滞剂是一线药物。

4　其他治疗药物　曲美他嗪可与 β- 受体阻滞剂等抗心肌缺血药物联用，也可作为传统治疗药物不能耐受时的替代药物。尼可地尔可预防

心绞痛发作，长期使用可改善心绞痛症状。

（来源：朱明恕与新编要点资料的博客）


