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摘　要:目的　检测耐多药结核病(MDRＧTB)临床分离株的环丝氨酸最低抑菌浓度(MIC),并从基因水平进行环丝氨酸

耐药机制的研究,为环丝氨酸的快速耐药测定提供理论依据.方法　采用 Middlebrook７H９液体培养基,在９６孔板中对１４０
株 MDRＧTB和３７株敏感结核分枝杆菌(MTB)临床分离株进行环丝氨酸药敏试验,筛选出对环丝氨酸耐药及敏感的菌株,再
对Ald、Alr、ddlA 基因进行突变位点及基因表达量的分析.结果　MDRＧTB对环丝氨酸的耐药率仅为４．２８％,初步将 MIC
≥３２μg/mL的结核分枝杆菌菌株判定为对环丝氨酸耐药;Ald、Alr、ddlA 基因位点突变与结核分枝杆菌对环丝氨酸耐药无

明显相关性,环丝氨酸耐药菌株在Alr基因位点处基因表达量明显高于敏感菌株.结论　目前临床的 MDRＧTB患者对环丝

氨酸的耐药率较低,使用环丝氨酸治疗 MDRＧTB是一种有效的选择.尚未发现明确的环丝氨酸耐药突变位点,但Alr基因的

过表达与 MTB环丝氨酸耐药高度相关,可能是其耐药的新机制.
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Abstract:Todetecttheminimuminhibitoryconcentrationof(MIC)circulatingserineinclinicalisolatesofmultidrugＧreＧ
sistanttuberculosis(MDRＧTB),westudiedtheresistancemechanismofthegenotypesofcycloserineＧresistanceMycobacterium
tuberculosis(M．tuberculosis),andprovidethescientificevidencefortherapidresistancedeterminationofcycloserine．The１４０
clinicalstrainsofdrugＧresistantM．tuberculosisand３７clinicalstrainsofdrugＧsusceptibleM．tuberculosiswereisolatedand
testedbyMiddlebrook７H９liquidmediumin９６Ｇwellplate．TheAld,AlrandddlA mutationsandgeneexpressionlevelswere
analysedtodefinethemechanismofcycloserineＧresistantM．tuberculosis．TheresultsshowedcycloserineＧresistancerateswere

aslowas４．２８％in１４０strainsofdrugＧresistantM．tuberculoＧ
sis,wepreliminarilydefinedtheMICsofM．tuberculosis ≥３２

μg/mLascycloserineＧresistance．TherewerenosignificantcorＧ
relationsbetweenAld,Alr,ddlA gene mutationsandcyＧ
closerineＧresistantM．tuberculosis．TheAlr geneexpression
levelsincycloserineＧresistantM．tuberculosisweresignificantly
higherthanthoseincycloserineＧsusceptibleM．tuberculosis．It
isindicatedthatthedrugresistancerateofcycloserineislowin
MDRＧTB,suggestingthatcycloserinecanbeaneffectiveand
reliableclinicalchoicefortreatmenton MDRＧTB．ThecyＧ
closerineＧresistancemutationinMTBhasnotbeenfound,yet
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theoverexpressionofAlrgenefoundtobehighlyrelatedtothecycloserineＧresistanceofMTB,providingapossibleexplanation
ofMTBresistancemechanism．
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　　耐药结核病是造成结核病疫情居高不下的主要

因素之一,MDRＧTB(耐多药结核病)及XDRＧTB(广
泛耐药结核病)的治疗是控制耐药结核病的关键.
环丝氨酸(Cycloserine,Cs),１９８２年就被美国 FDA
批准上市,其抗结核分枝杆菌的作用弱于异烟肼及

链霉素,世界卫生组织最新的耐药结核病治疗指

南[１]将环丝氨酸列入治疗 MDRＧTB的核心药物之

一.根据国内外已有的报道提示结核分枝杆菌对环

丝氨酸的耐药率较低[２Ｇ５],然而近年来,随着指南的

出台及耐药结核病疫情的控制压力,国内外使用环

丝氨酸的病例在逐步增多,却仍然缺乏可靠的环丝

氨酸的药敏实验方法,也缺乏目前流行的结核分枝

杆菌(Mycobacteriumtuberculosis,MTB)对该药的

耐药情况的了解.因此,本研究通过一定数量的

MTB临床分离株的药敏试验,了解 MDRＧTB 及

XDRＧTB临床分离株对环丝氨酸的耐药情况,为未

来有效的优化抗结核方案提供可靠的依据.目前国

际上对环丝氨酸采取的药敏方法大都是以罗氏固体

培养基为基础的绝对浓度法和比例法[２Ｇ５],该培养基

的制作需要加热[６],药物存在着一定程度的损失,因
此,本研究选取 Middlebrook７H９液体培养基,在
９６孔板中建立液体药敏实验方法,根据对１４０株耐

药 MTB临床分离株及３７株全敏 MTB临床分离株

的 MIC结果,寻找判定 MTB对环丝氨酸耐药的临

界值.
在环丝氨酸耐药机制的研究中,环丝氨酸可能

起作用的靶标基因点为Ald、Alr、ddlA,由于目前

研究耐药机制的方法都是将基因克隆、转化到大肠

杆菌中进行研究[７Ｇ８],并非针对来自临床的环丝氨酸

耐药的分离菌株进行研究,因此,本研究通过上述的

液体药敏法从临床病人的痰标本 MTB分离株中筛

选出环丝氨酸耐药的菌株,并随机抽取对环丝氨酸

敏感的菌株,与 H３７Rv标准株一起,提取 DNA 和

RNA,针对Ald、Alr、ddlA 基因点设计引物,分别

进行PCR基因扩增及RealＧtimePCR扩增,分析对

环丝氨酸耐药株有无明确的基因突变或有无基因表

达量的变化,为建立环丝氨酸耐药的快速分子检测

方法提供理论依据.

１　材　料

１．１　 菌株来源 　 结核分枝杆菌标准株 (H３７Rv
ATCC２７２９４)购自国家菌种保藏中心,１７７株 MTB
临床分离株来自上海市肺科医院结核科收治的患

者,其中１００株 MDRＧTB、４０株 XDRＧTB及３７株

全敏 MTB临床分离株.肺结核病的诊断遵循中华

医学会结核病分会制定的«肺结核诊断和治疗指南

标准».对临床标本判断是否耐药的实验室药敏方

法为 BACTEC MGIT９６０法,MDRＧTB 指体外药

敏实验证实至少同时对异烟肼和利福平耐药的

MTB,XDRＧTB指体外药敏实验证实至少同时对

异烟肼和利福平耐药外,还对任何氟喹诺酮类药物

耐药,以及３种二线注射类药物(卷曲霉素、卡那霉

素和阿米卡星)中的至少１种耐药的结核病.全敏

MTB是指使用BACTECMGIT９６０法检测对所有

检测的药物(异烟肼、利福平、链霉素、乙胺丁醇、氧
氟沙星、卷曲霉素、阿米卡星)均敏感[９].

１．２　主要试剂与仪器　环丝氨酸药物、吐温Ｇ８０购

自美国 Sigma公司;药敏培养基所用的药物 MidＧ
dlebrook７H９Broth、MiddlebrookOADCEnrichＧ
ment均购自美国 Becton,DickinsonandCompaＧ
ny;结核分枝杆菌的分离培养中所用的营养增菌液

参考«结核病诊断实验室检验规程»[６]于实验室中自

制;注射用青霉素钠购自华北制药股份有限公司;

GNP一９２７００隔水式培养箱购自上海精宏实验设

备有限公司.

２　方　法

２．１　试剂配置　液体培养基的配置:向２７０ mL
Middlebrook７H９液体培养基中加３０mL MiddleＧ
brookOADCEnrichment、７５０μL５％的吐温Ｇ８０、
加入青霉素使其终浓度为１００单位/mL.药物配

置:环丝氨酸用上述液体培养基配制,然后用０．２２

μm 无菌滤器(美国 Millpore公司)过滤除菌 ,分装

保存于－７０℃,实验前将含环丝氨酸的液体培养基

加入９６孔 U型培养板中,每孔１００μL,将配好的药

敏板置于３７℃恒温培养箱过夜,若没有污染,则可

进行下一步实验.
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２．２　MIC检测　按«结核病诊断细菌学检验规程»
规定要求进行分离培养、分枝杆菌菌种初步鉴定.
将待检结核分枝杆菌临床分离株转接到５mL 的

Middlebrook７H９液体培养基中,在３７℃恒温培养

箱中培养两周后,加人玻璃珠在涡旋振荡器上磨菌

５~１０min后静置１０~１５min,取上层均匀的悬浊

液用 Middlebrook７H９液体培养基比浊至１mg/

mL待用.在含药９６孔 U型板中,每孔加入稀释后

的１００μL含有菌液的液体培养基,使菌液终浓度为

１０－２ mg/mL,加入菌液后药物的终浓度为１２８,６４,

３２,１６,８,４,２,１μg/mL,同时设置１００％菌量生长

对照孔、１０％菌量生长对照孔、１％菌量生长对照孔

和阴性对照孔,贴上封板膜 ,３７ ℃恒温培养,每天

观察１次结果,２周后记录每株菌的 MIC结果.

２．３　结果读取　用放大镜观察并记录结果,孔底出

现肉眼可见白色菌体沉淀的为阳性,无肉眼可见菌

体沉淀的为阴性,每个药物出现阴性的最低药物浓

度为 MIC值.

２．４　质量控制　每次实验均以 H３７Rv为质量控

制,同一菌株的 MIC值重复检测３次.

２．５　PCR基因扩增及测序　根据 MIC结果,筛选

出３株对环丝氨酸耐药 MTB菌株和５３株对环丝

氨酸敏感的 MTB菌株,与 H３７Rv标准株进行培养

两周后抽提基因组 DNA.运用 PrimeSTARPCR
反应试剂(购自 Takara公司),配制５０．０μL反应体

系:１０．０μL５×PSBuffer,４．０μLdNTP Mix,０．５

μLPrimeSTAR,正向、反向引物(１０μmol/L,引物

序列见表 １)各 １．０μL,DNA 模板 ２．０μL,补加

ddH２O至５０．０μL,于PCR仪器上运行程序:９５℃
１０s,６５℃１０s,７２ ℃ ３０s×３５;７２ ℃ ７min×１;

４℃ ∞.制作１％的琼脂糖凝胶,扩增结束后,进行

电泳检测,扩增成功的送华大基因公司进行基因测

序.运用 BioEdit、DNAMAN 和 Chromas软件对

测序成功的序列进行比对分析.

表１　PCR扩增引物序列

Tab．１　PrimersequenceofPCRamplification

基因

名称

引物

名称
引物序列(５′→３′)

片段

大小

Ald ２７８０ F:CCTCATCAAGTTCAGCGGGT １２１６bp
R:CTTCCCTTACTCCCGACGTG

Alr ３４２３ F:CACTGCAACTGTTTCCTGCC １３２７bp
R:CTTTCGGTCGTCTGCGGATA

ddlA ２９８１ F:TGCGTCGTCGAGATACTTGG １０００bp
R:TCATAAAGGGCTGTCGGTGG

２．６　RealＧtimePCR　根据 MIC结果,筛选出３株

环丝 氨 酸 耐 药 株 及 ５３ 株 环 丝 氨 酸 敏 感 株,与

H３７Rv标准株一起进行培养２周后抽提 RNA.运

用PrimeScriptTM RTreagentKitwithgDNAErasＧ
er试剂盒(购自 Takara公司),根据说明书配制反

应体系并对 RNA 进行逆转录,得到cDNA.再运

用SuperRealPreMix(SYBR Green)试剂盒(购自

TIANGEN公司),进行RealＧtimePCR反应.首先

向每支２×SuperRealPreMixPlus中加入５０μL５０
×ROXReferenceDye,之后于冰上配制２０．０μL反

应体系:１０．０μL２×SuperRealPreMixPlus,正向、
反向引物(１０μmol/L,引物序列见表２)各０．６μL,

５．０μLcDNA,补加 RNaseFreeddH２O 至 ２０．０

μL.配制好后,于荧光定量 PCR 仪(ABI７５００)中
运行程序:９５℃１５min×１;９５℃１０s,６０℃３０s,

７２℃１min×４０.

表２　RealＧtimePCR引物序列

Tab．２　PrimersequenceofrealＧtimePCR

引物名称 引物序列(５′→３′)

SIGA F:GAGATCGGCCAGGTCTACGGCGTG

R:CTGACATGGGGGCCCGCTACGTTG

mRNA２７８０ F:GCACCACGTCAATTGCCTAC

R:GGGTTCGCATCAGGTGGTAA

mRNA３４２３ F:TCGCATATGGTTTACGCCGA

R:GATAGATGCGCCACCTCGAA

mRNA２９８１ F:AATGCGGTGTGCTCGAAATG

R:TGCGTCGTCGAGATACTTGG

２．７　统计学分析　运用 Origin９．０对１７７株 MTB
临床分离株的 MIC结果进行作图分析.采用SPSS
１９．０对数据进行统计学分析.

３　结　果

３．１　MTB临床分离株的 MIC结果　１００株 MDRＧ
TB、４０株XDRＧTB及３７株全敏 MTB的 MIC结果

显示,由表３及图１可见,耐药和全敏 MTB的 MIC
值大小及分布没有太大的差别,对其进行统计学分

析,P＝０．６８１＞０．０５,表明差异不存在统计学意义.
与敏感 MTB菌株比较,两组的 MIC无明显差异,
证明目前大多数的 MDR的结核分枝杆菌菌株大部

分也对环丝氨酸敏感,在 MIC检测数值中发现耐药

菌株中(MDRＧMTB、XDRＧMTB)仅有几株 MIC值

较高,最高达３２μg/mL,大部分耐药菌株的 MIC值
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介于８~１６μg/mL之间,因此,本研究将微量液体

药敏方法中界定结核菌对环丝氨酸耐药的药物浓度

值初 步 定 为 ３２μg/mL,即 MIC≥３２μg/mL 的

MTB菌株为对环丝氨酸耐药,反之则敏感.根据这

个结果,计算得出在１４０株耐药 MTB临床分离株

对环丝氨酸的耐药率仅为４．２８％.由此推测,目前

临床上病例即便是 MDRＧTB和 XDRＧTB对环丝氨

酸仍然敏感,将环丝氨酸用于 MDRＧTB和XDRＧTB
治疗理论上具有较高的疗效.

３．２　PCR基因扩增测序结果　根据 MIC结果,筛
选出３株对环丝氨酸耐药的 MTB和５３株对环丝

氨酸敏感的 MTB以及 H３７Rv 标准株,对Ald、Alr、

ddlA 基因位点进行 PCR 扩增及测序,结果表明,
无论是对环丝氨酸耐药的 MTB还是敏感的 MTB,

Alr和ddlA 基因点皆无突变;而Ald 启动子处大

部分 MTB都发生了突变(见表４).因此,我们对

Ald启动子处的突变和 MTB是否对环丝氨酸耐药

进行了Fisher相关性分析,P＝０．１５５＞０．０５,由此

进行推测,该点的突变与菌株是否对环丝氨酸耐药

可能不相关.

表３　１４０株耐药 MTB和３７株全敏

MTB菌株 MIC值分布(株)

Tab．３　MICsof１４０strainsofdrugＧresistantand
３７strainsofdrugＧsusceptibleMTB

种类 株数
MIC值(μg/mL)

１ ２ ４ ８ １６ ３２ ６４ １２８

敏感菌 ３７ ０ ０ １ ７ ２７ １ ０ ０

MDRＧMTB １００ ０ ０ ０ ３９ ５９ ２ ０ ０

XDRＧMTB ４０ ０ ０ ０ １１ ２４ ４ ０ ０

　　注:敏感菌和 XDRＧMTB中各有一株未长

图１　１４０株耐药结核分枝杆菌和３７株全敏结核分枝杆

菌的 MIC值

Fig．１　 MICsof１４０strainsofdrugＧresistantand３７
strainsofdrugＧsusceptiblemycobacterium

表４　结核分枝杆菌对环丝氨酸耐药性×Ald
启动子有无突变交叉制表

Tab．４　Tuberculosisresistancetocycloserineinthemutation
ofAldcrosstabulation

Ald 启动子
合计

有突变 无突变

结核分枝杆菌对环丝 耐药 ２(２．８４) １(０．１６) ３

氨酸的敏感性 敏感 ５１(５０．１６) ２(２．８４) ５３

合计 ５３ ３ ５６

３．３　RealＧtimePCR扩增结果　根据图２,可以明

确的看到对环丝氨酸耐药及敏感的 MTB在Ald、

Alr及ddlA 处基因表达量的对比,对其进行统计

学分析(见表５),结果表明,对环丝氨酸耐药及敏感

的 MTB在 Ald、ddlA 处基因表达量无统计学差

异,环丝氨酸耐药菌Alr基因表达量高于环丝氨酸

敏感菌,差异具有统计学意义,P＝０．０００３.因此,
结核分枝杆菌中 Alr基因的过表达可作为提示环丝

氨酸耐药的标志.

图２　(a)(b)(c)分别为对环丝氨酸耐药和敏感结核分枝杆菌的Ald、Alr、ddlA 点基因表达量

Fig．２　(a)(b)(c)isthegeneexpressionofDＧcycloserineＧresistantandsusceptibleinAld,Alr,ddlArespectively
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表５　对环丝氨酸耐药和敏感的 MTB基因表达量统计学差异

Tab．５　Statisticallydifferencesingeneexpressionlevel
betweenDＧcycloserineＧresistantandDＧcycloserineＧ

susceptiblemycobacterium

P 值

Ald 表达量 Alr表达量 ddlA 表达量

对环丝氨酸耐药

的 MTB
０．５３６＞０．０５ ０．０００３＜０．０５０．４５４＞０．０５

对环丝氨酸敏感

的 MTB

４　讨　论

结核病是危害人类健康的重大传染病之一,我
国的结核病疫情位居全球第３,最近数据显示全球

新发结核病人１０４０万[１０].由于管理、药物、患者方

面以及 HIV/AIDS流行、缺乏抗结核新药等因素的

存在,造成了耐药结核病的发生及流行,这对结核病

有效护理和预防结核病全球化产生了一定程度的阻

碍.MDRＧTB及 XDRＧTB治疗成功率低下.我国

仍然是 MDRＧTB高负担国家.临床上需要一种有

效药来对治耐药结核病,环丝氨酸是美国于上世纪

７０年代研制出的产品,由于其具有精神、神经系统

的副作用,长期以来得不到临床的广泛应用.该药

在近五年的时间内逐步在国内外得到广泛应用,本
研究则是从大批量的来自临床的 MDRＧTB菌株进

行环丝氨酸耐药检测及机制方面的初探.
首先从耐药检测方法的探索方面,目前对 MTB

环丝氨酸的药敏检测方法是以罗氏固体培养基为基

础的绝对浓度法和比例法,近年来国内外有少数研

究进行了对该药的耐药率检测,比如俄罗斯一项研

究[３]２００１－２００２年间采用比例法测得６９株 MDRＧ
TB对环丝氨酸的耐药率为７．４％.韩国[５]２０１０－
２０１４年间用绝对浓度法测得３７８例 MDRＧTB对环

丝氨酸的耐药率仅为７．１％.陈松华等[１１]使用绝对

浓度法,对浙江省３０个县区抽取的１０７７株结核分

枝杆菌测得的环丝氨酸耐药率仅为５．７７％,赵冰

等[１２]采用比例法,对从耐药基线调查点选取的１２６
株 MDRＧTB测得的环丝氨酸耐药率为１３．５％,相比

于其他抗结核药物 MTB对环丝氨酸的耐药率是较

低的.但绝对浓度法和比例法无法准确判断 MTB
对环丝氨酸耐药的临界值并且药物存在热损失,本
研究针对上述问题,建立了微量 MIC法检测结核分

枝杆菌的耐药性,并用临床分离株进行初步验证.
通过对１７７株 MTB临床分离株的微量 MIC值判

断结果显示,耐药 MTB和全敏 MTB的 MIC值无

统计学差异,且绝大部分菌株的 MIC都介于８μg/

mLＧ１６μg/mL之间,只有个别菌株的 MIC值为３２

μg/mL,因此,将微量 MIC法中界定 MTB对环丝

氨酸耐药的药物浓度值初步定为 ３２μg/mL,即

MIC值高于或等于３２μg/mL的为耐药,反之则敏

感,从而计算出１４０株耐药 MTB临床分离株对环

丝氨酸的耐药率仅为４．２８％,这说明环丝氨酸在治

疗耐药性结核分枝杆菌中有应用价值,值得在临床

上推广应用.
其次从耐药机制的探索方面,环丝氨酸是 DＧ丙

氨酸类似物,与其他药物无交叉耐药性,作为二线抗

结核药物用于 MDRＧTB 和 XDRＧTB 的治疗[１３].

Ald、Alr和ddlA 基因分别编码 LＧ丙氨酸脱氢酶、
丙氨酸消旋酶和 DＧalaＧDＧala连接酶,与 MTB细胞

壁的形成有关,Ald 在 NADH 的参与下催化丙酮

酸转化为LＧ丙氨酸,Alr将LＧ丙氨酸转换为DＧ丙氨

酸,两个DＧ丙氨酸分子通过ddlA 连接成二肽,进
一步形成细胞壁的肽聚糖肽链,环丝氨酸可能通过

作用于Ald、Alr及ddlA 基因,抑制LＧ丙氨酸脱氢

酶、DＧAlaＧDＧAla连接酶和 DＧ丙氨酸的消旋酶的作

用,阻碍肽多糖的生物合成,进而使结核分枝杆菌的

细胞壁缺损[１３Ｇ１５].研究表明在BCG 和耻垢分枝杆

菌中过表达Alr基因和ddlA 基因可以提高对环丝

氨酸的耐药[８,１６],当Alr 基因和ddlA 基因失活后

耻垢分枝杆菌对环丝氨酸的易感性增加[１７].于

霞[１８]等人指出Alr 编码基因的突变会影响细菌对

环丝氨酸的耐药性.DesjardinsCA[１９]等人检测敏

感 MTB菌株、耐药菌株、Ald 敲除菌株的环丝氨酸

MIC,结果显示 Ald 敲除菌株的环丝氨酸 MIC值

大于敏感 MTB菌株的 MIC,小于耐药菌株的 MIC,
表明Ald 基因缺失增加 MTB对环丝氨酸的耐药

性.GarethA[２０]等人用基于代谢组学的稳定同位

素质谱方法研究发现,DＧ环丝氨酸的异构体LＧ环丝

氨酸可以抑制Alr 基因的表达,对ddlA 基因没有

影响,当外源补充 DＧ丙氨酸或 LＧ丙氨酸时可缓解

LＧ环丝氨酸对Alr基因的作用,说明LＧ丙氨酸可以

与Alr竞争结合 LＧ环丝氨酸.CycA 是细菌丝氨

酸/LＧ丙氨酸/甘氨酸/DＧ环丝氨酸的质子转运体,
含有１２个氨基酸转运子形成的螺旋跨膜区,属于

AAT 家族[２１],Jeffrey M．Chen[２２]等人研究发现

CycA位点突变可导致 BCG 疫苗株对 DＧ环丝氨酸

产生耐药性.我们根据１７７株 MTB的 MIC测定

结果,筛选出对环丝氨酸耐 药/敏 感 的 MTB,对

Ald、Alr、ddlA 基因位点进行 PCR 扩增及 RealＧ
timePCR扩增,分析得出,对环丝氨酸耐药的 MTB
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确实存在 Alr基因的过表达,但是并没有发现明确

的基因突变点.
从该研究的结果看出,微量 MIC法检测 MTB

对环丝氨酸的耐药率仅为４．２８％,因此目前临床使

用环丝氨酸用来治疗 MDRＧTB应该非常有效.尚

未发现环丝氨酸明确的耐药突变位点,但Alr 基因

的过表达与 MTB环丝氨酸耐药高度相关,其可能

是环丝氨酸耐药的新机制.未来的研究需要进一步

寻找与 MTB环丝氨酸耐药相关的基因新位点.
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