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荧光ＰＣＲ熔解曲线法在结核分枝杆菌耐药

检测中的临床应用

王冰冰，郭明日，肖红侠，张　立

（天津市海河医院检验科，天津３００３５０）

　　摘　要：目的　评价荧光ＰＣＲ熔解曲线法在结核分枝杆菌耐药检出中的临床应用价值。方法　以改良罗氏培养法及绝对浓

度法作为对比，利用荧光ＰＣＲ熔解曲线法检测５３例肺结核患者对利福平、异烟肼耐药情况。结果　两种方法的单耐药率、耐多

药率比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。同一标本两种方法检测对比显示，与绝对浓度法相比，熔解曲线法检测利福平、异烟肼

耐药的敏感度分别为８０．０％和８１．０％，特异度分别为１００．０％和９３．８％，准确度分别为９２．２％和８６．８％，两种方检测法的一致

性分析Ｋａｐｐａ值分别为０．７５４和０．７１０，表明两者一致性佳。结论　相对于传统方法，熔解曲线法敏感度、特异度良好且安全、高

效，在耐药肺结核治疗中有良好的应用价值。
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　　结核病是严重危害人类健康的呼吸道传染病，尽管近年来

新发结核患者整体呈下降趋势，但由于人群基数大及疾病严重

的危害性，在发展中国家结核病仍旧是重要的公共卫生问

题［１］。更为重要的是，耐药结核病的形势在中国又十分严

峻［２３］，因此有效、快速鉴别耐药结核菌就成为当前临床中重要

而迫切的问题。传统的耐药结核菌的诊断依赖结核分枝杆菌

培养及药物敏感试验。作为结核病诊断的金标准，结核分枝杆

菌培养对实验室的生物安全级别要求高，加上细菌生长缓慢，

培养耗时长（２～６周）。药物敏感试验也有对实验室要求高及

耗时长的缺点。因此，寻求快速诊断活动性结核病和耐药结核

病的方法成为控制结核病尤为重要。荧光ＰＣＲ熔解曲线法是

目前快速检测结核分枝杆菌耐药的新型分子学方法。荧光

ＰＣＲ熔解曲线法一般耗时３ｈ左右，明显缩短了检测时间。为

了探讨其在结核菌耐药中的应用价值，以结核分枝杆菌改良罗

氏培养及绝对浓度法做药敏试验为参照，分别检测异烟肼和利

福平耐药情况。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１３年６～１２月就诊天津市海河医院的肺

结核患者５３例，结核分枝杆菌改良罗氏培养培养阳性及药物

敏感性试验者。

１．２　方法

１．２．１　标本留取　对收集的阳性肺结核病患者的痰标本进行

分离培养，痰标本分离培养按照《结核病诊断实验室检验规程》

进行。

１．２．２　结核分枝杆菌培养及药敏方法　采用改良罗氏培养法

及绝对浓度法药敏试验，分离培养结核分枝杆菌，并常规行药

物敏感性检测。

１．２．３　荧光ＰＣＲ熔解曲线法　严格按照厦门致善生物科技

有限公司结核分枝杆菌利福平、异烟肼耐药突变试剂盒说明书

操作。固体培养基上生长的结核分枝杆菌，用２２ＳＷＧ标准接

种环收集菌株１环，悬在２５０μＬＴＢＤＮＡ提取液中，９９℃加

热２０ｍｉｎ，１４０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，吸取５μＬ上清液，加入到含

２０μＬＰＣＲ反应液的反应管中，放入 ＡＢＩ７５００实时荧光ＰＣＲ

扩增仪（美国，ＡＢＩ公司）进行扩增和熔解分析。ＰＣＲ反应程

序：尿嘧啶糖苷酶（ＵＮＧ）去污染处理５０℃２ｍｉｎ，１个循环；

预变性９５℃１０ｍｉｎ，１个循环；Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ循环９５℃１５ｓ，７０

℃２０ｓ（每个循环下降１℃），７６℃２５ｓ，１３个循环；ＰＣＲ循环

程序９５℃１５ｓ，５７℃２０ｓ，７６℃２５ｓ，４２个循环。熔解分析：
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９５℃２ｍｉｎ，４０℃２ｍｉｎ，４５～８５℃（设置在此阶段每１℃采集

ＦＡＭ和ＴＥＴ通道荧光信号），１个循环。

１．２．４　结果判读　当样本的熔解温度（Ｔｍ）与阳性对照的Ｔｍ

一致（误差不超过１℃）时判定为野生型，即试验菌株对利福

平／异烟肼敏感；样本的Ｔｍ 低于阳性对照２℃及以上时判定

为突变型，即试验菌株对利福平／异烟肼耐药。

２　结　　果

两种方法对利福平、异烟肼单耐药情况显示绝对浓度法检

出对利福平１０例耐药，４３例敏感，熔解曲线法检出８例耐药，

４３例敏感（２例未检出结果）（χ
２＝０．１８４，犘＝０．６６８）；绝对浓

度法检测对异烟肼２０例耐药，３３例敏感，熔解曲线法检出１７

例耐异烟肼，３６例敏感（χ
２＝０．３７４，犘＝０．５４１）。绝对浓度法

检出同时异烟肼、利福平耐多药９例（耐多药率１７％），熔解曲

线法检出耐多药８例（耐多药率１５．７％）。同一标本应用两种

方法检测结果显示３９例对利福平同时敏感，８例同时耐药，４

例熔解曲线显示敏感而绝对浓度法显示耐药，两种方法对利福

平检 测 敏 感 度 ８０．０％，特 异 度 １００％，准 确 度 ９２．２％，

犓犪狆狆犪＝０．７５４。３１例对异烟肼同时敏感，１５例同时耐药。４

例绝对浓度法对异烟肼耐药，而熔解曲线敏感，３例熔解曲线

法对异烟肼耐药，绝对浓度法敏感。两种方法敏感度８１．０％，

特异度９３．８％，准确度８６．８％，犓犪狆狆犪＝０．７１０。

３　讨　　论

耐药性肺结核，尤其是耐多药肺结核和广泛耐药性肺结核

是结核病防治的重要障碍［４］。调查显示，在我国３４．２％的新

诊断病例和５４．５％治疗后病例存在至对一种一线抗结核药耐

药，５．７％新发病例和２５．６％治疗后病例存在耐多药
［５］。异烟

肼、利福平是抗结核化疗中的一线用药。利福平耐药是耐多药

的重要线索，因为近９０％的利福平耐药菌株同时对异烟肼耐

药［６］。对异烟肼和利福平有耐药性的结核杆菌（耐多药结核

病）所需疗程长得多，而效果欠佳。结核分枝杆菌快速、正确的

药物敏感性检测技术是耐多药患者早期发现的可靠保证，也为

提高耐多药患者治愈率和减少耐药结核流行起到一定作用。

及时准确的检测耐药情况，并进一步指导临床治疗十分重要。

结核分枝杆菌耐药原因是由于基因、药物激活基因的启动

子突变或者是药物靶点序列发生了突变［７］。利福平耐药主要

发生在ｒｏｐＢ基因中一个大小为８１个碱基对的利福平耐药决

定区（ＲＲＤＲ），９５％以上的利福平耐药与此有关。结核杆菌耐

利福平机制研究显示，利福平能抑制结核杆菌 ＤＮＡ依赖的

ＲＮＡ聚合酶活性，ＲＮＡ聚合酶失活引起转录停止，结核杆菌

生长不能继续；而结核杆菌 ＲＮＡ聚合酶亚基编码ｒｐｏＢ基因

发生突变后能解除利福平对ＲＮＡ聚合酶的抑制作用，使得利

福平失去抗结核作用，产生耐药性。其中大部分的利福平耐药

菌都是由于编码ＲＮＡ聚合酶ｂ亚基（ｒｐｏＢ）基因（ＲＮＡｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅｓｕｂｕｎｉｔｇｅｎｅ）某个特定区域发生突变
［８］，从而不再与

ＲＦＰ结合而产生耐药性。

与利福平耐药相比，异烟肼耐药更为复杂，与ｋａｔＧ、ｉｎｈＡ、

ａｈｐＣ、ｎｄｈ等基因中的１个或多个突变有关，其中ｋａｔＧ基因的

变异（包括突变、缺失、插入等）导致的结核分枝杆菌触酶过氧

化物酶活性降低或缺失，有研究认为５０％～９０％异烟肼耐药

与ｋａｔＧ突变有关，是导致异烟肼耐药的主要原因
［９］。

耐药结核分枝杆菌的鉴别方法多种，传统的罗氏法或改良

罗氏分离培养结核分枝杆菌方法培养及进一步的药敏时间耗

时较长，并且需要较高的防护要求，期间可能已经应用了不敏

感的抗菌药物，从而导致预后差或者导致产生耐药菌株。因此

快速、准确的体外药物敏感性方法在临床治疗中尤为重要。分

子学方法检测结核分枝杆菌耐药的优势是有效地缩短了检测

时间。

目前有关对结核分枝杆菌耐药性快速分子诊断方法多种，

如反向斑点杂交法、聚合酶链式反应单链构象多态性分析

（ＰＣＲＳＳＣＰ）、聚合酶链式反应限制性片段长度多态（ＰＣＲ

ＲＦＬＰ）等，但这些方法多耗时长、步骤繁杂、容易产生污染，不

利于临床广泛使用。荧光ＰＣＲ熔解曲线法的原理是在一定环

境下，ＤＮＡ双链在其长度和序列一定时，熔点（Ｔｍ 值）也一定，

当发生错配时，Ｔｍ 值下降，下降的幅度与发生错配的碱基数

目、类型和位置有关。在ＰＣＲ体系中加入两端分别标记有荧

光基团与淬灭基团的探针，在ＰＣＲ过程中扩增出与探针序列

互补的单链寡核苷酸序列，在扩增完成后增加熔解曲线分析过

程，同时实时监测荧光值的变化，通过计算荧光值与温度的负

导数，可获得探针与该序列杂交产物的熔解曲线，并得出熔点

Ｔｍ 值，从而推得该序列突变信息。该方法在临床上也作为结

核菌耐药筛查方法［１０］。ＰＣＲ熔解曲线法全程耗时约３ｈ，为闭

管操作，即扩增、判定结果均在同一个管内实现，能有效避免污

染及人为因素干扰，另外该方法一次可以检测４８个标本（含对

照物），极大提高了效率。

本研究以绝对浓度法药敏试验为标准，分别检测了利福

平、异烟肼耐药情况，结果显示两种方法的单耐药率和耐多药

率比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。同一标本两种方法检

测对比显示，与绝对浓度法相比，熔解曲线法检测利福平、异烟

肼耐药的敏感度分别为８０．０％和８１．０％，特异度分别为

１００．０％和９３．８％，准确度分别为９２．２％和８６．８％，两种方检

测法的一致性分析Ｋａｐｐａ值分别为０．７５４和０．７１０，表明两种

检测方法的一致性良好。研究中药物敏感性试验中５３例利福

平耐药，熔解曲线法检出４３例敏感，８例耐药，２例标本未检

出，原因可能ＲＲＤＲ区域以外的ＤＮＡ发生突变或其他机制导

致的耐药［１１］。

荧光ＰＣＲ溶解曲线法作为快速筛查结核分枝杆菌耐药的

分子学方法，虽然与标准的方法相比不完全一致，且检测的基

因位点有限，但因其良好的敏感度和特异度，节约时间、安全高

效，是临床检验及诊治耐药结核的有效手段。
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表４　　铜绿假单胞菌对常用抗菌药物的

　　耐药率及敏感率（％）

抗菌药物 狀 耐药率 敏感率

复方磺胺甲唑 １３８ ９４．２ ２．２

头孢噻肟 １６３ ７１．２ ０．６

头孢曲松 １４７ ７０．１ ４．１

庆大霉素 １６２ ６０．５ ３５．２

左旋氧氟沙星 １５５ ５６．１ ３８．１

亚胺培南 １７０ ５３．５ ４３．５

头孢哌酮 １７０ ５０．６ ３４．１

环丙沙星 １６２ ４９．４ ４５．１

哌拉西林 １６７ ４９．１ ５０．９

美洛培南 １６０ ４３．８ ４７．５

阿米卡星 １７０ ４３．５ ５０．０

氨曲南 １６９ ３９．６ ４１．４

头孢吡肟 １５８ ３４．８ ４１．８

头孢他啶 １６９ ３２．０ ４１．４

哌拉西林／他唑巴坦 ７８ ２６．９ ７０．５

头孢哌酮／舒巴坦 １５５ １７．４ ５６．８

２．２．５　耐甲氧西林葡萄球菌的检出率　葡萄球菌中耐甲氧西

林葡萄球菌的检出率为７４．６％，其中 ＭＲＳＡ占到金黄色葡萄

球菌的６３％，ＭＲＣＮＳ占到凝固酶阴性葡萄球菌的７６．２％。

３　讨　　论

　　从分析致病菌的分布以及耐药性结果可以看出，不同医院

分离病原菌的分布及耐药情况各不相同［１４］，所以抗菌药物的

选择最好根据本医院的实际情况，建立本院感染病原菌的细菌

谱和药敏谱［５］，从而方便临床医生选择敏感、有效的抗菌药物。

分析外科病区患者致病菌的分布及抗菌药物的耐药状况，可为

临床医生经验用药提供依据。

本院外科病区五年分离病原菌以革兰阴性菌为主（５５％），

革兰阴性菌中主要以大肠埃希菌、铜绿假单胞菌和肺炎克雷伯

菌为主，与其他医院分离致病菌的文献［６］资料比较接近。革

兰阴性菌中铜绿假单胞菌呈明显的下降趋势，从２００７、２００８年

的第１位下降为第２位，肠杆菌科的大肠埃希菌上升为第１

位，但分离株数与以前基本持平，没有明显增加。肺炎克雷伯

菌在２０１１年居于第３位。革兰阳性菌占到３６％，金黄色葡萄

球菌位于总检出率的第３位，在革兰阳性菌中检出率最高。其

中 ＭＲＳＡ占到金黄色葡萄球菌的６３％，略高于文献［１］报道。

凝固酶阴性葡萄球菌中 ＭＲＣＮＳ占到７６．２％。表现出较高的

耐药现象。真菌的检出率有上升的趋势，达到１０％左右。其

中白色念珠菌占分离真菌的第１位。

目前，多重耐药菌已经成为医院感染的重要病原菌，严重

影响患者的治疗效果。本院外科分离的革兰阳性菌对多种抗

菌药物的耐药率都在５０％以上，与文献［２］报道比较一致。葡

萄球菌属和肠球菌属中尚未发现对万古霉素和替考拉宁耐药

菌株。但耐甲氧西林金黄色葡萄球菌占到金黄色葡萄球菌

６３％，凝固酶阴性葡萄球菌中 ＭＲＣＮＳ占到７６．２％，均应该引

起临床医生的重视。

外科检出的肠杆菌科细菌占到革兰阴性菌的一半以上。

２８３株大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌和奇异变形杆菌中 ＥＳＢＬｓ

检出率为２９．７％。其中大肠埃希菌检出率为３３．５％，肺炎克

雷伯菌检出率为２４．４％，奇异变形杆菌检出率为１３．３％，略低

于其他研究报道［１］。产ＥＳＢＬｓ菌株对头孢菌素类抗菌药物耐

药，因此肠杆菌科细菌显示出对二、三代头孢类抗菌药物较高

的耐药率。这同时与临床头孢类抗菌药物的广泛应用，对产

ＥＳＢＬｓ菌株起到了筛选作用有很大关系。肠杆菌科细菌对碳

青霉烯类抗菌药物（亚胺培南和美罗培南）最为敏感，对含酶抑

制剂的抗菌药物（头孢哌酮／舒巴坦）耐药率也比较低。

由于目前广谱抗菌药、免疫抑制剂、肿瘤化疗药物的广泛

使用以及各种侵入性操作的增多，条件致病菌导致的感染日趋

严重。铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌同属于条件致病菌，其耐

药机制多种多样，对目前使用的所有抗菌药物均可产生耐药，

已经成为医院感染最主要的病原菌之一。本院外科检出的铜

绿假单胞菌对亚胺培南、美洛培南都显示出较高的耐药性，对

头孢哌酮／舒巴坦耐药率最低为 １７．４％，但敏感率仅为

５６．８％。对哌拉西林／他唑巴坦最为敏感，敏感率为７０．５％。

不动杆菌属对多种抗菌药物的耐药率都在５０％以上，对头孢

哌酮／舒巴坦的耐药率最低为２１．１％，但敏感率仅为４９．１％。

对碳青霉烯类抗菌药物的敏感率在６０％左右。铜绿假单胞菌

和鲍曼不动杆菌的耐药现象比较严重，临床应加强重视，及时

送检标本，合理应用抗菌药物，注意手卫生的落实，加强感染医

院感染监控，有效控制感染的发生同时减少医院内多重耐药菌

的产生和传播。
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