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  摘 要:目的 探讨DNA微阵列芯片法在海南地区结核病诊断及耐药性检测中的应用。方法 采用抗酸

杆菌涂片法、罗氏培养法、比例法药敏试验及DNA微阵列芯片法对海南地区的2
 

069例疑似结核病患者痰标

本进行检测,并对结核分枝杆菌检出率、耐药性及耐药基因突变特征进行分析。结果 DNA微阵列芯片法检

测结核分枝杆菌检出率为明显高于罗氏培养法和抗酸杆菌涂片法(P<0.05)。以比例法药敏试验为金标准,
DNA微阵列芯片法与比例法药敏试验检测耐利福平、耐异烟肼结核分枝杆菌及耐多药结核分杆菌的效果比

较,差异有统计学意义(P<0.05),但均有较好的一致性(Kappa≥0.75)。耐利福平基因突变类型主要为

rpoB531(C→T),占56.3%;耐异烟肼基因突变类型主要为KatG315(G→C),占84.6%;耐多药结核分杆菌基

因突变类型主要为rpoB531+KatG315占54.6%。结论 DNA微阵列芯片法可快速、准确地对海南地区疑似

结核病患者的痰标本进行结核分枝杆菌及其耐药性检测,从而指导临床用药。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

application
 

of
 

DNA
 

microarray
 

in
 

the
 

diagnosis
 

and
 

drug
 

resistance
 

detection
 

of
 

tuberculosis
 

in
 

Hainan.Methods Acid
 

fast
 

bacilli
 

smear
 

method,Roche
 

culture
 

method,propor-
tion

 

method,drug
 

susceptibility
 

and
 

DNA
 

microarray
 

method
 

were
 

used
 

to
 

to
 

detect
 

the
 

sputum
 

samples
 

of
 

2
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suspected
 

tuberculosis
 

patients
 

in
 

Hainan
 

area,and
 

the
 

detection
 

rate,drug
 

resistance
 

and
 

drug
 

resist-
ance

 

gene
 

mutation
 

characteristics
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

were
 

analyzed.Results The
 

detection
 

rate
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

by
 

using
 

DNA
 

microarray
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

by
 

Roche
 

culture
 

or
 

acid
 

fast
 

bacilli
 

smear(P<0.05).Taking
 

proportion
 

method
 

as
 

the
 

gold
 

standard,DNA
 

microarray
 

method
 

and
 

proportion
 

method
 

were
 

compared
 

in
 

the
 

detection
 

of
 

rifampicin
 

resistance,isoniazid
 

resistance
 

and
 

multi-
drug

 

resistance
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculosis,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant(P<0.05),while
 

there
 

was
 

good
 

consistency(Kappa≥0.75).The
 

gene
 

mutation
 

which
 

lead
 

to
 

rifampicin
 

resistance
 

was
 

mainly
 

rpoB531(C→T),accounting
 

for
 

56.3%;the
 

gene
 

mutation
 

which
 

lead
 

to
 

isoniazid
 

resistance
 

was
 

mainly
 

KatG315(G→C),accounting
 

for
 

84.6%;the
 

gene
 

mutation
 

which
 

lead
 

to
 

multi-drug
 

resistance
 

of
 

Mycobacte-
rium

 

tuberculosis
 

was
 

mainly
 

rpoB531+KatG315,accounting
 

for
 

54.6%.Conclusion Mycobacterium
 

tuber-
culosis

 

in
 

sputum
 

samples
 

and
 

its
 

drug
 

resistance
 

of
 

suspected
 

tuberculosis
 

patients
 

in
 

Hainan
 

area
 

can
 

be
 

de-
tected

 

by
 

using
 

DNA
 

microarray
 

method
 

quickly
 

and
 

accurately,thereby
 

guiding
 

clinical
 

medication.
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  结核病是由结核分枝杆菌(MTB)感染引起的一

种严重危害人类健康的慢性传染性疾病[1]。据2019
年世界卫生组织(WHO)报道,我国结核病患者数量

仅次于印度,占全球的9%;2018年全球约有48.4万

新发耐利福平结核病,我国占14%,远超全球平均水

平[2]。耐药结核病疫情形势严峻,全球结核病防控工

作面临挑战[3]。早发现、早治疗是减少结核发病及传

播的重要途径[4],但截至2015年年底,我国结核病的

病原学检出率仅为33%,明显低于《“十三五”全国结

核病防治规划》中要求的50%[5]。这与临床实验室诊

断技术水平滞后有关,当前各级医疗机构主要使用的

检测方法是痰涂片与传统的细菌培养加药敏试验,前
者虽价格低廉但灵敏度低,后者虽为诊断金标准但耗

时过长,无法满足临床快速诊断的需求[6],有可能造

成 MTB耐药株的传播。因此,当前控制结核病疫情

的关键在于尽快建立早期快速诊断 MTB感染及其耐

药性检测的技术。WHO及我国先后把分子生物学

诊断纳入结核病诊断标准[7]。DNA 微阵列芯片法

(以下简称为“DNA 芯片法”)是通过 检 测 标 本 中

MTB及其相关耐药基因的突变,从而判定是否感染

MTB及其对利福平和异烟肼耐药性的一种分子生物

学诊断技术,可在6~8
 

h得到结核病诊断及耐药性检

测结果。虽然国内很多文献报道了关于DNA芯片法

在结核病诊断中的应用,但是应用大样本量的痰标本直

接评估DNA芯片法在MTB诊断和耐药性检测中的应

用还很少[8-9],且不同地区 MTB耐药基因突变位点也

存在差异。本研究主要采用DNA芯片法对海南地区

疑似结核病患者的痰标本进行了检测,探讨了DNA
芯片法在海南地区结核病诊断及耐药性检测中的应

用价值,同时分析海南地区 MTB耐药基因的特征。
1 资料与方法

 

1.1 一般资料 将2017年1月至2019年12月于海

南医学院第二附属医院和海口市第四人民医院就诊

2
 

069例疑似结核病患者纳入研究。其中男性1
 

566
例,年龄(53.3±16.2)岁;女性503例,年龄(50.3±
18.0)岁。
1.2 仪器与试剂 MTB

 

DNA提取试剂、MTB耐药

基因检测试剂盒(DNA芯片法)、核酸快速提取仪、芯
片洗干仪、芯片杂交仪和微阵列芯片扫描仪等均购自

北京博奥公司;酸性罗氏培养基、比例法药敏试验相

关试剂、硝基苯甲酸(PNB)/噻吩-2-羧酸肼(TCH)培
养基和抗酸染色液均购自珠海贝索公司;BSC-1600Ⅱ
B2型生物安全柜购自苏州安泰公司。MTB

 

H37Rv
(ATCC27294)标准株由中国疾病预防控制中心结核

病参比实验室提供。
1.3 方法

1.3.1 标本预处理和抗酸杆菌涂片染色 每例患者

分别留取随机、晚上及早上3份痰标本,每份痰标本至

少2
 

mL;检测时,吸取每例患者的2份质量较好的痰标

本各1
 

mL进行混合,共得到2
 

069份痰标本。痰标本

按照《结核病实验室检验规程》[1]要求进行涂片抗酸染

色镜检。再加入1~2倍体积的4%
 

NaOH溶液,然后

振荡混匀,室温静止15
 

min,制成预处理痰标本。
1.3.2 MTB的分离培养鉴定及药敏试验 按照《结
核病实验室检验规程》[1]要求进行试验,预处理痰标

本采用罗氏培养法进行分离培养;培养阳性的菌株采

用PNB/TCH培养基进行初步菌种鉴定;采用 WHO
推荐的比例法对利福平(40

 

μg/mL)和异烟肼(0.2
 

μg/mL)进行 MTB的药敏试验。
1.3.3 DNA芯片法 吸取1

 

mL预处理痰标本上清

液于1.5
 

mL微量离心管中,按照 MTB耐药基因检

测试剂盒使用说明书操作,制备成核酸提取物。吸取

所得核酸提取物2
 

μL依次加入到3个分别预先分装

好18
 

μL
 

PCR扩增试剂的1、2、3号PCR管中,放入

基因扩增仪中进行扩增,所得到PCR产物经变性后

严格按照试剂盒说明书要求进行PCR产物点样、杂
交及芯片洗干、芯片扫描分析,在晶芯 MTB药敏检测

分析系统进行信号分析及结果判断。
1.4 质量控制 涂片阳性标本中培养阳性(涂阳培

阳)率不低于90%,培养污染率应小于5%;海南医学

院第二附属医院结核病实验室每年参加中国疾病预

防控制中心结核病参比实验室和结核病防治临床中

心的抗酸杆菌涂片检查、分枝杆菌分离培养、抗结核

药敏试验及结核病分子技术室间质量评价活动。
1.5 统计学处理 用SPSS20.0软件进行数据分析,
采用配对四方格χ2 检验评估两种方法的差异性,P<
0.05为差异有统计学意义;两种方法检测结果的一致

性检验用Kappa检验判别,当Kappa≥0.75,一致性

较好;当Kappa为0.4~<0.75,一致性一般;当Kap-
pa<0.4,一致性较差[10]。
2 结  果

2.1 痰标本的检测情况 在2
 

069份痰标本中,抗酸

杆菌涂片阳性率为30.3%(626/2
 

069);分离培养阳

性率为45.6%(944/2
 

069),涂阳培阳率为90.7%
(568/626),污染率为0.2%(4/2

 

069);符合痰培养质

控要求。所有痰标本分别经PNB/TCH 培养基鉴定

和DNA芯片法菌种基因鉴定共检测出1
 

054份单独

MTB感染、131份单独非结核分枝杆菌(NTM)和7
份 MTB+NTM 混合感染的痰标本。剔除131份单

独NTM感染、7份 MTB+NTM 混合感染、4份培养

污染和8份DNA芯片法检测信号异常痰标本,共有

1
 

919份痰标本纳入本研究分析。
2.2 DNA芯片法与两种传统方法检测 MTB的比

较 在纳入研究分析的1
 

919份痰标本中,采用DNA
芯片法、罗氏培养法和抗酸杆菌涂片法检测 MTB的

阳 性 率 分 别 为 46.9% (900/1
 

919)、42.4%
(814/1

 

919)和29.5%(567/1
 

919)。DNA芯片法分

别与罗氏培养法比较、抗酸杆菌涂片法比较,差异均
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有统计学意义(P<0.05),见表1。
表1  DNA芯片法与两种传统方法检测 MTB的比较

方法 结果
DNA芯片法

阳性 阴性
χ2 P

罗氏培养法 阳性 720 87 1
 

016.897 <0.05

阴性 173 939

抗酸杆菌涂片法 阳性 557 10 856.987 <0.05

阴性 340 1
 

016

2.3 DNA芯片法与比例法检测 MTB耐药性的比较

2.3.1 DNA芯片法与比例法检测 MTB耐药性的比

较 对720份DNA芯片法与罗氏培养法同为阳性的

痰标本采用DNA芯片法和比例法进行 MTB的耐药

性检测,以比例法为金标准。DNA芯片法与比例法

检测 MTB对耐利福平、异烟肼的耐药性的结果比较,
差异均有统计学意义(P<0.05),但均具有较好一致

性(Kappa≥0.75),见表2。

表2  DNA芯片法与比例法检测 MTB耐药性的比较

药物类型 DNA芯片法
比例法

耐药 敏感
χ2 P Kappa 特异度(%) 灵敏度(%) 符合率(%)

利福平 耐药 236 32 559.287 <0.05 0.882 93.29 97.12 94.58

敏感 7 445

异烟肼 耐药 184 11 456.444 <0.05 0.792 97.73 77.97 91.25

敏感 52 473

2.3.2 两种方法检测 MTB多重耐药(MDR)的结果

比较 DNA 芯片法与比例法检测多重耐药结核

(MDR-TB)的结果比较,差异有统计学意义(P<
0.05),但具有较好一致性(Kappa=0.778),以比例法

为金标准,灵敏度为76.41%,特异度为97.33%,符
合率为91.67%。见表3。
2.4 DNA芯片法检测 MTB耐药基因突变位点 耐

利福平突变菌株主要基因突变位点为rpoB531,占
58.2%(156/268);其中主要突变类型为 C→T,占
56.3%(151/268)。耐异烟肼突变菌株主要基因突变

位点为KatG315,占89.7%(175/195);其中主要突变

类型为G→C,占84.6%(165/195)。MDR-TB耐药

基因突变位点主要为rpoB531+KatG315,占54.6%
(89/163)。见表4、5。
表3  DNA芯片法与比例法检测 MDR-TB的比较分析

DNA芯片法
比例法

MDR 非 MDR

MDR 149 14

非 MDR 46 511

表4  DNA芯片法检测 MTB耐药基因突变位点分布情况

药物类型 突变位点 突变菌株[n(%)] 突变类型 各类型突变菌株[n(%)]

利福平 rpoB531 156(58.2) C→T 151(56.3)

C→G 5(1.9)

rpoB526 58(21.6) C→T 30(11.2)

C→G 14(5.2)

A→G 9(3.4)

A→T 5(1.9)

rpoB511 19(7.1) T→C 19(7.1)

rpoB516 19(7.1) A→T 10(3.7)

G→T 6(2.2)

A→G 3(1.1)

rpoB533 7(2.6) T→C 7(2.4)

rpoB513 4(1.5) A→C 2(0.7)

C→A 2(0.7)

rpoB511+516 3(1.1) T511C+A516G 1(0.4)

T511C+G516T 1(0.4)

T511C+A516T 1(0.4)
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续表4  DNA芯片法检测 MTB耐药基因突变位点分布情况

药物类型 突变位点 突变菌株[n(%)] 突变类型 各类型突变菌株[n(%)]

rpoB513+516 1(0.4) C513A+A516T 1(0.4)

rpoB516+533 1(0.4) A516G+T533C 1(0.4)

合计 268(100.0) - -

异烟肼 KatG315 175(89.7) G→C 165(84.6)

G→A 10(5.1)

inhA-15 16(8.2) C→T 16(8.2)

KatG315+inhA-15 4(2.1) G315C+C(-15)T 4(2.1)

合计 195(100.0) - -

  注:-表示该项无数据。

表5  DNA芯片法检测 MDR-TB的耐药基因

   突变位点分布情况

突变位点 突变菌株[n(%)]

rpoB531+KatG315 89(54.6)

rpoB526+KatG315 34(20.9)

rpoB516+KatG315 11(6.7)

rpoB511+KatG315 9(5.5)

rpoB531+inhA-15 6(3.7)

rpoB533+KatG315 2(1.2)

rpoB526+inhA-15 2(1.2)

rpoB516++inhA-15 1(0.6)

rpoB511+rpoB516+KatG315 3(1.8)

rpoB531+KatG315+inhA-15 3(1.8)

rpoB513+rpoB516+KatG315 1(0.6)

rpoB516+rpoB533+KatG315 1(0.6)

rpoB526+KatG315+inhA-15 1(0.6)

合计 163(100.0)

3 讨  论

  历年的海南地区流行病学调查显示,该地区结核

病患者数量一直处于全国前列[11-12],这主要跟当地的

历史、经济、文化有关,该地区临床实验室筛查结核病

的方法主要还是痰涂片与传统的培养和药敏试验,这
已无法满足结核病诊断和治疗的需求。DNA芯片法

作为一种分子生物学诊断技术,近年来在我国已广泛

地应用于结核病的诊断和治疗,有相关文献报道

DNA芯 片 法 检 测 MTB 有 较 高 的 特 异 度 和 灵 敏

度[13]。本研究采用DNA芯片法直接检测痰标本中

MTB及其相关耐药基因,这缩短了 MTB诊断及其耐

药性检测的时间。本研究对1
 

919份痰标本的分析发

现,DNA芯片法检测 MTB的阳性率为46.9%,明显

高于赵静等[14]的报道,其检测 MTB的阳性率明显高

于罗氏培养法和抗酸杆菌涂片法,这表明DNA芯片

法在结核病患者痰标本 MTB的诊断中有较高的应用

价值,有助于提高 MTB的检出率。

本研究发现,以比例法为金标准,DNA芯片法检

测耐利福平、异烟肼 MTB及 MDR-TB的特异度分别

为 93.29%、97.73%、97.33%,灵 敏 度 分 别 为

97.12%、77.97%和 76.41%,符 合 率 为 94.58%、

91.25%、91.67%,其中耐利福平、异烟肼 MTB及

MDR-TB检测的特异度和符合率与赵冰等[15]、陈林

等[16]的报道相近,但耐利福平 MTB检测的灵敏度明

显高于文献报道,而耐异烟肼 MTB及 MDR-TB检测

灵敏度则均低于文献报道,这可能是海 南 地 区 的

MTB耐利福平及异烟肼相关基因突变特征与文献所

报道地区不同有关,也可能与本研究为大样本量研究

有关。本研究中,DNA芯片法对痰标本 MTB的耐利

福平基因检测灵敏度比耐异烟肼和 MDR-TB效果

好,这可能是因为本研究所使用的DNA芯片检测试

剂盒所能检测的耐异烟肼基因突变位点不够全面,未
能覆盖海南地区 MTB常见的耐异烟肼基因突变位

点。有文献报道,耐利福平 MTB有95%以上是由

rpoB基因突变所致[17-18];耐异烟肼 MTB耐药株主要

是由KatG(占45%~75%)和inhA(占15%~25%)
基因突变引起的,但还存在一定比例耐异烟肼 MTB
是由ahpC和KasA等基因突变引起[19];海南地区部

分耐异烟肼 MTB可能存在其他耐药机制;不能排除

痰标本中有多种耐药类型的 MTB耐药株存在。而

MDR-TB检测效果较差也是受异烟肼耐药株检测效

果影响所致。这说明DNA芯片法在结核病耐药性检

测中还存在一定局限性,不能完全取代传统药敏试

验,但作为 WHO推荐用于 MDR-TB的快速分子诊

断方法,本研究也发现了其在海南地区疑似结核病患

者的痰标本 MTB利福平、异烟肼耐药性及 MDR-TB
检测中均有较高特异度和灵敏度,是可以应用于海南

地区临床实验室对耐药结核的诊断或筛查。
本研究发现,海南地区 MTB耐利福平基因突变

类型主要是rpoB531(C→T),而耐异烟肼基因突变类

型主要是KatG315(G→C),MDR-TB耐药基因突变

类型主要为rpoB531+KatG315,与许榕青等[20]的报
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道相近,明显高于王丹吉等[9]的报道,这表明 MTB相

关耐药基因突变导致的耐药存在一定的地域差异,也
说明海南地区的 MTB耐利福平基因突变主要与

rpoB上531密码子突变有关,耐异烟肼基因突变主要

与KatG上315密码子发生突变有关,但也应注意有

一定比例 MTB耐药株是inhA基因启动子突变引起

的对异烟肼的低水平耐药。
本研究还从2

 

069份痰标本中发现131份单独

NTM感染和7份为NTM+MTB混合感染的患者,
这显示海南地区在防控结核病疫情中应注意鉴别

NTM感染和NTM+MTB混合感染,在进行传统抗

酸杆菌涂片和罗氏培养时,容易受 NTM 干扰,无法

鉴别是否存在 MTB感染,且NTM 对PNB/TCH和

常用抗结核药物具有高耐药性的特征,容易引起临床

误诊、误治[6],而DNA芯片法可直接检测患者标本中

的MTB及其相关耐药基因,可有效避免标本中NTM
的干扰,可更快速、准确地对 MTB及其相关耐药基因

进行检测。
综上所述,DNA 芯片法在 MTB检测中具有快

速、准确的特点,对临床及时、准确地进行抗结核治疗

具有重要意义。
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