
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.7 APR.2011

结核分枝杆菌 eis 基因突变与氨基糖苷耐药的研究 *
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（第四军医大学 西京医院 全军检验医学中心 陕西 西安 710032）

摘要 目的：探讨结核分枝杆菌 eis 基因突变与氨基糖苷耐药之间的相互关系。方法：以本室保存的 35 株已确定耐一线药物（异烟

肼、利福平、乙胺丁醇、链霉素）的结核分支杆菌为研究对象，应用 BECTEC960 测定其二线药物（阿米卡星、卡那霉素）的耐药情

况，同时应用基因测序的方法测定结核分枝杆菌 eis 基因突变情况，分析 eis 基因突变与氨基糖苷耐药之间的相互关系。结果：氨

基糖苷耐药的部分结核分杆杆菌中，eis 基因 487 位碱基出现突变，相应的 163 位氨基酸密码子由 CGT 突变为 CAT，即由缬氨酸

变为异亮氨酸。结论：eis 基因 V163I 突变（缬氨酸变为异亮氨酸）可能与结核分枝杆菌耐氨基糖苷类药物有关。
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ABSTRACT Objective: To investigate the relationship between enhanced invracellular survival (eis) gene mutations and aminogly-
coside-resistance in MTB. Methods: 35 strains of MTB resistant to isoniazid, rifampicin, ethambutol and streptomycin were chosen, the
resistance to amikacin and kanamycinwere determined byBECTEC960, eis genemutationswere identified byPCR and sequencing. Results:
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mutation might associate with aminoglycoside-resistance in MTB.
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前言

中国是结核病大国，呈现感染率高、患病率高、耐药率高、
死亡率高的特点。我国肺结核病人结核菌初始耐药率为

18.6/10 万, 继发耐药率为 46.5/10 万。按照全国菌阳肺结核病

人 200 万计算，全国有耐药病人 55.5 万。这其中更有耐多药及

严重耐多药结核病的存在[1]。由于耐多药结核病对大多数常用

的抗结核药物（一线抗结核药物，如异烟肼、利福平、吡嗪酰胺、
乙胺丁醇、链霉素等）耐药，因此在治疗耐多药结核病药物选择

方面，多选择应用较少的抗结核药物（二线抗结核药物，如丁胺

卡那、卷曲霉素、氟喹诺酮类、口服抑菌类等）。但由于耐多药结

核病的广泛存在，对二线抗结核药物尤其是注射用的氨基糖苷

类药物丁胺卡那和卡那霉素的耐药呈现逐年上升趋势[2]。研究

证实，结核分支杆菌耐药与相关耐药基因突变有关，其中与氨

基糖苷耐药关系比较明确的基因突变有：链霉素耐药与核糖体

蛋白 S12 编码基因 rpsL、16S rRNA 编码基因 rrs 基因突变有关[3]。

但这些还不足以解释结核分枝杆菌耐受氨基糖苷类药物的机

制。有研究发现，结核分枝杆菌 eis (enhanced invracellular sur-
vival)基因突变与氨基糖苷耐药的存在某种关系[4]，eis 基因及

其蛋白 EIS，可以增强结核分枝杆菌在巨噬细胞内的存活，生

物信息学分析显示 EIS 是 GCN5 相关的 N- 乙酰转移酶家族成

员[5]。近期研究显示卡那霉素耐药与 eis 启动子区突变有关，启

动子区突变可以增加 EIS 蛋白的转录水平，但是其机制尚不明

确[6]。为找寻 eis 基因突变与氨基糖苷类药物耐药的关系，本研

究对临床分离的结核分枝杆的菌氨基糖苷类药物耐药表型及

eis 基因突变情况进行了研究。

1 材料与方法

1.1 菌株来源

35 株耐药菌株来自西安市胸科医院临床分离株，H37Rv
标准株为本室保存菌种，临床分离株按结核病诊断细菌学规程

进行菌种鉴定及药敏实验证实为结核分枝杆菌，其中耐异烟
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注："*" 同一株菌株同时对链霉素、卡那霉素和阿米卡星耐药

"*"There is only one strain that was resistant to kanamycin, amikacin and

streptomycin simultaneously

图 1 部分 MTB eis 基因 PCR 产物琼脂糖凝胶电泳图：1-12 泳道为标

本，H37Rv 为对照，DNAMarker 为 Wide Range DNAMarker(100-6000)

Fig.1 Electrophoresis results of some MTB eis PCR products：Lane 1-12

are PCR products from clinical strains and standard strain H37Rv. Wide

Range DNAMarker(100-6000) was used

肼、利福平、乙胺丁醇、链霉素有 12 株；耐异烟肼及利福平的有

16 株；单耐异烟肼的有 6 株；单耐利福平 1 株。菌株来源的结

核病人多来自于陕西地区，占 92.7％；其中男性 21 人、女性 14
人 ； 年 龄 多 数 为 49 岁 以 下 （<30 岁 占 46.9％；30-40 岁 占

21.9％；40-50 岁占 21.9％；50-60 岁占 6.3％；>60 岁占 3.1％）。
1.2 方法

1.2.1 仪器与试剂 本研究采用 BECTEC960 系统进行药敏鉴

定。BECTEC960 系统是全自动非侵入非放射的系统，用于结核

分支杆菌的检测和药敏实验，被认为是鉴定检测的金标准。药

物阿米卡星、卡那霉素、链霉素、分枝杆菌生长指示管（MGIT）、
BECTEC MGIT 960 生长添加剂及 Middlebrook 7H9 Broth 培

养基均购自 BD 公司。
1.2.2 药敏实验 将药物干粉按照说明用 4ml 无菌水溶解,药物

终浓度分别为：卡那霉素 5.0μg/ml，阿米卡星 1.0μg/ml，链霉

素 5.0μg/ml，将配置好的药物溶液 1.2ml 分装并保存于 -20℃。
按照 BECTEC MGIT 960 有关药敏鉴定的实验操作规范，使用

Middlebrook 7H9 Broth 将菌体磨碎并静置至少 35 分钟，取上

清用无菌生理盐水配置成为 0.5 麦氏浊度，再将菌悬液接种在

含药物的药敏管中，将 0.5 麦氏浊度的菌悬液 100 倍稀释后接

种于生长对照管中。将所有接种好的含药物的 MGIT960 管子

放在药敏架上，放入 BECTEC MGIT 960 仪器中，当生长对照

管的生长单位(GU)值达到 400 时，仪器报阳指示灯亮，此时打

印药敏报告。当生长对照管的 GU 值是 400 且其他含药物管子

的 GU 值也是 400 时，结果为耐药（R）; 当生长对照管的 GU 值

是 400 但其他含药物管子的 GU 值小于 400 时，结果为敏感

（S）。
1.2.3 细菌 DNA 制备 临床分离株 DNA 用 Ultracleari Micro-
bial DNA isolation kit 提取，测定浓度后置于 -20℃保存备用。
1.2.4 PCR 扩增 Eppendorf marster 梯度热循环 PCR 仪为 Ep-
pendorf 产品，PrimeSTAR HS DNA Polymerase 及 Wide Range
DNA Marker (100-6000) 购自 TaKaRa 公司。据 eis 基因序列

Rv2416c, 全长 1208bp，文献报道其启动子区域位于其上游约

40bp，基于此选取目的 eis 基因约 1600bp,包含上游启动子区并

且上下游均向外延约 100bp。引物根据 eis 基因，用软件 Primer
5.0 设计，于 Takara 公司合成，引物序列如下。Sence-primer:
5'-TggTgACCgCCATgggACCggTACT-3'，nti-sence:5'-CATCCg-
gACTCggCTCACCgCgATC-3'。 采 用 50 μl 反 应 体 系 ，4x
dNTPs 终浓度为 0.2 mmol/L，引物终浓度为 0.2 μmol/L，置

DNA 扩增仪按照 95℃ 30s，65℃ 30s，72℃ 30s 扩增 30 次，产

物经 1%琼脂糖凝胶电泳，紫外检测 eis 条带。将 PCR 产物同相

应的引物送至 Takara 公司测序。

2 结果与分析

2.1 药敏实验结果

链霉素药敏共检测临床分离株 36 株（35 株临床分离株，1
株 H37Rv 标准株），其中链霉素耐药 12 株，链霉素敏感 23 株；

卡那霉素和阿米卡星药敏共检测菌株 12 株，其中 1 株均对卡

那霉素和阿米卡星耐药，其余敏感（表 1）。
2.2 eis 基因突变分析结果

经 PCR 扩增及琼脂糖电泳，所有待测菌株均扩增出目的

基因（图 1）。对 35 株临床分离株进行 DNA 测序分析，发现其

中 4 株 eis 基因有突变，同源数据分析发现 eis 基因 487 位碱基

由 G 突变为 A，相应的 163 位氨基酸密码子由 CGT 突变为

CAT，由缬氨酸（V）变为异亮氨酸(I)，为有意义突变（图 2）。eis
突变的 4 株中，其中的 1 株链霉素耐药菌株同时也对卡那霉素

和阿米卡星耐药，其余结果为敏感（表 2）。

3 讨论

结核分枝杆菌耐受氨基糖苷类药物的机制已愈发引起人

们关注，这与结核分枝杆菌严峻的耐药形势有关，其中研究最

广泛的主要为与药物相关的酶的表达活化，这其中的酶包括四

种：氨基糖苷磷酸转移酶、氨基糖苷乙酰转移酶、氨基糖苷核苷

注："*" 卡那霉素和阿米卡星耐药株为同一株，并且它同时对链霉素耐

药

"*"There is only one strain that was resistant to kanamycin, amikacin and

streptomycin simultaneously

表 1 35 株结核分枝杆菌病的药敏结果

Table.1 Susceptibility Results of 35 strains MTB

Streptomycin Kanamycin Amikacin

Resistant 12 株 1 株 * 1 株 *

Sensitive 23 株 11 株 11 株

Total 35 株 12 株 12 株

表 2 4 株 eis 突变株药敏结果

Table.2 Susceptibility Results of 4 mutant strains

Streptomycin Kanamycin Amikacin

Resistant 1 株 * 1 株 * 1 株 *

Sensitive 3 株 3 株 3 株

Total 4 株 4 株 4 株
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酸转移酶、16s rRNA 甲基化酶[6-7]。这些酶相关的基因包括有与

氨基糖苷磷酸转移酶相关的 aph 基因，与氨基糖苷乙酰转移酶

相关的 aac 基因[8]，与氨基糖苷核苷酸转移酶相关的 ant 基因，

与 16s rRNA 甲基化酶相关的 rmtA、rmtB、rmtC、rmtD、armA 基

因[9-15]。这些基因不同程度的存在于氨基糖苷耐药的各种细菌

菌体之中，比如不动杆菌属、沙雷菌属等。在结核分枝杆菌中这

些基因是否存在，或者是否存在类似的基因尚不清楚。
eis 基因及其蛋白 EIS（一种 42KD 蛋白）可增强结核分枝

杆菌在巨噬细胞内的存活能力，生物信息学分析 EIS 是一种

GCN5 相关的 N- 乙酰转移酶家族成员[16]。有研究证实卡那霉

素低水平耐药与 eis 基因启动子区发生突变有关，eis 启动子区

发生突变可以增加 EIS 蛋白的转录水平，通过 SigA 调节 eis 基

因表达增强从而增强 MTB W-Beijing 株在巨噬细胞内的存活

能力[17]。最新研究显示，eis 可以调节细胞自噬，调节炎症反应以

及调节氧化还原反应依赖的信号通路。EIS 蛋白借助于其结构

上的 N- 乙酰转移酶结构域发挥作用，可以通过抑制 ROS(reac-
tive oxygen species)来抑制自噬，通过阻断胞外信号调节激酶的

磷酸化作用降低 TNF-α 和 IL-4 的表达分泌作用从而抑制炎症

反应[18]。
本研究所作 eis 基因的启动子突变区并未发现突变，这与

文献报道不同，这可能由于文献报道 eis 基因启动子突变为卡

那霉素较低水平耐药（KAN:40μg/ml）[19]，而本研究采用的药物

浓度为 KAN:5μg/ml，药物浓度的不同对耐药菌株的效应也不

同。本研究发现的 eis 基因 487 位突变已有报道[20-21]，但是该突

变与氨基糖苷菌株的耐药关系尚不明确，结合突变菌株对氨基

糖苷类药物的药敏结果，认为该突变可能与氨基糖苷药物耐药

有关。但是由于本研究样本容量不大，对于突变位点与菌株耐

药表型的关系还不能做出有意义的推断，需要扩大样本容量与

样本耐药表型的多样性才能进行有意义的统计推断。
结核分枝杆菌基因突变的研究已从一线药物耐药菌株转

移到二线药物耐药菌株，这不仅是临床需要的更加是我们要迫

切关注的。eis 基因作为新近确立的与结核分枝杆菌耐药密切

相关的基因，相信会为结核感染免疫致病机制方面提供新的思

路。
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