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·临床论著· 

结核分枝杆菌 rrs 和 rpsl 基因突变 
与二线氨基糖苷类耐药关系分析 

林伟  卢子琛  王建华  刘梅  李娜娜  张建勇  张泓  陈玲 

【摘要】  目的  了解耐二线氨基糖苷类结核分枝杆菌临床分离株 rrs 与 rpsl 基因突变特征及其与耐药

的关系。方法  对 136 株活动性肺结核患者痰标本分离的结核分枝杆菌进行菌型鉴定及结核分枝杆菌药敏

试验，提取耐二线氨基糖苷类结核分枝杆菌 DNA，应用 PCR 扩增 rrs 和 rpsl 目的片段，并进行测序、比对

验证。结果  从 136 株临床结核分枝杆菌中筛选出耐二线氨基糖苷类菌株 25 株（18.3%，25/136），其中

耐卷曲霉素 13 株（9.56%，13/136）、耐卡那霉素 9 株（6.62%，9/136）、耐卷曲霉素和卡那霉素 2 株（1.47%，

2/136）、耐卷曲霉素、卡那霉素、阿米卡星 1 株（0.73%，1/136）。经测序分析，25 株均存在 rrs 和（或）

rpsl 基因突变（100%，25/25），其中双基因联合突变 3 株，共计两种类型：rrs A1401G 和 rpsl AAG43AGG、

AAA121AAG （2 株）；rrs A1401G 和 rpsl AAG88AGG、AAA121AAG（1 株）；rpsl 单基因双突变 3 株，

共计两种类型：rpsl AAG43AGG、AAA121AAG（2 株）；rpsl GGT11GTT、AAA121AAG（1 株），rpsl 基
因的 GGT11GTT 突变尚未见相关文献报道，为新的突变位点；余 19 株为单基因单突变 rpsl AAA121AAG。

结论  结核分枝杆菌对二线氨基糖苷类耐药与 rrs 和 rpsl 基因突变有关，rrs A1401G 与 rpsl 基因 GGT11GTT 突

变为进一步研究耐药机制以及耐药结核病的快速检测提供了依据。 
【关键词】  分枝杆菌，结核；  氨基糖苷类；  突变；  rrs；  rpsl  
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【Abstract】   Objective  To explore the correlation between mutations in rrs and rpsl genes of 
Mycobacterium tuberculosis and resistance to second-line-aminoglycosides. Methods  The species identification 
and drug susceptibility testing of 136 clinical Mycobacterium tuberculosis isolates were conducted by using the 
proportion method. The genomic DNA was extracted from clinical isolates which were resistant to 
second-line-aminoglycosides, and used for PCR amplification of DNA fragments specific for rrs and rpsl genes 
and sequence analysis by means of comparison with the standard laboratory strain (H37Rv). Results  Out of 136 
clinical isolates, 25 (18.3%) were resistant to second-line-aminoglycosides, including 13 (9.56%) resistant to 
capreomycin, 9 (6.62%) resistant to kanamycin-resistant, 2 (1.47%) resistant to capreomycin and kanamycin, and 1 
(0.73%) resistant to capreomycin, kanamycin and amikacin. By analyzing the sequencing results with the BLAST 
program at the NCBI website, rrs and/or rpsl gene mutations were identified in all 25 isolates (100%, 25/25), which 
included 3 with combined mutations in both genes: A1401G mutation in rrs and AAG43AGG and AAA121AAG 
mutations in rpsl (2 isolates), and A1401G mutation in rrs and AAG88AGG and AAA121AAG mutations in rpsl (1 
isolate); 3 with two mutations in rpsl: AAG43AGG and AAA121AAG (2 strains), and GGT11GTT and 
AAA121AAG (1 strain). The newly identified mutation at codon 11 of rpsl gene (GGT→GTT) has not been 
reported previously; and the rest 19 isolates had the point mutation at codon 121 (AAA→AAG) in rpsl gene. 
Conclusion  This study further confirmed the correlation between mutations in rrs and rpsl genes of 
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Mycobacterium tuberculosis and resistance to second-line-aminoglycosides. The identification of new mutation in 
rpsl gene and A1401G mutation in rrs gene will provide new information for further development of rapid 
detection methods for drug-resistant tuberculosis.  

【Key words】  Mycobacterium tuberculosis;  Aminoglycosides;  Mutation;  rrs;  rpsl 
 
自 20 世纪 90 年代来，全球结核病疫情出现上升

趋势，耐药结核病的出现，尤其是耐多药结核病和广

泛耐药结核病的出现，使全球结核病防治形势变得日

益严峻和复杂。耐多药结核病（multidrug drug-resistant 
tuberculosis，MDR-TB）是指结核分枝杆菌（mycobacterium 
tuberculosis，MTB）至少对异烟肼和利福平两种抗结

核药物同时耐药。广泛耐药结核病（ extensively 
drug-resistant tuberculosis，XDR-TB）是指结核分枝杆

菌至少对利福平、异烟肼耐药，同时增加对任何一个

氟喹诺酮类药物耐药，以及至少对下述 3 种可注射性

药物中的一种耐药：卡那霉素（Kanamycin、KAN）、

阿米卡星（Amikacin、AMP）、卷曲霉素（Capreomycin、
CAP）。自 2006 年全球报道首例 XDR 病例以来，至

少 80 国家有 XDR-TB，MDR 患者中的 XDR 平均比率

从 2010 年的 5.4%[1]上升至 9.0%[2]，结核病耐药情况呈

现增长的趋势。我国 2007 年至 2008 年全国结核病耐

药性基线调查发现，每年新发肺结核患者约 56 万例，

其中 MDR-TB 约 12 万例，XDR-TB 约 1 万例。根据

2012 年世界卫生组织调查显示：2011 年全球确诊

MDR-TB 患者 310 000 例，其中印度、中国和俄罗斯

占 60%[2]。MDR-TB、XDR-TB 患者往往预后较差，

MDR-TB 若治疗不当，就可能进一步发展成 XDR-TB，
后者将面临或已处于无药可治的窘境，在二线抗结核

药物中，二线氨基糖类药物对 MDR-TB 敏感性较高，

常优先用于治疗 MDR-TB[3]。因此对二线氨基糖类药

物耐药机制的研究，可进一步了解 XDR-TB 发生机制，

提高 MDR-TB 治愈率，减少 XDR-TB 发生。 
氨基糖苷类抗生素（Aminoglycosides）是由氨基

糖与氨基环醇通过氧桥连接而成的苷类抗生素，一线

氨基糖苷类药物是指最早用于治疗结核病的链霉素

（Streptomycin、SM），二线主要指 KAN、AMK、CAP，
目前主要用于治疗 MDR-TB。氨基糖苷类抗生素抗菌

机制是抑制结核分枝杆菌中蛋白质的合成，作用点位

于结核分枝杆菌内的30S核糖体亚基解码区的A部位，

由 21 种核蛋白体（包括 S12）和 1 种 16S rRNA 组成

的，通过阻碍氨基酸的进位，影响蛋白质的合成和释

放，从而引发细菌死亡。目前结核分枝杆菌对二线氨

基糖苷类药物的耐药机制还不完全清楚，其可能的机

制包括结核分枝杆菌的外排泵降低细胞内的抗生素浓

度；rRNA 甲基化酶的功能改变；氨基糖苷类酶活性的

丧失以及基因突变等，目前认为 rrs 和 rpsl 基因突变是

结核分枝杆菌耐氨基糖苷类药的主要原因之一。rrs 基
因突变使 16S rRNA 结构异常，rpsl 突变使核糖体核蛋

白 S12 功能异常，从而阻断抗生素发挥药理作用[4-7]。

本研究拟了解耐二线氨基糖苷类药临床分离株 rrs 与

rpsl 基因突变特征及其与耐药的关系，进一步了解结核

分枝杆菌耐二线氨基糖苷类药的机制，以提高

MDR-TB 的治愈率，减少 XDR-TB 的发生。 

资料与方法 

一、结核分枝杆菌临床分离株的来源、培养及药

物敏感试验 
肺结核患者痰标本来自贵州省遵义医学院附属医

院 2008 年 1 月至 2012 年 12 月期间门诊及住院患者，

进行痰培养，菌型鉴定以及结核菌药物敏感试验（比

例法）按《结核病诊断实验室检验规程》[8]进行，分离

出耐二线氨基糖苷类药结核分枝杆菌。 
二、结核分枝杆菌基因组 DNA 的提取及 PCR 扩

增 
1.  结核分枝杆菌灭活及破壁处理：用接种环刮取

适量新鲜菌落，置于含少量生理盐水的无菌离心管中，

80 ℃灭活 30 min；12 000 r/min 离心 5 min，弃上清，

各加入 400 μl 1×TE 溶液，吹打混匀制成菌悬液，加

入 60 μl 溶菌酶溶液，混匀，37 ℃孵育过夜。 
2.  DNA 提取：采用十六烷基三甲基溴化铵

（CTAB）法提取 DNA，－20 ℃保存备用，使用前用

无菌的 1×TE 将 DNA 原液稀释为 10 ng/μl 的工作浓

度。 
3.  rrs 及 rpsl 基因的扩增：rrs、rpsl 引物均由英潍

捷基（上海）贸易有限公司合成，分别为 rrs-F：5’-GTG 
TGCAGGTGGTGCATGGC-3’；rrs-R：5’-ATCCAGTT 
CTCAAACACCAC-3’；rpsl-F：5’-GCATGGCCGACA 
AACAGAAC-3’；rpsl-R：5’-GCCCCTTGCGTGGCAT 
CAGC-3’，扩增的 PCR 产物片段为 701 bp 和 440 bp。
PCR 总体积为 25 μl，包括：10×High Fidelity buffer 
2.5 μl、10 mmol/L dNTP Mix 0.5 μl、20 mmol/L 的上、

下游引物各 0.5 μl、ddH2O 19.75 μl、High Fidelity Hot 
Start Pol DNA 聚合酶 0.25 μl、10 ng/μl 的结核分枝杆菌 
DNA 模板 1 μl。反应条件 95 ℃ 2 min，95 ℃ 20 s，60 ℃ 
30 s，68 ℃ 1 min，30 个循环；68 ℃ 1 min。PCR 产
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物各取 1 μl，经 2%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物。  
三、rrs 基因测序与分析  
将 PCR 产物送至上海立菲技术有限公司（原上海

英骏公司）进行 DNA 测序，引物分别采用 rrs-F 和

rpsl-F。用 NCBI BLAST 在线将所测得的序列与 H37Rv 
菌株的 rrs、rpsl 标准序列（GenBank：NC_000962）进

行比对，并分析结果。 

结    果 

一、结核分枝杆菌菌株的培养及药敏试验 
分离出 136 株结核分枝杆菌菌，其中耐二线氨基

糖苷菌株 25 例（18.3%，25/136），敏感菌株 121 株

（81.7%，121/136）。其中单耐 CAP 13 株（9.56%，

13/136），单耐 KAN 9 株（6.62%，9/136），无单耐

AMK 菌株，同时耐 CAP、KAN 2 株（1.47%，2/136），

同时耐 CAP、KAN、AMK 1 株（0.73%，1/136）。 
二、PCR 产物的片段 
应用 rrs-F、rrs-R、spsl-F 和 spsl-R 分别扩增 25 株

耐二线氨基糖苷类药的结核分枝杆菌，扩增产物经 2%
的琼脂糖凝胶电泳检测，分别得到 701 bp 和 440 bp 目

的片段，见图 1。 
三、测序分析  
1．rrs 基因测序结果分析：25 株耐二线氨基糖苷

类药物的结核分枝杆菌中，20 株测序成功，其中 3 株

存在突变（15%，3/20），突变类型为 A1401G（图 2），

见表 1。 
2．rpsl 基因测序结果分析：25 株耐二线氨基糖苷

类药的结核分枝杆菌中，测序均成功，均存在突变

（100%，25/25）。4株为 rpsl AAG43AGG、AAA121AAG，

1 株为 rpsl AAG88AGG、AAA121AAG；1 株为 rpsl 
GGT11GTT、AAA121AAG，余 19 株为单基因单突变

rpsl AAA121AAG，见表 1（rpsl 基因 Gly11Val 见图 3；
Lys43Arg 见图 4；Lys88Arg 见图 5；Lys121Arg 见图 6）。 

3．rrs 和 rpsl 基因突变结果分析：25 株耐二线氨

基糖苷类结核分枝杆菌中，均存在 rrs 和（或）rpsl 基
因突变，突变率 100%（25/25），其中双基因联合突

变 3 株，共计两种类型： rrs A1401G 和 rpsl 
AAG43AGG、AAA121AAG （2 株）；rrs A1401G 和

rpsl AAG88AGG、AAA121AAG（1 株）；rpsl 单基因

双突变 3 株，共计两种类型：rpsl AAG43AGG、

AAA121AAG（2 株）；rpsl GGT11GTT、AAA121AAG
（1 株），余 19 株为单基因单突变 rpsl AAA121AAG，

见表 1。 

讨    论 

16 株耐 CAP 菌株中，每株均存在 rpsl Lys121Arg
突变，1 株 rrs 和 rpsl 基因双突变，突变率为 6.25%
（1/16），在单耐 CAP 中未检测到 rrs 突变，与 Jugheli
等[9]报道在 4 株单耐 CAP 菌株中均发现 rrs C1402T 不

相符，考虑不同地区的结核分枝杆菌菌株，突变类型

可能存在差异[10]；12 株耐 KAN 菌株中检测到 2 株 rrs 
A1401G 突变，突变频率为 16.7%（2/12），与 Jugheli
等[9]报道在 78 株耐 KAN 菌株中只检测到 rrs A1401G
突变一致。除每株存在的 rpsl 基因 Lys121 Arg 突变

外，还发现另外 3 种突变形式：Lys43Arg，Gly11Val
和 Lys88Arg，均是 SM 耐药结核分枝杆菌常见突变

位点[11-14]，查看其药敏结果，发现上述突变的 6 株中

5 株同时耐 SM，因此该突变可能与菌株耐 SM 有关。

另外 1 株不耐 SM 株 rpsl 突变类型为 Gly11Val，提示

Gly11Val 突变可能与 KAN 耐药有关；1 株耐 AMK 菌

株中发现 rrs 和 rpsl 双突变，突变率为 100%（1/1），

其中 rrs 突变形式为 A1401G，回顾该菌株药敏结果为

耐 KAN、AMK，另 2 株耐 KAN 也检测到 A1401G 突

变，提示该位点突变的耐 KAN 菌株容易发生 AMK 耐

药，与李建军等[15]报道一致 rrs A1401G 点突变提示菌

株在耐 KAN 的基础上有耐 AMK 趋势，与 Georghiou

表 1  耐二线氨基糖苷类药结核分枝杆菌 rrs 和 rpsl 基因突变形式及氨基酸改变 

耐药 菌株数 
rrs 

 
rpsl 

碱基突变 菌株数 碱基突变 氨基酸突变 菌株数 

单耐 CAP 13 － 0  AAA121AAG  Lys121Arg 13 

 
 
单耐 KAN 

 

 
 
9 
 

 
 

A1401G 
 

 
 
2 
 

 

 

 

AAG43AGG   Lys43Arg 2 

AAG88AGG   Lys88Arg 1 

GGT11GTT   Gly11Val 1 

AAA121AAG Lys121Arg  9 

单耐 AMK 0 － －  － － － 

耐 CAP、KAN 2 － －  AAG43AGG   Lys43Arg 1 

     AAA121AAG Lys121Arg 2 

耐 CAP、KAN、AMK 1 A1401G 1  
AAG43AGG  
AAA121AAG 

Lys43Arg 
Lys121Arg 

1 
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等[16]报道 rrs 基因 A1401G 突变可做为潜在的预测

KAN、AMK 耐药的靶点相符。3 株 rrs A1401G 突变的

菌株，2 株为 XDR，另 1 株为耐多药菌株。 

对比以往相关研究，rpsl 基因上检测的突变：rpsl 
Gly11Val，目前尚未见相关报道（图 3）。25 株耐二

线氨基糖苷结核分枝杆菌均发现 Lys121Arg 突变，提
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示其可能为无意义突变，也可能为耐药菌株 rpsl 基因

特异性突变位点；本研究中 AMK 菌株耐药率为 0.73%
（1/136），均低于 CAP（11.76%，16/136）和 KAN（8.82%，

12/136）耐药率，与谢永平等[17]报道 AMK 耐药率为

0.7%（1/142）基本一致，Jugheli 等[9,17]报道在 145 株

耐二线氨基糖苷类菌株中未发现单耐 AMK 株，提示

在治疗 MDR-TB 中，在未知药敏情况下可优先选择阿

米卡星。对比单耐 KAN、同耐 CAP 和 KAN、同耐 CAP、
KAN 和 AMK 菌株 rrs 和 rpsl 基因突变情况，rpsl 联合

突变类型 Lys43Arg，AAA121AAG 为共同的突变位点，

提示该突变位点可作为预测 CAP 和 KAN 共同耐药的

一个潜在靶点，但仍然需要进一步验证。 
本研究从 rrs 和 rpsl基因突变探讨结核分枝杆菌对

KAN、AMK、CAP 的耐药机制，发现结核分枝杆菌对

二线氨基糖苷类耐药与 rrs和 rpsl基因的突变存在相关

性。耐药菌株上均存在 rpsl 基因突变，部分耐药菌株

存在 rrs 基因突变，部分菌株上未发现 rrs 基因的突变，

考虑结核分枝杆菌对二线氨基糖苷类耐药除了 rrs 和

rpsl 基因突变外，可能还存在其他机制，因此仍需进一

步研究明确耐药机制。 
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