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新基因MTB139在儿童结核临床分离株中的表达 

及其临床意义的初步研究 

苏 薇，黄延风，许红梅，朱朝敏 ，郑改焕，郭 倩 
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【摘 要】目的：检测并验证新基因MTB139在儿童结核临床分离株中的表达，通过比较其在不同耐药性结核结核分枝杆菌中 

的表达差异，探讨其与结核耐药性的关系。方法：应用逆转录聚合酶链式反应(reverse transcription polymerase chain reaction， 

RT～PCR)的方法检测 60例临床结核分离株(9例耐多药株，24例非耐多药株，27例敏感株)中基因MTB139的表达。结果：6O 

例结核分离株样本中有7例检测到MTB139基因的阳性表达，3个组(耐多药组、非耐多药组、敏感组)结核菌株中MTB139基 

因阳性表达率比较有统计学差异(P=0．0o0)，其中耐多药组MTB139基因阳性表达率(5例，阳性表达率55．56％)明显高于非耐 

多药组(1例，阳性表达率4．17％)及敏感组(1例，阳性表达率 3．7O％)，差异有统计学意义(P=0．003、P=0．002)，非耐多药组与敏 

感组MTB139基因阳性表达率无统计学差异(e=-i．000)。结论：新基因MTB139在耐多药结核菌株有高表达，可能与结核耐多药 

性相关。 
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ClinicaI significance of MTB1 39 expression in clinicaI 

tuberculosis isolates of children 
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ofEducation Key Laboratory ofChild Development and Disorders；ChongqingKey Laboratory ofPediatrics) 

【Abstract]Objective：To verify the expression of new gene MTB139 in clinical tuberculosis isolates，and to explore its relevance to TB 

dmg resistance by detecting the differentially expressed MTB139 gene among clinical mycobacterium tuberculosis(M．tuberculosis) 

isolates with various resistances．Methods：MTB139 gene expressions in 60 clinical isolates(including 9 multidrug resistant isolates， 

24 non-muhidmg resistant isolates and 27 drug sensitive isolates)were detected by semi quantitative reverse transcriptase polymerase 

chain reaction technique．Results：rI'Ile expression MTB139 gene was observed in 7(11．67％)out of the 60 study isolates．Statistical 

analysis revealed that the difference in the expression of MTB139 among the three groups(muhidrug resistant group，non-multidmg 

resistant group，dmg sensitive group)was significant(P=0．ooo)．The positive expression rate of MTBI39 in muhidmg resistant group 

(5 isolates，55．56％)was significantly higher than that in both non-muhidrug resistant group(1 isolates，4．17％)and drug sensitive 

group(1 isolates，3．70％)，with statistical significances(P=0．003；P=0．002)．There was no significant difference in the expression of 

MTB139 gene between non—muhidrug resistant group and drug sensitive group(P=I．000)．Conclusion：The expression rate of new 

gene MTB139 is high among the isolates in muhidrug resistant group，and MTB139 gene may be associated with muhidrug resistance 

of tuberculosis． 
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近年来，随着抗结核药物的大量、广泛使用或 

滥用，耐药性结核的发病率逐渐增长，尤其是异烟 

肼、利福平同时耐药的耐多药结核病(multidrug re— 

sistant tuberculosis，MDR—TB)的流行使结核病的防 

治面临巨大挑战【”。目前。全球约2／3的结核病患者 

正处于耐多药的危险中。每年约50万新发MDR—TB 

病例[2-3】。我国作为结核病高负担国家，MDR—TB形 

势相当严峻，我国总 MDR—TB率接近于世界平均水 

平的 2倍 ，严重威胁了我国公共卫生安全 。深入 

研究耐药尤其耐多药结核菌产生的分子机制，是结 

核病防治面临的重要任务。 

结核耐单药的主要分子机制是染色体相关耐 

药基因突变改变菌体内相应的药物作用靶点所致， 

但仍有部分结核杆菌的耐药性机制不明。尤其是结 

核耐多药机制，并不是单纯耐单药靶基因突变的简 

单叠加，同时部分耐多药株尚未发现已知耐药基因 

突变，提示结核的耐多药存在其他分子机制，仍需 

深入探索 。本课题组在前期研究中应用抑制消减 

杂交技术，从差异表达基因角度对耐多药相关基因 

进行筛选，发现耐多药菌株中特异表达的未知新基 

因序列，命名为MTB13~sl。在此基础上，本实验通过 

分析MTB139基因在 60例临床儿童不同耐药性结核 

分离株中的差异性表达．进一步验证新基因MTB139 

的表达，并探讨其与儿童结核菌耐多药的相关性。 

1 材料与方法 

1．1 标本来源 、 

2008年 1O月至 2010年 8月，由重庆医科大学附属儿童 

医院病感染消化科提供临床诊断为结核病的临床标本(痰 

液、胃液等)72例，每 1例临床分离株对应 1个患儿。严格遵 

守《结核病诊断实验室检验规程》的规定，对样本进行处理、 

培养、复苏。采用改良罗氏培养基做为中性对照，采用对硝基 

苯 甲酸(P—Nitrobenzoic acid，PNB)和噻吩一2一羧酸肼 (2一 

Thiophene earborylic acid hydrazide，TCH)培养基生长试验对 

分离株进行初步菌种鉴定。同时收集结核病患儿的性别、年 

龄等临床资料。72例临床结核分离株复苏失败 9例．污染菌 

株3例，将剩余 60例分离株作为本实验研究对象。6O例结 

核分离株中男性患儿32例，女性患儿28例；O～3岁患儿 14 

例、3～14岁患儿46例；肺结核患儿48例，肺外结核患儿 17 

例，肺结核合并肺外结核患儿5例。 

1．2 耐药分析判定标准 

按照《肺结核诊断与治疗指南》采用比例法检测菌株对 

异烟 肼 (isoniazid，INH)、利福 平 (rifampicin，RFP)、链 霉 素 

(streptomycin，SM)、乙胺丁醇(ethambutol，EMB)的耐药性。药 

物临界浓度分别为 0．2、40．0⋯4 0 2．0 p,g／ml，以耐药百分比大 

于 1％为阳性。按照《耐药结核病规划管理指南》标准，根据不 

同耐药性将本实验研究样本分为耐多药组、非耐多药组、敏 

感组3个组，其中耐多药组菌株为至少同时耐INH和RFP 2 

种抗结核药物的菌株：非耐多药组为不同时耐INH和RFP的 

耐药菌株，包括单耐药(指对一种抗结核药物耐药)和多耐药 

结核菌株(指对一种以上的抗结核药物耐药，同时耐 INH和 

RFP除外)；敏感组为对4种药物均无耐药的菌株。 

1．3 MTB139基因同源性分析 

本课题组前期研究将 MTB139基因的单克隆样本送往 

测序公司进行测序，确定 MTB139基因序列。登录 NCBI 

(National Center of Bioteehnology Information)网站(http：／／www． 

ncbi．nlm．nih．gov／)，在 GenBank中利用 BLAST软件功能对 

MTB139基因进行 DNA序列同源性分析。按照序列与公共 

数据库同源性比较结果给出的score值，结合基因的长度将 

所测定的基因序列分为 3类：已知序列(同源性>90％)(染色 

体、线粒体、蛋白)、同源序列(同源性40％一90％)和未知序列 

(同源性<4O％)。 

1．4 引物合成 

新基因MTB139引物以及内参照基因sigA的引物(表1) 

由 ABI公司的 Primer Express Software v2．0设计，由华大基因 

公司合成。 

表 1 新基因 MTB139及内参基因sigA的引物 

Tab．1 PrimerS of MTB139 gene and sigA by RT-PCR 

1．5 R．I．_PCR 

1．5．1 总 RNA的提取 离心菌液，吸尽上清．加液氮充分研 

磨，在菌体中加 1 ml Trizd试剂，按说明书进行操作提取总 

RNA，一80 oC冻存。用紫外分光光度仪测A ， 捌 的比值， 

并定量。通过 1．5％的凝胶电泳检测其完整性。 

1．5．2 cDNA合成及PCR扩增 

1．5．2．1 逆转录反应体系及反应条件 以提取的总 RNA为 

模板，按照反应体系：DEPC水6 1，RNA酶抑制剂(50 U／Ix1) 

0．5 l，随机引物(50 pmoi／l~1)2 l，RNA 2 Ixl。混匀后，65 C水 

浴 5 min，室温放置 10 min。高速离心 5 S后 ，向上述离心管 

中加入反应物：RNA酶抑制剂(50 U／ix1)O．5 ，5 X buffer 

4 ，dNTP Mixture 2 l，DIT 2 ，AMV逆转录酶(200 U／ ) 

1 l。混匀后，40℃逆转录60 min，90℃处理 5̂，l0 min．冷却 
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组临床结核分离株 MTB139基因阳性表达率(55．56％)明显 

高于非耐多药组(4．17％)及敏感组(3．70％)，差异均有统计学 

意义(脚 ．003、P=0．002)，非耐多药组与敏感组中MTB139阳 

性表达率比较无统计学差异(P=-1．000)。 

250bp 

150bp 

254bp 

159 bp 

图3 结核分离株内 MTB139基因的表达 

Fig．3 Expression of MTB 139 gene in M．tuberculosis 

3 讨 论 

结核病作为一种古老的传染性疾病。给公众的 

健康和生命造成严重的威胁。儿童特别是婴幼儿免 

疫功能尚不成熟，易被结核分枝杆菌感染，发展为 

重症结核病如结核性脑膜炎、粟粒型肺结核等。由 

于儿童结核病发病率较成人少。症状不典型，诊断 

较困难 。目前对儿童结核病的研究相对较少。研究 

表明儿童结核病的传染源主要来源于排菌的亲密 

接触的成人结核患者。故儿童结核病在一定程度上 

可反映并预测社区结核病疫情的流行趋势，因此，儿 

童结核病常被视为检测结核耐药的重要指标翻。本 

研究中60例临床结核菌分离株均来源于儿童，与 

成人相对比，儿童结核病多为原发性，其活动范围 

较窄，且菌种来源多样化，同时患儿较少伴发其他 

疾病，干扰因素相对较少。因此，研究MTB139基因 

在儿童结核病临床分离株中的表达更具有代表意 

义。本实验研究结果显示，60个临床结核菌临床分 

离株中有 7株(5株耐多药菌株、1株耐 INH菌株和 

1株敏感菌株)检测到 MTB139基因表达．MTB139基 

因总体阳性表达率为 11．67％。耐多药组、非耐多药 

组及敏感组均检测出 MTB139基因阳性表达菌株，3 

个组 中 MTB139基因阳性表达率分别为55．56％， 

4．17％及3．70％。经统计学分析，3个组MTB139基 

因阳性表达率存在统计学差异( 0．000)。两两之间 

比较分析结果显示，耐多药组菌株中MTB139基因 

阳性表达率明显高于非耐多药组及敏感组( =0．003、 

P=O．002)，但非耐药组与敏感组阳性 MTB139基因 

表达率无统计学差异( 1．000)。结果表明MTB139 

基因在不同耐药性结核菌株中存在差异性表达．且 

在耐多药结核菌株中高表达．提示MTB139基因可 

能与结核病的耐多药性有密切关系。 

目前国内外尚未发现 MTB139基因的相关报 

道，其作用靶点及功能尚不清楚。我们通过对MTB139 

基因同源性分析发现：其与结核菌保守膜蛋白基因 

(Mycobacterium canettii CIPT 140070010)的相似性 

达 29％，推测新基因MTB139可能属于结核菌保守 

膜蛋白基因家族的新成员，或者功能相似。膜蛋白 

占整个基因组的五分之一，在细菌繁衍生长过程中 

发挥着重要作用：首先其具备完整的细胞功能，如 

跨膜运输、结构支撑、维持细胞电势、信号传递和代 

谢等，其次介导结核菌的胞内寄生，参与宿主的免 

疫应答等[1o】。结核膜蛋白包括耐多药外排泵中的 

AT载体蛋白(carrier protein)和通道蛋白(channel 

protein)类蛋白。目前大多学者认为外排泵是细菌耐 

药性的一种重要机制，外排泵基因编码蛋白可以转 

运一种或多种化合物，其在结核分支杆菌耐药方面 

的作用逐渐被重视，目前已有研究证实了药物外排 

泵在结核菌对异烟肼、利福平、氨基糖苷类、四环素 

类等药物产生耐药的过程中发挥重要作用[11】。现研 

究认为膜蛋白可作为外排泵基因编码抗结核药物 

的主要作用靶点，并已有 20种膜蛋白被定义为假 

想的药物外排泵。膜蛋白通过表达的上调或下调屏 

蔽或外排药物导致结核耐药性的产生【 。目前研究 

发现 Rv1410、Rv1819c和Rv1258c等编码的膜蛋白 

均参与了结核药物的外排泵耐药机制[13-1q。虽然本 

实验结果提示新基因 MTB139可能与结核耐多药 

相关，但由于本实验随机抽取的临床结核菌样本量 

及菌种来源有限，只能反映 MTB139基因在重庆地 

区的儿童结核菌表达的大致情况，无法代表其在不 

同地区、人群、样本量的表达情况。此外 ，MTB139基 

因的功能有待进一步探索，因此，本研究仅作为 

MTB139基因与结核耐多药相关性的初步研究，其 

是否参与结核病耐多药性及产生耐药的机制仍需 

深入研究。 

综上所述，本实验研究初步证实了本课题组的 

前期推测，验证了新基因MTB139在结核分枝杆 

菌 中的表达 ，并且研究结果提示 MTB139基 因及 

MTB139基因差异表达可能与结核分支杆菌耐多药 
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密切相关。但是要证实 MTB139基因与结核病耐多 

药性的相关性仍需扩大样本量及菌株来源。同时本 

课题组今后将深人探索MTB139基因的功能。以鉴 

定其是否参与结核分支杆菌的耐多药性．并阐明机 

制。如果这一推测得到印证。将有助于进一步揭示 

耐多药结核菌的基因表达特征及结核耐多药产生 

的基因调节机制，为广大结核患者带来福音。 
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