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*耐药监测*

基于新疆维吾尔自治区南疆地区 169株结核
分枝杆菌探讨基因缺失对贝达喹啉的
耐药机制

向煜1,2，杨淑柳1,2，武娅宁2，王泉3，曹滨1,2，高晓平3，于晋杰1,2，肖开提·米吉提3，赵秀芹2，李马超2，
赵丽丽2，万康林2，刘海灿2，李桂莲2，袁秀琴1

摘要：  目的    挖掘与结核分枝杆菌（MTB）对贝达喹啉耐药相关的基因缺失片段。 方法    2017—2020 年期间从新疆维吾尔自治

区南疆地区收集 807 株 MTB 分离株，对菌株进行全基因组测序，采用 TB-Profiler 4.1.2 检测菌株的家系和预测异烟肼、利福平、

氟喹诺酮类等 7 种药物的敏感性；选择 44 株准广泛耐药（Pre-XDR）菌株和 125 株随机菌株，采用 Delly 0.9.1 软件检测基因缺失

情况，采用 C++脚本程序检测 Rv0678、atpE 和 pepQ 基因突变情况，采用微量肉汤稀释微孔板法检测菌株对贝达喹啉的最小抑

菌浓度（MIC）及耐药情况。 采用 χ2 检验和秩和检验等方法分析基因缺失与贝达喹啉耐药的相关性及不同家系菌株对贝达喹啉

耐药性及敏感程度的差异。 结果    44 株 Pre-XDR 株中共鉴定出 23 株贝达喹啉耐药株（MIC≥0.25 μg/mL）和 49 种基因缺失类

型，发生缺失菌株数＞5 株的缺失类型共有 8 种，其中 2 729 618 bp～2 729 833 bp（Rv2434c）缺失组贝达喹啉耐药率和 MIC 水平

低于未缺失组（χ2＝6.145，P＝0.013和 Z＝−2.224，P＝0.026）； 2 235 169 bp～2 235 233 bp（ctpG）、1 710 766 bp～1 711 557 bp（Rv1519-
Rv1520）和 3 952 924 bp～3 954 223 bp（echA19-Rv3517）多基因缺失组贝达喹啉耐药率和 MIC 水平均高于未缺失组（χ2＝4.322，
P＝0.038 和 Z＝−2.526，P＝0.012）。 但是在 125 株验证用菌株（含贝达喹啉耐药株 23 株）中均未发现差异具有统计学意义

（χ2＝1.660，P＝0.198 和 Z＝−1.152，P＝0.249）。 将 44 株菌株和 125 株菌株合并分析，仅发现 2 235 169 bp～2 235 233 bp（ctpG）、

1 710 766 bp～1 711 557 bp（Rv1519-Rv1520）和 3 952 924 bp～3 954 223 bp（echA19-Rv3517）多基因缺失组贝达喹啉耐药率高于未

缺失组（χ2＝6.396，P＝0.011），该多基因缺失仅发生于 L3 家系菌株，同时两两比较发现 L3 家系菌株的贝达喹啉耐药率显著高

于 L4 家系（P＜0.017）。 结论    2 235 169 bp～2 235 233 bp（ctpG）、1 710 766 bp～1 711 557 bp（Rv1519-Rv1520）和 3 952 924 bp～
3 954 223 bp（echA19-Rv3517）多基因缺失为南疆地区 L3 家系菌株特有的基因缺失类型（与该地其他家系相比），其与贝达喹啉

耐药性的关系不稳健，L3 家系菌株可能比 L4 家系对贝达喹啉耐药的易感性更高。 由于样本量较小，需扩大样本量做进一步验

证，以上结果为了解贝达喹啉的耐药机制及控制相关耐药菌株的传播提供了线索。
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Abstract:    Objective    To understand gene deletion associated bedaquiline resistance in Mycobacterium tuberculosis.
Methods    During 2017−2020, a total of 807 strains of M. tuberculosis were collected from the southern area of Xinjiang
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Uygur autonomous region for whole genome sequencing, then TB-Profiler was used to detect the strain lineages and predict the
strains’ susceptibilities to 7 antibiotics, including isoniazid, rifampicin, fluoroquinolone, and so on. In the 807 isolates, 44 pre-
extensively drug resistant (Pre-XDR) strains were selected and 125 isolates were randomly selected for the tests of gene
deletion by using Delly 0.9.1 software, the mutations in Rv0678, atpE and pepQ by using C++ script program, and the
minimum inhibitory concentrations (MICs) of bedaquiline to the strains by using the micro-broth dilution microplate method.
The association between gene deletion and bedaquiline resistance and the difference in bedaquiline resistance rates and MIC
levels among the strains in different lineages were analyzed by χ2 test and rank-sum test. Results    A total of 49 gene deletion
types, including 8 types involving ＞ 5 strains, and 23 bedaquiline resistant strains were identified in 44 Pre-XDR strains. In
the 44 Pre-XDR isolates, the bedaquiline resistance rate and MIC level of the deletion group of 2 729 618 bp–2 729 833 bp
(Rv2434c) were lower than those of the non-deletion group (χ2＝6.145, P＝0.013 and Z＝−2.224, P＝0.026); multi-gene
deletion group of 2 235 169 bp–2 235 233 bp (ctpG), 1 710 766 bp–1 711 557 bp (Rv1519–Rv1520) and 3 952 924 bp–3 954 223
bp (echA19–Rv3517) showed higher bedaquiline resistance rate and MIC level compared with non-deletion group (χ2＝4.322,
P＝0.038 and Z＝−2.526, P＝0.012). However, no significant difference was found among the 125 strains (including 23
bedaquiline resistant strains) used for validation (χ2＝1.660, P＝0.198 and Z＝−1.152, P＝0.249）. Combined analysis on the
44 strains and 125 strains revealed that only the multi-gene deletion group of 2 235 169 bp–2 235 233 bp (ctpG), 1 710 766 bp–
1 711 557 bp (Rv1519–Rv1520) and 3 952 924 bp–3 954 223 bp (echA19–Rv3517) had higher bedaquiline resistance rate
compared with non-deletion group (χ2＝6.396, P＝0.011), and the multi-gene deletion occurred only in the lineage 3 strains,
meanwhile, one-by-one comparisons revealed that the resistance rate to bedaquiline was significantly higher in the lineage 3
strains than in the lineage 4 strains (P＜0.017).Conclusion    Multi-gene deletions of 2 235 169 bp–2 235 233 bp (ctpG), 1 710 766 bp–
1 711 557 bp (Rv1519–Rv1520) and 3 952 924 bp–3 954 223 bp (echA19-Rv3517) were unique in the lineage 3 strains in
southern Xinjiang (compared with other lineages in this area), and its relationship with bedaquiline resistance was not stable.
The lineage 3 strains might be more inclined to resistant to bedaquiline compared with the lineage 4 strains. The sample size of
the study was small and further validation in larger samples is needed. These results provide clues for the understanding of the
mechanism of bedaquiline resistance and the control of the spread of bedaquiline resistant strains.
Key words:    Mycobacterium tuberculosis; Drug resistance; Gene deletion; Bedaquiline; Lineage 3
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结核病是由结核分枝杆菌 （Mycobacterium
tuberculosis，MTB）复合群感染引起的一种慢性传染

病，据世界卫生组织（World  Health  Organization，
WHO）《2023年全球结核病报告》显示，2022年全球

结核病总发生数为 1 060万例 ，发病率约为

133/10万人［1］。在过去几十年里，全球大部分国家

和地区采用异烟肼、利福平、乙胺丁醇和吡嗪酰胺等

常见一线抗结核药物治疗敏感结核病，利福平耐药

（ rifampicin  resistant， RR）和 耐 多 药 （ multi-drug
resistant，MDR）结核病的出现给结核病控制带来了

严重挑战，2021年全球新发和复发结核病患者治愈

率约为 87%，而用二线药物治疗准广泛耐药或广泛

耐药（pre-/extensively drug resistant，Pre-XDR/XDR）
结核病的治愈率更低，仅为 58%［1］。Pre-XDR/XDR
结核病的流行给 2035年终止结核病流行的策略目

标带来了严重挑战［2］。因此，需要持续开发新的治

疗药物和不断优化治疗药物组合，同时开展新药物

的耐药机制及已有药物的新的耐药机制的研究。

近年来，WHO［3］和我国防痨协会［4］、中华医学

会结核病学分会［5］均推荐将贝达喹啉联合利奈唑胺、

氯法齐明和（或）环丝氨酸等药物用于治疗 Pre-XDR、
MDR、RR结核病［6］，并经实践证明具有良好的治疗

效果［7–8］。随着贝达喹啉在临床上的广泛使用，迫切

需要深入了解其耐药机制。目前认为，由染色体基因

突变导致的耐药被认为是MTB耐药的主要机制，其中

以单核苷酸突变（single  nucleotide  variation，SNV）
最为常见［9–10］。如 95% 的利福平耐药与 rpoB 基因

上的 SNV有关［11–12］、50%～75% 的异烟肼耐药与

katG 和 inhA 基因的 SNV相关［13］。但也有研究发现，

基因缺失与菌株耐药性密切相关。

Horinouchi等［14］通过在 3种不同的抗生素压

力下，对 173个转录因子单基因缺失的大肠埃希菌

展开耐药性进化研究，结果发现基因缺失可能会加

速或者抑制耐药性的进化，并证实了 arcA 和 gutM
基因缺失会抑制耐药性的进化过程。此外，Prater等［15］

通过构建 LiaFSR通路缺失的屎肠球菌发现，缺失型

相对于野生型对达托霉素的敏感性增加。其他学者

报告，吡嗪酰胺和对氨基水杨酸耐药的MTB中分别

存在 pncA［16–17］和 thyA［18］基因的大量缺失，并分别

与吡嗪酰胺和对氨基水杨酸耐药具有较好的统计学
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相关性。文献报道与贝达喹啉耐药相关的基因有

Rv0678、pepQ、atpE、mmpL5［19–21］等，其中前 3个基

因的突变用于预测贝达喹啉耐药，灵敏度仅为

49.4%［22］，因此亟需从其它角度研究贝达喹啉的耐

药机制。目前关于基因缺失与贝达喹啉耐药的相关

性研究较少，本研究拟选择 2017－2020年从新疆维

吾尔自治区（新疆）南疆地区收集的 MTB临床分离

菌株，采用全基因组测序、生物信息分析方法和表型

药敏方法，分析与贝达喹啉耐药相关的基因缺失。 

1    材料与方法
 

1.1    菌株选择　收集 2017年 6月至 2020年 12月
期间来自新疆医科大学第八附属医院、喀什地区肺

科医院、库车县传染病医院和乌什县人民医院确诊、

登记且年满 16周岁的结核病住院/门诊患者的临床

分离 MTB菌株 807株。参考菌株为中国疾病预防

控制中心传染病预防控制所结核室保存的 H37Rv
（ATCC27294）。首先选择经基因突变预测（方法见 1.2）
为 Pre-XDR（指 MTB对利福平耐药，且对任何一种

氟喹诺酮类药物耐药）的 44株分离株，采用 Delly
0.9.1软件检测基因缺失情况，获得与贝达喹啉耐药性

相关的基因缺失，再从余下菌株（不包括 44株测试

菌株）中采用完全随机抽样的方法选择 125株用于

验证以上基因缺失与贝达喹啉耐药的相关性。 

1.2    全基因组测序　采用十六烷基三甲基溴化铵法

提取全基因组，利用 NanodropND-1000核酸分析仪

测定核酸样本的浓度及纯度 ，合格样本采用

MGISEQ-2000测序仪（深圳华大基因科技服务有限

公司）进行 2×150 bp双末端、500×测序。完成测

序后使用 SOAPnuke及 FastQC对原始 FASTQ序

列进行过滤。选取 Reads测序深度超过 400×，基因

组覆盖度超过 90% 的样本，并利用 TB-Profiler 4.1.2
（https://github.com/jodyphelan/TBProfiler）软件对 807
株菌株检测其 SNV、谱系并预测菌株对异烟肼、利

福平和氟喹诺酮类等药物的药物敏感性。参考序列

为 H37Rv（GenBank accession No. NC 000962.3）。 

1.3    贝达喹啉耐药相关基因及其他基因的突变检测

　 根据 WHO公布的《结核分枝杆菌复合群耐药相关

基因突变名录》［22］，选择与贝达喹啉（临时）耐药相

关的 3个基因 Rv0678、atpE 和 pepQ。其他基因指

本研究分析获得的其他基因。突变检测方法：采用实

验室编制的 C++脚本程序运行 TB-Profiler 4.1.2分
析获得的 VCF文件，获得 SNV、插入和缺失情况。 

1.4    菌株结构变异的检测　根据 TB-Profiler 4.1.2运行

后获得的 bam文件，利用 Delly 0.9.1软件进行结构

变异（structure variation，SV）检测，仅对其中发生基因

缺失这一类型的 SV展开后续分析，对检测到的基因

缺失按以下标准进行筛选：（1）剔除低质量和不准确的

结构变异。（2）剔除仅发生于非编码区、编码 PE/PPE
蛋白基因、IS6110移动原件或重复区域的基因缺失。

（3）纳入长度在 20 bp～ 20 Kbp之间的基因缺失。 

1.5    菌株对贝达喹啉的最小抑菌浓度（minimum
inhibitory concentration，MIC）值及药物敏感性的检

测　贝达喹啉购自美国 CSNpharm公司，采用二甲

基亚砜溶解至 0.64 mg/mL，分装，–80 ℃ 保存备用。

刮取 1满环 3～ 4周 MTB新鲜培养物于 2  mL
生理盐水，超声分散约 30 s，静置 10～15 min；取适

量菌液上清到 5 mL比浊管中，用生理盐水调节浓度

至 0.5个麦氏浓度，吸取 100 μL菌液于 15 mL离心

管中，用含有 10% 油酸–清蛋白–葡萄糖–过氧化氢

酶添加剂的 7H9培养基稀释至 5 mL；在 96孔板中

每孔加入 50 μL的 7H9培养基，第一列再加入 47.5 μL
培养基，然后在第一列加入 2.5  μL的贝达喹啉

（0.64 mg/mL），按 2倍梯度稀释原则依次稀释，至

第 11列，最后再往每孔加入 50 μL制备好的菌液。

将以上培养板封上封口膜，密封完毕后，置于 37 ℃
培养箱中培养约 10 ～ 14 d，当第 12列无药对照孔

出现菌落沉淀时，记录菌株的 MIC。本研究 MIC定

义为无可见菌落生长的最小药物浓度。贝达喹啉的

浓度检测范围为 8 ～   0.007 8  μg/mL，当菌株的

MIC大于等于 0.25 μg/mL［10］时，认为菌株对贝达喹

啉耐药，每株菌株至少检测 2次，MIC取至少两次

实验中的一致值。 

1.6    统计学分析　采用 SPSS 25.0统计软件进行数

据分析，组间比较采用两组或多组独立样本的秩和

检验（Mann-Whittey U）、χ2 检验或 Fisher's确切概率

法，P＜0.05为差异有统计学意义。通过DAVID（https://
david.ncifcrf.gov/）对基因功能进行注释。 

2    结果
 

2.1    与贝达喹啉耐药相关的基因缺失片段初探　本研

究首先在 44株 Pre-XDR菌株中挖掘与贝达喹啉耐

药相关的基因缺失。 

2.1.1   44株准广泛耐药菌株对贝达喹啉的 MIC分

布、耐药结果及基因突变检测结果　44株 Pre-
XDR菌株对贝达喹啉的 MIC分布见表 1，MIC几

何均数为 0.204  μg/mL，其中贝达喹啉耐药株为

23株（52.27%）。23株耐药株中，3株发生 Rv0678
突变，突变率为 13.04%，未发现 atpE 和 pepQ 突变株。

21株 敏 感 株 中 ，仅 1株 发 生 pepQ  Gly138Asp
（GGC-GAC），突变率为 4.76%。具体突变类型及相

应菌株的MIC见表 1。 
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2.1.2   44株准广泛耐药菌株基因缺失的检测结果

　 通过 Delly 0.9.1软件对 44株 Pre-XDR分离株进行

结构变异检测，共检测出 1 582种不同类型的结构变异，

含 742种不同的基因缺失类型。剔除低质量的基因

缺失 216种、不准确的基因缺失 180种、杂合缺失和

未缺失 212种（0/1或 0/0），其他缺失中 IS6110移动

元件 8种、重复区域 7种、非编码区 9种和 PE/PPE
家族蛋白质 61种。随后共纳入 49种不同类型的

基因缺失进行分析，其中小缺失 11种（29 bp～91 bp，
中位数：65 bp）、大缺失 38种（106 bp～7 838 bp，中位数：

1146 bp）。49种不同类型的基因缺失中，有 8种发生

缺失的菌株数＞5株，见表 2。其余 41种仅发生在 1～4
株分离株中。表 2的 8种缺失类型中，2 550 008 bp～
2 551 367 bp基因缺失发生于所有 Pre-XDR菌株中，

不利于统计学分析将其舍去。此外，由于基因缺失

2 235 169 bp～2 235 233 bp、1 710 766 bp～1 711 557 bp
与3 952 924 bp～3 954 223 bp在菌株中同时发生，本研究

在部分分析中将其归为一类，命名为 2 235 169 bp～
2 235 233 bp、1 710 766 bp～1 711 557 bp和 3 952 924
bp～3 954 223 bp多基因缺失。因此，本研究将分析 5种
缺失类型与贝达喹啉耐药的关系。 

2.1.3   44株准广泛耐药菌株基因缺失与贝达喹啉耐

药率和 MIC水平的关系　本研究首先在 44株 Pre-
XDR菌株中分析 5种基因缺失类型与贝达喹啉耐

药率和 MIC水平的关系。结果如表 3和表 4显示，

2 729 618 bp～2 729 833 bp缺失组耐药率和MIC水平均

显著低于未缺失组（χ2＝6.145，P＝0.013和 Z＝−2.224，
P＝0.026），2 235 169 bp～2 235 233 bp、1 710 766 bp～
1 711 557 bp和 3 952 924 bp～3 954 223 bp多基因缺

失组的耐药率和 MIC水平均显著高于未缺失组，差

异有统计学意义（χ2＝4.322，P＝0.038和 Z＝−2.526，
P＝0.012）。 

2.2    基因缺失与贝达喹啉耐药关系的验证　为了验

证 2.1.3发现的 2 729 618 bp～2 729 833 bp缺失和

2 235 169 bp～2 235 233 bp、1 710 766 bp～1 711 557 bp
和 3 952 924 bp～3 954 223 bp多基因缺失与贝达喹

啉耐药率和 MIC水平的关系，本研究从其他南疆地

区的菌株中随机抽取 125株分离株进行验证。 

2.2.1   125株验证菌株对贝达喹啉的 MIC分布、耐

药结果及基因突变检测结果　125株验证菌株对贝

达喹啉的 MIC分布见表 1，MIC几何均数为 0.054
μg/mL，其中 23株为贝达喹啉耐药株 （ 18.40%，
23/125） ， 3株 发 生 Rv0678 突 变 ，未 发 现 atpE
和 pepQ 突变株，耐药株总突变率为 13.04%（3/23）。

 

表 1    新疆维吾尔自治区南疆地区 169株结核分枝杆菌对贝达喹啉的最小抑菌浓度分布及贝达喹啉耐药相关基因突变情况

Table 1    Distribution of minimum inhibitory concentrations of bedaquiline and mutations in bedaquiline resistance associated genes in 169
Mycobacterium tuberculosis isolates in the Southern region of Xinjiang Uygur Autonomous Region

 

最小抑菌浓度（μg/mL） 44株准广泛耐药株 125株验证株

8 0 0
4 1（1Rv0678 320 ins C） 0
2 2（1Rv0678 320 ins C；1Rv0678 Met73Val） 1（1Rv0678 Tyr92Cys）
1 3 1
0.5 4 9（1Rv0678 Ala102Valb；1Rv0678 Arg109Leub）
0.25 13 12
0.125 12（1pepQ Gly138Asp） 26（1Rv0678 Asp5Tyr；1Rv0678 Gly41Valb）
0.062 5 6 23
0.031 3 3 22（1Rv0678 Ala128Val）
0.015 6 0 15（1pepQ Pro359Gln；1pepQ Thr315Ala）
0.007 8 0 3
0.003 9 0 13
几何均数a 0.204 0.054

　　注：a. 菌株对贝达喹啉最小抑菌浓度的几何均数（μg/mL）；b. 该位点为世界卫生组织发布的《结核分枝杆菌复合群耐药相关基因突变名
录》报告的不确定与贝达喹啉耐药性相关的位点，其他基因突变类型均为首次报道；括号外数据为菌株数（株）；括号内数据为菌株数、耐
药基因和突变情况

 

表 2    新疆维吾尔自治区南疆地区 44株准广泛耐药菌株中发现的 8种基因缺失情况

Table 2    Eight gene deletions in 44 pre-extensively drug resistant strains in the Southern region of Xinjiang Uygur Autonomous Region
 

缺失片段的起–止核苷酸位置（bp）a 长度（bp） 基因 菌株数量（个）

2 550 008～2 551 367 1 360 Rv2277c 44
4 231 859～4 231 949 91 Rv3785 38
2 535 431～2 536 142 712 Rv2263 30
2 729 618～2 729 833 216 Rv2434c 25
   859 242～859 499 258 Rv0766c 8
2 235 169～2 235 233 65 Rv1992c 6
1 710 766～1 711 557 792 Rv1519、Rv1520 6
3 952 924～3 954 223 1 300 Rv3516、Rv3517 6
　　注：a. 核苷酸位置以结核分枝杆菌标准株H37Rv的序列（GenBank accession No . NC 000962.3）为参照，比对之后获得
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102株敏感株中，3株发生 Rv0678 突变，2株发生

pepQ 突变，未发现 atpE 突变株，总突变率为 4.90%
（5/102）。具体突变类型及相应菌株的MIC见表 1。

经过 TB-Profiler预测，102株贝达喹啉表型敏

感株中利福平耐药菌株 54株（52.94%，54/102），异
烟肼耐药菌株 38株（37.25%，38/102），MDR菌株

12株（11.76%，12/102），Pre-XDR菌株 9株（8.82%，
9/102）。23株贝达喹啉表型耐药株中利福平耐药株

9株 （ 39.13%， 9/23） ，异烟肼耐药株菌株 9株
（39.13%，9/23），MDR菌株 2株（8.70%，2/23），Pre-
XDR菌株 4株（17.39%，4/23）。 

2.2.2   125株验证菌株及 169株菌株中基因缺失与

贝达喹啉耐药敏感性的相关性结果　在 125株验证

菌株中均未发现 2 729 618 bp～2 729 833 bp缺失和

2 235 169 bp～2 235 233 bp、1 710 766 bp～1 711 557 bp
和 3 952 924 bp～3954223 bp多基因缺失与贝达喹

啉耐药率和MIC水平具有相关性（均 P＞0.05）（表 3
和表 4）。

将 44株 Pre-XDR菌株和 125株验证菌株合并

（共 169株菌株），分析以上 2种缺失类型与贝达喹啉

耐药率和MIC水平的相关性时发现，2 729 618 bp～
2 729 833 bp基因缺失组与未缺失组菌株的贝达喹啉

耐药率和MIC水平均未发现统计学差异（均P＞0.05）；而
2 235 169 bp ～2 235 233 bp、1 710 766 bp～1 711 557 bp
和 3 952 924 bp～3 954 223 bp多基因缺失组的贝达

喹啉耐药率显著高于未缺失组，差异有统计学意义

（χ2＝6.396，P＝0.011），两组间的贝达喹啉MIC水平

差异无统计学意义（χ2＝1.826，P＝0.068）（表 3和表 4）。 

2.3    多基因缺失在不同家系菌株中的分布情况　对

169株菌株进行分析发现，L2家系菌株 116株
（68.64%，116/169），L3家系为 25株（14.79%，25/169），
L4家系为 28株（16.57%，28/169）。2 235 169 bp～
2 235 233 bp、1 710 766 bp～1 711 557 bp和3 952 924 bp～
3 954 223 bp多基因缺失在 L3家系中的发生率为

100.00%（25/25），在 L2和 L4家系中发生率均为

0.00%，在 L3家系中的发生率显著高于其他家系

（L2和 L4）菌株（χ2＝161.159，P＜0.001）。 

2.4    不同家系菌株间贝达喹啉耐药率和 MIC水平的

差异　根据 2.3结果，2 235 169  bp～2 235 233  bp、
1 710 766 bp～1 711 557 bp和3 952 924 bp～3 954 223 bp

 

表 3    2017－2020年新疆维吾尔自治区南疆地区 169株携带不同类型基因缺失的结核分枝杆菌对贝达喹啉耐药率的差异

Table 3    Differences in resistance rates to bedaquiline among 169 strains of Mycobacterium tuberculosis with different types of gene deletions
in the southern region of Xinjiang Uygur Autonomous Region during 2017−2020

 

　　缺失类型（bp） 分组
44株准广泛耐药株 125株验证菌株 169株菌株

耐药 敏感 χ2值 P值 耐药 敏感 χ2值 P值 耐药 敏感 χ2值 P值
4 231 859～4 231 949 缺失 21 17 0.313 0.576 − − − − − − − −

未缺失 2 4 − − − −
2 535 431～2 536 142 缺失 13 17 3.020 0.082 − − − − − − − −

未缺失 10 4 − − − −
2 729 618～2 729 833 缺失 9 16 6.145 0.013 9 52 1.055 0.304 18 68 3.496 0.062

未缺失 14 5 14 50 28 55
   859 242～859 499 缺失 3 5 0.285 0.594 − − − − − − − −

未缺失 20 16 − − − −
多基因缺失a 缺失 6 0 4.322 0.038 6 13 1.660 0.198 12 13 6.396 0.011

未缺失 17 21 17 89 34 110
　　注：a. 核酸片段2 235 169 bp～2 235 233 bp、1 710 766 bp～1 711 557 bp和3 952 924 bp～3 954 223 bp同时缺失; –. 未检测该缺失片段在样本中
的情况
 

表 4    2017－2020年新疆维吾尔自治区南疆地区 169株携带不同类型基因缺失的结核分枝杆菌对贝达喹啉的最小抑菌浓度的差异

Table 4    Differences in Minimum Inhibitory Concentrations of bedaquiline in 169 strains of Mycobacterium tuberculosis with different types of
genetic deletions in the southern region of Xinjiang Uygur Autonomous Region during 2017−2020

 

缺失类型（bp） 分组
44株准广泛耐药株 125株验证菌株 169株菌株

G M（Q25， Q75） Z值 P值 G M（Q25， Q75） Z值 P值 G M（Q25， Q75） Z值 P值
4 231 859～4 231 949 缺失 0.228 0.250（0.125，0.250） −1.561 0.119 − − − − − − − −

未缺失 0.099 0.094（0.039，0.219） − − − −
2 535 431～2 536 142 缺失 0.181 0.125（0.125，0.250） −1.215 0.224 − − − − − − − −

未缺失 0.630 0.250（0.156，0.500） − − − −
2 729 618～2 729 833 缺失 0.148 0.125（0.125，0.250） −2.224 0.026 0.052 0.060（0.020，0.130） −0.315 0.753 0.070 0.063（0.031，0.125） −0.643 0.520

未缺失 0.311 0.250（0.188，0.750） 0.056 0.060（0.030，0.130） 0.083 0.125（0.031，0.250）
   859 242～859 499 缺失 0.162 0.125（0.125，0.250） −0.577 0.564 − − − − − − − −

未缺失 0.214 0.250（0.109，0.500） − − − −
多基因缺失a 缺失 0.630 0.375（0.250，1.625） −2.526 0.012 0.084 0.060（0.030，0.500） −1.152 0.249 0.136 0.125（0.031，0.500） 1.826 0.068

未缺失 0.170 0.125（0.125，0.250） 0.050 0.060（0.020，0.130） 0.069 0.063（0.031，0.125）
　　注： a. 核酸片段2 235 169 bp～2 235 233 bp、1 710 766 bp～1 711 557 bp和3 952 924 bp～3 954 223 bp同时缺失；G. 最小抑菌浓度的几何平均数（μg/mL）；
M（Q25， Q75）: M. 最小抑菌浓度的中位数，（Q25， Q75）为最小抑菌浓度的25%～75%间区；−. 未检测该缺失片段在样本中的情况
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多基因缺失和 L3家系密切相关。为探讨 L3家系菌

株是否通过以上多基因缺失介导对贝达喹啉耐药的

易感性，本研究将从分析不同家系菌株间贝达喹啉

耐药率和MIC水平的差异，进行初步的探讨。

对 169株不同家系菌株的贝达喹啉耐药率进行

比较，发现 L3家系菌株对贝达喹啉的耐药率最高，

且明显高于 L4家系菌株（P＜0.017）；对不同家系

菌 株 的 贝 达 喹 啉 MIC水 平 进 行 比 较 ，发 现

L2（G＝0.081 μg/mL）和 L3（G＝0.136 μg/mL）家系

菌株的 MIC水平均高于 L4（G＝0.034 μg/mL）家系

菌株（图 1）。
  

 
注：L3 家系中有一株菌最小抑菌浓度为 4 μg/mL，图中未显

示；a. α＝0.017（0.05/3）水平下，不同家系之间最小抑菌浓度水平

的差异有统计学意义；MIC. 最小抑菌浓度
图 1    2017－2020年新疆维吾尔自治区南疆地区 169株不同家系

结核分枝杆菌对贝达喹啉的最小抑菌浓度分布

Figure 1    Distribution of Minimum Inhibitory Concentrations of
169 Mycobacterium tuberculosis isolates of different lineages in the
southern region of Xinjiang Uygur Autonomous Region during the

period of 2017−2020  

2.5    基因功能注释　本研究发现的 2 235 169 bp～
2 235 233 bp、1 710 766 bp～1 711 557 bp和 3 952 924
bp～ 3 954 223  bp多基因缺失中 ， 1 710 766  bp～
1 711 557 bp和 3 952 924 bp～3 954 223 bp为跨基因

缺失，前者累及 Rv1519 和 Rv1520 基因，后者累及

Rv3516 和 Rv3517 基因；2 235 169 bp～2 235 233 bp
缺失仅发生于单基因 Rv1992c 上，见表 5。

通过 DAVID（https://david.ncifcrf.gov/）对上述

5个基因进行功能注释，发现 Rv1992c 基因编码阳

离子转运蛋白 CtpG，其与腺苷三磷酸（adenosine

triphosphate，ATP）合成密切相关；Rv3516 对应的基

因 echA19 编码烯酰基–辅酶 A水合酶 EchA19，其
主要参与 MTB脂质代谢过程，Rv3517、Rv1519 和

Rv1520 基因均编码假设蛋白，相关实验室证据较少，

见表 5。 

2.6    169株分离株 ctpG 等基因 SNV分布情况　由

于 25株 L3家系菌株均发生以上 5个基因片段的缺

失，导致基因功能发生改变，此处仅检测 L2和 L4
家系共 144株菌株的突变情况。取突变频率大于 0.9的
非同义突变类型进行分析。Rv1520 Arg215Cys和
echA19 Gly86Asp突变率分别高达为 78.47%（113/144）
和 100.00%（144/144），可认为是固定突变，计算各

基因的突变率不包括在内。Rv1519 和 Rv3517 未发

现突变。Rv1520、ctpG 和 echA19 的总突变率均较低，

分别为 3.47%（5/144）、2.78%（4/144）和 2.08%（3/144）。 

3    讨论

贝达喹啉于 2012年始用于 MDR结核病的治

疗［23］，其主要通过抑制MTB的 ATP合成酶而发挥

抗结核作用，对 MTB敏感株、耐药株以及休眠株均

有较强的杀菌活性［24］。目前的研究表明，与贝达喹

啉耐药有关的基因主要为 atpE、Rv0678 和 pepQ［19–21］。

本研究共发现 46株贝达喹啉耐药株，均未检测到上

述基因的缺失，3个基因中仅检测到 Rv0678 的

SNV，突变率为 13.04%（6/46），远低于文献报道的

49.4%［22］。本研究未获得 2 235 169 bp～2 235 233 bp
（ctpG）、1 710 766 bp～1 711 557 bp（Rv1519-Rv1520）和
3 952 924 bp～3 954 223 bp（echA19-Rv3517）多基因

缺失与贝达喹啉耐药相关的稳健联系，需要扩大样

本量进行研究。为启示贝达喹啉耐药机制的研究，

本研究通过文献检索以上多基因缺失所涉及的多个

基因的研究现状，发现 ctpG 和 echA19 缺失具备导

致贝达喹啉耐药的可能性。

其中 ctpG 为 MTB细胞膜上的阳离子转运

ATP酶活性功能基因，主要负责 Cd2＋和 Cu2＋的跨膜

转运［25］。López等［25］通过构建表达 MTB ctpG 基

因的耻垢分枝杆菌，发现 ctpG 基因对维持细胞内

外 Cu2＋的平衡起着重要作用。已知的贝达喹啉耐药

相关基因 Rv0678 的突变也会导致铁载体蛋白编码

基因 mmpL5/mmpS5 的表达上调进而促进药物外
 

表 5    3种基因缺失片段涉及的 5个基因的功能注释

Table 5    Functional annotation of five genes involved in three gene deletions
 

　　缺失类型（bp） 基因 缺失基因（起–止碱基） 功能注释

2 235 169～2 235 233 Rv1992c ctpG（179G～243G） 金属阳离子转运蛋白
1 710 766～1 711 557 Rv1519 Rv1519（34G～270A） 假设蛋白

Rv1520 Rv1520（1G～530A） 可能为糖基转移酶
3 952 924～3 954 223 Rv3516 echA19 （381C～792G） 烯酰基–辅酶A水合酶19

Rv3517 Rv3517（1G～793G） 假设蛋白
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排，从而导致耐药。echA19 基因编码烯酰基-辅酶

A水合酶 EchA19，其主要参与胆固醇侧链分解代谢

的过程［26–27］。有研究发现，胆固醇在菌体中的累积

会影响MTB细胞壁的通透性［28］。

2 235 169  bp～ 2 235 233  bp、 1 710 766  bp～
1 711 557 bp和 3 952 924 bp～3 954 223 bp多基因缺

失与贝达喹啉耐药率和 MIC水平的统计学联系不

稳定，这可能与验证菌株中 Pre-XDR菌株的比例仅

为 10.40%（13/125）有关。但本研究通过菌株家系进

一步分析发现，169株菌株中 25株 L3家系菌株均

携带 2 235 169 bp～2 235 233 bp（ctpG）、1 710 766 bp～
1 711 557  bp（ Rv1519-Rv1520） 和 3 952 924  bp～
3 954 223 bp（echA19-Rv3517）多基因缺失。以前多个

文献报道 L2家系菌株的链霉素耐药率以及耐多药

率显著高于其他家系［29–30］。本研究 在 169株菌中分析

不同家系菌株对贝达喹啉耐药率和耐药水平的差

异，发现L3均显著高于L4家系，是否为 2 235 169 bp～
2 235 233  bp（ ctpG） 、 1 710 766  bp～ 1 711 557  bp
（ Rv1519-Rv1520） 和 3 952 924  bp～ 3 954 223  bp
（echA19-Rv3517）多基因缺失介导 L3家系菌株对贝

达喹啉耐药的易感性增加，仍需实验进一步证实。

本研究 Pre-XDR菌株中贝达喹啉的耐药率为

52.27%（23/44），远高于国内一项多中心研究报道的

1.42%（2/141）［31］。但与南非一项评价贝达喹啉治疗

效果的队列研究报道的总耐药率（55.26%，21/38）相
近［32］。不同的研究贝达喹啉耐药率相差较大，原因

推测如下：（1）贝达喹啉乃抗结核新药，多个组织仅

推荐了临时药物临界浓度或流行病学界值［33–34］，本研究

采用的微量肉汤稀释微孔板法和 BACTET MGIT 960
法虽然采用的培养基一致，但采用的折点浓度相差

较大（MIC≥0.25 μg/mL vs. 临界浓度＝1 μg/mL）［35–37］。

（2）本研究采用的是新疆地区的菌株，L3家系在新

疆所占比例明显高于其他省、直辖市或自治区［38］，

本研究发现其与贝达喹啉高耐药率相关。

本研究尚有一定的不足之处，首先，本研究发

现 L3家系对贝达喹啉耐药的易感性高于 L4家系，

但样本量较小，需扩大样本量进行研究；其次，本研

究考虑到二代测序技术对高 GC含量片段测序结果

的准确度，剔除了 61种 PE/PPE家族的基因缺失

（其中影响菌株数＞5的为 21种），但近年来，有研

究表明 PE/PPE家族蛋白同样可能影响药物的敏感

性［39］，因此可能遗漏相关信息。

综上所述，贝达喹啉是抗结核治疗新药，目前

缺乏对其耐药机制的全面理解，其结果将导致检测

手段不足而导致贝达喹啉耐药株的扩散。本研究虽

未获得与贝达喹啉具有稳健统计学联系的基因缺失

片段，但研究结果为贝达喹啉耐药机制的研究提供

线索，弥补了当前通过基因 SNV发现耐药相关机制

的不足，为进一步研究贝达喹啉的耐药机制提供重

要科学依据。
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