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•细菌耐药研究 •

基质辅助激光解析电离飞行时间质谱在结核分枝杆菌
耐药检测中的应用价值研究

余艳芳 1，赵开顺 1，屠春林 1，陈娓 2，梁海鹰 2，易清清 3，梁凯轶 4，孙亚蒙 5

【摘要】　背景　结核复治患者耐药情况复杂。基质辅助激光解析电离飞行时间质谱（MALDI-TOF）可一次

性检测菌株对多种临床常见抗结核药物的耐药性，进而利于抗结核治疗方案的制定。目的　分析 MALDI-TOF 在结

核分枝杆菌耐药检测中的应用价值。方法　收集 2016—2020 年上海市嘉定区中心医院肺科诊治的 200 例复治肺结核

患者的痰液标本。以最低药敏浓度（MIC）法为本次药敏试验的“金标准”，评价 MALDI-TOF 对结核分枝杆菌耐

药性的检出情况，采用三代测序验证 MALDI-TOF 检测结核分枝杆菌耐药相关位点突变的准确性。结果　以 MIC 法

为药敏试验的“金标准”，MALDI-TOF 检测结核分枝杆菌对利福平耐药的灵敏度为 93.1%、特异度为 87.8%、正确

率为 90.5%、Kappa 值为 0.810；MALDI-TOF 检测结核分枝杆菌对异烟肼耐药的灵敏度为 77.2%、特异度为 98.6%、

正确率为 85.0%、Kappa 值为 0.701；MALDI-TOF 检测结核分枝杆菌对左氧氟沙星耐药的灵敏度为 77.8%、特异度

为 99.0%、正确率为 88.5%、Kappa 值为 0.769；MALDI-TOF 检测结核分枝杆菌对莫西沙星耐药的灵敏度为 85.7%、

特异度为 76.2%、正确率为 78.5%、Kappa 值为 0.516；MALDI-TOF 检测结核分枝杆菌对阿米卡星耐药的灵敏度为

94.9%、特异度为 89.4%、正确率为 90.5%、Kappa 值为 0.736；MALDI-TOF 检测结核分枝杆菌对卷曲霉素耐药的灵

敏度为 88.9%、特异度为 87.8%、正确率为 88.0%、Kappa 值为 0.654。MALDI-TOF 检测的耐药突变位点与三代测序

检测的耐药突变位点一致率为 100%，此外三代测序还获得 MALDI-TOF 检测体系中未涉及的突变位点。结论　通过

MALDI-TOF 检测的结核分枝杆菌对常用抗结核药物耐药结果与 MIC 法高度或中度一致，其检测的耐药突变位点与三

代测序检测的耐药突变位点一致率为 100%，故 MALDI-TOF 检测的结核分枝杆菌耐药结果可以作为临床鉴定结核分

枝杆菌药敏试验结果的有效补充。
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【Abstract】　Background　The drug resistance of retreated tuberculosis patients is complex. Matrix-assisted laser 
desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF) can detect the drug resistance of strains to a variety of 
common clinical anti tuberculosis drugs at one time, which is conducive to the formulation of anti tuberculosis treatment plan. 
Objective　To analyze the application value of MALDI-TOF in the detection of drug resistance of Mycobacterium tuberculosis. 
Methods　Sputum samples from 200 patients with retreated pulmonary tuberculosis treated in the Department of Pulmonary, 
Jiading District Central Hospital, Shanghai University of Medicine & Health Sciences from 2016 to 2020 were collected. Taking 
minimum inhibitory concentration (MIC) method as the "gold standard" of this drug sensitivity test, the detection of drug resistance 
of MALDI-TOF to Mycobacterium tuberculosis was evaluated, and the accuracy of MALDI-TOF in detecting drug resistance 
related site mutations of Mycobacterium tuberculosis was verified by three-generation sequencing. Results　Taking MIC method 
as the "gold standard" of drug sensitivity test, the sensitivity, specificity, accuracy and Kappa value of rifampicin resistance 
of Mycobacterium tuberculosis detected by MALDI-TOF were 93.1%, 87.8%, 90.5% and 0.810, respectively; the sensitivity, 
specificity, accuracy and Kappa value of isoniazid resistance of Mycobacterium tuberculosis detected by MALDI-TOF were 
77.2%, 98.6%, 85.0% and 0.701, respectively; the sensitivity, specificity, accuracy and Kappa value of levofloxacin resistance 
of Mycobacterium tuberculosis detected by MALDI-TOF were 77.8%, 99.0%, 88.5% and 0.769, respectively; the sensitivity, 
specificity, accuracy and Kappa value of moxifloxacin resistance of Mycobacterium tuberculosis detected by MALDI-TOF were 
85.7%, 76.2%, 78.5% and 0.516, respectively; the sensitivity, specificity, accuracy and Kappa value of amikacin resistance 
of Mycobacterium tuberculosis detected by MALDI-TOF were 94.9%, 89.4%, 90.5% and 0.736, respectively; the sensitivity, 
specificity, accuracy and Kappa value of capreomycin resistance of Mycobacterium tuberculosis detected by MALDI-TOF were 
88.9%, 87.8%, 88.0% and 0.654, respectively. The consistent rate of drug-resistant mutation sites detected detected by MALDI-
TOF and that detected by third-generation sequencing was 100%. In addition, third-generation sequencing also obtained mutation 
sites not involved in MALDI-TOF detection system. Conclusion　The drug resistance of Mycobacterium tuberculosis detected 
by MALDI-TOF to common anti tuberculosis drugs was highly or moderately consistent with MIC method. The consistency rate 
between the drug resistance mutation sites detected by MALDI-TOF and the drug resistance mutation sites detected by third-
generation sequencing was 100%; therefore, using MALDI-TOF to detect the drug resistance of Mycobacterium tuberculosis can 
be an effective supplement to the results of clinical drug sensitivity test of Mycobacterium tuberculosis.

【Key words】　Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry; Minimum inhibitory 
concentration; Third-generation sequencing; Mycobacterium tuberculosis; Drug resistance　

结核病已成为严重危害全球范围内人群健康的公共卫生

问题之一，近年来广泛耐药结核病（extensively drug-resistant 
tuberculosis，XDR-TB）和耐多药结核病（multidrug-resistant 
tuberculosis，MDR-TB）使结核病的临床治疗困难重重。为

了避免结核分枝杆菌发生获得性耐药，WHO 建议结核病及

疑似结核病患者在行标准抗结核治疗前进行药敏试验［1］，

以 早 期 发 现 耐 药 结 核 病（drug-resistant tuberculosis，DR-
TB）。但传统细菌耐药检测手段如表型药物敏感性试验（drug 
susceptibility test，DST）耗时较长（一般需要 3~4 周），同时

因细菌生长不良或受其他微生物污染影响而导致结果不确定，

进而延误患者治疗［2］。

近年随着结核分枝杆菌耐药分子机制的阐明，采用

分子生物学技术检测结核分枝杆菌的耐药基因已成为诊断

DR-TB 的方法［3］。基质辅助激光解析电离飞行时间质谱

（matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass 
spectrometry，MALDI-TOF）是美国食品药品监督管理局（Food 
and Drug Administration，FDA）批准的痕量核酸检测系统，

其具有检测时间快、准确度高、成本低等特点［4］。近年随

着 GridION（Oxofrd Nanopore Technologies）测序平台不断更

新，利用纳米孔测序仪获得较大测序深度后得到的校正序列

与 Sanger 测序相比准确率高达 100%，且其鉴定微生物及微

生物耐药性的费用与 Illumina 二代测序相当，但测序时间极

大缩短了［5-6］。本研究以最低抑菌浓度（minimum inhibitory 
concentration，MIC）法为药敏试验的“金标准”，以三代测

序验证突变基因，旨在分析 MALDI-TOF 在结核分枝杆菌耐

药检测中的应用价值，以期为 DR-TB 防控方案的制定提供一

定理论基础。

1　材料与方法

1.1　菌株来源　收集 2016—2020 年上海市嘉定区中心医院肺

科诊治的 200例复治肺结核患者的痰液标本，其中男性 157例，

女性 43 例；年龄 24~65 岁，平均（45.0±10.3）岁。

1.2　主要试剂和材料　iPLEX Pro 高保真基因型分析试剂

盒购自 Agena Bioscience 公司（美国，10160），三代测序

Barcode 试 剂 盒 购 自 Oxford Nanopore Technologies（ 英 国，
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EXP-NBD104、EXP-NBD114），三代测序建库试剂盒购自

Oxford Nanopore Technologies（ 英 国，SQK_LSK109）， 测 序

芯片 R 9.4.1 购自 Oxford Nanopore Technologies（英国，FLO-
MIN106），Invitrogen Platinum Ⅱ Taq 热 启 动 DNA 聚 合 酶

（美国，14966001），芯片清洗试剂盒购自 Oxford Nanopore 
Technologies（ 英 国，SQK-RBK004）， 细 菌 DNA/RNA 提

取试剂盒购自宁波市重鼎生物技术有限公司（中国，ZD-
TG-91-100），AMPure XP Beads 购自 Beckman Coulter。
1.3　检测方法

1.3.1　MIC 法　采用 BACTEC MGIT960 全自动快速分枝杆菌

培养鉴定药敏仪快速培养痰液标本，鉴定为阳性的结核分枝

杆菌采用 MIC 法进行药敏试验［7］。使用细菌 DNA/RNA 提取

试剂盒提取结核分枝杆菌 DNA 样本，严格按照试剂盒说明书

步骤进行操作。以 MIC 法为本次药敏试验的“金标准”，评

价 MALDI-TOF 对结核分枝杆菌耐药性的检出情况。

1.3.2　MALDI-TOF　采用 MALDI-TOF 检测结核分枝杆菌耐

药情况及耐药相关位点突变结果，具体如下：DNA 模板经多

重聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）扩增后，

采用虾碱性磷酸酶（shrimp alkaline phosphatase，SAP）去除

残留的脱氧核糖核苷三磷酸，再采用双脱氧核苷三磷酸、与

待测位点的前模板匹配的特异性单碱基延伸引物进行待测位

点单个碱基的延伸反应，根据延伸产物分子质量特异性区分

待测位点的碱基类型。抗结核药物及其对应的基因耐药位点

参考文献［8-12］，见表 1。引物和单碱基延伸引物的设计及

MALDI-TOF 具体操作过程参照 TSUCHIDA 等［13］研究。

1.3.3　三代测序　采用三代测序验证 MALDI-TOF 检测结核

分枝杆菌耐药相关位点突变的准确性，具体如下：从 200 份

结核分枝杆菌 DNA 标本中随机选取 20 份，其对应的 MIC 结

果见表 2，分别针对表 1 中基因的突变热点区域设计引物，进

行多重 PCR 扩增，产物长度约为 500 bp，三代测序多重 PCR
的引物序列见表 3。使用三代测序建库试剂盒建库上机，上

机操作流程参照 MORRISON 等［14］的方法。具体操作步骤如

下：将 20 份结核分枝杆菌 DNA 的多重 PCR 产物稀释至终浓

度为 100~200 fmol 的 48 μl 无核酶水中，采用 NEB 末端修

复和加 T/A 尾试剂盒进行末端修复，采用 AMPure XP Beads
磁珠纯化修复产物，将产物稀释至终浓度为 100~200 fmol 的
22.5 μl 无核酶水中，分别连接标签序列（EXP-NBD104 and 
EXP-NBD114 kits，ONT）。磁珠纯化上述产物并采用 Qubit 
3.0 荧光定量仪进行定量分析，使用 SQK-LSK109 连接建库试

剂盒（ONT 官方试剂）进行混合样本建库，混合样本终浓度

为 100~200 fmol/L，样本终体积为 65 μl。连接建库产物并采用

磁珠纯化后洗脱在 15 μl 体系中，终浓度需为 50~100 fmol/L，
取 12 μl 混合 SQB 和 LB 后，点样到测序芯片 R 9.4.1，使用

GridION×5 测序 3 h，下机后提取 FastQ 数据进行后续分析。

测序完成后，清洗芯片（EXP-WSH003，ONT）并质检，当

活性孔≥ 800 时，可以用于下一次测序，将芯片按要求保存

于 4 ℃冰箱中。碱基识别软件为 Guppy 4.5.2，数据质控软件

为 NanoPlot，单碱基变异（single nucleotide variant，SNV）位

点识别使用 Medaka。

表 1　抗结核药物及其对应的基因耐药位点
Table 1　Anti-tuberculosis drugs and their corresponding gene resistance 
sites

抗结核药物 基因 耐药位点 突变类型

利福平 rpoB 密码子 482 CAG → CAA

密码子 511 CTG → CCG 

密码子 513 CAA → CCA 

CAA → CCT 

CAA → CCC

CAA → CTA

CAA → AAA 

密码子 516 GAC → GTC 

GAC → TAC 

GAC → GGC 

密码子 522 TCG → TAG  

TCG → CCG

TCG → TTG  

密码子 526 CAC → GAC 

CAC → TGC 

CAC → TAC  

CAC → CGC  

CAC → CTC 

CAC → CCC  

CAC → AAC 

密码子 531 TCG → TTG 

TCG → TGG

TCG → TCT

TCG → TAG

TCG → TCC

TCG → TTT

TCG → CCG 

密码子 533 CTG → CCG 

密码子 572 ATC → CTC

ATC → TTC 

异烟肼 katG 密码子 315 AGC → ACC

AGC → AAC

inhA promoter T（8）C

T（8）A

C（15）T
氟喹诺酮类药物

（左氧氟沙星、莫西沙星） gyrA 密码子 74 GCC → TCC

密码子 90 GCG → GTG

密码子 91 TCG → CCG

密码子 94 GAC → GGC

GAC → GCC

GAC → AAC

GAC → TAC

GAC → AGC

GAC → TGC
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（续表 1）

抗结核药物 基因 耐药位点 突变类型

GAC → CAC

gyrB 密码子 500 GAC → CAC

GAC → AAC

密码子 538 AAC → ACC

密码子 540 GAA → GAT
二线注射类抗结核药物

（阿米卡星、卷曲霉素） rrs 密码子 1300 C → T

密码子 1321 G → A

密码子 1401 A → G

eis promoter G（10）→ A

C（14）→ T

G（37）→ T

表 2　20 株结核分枝杆菌对应的 MIC 结果（μg/ml）
Table 2　MIC results corresponding to 20 strains of Mycobacterium 
tuberculosis
菌株
编号 利福平 异烟肼 左氧氟

沙星
莫西
沙星 阿米星 卷曲

霉素

1 2 4 2 0.5 1 2

2 ＞ 32 2 2 0.5 4 16

3 ＞ 32 0.5 4 2 1 2

4 1 4 4 1 ＞ 32 32

5 ＞ 32 2 8 1 8 16

6 ＞ 32 4 4 1 0.5 1

7 ＞ 32 4 2 0.5 4 16

8 0.5 4 4 0.5 4 16

9 ＜ 0.25 2 4 0.5 4 16

10 ＜ 0.25 1 2 0.5 4 16

11 ＞ 32 ＞ 8 4 0.5 4 16

12 1 1 4 1 4 16

13 ＞ 32 ＞ 8 4 1 0.5 1

14 0.5 ＞ 8 2 0.5 8 16

15 ＞ 32 8 16 4 1 1

16 ＜ 0.25 2 4 0.5 4 16

17 ＞ 32 4 8 2 4 8

18 0.5 0.5 4 0.5 4 16

19 32 ＞ 8 2 0.25 4 16

20 32 ＞ 8 16 4 16 ＞ 64

1.4　统计学方法　应用 SPSS 17.0 统计学软件进行数据处理。

计数资料以相对数表示；以 MIC 法为药敏试验的“金标准”，

计算 MALDI-TOF 检测结核分枝杆菌耐药的灵敏度、特异度

及正确率；采用Kappa检验进行一致性分析，以Kappa值＜0.40
为一致性较差，Kappa 值为 0.40~0.75 为一致性中等，Kappa
值＞ 0.75 为一致性较高。以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　MALDI-TOF 检测结核分枝杆菌的耐药情况　以 MIC 法

为药敏试验的“金标准”，MALDI-TOF 检测结核分枝杆菌对

利福平耐药的灵敏度为 93.1%、特异度为 87.8%、正确率为

90.5%、Kappa 值为 0.810；MALDI-TOF 检测结核分枝杆菌对

异烟肼耐药的灵敏度为 77.2%、特异度为 98.6%、正确率为

85.0%、Kappa 值为 0.701；MALDI-TOF 检测结核分枝杆菌对

左氧氟沙星耐药的灵敏度为 77.8%、特异度为 99.0%、正确率

为 88.5%、Kappa 值为 0.769；MALDI-TOF 检测结核分枝杆

菌对莫西沙星耐药的灵敏度为 85.7%、特异度为 76.2%、正确

率为 78.5%、Kappa 值为 0.516；MALDI-TOF 检测结核分枝

杆菌对阿米卡星耐药的灵敏度为 94.9%、特异度为 89.4%、正

确率为 90.5%、Kappa 值为 0.736；MALDI-TOF 检测结核分

枝杆菌对卷曲霉素耐药的灵敏度为 88.9%、特异度为 87.8%、

正确率为 88.0%、Kappa 值为 0.654，见表 4。

表 4　MALDI-TOF 检测结核分枝杆菌对抗菌药物耐药的效能（株）
Table 4　Efficacy of MALDI-TOF in detecting antimicrobial resistance of 
Mycobacterium tuberculosis

MALDI-TOF
MIC 法

耐药 敏感

利福平

耐药 95 12

敏感 7 86

异烟肼

耐药 98 1

敏感 29 72

左氧氟沙星

耐药 77 1

敏感 22 100

莫西沙星

耐药 42 36

敏感 7 115

阿米卡星

耐药 37 17

敏感 2 144

卷曲霉素

耐药 32 20

敏感 4 144

注：MALDI-TOF= 基质辅助激光解析电离飞行时间质谱，MIC= 最

低抑菌浓度

2.2　三代测序验证 MALDI-TOF 检测结核分枝杆菌耐药相关

表 3　三代测序多重 PCR 的引物序列
Table 3　Primer sequence of third generation sequencing multiplex PCR

基因名称 正向引物序列（5'-3'） 反向引物序列（5'-3'） 产物长度（bp）

rpoB CTTGCACGAGGGTCAGACCA ATCTCGTCGCTAACCACGCC 543

katG AACGACGTCGAAACAGCGGC GCGAACTCGTCGGCCAATTC 455

inhA TGCCCAGAAAGGGATCCGTCATG ATGAGGAATGCGTCCGCGGA 455

eis-P GCGTAACGTCACGGCGAAATTC GTCAGCTCATGCAAGGTG 567

rrs GTCAACTCGGAGGAAGGTGG GTCCGAGTGTTGCCTCAGG 516

gyrB AAGACCAAGTTGGGCAACAC CTGCCACTTGAGTTTGTACA 609

gyrA AGACACGACGTTGCCGCCTG CTGACCCGTTGGCCAGCAGG 530
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位点突变的准确性　三代测序时间为 3 h，获得 518.8 M 数

据（其中碱基质量值＜ 9 的数据有 88.79 M），测序质量通

过读长 N50=530，平均测序质量为 12.7，见表 5。下机数据

的 fast5 文件转换为 fastq 文件（guppy_basecaller -i fast5_pass 
-s fast5_pass --config dna_r9.4.1_450bps_hac.cfg -r --num_
callers 4 --cpu_threads_per_caller 4 --fast5_out）（Guppy 
Version 4.5.2），数据质控（guppy_basecaller -i fast5_pass -s 
fast5_pass --config dna_r9.4.1_450bps_hac.cfg -r --num_callers 
4 --cpu_threads_per_caller 4 --fast5_out）， 拆 分 20 个 样 本

的 barcode（guppy_barcoder guppy_barcoder -i sample_fastq -s . 
--barcode_kits "EXP-NBD104 EXP-NBD114" --allow_inferior_
barcodes），去除各样本 barcode 序列（guppy_barcoder --input_
path sample_fastq --save_path . --config configuration.cfg --trim_
barcodes），以结核分枝杆菌 H37Rv 的序列为参考基因组，识

别各样本的 SNV 位点（medaka_haploid_variant -i sample.fastq 
-r ref.fna -t 16 -m r941_min_high_g360）。在 20 份分枝结核杆

菌中，MALDI-TOF 检测的耐药突变位点与三代测序检测的耐

药突变位点一致率为 100%；此外，三代测序还获得 MALDI-
TOF 检测体系中未涉及的突变位点，见表 6~7。

表 5　基于 NanoPlot 的数据质控结果
Table 5　Data quality control results based on NanoPlot

内容 结果

平均读长 571.8 

平均测序质量 12.7

中位测序读长 573.0 

中位测序质量 12.7

测序条带数 785 709.0

测序 N50 长度 580.0

总碱基数 449 297 092.0

表 6　MALDI-TOF 检测的耐药相关位点突变结果
Table 6　Mutation results of drug resistance related sites detected by 
MALDI-TOF

菌株
序号 基因 突变位点 菌株

序号 基因 突变位点

1 rpoB （526）CAC → TGC 6 rpoB （531） TCG → TTG

KatG （315）AGC → ACC gyrA （94）GAC → GGC

2 rpoB （531） TCG → TTG 7 rpoB （531） TCG → TTG

3 rpoB （531） TCG → TTG KatG （315）AGC → ACC

gyrA （94）GAC → GGC 13 rpoB （516） GAC → GGC

4 rpoB （516） GAC → GGC gyrA （94）GAC → GGC

（572） ATC → CTC 17 rpoB （531） TCG → TTG

KatG （315）AGC → ACC KatG （315）AGC → ACC

rrs （1401）A → G 19 rpoB （531） TCG → TTG

5 rpoB （531） TCG → TTG KatG （315）AGC → ACC

 
3　讨论

中国是结核病高负担国家，近年来结核分枝杆菌原发耐

药率和继发耐药率不断上升，复治患者耐药率相对较高，究

其原因主要为疾病初期未采取合理的治疗方案、抗生素滥用、

服药不规律和患者依从性差等［15］。近年随着分子生物学技术

进步，临床上可快速、敏感地检测出结核分枝杆菌耐药菌株，

进而为临床治疗方案的制定提供实验依据，也为结核病的控

制提供了理论基础［2］。

既往研究表明，95% 以上的利福平耐药菌株突变发生

在 rpoB 基因 81bp（密码子 507-533）的耐药决定区，密码子

531 位点是最常见的突变位点［16］，但 rpoB 基因突变与利福

平耐药的关系存在地域性差异［17］。有研究发现，异烟肼耐药

主要与 KatG、inhA 基因突变相关［18］，KatG 基因密码子 315

表 7　三代测序检测的耐药相关位点突变结果
Table 7　Mutation results of drug resistance related sites detected by third-
generation sequencing
菌株
序号 基因 突变位点 菌株

序号 基因 突变位点

1 rpoB （526）CAC → TGC 9 gyrA （61）G → C

KatG （315）AGC → ACC （284） G → C

gyrA （61）G → C 10 gyrA （61）G → C

（284） G → C （284） G → C

eis （257） C → T 11 gyrA （61）G → C

2 rpoB （531） TCG → TTG （284） G → C

gyrA （61）G → C 12 gyrA （61）G → C

（284） G → C （284） G → C

3 rpoB （531） TCG → TTG 13 rpoB （1291）A → G

gyrA （61）G → C （516） GAC → GGC

（94）GAC → GGC （1379） A → C

（284） G → C gyrA （61）G → C

gyrB （1534）G → A （94）GAC → GGC

4 rpoB （516） GAC → GGC （284） G → C

（572） ATC → CTC 14 gyrA （61）G → C

KatG （315）AGC → ACC （284） G → C

gyrA （61）G → C 15 gyrA （61）G → C

（284） G → C （284） G → C

rrs （1401）A → G 16 gyrA （61）G → C

5 rpoB （531） TCG → TTG （284） G → C

gyrA （61）G → C 17 rpoB （531） TCG → TTG

（284） G → C KatG （315）AGC → ACC

rrs （1275）C → CT gyrA （61）G → C

6 rpoB （531） TCG → TTG （284） G → C

gyrA （61）G → C gyrB （1255） G → A

（94）GAC → GGC 18 gyrA （61）G → C

（284） G → C （284） G → C

7 rpoB （531） TCG → TTG 19 rpoB （531） TCG → TTG

KatG （315）AGC → ACC KatG （315）AGC → ACC

gyrA （61）G → C gyrA （61）G → C

（284） G → C （284） G → C

gyrB （1510）G → A 20 gyrA （61）G → C

8 gyrA （61）G → C （284） G → C

（284） G → C
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是引起异烟肼耐药的主要突变位点（76.9%）［19］；但也有研

究结果显示，KatG 基因密码子 315 的突变频率很低［20］。在

全球范围内，结核分枝杆菌对异烟肼耐药、对利福平敏感是

最常见的耐药模式，而采用标准抗结核治疗模式会导致治疗

失败或 MDT-TB 患者数量增加，甚至转变为 XDR-TB，因此

快速、准确地检测结核分枝杆菌耐药情况十分重要［21-23］。

根据 WHO 的建议，治疗 MDR-TB 患者时应首先进行氟

喹诺酮类和二线注射类药物的药敏试验或分子药敏试验，然

后再确认治疗方案，以减少 XDR-TB 的产生［1］。gyrA 基因、

gyrB 基因、rrs 基因和 eis 基因分别是氟喹诺酮类和二线注射

类药物分子耐药的主要机制，可以解释 60%~90% 的耐药情

况［24-26］。本研究结果显示，MALDI-TOF 与 MIC 法检测结核

分枝杆菌对莫西沙星耐药的 Kappa 值为 0.516，分析 MIC 结

果和三代测序数据发现，20 例标本均显示对氟喹诺酮类药物

耐药，同时三代测序结果还显示，gyrA 基因 61 密码子和 284
密码子均突变。但也有研究证实，gyrA 基因 284 密码子的突

变与氟喹诺酮类药物的耐药无关［27］，故 gyrA 基因 61 密码子

突变与氟喹诺酮类药物耐药的关系值得进一步研究。此外，

本研究结果还显示，20 份结核分枝杆菌中 7 号菌株 gyrB 基因

1510 位点是 G → A 的突变，该位点是 MALDI-TOF 未检测出

的突变位点，该标本临床药敏试验结果显示对氟喹诺酮类耐

药，需持续关注。

综上所述，通过 MALDI-TOF 检测的结核分枝杆菌对

常用抗结核药物耐药结果与 MIC 法高度或中度一致，其检

测的耐药突变位点与三代测序检测的耐药突变位点一致率为

100%，故 MALDI-TOF 检测的结核分枝杆菌耐药结果可以作

为临床鉴定结核分枝杆菌药敏试验结果的有效补充。
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