
尽管抗结核药物的治疗有效，但结核病依然威

胁着人类健康。结核分枝杆菌（Mycobacterium
tuberculosis，MTB）耐药菌株的出现和传播是阻碍该病

控制的因素之一。WHO估计，在全球范围内，2020年
有990万人患结核病，相当于每10万人中有127例，

其中人类免疫缺陷病毒（human immunodeficiency
virus，HIV）阴性的结核病患者死亡 130 万人［1］。

2020年全球有 71%经细菌学确诊的肺结核患者接

受了利福平耐药性检测，发现了耐多药/耐利福平结

核病和广泛耐药结核病，总数为157 903例，而耐药

结核病治愈率仅为 45%［2］，耐多药结核病的出现造

成了严重的公共卫生危机和威胁。因此，早期发现

耐药结核病是制止耐多药结核病发展的一项有效

策略。既往痰培养及药敏实验被认为是耐药结核

病诊断的金标准，但耗时长，需 2~3个月才能有结

果。近年来多种快速分子检测方法出现［3］，为早期

发现耐多药结核病提供了解决方案。异烟肼（isoni⁃
azid，INH）是抗结核治疗中一个不可或缺的主药。

文献报道 INH耐药与 katG、inhA、AhpC等基因突变

密切相关［4-5］。为了解南京地区 INH耐药与基因突

变的相关性，本研究回顾性分析了近 3年来南京中

医药大学附属南京医院结核科住院的肺结核患者

抗结核治疗前MTB培养及 INH耐药基因检测结果，

现报道如下。

1 对象和方法

1.1 对象

2019年 1月—2021年 12月南京中医药大学附

属南京医院结核科住院患者治疗前送检痰或灌洗

液标本 8 246例行MTB培养，结果 2 252例阳性，通

过菌种鉴定发现人型结核分枝杆菌1 712例，行 INH
表型药敏检测，其中有 663例同时送检 INH分子药

敏检验。根据WHO使用的 5个类别对耐药结核病
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进行分类［1］：耐 INH结核病、耐利福平结核病、耐多

药结核病、准广泛耐药结核病和广泛耐药结核病。

耐 INH结核病是只对 INH耐药，对其他一线、二线结

核药物均敏感的结核病；准广泛耐药结核病是对利

福平和任何氟喹诺酮类药物（一类、二线抗结核药

物）具有耐药性的结核病；广泛耐药结核病是对利

福平、任何氟喹诺酮类药物以及贝达喹啉和利奈唑

胺中的至少一种具有耐药性的结核病。由于南京

中医药大学附属南京医院无法检测贝达喹啉和利

奈唑胺表型药敏，因此本研究把研究人群分为耐

INH、耐多药和准广泛耐药3类。所有患者HIV检测

均为阴性。本研究经医院伦理委员会批准，所有患

者知情同意。

1.2 方法

1.2.1 MTB培养及表型药敏鉴定

采 用 MTB 改 良 罗 氏 或 BACTECMGIT960 行

MTB培养，利用PNB培养基能够抑制牛分枝杆菌以

及结核分枝杆菌但不能抑制非结核分枝杆菌、TCH
培养基能抑制牛结核分支杆菌但不能抑制结核分

枝杆菌以及非结核分枝杆菌的特点，进行阳性标本

的菌种鉴定。对培养和鉴定出的人型结核分枝杆

菌菌株采用绝对浓度法固体药敏试验检测 INH耐

药性，设置高、低两个 INH浓度（分别为 10 μg/mL
和 1 μg/mL），取菌液 0.1 mL，分别接种至两支对照

管（中性改良罗氏培养基）和高浓度、低浓度含药培

养基的表面。菌落生长＜20个菌落，报告为实际菌

落数；菌落生长占斜面面积1/4为耐药1+；菌落生长

占斜面面积1/2为耐药2+；菌落生长占斜面面积3/4
为耐药 3+；全斜面生长，菌落融合为耐药 4+。被检

菌株在无药对照培养基上生长良好、含药培养基斜

面无菌落生长为敏感；生长菌落≥20个为耐药。高

浓度和低浓度含药培养基均耐药为高度耐药，仅低

浓度含药培养基耐药为低度耐药。

1.2.2 荧光 PCR检测 INH耐药基因进行分子药敏

判断

使用厦门至善生物科技有限公司生产的针对

INH的MTB耐药突变检测试剂盒，严格按照说明书

操作。将送检的MTB菌株提取的DNA经扩增和熔

解曲线分析后，通过检测标本与野生型阳性对照退

火温度（Tm）峰值的差异，判断是否耐药。标本4个
通道的Tm值均与阳性对照的Tm值误差不超过1 ℃，

判断为野生型，为分子药敏敏感；标本4个通道任一

通道的Tm值与阳性对照相差2 ℃或以上，判断为突

变型，为分子药敏耐药。

1.3 统计学方法

采用SPSS26.0进行统计分析，计数资料用百分

率表示，两组间比较采用卡方检验或Fisher精确概

率检验（n<40或T<1），等级资料组间比较行Kruskal
⁃Wallis秩和检验，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 表型药敏与分子药敏结果的比较

1 712例行表型药敏测定，敏感 1 308例，耐药

404例。663例同时行表型药敏和分子药敏实验，分

子药敏结果为99例未检出，检出阳性564例，检出率

为85.1%，其中分子药敏结果敏感390例、耐药174例
（表 1），耐药基因突变位点为 katG315、inhA启动子

和AhpC启动子。564例表型及分子药敏均阳性的

患者中，以表型药敏为金标准，分子药敏检出 INH
耐药的灵敏度为 92.4%（95%CI：88.5%~96.4%），特

异度为 96.2%（95%CI：94.3%~98.1%），阳性预测值

为 91.4%（95%CI：87.2%~95.5%），阴性预测值为

96.7%（95%CI：94.9%~98.4%），约登指数 88.6%，准

确率 95.0%。表型药敏结果为敏感的 392例中，分

子药敏结果耐药15例（表1），其中耐药基因katG315
突变 18次，inhA启动子突变 5次，AhpC启动子突

变 13 次，各位点突变率差异无统计学意义（χ2=
0.632，P=0.825）。表型药敏结果为耐药的172例中，

分子药敏检出耐药 159例（表 1），其中耐药基因

katG315突变126次，inhA启动子和AhpC启动子突变

分别为25次和 15次，katG315基因突变的发生率显

著高于 inhA 启动子和 AhpC 启动子（χ2=123.915、
151.891，P＜0.001）。提示 katG315基因突变与 INH
耐药密切相关。

2.2 分子药敏为耐药MTB的表型药敏结果

174例分子药敏为耐药的患者中表型药敏为敏

感的有 15例，低度耐药 107例，高度耐药 52例（表

2）。52例表型高度耐药中，检测出 katG315突变共

41次，inhA突变共 8次，AhpC突变共 7次，katG315
突变率显著高于 inhA和 AhpC启动子（χ2=39.510、
42.146，P＜0.001），提示katG315突变与 INH高度耐

表1 表型药敏与分子药敏结果的比较

分子药敏

耐药

敏感

合计

合计

174
390
564

耐药

159
013
172

敏感

015
377
392

表型药敏

（n）
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药密切相关。表型药敏为耐药的 159 例中单纯

katG315突变 116例，其中表型高度耐药 37例（37/
116，31.9%）。katG315合并 inhA/AhpC突变 5例，其

中表型高度耐药 4 例（4/5，80.0%），katG315 联合

inhA/AhpC启动子突变菌株的高度耐药率明显高于

katG315 单独突变菌株（χ2=4.951，P=0.045），提示

inhA和AhpC联合 katG315突变可以协同提高 INH
的耐药程度。

2.3 分子药敏为耐药MTB的耐药分类

174例分子药敏为耐药的患者根据表型药敏结

果按照WHO耐药分类分成耐 INH组、耐多药组、准

广泛耐药组（表 3）。katG315在各组间突变率差异

有统计学意义（χ2=9.093，P=0.011），组间比较发现

耐多药组和准广泛耐药组的katG315突变率显著高

于 耐 INH 组（χ2=5.522，P=0.018；χ2=8.422，P=
0.007）。inhA/AhpC启动子在各组间的突变率差异

有统计学意义（χ2=20.484，P < 0.001），组间比较后

发现耐 INH组 inhA/AhpC启动子的突变率显著高于

耐多药组和准广泛耐药组（χ2=5.522，P=0.029；χ2=
20.859，P < 0.001）。准广泛耐药组 katG315+inhA/
AhpC启动子的突变率显著升高（χ2=8.916，P=0.006）。
3 讨 论

MTB介导的 INH耐药机制非常复杂，与几个基

表3 174例分子药敏为耐药MTB的耐药分类

突变位点

katG315
inhA/AhpC启动子

katG315+inhA/AhpC启动子

准广泛耐药组（n=96）
73（76.0）
12（12.5）
11（11.5）

χ2值

9.093
20.484
8.916

耐 INH组（n=31）
15（48.4）
16（51.6）
0（0）0.

耐多药组（n=47）
35（74.5）
12（25.5）
0（0）0.

P值

0.011
<0.001
0.006

［n（%）］

表2 174例分子药敏为耐药MTB的表型药敏结果

突变位点

katG315
inhA启动子

AhpC启动子

katG315+inhA/AhpC启动子

inhA+AhpC启动子

敏感（n=15）
8（53.3）
4（26.7）
2（13.3）
0（0）0.0
1（6.7）0

低度耐药（n=107）
79（73.8）
17（15.9）
8（7.5）
1（0.9）
2（1.9）

高度耐药（n=52）
37（71.2）
06（11.5）
5（9.6）
4（7.7）
0（0）.0

［n（%）］

因突变相关。INH是一种抗结核药物前体，需通过

katG编码一种过氧化氢酶过氧化物酶（catalase per⁃
oxidase，CP），将药物前体 INH转化为超氧化物、一

氧化氮等活性分子，然后攻击细胞内的多个药物靶

点发挥药效。katG编码的CP是唯一能活化 INH前

体的酶。当katG基因发生点突变、碱基缺失或者插

入时，CP活性下降或丧失，阻止 INH变成活性形式，

从而使MTB对 INH产生不同程度的耐药［6］。katG突

变，特别是Ser315Thr突变是全世界不同地区 INH耐

药的主要原因，其突变率为 42%~90%［7］。katG315
突变体的流行可能使MTB损失CP活性，反而赋予

了其生存优势，导致其更容易在人群中传播［8］。其

他基因如 inhA也参与 INH耐药。inhA是脂肪酸合

酶Ⅱ型系统的必需酶，可以将脂肪酸合酶Ⅰ型的

C16~C18脂肪酸顺序延伸至C56，从而产生菌酸前

体，该前体是分枝杆菌包膜的主要脂质。在脂肪酸

合酶Ⅱ型系统中，inhA以烟酰胺腺嘌呤二核苷酸辅

因子为供氢体，催化脂肪底物羰基共轭的反式双键

的还原。INH抑制 inhA从而阻止脂肪酸的合成，最

终导致MTB死亡［9］。12%~42%的耐 INH菌株发生

inhA启动子区突变，使 inhA过表达，导致MTB对

INH低水平耐药［10］。

目前，katG315和 inhA作为快速检测 INH耐药

的标志，商业用试剂盒已被WHO推荐用于临床 INH
耐药诊断。本研究采用厦门至善生物科技有限公

司生产的针对 INH的MTB耐药突变检测试剂盒，可

以检测 INH、利福平、乙胺丁醇、氟喹诺酮、二线注射

剂耐药基因。本研究发现 INH分子耐药检测的准

确率高达 95.0%，目前此检测在临床上运用较广

泛。本研究检测到 3个 INH耐药突变位点，分别为

katG315、inhA启动子和AhpC启动子，其中 katG315
突变占 71%，远高于其他基因。katG315还与高度

耐药相关，katG315在耐多药和准广泛耐药中的突

变率也明显升高，提示 katG315突变的MTB更容易

对其他抗结核药物产生耐药。这可能由于 INH耐

药后抗结核治疗时间延长，促进了MTB对其他药物
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的耐药。也有文献报道katG315突变是２次突变的

结果，长期不适当的治疗促进了该突变［11］。本研究

还发现与单纯katG315突变比较，katG315联合 inhA
或AhpC基因突变的高度耐药率明显增高，并且联

合突变在准广泛耐药组的发生率显著升高，提示

inhA或 AhpC基因突变可以协同提高 katG突变对

INH耐药的影响。既往文献报道，当 inhA联合katG
突变时，MTB抗 INH能力显著增加［12］，MTB在治疗

下可转变为广泛耐药MTB［13］，同时增加患者不良结

局与死亡风险［14］。

MTB对氧化应激的耐受性取决于CP酶，CP酶

由KatG蛋白合成，因此，KatG本身能保护MTB免受

H2O2和其他活性氧物质的伤害［15］。KatG基因突变

导致KatG蛋白活性下降［16］，不仅激活 INH的能力受

损［17］，CP酶合成也受损，MTB自身抗氧化的功能受

到威胁，那么MTB就需要通过替代过氧化物酶系统

来补偿受损的抗氧化功能，克服氧化应激，以保持

毒性，一些证据表明AhpC是实现这一作用的关键

元素［18］。AhpC基因的过度表达，烷基氢过氧化物还

原酶的产生增加，以避免有机过氧化物对菌体的伤

害［19］；因此，AhpC基因突变间接导致 INH耐药。文

献报道，INH耐药 katG缺陷株和 INH敏感株中均观

察到AhpC突变［20］。本研究发现，katG突变的菌株

可合并AhpC突变，且AhpC突变能提高katG突变对

INH 耐药的程度，导致菌株对 INH 高度耐药。

katG315联合AhpC在准广泛耐药组的突变率显著

升高，可能是AhpC突变保持了katG315突变菌株的

毒性，使抗结核治疗时间延长，更有利于菌株对其

他药物耐药，多个基因联合突变还可能与结核病治

疗失败或复发有关［21］。

综上所述，katG315基因突变是本地区 INH耐

药的主要突变位点，且与高度耐药相关，因此临床

可通过检测 katG315基因突变来推测 INH的耐药

性。此外，其他基因（inhA和AhpC）常常与 katG315
基因联合突变并且能协同提高 INH耐药性，同时还

可能合并其他药物耐药，与耐多药、广泛耐药密切

相关，临床中需高度警惕这类基因突变。
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