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［摘 要］ 目的：采用基因芯片技术检测耐药结核病菌株异烟肼耐药位点 inhA⁃15（C⁃T）突变，为耐药结核病患者治疗提供指

导。方法：从2014年1月1日~2016年12月31日，在江苏省连云港市结核病定点医院连续纳入涂阳结核病患者，利用基因芯片

技术检测菌株利福平耐药相关基因 ropB以及异烟肼耐药相关基因katG和 inhA的野生型及不同突变型。以传统药敏结果为金

标准，分析异烟肼耐药相关位点 inhA⁃15（C⁃T）的突变。结果：共有1 356例肺结核患者纳入最终结果分析，通过基因芯片技术

检测1 356例患者痰涂片标本，22例（12.2%）仅出现了 inhA位点突变不伴随katG位点突变，其中耐多药结核病（multidrug⁃resis⁃
tant tuberculosis，MDR⁃TB）3例占15.4%，早期广泛耐药结核（early extensive drug resistant tuberculosis，pre⁃XDR⁃TB）1例占7.7%，

广泛耐药（extensively drug⁃resistant，XDR⁃TB）菌株3例占23.1%。有32例（17.7%）出现了 inhA位点突变和（或）katG位点突变，

其中12例（23.1%）MDR⁃TB患者，3例（23.1%）为pre⁃XDR⁃TB患者，3例（23.1%）为XDR⁃TB患者。结论：超过10%耐药结核病

患者的菌株出现了 inhA⁃15位点的单突变，说明大剂量异烟肼可以用于治疗这些耐药患者。尽管乙（丙）硫异烟胺已经广泛应

用于耐多药患者治疗中，但是近20%的耐药患者对其已经产生了耐药。基因芯片技术特异性报告耐药结核病患菌株的者位点

突变，将对临床用药有一定的指导作用。
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［Abstract］ Objective：To detect the mutation of isoniazid resistance gene inhA⁃15（C⁃T）in drug⁃resistant tuberculosis strains by
genechip technology，and to provide guidance for the treatment of drug⁃resistant tuberculosis patients. Method：From January 1，2014
to December 31，2016，patients with smear positive tuberculosis were continuously enrolled in TB designated hospitals in Lianyungang
city of Jiangsu Province. The wild type and mutant type gene rpoB and wild type and mutant type of katG and inhA were detected by
gene chip technique. Based on the results of traditional susceptibility test，the mutation frequency of related resistance loci，especially
the mutation of isoniazid resistance related gene inhA⁃15（C⁃T），was analyzed in different drug⁃resistant strains. Results：A total of 1
356 patients with pulmonary tuberculosis were included in the final analysis. Through the detection of genechip technology，22（12.2%）

strains had a single mutation at inhA gene mutation without katG mutation，Among them，3 cases of multidrug⁃resistant tuberculosis
（MDR⁃TB）accounted for 15.4%，1 case of early extensive drug resistant tuberculosis（pre⁃XDR⁃TB）accounted for 7.7%，and 3 cases
of extensively drug⁃resistant（XDR⁃TB）strains accounted for 23.1%. There were 32 cases（17.7%）had inhA gene mutation and / or
katG gene mutation，of which 12（23.1%）were in MDR⁃TB，3（23.1%）were in pre ⁃XDR⁃TB，and 3（23.1%）were in XDR⁃TB.
Conclusion：More than 10% drug⁃ resistant TB patients have a single mutation at the inhA⁃ 15 locus，indicating that large doses of
isoniazid can be used to treat these drug ⁃ resistant patients. Although ethionamide（protionamide）had been widely used in the
treatment of MDR⁃TB patients，almost 20% of drug resistant patients were resistant to these two drugs. The application of genechip has
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结核病是威胁人类健康的全球性重大公共卫

生问题。我国是全球30个耐多药结核病（multidrug⁃
resistant tuberculosis，MDR⁃TB）高负担国家之一，病

例数位居全球第 3位［1］，2010年流行病学抽样调查

结果显示，中国每年约有 10万例新发MDR⁃TB患

者，其中广泛耐药结核病（extensively drug⁃resistant，
XDR⁃TB）占2.1%［2-3］。

李桂莲等［4］研究发现在异烟肼低水平耐药菌株

体外最低抑菌浓度（MIC）0.25~1.00 μg/mL中突变以

inhA基因启动子区突变为主，而在异烟肼高水平耐

药菌株中 MIC≥2.00 μg/mL 以 katG 315 位突变为

主。Van Soolingen等［5］研究了 148株出现 katG基因

315位点突变的异烟肼耐药菌株MIC≥5.00 μg/mL，
明显高于其他位点突变菌株体外MIC。对于出现

inhA的异烟肼耐药菌株可以使用大剂量异烟肼，而

对于出现 katG基因突变的耐药菌株则不建议使用

大剂量的异烟肼［6-7］。

inhA基因启动子区突变除了会导致低水平的

异烟肼耐药相关之外还可以引起高水平的乙（丙）

硫异烟胺耐药［8］。目前国内使用的MDR⁃TB标准化

治疗方案中乙（丙）硫异烟胺作为耐多药结核治疗

方案中的核心药物之一［9］，对于出现了 inhA基因

突变的MDR⁃TB患者使用了丙硫异烟胺并不能起

到很好的治疗作用。目前江苏省已经全面推广结

核病新诊断技术，市级结核病定点医院使用基因

芯片技术检测结核分枝杆菌耐药情况，但针对结

核分枝杆菌 inhA位点突变情况还未见报道。本文

通过分析江苏地区结核分枝杆菌异烟肼耐药的突

变特点，旨在更好方便指导MDR⁃TB患者的临床治

疗。

1 材料和方法

1.1 材料

2014年1月1日—2016年12月31日，连续收集

连云港市结核病定点医院（连云港市第四人民医

院）痰涂片阳性结核病患者痰标本，按照规划实施

工作的要求均进一步开展传统药敏和基因芯片技

术检测菌株耐药情况。

北京博奥生物技术有限公司生产的基因芯片

技术相关的芯片检测试剂盒、PCR扩增仪、芯片杂

交仪和微阵列芯片扫描读片仪等；罗氏培养基及药

敏培养基由珠海贝索生物技术有限公司生产。

1.2 方法

1.2.1 基因芯片检测

基因芯片法检测利福平耐药相关基因 ropB的

野生型及突变型，此外还检测异烟肼的耐药相关基

因katG和 inhA的野生型及突变型，共检测8个突变

位点，分别为 ropB511（T⁃C）、ropB513（A⁃C）、ropB516
（G⁃T、A⁃T、A⁃G）、ropB526（C⁃T、C⁃G、A⁃T、A⁃G）、

ropB531（C⁃T、C⁃G）、ropB533（T⁃C）、katG315（G⁃C、G⁃
A）和 inhA⁃15（C⁃T）。

将PCR扩增试剂放置室温至融化，充分混匀后

4 000 r/min离心 30 s，配制PCR扩增试剂 1、2、3（扩

增产物分别为分枝杆菌属探针序列、ropB基因位点

突变序列、katG和 inhA基因位点突变序列）。分别

按 18 μL/管进行分装，每个被测样品分别向 3管中

加入核酸提取液2 μL，每管PCR反应体系的总体积

为 20 μL。放入 PCR扩增仪进行扩增反应，扩增程

序：94 ℃变性10 min，94 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 40 s，
共 35个循环；94 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s，共 10个循环；

72 ℃延伸7 min。PCR反应条件在2%琼脂糖凝胶中

电泳检测扩增产物。

将扩增产物于 95 ℃变性 5~10 min后立即冰浴

3 min，每份标本分为 2管，分别加入 9 μL杂交缓冲

液，其中 1管加入 3 μL扩增产物 1和 2，另 1管中加

入 3 μL扩增产物 1和 3，吹吸混匀后从杂交盒的小

孔处向芯片点阵加入 14.5 μL 杂交混合物，置于

50 ℃杂交仪中杂交 2 h。按说明书配制洗液 1和洗

液2，按己设置的洗涤程序洗片，读片结束后置于甩

干仪中甩干，然后把芯片放入扫描仪中自动读取数

据并判读结果。

1.2.2 传统药敏试验

药敏试验方法参考《结核病耐药监测指南》的

比例法，4种含药培养基中各药浓度分别为：异烟肼

（INH）0.2 μg/mL、链霉素（SM）4.0 μg/mL、利福平

（RFP）40.0 μg/mL、乙胺丁醇（EMB）2.0 μg/mL。将

培养 2~3周的菌株磨匀后与麦氏比浊管比浊，配制

成浓度为 1 mg/mL的菌悬液，用无菌生理盐水稀释

specifically reported gene mutations in drug⁃resistant tuberculosis patients，which will have some guiding effect on clinical treatment.
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至 10-3 mg/mL和 10-5 mg/mL，分别取 0.01 mL菌液均

匀地接种至对照及含药培养基斜面上，置37 ℃培养

4周后进行观察。

1.3 统计学方法

采用 Excel软件进行数据录入，采用 SPSS23.0
软件对数据进行统计分析，连续性变量用均数±标
准差（x ± s）描述，定量资料的两组比较采用 t检验。

病例组和对照组的分类资料用率描述，组间比较采

用χ2检验，检验水准α= 0.05。
2 结 果

2.1 患者纳入情况

从2014年1月—2016年12月，在江苏省连云港

市第四人民医院共收集肺结核痰涂片阳性患者标本

1 659例，同时开展传统药敏试验和基因芯片技术检

测。传统药敏试验中7例发生了污染，11例传统固体

培养阴性，63例菌种鉴定为非结核分枝杆菌（NTM）；
基因芯片检测过程中 170例报告为 NTM，46例报

告为未检出，17例为无法判读，共有 1 356例纳入

最终的结果分析。纳入的肺结核患者中男 1 063
（78.4%）例，女 293（21.6%）例。患者年龄最小 14
岁，最大94岁，平均年龄（52.41 ± 19.68）岁。纳入的

1 356例中，1 084例（79.9%）为初治结核病患者，293
例（21.6%）为复治结核病患者（表1）。

2.2 基因芯片法与传统药敏方法检测异烟肼和利

福平耐药性结果

收集的1356例肺结核患者标本，传统药敏试验

结果显示 76 例（5.6%）为异烟肼单耐药，28 例

（2.1%）为利福平单耐药，53例（3.9%）为MDR⁃TB，
13例（0.8%）为广泛耐药结核病前期（early extensive
drug resistant tuberculosis，pre ⁃ XDR ⁃ TB）例，14 例

（1.0%）为XDR⁃TB。基因芯片技术结果显示共有

180例菌株出现了 rpoB/katG/inhA中任一突变，其中

有4株传统药敏试验鉴定为耐药的菌株基因芯片未

检测到任何突变。共有22株（12.2%）菌株基因芯片

检测出现了 inhA基因单位点突变，其中耐多药结核

菌株中 8株（15.4%）为 inhA基因单位点突变，1株

（7.7%）pre⁃XDR⁃TB出现了 inhA基因单位点突变，3
株（23.1%）XDR⁃TB菌株出现了 inhA基因单位点突

变。在这些患者的治疗方案中增大异烟肼剂量有

可能受益。有32例（17.7%）患者的菌株出现了 inhA
基因突变，其中 12例（23.1%）在MDR⁃TB患者中，3
例（23.1%）在pre⁃XDR⁃TB，3例（23.1%）在XDR⁃TB，
出现 inhA基因位点突变可导致高浓度的乙（丙）硫

异烟胺耐药，此类二线化疗药物可能对这些耐药患

者无效（表2）。
2.3 基因芯片位点突变检测情况

基因芯片法检测有91例菌株出现了 rpoB基因突

表1 1 356例肺结核患者的人口学特征和耐药情况

Table 1 Demographic characteristics and drug resistance of 1 356 pulmonary tuberculosis patients ［n（%）］

指标

性别

女性

男性

年龄分组（岁）

0~34
34~56
56~68
＞68

患者分类

初治患者

复治患者

地区

农村地区

城市地区

涂片等级

≤1+
2+
≥3+

例数

0 293（21.6）
1 063（78.4）

0 342（25.2）
0 348（25.7）
0 341（25.1）
0 325（24.0）

1 084（79.9）
0 272（20.1）

0 923（68.1）
0 433（31.9）

0 485（35.8）
0 277（20.4）
0 594（43.8）

任一药物耐药

063（21.5）
147（13.8）

043（12.6）
064（18.4）
047（13.8）
056（17.2）

150（13.8）
060（22.1）

148（15.8）
062（14.7）

080（16.5）
031（11.2）
099（16.7）

P值

0.001

0.113

0.001

0.604

0.086

MDR⁃TB

18（6.1）
35（3.3）

10（2.9）
13（3.7）
12（3.5）
18（5.5）

33（3.0）
20（7.4）

43（4.6）
10（2.4）

25（5.2）
09（3.2）
19（3.2）

P值

0.026

0.341

0.001

0.051

0.210

pre⁃XDR⁃TB

5（1.7）
8（0.8）

1（0.3）
5（1.4）
3（0.9）
4（1.2）

7（0.6）
6（2.2）

10（1.1）0
3（0.7）

7（1.4）
3（1.1）
3（0.5）

P值

0.170

0.438

0.030

0.765

0.282

XDR⁃TB

7（2.4）
7（0.7）

4（1.2）
2（0.6）
4（1.2）
4（1.2）

9（0.8）
5（1.8）

9（1.0）
5（1.2）

8（1.6）
4（1.4）
2（0.3）

P值

0.017

0.809

0.173

0.773

0.079
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变，其中88例为单位点突变，2例为双位点突变，1例
为三位点突变，突变频率最高的位点是531，突变频

率为 52.7%（48/91）；其次是 526，突变频率为 24.2%
（22/91）。基因芯片检出 155例菌株出现了 katG、

inhA位点突变，其中114例为katG 315单位点突变，

突变率为 73.5%（114/155）；32例为 inhA基因⁃15单

位点突变，突变率为20.6%（32/155）；katG、inhA基因

位点联合突变9例，占5.8%（9/155）。
表2 基因芯片法与传统药敏方法检测异烟肼和利福平耐药性结果情况

Table 2 Results of genechip method and traditional drug susceptibility testing for isoniazid and rifampicin resistance

传统药敏结果

单耐异烟肼

单耐利福平

MDR⁃TB
Pre⁃XDR⁃TB
XDR⁃TB
合计

仅 inhA
09
00
01
00
00
10

仅katG
57
02
03
00
02
64

inhA+katG
2
0
1
0
0
3

单耐利福平

仅 rpoB
00
23
03
02
00
28

rpoB+inhA
01
00
07
01
03
12

rpoB+katG
04
02
34
08
08
56

rpoB+katG +inhA
2
0
3
2
0
7

未检出

1
1
1
0
1
4

合计

076
028
053
013
014
184

单耐异烟肼 MDR⁃TB
（n）

3 讨 论

2014年，WHO 提出终止结核病策略（The END
TB Strategy），期望到 2035 年结核病死亡率下降

95%、发病率下降90%。在实现这一目标的进程中，

最大的障碍之一是MDR⁃TB的控制。异烟肼是最早

用于治疗结核病的合成药物，也是使用最广泛的一

线药物。异烟肼耐药性不稳定，即使在耐药情况下

仍可能有一定抗结核作用，并可延缓或防止结核分

枝杆菌对其他抗结核药产生耐药［10］。WHO推荐在

MDR⁃TB治疗过程中可以使用大剂量异烟肼作为辅

助药物强化效果［11］。肖和平［12］指出，对于某些低浓

度耐药、高浓度敏感的抗结核药物，可以通过适当

提高用药剂量来解决耐药问题。大剂量异烟肼发

挥有效性机制主要是针对 inhA启动子突变导致的

异烟肼低水平耐药。

2008 年 Katiyar 等［13］在印度开展了一项临床

随机对照试验，这项研究在复治的MDR⁃TB患者

中开展，患者被随机分到3组，大剂量异烟肼组（16~
18 mg/kg）、正常剂量异烟肼组（5 mg/kg）和安慰剂

组。全部患者均接受其他抗结核药物阿米卡星、左

氧氟沙星、丙硫异烟胺和对氨基水杨酸。研究者发

现大剂量异烟肼组的MDR⁃TB患者痰阴转时间比没

有接受大剂量异烟肼对照组快 2.38倍。大剂量异

烟肼组平均痰阴转时间为 3.4个月，正常异烟肼剂

量组平均痰阴转时间为 6.4个月，安慰剂对照组的

平均痰阴转时间为 6.6个月。大剂量异烟肼组 6个
月末痰阴转率是其他组的2.37倍，该研究显示大剂

量异烟肼作为辅助治疗能显著改善MDR⁃TB患者的

治疗结局。

不同地区的研究结果显示，在异烟肼耐药的

菌株中 inhA 基因单独突变的频率从 0.8%~22.0%
不等［7，14］。Wade等［15］在中国重庆的报告中显示在

异烟肼耐药的菌株中，9.6%的菌株仅发生了 inhA基

因⁃15位点突变，本研究结果显示，在单耐异烟肼的

菌株中 13.2%仅出现 inhA基因位点突变，高于重庆

的研究结果。在耐多药患者的菌株中，inhA基因突

变的频率也是随着地区的不同而不同，南非的一项

研究结果显示MDR⁃TB患者中接近40%的菌株仅出

现了 inhA突变［16］，远高于本研究的结果 15.4%。乙

（丙）硫异烟胺最为耐药结核治疗方案中的C类口服

药物，一直是耐多药患者的治疗核心药物。肖和平［12］

最新的耐药结核病化学治疗指南中指出如果菌株

发生 inhA基因突变将会存在异烟肼和乙硫异烟胺

交叉耐药。本研究结果显示有32例（17.7%）菌株出

现了 inhA突变，其中14例（23.1%）在单耐异烟肼患

者中，12例（23.1%）在MDR⁃TB患者中，3例（23.1%）

在 pre⁃XDR患者中，3例（23.1%）在XDR患者中，这

些出现 inhA位点突变的患者使用二线化疗药物乙

（丙）硫异烟胺可能会没有效果。inhA⁃15位点突变

会导致乙（丙）硫异烟胺高浓度耐药，通过基因芯片

快速诊断技术报告耐药的特异位点，能够迅速调整

患者的治疗方案，更合理地使用大剂量异烟肼和乙

（丙）硫异烟胺，指导结核病患者临床用药。

《“十三五”全国结核病防治规划》明确要求在

“十三五”期间加快推广使用各种新诊断技术，从而

提高结核病病原学阳性诊断率，缩短耐药结核病诊

断时间。尽管目前基因芯片能检测药物敏感性的
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种类还很有限，还不能完全代替传统的药物敏感性

试验方法，但基因芯片技术与传统药敏方法相比明

显缩短检测时间，仅需5~6 h，且自动化程度高，易于

标准化。2017年以来江苏省全面实施结核病分级

诊疗综合防治服务模式，全面推广应用耐药结核病

新诊断技术，对于地市级基因芯片技术检测结果为

利福平敏感时，不再进行传统（或液体）药敏试验；

对于基因芯片检测为利福平耐药或耐多药时，及时

给予二线药物治疗，同时取这些患者痰标本进行二

线传统（或液体）药敏试验，检测对其他二线药物的

敏感性，及时调整患者治疗方案。
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