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［摘　要］　目的　分析广西地区结核分枝杆菌异烟肼（ＩＮＨ）耐药基因的突变特征，为耐药结核病的分子诊断提供

依据。方法　选取２０１８年广西３０个结核病耐药监测点收集的结核分枝杆菌菌株库中１２２株耐ＩＮＨ菌株和５３０

株全敏感菌株进行全基因组测序。结果　６５２株结核分枝杆菌复合群菌株中，１２７株（１９．４８％）发生ＩＮＨ耐药基

因突变，分别为犽犪狋Ｇ（１５．６４％，１０２株）、犳犪犫Ｇ１（１．６９％，１１株）、犪犺狆Ｃ（１．０７％，７株）、犽犪狊Ａ（０．６１％，４株）和犻狀犺Ａ

（０．４６％，３株）基因突变。ＩＮＨ耐药表型与基因突变的符合率为９０．０３％，比例法药敏检测ＩＮＨ耐药与基因测序

检测基因突变结果吻合度不高（犓犪狆狆犪＝０．６７７）。突变类型共有１９种，单位点突变占９６．８５％，联合位点突变占

３．１５％。突变比率最高的位点为犽犪狋Ｇ３１５（７１．６５％），碱基变化以 ＡＧＣＡＣＣ形式占比最高（１２．１３％）。犽犪狋Ｇ、

犪犺狆Ｃ和犽犪狊Ａ基因突变比例在ＩＮＨ耐药株中高于敏感株（均犘＜０．０５），ＩＮＨ耐药株和敏感株犻狀犺Ａ、犳犪犫Ｇ１基因

突变比例比较，差异均无统计学意义（均犘＞０．０５）。北京株、非北京株中犽犪狋Ｇ３１５突变率最高，分别为１８．７５％

（８１／４３２）、４．５５％（１０／２２０），两种基因型菌株犽犪狋Ｇ基因突变位点分布比较，差异有统计学意义（χ
２＝１６．２５３，犘＝

０．０３９）。结论　广西地区ＩＮＨ耐药基因突变以犽犪狋Ｇ３１５位点突变为主，ＩＮＨ耐药表型与基因突变吻合度不高。

犽犪狋Ｇ、犪犺狆Ｃ与犽犪狊Ａ基因突变与ＩＮＨ表型耐药有相关性。北京基因型与犽犪狋Ｇ基因的突变有相关性。

［关　键　词］　结核；肺结核病；结核分枝杆菌；异烟肼；基因位点；基因突变
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ｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＩＮＨｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ．Ｂｅｉｊｉｎｇｇｅｎｏｔｙｐｅｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｕｔａｔｉｏｎｏｆ犽犪狋Ｇｇｅｎｅ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ；ｐｕｌｍｏｎａｒｙｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ；犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊；ｉｓｏｎｉａｚｉｄ；ｇｅｎｅｌｏｃｕｓ；ｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎ

　　结核病是一种由结核分枝杆菌（犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿

狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊，ＭＴＢ）感染引起的慢性传染病，也是由

单一致病菌感染引起死亡人数最多的疾病，仅次于

人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）
［１２］，结核病主要病变累及

部位为肺部［３］。短程化学治疗（简称化疗）与抗结核

药物的联合治疗是世界卫生组织（ＷＨＯ）为控制结

核病制定的一项重要战略［４］。而异烟肼（ｉｓｏｎｉａｚｉｄ，

ＩＮＨ）是结核病化疗方案中最主要的杀菌药物之一，

自２０世纪６０年代起便开始应用于临床，对结核病

有较好的疗效。但近年来，ＩＮＨ 耐药问题日益凸

显，已成为结核病控制面临的严峻挑战之一。结核

菌株对ＩＮＨ耐药，严重影响其疗效，更易导致耐多

药（ＭＤＲ）结核病。因此研究 ＭＴＢ对ＩＮＨ的耐药

机制，对结核病，尤其是耐ＩＮＨ 和 ＭＤＲ患者的诊

断及治疗有着重要意义。基因突变是 ＭＴＢ耐药的

主要机制，本研究采用全基因组测序技术，明确某地

区 ＭＴＢＩＮＨ耐药基因突变特征，探讨其与ＩＮＨ耐

药表型的关系，为该地区 ＭＤＲ结核病的诊断及治

疗提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　研究纳入的菌株来源于广西３０个

结核病耐药监测点２０１８年收集的所有痰涂片阳性肺

结核患者的痰标本。所有痰标本经过改良罗氏培养

基培养，培养阳性的菌株进一步用含对硝基苯甲酸和

噻吩－２－羧酸肼培养基进行初步菌种鉴定为 ＭＴＢ

复合群菌株后，经过比例法药敏检测，获得６５２株菌

株（１２２株为ＩＮＨ耐药菌株，５３０株为ＩＮＨ 敏感菌

株）放入冻存管冷冻保存，以备后续研究使用。

１．２　研究方法

１．２．１　比例法药敏　将罗氏培养基中 ＭＴＢ复合

群菌株可见菌落进行药敏试验，试验流程严格遵守

《结核分枝杆菌药物敏感性试验标准化操作程序及

质量保证手册》操作，ＩＮＨ 药物试验浓度采用

０．２μｇ／ｍＬ。

１．２．２　菌株培养　将含有菌液的冻存管放置３７℃

恒温培养箱中复苏。吸取０．１０～０．１５ｍＬ菌液均

匀接种于培养管的罗氏培养基上，每株菌接种２支

培养管，将培养管放置３７℃恒温培养箱中孵育。具

体操作参考《结核病实验室检验规程》［５］。培养基购

自珠海贝索生物技术有限公司。

１．２．３　ＤＮＡ提取　采用十六烷基三甲基溴化铵

（ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＣＴＡＢ）法 提

取ＤＮＡ
［６］，在１．５ｍＬ离心管加入４００μＬ１×ＴＥ

缓冲液并取满环生长良好的 ＭＴＢ，置于８０℃水浴

３０ｍｉｎ灭活，将灭活菌液在细菌超声分散计数仪超

声１ｍｉｎ，使细菌充分分散，加入溶菌酶使细菌充分

破壁，然后用ＳＤＳ／蛋白酶 Ｋ混合，用ＣＴＡＢ／ＮａＣｌ

溶液沉淀非核酸细胞碎片，用氯仿／异戊醇提取

ＤＮＡ，在提取液中加入异丙醇使ＤＮＡ沉淀，沉淀物

经洗涤且自然干燥后，加入５０μＬ１×ＴＥ缓冲液使

沉淀物充分溶解，置－２０℃保存备用，作为全基因组

测序的ＤＮＡ模板。

１．２．４　全基因组测序　由北京诺禾致源生物科技

有限公司完成检测，利用高通量二代Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序

技术平台，进行 ＤＮＡ 片段文库构建，双端测序，

ＰＥ１５０，深度至少２００×，每个样品总测序深度数据

量≥１Ｇｃｌｅａｎｄａｔａ。测序数据经过过滤处理，去除

包含 Ａｄａｐｔｅｒ的序列及低质量数据，得到的Ｃｌｅａｎ

Ｄａｔａ用于后续分析。

１．３　统计分析　应用ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行数据
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的整理与分析，定性资料采用率或构成比进行统计描

述，组间比较采用χ
２ 检验或Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法。比

较比例法药敏检测ＩＮＨ耐药与基因测序检测ＩＮＨ

基因突变之间进行一致性犓犪狆狆犪检验，犓犪狆狆犪值≥

０．７５认为两者吻合度较强。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　基因测序结果　对６５２株 ＭＴＢ复合群菌株

进行全基因组测序，结果显示，基因测序检测ＩＮＨ

耐药的灵敏度为７５．４１％，特异度为９３．４０％，正确

指数为０．６９，阳性似然比为１１．４３，阴性似然比为

０．２６，符合率为９０．０３％。比较基因测序耐药基因

突变与比例法药敏检测ＩＮＨ耐药结果，差异无统计

学意义（犕犮犖犲犿犪狉检验犘＝０．６２０），犓犪狆狆犪值＝

０．６７７。见表１。

２．２　ＭＴＢＩＮＨ 耐药基因突变分布情况　测序结

果显示，６５２株ＭＴＢ临床分离株中，１２７株（１９．４８％）

发生了基因突变。突变的基因分别为犽犪狋Ｇ（１５．６４％，

表１　基因测序耐药基因突变与比例法药敏检测ＩＮＨ耐药

结果比较

犜犪犫犾犲１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＩＮＨｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒｅｓｕｌｔｓｂｅｔｗｅｅｎｇｅｎｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｆｏｒｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎａｎｄ

ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌｍｅｔｈｏｄｄｒｕｇｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ

基因测序
比例法药敏

ＩＮＨ耐药 ＩＮＨ敏感
合计

ＩＮＨ耐药基因突变 ９２ ３５ １２７

未发生ＩＮＨ耐药基因突变 ３０ ４９５ ５２５

合计 １２２ ５３０ ６５２

１０２株）、犳犪犫Ｇ１（１．６９％，１１株）、犪犺狆Ｃ（１．０７％，７

株）、犽犪狊Ａ（０．６１％，４株）和犻狀犺Ａ（０．４６％，３株）。突

变形式有１９种，以单位点突变为主，占９６．８５％（１２３／

１２７），联合位点突变占３．１５％（４／１２７）。在所有突变

的位点中，犽犪狋Ｇ３１５单位点突变所占比例最高，为

７１．６５％（９１／１２７），其次为犳犪犫Ｇ１－１５位点（７．８７％，

１０／１２７），犽犪狋Ｇ３１５和犳犪犫Ｇ１－１５单位点突变占总突

变的８０．３１％。见表２。

表２　ＩＮＨ耐药基因突变位点分布情况（狀＝６５２）

犜犪犫犾犲２　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｍｕｔａｔｉｏｎｌｏｃｉｉｎＩＮＨｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓ（狀＝６５２）

序号 突变位点 碱基的改变 氨基酸的改变 突变菌株数 合计 突变比例（％）

１ ｋａｔＧ１２７ ＣＡＧＣＣＧ 谷氨酰胺－脯氨酸 １ １ ０．１５

２ ｋａｔＧ１３８ ＡＡＣＧＡＣ 天冬酰胺－天冬氨酸 １ ２ ０．３１

ｋａｔＧ１３８ ＡＡＣＣＡＣ 天冬酰胺－组氨酸 １

３ ｋａｔＧ１４２ ＧＡＣＧＣＣ 天冬氨酸－丙氨酸 １ １ ０．１５

４ ｋａｔＧ３１５ ＡＧＣＡＡＣ 　丝氨酸－天冬氨酸 ９ ９１ １３．９６

ｋａｔＧ３１５ ＡＧＣＡＣＣ 　丝氨酸－苏氨酸 ７９

ｋａｔＧ３１５ ＡＧＣＧＧＣ 　丝氨酸－甘氨酸 １

ｋａｔＧ３１５ ＡＧＣＡＧＴ 　丝氨酸－丝氨酸 ２

５ ｋａｔＧ３３５ ＡＴＣＡＣＣ 异亮氨酸－苏氨酸 ２ ２ ０．３１

６ ｋａｔＧ４６１ ＣＡＧＣＣＧ 谷氨酰胺－脯氨酸 １ １ ０．１５

７ ｋａｔＧ７３５ ＧＡＣＧＣＣ 天冬氨酸－丙氨酸 １ １ ０．１５

８ ｋａｓＡ３１２ ＧＧＣＡＧＣ 　甘氨酸－丝氨酸 ３ ３ ０．４６

９ ｋａｓＡ１２１ ＡＧＧＡＡＧ 　精氨酸－赖氨酸 １ １ ０．１５

１０ ｆａｂＧ１－８ ＣＴ 　　　　－ １ １ ０．１５

１１ ｆａｂＧ１－１５ ＣＴ 　　　　－ １０ １０ １．５３

１２ ａｈｐＣ４８ ＧＡ 　　　　－ １ １ ０．１５

１３ ａｈｐＣ５２ ＣＴ 　　　　－ ３ ３ ０．４６

１４ ａｈｐＣ５４ ＣＴ 　　　　－ １ １ ０．１５

１５ ａｈｐＣ８１ ＣＴ 　　　　－ １ １ ０．１５

１６ ａｈｐＣ８１＋ａｈｐＣ５４ ＣＴ＋ＣＴ 　　　　－ １ １ ０．１５
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续表２　（犜犪犫犾犲２，犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

序号 突变位点 碱基的改变 氨基酸的改变 突变菌株数 合计 突变比例（％）

１７ ｋａｔＧ３１５＋ｋａｔＧ３１７ ＡＧＣＡＣＣ＋ＡＴＣＧＴＣ 丝氨酸－苏氨酸异亮氨酸－缬氨酸 １ １ ０．１５

１８ ｋａｔＧ３１５＋ｋａｔＧ３１５ ＡＧＣＣＧＣ＋ＡＧＣＡＴＣ 丝氨酸－精氨酸丝氨酸－异亮氨酸 １ ２ ０．３１

ｋａｔＧ３１５＋ｋａｔＧ３１５ ＡＧＣＡＣＣ＋ＡＧＣＡＧＡ 丝氨酸－苏氨酸丝氨酸－精氨酸 １

１９ ｉｎｈＡ１５ ＣＴ 　　　　　　－ ３ ３ ０．４６

合计 　　　　－ 　　　　－ 　　　　　　－ １２７ １２７ １９．４８

２．３　犽犪狋Ｇ突变特征　在１２２株ＩＮＨ耐药株中８４

株（占６８．８５％）发生犽犪狋Ｇ基因突变，５３０株ＩＮＨ敏感

株中１８株（占３．４０％）发生犽犪狋Ｇ基因突变，ＩＮＨ耐

药株中犽犪狋Ｇ基因突变比例高于敏感株（χ
２＝２１．８８６，

犘＝０．００５）。突变比例最高的位点为犽犪狋Ｇ３１５，

犽犪狋Ｇ３１５单位点突变比率在ＩＮＨ耐药株（６３．９３％，

７８／１２２）中高于敏感株（２．４５％，１３／５３０）（χ
２ ＝

３１２．１５４，犘＜０．００１）。犽犪狋Ｇ３１５位点碱基变化以

ＡＧＣＡＣＣ形式比例最高（１２．１３％，７９／６５２），在

ＩＮＨ耐药株中比率为５６．５６％，在全敏感株中比率

为１．８９％。见表３。

表３　ＩＮＨ耐药和敏感 ＭＴＢ犽犪狋Ｇ基因突变特征

犜犪犫犾犲３　 Ｍｕｔａｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ犽犪狋Ｇ ｇｅｎｅｏｆＩＮＨ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅＭＴＢ

犽犪狋Ｇ

突变位点
碱基变化

ＩＮＨ耐药突变菌

株数（狀＝１２２，％）

ＩＮＨ敏感突变菌

株数（狀＝５３０，％）

３１５ ＡＧＣＡＧＴ ２（１．６４） ０（０）

ＡＧＣＡＣＣ ６９（５６．５６） １０（１．８９）

ＡＧＣＡＡＣ ７（５．７４） ２（０．３８）

ＡＧＣＧＧＣ ０（０） １（０．１９）

１２７ ＣＡＧＣＣＧ ０（０） １（０．１９）

１３８ ＡＡＣＧＡＣ １（０．８２） １（０．１９）

１４２ ＧＡＣＧＣＣ １（０．８２） ０（０）

３３５ ＡＴＣＡＣＣ ０（０） ２（０．３８）

４６１ ＣＡＧＣＣＧ １（０．８２） ０（０）

７３５ ＧＡＣＧＣＣ ０（０） １（０．１９）

３１５＋３１５ ＡＧＣＡＣＣ＋

ＡＧＣＡＧＡ

１（０．８２） ０（０）

ＡＧＣＡＣＣ＋

ＡＧＣＡＴＣ

１（０．８２） ０（０）

３１５＋３１７ ＡＧＣＡＣＣ＋

ＡＴＣＧＴＣ

１（０．８２） ０（０）

合计 － ８４（６８．８５） １８（３．４０）

２．４　犪犺狆Ｃ突变特征　７株发生了犪犺狆Ｃ基因突变

的菌株中，５株为ＩＮＨ 耐药株，突变形式分别为

－４８ＧＡ，－５２ＣＴ，－５２ＣＴ，－５４ＣＴ，－８１ＣＴ；２

株为全敏感株，突变形式分别为－５２ＣＴ、－８１ＣＴ＋

－５４ＣＴ。犪犺狆Ｃ在耐药株中的突变比率（４．１０％）高于

敏感株（０．３８％）（χ
２＝９．６６２，犘＝０．００２）。见表４。

表４　ＩＮＨ耐药和敏感 ＭＴＢ犪犺狆Ｃ基因突变特征

犜犪犫犾犲４　 Ｍｕｔａｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ犪犺狆ＣｇｅｎｅｏｆＩＮＨ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅＭＴＢ

犪犺狆Ｃ

突变位点
碱基变化

ＩＮＨ耐药突变菌

株数（％，狀＝１２２）

ＩＮＨ敏感突变菌

株数（％，狀＝５３０）

－４８ ＧＡ １（０．８２） ０（０）

－５２ ＣＴ ２（１．６４） １（０．１９）

－５４ ＣＴ １（０．８２） ０（０）

－８１ ＣＴ １（０．８２） ０（０）

－８１＋－５４ ＣＴ＋ＣＴ ０（０） １（０．１９）

合计 － ５（４．１０） ２（０．３８）

２．５　犻狀犺Ａ、犽犪狊Ａ与犳犪犫Ｇ１的突变特征　３株（占

０．４６％）发生犻狀犺Ａ基因突变菌株中，突变位点均为

ｉｎｈＡ１５Ｃ→Ｔ，其中２株为ＩＮＨ 耐药株，１株为

ＩＮＨ敏感株；１１株发生犳犪犫Ｇ１突变菌株中，１株为

犳犪犫Ｇ１－８位点突变，１０株为犳犪犫Ｇ１－１５位点突

变，均为ＩＮＨ敏感株。４株（０．６１％）发生犽犪狊Ａ基

因突变菌株中，３株为ＩＮＨ 耐药株，突变位点均为

犽犪狊Ａ３１２，１株为ＩＮＨ敏感株，突变位点为犽犪狊Ａ１２１，

在ＩＮＨ耐药株中犽犪狊Ａ突变比例高于敏感株（χ
２＝

５．０７４，犘＝０．０２４）。见表５。

２．６　不同基因型 ＭＴＢＩＮＨ耐药相关常见突变位

点比较　６５２株 ＭＴＢ复合群菌株中，４３２株为北京

基因型，２２０株为非北京基因型。两种基因型菌株

中，突变比例最高的位点均为犽犪狋Ｇ３１５，北京株、非

北京株中犽犪狋Ｇ３１５突变率最高，分别为１８．７５％

（８１／４３２）、４．５５％（１０／２２０），两种基因型菌株突变位

点分布比较，差异有统计学意义（χ
２＝３２．５０７，犘＝

０．００３），其中犽犪狋Ｇ突变位点分布比较，差异有统计

学意义（χ
２＝１６．２５３，犘＝０．０３９）。见表６。
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表５　ＩＮＨ耐药和敏感 ＭＴＢ犻狀犺Ａ、犽犪狊Ａ与犳犪犫Ｇ１基因突

变特征

犜犪犫犾犲５　Ｍｕｔａｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ犻狀犺Ａ，犽犪狊Ａａｎｄ犳犪犫Ｇ１

ｇｅｎｅｓｏｆＩＮＨｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅＭＴＢ

突变

位点

碱基

变化

ＩＮＨ耐药

突变菌株数

（％，狀＝１２２）

ＩＮＨ敏感

突变菌株数

（％，狀＝５３０）
χ
２ 犘

犻狀犺Ａ ２（１．６４） １（０．１９） １．９４００．１６４

　犻狀犺Ａ１５ ＣＴ ２（１．６４） １（０．１９）

犽犪狊Ａ ３（２．４６） １（０．１９） ５．０７４０．０２４

　犽犪狊Ａ３１２ ＧＧＣＡＧＣ ３（２．４６） ０（０）

　犽犪狊Ａ１２１ ＡＧＧＡＡＧ ０（０） １（０．１９）

犳犪犫Ｇ１ ０（０） １１（２．０８） １．４７６０．２２４

　犳犪犫Ｇ１－８ ＴＣ ０（０） １（０．１９）

　犳犪犫Ｇ１－１５ＣＴ ０（０） １０（１．８９）

表６　不同基因型 ＭＴＢＩＮＨ耐药相关基因位点的分布构成

犜犪犫犾犲６　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆＭＴＢＩＮＨｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｌｏｃｉｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆＭＴＢ

序号
突变

位点

北京株（狀＝４３２）

菌株数 突变率（％）

非北京株（狀＝２２０）

菌株数 突变率（％）

犽犪狋Ｇ ９０ ２０．８３ １２ ５．４５

３１５ ８１ １８．７５ １０ ４．５５

１２７ １ ０．２３ ０ ０

１３８ ２ ０．４６ ０ ０

１４２ １ ０．２３ ０ ０

３３５ ０ ０ ２ ０．９１

４６１ １ ０．２３ ０ ０

７３５ １ ０．２３ ０ ０

３１５＋３１５ ２ ０．４６ ０ ０

３１５＋３１７ １ ０．２３ ０ ０

犪犺狆Ｃ ４ ０．９３ ３ １．３６

－４８ ０ ０ １ ０．４５

－５２ ２ ０．４６ １ ０．４５

－５４ ０ ０ １ ０．４５

－８１ １ ０．２３ ０ ０

－８１＋－５４ １ ０．２３ ０ ０

犻狀犺Ａ ２ ０．４６ １ ０．４５

－１５ ２ ０．４６ １ ０．４５

３　讨论

ＩＮＨ是临床常用的一线抗结核药物，通过使

ＭＴＢ犽犪狋Ｇ基因编码的过氧化氢－过氧化物酶活性

下降而杀菌［７］。研究［８］发现，导致ＩＮＨ耐药的主要

影响基因为犽犪狋Ｇ、犪犺狆Ｃ与犻狀犺Ａ，其中犽犪狋Ｇ基因占

突变基因的 ８０．３１％。Ｉｓａｋｏｖａ等
［９］研究发现，

９１．２％的ＩＮＨ耐药突变发生于犽犪狋Ｇ基因，７％发生

于犻狀犺Ａ基因，１．８％发生于犪犺狆Ｃ基因。本研究对

６５２株 ＭＴＢ进行全基因组测序，结果显示，１２７株

发生基因突变。ＩＮＨ 耐药基因型与表型的符合率

为９０．０３％（５８７／６５２），比例法药敏检测ＩＮＨ 耐药

与基因测序检测基因突变之间的结果一致率不高，

与国内相关研究［１０１１］接近，提示ＩＮＨ耐药机制可能

较为复杂，在运用基于基因检测技术进行ＩＮＨ耐药

的分子诊断时，应充分考虑该地区ＩＮＨ耐药基因位

点的突变特征，制定适合本地区ＩＮＨ耐药基因分子

诊断方法。该研究结果为ＩＮＨ耐药结核病的分子

诊断方法在本地区的合理运用提供重要依据。

犽犪狋Ｇ基因突变会导致ＩＮＨ 效用降低，甚至失

活，从而导致 ＭＴＢ对ＩＮＨ 耐药
［１２］。研究［１３１４］认

为，ＩＮＨ 耐药与犽犪狋Ｇ３１５位点的突变具有密切关

系。不同地区的耐ＩＮＨ菌株的犽犪狋Ｇ基因突变率不

同，突变位点也有差别。广西地区耐ＩＮＨ 菌株

犽犪狋Ｇ３１５位点突变率为６３．９３％，低于研究
［１５１６］报

道的６９．７４％、７０．７８％，与张满娥等
［１７］研究结果

（６３．２％）相近，高于Ｌｕｏ等
［１８］报道的结果（５６．１％），

而Ｉｓａｋｏｖａ等
［９］研究结果显示，犽犪狋Ｇ 基因突变在

ＩＮＨ耐药株中的占比高达９１．２％，可见犽犪狋Ｇ基因

的突变比例存在明显的地区差异。本研究显示，

犽犪狋Ｇ基因突变主要发生于ＩＮＨ 耐药株中，主要突

变碱基为ＡＧＣ→ＡＣＣ，占５６．５６％，１８株（３．４０％）

发生于ＩＮＨ 敏感株，其中主要突变碱基也为

犽犪狋Ｇ３１５ＡＧＣ→ＡＣＣ，占１．８９％。与Ｇｅｏｒｇｈｉｏｕ等
［１９］

研究结论一致，ＩＮＨ敏感株中犽犪狋Ｇ３１５位点突变占

２．７６％（７／２５４），突变类型均为犽犪狋Ｇ３１５ＡＧＣ→

ＡＣＣ，说明该位点碱基突变形式在不同地区有一定

的相似性，考虑该位点碱基突变形式可作为犽犪狋Ｇ

基因突变的指示位点，为ＩＮＨ耐药的分子诊断提供

更强的依据。

犪犺狆Ｃ基因是过氧化氢还原酶的结构基因，其

还原酶还原细胞内各种过氧化物底物，具有解毒作

用。犪犺狆Ｃ位点的突变与ＩＮＨ 的耐药有明确的相

关性［２０］。不同地区 ＭＴＢ犪犺狆Ｃ基因的突变率及突

变位点不同，研究［２１］显示，犪犺狆Ｃ基因的突变率为

１０％，未发现犪犺狆Ｃ５２Ｃ→Ｔ位点的突变。田丽等
［８］

研究结果显示，犪犺狆Ｃ基因的突变率为３．６９％。王

希江等［２２］研究结果显示，犪犺狆Ｃ基因的突变率为

７．８４％，其中犪犺狆Ｃ５２Ｃ→Ｔ位点的突变为０．９８％。

ＦｌｏｒｅｓＴｒｅｖｉｏ等
［２３］研究显示，耐药株犪犺狆Ｃ突变

占比为２６％。本研究显示，广西地区耐ＩＮＨ 菌株
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犪犺狆Ｃ的突变比率为４．１０％，犪犺狆Ｃ５２Ｃ→Ｔ位点的

突变在ＩＮＨ耐药株和敏感株中均有发生，说明广西

地区ＩＮＨ耐药犪犺狆Ｃ基因突变的情况具有一定特

征，可依据该特征进行分子诊断技术的合理运用。

犻狀犺Ａ基因主要作用是表达烯酰脂酰载体蛋白

还原酶，其作用是调控合成分枝菌酸，是结核菌细胞

壁脂质体的主要成分之一，参与构成结核菌细胞壁，

保护结核菌。本研究结果显示，广西地区 ＭＴＢ

犻狀犺Ａ的突变比率为０．４６％，突变位点均为－１５Ｃ→

Ｔ。该结论与相关研究
［２４２７］的犻狀犺Ａ突变位点一致，

但突变比例远低于文献报道，考虑不同地区的犻狀犺Ａ

基因突变呈现出不同特点，也可能与本地区 ＭＴＢ

表型耐药水平较低有关。此外，本研究未发现犻狀犺Ａ

基因突变与 ＭＴＢ的ＩＮＨ耐药表型存在关联性，与

相关研究［８９，２０，２８］报道的犻狀犺Ａ会影响 ＭＴＢ的ＩＮＨ

耐药表型结果不一致，可能是由于地域因素和样本

量的影响所致，后续有待于对本地区犻狀犺Ａ的突变

情况与 ＭＴＢ发生ＩＮＨ 耐药的相关性做进一步的

系统研究。犽犪狊Ａ基因参与分枝菌酸的生物合成，其

作为分枝杆菌细胞壁的一种组成成分，构成保护性

的细胞壁。本研究中犳犪犫Ｇ１基因只出现于ＩＮＨ敏

感株中，与相关研究［２９］报道犳犪犫Ｇ１基因影响ＩＮＨ

耐药结果不一致，考虑目前犽犪狊Ａ与犳犪犫Ｇ１相关研

究较少，可对这两个位点开展进一步深入研究，以进

一步明确ＩＮＨ的耐药分子机制。

北京基因型是多数国家与地区的优势菌株，与

耐多药结核（ＭＤＲＴＢ）的关联性较为密切，需要各

地的卫生保健系统引起重视［３０］。本研究发现犽犪狋Ｇ

基因突变的分布在北京基因型和非北京基因型菌株

中存在差异。Ｇｕｐｔａ等
［３１］研究表明，北京型菌株与

犽犪狋Ｇ３１５位点的特异性耐药突变有明显的关联性；

Ｚｈａｎｇ等
［３２］研究中国耐多药 ＭＴＢ，发现北京基因

型菌株中犽犪狋Ｇ突变的频率高于非北京菌株；一项

对中国 ＭＴＢ基因分析的研究结果表明，犽犪狋Ｇ３１５

位点突变在北京型中的比例高于非北京型［３３］。

本研究通过全基因测序技术探讨广西地区

ＭＴＢＩＮＨ耐药的分子机制，发现本地区ＩＮＨ耐药

菌株基因突变多发生于犽犪狋Ｇ 基因的３１５位点，

犽犪狋Ｇ、犪犺狆Ｃ与犽犪狊Ａ基因突变与异烟肼表型耐药具

有相关性，不同基因型与犽犪狋Ｇ基因的突变具有相

关性。本研究较为全面地探讨并分析了广西地区

ＩＮＨ耐药的分子特征，为该地区耐药结核病的分子

诊断和治疗提供一定的科学依据。
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