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摘 要:目的 评价运用靶向高通量测序(tNGS)检测临床标本结核分枝杆菌(MTB)及其耐药性的价值。方法 回顾性

分析2022年1月1日至2023年12月31日在广西胸科医院收治的疑似耐药肺结核病患者的痰样本或气管肺泡灌洗液

(BALF)样本213例进行tNGS,并将结果与传统培养及表型药物敏感性试验(DST)、快速分子技术进行比较,以表型

DST为标准,进一步分析tNGS对抗结核药物耐药性的敏感度、特异度、准确度、Kappa值。结果 213例临床标本(痰

液、BALF)传统培养结核分枝杆菌检出率为64.32%(137/213),tNGS法结核分枝杆菌检出率为96.24%(205/213),快

速分子方法结核分枝杆菌检出率为74.18%(158/213),tNGS法检测 MTB的阳性检出率最高,明显高于快速分子方法

(χ2=41.149,P<0.001)和传统培养(χ2=68.568,P<0.001)。与137例有表型药敏结果比较,表型药敏试验与tNGS
对利福平、异烟肼、链霉素、乙胺丁醇、氟喹诺酮类、对氨基水杨酸、卡那霉素、卷曲霉素的耐药检出率,差异均无统计学意

义(P>0.05);以表型药敏结果为金标准,tNGS法检测利福平、异烟肼、链霉素、乙胺丁醇、对氨基水杨酸、氟喹诺酮类、

卡那霉素、卷曲霉素的敏感度分别为95.97%、87.37%、71.70%、74.47%、0、82.76%、50.00%及100%;特异度分别为

92.31%、97.62%、97.62%、91.11%、100%、97.22%、100%和99.26%;准确度分别为95.62%、90.51%、87.59%、

85.40%、99.27%、94.16%、97.81%及99.27%;Kappa值分别为0.776、0.792、0.726、0.669、-、0.821、0.657和0.796。

结论 tNGS法可以直接从临床标本中快速准确地检测结核分枝杆菌,预测利福平、异烟肼、氟喹诺酮类、卷曲霉素、链霉

素、乙胺丁醇、卡那霉素和对氨基水杨酸等抗结核药物耐药性的准确度达到85%以上,对利福平、异烟肼、氟喹诺酮类药

物、卷曲霉素的耐药性诊断有较好的应用价值。
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  Abstract: Objective Toevaluatethevalueoftargetednext-generationsequencing(tNGS)indetecting
Mycobacteriumtuberculosis(MTB)anditsdrugresistanceinclinicalspecimens. Methods Aretrospectivea-
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nalysiswasconductedof213sputumsamplesorbronchoalveolarlavagefluid(BALF)samplesfrompatients
withsuspecteddrug-resistantpulmonarytuberculosisadmittedtoGuangxiZhuangAutonomousRegionChest
HospitalfromJanuary1,2022,toDecember31,2023.ThesesamplesunderwenttNGSandtheresultswere
comparedwiththoseoftraditionalcultureandphenotypicdrugsusceptibilitytesting(DST),aswellasrapid
moleculartechniques.UsingphenotypicDSTasthegoldstandard,thesensitivity,specificity,accuracy,and
KappavaluesoftNGSfordetectingresistancetoanti-tuberculosisdrugswerefurtheranalyzed. Results A-
mongthe213clinicalspecimens(sputumandBALF),thedetectionrateofMTBbytraditionalculturewas
64.32% (137/213),whilethedetectionratebytNGSwas96.24% (205/213)andbyrapidmolecularmethods
was74.18% (158/213).ThepositivedetectionrateofMTBbytNGSwasthehighest,significantlyhigher
thanthatbyrapidmolecularmethods(χ2=41.149,P <0.001)andtraditionalculture(χ2=68.568,P <
0.001).WhencomparedwiththephenotypicDSTresultsof137specimens,therewerenostatisticallysignifi-
cantdifferencesinthedetectionratesofresistancetorifampin,isoniazid,streptomycin,ethambutol,fluoro-
quinolones,para-aminosalicylicacid,kanamycin,andcapreomycinbetweenphenotypicDSTandtNGS(P>
0.05).TakingphenotypicDSTasthegoldstandard,thesensitivityoftNGSfordetectingresistancetori-
fampin,isoniazid,streptomycin,ethambutol,para-aminosalicylicacid,fluoroquinolones,kanamycin,andca-
preomycinwas95.97%,87.37%,71.70%,74.47%,0%,82.76%,50.00%,and100%,respectively;the
specificitywas92.31%,97.62%,97.62%,91.11%,100%,97.22%,100%,and99.26%,respectively;the
accuracywas95.62%,90.51%,87.59%,85.40%,99.27%,94.16%,97.81%,and99.27%,respectively;

andtheKappavalueswere0.776,0.792,0.726,0.669,-,0.821,0.657,and0.796,respectively. Conclu-
sion tNGScanrapidlyandaccuratelydetectMTBdirectlyfromclinicalspecimensandpredictresistancetoan-
ti-tuberculosisdrugssuchasrifampin,isoniazid,fluoroquinolones,capreomycin,streptomycin,ethambutol,

kanamycin,andpara-aminosalicylicacidwithanaccuracyofover85%.Ithasgoodapplicationvalueindiagno-
singdrugresistancetorifampin,isoniazid,fluoroquinolones,andcapreomycin.
  Keywords: targetednext-generationsequencing;Mycobacteriumtuberculosis;drugresistance

  在全球范围内,结核病仍然是一个巨大的公共卫

生问题。2021年全球估计新增1060万人(95%CI:

990万~1100万)患上结核病,耐药结核病的出现和传

播是2035年结束全球结核病流行这一目标的主要威

胁[1]。耐药结核病(DR-TB)主要指耐利福平结核病

(RR-TB)以及耐多药结核病(MDR-TB)(即对利福平

和异烟肼都产生耐药的结核病)。2022年报告显示,
我国共有12846例 MDR/RR-TB患者开始接受治

疗,但是2019年开始治疗的 MDR/RR-TB患者的治

疗成功率仅为53%[1],稍低于全球耐药结核病治疗成

功率(60%)。因此,快速准确鉴定DR-TB患者对指

导早期临床用药,提高治愈率具有重要意义。DR-TB
的药敏试验目前有快速分子检测、表型药敏检测及测

序技术[2]。当前,结核病的实验室诊断技术不断进步,
从传统抗酸染色、结核分枝杆菌(Mycobacteriumtu-
berculosis,MTB)培养、体外药敏等经典细菌学检查发

展成包括结核免疫学、分子生物学检测及结核病辅助

检测等多方面的结核病临床检验体系。现有的商业化

耐药结核检测方法包括 XpertMTB/RIFassay、线性

探针技术 、基因芯片技术、探针-熔解曲线技术等,已
经能一定程度上提高耐药结核的诊断及时率和准确

率,但是对于组合抗结核药物的使用情况以及后继耐

药出现的监测上目前分子检测技术还存在仅检测部分

药物的耐药突变基因,无法确定异质性耐药比例,有些

突变(同义突变、沉默突变等)不会影响耐药以及未覆

盖所有的耐药突变位点等缺点。靶向高通量测序属于

高通量测序技术的一种,高通量测序泛指二代测序技

术和三代测序,也被统称为新一代测序技术(next
generationsequencing,NGS)。依据检测策略的不同,
高通量测序方法主要分为靶向测序(targetedtNGS)、
宏基因组(metagenomicsNGS),以及全基因组测序

(wholegenomesequencing,WGS)。tNGS先通过靶

向捕获特定基因后再进行高通量测序,具有能同时平

行检测多个靶基因的特点,近期在 MTB耐药基因检

测领域开始被应用[3]。现有证据支持对确诊的结核病

患者采用tNGS技术进行快速诊断耐药,以为结核病

治疗方案的制定提供更全面的耐药谱,提高化疗方案

制定的精准性[4]。随着测序技术的成熟及成本的降

低,基因组测序已在 MTB的研究中发挥了巨大的作

用[5-6]。综合以上考虑,选取了靶向高通量测序作为本

次研究的主要检测手段。本研究对广西壮族自治区胸

科医院2022年1月至2023年12月运用tNGS技术
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直接检测疑似耐药结核病患者的痰、支气管肺泡灌洗

液(BALF)等标本,并将结果与传统培养、快速分子技

术检测结果进行比较分析,评价运用tNGS检测临床

标本结核分枝杆菌及其耐药性的价值。

1 材料和方法

1.1 研究材料 2022年1月至2023年12月在广西

壮族自治区胸科医院结核利福平快筛检测阳性的213
例疑似耐药结核患者的临床标本,其中124例痰液标

本、89例BALF标本。每例样本留取3份,1份进行

传统的分枝杆菌培养、菌种鉴定和表型药敏试验,1份

进行tNGS检测 MTB及其耐药性检测,另1份进行

快速分子方法(XpertMTB/RIF或荧光PCR熔解曲

线法)检测。

1.2 仪器与试剂 改良罗氏培养基、噻吩-2羧酸肼

(TCH)、对硝基苯甲酸(PNB),以及利福平(RFP)、异
烟肼(INH)等抗结核药物含药培养基购自珠海贝索生

物技 术 有 限 公 司;至 善 Lab-Aid824s核 酸 提 取 仪、

MTB的REP和INH药物荧光定量PCR探针熔解曲

线法 耐 药 性 检 测 试 剂 盒、实 时 荧 光 定 量 PCR 仪

(SLAN-96S型)及熔解曲线分析软件为厦门致善生物

科技股份有限公司产品。美国Cepheid公司的Xpert
MTB/RIF实时荧光PCR仪及配套检测试剂盒。高

通量测序仪MGIseq200、纳米孔测序仪ONTMinION
及思可愈TBseq检测试剂盒。

1.3 试验方法

1.3.1 分枝杆菌培养、菌种鉴定和表型药敏试验 对

临床标本进行处理后,接种于珠海贝索生物技术有限

公司生产的改良罗氏培养基(批号2023072616500810
30001),置37℃进行分枝杆菌培养。分枝杆菌培养阳

性的分离株采用PNB(珠海贝索生物技术有限公司生

产,批 号 202312211046336900004)和 TCH(批 号

202308171638306700004)含药培养基进行鉴别培养,
待鉴定为 MTB后,进行表型药敏试验比例法。表型

药敏试验采用珠海贝索生物技术有限公司生产的药敏

培养基(批号202308171638306700004),该试验涉及

的药物种类包括利福平、异烟肼、链霉素、乙胺丁醇、对
氨基水杨酸、氧氟沙星、卡那霉素和卷曲霉素等8种。

1.3.2 DNA制备及加样 临床标本经液化和洗涤处

理后,采用至善Lab-Aid824s核酸提取仪和核酸提取

试剂,按照说明书进行DNA提取,然后置于-20℃储

存备用。

1.3.3 PCR熔解曲线法RFP/INH耐药性检测 厦

门致善生物科技股份有限公司研发的利福平(批号

22120501)、异烟肼(批号22120601)耐药检测试剂盒,
将提取好的核酸按照说明书进行 MTB对 RFP和

INH 耐药性检测。

1.3.4 XpertMTB/RIF检测 取1mL痰液或其它

样本加入2mL标本处理液,按照操作规程将处理好

的样本加入检测盒(瑞典赛沛公司生产的结核分枝杆

菌rpoB 基因和突变检测试剂盒,批号1000654374),
置于GeneXpert检测模块自动检测,针对结核分枝杆

菌利福平耐药rpoB 基因检测其突变情况。

1.3.5 tNGS检测 多重PCR、文库制备和测序:

NanoTNGS检测的文库制备涉及两步聚合酶链式反

应(PCR)过程。第一步PCR中,30μL的PCR混合

液包括50ng的DNA提取物、3μL浓度为0.2pmol/

μL 的 引 物 和 15 μL 的 多 重 PCR 母 液 (货 号

BR0200801,BiotechrabbitGmbH,柏林,德国)。引物

设计用于靶向16SrDNA和hsp65以鉴定分枝杆菌种

类,并靶向rpoB、katG、thyA、ahpC、alr、eis、embA、

embB、ethA、folC、gibB、gyrA、gyrB、inhA、pncA、

rplC、rpsL、rrs、rv0678、atpE 和tlyA 以预测耐药基

因。扩增反应如下:在95℃下预变性3min,随后进

行35个循环的变性(95℃、15s),退火(60℃、45s),
延伸(72℃、15s),最后在72℃下延伸3min。从第

一次扩增步骤中获得的产物然后使用相同的多重

PCR母液进行纳米孔PCR条形码扩展。这一步的反

应条件为:在95℃下预变性3min,随后进行35个循

环的 变 性(95 ℃、30s),退 火(64 ℃、30s),延 伸

(72℃、1min),最后在72℃下延伸3min。在这个过

程中,为了评估纯化文库的浓度,本课题组使用了

Equalbit1×dsDNAHS检测试剂盒(货号EQ121-01,
南 京 微 测 生 物 科 技 有 限 公 司)。端 修 复 使 用 了

VAHTS通用端修复模块(货号 N203,南京微测生物

科技有限公司)中的端修复混合物4。接头连接使用

了VAHTS通用DNA文库制备试剂盒(IlluminaV3,
货号ND607,南京微测生物科技有限公司)中的快速

DNA连接酶和快速连接缓冲液。文库构建使用了连

接测序试剂盒 V14(SQK-LSK114,OxfordNanopore
Technologies,英国牛津)。每次扩增步骤后都使用

VAHTSDNA纯化珠(货号 N411-01,南京微测生物

科技有限公司)进行纯化。最后,将12μL的混合文库

加载到纳米孔流动单元(R9.4.1)中,在GridION测序

平台上进行测序。基础调用数据使用MinKNOW2.0
版本生成,小尺寸和/或低质量的读数使用 NanoFilt
移除。当至少一个读数映射到物种或属水平时,认为

结核分枝杆菌呈阳性[7]。通过靶向纳米孔测序检测到

的抗 生 素 耐 药 基 因 使 用 综 合 抗 生 素 耐 药 数 据 库

(CARD)、ResFinder或TBProfiler数据库进行预测,
默认对齐设置为(≥80%的身份率覆盖≥60%的目标

基因长度[8]。变异调用的阈值设定为等位基因频率>
10%,深度>10,等位基因深度>5[9]。
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1.4 统计学方法 用SPSS22.0软件对数据进行统

计学分析,计数资料采用频数(n)和百分数(%)表示,
组间比较采用χ2 检验。P <0.05为差异有统计学意

义。以表型药敏试验结果为金标准,计算tNGS和荧

光PCR熔解曲线法的敏感度、特异度、符合率和Kap-
pa值。Kappa值≥0.75说明一致性好;Kappa值<
0.4说明一致性差;0.75>Kappa值≥0.4,说明一致性

一般[10]。

2 结果

2.1 不同检测方法对结核分枝杆菌(MTB)检出率的

比较 213例临床标本(痰液、BAL),传统培养结果为

74例培养阴性,139例培养阳性。对阳性菌株进行

PNB和TCH菌种鉴定结果是非结核分枝杆菌2株、
结核分枝杆菌137株,结核分枝杆菌检出率为64.32%
(137/213);tNGS法检测结果为非结核分枝杆菌1
例、阴性7例、结核分枝杆菌205例,结核分枝杆菌检

出率为96.24%(205/213)。快速分子方法检测结果

为结核分枝杆菌158例,阴性55例,结核分枝杆菌检

出率为74.18%(158/213)。tNGS法检测 MTB的阳

性检出率最高,明显高于快速分子方法(χ2=41.149,

P<0.001)和传统培养(χ2=68.568,P <0.001)。
见图1。

2.2 137例tNGS与表型药敏方法对 MTB的检出阳

性率及抗结核耐药性检出结果比较 213例临床标本

中,有137例同时有tNGS与表型药敏法的 MTB检

出率及抗结核耐药性药敏结果。以这137例标本做为

研究对象,表型药敏试验与tNGS对利福平、异烟肼、
链霉素、乙胺丁醇、氟喹诺酮类、对氨基水杨酸、卡那霉

素、卷曲霉素的耐药检出率,差异均无统计学意义(P
>0.05),见表1。以表型药敏试验结果为标准,tNGS
法检测利福平、异烟肼、链霉素、乙胺丁醇、对氨基水杨

酸、氟喹诺酮类、卡那霉素、卷曲霉素的敏感度,见表

2。

注:*P<0.05,***P<0.001。

图1 213例临床标本传统培养、tNGS及

快速分子检测 MTB结果比较

表1 tNGS与表型药敏法的耐药性检出结果比较

检测方法 n 利福平 异烟肼 链霉素 乙胺丁醇 氟喹诺酮类 对氨基水杨酸 卡那霉素 卷曲霉素

表型药敏试验 137 124(90.51) 95(69.34) 53(38.69) 47(34.31) 29(21.17) 1(0.73) 6(4.38) 2(1.46)

tNGS 137 120(87.59) 84(61.31) 40(29.20) 43(31.39) 27(19.71) 0(0.00) 3(2.19) 3(2.19)

χ2 0.599 1.950 2.751 0.265 0.090 - 0.460 0.000
P 0.439 0.163 0.097 0.607 0.764 1.000 0.498 1.000

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示。

表2 tNGS法检测结核分枝杆菌耐药性的效能

检测药物  
药敏试验

耐药 敏感

敏感度

(%,95%CI)

特异度

(%,95%CI)

准确度

(%,95%CI)
Kappa值 P

利福平 耐药 119 1 95.97(92.51~99.43) 92.31(77.82~100.00) 95.62(92.19~99.05) 0.776 <0.001
敏感 5 12

异烟肼 耐药 83 1 87.37(80.69~94.05) 97.62(93.01~100.00) 90.51(85.60~95.42) 0.792 <0.001
敏感 12 41

链霉素 耐药 38 2 71.70(59.57~83.83) 97.62(94.36~100.00) 87.59(82.07~93.11) 0.726 <0.001
敏感 15 82

乙胺丁醇 耐药 35 8 74.47(62.00~86.93) 91.11(85.23~96.99) 85.40(79.49~91.31) 0.669 <0.001
敏感 12 82
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表2(续) tNGS法检测结核分枝杆菌耐药性的效能

检测药物  
药敏试验

耐药 敏感

敏感度

(%,95%CI)

特异度

(%,95%CI)

准确度

(%,95%CI)
Kappa值 P

对氨基水杨酸 耐药 0 0 0 100(100.00~100.00) 99.27(97.84~100.00) -
敏感 1 136

氟喹诺酮类 耐药 24 3 82.76(69.01~96.51) 97.22(94.12~100.00) 94.16(90.23~98.09) 0.821 <0.001
敏感 5 105

卡那霉素 耐药 3 0 50.00(9.99~90.01) 100.00(100.00~100.00) 97.81(95.36~100.00) 0.657 <0.001
敏感 3 131

卷曲霉素 耐药 2 1 100.00(100.00~100.00) 99.26(97.81~100.00) 99.27(97.84~100.00) 0.796 <0.001
敏感 0 134

 注:对于对氨基水杨酸,由于没有耐药病例,敏感度无法计算,故标为“-”。

3 讨论

中国仍然是全球耐药结核病高负担国家之一。耐

多药结核病由于早期诊断和治疗存在困难,目前已成

为结核病控制的热点和难点之一,明显降低了结核病

的治愈率。传统的 MTB检测技术主要以痰涂片和培

养为主,固体培养及药敏试验耗时长,通常需要2~3
个月,无法达到对结核病患者的及时发现和合理治疗

的目的。快速分子诊断技术,如XpertMTB/RIF、线
性探针技术和焦磷酸测序等,这些方法都是快速检测

与耐药性相关的基因突变且只评估有限的基因靶

标[11]。自世界卫生组织指南发布以来,全基因组测序

(WGS)和靶向下一代测序(tNGS)方法已被用于预测

结核病的耐药性[12]。本研究数据显示,tNGS直接检

测213例疑似耐药结核病患者的临床标本的 MTB检

出阳性率96.24%高于 HEY等[13]研究的检出 MTB
阳性率83.3%,接近KAMBLIP等[14]报道的MTB检

出阳性率97.5%。tNGS、传统培养和快速分子技术检

测临床标本 MTB的阳性检出率差异有统计学意义,

tNGS阳性检出率明显高于快速分子技术和传统培养。
本研究通过Kappa一致性分析以及计算敏感度、

特异度、准确度等,对本研究中同时具有表型药敏结果

和tNGS检测结果的137例临床标本进行分析。本研

究结果发现,只有利福平和卷曲霉素敏感度在95%以

上,其余药物均低于90%,而特异度均在90%以上且

高于敏感度。敏感度低于特异度的原因与可能结核分

枝杆菌复合群的异质性耐药有关[15]。COLLF等[16]

研究中利福平、异烟肼、链霉素、乙胺丁醇、氟喹诺酮

类、卡那霉素及卷曲霉素的敏感度分别为96.2%、

92.8%、87.1%、88.7%、85.5%、87.3%及60.7%;特
异度分别为98.1%、100%、89.7%、81.7%、94.9%、

93.4%及90.7%;准确度 分 别 为97.4%、96.8%、

88.5%、83.9%、91.4%、91.1%及83.2%。本研究结

果与COLLF等[16]结果对比,发现本研究中卷曲霉素

敏感度高于COLLF等[16]研究,利福平和氟喹诺酮类

敏感度与之接近,其余药物则略低;特异度则是利福平

接近,其余药物则高于COLLF等[16]研究;准确度相

比则是均较为接近。而本研究中有表型结果是耐药而

tNGS结果则为敏感,分析其原因如下:一是样本来源

单中心,可能不具有全区代表性,与既往研究结果可能

存在差异;二是全部检验试验并非同一时间段、使用同

一批试剂进行检测,可能存在人为误差;三是检测样本

来虽源于同一患者,但并非同时采集,检测结果也可能

存在一定误差。
因此疑似耐药结核患者可根据表型DST与tNGS

联合检测优势互补,通过tNGS对DR-TB尤其 MDR-
TB做出早期诊断并先进行及时合理的治疗;待表型

DST结果出来后,经临床综合判断是否需要进一步调

整治疗方案。tNGS可快速准确地识别抗结核药物的

耐药性或敏感性,优于传统方法。该技术的临床应用

可以及时识别耐药结核病,并为选择合适的抗结核药

物提供指导,靶向测序在临床实践中作为一种经济有

效且更快速的诊断工具来治疗结核病。分子诊断技术

将极大地补充传统方法,为临床提供高效准确的结果。
此外,本研究为单中心研究,可能由于样本的地域问题

会限制研究结果的可靠性及广泛适用性。接下来,本
课题组将开展更大规模的多中心、标准化研究进一步

评估其诊断价值。
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