
预防医学 2025年6月第 37 卷第6期 China Prev Med J, Jun. 2025, Vol. 37, No.6

DOI：10.19485/j.cnki.issn2096-5087.2025.06.021
基金项目：杭州市科技局引导项目（20220919Y060）
作者简介：黄银燕，硕士，副主任技师，主要从事结核病的预防和控

制工作

通信作者：王勐，E-mail：wangm@hzcdc.com.cn

· 实验技术 ·
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摘要：目的 应用纳米孔靶向测序技术鉴定分枝杆菌及分析结核分枝杆菌耐药性，为结核病快速诊断提供方法参考。

方法 收集结核病定点医院2022年3—11月18~80岁临床高度怀疑为结核分枝杆菌感染并诊断为分枝杆菌感染的患者样

本进行纳米孔靶向测序技术检测，分析分枝杆菌的检出情况、结核分枝杆菌耐药种类和基因突变位点。结果 收集200
份样本，其中呼吸道样本160份，非呼吸道样本40份。纳米孔靶向测序技术检出分枝杆菌阳性194份，检测敏感性为

97.00%（95%CI：93.28%~98.77%）；检出结核分枝杆菌阳性187份，检出率为93.50%；检出非结核分枝杆菌7份，检出

率为3.50%。纳米孔靶向测序技术检出利福平耐药基因 rpoB的核酸突变位点11个，异烟肼耐药基因 katG的核酸突变位

点1个和 inhA的核酸突变位点2个，乙胺丁醇耐药基因 embB的核酸突变位点3个，链霉素耐药基因 rpsL的核酸突变位点

2个和 rrs的核酸突变位点1个，吡嗪酰胺耐药基因 pncA的核酸突变位点11个，氟喹诺酮类耐药基因gyrA的核酸突变位

点6个和gyrB的核酸突变位点2个，氨基糖苷类耐药基因 rrs的核酸突变位点3个。纳米孔靶向测序技术完成1份样本检

测耗时5~6 h。结论 纳米孔靶向测序技术检测分枝杆菌的敏感性较高，可检出7种抗结核药物9个耐药基因42个核酸

突变位点，耗时较短，在结核病快速诊断和耐药基因分析方面有一定适用性。
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Identification of Mycobacterium and analysis of drug resistance in
Mycobacterium tuberculosis using nanopore targeted sequencing technology
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Abstract: Objective To identify Mycobacterium and analyze the drug resistance of Mycobacterium tuberculosis by using
nanopore targeted sequencing technology, so as to provide the methodological reference for the rapid diagnosis of tuber⁃
culosis. Methods Samples from patients aged 18 to 80 years old who were highly suspected of Mycobacterium tubercu⁃

losis infection and diagnosed with Mycobacterium tuberculosis infection in designated tuberculosis hospitals from March to
November 2022 were collected for nanopore targeted sequencing technology. The detection status of Mycobacterium,

types of Mycobacterium tuberculosis drug resistance, and gene mutation sites were analyzed. Results A total of 200 sam⁃
ples were collected, including 160 respiratory tract samples and 40 non-respiratory tract samples. Nanopore targeted se⁃
quencing technology detected 194 positive mycobacterial samples, with a detection sensitivity of 97.00% (95%CI:
93.28%-98.77%). There were 187 positive cases of Mycobacterium tuberculosis and 7 cases of nontuberculous mycobacte⁃
ria, with detection rates of 93.50% and 3.50%, respectively. Nanopore targeted sequencing technology identified 11 muta⁃
tions in the rifampicin resistance gene rpoB, 1 mutation in the isoniazid resistance gene katG, 2 mutations in the gene
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inhA, 3 mutations in the ethambutol resistance gene embB, 2 mutations in the streptomycin resistance gene rpsL, 1 muta⁃
tion in the gene rrs, 11 mutations in the pyraz inamide resistance gene pncA, 6 mutations in the fluoroquinolone resis⁃
tance gene gyrA, 2 mutations in the gene gyrB, and 3 mutations in the aminoglycoside resistance gene rrs. It took 5-6
hours to complete the detection of one sample using nanopore targeted sequencing technology. Conclusions The nano⁃
pore targeted sequencing technology has high sensitivity for detecting Mycobacterium tuberculosis and can identify 42 nu⁃
cleic acid mutation sites in 9 drug resistance genes associated with 7 anti-tuberculosis drugs. It is time-efficient and
has certain applicability in the rapid diagnosis of tuberculosis and the analysis of drug resistance genes.
Keywords: nanopore targeted sequencing; Mycobacterium; drug resistant gene

耐多药结核病 （multidrug-resistant tuberculosis，
MDR-TB） 和广泛耐药结核病 （extensively drug-re⁃
sistant tuberculosis，XDR-TB）在全球范围内的扩散

给结核病防控带来挑战。2023 年世界卫生组织

（WHO）报告显示，2022 年全球估算新发结核病患

者 1 060 万例，其中 41 万例是 MDR-TB 患者；我

国新发结核病患者 74.8 万例，其中 3.0 万例是

MDR-TB 患者［1］。我国 MDR-TB 患者治疗成功率为

51.00%，低于全球平均水平的 63.00%［1］，快速准确

的早期诊断对防治结核病传播和预后具有重要意

义。结核分枝杆菌生长缓慢，传统药敏试验耗时

长，对细菌活性要求高，会引起诊断延迟［2］。结核

分枝杆菌/利福平耐药实时荧光定量核酸扩增检测

（Xpert® Mycobacterium tuberculosis / rifampin assay，
Xpert MTB/RIF） 速度快，但仅能检测利福平耐药

性［3］。此外，临床上常发现 Xpert MTB/RIF 检测基

因型与表型不匹配的现象，说明还存在其他未知的耐

药表达位点［4］。纳米孔靶向测序技术是集速度快、

通量高、超长读长和靶向捕获于一体的测序技术，能

够同时进行菌种鉴定和耐药基因检测，在传染病监

测、基因组学研究方面应用广泛［5-7］。本研究探讨纳

米孔靶向测序技术在分枝杆菌鉴定及结核分枝杆菌耐

药基因检测中的应用，为结核病的快速诊断提供方法

参考。

1 资料与方法

1.1 资料来源

本研究样本资料来源于 2022 年 3—11 月结核病

定点医院 18~80 岁临床高度怀疑结核分枝杆菌感染

并最终诊断为分枝杆菌感染的患者，排除已诊断为非

感染性疾病患者的样本。样本包括 160 份患者呼吸

道样本（肺泡灌洗液、痰液）和 40 份患者非呼吸道

样本（脑脊液、脓液、组织、穿刺液和尿液），放置

于 4 ℃冰箱。

1.2 试剂与仪器

核酸提取试剂盒和圣庭 TBseq 检测试剂盒（杭

州圣庭医疗科技有限公司）。汉赞迪 CANTUS
SCREEN-16 全自动核酸提取仪（上海汉赞迪生命科

技有限公司）；Applied Biosystems 2720 热循环仪

（美国 Applied Biosystems 公司）；GridION Mk1 测序

仪（英国 ONT 公司）。

1.3 方法

样本预处理：取 400 μL 样本，5 510×g 离心

5 min，取沉淀重悬于 400 μL 磷酸盐缓冲溶液

（PBS），加入 2.20% 皂苷溶液，室温孵育 10 min 后

加入 350 μL ddH2O，孵育 30 s，继续加入 12 μL
NaCl （5 mol/L），3 099×g 离心 5 min，取沉淀重悬

于 PBS；悬液加入 100 μL 热不稳定性耐高盐核酸

酶缓冲液，37 ℃下振荡孵育 15 min，3 099×g 离心

3 min，后用 PBS 重复洗涤 2 次。

使用全自动核酸提取仪提取 DNA，设计特异性

引物开展靶向扩增，构建测序文库。靶向扩增 rpoB、

hsp65、IS6110、gyrB 和 mpt64 基因鉴定分枝杆菌。

靶向扩增 rpoB 基因检测利福平耐药；靶向扩增

katG、inhA、ahpC 和 kasA 基因检测异烟肼耐药；靶

向扩增 rpsL、rrs 和 gidB 基因检测链霉素耐药；靶向

扩增 embB、embA、embC 和 embR 基因检测乙胺丁醇

耐药；靶向扩增 pncA、rpsA 和 panD 基因检测吡嗪酰

胺耐药；靶向扩增 gyrA、gyrB 基因检测氟喹诺酮类

耐药；靶向扩增 rrs、rrl 和 tlyA 基因检测氨基糖苷类

耐药。使用 GridION Mk1 测序仪进行测序，通过杭

州圣庭医疗科技有限公司开发的“结核分枝杆菌和耐

药基因检测软件”进行数据分析，对比上述靶向扩增

的耐药基因与参考基因组，分析靶向耐药基因突变情

况。采用 Excel 2019 软件整理数据，定性资料采用

相对数描述。

2 结 果

2.1 分枝杆菌检出情况

200 份样本中，纳米孔靶向测序技术检出分枝杆

菌阳性 194 份，检测敏感性为 97.00% （95%CI：
93.28%~98.77%）；检出结核分枝杆菌阳性 187 份，

·· 641



预防医学 2025年6月第 37 卷第6期 China Prev Med J, Jun. 2025, Vol. 37, No.6

检出率为 93.50%；检出非结核分枝杆菌 7 份，检出

率为 3.50%。呼吸道样本 160 份，检出结核分枝杆

菌阳性 152 份，检出率为 95.00%；检出非结核分枝

杆菌阳性 6 份，检出率为 3.75%。非呼吸道样本 40
份，检出结核分枝杆菌阳性 35 份，检出率为

87.50%；检出非结核分枝杆菌阳性 1 份，检出率为

2.50%。7 份非结核分枝杆菌中，脓肿分枝杆菌阳性

3 份，胞内分枝杆菌阳性 2 份，堪萨斯分枝杆菌和鸟

分枝杆菌阳性各 1 份。

2.2 结核分枝杆菌耐药性分析

纳米孔靶向测序技术对利福平、异烟肼、链霉

素、乙胺丁醇、氟喹诺酮类、吡嗪酰胺和氨基糖苷类

7 种药物均有检出耐药，分别为 160、119、73、66、
64、46 和 12 份，检出率分别为 80.00%、59.50%、

36.50%、33.00%、32.00%、23.00% 和 6.00%。检出

利福平耐药基因 rpoB 的核酸突变位点 11 个，异烟

肼耐药基因 katG 的核酸突变位点 1 个和 inhA 的核酸

突变位点 2 个，乙胺丁醇耐药基因 embB 的核酸突变

位点 3 个，链霉素耐药基因 rpsL 的核酸突变位点 2 个

和 rrs 的核酸突变位点 1 个，吡嗪酰胺耐药基因 pncA

的核酸突变位点 11 个，氟喹诺酮类耐药基因 gyrA 的

核酸突变位点 6 个和 gyrB 的核酸突变位点 2 个，氨

基糖苷类耐药基因 rrs 的核酸突变位点 3 个。见表 1。
纳米孔靶向测序技术完成 1 份样本检测耗时 5~6 h。
3 讨 论

本研究采用纳米孔靶向测序技术对临床采集的

200 份样本进行分枝杆菌鉴定和结核分枝杆菌耐药基

因检测。在分枝杆菌检测灵敏度方面，纳米孔靶向测

序技术检测敏感性为 97.00%，高于分枝杆菌检测

“金标准”培养法［2］（如 MGIT 960） 的 81.5%［8］。

培养法可以分离出分枝杆菌，但需要进一步借助染

色、生化反应分子检测和质谱等手段鉴定菌种，多

方法联合延长了检测周期。在非结核分枝杆菌检测

方面，纳米孔靶向测序技术可以在不依赖其他检测

的前提下，快速精准地鉴定非结核分枝杆菌，有利

于临床早诊断、早治疗；而 Xpert MTB/RIF 只能检测

结核分枝杆菌，培养法无法直接鉴定非结核分枝杆菌

菌种［9］。

在结核分枝杆菌耐药基因检测方面，纳米孔靶向

测序技术对利福平、异烟肼、乙胺丁醇、吡嗪酰胺、

链霉素、氟喹诺酮类和氨基糖苷类耐药基因均能检

出。纳米孔靶向测序技术可精准检测结核分枝杆菌耐

药基因位点［10］。结核分枝杆菌体外药敏试验能够从

表型上直接确定结核分枝杆菌对抗结核药物的敏感

性，具有较高的准确性，但无法判定基因位点。

表 1 纳米孔靶向测序技术检出结核分枝杆菌耐药基因突变位点

Table 1 The variants of Mycobacterium tuberculosis detected by
nanopore target sequencing technology

耐药种类

利福平

异烟肼

乙胺丁醇

链霉素

吡嗪酰胺

氟喹诺酮类

氨基糖苷类

耐药基因

rpoB

katG

inhA

embB

rpsL

rrs

pncA

gyrA

gyrB

rrs

核酸突

变位点

1532T>G
1532T>C
1538A>C
1537C>A
1546G>T
1547A>C
1576C>G
1576C>A
1576C>T
1592C>T
1598T>C
944G>C
-15C>T
-8C>T
918G>A
916A>G
1216G>A
128A>G
263A>G
514A>C
29A>C
153C>A
202T>C
226A>C
287A>G
340A>G
373G>T
403A>C
416T>C
422A>C
515T>C
269C>T
271T>C
281A>C
281A>G
280G>T
280G>C
1496A>C
1503A>C
1401A>G
1402C>T
1484G>T

密码子突

变位点

Leu511Arg
Leu511Pro
Gln513Pro
Gln513Lys
Asp516Tyr
Asp516Ala
His526Asp
His526Asn
His526Tyr
Ser531Leu
Leu533Pro
Ser315Thr

—

—

Met306Ile
Met306Val
Gly406Ala
Lys43Arg
Lys88Arg

—

Gln10Pro
His51Gln
Trp68Arg
Thr76Pro
Lys96Arg
Thr114Ala
Val125Phe
Thr135Pro
Val139Ala
Gln141Pro
Leu172Pro
Ala90Val
Ser91Pro
Asp94Ala
Asp94Gly
Asp94Tyr
Asp94His
Asn499Thr
Glu501Asp

—

—

—

检出

份数

2
6
4
2
4
1
7
5

12
109

8
102
11
6

20
39
7

62
6
5
4
6
3
5
5
6
2
5
1
5
4

10
4

14
26
3
2
2
3
9
1
2

注：—表示该位点不在编码区，不涉及密码子突变。
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Xpert MTB/RIF 的检测仅限于 rpoB 基因利福平耐药

决定区的 81 bp 碱基，无法检测其他一线和二线抗结

核药物的耐药情况，在抗结核药物耐药日趋加剧的情

况下，无法提供更多的耐药基因位点信息，尚不能满

足临床诊断和治疗需求［11］。纳米孔靶向测序技术通

过分析核酸水平的突变，不仅能够覆盖一线抗结核药

物，对二线抗结核药物也有良好的检测能力，有助于

发现新的耐药基因突变位点及其对结核分枝杆菌耐药

性的影响［10］。

在检测周期方面，纳米孔靶向测序技术 5~6 h
内可完成 1 份样本检测，远快于培养法（7~14 d）［12］，

极大地提高了分枝杆菌感染等进展较慢的感染性疾病

早期诊疗的可能性。虽然 Xpert MTB/RIF 检测周期相

对较短，但其基于聚合酶链反应原理，检测范围仅限

于结核分枝杆菌及其利福平耐药性。纳米孔靶向测序

技术可通过多重靶向扩增并结合三代纳米孔测序，能

够直接获取微生物基因组的核酸序列，借助生物信息

学分析，该方法不仅能确定样本中的分枝杆菌菌种，

还能分析结核分枝杆菌耐药基因突变位点，从而进一

步提升测序数据的利用价值［13］。

200 份样本中，7 种抗结核药物的耐药检出率

依次是利福平、异烟肼、链霉素、乙胺丁醇、氟喹

诺酮类、吡嗪酰胺和氨基糖苷类，可能与药物的作

用机制、临床使用强度、耐药突变成本和细菌种群

适应性有关。利福平耐药检出份数最多的突变位点是

rpoB Ser531Leu，该位点是利福平耐药的核心位点，

利福平在结核病治疗中广泛使用，使该突变位点在耐

药菌株中高度富集［14］。异烟肼耐药检出份数最多的

突变位点是 katG Ser315Thr，该位点突变阻碍异烟肼

与过氧化氢酶-过氧化物酶的结合，可导致酶活性部

分丧失从而引发耐药［15］。链霉素耐药检出份数最多

的突变位点是 rpsL Lys43Arg，该位点是链霉素耐药的

主要位点，突变可导致核糖体与链霉素的结合亲和力

下降，增加耐药风险［16］。提示精准耐药位点的检出为

结核病患者用药的合理性和实用性提供了依据。

此外，纳米孔靶向测序技术也存在一定局限。

纳米孔靶向测序技术获得的耐药基因突变位点依赖

“结核分枝杆菌和耐药基因检测软件”中的结核分枝

杆菌耐药基因数据库，因此需保持较高频率的维护和

更新。临床上，纳米孔靶向测序技术获得的耐药基因

突变位点需要参考 WHO 指南［17］中与结核分枝杆菌

耐药相关性较高的突变位点，以判定实际结核分枝杆

菌耐药性。由于存在耐药表型与基因型不一致的情

况，无法完全替代培养法和结核分枝杆菌体外药敏试

验成为结核分枝杆菌耐药检测的“金标准”，但可以

为暂未获得或无法获得培养法和结核分枝杆菌体外

药敏试验结果的患者提供参考。
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