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锁环探针荧光定量PCR技术检测结核分枝杆菌耐药性及 
耐药突变基因的应用研究

朱秀兰，邓玉玲，莫丽英，蒲 荣，陈凤钻，韦学武，卢雪茹，张 帅

（广东医科大学附属东莞松山湖中心医院检验科，广东东莞 523000）

摘  要：目的 分析锁环探针荧光定量PCR技术检测结核分枝杆菌 (MTB)耐药性及耐药突变基因的临床应用价值。方法 
收集2021年1月～2024年5月广东医科大学附属东莞松山湖中心医院165例涂阳肺结核患者痰液标本，均行痰涂片镜检、

MTB培养 /鉴定、比例法药敏试验及基于锁环探针的荧光定量PCR技术检测利福平 (RFP)、异烟肼 (INH)耐药性及耐药基

因突变位点。以比例法药敏试验结果为参考标准，评价锁环探针荧光定量PCR技术检测耐药MTB的效能。结果 经分

离培养证实151株为MTB，比例法药敏试验检出RFP耐药36株，INH耐药42株。锁环探针荧光定量PCR技术检出RFP、

INH耐药，与比例法药敏试验检测结果差异无统计学意义（χ2=0.018、0.067，均P>0.05）。以药敏试验为参考，锁环探针荧光

定量PCR技术检测RFP耐药的敏感度、特异度、准确度分别为91.67%（33/36）、98.26%（113/115）、96.69%（146/151），检测一

致性Kappa值为0.895；检测 INH耐药的敏感度、特异度、准确度分别为83.33%（35/42）、95.41%（104/109）、92.05%（139/151），
检测一致性Kappa值为0.867。锁环探针荧光定量PCR技术检出RFP耐药菌株 rpoB基因突变中96.97%为单一位点突变，

以531位点突变为主约占57.58%，其次为526位点突变约占27.27%；检出 INH耐药菌株katG/INH A基因突变，以katG 315
位点突变为主，其中80.56%为katG单一位点突变，16.67%为 INH A单一位点突变。结论 涂阳肺结核患者应用锁环探针

荧光定量PCR技术行痰标本RFP、INH耐药筛查具有较高的诊断效能，可作为临床快速诊断耐药基因位点突变及筛查耐

药结核病的补充手段，为临床诊疗提供依据。
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Application Research of Lock-loop Probe Fluorescence Quantitative PCR 
Technology for Detecting Drug Resistance and Resistance Mutation Genes in 
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Abstract: Objective  To analyze the clinical application value of lock-loop probe fluorescent quantitative polymerase chain reac-
tion (PCR) technology for detecting drug resistance and drug resistance mutation genes of Mycobacterium tuberculosis (MTB). 
Methods  Sputum samples from 165 smear-positive pulmonary tuberculosis patients admitted to Dongguan Songshan Lake 
Central Hospital Affiliated to Guangdong Medical University from January 2021 to May 2024 were collected. Sputum smear 
microscopy, MTB culture/identification, proportional drug sensitivity test and fluorescent quantitative PCR based on lock-loop 
probe were used to detect Rifampicin(RFP) and Isoniazid(INH) resistance and gene mutation sites. The efficacy of fluorescent 
quantitative PCR based on lock-loop probe in detecting drug-resistant MTB was evaluated using proportional drug susceptibility 
testing results as the reference standard. Results After isolation and culture, 151 strains were confirmed as MTB. RFP resistant 
36 strains and INH resistant 42 strains were detected by proportional susceptibility test. The detection of RFP and INH resis-
tance by the lock-loop probe fluorescence quantitative PCR showed no significant differences compared with the proportional 
method (χ2=0.018, 0.067, all P>0.05). Using the drug sensitivity test as a reference, the sensitivity, specificity and accuracy of 
the lock-loop probe fluorescent quantitative PCR technique for detecting RFP resistance were 91.67% (33/36), 98.26% (113/115) 
and 96.69% (146/151), respectively, and the Kappa value for detection consistency was 0.895. The sensitivity, specificity and 
accuracy of INH resistance detection were 83.33% (35/42), 95.41% (104/109) and 92.05% (139/151), respectively, with a con-
sistency Kappa value of 0.867.  The rpoB gene mutations in RFP resistant strains were detected by lock-loop probe fluorescence 
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quantitative PCR, with 96.97% being single locus mutations. Mutations at 531 locus were predominant (approximately 57.58%) 
followed by those at 526 locus (approximately 27.27%). Detection of katG/INH A gene mutations in INH resistant strains re-
vealed katG mutation at 315 locus as predominant, with 80.56% being katG single site mutations and 16.67% being INH A sin-
gle-site mutations. Conclusions  The application of lock-loop probe fluorescence quantitative PCR technology for screening RFP 
and INH resistance in sputum specimens from smear-positive pulmonary tuberculosis patients has a high diagnostic efficiency. It 
can be used as a supplementary tool for the rapid clinical diagnosis of drug-resistant gene mutations and the screening of drug-re-
sistant tuberculosis, providing evidence for clinical diagnosis and treatment.

Keywords：Mycobacterium tuberculosis; lock-loop probe; fluorescence quantitative PCR technique; Rifampin; 
Isoniazid; drug resistance; drug resistance gene mutation

结核病是由结核分枝杆菌（Mycobacterium tu-
berculosis，MTB）感染所引起的一种影响人类健康的

慢性传染病，随着耐多药和广泛耐药结核菌的出现，

该疾病的控制变得复杂 [1]。利福平（Rifampicin, RFP）
和异烟肼（Isoniazid, INH）是结核病治疗重要的一线

抗结核药物，研究发现 95% 的 RFP 抗性突变存在于

rpoB 基因中，而 INH 抗性突变主要存在于 katG/INH 
A 基因中，上述基因发生突变可引起 MTB 对 RFP 和

INH 耐药 [2-3]。因此开展灵敏且有效的耐药 MTB 检

测方法，对于指导临床选择有效的抗结核药物，防

止耐药 MTB 的产生和传播非常重要。锁环探针是

新开发的一种探针，其两端与特异性靶核酸序列互

补，3’ 端设计有突变单碱基区，在连接酶作用下可连

接环化并作为扩增模板，通过扩增与靶核酸杂交连

接并环化的探针，可检测相应扩增信号，当探针与

靶核酸存在错配时则无法进一步连接并环化，因而

保证了检测的高特异度 [4-6]。荧光定量 PCR 是广泛

用于实验室病原体快速检测的一种方法，为临床诊

断 MTB 耐药提供了可靠依据 [7]。锁环探针荧光定量

PCR 技术利用锁环探针连接特性检测位点突变，利

用荧光定量 PCR 技术实现信号扩增放大，用于人类

疾病相关基因突变位点检测，其灵敏度高、特异度好

且操作简单、快速，是一种有效的检测方法。经检索

中外文献发现，该技术在检测 MTB 耐药中的应用报

道有限，所以本研究探讨了锁环探针荧光定量 PCR
技术检测 MTB 耐药性及耐药突变基因的应用价值，

现报道如下。

1 材料与方法

1.1 研究对象 回顾性选取 2021 年 1 月 ~2024 年 5
月在广东医科大学附属东莞松山湖中心医院就诊的

165 例涂阳肺结核患者作为研究对象，经分离培养证

实 151 例为 MTB 感染，其中男性 85 例、女性 66 例，

平均年龄 45.12±5.89 岁。纳入标准：①初治患者，

年龄 >18 岁；②符合《肺结核诊疗指南》[8] 中关于肺

结核诊断标准，且痰涂片阳性；③无重要脏器功能障

碍；④资料完整，均接受痰涂片镜检、MTB 培养 / 鉴

定、药敏试验及锁环探针荧光定量 PCR 技术检测。

排除标准：①对本研究药物过敏者；②标本污染及非

肺结核；③存在免疫功能障碍、造血系统功能障碍；

④合并肿瘤者。本研究通过医院伦理委员会批准（伦

理批号 20240712），患者及其家属均知情同意。

1.2 仪器和试剂 Bactec MIGT960 全自动分枝杆

菌培养仪、痰标本处理液（美国 BD）；PNB/TCH 培养

液、抗酸染液（珠海贝索生物技术公司）；PCR 扩增反

应所需试剂 Taq DNA 连接酶、核酸外切酶 Ⅰ/Ⅲ、引物

及锁环探针 ( 大连宝生物工程有限公司 )；PCR 扩增

仪（美国 BioRad 公司）；MTB 核酸提取试剂（北京博奥

生物科技有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 痰涂片镜检：留取所有患者晨痰标本 5ml，放入

无菌容器 2h 内送检。将待测痰液标本涂片，进行抗

酸染色，干燥后镜检。油镜下观察 300 个视野，抗酸

杆菌菌数 1～8 条判定为阴性，100 个视野 3～9 条（+），

10 个视野 1～9 条（++），1 个视野 1～9 条（+++），1 个视

野≥10 条（++++）。

1.3.2 MTB 分离培养、菌种鉴定：经痰涂片证实为

阳性的痰液标本，加入 4%（v/v）的 NaOH 溶液（1～2
倍体积）振荡混匀进行液化，室温放置 15min，弃上

清，无菌条件下加入 0.5ml 营养剂和 0.1ml 抗菌素

混合液，再加入 0.5ml 处理好的标本，混合后放入

全自动分枝杆菌培养仪进行培养，阳性标本通过涂

片抗酸染色镜检确认，同时采用传统对硝基苯甲酸

（p-Nitrobenzoic acid, PNB）、噻吩 -2- 羧酸酰肼（Thio-
phene-2-carboxylic acid hydrazide, TCH）培养液进行

MTB 鉴定，以 PNB 培养液无菌落生长和 TCH 培养

液有菌落生长判定为 MTB，否则为非 MTB。

1.3.3 比例法药敏实验：参照结核病实验室检测相关

规程对培养阳性菌株分别进行RFP 和 INH 比例法药

敏实验，将待测菌株制成 1mg/ml 菌悬液，加入灭菌

生理盐水进行稀释，浓度为 10-2mg/ml，用接种环取 1
满环菌液，通过划线法将其接种到对照及含 40μg/
ml RFP 和 0.2μg/ml INH 的培养基表面，37℃孵育 4
周观察记录菌落生长情况，计算耐药百分比，>1% 表

示耐药，≤1% 表示敏感。

1.3.4 锁环探针荧光定量 PCR 检测耐药性及耐药基

因：①锁环探针及扩增引物设计合成：于 Genbank
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检索 MTB rpoB 基因（覆盖 81bp RFP 耐药决定区）和

INH 耐 药 katG/INHA 基 因（覆 盖 katG 基 因 315 密 码

子突变，INH A 启动子区-17～-8 位点）序列，根据

基因序列和突变位点信息，使用 Primer5.0 软件设计

PCR 扩增引物及检测位点所需锁环探针，人工合成

野生型和突变型模板，锁环探针及扩增引物序列见

表 1。②锁环探针连接环化及酶切消化：反应体系

10μl，锁环探针 1μl，人工合成模板 1μl，10×Taq 
DNA 连接酶缓冲液 1μl，ddH2O 6.85μl，95℃ 5min，

加入 40U/μl Taq DNA 连接酶 0.15μl，65℃ 1h，95℃ 
15min，水浴 5min 后向上述反应液中加入试验所需

酶切反应液 10μl，37℃ 3h，80℃ 20min。③ DNA 的

提取：吸取痰液标本 1ml 加入离心管内，再加入 2ml
的 N- 乙酰 -L- 半胱氨酸 (NALC) -NaOH 处理液震荡

混匀，13 000r/min 离心 10min，弃上清，加入 PBS 液

1ml 进行重悬，13 000r/min 离心弃上清，在沉淀中加

入 DNA 提取液，90℃加热 10min，再次离心 1min，

吸 取 上 清 液，得 到 MTB DNA。 ④ qPCR 反 应：配

制 PCR 反应体系 20μl，2×Probe qPCR Master Mix 
10μl，野生型和突变型锁环探针各 0.5μl，上下游引

物各 1μl，DNA 模板 1.5μl，Taq DNA 连接酶 1μl，
ddH2O 补至 20μl，使用荧光定量 PCR 仪扩增 rpoB 及

katG/INH A 基因，95℃ 10min，95℃ 20s，60℃ 1min，

45个循环。锁环探针荧光定量PCR采用配套标准试

剂盒行耐药基因突变位点检测，以 Ct≤35 为存在突

变位点和相应耐药性，Ct>38 则为野生型不具备耐药

性，当 35<Ct≤38 时重复检测分析，若仍处于此区间

且曲线呈标准“S”型并且有明显指数增长期，则为

突变型，反之为野生型。

表 1 锁环探针及扩增引物序列

基因 项目 核苷酸序列

rpoB 锁环探针 5’-ACGTCAGGTTGCGCTTCGCAATAATTCACGACCATGTTGGTAGTATTCCATACGCATCCAAGTC-3’

引物 1 5’-AGATTGCTTAGAATGG-3’

引物 2 5’-TTAATTCGTCCTAGCA-3’

野生型模板 5’-GTGGTACACAACAGCCGACGCTGTCGGCGGGCTGCCGG-3’

突变型模板 5’-GTGGTACACAACTGCCGACGCTGTTGGCGGGCTGCGGG-3’

katG 锁环探针 5’-CCATCAAGCTGCCATGCAACCTTCTGTCAGCTGCATCTA-3’

引物 1 5’-CAGCCGCGTGAAAATGGTGT-3’

引物 2 5’-ACGCACAACTGCAGCATTAC-3’

野生型模板 5’-TGAACGCCGAGGTACCAGCACCGGGGGCTACTCAACGCGAGGTATGCGTGACAAG-3’

突变型模板 5’-TGAACGCCAAGGTACCAGCACCGGGCGCTACTCAACGCGAGGTATGCGTGACAAG-3’

INH A 锁环探针 5’-CAATAGCACCGTACATAGTCGGACGTCTAGGAAGGAGGC-3’

引物 1 5’-TCGTTACCCAAACGCGATGG-3’

引物 2 5’-CAGACAATACCTAGCAGATC-3’

野生型模板 5’-GCTGCGCGTAGTCACCACCACTCCCGGAACCAGGAGGACTCCGCT-3’

突变型模板 5’-GCTGCGCGTAGTCACCACCACTCCTGGAACCAGGAGGACTCCGCT-3’

1.4 统计学分析 采用 SPSS 25.0 软件进行数据统

计分析。计量资料以 n（%）表示，比较采用 χ2 检验；

以比例法药敏试验结果为参考标准，计算锁环探针

荧光定量 PCR 技术的检验效能，检测结果一致性采

用 Kappa 分析。P<0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 比例法药敏试验结果 165 株抗酸阳性菌，经

最终证实 151 株为 MTB 复合群，比例法药敏检出

12 株（7.95%）为 RFP 单 耐 药，18 株（11.92%）为 INH

单耐药，24 株（15.89%）为两者同时耐药，其余 97 株

（64.24%）为敏感菌株。

2.2 锁环探针荧光定量PCR技术检测RFP、INH
耐药效能 见表 2。锁环探针荧光定量 PCR 技术

检 出 35 株（23.18%）RFP 耐 药，40 株（26.49%）INH 耐

药，与比例法药敏试验检测结果差异无统计学意义

（χ2=0.018、0.067，均 P>0.05）。以比例法药敏试验结

果为准，锁环探针荧光定量 PCR 技术检测 RFP 耐药

的敏感度、特异度、准确度分别为 91.67%、98.26%、
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96.69%，检 测 一 致 性 Kappa 值 为 0.895；检 测 INH
耐 药 的 敏 感 度、特 异 度、准 确 度 分 别 为 83.33%、

95.41%、92.05%，检测一致性 Kappa 值为 0.867。

2.3 锁环探针荧光定量PCR技术检测RFP耐药基

因突变 见表 3。锁环探针荧光定量 PCR 技术检出

RFP 耐药菌株中 33 株为 rpoB 基因突变，其中 96.97%
为单一位点突变，以 531 位点突变为主约占 57.58%，

其次为 526 位点突变约占 27.27%，516 位点突变占

6.06%，513 位点和 511 位点突变均占 3.03%。
表2 锁环探针荧光定量PCR技术检测RFP、INH的耐

药效能

药物 锁环探针荧光定量 PCR
比例法

合计
耐药 敏感

RFP 耐药 33 2 35

敏感 3 113 116

合计 36 115 151

INH 耐药 35 5 40

敏感 7 104 111

合计 42 109 151

表3   锁环探针荧光定量PCR技术检测RFP耐药 rpoB
基因突变位点

rpoB 突变位点 密码子突变 株数 突变率（%）

531 TCG-TTG 14 42.42

TCG-TGG 5 15.15

516 GAC-GTC 1 3.03

GAC-TAC 1 3.03

513 CAA-AAA 1 3.03

526 CAC-TAC 4 12.12

CAC-GAC 1 3.03

CAC-CTC 3 9.10

CAC-CGC 1 3.03

511 CTG-CCG 1 3.03

513、516 CAA-AAA，GAC-GGC 1 3.03

2.4 锁环探针荧光定量PCR技术检测 INH耐药基

因突变 见表 4。锁环探针荧光定量 PCR 技术检出

INH 耐 药 菌 株 中 36 株 为 katG/INH A 基 因 突 变，以

katG 315 单一位点突变为主约占 80.56%，16.67% 为

INH A 单一位点突变，2.78% 为 katG/INH A 双位点

突变。

表4 锁环探针荧光定量PCR技术检测 INH耐药katG/
INH A基因突变位点

基因 突变位点 密码子突变 株数 突变率（%）

katG 315 AGC-AAC 11 30.56

AGC-ACC 18 50.00

INH A 15 C-T 6 16.67

katG/INH A 315、15 AGC-ACC，C-T 1 2.78

3 讨论

随着耐药结核病的逐渐增多，全球结核病防控

工作面临巨大挑战。耐药是结核病治疗难度增加的

关键因素，而产生耐药的重要因素是基因发生突变，

抗结核药物作用靶点及相关代谢酶的基因突变导致

药物被降解及酶失活，使MTB对药物产生耐受性 [9]。

因此，早期快速检测耐药MTB及其基因突变情况，是

防治耐药结核病的关键。建立新的快速准确检测耐

药MTB基因突变的方法也是目前面临的迫切需求。

传统药敏试验是临床用于广泛诊断耐药结核的

“金标准”，敏感度和特异度极高，但其诊断周期较长

（4～8周），时效性差，会延长无效治疗时间，不利于

耐药结核病的防治 [7]。分子生物学技术在耐药结核

病快速诊断方面展现出良好优势，能有效减少检测

时间且诊断效能较高，但其应用成本较高，限制临床

推广应用。锁环探针是采用不对称方式设计的一种

特殊的探针，其两端具有与靶基因的互补序列，通过

锁环探针识别靶基因并结合形成不完全闭合的环状

寡核苷酸，然后在连接酶作用下形成完全闭合环状

寡核苷酸，检测特异度较高 [4,8]。有研究将锁环探针

与滚环扩增技术相结合用于MTB耐RFP rpoB基因

突变检测，发现该方法敏感度、特异度高，操作简单，

可极大缩短检测时间 [9]。近年陈章权等 [10] 学者建立

了一种基于锁环探针的荧光定量PCR检测基因突变

位点的方法，证实可实现 SARS-COV2-Delta突变株

的T478K突变位点、地中海贫血的CD17突变位点和

MTB RFP耐药株 rpoB基因531突变位点检测，为疾

病相关基因突变快速检测开辟了新的视野。

本研究比例法药敏试验显示 MTB 中 23.84% 存

在 RFP耐药，27.82% 存在 INH 耐药，两者都耐药较

多见，与孙青等 [11] 学者报道一致。锁环探针荧光定

量 PCR 检 出 RFP 耐 药 率 为 23.18%，INH 耐 药 率 为

26.49%，检测结果与药敏检测结果无差异，一致性

大于 0.8，且检测敏感度、特异度均较高，提示该技术

对快速检测 MTB 耐药具有良好的诊断价值。该技

术检测结果与药敏试验结果部分存在差异，药敏法

耐药而锁环探针荧光定量 PCR 敏感分析的原因可能

在于 MTB 耐药机制较为复杂，除位点突变外可能还



115现代检验医学杂志　第 41 卷　第 1 期　2026 年 1 月　J Mod Lab Med, Vol. 41, No. 1, Jan. 2026

存在其他的耐药机制，如外排泵等 [12-13]；培养法的检

测限可达到 1%，分子法的检测限一般在 20% 左右，

可能存在异致性耐药 [14]；分子法是针对特定突变位

点的检测，可能未覆盖所有的突变位点；DNA 提取

效能有限，可能造成核酸浓度低于方法检测限，导致

未能检测到突变位点存在 [15-16]。药敏法敏感而锁环

探针荧光定量 PCR 耐药的原因可能在于药敏法终浓

度设置过高，本研究中 RFP 终浓度 40μg/ml，INH 为

0.2μg/ml；体外培养可能导致耐药菌比例下降，检

测敏感度降低 [17]，上述因素的存在都可能导致实验

过程中出现漏检或误检。对于检测结果不一致的患

者，临床应引起重视，及时调整用药方案。

研究报道，MTB RFP 耐药株约 95% 是由 rpoB 基

因的 81bp 耐药区（507～533 位密码子）突变决定，以

531 位点 C-T 突变频率最高；INH 耐药株约 50% 以上

发生在 katG 的 315 密码子，INH A 启动子 -15 和 -8 位

点碱基突变 [2-3]。本研究检出 RFP 耐药株中 rpoB 基

因突变以 531 位点（TCG-TTG）突变率最高，其次为

526 位点突变，与王丹吉等 [18-19] 报道相近；INH 耐药

株中 katG/INH A 基因突变约 80.56% 为 katG 单一位

点突变，与 SHAO 等 [19-20] 报道的 82.54%、78.57%INH
耐药菌株为 katG 315 位点突变相近，而 INH A 单一

位点突变仅为 16.67%，表明锁环探针荧光定量 PCR
对 RFP 和 INH 常见突变耐药位点检测结果与文献报

道的其他分子生物学技术相符。

综上所述，涂阳肺结核患者应用锁环探针荧光

定量PCR技术行痰标本RFP、INH耐药筛查具有较

高的诊断效能，可作为临床快速诊断耐药基因位点

突变及筛查耐药结核病的补充手段，为临床诊疗提

供依据。本研究仍有局限性，MTB耐药机制复杂，研

究主要针对RFP、INH耐药性及对应 rpoB基因、katG/
INH A基因突变进行检测，对于其他突变位点未涵盖

在内，这可能也是部分耐药株未检出耐药基因突变

的主要原因；对与药敏试验检测结果不符合的菌株，

未行进一步检测分析；目前锁环探针荧光定量PCR
技术尚未普及，未增加其他分子生物学技术进行比

较观察，其应用价值后续还需进一步研究验证。
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