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ＰＣＲ唱探针熔解分析法检测结核分枝杆菌
氟喹诺酮耐药基因突变的

临床应用评价

李国利　李庆阁　王倩　陈澎　张灵霞

　　【摘要】　目的　评价 ＰＣＲ唱探针熔解分析法（ＰＭＡＡ）检测结核分枝杆菌（ＭＴＢ）氟喹诺酮（ＦＱ）
药物耐药性的临床应用价值。 方法　采用常规比例法和 ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ对 ５０９ 株 ＭＴＢ临床分离株进行
ＦＱ药物敏感性试验。 对 ６９株比例法和（或）ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ 法检测耐药以及 ４４０ 株两法检测均敏感的
ＭＴＢ菌株中抽取的 ５５株菌株，进行 ＦＱ药物耐药相关基因 ｇｙｒＡ和 ｇｙｒＢ ＰＣＲ唱ＤＮＡ测序。 结果　以常
规比例法为标准，ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ检测 ＦＱ药物耐药性的敏感性、特异性、阳性和阴性预测值、符合率及约
登指数分别为 ９７．０１％、９９．５５％、９７．０１％、９９．５５％、９９．２１％及 ０．９７。 比例法和（或）ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ检测
耐药的 ６９株中，经 ＤＮＡ测序证实 ４４株 ｇｙｒＡ ９４位密码子 ＧＡＣ→ＡＡＣ（Ｄ→Ｎ）或 ＣＡＣ（Ｈ）或 ＧＧＣ（Ｇ）
或 ＧＣＣ（Ａ）突变；４株 ｇｙｒＡ ９１位密码子 ＴＣＧ→ＣＣＧ（Ｓ→Ｐ）突变；１９ 株 ｇｙｒＡ ９０ 位密码子 ＧＣＧ→ＧＴＧ
（Ａ→Ｖ）或 ＡＡＧ（Ｋ）突变；１株 ｇｙｒＢ ５００ 位 ＧＡＣ→ＡＡＣ（Ｄ→Ｎ）突变；１株在测序范围未见突变。 ５５ 株
两法检测均敏感样品 ＤＮＡ 测序结果证实，ｇｙｒＡ 和 ｇｙｒＢ 基因均未见耐药相关的基因位点突变。
结论　ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ法能高效检出 ＭＴＢ ＦＱ药物耐药相关基因突变，用于检测ＭＴＢ ＦＱ药物耐药性敏感
性高，特异性强，方法简便、快速、价廉，具有良好的临床应用前景。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＲ唱ｐｒｏｂｅ ｍｅｌｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｓｓａｙ
（ＰＭＡＡ） ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅ （ＦＱ）唱ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ （ＭＴＢ）
ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ．Methods　Ｔｈｅ ＦＱ （ ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＬＶＦ） ｄｒｕｇ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ５０９ ＭＴＢ ｃｌｉｎｃａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ （ＰＭ） ａｎｄ ＰＭＡＡ．Ｔｈｅ ｇｙｒＡ ａｎｄ ｇｙｒＢ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ
ｔｈｅ ６９ ＦＱ唱ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｃｌｉｎｃａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＰＭ ａｎｄ／ｏｒ ＰＭＡＡ ａｎｄ ５５ ＦＱ唱ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＰＭ ａｎｄ ＰＭＡＡ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ．Results　Ｕｓｉｎｇ ＰＭ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ，ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ｖａｌｕｅ，ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ｖａｌｕｅ，ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ａｎｄ Ｙｏｕｄｅｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ＰＭＡＡ ｆｏｒ ｔｅｓｔｉｎｇ
ＦＱ唱ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｗｅｒｅ ９７．０１％，９９．５５％，９７．０１％，９９．５５％，９９．２１％ ａｎｄ ０．９７ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａｍｏｎｇ ６９
ＦＱ唱ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＰＭ ａｎｄ／ｏｒ ＰＭＡＡ，４４ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｇｙｒＡ ９４
ＧＡＣ→ＡＡＣ（Ｄ→Ｎ） ｏｒ ＣＡＣ（Ｈ） ｏｒ ＧＧＣ（Ｇ） ｏｒ ＧＣＣ（Ａ），４ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｉｎ ｇｙｒＡ ９１ ＴＣＧ→ＣＣＧ（Ｓ→Ｐ），１９
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｉｎ ｇｙｒＡ ９０ ＧＣＧ→ＧＴＧ（Ａ→Ｖ） ｏｒ ＡＡＧ（Ｋ），１ ｉｓｏｌａｔｅ ｉｎ ｇｙｒＢ ５００ ＧＡＣ→ＡＡＣ（Ｄ→Ｎ）；１ ｉｓｏｌａｔｅ
ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｇｙｒＡ ａｎｄ ｇｙｒＢ．Ｎｏ ｍｕｔａｔｉｏｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｇｙｒＡ ａｎｄ ｇｙｒＢ ｇｅｎｅｓ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ５５ ＦＱ唱ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ＭＴＢ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ．Conclusions　ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｅｔｅｃｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ
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ｉｎ ＦＱ唱ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｇｅｎｅ ｏｆ ＭＴＢ， ａｎｄ ａｌｓｏ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ｓｐｅｃｉｆｉｃ， ｓｉｍｐｌｅ， ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｉｎｅｘｐｅｎｓｉｖｅ ｆｏｒ ＦＱ唱ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＴＢ．Ｉｔ ｐｏｓｓｅｓｓｅｓ ａ ｇｏｏｄ ｐｒｏｓｐｅｃｔ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ．

【Key words】　Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ；　Ｐｒｏｂｅ ｍｅｌｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｓｓａｙ；　Ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅ ｄｒｕｇ；
　Ｇｅｎｅ唱ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ

　　近年来，耐药结核病，特别是耐多药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ唱ｒｅｓｉｓｔａｎｔ，ＭＤＲ）和广泛耐多药（ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙ ｄｒｕｇ唱ｒｅｓｉｓｔ唱
ａｎｔ，ＸＤＲ）结核病的出现和传播，使结核病成为严重危及全球的公共卫生问题之一。 耐药结核病患者的
及时发现对结核病的治疗及控制有着重大意义。 氟喹诺酮（ ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅ，ＦＱ）药物是重要的二线抗结
核药物，已应用于耐药和 ＭＤＲ结核病的治疗［１］ 。 随着该类药物应用的增加，临床上对该类药物的耐药率
升高，我国结核病耐药基线调查报告（２００７ ～２００８ 年） ［２］

中报道 ＭＤＲ结核病患者中氧氟沙星（ｏｆｌｏｘａｃｉｎ，
ＯＦＸ）耐药率高达 ２７畅４３％。

目前，临床实验室仍普遍采用以培养为基础、以细菌生长为终点判定结果的常规方法，即比列法或绝对
浓度法检测结核分枝杆菌（ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＭＴＢ）对 ＦＱ 药物的敏感性。 试验操作复杂，且由于
ＭＴＢ生长缓慢，使其检测周期长，大约需 ４ ～６周方可获得结果。 伴随着 ＭＴＢ 耐药分子机制的阐明，通过检
测耐药基因突变快速诊断耐药结核病的技术日益受到重视。 在国外产品中，具有代表性的有德国 Ｈａｉｎ公司
的 ＭＴＢ耐药基因突变检测试剂盒 ＧｅｎｏＴｙｐｅ ＭＴＢＤＲｓｌ ａｓｓａｙ，它可以筛查ＭＴＢ对乙胺丁醇、卡那霉素、卷曲霉
素和 ＦＱ药物的耐药性［３唱５］ 。 该试剂盒基于线性探针反向杂交法，操作步骤多，需 ＰＣＲ后的杂交过程，且试剂
昂贵。 国内目前尚无通过国家食品药品监督管理局批准的 ＭＴＢ ＦＱ耐药基因突变检测商品化试剂盒上市。
本文采用 ＰＣＲ唱探针熔解分析法（ｐｒｏｂｅ ｍｅｌｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｓｓａｙ，ＰＭＡＡ），通过检测 ＭＴＢ临床分离株 ＦＱ耐药相
关基因突变，判断 ＭＴＢ对 ＦＱ药物的耐药性，建立了一种新型的 ＭＴＢ ＦＱ药物敏感性检测方法，并同常规比
例法药敏结果进行比较，以 ＤＮＡ测序结果证实，研究其临床应用价值。

材料与方法

１畅临床菌株：随机采用本室保存的 ２００６ ～２００９ 年收集的 ５０９ 株 ＭＴＢ 临床分离菌株。 经 ７Ｈ１０ 琼脂培
养基比例法药物敏感性试验检测 ＭＴＢ对 ＦＱ药物左氧氟沙星（ ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＬＶＦ）的药物敏感性，ＬＶＦ耐药界
限定在≥１ μｇ／ｍｌ。

２畅仪器：美国伯乐公司生产的 Ｂｉｏ唱Ｒａｄ ＣＦＸ９６ 实时荧光定量 ＰＣＲ仪。
３畅ＤＮＡ 模板制备：取适量改良罗氏培养基上生长的 ＭＴＢ培养物，悬浮于 ２５０ μｌ ＤＮＡ提取液中，９９ ℃

加热 ２０ ｍｉｎ，１２ ０００ g离心 １０ ｍｉｎ，取上清直接使用或移至 １畅５ ｍｌ离心管内， －２０ ℃保存，１个月内使用，避
免反复冻融。

４畅ＰＣＲ扩增：在２５ μｌ反应体系中，含１９畅６ μｌ ＦＱ ＰＣＲ ＭＩＸ（内含 ｇｙｒＡ ＰＣＲ扩增引物、ＦＡＭ标记的 ｇｙｒＡ
耐药突变部位检测探针、４ ×ｄＮＴＰ、ＰＣＲ缓冲液和去离子水），０畅４ μｌ ＴＢ 酶混合液（内含 ＵＮＧ酶、ｔａｑＤＮＡ 聚
合酶），５ μｌ ＤＮＡ模板。 同时设阴性和阳性对照（ＭＴＢ Ｈ３７Ｒｖ 株 ＤＮＡ）。 置 Ｂｉｏ唱Ｒａｄ ＣＦＸ９６ 实时荧光 ＰＣＲ
扩增仪内，ＵＮＧ酶处理，５０ ℃ ２ ｍｉｎ，９０ ℃ １０ ｍｉｎ预变性后，９５ ℃ １０ ｓ、６５ ℃ ２０ ｓ（每个循环下降 １ ℃）和
７８ ℃ ２５ ｓ ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ 循环 １０次，９５ ℃ １０ ｓ、５５ ℃ ２０ ｓ和 ７８ ℃ ２５ ｓ循环 ４０ 次。 ９５ ℃ ２ ｍｉｎ、４０ ℃ ２ ｍｉｎ、
４５ ～８５ ℃（设置在此阶段每 １ ℃采集 ＦＡＭ通道荧光信号），循环 １次。

５畅ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ结果分析及解释：阳性对照，即野生型的熔点（Ｔｍ 值）范围为反应体系中 ＦＡＭ 通道
（７１ ±１）℃。 通过比较所检测样品与阳性对照之间熔解曲线的 Ｔｍ 值的差异判断样品是否发生突变。 样品
熔点与阳性对照的熔点一致（误差不超过 １ ℃）时判定为野生型，试验菌株对 ＦＱ敏感；样品的熔点低于阳性
对照 ２ ℃及以上时（△Ｔｍ≥２ ℃）判定为突变型，试验菌株对 ＦＱ耐药。

６畅ＤＮＡ测序：比例法和（或）ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ检测耐药的 ６９ 株以及两法检测均敏感的 ４４０ 株 ＭＴＢ 菌株
中抽取的 ５５ 株 ＭＴＢ临床分离株，参照文献［６］

报道方法对 ＦＱ耐药相关基因 ｇｙｒＡ和 ｇｙｒＢ ＰＣＲ扩增后进行
ＤＮＡ测序。
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结　　果

１畅药物敏感性检测结果比较：ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ与比例法检测 ５０９ 株ＭＴＢ临床分离株 ＦＱ药物敏感性结果比
较见表 １。

表 1　ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ与比例法药敏结果比较（株）

ＰＣＲ唱ＰＭＡ 法 比例法

耐药 敏感
合计

耐药 ６５（Ａ） ２（Ｂ） ６７ s
敏感 ２（Ｃ） ４４０（Ｄ） ４４２ 噰
合计 ６７  ４４２ ⅱ５０９ 噰

　　２畅ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ与比例法比较各项指标计算及结果：灵敏度（真阳性率） ＝Ａ／（Ａ ＋Ｃ） ×１００％ ＝６５／６７
×１００％＝９７畅０１％；特异性（真阴性率） ＝Ｄ／（Ｂ ＋Ｄ） ×１００％ ＝４４０／４４２ ×１００％ ＝９９畅５５％；阳性预测值 ＝
Ａ／（Ａ＋Ｂ） ×１００％ ＝６５／６７ ×１００％ ＝９７畅０１％；阴性预测值 ＝Ｄ／（Ｃ ＋Ｄ） ×１００％ ＝４４０／４４２ ×１００％ ＝
９９畅５５％；符合率＝（Ａ＋Ｄ）／（Ａ＋Ｂ＋Ｃ＋Ｄ） ×１００％＝５０５／５０９ ×１００％＝９９畅２１％；约登指数＝Ａ／（Ａ＋Ｃ） ＋
Ｄ／（Ｂ＋Ｄ） －１ ＝０畅９７ ＋１畅００ －１ ＝０畅９７。

３畅ＤＮＡ测序结果：比例法和（或）ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ检测 ＦＱ耐药的６９株ＭＴＢ菌株，以及两法检测 ＦＱ均敏感
的 ５５株 ＭＴＢ菌株耐药相关基因 ＤＮＡ测序结果见表 ２。 所测所有菌株均显示 ｇｙｒＡ ９５ＡＧＣ→ＡＣＣ（Ｓ→Ｔ）突
变，表中未显示。 该突变是 ＭＴＢ临床分离株存在的自然遗传多态性，与 ＦＱ耐药无关［６唱８］ 。

表 2　耐药相关基因 ｇｙｒＡ和 ｇｙｒＢ ＤＮＡ测序结果
比例法 ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ ＤＮＡ 测序结果

ｇｙｒＡ ｇｙｒＢ 菌株数

耐药 耐药 ＧＡＣ９４ＡＡＣ ＷＴ ８ 北
耐药 耐药 ＧＡＣ９４ＣＡＣ ＷＴ １ 北
耐药 耐药 ＧＡＣ９４ＧＣＣ ＷＴ １０ 排
耐药 耐药 ＧＡＣ９４ＧＧＣ ＷＴ ２３ 排
耐药 耐药 ＴＣＧ９１ＣＣＧ ＷＴ ４ 北
耐药 耐药 ＧＣＧ９０ＧＴＧ ＷＴ １８ 排
耐药 耐药 ＧＣＧ９０ＡＡＧ ＷＴ １ 北
耐药 敏感 ＧＡＣ９４ＧＣＣ ＷＴ １ 北
耐药 敏感 ＷＴ ＧＡＣ５００ＡＡＣ １ 北
敏感 耐药 ＧＡＣ９４ＧＣＣ ＷＴ １ 北
敏感 耐药 ＷＴ ＷＴ １ 北
敏感 敏感 ＷＴ ＷＴ ５５ 排

　　注：ＷＴ：野生型

讨　　论

ＦＱ类药物作用于 ＭＴＢ的主要靶位点是 ＤＮＡ旋转酶，通过抑制 ＤＮＡ旋转酶的活性，使 ＤＮＡ复制停止，
导致细菌死亡。 ＤＮＡ旋转酶由 Ａ，Ｂ两个亚基组成，编码 Ａ亚基的 ｇｙｒＡ基因突变是引起 ＦＱ 药物耐药的主
要机制，突变主要发生在 ＦＱ耐药决定区内 ８８ 位、８９ 位、９０ 位、９１ 位、９４ 位密码子［９唱１３］ 。 本文采用的 ＰＣＲ唱
ＰＭＡＡ以 ｇｙｒＡ为靶基因序列对所测菌株样品进行 ＰＣＲ扩增，扩增体系内同时含有 ＦＡＭ标记的 ｇｙｒＡ基因 ８８
～９９位核苷酸密码子的荧光探针。 在 ＰＣＲ扩增中产生大量靶基因序列，靶序列与探针杂交，杂交产物具有
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特定的熔点，含有突变的靶序列与探针的杂交产物熔点较低。 通过实时监测靶序列熔点的变化，判断靶序
列有无突变，以此判断菌株对 ＦＱ药物的耐药信息，实现对 ＦＱ药物敏感性的检测。
本研究从 ４４０ 株比例法与 ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ检测均敏感的ＭＴＢ菌株中抽取 ５５ 株样品进行 ＤＮＡ测序，结果证

实所测 ｇｙｒＡ和 ｇｙｒＢ 基因均未见与耐药相关的突变。 ６９ 株比例法和（或）ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ检测耐药菌株样品中，
两法检测结果均耐药的６５ 株样品，经 ＤＮＡ测序证实 ４４株 ｇｙｒＡ ９４ 位密码子 ＧＡＣ→ＡＡＣ（Ｄ→Ｎ）或 ＣＡＣ（Ｈ）
或 ＧＣＣ（Ａ）或 ＧＧＣ（Ｇ）突变；４株 ｇｙｒＡ ９１ 位密码子 ＴＣＧ→ＣＣＧ（Ｓ→Ｐ）突变；１９ 株 ｇｙｒＡ ９０ 位密码子 ＧＣＧ→
ＧＴＧ（Ａ→Ｖ）或 ＡＡＧ（Ｋ）突变。 １ 株比例法检出耐药、ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ 敏感，ＤＮＡ 测序 ｇｙｒＡ 基因未见突变，在
ｇｙｒＢ ５００ 位密码子 ＧＡＣ→ＡＡＣ（Ｄ→Ｎ）突变，该突变可能与 ＦＱ类药物耐药相关 ［ ６ ，１３ ］ ，但由于 ｇｙｒＢ 突变较
为罕见，ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ 未含有 ｇｙｒＢ 突变检测探针，因而不能检出 ｇｙｒＢ 基因的突变。 １ 株比例法检出敏感、
ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ耐药，ＤＮＡ测序证实 ｇｙｒＡ ９４位 ＧＡＣ→ＧＣＣ突变，由于 ｇｙｒＡ ９４ 位 ＧＡＣ→ＧＣＣ突变引起 ＦＱ低度
耐药［６］ ，当菌株处于耐药临界水平时，比例法的实验偏差极易造成假阴性的结果。 １ 株比例法检出耐药、
ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ敏感，ＤＮＡ测序 ｇｙｒＡ ９４ 位密码子 ＧＡＣ→ＧＣＣ 突变和 １ 株比例法检出敏感、ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ 耐药，
ＤＮＡ测序未见突变，其原因可能是 ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ实验误差所致。
本研究结果表明，以常规比例法检测结果为判断标准，ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ 检测 ＭＴＢ 临床分离株 ＦＱ 药物耐药

性的敏感度、特异性、阳性预测值、阴性预测值、符合率和约登指数分别为 ９７畅０１％、９９畅５５％，９７畅０１％、
９９畅５５％、９９畅２１％和 ０畅９７。 ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ检测 ＭＴＢ ＦＱ药物耐药性不仅敏感性高，特异性强，与常规比例法符
合率高，同时，与常规比例法和绝对浓度法及以耐药基因检测为基础的 ＤＮＡ微阵列芯片法和线性探针膜杂
交法相比，还具有以下优点：（１）检测快速、通量高，对临床分离株培养物样品检测可在 ３ ｈ内完成，且每次上
机可同时检测 ９６ 份样品。 （２）操作简便，ＰＣＲ与荧光探针杂交在同一反应体系内实时进行，不需 ＰＣＲ 扩增
后的杂交过程。 （３）ＰＣＲ与荧光探针杂交在同一反应体系内闭管进行，不易造成实验室样品间 ＰＣＲ扩增子
的交叉污染。 （４）检测结果阴性、阳性可通过熔解曲线 Ｔｍ值进行判定，结果分析客观、易判定。 （５）方法可
靠，检测基因突变部位的结果准确，对多份样品进行相应基因的 ＤＮＡ测序均证实与该方法的检测高度一致。
总之，新型的 ＰＣＲ唱ＰＭＡＡ检测 ＭＴＢ ＦＱ药物敏感性的方法，能简便、快速地高效检出 ＭＴＢ ＦＱ 药物耐药

相关基因突变，实现对 ＭＴＢ ＦＱ药物耐药性检测，不仅有助指导临床合理用药，同时有可能成为耐药结核病
动态检测和流行病学研究的有力工具，具有良好的临床应用前景。
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