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飞行时间质谱在耐药结核病检测中的应用价值

刘超１ꎬ２∗ꎬ刁婷婷１ꎬ２∗ꎬ张红吉１ꎬ２ꎬ刘红伟１ꎬ杨永锐１ꎬ李晓非１

(１.昆明市第三人民医院 /云南省传染性疾病临床医学中心ꎬ云南 昆明 ６５００００ꎻ２.大理大学公共卫生学院ꎬ云南 大理 ６７１００３)

摘要:目的　 旨在建立一种基于基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(ｍａｔｒｉｘ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ￣ｏｆ￣ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬ ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ)平台鉴定结核分枝杆菌及检测结核耐药突变位点的方法ꎬ并对

其用于临床耐药结核病检测的应用价值进行评估ꎮ 方法　 采用 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 检测 ３ 株国家参考品菌株ꎬ测定

其对于结核鉴定位点和耐药位点的最低检出限ꎮ 以非随机抽样法ꎬ收集昆明市第三人民医院结核科 ２０２３ 年 １ 月

至 ９ 月疑似结核病患者呼吸道样本ꎬ包括痰液样本 １２０ 例ꎬ肺泡灌洗液样本 １００ 例ꎬ每例样本含量 ３~ ５ ｍＬꎮ 供试

样本均提取核酸ꎬ先用结核荧光定量 ＰＣＲ(ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬ ｑＰＣＲ)试剂盒筛选出 Ｃｔ 值≤３２ 的结核阳性

样本ꎬ然后用 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 检测与利福平( ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎꎬ ＲＩＦ)、异烟肼( ｉｓｏｎｉａｚｉｄｅꎬ ＩＮＨ)、乙胺丁醇(ｅｔｈａｍｂｕｔｏｌꎬ
ＥＭＢ)、莫西沙星(ｍｏｘｉｆｌｏｘａｃｉｎꎬ ＭＸＦ)、链霉素( ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎꎬ ＳＭ)和吡嗪酰胺(ｐｙｒａｚｉｎａｍｉｄｅꎬ ＰＺＡ)相关的耐药

基因位点ꎮ 同时采用表型药敏法和三代测序(Ｎａｎｏｐｏｒｅ 平台)对结核阳性样本进行检测并与 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 结

果进行对比分析ꎬ验证其检测耐药结核的准确性ꎮ 结果　 对于结核鉴定位点 ＩＳ６１１０ 和 ｅｘｔ＿ＲＤ９ꎬＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ
的最低检出限为 ６０~１００ ＣＦＵ / ｍＬꎻ对于结核耐药位点ꎬＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 的最低检出限为 １００~１ ０００ ＣＦＵ / ｍＬꎮ 经

ｑＰＣＲ 法鉴定 Ｃｔ 值≤３２ 的结核阳性标本共 １３２ 例ꎮ 对比表型药敏结果ꎬＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 检测耐药的敏感度、特
异度和 ｋａｐｐａ 值分别是:ＲＩＦ 为 ９３.７５％、１００％和 ０.９６ꎻＩＮＨ 为 ９８.３３％、９０.２８％和 ０.８８ꎻＥＭＢ 为 ８３.３３％、９７.５０％和

０.７８ꎻＭＸＦ 为 ９５.４５％、１００％和 ０.９７ꎮ 与三代测序结果相比ꎬＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 检测耐药的敏感度、特异度和 ｋａｐｐａ
值分别是:ＲＩＦ 为 ９０.９１％、１００％和 ０.９４ꎻＩＮＨ 为 ９２.９６％、１００％和 ０.９２ꎻＥＭＢ 为 ９２.８６％、１００％和 ０.９６ꎻＭＸＦ 为

９５.４５％、１００％和 ０.９７ꎻＳＭ 为 ９５.７４％、１００％和 ０.９７ꎻＰＺＡ 为 ６６.６７％、１００％和 ０.８０ꎮ 结论　 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 针对抗

结核药物的耐药检测结果与表型药敏和三代测序检测结果对比高度一致ꎬ可作为快速检测结核耐药的一种有效方法ꎮ
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(ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ) ｐｌａｔｆｏｒｍ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ
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　 ６２　　　 山　 东　 大　 学　 学　 报　 (医　 学　 版) ６２ 卷 ４ 期　

ｔｈｅ Ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｔｈｉｒｄ Ｐｅｏｐｌｅ̓ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｂｙ ｎｏｎ￣ｒａｎｄｏｍ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ １２０ ｓｐｕ￣
ｔｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ １００ ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ ｓａｍｐｌｅｓꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ３￣５ｍＬ ｉｎ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ. Ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｗａｓ
ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ａｌｌ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ Ｃｔ ｖａｌｕｅ≤３２ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ ｋｉｔ ｆｏｒ
ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ (ＲＩＦ)ꎬ ｉｓｏｎｉａｚｉｄ ( ＩＮＨ)ꎬ ｅｔｈａｍｂｕｔｏｌ (ＥＭＢ)ꎬ
ｍｏｘｉｆｌｏｘａｃｉｎ (ＭＸＦ)ꎬ ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ (ＳＭ) ａｎｄ ｐｙｒａｚｉｎａｍｉｄｅ (ＰＺＡ) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ. Ｔｈｅ ｐｈｅｎｏ￣
ｔｙｐｉｃ ｄｒｕｇ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ (ｐＤＳＴ) ａｎｄ ｔｈｉｒｄ￣ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ (ｎａｎｏｐｏｒｅ ｐｌａｔｆｏｍ) ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ＴＢ￣
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｉｔｓ ａｃｃｕｒａｃｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ
ｌｏｗｅｓｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ ｗａｓ ６０￣１００ ＣＦＵ / ｍＬ ｆｏｒ ＭＴＢ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ＩＳ６１１０ ａｎｄ ｅｘｔ＿ＲＤ９ꎬ
ａｎｄ １００￣１ ０００ ＣＦＵ / ｍＬ ｆｏｒ ｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ. Ａ ｔｏｌａｌ ｏｆ １３２ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ Ｃｔ ｖａｌｕｅ ≤ ３２
ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐＤＳＴ ｒｅｓｕｌｔｓꎬ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙꎬ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｋａｐｐａ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ
ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ９３.７５％ꎬ １００％ ａｎｄ ０.９６ ｆｏｒ ＲＩＦꎬ ９８.３３％ꎬ ９０.２８％ ａｎｄ ０.８８ ｆｏｒ ＩＮＨꎬ
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９５.４５％ꎬ １００％ ａｎｄ ０.９７ ｆｏｒ ＭＸＦꎬ ９５.７４％ꎬ １００％ ａｎｄ ０.９７ ｆｏｒ ＳＭꎬ ６６.６７％ꎬ １００％ ａｎｄ ０.８０ ｆｏｒ ＰＺＡꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ
ｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｂｅｃａｕｓｅ ｉｔｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｐＤＳＴ ａｎｄ ｎａｎｏｐｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｍａｔｒｉｘ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ￣ｏｆ￣ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎻ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓꎻ
Ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎻ Ｐｈｅｎｔｙｐｉｃ ｄｒｕｇ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔꎻ Ｎａｎｏｐｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

　 　 据世界卫生组织(ＷＨＯ)估计ꎬ全球肺结核患

者预计在 ２０２３ 年前达到 １０６０ 万ꎬ其中 １３０ 万人死

亡[１]ꎮ 结核病已成为世界第二大致命传染病[２]ꎮ
耐多 药 结 核 病 ( ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓꎬ
ＭＤＲ￣ＴＢ)依然是全球范围内的公共卫生挑战之一ꎮ
ＭＤＲ￣ＴＢ 患者的快速准确诊断对于早期临床用药

的指导和治愈率的提高至关重要ꎮ
表型 药 敏 试 验 ( ｄｒｕｇ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｉｎｇꎬ

ＤＳＴ)被认为是最可靠的检测结核分枝杆菌(ｍｙｃｏ￣
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓꎬ ＭＴＢ)耐药的方法ꎬ但该方法

操作复杂ꎬ耗时较长(１０ 天至 ４ 周)ꎬ患者很可能在

此期间被给予不合理的药物治疗[３]ꎮ 分子药敏检

测(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｒｕｇ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｉｎｇꎬ ｍＤＳＴ) 可

快速诊断耐药结核ꎮ 耐药肺结核分子诊断检测随着

耐药机制的深入研究而日益受到重视[４￣５]ꎮ 目前ꎬ
临床上常用的商品化分子生物学检测方法包括实时

荧光定量聚合酶链反应ꎬ全自动化学发光法检测 γ￣
干扰素ꎬ基于 ＭＴＢ ｒｐｏＢ 基因的 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ / ＲＩＦ 和

测序等ꎬ可作为病原学诊断的补充[６￣９]ꎮ
国际上已有运用基质辅助激光解吸电离飞行时

间质谱 ( Ｍａｔｒｉｘ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ￣ｏｆ￣ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ)
平台对结核鉴定和耐药基因位点检测的研究报道ꎬ
该平台具有高通量、 检测周期短、 低成本的特

点[１０￣１２]ꎮ 本研究基于 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 平台开发了一

种结核分枝杆菌鉴定和 ６ 种抗结核药物耐药性的检测

方法ꎬ并将其检测性能与表型 ＤＳＴ 和三代测序检测结

果进行对比和统计分析ꎬ评估其临床应用价值ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 一般资料

１.１.１　 样本来源

以非随机抽样法ꎬ采集 ２０２３ 年 １ 月至 ９ 月昆明

市第三人民医院肺结核疑似患者的呼吸道样本(痰
液样本 １２０ 例ꎬ肺泡灌洗液样本 １００ 例)ꎬ提取

ＤＮＡꎬ供后续实验使用ꎮ 国家参考品菌株:ＭＴＢ
(９４００８、９３００９、９４０１９)由中国食品药品检定研究院

购进ꎮ 该研究已经昆明市第三人民医院伦理委员会

审定通过(批号:２０２２１１１０３０)ꎮ
１.１.２　 主要仪器与试剂

飞行时间核酸质谱检测系统(浙江迪谱诊断技

术有限公司)ꎬＶｅｒｉｔｉ ９６ ＰＣＲ 仪(美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
公司)ꎬ板式离心机(上海卢湘仪离心机仪器有限公

司)ꎬＡＢＩ ７５００ 荧光定量 ＰＣＲ 仪(美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
公司)ꎬＧｒｉｄＩＯＮ 测序仪(英国 Ｏｘｆｏｒｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ 公

司)ꎮ 磁珠法病原体 ＤＮＡ / ＲＮＡ 提取试剂盒(南京

诺唯赞生物科技股份有限公司)ꎬ飞行时间核酸质

谱试剂(浙江迪谱诊断技术有限公司)ꎬ分枝杆菌核

酸检测试剂盒(ＰＣＲ￣荧光探针法ꎬ成都博奥晶芯生

物科技有限公司)ꎬＳｅｎｓｉｔｉｔｒｅ 􀅺结核药敏板(美国

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司)ꎬ三代测序 Ｂａｒｃｏｄｅ 试剂盒、建
库试剂盒、测序芯片、芯片清洗试剂盒均购自英国

Ｏｘｆｏｒｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公 司ꎬ ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ
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Ｂｅａｄｓ 购自 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 表型微孔板法药敏实验

表型 ＤＳＴ 采用微量肉汤稀释法进行ꎬ该方法提

供最 小 抑 制 浓 度 ( ＭＩＣꎬ Ｓｅｎｓｉｔｉｔｒｅ 􀅺 ＵＫＭＹＣ６
ｐｌａｔｅ)ꎬ可测试 １３ 种抗结核药物的耐药性ꎬ包括利福

平( ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎꎬ ＲＩＦ)、异烟肼( ｉｓｏｎｉａｚｉｄｅꎬ ＩＮＨ)、乙
胺丁醇(ｅｔｈａｍｂｕｔｏｌꎬ ＥＭＢ)和莫西沙星(ｍｏｘｉｆｌｏｘａ￣
ｃｉｎꎬ ＭＸＦ)ꎮ 根据 ＷＨＯ 耐药突变目录推荐的临界

浓度ꎬＩＮＨ、ＲＩＦ、ＥＭＢ 和 ＭＸＦ 的耐药临界点分别为

０.１、０.５、４ 和 １ μｇ / ｍＬꎮ ＥＭＢ ＭＩＣ 为 ４ μｇ / ｍＬ 时定

义为不确定结果ꎮ
１.２.２　 荧光定量 ＰＣＲ 反应体系和程序

使用磁珠法病原体 ＤＮＡ / ＲＮＡ 提取试剂盒提

取结核分枝杆菌 ＤＮＡꎬ在 １８ μＬ 扩增液中加入 ２ μＬ
ＤＮＡ(北京博奥分枝杆菌核酸检测试剂盒)ꎬ终体积

为 ２０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应在 ＡＢＩ ７５００ ＰＣＲ 仪(Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ Ｉｎｃ.ꎬ美国)上运行ꎮ 反应程序为:３７ ℃ꎬ
３００ ｓꎻ９４ ℃ꎬ１８０ ｓꎻ(９４ ℃ꎬ１５ ｓꎬ ６０ ℃ꎬ３０ ｓ) ×４０ 次

循环ꎻ５０ ℃ꎬ１０ ｓꎮ ６０ ℃ꎬ３０ ｓ 采集荧光信号ꎮ 结核

鉴定靶标为 ＩＳ６１１０ꎮ
１.２.３　 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 检测操作流程

采用 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 平台检测结核分枝杆菌

耐药基因突变位点ꎬ６ 种抗结核药物及其对应检测

的耐药突变位点列于表 １ꎮ 多重 ＰＣＲ:在 ３ μＬ 反应

液中加入 ２ μＬ 待测核酸ꎬ瞬时离心后上机ꎮ 反应程

序为:９５ ℃ ２ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ６０ ｓꎬ
４５ 个循环ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎬ４ ℃ ∞ꎮ ＳＡＰ 反应:加 ２ μＬ
ＳＡＰ 溶液到每个孔里ꎬ按以下程序运行ꎮ ３７ ℃
４０ ｍｉｎꎬ８５ ℃ ５ ｍｉｎꎬ４ ℃ ∞ꎮ 单碱基延伸:加 ２ μＬ
ｉＰＬＥＸ 延伸反应液到每个孔里ꎬ运行以下程序ꎮ
９５ ℃ ３０ ｓꎻ９５ ℃ ５ ｓꎬ(５２ ℃ ５ ｓꎬ８０ ℃ ５ ｓꎬ５ 个循

环)ꎬ４０ 个循环ꎻ７２ ℃ ３ ｍｉｎꎬ４ ℃ ∞ꎮ 取出延伸反应

结束后的产物ꎬ先向 ３８４ 孔板中加入 ２０ μＬ 水ꎬ然后

将每管中的延伸产物转入 ３８４ 孔板中ꎬ瞬时离心后

放入飞行时间质谱仪ꎬ按照默认设置参数ꎬ进行飞行

质谱ꎮ 使用 Ｔｙｐｅｒ ４.０ 软件进行数据分析ꎮ

表 １　 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 检测的抗结核药物耐药基因位点
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｎｔｉ￣ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｄｒｕｇｓ ｂｙ ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ

药物 基因 位置 碱基突变类型
ＲＩＦ ｒｐｏＢ ５１１ ＣＴＧ>ＣＣＧ

５１６ ＧＡＣ>ＧＧＣꎬ ＧＡＣ>ＧＴＣꎬ ＧＡＣ>ＴＡＣꎬ ＧＡＣ>ＴＴＣ

５２６ ＣＡＣ>ＧＡＣꎬ ＣＡＣ>ＴＡＣꎬ ＣＡＣ>ＡＡＣꎬ ＣＡＣ>ＣＧＣꎬ ＣＡＣ>ＣＴＣꎬ ＣＡＣ>ＧＧＣꎬ
ＣＡＣ>ＴＧＣ

５３１ ＴＣＧ>ＴＴＧꎬ ＴＣＧ>ＴＧＧ
５３３ ＣＴＧ>ＣＣＧ

ＩＮＨ ｋａｔＧ ３１５ ＡＧＣ>ＡＣＣꎬ ＡＧＣ>ＡＡＣꎬ ＡＧＣ>ＡＧＡꎬ ＡＧＣ>ＡＣＡ
ｉｎｈＡ ｐｒｏｍｏｔｅｒ Ｃ( ￣１５)Ｔ

ＭＸＦ ｇｙｒＡ ９４ ＧＡＣ>ＡＡＣꎬ ＧＡＣ>ＴＡＣꎬ ＧＡＣ>ＣＡＣꎬ ＧＡＣ>ＧＧＣꎬ ＧＡＣ>ＧＣＣ
ｇｙｒＢ ５００ ＧＡＣ>ＡＡＣ

ＥＭＢ ｅｍｂＢ ３０６ ＡＴＧ>ＧＴＧꎬ ＡＴＧ>ＣＴＧꎬ ＡＴＧ>ＡＴＡꎬ ＡＴＧ>ＡＴＣꎬ ＡＴＧ>ＡＴＴ
４０６ ＧＧＣ>ＧＣＣꎬ ＧＧＣ>ＧＡＣꎬ ＧＧＣ>ＡＧＣ

ＳＭ ｒｐｓＬ ４３ ＡＡＧ>ＡＧＧꎬ ＡＡＧ>ＡＴＧ
８８ ＡＡＧ>ＡＧＧꎬ ＡＡＧ>ＡＴＧ

ｒｒｓ ５１３ Ａ>Ｃ
９０５ Ａ>Ｇ

ＰＺＡ ｐｎｃＡ ｐｒｏｍｏｔｅｒ Ａ ( ￣１１) Ｇ
７６ Ａ>Ｃ

１.２.４　 检出限测定

国家参考品菌株(９４００８、９３００９、９４０１９)室温冻融

后ꎬ先使用生理盐水将菌液稀释至 ３×１０８ ＣＦＵ / ｍＬꎮ
然后将 ３×１０８ ＣＦＵ / ｍＬ 稀释后菌液再梯度稀释为

１０~ １０５ ＣＦＵ / ｍＬꎮ 提取菌液核酸后采用 ＭＡＬＤＩ￣
ＴＯＦ￣ＭＳ 检测ꎬ可检测到的最低浓度即为 ＭＡＬＤＩ￣
ＴＯＦ￣ＭＳ 的最低检出限ꎮ
１.２.５　 三代测序

分别针对表 １ 中耐药基因区域设计引物ꎬ进行

多重 ＰＣＲ 扩增ꎬ所得产物长度约 ５００ ｂｐ 左右ꎮ 文库

构建和上机测序的具体操作流程按照文献[１３]中

１.３.３部分进行ꎮ 测序完成后ꎬ使用 ＭｉｎＫＮＯＷ ２.０
版生成碱基识别数据ꎬ并使用 ＮａｎｏＦｉｌｔ 去除短片段

和 /或低质量的 ｒｅａｄｓꎮ 当至少一条 ｒｅａｄ 被映射到种

或属水平时ꎬ结核分枝杆菌被认为是阳性[１４]ꎮ 通过

靶向纳米孔测序检测的耐药基因使用具有默认比对

设置的耐药数据库(ｃａｒｄ.ｍｃｍａｓｔｅｒ.ｃａ)、ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ 或
ＴＢＰｒｏｆｉｌｅｒ 数据库进行预测(在靶基因的长度的≥６０％
上具有≥８０％的同一性)[１５]ꎮ 将变异识别的阈值设定

为等位基因频率>１０％ꎬ深度>１０ꎬ等位基因深度>５[１６]ꎮ
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１.３　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２２.０ 软件ꎮ 以表型 ＤＳＴ 为参考标

准ꎬ 分析 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 对 ＲＩＦ、 ＩＮＨ、 ＥＭＢ 和

ＭＦＸ 耐药检测的灵敏度和特异度ꎮ 以三代测序为

参考标准ꎬ分析 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 对 ＲＩＦ、ＩＮＨ、ＥＭＢ、
ＭＦＸ、ＳＭ (ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ)和 ＰＺＡ (ｐｙｒａｚｉｎａｍｉｄｅ)进行

耐药检测的性能ꎮ 采用 Ｋａｐｐａ 检验进行一致性分析ꎬ
检验水准 α ＝ ０.０５ꎬＫａｐｐａ 值>０.７５ 为一致性较高ꎬ
Ｋａｐｐａ 值在 ０.４ ~ ０.７５ 之间为一致性中等ꎬＫａｐｐａ 值

<０.４ 为一致性较差[１７]ꎮ 敏感度、特异度、阳性预测

值、阴性预测值、符合率、受试者工作特征曲线下面积

(ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｃｕｒｖｅꎬ ＡＵＣ)用相应公式计算ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 核酸质谱对于 ＭＴＢ 的最低

检出限

ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 检测 ＭＴＢ 鉴定位点 ＩＳ６１１０

和 ｅｘｔ＿ＲＤ９ 的最低检测限在 ３ 株参考品菌株中为

６０ ~ １００ ＣＦＵ / ｍＬꎬ耐药位点的最低检出限为 １００ ~
１ ０００ ＣＦＵ / ｍＬꎮ 对于痰液、肺泡灌洗液等临床样

本ꎬｑＰＣＲ 法检测 Ｃｔ 值≤３２ 时ꎬＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ
检测所有结核鉴定位点和耐药位点全部检出ꎻ３２<
Ｃｔ 值≤４０ 时ꎬＭＴＢ 鉴定位点 ＩＳ６１１０ 和 ｅｘｔ＿ＲＤ９
可检出ꎬ耐药位点部分可检出ꎬ部分未能检出ꎻＣｔ
值>４０ 时ꎬ鉴定位点和耐药位点均未检出ꎮ
２.２　 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 检测效能分析

以表型 ＤＳＴ 作为参考标准ꎬＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 可

准确预测 ＭＴＢ 对利福平(ＲＩＦ)、异烟肼(ＩＮＨ)、乙胺

丁醇(ＥＭＢ)和莫西沙星(ＭＸＦ) ４ 种抗结核药物的

耐药性ꎬＫａｐｐａ 值≥０.７８ 指征高度一致ꎬ见表 ２ꎮ
应用 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 检测利福平(ＲＩＦ)、异烟

肼( ＩＮＨ)、乙胺丁醇(ＥＭＢ)、莫西沙星(ＭＸＦ)、链
霉素(ＳＭ)和吡嗪酰胺(ＰＺＡ) ６ 种抗结核药物的耐

药突变位点与三代测序检测的耐药突变位点对比高

度一致(Ｋａｐｐａ 值≥０.８０)ꎬ见表 ３ꎮ
表 ２　 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 与表型药敏结果对比

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ

药物
ＤＳＴ 耐药

ＭＳ 耐药 ＭＳ 敏感

ＤＳＴ 敏感

ＭＳ 耐药 ＭＳ 敏感

敏感度 /
％

特异度 /
％

ＰＰＶ /
％

ＮＰＶ /
％

符合率 /
％ ＡＵＣ Ｋａｐｐａ 值

ＲＩＦ ３０ ２ ０ １００ ９３.７５ １００ １００ ９８.０４ ９８.４８ ０.９７ ０.９６
ＩＮＨ ６６ ５ ０ ６１ ９２.９６ １００ １００ ９２.４２ ９６.２１ ０.９７ ０.９２
ＥＭＢ １０ ２ ３ １１７ ８３.３３ ９７.５ ７６.９２ ９８.３２ ９６.２１ ０.９０ ０.７８
ＭＸＦ ２１ １ ０ １１０ ９５.４５ １００ １００ ９９.１ ９９.２４ ０.９８ ０.９７

　 　 注:ＤＳＴ:表型药敏ꎻＭＳ:核酸质谱ꎮ

表 ３　 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 与三代测序结果对比
Ｔａｂ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ ａｎｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

药物
ＤＳＴ 耐药

ＭＳ 耐药 ＭＳ 敏感

ＤＳＴ 敏感

ＭＳ 耐药 ＭＳ 敏感

敏感度 /
％

特异度 /
％

ＰＰＶ /
％

ＮＰＶ /
％

符合率 /
％ ＡＵＣ Ｋａｐｐａ 值

ＲＩＦ ３０ ３ ０ ９９ ９０.９１ １００ １００ ９７.０６ ９７.７３ ０.９６ ０.９４
ＩＮＨ ６６ ５ ０ ６１ ９２.９６ １００ １００ ９２.４２ ９６.２１ ０.９７ ０.９２
ＥＭＢ １３ １ ０ １１８ ９２.８６ １００ １００ ９９.１６ ９９.２４ ０.９６ ０.９６
ＭＸＦ ２１ １ ０ １１０ ９５.４５ １００ １００ ９９.１ ９９.２４ ０.９８ ０.９７
ＳＭ ４５ ２ ０ ８５ ９５.７４ １００ １００ ９７.７ ９８.４８ ０.９８ ０.９７
ＰＺＡ ２ １ ０ １２９ ６６.６７ １００ １００ ９９.２３ ９９.２４ ０.８３ ０.８０

　 　 注:ＤＳＴ:表型药敏ꎻＭＳ:核酸质谱ꎮ

２.３　 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 方法对异质性耐药的检出

能力

本研究发现 ５ 例样本存在异质性耐药现象ꎬ以
其中 ３ 例结果为展示ꎬ如图 １ 所示ꎬ在第 １ 例样本

中ꎬｅｍｂＢ３０６＿１ 位点的野生型 Ａ 高度为 １５.３８ꎬ耐药

突变 Ｇ 高度为 ６.３０ꎬ Ｇ / Ａ 比值为 ４１％(图 １Ａ)ꎮ 通

过 Ｓａｎｇｅｒ 测序证实了这一结果ꎬ结果显示 Ｃ 峰高ꎬＴ

峰矮(图 １Ｂ)ꎮ 在第 ２ 例样本中ꎬｒｐｏＢ５２６＿１ 位点的

野生型 Ｃ 高度为 ７.５１ꎬ耐药突变 Ｔ 高度为 ２.１７ꎬＴ / Ｃ
比值为 ２８.９％(图 １Ｃ)ꎬ通过 Ｓａｎｇｅｒ 测序得到证实

(图 １Ｄ)ꎮ 在第 ３ 例样本中ꎬｇｙｒＡ９４＿２ 位点的野生

型 Ａ 高度为 １１.０３ꎬ耐药突变 Ｃ 高度为 ４.９３ꎬ Ｃ / Ａ
比值为 ４４.６％(图 １Ｅ)ꎬ也通过 Ｓａｎｇｅｒ 测序得到证

实(图 １Ｆ)ꎮ
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图 １　 异质性耐药核酸质谱检测峰型图和 Ｓａｎｇｅｒ 测序峰型图
Ａ:ｅｍｂＢ３０６＿１ Ａ>Ｇ 异质性耐药样本核酸质谱检测峰形图ꎻＢ:ｅｍｂＢ３０６＿１ Ａ>Ｇ 异质性耐药样本 Ｓａｎｇｅｒ 测序峰型图ꎬ红
色箭头指征的是 ｅｍｂＢ３０６＿１ 位点碱基ꎻＣ:ｒｐｏＢ５２６＿１ Ｃ>Ｔ 异质性耐药样本核酸质谱检测峰形图ꎻＤ:ｒｐｏＢ５２６＿１ Ｃ>Ｔ 异
质性耐药样本 Ｓａｎｇｅｒ 测序峰型图ꎬ红色箭头指征的是 ｒｐｏＢ５２６＿１ 位点碱基ꎻＥ:ｇｙｒＡ９４＿２ Ａ>Ｃ 异质性耐药样本核酸质谱
检测峰形图ꎻＦ:ｇｙｒＡ９４＿２ Ａ>Ｃ 异质性耐药样本 Ｓａｎｇｅｒ 测序峰型图ꎬ红色箭头指征的是 ｇｙｒＡ９４＿２ 位点碱基ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ ｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｐｅａｋ ｃｈａｒｔ ａｎｄ Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｐｅａｋ ｃｈａｒｔ
Ａ: ＭＳ ｐｅａｋ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｒｐｏＢ ｅｍｂＢ３０６＿１ Ａ>Ｇ ｈｅｔｅｒｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎻ Ｂ: Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｐｅａｋ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｅｍｂＢ３０６＿１ Ａ>Ｇ ｈｅｔ￣
ｅｒｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬ ｔｈｅ ｒｅｄ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｅｍｂＢ３０６＿１ꎻ Ｃ: ＭＳ ｐｅａｋ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｒｐｏＢ５２６＿１ Ｃ>Ｔ ｈｅｔｅｒｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎻ Ｄ: Ｓａｎｇｅｒ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｉｎｇ ｐｅａｋ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｒｐｏＢ５２６＿１ Ｃ>Ｔ ｈｅｔｅｒｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬ ｔｈｅ ｒｅｄ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｒｐｏＢ５２６＿１ꎻ Ｅ: ＭＳ ｐｅａｋ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｇｙ￣
ｒＡ９４＿２ Ａ>Ｃ ｈｅｔｅｒｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎻ Ｆ: Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｐｅａｋ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｇｙｒＡ９４＿２ Ａ>Ｃ ｈｅｔｅｒｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬ ｔｈｅ ｒｅｄ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉ￣
ｃａｔｅｓ ｇｙｒＡ９４＿２.

３　 讨　 论

２０２３ 年ꎬ中国发表了 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 在结核

和非结核分枝杆菌感染疾病中的应用专家共识[１８]ꎬ
进一步肯定了该技术的诊断能力ꎮ 在扩增效率方

面ꎬ传统的 ＰＣＲ 大多只扩增 ４０ 个循环ꎬ而 ＭＡＬＤＩ￣
ＴＯＦ￣ＭＳ 法采用多重 ＰＣＲ 扩增 ４５ 个循环后单碱基

延伸 ４０ 个循环进一步提高了模板 ＤＮＡ 的扩增效

率[１９]ꎮ 既往研究表明ꎬＩＳ６１１０ 不仅存在于结核分枝

杆菌(Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓꎬ ＭＴＢ)ꎬ也存在于

其他细菌中[２０]ꎬ且存在 ＩＳ６１１０ 缺失的 ＭＴＢ[２１]ꎮ 这

就导致当仅以 ＩＳ６１１０ 为检测靶标时ꎬ可能会获得假

阳性或假阴性结果ꎮ ｅｘｔ￣ｒｄ９ 是 ＭＴＢ 复合群差异区

域 ９ 外部区域ꎬ该区域存在于所有 ＭＴＢ 复合群ꎬ是
ＭＴＢ 复合群特异性靶标之一[２２]ꎮ 本研究采用

ＩＳ６１１０ 和 ｅｘｔ＿ＲＤ９ 作为 ＭＴＢ 的鉴定靶标ꎬ结果显

示ꎬＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 法检测 ＭＴＢ 鉴定位点 ＩＳ６１１０
和 ｅｘｔ＿ＲＤ９ 的最低检测限为 ６０~１００ ＣＦＵ / ｍＬꎬ耐药

位点的最低检出限为 １００ ~ １ ０００ ＣＦＵ / ｍＬꎬ与李爱

芳等[２３]的研究结果接近ꎮ 针对痰液等临床标本ꎬ不
同留痰方法对痰涂片镜检或分子生物学方法检测结

核杆菌阳性率的影响较大ꎬ医护人员应注意痰标本

留取过程的质量管理[２４]ꎮ 本研究中发现ꎬ对于痰

液、肺泡灌洗液等临床样本ꎬｑＰＣＲ 法检测 Ｃｔ 值≤３２
时ꎬＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 检测所有结核鉴定位点和耐药



　 ６６　　　 山　 东　 大　 学　 学　 报　 (医　 学　 版) ６２ 卷 ４ 期　

位点全部检出ꎻ３２ <Ｃｔ 值≤４０ 时ꎬＭＴＢ 鉴定位点

ＩＳ６１１０ 和 ｅｘｔ＿ＲＤ９ 可检出ꎬ但耐药位点部分可检

出ꎬ部分未能检出ꎻＣｔ 值>４０ 时ꎬ鉴定位点和耐药位

点均未检出ꎮ
本研究通过比较 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 法与表型药

敏 ＤＳＴ 和 Ｎａｎｏｐｏｒｅ 三代测序的敏感度和特异度等

统计学指标ꎬ分析其检测结核耐药的准确性ꎮ 结果

显示ꎬＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 检测结果与表型 ＤＳＴ 对比ꎬ
除乙胺丁醇 Ｋａｐｐａ 值为 ０.７８ꎬ其他 ３ 种药物 ＲＩＦ、
ＩＮＨ 和和 ＭＸＦ Ｋａｐｐａ 值≥０.９２ꎮ 对于 ＤＳＴ 耐药而

ＭＳ 敏感的ꎬ分析可能原因是样本中出现的耐药突

变超出本研究设计的核酸质谱引物体系检测范围ꎮ
对于 ３ 例乙胺丁醇 ＤＳＴ 敏感而 ＭＳ 耐药的ꎬ考虑原

因是乙胺丁醇 ＭＩＣ 为 ４ μｇ / ｍＬ 时定义为不确定结

果ꎬ３ 例样本 ＤＳＴ 处于临界值ꎮ 与三代测序结果对

比ꎬＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 检测 ＲＩＦ、 ＩＮＨ、 ＥＭＢ、ＭＸＦ、
ＳＭ 和 ＰＺＡ ６ 种药物耐药突变位点的结果对比高度

一致(Ｋａｐｐａ 值≥０.８０)ꎮ 对于三代测序显示耐药而

ＭＳ 敏感的ꎬ是三代测序检测到 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 引

物体系中未涉及的突变位点ꎬ其中 ３ 例 ＲＩＦ 耐药检

测到 ｒｐｏＢ Ｉ４９１Ｆꎬ５ 例 ＩＮＨ 耐药检测到 ｋａｔＧ Ｗ１４９Ｌ
(２ 例)、ｋａｔＧ Ｗ２０４Ｌ(３ 例)ꎬ１ 例 ＥＭＢ 耐药检测到

ｅｍｂＢ Ｙ３１９Ｃꎬ１ 例 ＭＸＦ 耐药检测到 ｇｙｒＡ Ｓ９１Ｐꎬ２
例 ＳＭ 耐药检测到 ｒｒｓ ｃ５１７ｔꎬ１ 例 ＰＺＡ 耐药检测到

ｐｎｃＡ Ｌ８５Ｐꎬ这些位点在 ＷＨＯ 结核耐药位点目录中

属于证据等级 １ 级和 ２ 级ꎮ
异质性耐药是指耐药和敏感菌株同时存在于同

一份样本中的现象ꎮ 从基因型角度来看ꎬ是指野生

型和各种耐药型基因序列同时存在于同一份样本中

的现象[１８]ꎮ 异质性耐药在 ＭＤＲ￣ＴＢ 患者中较常见

并可能会影响治疗方案的成功ꎬＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 可

以进一步鉴别结核分枝杆菌药物敏感性的异质

性[２５]ꎮ 本研究中 ３.８％(５ / １３２)的临床样本出现了

异质性耐药ꎬＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 能检测出野生型碱基

和突变型碱基的峰高值ꎬ初步计算突变型碱基 /野生

型碱基峰高值比来估算样本中耐药菌的含量比例ꎬ
并进一步用 Ｓａｎｇｅｒ 测序对结果进行验证(图 １)ꎮ

本研究仍有一些不足之处需要改进ꎮ ①本研究

纳入病例较少ꎬ结果会存在一定的局限性ꎮ 对于异

质性耐药ꎬ未能获得决定临床样本是否发生耐药的

突变型碱基 /野生型碱基峰高值比的 ｃｕｔ￣ｏｆｆ 值ꎮ 在

以后的研究中ꎬ应该继续扩大样本量ꎬ作进一步详细

的研究ꎻ②由于链霉素和吡嗪酰胺的表型药敏 ＤＳＴ
结果不稳定ꎬ没有使用这两种药物进行 ＤＳＴꎻ③与

莫西沙星和吡嗪酰胺相关的耐药位点覆盖较少ꎬ可

能导致耐药样本漏检ꎬ未来将考虑进一步优化核酸

质谱引物体系ꎮ 随着临床资料可获得性的提高和耐

药位点的优化ꎬＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 对 ＭＴＢ 药敏检测

的性能评估有望得到提高ꎮ
综上所述ꎬＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 飞行时间核酸质谱

是一种能够获得大量耐药基因准确突变信息ꎬ识别

异质性耐药感染的技术ꎮ 适合对结核病患者进行早

期、快速诊断ꎬ可以作为临床鉴定结核分枝杆菌药敏

试验结果的有效补充ꎮ
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