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摘要：【 目 的 】 耐 药 结 核 分 枝 杆 菌 (drug-resistant Mycobacterium tuberculosis) 的 产 生 给 结 核 病

(tuberculosis)的治疗带来巨大困难。【方法】使用基于全基因组测序的关联分析探究耐药强相关的

单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism，SNP)突变，主要有 GEMMA、phyc、plink。为了

阐明其中最优的耐药相关 SNP 计算方法，本研究下载 NCBI 上已有的 1504 株结核分枝杆菌数据，

并获取它们对于 3 种常见的一线抗结核治疗药物(isoniazid、rifampicin、ethambutol)的耐药性检验

结果。并使用这 3 种耐药相关 SNP 计算方法计算与结核分枝杆菌耐药相关的 SNP；并评估计算得

到的耐药相关 SNP 在预测耐药表型的敏感性和特异性。【结果】发现通过 phyc 可以预测到最多的

已知耐药相关 SNP 和最少的耐药无关 SNP，而且 phyc 预测的耐药相关 SNP 的敏感性和特异性恒

定大于 52.49%。【结论】phyc 在预测结核分枝杆菌耐药相关 SNP 中结果最准确，但考虑到运行时

间和表型数据的更新，GEMMA 和 plink 的结果也应作为参考。 
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结核病是人类公共卫生的重要威胁，并在

2014 年超过艾滋病成为致死人数最多的传染病，

全 世 界 约 20 亿 人 口 患 潜 伏 性 结 核 病 ， 并 有

5%–10%的患者发病[1–2]。结核分枝杆菌是结核病

的致病原[3]，能在干燥状态下存活数周[4]。根据世

界卫生组织在 2021 年 1 月 27 日生效的公告，耐

多药结核分枝杆菌对 rifampicin 和 isoniazid 都具有

耐药性[5]；广泛耐药结核分枝杆菌(XDR-TB)是在

满 足 耐 多 药 结 核 分 枝 杆 菌 的 前 提 下 ， 对

fluoroquinolones 类抗生素以及至少一种 A 类抗生
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素 (levofloxacin 、 moxifloxacin 、 bedaquiline 、

linezolid)有耐药性[6]。耐多药结核分枝杆菌致使全

球每年新增至少 50 万例患者。根据世界卫生组织

的评估，2018 年中国结核病患者和耐药结核分枝

杆菌携带者的人数分别为 866000 和 66000 左右，

均居世界第二[7]；耐药结核病患者的临床疗程更

长，副作用更多，治愈率只有 50%左右[8–9]。 

结核分枝杆菌基因组为单拷贝，突变率低，

基本不发生水平基因转移和菌株间的基因重组，

耐 药 性 主 要 由 耐 药 基 因 突 变 引 起 (其 中 主 要 是

SNP)，适合基于全基因组测序分析建立耐药表型

和基因型的联系[10–11]。基于全基因组序列的分析可

以有效地挖掘新的耐药相关突变和基因，进而基于

这些突变预测临床中菌株的耐药性和亚型[12–14]，替

代周期过长的基于培养的耐药性测试和分型实验[15]，

为临床诊断和用药提供指导[11]，并且可以结合流

行病学数据分析耐药菌的传播规律[13,16]；目前整

理的耐药相关突变对一线抗生素中 isoniazid、

rifampicin、ethambutol、streptomycin 的耐药性预

测的准确度(耐药菌中能被正确预测的百分比)和

特异性(携带耐药突变的菌中表型为耐药的百分

比)大于 90%[17]，但因数据量有限，对 pyrazinamide

的准确度只能达到 60%左右[18]。 

基 于 全 基 因 组 测 序 的 全 基 因 组 关 联 分 析

(Genome-wide association analysis，GWAS)及其近

似的方法已经有效挖掘了大量与抗菌药物耐药有

关的突变[19–20]，主要通过对每一个突变在抗性菌

株和敏感菌株中的数量的比率进行 Fisher 精确性

检验，计算某突变是否和耐药表型显著相关[19]。

但是，研究发现群体结构相关的来自不同祖先菌

株的变异可能干扰耐药突变的挖掘，而且常规的

去除群体不平衡的方法会增大统计学的误差[21]。

目前有 2 种算法已被用于去除群体结构有关的变

异，GEMMA (genome-wide efficient mixed model 

association)基于多元线性回归模型，将样本间的遗

传相关性视为一个参量，进而去除群体结构带来

的假阳性[22]；phyc (phylogenetic convergence test)

是基于病原菌受到耐药胁迫后倾向于向某方向收

敛进化的原理，通过统计进化树上发生了突变的分

支数和未发生突变的分支数在耐药和敏感菌株中

的比例，去除了偶然中性进化的干扰，得到了由于

收敛进化和正选择获得的抗性突变[23]。另外，计算

耐药相关突变的方法还有随机森林算法(random 

forest)，一种基于多个分类器的机器学习方法[24]，

根据耐药菌株和敏感菌株中有显著差别的突变、基

因、基因间区构建随机森林分类器；正态分布

(normal distribution)算法假设在药物的选择压力下

和抗性相关的突变类型在抗性菌株中显著地多[25]，

因此选择在抗性菌株中数目显著高于敏感菌株的

SNP、基因、基因间区域视为与抗性相关。 

考虑到结核分枝杆菌耐药性积累的严峻性，

本研究旨在寻找具有更高准确度和特异性的耐药

相关 SNP 计算方法，为临床用药、耐药机制探究、

流行病学调查提供指导。 

1  材料和方法 

1.1  样本分布 

本文样本序列和表型均来自于已上传数据

PRJEB10385、ERP002611、PRJNA436454 和已发

表文章[19,26–28]，因为只有 isoniazid、rifampicin、

ethambutol 三种一线抗生素能找到敏感相关 SNP

的数据，并且缺失表型较少(表 1)，本文针对这 3

种抗生素表型进行分析。另外，菌株耐药表型以

耐多药为主(图 1)。 
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表 1.  样本家系及其表型分布 

Table 1.  Distribution of the lineage and phenotype of 
strains 
Lineage Phenotype Isoniazid Rifampicin Ethambutol

Lineage 
4 

Sensitive 488 549 743 

Resistant 423 362 152 

NA 0 0 14 

Lineage 
2 

Sensitive 137 132 332 

Resistant 456 461 248 

NA 0 0 13 

NA: the phenotype is default. 

1.2  序列质量控制及比对 

从 NCBI 的 SRA 数据库下载得到 fastq 文件

后，使用 Trimmomatic 和 fastp 的默认参数[29]去除

低质量及引物序列。使用 BWA[30]将序列比对到参

考基因组 H37Rv( RefSeq:NC_000962.3)的序列上，

使用 Speedseq[31]定位突变。使用 vcftools[32]将序列

合并成 vcf 格式，将序列上与参考基因组一致的序

列从”.”转换成”0/0”，按照缺失率<0.01、最小等位

基因频率高于 0.001 的条件筛选 SNP (表 2)。使用

fasttree 依据最大似然法原理构建进化树[33]，使用

itol 绘制和注释进化树[34]。 

1.3  耐药相关 SNP 计算 

计算使用的电脑 CPU 配置均为 Intel Xeon 

Gold 6126 (2.6GHz 12C)。 依 据 测 序 数 据 去 除

PEPPE 重复序列，使用 GEMMA[22]实现 GEMMA

算法分析，选取 P 值>0.05 作为阈值；使用 plink 

 

 
 

图 1.  样本表型在进化树上的分布 

Figure 1.  Distribution of the lineage and phenotype of strains on phylogenetic tree. In the inner annotation circle, 
indigo bar means susceptible strains, yellow bar means drug-resistant strains, red bar means multi drug-resistant 
strains. In the middle circle, blue and green bar means strains from lineage 2 and 4. In the outer circle, grey, purple 
and white bar means the strains acquired in China, Malawi and other countries. M. canettii is added to set up the 
root of phylogenetic tree. 
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软件实现基于 t 分布的 wald 检验 [35]，选取 P

值>0.01 和 OR 值>1 作为阈值；使用 R 语言的 ape

包构建最大简约法进化树[36]，使用“phangorn”包中

的 pratchet 和 ancestral.pars 工具执行祖源序列重   

建[37]，而后基于此前的方法进行 phyc 分析[23]，选

取 P 值<0.05 作为阈值。执行完这些计算工具后，

只保留在已知和 isoniazid、rifampicin、ethambutol

耐药相关的基因上出现的 SNP (表 2)。 

2  结果和分析 

2.1  样本基因组系统发育分析 

基于 1504 株结核分枝杆菌突变频次大于 2 的

SNP 构建系统发育树，添加 M. canettii 基因组作

为外群建立树根；本研究发现地理位置较为接近

的基因组数据在进化树上成簇分布，比如样本较

多的 Malawi 地区的内部菌株在进化树上的位置较

近；另外，家系 2 在我国分布广泛，而家系 4 在

我国分布相对较少。可见不同地区和家系的菌株

进化距离较远，携带很多与耐药表型无关的突变

(图 1)。 

2.2  3 种抗生素杀伤机制及其已知耐药相关 SNP 

根据已有实验和测序分析的文章，确认和耐

药有直接关联的基因及其 SNP，它们主要来自

TBProfiler 预测软件的突变数据集[38]、Tim walker

团队预测 MTB 耐药性的文章对应的突变[39](组成

了两款预测软件 Mykrobe 中的突变数据库)、Tim 

walker 团队自己整理的突变数据集(目前未公开)，

本研究取 3 个数据的交集作为已知耐药相关 SNP；

考虑到只有 isoniazid、rifampicin、ethambutol 在数

据集中具有耐药无关突变，本研究取这 3 种抗生

素进行评估(表 2)。isoniazid 可以通过 katG 基因编

码的过氧化氢酶催化形成异烟酸，进而和 NADH

结合成复合体，作为底物结构类似物阻断脂肪酸

合成酶执行催化功能，抑制细胞壁的合成[40–43]。

rifampicin 可以通过疏水性的细胞膜与 DNA 依赖

的 rpoB 编码的 RNA 聚合酶 β 亚基结合，抑制了

RNA 聚合酶活性，进而阻止 DNA 转录合成 RNA

并破坏细胞生理功能[44–46]。ethambutol 可以作为阿

拉伯糖结构类似物与 embA、embB、embC 基因编

码的阿拉伯糖转移酶结合，阻止了组成细胞壁必 

需的阿拉伯半乳聚糖的合成[47–49]。这 3 种抗生素

耐药相关 SNP 大多与激活抗生素有关的酶结构改

变、抗生素靶点的改变、抗生素靶向蛋白表达量

的改变有关(表 2)。 

2.3  3 种不同的耐药相关 SNP 计算方法比较 

在耐药相关 SNP 的显著性检验结果中，对于

位于异烟肼、利福平、乙胺丁醇相关的 katG、rpoB、

embA 基 因 上 的 已 知 耐 药 相 关 SNP ，

katGSer315Gly、Trp191Arg、rpoB Gln432Lys 突变

只在 phyc 方法的结果中显示和耐药显著相关，而

GEMMA 和 plink 则显示其与耐药不显著相关。在

embA-43G>C、Met306Val 以及 rpoB Asp435Gly、 
 

表 2.  三种抗生素杀菌机制和耐药相关 SNP 

Table 2.  Mechanisms of three antibiotics killing bacteria and their resistant-related SNPs 

Antibiotics Resistant-related genes Resistant-related SNPs Resistant-unrelated SNPs Reference 

Isoniazid fabG1, inhA, katG, kasA, ahpC, ndh 323 100 [40–43] 

Rifampicin rpoB, rpoC 145 61 [44–46] 

Ethambutol embA, embC, embR, embB 193 321 [47–49] 
 
 
 
 
 
 
 



李志远等 | 微生物学报, 2021, 61(11) 3657 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

His445Leu、Ser441Leu、Ile491Phe、Ser450Trp、

Gln432Lys 中只有 plink 无法被计算出和耐药显著

相关，但 phyc 得到的 P 值依然远小于 GEMMA  

(表 3)。另外，本研究还新发现 pks12 Ile2261Val

与异烟肼耐药有关，发现 serA1 Ala302Gly 和 pyrG 

Gly576Ala 突变与乙胺丁醇耐药有关，发现 fusA1 

Lys359Arg 和 Lys359Glu 与利福平耐药有关。 

本研究通过统计 3 种方法计算出的耐药相关

突变在耐药菌和敏感菌中占据的比例，评估这些

SNP 在预测菌株耐药表型中的准确度和特异性，

发现其在预测 isoniazid 耐药相关 SNP 中表现差异

不大，但 GEMMA 和 phyc 的敏感度在 rifampicin

和 ethambutol 中显著高于 plink (图 2，表 3)，并且

GEMMA 和 phyc 可以发现更多的已知耐药相关

SNP；phyc 计算得到的乙胺丁醇相关的 SNP 在保

证 特 异 性 最 高 的 情 况 下 保 证 了 最 高 的 准 确 性  

(图 2，表 3)。 

通过比较 3 种计算方法的原理和计算时间，

发现 GEMMA 和 plink 的原理较为接近，都是将

耐药表现型视为基因型和随机参数的函数，当

SNP 在耐药菌株中频率显著高于敏感菌株时，则

视为与耐药有关。不同的是 GEMMA 还计算了遗

传矩阵用于去除平衡群体分层带来的耐药无关突

变。而 phyc 计算原理中考虑了抗生素积累耐药中

的收敛进化，计数进化树上形成的子分支簇是否

多为耐药菌，若包含某 SNP 的进化分支构成的簇 

 

表 3.  不同的计算方法中算出的已知和新耐药相关 SNP 

Table 3.  Significance test of known and novel resistant-related SNPs 

Antibiotics Gene SNP type 
Mutation frequency 
in resistant strains/%

Mutation frequency 
in susceptibe 
strains/% 

Phyc GEMMA Plink 

Known resistant-related SNPs 

Isoniazid katG p.Trp191Arg 0.910 0.160 0.00590 NA 0.00759 

p.Ser315Gly 0.429 0 0.00479 NA NA 

Rifampicin rpoB p.Asp435Gly 1.94 0 2.11E-10 0.011 NA 

p.His445Leu 1.94 0 1.37E-08 0.011 NA 

p.Ser441Leu 0.97 0 8.97E-07 0.005 NA 

p.Ser450Trp 1.09 0 3.61E-06 0.006 NA 

p.Gln432Lys 0.459 0.147 0.0152 NA NA 

p.Ile491Phe 0.573 0 0.0153 0.003 NA 

Ethambutol embA c.-43G>C 2.75 0 5.69E-09 5.730E-08 NA 

p.Met306Val 33.5 4.460 7.34E-47 3.346E-54 3.99E-87 

Novel resistant-related SNPs 

Isoniazid pks12 Ile2261Val 6.37 0.410 0.0599 8.71E-28 3.12E-13 

Rifampicin fusA1 Lys359Arg 2.92 0.599 1.42E-11 7.40E-5 1.99E-8 

Lys359Glu 3.04 0.699 2.12E-11 1.05E-4 3.52E-8 

Ethambutol serA1 Ala302Gly 3.00 0.783 2.57E-8 2.00E-5 1.67E-3 

pyrG Gly576Ala 14.0 8.690 2.84E-5 4.84E-4 7.22E-6 

NA: the P value is not significant or the OR value in plink is less than 1. 
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图 2.  GEMMA、phyc、plink 方法计算所得耐药 SNP 及其敏感性和精确性 

Figure 2.  The sensitivity and accuracy of drug-resistant SNP calculated by GEMMA, phyc and plink methods. A: 
Number of SNPs acquired by GEMMA, phyc and plink method; B: Number of SNPs acquired by GEMMA, phyc 
and plink method and their overlap with all resistant-related SNPs in database; C: Sensitivity and precision of the 
SNPs acquired by GEMMA, phyc and plink method. Sensitivity is the proportion of the strains with 
resistant-related SNPs in all resistant strains. Precision is the proportion of resistant strains in the strains with the 
resistant-related SNPs. 
 

多为耐药表型，则某 SNP 与耐药有关。这也决定

了 phyc 计算中只能将表现型视为耐药或非耐药

菌，难以统计连续值表现型，而 GEMMA 和 plink

可以；另外，phyc 在计算中需要使用频次大于 2

或 3 的 SNP 构建进化树和大量随机抽样，这使得

其消耗的时间远大于 GEMMA 和 plink (表 4)。 
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表 4.  不同方法原理的比较 

Table 4.  Comparison of three methods for the calculation of resistant-related SNPs 

Method  Method of eliminating population stratification 
Calulation 
time 

Phenotype

Plink No 10 min DST/MIC

GEMMA Calculating sequence similarity matrix 10 min DST/MIC

Phyc Using convergence as the signal of positive selection and the specificity of convergence to cases 144 h DST 

MIC: the result of minimum inhibitory concentration. DST means the result of drug susceptibility testing. 
 

3  讨论 

本文通过整理 1504 株结核分枝杆菌的序列及

表型数据，使用 3 种常用的方法计算耐药相关

SNP，比较了可以找到的已知耐药相关 SNP、已

知耐药无关 SNP 的数目，以及用这些 SNP 重新推

断原菌株耐药表型时的敏感性和特异度，发现

phyc 在计算异烟肼、利福平、乙胺丁醇耐药相关

SNP 时可以算出更多已知耐药相关 SNP 或基本持

平，而且 phyc 计算得到的耐药相关 SNP 具有更稳

定的敏感性和特异度(恒定大于 52.49%)；虽然

GEMMA 和 plink 得到的耐药相关 SNP 对应的敏

感性和特异度有时也最高，但是也会出现低于

40%的情况。由于 GEMMA 也考虑了遗传关联性，

排除了一些潜在的群体分层等带来的假阳性，因

此在乙胺丁醇中找到的已知耐药相关 SNP 数和

phyc 找到的 SNP 数持平(图 2)；而 plink 虽然也可

以在特异性中表现接近 GEMMA 和 phyc，但由于

没有考虑基因组的关联，只是对等位基因频率统

计学分析，计算出的已知耐药相关 SNP 数均最少

(图 2，表 3)。 

另外，GEMMA 和 plink 会将大量已知和耐药

显著相关的 SNP 计算为和耐药不显著相关，比如

katG Ser315Gly 、 rpoB Gln432Lys 、 rpoB 

Glu460Gly、embA -43G>C、rpoB Ser450Trp、rpoB 

Ile491Phe。实验和测序证据证明已知这些 SNP 均

和耐药的发生有关联，其中 katG Ser315Gly 位于

激活异烟肼的酶的活性 SNP，已有研究说明其与

异烟肼耐药的形成显著相关[50]；rpoB Gln432Lys、

Glu460Gly、Ile491Phe 等位于 RNA 聚合酶的编码区，

可能与 RNA 聚合酶的结构有关[51]；embA-43G>C

位于乙胺丁醇靶向的阿拉伯糖转移酶的启动子

区，可能通过提高表达强度干扰抗生素的抑制[52]；

已有的全基因组关联分析已经算出本研究提供的

耐药相关 SNP 与耐药有关[14,39]。phyc 的表现更好

可能与其在计算时直接计数进化形成的耐药菌株

簇并且把进化距离较近且表现型相同的冗余分支

合并，而非如同 plink 和 GEMMA 单纯统计全部

耐药和敏感菌株携带 SNP 的数目多少[23]。 

本研究预测的新耐药相关 SNP 大多与代谢过

程或细胞膜、细胞壁的合成有关(表 3)。serA1 在

结核分支杆菌中负责丝氨酸代谢，在生长中必不

可少，SNP 可能通过改变蛋白结构影响酶活，进而

影响丝氨酸代谢[53]。pyrG 是重要的 CTP 合成酶[54]，

此前文章通过全基因组关联分析和热耗散模型推

测 pyrG 可能与耐药有关[55]。fusA1 是锚定蛋白靶

向的延伸因子(argyrin B targets elongation factor 

G)，其氨基酸突变(如 P443L)等被发现可以造成外

排泵、生物膜相关基因表达量改变，并且与多种

革兰氏阴性致病菌的氨基糖苷类、妥布霉素等抗

生素耐药有关[56–57]，目前没有关于导致结核分枝

杆菌耐药的报道。pks12 表达聚酮合酶，负责催化
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合成结核分枝杆菌细胞壁必需的脂类(如结核菌

醇 dimycocerosyl phthiocerol)，已被证明与固有耐

药有关[58]。CaeA 编码和细胞膜形成有关的蛋白

酶，被证明与结核分枝杆菌固有耐药有关。 

考虑到 phyc 方法适用表型数据有限和计算时

间过长，其并非可以完全替代 GEMMA 和 plink。

同等配置下 phyc 计算时间需要 1 周左右，远长于

GEMMA 和 plink (表 4)，而且在耐药菌株样本量

达到 879 的异烟肼中，敏感性、特异性和计算出

的已知耐药相关 SNP 数目区别不大(图 2)，所以如

果样本总量超过了 1000，可以在等待 phyc 计算结

果的同时，先使用 GEMMA、plink 初步算出频率

较高的耐药相关 SNP。虽然 phyc 在敏感性和特异

性上表现均较好，但考虑到其在分析中必须先根

据 临 界浓度定义进化树上的耐药分支和敏感分   

支[23,59]，目前无法考虑到最小抑菌浓度(minimum 

inhibitory concentration，MIC)的连续值数据。此

前 研 究 中 使 用 的 药 物 敏 感 性 测 试 (drug 

susceptibility testing，DST)主要是基于临界抗生素

浓度的药物敏感性测试，它曾是世界卫生组织和

部分结核分枝杆菌有关研究采用的耐药性检测标

准[20,60–62,48]；但是世界卫生组织和研究者认为临界

抗生素浓度的设定基于经验，缺乏科学依据[63–64]，

“决定耐药性的临界浓度通常非常接近实现抗分

枝杆菌活性所需的最低抑菌浓度，这增加了敏感

和耐药菌株误分类的可能性，并导致药物敏感性

测试结果的可重复性差”[65]；后来采用的微孔板法

最小抑菌浓度测定虽然更昂贵但更加准确[66–67]。

因此本研究认为若有最小抑菌浓度的数据，使用

phyc 时还需要用 GEMMA、plink 软件加以验证，

或者根据最小抑菌浓度大小将耐药菌分为低水平

耐药和高水平耐药，并在 phyc 软件定义耐药分支

时将其分为高水平耐药分支和低水平耐药分支。 

本文中部分已知耐药相关 SNP 在 3 种计算方

法的结果中均显示与耐药无关(图 2)，而且计算得

到的新耐药相关突变较少(表 3)，可能是由于耐药

菌样本量大小有限，而且耐药突变的计算容易受

到群体分层的干扰 [68]，系统发育树显示 Malawi

地区的菌株在进化关系上较为接近，可能和它们

祖先菌株有关的 SNP 被误认为与耐药有关(图 1)，

因此导致了全基因组关联分析存在偏差。考虑到

耐药基因常常受到更高的进化选择压力，在之后

的研究中可以结合进化选择压力(非同义突变除

以同义突变率)批量检索受到正选择压力的基因

或区域，进而降低预测耐药相关突变的假阳性，

进一步确认找到的 SNP 是耐药相关 SNP[21]；其次，

多个 SNP 的突变以及菌株遗传背景对耐药性的共

同影响也应被重视[69]，本研究发现和 ethambutol

强相关的突变在敏感菌中也有出现(图 2)，文献中

也指出单个 SNP 的突变(如 embB 第 306 个氨基  

酸)并不会确保一定获得高水平的 ethambutol 耐药

性[70]，即使是和异烟肼耐药性显著相关的 katG 的

第 315 个氨基酸也存在携带突变的敏感菌[39,71]；

也可以使用基于蛋白结构建模的计算方法探究突

变对蛋白结构的影响[72]。 

综上所述，计算结核分枝杆菌耐药相关 SNP

并保证最高准确性的合理策略是：尽可能下载已

公开的结核分枝杆菌基因组和表现型数据，尽量

保证来自不同地区或者家系的样本数目平衡，使

用最小抑菌浓度测定表型，计算耐药相关性大小

时先运行 phyc 方法，在等待计算结果时使用

GEMMA 和 plink 计算；使用已知耐药相关和耐药

无关 SNP 确定合理的 P 值阈值和突变优势比，尽

力避免假阳性和假阴性，同时计算新耐药相关基
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因和突变的进化选择压力大小；对进化关系和表

型有差异的组之间进行主成分分析，去除取样时

潜在的群体分层现象和家系相关 SNP 对耐药相关

SNP 预测结果的干扰。 
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Abstract: [Objective] The emergence of durg-resistant Mycobacterium tuberculosis brought a tough 

challenge to tuberculosis treatment. [Methods] Considering the lack of homologous recombination in 

Mycobacterium tuberculosis’s genome, the mutation strongly related to resistance could be efficiently 

confirmed by genome-wide association analysis. However, many resistance-related mutations had yet been 

found by existing methods. To calculate resistant-related mutations, researchers commonly used some 

methods similar to genome-wide association analysis (GWAS), which mainly included genome-wide efficient 

mixed model association (GEMMA), phylogenetic convergence test (phyc), plink. To find the better method 

among the three methods when calculating resistant-related SNPs on non-mobile antibiotic resistance gene, 

the genomes of 1504 M. tuberculosis strains from Hunan province and National Center of Biotechnology 

Information was obtained with their phenotypes of three first-line antibiotics (isoniazid, rifampicin, 

ethambutol). The three methods were performed to calculate the association between phenotype and known 

or novel SNPs related to resistance, and their sensibility and specificity were evaluated by the 

resistant-related SNPs got by the three methods. [Results] Phyc was able to search more known 

resistance-related SNPs with the sensibility and specificity higher than 52.49%. [Conclusion] Phyc is the 

most accurate in predicting the SNP related to drug resistance of Mycobacterium tuberculosis, but 

considering the update of running time and phenotypic data, the results of GEMMA and plink should also be 

used as a reference. 
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