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·临床论著·

临床培养分枝杆菌菌种鉴定方法的

比较以及相关临床分析

沈瑶杰　金嘉琳　冯云　阮裴怡　张文宏

　　【摘要】　目的　评价目前两种商用试剂盒对分枝杆菌菌种鉴定的诊断价值，并对结核及非结核
分枝杆菌感染的临床特点进行回顾性分析。方法　对临床样本中培养出的５１株分枝杆菌分别用免
疫胶体金法（结核分枝杆菌抗原检测试剂盒）和多重聚合酶链反应（ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ）方法（Ｓｅｅｐｌｅｘ

ＭＴＢＮＴＭＡＣＥＤｅｔｅｃｔｉｏｎ试剂盒）进行菌株鉴定，并用１６ＳｒＤＮＡ测序的方法评价此两种快速检测技
术的诊断价值；在菌种鉴定的基础上分析结核与非结核分枝杆菌临床特点的异同。结果　以１６Ｓ
ｒＲＮＡ测序结果为金标准，胶体金法敏感性为５６．３％（９／１６），特异性为９７．１％（３４／３５）；多重 ＰＣＲ法
敏感性为８１．３％（１３／１６），特异性为１００％（３５／３５）。５１株罗氏培养分枝杆菌阳性菌株中，经明确鉴
定为非结核分枝杆菌的共１６株，主要来自创面、皮肤组织及痰、渗出液等分泌物取材培养，且以龟／脓
肿分枝杆菌（５０．０％，８／１６）、海分枝杆菌（２５．０％，４／１６）感染占多数。结论　两种结核分枝杆菌菌株
快速鉴定试剂均具有较好的特异性，多重ＰＣＲ法在敏感性上显著优于胶体金法，更适合用于临床对
结核分枝杆菌及非结核分枝杆菌的鉴别。１６ＳｒＤＮＡ直接测序能更好的鉴定分枝杆菌至种水平，有效
鉴别各种非结核分枝杆菌，有助于临床诊断。
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　　分枝杆菌属包括结核分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＭＴＢ）和非结核分枝杆菌（Ｎｏｎｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓ
ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，ＮＴＭ）。前者由于患病率高，在世界
范围内受到了广泛的瞩目，后者属于环境中常见菌

群，种类繁多，致病性菌株较少，发病率较低，以往很

少受到研究者的重视［１］。近年来，由于 ＨＩＶ传播的
日益猖獗，作为机会性感染之一，非结核分枝杆菌渐

渐进入人们的视野［２］。值得重视的是，免疫功能正

常的人群中也存在发生非结核分枝杆菌感染的可

能。这两类分枝杆菌，由于其对不同抗菌药物敏感

性不同，治疗方案存在很大差别，故二者的鉴别具有

重要的临床意义［３］。

传统的分枝杆菌鉴定方法是根据其生物学特

征，如生长速度、色素、菌落形态和生化特征，进行形

态学鉴定或根据生化试验进行鉴定。近十年来，新

的方法也逐步标准化，包括核酸探针、ＰＣＲ技术、基
因芯片和细胞壁脂肪酸色谱分析等，为临床提供一

定的诊治信息［４］。

本研究对临床分离的５１株分枝杆菌菌株进行
菌种鉴定，评价目前常用的两种商用结核检测试剂

盒（胶体金法和多重 ＰＣＲ方法）对分枝杆菌菌种鉴
定的可靠性，并回顾性分析两类分枝杆菌感染者的

临床特点。

资料与方法

一、材料来源

收集本院检验科细菌室２０１０年３月 ～２０１１年
７月通过罗氏固体斜面培养基阳性培养得到的分枝
杆菌共５１株。

二、方法

１．免疫胶体金法检测：结核分枝杆菌抗原检测
试剂盒（商品名：凯必利，杭州创新生物检控技术有限

公司产品）是根据免疫层析法原理检测结核培养中分

枝杆菌分泌到菌体外的ＭＰＢ６４蛋白，用于结核与非
结核分枝杆菌的鉴定。将收集到的人体液、组织及支

气管灌洗液等临床材料按照说明书进行适当的前处

理，然后接种到改良罗氏培养基上，３７℃培养２～４
周，直至培养基上能确认菌落生长。采集１μｌ菌体
悬浊于０．２ｍｌ生理盐水中并充分混匀，取１００μｌ加
入到试剂检测孔中，１５ｍｉｎ后观察，１ｈ内判定结果，
检测线和质控线均出现紫红色条带为阳性，质控线出

现检测线但未出现紫红色条带者为阴性，质控线未出

现者表示试剂存在问题而必须重新检测。

２．ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ方法鉴定：Ｓｅｅｐｌｅｘ ＭＴＢＮＴＭ
ＡＣＥＤｅｔｅｃｔｉｏｎ试剂盒（美国 Ｓｅｅｇｅｎ公司）是基于多
重ＰＣＲ原理通过扩增包括ＩＳ６１１０及ＭＰＢ６４在内的

目的片段达到鉴别ＭＴＢ和ＮＴＭ的目的。按照说明
书制备１７μｌＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ，包括４μｌ５×ＭＴＢ／
ＮＴＭ ＡＣＥＰＭ，３μｌ８ＭｏｐＳｏｌｕｔｉｏｎ，１０μｌ２×
ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＭａｓｔｅｒＭｉｘ，混匀并短暂离心后加入 ３μｌ
提取的ＤＮＡ作模板，或同时以３μｌＭＴＢ／ＮＴＭＡＣＥ
ＰＣ作阳性对照和３μｌｄｄＨ２Ｏ作阴性对照进行 ＰＣＲ
扩增，反应条件：９４℃ １５ｍｉｎ→（９４℃ ３０ｓ→６０℃
１ｍｉｎ３０ｓ→７２℃ １ｍｉｎ３０ｓ）４０个循环→７２℃
１０ｍｉｎ→４℃ ∞。结束后取５μｌＰＣＲ产物进行２％
凝胶电泳并鉴定结果。

３．１６ＳｒＤＮＡ测序鉴定：采用 ＱｉａｇｅｎＤＮＡｍｉｎｉ
试剂盒提取分枝杆菌培养阳性菌株 ＤＮＡ，合成１６Ｓ
ｒＤＮＡ通用引物［５］，８ＦＰＬ：５’ＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣ
ＡＧ３’及 １４９２：５’ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３’，
将提取的ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增。５０μｌＰＣＲ反应体
系：３７．５μｌｄｄＨ２Ｏ，１μｌ模板 ＤＮＡ，５μｌ１０×ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋），４μｌｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），２０
μｍｏｌ／Ｌ引物８ＦＰＬ和１４９２各１μｌ，２．５ＵｒＴａｑＤＮＡ
聚合酶（ＴａＫａＲａ）。ＰＣＲ循环条件为９５℃ ５ｍｉｎ→
（９５℃ ４０ｓ→５５℃４０ｓ→７２℃１ｍｉｎ３０ｓ）３５个循
环→７２℃ １０ｍｉｎ→４℃ ∞。凝胶电泳检测后送
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序，序列比对后确定相应菌种。

三、病史回顾性分析

收集所有病例资料进行回顾并分析其临床

特点。

结　　果

一、菌种鉴定结果

本研究收集到经抗酸染色阳性鉴定为分枝杆菌

菌株共５１株。对已通过免疫胶体金法和多重 ＰＣＲ
法鉴定的５１株分枝杆菌进行１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ测序
鉴定，菌种结果及其相应培养标本的采集来源部位

见表１。
二、临床资料

本研究入组５１株分枝杆菌菌株，来自５０例患
者，这些患者免疫功能均未发现异常。皮肤和局部

伤口感染中，海分枝杆菌感染者４例，龟／脓肿分枝
杆菌感染者２例。回顾性分析４例海分枝杆菌感染
者，其中１例有鱼缸锐物刺伤史，１例有拖把木制把
柄刺伤史，１例有铝合金划伤手指史，１例病史不详
或失访。而结核分枝杆菌皮肤创面感染者中，其中

１例有甲沟炎拔甲史，其余均无刺伤史。两者的病
灶形态及分布区别不大，两种菌株感染若累及关节

者均可造成关节肿胀僵硬，海分枝杆菌感染者可造

成皮肤多发结节样病灶。病理组织学检测可见肉芽

肿反应或朗罕巨细胞反应。
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表１　１６ＳｒＤＮＡ测序结果及标本来源分布

标本类型 ＭＴＢ（株） ＮＴＭ（株） ＮＴＭ菌种

痰／灌洗液 １３ ６ 龟／脓肿分枝杆菌５株，偶发分枝杆菌１株

皮肤／局部创面 ７ ７ 海分枝杆菌４株，龟／脓肿分枝杆菌２株，其他１株

尿液 ０ １ 龟／脓肿分枝杆菌１株

体液（胸腹水，脑脊液） １４ １ 鸟分枝杆菌１株

血液 １ １ 鸟分枝杆菌１株

合计 ３５ １６

　　注：表中两株鸟分枝杆菌均来源于同一播散性非结核分枝杆菌感染患者血液和胸水培养

　　三、两种快速鉴定技术的诊断价值
以１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ测序结果为标准，评价结核分

枝杆菌抗原检测试剂盒（免疫胶体金法）和Ｓｅｅｐｌｅｘ

ＭＴＢＮＴＭＡＣＥＤｅｔｅｃｔｉｏｎ试剂盒（ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ方
法），两者的敏感性分别为５６．３％（９／１６）和８１．３％
（１３／１６），特异性分别为 ９７．１％（３４／３５）和 １００％
（３５／３５），如表 ２所示两种方法均具有较高的特异
性，但多重 ＰＣＲ法的敏感性显著优于胶体金法，更
适合用于临床中ＭＴＢ与ＮＴＭ的鉴别。

表２　两种快速鉴定方法与测序鉴定［例（％）］

１６ＳｒＤＮＡ测序

ＭＴＢ（ｎ＝３５） ＮＴＭ（ｎ＝１６）

胶体金法 ＭＴＢ ３４（９７．１） ７（４３．７）

ＮＴＭ １（２．９） ９（５６．３）

多重ＰＣＲ法 ＭＴＢ ３５（１００） ３（１８．７）

ＮＴＭ ０ １３（８１．３）

讨　　论

由于愈来愈多的ＮＴＭ对一线抗结核药物耐药，
故准确鉴别 ＮＴＭ与 ＴＢ具有重要的现实意义。目
前，国内菌种鉴定方法主要参照１９８４年《全国结核
病细菌学检验规程》及１９９５年中国防痨协会《结核
病诊断细菌学检验规程》进行，即在改良罗氏、对硝

基苯甲酸、噻吩羧酸酰肼鉴别培养基上均生长的为
非结核分枝杆菌；在改良罗氏、噻吩羧酸酰肼鉴别
培养基上生长而在硝基苯甲酸培养基上不生长的为

结核分枝杆菌［６］。但此种方法耗时较长，且需要依

赖检验人员的经验，提供临床信息较慢，并且无法发

现菌种变异或者新菌种。

胶体金法的原理则是通过结核分枝杆菌的培养

中分泌到菌体外的蛋白质 ＭＰＢ６４（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｌ
ＰｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍＢＣＧｏｆＲＭ０．６４ｉｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）与胶
体金标记的抗ＭＰＢ６４单克隆抗体 Ａ形成的免疫复

合物，由于毛细管层析现象而移动至被检测线（Ｔ），
被其中固定化的抗ＭＰＢ６４单克隆抗体Ｂ捕捉，于是
在Ｔ处因胶体金的作用形成肉眼可见的紫红色条
带，判为阳性，即ＭＴＢ。胶体金法是在ＥＬＩＳＡ基础上
发展起来的一种检测技术，具有操作简便、快捷（５～
１０ｍｉｎ）、可单份检测、便于保存、不需特殊设备、价
格便宜等优点，但胶体金法易受环境、湿度、反应时

间及加样量的影响，不宜作为确诊实验。鉴于其简

便快速，且不需特殊设备并可单份检测等独特的优

点，常应用于基层医疗单位以及其他医疗单位为门

诊患者或野外、大批量时间较紧的检测或大面积普

查等提供方便、快捷的初筛试验［８］。

而ＳｅｅｐｌｅｘＭＴＢＮＴＭＡＣＥ检测试剂盒则基于多
重ＰＣＲ原理通过扩增包括 ＩＳ６１１０和 ＭＰＢ６４在内的
目的片段达到鉴别ＭＴＢ和 ＮＴＭ的目的。ＰＣＲ具有
特异、敏感、产率高、快速、简便、重复性好以及易自

动化等优点，多重 ＰＣＲ可以在同一检测管内，同时
检测多个指标，进一步提高了效率，节省了时间；缺

点则是由于引物间的配对、引物间的竞争性扩增、退

火温度等均可影响多重 ＰＣＲ的扩增效果，可通过优
化ＰＣＲ反应体系和条件来达到最佳效果［９］。

１６ＳｒＤＮＡ鉴定方法是对分枝杆菌的１６ＳｒＤＮＡ
基因进行测序，并与基因库进行比对，可将分枝杆菌

鉴定至种及种以下水平，已成为鉴定分枝杆菌菌种

的黄金标准［７］。１６ＳｒＤＮＡ方法较传统方法简单快
速准确，但由于需要进行 ＰＣＲ产物测序，费用及耗
时也较为可观。而两种商用试剂盒具有较高的特异

性，可区分本研究所入选的大部分 ＭＴＢ和 ＮＴＭ，且
方便、快捷，可为临床诊治提供依据。但其缺点在于

不能将 ＮＴＭ鉴定至菌种，而 ＮＴＭ的治疗方案选择
及疗程与其菌种相关，故最终的鉴定仍需依靠 １６Ｓ
ｒＤＮＡ测序法鉴别。

根据临床菌株来源部位的总结分析，发现 ＮＴＭ
主要出现在皮肤关节感染中且以海分枝杆菌感染为

主，与国外研究结果一致［１０］。另外，从同一例播散
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性非结核分枝杆菌感染者的血液及胸水中分别培养

出分枝杆菌，经鉴定均为鸟分枝杆菌。提示临床医

师需要注意在皮肤感染和全身播散性感染诊断中不

要忽视非结核分枝杆菌的可能，本研究回顾性分析

患者的临床表现，结果发现一些 ＮＴＭ感染者有皮肤
异物刺伤史。国外文献曾报道与海分枝杆菌感染相

关的危险因素包括从事水产相关职业、水族馆或者

鱼类相关外伤史［１０］，与本研究相吻合。由于非结核

分枝杆菌广泛分布于环境中，故需要在临床诊断中

注意，有皮肤异物刺伤者除了革兰阳性球菌和真菌

等感染的可能性外，非结核分枝杆菌也需纳入考虑

范围。此外，从临床表现及病理等方面看，ＮＴＭ和
ＭＴＢ感染还是较难区别的，准确鉴别这两种感染还
是需要依赖分枝杆菌培养及菌种鉴定等辅助检查。

此外，结核特异性 γ干扰素释放的酶联免疫斑
点试验（ＴＳＰＯＴ．ＴＢ检测）具有较高的特异性和敏感
性，目前已广泛应用于结核感染的早期诊断中［１１］。

虽然仍无法区分活动性结核与潜伏性感染，但值得

注意的是，有研究报道，共有 １１例患者曾行 Ｔ
ＳＰＯＴ．ＴＢ检查，１例 ＮＴＭ感染者为阴性，１０例 ＭＴＢ
感染者ＴＳＰＯＴ．ＴＢ检查（包括外周血及体液）均为
阳性，显示了该检查对于 ＭＴＢ感染良好的特异性，
或者说，该检查不仅是结核分枝杆菌感染的诊断试

验［１２］，在某种程度上同样可以作为鉴别结核及非结

核分枝杆菌感染的手段之一。
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