
·综　　述·

非结核分枝杆菌的实验室鉴定方法学进展
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　　非结核分枝杆菌（ＮＴＭ）是指除结核分枝杆菌复合群（人

型、牛型、非洲和田鼠分枝杆菌）及麻风分枝杆菌以外的其他分

枝杆菌，是一种条件致病菌，极易导致院内感染。ＮＴＭ 可以

侵犯人体肺脏、淋巴结、骨骼、关节、皮肤和软组织等组织器官，

并可引起全身播散性疾病。近年来，由于 ＡＩＤＳ患者、长期使

用免疫抑制剂患者［１］和器官移植术后患者并发 ＮＴＭ 病的增

多而日益受到重视；如美国报告ＮＴＭ约占分枝杆菌分离株的

１／３；在我国，２０００年第四次全国结核病流行病学抽样调查报

告指出ＮＴＭ菌株比例明显增加，１９８５年为４．２％，２０００年上

升到１１．１％
［２］，渐渐引起人们的重视，因此 ＮＴＭ 已成为临床

不可忽视的病原微生物之一。ＮＴＭ 感染与结核分枝杆菌

（ＭＴＢ）感染引起的疾病在临床表现和影像特征上极其相似，

但ＮＴＭ对一线和二线抗结核药物天然耐药，造成两者的临床

治疗差别大；所以及时准确地进行菌型鉴定对临床治疗十分

重要。

传统的实验室鉴定方法为培养基培养后辅以生化试验鉴

定来区分 ＭＴＢ和 ＮＴＭ。陈小蓉等
［３］利用美国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋ

ｉｎｓｏｎ公司提供的分枝杆菌生长指示管（ＭＧＩＴ）加入对硝基苯

甲酸（ＰＮＢ），建立ＢａｃｔｅｃＭＧＩＴ９６０培养法，设定ＰＮＢ３００μｇ／

ｍｌ为实验界限浓度，并辅以２８℃生长试验，耐６８℃热触酶试

验以及细菌的生长速度和光反应等来鉴定 ＭＴＢ或 ＮＴＭ。在

ＰＮＢ培养基上生长、２８℃生长、耐热触酶试验阳性、菌落颜色

有或无的为ＮＴＭ；若ＰＮＢ上不生长、２８℃不生长、耐热触酶

试验阴性、菌落无颜色则为 ＭＴＢ。传统的实验室鉴定方法简

单，试剂价格合理，并易于推广而一直沿用至今，但是耗时较

长，污染大，缺乏可重复性，不能及时、准确为临床提供参考。

ＰＣＲ技术及新型技术准确快速，特异、灵敏，结果更客观。本

文现就ＮＴＭ的ＰＣＲ技术及新型技术的现状作一综述。

１　ＮＴＭ鉴定的聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术

ＰＣＲ是指在ＤＮＡ聚合酶催化下，以母链ＤＮＡ为模板，以

特定引物为延伸起点，通过变性、退火、延伸等步骤，体外复制

出与母链模板ＤＮＡ互补的子链ＤＮＡ的过程。１９８９年 Ｈａｎｃｅ

等［４］在世界上首次将ＰＣＲ技术应用于结核分枝杆菌的检测，

ＰＣＲ技术简便、快速，灵敏度高、特异性好，可以定量，对样本

纯度要求低；但它存在的主要问题是扩增时气溶胶污染容易导

致假阳性结果，目前市面缺少商品化的 ＮＴＭ 诊断试剂盒，限

制了ＰＣＲ技术在ＮＴＭ鉴定中的应用。

１．１　ＰＣＲ直接测序法　ＤＮＡ序列分析方法由１９７７年英国

Ｓａｎｇｅｒ等发明的双脱氧链终止法和美国 Ａ．Ｍ．Ｍａｘａｍ和 Ｗ．

Ｇｉｌｂｅｒｔ发明的 ＭａｘａｍＧｉｌｂｅｒｔ化学降解法发展到２０世纪８０

年代的自动测序技术。

ＧＪ等应用ＰＣＲ直接测序法对２２种３０株分枝杆菌参考

菌株和１６株分枝杆菌临床分离菌株１６Ｓ２３ＳｒＤＮＡＩＴＳ测序，

利用１６Ｓ２３ＳｒＤＮＡ内转录间隔区序列
［５］既有高度保守的属特

异性序列又有高度可变的种特异性序列的特点，设计种特异性

引物，并以此序列为靶基因，经ＰＣＲ扩增
［６］后形成３′末端带有

荧光标记的相差一个碱基的不同长度的产物，由于１６Ｓ

２３ＳｒＤＮＡＩＴＳ序列长度较短，ＰＣＲ扩增产物一次测序可获得

全序列，含有足够信息，再构建分枝杆菌菌种聚类分析树状谱，

进行核苷酸序列分析，即可鉴别 ＭＴＢ与 ＮＴＭ。直接测序法

操作易于标准化与自动化；利用对１６Ｓ２３ＳｒＤＮＡＩＴＳ序列的

分析，即可将ＮＴＭ鉴定至种的水平，准确、快速。由于是自动

测序，要求ＰＣＲ产物纯化，ＰＣＲ的反应条件也需要优化，ＤＮＡ

自动测序仪需要专人操作、管理和维护，且不同实验室缺乏人

工判读结果的统一标准，限制了其在临床实验室的大规模

应用。

１．２　ＰＣＲ核酸探针技术

１．２．１　ＰＣＲ寡核苷酸探针阵列技术　ＰＣＲ寡核苷酸探针阵

列技术借助反向斑点杂交核酸分子杂交配对的特性对 ＤＮＡ

样品的序列信息进行分析。梁建琴等［７］先通过ＰＣＲＳＳＣＰ初

步分析鉴定２５３株分枝杆菌临床分离株，再根据１６ＳｒＲＮＡ

ＰＣＲ寡核苷酸探针与待测菌株生物素标记的１６ＳｒＲＮＡ基因

ＰＣＲ产物进行反向斑点杂交，以此建立寡核苷酸探针阵列法

鉴定分枝杆菌到种。此技术具有高灵敏性和高特异性，方法准

确、简便、快速，２～３ｄ即可出结果，对指导临床医生准确诊断、

及时用药非常有价值；但当靶序列存在个别碱基与探针错配时

仍可以发生杂交，因此存在个别碱基差异的核苷酸序列不容易

区分；操作复杂，费用较高，多在实验室对分枝杆菌深入研究时

应用，临床科室一般较少使用。

１．２．２　ＰＣＲ荧光探针法　梁建琴等
［８］利用ＰＣＲ荧光探针法

采用博奥生物有限公司分枝杆菌核酸检测试剂盒［９］对１０１５

例临床标本和５６株临床分离株进行临床研究，并与达安公司

结核分枝杆菌检测试剂盒检测结果比较。临床标本经过处理

后，进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ管放入荧光定量ＰＣＲ仪内，ＰＣＲ结

束后，根据样品的Ｃｔ值判断是否存在结核或者非结核分枝杆

菌。ＦＡＭ通道阳性，ＶＩＣ通道阴性或者阳性为结核分枝杆菌；

ＦＡＭ通道阴性，ＶＩＣ通道阳性为非结核分枝杆菌；ＦＡＭ 通道

阴性，ＶＩＣ通道阴性，无分枝杆菌。检测结果与达安公司试剂

盒比较总体符合率９５．１％，两种检测方法五显著性差异。这

种实时荧光 ＰＣＲ 技术
［１０１１］特异性强，灵敏度高，可以定

量［１２１３］，简单易行，可同时检测 ＭＴＢ与 ＮＴＭ，有利于指导临

床开展早期有效的化疗。

１．３　ＰＣＲ限制性片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）技术　ＰＣＲ

ＲＦＬＰ是将ＰＣＲ技术、ＲＦＬＰ电泳方法联合，通过ＰＣＲ扩增一
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段ＤＮＡ片段，然后再选择适当的限制性内切酶，对扩增产物

进行酶切，最后经电泳分析靶ＤＮＡ片段，可得到有特异性的

电泳谱带，从而达到鉴定不同基因型的目的。

ＰＣＲＲＦＬＰ法首先用通用引物扩增各种分枝杆菌的共同

靶序列，然后用限制性内切酶对扩增产物进行消化，不同分枝

杆菌获得的酶切片段数目和分子大小不同，根据酶切图谱的差

异，即可鉴别出不同种的分枝杆菌。Ｋｉｍ等
［１２］以ｈｓｐ６５基因

和ｒｐｏＢ基因为靶基因，分别扩增 ＭＴＢ和ＮＴＭ的２３５、１３６ｂｐ

的基因片段，对４４株分枝杆菌参考株和３７９株临床分离株进

行检测，并进一步对１８株 ＮＴＭ 选用限制性内切酶 ＭｓｐⅠ、

ＨａｅⅢ进行酶切鉴定和序列测定，以此建立了 ＰＣＲＲＦＬＰ

法［１４］。该方法可以准确、快速的对 ＭＴＢ和 ＮＴＭ 进行鉴别，

敏感性和特异性均为１００％，并能将 ＮＴＭ 鉴定至种的水平。

Ｓｈｏｊａｅｉ等
［１５］采用ｈｓｐ６５ＰＣＲＲＦＬＰ、１６ＳｒＲＮＡ测序结合的方

法对６７株临床分离的ＮＴＭ进行菌种鉴定。ＰＣＲ扩增６４４ｂｐ

的ｈｓｐ６５基因序列，并用限制性内切酶 ＡｖａⅡ、ＨｐｈⅠ、ＨｐａⅡ

分别进行酶切鉴定，该方法可以对ＮＴＭ的流行情况及菌种分

布特点进行监测，有利于 ＮＴＭ 病的防控及早期诊断。万彦

彬［１６］设计分枝杆菌属特异性通用引物，用限制性内切酶 Ｍｓｐ

Ⅰ对ＰＣＲ产物进行酶切，对酶切结果进行聚类分析，以与人结

核分枝杆菌 Ｈ３７Ｒｖ相似度大于９０％为域值，建立鉴别 ＮＴＭ

与 ＭＴＢ的ＰＣＲＲＦＬＰ方法。

ＰＣＲＲＦＬＰ技术结合了ＰＣＲ的快速灵敏与ＲＦＬＰ的准确

特异，结果稳定，无需特殊的仪器设备，可操作性强，耗时短，大

多数实验室均可进行，为早期诊断 ＮＴＭ 病提供了新的工具；

但需注意到引物的设计要求严格，酶消化的过程不充分容易导

致假阴性结果。

１．４　ＰＣＲ单链构象多态性（ＰＣＲＳＳＣＰ）技术　ＰＣＲＳＳＣＰ技

术是１９８９年日本Ｏｒｉｔａ等
［１７］创建的一种在ＰＣＲ技术基础上

发展起来的筛查ＰＣＲ扩增产物点突变的新技术。它的原理是

ＰＣＲ扩增后的ＤＮＡ片段经变性成单链ＤＮＡ，单链ＤＮＡ在非

变性聚丙烯酰胺凝胶中电泳时形成不同的立体构象，其构象直

接影响泳动速率，相同长度的ＤＮＡ单链其核苷酸顺序仅有单

个碱基的差别，就可以产生立体构象的不同，造成泳动速率的

不同，产生不同的电泳带，从而分离出构象有差异的分子。

运用 ＰＣＲＳＳＣＰ 方法，通过设计 ２ 对引物分别 扩 增

１６ＳｒＤＮＡ２条核苷酸片段，根据ＳＳＣＰ电泳图谱与 ＭＴＢ标准

株的相似性鉴别 ＭＴＢ与 ＮＴＭ。此种ＰＣＲＳＳＣＰ技术是先

ＰＣＲ扩增靶ＤＮＡ，将特异的ＰＣＲ扩增产物变性，而后快速复

性，使之成为具有一定空间结构的单链ＤＮＡ分子；再将适量

的单链ＤＮＡ进行非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳；根据ＳＳＣＰ电

泳图谱与 ＭＴＢ标准株的电泳结果，进行相似性比较。方法快

速，仅用３ｄ；简单、快速、经济、灵敏，且不需要特殊的仪器，适

合临床实验室的要求，对于临床复治、难治结核病的诊断及药

物的选择有重要作用；不足之处在于电泳条件要求比较严格，

当某些位置的点突变对单链ＤＮＡ分子立体构象的改变不起

作用或作用很小时，可能会使聚丙烯酰胺凝胶电泳无法分辨，

造成漏检。

２　新型技术

２．１　基因芯片技术　基因芯片（ＧｅｎｅＣｈｉｐ）是通过原位合成、

点接触法或喷墨法等将大量的ＤＮＡ分子固定于膜或支持物

上而成。将基因芯片与标记的样品分子进行杂交后，通过检测

每个探针分子的杂交信号强度，就可以同时对所有被检测基因

进行序列和数量的分析。

石玉玲等［１８］采用基因芯片法检测３７９例临床疑似分枝杆

菌感染患者的标本，先行ＰＣＲ扩增、分子杂交、微阵列芯片扫

描，最后由计算机收集荧光信号，并对每个点的荧光强度数字

化后进行分析，根据探针在芯片上的特定位置排布，推断出相

应被测病原菌的相关信息，从而鉴定出 ＭＴＢ与 ＮＴＭ。整个

检测过程６ｈ内完成，可为早期诊断提供依据；灵敏度高，通量

高；安全系数高，无须接触活菌；检测效率高，自动化程度高，无

污染，便于在大型综合医院和研究机构广泛开展；但由于成本

高，目前只有公司从事ＤＮＡ芯片的研究，临床科室研究极少。

２．２　恒温扩增技术（ＬＡＭＰ）　自２０世纪９０年代初，对恒温

扩增技术的研究进入了人们的视野，２０００年日本学者 Ｎｏｔｏｍｉ

等［１９］发明ＬＡＭＰ，作为一种新型的核酸扩增技术，可用于病原

微生物的检测。

ＬＡＭＰ使用一种具有自动链置换活性的 ＢｓｔＤＮＡ 聚合

酶，通过２条特异的外部引物和２条特异的内部引物，在等温

（６０～６５ ℃）的条件下进行靶序列特异度扩增，通过加入

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ观察颜色变化来判断扩增与否
［２０］。若反应液的

颜色呈现绿色则为结核分枝杆菌，呈现橙色则为 ＮＴＭ。

ＬＡＭＰ技术特异度高、灵敏度高，等温条件进行，操作简单，无

需特殊仪器设备，快速高效，适于及时、现场、快速检测，在病原

微生物检测及疾病诊断方面得到广泛应用，有很好的发展前

景。但其不能进行长链ＤＮＡ的扩增，易受污染，产生假阳性。

此技术目前于处理论研究阶段，未进入临床检测。

２．３　免疫学方法　Ａｎｎａ等
［２１］利用 Ｍｃｅ家族蛋白是存在于

ＮＴＭ，不存在于结核分枝杆菌复合群的特异性抗原，建立识别

ＮＴＭ特异抗原的免疫学方法，并研究了Ｔ细胞对这些抗原的

免疫反应。下载含有短序列ＢＬＡＳＴ蛋白和 ＴＢＬＡＳＴＮ蛋白

质的基因组序列，采用ＩＦＮγ体外酶联免疫斑点法和６ｄ的增

殖试验，聚类分析分枝杆菌蛋白和 ＮＴＭ 特定蛋白，从而区分

ＭＴＢ与ＮＴＭ。该方法特异度、灵敏度很高，且 ＮＴＭ 特异性

抗原可以用来研究具有高度专一性的ＮＴＭ曝光；此技术对于

结核病新疫苗的产生有很重要的影响，但目前只是出于理论设

想阶段，未进入临床检测。

３　总　　结

ＮＴＭ是一种条件致病菌，且存在范围广，容易感染。近

年来，由ＮＴＭ感染的病例逐年增加，因其对一线二线抗结核

药耐药，且其临床特征与结核病很相似，但临床治疗差别大，造

成误诊、漏检，因此ＮＴＭ与 ＭＴＢ的快速准确鉴定对临床意义

重大。ＰＣＲ技术及其他相关技术敏感、特异、准确，能及时为

临床提供有价值的参考意见，但仪器设备要求高。而近年新生

的变性高效液相色谱技术［２２］及基质辅助激光解析电离飞行时

间质谱技术［２３］在分枝杆菌鉴定［２４］中具有绝对优势，对于

ＮＴＭ菌种鉴定有很大的潜力，是未来一个很好的发展方向。

相信随着技术的不断发展和成熟，能找到一种简单、快速，准

确、经济，适合临床开展的ＮＴＭ鉴定的方法。
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作者简介：马玉国，男，主任技师，主要从事生化检验研究。

·综　　述·

急性肾损伤的检测指标ＮＧＡＬ的研究进展

马玉国，赵红丽，任秀华，赵俊月 综述，马玉国 审校

（武警河北总队医院检验科，河北石家庄０５００８１）

　　关键词：肾功能衰竭；　载体蛋白质类；　综述

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１４．０２９ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１４１８４２０３

　　急性肾损伤（ＡＫＩ）原称急性肾功能衰竭（ＡＲＦ）。它是由

各种原因引起的肾功能在短时间（几小时至几天）内突然下降

而出现的临床综合征。２００５年９月，在阿姆斯特丹召开的合

作研讨会上，将肾功能衰竭更名为急性肾损伤［１］。ＡＫＩ由于

其病死率高，急性肾损伤的早期诊断和分期直接决定其治疗措

施，进而影响预后，因此努力提高其早期诊断率，对急性肾损伤

进行早期防治，有着积极的临床意义。

在常规评价肾功能降低的指标中，多采用肌酐、尿素氮以

及尿量等指标，但是这些指标缺乏较高的敏感性，特异性较差，

临床检验中极易受到各种因素的干扰。可靠的检测指标的缺

乏，是ＡＫＩ致死率居高不下的重要原因之一
［２］。近几年，国内

外学者对于急性肾损伤的研究主要集中在其早期诊断方面，大

量临床研究表明，通过对ＡＫＩ早期诊断和干预，可以有效降低

患者病死率。中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白（ＮＧＡＬ）

作为脂质运载蛋白家族的成员之一，其结构与功能在急性肾损

伤的报道成为目前研究的热点。

１　ＡＫＩ的定义及诊断标准

ＡＫＩ的定义：ＡＫＩ是指不超过３个月的肾脏功能或结构

方面的异常，包括血、尿、组织检测或影像学方面的肾损伤标志

物的异常。ＡＫＩ的临床检验诊断标准为：肾功能在４８ｈ内突

然减退，具体为血清肌酐（ＳＣｒ）升高绝对值大于２６．５μｍｏｌ／Ｌ；

或血肌酐较前升高大于５０％；或尿量减少（尿量小于０．５ｍＬ／

（ｋｇ·ｈ），时间超过６ｈ
［３］。

２　ＮＧＡＬ的基因结构及功能

２．１　ＮＧＡＬ的生物学特性　ＮＧＡＬ蛋白的分子量为２５×

１０３，它是ｌｉｐｏｃａｌｉｎ家族的新成员，Ｋｊｅｌｄｓｅｎ在１９９３年在人中

·２４８１· 国际检验医学杂志２０１３年７月第３４卷第１４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１４


