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深圳市临床分枝杆菌菌种鉴定分析
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　　摘　要：目的　了解深圳地区分枝杆菌的感染、分布状况，为临床诊断和治疗提供科学依据。方法　采用基因芯片，对１０９６

例临床疑似标本进行菌种鉴定。结果　基因芯片鉴定结果阳性检出率为９．４０％（１０３／１０９６）。阳性患者中有８７例为结核分枝杆

菌感染，另有１６例为非结核分枝杆菌感染，其中脓肿分枝杆菌５例、胞内分枝杆菌３例、鸟分枝杆菌３例、偶发分枝杆菌２例、堪

萨斯分枝杆菌１例、海分枝杆菌１例、戈登分枝杆菌１例。结论　深圳地区分枝杆菌感染，结核分枝杆菌占８４．４７％，为主要发病

类型；非结核分枝杆菌分离率比例已达到１５．５３％，其感染菌株包括７个种类，因此开展分枝杆菌菌种鉴定，明确病因，对实现个

体化治疗有着重要意义。
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　　近年来，我国分枝杆菌疫情不断升高，尤以非结核分枝杆

菌的上升趋势最为显著。２０１０年第五次全国结核病流行病学

抽样调查结果显示：非结核分枝杆菌在分枝杆菌分离菌株中占

比高达２２．９％相比１９９０年的４．９％
［１］，增长率超过了３６０％。

非结核分枝杆菌感染导致的肺疾病和结核病有着相似的临床

表现，非结核分枝杆菌对大多数抗结核药物耐药，如作为结核

误治，疗效不佳，其耐药率为９５．９％；耐多药率为８３．７％。不

仅如此，不同的菌株间的药物敏感性也有明显差异。因此，及

时、准确地鉴定分枝杆菌菌种对于分枝杆菌感染引起的疾病的

诊断、控制和治疗具有重要的意义。本项目通过基因芯片技术

对深圳地区临床疑似分枝杆菌感染患者进行菌种鉴定，以了解

该地区分枝杆菌的感染和分布情况，对个体化治疗提供科学

依据。

１　材料与方法

１．１　标本来源　１０９６例分枝杆菌临床分离株和痰标本来自

本院２０１０年１０月至２０１３年１０月门诊和住院患者。

１．２　仪器与试剂　ＰＣＲ仪购自珠海黑马公司；电泳仪购自北

京六一仪器厂；核酸／蛋白凝胶图像管理系统，型号为 ＧＳＧ

２０００；分子杂交箱购自韩国ＦＩＮＥＰＣＲ公司。试剂 分枝杆菌

菌种鉴定采用亚能生物技术（深圳）有限公司研制的分枝杆菌

菌种鉴定基因检测试剂盒。

１．３　方法

１．３．１　菌种鉴定基因检测　（１）提取样本ＤＮＡ：收集临床痰

样，加入等量的化痰试剂，充分振荡直至痰液完全液化。取１．２

ｍＬ痰样消化液到１．５ｍＬ离心管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心５

ｍｉｎ，弃上清，留沉淀备用。向沉淀中加入１ｍＬ结核分枝杆菌

洗液，混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃上清。向沉淀中加入

５０Ｌ结核分枝杆菌裂解液，充分混匀，沸水浴１０ｍｉｎ，１２０００

ｒ／ｍｉｎ，离心２ｍｉｎ，留上清液。（２）ＰＣＲ扩增：取出ＰＣＲ反应

管，加入已提取的待测样品ＤＮＡ４Ｌ。同时取两管ＰＣＲ反应

管分别加入４Ｌ结核分枝杆菌阳性质控品和结核分枝杆菌阴

性质控品，作为产品使用过程的质量控制。（３）杂交：取１５ｍＬ

塑料离心管，放入标有患者编号的膜条，加入杂交液５～６ｍＬ

及所有（２５Ｌ）ＰＣＲ产物后沸水浴１０ｍｉｎ，再放入杂交箱５７℃

杂交１．５ｈ；阳性质控品和阴性质控品同步处理。同时将Ｂ液

在杂交箱中预热至５７℃待用。（４）洗膜：取出膜条，移至预热

至５７℃的Ｂ液中洗膜１５ｍｉｎ。（５）显色：室温轻摇孵育３０

ｍｉｎ，然后用杂交液洗两次，每次５ｍｉｎ，同时配制显色液。将
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膜条浸泡于显色液中避光显色１０～１５ｍｉｎ即可观察结果。

１．３．２　测序分析　经芯片鉴定为非结核分枝杆菌的临床分离

株进一步送上海英骏生物技术有限公司进行测序，以检测

ＰＣＲ扩增的特异性和芯片鉴定结果的准确性。

２　结　　果

２．１　基因芯片的鉴定结果　从１０９６例临床疑似非结核患者

的痰液样本中分离得到１０３株分枝杆菌，阳性率为９．４０％

（１０３／１０９６），其中结核分枝杆菌，占８４．４７％（８７／１０３）；非结核

分枝杆菌占１５．５３（１６／１０３）。

２．２　病原菌分布　分离出的１６株非结核分枝杆菌菌，均为单

一感染，具体分布见表１。

表１　　１６株非结核分枝杆菌菌分布情况

菌种名称 狀 构成比（％）

脓肿分枝杆菌 ５ ３１．３

胞内分枝杆菌 ３ １８．８

鸟分枝杆 ３ １８．８

偶发分枝杆菌 ２ １２．５

堪萨斯分枝杆菌 １ ６．２

海分枝杆菌 １ ６．２

戈登分枝杆菌 １ ６．２

２．３　测序结果　根据芯片鉴定结果，将１６株非结核分枝杆菌

和随机挑选的２０株结核分枝杆菌复合群进行ＤＮＡ 测序。测

序结果与基因库中已报道的序列进行对照分析，芯片鉴定结

果和测序结果完全一致。鉴定出的非结核分枝杆菌测序结果

见附图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

３　讨　　论

分枝杆菌属除结核分枝杆菌复合群（包括结核分枝杆菌、

牛分枝杆菌、非洲分枝杆菌、田鼠分枝杆菌）和麻风分枝杆菌外

统称非结核分枝杆菌。非结核分枝杆菌引起的疾病称为非结

核分枝杆菌病，可累及淋巴结、皮肤、软组织和肺。非结核分枝

杆菌在世界上报道的有１５０多种，其中命名了５４种，有致病性

的分枝杆菌有３７种，中国境内分离出了２０多种。

非结核分枝杆菌引起的感染日益增多，特别是由其引发的

医院感染出现频率逐渐增高已越来越受到人们的关注［２］。非

结核分枝杆菌肺病在临床症状常与肺结核相似，但其中绝大多

数对抗结核药物并不敏感，往往导致治疗失败［３］。传统的分枝

杆菌菌种鉴定方法是以结核菌的培养为基础，还要进行复杂的

后续过程，耗时长，步骤繁琐，而且无法区分结核与非结核［４５］，

如果在这段时间可能因为用药不当或误诊而引起病情加重。

因此，需要在治疗前进行菌种鉴定。

本研究以测序作对照，采用亚能生物技术（深圳）有限公司

研发的分枝杆菌菌种鉴定试剂盒（基因芯片技术）对临床收集

的１０９６例痰液样本进行鉴定，结果得到１６株非结核分枝杆

菌和８７株结核菌。将鉴定出的１６株非结核分枝杆菌和随机

挑选的２０株结核菌进行ＤＮＡ测序，测序结果与芯片鉴定结

果完全一致。

实验数据显示，在深圳龙华地区，分枝杆菌发病阳性率为

９．４０％（１０３／１０９６），其中结核病占８４．４７％（８７／１０３）；非结核

分枝杆菌病占１５．５３％（１６／１０３）。鉴定出的１６株非结核分枝

杆菌中，脓肿分枝杆菌占３１．３％（５／１６）；胞内和鸟分枝杆菌均

占１８．８％（３／１６）；偶发分枝杆菌占１２．５％（２／１６）；堪萨斯分枝

杆菌、海分枝杆菌、戈登分枝杆菌均为１例。从非结核分枝杆

菌的分部情况来看，该地区非结核分枝杆菌病患者中脓肿、胞

内、鸟、偶发分枝杆菌感染发病率较高，应引起重视。有研究表

明，深圳地区，居民区生活污水非结核分枝杆菌，阳性率达到

５５％，有６种菌株分布在污水中，特别是分离到１株日内瓦分

枝杆菌。这种菌能引起弥散感染合并 ＡＩＤＳ有较高的病死

率［６］。本研究中所用到的分枝杆菌菌种鉴定芯片中未包含日

内瓦分枝杆菌检测的探针，但添加该检测探针必要性，有待进

一步研究证明。

基因芯片是采用ＰＣＲ扩增和核酸分子杂交技术相结合的

分子诊断方法［７］，具有高通量能同时检测临床上常见的具有致

病性的分枝杆菌种或群，可直接利用痰液样本进行检测，检测

过程简便、快速，并有着很高的检测灵敏度和特异性［８］。检测

结果用肉眼即可直接观测，无需特殊仪器设备，非常适于在综

合医院、专科医院和研究机构广泛开展。
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