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!摘要"
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目的 分析绍兴地区非结核分枝杆菌#

RCX

$的流行情况%为
RCX

诊疗提供科学依据*方法 对绍

兴地区
3)(A

年临床分离的
,A3

株分枝杆菌%采用结核分枝杆菌抗原检测胶体金法进行结核分枝杆菌复合群和

RCX

的初步菌种鉴定%结果
()-

株为
RCX

%占分枝杆菌培养阳性菌株的
()*,(Z

#

()-

"

,A3

$%对初步鉴定为
RCX

的菌株应用
$RO

微阵列芯片法进行
RCX

菌种鉴定*结果
()-

株
RCX

菌株经
$RO

微阵列芯片法鉴定%共有

(4

个菌种%其中菌株数量前
+

位的菌种为!胞内分枝杆菌.

BB

株#

B(*P,Z

$/)鸟分枝杆菌.

(,

株#

(A*,3Z

$/)堪萨斯

分枝杆菌.

(+

株#

(3*3-Z

$/*其余分别为!龟
2

脓肿分枝杆菌.

4

株#

+*AAZ

$/)瘰疬分枝杆菌.

+

株#

3*P+Z

$/)戈登

分枝杆菌.

+

株#

3*P+Z

$/)土分枝杆菌.

3

株#

(*P,Z

$/)其他.

A

株#

-*-)Z

$/*结论
3)(A

年绍兴地区
RCX

临床

分离率占分枝杆菌培养阳性菌株的
()*,(Z

'

RCX

种类多%以胞内分枝杆菌)鸟分枝杆菌)堪萨斯分枝杆菌为主要

流行菌种*

!关键词"
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分枝杆菌%非典型性'

!

细菌分型技术'

!

芯片分析技术'
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小地区分析
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非结核分枝杆菌#

1&12GDE;>?D8&D06

H

?&E7?G;>'7

%

RCX

$是一种环境生长菌%目前已鉴别出
(AB

种和

(+

个亚种 #

:GG

<

!""

III/E7?G;>'&/1;G

"

6

H

?&E7?G;2

>'D6/:G68

$%对人体具有致病性的有
4)

余种.

(

/

*

RCX

可以侵犯人体肺脏)淋巴结)骨骼)关节)皮肤

和软组织等%并可引起全身播散性疾病*

RCX

感

染肺脏%引起肺部病变称为非结核分枝杆菌肺病*

RCX

感染的高危人群主要是慢性呼吸道疾病患者

#慢性阻塞性肺疾病)肺结核残余空洞)尘肺)支气管

扩张等$)老年人和免疫功能缺陷者%特别是艾滋病

#

O#$"

$患者*近年来%人口老龄化及其免疫力降

低%各种免疫抑制剂的使用)

O#$"

的流行及医原性

感染机会增多)环境污染等诸多因素导致
RCX

病

呈快速增多趋势.

(

/

%并已成为威胁人类健康的重要

公共卫生问题*

RCX

对人致病%

,)Z

以上发生

RCX

肺病'美国研究数据显示%

-B

岁以上的老年人

肺部
RCX

感染的年发病率由
(,,A

年的
3)

"

()

万

增加到
3))A

年的
4A

"

()

万.

3

/

*随着现代医疗技术

的不断提高)

RCX

菌种鉴定技术的进步%以及免疫

抑制剂使用等因素%临床分离培养到
RCX

及其相

关的疾病呈增多趋势.

+24

/

*本研究对绍兴地区
3)(A

年临床分离的
,A3

株分枝杆菌进行菌种鉴定%了解

本地区
RCX

的优势菌群%为
RCX

病的诊疗提供

科学依据*

资料和方法

一)菌株来源

3)(A

年绍兴市立医院#现为绍兴文理学院附属

医院$采用
FONC5NX[#C,-)

全自动分枝杆菌培

养仪%绍兴市中心医院)诸暨市人民医院)上虞市人

民医院)新昌县人民医院采用
FONC5NX[#C+3)

全自动分枝杆菌培养仪%共液体培养分离分枝杆菌

,A3

株*结核分枝杆菌#

XCF

$标准株
S+AMJ

#

OCNN3A3,4

$来源于中国疾病预防控制中心结核

病参比室传代培养*胞内分枝杆菌#

OCNN(+,B)

$)

鸟分枝杆菌 #

OCNN3B3,(

$)堪萨斯分枝杆菌

#

OCNN(34AP

$菌株来源于中国医学细菌保藏管理

中心*

二)试剂)仪器与操作

#一$试剂)仪器

分枝杆菌液体培养基由美国
F$

公司提供%结

核分枝杆菌抗原检测试剂盒#胶体金法$购自杭州创

新生物检控技术有限公司%分枝杆菌菌种鉴定试剂

盒由北京博奥生物集团有限公司提供*

日本奥林巴斯显微镜%美国
C:;>6&Y'0:;>

"?';1G'@'?

公司低温高速离心机%上海
S;78Y&>?;F3

生物安全柜%杭州创新科技公司
LNM

扩增仪%

S

H

E";G

微阵列芯片杂交仪)芯片洗干仪)微阵列芯

片扫描仪#

VD9"?71()]2F

$均由北京博奥生物集团

有限公司提供*

#二$操作方法

(/

核酸提取!将核酸提取管采用离心半径

P?6

%

(3)))>

"

6'1

离心
(6'1

%备用'将
(68RCX

菌液加入到
(*B68

的离心管中%离心半径
P?6

%

(3)))>

"

6'1

离心
()6'1

%弃上清液'向离心管中加

入
(68)*,Z

氯化钠溶液%涡旋振荡混匀%离心半径

P?6

%

(3)))>

"

6'1

离心
()6'1

%弃上液清'用移液

器将离心管中剩余液体吸干'每个离心管中加入

B)

'

8RCX

菌种鉴定核酸提取液%用移液器吹吸沉

淀%将液体和沉淀一起转移到核酸提取管中%涡旋充

分振荡混匀
B6'1

'将核酸提取管置于
,Bd

金属浴

()6'1

'离心半径
P?6

%

(3)))>

"

6'1

离心
(6'1

%备

用*

3/LNM

扩增!取出
LNM

反应管%采用离心半径

P?6

%

B)))>

"

6'1

离心
30

%将
LNM

扩增试剂按

(P

'

8

"管分装%加入已提取的待测标本
$RO3

'

8

%同

时取
3

个
LNM

反应管分别加入
XCF

阳性质控品

和
XCF

阴性质控品*扩增条件!

+AdB6'1

%

,4d

B6'1

%

,4d+)0

)

-)d+)0

)

A3d4)0j+B

次%

,4d+)0

)

A3d-)0j()

次%

A3d

延伸
()6'1

%保

持
4d

*

+/

芯片杂交!

LNM

产物置于
LNM

仪中
,Bd

变

性
B6'1

%随后置于冰水混合物中
B6'1

'按照
,

'

8

杂交液)

-

'

8LNM

产物的比例配制杂交混合液'在

基因微阵列芯片杂交盒的底部加入
3))

'

8

蒸馏水%

将托架放入盒体内的
3

个定位柱之间%芯片正面向

(

)P((

(
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上%盖片
4

个凸台向下盖在芯片上'吸取
(+*B

'

8

杂

交混合液经加样孔加入芯片点阵中%盖好盒盖并用

金属条密封杂交盒'将杂交盒平稳放入杂交仪托盘%

以使托盘平衡'运行分枝杆菌菌种鉴定杂交程序%杂

交条件为
B)d

杂交
(3)6'1

*

4/

芯片洗涤!根据芯片数量配制洗涤液
%

和洗

涤液
$

%体积以洗涤时能完全浸没芯片为准*洗涤

液
%

!依次将蒸馏水)

3)j""N

#

078'1;0&%'D6

?'G>7G;

$)

()Z

十二烷基硫酸钠#

0&%'D6 %&%;?

H

8

0D8@7G;

%

"$"

$按
PPk()k3

的比例配置
B))68

并

混合'洗涤液
$

!依次将蒸馏水)

3)j""N

按
,,k(

的比例配置
()))68

并混合'预热芯片洗干仪%待仪

器屏幕显示3请放入芯片进行洗涤4的对话框时即可

放入完成杂交的芯片%运行分枝杆菌菌种鉴定芯片

洗涤程序进行洗涤*

B/

扫描判读!使用
VD9"?71CX()

微阵列芯片

扫描仪*开启扫描仪%运行分枝杆菌菌种鉴定芯片

判读系统%点击激光控制按钮%预热
()6'1

'输入芯

片编号)标本编号等相关信息'将芯片放入扫描仪

插槽内%点击3开始检测4按钮进行芯片扫描%结果将

在屏幕上显示并自动保存'

(

张芯片扫描完毕后继

续重复下一张芯片的扫描'完成全部操作后%关闭激

光%退出软件%关闭扫描仪%详细记录判读结果和芯

片信息*

三)分枝杆菌菌种初步鉴定

分枝杆菌培养采用液体快速培养法%

FONC5N

X[#C,-)

全自动分枝杆菌培养仪报阳性%培养液

经涂片抗酸染色确认%为分枝杆菌培养阳性*分枝

杆菌阳性菌液初步鉴定结核分枝杆菌复合群和

RCX

%采用
XCF

抗原检测试剂#胶体金法$*

XCF

!

XCF

抗原检测阳性'

RCX

!

XCF

抗原检测阴性*

分枝杆菌菌种初步鉴定结果!绍兴地区
3)(A

年

,A3

株分枝杆菌临床分离株中%经菌种初步鉴定
P--

株为结核分枝杆菌复合群#占
P,*),Z

$%

()-

株为

RCX

#占
()*,(Z

$*

()-

株
RCX

中%

,(

株分离于

痰液标本%

(4

株分离于肺泡灌洗液%

(

株分离于

脓液*

结
!!

果

对确认的
()-

株
RCX

临床分离株采用
$RO

微陈列芯片法进行菌种鉴定%采用微阵列芯片扫描

仪和相应软件进行信号读取%

RCX

菌株都获得一

张清晰的芯片图%以下列举胞内分枝杆菌)鸟分枝杆

菌)堪萨斯分枝杆菌)浅黄分枝杆菌的芯片图#图
(

$*

通过
$RO

微阵列芯片法进行菌种鉴定%

()-

株

RCX

菌株共有
(4

个菌种%菌种数量位列前
B

位的

是胞内分枝杆菌)鸟分枝杆菌)堪萨斯分枝杆菌)龟
2

脓肿分枝杆菌)瘰疬分枝杆菌#表
(

$*

讨
!!

论

近年来%结核病疫情呈下降趋势而
RCX

病的

患病率却逐年上升%甚至可能超过结核病的发病率

和患病率.

B2-

/

*加拿大
X7>>70

等.

A

/研究显示%在安

大略省
RCX

患病率从
(,,A

年的
,*(

"

()

万增加到

3))+

年的
(4

"

()

万%远远超过安大略省的结核病患

病率*在日本%

RCX

患病率由
(,A(

年的
)*3P

"

()

万

图
C

!

列举
$RO

微阵列芯片法对
4

种
RCX

菌种进行鉴定的芯片图*从左至右分别为胞内分枝杆菌#

H4%&=:7?2..,.7:2

$)鸟分枝杆菌#

H4

7G%,9

$)堪萨斯分枝杆菌#

H4̀7&<7<%%

$)浅黄分枝杆菌#

H4

0

%.G,9

$

(

(P((
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表
C

!

()-

株
RCX

采用
$RO

微阵列芯片法

进行菌种鉴定的结果

!!!!!!

菌种名称 株数
构成比

#

Z

$

胞内分枝杆菌#

H4%&=:7?2..,.7:2

$

BB B(*P,

鸟分枝杆菌#

H47G%,9

$

(, (A*,3

堪萨斯分枝杆菌#

H4̀7&<7<%%

$

(+ (3*3-

龟
-

脓肿分枝杆菌#

H4?62./&72-7D<?2<<,<

$

4 +*AA

瘰疬分枝杆菌#

H4<?:/

B

,.7?2,9

$

+ 3*P+

戈登分枝杆菌#

H4

0

/:@/&72

$

+ 3*P+

土分枝杆菌#

H4=2::72

$

3 (*P,

偶然分枝杆菌#

H4

B

/:=,%=,9

$

( )*,4

不产色分枝杆菌#

H4&/&?6:/9/

0

2&%?,9

$

( )*,4

金色分枝杆菌#

H47,:,9

$

( )*,4

海
-

溃疡分枝杆菌#

H497:%&,9-,.?2:7&<

$

( )*,4

蟾蜍分枝杆菌#

H4N2&/

3

%

$

( )*,4

浅黄分枝杆菌#

H4

0

%.G,9

$

( )*,4

苏尔加
-

玛尔摩分枝杆菌#

H4<S,.

0

7%-97.9/2&<2

$

( )*,4

上升到
(,,A

年的
+*B3

"

()

万.

P

/

*我国台湾地区

RCX

病的发病率从
3)))

年的
3*A

"

()

万增至
3))P

年的
()*3

"

()

万%

RCX

病占所有分枝杆菌病的比

率从
3)))

年的
+3*+Z

升至
3))P

年的
4,*PZ

%而结

核病的比率从
3)))

年的
-A*AZ

降至
3))P

年的

B)*3Z

.

,

/

*

RCX

在我国的抗酸染色阳性的分枝杆

菌标本中的检出率呈上升趋势.

()

/

*

目前%在我国部分基层医院%抗酸染色涂片检查

是唯一的用来诊断
XCF

感染的方法%可能有不少

RCX

的感染者被误诊为
XCF

感染并接受了错误

的抗结核药物治疗.

((

/

%既往曾经对
XCF

具有诊断

指导性的抗酸染色%不能鉴别
XCF

与
RCX

.

(3

/

*

RCX

致病的显著特点是很强的机会性%人体存在

RCX

致病的很多机会或条件导致继发
RCX

肺

病%如老年人免疫力下降)慢性支气管炎)支气管扩

张)慢性阻塞性肺疾病)恶性肿瘤)血液透析)器官移

植%以及使用免疫抑制剂)糖皮质激素等使免疫功能

降低的药物)

O#$"

患者并发的肺部感染中%

RCX

肺病占第
+

位%仅次于卡氏肺孢子虫肺炎和巨细胞

病毒肺炎.

((

/

%继发
RCX

感染是导致这些人群预后

差和死亡的重要因素*

RCX

肺病多发生于结构性

肺部疾病的基础上%如慢性阻塞性肺疾病)支气管扩

张)肺结核)尘肺)肺囊性纤维化等%

RCX

肺病患者

的肺通气功能减退较肺结核更为明显%

RCX

肺病

病程较长)肺组织破坏较重%加上各种并发症的存

在%因此
RCX

感染是慢性呼吸系统疾病患者的

噩梦.

(+

/

*

我国历次的全国结核病流行病学调查结果显

示%

RCX

的分离率从
(,,)

年的
4*,Z

持续增高.

+

/

*

随着结核病疫情逐步得到控制%

RCX

感染在分枝

杆菌疾病中所占的比例将逐步提高.

4

/

*

RCX

分离

率各地报道上海为
B*,Z

%福建为
()*3Z

%广东为

(,*+Z

.

(42(-

/

*本研究结果显示%绍兴市共辖三县三

区%此次入选患者来源于我市的
-

个行政区%以绍兴

市区的柯桥区和越城区的
RCX

就诊患者为主%就

诊患者中%绝大多数为住院临床诊断为结核病的患

者*上述研究表明%

RCX

的流行有着显著的区域

性差异*本研究
RCX

菌种鉴定采用基因芯片法%

又称
$RO

微阵列芯片法*基因芯片法鉴定
RCX

全流程只需要
P:

%简化了操作%具备鉴定临床常见

RCX

菌种的能力%能够有效解决临床
RCX

感染

诊断的大部分问题*

RCX

的感染发生率和菌种分布存在着地域差

异%且与气候环境相关*具有南方多于北方%气候温

和地区多于气候寒冷地区%沿海地区多于内陆地区

的特点*绍兴地处浙江省北部%紧靠宁波沿海地区%

气候温和*

3)(A

年
RCX

感染患者例数呈增加趋

势%且
RCX

菌种种类达
(4

种*根据宁波地区报

道%

,+

株
RCX

中以胞内分枝杆菌)堪萨斯分枝杆

菌和戈登分枝杆菌为主.

(A

/

'而湖南省报道的
B(

株

RCX

菌株中以胞内分枝杆菌)鸟分枝杆菌和脓肿

分枝杆菌为主.

(P

/

*本次研究结果显示%

3)(A

年绍

兴地区
RCX

菌种以胞内分枝杆菌为主%其次为鸟

分枝杆菌和堪萨斯分枝杆菌%这三类均属于缓慢生

长分枝杆菌*胞内分枝杆菌)鸟分枝杆菌系
#

群

RCX

%属于不产色素缓慢生长群'菌落均不产生色

素%或呈灰白色)淡黄色'鸟
2

胞内型复合群是
RCX

肺病最常见的致病菌%尤其常见于免疫功能低
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下者.

(,233

/

*

临床上%

XCF

与
RCX

引起的肺病)淋巴结炎

等疾病常难以鉴别诊断%很容易误诊*大量研究及

临床治疗经验表明%多数传统抗结核药物对
RCX

病很少或没有抗菌活性%为避免临床对
RCX

感染

患者给予常规抗结核药物治疗而延误病情%准确快

速的分枝杆菌菌种鉴定对
RCX

病的早期诊断和治

疗非常重要*目前%国内还没有统一的针对
RCX

的药物敏感性试验#简称3药敏试验4$的方法%多数

医院没有开展针对
RCX

的药敏试验%而
RCX

病

的治疗常采用经验治疗*因此%

RCX

菌种鉴定就

显得更为重要%以便有针对性地制订化学治疗方案*
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