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"摘要# 收集
/%$/

年
$$

月至
/%$1

年
$/

月西安市胸科医院分枝杆菌培养阳性标本中#在
TB@N2@QW[N

()%

培养管内浑浊生长且萋
.

尼抗酸染色阳性的标本
1>

份(来自
1>

例患者).通过萋
.

尼染色*对硝基苯甲酸(

ZGT

)

鉴别培养*

QZT)H

蛋白免疫胶体金法检测*结核分枝杆菌(

QNT

)及非结核分枝杆菌(

GNQ

)特异性基因片段
Z@S.

荧光探针法检测*

RGB

微阵列芯片法菌种鉴定及耐药基因检测等方法对这
1>

例标本进行菌种鉴定#并回顾
1>

例

患者的相关标本的
QNT

及
GNQ

特异性基因片段
Z@S.

荧光探针法的检测结果.结果发现#

1>

份标本浑浊生长抗

酸杆菌呈分散逗点*杆状生长-其中
1)

份标本有
GNQ

单独生长#

$

份为
QNT

单独生长#

$

份为
GNQ

和
QNT

混合

生长.

1>

例患者中有
1

例存在
GNQ

与
QNT

混合感染#且
QNT

的利福平和异烟肼耐药基因均为野生型.由此可

初步判定浑浊生长的培养管需排除管内
GNQ

生长后#才能判断
QNT

单独感染.

"关键词#
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分枝杆菌#结核-
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分枝杆菌感染-

!
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是目前应用最广泛的液体培养基

全自动分枝杆菌检测仪器.其进行分枝杆菌培养时偶尔会

出现培养管内抗酸杆菌浑浊生长的情况.对上述现象进行

深入了解并分析其成分#笔者收集
/%$/

年
$$

月至
/%$1

年

$/

月西安市胸科医院分枝杆菌培养阳性并在
TB@N2@

QW[N()%

培养管内浑浊生长且萋
.

尼抗酸染色阳性的标本#

对生长物进行抗酸染色观察其形态#并鉴定分析菌液成分#

现报告如下.

材料和方法

$+

材料!收集
/%$/

年
$$

月至
/%$1

年
$/

月西安市胸科

医院分枝杆菌培养阳性标本
0'>(

份#选取其中在培养管内

浑浊生长且萋
.

尼抗酸染色阳性标本
1>

份#来自
1>

例患者.

/+

仪器和试剂!抗酸染色试剂盒(批号!

H$/%($

-珠海贝

索生物技术有限公司)*结核分枝杆菌抗原检测试剂盒(批

号!

NT$H%0%$

*

NT$1%(%/

-杭州创新生物检控技术有限公

司)*分枝杆菌核酸检测试剂盒(批号!

%$%>$H$1%H

-北京博奥

生物科技有限公司)*结核分枝杆菌菌种鉴定试剂盒(批号!

%$%)$1$1$/

-北京博奥生物科技有限公司)*结核分枝杆菌耐

药基因检测试剂盒(批号!

%$$$/$1$)%)

-北京博奥生物科技

有限公司)*

BT[0'%%

荧光定量
Z@S

仪(美国应用生物公

司)*杂交仪
T#"Q#8:7

NQ

)

(北京博奥生物科技有限公司)*芯

片扫描仪
\98Y64-.$%c

"

T

(北京博奥生物科技有限公司).

'+

萋
.

尼氏抗酸染色!取
%&$35

菌液涂片#并加入
$

滴小

牛血浆#待干燥后应用紫外线消毒
/;

#固定进行萋
.

尼抗酸

染色0

$

1

.

H+

对硝基苯甲酸(

ZGT

)鉴别培养0

/

1

!取
%&/35

菌液接

种在
ZGT

鉴别培养基斜面上#

'0d

恒温箱内放置
H

周观察

结果#结果判读!有抗酸菌生长则该抗酸菌为非结核分枝杆

菌(

GNQ

)-不生长则该抗酸菌为结核分枝杆菌(

QNT

).

&

H%$

&

中国防痨杂志
/%$0

年
$

月第
'(

卷第
$

期
!

@;#-AB-C#C9D:76

#

A4-947

E

/%$0

#

F"5&'(

#

G"+$



1+QZT)H

蛋白免疫胶体金法检测0

'

1

!取
$%%

*

5

液体培

养基菌悬液加入到试剂检测孔中#

$13#-

后观察#

$;

内判定

结果.结果判读!检测线和质控线均出现紫红色条带为阳

性-质控线出现#但检测线未出现紫红色条带者为阴性-质控

线未出者表示试剂存在问题#须重新检测.

)+QNT

及
GNQ

特异性基因片段
Z@S.

荧光探针法检

测!取
$35

菌液加入
$&135

离心管中#以离心半径
(&063

#

$/%%%7

"

3#-

离心
13#-

#弃上清#加入
$35

生理盐水涡旋震

荡后#再以离心半径
(&063

#

$/%%%7

"

3#-

离心
13#-

#弃上

清.向沉淀中加入
1%

*

5

核酸提取液并转入带磁珠的核酸提

取管中#提取仪快速震荡
$%3#-

#然后
(1d

水浴
13#-

.取

/

*

5

提取好的核酸溶液加入
$>

*

5Z@S

扩增试剂中进行扩

增!

'0d

*

'%%,

(

$

个循环)#

(Hd

*

$>%,

(

$

个循环)#

(Hd

*

$1,

(

H%

个循环)#

)%d

*

'%,

(

H%

个循环)#

1%d

*

$%,

(

$

个循

环)-荧光采集点选择
)%d

*

'%,

#同时检测
_BQ

通道和

O2U

通道.结果判读!样本曲线与阈值线交点的横坐标读

数循环阈值(

@C

值)

"

H%

的样本为阳性#

@C

值
$

H%

或无数值

的为阴性#检测结果的解释见表
$

.

表
D

!

QNT

及
GNQ

特异性基因片段
Z@S.

荧光探针法

检测结果解释

检测结果

_BQ

通道
O2U

通道
结果解释

? ? QNT

核酸检测阳性

? k QNT

核酸检测阳性

k ? GNQ

核酸检测阳性

k k

分枝杆菌核酸检测阴性

注
_BQ

通道为
QNT

复合群特异性序列荧光标记探针通道-

O2U

通道为分枝杆菌特异性序列荧光标记探针通道

0+GNQ

的菌种鉴定0

H.)

1

!采用
RGB

微阵列芯片法.杂

交反应!按每管
(

*

5

分装#每管加入
)

*

5

相应
Z@S

产物形成

杂交产物混合液#将混合液加热
(1d

变性
13#-

#立即冰浴

'3#-

-将杂交反应混合物混匀#经盖片的加样孔加入
$'&1

*

5

杂交反应混合物#密封-芯片洗涤液
1

*

)

洗涤芯片#在恒温

摇床上使用
>%

"

$%%7

"

3#-

转速#室温洗涤
'3#-

#然后以离

心半径
063

#

>%%7

"

3#-

离心
13#-

#甩干扫描.结果判断!探

针信号值与参考值进行比较#如果探针信号值大于或等于该

探针的参考值#则判读为阳性#否则判读为阴性#以探针信号

的组合情况来确定相应的分枝杆菌种或群.

>+

耐药基因检测0

0

1

!回顾分析
GNQ

感染者同时期相

关标本
NT.Z@S.

荧光探针法结果#检测是否存在
QNT

感

染#并应用
RGB

微阵列芯片法检测耐药基因.步骤如下!

每份标本均进行分枝杆菌属探针序列(扩增产物
$

)*

)

;

$[

基

因位点突变序列(扩增产物
/

)*

\&'2

和
*47M

基因位点突变

序列(扩增产物
'

)扩增#扩增程序按说明书要求进行.扩增

产物于
(1d

变性
$%3#-

#立即置冰水中
'3#-

#每份标本分

为
/

管#分别加入
(

*

5

杂交缓冲液#其中一管加入
'

*

5

扩增

产物
$

和
/

#另一管中加入
'

*

5

扩增产物
$

和
'

#吹吸混匀后

从杂交盒的小孔处向芯片点阵加入
$'&1

*

5

杂交混合物#置于

1%d

杂交仪中杂交
/;

.按说明书配置洗液
$

和洗液
/

#按

已设置的洗涤程序洗片#读片结束后置于甩干仪中甩干#然

后把芯片放入扫描仪中自动读取数据.结果判读!待测样品

某一基因所有检测位点均为野生型则报告该基因为野生型-

若待测样本某一个或几个位点为突变型#则报告全部为突

变型.

(+

质量控制!(

$

)萋
.

尼抗酸染色液及免疫胶体金法检测

质量控制!使用
O'0S<

标准菌株进行阳性标本的质控#抗酸

染色阴性对照使用已知正常人痰液#免疫胶体金法检测阴性

对照使用临床分析已确定的鸟分枝杆菌.(

/

)

Z@S.

荧光探

针法质量控制!采用罗
.

琴(

\.A

)质控法#

%&1

麦氏单位

O'0S<

菌悬液提取核酸调至
$%

$%

[i

"

35

作为阳性质控应用

液#以
1l/0

为警告线#

1l'0

为失控线(

1

为每月阳性质控

@C

值的平均值#

0

为每月阳性质控
@C

值的标准差)#阴性对

照品用于检测环境及操作过程中的污染.(

'

)基因芯片质量

控制!每次扩增均使用阳性对照品和阴性对照品#其中阳性

对照品可用于杂交过程中的质控#阴性对照品用于检测环境

及操作过程中的污染.

结
!!

果

$+

形态分析!对培养管内菌液进行萋
.

尼抗酸染色#观察

到细菌呈分散型生长(逗点样或长杆样)#不同于
QNT

的典

型索状生长#见图
$

.

B

!逗点样-

T

!长杆样

图
D

!

培养管内细菌生长形态(抗酸染色
o$%%

)

/+

菌液成分分析!

ZGT

鉴别培养*免疫胶体金法检测*

Z@S.

荧光探针法进行菌液成分的分析发现
$

号标本为

QNT

-

/

号标本菌液中存在分泌
QZT)H

蛋白的抗酸杆菌#

且
QNT

特异性基因序列有拷贝#证明存在
QNT

-而
ZGT

鉴

别培养基上分离出的菌落不分泌
QZT)H

蛋白#

Z@S.

荧光

探针法检测
QNT

阴性#

GNQ

阳性#经鉴别为
GNQ

#因此#

考虑
/

号标本存在
QNT

与
GNQ

混合生长.

'

"

1>

号标本

均为
GNQ

.

'+

耐药情况分析!对
/

"

1>

号标本分离出的
GNQ

进行

菌种鉴定#结果显示#鸟分枝杆菌
0

份*胞内分枝杆菌
'/

份*

堪萨分枝杆菌
H

份*偶然分枝杆菌
$

份*龟
.

脓肿分枝杆菌

$%

份*耻垢分枝杆菌
/

份*土分枝杆菌
$

份.

回顾分析
'

"

1>

号标本对应的
1)

例
GNQ

感染患者同

时期相关标本
NT.Z@S.

荧光探针法结果#发现仅有
'

"

)

号

&

1%$

&

中国防痨杂志
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年
$
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'(

卷第
$

期
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这
H

例患者
NT.Z@S

结果阳性#存在混合感染.对这
H

例

NT.Z@S

产物进行耐药基因分析#结果均为利福平和异烟肼

敏感(野生型)#同时检测
/

号标本对应患者耐药基因#也为

利福平和异烟肼敏感(野生型).

讨
!!

论

TB@N2@QW[N()%

液体培养主要用于
QNT

培养.典

型的
QNT

呈索状生长(即非浑浊的#成颗粒或团块生

长)

0

>

1

#污染菌呈均匀浑浊生长#这些污染菌抗酸染色为阴

性.笔者对培养管内均匀浑浊生长的不典型抗酸杆菌进行

了分析#了解菌液的成分#并对分析菌液成分时发现的混合

感染进行了深入的探讨.

本研究显示#

1>

份浑浊生长的不典型抗酸杆菌培养管

内#细菌生长的形态区别于
QNT

复合群的索状生长形态#

呈分散的逗点和长杆样生长0

(.$%

1

.通过对细菌
$),

特异性

序列的鉴别#发现
GNQ

生长的有
10

份标本.究其原因#可

能是
GNQ

含索状因子较少或不含所致.因此#

TB@N2@

QW[N()%

培养管浑浊生长可以作为
GNQ

的初步筛查依

据#当
TB@N2@QW[N()%

培养管内菌液呈浑浊生长时#应

该考虑
GNQ

的存在.

研究中#

$

号标本经鉴定为
QNT

#将菌液进行传代培

养#抗酸杆菌恢复了索状生长#并分泌
QZT)H

蛋白.其浑

浊生长的具体原因可能为细胞壁成分的缺失#

\

型变异#导

致索状因子的减少.

/

号标本经分析#慢生长分枝杆菌与

QNT

的生长速度基本相同#两种细菌得到合适的生长条件

从而共同生长.

$

*

/

号标本提示#

TB@N2@QW[N()%

液体

培养中#抗酸染色初步鉴定为抗酸杆菌后#需要进一步鉴定

出抗酸杆菌是
QNT

或
GNQ

.

从
/

号标本可以看出#

QNT

与
GNQ

混合感染不能忽

略.因为治疗方案的不同#实验室对混合感染的检测可以帮

助临床医生及时做出正确诊断0

$$.$/

1

.本次筛选的
10

例

GNQ

感染的患者中#回顾分析其同期相关标本的
QNT

特

异性核酸
Z@S

的结果#有
1

例菌种鉴定为
QNT

.分析原因#

可能为龟
.

脓肿分枝杆菌等快生长分枝杆菌生长迅速#消耗

大量营养物质#导致
QNT

营养不良#无法繁殖.这
1

例患

者
QNT

耐药基因均为野生型#对异烟肼和利福平敏感.

综上所述#利用浑浊生长这种细菌形态学上特点#可有

助于
GNQ

感染的早期筛查.培养结果结合早期基因检测#

可以避免混合感染患者的漏诊.

QNT

与
GNQ

混合感染

时#必须各有一种方法证明两种细菌的存在#如传统的
QZT

)H

蛋白与
ZGT

罗氏培养基检测#或基因层面测定细菌的特

异性序列0

$'

1

-应建立一个可靠的病原学诊断流程#对混合感

染做出明确的诊断#给临床提供可靠的信息.
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