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非结核分枝杆菌菌种 ＩＴＳＰＣＲ测序鉴定法
与表型鉴定法对比观察

桂　静，　王　峰，　李金莉
（广东省深圳市慢性病防治中心病原检验科，广东 深圳 ５１８０２０）

　　摘要：目的　评价１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因转录间隔区聚合酶链反应（ＩＴＳＰＣＲ）在非结核分枝杆菌（ＮＴＭ）菌种
鉴定中的临床价值。方法　采用ＩＴＳＰＣＲ鉴定随机抽取的８０株ＮＴＭ，应用生长特性鉴定试验及鉴定性药物敏
感性试验鉴定其表型特征，将３种鉴定方法所示结果进行对比分析。结果　８０株 ＮＴＭ中，鸟胞分枝杆菌复合
群（ＭＡＣ）与脓肿分枝杆菌共占８５％，运用ＩＴＳＰＣＲ可将脓肿分枝杆菌、堪萨分枝杆菌、偶发分枝杆菌、苏尔加分
枝杆菌准确鉴定，与生长特性鉴定试验及鉴定性药物敏感性试验结果基本符合；ＭＡＣ采用３种方法鉴定其结果
符合率存在偏差。结论　ＮＴＭＩＴＳＰＣＲ鉴定法与表型鉴定法相结合更适合临床应用。
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　　分枝杆菌属内除结核分枝杆菌复合群（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为非结核分枝杆菌

（ｎｏｎｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，ＮＴＭ）。ＮＴＭ包含
许多菌种，均来源于自然环境（水、土壤等）中，其

引起的感染被认为是一种机会性感染［１２］。对人

有致病能力的ＮＴＭ可从临床标本中分离出来，对
分离出的ＮＴＭ予以正确鉴定，能帮助临床医生慎
重判断此细菌与人所患疾病是否符合，从而确立

正规的治疗方案。深圳市慢性病防治中心结核病

实验室以１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因转录间隔区聚合
酶链反应（ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｓｐａｃｅｒｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＩＴＳＰＣＲ）对本实验室分离保存的

８０株 ＮＴＭ进行菌种鉴定，同时对其表型特征进
行病原学研究，评价采用 ＩＴＳＰＣＲ测序法鉴定
ＮＴＭ的临床价值，为临床实验室正确认识和鉴别
ＮＴＭ提供试验依据。

材料和方法

一、材料

ＮＴＭ临床分离株由深圳市慢性病防治中心
结核病参比实验室提供，药物粉剂纯品异烟肼、链

霉素、利福平、乙胺丁醇均购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；
ＰＣＲ试剂购自大连（宝）生物技术有限公司；中性
罗氏培养基（ＬＪ）及药物敏感性培养基均由本实
验室自配。
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二、方法

１．菌株准备　ＮＴＭ试验株为 ２００８至 ２０１０
年本实验室 ＮＴＭ保存菌株中随机抽取，共计８０
株，经对硝基苯甲酸生长试验（ＰＮＢ）重复鉴定为
ＮＴＭ。６株标准株分别为鸟分枝杆菌（ＡＴＣＣ
２５２９１）、胞内分枝杆菌（ＡＴＣＣ１３９５０）、堪萨分枝
杆菌 （ＡＴＣＣ１２４７８）、脓肿分枝杆菌 （ＡＴＣＣ
１９９７７）、偶发分枝杆菌（ＡＴＣＣ６８４１）、苏尔加分枝
杆菌（ＮＣＴＣ１０８３１），均购自中国医学细菌保藏管
理中心，由本中心实验室转种保存。

２．细菌ＤＮＡ制备　水煮法提取ＤＮＡ。将菌
株重悬于水溶液中，置１００℃沸水浴３０ｍｉｎ，以
５５００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清液作为 ＤＮＡ模板，
于－２０℃冰箱保存。
３．引物合成与扩增　参照文献［３］，根据分枝

杆菌１６Ｓ～２３ＳｒＤＮＡ内转录间隔区序列设计引物。
引物序列：ＩＴＳＦ５′ＧＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧＴＡＧＣ
ＣＧ３′，ＩＴＳＲ５′ＧＡＴＧＣＴＣＧＣＡＡＣＣＡＣＴＡＴＣＹＡ３′。
ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）：１０×Ｔａｑ缓冲液 ２．５μＬ，
引 物 Ｆ（１０ ｐｍｏｌ／μＬ）２．５ μＬ，引 物 Ｒ
（１０ｐｍｏｌ／μＬ）２．５μＬ，ｒＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）
０．２５μＬ，ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）３μＬ，三蒸水
１０．２５μＬ，模板ＤＮＡ５μＬ。反应条件：９５℃预变
性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，６２℃退火３０ｓ、７２℃延伸
１ｍｉｎ，３５个循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物
经１．５％琼脂糖凝胶电泳检测后由上海英骏生物
技术有限公司双向测序，测序引物同扩增引物。

４．ＤＮＡ测序及分析　ＰＣＲ产物由上海英俊
生物科技有限公司纯化及测序。测序得到的基因

片段采用 ＤＮＡＳｔａｒ软件和 ＢＬＡＳＴＮ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）进行序列拼接与同
源性比对分析。

５．ＮＴＭ生长特征鉴定试验　鉴定试验主要
包括观察分枝杆菌的生长速度、生长温度、色素产

生情况、菌落形态特征及相关生化鉴定试验（耐

热触酶试验和麦康凯琼脂生长试验）。操作步骤

参见《结核病诊断实验室检验规程》［４］。

６．ＮＴＭ药物敏感性试验　按１％比例法配
制含药ＬＪ培养基，方法参见文献［５］，培养基含
药浓度分别为异烟肼１μｇ／ｍＬ、链霉素 ２μｇ／ｍＬ、
利福平 ２５μｇ／ｍＬ、乙胺丁醇 ５μｇ／ｍＬ，取在改良
罗氏培养基中传代２周后生长良好的菌落研磨、
比浊、制备１ｇ／Ｌ菌悬液，以终浓度１×１０４和１×
１０６ｇ／Ｌ接种于上述不同浓度的含药 ＬＪ培养基

中，３７℃孵育，每周观察１次。

结　　果

一、８０株ＮＴＭＩＴＳＰＣＲ菌种鉴定　
８０株 ＮＴＭ中速生长型分枝杆菌脓肿分枝杆

菌占到试验菌株的５５％，其次是慢生长型分枝杆
菌鸟胞分枝杆菌复合群（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｖｉｕｍ
ｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＡＣ），所占比率为３０％；堪萨分枝杆菌、
偶发分枝杆菌、苏尔加分枝杆菌所占比率分别为

８％、６％和１％，分离率显著低于脓肿分枝杆菌及
ＭＡＣ。６株标准株鸟分枝杆菌（ＡＴＣＣ２５２９１）、胞
内分枝杆菌（ＡＴＣＣ１３９５０）、堪萨分枝杆菌（ＡＴＣＣ
１２４７８）、脓肿分枝杆菌（ＡＴＣＣ１９９７７）、偶发分枝
杆菌（ＡＴＣＣ６８４１）、苏尔加分枝杆菌（ＮＣＴＣ
１０８３１）测序结果与相应菌种分离株序列匹配。
见表１。

表１　８０株ＮＴＭ菌种构成情况

菌种 分离数 ｌｏｙａｌ分类 构成比（％）

ＭＡＣ ２４ Ⅲ ３０

堪萨分枝杆菌 ６ Ⅰ ８

脓肿分枝杆菌 ４４ Ⅳ ５５

偶发分枝杆菌 ５ Ⅳ ６

苏尔加分枝杆菌 １ Ⅱ １

合计 ８０ ４类 １００

二、ＮＴＭ生长特征分析
不同菌株分离株与标准株生长特性基本相

符，存在一定的生长特性差异。所有菌种在３７℃
均生长良好，相关菌种标准株生长特性与文献报

道一致［４，６］，生长特性差异状况见表２。ＭＡＣ在
１５～２０ｄ内生长的占８７．５％（２１／２４），在７ｄ内
生长的占１２．５％（３／２４）；４１℃ 生长良好的 ＭＡＣ
占５８．３％（１４／２４），４４℃ 生长良好的 ＭＡＣ仅占
８．３％（２／２４），绝大多数 ＭＡＣ在４４℃均不能生
长；菌落形态均为光滑型，色泽灰白，随着培养天

数的延长，形态、色泽均无改变；耐热触酶试验阳

性的仅占３３．３％（８／２４）。堪萨分枝杆菌在１５～
２０ｄ内生长的占６６．６％（４／６），在７ｄ内生长的
占３３．３％（２／６）；４１℃ 生长良好的菌株占５０．０％
（３／６），４４℃ 均不能生长；菌落形态多为粗糙型，
占６６．６％（４／６），２株早期为光滑型，随着培养时
间延长逐渐变为粗糙型，色泽为微桔黄，耐热触酶

试验均为阳性。脓肿分枝杆菌与偶发分枝杆菌在

３ｄ内生长的分别占９３．２％（４１／４４）和８０．０％
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（４／５），７ｄ左右生长的分别为 ６．８％（３／４４）和
２０．０％（１／５），４１和４４℃均可生长；菌落形态仅
脓肿分枝杆菌呈粗糙与光滑２种表现，以粗糙的
占多数５９．１％（２６／４４）；色泽随培养时间的延长
由灰白变为灰黄；偶发分枝杆菌为光滑型，色乳

白，培养时间延长形态无改变；耐热触酶试验与麦

康凯琼脂试验均为阳性，脓肿分枝杆菌麦康凯琼

脂试验阳性率为４７．７％（２１／４４）。苏尔加分枝杆
菌为慢生长分枝杆菌，仅１株，形态特征为１５～
２０ｄ内生长，仅３７℃生长良好，光滑型，深桔黄，
耐热触酶试验阳性。

表２　８０株ＮＴＭ表型特征分析

生长特性试验
ＮＴＭ野生株

ＭＡＣ 堪萨分枝杆菌 脓肿分枝杆菌 偶发分枝杆菌 苏尔加分枝杆菌

生长速度：

　２～３ｄ － － ＋（４１） ＋（４） －

　７ｄ ＋（３）　 ＋（２） ＋（３）　 ＋（１） －

　１５～２０ｄ ＋（２１） ＋（４） ／ ／ ＋（１）

生长温度（℃）：

　３７ ＋（２４） ＋（６） ＋（４４） ＋（５） ＋（１）

　４１ ＋（１４） ＋（３） ＋（４４） ＋（４） －

　４４ ＋（２）　 － ＋（４４） ＋（４） －

菌落形态（Ｒ／Ｓ）

　７ｄ Ｓ Ｒ（４），Ｓ（２） Ｒ（２６），Ｓ（１８） Ｓ －

　１５～２０ｄ Ｓ Ｒ Ｒ（２６），Ｓ（１８） Ｓ Ｓ

色素 灰白 微桔黄 灰白→灰黄 乳白 深桔黄

耐热触酶试验 ＋（８）　 ＋ ＋ ＋ ＋

麦康凯琼脂 … … ＋（２１） ＋ …

生长特性试验

ＮＴＭ标准株

ＭＡＣ
（ＡＴＣＣ２５２９１，ＡＴＣＣ１３９５０）

堪萨分枝杆菌

（ＡＴＣＣ１２４７８）
脓肿分枝杆菌

（ＡＴＣＣ１９９７７）
偶发分枝杆菌

（ＡＴＣＣ６８４１）
苏尔加分枝杆菌

（ＮＣＴＣ１０８３１）

生长速度（ｄ）：

　２～３ － － ＋ ＋ －

　７ － － － － －

　１５～２０ ＋ ＋ － － ＋

生长温度（℃）：

　３７ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　４１ ＋ ＋ ＋ ＋ －

　４４ ＋ － － － －

菌落形态（Ｒ／Ｓ）

　７ｄ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ －

　１５～２０ｄ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ

色素 灰白 微桔黄 灰白 乳白 深桔黄

耐热触酶试验 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

麦康凯琼脂 … … ＋ ＋ …

　　注：Ｒ为粗糙；Ｓ为光滑；…为未做

　　三、ＮＴＭ药物敏感性试验
５种ＮＴＭ中绝大部分对４种一线抗结核药高

度耐药。见表３。堪萨分枝杆菌和苏尔加分枝杆
菌对利福平及乙胺丁醇均敏感，对异烟肼和链霉素
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均耐药，与标准株药物敏感性试验结果一致；ＭＡＣ
对利福平及乙胺丁醇的耐药率为７９％和８３％，对
异烟肼和链霉素均耐药，标准株药物敏感性试验

结果为４种一线抗结核药均耐药；脓肿分枝杆菌
与偶发分枝杆菌对４种一线抗结核药的耐药率为
１００％，与标准株药物敏感性试验结果一致。

表３　ＮＴＭ对一线抗结核药物的耐药情况 ［例（％）］

抗菌药物
ＭＡＣ 堪萨分枝杆菌＃ 脓肿分枝杆菌＃

敏感 耐药 敏感 耐药 敏感 耐药

异烟肼　 ０（０） ２４（１００） ０（０）　 ６（１００） ０（０） ４４（１００）

链霉素　 １（４） ２３（９６） ０（０）　 ６（１００） ０（０） ４４（１００）

利福平　 ５（２１） １９（７９） ６（１００） ０（０）　 ０（０） ４４（１００）

乙胺丁醇 ４（１７） ２０（８３） ６（１００） ０（０）　 ０（０） ４４（１００）

抗菌药物
偶发分枝杆菌＃ 苏尔加分枝杆菌＃

敏感 耐药 敏感 耐药

异烟肼　 ０（０） ５（１００） ０（０）　 １（１００）

链霉素　 ０（０） ５（１００） ０（０）　 １（１００）

利福平　 ０（０） ５（１００） １（１００） ０（０）　

乙胺丁醇 ０（０） ５（１００） １（１００） ０（０）　

　　注：为部分野生株与标准株药物敏感性结果存在差异；＃为野生株与标准株药物敏感性结果一致

讨　　论

分枝杆菌传统的鉴定方法包括生物学特征

（如生长速度、色素、菌落形态等）、生化特征以及

鉴定性药物敏感性试验，这些鉴定分枝杆菌的常

规试验经过几十年的发展已逐步标准化，具备可

靠、价廉的优点，可作为标准程序使用；缺点是需

要专业经验［６］。分枝杆菌由于生长缓慢，生物活

性低，对各种传统鉴定反应结果容易发生变动，尤

其是ＮＴＭ的鉴定，不仅要求试验条件，还要求试
验人员对观察结果的判定具备高度的专业知识，

才能得到可靠结果［３］。传统的菌种鉴定方法操

作繁琐、费时，影响因素多，临床实验室难以对

ＮＴＭ做出正确鉴定，分子诊断技术的应用，极大
地提高了我们对 ＮＴＭ菌种鉴定的诊断水平，而
ＩＴＳＰＣＲ是目前研究报道较多的一种 ＮＴＭ菌种
鉴定方法［６９］。我们利用 ＩＴＳＰＣＲ随机抽检了８０
株ＮＴＭ菌株，发现目前深圳市慢性病防治中心实
验室分离的菌株主要为ＭＡＣ和脓肿分枝杆菌，共
占抽检 ＮＴＭ菌株的８５％，初步认为深圳的海洋
性湿热气候比较适合 ＭＡＣ与脓肿分枝杆菌的生
长，为深圳地区进一步了解ＮＴＭ的流行病学特征
提供了试验依据。

试验中，通过运用ＮＴＭ分离株的生长特性鉴
定试验及鉴定性药物敏感性试验综合分析 ＩＴＳ
ＰＣＲ菌种鉴定结果发现，ＩＴＳＰＣＲ鉴定的 ２４株

ＭＡＣ，其生长特性试验中在４４℃生长良好的仅２
株，耐热触酶试验阳性的仅８株，而鸟分枝杆菌标
准株与胞内分枝杆菌标准株这 ２项试验均为阳
性，野生株中较多菌株这２项试验均为阴性，与标
准株存在差异，部分野生株药物敏感性结果与标

准株存在差异。综合文献报道［１０］，认为 ＭＡＣ目
前可分出８个菌种，每个菌种的生长特性均有所
不同，鉴于ＭＡＣ菌种构成的复杂性，仅靠生长特
性观察较难正确区分，突变株的存在同样可以导

致菌株生物性状改变。因此，对于复合群的鉴定，

分子生物学检测不失为一种重要的鉴定方法［１１］。

速生长型分枝杆菌中脓肿分枝杆菌、偶发分枝菌

３种鉴定方法结果与标准株总体一致，仅偶发分
枝杆菌有４株在４４℃生长良好，与标准株生长温
度特性有所差异，认为此４株菌株在其他生长特
性试验和药物敏感性试验中与标准株有很好的吻

合性，考虑为菌株变异所致，不排除菌种鉴定误差

导致结果偏差的可能。研究中发现，脓肿分枝杆

菌存在色素产生的现象，随培养时间的延长，大部

分脓肿分枝杆菌会产生一种灰黄的色素，并逐渐

加深，出现一定的色泽改变，色素溶于水，此现象

在目前的文献报道中鲜有提及，有助于临床实验

室对该细菌的初步判断。堪萨分枝杆菌与苏尔加

分枝杆菌３种鉴定方法结果与标准株完全一致，
与文献所示相符［３，６］，认为结果可靠。

本研究所示，生物学性状鉴定及鉴定性药物
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敏感性试验在同一菌种间不同菌株中存在部分表

型差异，由于该类细菌性状的易变性，临床实验室

判断存在一定难度，可做为一个辅助诊断措施应

用于临床鉴别［４，７］。ＩＴＳＰＣＲ检测质量的保证主
要依赖数据详尽的基因序列数据库以及标准化和

规范化的检测方法。鉴于此次研究中用于 ＩＴＳ
ＰＣＲ鉴定的覆盖菌种种类较少，未能提供较充足
的试验数据论证此方法在 ＮＴＭ菌种鉴定方面的
突出优势，此方法是否能鉴定全部的ＮＴＭ菌种仍
有待进一步的试验论证。

综上所述，ＩＴＳＰＣＲ快速、敏感，方法简便，易
于标准化，可做为临床 ＮＴＭ菌种鉴定的“金标
准”［７］。分子生物学技术与传统的细菌学鉴定方

法相结合，为人们进一步认识、研究 ＮＴＭ提供试
验思路。
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