
·论　著·

基因芯片在分枝杆菌菌种鉴定及结核耐药基因

检测的诊断价值
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　　【摘要】　目的　探讨基因芯片检测系统在分枝杆菌菌种鉴定及耐药基因检测中的临床应用价值。方法　应用

基因芯片技术对疑似结核病和非结核分枝杆菌病患者的痰液、尿液、胸腹腔积液、脑脊液和穿刺液等标本进行核酸

检测；并对分枝杆菌阳性样本进行利福平及异烟肼的耐药基因检测。结果　９１例标本中共检出结核分枝杆菌复合

群１６例，非结核分枝杆菌２例（戈登分枝杆菌１例、偶然分枝杆菌１例），分枝杆菌检出总阳性率为１９．８％（１８／９１），

其中结核分枝杆菌占１７．６％（１６／９１），非结核分枝杆菌占２．２％（２／９１）；不同标本类型检出阳性率有差别，由高到低

依次为穿刺脓液（３３．３％）、痰液（２４．０％）、胸腹腔积液（１８．８％）、脑脊液（１６．７％）和尿液（１５．８％）。有５７例患者同

时进行了基因芯片法和涂片抗酸染色法检测，其中芯片法有１６例阳性，阳性率为２８．１％（１６／５７），涂片法有３例阳

性，阳性率为５．３％（３／５７），两种方法比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。１８例分枝杆菌阳性标本进一步进行耐

药基因检测，有４例发生耐药基因突变，其中２例（１例戈登分枝杆菌）为利福平耐药相关基因，ｒｏｐＢ基因５２６位点

发生Ｃ→Ｇ突变，１例为ｒｏｐＢ基因５３１位点发生Ｃ→Ｔ突变，还有１例为异烟肼耐药相关基因，ｉｎｈＡ基因启动子１５

位点发生Ｃ→Ｔ突变；没有检测到多重耐药株。结论　基因芯片技术适用于不同标本类型的分枝杆菌菌种鉴定及

耐药基因检测，操作简便快速，灵敏度高，特异性好。
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　　全球每年新发病例超过９００万，约２００万人病死于结核

病［１］。中国的结核病年发病患者约为１３０万，每年因结核病病

死数达１３万，是仅次于印度的世界第２大结核病高发国家
［２］。

目前结核病控制面临的最大问题是无法在大规模的患者中准

确、快速地诊断出结核病患者，尤其是在艾滋病感染者和儿童

中；同时合并免疫功能抑制人群增多，非结核分枝杆菌（ＮＴＭ）
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感染也呈现增加趋势，两者的病原菌均属于分枝杆菌属，从形

态学、涂片抗酸染色阳性上均无法区分，但其临床表现和治疗

不同。因此，ＮＴＭ和结核分枝杆菌的病原菌鉴别亟待解决。

应用ＤＮＡ微阵列芯片检测病原菌核酸技术是近几年在

医疗领域最具影响的科技发展之一，可快速检测临床疑似标本

中的分枝杆菌属ＤＮＡ
［３４］；并且基因芯片还可以通过检测耐药

突变的存在与否协助判读结核菌种的耐药情况，如异烟肼耐药

基因ｋａｔＧ和ｉｎｈＡ基因启动子及利福平耐药基因ｒｐｏＢ等常见

突变位点［５］。为评价基因芯片技术在分枝杆菌菌种鉴定及耐

药基因检测中的临床应用价值，本文回顾性分析９１例临床疑

似结核和非结核分枝杆菌病患者检测数据，现将结果报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１２年２月至２０１３年３月中国医科大

学附属第一医院门诊就诊及住院的疑似结核病患者，标本类型

有痰液、２４ｈ尿液沉渣、胸腹腔积液、脑脊液和局部穿刺液。

其中男性４５例，女性４６例，年龄１１～８５岁，平均年龄５１．４岁。

１．２　仪器与试剂　应用北京博奥生物有限公司生产的分枝杆

菌菌种鉴定芯片、结核分枝杆菌耐药基因检测芯片及ＬｕｘＳ

ｃａｎ１０ＫＢ微阵列芯片扫描仪等配套仪器进行检测。

１．３　方法　应用芯片检测１７种分枝杆菌，包括结核分枝杆菌

复合群、鸟分枝杆菌、戈登分枝杆菌、胞内分枝杆菌、堪萨斯分

枝杆菌、偶然分枝杆菌、浅黄分枝杆菌、土分枝杆菌、瘰疬分枝

杆菌、龟分枝杆菌和脓肿分枝杆菌、不产色分枝杆菌、草分枝杆

菌、海分枝杆菌和溃疡分枝杆菌、苏尔加分枝杆菌和玛尔摩分

枝杆菌、金色分枝杆菌、蟾蜍分枝杆菌、耻垢分枝杆菌。

结核分枝杆菌耐药基因检测包括利福平ｒｐｏＢ基因的６个

位点，异烟肼ＫａｔＧ及ｉｎｈＡ基因启动子各１个位点。

１．３．１　标本处理　液化根据标本类型不同，液化液（４０ｍＬ液

化液配方：Ｎ乙酰半胱氨酸０．２ｇ，８％柠檬酸钠２０ｍＬ，１０％

氢氧化钠８ｍＬ，去离子水１２ｍＬ）的添加量也不同，３７℃３０

ｍｉｎ或更长时间，直到标本完全液化；灭活，８５℃，３０ｍｉｎ。

１．３．２　核酸提取　取适量标本于１．５ｍＬＥＰ管中，１２０００ｒ／

ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，加１ｍＬ生理盐水，混匀，１２０００ｒ／

ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，加入８０μＬ核酸提取液，混匀，转入

核酸提取管中涡旋振荡５ｍｉｎ，９５℃干浴５ｍｉｎ，８０００ｒ／ｍｉｎ

离心３ｍｉｎ，备用。

１．３．３　ＰＣＲ扩增　分枝杆菌菌种鉴定扩增程序：２００μＬ的

ＥＰ管中加入１８μＬ扩增液，再加入２μＬＤＮＡ样品，混匀，瞬

时离心。扩增条件：３７℃１０ｍｉｎ；９４℃１０ｍｉｎ；９４℃３０ｓ；

６０℃３０ｓ；７２℃６０ｓ，４５个循环；９４℃３０ｓ；７２℃６０ｓ，１０个

循环；７２℃７ｍｉｎ。结核耐药基因检测扩增程序：３个２００μＬ

的ＥＰ管中分别加入１８μＬ扩增液１、２、３，再分别加入２μＬ

ＤＮＡ样品，混匀，瞬时离心。扩增条件：３７℃１０ｍｉｎ；９４℃１０

ｍｉｎ；９４℃３０ｓ；６０℃３０ｓ；７２℃６０ｓ，３５个循环；９４℃３０ｓ；

７２℃４０ｓ，１０个循环；７２℃７ｍｉｎ。

１．３．４　芯片杂交及洗涤　扩增产物９５℃变性５ｍｉｎ后，取出

立即冰水浴３ｍｉｎ。分枝杆菌菌种鉴定杂交程序：取６μＬ扩增

产物加入到９μＬ杂交缓冲液中，混匀，取１３．５μＬ杂交液加入

到一个芯片位点上，密封后放入杂交仪中，５ｒ／ｍｉｎ，５０℃杂交

２ｈ。结核耐药基因检测杂交程序：２个２００μＬＥＰ管中分别加

入９μＬ杂交缓冲液，１管中加入扩增产物１和扩增产物２各

３μＬ（利福平耐药基因），另１管中加入扩增产物１和扩增产物

３各３μＬ（异烟肼耐药基因），混匀，瞬时离心；各取１３．５μＬ杂

交混合液加入到芯片的２个位点上（利福平耐药基因位点为

１、３，异烟肼耐药基因位点为２、４），密封后放入杂交仪中，５ｒ／

ｍｉｎ，５０℃杂交２ｈ。结束后取出，放入洗干仪中洗涤，洗涤之

后甩干。

１．３．５　芯片扫描　使用ＬｕｘＳｃａｎ１０ＫＢ微阵列芯片扫描仪

进行芯片扫描，并运行相应的配套检测芯片判别系统分析荧光

信号的强度及结果判读。

１．４　统计学处理　数据统计分析采用ＳＰＳＳ１８．０软件完成，

分类计数资料用率来进行描述。采用配对χ
２ 检验比较基因芯

片法和抗酸染色法在分枝杆菌鉴定方面差异，犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　分枝杆菌菌种鉴定结果　９１例标本中结核分枝杆菌复

合群阳性１６例，非结核分枝杆菌２例（１例戈登分枝杆菌、１例

偶然分枝杆菌），分枝杆菌检出阳性率为１９．８％（１８／９１），其中

结核分枝杆菌占１７．６％；非结核分枝杆菌占２．２％，非结核分

枝杆菌占分枝杆菌总数的１１．１％。

２．２　不同类型标本分枝杆菌检测阳性率　２例胸腹腔积液阳

性患者为免疫力低下人群，其中１例为艾滋病感染者，另１例

为肾移植患者。有４例标本（尿液３例、痰液１例）的结果显

示，检测系统自动判读为阴性，但分枝杆菌内对照探针（ＩＣ）阳

性，结核分枝杆菌复合群荧光信号值处于“灰区”，结核菌素皮

肤试验（ＴＳＴ）结果为阳性，疑为潜伏性结核感染，建议患者定

期复检。本组中有５７例患者同时进行了基因芯片法和涂片抗

酸染色法检测，其中芯片法有１６例阳性，阳性率为２８．１％

（１６／５７），涂片法有３例阳性，阳性率为５．３％（３／５７），两种方

法比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；５５例芯片鉴定结果为

阴性的患者，通过培养或涂片检查找到阳性致病菌３０例，阳性

检出率为５４．６％（３０／５５）。检测期间５例分枝杆菌阳性质控

品作为标本进行了随机检测，检测结果均为结核分枝杆菌复合

群阳性。见表１、２。

表１　基因芯片法和抗酸染色法检测结果比较（狀）

抗酸染色法
基因芯片法

阳性（＋） 阴性（－）
合计

阳性（＋） ３ ０ ３

阴性（－） １３ ４１ ５４

合计 １６ ４１ ５７

　　注：２种方法比较，犘＜０．０１。

２．３　分枝杆菌耐药基因检测结果　１８例分枝杆菌阳性标本

进一步进行耐药基因检测，有４例发生耐药基因突变，耐药率

为２２．２％，其中２例（１例戈登分枝杆菌）为利福平耐药相关基

因，ｒｏｐＢ基因５２６位点发生Ｃ→Ｇ突变，１例为ｒｏｐＢ基因５３１

位点发生Ｃ→Ｔ突变；１例为异烟肼耐药相关基因ｉｎｈＡ基因启

动子１５位点Ｃ→Ｔ突变；没有检测到多重耐药株。

２．４　基因芯片分枝杆菌菌种鉴定及分枝杆菌耐药基因检测结

果的判读　１６例结核分枝杆菌复合群判读结果见图１，１例痰

液的戈登分枝杆菌判读结果见图２，１例面部局部化脓感染组

织穿刺液的偶然分枝杆菌判读结果见图３。
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表２　芯片检测阳性率、阳性患者临床及影像学资料［狀（％）］

标本 狀 芯片阳性率 临床及影像学资料

穿刺脓液 ６ ２（３３．３） １例患者面部注射美容，致面部皮下脂肪化脓性改变；１例左侧腮腺及颊部占位病变，考虑为恶性。

痰液 ２５ ６（２４．０）
５例结核病报卡，其中２例右肺上叶病灶、空洞，１例右肺下叶炎性病变，２例双肺炎性改变；１例外院高度

怀疑结核病，并且结核耐药基因检测呈阳性。

胸腹水 １６ ３（１８．８）
１例为结核病报卡，合并 ＨＩＶ、梅毒感染；１例为肝硬化患者，右肺中叶小斑片影，心包、腹腔积液；１例为

肝移植患者，结核耐药基因检测呈阳性。

脑脊液 ６ １（１６．７） 患者为结核病报卡患者，抗酸染色２次阴性。左肺炎性病变，双肺小结节，淋巴结增大。

尿液 ３８ ６（１５．８）

２例结核病报卡，其中１例左侧泌尿系感染伴肾盂和输尿管积液扩张，１例左肾结石伴输尿管管壁、膀胱

壁弥漫性增厚，炎性改变；１例输尿管末段占位，经术后病例证实为结核病；３例为右侧（２例）或双侧肾积

水病变。

图１　结核分枝杆菌复合群检测结果

图２　戈登分枝杆菌检测结果

图３　偶然分枝杆菌检测结果

３　讨　　论

基因芯片技术始创于２０世纪９０年代初，Ｇｉｎｇｅｒａｓ等
［６］利

用结核菌ｒｐｏＢ基因保守区７０５ｂｐ特异核苷酸序列探针与基

因芯片杂交，对１０种１２１株分枝杆菌进行基因分型与种属鉴

定。Ｔｒｏｅｓｃｈ等
［７］根据１６ＳｒＲＮＡ和ｒｐｏＢ基因序列，应用基因

芯片鉴定出７０株２７种不同菌种的分枝杆菌的临床分离株和

１５株耐利福平菌株，结果正确地鉴定２７个种属中的２６个，而

且检测出所有耐利福平的１５株结核分枝杆菌ｒｐｏＢ突变基因。

崔振玲等［８］用芯片检测耐异烟肼分离株ｋａｔＧ、ａｈｐＣ和ｉｎｈＡ

调节区域的基因突变。单万水等［９］报道３５株耐利福平结核菌

中有９１．４％用直接测序法检测出存在ｒｐｏＢ基因突变。

本研究将基因芯片技术用于多种类型标本的检测，检测结

果显示基因芯片不仅可对痰液、分泌物或穿刺脓液等结核分枝

杆菌浓度较高的标本进行检测，也适用于尿液、穿刺液（胸腹

水、脑脊液、心包液等）等标本，不需要培养即可进行直接检测，

检测的灵敏度为１×１０３ 个菌／ＰＣＲ反应。本研究中９１例临床

疑似结核和非结核分枝杆菌病患者标本共检出分枝杆菌１８

例，阳性率１９．８％；不同类型标本阳性检出率存在差异，穿刺

脓液阳性率（３３．３％）最高，其他依次为痰液（２４．０％）、胸腹腔

积液（１８．８％）、脑脊液（１６．７％）和尿液（１５．８％）。其中有４例

患者（３例痰液、１例尿液）既往诊断为结核病，本组芯片检测结

果为阴性。分枝杆菌检出率与疾病的进程、标本与病灶部位的

关联程度相关，也与标本的留取质量、液化剂使用量、液化时间

控制等因素相关。尿液、脑脊液、胸腹腔积液等标本因细菌浓

度较低，为提高检出率，需要合适处理标本。痰标本以清晨第

一口痰为宜，先用清水漱口，嘱患者用力咳出深部的、黏稠的痰

于无菌容器中送检，加入１～２ｍＬ的液化液，稀薄的、含有唾

液的痰为不合格。尿液标本用无菌容器收集２４ｈ尿液，取沉

淀部分３０～４０ｍＬ送检，送检后应尽快以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ，弃掉上清液，留取１～２ｍＬ沉淀，加入同体积的液化液３０

ｍｉｎ后处理；心包液和胸腹腔积液因为蛋白含量高，标本容易

凝固，添加１／３或１／４体积的液化液，待充分液化后离心，取沉

淀１～２ｍＬ后处理；脑脊液标本量应大于或等于２ｍＬ，离心后

取沉淀；胆汁及其他量少但浓稠的穿刺液应大于或等于１ｍＬ，

加入１～２ｍＬ的液化液３０ｍｉｎ，混匀后离心去上清液处理。

标本的正确留取、合理的处理是保证阳性检出率的先决条件，

必须高度重视。

２例非结核分枝杆菌感染的患者情况如下：１例为５７岁女

性，入院诊断为不明原因发热和支气管扩张。痰液细菌培养阴

性，涂片抗酸染色阴性；ＣＴ显示右肺上叶病灶，结核可能性

大，不能除外占位性病变；传染病报卡为结核病。痰液芯片检

测结果为戈登分枝杆菌（图２），此标本经北京博奥生物有限公

司测序证实为戈登分枝杆菌。另１例为２２岁女性，入院诊断

为面部感染，病史为面部美容注射药物后出现皮下脓肿。脓肿
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组织细菌培养为非结核分枝杆菌快速生长群，脓液涂片抗酸染

色阴性，Ｘ线胸片正常。面部彩超显示皮下脂肪炎性改变，局

部化脓改变。面部穿刺液芯片检测结果为偶然分枝杆菌（图

３）。近年来随着非结核分枝杆菌病疫情呈现上升的趋势，偶然

分枝杆菌造成皮肤或软组织感染在国内时有报道，并且医源性

感染病例较多。

近年来，利福平和异烟肼的耐药机制研究得到了快速的发

展，大部分利福平耐药性是由ｒｏｐＢ上长度为８１ｂｐ的核心区

域存在基因突变造成。另外，通过对大量高水平耐异烟肼菌株

的研究发现，５０％～９０％的耐药株在ｋａｔＧ３１５位点存在突变，

２０％～３５％的耐药株在ｉｎｈＡ基因调节区有突变，对这些耐药

突变位点的认识使分子诊断方法应用于临床标本检测成为现

实［１０］。本研究１８例分枝杆菌阳性标本中，有４例检测到耐药

基因突变，占２２．２％，与刘申等
［１１］报道的耐药率２２．５％相近。

本研究２例（１例戈登分枝杆菌）为利福平耐药相关基因ｒｏｐＢ

基因５２６位点发生Ｃ→Ｇ突变；１例为ｒｏｐＢ基因５３１位点发生

Ｃ→Ｔ突变，１例为异烟肼耐药相关基因ｉｎｈＡ基因启动子１５

位发生Ｃ→Ｔ突变，没有检测出多药耐药株。

分枝杆菌菌种鉴定和结核分枝杆菌耐药基因检测的灵敏

度均为１×１０３ 个菌／ＰＣＲ反应，菌种鉴定需要６～７ｈ，结核耐

药基因检测需要７～８ｈ，２ｄ内即可完成临床疑似标本的鉴定

及耐药性分析，极大地缩短了检测时间，满足了临床快速检测

的需求。本检测方法还采用３１种其他常见呼吸道细菌及与分

枝杆菌亲缘关系较近的细菌标准株样本对所用试剂进行了特

异性评价，结果显示各样本的检测结果均与理论判读结果一

致，表明试剂具有较高的特异性，能够有效地区分出１７种分枝

杆菌之外的样本。但当本检测结果为“无分枝杆菌”时，并不能

排除被检者带有其他种类的分枝杆菌。
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ｐａｔｔｅｒｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅｒｉｃ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ＤＮＡａｒｒａｙｓ［Ｊ］．ＧｅｎｏｍｅＲｅｓ，１９９８，８（５）：４３５４４８．

［７］ ＴｒｏｅｓｃｈＡ，ＮｇｕｙｅｎＨ，ＭｉｙａｄａＣＧ，ｅｔａｌ．Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｓｐｅｃｉｅｓｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｒｉｆａｍｐｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｅｓｔｉｎｇｗｉｔｈ

ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙＤＮＡｐｒｏｂｅａｒｒａｙｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９９，

３７（１）：４９５５．

［８］ 崔振玲，景奉香，胡忠义，等．用ＤＮＡ芯片快速检测结核

分枝杆菌对异烟肼的耐药性［Ｊ］．中华检验医学杂志，

２００３，２６（４）：２４４．

［９］ 单万水，金岚，能勇，等．ＤＮＡ芯片快速检测耐利福平结

核分枝杆菌ｒｐｏＢ基因突变［Ｊ］．中华检验医学杂志，

２００３，２６（１１）：６８０６８２．

［１０］ＺｈａｎｇＭ，ＹｕｅＪ，ＹａｎｇＹＰ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｍｕｔａｔｉｏｎｓ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｉｓｏｎｉａｚｉｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕ

ｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｉｓｏｌａｔｅｓｆｒｏｍＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００５，

４３（１１）：５４７７５４８２．

［１１］刘申，刘智勇，黄庆，等．基因芯片检测系统在分枝杆菌属

鉴定及耐药性分析的临床应用［Ｊ］．中华医院感染学杂

志，２０１１，２１（１０）：１９５９１９６２．

（收稿日期：２０１３１１１２　　修回日期：２０１４０５０３）

（上接第１５９４页）

　　 ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ａｎｄｒｉｓｋｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ：ａｐｏｏｌｅｄａｎａｌｙ

ｓｉｓｏｆ２６ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌｓｔｕｄｉｅｓ［Ｊ］．ＬａｎｃｅｔＯｎｃｏｌ，２０１１，

１２（１１）：１０２３１０３１．

［７］ 刘国强，李辉腾．高危型人乳头状瘤病毒检测联合宫颈液

基细胞学检查在宫颈疾病筛查中的临床价值［Ｊ］．检验医

学与临床，２０１２，９（２４）：３１１７３１１８．

［８］ 周权，黄民主，黄霜，等．中国已婚妇女宫颈癌发病影响因

素 Ｍｅｔａ分析［Ｊ］．中国癌症杂志，２０１１，２１（２）：１２５１２９．

［９］ 王又又，向群英，佘茜，等．宫颈癌高发区妇女 ＨＰＶ感染

及影响因素分析［Ｊ］．中国公共卫生，２０１１，２７（３）：２５９

２６１．

［１０］ＫｒａｊｄｅｎＭ，ＣｏｏｋＤ，ＹｕＡ，ｅｔａｌ．ＡｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆＨＰＶ１６

ａｎｄＨＰＶ１８ａｎｔｉｂｏｄｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｂｙｐｓｅｕｄｏｖｉｒｕｓｎｅｕｔｒａｌ

ｉｚａｔｉｏｎ，ＭｅｒｃｋｃＬＩＡａｎｄＭｅｒｃｋｔｏｔａｌＩｇＧＬＩＡｉｍｍｕｎｏａｓ

ｓａｙｓｉｎａｒｅｄｕｃｅｄｄｏｓａｇｅｑｕａｄｒｉｖａｌｅｎｔＨＰＶｖａｃｃｉｎｅｔｒｉａｌ

［Ｊ］．Ｖａｃｃｉｎｅ，２０１３，２９（１３）：１２３４１２３６．

（收稿日期：２０１３１０２９　　修回日期：２０１３１２２８）

·８９５１· 检验医学与临床２０１４年６月第１１卷第１２期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊｕｎｅ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．１２




