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荧光犘犆犚熔解曲线法分析宜昌地区非结核分枝杆菌感染的流行特征
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［摘　要］　目的　应用荧光ＰＣＲ熔解曲线法分析宜昌地区非结核分枝杆菌（ＮＴＭ）的感染趋势、分布特征、流行状

况，为该地区ＮＴＭ感染的防治提供参考依据。方法　收集２０１６—２０２０年间宜昌地区在某院就诊的疑似结核病患

者的胸腔积液、腹腔积液、痰、支气管肺泡灌洗液标本，经萋－尼抗酸染色涂片、ＭＧＩＴ９６０快速培养和改良罗氏培

养检出的所有分枝杆菌阳性标本进一步经荧光ＰＣＲ熔解曲线法鉴定结核分枝杆菌（ＭＴＢ）及ＮＴＭ菌种。以全基

因组测序（ＷＧＳ）为金标准，对比分析荧光ＰＣＲ熔解曲线法鉴定 ＭＴＢ及ＮＴＭ的准确性，总结该地区ＮＴＭ感染患

者的临床特征。结果　共收集７４９６份分枝杆菌阳性标本，经荧光ＰＣＲ熔解曲线法鉴定，检出６９９７株（９３．３４％）

ＭＴＢ与４９９株（６．６６％）ＮＴＭ。ＮＴＭ菌种鉴定共确定４６９株（９３．９９％）ＮＴＭ 菌种，其余３０株（６．０１％）为未知菌

种。检出最多的ＮＴＭ为胞内分枝杆菌（１８９，３７．８８％），其次依次为脓肿分枝杆菌（６８株，１３．６３％）、戈登分枝杆菌

（２５株，５．０１％）。选择荧光ＰＣＲ熔解曲线法鉴定的２２株 ＭＴＢ和１８株ＮＴＭ行 ＷＧＳ，符合率为９８．１５％，灵敏度

为９９．８０％，特异度为９３．５４％。分析ＮＴＭ流行特征发现，该地区ＮＴＭ检出率逐年升高，自２０１６年的３．５６％上

升至２０２０年的１３．２１％。ＮＴＭ阳性患者中，男性占５７．５２％（２８７／４９９），５２．３０％的患者（２６１／４９９）集中在５５～７４

岁年龄段。结论　宜昌地区ＮＴＭ流行率呈快速增加趋势，以脓肿、戈登、堪萨斯分枝杆菌为主，荧光ＰＣＲ熔解曲

线法可有效快速辅助诊断。老年人ＮＴＭ感染风险高，临床上鉴别诊断ＮＴＭ意义重大。
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　　非结核分枝杆菌（ｎｏｎｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｍｙｃｏｂａｃｔｅ

ｒｉｕｍ，ＮＴＭ）是指除结核分枝杆菌（犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿

狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊，ＭＴＢ）复合群（ＭＴＢ、牛分枝杆菌等）

及麻风分枝杆菌以外的一类分枝杆菌。ＮＴＭ 致病

性及传染性都不及 ＭＴＢ，因此，很长一段时间都未

引起临床及科研工作者的关注。随着社会老龄化，

后天免疫系统疾病如获得性免疫缺陷综合征

（ＡＩＤＳ）患者，以及先天免疫功能缺陷人群的增加，

ＮＴＭ 感染患者逐年增加，临床症状也呈现出多样

性，如肺部脓肿，皮肤软组织感染、淋巴结炎等［１３］。

ＮＴＭ与 ＭＴＢ感染的临床症状及影像学表现高度

相似，且ＮＴＭ 对大多数抗结核药物天然耐药
［４６］，

给临床诊治工作带来极大困难。快速准确地诊断

ＮＴＭ感染，对临床医生规范化、针对性地用药和治

疗具有重要意义。

目前实验室鉴定分枝杆菌的主要方法有分离培

养鉴定法（ＰＮＢ法）、ＤＮＡ测序及ＰＣＲ反向点杂交

法。荧光ＰＣＲ熔解曲线法鉴定分枝杆菌是根据分

枝杆菌１８ｓＲＮＡ２３ｓＲＮＡ基因内转录间隔区（ＩＴＳ）

片段的特异序列设计探针，采用特定的荧光通道和

熔点进行分枝杆菌的鉴定，能同时鉴定出包括 ＭＴＢ

复合群在内的１９种分枝杆菌，整个试验过程仅需５

～６ｈ。目前，已有荧光ＰＣＲ熔解曲线法用于 ＭＴＢ

的鉴定和利福平、异烟肼的耐药检测，利福平耐药检

测灵敏度为１００％，特异度为９７．１０％，异烟肼耐药

检测灵敏度为７６．００％，特异度为９９．１９％
［７８］。本

文利用多色荧光ＰＣＲ熔解曲线法鉴定分枝杆菌菌

种，以全基因组测序（ＷＧＳ）为金标准分析其准确

性，同时总结宜昌地区ＮＴＭ感染的临床特征。

１　资料与方法

１．１　标本来源及资料收集　收集宜昌市某结核病

定点治疗医院有结核病疑似症状患者的临床标本，

包括胸腔积液、腹腔积液、痰、支气管肺泡灌洗液标

本，采用抗酸染色、改良罗氏培养管及ＭＧＩＴ９６０系

统进行分枝杆菌培养鉴定，所有阳性标本采用荧光

ＰＣＲ熔解曲线法鉴别 ＮＴＭ 至菌种。收集２０１６年

１月１日—２０２０年１２月３１日期间该院门诊及住院

疑似结核患者的临床检测数据，分析 ＮＴＭ 感染情

况，同时收集ＮＴＭ 感染患者临床资料，包括性别、

年龄、初治复治、合并其他疾病等信息，分析其特征。

１．２　磁珠法提取核酸　痰、支气管肺泡灌洗液、胸

腔积液、腹腔积液等标本离心吸取沉淀，加入２倍体

积消化液，消化１５ｍｉｎ至标本完全液化后吸取１ｍＬ

转移至１．５ｍＬＥＰ管中。快速培养标本直接吸取

培养液１ｍＬ加入１．５ｍＬＥＰ管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ

离心５ｍｉｎ，弃上清，重悬于３００μＬ裂解液中。改

良罗氏培养基上生长的分枝杆菌用２２ＳＷＧ标准接

种环收集细菌一环，重悬于３００μＬ裂解液中。９９℃

加热１０ｍｉｎ后静置。将灭活好的标本加入提取试

剂条样本孔，安装好磁棒，打开ＬａｂＡｉｄ８２４ｓ核酸

提取仪，运行结核核酸提取程序“ＭＴＢＭａｘｉＦａｓｔ”

获取纯化的ＤＮＡ，转移至干净ＥＰ管备用。

１．３　荧光ＰＣＲ熔解曲线法鉴定分枝杆菌至菌种　

分枝杆菌鉴定试剂盒（荧光ＰＣＲ熔解曲线法）购自

厦门致善生物科技股份有限公司，反应体系及ＰＣＲ

扩增程序严格按照说明书操作。扩增仪使用全自动

医用ＰＣＲ分析系统Ｓｌａｎ９６ＳｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｓｙｓｔｅｍ

（上海宏石医疗科技有限公司）。反应完成后，用仪

器自带分析软件 ＭｅｌｔＰｒｏＭａｎａｇｅｒｖｅｒｓｉｏｎ１．０（致

善科技有限公司）对扩增及熔解曲线进行比对分析。

根据不同分枝杆菌ＩＴＳ片段的特异序列设计

探针［９］，采用特定的荧光通道和熔点鉴定分枝杆菌，

同时在扩增体系中加入外源性内控模板（拟南芥管
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家基因狊狌犮２）进行质量控制。

１．４　ＷＧＳ分析　部分培养阳性的分枝杆菌经

８０℃３０ｍｉｎ水浴灭活后，利用十六烷基三甲基溴化

铵（ＣＴＡＢ）提取法提取菌株ＤＮＡ，根据 ＷＧＳ建库试

剂盒说明书，建立ＤＮＡ双端测序文库，在Ｉｌｌｕｍｉｎａ

Ｈｉｓｅｑ２５００平台上进行 ＷＧＳ。测序下机数据上传至

ＳＡＭＴＢ平台（ｈｔｔｐｓ：／／ｓａｍｔｂ．ｓｚｍｂｚｘ．ｃｏｍ／）分析，

鉴定菌种，并与荧光ＰＣＲ熔解曲线法鉴定结果对比。

１．５　临床肺结核病及ＮＴＭ 肺病的入组标准　肺

结核符合中华医学会发布的《肺结核基层诊疗指南

（２０１８年）》
［１０］标准。ＮＴＭ 肺病诊断符合《非结核

分枝杆菌病诊断与治疗指南（２０２０年版）》
［１１］诊断标

准，经分枝杆菌培养及菌种鉴定后，结合患者临床表

现、实验室和病理检查结果，并在排除其他病因的情

况下进行诊断。所有病例均排除临床资料不全、并

发严重精神疾病及认知功能障碍、住院期间因其他

系统疾病导致病情恶化或死亡者。

１．６　统计分析方法　应用Ｅｘｃｅｌ２０１６软件整理试

验数据及患者信息，ＳＰＳＳ２４．０软件对 ＮＴＭ 感染

者的信息进行描述性分析。采用非参数检验分析不

同特征患者感染的 ＮＴＭ 菌种的分布特征，卡方检

验比较感染 ＭＴＢ与ＮＴＭ 患者特征。犘≤０．０５为

差异有统计学意义。

２　结果

２．１　基本检测情况　２０１６—２０２０年，共７４９６份疑

似结核病患者的临床标本分枝杆菌培养阳性，进一

步进行ＮＴＭ鉴别，共检出６９９７株 ＭＴＢ与４９９株

ＮＴＭ，ＮＴＭ总检出率为６．６６％。

研究期间，ＮＴＭ 检出率逐年上升，从２０１６年

的３．５６％（５４／１５１６）上升至２０２０年的１３．２１％

（１２３／９３１），见表１。ＣｏｃｈｒａｎＡｒｍｉｔａｇｅ趋势检验提

示上升趋势显著（犣＝８．２６７，犘＜０．００１）。２０２０年

标本数大幅下降，可能与新型冠状病毒疫情期间患

者就诊减少有关。

２．２　ＮＴＭ 菌种鉴定结果　利用荧光ＰＣＲ熔解曲

线法对以上４９９株初步鉴定为ＮＴＭ菌株进行菌种

鉴定，共鉴定出４６９株（９３．９９％）常见 ＮＴＭ 菌种，

３０株（６．０１％）报告为其他未知ＮＴＭ 菌种，超出该

方法检测范围。胞内、脓肿分枝杆菌是该地区最流

行的ＮＴＭ 菌种，分别占 ＮＴＭ 标本中的３７．８８％

（１８９株）、１３．６３％（６８株），其余常见ＮＴＭ菌种依

表１　２０１６—２０２０年宜昌地区分枝杆菌检出情况

犜犪犫犾犲１　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿ｉｎＹｉｃｈａｎｇａｒｅａ

ｆｒｏｍ２０１６ｔｏ２０２０

年份 ＭＴＢ ＮＴＭ 合计 ＮＴＭ检出率（％）

２０１６ １４６２ ５４ １５１６ ３．５６

２０１７ １５３４ ６９ １６０３ ４．３０

２０１８ １４８１ ９７ １５７８ ６．１５

２０１９ １７１２ １５６ １８６８ ８．３５

２０２０ ８０８ １２３ ９３１ １３．２１

合计 ６９９７ ４９９ ７４９６ ６．６６

次为戈登（２５株，５．０１％）、偶然（２４株，４．８１％）、堪

萨斯（１６株，３．２１％）、鸟（９株，１．８０％）、缓黄（７株，

１．４０％）、龟（６株，１．２０％）、瘰疠（３株，０．６０％）、耻

垢分枝杆菌（２株，０．４０％），土、海、蟾蜍、苏加、马尔

摩、猿分枝杆菌均为１株（各占０．２０％）。

２．３　ＷＧＳ验证荧光ＰＣＲ熔解曲线法鉴定分枝杆

菌效能　选择荧光ＰＣＲ熔解曲线法鉴定的 ＭＴＢ

菌株２２株及ＮＴＭ菌株１８株行 ＷＧＳ，以验证两种

方法鉴定分枝杆菌菌种符合情况。结果显示，两种

方法鉴别 ＭＴＢ与ＮＴＭ的符合率为９８．１５％，灵敏

度为９９．８０％，特异度为９３．４５％。其中，ＷＧＳ检测

１８株ＮＴＭ菌种包括９株脓肿分枝杆菌、３株鸟分

枝杆菌复合群、３株堪萨斯分枝杆菌、１株偶然分枝

杆菌、１株马尔摩分枝杆菌、１株未知菌种，与荧光

ＰＣＲ熔解曲线法检测结果基本一致。

２．４　ＭＴＢ与ＮＴＭ感染患者特征比较　对诊断的

６９９７例 ＭＴＢ感染患者及４９９例 ＮＴＭ 感染患者

的临床资料进行对比分析，发现宜昌地区 ＭＴＢ和

ＮＴＭ感染患者中，男性比例均高于女性（犘＜０．００１）。

对患病人群进行年龄分层，ＭＴＢ与ＮＴＭ感染患者

均主要集中在６５～７４岁年龄组，其次为５５～６４岁

及７５～岁年龄组。分析患者年龄趋势发现，随年龄

增大，ＭＴＢ和ＮＴＭ 的感染风险也增大，各年龄组

间比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＮＴＭ感染

患者中，５２．３０％（２６１／４９９）的患者集中在５５～７４岁

年龄段。比较ＭＴＢ和ＮＴＭ感染患者初治和复治比

例发现，ＭＴＢ感染患者中８０．６４％（５６３３例）为初治，

１９．３６％（１３５２例）为复治；而ＮＴＭ患者６６．５３％（３３２

例）为初治，３３．４７％（１６７例）为复治。此外，ＮＴＭ肺病

合并疾病中支气管扩张最多（５６例，１１．２２％），其次为

慢性阻塞性肺疾病（２１例，４．２１％）、恶性肿瘤（６例，

１．２０％）和ＡＩＤＳ（２例，０．４０％）。见表２。
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表２　ＭＴＢ与ＮＴＭ感染患者特征比较［例，（％）］

犜犪犫犾犲２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｂｅｔｗｅｅｎＭＴＢａｎｄＮＴＭｉｎｆｅｃｔｅｄｐａｔｉｅｎｔｓ（Ｎｏ．ｏｆｃａｓｅｓ［％］）

特征
ＭＴＢ感染组

（狀＝６９９７）

ＮＴＭ感染组

（狀＝４９９） χ
２ 犘

性别 ４９．７９２ ＜０．００１

　男 ５０５９（７２．３０） ２８７（５７．５２）

　女 １９３８（２７．７０） ２１２（４２．４８）

年龄（岁） １８．５９７ ０．００２

　＜３５ ８３９（１１．９９） ５１（１０．２２）

　３５～４４ ４６９（６．７０） ２９（５．８１）

　４５～５４ １１５７（１６．５４） ８９（１７．８４）

　５５～６４ １２１０（１７．２９） １２０（２４．０５）

　６５～７４ ２０８４（２９．７８） １４１（２８．２６）

　７５～ １２３８（１７．６９） ６９（１３．８３）

特征
ＭＴＢ感染组

（狀＝６９９７）

ＮＴＭ感染组

（狀＝４９９） χ
２ 犘

ＭＴＢ感染患者 ５７．３８３ ＜０．００１

　初治 ５６４３（８０．６５） ３３２（６６．５３）

　复治 １３５４（１９．３５） １６７（３３．４７）

合并症 ２．９０６ ０．３９７

　支气管扩张 　１２３（１．７６） ５６（１１．２２）

　慢性阻塞性肺

　疾病

　 ６８（０．９７） ２１（４．２１）

　恶性肿瘤 　 ２３（０．３３） 　６（１．２０）

　ＡＩＤＳ 　　８（０．１１） 　２（０．４０）

３　讨论

ＮＴＭ肺病患者数量在全球范围内呈不断上升

趋势，其发病率在发达国家已超过肺结核，在发展中

国家亦呈明显上升趋势。发展中国家及落后国家因

总体检测能力有限而对其了解不足［１２］，我国也缺乏

流行病学大样本或全人群的研究［１３１４］。根据某些省

市的分析研究，ＮＴＭ病在我国呈地域化分布，发病率

南方高于北方，特别是广东沿海地区，发病率远高于

西北地区；感染的菌种也呈地域化分布，南方多见胞

内、堪萨斯、脓肿、溃疡、海分枝杆菌，北方多见胞内、

鸟、脓肿等ＮＴＭ菌种
［１５１６］。宜昌处于长江中下游温

带季风气候地区，四季分明，夏季潮湿闷热，冬季干旱

少雨，水资源丰富，为某些ＮＴＭ菌（胞内、脓肿）提供

了适宜的生长环境。近年来，随着分子生物学技术的

发展，ＮＴＭ菌种的鉴定在各地级市开展，本文采用荧

光ＰＣＲ熔解曲线法鉴定分枝杆菌菌种，以 ＷＧＳ为金

标准，比较两种方法检测ＮＴＭ菌种的符合率，分析

荧光ＰＣＲ熔解曲线法的灵敏度及特异度，并对该地

区 ＭＴＢ及ＮＴＭ菌种的临床感染特征进行分析。

针对我国ＮＴＭ 疾病的流行情况，Ｌｉｕ等
［１７］的

研究显示，在分枝杆菌培养标本中，我国ＮＴＭ分离

率为６．４％（３１７／４９１７）；也有研究
［１８］表明，我国结

核病可疑症状者中 ＮＴＭ 分离率由２００４—２００９年

的１．６％上升至２０１２—２０１７年的３．１３％；２０１０年全

国第五次结核病流行病学抽样调查［１９］则报告ＮＴＭ

分离率为２２．９％（８３／３６３），远高于临床实验室的相关

报道。宜昌地区ＮＴＭ的分离率自２０１６年的３．５６％

（５４／１５１６）上升至２０２０年的１３．２１％（１２３／９３１），虽

然低于２０１０年报道的２２．９％，但也呈明显的上升

趋势，公共卫生预防部门及临床医生在诊治分枝杆

菌感染性疾病时应高度关注。

目前，我国针对ＮＴＭ的早期、快速诊断尚没有

敏感且特异的标准化诊断程序［２０］。随着分子生物

学技术的发展，ＮＴＭ 肺病的实验室检测技术也进

一步发展，目前市面上的检测产品包括ＰＣＲ熔解曲

线法检测试剂盒、ＰＣＲ荧光探针法检测试剂盒、微

阵列基因芯片试剂盒、质谱法及１６ｓｒＲＮＡ测序技

术，各种检测方法的效能比较已有研究［２１２２］。本研

究结果显示，荧光ＰＣＲ熔解曲线法作为最新的分子

诊断手段，检测成本及所需时间远低于基因测序技

术（成本昂贵、检测时间约３ｄ，需专业技术人员），灵

敏度、特异度均＞９３％，值得临床推广应用。

本研究中，ＮＴＭ肺病出现在各个年龄段，以５５～

７４岁年龄段老年人群占比最高（５２．３０％，２６１／

４９９），与大部分研究
［２３２４］结果一致。本地区 ＭＴＢ

和ＮＴＭ感染患者的男女性别比例比较，差异有统

计学意义（犘＜０．００１）。不论是 ＭＴＢ还是 ＮＴＭ，

男性感染者均高于女性，尤其是 ＭＴＢ，男性感染者

远高于女性，其原因是否与男性吸烟、不健康的生活

方式，以及社会压力等因素有关，还需进一步研究。

ＮＴＭ肺病常发生于有慢性肺部疾病，如结核

病、慢性阻塞性肺疾病、肺囊性纤维化等患者，以及

免疫功能受损，如ＡＩＤＳ、恶性肿瘤和实体器官移植

等患者［２］。本研究显示，ＮＴＭ 合并症中支气管扩

张症最多见，该类患者由于气道受阻及结构异常，导

致环境及空气中 ＮＴＭ 长期滞留于肺部而诱发
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ＮＴＭ肺病；肿瘤及ＡＩＤＳ患者自身免疫功能低下，

也是ＮＴＭ致病的重要原因之一。ＮＴＭ 患者复治

比率为３３．４７％，提示ＮＴＭ 治疗迁延不愈易复发，

与ＮＴＭ生物学特征及耐药性有关，后期也将继续

追踪患者治疗转归及药敏情况。

综上所述，肺部有支气管扩张改变，特别是合并肺

气肿且长期进行治疗的免疫功能低下的老年患者，当

抗酸染色阳性时，需高度怀疑ＮＴＭ感染。我国一项多

中心研究［２５］表明，胞内分枝杆菌是东部地区检出的主

要ＮＴＭ菌种，脓肿分枝杆菌在南部地区检出率高。本

研究显示，宜昌地区检出的ＮＴＭ以胞内分枝杆菌最多

（３７．８８％），其次是脓肿分枝杆菌（１３．６３％），其余依次

为戈登（５．０１％）、偶然（４．８１％）、堪萨斯（３．２１％），与

上海、广州不同［１６，２６］。该地区的ＮＴＭ 分布特点可

为宜昌市ＮＴＭ的流行趋势研究提供参考，但未对

检出的ＮＴＭ进行药敏试验，缺乏随访和转归数据

以评价患者的治疗效果，具有一定局限性，后期应考

虑在既往研究的基础上进一步完善药敏试验和随访

结果分析。
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