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［摘　要］　目的　探讨非结核分枝杆菌肺病（ＮＴＭＰＤ）菌种分布及耐药性，为其临床诊治提供依据。方法　收集

２０１７—２０１９年湖南省某胸科医院ＢＡＣＴＥＣＭＧＩＴ９６０系统培养阳性的临床分离菌株，经 ＭＰＢ６４检测以及ＰＮＢ、

ＴＣＨ培养基生长试验分离出非结核分枝杆菌（ＮＴＭ），应用１６ＳｒＲＮＡ、Ｈｓｐ６５、ＩＴＳ基因测序法将 ＮＴＭ 鉴定至

种，采用最低抑菌浓度（ＭＩＣ）法检测其中脓肿分枝杆菌对１０种抗菌药物的耐药性。结果　１０４４３份 ＭＧＩＴ９６０报

告阳性的菌株中，共检出 ＮＴＭ１２２７株，检出率为１１．７％。经菌种鉴定，居前４位者依次为胞内分枝杆菌

（２７．８％）、脓肿分枝杆菌（２５．３％）、戈登分枝杆菌（１６．５％）、鸟分枝杆菌（１６．１％）。脓肿分枝杆菌对阿米卡星、克

拉霉素和利奈唑胺的敏感性较高，敏感率分别是９４．６％、８７．５％、８２．１％；对其他药物的敏感率均低于５０％。结论

　湖南省ＮＴＭ流行的菌种以脓肿分枝杆菌和胞内分枝杆菌为主，阿米卡星和克拉霉素可作为该省临床治疗脓肿

分枝杆菌感染患者的优选抗菌药物。
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　　非结核分枝杆菌（ｎｏｎｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｍｙｃｏｂａｃｔｅ

ｒｉａ，ＮＴＭ）是一种条件致病菌，对人的致病程度较结

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）

弱，但能引起多种疾病［１２］。近年来，世界范围内

ＮＴＭ 感染并致病呈上升趋势，既有医源性 ＮＴＭ

感染的暴发流行，也有散发性ＮＴＭ 病，如ＮＴＭ 肺

病（ＮＴＭＰＤ）、ＮＴＭ皮肤感染和可播散性ＮＴＭ 疾

病，许多国家均有报道［１４］。ＮＴＭＰＤ的发病率逐年

上升，其临床症状、Ｘ线表现与肺结核相似，但治疗

方案差别明显，临床上多造成误诊、误治，使得患者

病程迁延。人们对 ＮＴＭＰＤ的认识不断加深，ＮＴ

ＭＰＤ诊治上的困难及其带来的危害已引起临床医

生的高度重视［２，５７］。本研究对２０１７—２０１９年湖南

省胸科医院培养分离的分枝杆菌临床株进行菌种鉴

定，并对其中部分脓肿分枝杆菌进行药敏试验测试，

分析 ＮＴＭ 菌种分布及耐药性，旨在为临床诊治

ＮＴＭＰＤ提供依据。

１　对象与方法

１．１　菌株来源　２０１７—２０１９年湖南省胸科医院经

ＢＡＣＴＥＣＭＧＩＴ９６０Ｓｙｓｔｅｍ（简称ＭＧＩＴ９６０）培养

阳性的１０４４３株非重复分枝杆菌临床分离菌株。

１．２　主要试剂与仪器　罗氏（ＬＪ）培养基 、对硝基

苯甲酸（ＰＮＢ）培养基及噻吩２羧酸肼（ＴＣＨ）培养

基购于珠海贝索生物技术公司，ＭＰＢ６４抗原检测试

剂盒（胶体金法）购自杭州创新生物检控技术公司。

ｌａｂａｉｄ８２４核酸提取仪及其配套试剂购于厦门致善

生物科技公司。ＰＣＲ反应试剂购于北京全式金生

物技术公司，引物由北京睿博兴科生物技术有限公

司合成。ＰＣＲ扩增仪购自杭州博日科技公司。快

速生长分枝杆菌（ｒａｐｉｄｌｙｇｒｏｗｉｎｇｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ，

ＲＧＭ）药敏板购于赛默飞世尔科技公司。

１．３　标准质控菌株　ＭＴＢ对照标准菌株 Ｈ３７ＲＶ

由国家结核病参比实验室提供，药敏质控菌株金黄

色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２９２１３、铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ

２７８５３购于卫生部临床检验中心。

１．４　研究方法

１．４．１　分枝杆菌鉴定　ＭＧＩＴ９６０培养报阳性菌

株经抗酸染色涂片、结核分枝杆菌抗原 ＭＰＢ６４检

测、ＰＮＢ培养基生长试验、ＴＣＨ 培养基生长试验，

鉴定出结核分枝杆菌复合群（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ｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＴＢＣ）和ＮＴＭ，试验操作及判读标

准均参照《结核病实验室检验规程》［８］进行。见表１。

表１　分枝杆菌鉴定试验 ＭＴＢＣ和ＮＴＭ判断标准

犜犪犫犾犲１　ＪｕｄｇｅｍｅｎｔｃｒｉｔｅｒｉａｏｆＭＴＢＣａｎｄＮＴＭｉｎ犕狔犮狅

犫犪犮狋犲狉犻狌犿ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｅｓｔｉｎｇ

鉴定试验 ＭＴＢＣ ＮＴＭ

ＭＰＢ６４抗原 ＋ －

ＬＪ培养基 ＋ ＋

ＰＮＢ培养基 － ＋

ＴＣＨ培养基 ＋ ＋

　　注：＋表示为阳性或生长；－表示为阴性或不生长；其中牛分

枝杆菌在ＴＣＨ培养基上不生长。

１．４．２　ＮＴＭ菌种鉴定　

１．４．２．１　ＤＮＡ提取　初步鉴定为ＮＴＭ后，从ＬＪ

固体培养基斜面上刮取２接种环菌落重悬于生理盐

水中，使用ｌａｂａｉｄ８２４仪器提取ＤＮＡ，上清用作基

因测序模板液，－２０℃保存备用。

１．４．２．２　聚合酶链反应（ＰＣＲ）　采用１６ＳｒＲＮＡ、

Ｈｓｐ６５、内转录间隔区（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ，

ＩＴＳ）三对引物扩增，１６ＳｒＲＮＡ 上游引物为５’

ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３’，下游引物为：

５’ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３’；Ｈｓｐ６５

上游引物为５’ＡＣＣＡＡＣＧＡＴＧＧＴＧＴＧＴＣＣＡＴ’，

下游引物为５’ＣＴＴＧＴＣＧＡＡＣＣＧＣＡＴＡＣＣＣＴ３’；

ＩＴＳ上游引物为５’ＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧＴＡＲＣ

ＣＧ３’，下 游 引 物 为 ５’ ＴＣＧＣＣＡＡＧＧＣＡＴＣ

ＣＡＣＣ３’。１６ＳｒＲＮＡ 产物１５００ｂｐ，Ｈｓｐ６５产物

４００ｂｐ，ＩＴＳ产物３８０ｂｐ。ＰＣＲ反应体系３０μＬ：上

下游引物各１μＬ，２×ＴａｇＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１５μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ１２μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，同时取两管ＰＣＲ反

应管分别加入结核分枝杆菌阳性质控品和结核分枝

杆菌阴性质控品。按如下程序扩增：９４℃预变性

５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，

共２５个循环；７２℃终延伸７ｍｉｎ。取５μＬ扩增产物

在１％琼脂糖（含ＧｅｌＲｅｄ核酸染料）凝胶中电泳，观

察结果。

１．４．２．３　测序及同源性比对　ＰＣＲ扩增产物送北

京睿博兴科生物技术有限公司进行测序，利用

ＢＬＡＳＴ软件将测序得到的基因序列与美国国立生

物技术信息中心（ＮＣＢＩ）网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．

ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）作同源性比较，相似度≥

９７％即可确定菌种。

１．４．３　药敏试验　参照美国临床实验室标准化协

会（ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，

ＣＬＳＩ）《Ｍ２４Ａ２指南》标准
［９］，采用ＲＧＭ 药敏板检
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测脓肿分枝杆菌１０种抗菌药物的 ＭＩＣ值，操作和

结果判断参照《Ｍ２４Ａ２指南》和试剂盒说明书

进行。

１．５　统计学分析　应用Ｅｘｃｌｅ２０１６软件对资料进

行统计分析。

２　结果

２．１　分枝杆菌鉴定结果　２０１７—２０１９年，ＭＧＩＴ

９６０培养报阳性的菌株数分别为３３４２、３５３５、３５６６

株，从中分别分离出ＮＴＭ３７１、４０３、４５３株，各年度

检出率分别为 １１．１％、１１．４％、１２．７％；共分离

ＮＴＭ１２２７株，总检出率为１１．７％。

２．２　ＮＴＭ 菌种鉴定结果　１２２７株 ＮＴＭ 中，经

测序进行菌种鉴定，剔除测序失败的菌株，最终有

１１８９株确定菌种，居前四位的菌种分别是胞内分

枝杆菌（２７．８％）、脓肿分枝杆菌（２５．３％）、戈登分枝

杆菌（１６．５％）、鸟分枝杆菌（１６．１％）。见表２。

表２　２０１７—２０１９年湖南省胸科医院ＮＴＭ菌种分布情况

犜犪犫犾犲２　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＮＴＭｓｐｅｃｉｅｓｉｎＨｕｎａｎＣｈｅｓｔＨｏｓｐｉｔａｌｆｒｏｍ２０１７ｔｏ２０１９

菌种类型
２０１７年

株数 构成比（％）

２０１８年

株数 构成比（％）

２０１９年

株数 构成比（％）

合计

株数 构成比（％）

快生长非结核分枝杆菌 ８５ ２３．６ １２０ ３０．９ １４８ ３３．５ ３５３ ２９．７

　脓肿分枝杆菌 ７４ ２０．６ １００ ２５．８ １２７ ２８．８ ３０１ ２５．３

　龟分枝杆菌 ５ １．４ ８ ２．１ ９ ２．０ ２２ １．９

　偶发分枝杆菌 ６ １．７ １２ ３．１ １２ ２．７ ３０ ２．５

慢生长非结核分枝杆菌 ２４４ ６７．８ ２３５ ６０．６ ２６８ ６０．８ ７４７ ６２．８

　胞内分枝杆菌 １０６ ２９．４ １０５ ２７．１ １２０ ２７．２ ３３１ ２７．８

　鸟分枝杆菌 ６２ １７．２ ５６ １４．４ ７３ １６．６ １９１ １６．１

　戈登分枝杆菌 ７１ １９．７ ６０ １５．５ ６５ １４．７ １９６ １６．５

　堪萨斯分枝杆菌 ５ １．４ １４ ３．６ １０ ２．３ ２９ ２．４

其他非结核分枝杆菌 ３１ ８．６ ３３ ８．５ ２５ ５．７ ８９ ７．５

合计 ３６０ １００．０ ３８８ １００．０ ４４１ １００．０ １１８９ １００．０

２．３　ＮＴＭ药敏试验结果　因条件限制，只对临床

诊断为ＮＴＭＰＤ且病原菌为脓肿分枝杆菌的部分

菌株的进行了药敏试验。结果显示，５６株脓肿分枝

杆菌对阿米卡星、克拉霉素和利奈唑胺的敏感性较

高，敏感率分别为９４．６％、８７．５％、８２．１％，对其他

药物的敏感率均低于５０％。见表３。

表３　５６株脓肿分枝杆菌对１０种抗菌药物的药敏结果

犜犪犫犾犲３　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆ５６ｓｔｒａｉｎｓｏｆ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿犪犫狊犮犲狊狊狌狊ｔｏ１０ｋｉｎｄｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ

抗菌药物
ＭＩＣ范围

（μｇ／ｍＬ）

ＭＩＣ５０

（μｇ／ｍＬ）

ＭＩＣ９０

（μｇ／ｍＬ）

敏感

株数 构成比（％）

中介

株数 构成比（％）

耐药

株数 构成比（％）

环丙沙星 ０．２５～＞４ ４ ＞４ １３ ２３．２ ７ １２．５ ３６ ６４．３

莫西沙星 ０．２５～＞８ ２ ８ １４ ２５．０ １６ ２８．６ ２６ ４６．４

阿米卡星 １～＞６４ ２ ８ ５３ ９４．６ １ １．８ ２ ３．６

妥布霉素 ＜１～＞１６ ４ １６ ８ １４．３ ２２ ３９．３ ２６ ４６．４

多西环素 ０．２５～＞１６ ＞１６ ＞１６ ６ １０．７ ２ ３．６ ４８ ８５．７

克拉霉素 ０．０６～＞１６ ０．１２ ８ ４９ ８７．５ ０ ０．０ ７ １２．５

利奈唑胺 １～３２ ４ １６ ４６ ８２．１ ８ １４．３ ２ ３．６

亚胺培南 ＜２～＞６４ ３２ ＞６４ ６ １０．７ １２ ２１．４ ３８ ６７．９

头孢西丁 ８～＞１２８ ３２ ６４ ２３ ４１．１ ３１ ５５．４ ２ ３．５

复方磺胺甲口恶唑 ０．５／９．５～＞８／１５２ ４／７６ ８／１５２ １４ ２５．０ － － ４０ ７１．４

　　注：－表示参照ＣＬＳＩ《Ｍ２４Ａ２指南》，ＲＧＭ对复方磺胺甲口恶唑中度敏感没有确定临界值。
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３　讨论

我国历次全国结核病流行病学调查［１０］结果显

示，ＮＴＭ 的检出率持续增高。本研究结果显示，

２０１７—２０１９年该院ＮＴＭ检出率为１１．７％，检出率

有逐年上升趋势，与其他国家报道［４，１１］结果一致。

可能原因是临床实验室检验能力不断提升，尤其是

免疫和分子生物技术的发展使更多的 ＮＴＭ 被分

离、鉴定出来；随着老年人、慢性阻塞性肺疾病、恶性

肿瘤、免疫抑制剂使用增多等导致 ＮＴＭ 感染的人

数越来越多［１２］。

由于ＮＴＭ病与结核病有相似的临床症状，鉴

别诊断困难［７，１３］。ＮＴＭ致病菌菌种繁多，不同菌种

与疾病的相关性不同，不同菌种对抗菌药物的敏感

性也不同，增加了治疗的难度［２，５，７］，准确地菌种鉴

定是临床正确诊断、有效治疗的前提。本研究通过

联合分析１６ＳｒＲＮＡ、Ｈｓｐ６５、ＩＴＳ同源序列组成差

异，将ＮＴＭ 鉴定至种水平，结果显示临床分离的

ＲＧＭ主要是脓肿分枝杆菌，慢生长分枝杆菌（ｓｌｏｗ

ｌｙｇｒｏｗｉｎｇｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ，ＳＧＭ）主要是胞内分枝杆

菌和鸟分枝杆菌。不同类型的临床标本虽然都可分

离获得 ＮＴＭ，但以痰、支气管肺泡灌洗液、肺活检

组织获得ＮＴＭ培养阳性的可能性最大
［１４１５］。肺部

ＮＴＭ感染最常见的菌种是鸟－胞内分枝杆菌复合

体（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｖｉｕｍｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅｃｏｍｐｌｅｘ，

ＭＡＣ）、脓肿分枝杆菌、堪萨斯分枝杆菌和蟾蜍分枝

杆菌。该院为结核病专科医院，大部分患者有肺部

疾病，且送检标本以痰居多，因此，该院分离的

ＮＴＭ也是以 ＭＡＣ和脓肿分枝杆菌为主，分布情况

与国内外报道结果基本相符，但在ＮＴＭ菌种组成、

构成比上仍存在差异［４，１６１８］，进一步证实ＮＴＭ种属

分布常具有地域特点，不同国家及不同地区菌种构

成不同。２０１７—２０１９年该院检出的ＮＴＭ中，ＲＧＭ

检出率逐年上升，尤其是脓肿分枝杆菌上升较快，可

能与该院大部分就诊患者有肺部疾病，而脓肿分枝

杆菌主要侵犯人体肺有关［１］。一般认为，临床标本

分离出戈登分枝杆菌很可能是标本被污染且不致

病［２］，本研究分离的戈登分枝杆菌占比较高，是标本

污染菌还是病原菌，需进一步深入研究确定。

《非结核分枝杆菌病诊断与治疗专家共识》建

议，尽可能做体外药敏试验，然后根据药敏试验结果

选择相应敏感的治疗药物。本研究结果显示，阿米

卡星对脓肿分枝杆菌抗菌活性最强，敏感率为

９４．６％，ＭＩＣ５０／ＭＩＣ９０分别为２、８μｇ／ｍＬ；其次是克

拉霉素，敏感率为８７．５％，ＭＩＣ５０／ＭＩＣ９０分别为

０．１２、８μｇ／ｍＬ；再次是利奈唑胺，敏感率为８２．１％，

ＭＩＣ５０／ＭＩＣ９０分别为４、１６μｇ／ｍＬ，与其他研究结

果［７，１１］基本一致，提示阿米卡星和克拉霉素可作为

该院临床治疗脓肿分枝杆菌感染患者的优选抗菌药

物。利奈唑胺是ＦＤＡ批准用于治疗革兰阳性菌感

染的口恶唑烷酮类药物，近年来也较多的用于耐药结

核病和 ＭＡＣ感染的治疗。本研究中利奈唑胺对脓

肿分枝杆菌具良好的抗菌活性，如注意处理好药物

不良反应，可以作为治疗脓肿分枝杆菌感染的备选

药物［１９］。值得注意的是脓肿分枝杆菌对头孢西丁

的耐药率（３．５％）很低，但敏感率不高，其原因与部

分菌株（５５．４％）药敏结果处在中介水平有关，临床

可根据其 ＭＩＣ值加大用药剂量，以达到更高的血药

浓度，使特定的生理部位获得有效的临床结果，从而

使头孢西丁作为治疗脓肿分枝杆菌感染的次选药

物。研究［７，１４，１９］表明，ＮＴＭ 感染的治疗效果主要取

决于菌种，如堪萨斯分枝杆菌、海分枝杆菌的疗效较

好，而 ＭＡＣ、脓肿分枝杆菌、龟分枝杆菌的疗效较

差，表明种属对药物的敏感性至关重要。

本研究存在一定的局限性：目前赛默飞世尔科

技公司生产的药敏板只适于ＲＧＭ 药敏检测，所以，

本研究未获得湖南省 ＳＧＭ 的药敏结果；另外，

ＲＧＭ药敏板２０１８年１０月才获得国家药品监督管

理局批准，本实验室２０１９年开展ＲＧＭ 药敏检测，

本研究的脓肿分枝杆菌数量少，药敏结果可能存在

偏倚，后续研究应增加菌株数，检测其对１０种抗菌

药物药敏情况。
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