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ＭＰＴ 抗原阴性的结核分枝杆菌复合群
临床分离株 ｍｐｔ６４ 突变特征分析
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摘要：　 目的　 分析 ＭＰＴ 抗原阴性的结核分枝杆菌复合群临床分离株 ｍｐｔ６４ 突变特征。 　 方法　 收集湖南省胸科医院

２０１７ 年 １—６ 月 ＢＡＣＴＥＣ ＭＧＩＴ ９６０ 法（ＭＧＩＴ ９６０）培养分离的菌株，通过生化和分子生物学方法进行菌种鉴定，然后将结

核分枝杆菌复合群随机抽取部分 ＭＰＴ 抗原阳性株及全部 ＭＰＴ 抗原阴性菌株进行 ＤＮＡ 提取、ｍｐｔ６４ 基因扩增测序和序列

比对，并对结核分枝杆菌复合群 ＭＰＴ 抗原呈阴性的临床分离株 ｍｐｔ６４ 突变特征进行分析。 　 结果　 ２０１７ 年 １—６ 月湖南

省胸科医院就诊的结核病患者的痰液或支气管肺泡灌洗液等标本共分离出 ２ ５６０ 株结核分枝杆菌，其中 ＭＰＴ 抗原检测阳

性有 ２ ４５８ 株，ＭＰＴ 抗原检测阴性有 １０２ 株，ＭＰＴ 抗原阴性占比 ３􀆰 ９８％ （１０２ ／ ２ ５６０）。 随机抽取的 ２０ 株 ＭＰＴ 抗原阳性株

的 ｍｐｔ６４ 基因无突变。 测序成功的 ８５ 株 ＭＰＴ 抗原阴性的临床分离株中，有 ８１ 株 ｍｐｔ６４ 基因存在 ６３ ｂｐ 碱基的缺失突变，
有 ４ 株存在单碱基突变，２ 株 ４０２ 位 Ｇ→Ａ，２ 株 ６１３ 和 ６１４ 位间加了碱基 Ｃ。 　 结论　 湖南省胸科医院ＭＰＴ 抗原呈阴性的

结核分枝杆菌复合群临床分离株 ｍｐｔ６４ 基因突变主要类型为 ６３ｂｐ 碱基的缺失。
关键词：　 结核分枝杆菌复合群； ＭＰＴ６４； 缺失突变
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　 　 结 核 病 是 由 结 核 分 枝 杆 菌 （ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＭＴＢ）引起的一种严重危害群众健康的慢
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性传染病。 据 ＷＨＯ 的 ２０１８ 年全球结核病报告，２０１５
年全球共有 １ ０４０ 万新发现结核病患者，印度、印度尼

西亚、中国、尼日利亚、巴基斯坦和南非六个国家占到

６０％［１］，情况不容乐观。 我国作为结核病高负担国家

之一，患病人数基数大，结核病的流行形势严峻。
准确且快速的诊断方法在结核病确诊及疗效评估

９４６实用预防医学 ２０２０ 年 ６ 月 第 ２７ 卷 第 ６ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ｊｕｍ． ２０２０， Ｖｏｌ． ２７， Ｎｏ．６



中有着至关重要的作用，而传统的诊断方法仍旧有一

定的局限性。 基于以往研究发现［２－５］，结核分枝杆菌

生长早期可以分泌至少 ３３ 种不同的分泌蛋白，其中包

括 ＭＰＴ６４。 ＭＰＴ６４ 最初分离于卡介苗培养物过滤液

中，目前仅发现于结核分枝杆菌复合群中（包括牛分

枝杆菌卡介苗的次代菌株的液体培养物）。 ＭＰＴ６４ 可

用于临床诊断［６］，文献报道［７］，ＭＰＴ６４ 作为靶标用于

诊断结核病的敏感性要远远大于 ＩＳ６１１０。 Ｔｈｅｒｅｓｅ
等［８］的研究表明，ＭＰＴ６４ 是可靠且高特异度的靶分

子，可用于临床标本中结核分枝杆菌的诊断。
以 ＭＰＴ６４ 作为抗原的结核分枝杆菌检测方法，在

南非、泰国和赞比亚的临床验证中表现出很高的诊断

效能［９－１１］。 尽管如此，临床上仍会有极小一部分的结

核分枝杆菌复合群培养阳性，但 ＭＰＴ 抗原检测为阴

性。 假阴性的产生可能是由于编码 ＭＰＴ６４ 蛋白的基

因 ｍｐｔ６４ 发生突变，特别是对于 ＢＣＧ 亚株［１２－１３］。
本文拟对收集的所有 ＭＰＴ 抗原检测呈阴性的结

核分枝杆菌临床菌株进行 ｍｐｔ６４ 测序，分析其突变特

征，为临床工作中结核分枝杆菌的鉴别和结核病的快

速诊断提供依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株　 结核分枝杆菌标准菌株 Ｈ３７Ｒｖ 来源于中

国疾病预防控制中心国家结核病参比实验室，其余菌

株分离于 ２０１７ 年 １—６ 月湖南省胸科医院就诊的结核

病患者的痰液或支气管肺泡灌洗液等标本。
１􀆰 ２　 试剂 　 ＢＢＬＴＭＭＧＩＴＴＭ 微生物生长指示管和

ＭＧＩＴＴＭ９６０ 营养添加剂购自美国 ＢＤ 公司，ＭＰＴ 抗原

检测试剂盒购自杭州创新生物检控技术有限公司，三
种罗氏鉴别培养基购自珠海贝索公司。
１􀆰 ３　 临床菌株的分离与鉴定　 痰液或支气管肺泡灌

洗液等临床标本通过ＭＧＩＴ ９６０ 法培养分离，并经中性

罗氏培养基、噻吩－２－羧酸肼培养基和对硝基苯甲酸

培养基鉴别法，以及分子生物学方法相结合鉴定为结

核分枝杆菌复合群。
１􀆰 ４　 ＤＮＡ 的提取 　 采用超声波裂解法，取灭菌 ＥＰ
管，加入 ３００ μｌ 去离子水，从罗氏培养基斜面上刮取

适量菌株分别放入管内。 将装有菌株的 ＥＰ 管放在金

属浴上 ８５ ℃灭活 ２０ ｍｉｎ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃
上 清， 每 管 加 ５００ μｌ 无 菌 蒸 馏 水 重 悬 沉 淀，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ，弃上清，每管加入 １００ μｌ 无
菌蒸馏水， ９５ ℃ 金属加热 ２０ ｍｉｎ，然后超声裂解

１５ ｍｉｎ。 最后 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，上清即为待测

序的 ＤＮＡ 样本。

１􀆰 ５　 ｍｐｔ６４ 基因测序及序列分析　 提取的 ＤＮＡ 样本

送至北京睿博兴科生物科技有限公司进行扩增、测序

和双相拼接。 测序引物为：ｐｒｉｍｅｒ１：５ －ＡＴＣＧＡＣＴＡＴ⁃
ＧＣＧＣＡＣＧＡＣＴＴ 和 ｐｒｉｍｅｒ２： ５ － ＡＧＣＡＧＧＧＡＡＴＣ⁃
ＣＴＣＴＡＡＣＧＣ。 通 过 与 结 核 分 枝 杆 菌 Ｈ３７Ｒｖ
（ＮＣ０００９６２．３）的 ｍｐｔ６４ 进行在线 ＢＬＡＳＴ 序列比对，分
析结核分枝杆菌临床分离株 ｍｐｔ６４ 的突变特征。

２　 结　 果

２􀆰 １　 ＭＰＴ 抗原检测　 湖南省胸科医院 ２０１７ 年 １—６
月就诊的结核病患者的痰液或支气管肺泡灌洗液等标

本中，ＭＧＩＴ ９６０ 法培养分离出 ２ ５６０ 株结核分枝杆菌，
其中 ＭＰＴ 抗原检测阳性有 ２ ４５８ 株，ＭＰＴ 抗原检测阴

性有 １０２ 株（ＭＰＴ 抗原初次检测阴性，经延长培养时

间再次检测认为阴性）， 在结核分枝杆菌复合群

（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｃｏｍｐｌｅｘ， ＭＴＣ ） 中 占 比

３􀆰 ９８％（１０２ ／ ２ ５６０）。
２􀆰 ２　 ＭＰＴ 抗原阴性菌株 ｍｐｔ６４ 序列分析　 测序 １０２
株 ＭＴＣ 中，成功提取 ＤＮＡ 并扩增测序的仅 ８５ 例，另
随机取 ＭＰＴ 抗原阳性菌株 ２０ 例菌株进行扩增测序，
ｍｐｔ６４ 基因扩增片段为 １ ３００ ｂｐ。 其中，２０ 例 ＭＰＴ 抗

原阳性菌株的 ｍｐｔ６４ 基因无缺失无突变。 而 ８５ 株

ＭＰＴ 抗原阴性的临床分离株中，有 ８１ 株 ｍｐｔ６４ 基因

存在 ６３ ｂｐ 碱基的缺失突变， ４ 株存在单碱基突变，其
中 ２ 株 ４０２ 位碱基 Ｇ→Ａ， ２ 株 ６１３ 和 ６１４ 位间插入碱

基 Ｃ。 见表 １。
表 １　 １０５ 株 ＭＴＢ 基因序列结果分析

分类 ６３ｂｐ 基因片段缺失 单碱基突变 无突变 合计

ＭＰＴ 抗原阴性株 ８１ ４ ０ ８５

ＭＰＴ 抗原阳性株 ０ ０ ２０ ２０

合计 ８１ ４ ２０ １０５

３　 讨　 论

结核病是一种严重危害群众健康的慢性传染病，
其病原菌为 ＭＴＢ，其常用的培养方法有解良罗氏法

（Ｌｏｗｅｎｓｔｅｉｎ－ Ｊｅｎｄｅｎ，Ｌ－Ｊ） 等固体培养方法和 ＭＧＩＴ
９６０ 法等液体培养方法。 目前，ＭＰＴ 抗原检测作为

ＭＴＣ 一种鉴定方法而被广泛应用，其方法具有方便、
快速，敏感性、特异性高的特点，然而，仍有一部分

ＭＴＣ 菌株 ＭＰＴ 抗原检测呈阴性。
有文献中表明， ＭＰＴ 抗 原 的 检 测 灵 敏 度 为

９２􀆰 ４％～９９􀆰 ２％［１４－１６］。 而另有小部分 ＭＴＣ 的 ＭＰＴ 抗

０５６ 实用预防医学 ２０２０ 年 ６ 月 第 ２７ 卷 第 ６ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ｊｕｍ． ２０２０， Ｖｏｌ． ２７， Ｎｏ．６



原呈阴性的，这可能是由于培养基中细菌数量的减少

或细菌的 ｍｐｔ６４ 基因突变造成的，从而使得它们难以

识别［１６］，亦或是某些分离株中 ＭＰＴ 抗原的低表达导

致假阴性的存在［１７］。
本研究发现，ＭＧＩＴ ９６０ 法培养分离的 ＭＴＣ 中，

ＭＰＴ 抗原检测阴性有 １０２ 例， 占比 ３． ９８％ （ １０２ ／
２ ５６０）。 对 ＭＰＴ 抗原检测初次阴性的 ＭＴＣ 菌株经延

长培养时间再次检测 ＭＰＴ 抗原，未发现有 ＭＰＴ 抗原

复阳的菌株，说明本研究中 ＭＰＴ 抗原阴性与 ＭＴＣ 菌

量无关。 ＭＰＴ６４ 检测阴性的 ＭＴＣ 分离株经测序分

析，在 ｍｐｔ６４ 的 ＤＮＡ 序列第 １９６ ～ ２５８ 位缺失一段长

６３ ｂｐ 的核酸片段，缺失突变的占 ９５．２９％ （８１ ／ ８５），这
与大部分已报道的文献相契合［１３，１８］。 Ｈｉｒａｎｏ 等［１５］ 的

实验中发现有两株 ＭＰＴ 抗原阴性的 ＭＴＢ 在 ｍｐｔ６４ 的

ＤＮＡ 序列 ４０２ 位碱基 Ｇ→Ａ。 而本实验中，单碱基突

变的仅占 ４．７１％（４ ／ ８５），包括碱基插入和碱基替换两

种突变类型，２ 株 ４０２ 位碱基 Ｇ→Ａ 与已报道的文献

相同，但暂未查阅到相关文献报道 ６１３ 和 ６１４ 位间插

入碱基 Ｃ，这需要进一步研究和证实。 在 ＭＰＴ 抗原阳

性的菌株中，未发现以上的基因突变情况，也有研究发

现某些 ＭＰＴ 抗原阳性的 ｍｐｔ６４ 基因存在无义的点突

变［１９］，但这是否存在地区差异性，以及在耐药菌中是

否存在差异［２０］，都有待进一步探讨和研究。
综上所述，湖南省胸科医院临床分离的 ＭＴＣ 中，

ＭＰＴ 抗原检测阴性的临床分离株 ｍｐｔ６４ 基因主要突

变类型为 ６３ ｂｐ 的缺失突变，其余是碱基插入和碱基

替换。
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ＴＢ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｃｏｍ⁃
ｐｌｅｘ ｉｓｏｌａｔｅｓ［Ｊ］􀆰 Ｉｎｔ Ｊ Ｔｕｂｅｒｃ Ｌｕｎｇ Ｄｉｓ， ２００５， ９（１２）：１４０９－１４１１􀆰

［１７］ Ｐａｒｋ ＭＹ， Ｋｉｍ ＹＪ， Ｈｗａｎｇ ＳＨ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍ⁃
ａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ａｓｓａｙ ｋｉｔ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏ⁃
ｓｉｓ ｃｏｍｐｌｅｘ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ［ Ｊ］ 􀆰 Ｊ Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００９， ４７（２）：
４８１－４８４􀆰

［１８］ Ｑｉｕ Ｙ， Ｗａｎ Ｌ， Ｌｉ Ｈ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ６３－ｂｐ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｉｎｇｌｅ－
ｂａｓｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｐｔ６４ ｇｅｎｅ ｏｎ Ｍ􀆰 ｔｂ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ［ Ｊ］ 􀆰 Ｉｎｔ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ
Ｐａｔｈｏｌ， ２０１５， ８（３）：３２１０－３２１４􀆰

［１９］ 仇艳， 蒋毅， 刘海灿， 等 􀆰 中国结核分枝杆菌 ＭＰＴ６４ 蛋白多态性

及对 ＭＰＴ６４ 抗原检测试剂盒的敏感性影响［ Ｊ］ 􀆰 实用预防医学，
２０１５， ２２（４）：３８５－３８９􀆰

［２０］ 胡彦， 刘洁， 杨春 􀆰 结核分枝杆菌二线抗结核药物耐药分子机制

研究进展 ［Ｊ］􀆰 实用预防医学， ２０１７， ２４（１１）：１４０５－１４０９􀆰
收稿日期：２０１９－０８－１４
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