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论 著

目前，结核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis，MTB）的
生长指示手段有多种，常见的有菌落直接观察、噬菌体裂解试
验和代谢反应检测等。菌落直接观察是一种传统生长指示手
段，包括肉眼观察和显微镜观察两种方式，其缺点主要是灵敏

度低、耗时长。噬菌体裂解试验应用特异的噬菌体侵噬MTB，由
于噬菌体只能感染活菌，因而溶菌现象可间接指示 MTB的生
长，该指示手段的主要缺点是准确性差。代谢反应检测通过检
测MTB生长过程中某些代谢物的增加或减少来间接反映 MTB
的生长情况，如 BACTEC 460系统通过检测 CO2的增加来指示

MTB的生长、BACTEC 960 系统通过监测 O2 的含量来判断

MTB是否生长、传统生化鉴定试验通过尿素酶的产生鉴定MTB
等。其中 BACTEC 460和 BACTEC 960系统因成本高难以在基
层实验室推广；其它代谢反应检测虽然成本较低，但操作繁琐，

同时也存在灵敏度低、耗时长的缺点。由于现有各种指示手段
的不足，寻找新的性能更佳的 MTB生长指示手段显得十分必
要。MPT64是MTB生长早中期分泌的一种种特异性蛋白，又被

称为 MPB64[1]，广义上也属于 MTB生长过程中的代谢产物，因
此通过检测MPT64的产生可间接反映MTB的生长情况，对此

我们进行了初步研究，结果报告如下。
1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 菌株来源 20株MTB临床株分离自我院肺结核患者的
痰液或支气管肺泡灌洗液，分离培养采用罗氏培养基或

BACTEC MGIT 960快速培养系统；所有菌株经传统生化和分
子生物学相结合的方法鉴定为MTB，转种罗氏培养基后取生长
良好的菌落用于M7H9液体培养基的转种培养。
1.1.2 主要试剂 M7H9琼脂粉和 OADC购自美国 BD公司，
MPT64检测试剂盒购自杭州创新生物检控技术有限公司。
1.2 方法
1.2.1 M7H9液体培养基的配制 称取 4.6g M7H9 琼脂粉于
锥形瓶中，加入 900ml蒸馏水和 2ml甘油后混匀并置 121℃灭
菌 15min；待锥形瓶温度降至 50℃左右后加入 OADC100ml并
混匀，然后将培养液分装至无菌培养管中，每管加入培养液

10ml。分装好的M7H9液体培养基于室温放置 3d后观察有无
杂菌生长，培养基无杂菌污染才用于MTB的培养。
1.2.2 MTB的转种培养 用接种环挑取固体培养基上生长的
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MTB菌落 2~3个，用生理盐水制成菌悬液后转移至 50ml离心
管中，5 000rpm离心 15min后弃上清；加入 50ml生理盐水后振
荡混匀，再于 5 000rpm离心 15min后弃上清；用 50ml生理盐水
重复洗涤一次，将沉淀用适量生理盐水配置成 1麦氏浊度的菌
悬液，吸取 0.5ml菌悬液于 M7H9 液体培养基中，混匀后置
37℃孵育箱培养，分别于培养 10d、20d、30d时观察生长情况。
此外，用未加入菌悬液的培养基作为生长阴性对照。
1.2.3 MPT64的检测 采用胶体金法检测标本中的 MPT64，标
记的抗体为抗MPT64单克隆抗体。取标本 100μl加入检测板
的样本孔内，室温放置 15~25min后观察结果。
1.2.4 指示有效性试验 将 MTB临床株转种 M7H9液体培养
基后，立即从每支培养基（包括 20支加入菌悬液的接种培养基
和 1支未加菌悬液的生长阴性对照培养基）中取 100μl液体用
于MPT64检测；转种 10d后将MTB培养阳性的 20支M7H9液
体培养基和 1支对照培养基轻微摇动数次，取 100μl培养物进
行MPT64检测。
1.2.5 指示最低限试验 转种 10d后随机抽取 3份 MTB阳性
培养物，从每支培养基中各取 1ml培养液用无菌蒸馏水进行
稀释，均配制成 1mg/ml（相当于 1 麦氏浊度）、0.1mg/ml、
0.01mg/ml 和 0.001mg/ml 四种稀释液，然后对各稀释液进行
MPT64检测。
1.2.6 指示稳定性试验 转种 10d后，从试验的 20份标本中
随机选取 10份用于指示稳定性试验；将 10份 MTB培养阳性
培养物放置 30d、60d后分别进行MPT64检测。
2 结果
2.1 MTB的转种培养 20株 MTB临床株转种 10d后可见培
养液浊度增加，但未见明显颗粒；培养 20d后浊度显著增加，并
可见明显颗粒；培养 30d后培养液中可见大量颗粒，经抗酸涂
片观察可见大量抗酸杆菌。阴性对照培养 10d、20d、30d后均未
见培养液浊度增加，抗酸涂片观察未见抗酸杆菌。
2.2 指示有效性试验 刚转种时所有培养基（包括 20支加入
菌悬液的接种培养基和 1支未加菌悬液的生长阴性对照培养
基）的MPT64检测结果均为阴性；转种 10d后，20份 MTB阳性
液体培养物的 MPT64检测均阳性，而对照培养基仍为阴性，该
项检测指示MTB生长的有效性为 100%。
2.3 指示最低限试验 3 份 MTB阳性液体培养物 1mg/ml、
0.1mg/ml、0.01mg/ml稀释浓度的 MPT64检测均阳性，其中 2份
MTB阳性液体培养物 0.001mg/ml 稀释浓度的 MPT64 检测阳
性，而另 1 份则检测阴性，该项检测的指示最低限为
0.01mg/ml。
2.4 指示稳定性试验 10份 MTB阳性液体培养物放置 10d、
30d、60d后的 MPT64检测结果均为阳性，该项检测用于指示
MTB生长具有很好的稳定性。
3 讨论

MPT64作为一种MTB特异性分泌的蛋白，可使结核病患
者和结核菌素阳性者产生 T细胞反应和皮肤延迟性超敏反应。
它由 RD2区基因编码，相对分子量为 24 000，是MTB早期培养
滤液中的主要成分，属结核分枝杆菌复合群特异性抗原，只有

MTB、牛分枝杆菌和某些 BCG菌株产生[2]。应用重组MPT64免
疫动物后再通过杂交瘤细胞技术可制备抗 MPT64的单克隆抗

体，近年来该单克隆抗体已被广泛用于 MTB的病原研究、细胞

介导免疫研究和结核病诊断研究等方面[3]。目前采用上述单克
隆抗体作为胶体金标记抗体开发的 MTB抗原检测试剂盒已面

世[4，5]，该试剂盒可快速简便地检测各种液体标本中的 MPT64，
具有很好的灵敏度和特异性；本研究尝试应用该试剂盒检测培

养过程中MPT64的产生来间接指示MTB的生长，从而为进一
步将此种指示手段用于MTB的培养和药敏试验奠定基础。
由于采用固体培养基上 MTB菌落直接制成的菌悬液已有

MPT64存在，因此我们在进行指示有效性试验时对菌悬液进行
离心洗涤，去除其中原有的 MPT64，从而能够准确反映菌株生
长前后MPT64的变化。本研究共对 20份MTB阳性液体培养物
进行了MPT64检测，所有标本均呈阳性；而刚转种时所有培养
基的MPT64检测结果均为阴性，因此MPT64检测能够 100%有
效地指示MTB的生长，有效性与其它指示手段一致。指示最低
限试验发现 MPT64 检测能够指示的最低菌液浓度为
0.01mg/ml，而通常肉眼见到固体培养基有菌落时，刮取所有菌
落于 10ml 生理盐水中配制的菌悬液浓度已远远高于
0.01mg/ml，因此MPT64检测指示的最低限高于菌落直接观察
方法；因为缺乏噬菌体裂解试验和代谢反应检测指示最低浓度

的相关资料，所以在此不进行比较。MTB培养阳性培养物放置
30d、60d后，其 MPT64检测仍为阳性，因此 MPT64检测作为指
示手段最低可持续至 60d；而菌落直接观察却限于固体培养基
的保存条件和保存时间，一般也只能持续几个月；噬菌体裂解

试验必须在严格规定的时间内观察结果，否则指示结果会有很

大的误差，因而其稳定性较差；BACTEC 460和 BACTEC 960
系统虽然也能在较长时间内保证指示结果的稳定性，但当培养

管反复用于其它试验操作后，因空气被带入而会造成仪器指示

不正确。
综上所述，MPT64检测作为 MTB生长的指示手段具有较

好的有效性、最低限和稳定性；与菌落直接观察、噬菌体裂解试
验和代谢反应检测等指示手段相比，该指示手段在操作、耗时、
成本和准确性的综合评价方面更具优势，不失为一种适于基层

推广的好方法。
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