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摘要：采用反相高效液相色谱法（@ABC）构建了 ($ 种分枝杆菌标准菌株的分枝菌酸指纹图谱库，并对分枝杆菌进

行分型鉴定。菌株经培养（对于慢生长分枝杆菌培养 ’ 周，快生长分枝杆菌培养 + 周）后，取两植菌勺的量，皂化 +

< 后，于 ( D下储存。通过酸化方法提取分枝菌酸，并用 ( -溴苯甲酰基溴衍生化，以 @ABC 分析分枝杆菌衍生物，并

以其峰形的分布及峰的相对保留时间、相对峰高为指标对分枝杆菌进行分型鉴定。该法重现性良好，各峰保留时

间的相对标准偏差为 ". +’E ) +. "-E。根据构建的 ($ 种《伯杰细菌鉴定手册》中所载入的分枝杆菌标准菌株的分

枝菌酸指纹谱库，发现不同菌种的分枝菌酸的指纹图谱分别具有单簇峰、双簇峰、三簇峰（含多簇峰）的特征。依据

相对保留时间和相对峰高的不同，对 ($ 种分枝杆菌中的 (+ 种进行了分型。结果表明，所建立的反相 @ABC 法可快

速准确地对分枝杆菌进行分型鉴定。
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!"# $%&’(：!"#"!$"%&’()$" (*+( ’"!,-!.)/0" 1*23*% 0(!-.)4-+!)’(5（ 67&879:）；.50-1*0
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! ! 近年来，由于移民、艾滋病病毒（8;<）感染、耐
药性等因素，使结核病疫情呈全球性回升。我国是

全球 ## 个结核病高负担国家之一，肺结核病人数位
于全球第二位。据调查，目前全国结核菌感染人数

约为 "$ " 亿，结核病患者达到 "%% 万之多［&］。结核

病临床特征表明其致病菌主要是结核分枝杆菌

（!"#$%&#’()*+, ’+%()#+-$.*.，!/ ’+%()#+-$.*.，
=>?），=>? 在微生物分类中属于放线菌目分枝杆
菌科分枝杆菌属。《伯杰细菌鉴定手册》所确认的

分枝杆菌有 "’ 种，除 =>? 外还有非结核分枝杆菌
（@>=）［#］。@>= 所引起的结核样病变与结核病的
临床表现相似，因此与结核病很难区别，但两者的药

物敏感性和化疗方案均有所不同。因此，分枝杆菌

菌种的快速鉴定不仅在流行病学上，而且在临床诊

断和治疗上均有十分重要的意义。

! ! 目前确认 =>? 和各种 @>= 常用的方法有镜
检法、分离培养法、免疫学诊断和分子生物学诊断等

方法。分离培养法虽然目前被称为“金标准”，但其

所需培养时间长；免疫学检测的特异性不高；聚合酶

链式反应（7:6）法对检测技术和仪器要求较高，检
测费用和假阳性也较高［( ) *］。分枝杆菌细胞壁脂质

中含有丰富的分枝菌酸（.50-1*0 )0*%，=A），而分
枝菌酸的各脂肪酸的碳链长度、不饱和状态、官能团

及含量在各生物种型之间呈现指纹特征。通过反相

高效液相色谱法（879:）分析比较分枝杆菌的 =A
指纹图谱的差异，可实现分枝杆菌种间水平的分型

鉴定。美国疾病预防控制中心（:B:）研究了 879:
法鉴别分枝杆菌的可靠性并建立了 879: 法鉴别分
枝杆菌种属的方法［+ ) ,］。目前国外报道鉴定的谱库

菌种为 #% - (% 种，国内报道鉴定的谱库菌种为 &.
种［&%，&&］，尚存在一定的局限。由于目前已有的谱库

不能涵盖所有《伯杰细菌鉴定手册》中载入的分枝

杆菌，因此对谱库外未知的菌种就不能作出准确的

鉴定。为此，本文采用 879: 法构建了 ’, 种《伯杰
细菌鉴定手册》中载入的分枝杆菌的分枝菌酸指纹

谱库。

!" 实验部分

! ) !" #$ 种分枝杆菌标准菌株
! ! 非洲分枝杆菌（!/ &0)*#&1+,），田野分枝杆
菌（!/ &2)*），爱知分枝杆菌（!/ &*#3*(1.(），亚洲
分枝杆菌（!/ &.*&’*#+,），金色分枝杆菌（!/ &+4
)+,），南非分枝杆菌（!/ &+.’)$&0)*#&1+,），鸟分

枝杆菌（!/ &5*+,），牛分枝杆菌（!/ %$5*.），龟分
枝杆菌龟亚种（!/ #3(-$1&(.+%.6/ 7%.#(..+.），龟
分枝杆菌脓肿亚种（!/ #3(-$1&(.+%.6C #3(-$1&(），
千田分枝杆菌（!/ #3*’&(），楚布分枝杆菌（!/
#3+%+(1.(），迪氏分枝杆菌（! C 8*()13$0()*），杜氏
分枝杆菌（!/ 8+5&-**），诡诈分枝杆菌（!/ 0&-4
-&9），产鼻疽分枝杆菌（!/ 0&)#*1$2(1(.），微黄分
枝杆菌（!/ 0-&5(.#(1.），偶然分枝杆菌（!/ 0$)’+*4
’+,），加地斯分枝杆菌（!/ 2&8*+,），胃分枝杆菌
（!/ 2&.’)*），浅黄分枝杆菌（!/ 2*-5+,），戈登分
枝杆菌（!/ 2$)8$1&(），胞内分枝杆菌（!/ *1’)&4
#(--+-&)(），堪萨斯分枝杆菌（!/ :&1.&.**），科莫斯
分枝杆菌（!/ :$,$..(1.(），海分枝杆菌（!/ ,&4
)*1+,），田鼠分枝杆菌（!/ ,*#)$’*），新金色分枝
杆菌（!/ 1($&+)+,），不产色分枝杆菌（!/ 1$14
#3)$,$2(1*#+,），奥布分枝杆菌（!/ $%+(1.(），副
偶然分枝杆菌（!/ 6&)&0$)’+*’+,），草分枝杆菌
（!/ 63-(*），猪分枝杆菌（!/ 6$)#*1+,），灰尘分
枝杆菌（!/ 6+-5()*.），罗德岛分枝杆菌（!/ )3$8(4
.*&(），瘰疬分枝杆菌（!/ .#)$0+-&#(+,），塞内加
尔分枝杆菌（!/ .(1(2&-(1.(），施氏分枝杆菌（!/
.3*,$*8(*），猿猴分枝杆菌（!/ .*,*&(），耻垢分枝
杆菌（!/ .,(2,&’*.），苏加分枝杆菌（!/ .;+-4
2&*），土地分枝杆菌（!/ ’())&(），抗热分枝杆菌
（!/ ’3(),$)(.*.’*%*-(），东海分枝杆菌（ !/ ’$4
:&*(1.(），次要分枝杆菌（! C ’)*5*&-(），结核分枝杆
菌（!/ ’+%()#+-$.*.），溃疡分枝杆菌（!/ +-#()4
&1.），母牛分枝杆菌（!/ 5&##&(），蟾蜍分枝杆菌
（!/ 9(1$6*）。以上实验用分枝杆菌标准菌株及卡
介苗（?:D）均由中国药品生物制品检定所分枝杆
菌专业实验室培养并提供。

! ) %" 仪器与试剂
! ! A+*1"/4 &&%% 型高效液相色谱仪，配有自动进
样器、紫外检测器、色谱工作站（ A+*1"/4 公司，美
国）；隔膜泵&离心蒸发浓缩仪、冷阱&机械泵&离心蒸
发浓缩仪（ 9)E0-/0- 公司，美国）；?F&#%%%= 型氮
气吹干仪（八方世纪公司，北京）。

! ! 甲醇、二氯甲烷和氯仿均为色谱纯（ GC >C ?)H&
"! 公司，美国）；双环己基 &. 冠&* 醚及 ’ &溴苯甲酰
基溴为色谱纯（ F13H) 公司，美国）；高分子内标
（8=;I）由美国 :B: 的 JC 6C ?341"! 赠送。其他
试剂均为分析纯，实验用水为二次蒸馏水。
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! ! "# 样品制备
! ! " ! !# 标准菌株的培养
# # 将分枝杆菌接种在改良的罗氏培养基上，于适
宜的温度下培养。

! ! " ! $# 皂化
# # 取 $ % ! 接种环分枝杆菌培养物于具聚四氟乙
烯盖子的硼硅玻璃管（$& !! ’ $(( !!）中，加入
! !" )* + !#$ % " &’( 溶液（以甲醇)水（体积比为 $
, $）为溶剂），充分振摇混合后于 $!$ * 下灭菌
$ + ，并使之成为脂肪酸钾盐。以上工作均在中国
药品生物制品检定所分枝杆菌专业实验室中完成。

! ! " ! "# 分枝菌酸的提取
# # 将上述皂化液冷却至室温后加入 ! !" 氯仿，
再缓慢加入 $* + !" + !#$ % " 盐酸溶液，剧烈振荡、
静置、分层。重复操作此步骤直至两层澄清，提取有

机层至离心管，并离心蒸发溶剂至干，得到游离的

,-。
! ! " ! %# 分枝菌酸的衍生
# # 向分枝菌酸提取液中加入 (* $ !" (* ! !#$ % "
&(.’& 溶液（以甲醇)水（体积比为 $ , $）为溶剂），
浓缩至干，然后加入含 +( !" 衍生化试剂（将 (* $
!#$ % " 的 ) )溴苯甲酰基溴和 (* ((+ !#$ % " 的双环己
基)$- )冠)" )醚溶于乙腈中）的 $* + !" 氯仿溶剂，在
.( *下加热 )+ !/0，衍生化产物为溴代苯甲酰脂肪
酸酯类化合物。样品冷却至室温后，加入 $ !" !* +
!#$ % " 盐酸溶液（以甲醇)水（体积比为 $ , $）为溶
剂）进行萃取，剧烈振荡、静置、分层，移出氯仿层至

另一离心管中，浓缩至干，样品置于 ) *冰箱中避光
保存备用。

# # 进行 (1". 分析前用 .(!.$! 溶解样品，并加入
适量的高分子内标。

! ! %# "#$% 条件
# # 色谱柱：-2/$304 5#6789 :;).$- 柱（$+( !! ’
)* " !!，+ !!）；柱温：&+ *；流动相：- 相，.+<
.(&’()+< .(!.$!；; 相，+< .(&’().+< .(!.$!；
梯度洗脱程序：(# $ !/0，由 .-< - 线性递减至
-(< -；$$!+ !/0，-(< - 线性递减至&+< -；!+$
!+* + !/0，&+< - 线性递增至 .-< -；维持 .-< - 至
&( !/0；流速：$* + !" % !/0；紫外检测波长：!"( 0!；
进样量：!( !"。
! ! &# 影响分枝杆菌分型鉴定因素的考察
# # 以 !" #$%%$& 为受试菌，选取其 ,- 指纹图谱
中的 $$ 个特征峰考察培养菌量、培养时间、贮存时
间、皂化时间等对 ,- 相对保留时间和相对峰高的
影响。考察上述因素对 ,- 相对保留时间的影响时
以保留时间最长的 $$ 号峰为参比峰，以其他峰与其

相比的相对保留时间为纵坐标做柱状图；考察上述

因素对 ,- 相对峰高的影响时则以信号最高的 . 号
峰为参比峰，以其他峰与其相比的相对峰高为纵坐

标做柱状图。

$# 结果与讨论

$ ! !# "#$% 分离条件的优化
# # 以 !" ’(&)($*+’ 为受试菌优化高效液相色谱
分离 ,- 的梯度洗脱条件，以满足分枝菌酸指纹图
谱分析及分枝杆菌鉴别的要求。分枝菌酸是一类高

分子质量的含有 !)支链、")羟基的脂肪酸类化合物，
约占细胞壁干重的 "(<，其基本化学分子式为
=!.(（’(）.(=$.’’(，其中 =$ 代表 .!( % .!)直

链烯烃；=! 代表一种更为复杂的化学结构，在含 &(
% "( 个碳原子的碳链中含有不同数目的双键、环丙
烷环、甲基或氧官能团，如 /. 0’，/.(!’.( 0，
/.’’(等。,- 的碳原子个数、含量及比例因菌种
的科和属不同而存在差异，分枝杆菌的 ,- 的碳原
子数为 ."( % ..(

［$!］。,- 经衍生化生成弱极性的溴
代苯甲酰脂肪酸酯类化合物，其在 .(!.$! 中的溶
解性较好，一般选择 .(!.$! 和 .(&’( 作为流动

相［$!］，并在反相色谱条件下进行洗脱。预先以一定

的比例将两者混合，可克服因两者的相溶性较差导

致的梯度洗脱时易产生气泡及造成基线漂移等问

题，在 .(!.$! 中加入 +< .(&’( 及在 .(&’( 中加
入 +< .(!.$! 时对分离基线影响较低。
# # 进行 (1". 分析时，溶剂和 ,- 衍生化后的短
链溴代苯甲酰脂肪酸酯类化合物等首先被洗脱，表

现为一簇强紫外吸收的色谱峰（如图 $ 中 ( % + !/0
内的色谱图所示）；具有指纹特性的长链溴代苯甲

酰脂肪酸酯类化合物则随着流动相中 .(!.$! 组分
的比例增大而被洗脱。梯度洗脱的目的不仅是为了

缩短长链溴代苯甲酰脂肪酸酯类化合物的保留时

间，而且还要获得较好的峰形和分离度。我们以

!" ’(&)($*+’ 为受试菌优化了流动相比例和梯度
洗脱条件，最终得到“$ > )”节的梯度洗脱程序，在此
条件下基线较平稳，峰形对称，各组分间得到了较好

的分离且保留时间适中，可进行分枝杆菌的分型鉴

定。在此条件下，图谱呈现更复杂的三簇峰特征的

分枝菌酸的各谱峰间亦可呈现良好的分离。典型的

色谱图如图 $ 所示。
$ ! $# 方法学考察
$ ! $ ! !# 影响因素
# # 以 ,- 指纹图谱呈三簇峰的 !" #$%%$& 为受试
菌，分别考察了培养菌量、培养时间、) *条件下的
贮存时间、样品皂化时间等条件对分型鉴定的影响。
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图 !" 分枝杆菌分枝菌酸的色谱图
!"#$ !" %&’()*+(#’*), (- )./(0"/ */"1, (-

!"#$%&#’()*+, ,23/"3,
!" !" #$%&$’()#；#" !" *’++’%"

选取 #$，%$，&$ $% & $’ 和 % 植菌勺菌量等不同水平
的培养菌量考察培养菌量的影响。从图 % (! 中可见
)* 的相对保留时间稳定，表明培养菌量对 )* 的
保留时间没有影响；从图 % (# 可见，除了保留时间较
短的少数峰以外，)* 的主要峰的相对峰高呈现了
相当好的稳定性，表明培养菌量对相对峰高影响不

大。因此本文选择培养菌量为 % 植菌勺。分枝杆菌
分为快生长分枝杆菌和慢生长分枝杆菌两类，以快

生长的 !" *’++’% 为例，选择 & 周、% 周、’ 周的培养
时间进行考察，结果表明，培养 & 周后 )* 各峰的保
留时间即稳定；除保留时间较短的少数 )* 峰外，主
要峰的相对峰高呈现相当好的稳定性，因此最终选

择 & 周作为快生长分枝杆菌的培养时间；对于慢生
长分枝杆菌，培养 ’ 周后可进行 +,’- 分析。样品
在 # .贮存条件下，一个月内稳定；皂化时间为 & (
% / 时对 !" *’++’% 的 )* 指纹图谱无影响，故最终
选择皂化时间为 & /。
# $ # $ #" 重现性
! ! 以高分子化合物为内标，可有效消除 +,’- 分
析时的系统误差。) 次分析同一株 !" ),(-’+%../0
.’-% 的 )*，内标校正后的叠加色谱图如图 ’ 所示，
由此可见本法的重现性较好，各色谱峰的保留时间

的相对标准偏差（012）介于 $* &’3 ( &* $)3。

图 #" 培养菌量对 !- .&##&( 分枝菌酸的（*）相对保留时间和
（4）相对峰高的影响

!"#$ #" 5--3/+, (- +&3 /60+6’*0 76*8+"+. (8（*）’30*+"93
’3+38+"(8 +")3 *81（ 4）’30*+"93 23*: &3"#&+ (-
)./(0"/ */"1, (- !- .&##&(

图 $" !- */’)&#(00+0&)( 分枝菌酸的 ;<=% 分离
重现性考察（/ % &）

!"#$ $" >32’(16/"4"0"+. (- ;<=% ,32*’*+"(8 (-
)./(0"/ */"1, (- !- */’)&#(00+0&)(（/ % &）

# $ $" 分枝杆菌标准菌株的 ?@ 指纹谱库的建立及
分枝杆菌的分型鉴定

! ! 通过对 #+ 种《伯杰细菌鉴定手册》中所载入的
分枝杆菌标准菌株的 )* 的 +,’- 分析，建立了分
枝杆菌标准菌株的 )* 指纹谱库。通过分析 )* 指
纹图谱，发现分枝杆菌标准菌株的 )* 指纹图谱的
峰形分布分为单簇峰（共 &# 种）、双簇峰（共 %’
种）、三簇峰（含多簇峰）（共 &% 种）’ 类。依据 )*
的保留时间和相对峰高的不同，同类峰形的分枝杆

菌可以达到种间水平的分型鉴定。
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! ! " ! # $ !" 指纹图谱呈单簇峰特征的分枝杆菌的
分型鉴定

# # 对!" 指纹图谱为单簇峰的分枝杆菌，首先可根
据 !" 特征峰的数目及相对保留时间的不同对其进
行分型鉴定，如 !" #$%&%’()，!" *’$%+,*，!" -’(.
(’/（见图 $#$）。%&’ 和 !" 01&%2 之间采用生化方
法难以鉴别［%&］，但采用本法根据最高特征峰保留时

间的差异，可进行明显的分型鉴定（见图 $#(）；对于

!" 保留时间较相近的分枝杆菌，如 !" 3’+2’2%% 和
!" 41$51+’)（见图 $#)），还可比较两者 !" 的相对
峰高，通过 !" 3’+2’2%% 具有两个主峰，而 !" 41$51.
+’) 只有一个主峰进行分型鉴定；但对于个别分枝杆
菌，采用本法难以鉴别，如 !" 01&%2 和 !" #,0)$6,.
(12%2，两者 !" 的保留时间和相对峰高均相似（见图
$#*），原因可能与两者为同一来源的不同变种有关。
!" 4’2#$% 与上述两者采用本法亦难以鉴别（图略）。

图 %$ 具有单簇峰特征的分枝杆菌分枝菌酸的 "#$% 谱图
&’(! %$ "#$% )*+,-./,(+.-0 ,1 !"#$%&#’()*+, -2),3’) .)’40 5’/* 0’6(37 87.9:)3;0/7+

# # $+ !" #$%&%’()，!" *’$%+,* $,* !" -’((’/；(+ %&’ $,* !" 01&%2；)+ !" 3’+2’2%% $,* !" 41$51+’)；*+ !" 01&%2 $,* !" #,0)$.
6,(12%2+ -.：/,012,$3 40$,*$2*+

! ! " ! ! $ !" 指纹图谱呈双簇峰特征的分枝杆菌的
分型鉴定

# # 与 !" 指纹图谱呈单簇峰的分枝杆菌的分型鉴
定相似，首先可根据其 567& 指纹图谱中 !" 的保
留时间对分枝杆菌进行分型鉴定（见图 ’ #$）。对于
通过 !" 的保留时间不易鉴别的分枝杆菌，如 !"

%+#$’6)((,(’$) 和 !" ’&%,*（见图 ’ #(），可根据 !"
指纹图谱中的峰 ( 和峰 ) 的相对峰高的微小差异进
行分型鉴定，但要进行准确的鉴别，还需要辅以其他

手段。另外，也存在通过 !" 的保留时间和相对峰
高均难以鉴别的分枝杆菌，如 !" ’%67%)+2)，!"
10,)+2) 和 !" $715)2%’)（图略）。

图 &$ 具有双簇峰特征的分枝杆菌分枝菌酸的 "#$% 谱图
&’(! &$ "#$% )*+,-./,(+.-0 ,1 !"#$%&#’()*+, -2),3’) .)’40 5’/* 4,;<37 87.9:)3;0/7+0
$+ !" ’4$%，!" 87()% $,* !" 67)(1+’)2,028" 67(1+’)；(+ !" %+#$’6)((,(’$) $,* !" ’&%,*+
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! ! " ! " # !" 指纹图谱呈三簇峰（含多簇峰）特征的
分枝杆菌的分型鉴定

! ! 根据呈三簇峰（含多簇峰）的分枝菌酸指纹图
谱可成功地对部分分枝杆菌进行分型鉴定，如 !"
#$%&’%()%，!" #%&%*)，! # *+,+&（见图 # $%）。对

于 !" 的保留时间相似的分枝杆菌，如 !" -$+.
/+)0#) 和 !" 1%23+0，可以通过 !" 的峰数及相对
峰高进行分型鉴定（见图 # $&）。另外，也存在通过
!" 的保留时间和相对峰高均难以鉴别的分枝杆
菌，如 !" *+#4,’*5,%-*0+& 和 !" 3*--*)（图略）。

图 $# 具有三簇峰特征的分枝杆菌分枝菌酸的 "#$% 谱图
&’(! $# "#$% )*+,-./,(+.-0 ,1 !"#$%&#’()*+, -2),3’) .)’40 5’/* /+’637 67.89)3:0/7+0

%# !" #$%&’%()%，!" #%&%*) %’( !# *+,+&；&# !" -$+/+)0#) %’( !" 1%23+&#

"# 结论

! ! 本研究以分枝杆菌标准菌株为受试菌，对分枝
杆菌的培养、皂化、酸化提取、衍生化及高效液相色

谱分析条件进行了考察和优化，建立了采用 )*$
+*,- 对分枝杆菌进行快速准确分型鉴定的方法。
构建了 $% 种《伯杰细菌鉴定手册》中所载入的分枝
杆菌标准菌株的 !" 指纹谱库，并据此对其中的 $&
种分枝杆菌成功分型，为分枝杆菌的分型鉴定提供

了重要的技术方法和谱图数据库。
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