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　　摘　要：目的　建立快速测定耐药结核分枝杆菌（ＭＴＢ）的显微镜观察药敏检测（ＭＯＤＳ）技术，并评价其临床应用价值。

方法　采用２４孔细胞培养板液体培养方法建立 ＭＯＤＳ技术，并对最佳检测条件进行探讨。应用该技术对１９２株 ＭＴＢ临床分离

株进行利福平、异烟肼、乙胺丁醇、链霉素、氧氟沙星的药敏检测，并与传统绝对浓度法药敏结果进行比较，对两法检测结果不一致

的菌株进行ＢＡＣＴＥＣ９６０测定。结果　ＭＯＤＳ药敏检测时间中位数为６ｄ。以绝对浓度法药敏结果为判断标准，ＭＯＤＳ技术进

行利福平、异烟肼、乙胺丁醇、链霉素、氧氟沙星药敏检测的敏感度分别为９７．８％、９８．７％、８８．４％、９３．２％、９６．４％；特异度分别为

９８．０％、９４．８％、９４．３％、９９．０％、９５．６％；符合率分别为９７．９％、９６．４％、９２．１％、９６．４％、９５．８％。结结论　ＭＯＤＳ技术可作为

ＭＴＢ耐药性的快速检测方法。
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　　结核病是严重危害人类健康的感染性疾病，耐药结核分枝

杆菌（ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＭＴＢ）的产生和流行给结核

病的防治带来了巨大障碍。由于快速、准确的耐药性检测是指

导临床合理用药的前提，因此耐药性检测方法研究具有重要意

义［１］。但传统 ＭＴＢ耐药性检测方法需时较久，很难满足临床

需要。而在一些发达国家逐渐得到应用的全自动液体培养法

虽然在检测报告时间方面有较大改善，但需要昂贵的检测设

备，试剂成本也很高，难以在发展中国家获得推广。显微镜观

察 药 敏 检 测 （ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｄｒｕｇｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ，

ＭＯＤＳ）技术是近年来建立的一种新的 ＭＴＢ耐药性检测方法，

具有敏感性好、检出时间短、无需昂贵的特殊设备和检测成本

低等优点，被认为是一种适于在发展中国家推广使用的结核药

物敏感性检测方法［２７］。本研究在建立 ＭＯＤＳ技术平台的基

础上［８］，将其用于同时检测 ＭＴＢ对利福平、异烟肼、乙胺丁

醇、链霉素、氧氟沙星等５种抗结核药物的耐药性，并与传统罗

氏培养基的绝对浓度法药敏结果进行比较，对结果不符菌株进

行ＢＡＣＴＥＣ９６０测定，以评价ＭＯＤＳ检测结果的准确性，探讨

其临床应用价值。

１　材料与方法

１．１　材料　１９２株 ＭＴＢ临床分离株为江西省胸科医院菌株

库保存菌株，全部来自确诊的肺结核患者的痰标本培养物，并

经常规生化反应鉴定为 ＭＴＢ。ＭＴＢ 标准菌株（Ｈ３７Ｒｖ，

ＡＴＣＣ２７２９４）由重庆市肺科医院惠赠。

１．２　试剂与仪器　链霉素、异烟肼、利福平、乙胺丁醇、氧氟沙

星５种抗结核药物和酸酪蛋白水解物均购于Ｓｉｇｍａ公司，米氏

７Ｈ９培养基干粉购自 Ｄｉｆｉｃｏ公司，ＯＡＤＣ 营养添加剂和

ＢＡＣＴＥＣ９６０试剂购自ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司。ＭＯＤＳ应用

液为含酸酪蛋白水解物和１０％ＯＡＤＣ的米氏７Ｈ９液体培养
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基。罗氏药敏培养基：按《结核病诊断细菌学检查规程》

制备［９］。

１．３　方法

１．３．１　菌悬液制备及菌量浓度选择　取处于对数生长期的

ＭＴＢ纯培养物，研磨后加入７Ｈ９培养基，经麦氏标准管比浊

配成１×１０７ｃｆｕ／ｍＬ的菌悬液，稀释成实验所需菌液浓度待

检。将 Ｈ３７Ｒｖ磨菌配成１×１０７ｃｆｕ／ｍＬ的菌悬液，然后做

１０１～１０
６ｃｆｕ／ｍＬ稀释。在２４孔细胞培养板内按每孔８００μＬ

加入 ＭＯＤＳ培养基，取稀释后的菌悬液以每孔２００μＬ接种于

培养板中，每块培养板设两个阴性对照培养孔。培养板接种完

毕后装入拉链式透气塑料袋中，置３７℃、１０％ ＣＯ２ 浓度的培

养箱培养。培养结果在倒置显微镜下观察，每天１次，记录各

稀释度菌液呈索状结构生长情况及所需时间。

１．３．２　药物浓度的选择　将利福平、异烟肼、乙胺丁醇、链霉

素和氧氟沙星分别采用０．０６２５～３２．００００μｇ／ｍＬ系列梯度

倍比稀释，再分别与经绝对浓度法检测对利福平、异烟肼、乙胺

丁醇、链霉素和氧氟沙星均敏感的１０株 ＭＴＢ，以及分别对这

５种药物耐药的各１０株耐药株作用，进行 ＭＯＤＳ耐药性检测，

观察索状结构的生长状况。

１．３．３　稳定性试验　采用预试验选择的最佳菌液作用浓度和

药物作用浓度，对１０株经传统罗氏药敏试验判定对这５种药

物敏感的敏感株和经罗氏药敏试验判定的分别对这５种药物

耐药的各１０株耐药株运用 ＭＯＤＳ技术进行检测，重复５次试

验，观察测定方法的稳定性。

１．３．４　临床分离株耐药性检测　将１９２株 ＭＴＢ临床株运用

ＭＯＤＳ技术进行耐药性检测，操作如下：在２４孔细胞培养板

内按每孔８００μＬ加入 ＭＯＤＳ培养基，每块培养板设两孔试剂

空白对照，每株菌株设置两个无药对照孔，１０个加药孔。每次

实验设立 Ｈ３７Ｒｖ为质控株。在无药对照孔和加药孔内分别加

入１×１０４ｃｆｕ／ｍＬ待检菌液２００μＬ，然后在加药孔内分别加入

利福平、异烟肼、乙胺丁醇、链霉素和氧氟沙星，每种药物检测

两孔。培养结果在倒置显微镜下观察，每天１次，在培养第３

天后，质控孔和无药对照孔出现典型索状结构开始进行结果判

断。若分离株在无药对照孔和加药孔都有索状结构形成即取

此部分培养物进行抗酸染色鉴定，若抗酸染色发现抗酸杆菌则

判定为耐药株；若在无药对照孔有索状结构形成且抗酸染色法

为阳性，在加药孔无索状结构，则判定为敏感株。

１．３．５　绝对浓度法　参照中国防痨协会制定的操作规程
［９］进

行 ＭＴＢ耐药性测定，药物浓度分别为利福平５０μｇ／ｍＬ和２５０

μｇ／ｍＬ、异烟肼１μｇ／ｍＬ和１０μｇ／ｍＬ、乙胺丁醇５μｇ／ｍＬ和

５０μｇ／ｍＬ、链霉素１０μｇ／ｍＬ和５０μｇ／ｍＬ、氧氟沙星３μｇ／ｍＬ

和１０μｇ／ｍＬ。

１．３．６　ＢＡＣＴＥＣ９６０药敏法　利福平、异烟肼、乙胺丁醇、链

霉素药敏按照 ＭＧＩＴ的操作说明进行，氧氟沙星药敏参照

文献［１０］。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０统计软件进行分析。计算

敏感度、特异度、阳性预测值、阴性预测值和准确性。ＭＯＤＳ

技术与罗氏药敏试验检测结果的一致性检验用 Ｋａｐｐａ检验。

对应用 ＭＯＤＳ技术检测的 ＭＴＢ的耐药性结果与药敏试验测

定结果的比较采用χ
２ 检验。检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＯＤＳ检测条件选择

２．１．１　菌量作用浓度选择　结果表明，１．０×１０４ｃｆｕ／ｍＬ浓度

既不影响结果观察，又能缩短观察结果的时间，因此本试验选

用１．０×１０４ｃｆｕ／ｍＬ为菌液待检浓度。ＭＴＢ在液体培养基中

的特征性索状结构，见图１。

图１　　培养第７天时 ＭＴＢ在液体培养基中形成的

特征性索状结构（倒置显微镜 ×４００）

２．１．２　药物作用浓度选择　利福平、异烟肼、乙胺丁醇、链霉

素、氧氟沙星终浓度分别为１．０００、０．１２５、２．０００、２．０００、２．０００

μｇ／ｍＬ时，１０株均对这５种药物敏感的敏感株无索状结构出

现，分别对这５种药物耐药的各１０株耐药株均出现索状结构。

因此，选用利福平１．０μｇ／ｍＬ、异烟肼０．１２５μｇ／ｍＬ、乙胺丁醇

２．０μｇ／ｍＬ、链霉素２．０μｇ／ｍＬ、氧氟沙星２．０μｇ／ｍＬ为检测

条件时，可区分 ＭＴＢ敏感株和耐药株。

２．１．３　稳定性试验　采用同样的检测条件，对敏感株和耐药

株运用 ＭＯＤＳ技术进行检测，结果表明，５次实验中，采用１×

１０４ｃｆｕ／ｍＬ为菌量作用浓度和利福平１．０μｇ／ｍＬ、异烟肼

０．１２５μｇ／ｍＬ、乙胺丁醇２．０μｇ／ｍＬ、链霉素２．０μｇ／ｍＬ、氧氟

沙星２．０μｇ／ｍＬ为药物作用浓度时，每次检测敏感株均判断

为敏感，耐药株均判断为耐药；有较好的重复性。

２．２　临床分离株耐药性测定结果

２．２．１　ＭＯＤＳ与绝对浓度法药敏检测时间比较　ＭＯＤＳ技

术对１９２株 ＭＴＢ临床分离株进行耐药性检测，其中１３４株在

６ｄ内获得药敏结果，４１株在第７天获得药敏结果，１１株在第

８天获得药敏结果，２株在第９天获得药敏结果，４株在第１０

天获得药敏结果；而绝对浓度法药敏约４周才能判定结果。

表１　　ＭＯＤＳ与罗氏绝对浓度法药敏结果比较

药物
ＭＯＤＳ

药敏结果

绝对浓度法药敏结果（狀）

耐药 敏感

敏感度

（％）

特异度

（％）

准确度

（％）

利福平 耐药 ９１ ２ ９７．８ ９８．０ ９７．９

敏感 ２ ９７

异烟肼 耐药 ７５ ６ ９８．７ ９４．８ ９６．４

敏感 １ １１０

乙胺丁醇 耐药 ６１ ７ ８８．４ ９４．３ ９２．１

敏感 ８ １１６

链霉素 耐药 ８２ １ ９３．２ ９９．０ ９６．４

敏感 ６ １０３

氧氟沙星 耐药 ５４ ６ ９６．４ ９５．６ ９５．８

敏感 ２ １３０
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２．２．２　ＭＯＤＳ与绝对浓度法药敏结果比较　如以绝对浓度

法作为参考标准，ＭＯＤＳ进行利福平、异烟肼、乙胺丁醇、链霉

素、氧氟沙星药敏试验的敏感度、特异度、准确度，见表１。阳

性预测值分别为８７．８％、９２．６％、８９．７％、９８．８％、９０．０％；阴

性预测值分别为９８．０％、９９．１％、９３．５％、９４．５％、９８．５％。５

种抗结核药物应用 ＭＯＤＳ与绝对浓度法的 Ｋａｐｐａ值为：利福

平０．９０１，异烟肼０．９２５，乙胺丁醇０．８３０，链霉素０．９２６，氧氟沙

星０．９３７。

２．３　药敏结果不符合菌株的 ＢＡＣＴＥＣ９６０测定　１９２株

ＭＴＢ分离株中共有２５株４１个药敏结果不符合，ＭＯＤＳ与罗氏

药敏结果不符菌株的ＢＡＣＴＥＣ９６０测定结果（表２）。ＢＡＣＴＥＣ

９６０检测结果有２７个药敏结果支持ＭＯＤＳ结果，１４个药敏结果

支持罗氏绝对浓度法结果。

表２　　２５株 ＭＯＤＳ与罗氏绝对浓度法药敏结果

　不符菌株的ＢＡＣＴＥＣ９６０测定结果

菌株编号 药物名称
药敏结果

ＭＯＤＳ 绝对浓度法 ＢＡＣＴＥＣ９６０

１ 乙胺丁醇 耐药 敏感 耐药

链霉素 敏感 耐药 敏感

２ 异烟肼 耐药 敏感 敏感

３ 氧氟沙星 敏感 耐药 耐药

乙胺丁醇 敏感 耐药 耐药

４ 异烟肼 敏感 耐药 敏感

氧氟沙星 耐药 敏感 耐药

５ 链霉素 敏感 耐药 耐药

６ 乙胺丁醇 耐药 敏感 耐药

利福平 耐药 敏感 耐药

７ 乙胺丁醇 耐药 敏感 敏感

８ 异烟肼 耐药 敏感 耐药

氧氟沙星 敏感 耐药 敏感

利福平 敏感 耐药 耐药

９ 乙胺丁醇 耐药 敏感 敏感

１０ 乙胺丁醇 敏感 耐药 敏感

链霉素 耐药 敏感 耐药

１１ 氧氟沙星 耐药 敏感 敏感

乙胺丁醇 敏感 耐药 耐药

异烟肼 耐药 敏感 耐药

１２ 乙胺丁醇 耐药 敏感 耐药

１３ 链霉素 敏感 耐药 耐药

１４ 乙胺丁醇 耐药 敏感 敏感

氧氟沙星 耐药 敏感 耐药

１５ 乙胺丁醇 敏感 耐药 敏感

１６ 异烟肼 耐药 敏感 敏感

氧氟沙星 耐药 敏感 耐药

乙胺丁醇 耐药 敏感 耐药

利福平 耐药 敏感 耐药

续表２　　２５株 ＭＯＤＳ与罗氏绝对浓度法药敏结果

　不符菌株的ＢＡＣＴＥＣ９６０测定结果

菌株编号 药物名称
药敏结果

ＭＯＤＳ 绝对浓度法 ＢＡＣＴＥＣ９６０

１７ 氧氟沙星 耐药 敏感 耐药

１８ 链霉素 敏感 耐药 敏感

乙胺丁醇 敏感 耐药 敏感

１９ 异烟肼 耐药 敏感 耐药

２０ 链霉素 敏感 耐药 耐药

２１ 乙胺丁醇 敏感 耐药 敏感

２２ 乙胺丁醇 敏感 耐药 敏感

利福平 敏感 耐药 敏感

２３ 链霉素 敏感 耐药 耐药

２４ 乙胺丁醇 敏感 耐药 敏感

异烟肼 耐药 敏感 耐药

２５ 氧氟沙星 耐药 敏感 耐药

３　讨　　论

快速、准确的耐药性测定，不仅有助于早期发现耐多药的

结核病患者，同时可为患者的治疗用药提供准确依据。目前，

ＭＴＢ耐药性检测方法主要有传统罗氏药敏法、耐药基因的分

子生物学检测及快速培养仪检测系统［１１］。由于存在检测时间

长、成本较高等不足，难以满足临床诊治的需求。

ＭＯＤＳ技术是近年来建立的一种新的 ＭＴＢ耐药性检测

技术，其主要原理是利用 ＭＴＢ在适宜的液体培养基中的生长

速度较在固体培养基上快，且会形成特征性的索状结构的特

性，通过在液体培养基中加入抗结核药物，并以不含药物孔为

对照，采用倒置显微镜观察含药孔和对照孔中 ＭＴＢ索状结构

的有无进行耐药性判断［２］。该方法虽然目前还未应用于常规

的临床结核菌耐药性检测，但已有一些国家开展了临床应用研

究，并显示出了良好的应用前景［３６］。本研究在建立 ＭＯＤＳ技

术的基础上，对其检测方法学进行了探讨。通过对不同检测条

件的摸索，最终选用１．０×１０４ｃｆｕ／ｍＬ浓度作为本实验的菌液

待检浓度，以利福平１．０μｇ／ｍＬ、异烟肼０．１２５μｇ／ｍＬ、乙胺丁

醇２．０μｇ／ｍＬ、链霉素２．０μｇ／ｍＬ、氧氟沙星２．０μｇ／ｍＬ为检

测条件时，可将敏感株和耐药株区分开来。

本研究结果表明 ＭＯＤＳ具有较高的敏感性和特异性，检

测利福平、异烟肼、乙胺丁醇、链霉素、氧氟沙星药敏结果与罗

氏药敏结果符合率分别为９７．９％、９６．４％、９２．１％、９６．４％、

９５．８％。本研究共计测定１９２株 ＭＴＢ９６０个药敏结果，共有

２５株４１个药敏结果与罗氏药敏结果不符。对这些不符合的

菌株进行ＢＡＣＴＥＣ９６０测定，结果表明，其中的１７株２７个药

敏结果支持 ＭＯＤＳ结果，只有８株１４个药敏结果支持罗氏药

敏结果。该结果再次说明 ＭＯＤＳ检测 ＭＴＢ耐药性具有较高

的准确性。

综上所述，ＭＯＤＳ技术用于 ＭＴＢ药物敏感性测定具有成

本低、操作简单、快速等优点，并且与传统罗氏药敏结果有较高

的符合率。但作为一种新兴的技术，ＭＯＤＳ技术在实际应用

过程中还面临一定的问题，其中最主要的是需要实现检测过程
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的标准化，目前所报道的 ＭＯＤＳ检测技术，所使用的药物浓度

均不统一，缺乏统一标准。但随着技术的不断改进和完善，相

信该技术有望成为临床常用的 ＭＴＢ耐药性检测方法。
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术后同一时间点，截骨组与骨折组之间相比，均无统计学

差异。然而截骨组手术侧髁突应力改变或减少的更加明显，却

未造成两者之间的差异。分析可能的原因：（１）髁突作为生长

区，拥有代偿性增生的能力。下颌骨的正常生长发育与髁突的

生长潜能有紧密的联系，而髁突的生长潜能主要存在于髁突软

骨内。（２）Ｐｅｔｒｏｖｉｃ的伺服系统理论认为髁突这类继发性软骨

的生长在一定程度上受局部外界因素的作用。雄性ＳＤ大鼠

的咬肌相当发达，髁突颈部的截骨和骨折，并不会对咬肌造成

过多损失，从而维持了整个下颌的位置关系。（３）截骨组的手

术侧髁突术后术区均被大量的纤维软骨包裹，促使髁突仍位于

原来的位置。ＳＤ大鼠牙尖交错位时，髁突（通过关节盘）与槽

形的颞骨关节面形态吻合，髁突在颞骨关节面下可以有较大幅

度的前后向运动，但侧向运动受到较大的限制，同时尖窝锁结

关系较好，这在一定程度上也减轻了下颌的偏斜程度。

综上所述，本建模方法ＳＤ大鼠耐受性好，并具有可重复

性，是一种可靠的大鼠髁突颈截骨、骨折模型的建立方法。单

侧髁突颈截骨后髁突在愈合过程中先代偿性增大，后缩小。截

骨组手术侧与对照组比较，下颌骨生长发育受到限制。单侧髁

突颈部截骨、骨折均会使下颌向手术侧偏斜，引起面部的不对

称。但两者在程度上无区别。
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