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噬菌体Ｃｈｙ２生物扩增法的建立及其检测效果的评价

敖　知，郭述良　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院呼吸与危重症医学科）

　　［摘要］　目的　建立噬菌体Ｃｈｙ２生物扩增法，并评价其检测临床痰标本结核分枝杆菌的应用价值。方法　 噬菌斑
测试法观察噬菌体杀灭剂灭活Ｃｈｙ２的工作浓度和作用时间；噬菌斑计数法判断 Ｃｈｙ２的最佳感染时间和感染滴度；分别
用噬菌体Ｃｈｙ２和Ｄ２９生物扩增法检测５８份临床痰标本，以改良罗氏培养法作诊断标准，对比评价Ｃｈｙ２和Ｄ２９的检测准
确性。结果　 ６％硫酸亚铁铵溶液作用５ｍｉｎ可彻底灭活游离 Ｃｈｙ２；Ｃｈｙ２滴度为２．２×１０１１ＣＦＵ／ｍＬ时，与结核分枝杆菌
孵育４ｈ的感染效率最高；噬菌体Ｃｈｙ２生物扩增法对痰标本的检测灵敏度、特异性、Ｙｏｕｄｅｎ指数、阳性预测值和阴性预测
值分别为９４．７％、８５．０％、０．７９７、０．９２３、０．８９５，噬菌体 Ｄ２９生物扩增法的检测结果相应为７６．３％、９５．０％、０．７１３、０．９６７、
０．６７８，噬菌体Ｃｈｙ２生物扩增法的灵敏度、阴性预测值优于噬菌体Ｄ２９生物扩增法（Ｐ＜０．０５），两者特异性、Ｙｏｕｄｅｎ指数、
阳性预测值无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。结论 　成功建立了噬菌体 Ｃｈｙ２生物扩增法，Ｃｈｙ２较 Ｄ２９检测特异性相当，灵敏
度有所提高。

　　［关键词］　 分枝杆菌噬菌体Ｃｈｙ２；结核分枝杆菌；灵敏度；特异性
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　　结核病是严重危害人类健康的公共传染性疾病。
早期发现、诊断结核病并及时给予有效的治疗是减少

传播机会、控制疫情的关键环节［１］。近年来，探索噬

菌体在结核病诊断和治疗中的应用潜能成为研究的热

点。其中，基于分枝杆菌噬菌体建立的以快速检测结

核分枝杆菌（ＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍＴｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＭＴＢ）活菌为
特点的噬菌体生物扩增法（ｐｈａｇｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ
ａｓｓａｙ，ＰｈａＢａｓｓａｙ）备受关注，并取得了重大研究进
展［２－３］。然而，汇总分析发现 ＰｈａＢ法灵敏度偏低，且
在不同研究中表现各异，较痰涂片镜检的优势不明显，

主要与噬菌体Ｄ２９生物学特性上的缺陷、ＰｈａＢ法技术
上的不足、实验干扰因素、检测人员不规范操作等原因

有关［４－５］。本实验室分离鉴定出１株新分枝杆菌噬菌
体，命名为Ｃｈｙ２［６］，本研究通过对其生物学特性以及
与宿主菌间的作用规律进行研究，并比较其与Ｄ２９的差
异，评价Ｃｈｙ２检测临床痰液标本的应用价值，旨在为噬
菌体Ｃｈｙ２的进一步开发、应用、人工改建奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试剂　　７Ｈ９肉汤培养基、７Ｈ１０琼脂培养基、ＯＡＤＣ增
菌液（美国ＢＤ公司）；酸性、中性改良罗氏培养基和罗氏药敏
培养基（珠海贝索公司）；麦氏比浊管（北京哲成科技有限公

司）；０．２２μｍ过滤器（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；Ｔｒｉｓｂａｓｅ（Ｓｉｇｍａ公司）；
硫酸亚铁铵（ＦＡＳ，上海生工生物公司）。培养基与噬菌体缓冲
液的配制参照文献［７］。
１．１．２　菌株和标本　　结核分枝杆菌标准株 Ｈ３７Ｒｖ
（ＣＭＣＣ９３００４）由重庆市肺科医院提供，接种于酸性罗氏培养基
培养４～６周。噬菌体Ｄ２９、耻垢分枝杆菌ｍｃ２１５５（ＣＭＣＣ９３２０２）
由中国药品生物制品检定所王国治教授馈赠，后者接种于７Ｈ９
（含１０％ＯＡＤＣ增菌液）液体培养基中３７℃摇床，１６０ｒ／ｍｉｎ振
荡培养１８ｈ至生长对数期［Ｄ（６００）＝１．０］。５８份痰液标本取
自我院２０１２年３月至５月间尚未接受抗结核治疗的肺结核疑
似病例。

１．２　方法
１．２．１　菌悬液的制备　　参照《结核病诊断实验室检验规
程》（２００６年第１版），略作改动。用０．０５％Ｔｗｅｅｎ８０生理盐
水将Ｈ３７Ｒｖ从培养基上洗脱，磨菌器研磨，漩涡振荡，用７Ｈ９
液体培养基稀释，麦氏标准比浊管（ＭａｃＦａｒｌａｎｄＮｏ．１）比浊至
３×１０８ＣＦＵ／ｍＬ。
１．２．２　噬菌体液的制备　　用双层平板法（下层７Ｈ１０培养
基和上层７Ｈ９培养基）扩增噬菌体，３７℃孵育１８～２４ｈ后加
入５ｍＬ噬菌体缓冲液，４℃条件下静置过夜后收集上清液，
过滤除菌，测定滴度，Ｃｈｙ２为２．２×１０１１ＰＦＵ／ｍＬ，Ｄ２９为１．９×
１０１１ＰＦＵ／ｍＬ。
１．２．３　噬菌体杀灭剂的作用浓度和时间　　将 ＦＡＳ配制成

２％、４％、６％、８％、１０％不同浓度（质量体积分数），过滤除菌。
分别取１００μＬＦＡＳ与１００μＬＣｈｙ２液振荡混合，室温下作用５、
１０、１５ｍｉｎ。取１００μＬ耻垢分枝杆菌悬液与含１．５％琼脂的
５ｍＬ７Ｈ９培养基混合铺板，待凝固后在平板底面划格，标记浓
度和时间。于不同时相点分别取５μＬＦＡＳＣｈｙ２混合液在相应
区域中央悬空点样，３７℃孵育１８ｈ观察结果。
１．２．４　最佳感染时间和感染滴度　　用７Ｈ９液体培养基将
Ｈ３７Ｒｖ菌悬液稀释至３×１０３ＣＦＵ／ｍＬ。取２４支５０ｍＬ离心管，
各加入１ｍＬＨ３７Ｒｖ和１００μＬＣｈｙ２，混合后３７℃条件下孵育，
设立０、３０～３３０ｍｉｎ１２个时间点，同时设立 Ｃｈｙ２＋ｍｃ２１５５阳
性对照组、７Ｈ９液体培养基 ＋Ｃｈｙ２阴性对照组。每半小时取
２支实验管分别加６％１００μＬ新鲜配制的 ＦＡＳ振荡混合，作用
５ｍｉｎ后加 ５ｍＬ７Ｈ９液体培养基 （含 １０％ＯＡＤＣ，１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＣａＣｌ２）中和 ＦＡＳ，再加入１ｍＬ新鲜培养的耻垢分枝杆菌悬液
与５ｍＬ含１．５％琼脂的７Ｈ９培养基 （约５５℃）混合后铺板，
３７℃孵育１８ｈ后计算噬菌斑平均值。设立１．２×１０９～２．２×
１０１１ＰＦＵ／ｍＬ６个不同噬菌体滴度，各取 １００μＬ分别与 １ｍＬ
Ｈ３７Ｒｖ悬液孵育４ｈ，经ＦＡＳ灭活和混合铺板后，计算噬菌斑平
均值，每个滴度设置３个检测样本。
１．２．５　痰液标本的检测
１．２．５．１　改良罗氏培养法　　将收集的新鲜痰液标本挑取
１～３ｍＬ装于５０ｍＬ的无菌离心管密封，１ｈ内送检，行痰液前
处理。处理方法和菌种鉴定参照《结核病诊断实验室检验规

程》（２００６年第１版）和罗氏培养管说明书。具体如下：根据痰
液黏稠程度加１～２倍体积４％ＮａＯＨ漩涡振荡，匀化标本，室
温下３０ｍｉｎ放置，其间振荡２～３次。取处理后的标本１００μＬ
无菌操作接种于酸性培养基，每份检测样本同时接种在２个培
养基上，３７℃孵育。第１周每天观察，第２～８周则每周观察
１次，阳性菌落经抗酸染色证实后报告分枝杆菌生长，观察分枝
杆菌在对硝基苯甲酸（ＰＮＢ）和噻吩２羧酸肼（ＴＣＨ）培养基中
的生长情况以初步鉴定菌种。

１．２．５．２　噬菌体生物扩增法　　处理后的剩余标本加ＰＢＳ缓
冲液至４５ｍＬ，３０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，弃去上清液。加１５ｍＬ
７Ｈ９液体培养基重悬下层沉淀，３０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，弃上清
液。加２ｍＬ７Ｈ９液体培养基，重悬沉淀物，放置于３７℃孵育
２４ｈ，富集痰液结核分枝杆菌。标本各取１ｍＬ分别与１００μＬ
Ｃｈｙ２（２．２×１０１１ＰＦＵ／ｍＬ）和１００μＬＤ２９（１．９×１０１１ＰＦＵ／ｍＬ）混
合后３７℃条件下孵育４ｈ，各加１００μＬ６％新鲜配制的ＦＡＳ振
荡混合，作用５ｍｉｎ后加５ｍＬ７Ｈ９液体培养基（含１０％ ＯＡＤＣ＋
１ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２）中和ＦＡＳ，再加入１ｍＬ新鲜耻垢分枝杆菌悬
液，与５ｍＬ１．５％琼脂的７Ｈ９培养基 （约５５℃）混合后铺板，
３７℃孵育１８ｈ后观察结果，同时设立阳性对照和阴性对照。
１．２．６　结果评价　　在各对照组结果正确的条件下，观察样
品结果，阳性结果为独立噬菌斑或融合状噬菌斑形成，阴性结

果见指示细菌均匀生长，无噬菌斑出现。

１．３　统计学方法
　　应用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件，噬菌体滴度和噬菌斑数量行
Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关分析，计数资料行χ２检验。
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２　结果

２．１　噬菌体杀灭剂的作用浓度和时间
　　２％、４％浓度 ＦＡＳ与 Ｃｈｙ２混合后不能彻底杀灭 Ｃｈｙ２，其
中２％ＦＡＳ作用５ｍｉｎ后可见较多散在噬菌斑，但数量低于无
ＦＡＳ阳性对照，作用 １０、１５ｍｉｎ后仍有零星噬菌斑；４％浓度
ＦＡＳ作用５、１０ｍｉｎ亦可见零星噬菌斑；６％、８％、１０％浓度ＦＡＳ
作用５、１０、１５ｍｉｎ的效果相同，可将游离Ｃｈｙ２完全灭活。

２．２　最佳感染时间
　　Ｃｈｙ２与不同宿主菌孵育不同时间，产生的噬菌斑数量不
同。由图１所示，Ｃｈｙ２与ｍｃ２１５５孵育的初始阶段，噬菌体斑数
呈直线快速上升，近１８０ｍｉｎ时达到峰值，随后迅速下降。Ｃｈｙ２
与Ｈ３７Ｒｖ孵育之初，噬菌斑数增加幅度较平缓，在 １２０～
１８０ｍｉｎ出现短暂平台期，２４０～２７０ｍｉｎ达到峰值，后缓慢下
降。结果显示，Ｃｈｙ２与Ｈ３７Ｒｖ、ｍｃ２１５５的最佳感染时间分别为
２４０、１８０ｍｉｎ。
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图１　噬菌体Ｃｈｙ２感染Ｈ３７Ｒｖ和ｍｃ２１５５的时间与噬菌斑数的关系曲线

２．３　最佳感染滴度
　　噬菌斑数量随噬菌体滴度的上升而增加，表明噬菌体滴度
越高，感染Ｈ３７Ｒｖ的概率越大，噬菌体Ｃｈｙ２滴度与噬菌斑数呈
正相关（ｒ＝０．５７９，Ｐ＜００５）。见表１。

表１　不同滴度的噬菌体Ｃｈｙ２感染Ｈ３７Ｒｖ产生的不同噬菌斑数

噬菌体滴度（ＰＦＵ／ｍＬ） 噬菌斑数（个）

２．２×１０１１ ２２９．７±２８．１

１．２×１０１１ ２１８．０±３１．０

２．２×１０１０ １９１．０±１９．３

１．２×１０１０ １６６．７±３３．０

２．２×１０９ １２８．３±３９．６

１．２×１０９ ９５．０±９．６

２．４　痰液检测实验结果比较
　　共检测５８份痰液标本，改良罗氏培养法检出阳性结果３８例，
２０例阴性，阳性率６５．５％；Ｃｈｙ２ＰｈａＢ法检出３９例阳性，１９例
阴性，阳性率 ６７．２％；２种方法的阳性检出率无统计学差异
（Ｐ＞００５）。Ｄ２９ＰｈａＢ法检出３０例阳性，２８例阴性，阳性率为

５１．７％，低于罗氏培养法（Ｐ＜０．０５）。Ｃｈｙ２ＰｈａＢ法对痰标本
的检测灵敏度、特异性、Ｙｏｕｄｅｎ指数、阳性预测值和阴性预测值
分别为９４．７％、８５．０％、０．７９７、０．９２３、０．８９５，Ｄ２９ＰｈａＢ法的检
测结果相应为７６．３％、９５．０％、０．７１３、０．９６７、０．６７８，Ｃｈｙ２ＰｈａＢ
法的灵敏度、阴性预测值优于 Ｄ２９ＰｈａＢ法（Ｐ＜０．０５），两者特
异性、Ｙｏｕｄｅｎ指数、阳性预测值无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

　　根据 ＷＨＯ发布的《２０１１年全球结核病控制报
告》最新统计数据显示，全球每年结核病新发病例数

呈下降趋势，但要在２０５０年达到根除结核病的目标，
依旧任重而道远［８］。快速、准确检测 ＭＴＢ，及时对结
核病作出正确诊断是当前结核病防控的重要途径。噬

菌体生物扩增法的实验室诊断技术操作简便，可直接

反映ＭＴＢ活菌的存在，无需昂贵的仪器设备，仅４８ｈ
内即可报告结果，为快速准确诊断结核病提供了新的

契机［９］。

　　本课题组自本院结核病房的花盆泥土发现１株分
枝杆菌噬菌体，经分离、纯化，对其生物学特性、遗传背

景、基因序列进行对比分析，证明是一种新结核分枝杆

菌噬菌体，命名为Ｃｈｙ２［６］。根据ＰｈａＢ法的技术原理，
噬菌体杀灭剂的工作浓度、作用时间以及噬菌体感染

结核分枝杆菌的最佳时间和滴度是诊断实验的关键条

件，因此本研究对 Ｃｈｙ２应用于 ＰｈａＢ法进行了方法学
的探讨。实验发现，最低浓度为 ６％时，ＦＡＳ仅作用
５ｍｉｎ可彻底灭活游离 Ｃｈｙ２。Ｃｈｙ２和 ＭＴＢ共同孵育
到４ｈ的时候，噬菌体与 ＭＴＢ吸附最多，注入 ＭＴＢ的
ＤＮＡ量最大，４～４．５ｈ处于平台期，４．５ｈ后释放至
胞外的子代噬菌体被ＦＡＳ灭活，因此共同孵育４ｈ是最
佳感染时间。与耻垢分枝杆菌相比，Ｃｈｙ２与ＭＴＢ的最
佳感染时间出现较晚，噬菌斑数量的增减幅度更平缓，

这可能与ＭＴＢ的繁殖周期长、菌体结构复杂等因素导
致噬菌体扩增速度相对较慢有关。感染滴度实验发现，

噬菌斑数量随Ｃｈｙ２滴度升高而增加，提示Ｃｈｙ２的滴度
越高，对 ＭＴＢ的感染能力更强。而 ＭｃＮｅｒｎｅｙ等［１０］对

Ｄ２９的研究结果显示，Ｄ２９滴度超过１６×１０８ＰＦＵ／ｍＬ
时，噬菌斑数量不会随噬菌体滴度的升高而增加，原因

可能是高滴度Ｄ２９发生了顿挫感染。
　　有研究表明，由于痰液中残存的大分子糖蛋白物
质和来自气道的细胞成分阻碍噬菌体与ＭＴＢ的吸附，
ＰｈａＢ法对痰标本的检测灵敏度低于 ＭＴＴ培养分离
株［１１］。本研究结果显示，Ｃｈｙ２ＰｈａＢ法的检测特异性
较Ｄ２９ＰｈａＢ法无统计学差异，但灵敏度更高（Ｐ＜
００５）。究其原因为高滴度噬菌体有助于突破痰标本
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残留成分的物理屏障，增加 ＭＴＢ感染概率，但 Ｄ２９滴
度超过１０８数量级时易发生顿挫感染，裂解 ＭＴＢ的活
性下降，而 Ｃｈｙ２却仍能维持很强的感染力。Ｃｈｙ２
ＰｈａＢ法检测的特异性不如灵敏度的优势明显，可能原
因是Ｃｈｙ２除裂解 ＭＴＢ外还能裂解非结核分枝杆
菌［６］，产生部分假阳性。Ｃｈｙ２ＰｈａＢ法的高灵敏度体
现其对痰液结核分枝杆菌检测的优越性，有助于为早

期发现和诊断结核病提供参考，具有一定的临床应用

价值。
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１　临床资料

　　患者，男性，２７岁，因“高处坠落致右髋部疼痛、畸形伴活
动受限３个月余”于２０１２年３月１８日入院。患者伤后曾在当
地医院行“右髋关节脱位手法复位术”，具体过程不详，治疗前

后没有行影像学检查，术后右下肢仍畸形，不能活动，卧床休养

３个月后未见好转遂来我院就诊。入院查体：右髋关节活动受
限，右下肢屈曲外展外旋位弹性固定（图１Ａ）。右侧会阴部可
触及股骨头。右下肢肌肉萎缩。左大腿周径∶右大腿周径（髌
上１５ｃｍ）＝４０ｃｍ∶３２ｃｍ，左小腿周径∶右小腿周径（内踝上
２０ｃｍ）＝２８ｃｍ∶２６ｃｍ。右大腿皮肤触觉及痛觉未见异常，股
四头肌肌力４级。右踝关节及足趾感觉、运动未见异常，足背动
脉及胫后动脉搏动有力。Ｘ线片示右髋关节前脱位（图１Ｂ）；ＣＴ

示右髋臼空虚。

　　入院后完善术前检查，在全麻下试行闭合复位，复位失败
后取髋关节前外侧入路，术中见股直肌紧张，予以切断，见髋臼

完全被瘢痕组织填充，予以彻底清理充分暴露髋臼，并清理股

骨粗隆及股骨颈周围粘连软组织，但因股骨头位置较深（已越

过髂腰肌下方嵌钝于内收肌群之间），且周围瘢痕致密挛缩形

成“袖口样”包裹，未能在该切口内完成股骨颈头下方的松解，

试行复位未能成功，故于右大腿根部可触及股骨头位置处作一

长８ｃｍ横形切口（图１Ｃ），钝性分耻骨肌及长收肌肌间隙，暴
露股骨头，锐性分离股骨头颈周围“袖口样”瘢痕，充分游离股

骨头颈后再次采用牵引回旋法试行复位，同时助手推挤股骨头

将其复位于髋臼内。术后畸形纠正，Ｘ线片（图１Ｄ）及ＣＴ证实
复位良好。术后查体：患侧髋关节可主被动屈伸、外展及内收，

活动范围较健侧受限，右大腿皮肤触觉及痛觉未见异常，股四

头肌肌力４级。右踝关节及足趾感觉、运动未见异常，足背动
脉及胫后动脉搏动有力。患者术后３个月来我院随访，步行入
科，未见跛行，患肢主被动屈伸、外展及内收活动范围正常，右

大腿皮肤触觉及痛觉未见异常，股四头肌肌力５级。
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