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结核分支杆菌吡嗪酰胺敏感试验方法的比较研究

Comparison of tests of susceptibility of Mycobacterium tuberculosis to pyrazinamide

王金河 ,裴　宁 ,匡铁吉 ,王心静 ,宋　萍 ,金关甫 ,刘金伟 ,仲　斌　　(解放军 309 医院结核病中心 , 北京 100091)

　　吡嗪酰胺被广泛应用于短程化疗方案中 ,因此耐吡嗪酰胺

的结核菌也越来越多[ 1] 。但由于吡嗪酰胺仅在 pH 为 5.5的酸

性条件下才能转化为杀菌的吡嗪酸 , 而结核菌在酸性条件下生

长很差 ,甚至不生长, 从而导致吡嗪酰胺的敏感试验一直是实验

室中的一个难题。本研究对4 种吡嗪酰胺敏感试验方法进行对

比研究 ,以明确各种方法在实验室的应用范围和应用价值。

1　材料和方法

1.1　痰标本
　　受试痰标本 60例 , 留自本院结核科住院涂阳肺结核患者。

40 株结核杆菌临床分离物来自本实验室保存的于 2000年 2 月

至2002年 4 月从住院肺结核患者痰标本分离并做过菌型鉴定

的结核杆菌分离株。

1.2　试验用培养基
　　酸罗氏对照和含吡嗪酰胺培基的制备参照文献[ 2] 。分别

制作匡氏基础琼脂培养基(DT1), 含吡嗪酰胺匡氏酸性琼脂培

养基(Z1), 不含吡嗪酰胺匡氏酸性琼脂培养基(Z0)及酸性匡氏

液体培养基(PZ0)。

1.3　酸罗氏法
　　酸罗氏培养基吡嗪酰胺间接药敏试验按常规操作[ 3] ,接种

液浓度为 10-3 mg/ml ,接种量为 0.1 ml , 置于 35 ℃温箱培养 , 至

2 、3、4 周观察结果。

1.4　匡氏琼脂培基法
1.4.1　匡氏琼脂培基法吡嗪酰胺直接药敏试验　　痰标本用

2%氢氧化钠液化 , 除杂菌 20 min , 取 0.1 ml分别接种于 Z1 和

Z0斜面上 ,置 35 ℃温箱内培养 , 每周观察 , 根据 Z1 、Z0 生长情

况判定结果 ,至 4 周。

1.4.2　匡氏琼脂培基法吡嗪酰胺间接敏感试验　　40 株临床

分离结核杆菌复活后 ,用无菌生理盐水稀释成 10-3 mg/ml菌悬

液 ,各取 1 ml分别接种于 Z1和 Z0上 , 观察结果同上 , 具体操作

详见有关报道。

1.5　吡嗪酰胺水解酶分析法
　　痰标本按常规方法接种培养于 DT1 上 ,原保存菌株也按常

规复活 ,从结核菌分离斜面上刮取约 10 mg 湿菌 , 接种于 4 ml

PZ0 试管中 , 35 ℃培养 3 d 后取出 ,加入 10%新鲜配制的硫酸亚

铁铵溶液 1 ml , 置于冰箱内冷藏 4 h 后取出观察结果 , 出现粉

红色(各种程度)则为阳性 ,指示为敏感株 , 无颜色管为耐药株。
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1.6　PnCA基因检测法
　　结核分支杆菌菌株:痰标本按常规接种于 DT1 上培养 , 原

保存菌株按常规方法复活[ 2] , DNA的制备按药盒说明进行。

1.7　统计学方法
　　计量资料数据用 x±s表示 , 运用SPSS 10.0 统计软件行方

差分析及均数间多重比较。

2　结果

　　4 种检测方法的报告时间及与酸罗氏法的符合率。与酸罗

氏法的符合率分别为:匡氏琼脂法为 100%,吡嗪酰胺水解酶分

析法为 95%, PnCA基因检测法为 75%。匡氏法 、吡嗪酰胺水解

酶分析法及 PnCA基因检测法用于吡嗪酰胺敏感性鉴定时间所

耗时间均显著低于酸罗氏法(P<0.01), 见表 1。

表 1　酸罗氏法 、匡氏直接敏感试验 、PZAase 分析法 、

PnCA 基因检测法时间和结果比较

结果(例) 报告时间(d)

敏感 耐药  x±s

罗氏法 43 52 38±3

匡氏法 45 55 21±2

PZAase分析 43 57 13±3

PnCA 基因检测 59 41 10±1

＊:酸罗氏 PZA敏感试验中有 5株在对照和含药培养基上均无生长

3　讨论

　　酸罗氏法用于吡嗪酰胺敏感试验 , 耗时长 , 且有些菌株生

长不好 ,甚至不生长 , 致使敏感试验没有结果 ,已不能完全适应

临床快速敏感试验的要求。本研究所用其它 3 种方法 , 各自存

在优势。匡氏法用于吡嗪酰胺敏感试验 , 与酸罗氏法比较 , 可

靠性和重复性均较好 ,达到了 99%,且结核菌生长快速 ,大大缩

短了吡嗪酰胺敏感试验的时间 ,且培基制作简单 , 价格低廉 , 值

得推广
[ 3]
。吡嗪酰胺水解酶分析法与酸罗氏法比较 , 首先不需

在酸性培基上培养结核菌 , 缩短了敏感试验时间 , 结果与酸罗

氏法符合率达到 95%, 较为可靠。但也存在一定的限制 , 首先

接种量要足够大 ,否则会出现假阴性结果。出现的 2 例假阴性

结果考虑与此有关。第二 , 如果为耐药和敏感的混合株 , 也只

能指示为敏感;第三 , 高度耐药菌株部分仍具有吡嗪酰胺水解

酶活力 ,可出现假敏感结果。故而在实际应用中还应根据病人

具体情况具体分析。 PnCA 基因检测法在 4 种方法中最快速 ,

可弥补常规药敏试验的不足。但与酸罗氏法的符合率为 75%,

符合70%左右的吡嗪酰胺耐药株存在 PnCA基因突变这一耐药

分子机制 ,但仍有 30%左右的菌株不能用此方法正确地鉴定出
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来 ,故而在可靠性方面与匡氏法及吡嗪酰胺水解酶分析法存在

一定的差距。

　　综上结果可看出 , 诊断实验室可根据临床的不同需要 , 分

别选用匡氏法 ,吡嗪酰胺水解酶分析法及 PnCA基因检测法 , 从

而可以更准确 ,更快速地为临床用药提供依据 。
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高效液相色谱法测定右旋酮洛芬制剂在家兔体内血药浓度及生物利用度

High performance liquid chromatography for the detection of blood concentration and

bioavailability of dextroketoprofen preparation in rabbits

杨万兴 ,向明凤 ,陈　亮　　(第三军医大学大坪医院野战外科研究所药剂科 , 重庆 400042)

　　右旋酮洛芬和酮洛芬中的右旋体在体内吸收较慢 ,吸收程

度差 ,生物利用度低 , 半衰期短 , 对胃肠道刺激性大[ 1 ～ 3] 。本研

究以S-KP与 β-环糊精(β-CD)形成的包合物(S-KP-β-CD)为被试

制剂 , 以右旋酮洛芬原药为对照 , 采用高效液相色谱法测定 6

只成年雄性家兔分别单次交叉灌胃给予 S-KP-β-CD 和 S-KP 后
不同时刻血浆中 S-KP 的浓度 ,绘制血药浓度-时间曲线 , 求算药

物动力学参数 ,对药物动力学参数进行统计分析和生物等效性

的评价 ,为右旋酮洛芬的进一步研究提供实验数据。

1　材料与方法

1.1　材料
　　成年雄性日本大耳兔 6只 ,体质量 1.8 ～ 2.5 kg , 由第三军
医大学野战外科研究所动物室提供。高效液相色谱仪(美国贝

克曼公司), GS-15R低温离心机(美国贝克曼公司), SK-Ⅰ型快

速混合器(深圳沙头角国华仪器厂)。右旋酮洛芬对照品

(99.98%, 批号 001106 ,西南合成制药厂药物研究所),右旋酮洛

芬-β-环糊精包合物(11.87%, 批号 020606 自制)。其他试剂均

为分析纯。

1.2　色谱条件
　　Ultraphere 250 mm×4.6 mm 5 μODS C18柱。流动相:甲醇:

50 mmol·L-1的磷酸二氢钠溶液(30∶70), 用磷酸调 pH 值为 2.5

～ 3.0;流速 1.0 ml·min-1 , 紫外检测波长 260 nm , 进样量 20μl。

柱温:室温。

1.3　血浆样品的处理
　　取血浆样品 0.25 ml置于 5ml具塞干燥离心管中 , 加蒸馏
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水0.5 ml , 旋涡振荡 15 s;加 70%高氯酸0.2 ml ,旋涡振荡 30 s。

精密加入乙醚 2.0 ml ,旋涡振荡 1 min ,离心 5 min(3 000 r/min)。

　　精密吸取乙醚层 1.0 ml于编号的尖底离心管中 ,于 45 ℃

下空气流吹干。加流动相 200 μl 溶解残渣 , 进样 20 μl 进行

HPLC 分析。血浆色谱图中 S-KP保留时间为 4.32 min。

2　结果

2.1　标准曲线的绘制
　　精密称取经硅胶干燥过夜的 S-KP 对照品 60 mg , 以甲醇溶

解配制成600 mg·ml-1的贮备液。精密吸取S-KP标准贮备液适

量 ,空气流吹干 , 加流动相定容 , 稀释为 0.50、1.25 、2.50、6.25、

12.50、25.00 和 62.50 mg·ml-1的标准溶液。取空白血浆 0.25

ml ,加入不同浓度 S-KP标准溶液使血浆最终浓度为 0.2、0.5、

1.0 , 2.5、5.0 、10.0 、25.0 mg·ml-1 。按血浆样品预处理 , 测其峰

面积 , 以峰面积和 S-KP 血浆浓度进行回归 , 回归方程为:A =

32.4972C-0.1073 , r=0.999 9(n =5), P=0.0335。

　　精密度:取高 、中 、低 3 种浓度样品 , 同日内同一标准曲线

分析 ,得日内 RSD分别为 3.4%, 4.6%, 2.8%。1 周内不同日同

一标准曲线分析 ,得日间 RSD分别为 4.7%, 3.9%, 4.4%。

　　加样回收率:取一血清样品测定 3 次得均值 5.5 mg·ml-1 ,

再取该样品 50 μl , 分别加入 0.2 mg·ml-1 , 5 mg·ml-1 , 25 mg·

ml-1S-KP标准储备液各 50 μl , 每样品测定 3 次得均值为(99.3

±1.5)%、(100.0±1.4)%、(99.8±0.9)%。

2.2　给药方案
　　体质量 1.8～ 2.5 kg ,健康的日本大耳兔 6只(第三军医大学

野战外科研究所动物室提供),均为雄性。实验前禁食 12 h ,自由

饮水 ,给药后 4 h进食 , 实验期间统一饮食。用随机分段分为两

组并编号 ,每组 3只。1 组给予 S-KP 5 mg·kg-1灌胃, 另1组给予1
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