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　　类鼻疽是由类鼻疽伯克霍尔德菌（简称类鼻疽杆
菌）引起的一种热带医学疾病，流行分布于热带及亚

热带地区，主要集中在东南亚和澳洲北部地区［１］。国

内类鼻疽疫源地主要分布于海南、广东、广西南部的边

缘热带地区。类鼻疽杆菌是一种腐生菌，主要存在于

疫区的污水和土壤中。它可通过接触方式经破损的皮

肤黏膜、呼吸道和消化道造成感染［２］。人的类鼻疽病

例分为急性败血型、亚急性型、慢性型和亚临床感染，

潜伏期一般为９～２１ｄ，但是也有报道其潜伏期可至数
年，最长潜伏感染记录达６２年［３］。类鼻疽临床症状表

现多样，包括亚临床感染、局部的脓肿、重症肺炎和急

性败血症型［１］，也可能出现其他疾病的类似症状，如

肺结核或癌症。目前类鼻疽尚无有效治疗方案，只能

长期使用抗生素治疗防止疾病复发［４］。由于类鼻疽

杆菌强致病性、多重耐药及气溶胶传播的特性，已被美

国疾病预防控制中心列为 Ｂ类生物恐怖制剂和Ⅰ级
病原微生物。
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　　类鼻疽的实验室诊断往往比较困难，不容易从临
床标本中分离到其病原菌，即使是分离到也极易误

诊［５］。临床诊断中，类鼻疽杆菌分离培养时常被误认

为是培养污染物或其同属的其他细菌；血清学诊断，如

间接血凝试验（ｉｎｄｉｒｅｃｔｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＩＨＡ）虽
然已经得到了广泛的应用，但其敏感性和特异性都不

佳；分子生物学方法，如特异引物 ＰＣＲ、实时定量 ＰＣＲ
方法虽然提高了检测的准确性和敏感性，但还未能真

正应用于临床。类鼻疽的死亡率为１４％ ～４０％，如果
不能及时接受有效抗菌药物治疗死亡率可高达８０％
以上［６］。因此，快速、准确地检测诊断疑似类鼻疽患

者使其得到及时有效治疗，对降低类鼻疽临床死亡率

有重要意义。目前类鼻疽的实验室诊断方法，主要包

括细菌学鉴定、血清学诊断、分子生物学方法以及蛋白

质组学等相关技术。

１　细菌分离鉴定

　　类鼻疽杆菌是一种氧化酶阳性、两端钝圆、两极浓
染、非发酵革兰阴性杆菌。血平板上生长２４ｈ形成光
滑湿润、半透明菌落；培养 ４８ｈ后，菌落增大呈灰黄
色、表面皱褶、形似“车轮”状，出现明显溶血。麦康凯

平板上生长形成分解乳糖的红色菌落。所有生长的菌

落有强烈的霉臭味，常被误认为污染物、假单胞菌或同

属的其他菌种，例如，泰国伯克霍尔德菌、洋葱伯克霍

尔德菌。鉴别类鼻疽杆菌、泰国伯克霍尔德菌是指导

疑似类鼻疽患者临床治疗的关键，因为超过９９％类鼻
疽病例是由类鼻疽杆菌引起，而泰国伯克霍尔德菌和

洋葱伯克霍尔德菌造成的类鼻疽病 ＜１％。可通过能
否利用Ｌ阿拉伯糖（ａｒａｂｉｎｏｓｅ，Ａｒａ）进行区分，一般泰
国伯克霍尔德菌能够利用 Ｌ阿拉伯糖作为唯一碳源，
但类鼻疽杆菌和洋葱伯克霍尔德菌却不能［５］。

　　从污染的环境或临床标本中分离类鼻疽杆菌需要
选择培养基，目前流行地区广泛使用的选择培养基是

Ａｓｈｄｏｗｎ培养基（ＡＳＨ），其配制方法是在胰蛋白酶大
豆琼脂（ＴＳＡ）中添加４％甘油，５ｍｇ／Ｌ结晶紫，５０ｍｇ／Ｌ
中性红与４ｍｇ／Ｌ庆大霉素［７］。类鼻疽杆菌在该培养

基上由于中性红指示剂会形成特征性的紫色、表面褶

皱菌落。２００６年Ｆｒａｎｃｉｓ等［８］对 Ａｓｈｄｏｗｎ培养基进行
改良，将庆大霉素浓度由４ｍｇ／Ｌ提高到８ｍｇ／Ｌ，并用
溴甲酚红紫代替中性红指示剂，培养出的类鼻疽杆菌

菌落呈黄色。检测的敏感性也得到轻微的提高，达到

７６．７％，而Ａｓｈｄｏｗｎ’ｓ培养基敏感性只有７３．３％。在
非疫区其他的选择培养基也可用于类鼻疽杆菌的分

离。如类鼻疽伯克霍尔德菌选择琼脂（Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ

ｓｅｌｅｃｔｉｖｅａｇａｒ，ＢＰＳＡ）和洋葱伯克霍尔德菌培养基
（Ｂ．ｃｅｐａｃｉａｍｅｄｉｕｍ，ＢＣＭ）。２００５年，Ｐｅａｃｏｃｋ等［７］对

ＡＳＨ、ＢＰＳＡ和 ＢＣＭ进行研究比较发现，３种培养基灵
敏度相似，但用１５５例类鼻疽临床标本进行检测分析
时ＢＰＳＡ的选择性明显低于ＡＳＨ和ＢＣＭ。
　　目前，从临床标本中分离到类鼻疽杆菌仍是类鼻
疽诊断的“金标准”。但实验室诊断仍存在一定困难，

尤其在非流行地区。值得注意的是，不同临床标本的

病原菌含量差别很大，其中血液含菌量最低（０．１～
１００ＣＦＵ／ｍＬ），痰液中最多（１０２～１０９ＣＦＵ／ｍＬ）［９］。
分离培养疑似类鼻疽病例的痰、伤口和直肠拭子标本

可使用选择性肉汤培养，尿液通过离心浓缩增加细菌

量来提高检出率。当分离的细菌菌落形态和类鼻疽杆

菌相似时，应当引起高度警觉，尽早报告医生，了解患

者病情，获取相关临床资料，避免误诊漏检。此外，细

菌抗菌谱也可辅助类鼻疽杆菌诊断，分离的类鼻疽杆

菌株通常耐受氨基糖苷类抗生素（如庆大霉素）、多粘

菌素，但对阿莫西林／克拉维酸敏感［１０］。

　　快速生化分析系统（如：ＡＰＩ２０ＮＥ和ＶＩＴＥＫ）对类
鼻疽杆菌的检测效果也不够理想，即使是阳性培养株，

商品化的鉴定系统也不能鉴别类鼻疽杆菌及其相关菌

种（如：泰国伯克霍尔德菌、洋葱伯克霍尔德菌）［１１］。

有研究显示，Ｖｉｔｅｋ２系统对类鼻疽杆菌的鉴定准确率
仅有１９％左右，ＡＰＩ２０ＮＥ、Ｖｉｔｅｋ１鉴定系统准确率可
达到８０％以上［５］，但是检测结果不稳定，会出现明显

的地域差别，比如 ＡＰＩ２０ＮＥ在泰国鉴定类鼻疽的准
确率达９８％ ～９９％，而在澳大利亚准确率在 ３７％ ～
９８％，变化很大。可能是由于不同地区鉴定系统的数
据库更新滞后或者不全，造成的检测性能差异［１２－１４］。

２　血清学诊断

　　虽然类鼻疽杆菌分离培养仍是类鼻疽诊断的“金
标准”，但从临床标本中分离培养该菌仍需要较长时

间，极易延误医院的治疗。因此，在类鼻疽流行地区常

将血清学诊断作为初筛方法，辅助诊断。血清学诊断的

方法主要有 ＩＨＡ、酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）、免疫层
析试验（ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｔｅｓｔ，ＩＣＴ）、乳胶凝集、免
疫荧光等。

２．１　抗体检测
　　目前广泛使用的类鼻疽抗体检测方法是 ＩＨＡ，但
实际应用中其敏感性和特异性较低，特别受疫区人群

背景抗体的干扰，容易产生假阳性，需要根据当地类鼻

疽流行情况确定诊断临界值（ｃｕｔｏｆｆ）。在澳大利亚，
ｃｕｔｏｆｆ值≥１∶４０（敏感性５６％）；泰国东北部 ｃｕｔｏｆｆ值
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１∶１６０（敏感性７２％）［１５］。在类鼻疽急性病程早期往
往检测不到血液中的抗体，造成假阴性结果。因此

ＩＨＡ在临床上实用性不强，只适用于流行病学调查或
大样本筛查。ＥＬＩＳＡ检测血清中的 ＩｇＭ和 ＩｇＧ抗体具
有较高的敏感性和特异性。全菌、脂多糖（ＬＰＳ）、胞外
多糖（ＥＰＳ）是ＥＬＩＳＡ检测中的常用抗原。也有研究报
道将类鼻疽杆菌或泰国伯克霍尔德菌的重组鞭毛蛋白

及克隆表达类鼻疽杆菌的 ｇｒｏＥＬ、ｍａＩＥ基因产物作为
抗原，但这些重组蛋白的 ＥＬＩＳＡ临床试验尚未开
展［５］。２０００年，研究人员采用 ＩＣＴ检测１２１例患者血
清中的ＩｇＧ和 ＩｇＭ抗体。与 ＩＨＡ相比，该法具有更高
的敏感性 （ＩｇＧ，１００％；ＩｇＭ，９３％），特异性均为
９５％［１６］。ＩＣＴ法简单、快速，不需要专门仪器设备，非
专业人员按照说明书即可操作，适合突发事件疾病的

快速诊断及病原菌的检测。其他抗体检测方法，如类

鼻疽的补体结合试验繁琐、费时，一般只用于动物类鼻

疽的研究。间接荧光抗体试验（ｉｎｄｉｒｅｃｔｆｌｕｏｒｅｓｅｎｔａｎｔｉ
ｂｏｄｙａｓｓａｙｓ，ＩＦＡ）对菌量在１０３ＣＦＵ／ｍＬ的标本（如：脓
液、痰液、尿液）十分有效，诊断的敏感性在 ４５％ ～
６６％。但ＩＦＡ需要荧光显微镜和专业技术人员，限制
其在流行地区，尤其是经济落后地区的推广应用。

２．２　抗原检测
　　类鼻疽的抗原检测主要有标本或血培养上清的直
接抗原检测、胶乳凝集试验、免疫荧光检测以及侧流免

疫层析技术（ｌａｔｅｒａｌｆｌｏｗｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＬＦＩ）等。虽然，
类鼻疽杆菌特异性抗原检测有较高阳性预测值，但针

对类鼻疽杆菌脂多糖和特异蛋白组分抗体的试剂还没

有商品化，所以在临床实践中很少得到应用。乳胶凝

集试验诊断快速（＜５ｍｉｎ）、操作简便，是流行地区常
用的诊断方法。研究表明使用单克隆抗体的乳胶凝集

试验的敏感性和特异性较高［１７］，如泰国开发的一种针

对胞外多糖相对分子质量为２００×１０３的单克隆抗体
乳胶凝集试验，对血培养液的敏感性和特异性分别为

９５．１％和９９．７％［１７］。免疫荧光试验是利用脂多糖或

菌体特异蛋白抗体直接检测标本，但敏感性不高，易产

生假阳性结果。Ｈｏｕｇｈｔｏｎ等［１８］开发的 ＬＦＩ技术，利用
荚膜多糖（ＣＰＳ）特异单克隆抗体检测细菌的荚膜多
糖，对７７株类鼻疽杆菌和其他３６株相近菌株进行鉴定
评价，其敏感性和特异性分别达到９８．７％和９７．２％。

３　分子生物学方法

　　分子生物学方法能缩短诊断时间，敏感性和特异
性也均高于常规的血清学诊断。目前已经报道的类鼻

疽分子检测主要是基于 ＰＣＲ方法，包括针对 １６Ｓ

ｒＲＮＡ、２３ＳｒＲＮＡ和Ⅲ型分泌系统的 ＲＴＰＣＲ分析及
ＴａｑＭａｎ比对分析和多种特异性引物ＰＣＲ［１９－２１］。但都
还未广泛应用于临床。

　　检测的靶基因包括 １６ＳｒＲＮＡ、２３ＳｒＲＮＡ、ＬＰＳ、
ｇｒｏＥＬ、ｆｌｉＣ和Ⅲ型分泌系统（ｔｙｐｅｔｈｒｅｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓ
ｔｅｍ，ＴＴＳ）基因簇等。其中１６ＳｒＲＮＡ为基础的ＰＣＲ方
法在临床微生物实验室应用最为广泛。虽然 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因测序能够区分类鼻疽杆菌和大部分其他的
伯克霍尔德菌，但类鼻疽杆菌和泰国伯克霍尔菌的

１６ＳｒＲＮＡ基因序列差异大约只有１％，因此常会与之
混淆。Ｗｏｏ等［２２］把７株泰国伯克霍尔德菌和６株类
鼻疽杆菌的ｇｒｏＥＬ基因扩增测序，发现类鼻疽杆菌和
泰国伯克霍尔德菌的 ｇｒｏＥＬ核酸序列差异 ＞９７．６％。
说明 ｇｒｏＥＬ基因比 １６ＳｒＲＮＡ具有更强的鉴别力。
Ｍｅｒｒｉｔｔ等［２３］对多种 ＰＣＲ方法进行研究比较发现，当
使用单一的靶基因进行ＰＣＲ检测时结果并不可靠，需
要结合分离细菌表型及其他分子检测技术共同辅助鉴

定诊断。同时，随着近年测序速度加快、成本降低以及

分析软件的发展，多位点序列分型（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅ
ｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）也逐渐应用于类鼻疽杆菌的诊断
鉴定。ＭＬＳＴ是通过 ＰＣＲ扩增细菌 ７个保守基因
（ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇｇｅｎｅ）约４５０ｂｐ的核心片段并测定其序
列，使用软件分析数据实现其诊断鉴定并分析菌株变

异［２４］。ＭＬＳＴ操作简单，具有很高的分辨能力，结果能
快速得到并且便于不同实验室间菌株分型的比较。

４　蛋白质组学方法

４．１　基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱
　　基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩ
ＴＯＦＭＳ）是一种新型的应用于微生物快速鉴定的革命
性技术，不同细菌使用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ检测产生特异
性的指纹图谱，建立检测细菌的质谱图库，再将待检测

细菌的质谱图与已有的质谱图库进行比较，即可对细

菌进行鉴定。该技术具有快速、准确、高度可重复性的

特点，已经越来越多地应用到临床实验室，对提高类鼻

疽的快速鉴定有重要意义。２０１２年，Ｉｎｇｌｉｓ等［２５］使用

分离鉴定的４３株类鼻疽杆菌建立类鼻疽杆菌参考质
谱图库，并将该质谱图库用于临床阳性培养患者的类

鼻疽诊断。但目前由于商业化的质谱图库不全，容易

导致鉴定错误，因此今后发展 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ的关键
是完善不同流行地区的类鼻疽质谱图库及其相关的数

据支持［２６］。

４．２　代谢组学分析新型生物标记物鉴定
　　代谢组学是通过测定生物系统如：细胞、组织、器
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官各种代谢途径中所有小分子组成，描绘其动态变化

规律，建立系统代谢图谱，依赖模式识别技术对得到的

数据进行分析，发现每个生物系统的特异代谢物靶标。

代谢组学分析逐渐成为微生物学和传染病研究中的一

项重要工具，尤其对实验室病原菌的检测具有很大潜

力。一些初期研究表明类鼻疽患者与其他原因造成败

血症患者的体液代谢组学分析是存在差异的。Ｌａｕ
等［２７］对类鼻疽杆菌培养的上清液进行代谢分析，发现

多种新型特异生物标志物，包括 ４甲基５噻唑乙醇
（４Ｍｅｔｈｙｌ５ｔｈｉａｚｏｌｅｅｔｈａｎｏｌ）和２种４肽化合物。通过
细菌分离培养和直接标本检测的提高，构建功能完善

的类鼻疽杆菌的生物化学数据库和代谢物谱数据库，

用于筛选类鼻疽杆菌特异生物标志物。代谢组学分析

将来有可能成为一种快速特异性类鼻疽检测诊断方法。

５　展望

　　类鼻疽作为一种新兴传染病，在流行地区仍会造
成相当高的发病率和死亡率。并且在许多非流行地区

也分离到类鼻疽杆菌并且出现越来越多的病例报道，

因此有学者认为类鼻疽是一种正在扩散的传染病［２８］。

类鼻疽感染后临床症状多样化，实验室诊断又需要多

种专业的检测，一般基层微生物实验室难以达到要求。

因此，在非流行地区，经常发生初次感染后仍不能确诊

或者诊断延迟的情况。此外类鼻疽杆菌具有多重耐药

性，常导致经验性用药治疗无效。所以非流行地区以

及基层的临床医生、卫生人员等，了解熟悉类鼻疽杆菌

的诊断鉴定方法，对类鼻疽的诊治和预防控制具有重

要意义。

　　类鼻疽作为潜在的生物恐怖剂及其日益严重的危
害，已经成为世界各国生物安全应急处置的重要内容。

特别是类鼻疽的检测诊断和防治研究备受关注。尽管

在细菌快速鉴定的研究中取得了一些进展，但目前类

鼻疽的诊断方法仍不理想，尤其对阴性培养病例，仍需

要进一步鉴定。分子生物学方法的发展大大提高了对

临床标本中类鼻疽杆菌鉴定的准确性，但ＰＣＲ扩增和
基因测序在一些基层地区能仍很难实现，此外引物结

合位点的随机突变也可能使检测结果变得不可靠，应

用于环境和临床标本的特异ＰＣＲ技术，其诊断的敏感
性还有待评估；现有的血清学检测方法的敏感性和特

异性低，特别在类鼻疽的流行地区，受到人群背景抗体

的干扰，发展和推广受到限制；近年，随着蛋白质组学

的发展和完善为类鼻疽的检测诊断提供了新的方法和

思路，如上述提到的 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术和代谢组学
分析方法，通过细菌培养和直接标本检测，构建完善的

类鼻疽杆菌质谱图库及代谢物数据库，筛选用于鉴定

类鼻疽杆菌的特异生物标志物，都将有助于指导和辅

助类鼻疽的快速鉴定诊断。
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