
类健康造成危害［５６］。

本文调查中朝边境鸭绿江江水１５个水域４５份水标本共

检出细菌４５种２１８株，真菌１３株，其中革兰阴性杆菌８９．９１％

（８８／２１８）、革兰阳性菌１０．０９％（２２／２１８）。由表２可见，江水中

细菌主要以革兰阴性杆菌为主，在阴性杆菌中肠杆菌科细菌

４４．８９％（８８／１９６）、非发酵菌２６．５３％（５２／１９６）、弧菌科细菌

２５．５１％（５０／１９６）。肠杆菌科细菌优势菌主要为大肠埃希菌

２２．５９％（１９／８８）、弗劳地枸橼酸杆菌１５．９１％（１４／８８）、河生肠

杆菌生物１群１４．７７％（１３／８８）；非发酵菌优势菌主要为不动

杆菌属细菌２５．００％（１３／５２）、腐败希瓦菌２３．０８％（１２／５２）、Ⅱ

ｂ黄杆菌１５．３８％（８／５２）；弧菌科细菌的优势菌主要为气单胞

菌属８４．００％（４２／５０），类志贺吡邻单胞菌１０．００％（５／５０），弧

菌属细菌６．００％（３／５０）。本文弧菌科细菌主要为气单胞菌属

占８４．００％（４２／５０），其中亲水气单胞菌占气单胞菌属的６０％

（３０／５０），弧菌属只占６．００％（３／５０），弧菌属细菌分离率低，可

能与江水和海水Ｎａ＋和Ｃｌ－含量有关。本文采集的江水 Ｎａ＋

含量为５ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｃｌ－含量为４ｍｍｏｌ／Ｌ，而有文献报道海水

Ｎａ＋含量为３２０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｃｌ－含量为３８３ｍｍｏｌ／Ｌ
［４］。另外，采

集标本时检测江水的ｐＨ值为５～６，这个环境不利于部分弧菌

属细菌的生长。由此可见江水中的弧菌科细菌主要为气单胞

菌属为主，而海水中的弧菌科细菌主要为弧菌属为主。

本文调查未检出沙门、志贺、霍乱弧菌，但这些细菌是夏秋

季节主要肠道致病菌，加强对这些菌的监测是一项长期而重要

的任务。

由表３可以看出肠杆菌细菌对２１种抗菌药物敏感试验结

果，其中对亚胺培南、美洛培南、哌拉西林／他唑巴坦、头孢哌

酮／舒巴坦、阿米卡星敏感率为１００％，三代头孢、氟喹诺酮类、

氨曲南、庆大霉素敏感率为８５～９８％，氨苄西林、头孢唑啉、阿

莫西林／克拉维酸、氨苄西林／舒巴坦、复方新诺明敏感率为

５０％～７０％。非发酵菌对１４种抗菌药物的敏感性均为９５％

～１００％。弧菌科细菌对１６种抗菌药物的敏感率除替卡西林／

棒酸、哌拉西林、复方新诺明（６０％、７８％、８４％）外，其他抗菌药

物均为９５～１００％。肠杆菌科细菌未检出ＥＳＢＬｓ菌株，可以证

明采集标本的水域未被耐药菌污染，这与上述水域为军营驻

地、主要为山野林区、居民稀少、环境污染程度低相关。但目前

由于抗菌药物在医疗、农业、畜牧水产业的大量应用，容易导致

人畜共患病原菌的产生和蔓延［７］，有些耐药菌可通过多种途径

进入江水，引起耐药菌的产生，因此开展对环境江水的细菌耐

药性监测至关重要。
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·临床微生物学与检验论著（全军检验大会优秀论文）·

快速检测粪便中艰难梭菌的方法研究

刘　畅，蒋栋能，蒲晓允△

（第三军医大学新桥医院检验科，重庆４０００３７）

　　摘　要：目的　建立可用于粪便中艰难梭菌快速检测的环介导恒温扩增（ＬＡＭＰ）方法。方法　针对艰难梭菌毒素 Ａ基因，

设计引物。采用ＬＡＭＰ对艰难梭菌和其他腹泻干扰菌及不同浓度艰难梭菌的扩增检测，对其特异性和灵敏度进行评价。同时采

用ＬＡＭＰ和荧光定量ＰＣＲ对１００例疑似艰难梭菌感染的临床腹泻患者粪便进行检测，对两种方法进行比较。结果　ＬＡＭＰ对

艰难梭菌及６种腹泻干扰菌的检测，只针对艰难梭菌有扩增，显示了较好的特异性。ＬＡＭＰ最低检测限为１０ＣＦＵ／ｍＬ，灵敏度较

高。对１００例临床粪便标本ＬＡＭＰ检测结果与荧光定量ＰＣＲ比较差异无统计学意义（犘＞０．０５，χ
２＝０．１４２９）。结论　本研究建

立的粪便中艰难梭菌的ＬＡＭＰ快速检测方法特异性好、灵敏度较高、操作简便，适用于艰难梭菌的临床快速检测及现场检测。

关键词：环介导恒温扩增；　梭菌，难辨；　快速检测
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　　艰难梭菌为革兰阳性厌氧芽孢杆菌，广泛分布于水、土壤

等自然环境及动物和人的粪便中。艰难梭菌是一种条件致病

菌，当人体肠道正常微环境遭到破坏时，艰难梭菌可迅速繁殖

并产生毒素，引起艰难梭菌相关性腹泻、伪膜性肠炎等疾病［１］。

艰难梭菌感染临床症状可为轻至中度的腹泻，甚至可发展为危

及生命的伪膜性肠炎。随着临床广谱抗菌药物的应用，艰难梭

菌相关性腹泻患病率达到２５％～３０％，伪膜性肠炎发病率也

不断增高。随着全球范围内艰难梭菌感染的暴发流行增多，艰

难梭菌感染快速而特异的实验室检测对于疾病感染的控制和

疾病的临床诊断及治疗显得迫切而重要［２］。目前，粪便中艰难

梭菌实验室检测包括作为ＣＤＡＤ检测“金标准”的艰难梭菌毒

素检测及细胞培养毒素中和试验［３４］，但因培养条件及技术要

求高、耗时长，难以用于临床常规检测。目前国内外广泛应用

的免疫酶学试验，针对艰难梭菌毒素Ａ或Ｂ的检测可在２ｈ内

快速测定完成，但该方法存在交叉反应、假阳性率高，特异性差

等缺点［５］。利用普通ＰＣＲ可检测艰难梭菌，但因实验条件要

求高而且操作复杂、速度慢（２～３ｈ），不适合基层医院及现场

快速检测的应用。随着分子诊断技术的不断进步，Ｎｏｔｏｍｉ

等［６］于２０００ 年 报 道 了 一 种 新 的 环 介 导 恒 温 扩 增 技 术

（ＬＡＭＰ）。该技术针对靶基因的６个区域设计２对特异引物，

通过恒温（６３～６７℃）扩增反应，利用高活性链置换ＤＮＡ聚合

酶（ＢｓｔＤＮＡ聚合酶），使得链置换ＤＮＡ合成在不停地自我循

环，产生大量茎环状扩增产物，从而实现对目的基因的快速检

测。该方法检测时间短（３０～６０ｍｉｎ），无需特殊仪器，操作简

便，配合相应显色试剂还能实现肉眼判别结果。ＬＡＭＰ方法

目前已经成功应用于多种病原微生物的检测［７８］，成为常用的

临床快速检验方法之一。本研究基于ＬＡＭＰ技术建立了一种

针对艰难梭菌毒素Ａ基因的ＬＡＭＰ检测方法，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株　标准菌株均购于上海天呈医疗有限公司，包括６

种腹泻常见干扰菌：大肠埃希菌（ＡＴＣＣ３５２１８）、伤寒杆菌

（ＡＴＣＣ１４０２８）、志贺菌（ＡＴＣＣ１３３１３）、空肠弯曲菌（ＡＴＣＣ

３３２９１）、单 核 里 斯 特 菌 （ＡＴＣＣ１９１１５）、肺 炎 克 雷 伯 菌

（ＡＴＣＣ７００６０３）。

１．２　粪便标本　收集本院２０１０年５月至２０１２年１月长期使

用抗菌药物且疑似艰难梭菌感染患者的腹泻粪便标本１００例。

所有粪便标本均于－８０℃冷冻保存。

１．３　仪器与试剂　细菌ＤＮＡ提取试剂盒购于天根生化科技

有限公司。ＤＮＡＬＡＭＰ扩增试剂盒购于日本荣研公司。琼

脂糖购于西班牙ＢＩＯＷＥＳＴ公司。引物由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成。ＧｅｌＬｏｇｉｃ２１２型凝胶成像仪购于美

国Ｋｏｄａｋ公司。

１．４　方法

１．４．１　引物设计　艰难梭菌毒素 Ａ基因序列检索自美国生

物科技信息中心（ＮＣＢＩ），ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＦＮ５４５８１６；通过日

本荣研化学公司网络在线ＬＡＭＰ设计软件Ｐｒｉｍｅｒｅｘｐｌｏｒｅｒ４．

０，设计出６条特异性引物。

１．４．２　细菌ＤＮＡ提取　菌株基因组ＤＮＡ提取采用天根公

司的ＤＮＡ纯化试剂盒，粪便基因组提取采用 ＱＩＧＥＮ公司的

ＱＩＡａｍｐＤＮＡｓｔｏｏｌＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒，按照操作说明进行。

１．４．３　ＬＡＭＰ扩增方法　ＬＡＭＰ扩增反应体系为：２μＬ细菌

ＤＮＡ，１２．５μＬ反应液，１．０μＬＢｓｔＤＮＡ聚合酶，４μＬ引物（含

８０μｍｏｌ／ＬＦＩＰ，８０μｍｏｌ／ＬＢＩＰ，１０μｍｏｌ／ＬＦ３，１０μｍｏｌ／ＬＢ３

４种引物），５．５μＬ双蒸水。将反应体系混匀后，在ＬＡＣ３２０

比浊仪（日本荣研公司产品）上６５℃恒温扩增６０ｍｉｎ。根据反

应管中反应液浊度及颜色变化判断结果，出现绿色判定为阳

性，橙色为阴性。阳性产物采用２％琼脂糖凝胶电泳，观察电

泳条带。

１．４．４　ＬＡＭＰ方法灵敏度试验　将艰难梭菌（ＡＴＣＣ４３２５５）

用生理盐水１０倍倍比稀释菌液为１～１×１０
６ＣＦＵ／ｍＬ７个梯

度，再分别取各稀释菌液１ｍＬ于管中，相同方法提取细菌

ＤＮＡ及进行ＬＡＭＰ扩增，检测艰难梭菌ＬＡＭＰ的灵敏度。

１．４．５　ＬＡＭＰ方法特异性试验　对６种腹泻干扰菌进行培

养，挑取生长良好的单个菌落，用生理盐水溶解，取各稀释度样

本１ｍＬ，做倾注培养，３７℃过夜，确定菌液浓度，然后稀释菌

液至１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ。按照细菌ＤＮＡ提取试剂盒操作步骤

提取ＤＮＡ，然后进行ＬＡＭＰ扩增，检测艰难梭菌ＬＡＭＰ的特

异性。

１．４．６　ＬＡＭＰ检测与荧光定量ＰＣＲ的比较　将收集的１００

例临床腹泻粪便标本按照ＤＮＡ提取试剂盒操作步骤提取细

菌ＤＮＡ，分别进行ＬＡＭＰ扩增和荧光定量ＰＣＲ检测。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件包进行分析。计

数资料用χ
２ 检验，以犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　引物设计　以艰难梭菌毒素Ａ编码基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ：

ＦＮ５４５８１６）为靶基因，设计ＬＡＭＰ引物，引物序列见表１。

２．２　特异性试验　艰难梭菌标准菌株经ＬＡＭＰ特异性扩增

出毒素Ａ基因。其余６种腹泻干扰菌均未有阳性扩增。结果

见表２及图１。

２．３　灵敏度试验　艰难梭菌灵敏度试验结果显示，随着菌液

浓度降低，ＬＡＭＰ扩增曲线起峰时间延后，电泳条带亮度变

弱，至菌液稀释至１ＣＦＵ／ｍＬ无扩增产物，结果见图２。

２．４　ＬＡＭＰ技术和荧光定量ＰＣＲ技术的比较　临床１００例

长期使用抗菌药物的腹泻患者粪便标本分别通过ＬＡＭＰ和荧

光定量ＰＣＲ检测，结果显示，ＬＡＭＰ（＋）：艰难梭菌（９６例）、其

他细菌（４例）；ＬＡＭＰ（－）：艰难梭菌（３例）、其他细菌（９７

例）。两种方法比较差异无统计学意义（犘＞０．０５，χ
２＝０．１４２

９）。
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表１　　艰难梭菌Ａ毒素（ｔｃｄＡ）基因序列及ＬＡＭＰ引物序列

基因序列及引物设计位点 ＧｅｎＢａｎｋ：ＦＮ５４５８１６

７１６７５１ ＡＧＴＡＡＴＣＡＴＧＧＧＡＴＡＧＡＴＡＴＣＡＧＧＧＣＴＡＡＴＡＧＴＴＴＧＴＴＴＡＣＡＧＡＡＣＡＡＧＡＧＴＴＡＴＴＡＡＡＴ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ｆ３

７１６８１１ ＡＴＴＴＡＴＡＧＴＣＡＧＧＡＧＴＴＧＴＴＡＡＡＴＣＧＴＧＧＧＡＡＴＴＴＡＧＣＴＧＣＡＧＣＡＴＣＴＧＡＣＡＴＡＧＴＡＡＧＡ

　　　　　　　　　Ｆ２

７１６８７１ ＴＴＡＴＴＡＧＣＣＣＴＡＡＡＡＡＡＴＴＴＴＧＧＣＧＧＡＧＴＡＴＡＴＴＴＡＧＡＴＧＴＴＧＡＴＡＴＧＣＴＴＣＣＡＧＧＴＡＴＴ

　　　　　　　　　　　Ｆ１　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ｂ１

７１６９３１ ＣＡＣＴＣＴＧＡＴＴＴＡＴＴＴＡＡＡＡＣＡＡＴＡＣＣＴＡＧＡＣＣＴＡＧＣＴＣＴＡＴＴＧＧＡＣＴＡＧＡＣＣＧＴＴＧＧＧＡＡ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ｂ２　　　　　　　　　　　　　　Ｂ３

７１６９９１ ＡＴＧＡＴＡＡＡＡＴＴＡＧＡＧＧＣ

引物（５′３′）：

Ｆ３：ＡＧＴＴＴＧＴＴＴＡＣＡＧＡＡＣＡＡＧＡＧＴＴ

Ｂ３：ＡＴＣＡＴＴＴＣＣＣＡＡＣＧＧＴＣＴＡ

ＦＩＰ：ＣＣＧＣＣＡＡＡＡＴＴＴＴＴＴＡＧＧＧＣＴＡＡＴＡＴＴＴＡＴＡＧＴＣＡＧＧＡＧＴＴＧＴＴＡＡＡＴＣＧ

ＢＩＰ：ＡＧＡＴＧＴＴＧＡＴＡＴＧＣＴＴＣＣＡＧＧＴＡＴＴＣＣＡＡＴＡＧＡＧＣＴＡＧＧＴＣＴＡＧＧ

　　１：艰难梭菌；２：大肠埃希氏菌；３：伤寒杆菌；４：志贺氏菌；５：空肠弯

曲菌；６：单核李斯特菌；７：肺炎克雷伯菌；ｍａｒｋｅｒ：ＤＮＡ分子标记物；

（－）阴性对照；上图：凝胶电泳图；下图：反应管显色结果。

图１　　艰难梭菌特异性试验

　　ｍａｒｋｅｒ：ＤＮＡ分子标记物；（－）阴性对照；上图：反应曲线；下图：

凝胶电泳图。

图２　　艰难梭菌灵敏度试验

表２　　不同腹泻菌株ＬＡＭＰ扩增结果

菌株 ＬＡＭＰ

艰难梭菌（ＡＴＣＣ４３２５５） ＋

大肠埃希菌（ＡＴＣＣ３５２１８） －

伤寒杆菌（ＡＴＣＣ１４０２８） －

志贺氏菌（ＡＴＣＣ１３３１３） －

空肠弯曲菌（ＡＴＣＣ３３２９１） －

单核李斯特菌（ＡＴＣＣ１９１１５） －

肺炎克雷伯菌（ＡＴＣＣ７００６０３） －

３　讨　　论

艰难梭菌是引起抗菌药物相关及医源性腹泻的重要致病

菌，医院范围内的感染暴发很难在短期内得到有效的控制。因

此，艰难梭菌的实验室快速诊断极其重要。目前，用于粪便标

本致病性艰难梭菌检测的方法中，粪便标本培养和细胞毒素测

定是国际公认的“金标准”，但技术要求高，操作繁琐耗时，不适

合快速诊断。目前实验室广泛采用酶免方法检测艰难梭菌。

该方法操作简便，但因灵敏度不高难以实现临床检测的标准

化。随着核酸分子检测技术的发展，目前已有大量ＰＣＲ技术

应用于艰难梭菌检测的报道［９］。但该方法需要复杂的仪器，不

适用于基层医院推广及应用。

目前，ＬＡＭＰ技术作为一种新发展的核酸扩增技术，以其

特异性强、灵敏度高、操作简便快速等优点，已在细菌、病毒、食

品、环境微生物检测等领域得到广泛应用。本试验建立了针对

艰难梭菌毒素Ａ基因的ＬＡＭＰ检测方法，用于快速检测粪便

中的艰难梭菌。试验结果表明，对艰难梭菌及６种腹泻干扰菌

进行ＬＡＭＰ检测，仅含艰难梭菌毒素 Ａ基因的艰难梭菌产物

变为绿色，电泳出现梯状条带，而其他６种腹泻菌ＬＡＭＰ检测

均为阴性，显示出良好的特异性。本法的最低检测限为１０

ＣＦＵ／ｍＬ左右，说明艰难梭菌ＬＡＭＰ检测方法灵敏度较高。

通过进一步对１００例临床腹泻患者粪便标本ＬＡＭＰ及荧光定

量ＰＣＲ方法的比较，结果表明两种方法比较差异无统计学意

义（犘＞０．０５，χ
２＝０．１４２９）。

ＬＡＭＰ能直接对粪便中的艰难梭菌进行检测，与传统培

养方法比较，缩短了检验周期。同时，该方法在恒温条件下进
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行扩增反应，１ｈ内完成反应，耗时短，操作简便，可实现反应

及检测一步完成，适合现场快速检测及基层医院、小型实验室

推广应用。
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·临床微生物学与检验论著（全军检验大会优秀论文）·

细菌自动鉴定仪３例布鲁氏菌误鉴定及文献复习


杨　婧，任晓庆，褚美玲，马　均，任　微，王　璐，孟冬娅△

（沈阳军区总医院检验科，辽宁沈阳１１０８４０）

　　摘　要：目的　探讨ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ微生物自动鉴定仪对布鲁氏菌误鉴定的原因及局限性。方法　２例无明显诱因发热

患者血培养分离菌株，１例左胫骨病变患者骨髓培养分离株。采用ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ细菌鉴定系统、形态学、传统手工生化方法

对分离株进行鉴定。采用ＰＣＲ扩增１６ＳｒＲＮＡ基因并测序，对所测得的核酸序列进行同源性比对分析。结果　３株缓慢生长的

革兰阴性短小杆菌，使用ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ鉴定仪ＧＮ鉴定卡首次鉴定为支气管败血鲍特菌（１例）及人苍白杆菌（２例）。基于

１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析表明，菌株与马耳他布鲁菌或人苍白杆菌核酸匹配度高达１００％，完全排除支气管败血鲍特菌的可能，结

合动力试验阴性，排除人苍白杆菌的可能。将保存的菌株用ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ鉴定仪ＧＮ鉴定卡复检，结果为马耳他布鲁氏菌。

复习文献，发现使用一些商业的细菌鉴定系统产生布鲁氏菌被错误鉴定的案例时有发生。布鲁氏菌可被误鉴定为苯丙酮酸莫拉

菌（以前为苯丙酮酸冷杆菌）或解脲寡源杆菌（ＡＰＩ２０ＮＥ系统，法国生物梅里埃，ＭａｒｃｙＩ′Ｅｔｏｉｌｅ，Ｆｒａｎｃｅ，人苍白杆菌（ＡＰＩ２０ＮＥ

系统，快速ＮＦＰｌｕｓ系统，ＩｎｎｏｖａｔｉｖｅＤｉａｇｎｏｓｔｉｃＳｙｓｔｅｍｓＩｎｃ．，Ａｔｌａｎｔａ，ＵＳＡ），流感嗜血杆菌生物ＩＶ型，莫拉菌属（ＭｉｃｒｏＳｃａｎｐａｎ

ｅｌｓＳｉｅｍｅｎｓＨｅａｌｔｈｃａｒｅＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓＩｎｃ．，ＷｅｓｔＳａｃｒａｍｅｎｔｏ，ＣＡ，ＵＳＡ），动物溃疡伯格菌（ＭｉｃｒｏＳｃａｎＷａｌｋＡｗａｙｓｙｓｔｅｍｕｓｉｎｇＭｉ

ｃｒｏＳｃａｎＮｅｇＣｏｍｂｏＴｙｐｅ４４ｐａｎｅｌ）。结论　１６ＳｒＲＮＡ基因序分析是鉴定临床缓慢生长的革兰阴性杆菌的有效手段，微生物自动

鉴定仪鉴定缓慢生长细菌（如布鲁氏菌）有明显局限性，对布鲁氏菌病等传染病的临床治疗及流行病学调查可产生误导。建议细

菌鉴定系统生产厂家应该完善其数据库中专家系统，当细菌鉴定系统报告为人苍白杆菌、解脲寡源杆菌、苯丙酮酸莫拉菌、支气管

败血鲍特菌、动物溃疡伯格菌、莫拉菌属或流感嗜血杆菌生物ＩＶ 型等少见菌种时，应该在鉴定仪器专家系统中提示需与布鲁氏

菌鉴别，有效预防布鲁氏菌引起的实验室获得性感染。有关上述非常见菌感染的文章中若仅有常规细菌鉴定而无分子生物学鉴

定的案例，建议慎重报道。

关键词：布鲁杆菌属；　细菌自动鉴定仪器；　误鉴定
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