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２０１１年夏季北京地区儿童腹泻病原菌监测结果分析
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（１．首都儿科研究所细菌研究室，北京１０００２０；２．首都儿科研究所附属儿童医院感染消化科，北京１０００２０）

　　摘　要：目的　监测分析２０１１年夏季北京地区儿童腹泻主要病原菌，为该地区儿童腹泻病原的快速诊断与防治提供依据。

方法　收集２０１１年夏季在该院感染消化科就诊的腹泻患儿粪便标本，提取粪便标本ＤＮＡ，设计特异性引物建立ＰＣＲ方法对易

导致儿童腹泻的最常见的３种病原菌进行检测，部分阳性结果测序验证，并与以往腹泻病原菌监测结果进行比较分析。结果　在

２５９例腹泻患儿中，总病原菌的检出率为６９％，其中致腹泻型大肠杆菌属检出率为６４％，志贺菌属检出率为１５％，沙门菌属检出

率为４．２％；男女儿童致病菌检出率、各年龄组间和急慢性腹泻天数比较差异均无统计学意义。本监测结果显示，致腹泻型大肠

杆菌属是目前北京市引起儿童夏季腹泻的主要病原菌，其次为志贺菌属。结论　（１）２０１１年夏季北京地区引起儿童腹泻的主要肠

道病原菌种类发生了明显的变化，以致腹泻性大肠杆菌属为主。（２）该研究建立的快速ＰＣＲ法可检测多种儿童腹泻易感病原菌。
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　　腹泻病是儿童的第二大致命杀手，全球每年约有３０～５０

亿腹泻患者，尤其是感染性腹泻病，在发展中国家，每年约２００

万儿童死于腹泻，约２０％的死亡患儿年龄小于５岁，对人类和

社会的发展造成了巨大的损失［１３］。以往文献报道，发生在夏

秋季节的儿童、青少年感染性腹泻最常见的病原菌是细菌，尤

以致腹泻型大肠杆菌、志贺菌属、沙门菌属最为常见［４７］。因

此，开展儿童腹泻的病原学研究具有重要的临床及流行病学意

义。为了解北京地区２０１１年夏季儿童腹泻致病菌感染情况及

菌种变化，我们研究建立了儿童肠道易感病原菌快速基因检测

方法，对２０１１年夏季就诊于首都儿科研究所附属儿童医院感

染消化科的部分腹泻患儿进行了致病菌谱及感染率调查，以探

讨本地区２０１１年夏季儿童腹泻的主要病原谱，为本地区儿童

腹泻病原的快速诊断与防治提供根据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１１年６～８月在首都儿科研究所附属

儿童医院感染消化科就诊的门诊腹泻患儿粪便标本，共２５９

例，粪便性状有水样便、粘液便、血样便等，所采集标本为新鲜

留取大便，不混有尿液和杂质，留取时间不超过２ｈ，放于无菌

容器中，４度保存运输。患儿全部来自北京市的各个区县，其

中急性腹泻患儿病例有２２４例（病程小于２周）；慢性腹泻和迁

延性腹泻的患儿共有３５例（病程大于２周）。在本研究中男患

儿１５５例，女患儿１０４例，年龄构成从１～１５４个月，可分为３

组：１～３６月患儿２１５例，３６～７２月患儿２７例，７２～１５４月患

儿１７例。

１．２　试剂　粪便基因组ＤＮＡ快速提取试剂购自北京庄萌国

际生物基因科技有限公司，ＰＣＲ所用试剂购自北京天根生化

科技有限公司。

１．３　方法　按照厂家试剂盒说明书提取腹泻患儿的粪便标本

ＤＮＡ，设计特异性引物对３种导致儿童夏季腹泻最常见的病

原菌：致腹泻型大肠杆菌属、沙门菌属、志贺菌属进行检测，部

分检测结果进行测序验证，并对结果进行分析。

１．３．１　ＤＮＡ提取　参照试剂盒说明书进行，为提高ＤＮＡ产
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量，对试剂盒所说实验步骤和试剂用量进行了改进，同时检测

改进前后的ＤＮＡ提取物含量。

１．３．２　ＰＣＲ检测　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中公布的致腹泻型大肠杆

菌属基因序列，包括肠产毒性大肠杆菌（ＥＴＥＣ）、肠侵袭性大

肠杆菌（ＥＩＥＣ）、肠致病性大肠杆菌（ＥＰＥＣ）、肠出血性大肠杆

菌（ＥＨＥＣ）、肠集聚性大肠埃希菌（ＥＡＥＣ），通过 Ｂｌａｓｔ比对

（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ），设计特异性的通

用引物，单管扩增这些致病菌。同样方法设计志贺菌属通用引

物，扩增产物包含痢疾志贺菌、福氏志贺菌、鲍氏志贺菌、宋内

志贺菌；沙门菌属包含：鼠伤寒沙门菌、肠炎沙门菌、猪霍乱沙

门菌等。且所有引物的Ｔｍ值相近（６０℃±２℃）。ＰＣＲ反应

体系为２５μＬ，不含 Ｍｇ
２＋的Ｂｕｆｆｅｒ（１０×）２．５μＬ，将 Ｍｇ

２＋（２５

ｍｍｏｌ／Ｌ）、ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ（２．５Ｕ／

μＬ）和引物配制成不同浓度的组合，用去离子水补充至２５μＬ、

Ｍｇ
２＋、ｄＮＴＰ、ＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ和引物的浓度范围依次

为：Ｍｇ
２＋浓度范围１．０～４．０ｍｍｏｌ／Ｌ，以０．５ｍｍｏｌ／Ｌ递增；

ｄＮＴＰｓ浓度范围０．１～１．５ｍｍｏｌ／Ｌ，以０．５ｍｍｏｌ／Ｌ递增；Ｔａｑ

ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ浓度范围０．５～２．５Ｕ，以０．５Ｕ单位递增；

引物浓度范围０．１～０．６μｍｏｌ／Ｌ，以０．１μｍｏｌ／Ｌ递增。采用

矩阵法进行对比实验。反应条件：预变性９５℃３ｍｉｎ，９５℃

３０ｓ，为了提高ＰＣＲ反应的灵敏度和特异性，根据设计的引物

退火温度，以５８℃为基础，以１℃递加，直至６２℃，时间１

ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，进行３３个循环。

１．３．３　测序验证 　对部分检测为阳性的临床菌株的ＰＣＲ产

物进行测序，由上海英骏生物科技有限公司北京分公司完成。

并对测序结果进行Ｂｌａｓｔ分析、比对。

１．４　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析。

２　结　　果

２．１　ＤＮＡ提取　对改进前后的ＤＮＡ产物测定其ＯＤ值，结

果发现，改进后的ＤＮＡ提取物其 ＯＤ值均高于改进前的值，

ＤＮＡ含量更高。

２．２　ＰＣＲ反应条件的确定　通过对ＰＣＲ反应体系和反应条

件的不断优化，对比分析，确定ＰＣＲ反应体系为Ｂｕｆｆｅｒ（１０×）

２．５μＬ，Ｍｇ
２＋２．５μＬ、ｄＮＴＰ１μＬ、ＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．５

μＬ和上下游引物各１μＬ，用去离子水补充至２５μＬ；反应条件

为预变性９５℃３ｍｉｎ，９５℃３０ｓ，６０℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，３３

个循环，７２℃１０ｍｉｎ，为最佳的反应体系和反应条件，琼脂糖

凝胶电泳结果条带清晰，无杂带。本研究建立的ＰＣＲ方法检

测儿童肠道易感病原菌的扩增产物片段长度分别为：致腹泻型

大肠杆菌属２５０ｂｐ、志贺菌属４１５ｂｐ和沙门菌属５３２ｂｐ，对部

分ＰＣＲ产物测序结果做Ｂｌａｓｔ分析，证实扩增的目的片段基因

序列分别属于这３种病原菌属。

２．３　病原菌检出结果　在２５９例腹泻患儿中，总病原菌的检

出率为６９％（１７８／２５９），其中致腹泻型大肠杆菌属检出率为

６４％（１６６／２５９），志贺菌属检出率为１５％（３９／２５９），沙门菌属

检出率４．２％（１１／２５９），以上３项全部阳性者０例，２项阳性者

３８例，其中致腹泻型大肠杆菌属合并志贺菌属阳性的有３１

例，致腹泻型大肠杆菌属合并沙门菌属阳性者有６例，志贺菌

属合并沙门菌属阳性者仅有１例。１６６例致腹泻型大肠杆菌

阳性的患儿，就诊前的平均腹泻天数为６．２３ｄ，其中急性腹泻

患儿有１４４例，占大肠杆菌阳性患儿的比例为８６．７％，慢性和

迁延性腹泻患儿有１８例，占大肠杆菌阳性患儿的比例为

１０．８％，另有４例腹泻天数不详；３９例志贺菌属阳性的患儿，

就诊前的平均腹泻天数为９．４６ｄ，其中急性腹泻患儿２９例，占

志贺菌属阳性患儿的比例为７４．４％，慢性和迁延性腹泻患儿８

例，占志贺菌属阳性患儿的比例为２０．５％，２例腹泻天数不详；

１１例沙门菌属阳性的患儿，就诊前的平均腹泻天数为１０．７３

ｄ，其中急性腹泻患儿８例，占沙门菌属阳性患儿的比例为

７２．７％，慢性和迁延性腹泻患儿３例，占沙门菌属阳性患儿的

比例为２７．３％。对本结果采用非参检验（Ｋｒｕｓｋａｌｗａｌｌｉｓ检

验），χ
２＝４．３３４，犘＝０．１１５＞０．０５，腹泻天数差异无统计学意

义。

在１５５例男性患儿中，总病原菌的检出率为８１％；１０４例

女患儿中，总病原菌的检出率为８７％；男女致病菌检出率无统

计学意义（犘＝０．２６５８＞０．０５）。不同年龄组中，１～３６月总病

原菌的检出率为７０％；３６～７２月总病原菌的检出率为５２％；

７２～１５４月总病原菌的检出率为８２％，年龄组间比较无统计学

意义（犘＝０．０７１＞０．０５）。２５９例腹泻患儿中，６月份１５３例，

共检出病原菌１２９株（８４％），７月份５２例，共检出病原菌３８株

（７３％），８月份５４例，共检出病原菌４９株（９１％）。夏季各月

份间病原菌感染差异无统计学意义。

３　讨　　论

目前我国临床上对儿童腹泻病原菌的诊断主要采用分离

培养法，即经标本增菌、分离培养、革兰染色镜检和生化及菌落

观察等一系列步骤才可确定病原菌感染结果。该方法虽然准

确、可靠，但操作繁琐、费时、费力，完成整个检测过程需４～７

ｄ，不能及时指导临床治疗，且容易受样本质量、培养基、培养条

件、人为操作、就诊前抗菌素的使用等诸多因素影响，极易造成

漏检。本文建立的ＰＣＲ方法通过对儿童常见的致腹泻型病原

菌的ＤＮＡ的快速检测，可实现一次性完成３种主要致腹泻型

病原菌的检测，并通过测序、与 ＧｅｎＢａｎｋ中已知序列比对，验

证了该方法的准确性和特异性。结果显示该方法比常规的细

菌分离鉴定敏感度高，检测快速，可用于临床病例的快速诊断

和流行病学调查，具有一定的实用性。

以往文献报道志贺菌属是引起儿童腹泻的主要致病菌，其

次是沙门和大肠，但本研究显示致腹泻型大肠杆菌属是目前北

京市引起儿童夏季腹泻的主要病原菌，其次为志贺菌属、沙门

菌属感染率最低，和以往的监测结果不一致［８１０］，表明２０１１年

夏季北京地区引起儿童腹泻的肠道病原菌种类发生了明显的

变化，特别是志贺菌属和沙门菌属减少明显，而致腹泻型大肠

杆菌属则明显增多。

　　本研究中对患儿病例资料的调查结果显示，患儿就诊前在

家长指导下自行服用抗菌素现象十分普遍（以服用头孢克肟为

多），占就诊患儿的２８％（７２／２５９）。在１６６例大肠杆菌属阳性

的患儿中，有４７例（２８％）患儿就诊前已服用抗菌素；３９例志

贺菌属阳性的患儿，２０例（５１％）患儿就诊前已服用抗菌素；１１

例沙门菌属阳性的患儿，５例（４５％）患儿就诊前已服用抗菌

素。如果采用传统的培养法来检测这些病原菌，则会对培养结

果产生较大影响，出现大量的假阴性结果。但本研究采用的是

ＰＣＲ法，直接检测病原菌的ＤＮＡ，短期服用抗菌素对该检测

结果影响不大，因此本研究建立的多病原ＰＣＲ检测方法可快

速检测儿童的腹泻易感病原菌，并可避免因抗菌素使用对病原

学检测结果的影响。病例研究中发现大部分患儿在自行服用

头孢克肟后仍腹泻，但因本次检测未对菌株进行分离培养和进
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行菌株的药物敏感性实验，因此对菌株的耐药情况并不了解，

但提示儿童腹泻后，家长千万别自行用药，应立即到医院进行

粪便的病原学检查，根据检测结果在医护人员的指导下合理选

择抗菌素，可避免抗菌素的滥用和更多超级细菌的出现。

综上所述，本研究结果提示，北京地区儿童肠道致病菌的

组成已发生变化，因此需要在以后的工作中不断监测本地区肠

道致病菌感染的特点，并进一步监测其耐药状况，总结规律性，

为本地区的流行病学研究及临床合理用药提供依据，也为可能

出现的腹泻引起的公共突发事件做好充分的准备。
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推测。现有研究表明ＣＲＰ升高的程度能反应炎症组织的大小

或活动性，在急性炎症和感染时，与疾病活动性有良好的相关

性，且在治疗过程中ＣＲＰ对炎症、感染反应不受化疗影响，其

升幅与感染的严重程度和预后有关，以ＣＲＰ的含量作为分组

标准，对ＡＬ患者体内不同ＣＲＰ含量与感染及ＤＩＣ发生情况

分析，结果显示：在所有发生ＤＩＣ的１５例 ＡＬ患者中有９例

ＣＲＰ的含量大于１００ｍｇ／Ｌ（８１．８％），提示本组ＡＬ患者中，白

血病细胞本身和感染双重因素可能促使了ＤＩＣ的发生，机体

感染越严重其发生ＤＩＣ的风险越高。ＡＬ患者中ＣＲＰ含量的

监测一方面是机体感染情况的评判，另一方面可能作为发生

ＤＩＣ的风险指标，对此正在进行长期的大样本观察研究。

感染和ＤＩＣ是ＡＬ常见并发症，也是ＡＬ致死的主要原因

之一，ＡＬ患者体内普遍存在感染和异常的凝血状态，ＡＬ治疗

过程中联合监测患者ＣＲＰ和ＤＤ有助于准确判断患者感染的

严重程度及患者并发ＤＩＣ的风险大小，为ＤＩＣ的早期诊断、预

防及治疗提供更可靠的依据。
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［３］ ＨａｆｅｒｌａｃｈＴ，ＢａｃｈｅｒＵ，ＫｅｒｎＷ，ｅｔａｌ．Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｅｐａｔｈｗａｙｓｉｎａｃ

ｕｅｌｅｕｋｅｍｉａｓ：ａｐｒｏｐｏｓａｌｆｏｒａｍｕｌｔｉｍｏｄａｌａｐｒｏａｃｈ［Ｊ］．ＡｎｎＨｅｍａ

ｔｏｌ，２００７，８６（５）：３１１３２７．

［４］ ＤｉｘｉｔＡ，Ｃｈａｔｔｅｒｊｅｅ，ＭｉｓｈｒａＰＴ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔｅｄｉｎｔｒａｖａｓｅｕｌａｒ

ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｉｎａｃｕｔｅｌｅｕｋｅｍｉａａｔｐｒｅｅｎｔａｔｉｏｎａｎｄｄｕｒｉｎｇｉｎｄｕｅｔｉｏｎ

ｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＣｌｉｎＡｐｐｌＴｈｒｏｍｂＨｅｍｏｓｔ，２００７，１３（３）：２９２２９８．

［５］ＣｈｏｊｎｏｗｓｋｉＫ，Ｗａｗｒｏ，ｎｉａｋＥ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｍｅｒｌｔｏｆｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｄｉｓ

ｏｒｄｅｒｉｎｐａｔｉｅｎｔｗｉｔｈａｃｕｔｅｌｅｕｋｅｍｉａｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｅｙｔｏｓｔａｔｉｅ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．ＬｅｕｋＬｙｍｐｈｏｍａ，１９９９，３６（１）：７７８４

［６］ＢａｒｂｕｉＴ，ＦａｌａｎｇａＡ．Ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔｅｄｉｎｔｒａｖａｓｅｕｌａｒｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｉｎａ

ｃｕｔｅｌｅｕｋｅｍｉａ［Ｊ］．ＳｅｍｉｎＴｈｒｏｍｂＨｅｍｏｓｔ，２００１，２７（６）：５９３６０４．

［７］ ＨａｉｒＧＡ，ＰａｄｕｌａＳ．Ｔｉｓｓｕｅｆａｃｔｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｌｅｕｋｅｍｉａ

ｃｅｌｌｓ．ＬｅｕｋｅｍｉａＲｅｓ，１９９６，２０（１）：１１１．

［８］ 张之南，郝玉书．血液病学［Ｍ］．北京：人民卫生出版社，２００５：

１８１７．

［９］ ＬａｒｏｓａＳＰ，ＯｐａｌＳＭ．Ｔｉｓｓｕｅｆａｃｔｏｒｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄａｎｉ

ｔｉｔｈｒｏｍｂｉｎｔｒｉａｌｒｅｓｕｌｔｓ［Ｊ］．ＣｒｉｔＣａｒｅＣ１ｉｎ，２００５，２１（３）：４３３４４８．

［１０］ＧａｎｄｏＳ，ＮａｎｚａｋｉＳ，ＭｏｒｉｍｏｔｏＹ，ｅｔａｌ．Ｓｙｓｔｅｍｉｃａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｉｓ

ｓｕｅｆａｃｔｏｒｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｉｎｅｖｏｌｖｉｎｇａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒ

ａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｔｒａｕｍａａｎｄｓｅｐｓｉｓ［Ｊ］．Ｊ

Ｔｒａｕｍａ，１９９９，４７（４）：７１９７２３．

（收稿日期：２０１２０８０９）

·４３４· 国际检验医学杂志２０１３年２月第３４卷第４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．４


