
异、灵敏的ＤＳ产前筛查和诊断新标志物，建立简便、廉价、无

创的产前筛查和诊断新技术、新方法已成为产前筛查领域的研

究热点。
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艰难梭菌相关性腹泻的实验室诊断

何　英 综述，陆学东△审校

（深圳市福田区人民医院检验医学部，广东深圳５１８０３３）
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　　艰难梭菌（犆．犇犻犳犳）是导致抗菌药物相关性腹泻、医院性

腹泻及假膜性肠炎的主要病原菌［１２］。近年来，犆．犇犻犳犳在欧

美国家蔓延较快，特别是高致病性菌株的出现，临床症状严重

程度、复发率及死亡率明显上升，引起医学界越来越多的关

注［２］，对犆．犇犻犳犳感染的临床诊断和治疗也提出了新的挑战。

国内对犆．犇犻犳犳感染研究不多，开展犆．犇犻犳犳培养、检测的实

验室也很少。本文就犆．犇犻犳犳感染致病机理及实验室诊断方

法、临床应用优缺点进行了较为全面的综述。

１　感染致病机制

犆．犇犻犳犳是具有芽孢结构的革兰阳性专性厌氧杆菌，环境

耐受性强，只有具有新陈代谢活力的营养细胞形式才可能产生

毒素［１２］。犆．犇犻犳犳主要以孢子形式寄居于小肠，在菌群失调

或免疫能力下降等条件下，孢子萌发，产生并释放毒素，引起腹

泻、结肠炎甚至致死性伪膜性肠炎，统称为 犆．犇犻犳犳 感染

（ＣＤＩ），由 犆．犇犻犳犳 引起的腹泻称为犆．犇犻犳犳 相关性腹泻

（ＣＤＡＤ）。

犆．犇犻犳犳致病性与其产生的毒素Ａ、Ｂ密切相关，大多数产

毒性犆．犇犻犳犳产生毒素Ａ和毒素Ｂ，不产生毒素的犆．犇犻犳犳无

致病性［３］。较早研究认为，单纯的毒素Ｂ无致病性，只有在毒

素Ａ的共同作用下或者在肠黏膜已经受损的情况下，毒素Ｂ

才具有致病性。近年研究表明，毒素Ｂ的毒性远强于毒素 Ａ，

且具有独立致病性，临床分离到的毒素 Ａ阴性但毒素Ｂ阳性

的致病性犆．犇犻犳犳越来越多；只产毒素 Ａ的犆．犇犻犳犳极少见，

其独立致病性尚未明确［３４］。
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除产生毒素Ａ和（或）Ｂ外，近年来发现多次爆发流行的

高致病性ＢＩ／ＮＡＰ１／０２７犆．犇犻犳犳 株可产生二元毒素（ＣＤＴ毒

素）。ＣＤＴ毒素在犆．犇犻犳犳致病性中的作用尚未明确。单纯

的ＣＤＴ毒素虽有肠毒性，但并无临床症状，可能有增强毒素

Ａ／Ｂ毒性的作用
［５６］。

毒素Ａ／Ｂ由一个含５个基因（狋犮犱犚、狋犮犱犅、狋犮犱犈、狋犮犱犃、狋犮

犱犆）的１９．６ｋｂ致病基因编码区域 （ＰａＬｏｃ）调控生成
［３，７９］。狋犮

犱犃、狋犮犱犅分别编码肠毒素Ａ和细胞毒素Ｂ，毒素生产的调控机

制尚未完全明确，狋犮犱犚、狋犮犱犆分别属于正、负调控基因，在毒素

表达调控中扮演重要角色，狋犮犱犆基因非特异的１８ｂｐ碱基缺失

和１１７位点特异性点突变，可使其负调控功能减弱，０２７株高

分泌毒素Ａ／Ｂ即与此有关。ＣＤＴ毒素由ＰａＬｏｃ外的犮犱狋犃 和

犮犱狋犅 基因编码产生
［６７］。

２　艰难梭菌感染的实验室诊断

２．１　厌氧培养　粪便接种选择性培养基（常用ＣＣＦＡ培养

基）厌氧培养２～５ｄ后，根据特殊菌落形态、气味，以及革兰染

色进行初步鉴定，可疑菌落进行耐氧实验，耐氧实验阴性者排

除犆．犇犻犳犳，耐氧实验阳性者再通过生化鉴定确定
［８］。粪便用

酒精或加热处理，杀灭其他细菌有利于孢子富集，辅以其他化

学物质可刺激孢子萌发、生长，有助于提高培养敏感度。和直

接接种相比，肉汤培养富集可提高敏感度约２０％
［９］。

犆．犇犻犳犳在健康人群，特别是２岁以下的婴幼儿中有一定

携带率，且临床约有３０％犆．犇犻犳犳不产生毒素，无致病性
［１，１０］，

因此，虽然厌氧培养是最为灵敏的方法，但其特异度差，单纯的

厌氧培养阳性并无临床诊断意义。

２．２　细胞培养毒性试验（ＣＣＡ）　ＣＣＡ直接检测大便标本中

含有的细胞毒素Ｂ，是最早用于检测ＣＤＩ的方法。标本经稀

释、离心、过滤后，将滤液和特定培养细胞系孵育２４～４８ｈ后

观察由毒素Ｂ所致的细胞病理效应（毒素Ｂ可破坏细胞骨架

而使细胞变圆或成簇），并通过特异性抗体中和试验确定细胞

病理效应的特异性（因此也称为细胞培养毒性中和试验）。如

果５０％细胞出现病理效应且加入特异性抗体的细胞无病理效

应，则判定为毒素Ｂ试验阳性。几乎所有的细胞系均可用于

检测大便中的细胞毒素，但Ｖｅｒｏ细胞系最为敏感
［８，１１］。

因为是直接检测与致病性密切相关的毒素Ｂ，ＣＣＡ多年

来被看做传统的金标准，其敏感度为８０％～１００％，特异度高

达９８％ ～９９％ （极 少 报 道 低 于 ９０％），阳 性 预 测 值 高 于

９０％
［１０，１２］。多种因素如标本在贮存转运期间的稳定性，细胞

系的选择，特别是标本稀释处理可导致假阴性，约有３０％的临

床确诊病例未能及时检出［１３］；和培养法相比，ＣＣＡ的敏感度

仅约６６．７％
［１４］。

２．３　毒力生成细胞培养试验（ＴＧＣＣ）　ＴＧＣＣ是厌氧培养与

毒素Ｂ检测相结合的一种检测方法。粪便标本处理后，用选

择性（必要时用肉汤进行培养）培养基对犆．犇犻犳犳孢子进行厌

氧纯培养，然后进行毒素检测［１５］。

ＴＧＣＣ的灵敏度要高于ＣＣＡ，ＣＣＡ对于临床症状明显的

病例易漏检，研究表明 ＴＧＣＣ检出率比 ＣＣＡ 高约１５％～

２３％
［１５］。Ｄｅｌｍéｅ等

［１３］回顾分析表明，ＣＣＡ 阳性检出率为

４．４％，而ＴＧＣＣ为７．７％。ＴＧＣＣ的灵敏度与培养基的选择

以及样品处理过程有关［１６］。由于灵敏度要高于传统的金标准

ＣＣＡ，ＦＤＡ已要求在进行犆．犇犻犳犳检测新方法评价时必须将

ＴＧＣＣ作 为 参 比 方 法
［１７］。美 国 医 疗 保 健 流 行 病 学 学 会

（ＳＨＥＡ）推荐ＴＧＣＣ作为犆．犇犻犳犳检测的金标准。作为检测

粪便中犆．犇犻犳犳最为敏感的方法，ＴＧＣＣ主要缺点是特异性低

于ＣＣＡ（高达２５％的住院患者为无症状携带者）、检测时间长

（３～５ｄ）
［１２］。

Ｒｙｄｅｒ等
［１８］将基于微电极细胞电阻抗变化检测原理的实

时细胞分析系统用于犆．犇犻犳犳毒素Ｂ的动态、定量检测，检测

限可达０．２ｎｇ／ｍＬ。临床样本评估结果表明，该系统具有高阳

性预测值，高灵敏度和特异性，且可用于临床药物治疗效果

评估。

２．４　抗原检测方法

２．４．１　酶联免疫毒素检测（ＥＩＡｓ）　１９８３年文献首次报道

ＥＩＡｓ用于检测犆．犇犻犳犳毒素 Ａ
［１，１１］，此后各种检测毒素 Ａ和

毒素 Ａ／Ｂ的ＥＩＡｓ试剂盒不断推出。ＥＩＡｓ具有检测时间短，

劳动强度低，操作人员无需掌握细胞培养技术等优点，欧美大

多数实验室采用其检测ＣＤＩ
［９，１２，１９２０］。

敏感性低是ＥＩＡｓ的主要缺点，ＳＨＥＡ甚至不建议将其作

为一种单独的检测方法用于临床［９］。早期的评价多以ＣＣＡ作

为金标准，使ＥＩＡｓ呈现较高的敏感性，但以ＴＧＣＣ为参比标

准，敏感性明显降低，仅约６０％
［９，１４，２０］。Ｐｌａｎｃｈｅ等

［１９］对６种

在英国广泛使用的ＥＩＡｓ试剂盒检测性能分析表明，虽然特异

度好（９３％～１００％），但敏感度为７６％～９５％，如果毒素的检

出率低于１０％，阳性预测值低至不可接受（＜５０％），没有一种

试剂盒满足作者设定的敏感度大于９０％，假阳性小于３％的标

准。Ｔｅｎｏｖｅｒ等
［２１］发现ＥＩＡｓ的敏感度存在株型变异性，对某

些类型的菌株，ＥＩＡｓ的准确率低至１５％～１８％。

不同研究报道的ＥＩＡｓ敏感度存在较大差异的原因可能

包括样本来源、样本转运贮存过程中毒素蛋白的降解、毒素在

肠道内的聚合作用、目标蛋白的遗传多样性［９，２１］。

２．４．２　ＧＤＨ检测　ＧＤＨ是一种广泛存在于犆．犇犻犳犳细胞表

面的一种酶，产生数量高于毒素且具有较强稳定性，可作为大

便中犆．犇犻犳犳存在的一个标志物。检测ＧＤＨ抗原具有非常高

的敏感性和阴性预测值，但由于产毒和非产毒犆．犇犻犳犳以及梭

菌属其他种类细菌均可产生此 酶，ＧＤＨ 检 测 缺 少 特 异

性［１２，１６，２２］。

早期报道ＧＤＨ检测敏感性为９０％～１００％，阴性预测值

达９９％以上
［１５，２２２３］。Ｍｅｔａ分析也表明，ＧＤＨ 检测大便中犆．

犇犻犳犳的存在有非常高的准确性，与培养法比较，敏感度大于

９０％，阴性预测值大于９８％，假阳性约２０％
［２２］。但近期研究

显 示，ＧＤＨ 检 测 敏 感 性 约 为 ８５％，并 与 菌 株 类 型 有

关［１４，２１，２４２５］。检测ＮＡＰ１株时，敏感性与ＲＴＰＣＲ相当，而检

测非ＮＡＰ１株时，敏感性下降至７２％，某些实验室观察到的

ＧＤＨ检测约１５％的假阴性可能与此有关
［１６］。

虽然犆．犇犻犳犳特异性 ＧＤＨ 单克隆抗体可以避免其他细

菌产生的ＧＤＨ所带来的交叉反应，但仍无法区分产毒和非产

毒株，缺少特异性，因此，ＧＤＨ检测不能单独应用于实验室检

测，多作为一种筛查手段［２２，２５］。

２．５　分子生物学方法　犆．犇犻犳犳毒素Ａ和Ｂ的生成受ＰａＬｏｃ

基因调控，基因检测可预测产毒性犆．犇犻犳犳的存在及其产毒能

力强弱。Ｋａｔｏ于１９９３年首先报道采用ＰＣＲ方法对产毒性犆．

犇犻犳犳狋犮犱犃 进行检测，随后许多实验室发展了各种ＰＣＲ方法

检测ＣＤＩ
［１，１５，１７，２６］。目前ＰＣＲ方法主要应用ＲＴＰＣＲ和环介

导等温扩增技术（ＬＡＭＰ）检测大便标本中的产毒犆．犇犻犳犳的

存在［１５，１７，２７］。ＦＤＡ已批准了４个分子生物学试剂盒，并逐渐

为临床所采用。ＲＴＰＣＲ检测的目标基因大多选择狋犮犱犅，少

部分为狋犮犱犃或狋犮犱犆，也有同时检测两个基因，如狋犮犱犃 和狋犮

犱犅，狋犮犱犅和狋犮犱犆
［１７］。Ｃｈｏｗ等

［２８］采用解旋酶依赖性等温扩增
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技术设计了一个艰难梭菌检测试剂盒，方法灵敏度为２０拷贝。

ＦＤＡ批准的４个商用ＰＣＲ试剂盒中，美国ＢＤＧｅｎｅＯｈｍ

公司推出的ＢＤＧｅｎｅＯｈｍＴＭ ＣｄｉｆｆＡｓｓａｙ最早获得批准，对其

性能评价也最为充分。整个检测可在２ｈ内完成，由于采用的

比对标准不同，文献报道的灵敏度为８４％～９６％，特异度为

９４％～９９％。ＧｅｎＰｒｏｂｅ公司的ＰＣＲ试剂盒敏感度为７７％～

９２％，特 异 度 为 ９５％ ～９９％
［１４１５，２９］。Ｃｅｐｈｅｉｄ 公 司 的 犆．

犇犻犳犳ｉｃｉｌｅＡｓｓａｙ采用模块式全封闭的自动检测平台，避免了污

染，是目前最快、操作最简单的ＣＤＩ的检测方法，文献报道的

敏感度为９４％～１００％，特异度为９３％～９９％
［１５，２５，３０］，研究表

明，无论对于ＮＡＰ１株抑或非ＮＡＰ１株，均展示了良好的检测

能力［２１，３０］。ＭｅｒｉｄｉａｎＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司开发的Ｉｌｌｕｍｉｎｇｅｎｅａｓ

ｓａｙ是ＦＤＡ最新批准的一种ＰＣＲ方法，采用ＬＡＭＰ技术检测

狋犮犱犃，和金标准ＣＣＡ以及 ＴＧＣＣ比较，敏感度和特异度均达

到９８％，阳性预测值及阴性预测值分别为９２％和９９％
［２７］，但

不同研究间存在差异［３１３２］。

Ｍｅｔａ分析表明，无论是实验室发展的还是商用 ＲＴＰＣＲ

检测方法，总体灵敏度为９０％，特异度为９６％，具有较高的准

确度。但诊断准确度与ＣＤＩ流行状况有关联，当检出率低于

１０％时，ＰＣＲ检测的准确度低至不可接受（７１％），当检出率大

于２０％时，准确度可达９３％
［１７］。Ｃｒｏｂａｃｈ

［２０］也得出了类似的

分析结果。不同的 ＰＣＲ 方法是否等效，有待进行全面评

估［３２３３］。

和其他检测方法相比，ＲＴＰＣＲ显示良好的灵敏度和特异

度，但考虑到无症状携带者比例高以及多种原因均可导致患者

腹泻（犆．犇犻犳犳引起的腹泻仅占约２０％），该方法存在假阳性比

例偏高的缺点；ＰＣＲ方法也不能用于治疗后临床疗效的判

断［１１，１６］，ＰＣＲ方法是否适于单独应用于临床ＣＤＩ检测还有待

进一步评估［１６，３４］。

２．６　组合检测方案　许多学者
［１２，２６，２９，３４］研究并提出了二步法

或三步法检测方案，所有组合方案均以 ＧＤＨ 筛查为基础，

ＧＤＨ 阴性标本判定为阴性结果，ＧＤＨ 阳性标本用 ＥＩＡｓ、

ＣＣＡ、ＴＧＣＣ或ＰＣＲ方法进行确证。

组合检测方案具有较高的特异度，灵敏度与确证检测方法

有关，约为７５％～１００％。对于约８０％的受检标本，可在数小

时内获得结果［１１，２０］。组合检测方案的组合方式会对最终检测

结果产生显著影响［２０］。研究表明，如果ＧＤＨ仅与ＥＩＡｓＡ／Ｂ

毒素检测组合，方案总体敏感度甚至可能低于单独使用ＥＩＡｓ

毒素检测；如果采用ＰＣＲ进行确证，可获得较高的敏感度和特

异度［２６，３４］。有学者采用一种可同时进行ＧＤＨ和毒素 Ａ／Ｂ检

测的试剂盒，并以ＰＣＲ方法对偏差结果进行确证，灵敏度接近

ＰＣＲ方法
［２５２６］。有研究表明［３４］，单独采用ＰＣＲ方法敏感性和

特异度高于组合方案，但采用ＰＣＲ方法确证的两步法检测方

案和单独使用ＰＣＲ法检测犆．犇犻犳犳，哪种方法更优还存在争

议［９，１６，２４］。

ＳＨＥＡ、美国感染性疾病协会（ＩＤＳＡ）推荐ＧＤＨ联合ＣＣＡ

或ＴＧＣＣ方案，因ＥＩＡｓ确证方案敏感度低而未被推荐
［３５］；欧

洲临床微生物学和感染病学会［２０］以ＣＤＩ低检出率时阴性预测

值可接受性强为基础，提出两种阳性检测组合方案以判定

ＣＤＩ，接受所有的阴性检测结果，单独的ＥＩＡｓ检测阴性即可认

为无ＣＤＩ，最优组合方案仍有待研究。

综上 所 述，ＣＤＩ的 实 验 室 诊 断 还 存 在 很 大 的 挑 战

性［９，１６，２４］。由于犆．犇犻犳犳分致病株和非致病株、无症状携带者

比例高、患者腹泻原因多种多样等，临床在什么时候应该考虑

ＣＤＩ并送样检测对于提高检测阳性率，从而提高检测准确性非

常重要。由于目前检测方法的局限性，对检测结果的解读须结

合临床症状、病史、风险因素、检测方法、标本选取处理过程等

因素进行综合分析；对于检测结果阴性的患者，重复检测价值

有限，不提倡短时间内重复送检［３５］。
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鲍曼不动杆菌的耐药机制

李依萍 综述，李宜成 审校

（甘肃省兰州市解放军第一医院检验科，甘肃兰州７３００００）

　　关键词：鲍曼不动杆菌；　抗药性，微生物；　β内酰胺酶类；　抗菌药
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　　鲍曼不动杆菌由Ｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋ于１９１１年发现后，直到上世纪

７０年代，对绝大多数抗菌药物都敏感，随着广谱抗菌药物的广

泛应用，其耐药性问题日趋严重，已大量呈现出多重耐药甚至

泛耐药趋势，成为了最重要的院内感染的病原菌之一。美国加

州大学２０１１年细菌耐药监测报告显示，鲍曼不动杆菌对常用

抗菌药物的敏感率除美洛培南和阿米卡星外，均不超过６０％，

其中对头孢类抗菌药物的敏感率最低。我国卫生部２０１０年度

全国细菌耐药监测结果也显示鲍曼不动杆菌占非发酵菌的

３５．５％。除多黏菌素（敏感率９７．２％）和米诺环素（敏感率

６２．７％）外，鲍曼不动杆菌对其他被测抗菌药物敏感率均小于

５０．０％，对碳青霉烯类敏感率约为４５．０％
［１］。

鲍曼不动杆菌不仅在染色体上存在耐药基因，并且有很强
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