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肠出血性大肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７检测技术进展

王培育１综述，周　梅
２审校

（１．广西宁明县卫生监督所，广西宁明５３２５００；２．广西宁明县疾病预防控制中心，广西宁明５３２５００）

　　关键词：大肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７；　食源性疾病；　分离培养法；　聚合酶链反应
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　　肠出血性大肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７（Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７）是肠出血

性大肠杆菌（ＥＨＥＣ）的一个血清型，主要引起人的食源性疾

病，以突发性腹痛、腹泻、血便为主要症状，严重时并发肾衰竭，

病死率高。Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７广泛分布于自然界，其引起的疾

病与食用未烘烤的饼干面团［１］、生菜有关［２］，在猪、牛粪便及猪

肉、牛肉中分离率极高，对公众健康构成严重威胁［３］。因此，早

期发现及时治疗和预防是控制该病的关键。Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７

实验室诊断以细菌培养、分离及生化和血清鉴定为主。近年来

出现的新型免疫学方法和聚合酶链反应（ＰＣＲ）具有较高的敏

感性和特异性。本文将Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７检测技术进展综述

如下。

１　分离培养法

培养法是实验室检测Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７的常规方法。标本

经改良ＥＣ肉汤增菌后转种选择性培养基，于３７℃温箱培养

１８～２４ｈ，观察菌落形态，挑选可疑作初步生化试验，再作进一

步的血清学鉴定。目前常用的选择性培养基有改良山梨醇麦

康凯琼脂培养基（ＣＴＳＭＡＣ）和改良ＣＨＲＯＭＯ１５７显色琼脂，

ＣＨＲＯＭ的敏感性和特异性高于ＣＴＳＭＡＣ
［４］，但价格较高，

故临床上常选用ＣＴＳＭＡＣ。然而一些革兰阴性菌如气单胞

菌属、变形杆菌、摩根菌、爱德华菌、蜂窝哈夫尼亚菌属等不发

酵山梨醇，选用ＣＴＳＭＡＣ也常出现假阳性。针对这种情况，

Ｐａｒｋ等
［５］将山梨醇麦康凯琼脂（ＳＭＡＣ）改良成龙胆山梨醇麦

康凯琼脂（ＧＭＡＣ），蜂窝哈夫尼亚菌在ＧＭＡＣ上显粉红色，而

Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７不显色，可以把他们区分开来。常规培养法

不需要贵重设备，一般实验室都可以开展，但操作复杂、耗时、

特异性和敏感性不高。

２　免疫学方法

免疫学方法是以检测Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７的多糖磷脂复合物

或鞭毛抗原为主。目前常用的方法有ＥＬＩＳＡ、金标法和免疫

磁珠技术等。

２．１　ＥＬＩＳＡ　ＥＬＩＳＡ是根据抗原或抗体特异性免疫反应原

理设计，将已知的抗原或抗体结合在某种固相载体上，以辣根

过氧化酶（ＨＲＰ）为指示剂，标记在另一种抗原或抗体上，加入

酶作用底物，酶与底物发生反应后，底物显色，根据底物显色的

深浅定性或定量地检测样本中的抗体或抗原。宋宏新等［６］以

鸡抗Ｏ１５７：Ｈ７特异性脂多糖（ＬＰＳ）抗体（ＩｇＹ）为捕获抗体，酶

标抗体（ＨＲＰＩｇＹ）为检测抗体建立双抗夹心ＥＬＩＳＡ检测食品

中大肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７的方法，确定了抗原浓度对数与 ＯＤ４５０

值的高度线性相关性，根据检测 ＯＤ４５０值可从拟合回归曲线

确定样品中的含菌量，含菌量大于或等于１０４ＣＦＵ／ｍＬ的食品

样品可直接用双抗夹心法进行检测，含菌量小于或等于１０４

ＣＦＵ／ｍＬ的食品样品可增菌１４ｈ后检测。该方法灵敏度为
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０．１～０．２ＣＦＵ／ｍＬ，但体系多步反应使检测的误差增大，需进

一步优化。

２．２　免疫胶体金技术　免疫胶体金法是以胶体金作为标记物

应用于抗原抗体的一种新型的免疫标记技术。该方法主要用

于研制快速诊断试剂。王玉金等［７］将Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７的特异

抗体先固定于硝酸纤维素膜的一端，以胶体金标记其多抗，建

立Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７双抗体夹心胶体金免疫层析试纸，检测大

肠杆菌Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７，可在１０ｍｉｎ内完成，最低检测浓度为

１０５ＣＦＵ／ｍＬ，并且与其他肠道菌无交叉反应。免疫胶体金技

术快速简便、特异、敏感，稳定性强，不需要特殊设备和试剂 结

果判断直观等优点。

２．３　免疫亲和层析法　免疫亲和层析是用于分离和纯化抗

原、抗体的一种特异性吸附层析技术。Ｂｒｕｎｔ等
［８］用 Ｅ．ｃｏｌｉ

Ｏ１５７：Ｈ７抗体偶联到聚乙烯固相载体制亲和层柱，以辣根过

氧化物酶标记羊抗Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７抗体，建立类似于ＥＬＩＳＡ

检测原理的免疫亲和层分析法，用于检测食品中Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：

Ｈ７，其检出限量为５００个细胞，仅需时间１５～３０ｍｉｎ，不用任

何专业设备完成，具有简便、快速等优点。

２．４　纳米免疫磁珠技术　纳米免疫磁珠技术是以抗体包被纳

米磁珠的为载体，通过抗体与反应介质中特异性抗原结合，形

成抗原抗体复合物 ，此复合物在外加磁场的作用下发生定向

移动，从而达到分离目的。侯楠楠等［９］用大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７

单克隆抗体包被纳米级免疫磁颗粒，用于样品中菌体的富集和

分离；再制备一种表面分别标记有大肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７多克隆

抗体和生物素化核酸探针的胶体金颗粒；利用生物素亲和素酶

系统信号放大作用，建立一种功能化纳米粒子检测大肠杆菌

Ｏ１５７：Ｈ７的技术。该方法可在１ｈ内完成菌体的分离和检

测，检测限为１０ＣＦＵ／ｍＬ。Ｓｈｅｎ等
［１０］采用纳米免疫磁珠及胶

体金技术，结合石英晶体微天平免疫传感技术，建立一种新型

的基于纳米免疫磁珠胶体金催化增长的石英晶体微天平免疫

传感器检测Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７的检测技术，该方法在磷酸盐缓

冲液和牛奶中检出限分别为２３ＣＦＵ／ｍＬ和３ＣＦＵ／ｍＬ。纳

米技术是一种新兴的热门技术，该技术需要一些特殊的设备如

透射电子显微镜才进行，目前仅于一些科研单位研究。

３　ＰＣＲ

ＰＣＲ是一种模拟天然ＤＮＡ复制的体外扩增技术。是以

待扩增的两条ＤＮＡ链为模板，由一对人工合成的寡核苷酸引

物介导，以三磷酸脱氧核糖核核苷为底物，通过ＤＮＡ多聚酶

酶促反应，于体外快速扩增特异性ＤＮＡ序列。目前，对Ｅ．ｃｏｌｉ

Ｏ１５７：Ｈ７的全基因组测序已经基本完成，但其致病机制尚未

完全阐明，已公认的与其致病性有关的主要基因有志贺样毒素

基因（ｓｌｔ）、大毒力质粒ｐＯ１５７和ＬＥＥ毒力岛等
［１１１２］。可以根

据Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７特异性基因序列设计引物，进行ＰＣＲ检

测。目前，常用的靶基因主要有ｓｔｘ１、ｓｔｘ２、ｅａｅＡ、ｒｆｂＥ、ｈｌｙ、ｕｉ

ｄＡ、ｆｌｉＣ等。Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７ＰＣＲ方法常用的有常规ＰＣＲ、

多重ＰＣＲ、免疫ＰＣＲ和实时荧光定量ＰＣＲ等。

常规ＰＣＲ只需要设计一对相应的引物，扩增后需做凝胶

电泳鉴定，故操作比较繁琐，同时扩增产物极易受到污染造成

假阳性。多重ＰＣＲ是在同一个反应管中用多对引物同时扩增

几条ＤＮＡ片段。吴家林等
［１３］选用针对Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７志贺

样毒素１、２（ｓｌｔ１／ｓｌｔ２）基因、溶血素 （ｈｌｙＡ）基因和Ｏ１５７特

异性基因（ｒｆｂＥ）的４对引物，在同一扩增体系中进行ＰＣＲ，优

化反应体系，对猪肉模拟样品检测，结果该方法扩增目的基因

片段分别为３４８、５８４、２５０ｂｐ和４９７ｂｐ，特异性和灵敏度均高，

细菌纯培养物检测灵敏度为１０３ＣＦＵ／ｍＬ猪肉模拟样品３７℃

预增菌４ｈ后检测灵敏度能达到１０ＣＦＵ／ｍＬ。免疫 ＰＣＲ（

ＩｍｍｕｎｏＰＣＲ）以ＥＬＩＳＡ为基础，通过ＰＣＲ扩增ＤＮＡ指示分

子对抗原做出定性或定量分析。王海河等［１４］用链亲和素桥联

生物素化的二抗和双链 ＤＮＡ指示分子构建桥联系统，建立

ＥＬＩＳＡＰＣＲ技术，通过 ＰＣＲ扩增指示分子检测 Ｏ１５７：Ｈ７。

经测试，结果检测限可达到１０ＣＦＵ／ｍＬ的纯培养菌，灵敏度

较 ＥＬＩＳＡ提高１０３倍，非 Ｏ１５７：Ｈ７菌株检测结果均为阴性。

实时荧光定量ＰＣＲ是在ＰＣＲ反应体系中加入荧光基团，利用

对荧光信号积累的实时检测来监测整个ＰＣＲ进程，最后通过

标准曲线对未知模板进行定量分析。徐德顺等［１５］以ｒｆｂＥ基

因作为靶序列，设计一对引物和Ｔａｑｍａｎ探针序列，建立实时

荧光ＰＣＲ快速检测方法，并进行了引物、探针浓度和 Ｍｇ
２＋的

浓度优化，确定了反应体系和反应参数。结果显示，当引物和

探针的浓度为 ０．６μｍｏＬ／Ｌ、０．８μｍｏＬ／Ｌ，Ｍｇ
２＋ 浓度为 ４

ｍｍｏＬ／Ｌ时，具有良好的特异性和敏感性。实时荧光定量

ＰＣＲ不仅实现了对ＤＮＡ／ＲＮＡ模板的定量，而且采用完全封

闭检测，不需要琼脂电泳确证，自动化程度高，降低了ＰＣＲ产

物污染造成的假阳性，因而在一定程度上具有较高的灵敏度和

特异性，目前已广泛应用于分子生物学研究和医学研究等

领域。

４　环介导等温扩增技术

环介导等温扩增（ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，

ＬＡＭＰ）是一种新型ＤＮＡ扩增技术。它依赖于一套针对靶基

因的４～６条引物，利用一种链置换 ＤＮＡ 聚合酶，在６０～

６５℃左右，保温３０～６０ｍｉｎ，即可完成对靶基因的特异性扩

增。易海华等［１６］选取ｒｆｂＥ基因和ｆｌｉＣ基因特征性保守序列，

建立 ＬＡＭＰ核酸扩增基因技术，对２１株 Ｏ１５７：Ｈ７和非

Ｏ１５７：Ｈ７菌株进行特异性检测，并与ＰＣＲ方法进行比较，结

果ＬＡＭＰ法可以在１ｈ，ＬＡＭＰ 法检测肠出血性大肠杆菌

Ｏ１５７：Ｈ７的灵敏度、特异度、准确性分别为９６．７２％、８５．７１％、

９３．２６％。与常规ＰＣＲ相比，不需要模板的热变性、温度循环、

电泳及紫外观察等过程。ＬＡＭＰ在灵敏度、特异性和检测范

围等指标上能媲美甚至优于ＰＣＲ技术，不依赖任何专门的仪

器设备实现现场高通量快速检测，检测成本远低于实时荧光定

量ＰＣＲ。

５　展　　望

上述方法是临床上检测Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７的常用方法。经

过多年的优化提高，细菌培养发展得比较成熟，因其所需设备

要求不高，已成为基层最常用的方法，但操作复杂、费时，不能

做到早期诊断。免疫学方法因其灵敏性和特异性尚不理想，目

前还不为临床广泛接受。ＰＣＲ虽然快速、敏感性和特异性高，

但检测费用高也限制其在基层实验室广泛使用，同时ＰＣＲ所

需的特异性基因，目前除ｒｆｂＥ基因特异性较高外，大部分与其

他微生物具有一定的同源性，特异性还不理想。因此，以ｒｆｂＥ

基因为靶点的ＰＣＲ在临床上应用后，显示高度的特异性和敏

感性，随着对靶基因研究的不断深入，和更特异性靶基因的发

现以及实时荧光定量ＰＣＲ的不断完善，ＰＣＲ技术在 Ｅ．ｃｏｌｉ

Ｏ１５７：Ｈ７诊断上将具有良好的应用前景。
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　　细胞微粒（ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＭＰｓ），也称微囊泡，是各类细胞

遭受一系列应激（激活或凋亡）时，从细胞浆膜上脱落而释放的

一些膜性小囊泡。１９６７年，Ｗｏｌｆ
［１］首先发现并描述了血小板

微粒，称之为“血小板尘埃”。后来的研究证实，红细胞、白细

胞、内皮细胞、平滑肌细胞、肿瘤细胞等均可释放细胞微粒，并

以其细胞表面标记来分类这些微粒。目前为止微粒没有一个

确切的定义，只是普遍的认为它是一种球形结构的、直径在

０．１～１μｍ的异源群体，它是携带有其亲代细胞的特异性抗原

的磷脂囊泡，通过出芽方式释放。健康人外周血中也存在一定

微粒，其中血小板来源的微粒占总体的７０％～９０％。

除具有原始的生物特征外，最新研究表明微粒在循环细胞

和血管细胞间的相互交流中起重要作用［２］：他们能够促进细

胞细胞间相互作用、传递细胞信号、传输不同细胞类型的受

体。可见微粒在疾病的发生发展中起重要作用。为了更好了

解微粒的生理特征和作用机制，本文主要陈述微粒的形成、组

成和其在疾病中的病理生理功能，以便为临床提供更好的诊断

和治疗措施。

１　微粒的形成

细胞凋亡与细胞活化产生的微粒在大小、磷脂和蛋白的含

量、生理作用上是不同的。当然，微粒的形成是一个十分复杂

的过程其具体机制并不明确。在正常情况下，细胞膜脂质双层

成分的不对称性主要是由三种酶共同作用来维持的：ｆｌｉｐｐａｓ

ｅｓ，ｆｌｏｐｐａｓｅｓ，ｓｃｒａｍｂｌａｓｅｓ。才能保证磷脂酰胆碱（ＰＣ）和鞘磷

脂（ＳＭ）保持在脂质双层的外侧，磷脂酰丝氨酸（ＰＳ）和磷脂酰

乙醇胺（ＰＣ）在内侧
［３］。细胞一旦被激活，流入细胞质的Ｃａ２＋

抑制ｆｌｉｐｐａｓｅｓ，活化ｆｌｏｐｐａｓｅｓ，ａｎｄｓｃｒａｍｂｌａｓｅｓ
［４］，这种正常的

磷脂排列就被打乱，这是微粒产生过程中关键的一步。

１．１　细胞活化途径　微粒可通过激活剂或其他因素激活细胞

产生。细胞活化产生的微粒具有时间和Ｃａ２＋依赖性
［５］。激活

剂与细胞上受体结合后引起细胞内Ｃａ２＋浓度增加，尤其在囊

泡形成的部位，这是细胞活化的第一个信号。Ｃａ２＋的增加促

使细胞内钙激活蛋白激酶的活化并抑制磷脂酶，进而激活钙蛋

白酶［３］。ＥＤＴＡ和细胞外Ｃａ２＋进行螯合后可阻止细胞内钙的

增加进而阻断微粒的释放。细胞骨架的破坏是促进微粒形成

的另一因素，细胞骨架由多种蛋白组成其中包括肌动蛋白、黏

着斑蛋白、踝蛋白等，活化的钙蛋白酶可以降解细胞骨架中的

踝蛋白，引起细胞收缩和细胞膜的破坏，细胞收缩的同时细胞

膜向外伸展变形形成伪足，在变形的细胞膜上胞膜以出芽方式
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