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要"艰难梭菌是一种产毒素或非产毒素的厌氧芽孢杆菌!是抗菌药物相关性腹泻和艰难梭菌感染的主

要病原菌$由于过度使用抗菌药物!艰难梭菌感染患者人数急剧上升!导致院内感染的发病率和病死率增加$

艰难梭菌感染的诊断主要基于临床症状和实验室检查!但是由于缺乏相应的临床症状和使用不恰当的检测方

法!常出现误诊$因此!实验室检测对艰难梭菌感染的诊断至关重要!为了减少不恰当%不必要的检查!本研究

将对艰难梭菌实验室检查进行综述$
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艰难梭菌是一种产毒素或非产毒素的厌氧芽孢

杆菌%是人类肠道正常菌群之一%为革兰阳性粗大杆

菌%位于菌体近端至颈端有卵圆形芽孢%无荚膜%有鞭

毛(艰难梭菌芽孢抵抗力强%能在体外环境中存活数

周至数月%在
*//\

的温度下
*I

才死亡(长期使用

抗菌药物容易导致人肠道正常菌群失调%艰难梭菌生

长占优势%导致抗菌药物相关性腹泻#

((c

$%即引起

艰难 梭 菌 相 关 性 腹 泻 #

1cX

$和 艰 难 梭 菌 感 染

#

1c(c

$%严重者可引起伪膜性肠炎#

3>1

$甚至死

亡(艰难梭菌感染的诊断主要基于临床症状和实验

室检查%但是由于缺乏相应的临床症状和使用不恰当

的检测方法%常出现误诊(因此%实验室检测对艰难

梭菌感染的诊断至关重要%为了减少不恰当)不必要

的检查%本研究将对艰难梭菌的实验室检查方法进行

综述(

C

#

艰难梭菌概述

##

((c

主要是由于
1cX

所引起&

*

'

%由于
1cX

导致

的腹泻只是众多临床症状之一%表现为自限性)轻微

性或严重性(

1cX

的临床症状主要表现为腹泻%即在

-.I

内有
9

次或以上的未成形大便+粪便中检测到艰

难梭菌毒素或产生毒素的梭状芽孢杆菌+肠镜检查或

病理学检查结果提示假膜性结肠炎+大部分患者有
<

周内应用抗菌药物或抗肿瘤药物治疗史&

-)9

'

(

1cX

的

并发症有伪膜性结肠炎)爆发型肠炎)中毒性巨结肠(

有临床意义的艰难梭菌产生毒素
(

)

]

导致肠道黏膜

跨膜电阻减少)黏膜水肿和肠道上皮细胞的损伤&

.

'

(

毒素
(

)

]

分别由一个位于
*+:5TQ

的致病性决定区

的
G#M(

)

G#M]

基因编码(毒素
(

是一种肠毒素%使肠

壁中性粒细胞浸润%释放淋巴因子%引起机体液体大

量分泌和出血性坏死+毒素
]

是一种细胞毒素%使肌

动蛋白解聚%损坏细胞骨架%导致细胞固缩坏死%直接

损坏肠壁细胞&

4

'

(研究表明%毒素
]

的毒力比毒素
(

强
*/

倍%且现在发现有仅产生毒素
]

%不产生毒素
(

的菌株和同时产生毒素
(

)

]

的菌株(位于该致病性

决定区除了这
-

种毒力基因%还有
9

种调控基因即
G#)

M6

)

G#M1

和
G#M&

(

G#M&

对毒素
(

)

]

的表达具有正向

调节作用%而
G#M1

具有负向调节作用(

G#M6

则编码

类噬菌体穿孔素(一些高产毒菌株还有可能产生二

元毒素#

1c=

$%使艰难梭菌毒素
(

)

]

的毒力增强%从

而使症状加重&

5

'

(

0a6(

"

Xc0(

的临床实践指导方

针和
(1_

国家的指导方针建议针对仅腹泻患者的粪

便样本%应在
-.I

或更少的时间内进行检测&

A

'

(目

前%艰难梭菌检测方法主要有细菌培养法)单一毒素

检测法)毒素基因检测法和两步法等(细胞毒素或毒

力基因检测主要有细胞毒素中和培养#

11'(C

$法)酶

联免疫吸附法#

62X0(

$)聚合酶链反应#

31&

$法和荧

光原位杂交法#

8X0a

$+两步法是
62X0(

法检测谷氨

酸脱 氢 酶 #

_ca

$联 合其 他细 胞毒素 检 测 法 或

11'(C

法&

<

'

(

D

#

艰难梭菌的生物学特性

##

艰难梭菌是严格厌氧的革兰阳性细菌%对氧气非

常敏感(在菌体近端至颈端有卵圆形芽孢%其芽孢在

体外环境中可存活数周至数月%在
*//\

的温度下
*

I

才会死亡%芽孢可以使细菌在艰难的条件下生存%并

促进菌体在环境中的传播%艰难梭菌无荚膜%有鞭毛%

在常规的厌氧培养条件下不易生长%在环丝氨酸
)

头孢

西丁
)

果糖琼脂#

118(

$培养基中可形成白色或淡黄

色)不透明)边缘不整齐)表面粗糙的菌落%在紫外线

*
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照射下可呈黄绿色荧光&

+

'

(

E

#

实验室检测方法

E:C

#

大便培养
#

常用于检测艰难梭菌的选择性培养

基一般是
118(

培养基%艰难梭菌在该培养基中生长

占优势(环丝氨酸和头孢西丁的主要作用是在不影

响艰难梭菌生长的情况下%抑制大多数革兰阴性菌和

革兰阳性菌+果糖琼脂则提供营养物质%

118(

培养

基中所含的中性红试剂则可用作
K

a

指示剂(厌氧

条件下培养
.<I

后%培养基中可形成白色或淡黄色)

不透明)边缘不整齐)表面粗糙的菌落%有马粪味%在

紫外线照射下可见有黄绿色荧光(一般通过菌落形

态)革兰氏染色及气味判断是否有艰难梭菌的生长(

目前%艰难梭菌的阳性率比较低%艰难梭菌难以培养

和分离&

*/

'

(在
118(

培养基中加入胆红素盐%尤其

是牛磺胆酸钠%可以促进艰难梭菌的生长(另外还可

以用显色培养基%如艰难梭菌在难辨梭菌鉴定培养基

#

1cX8

$中可形成黑色菌落(大便培养可以更直观地

检测出艰难梭菌%但培养通常需要
-

"

9M

%甚至长达

+M

的时间才能得到结果%而且必须配合毒素检测%因

为有
*/V

或者更多的住院患者可能会有艰难梭菌定

植%不能区分艰难梭菌产毒株和非产毒株%不能为临

床快速诊断疾病提供依据&

**)*-

'

(

E:D

#

毒素培养#

=1

$

#

1cX

主要是由艰难梭菌产毒株

引起的%艰难梭菌不产毒株无临床意义(因此%毒素

(

)

]

的检测十分重要(

=1

可以分为艰难梭菌培养和

毒素检测两个部分%即将培养出的菌落重新接种培养

到肉汤培养基中培养%取上清液过滤并加到细胞株中

继续培养%通过观察细胞毒素引起的细胞病变%以及

加入中和抗毒素变化判断有无产毒菌株(该方法虽

能检测菌株在体外的产毒能力%但不能准确反映该菌

株在宿主体内的情况&

*9

'

(

E:E

#

细胞毒素中和试验#

11'(

$

#

细胞毒素中和试

验被认为是检测艰难梭菌感染的.金标准/(用于该

方法检测的标本应是新鲜粪便标本%因为标本久置%

会导致菌株毒素活力降低%易出现假阴性结果&

*.

'

(粪

便标本经过稀释)离心)过滤后%将滤液滴加到微量滴

定板上单层细胞中#常用人包皮成纤维细胞)

ZF$%

细

胞和
>#1%

R

细胞等细胞系$%并进行
-.

"

.<I

孵育培

养%观察由细胞毒素引起的细胞病变%然后通过特异

性抗血清中和试验确定细胞病变的特异性(然而检

测结果受所用细胞系种类的限制而有差异%操作繁

琐%且费用昂贵%不利于在基层医院中开展&

*4

'

(

E:F

#

谷氨酸脱氢酶#

_ca

$试验
#

_ca

是在所有艰

难梭菌中高效表达的一种代谢酶%被认为是艰难梭菌

表达最普遍的抗原(

_ca

试验阳性并不能区分产毒

菌株和非产毒菌株%需要再进一步验证%可用
11'(

)

6X(

)

=1

或分子方法(

_ca

试验的敏感度和阴性预

测值很高%因此
_ca

阴性则可确定不含有艰难梭菌%

阳性则需做确证试验&

*5)*A

'

(目前倾向于用
_ca

作为

1cX

的初筛试验%对
_ca

阳性标本再采用
11'(

或

62X0(

检测的两步法(因为
11'(

和
=1

检测费用

高%耗时长%分子方法逐渐被重视(以
_ca

和
6X(

检测毒素作为初筛%对阳性标本再用环介导等温扩增

确认(虽然该两步法的灵敏度低于其他方法%但是它

的阴性预测值和阳性预测值足够支持阳性结果的可

信度&

*<

'

(

E:H

#

6X(

检测
#

基于
6X(

的试剂盒在市面上有多种

形式存在%例如免疫层析)固相分析和微孔板(虽然

6X(

检测快速)实用)便宜%但是对于
1cX

的检测结果

不平行#灵敏度为
59V

"

+.V

%特异度为
A4V

"

*//V

$%差异大(

6X(

灵敏度的差异可能是由于多种

因素造成的%如不同菌株毒素的抗原变异%标本储存

和运输条件影响%冻融循环%以及实验室间的技术差

异等(根据
0a6(

和
Xc0(

指南%

6X(

检测毒素比

11'(

的灵敏度低(因此%为避免假阴性结果%

6X(

不应单独用于诊断
1cX

&

*+)-/

'

%结合
_ca

筛查与
6X(

的两步法或三步法可提高
1cX

诊断的准确率(目前

临床上常用
6X(

联合检测
_ca

和毒素
(

)

]

&

-*

'

(

E:U

#

核酸扩增试验#

'((=C

$

#

如今%许多感染都是

通过分子方法诊断的%主要包括
&=)31&

和环介导等

温扩增(新一代的
'((=C

可以放大并检测出特定

病原体的
c'(

或
&'(

序列%灵敏度及特异度高%速

度快%应用广泛(根据
601>Xc

指南%

'((=C

可作

为两步法或三步法中的一部分用于
1cX

的诊断&

--)-.

'

(

但是值得注意的是%

'((=C

灵敏度高%易导致假阳性

结果%特别是其他病原体引起腹泻的粪便标本%由于

无症状%可能无法识别出假阳性结果(

'((=C

和毒

素检测呈阳性的粪便标本比只有
'((=C

阳性的粪

便标本含有更多的细菌和毒素%后者是反对使用

'((=C

作为独立测试的理由&

-4

'

(

综上所述%目前检测艰难梭菌的方法主要有!毒

素
(

)

]

检测%

_ca

试验%编码毒素
(

)

]

的
G#M(

)

G#)

M]

检测%以及细菌形态和革兰氏染色(各种方法检

测艰难梭菌的原理各不相同%敏感度与特异度也相差

较大%各个方法不能单独作为
1cX

的诊断方法%需根

据实际情况将不同方法联合使用(为了确保结果的

可信性%粪便标本应新鲜%不宜久置%取腹泻患者有异

常的粪便标本%做好标本的前处理%以减少试验误差%

同时需要根据实验室的具体请况制定检测艰难梭菌

的标准化流程%同时结合患者临床表现%得到准确的

检测报告(
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