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［摘　要］　目的　通过对住院腹泻患者粪便标本中的艰难梭菌进行筛查和不同时期检出率的比较，了解某院腹泻

患者艰难梭菌的感染情况。方法　收集该院２００９年２—１２月和２０１１年４—７月住院腹泻患者粪便标本１０６份，进

行厌氧培养和ＡＰＩ鉴定，对培养鉴定获得的菌株应用聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增法进行Ａ、Ｂ毒素及二元毒素基因

检测；酶联荧光免疫法检测毒素Ａ／Ｂ。结果　１０６份标本中，厌氧培养艰难梭菌阳性１６株（１５．０９％）。１６株菌经

ＰＣＲ扩增，Ａ、Ｂ毒素均阳性，二元毒素均阴性。直接毒素Ａ／Ｂ检测阳性率为１２．２６％（１３／１０６），与厌氧培养阳性率

比较，差异无统计学意义（χ
２＝０．１６，犘＞０．０５）。２００９年２—１２月和２０１１年４—７月两个时期的标本厌氧培养艰难

梭菌阳性率分别为２２．８１％（１３／５７）、６．１２％（３／４９），两者比较，差异有统计学意义（χ
２＝５．７３，犘＜０．０５）；毒素Ａ／Ｂ

检出率分别为１７．５４％（１０／５７）、６．１２％（３／４９），差异无统计学意义（χ
２＝３．１８，犘＞０．０５）。艰难梭菌检测阳性患者

住院期间均使用过头孢类、喹诺酮类、碳青霉烯类、广谱青霉素、克林霉素等其中一种或多种抗菌药物。结论　该

院艰难梭菌相关性腹泻比较严重，抗菌药物的使用是诱使艰难梭菌感染的重要因素。

［关　键　词］　艰难梭菌；腹泻；毒素Ａ／Ｂ；医院感染；实验室技术和方法
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　　艰难梭状芽孢杆菌又称艰难梭菌，是一种存在

于人体肠道内的厌氧革兰阳性芽孢杆菌，属条件致

病菌。当肠道环境遭到破坏，受抑制的艰难梭菌大

量繁殖，可引起腹泻，严重者发展为假膜性肠炎。近

年来，艰难梭菌引起的医院感染发生率和病死率日

益增多［１］，流行菌株毒性增强，在欧美已经有过多次

暴发流行，引起了世界各国的高度关注，但国内研究

相对较少。为了解本院住院患者艰难梭菌的感染情

况，本研究采用两种方法对其粪便中的艰难梭菌进

行了检测，现报告如下。

１　材料与方法

１．１　研究对象　选择２００９年２—１２月及２０１１年

４—７月间住院患者中的腹泻患者，通过询问病史及

查阅病历资料收集患者信息。筛选标准：腹泻次数

＞３次／ｄ，腹泻前使用过抗菌药物，大便性状为稀便

或水样便。

１．２　标本采集及分组　采集符合筛选标准患者的

大便标本，同一患者不重复收集标本。２００９年２—

１２月间采集标本５７份，作为第１组；２０１１年４—７

月间采集标本４９份，作为第２组。

１．３　仪器与试剂　厌氧培养采用ＭａｒｔＡｎｏｘｏｍａｔ

ＭａｒｋⅡ 厌氧微需氧微生物细胞培养系统；艰难梭

菌毒素检测仪器，为梅里埃ｍｉｎｉＶＩＤＡＳ荧光免疫分

析仪；ＡＢＩ２７２０ＰＣＲ仪；艰难梭菌基础培养基及选

择添加剂，购自ＯＸＯＩＤ公司；艰难梭菌毒素Ａ／Ｂ

检测试剂盒，购自法国生物梅里埃公司。

１．４　实验方法

１．４．１　厌氧培养及毒素基因的聚合酶链反应

（ＰＣＲ）检测　粪便标本与无水乙醇以１∶１体积混

合，振荡，室温静置１ｈ。将处理过的粪便标本接种

于新鲜配制的艰难梭菌拉氧头孢诺氟沙星

（ＣＤＭＮ）选择培养基上，置于厌氧罐中３５℃培养

４８ｈ。取出平板后通过涂片镜检、耐氧实验及ＡＰＩ

２０Ａ鉴定。对于培养鉴定阳性的艰难梭菌，提取基

因组ＤＮＡ，ＰＣＲ检测ｔｃｄＡ、ｔｃｄＢ及二元毒素基

因，引物见表１。ＰＣＲ扩增条件分别为ｔｃｄＡ：预变

性９５℃１ｍｉｎ，９５℃１５ｓ、６２℃２ｍｉｎ、７２℃４０ｓ共

３０个循环，终延伸７２℃１０ｍｉｎ；ｔｃｄＢ：预变性９５℃

１ｍｉｎ，９５℃２０ｓ、５５℃３０ｓ、６０℃２ｍｉｎ共３０个循

环，终延伸７２℃１０ｍｉｎ；ｃｄｔＡ：预变性９４℃１ｍｉｎ，

９４℃４５ｓ、５２℃１ｍｉｎ、７２℃８０ｓ共３０个循环，终延

伸７２℃１０ｍｉｎ；ｃｄｔＢ：预变性９４℃１ｍｉｎ，９４℃４５

ｓ、５２℃１ｍｉｎ、７２℃８０ｓ共３０个循环，终延伸７２℃

１０ｍｉｎ。

１．４．２　毒素Ａ／Ｂ检测　取２００μＬ水样便或２００

ｍｇ稀便于离心管中，加入１０００μＬ稀释液，振荡混

匀，１２０００×ｇ离心５ｍｉｎ，取上清３００μＬ于试剂条

加样孔中，上机检测。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件对数据进

行χ
２检验。

表１　ＰＣＲ扩增ｔｃｄＡ、ｔｃｄＢ及二元毒素基因所需引物序列

犜犪犫犾犲１　ＰｒｉｍｅｒｓｏｆａｍｐｌｉｆｙｉｎｇｔｃｄＡ，ｔｃｄＢａｎｄｂｉｎａｒｙｔｏｘｉｎｓｂｙＰＣＲ

ＰＣＲ产物 引物 　　　　　　序列（５′－３′） 片段（ｂｐ）

ｔｃｄＡ ＮＫ１ ＧＧＡＣＡＴＧＧＴＡＡＡＧＡＴＧＡＡＴＴＣ ５４６

ＮＫ２ ＣＣＣＡＡＴＡＧＡＡＧＡＴＴＣＡＡＴＡＴＴＡＡＧＣＴＴ

ｔｃｄＢ ＮＫ１０４ ＧＴＧＴＡＧＣＡＡＴＧＡＡＡＧＴＣＣＡＡＧＴＴＴＡＣＧＣ ２０４

ＮＫ１０５ ＣＡＣＴＴＡＧＣＴＣＴＴＴＧＡＴＴＧＣＴＧＣＡＣＣＴ

ｃｄｔＡ Ｃｄｔａｐｏｓ ＴＧＡＡＣＣＴＧＧＡＡＡＡＧＧＴＧＡＴＧ ３５３

Ｃｄｔａｒｅｖ ＡＧＧＡＴＴＡＴＴＴＡＣＴＧＧＡＣＣＡＴＴＴＧ

ｃｄｔＢ Ｃｄｔｂｐｏｓ ＣＴＴＡＴＴＧＣＡＡＧＴＡＡＡＴＡＣＴＧＡＧ ４９０

Ｃｄｔｂｒｅｖ ＡＣＣＧＧＡＴＣＴＣＴＴＧＣＴＴＣＡＧＴＣ

２　结果

２．１　艰难梭菌培养阳性患者临床基本情况　经厌

氧培养，从粪便中培养出艰难梭菌１６株，分纯后菌

落形态见图１。临床资料显示，厌氧培养阳性患者

年龄多在４４岁以上（１例除外），分布于１０个科室，

住院期间用过一种或多种抗菌药物，用药时间均

＞７ｄ。患者具体年龄、科室分布、使用抗菌药物种

类及时间见表２。

２．２　艰难梭菌检测结果　在收集的１０６份标本中，

厌氧培养艰难梭菌阳性１６株（１５．０９％），经ＰＣＲ扩
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增，１６株菌ｔｃｄＡ、ｔｃｄＢ基因均阳性，ｃｄｔＡ、ｃｄｔＢ

基因均阴性；毒素 Ａ／Ｂ检出率为１２．２６％（１３／

１０６），与厌氧培养阳性率比较，差异无统计学意义

（χ
２＝０．１６，犘＞０．０５）。ＰＣＲ扩增结果见图２。

２．３　不同时期艰难梭菌检测结果比较　第１组

（２００９年２—１２月）５７份标本和第２组（２０１１年４—

７月）４９份标本用两种方法进行艰难梭菌检测，结果

见表３。
图１　艰难梭菌菌落形态

犉犻犵狌狉犲１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆ犆．犱犻犳犳犻犮犻犾犲ｃｏｌｏｎｙ

表２　感染艰难梭菌的１６例患者基本情况

犜犪犫犾犲２　Ｂａｓｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆ１６ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ犆．犱犻犳犳犻犮犻犾犲ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

患者编号 年龄（岁） 科室 使用抗菌药物种类 抗菌药物累积使用时间（ｄ）

１ ５７ 脊柱外科 头孢类、喹诺酮类、广谱青霉素 ２７

２ ５７ 脊柱外科 头孢类、喹诺酮类 １１

３ ５３ 脊柱外科 头孢类、喹诺酮类、广谱青霉素 １８

４ ７５ 脊柱外科 头孢类、碳青霉烯类、广谱青霉素、克林霉素 ３８

５ ５５ 普通外科 头孢类 ６

６ ４９ 普通外科 头孢类、喹诺酮类 １５

７ ５４ 血管外科 头孢类 １６

８ ７３ 神经外科 头孢类、喹诺酮类 １９

９ ４４ 骨科 头孢类、广谱青霉素、氨基糖苷类 １７

１０ ５２ 血液科 头孢类、碳青霉烯类、喹诺酮类 ５４

１１ ５６ 血液科 碳青霉烯类、喹诺酮类 ７

１２ ２３ 血液科 头孢类、碳青霉烯类、广谱青霉素 １６

１３ ７２ 肿瘤科 头孢类、碳青霉烯类、喹诺酮类、大环内酯类 ２８

１４ ７９ 神经内科 头孢类、喹诺酮类、大环内酯类 １５

１５ ５６ 心内科 头孢类、喹诺酮类、克林霉素 １７

１６ ５３ 消化内科 头孢类、喹诺酮类 １０

　　１，１６：ｍａｒｋｅｒ；２—５：ｔｃｄＡ，ｔｃｄＢ，ｃｄｔＡａｎｄｃｄｔＢ阳性对照（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｔｃｄＡ，ｔｃｄＢ，ｃｄｔＡａｎｄｃｄｔＢ）；６—９：ｔｃｄＡ、ｔｃｄＢ、ｃｄｔＡ、ｃｄｔＢ

阴性对照（ｎｅｇｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｔｃｄＡ，ｔｃｄＢ，ｃｄｔＡａｎｄｃｄｔＢ）；１０—１１：ｔｃｄＡ，ｔｃｄＢ阳性标本（ｓｐｅｃｉｍｅｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｔｃｄＡａｎｄｔｃｄＢ）；１２—１５：ｔｃｄＡ、ｔｃ

ｄＢ、ｃｄｔＡ、ｃｄｔＢ阴性标本（ｓｐｅｃｉｍｅｎｏｆｎｅｇａｔｉｖｅｔｃｄＡ，ｔｃｄＢ，ｃｄｔＡａｎｄｃｄｔＢ）

图２　Ａ、Ｂ毒素及二元毒素基因扩增结果

犉犻犵狌狉犲２　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｏｘｉｎｓＡ，Ｂａｎｄｂｉｎａｒｙｔｏｘｉｎ

３　讨论

近年来，艰难梭菌已成为医院感染最重要的病

原体之一。２０００年以来，加拿大、美国以及欧洲一

些国家已经多次出现艰难梭菌感染的暴发流行，研

究称这主要归因于一种流行株ＢＩ／ＮＡＰ１／０２７型高毒

力菌株的出现［２－３］；２００５年，在荷兰又发现了另一种
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表３　第１组和第２组标本艰难梭菌检测结果比较

犜犪犫犾犲３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ犆．犱犻犳犳犻犮犻犾犲ｉｎ

ｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

检测方法
阳性率（％）

第１组 第２组
χ
２ 犘

厌氧培养 ２２．８１（１３／５７） ６．１２（３／４９） ５．７３ ＜０．０５

毒素Ａ／Ｂ １７．５４（１０／５７） ６．１２（３／４９） ３．１８ ＞０．０５

高毒力菌株０７８核糖型
［４］。与其他核糖型相比，０２７

型和０７８型具有更强的致病性和更高的死亡率，因

此引起全球广泛关注。据报道［５－７］，住院患者艰难

梭菌感染率在英国为１５．００％，加拿大１７．００％，印

度１５．００％。而中国尚缺少大范围的流行病学资

料，仅在少数地区有过报道。华山医院［８］２００７年艰

难梭菌产毒株分离率为１０．４０％；中国疾病预防控

制中心［９］从１１２份腹泻标本中检测出８株产毒艰难

梭菌，分离率为７．１４％。

本研究中产毒艰难梭菌分离率为１５．０９％，同

国外报道基本一致，比国内其他地区高，说明我院艰

难梭菌感染情况严重。艰难梭菌阳性患者的临床资

料显示，患者平均年龄为５７岁，大部分住院期间使

用过头孢类、喹诺酮类或碳青霉烯类等抗菌药物，平

均累积使用抗菌药物时间为２０ｄ，而使用这几类药

物是诱发艰难梭菌相关性腹泻的重要因素之一，符

合国外的一些报道［３］。年龄偏大及头孢类、喹诺酮

类或碳青霉烯类等抗菌药物的使用是艰难梭菌感染

的高危因素。研究中我们还发现若将两个时间段的

标本对比分析，厌氧培养艰难梭菌阳性率有较大差

异（犘＜０．０５）。究其原因，可能是２０１１年卫生部对

抗菌药物滥用进行了专项整治，医院抗菌药物实行

临床应用分级管理制度，使得临床医生对应用抗菌

药物更加合理、规范的缘故；另外，我院２０１０年搬至

新医疗区，可能因为环境的改变，使得院内常年积存

的芽孢引发的感染状况得以改善，所以２０１１年４—

７月的标本艰难梭菌检出率低于２００９年２—１２月

的标本。以上提示，要减少院内艰难梭菌感染，限制

抗菌药物的不合理使用是关键措施。

目前，国外检测艰难梭菌的方法有厌氧培养、组

织细胞毒素检测、酶联免疫法、ＰＣＲ等。本研究选

用了厌氧培养后ＰＣＲ扩增、酶联荧光免疫法进行检

测，结果显示两种方法检出率基本一致。厌氧培养

花费时间较长，需要特殊的仪器设备，但当艰难梭菌

感染暴发流行时，对菌株进行基因分型以及检测药

物敏感性等仍需厌氧培养；在培养的基础上采用

ＰＣＲ法分别检测Ａ、Ｂ毒素，操作比较繁琐，所需时

间长，有人改进后采用多重ＰＣＲ一步即可检测３种

毒素［１０］，快速、特异；后来研究者又发展了一种更加

方便的方法，采用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ直接从粪便标本

中检测毒素基因［１１］，敏感、特异，但实验要求较高，

相信未来会有很大的应用前景；酶联荧光免疫法检

测毒素Ａ／Ｂ，操作简单，省时省力，许多实验室应用

这种方法，但有研究［１２］显示该方法假阴性率较高，

原因可能是粪便标本在检测前被不恰当处理或储存

的缘故。综合考虑，目前而言，酶联荧光免疫法更适

合于临床快速诊断，当然还要结合临床症状及其他

检查以防漏检。

在艰难梭菌感染率递增及高毒力菌株暴发流行

的形势下，我们必须做好感染的预防和控制工作，谨

慎使用抗菌药物，防止交叉感染；同时对病例进行积

极跟踪和监督，只有这样，医院内艰难梭菌感染才可

以被控制。
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次为金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌。凝固酶阴性葡

萄球菌为条件致病菌，其表面具有细胞黏质因子，不

但有抗吞噬作用，还有助于黏附定植，并能阻止抗菌

药物向细菌内渗透，故检出率高。由于新生儿败血

症患儿常有多种基础疾病，因此免疫力低下，容易发

生以表皮葡萄球菌为主的环境菌感染，其病原菌与

原发病灶感染菌种往往相同，所以在新生儿有局部

感染时要警惕败血症。本研究中 ＭＲＳＡ、ＭＲＣＮＳ

的耐药率普遍高于 ＭＳＳＡ和 ＭＳＣＮＳ，这可能与

ＭＲＳＡ、ＭＲＣＮＳ的多重耐药机制有关。利福平对

人体的肝脏有一定副作用，故新生儿不宜使用；万古

霉素为糖肽类抗菌药物，其纯度高，安全性好，已作

为临床治疗ＭＲＳＡ、ＭＲＣＮＳ引起的全身性感染的

首选药物。国外已有耐万古霉素金黄色葡萄球菌菌

株的临床报道，应引起临床医生的高度重视，合理使

用万古霉素，防止耐药菌株的产生。

本组病例检出的病原菌中，Ｇ－菌以大肠埃希菌

为主，占１２．０３％，其次是铜绿假单胞菌和肺炎克雷

伯菌。大肠埃希菌为条件致病菌，１９株中有５株

（２６．３２％）产ＥＳＢＬｓ，产ＥＳＢＬｓ菌株耐药性高于不

产ＥＳＢＬｓ的菌株。其耐药机制为：产ＥＳＢＬｓ株药

物诱导的靶位点基因突变、狇狀狉基因通过质粒介导

耐药［５］。对产ＥＳＢＬｓ菌株，可使用抗菌药物与酶抑

制剂的复方制剂，重症患儿可用亚胺培南或美罗培

南；由于喹诺酮类抗菌药物对幼年动物具有软骨损

伤作用，故即使体外药敏试验敏感，新生儿科也应慎

用。

综上所述，新生儿败血症抗感染治疗过程中，在

经验用药前应尽可能送血培养，获得药敏结果后，应

根据经验用药效果及药敏结果调整抗菌药物，同时

还应考虑药物对新生儿肝、肾的毒副作用，避免滥用

抗菌药物，减少耐药菌株的产生。
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