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　　艰难梭菌（犆犾狅狊狋狉犻犱犻狌犿犱犻犳犳犻犮犻犾犲，ＣＤ）是一种

专性厌氧的革兰阳性芽孢杆菌，１９３５年首次在新生

儿肠道正常菌群中被分离出来。１９７８年起人们发

现该细菌是引起抗生素相关性腹泻、医院性腹泻及

假膜性肠炎的主要病原体。有资料显示，２５％～

３０％的抗生素相关性腹泻以及９０％以上的假膜性

肠炎均是由 ＣＤ 引起的，美国由艰难梭菌感染

（犆犾狅狊狋狉犻犱犻狌犿犱犻犳犳犻犮犻犾犲ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＣＤＩ）所致的病死

率可达７．１％
［１］。但是，不是所有的ＣＤ均会产生典

型的临床症状，ＣＤ致病主要是因为产生Ａ、Ｂ两种

毒素。有研究认为，毒素Ｂ对于ＣＤＩ感染的发生、

发展至关重要［２］。因此，对于ＣＤＩ的诊断应当基于

毒素的检测，而不仅仅是细菌的鉴定。

对产毒素ＣＤ的快速检测是采取及时的感染控

制措施和适当治疗的关键。２０１０年美国卫生保健

流行病学会（ＳｏｃｉｅｔｙｆｏｒＨｅａｌｔｈｃａｒｅＥｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ

ｏｆＡｍｅｒｉｃａ，ＳＨＥＡ）和美国感染病学会（Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ

ＤｉｓｅａｓｅｓＳｏｃｉｅｔｙｏｆＡｍｅｒｉｃａ，ＩＤＳＡ）发表了对于

ＣＤＩ患者的管理指南
［３］，该指南对诊断方法进行了

说明，认为只应对腹泻患者的粪便样本进行检测，对

无症状患者不应进行ＣＤ相关的实验室检查与治

疗。其推荐的实验室诊断方法包括产毒素的ＣＤ培

养、毒素Ａ／Ｂ酶免疫分析法、细胞培养毒素中和试

验、两步法及核酸扩增法等，其中核酸扩增法具有广

阔的应用前景。实验室检查是艰难梭菌相关性腹泻

诊断、治疗及预防控制过程中的重要依据。最常用

的酶免疫分析法简单、快速但缺乏灵敏性，而更敏感

的毒素中和实验及产毒素ＣＤ培养费时费力无法满

足临床要求。近年来，分子生物学方法的快速发展，

以Ｘｐｅｒｔ犆．犱犻犳犳犻犮犻犾犲、ｉｌｌｕｍｉｇｅｎｅ犆．犇犻犳犳犻犮犻犾犲、ＢＤ

ＭＡＸＣ．犱犻犳犳等为代表的ＣＤ诊断新方法缩短了检

测周期，且灵敏度非常高，为ＣＤＩ的诊治提供了新

的手段，具有广阔的应用前景。为更好地了解ＣＤ

感染实验室诊断，现就ＣＤ的检测方法做一综述。

１　细胞培养毒素中和试验（ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉ

ｔｙｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＣＣＮＡ）

一直以来，ＣＣＮＡ被认为是ＣＤＩ实验室诊断的

金标准，原理为直接检测由毒素所致单层培养细胞

的变性、坏死、凋亡等细胞病变效应。由于其操作复

杂，主观性强，对实验环境及条件要求苛刻，难以标

准化，且比较昂贵，故难以在临床上推广使用。且近

年来随着产毒素ＣＤ培养及分子生物学方法的发

展，其作为“金标准”的地位受到了挑战。研究［４５］表

明，与核酸扩增法和产毒素的ＣＤ培养相比，ＣＣＮＡ

的灵敏度较低，普遍低于９０％。

２　产毒素的ＣＤ培养（ｔｏｘｉｇｅｎｉｃｃｕｌｔｕｒｅ，ＴＣ）

近年来，随着ＣＤＩ发病率的不断增高，高致病

性的新菌株型别的产生迫使实验室再次关注发展细
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菌培养，以寻求新的检测方法。传统的ＣＤ培养是

将粪便标本直接接种于环丝氨酸头孢西丁果糖琼脂

（ｃｙｃｌｏｓｅｒｉｎｅｃｅｆｏｘｉｔｉｎｆｒｕｃｔｏｓｅａｇａｒ，ＣＣＦＡ）
［６］培养

基上厌氧培养４８ｈ。后来在此基础上做了许多改

进，包括加入马血、牛磺胆酸盐和溶解酵素等以促进

孢子的萌发，提高灵敏度。另外，在培养之前将粪便

用乙醇冲击或加热处理，杀灭其他细菌，有利于孢子

富集。和直接接种相比，肉汤富集培养可提高敏感

度约２０％
［７］。

另外，显色培养基也被用于ＣＤ的培养及鉴定。

ＢｉｏＭéｒｉｅｕｘ先后开发了ＩＤＣｄ培养基，ＣＬＯ培养基

和ｃｈｒｏｍＩＤ犆．犱犻犳犳犻犾犲（ＣＤＩＦ）培养基
［８］。Ｅｃｋｅｒｔ

等［９］比较了ＣＣＦＡ４８ｈ、ＣＬＯ４８ｈ、ＣＤＩＦ２４ｈ与４８

ｈ４种培养基的性能，以４种培养基混合培养作为

金标准，得出其灵敏度分别为７０．４％、８５．２％、７４．

１％和８７％。而Ｃａｒｓｏｎ等
［８］从培养时间，是否进行

乙醇冲击前处理等方面进一步比较了 ＣＣＦＡ 与

ＣＤＩＦ培养基的性能，发现对谷氨酸脱氢酶阳性的

粪便样本在ＣＤＩＦ上直接培养和经乙醇冲击前处理

后培养的灵敏度和复苏率一致，而在ＣＣＦＡ上经乙

醇冲击前处理后培养比直接培养灵敏度和复苏率高

１０％。在ＣＤＩＦ上培养２４ｈ与４８ｈ的结果比较，

ＣＣＦＡ与ＣＤＩＦ上均培养４８ｈ后的结果比较，差异

均存在统计学意义，由此进一步说明了ＣＤＩＦ用于

ＣＤ培养、鉴定和核糖体分型方面的优势。

由于只有产毒素的ＣＤ才具有致病性，因此，对

于培养阳性并鉴定为ＣＤ的菌落还需进行毒素检

测。产毒素的ＣＤ培养操作繁琐且耗时较长，但其

优点为灵敏度高、可获得菌株，分离菌可进一步用于

基因分型，获知细菌传播机制，是流行病学研究的基

础。目前，一般作为金标准用于新检测方法的评估、

临床耐药监测以及评估新的治疗方法，偶尔也可用

于患者的管理。

３　酶免疫分析法（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ

ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测毒素

目前，国内大部分实验室均采用ＥＬＩＳＡ法检测

ＣＤ毒素Ａ和Ｂ，该方法耗时短，成本低，特异性高，

但因其敏感性较低而逐渐被认为是次选方法。

Ｐｌａｎｃｈｅ等
［１０］对英国临床实验室常用的６种ＥＬＩＳＡ

试剂盒性能评价的文章进行系统综述，最终发现各

种试剂盒的诊断性能指标间存在差异，认为可能与

各方法选择的ｃｕｔｏｆｆ值不同有关。按照文章中作

者提出的将灵敏度９０％和假阳性率低于３％作为可

接受的标准，６种检测试剂盒均不能满足该标准，由

此作者得出结论，ＥＬＩＳＡ 检测毒素不能单独作为

ＣＤＩ的常规实验室诊断方法。

Ｅａｓｔｗｏｏｄ等
［１１］采用６种 ＥＬＩＳＡ 检测６００例

腹泻患者的粪便样本，并进行３种横向分析，以产毒

素的ＣＤ培养作为金标准，得出灵敏度在６０％～

８１％之间，特异度在９１％～９９．４％之间。同样无一

种方法的结果满足 Ｐｌａｎｃｈｅ等
［１０］提出的标准，另

外，文章也提到不一致的检测结果不能通过重复试

验纠正，由此提出，若需要重复实验，建议选择另外

一种检测方法。其他研究［１２］同样提出了重复检测

的限制性。

４　 谷 氨 酸 脱 氢 酶 （ｇｌｕｔａｍａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，

ＧＤＨ）

ＧＤＨ为ＣＤ表面大量表达的抗原性酶蛋白，产

生数量高于毒素且具有较强稳定性，可作为粪便中

ＣＤ存在的标志物。检测ＧＤＨ 抗原具有非常高的

敏感性和阴性预测值，早期研究［１３］报道，该方法的

灵敏度高于９０％，阴性预测值可达９９％，可作为

ＧＤＨ检测的首选筛查方法。然而，最近研究
［１４］发

现，对于非流行性ＢＩ／ＮＡＰ１／０２７菌株，ＧＤＨ 的检

测灵敏度可能仅６９％左右。另外，由于产毒和非产

毒ＣＤ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，故不能单独作为快速诊断

ＣＤ的首选方法，而通常将其作为两步法或三步法

的初筛实验应用于临床。

Ｔｈｅ犆．犇犻犳犳 ＱＵＩＫ Ｃｈｅｋ Ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ａｓｓａｙ

（ＴｅｃｈＬａｂ，Ｂｌａｃｋｓｂｕｒｇ，ＶＡ，ＵＳＡ）
［１５］将 ＧＤＨ 抗

原检测和毒素Ａ＆Ｂ检测结合起来，能够在３０ｍｉｎ

左右获得结果。Ｋｉｍ等
［１６］评价该方法，阴性预测值

达９８．５％，ＧＤＨ检测部分的灵敏度是９１％，而毒素

检测部分的灵敏度较低（６１％～７８％）。因此，实验

室可能需要另一种更敏感的方法检测ＧＤＨ阳性而

毒素阴性的情况，分子生物学无疑是最好的选择。

５　核酸扩增法（ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｅｓｔ，

ＮＡＡＴ）

ＣＤ毒素Ａ和毒素Ｂ分别由狋犮犱Ａ和狋犮犱Ｂ基

因编码，而其表达被认为是由狋犮犱Ｃ基因下调或缺

陷引起的。基因检测可预测产毒性ＣＤ的存在，及
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其产毒能力的强弱。目前，聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）方法主要应用于实时荧光定量

ＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ和环介导等温扩增技术（ｌｏｏｐｍｅｄｉａ

ｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）等检测粪便标

本中的产毒素 ＣＤ，上述方法的敏感性高，特异性

强，更方便、快速，但价格昂贵，并且由于其敏感性

高，一些无症状携带者在检测中也可能为阳性。

Ｄｅｓｈｐａｎｄｅ等
［１７］对１９９５—２０１０年发表的以ＣＣＮＡ

或ＴＣ为金标准评价实时ＰＣＲ检测性能的文章（其

中１９篇符合标准）进行ｍｅｔａ分析。ＰＣＲ的合并灵

敏度为９０％，特异度为９６％。诊断方法的准确度与

ＣＤ的流行率有关，在 ＣＤ 流行率分别为＜１０％，

１０％～２０％和＞２０％时，阳性预测值和阴性预测值

分别为７１％、７９％，９３％、９９％，９８％、９６％，因此，可

认为实时ＰＣＲ对于ＣＤＩ的诊断具有较高的灵敏度

和特异度。

截至目前，美国食品药品监督管理局（Ｆｏｏｄａｎｄ

ＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）批准了９种ＣＤ分子检

测平台［１８］，包括ＢＤＧｅｎｅＯｈｍ、ＢＤ Ｍａｘ、ＰｒｏＤｅｓｓｅ

ＰｒｏＧａｓｔｒｏＣｄＡｓｓａｙ、ＣｅｐｈｅｉｄＧｅｎｅＸｐｅｒｔ犆．犱犻犳

犳犻犮犻犾犲Ａｓｓａｙ、ＭｅｒｉｄｉａｎＩｌｌｕｍｉｇｅｎｅ、ＦｏｃｕｓＴｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｉｅｓ Ｓｉｍｐｌｅｘａ、Ｇｒｅａｔ Ｂａｓｉｎ Ｐｏｒｔｒａｉｔ Ａｎａｌｙｚｅｒ、

ＱｕｉｄｅｌＡｍｐｌｉＶｕｅ犆．犱犻犳犳犻犮犻犾犲Ａｓｓａｙ、Ｎａｎｏｓｐｈｅｒｅ

Ｖｅｒｉｇｅｎｅ，其中 ＭｅｒｉｄｉａｎＩｌｌｕｍｉｇｅｎｅ和ＱｕｉｄｅｌＡｍｐｌｉ

Ｖｕｅ犆．犱犻犳犳犻犮犻犾犲Ａｓｓａｙ检测的是毒素Ａ基因，其他

均检测的是毒素Ｂ基因。另外，ＦＤＡ批准的上述检

测平台中仅ＭｅｒｉｄｉａｎＩｌｌｕｍｉｇｅｎｅ采用的是环介导等温

扩增技术。各检测方法的性能比较见表１。

表１　ＦＤＡ批准的９种ＮＡＡＴｓ检测试剂盒的性能比较
［１８］

方法 检测基因 基因检测技术
样本

处理方式

检测周期

（ｍｉｎ）

灵敏度

（％）

特异度

（％）

ＢＤＧｅｎｅＯｈｍ 狋犮犱Ｂ 定量ＰＣＲ 手工 ７５～９０ ８２．１～１００ ９０．６～９９．２

ＢＤＭａｘ 狋犮犱Ｂ 定量ＰＣＲ 自动 １２０ ９９．７ ９９．７

ＰｒｏＤｅｓｓｅＰｒｏＧａｓｔｒｏＣｄＡｓｓａｙ 狋犮犱Ｂ 定量ＰＣＲ 自动 １８０ ７７．３～１００ ９３．４～９９．２

ＣｅｐｈｅｉｄＧｅｎｅＸｐｅｒｔ犆．犱犻犳犳犻犮犻犾犲Ａｓｓａｙ 狋犮犱Ｂ，０２７ 多重定量ＰＣＲ 自动 ２９～４５ ９４．４～１００ ９３．０～９９．２

ＭｅｒｉｄｉａｎＩｌｌｕｍｉｇｅｎｅ 狋犮犱Ａ 环介导等温扩增技术 手工 ７０ ８６．７～９８．１ ９８～１００

ＦｏｃｕｓＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓＳｉｍｐｌｅｘａ 狋犮犱Ｂ 定量ＰＣＲ／双荧光探针引物 手工 ６０ ９０．１ ９３．０

ＧｒｅａｔＢａｓｉｎＰｏｒｔｒａｉｔＡｎａｌｙｚｅｒ 狋犮犱Ｂ 解旋扩增技术；基因芯片检测 手工 ７０ ７９．６～９０．１ ９３．０～９５．８

ＱｕｉｄｅｌＡｍｐｌｉＶｕｅ犆．犱犻犳犳犻犮犻犾犲Ａｓｓａｙ 狋犮犱Ａ 解旋扩增技术；采用手提暗盒获得可见结果 手工 ８０ ９３．６ ９４．１

ＮａｎｏｓｐｈｅｒｅＶｅｒｉｇｅｎｅ 狋犮犱Ｂ，０２７ ＰＣＲ结合胶体金探针富集和银信号扩增 自动 １５０ ９８．７ ８７．６

　　ＢＤＧｅｎｅＯｈｍＴＭＣ．犱犻犳犳是第一个被ＦＤＡ批

准的分子检测方法，是一个基于实时ＰＣＲ检测ＣＤ

毒素Ｂ基因的平台。该方法采用专用珠子溶菌手

工提取ＤＮＡ后，在ＣｅｐｈｅｉｄＳｍａｒｔＣｙｃｌｅｒ上进行扩

增，其检测结果约在２ｈ后给出
［１９］。根据参比方法

的不同其灵敏度为８４％～９６％，特异度为９４％～

９９％。

ＣｅｐｈｅｉｄＧｅｎｅＸｐｅｒｔ犆．犱犻犳犳犻犮犻犾犲Ａｓｓａｙ需要

在其专门的仪器ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ中完成检测，该诊断方

法采用全自动实时荧光定量ＰＣＲ原理，将样品处

理、核酸扩增、目标序列的实时检测整合于一体，能

在５０ｍｉｎ内检测患者粪便中ＣＤ产生的毒素Ｂ，甚

至二元毒素，提供流行病学信息，有助于患者的早期

治疗及感染预防控制。Ｂａｂａｂｙ等
［２０］对一所肿瘤医

院的５６０份粪便标本进行检测，将该方法与两步法

（用酶免疫法检测ＧＤＨ作为初筛，阳性标本再用毒

素中和试验进一步证实）进行比较，该研究分两个阶

段，第一阶段仅对 ＧＤＨ 阳性标本同时用 Ｘｐｅｒｔ

ＰＣＲ和ＣＣＮＡ实验进行检测，结果不一致者再行粪

便培养和细胞毒性检测进一步验证，结果 ＧＤＨ

ＸｐｅｒｔＰＣＲ和ＧＤＨＣＣＮＡ的一致率为７２％，其敏

感度和特异度分别为１００％和９７％，５７％和９７％。

第二阶段则分别用 ＸｐｅｒｔＰＣＲ和 ＧＤＨＣＣＮＡ检

测，一致率为９５％。另外，对其中４５份ＸｐｅｒｔＰＣＲ

检测阳性的标本进行基因分型，并与ＰＣＲ核糖体分

型、基因测序进行比较，一致性可达９０％以上。由

此可见，ＸｐｅｒｔＰＣＲ检测ＣＤＩ具有较高的敏感度和

特异度，加之其基因分型能力，检测快速、方便，极大

地满足了临床需求。

Ｖｉａｌａ等
［２１］评价３种检测粪便中ＣＤ毒素基因

的分子诊断试剂盒性能，以ＴＣ作为金标准，检测当

地一所医院的８９份粪便标本，最终得出，ＢＤＧｅ

ｎｅＯｈｍ犆．犱犻犳犳、Ｘｐｅｒｔ犆．犇犻犳犳犻犮犻犾犲和ｉｌｌｕｍｉｇｅｎｅ

犆．犱犻犳犳３种方法的灵敏度分别为９５．５％、９７．８％

和８６．７％，特异度分别为９７．９％、９７．９％和１００％，

准确度分别为９６．８％、９７．９％和９３．６％。Ｘｐｅｒｔ犆．
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犇犻犳犳犻犮犻犾犲和ｉｌｌｕｍｉｇｅｎｅ犆．犇犻犳犳犻犮犻犾犲仅需１ｈ便可

完成检测，而ＢＤＧｅｎｅＯｈｍ犆．犱犻犳犳需花费２～３ｈ，

综合来看，Ｘｐｅｒｔ犆．犱犻犳犳性能更佳，应用于临床优

势更明显。

２０１２年 Ｌｅ等
［２２］提出一种新的全自动实时

ＰＣＲ检测 ＣＤ 毒素 Ｂ基因的方法—ＢＤ ＭＡＸ犆．

犱犻犳犳 （Ｂｅｃｔｏｎ，Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，ＦｒａｎｋｌｉｎＬａｋｅｓ，ＮＪ）。

它与Ｘｐｅｒｔ犆．犱犻犳犳犻犮犻犾犲操作基本相同，取约１０μＬ

粪便至ＢＤ ＭＡＸ样品缓冲管中，震荡混匀后放入

ＢＤＭＡＸ仪器中，ＤＮＡ提取（５０～９０ｍｉｎ，取决于

样本 中 可 提 取 ＤＮＡ 的 量）和 实 时 ＰＣＲ 过 程

（３０ｍｉｎ）均通过仪器自动完成。Ｌｅ等
［２２］检测３６０

例腹泻患者的粪便样本，以ＴＣ为金标准，得出ＢＤ

ＭＡＸＣ．ｄｉｆｆ的灵敏度和特异度分别为９７．７３％、

９９．６８％。以 ＴＣ为金标准，比较 ＣｅｐｈｅｉｄＧｅｎｅＸ

ｐｅｒｔ、ＢＤＭＡＸ２种全自动ＣＤ分子诊断方法
［２３］，其

灵敏度和特异度比较，差异无统计学意义。两者具

有全封闭系统、全自动操作、污染可能性小、人为错

误少、结果精确度高、检测时间短等优点，因此，均可

作为全自动快速分子诊断方法应用于 ＣＤＩ诊断。

但Ｘｐｅｒｔ犆．犱犻犳犳一次性可同时检测的样本量取决

于ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ仪器的大小规格，与 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ相

比，ＢＤＭＡＸ仪器最大的优势在于在相同的ＰＣＲ

平台上，可同时进行２４个样本的检测
［２３］。

上述几种ＮＡＡＴｓ检测方法虽然基本原理、操

作过程及花费时间等有所区别，但检测的灵敏度和

特异度均非常高，且差异无统计学意义，但目前尚无

文献对新的检测方法做系统综述。值得肯定的是，

分子生物学方法与产毒素ＣＤ培养的结果一致性

高，且优于ＣＣＮＡ，ＥＬＩＳＡ和两步法。但需要指出

的是，该种方法检测ＣＤ毒素基因，对无症状携带者

ＣＤＩ的诊断可能会存在问题。文献
［２４］报道，分子生

物学方法的使用可能会使ＣＤＩ的发病率增高５０％

以上，此外，上述几种ＦＤＡ批准的分子检测方法可

能对实验室的设备条件及工作人员有较高的专业要

求。尽管如此，该方法仍是目前实验室应用最广泛

的方法。

综上所述，产毒素ＣＤ培养作为ＣＤＩ诊断的金

标准，其在流行病学调查、耐药监测及方法评估等方

面的作用是无法替代的，但因该方法自身的局限性

尚不能很好的满足临床需要。基于ＧＤＨ检测的两

步法或三步法优于ＥＬＩＳＡ检测毒素，可应用于临

床。而分子生物学方法无疑是当前较好的ＣＤＩ检

测方法，可与 ＧＤＨ 检测联用也可单独用于ＣＤ毒

素的检测，但其检测性能及成本效益还需进一步研

究。因此，在现有ＣＤ诊断方法尚存缺陷的今天，各

种方法取长补短，互相补充，可以为ＣＤ相关性腹泻

的诊治提供有力依据。
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（上接第８８页）

文献［２］报道，被乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）、丙型肝炎病

毒（ＨＣＶ）污染锐器损伤后相应病原体感染率分别

为６％～３０％、０．４％～６％。本院检验人员锐器伤

漏报率达６８．０６％，不及刘晓容等
［３］报道的８９．５５％

漏报率，但远超过国家卫生部门规定的２０％。

针对检验人员职业暴露率发生较高的现状，从

２０１１年起本院采取了一系列干预措施。首先，检验

科与感染管理科协作，对检验人员职业暴露与防护

问题进行多次专场讲座，提高了工作人员对职业暴

露的防护意识和技能；其次，检验科针对采血室、免

疫室的锐器伤高发问题，严格规范各项操作流程。

职业暴露发生率由２０１１年的５３．６６％下降至２０１４

年的２０．９０％。美国疾病控制与预防中心的评定表

明，６２％～８８％的锐器伤可以通过规范各项操作，降

低诊疗操作风险来预防［４５］。

总之，检验人员由于职业的特殊性，长期暴露在

高风险的工作环境中，所以，应时刻保持防护意识，

不断提高防护技能，纠正工作中不良习惯，维护医疗

环境安全，最大限度控制实验室感染。
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