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　　摘　要：目的　检测肠道感染中致泻性大肠埃希菌（ＤＥＣ）的感染情况，了解本地区各种ＤＥＣ的流行病学特征。方法　对８３５

例腹泻患者粪标本中分离出的大肠埃希菌，用荧光ＰＣＲ法检测致病基因，鉴定ＤＥＣ。结果　共检测出１４８株ＤＥＣ菌株（阳性率

１７．７％），其中，肠聚集性大肠埃希菌（ＥＡＥＣ）１４株，肠致病性大肠埃希菌（ＥＰＥＣ）２２株，弥散聚集性大肠埃希菌（ＤＡＥＣ）２８株和

肠产毒性大肠埃希菌（ＥＴＥＣ）６５株，仅ｅａｓｔＡ阳性未能分组的１９株。６～１０月共检出ＤＥＣ９０株。０～１３岁患者检出ＤＥＣ菌株

１１株，阳性率１０．８％（１１／１０２）；＞１３～６０岁患者检出ＤＥＣ菌株１０８株，阳性率２０．３％（１０８／５３２）；＞６０岁患者检出ＤＥＣ菌株２９

株，阳性率１４．４％（２９／２０１）。结论　ＤＥＣ是引起肠道腹泻的主要致病菌之一，ＤＥＣ的检出与季节和年龄有关。分子生物学的检

测方法更灵敏，临床实验室应选择更加灵敏的方法，加强对致泻性大肠埃希菌的检测。
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　　大肠埃希菌（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻，犈．犮狅犾犻）是人肠道中的正常

菌群，其中有些菌株携带致病基因，能引起腹泻，称为致泻性大

肠埃希菌（ＤＥＣ）。根据ＤＥＣ的致病特点和携带的致病基因大

致分为：肠致病性大肠埃希菌（ＥＰＥＣ）、肠出血性大肠埃希菌

（ＥＨＥＣ）、肠产毒性大肠埃希菌（ＥＴＥＣ）、肠聚集性大肠埃希菌

（ＥＡＥＣ）和弥散聚集性大肠埃希菌（ＤＡＥＣ）等
［１］。ＤＥＣ是引

起腹泻的常见致病菌，其致病机制与致病基因或获得性毒力质

粒有关，常规的细菌培养与鉴定方法不能鉴别各种致病性大肠

埃希菌，检出率较低［２］。本研究用分子生物学方法检测大肠埃

希菌的１０种致病基因，以了解本地区肠道感染中ＤＥＣ的感染

及流行情况。其中，ｅａｅ、ｂｆｐａ为ＥＰＥＣ的致病基因，ＬＴ、ＳＴ为

ＥＴＥＣ的致病基因，ｉａｌ为ＥＨＥＣ的致病基因，Ａｇｇｒ为ＥＡＥＣ

的致病基因，ｄｒａａｃ为ＤＡＥＣ的致病基因，ｅａｓｔＡ为ＥＡＥＣ的耐

热肠毒素致病基因，ＶＴ１、ＶＴ２为两种不同的ＶＥＲＯ毒素基因

片段。

１　材料与方法

１．１　标本来源　２０１２年１月至２０１２年１２月收集本院急诊及

肠道门诊腹泻患者粪便标本８３５例。

１．２　试剂与仪器　ＨＥ平板和营养琼脂等培养基由上海伊华

公司提供，ＰＣＲ引物、探针及Ｔａｑ酶和ｄＮＴＰ等试剂均由上海

赛百盛生物技术有限公司合成与提供，荧光定量ＰＣＲ仪为

ＢｉｏＲａｄＩＱ５。大肠埃希菌 ＥＴＥＣ诊断血清为丹麦哥本哈根

产品。

１．３　细菌培养鉴定　标本接种于 ＨＥ平板，３５℃培养１８～２０

ｈ，挑取单个发酵乳糖菌落转种营养琼脂，按照《全国临床检验

操作规程》要求鉴定大肠埃希菌，对部分不典型菌株用

ＡＰＩ２０Ｅ确认。

１．４　细菌核酸制备　挑取数个分纯的菌落，放入含有０．１％

ｔｒｉｔｏｎＸ１００及０．５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ 配制溶液１００μＬ悬浮，

１００℃金属浴５ｍｉｎ，１２０００×ｇ离心５ｍｉｎ，取上清用于ＰＣＲ

检测。

１．５　ＰＣＲ反应　用Ｐｒｅｍｉｅｒ公司Ｂｅａｃｏｎｄｅｓｉｇｎｅｒ７．９软件获

取基因编号序列，用软件选取致泻性大肠埃希菌各致病基因上

下游引物和探针。ＰＣＲ反应体系：Ｍｇ
２＋浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ，上
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导，发现在氨苄西林诱导作用下，大肠埃希菌的菌落变成颗粒

型，而菌体形态则由最初的革兰阴性小杆菌逐渐变成长杆菌、

圆球体、丝状菌、巨形体，当菌液浓时成为丝状，可形成网状，类

似于真菌菌丝，与正常菌体有明显区别。

在本研究中，大肠埃希菌Ｌ型在ＳｙｓｍｅｘＵＦ５００ｉ全自动

尿沉渣分析仪中的细菌计数，理论浓度与仪器细菌计数之间有

较大的差导，并且尿沉渣细菌计数明显低于理论浓度，说明尿

沉渣分析仪的细菌计数并不能准确反映Ｌ型细菌实际浓度，

这一计数特点与细菌型相同，原因还可能是与细菌的聚集性相

关［７］。但是，细菌型在同一尿沉渣分析仪细菌计数较细菌Ｌ

型高出近一倍，此差异是否能说明同一细菌的细菌型在尿沉渣

分析仪的计数一定就大于Ｌ型？作者认为是否定的，理由有３

点：（１）由Ｌ型菌生长特性决定，其液体培养基内都表现为沉

淀生长，混悬在生理盐水或蒸馏水内也可迅速沉积，可导致吸

样不均匀；（２）检测结果重复性不佳，由于细菌的聚集程度、振

摇程度不同，导致结果有较大的差异；（３）细菌Ｌ型分为稳定Ｌ

型、相对稳定Ｌ型与不稳定Ｌ型，稳定Ｌ型不论是在不含诱导

剂的培养基中多次传代培养或是在动物体内，都能够保持相对

稳定的性质或不能自发返祖［１０］。而本次研究仅诱导出相对稳

定Ｌ型与不稳定Ｌ型，尚不能预知稳定Ｌ型在尿沉渣分析仪

中的特点。但是根据稳定Ｌ型无法自发返祖导致了培养困难

的特点，推测此型菌用ＳｙｓｍｅｘＵＦ５００ｉ全自动尿沉渣分析仪

计数可能会出现尿沉渣分析仪细菌计数阳性但培养阴性的结

果。因此，对泌尿系统感染的诊断除了缩短检验时间，改进检

测方法的特异性与敏感性外，在临床用药前进行尿液标本的送

检，避免Ｌ型细菌的形式，也是快速准确诊断与治疗的关键。
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下游引物浓度为０．２５μｍｏｌ／Ｌ，探针浓度为０．１５μｍｏｌ／Ｌ，

ｄＮＴＰｓ各０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ酶为２ＩＵ，模板为３μＬ，用ｄＨ２Ｏ

补足总体积为３０μＬ。ＰＣＲ反应条件：３７℃２ｍｉｎ，９４℃３

ｍｉｎ，１循环；９４ ℃ １０ｓ，６０ ℃ ４０ｓ，４０循环；６０ ℃测定荧

光值。

２　结　　果

２．１　ＤＥＣ检测结果　８３５例腹泻患者粪便标本，经培养共检

测出ＤＥＣ１４８株，阳性率为１７．７％（１４８／８３５）。其中，ＥＡＥＣ

（Ａｇｇｒ阳性）１４株，ＥＰＥＣ［ｅａｅ阳性和（或）ｂｆｐａ阳性］２２株，

ＤＡＥＣ（ｄｒａａｃ阳性）２８株和ＥＴＥＣ［ＳＴ阳性和（或）ＬＴ阳性］

６５株，仅出现ｅａｓｔＡ阳性不能分类１９株，未检出ＥＨＥＣ。

２．２　不同季节阳性菌株种类分布　６～１０月ＤＥＣ菌株最多，

为９０株，与此段时间腹泻高发相关，见图１。不同阳性菌株的

检出情况也呈现季节性，ＥＡＥＣ在１～３月未检出，其余时间呈

现散发分布；ＤＡＥＣ在１～３月和１０～１２月检出较多，５～９月

未检出；ＥＰＥＣ和ＥＴＥＣ在７～９月检出最多。见表１。

图１　　阳性菌株与季节的关系

表１　　２０１２年１～１２月各种阳性菌株分布情况（狀）

月份
各种菌型的菌株数

ＥＡＥＣ ＤＡＥＣ ＥＰＥＣ ＥＴＥＣ 仅ｅａｓｔＡ阳性

１月 － ４ － － ３

２月 － ６ １ － １

３月 － １ － １ １

４月 ２ ２ １ － ３

５月 － － １ ４ １

６月 ３ － １ ２ １

７月 ３ － １０ １０ －

８月 ３ － ４ ２５ －

９月 １ － － １７ －

１０月 １ ２ － ６ １

１１月 １ ５ ４ － ２

１２月 － ８ － － ６

　　－：未检出。

２．３　阳性菌株分离患者年龄分布　０～１３岁患者检出ＤＥＣ

菌株１１株（ＥＡＥＣ２株、ＤＡＥＣ４株、ＥＰＥＣ３株、ＥＴＥＣ１株和

仅ｅａｓｔＡ阳性１株），阳性率１０．８％（１１／１０２）；＞１３～６０岁患

者检出ＤＥＣ菌株１０８株（ＥＡＥＣ９株、ＤＡＥＣ２１株、ＥＰＥＣ１６

株、ＥＴＥＣ４９株和仅ｅａｓｔＡ阳性１３株），阳性率２０．３％（１０８／

５３２）；＞６０岁患者检出ＤＥＣ菌株２９株（ＥＡＥＣ３株、ＤＡＥＣ３

株、ＥＰＥＣ３株、ＥＴＥＣ１５株和仅ｅａｓｔＡ 阳性５株），阳性率

１４．４％（２９／２０１）。

２．４　方法学验证结果　分别用阳性对照菌株和阴性对照菌株

进行试验，阳性菌株均能得到设计预期的特异性扩增曲线，阴

性对照菌株均没有得到特异性扩增曲线。

３　讨　　论

ＤＥＣ是引起腹泻的常见病原菌之一，由于形态与普通大

肠埃希菌相似，传统的培养和血清凝集法检测阳性率偏低，且

同一血清型下因携带不同的致病基因又可分为不同的致病类

型，给临床诊断带来了困难［３４］。近年，国内外已有学者依据不

同菌株致病基因差异用分子生物学的方法来进行鉴定［６１０］，分

子生物学可检测致病基因，更能反映菌株的致病情况，并且，灵

敏度也高于血清学检测，因此分子生物学的方法可能会成为鉴

定致ＤＥＣ的常规方法。

作者参考国外学者的分子生物学方法，通过设计各致病基

因的ＰＣＲ引物进行目的基因特异性扩增，共检出带有致病基

因的ＤＥＣ１４８株（阳性率１７．７％），其中，ＥＡＥＣ（Ａｇｇｒ阳性）

１４株，ＥＰＥＣ［ｅａｅ阳性和（或）ｂｆｐａ阳性］２２株，ＤＡＥＣ（ｄｒａａｃ阳

性）２８株和ＥＴＥＣ［ＳＴ阳性和（或）ＬＴ阳性］６５株，仅出现ｅａｓ

ｔＡ阳性不能分类１９株，未检出ＥＨＥＣ。

本研究发现，ＤＥＣ菌株检出率与季节有关，６～１０月ＤＥＣ

菌株最多（９０株），与此段时间腹泻高发相关。不同阳性菌株

的检出情况也呈现季节性变化，ＥＡＥＣ在１～３月未检出，其余

时间呈现散发分布；ＤＡＥＣ在１～３月和１０～１２月检出较多，

５～９月未检出；ＥＰＥＣ和ＥＴＥＣ在７～９月检出最多。

本研究发现，ＤＥＣ菌株检出率与与年龄也有一定相关性，

０～１３岁患者检出ＤＥＣ菌株１１株（ＥＡＥＣ２株、ＤＡＥＣ４株、

ＥＰＥＣ３株、ＥＴＥＣ１株和仅ｅａｓｔＡ阳性１株），阳性率１０．８％

（１１／１０２）；＞１３～６０岁患者检出 ＤＥＣ菌株１０８株（ＥＡＥＣ９

株、ＤＡＥＣ２１株、ＥＰＥＣ１６株、ＥＴＥＣ４９株和仅ｅａｓｔＡ阳性１３

株），阳性率２０．３％（１０８／５３２）；＞６０岁患者检出ＤＥＣ菌株２９

株（ＥＡＥＣ３株、ＤＡＥＣ３株、ＥＰＥＣ３株、ＥＴＥＣ１５株和仅ｅａｓ

ｔＡ阳性５株），阳性率１４．４％（２９／２０１）。有研究发现ＤＥＣ菌

株的检出情况各个地区也有不同［１１１２］。分析本地区ＤＥＣ菌株

季节性特点和与年龄的相关性，为本地区以后的预防控制和针

对性的治疗提供了可靠的依据。

本研究中除了检测常用的致病基因片段，增加ｄｒａａｃ和

ｅａｓｔＡ两个致病基因，ｅａｓｔＡ为ＥＡＥＣ的耐热肠毒素基因，不仅

在ＥＡＥＣ中检出，在ＥＰＥＣ、ＥＴＥＣ和ＤＡＥＣ中也有检出，还有

１９株只检出ｅａｓｔＡ基因，这是因为携带致病基因的质粒可在

不同菌株之间进行传递，形成新的基因组合，只带有ｅａｓｔＡ基

因的菌株，可能毒力较弱，或为易感菌株，易接受质粒传递的致

病基因形成感染菌株，这需要对这些菌株进一步研究。

总之，ＤＥＣ作为引起肠道感染的主要病原菌，现有的检测

方法已不能满足临床的需要，相关部门应加强协作，使用准确、

可靠的方法检测病原菌，为疾病的流行、控制、预防和治疗提供

帮助。
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