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"摘要#

!

目的
!

探讨大理地区志贺菌的血清型分布以及多重
Q%4

技术在志贺菌检测中的应用$方法
!

用常

规分离培养&生化鉴定和血清学分型法对腹泻患者粪标本进行检测%分离到的标本再用多重
Q%4

法对志贺菌的毒

力基因
;'(<6

&

;'(<T

&

/3+

和
/

E

3!

进行扩增检测$结果
!

通过常规培养和生化反应鉴定%得到
*,

株志贺菌$血清学

鉴定显示福氏志贺菌
')

株%宋内志贺菌
+0

株%鲍氏志贺菌
+

株$通过多重
Q%4

扩增后
*,

株志贺菌均在
'+.>

P

!

/

E

3!

#处出现了条带%检出率为
)((S

%其余在
)':>

P

!

;'(<T

#&

.(;>

P

!

;'(<6

#处以及
.+(>

P

!

/3+

#处均出现了至少一

个条带%与常规鉴定法的符合率达
)((S

$

0

份直接用阳性粪便标本提取
-56

为模板进行多重
Q%4

扩增后%也得

到了同样的结果$结论
!

大理地区细菌性痢疾患者感染以福氏志贺菌为主%多重
Q%4

技术可用于志贺菌的快速检

测和流行病学调查$
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志贺菌#

1CG
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?MM=1G1

%又称痢疾杆菌$能侵袭结肠黏膜上皮

细胞$引起人类细菌性痢疾,按抗原结构和生化反应的不同可

分为痢疾)福氏)鲍氏和宋内志贺菌,传统的检测方法必须经

过分离培养和生化实验$甚至于全自动细菌鉴定仪等$其检测

周期长)步骤繁琐)许多因素难以控制$有时存在误诊和漏诊$

已经显现出很大的局限性,因此$需要用快速)敏感)特异的检

测方法诊断菌痢$以采取有效防治措施,

随着微生物基因组学的发展$对志贺菌的基因结构已经清

楚$分子生物学检测技术应用于志贺菌快速诊断已经成为可

能$本研究在传统检测方法的基础上引入了多重
Q%4

技术$将

为临床快速诊断志贺菌提供理论基础,

$

!

材料与方法

$9$

!

材料
!

*,

株志贺菌来源于
+()(

!

+())

年从大理学院附

属医院)大理州人民医院)大理市人民医院以及周边几所县级

医院收集的腹泻患者的粪便标本,按卫生部颁布.全国临床检

验操作规程/进行培养及生化反应)血清型鉴定,分离鉴定所

用培养基)生化反应试剂购于北京天坛生物制品股份有限公

司,志贺菌诊断血清购于兰州生物制品研究所,

d"6JH

P

-56 B̂==MWGFG&GB

为美国
d"63gU5

公司产品,全自动细菌

鉴定及药敏分析仪
_"<U&3+

为法国生物梅里埃公司产品$

Q%4

扩增仪为
QU

公司产品,

Q%4

所用引物!参照参考文献

*

)3+

+$针对
'

个毒力基因设计
'

对引物$由北京晨绿生物公司

合成见表
)

,

表
)

!

用于志贺菌毒力基因
Q%4

鉴定的引物

引物 毒力基因 引物序列$从
0h

!

.h

基因大小#

>
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%
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Q+ <6<%%%%%<<<gg<gg<6
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Q: /

E

3! <gg66666%<%6g<g%%<%< '+.

$9/

!

方法

$9/9$

!

细菌的分离培养与鉴定
!

将收集至上述医院的粪便标

本$按卫生部颁布.全国临床检验操作规程/进行培养和生化反

-
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应鉴定$可疑标本再用全自动细菌鉴定仪进行鉴定$最后通过

玻片凝集进行血清型鉴定,

$9/9/

!

多重
Q%4

检测
!

将鉴定过的志贺菌培养过夜$分别取

)((

&

2

培养过夜菌$离心弃上清后加
0(

&

2

去离子水$沸水煮

)(HGF

后离心$取菌裂解液的上清
+

&

2

为
Q%4

模板$浓度为

+0

&

H=M

"

2

的
Q)

!

Q,

各
)

&

2

为引物进行
Q%4

,反应条件

为!

;0Z'HGF

后$按下列参数循环
.0

次$

;'Z

变性
*(1

$

00

Z

退火
*(1

$

:+Z

延伸
;(1

$最后
:+Z

延伸
,HGF

,同时设大

肠埃希菌为阴性对照,凡除了
'+.>

P

处#

/

E

3!

基因%出现条

带外$其他
.(;>

P

#

;(<+$

基因%)

)':>

P

#

;(<+T

基因%以及
.+(>

P

#

/3+

基因%任意一处出现条带均为阳性,凝胶成像仪拍照记录

结果,为了确定多重
Q%4

在志贺菌快速诊断中应用$本研究

选取了
0

份志贺菌阳性的黏液脓血便标本$直接用多重
Q%4

进行扩增,具体方法是!取粪标本
(9+

7

$用
d"6JH

P

-56

B̂==MWGFG&GB

试剂盒提取
-56

$然后取
+

&

2

作为模板$按上

述参数进行扩增,

/

!

结
!!

果

/9$

!

常规分离培养和鉴定
!

通过常规培养和生化反应鉴定$

可疑标本再用全自动细菌鉴定仪进行鉴定$得到
*,

株志贺菌,

通过玻片凝集进行血清型鉴定$其中福氏志贺菌
')

株$宋内志

贺菌
+0

株$鲍氏志贺菌
+

株$本次未分离到痢疾志贺菌,

/9/

!

多重
Q%4

检测结果
!

通过多重
Q%4

扩增后$大肠埃希

菌#

UFB?@=

P

JBC=

7

?FGEU1EC?@GECGJE=MG

$

UQU%

%和伤寒沙门菌#均

为临床分离株%未出现条带$

*,

株志贺菌均在
'+.>

P

处出现了

条带$其余的在
)':

)

.(;

)

.+(>

P

处均出现了至少一个条带$与

常规鉴定法的符合率达
)((S

$结果见图
)

,

0

份直接用粪便

标本提取的
-56

为模板进行多重
Q%4

扩增后$也得到了同样

的结果$见图
+

,

!!

注!

W

为
-56

标记(

)

为大肠埃希菌
UQU%

(

+

为伤寒沙门菌(

.

!

)0

为志贺菌,

图
)

!

多重
Q%4

检测分离鉴定后的志贺菌毒力基因

!!

注!

W

为
-56

标记(

)

!

0

为志贺菌,

图
+

!

多重
Q%4

直接检测粪便中的志贺菌毒力基因

'

!

讨
!!

论

志贺菌是引起细菌性痢疾的主要病原菌$其菌群变化与各

地区卫生状况)饮食习惯有关,福氏志贺菌为中国大部分地区

主要流行菌群$本研究显示大理地区流行的也主要是福氏志贺

菌$与国内其他地区的报道相同*

.

+

,

鉴于传统的分离培养步骤繁琐$显现出很大的局限性,多

重
Q%4

具有快速)高特异性和高敏感性的特点$己被国外学者

用于追踪和检测细菌性腹泻*

'30

+

$特别是对菌量较少标本或经

药物治疗标本中活菌量不多的标本$还有血清学标记不能鉴定

的腹泻菌种,全部检验过程包括
-56

提取)

Q%4

扩增)电泳

仅需
.

!

'C

$是一种较为理想的检验方法,由于志贺菌有
'

个

种群$具有不同的抗原基因$只针对一种抗原基因的单一

Q%4

$虽然快速有时会漏检,多重
Q%4

是在同一个反应管中

用多对引物同时扩增几条
-56

片段的方法$其反应原理)反

应试剂和操作过程与一般
Q%4

相同$但更能全方位高效率地

检测志贺菌,

TI

L

11?

等*

*

+发现志贺菌
/

E

3!

存在于各型志贺菌$同时多

拷贝存在于染色体上$不随传代而丢失$可被认为是志贺菌的

管家基因,但据
QCJFB=IJHJBC

等*

)

+研究结果表明$单用
/

E

3!

基因
Q%4

结果阳性并不一定发病$多是痢疾杆菌携带者,侵

袭相关基因
/3+

存在于侵袭性大质粒上一个
+90O>

侵袭相关

区段中$是志贺菌的毒力基因*

:

+

,后来
#J1JF=

等*

,

+又报道
+

种志贺菌肠毒素
F#4B$

)

F#4B.

编码基因,菌痢患者除了

/

E

3!

基因阳性外$

/3+

或
;'(<6

或
;'(<T

基因检测同时阳性$才

能证明是痢疾杆菌感染$且具有致病性*

)

+

,因此$本研究根据

志贺氏菌的这
'

个特异性基因片段中的开放框架部分序列设

计引物$进行多重
Q%4

检测,

本研究选择了常规分离培养和生化鉴定方法分离出的志

贺菌
*,

例,而伤寒沙门菌和大肠埃希菌的结果阴性$表明

Q%4

法有很高的特异性,直接用粪便标本通过层析柱提取

-56

后扩增结果同样为阳性$虽然粪标本中存在着已知和未

知的抑制或干扰
Q%4

检测的成分$使得这一技术在粪标本检

测的应用上受到一定程度的限制,但本试验模板
-56

的提

取使用的是
d"6JH

P

层析法$直接从粪中提取
-56

,

d"6JH

P

是一种硅胶$能选择性结合
-56

而分离糖类和蛋白质,将经

过离心)溶菌酶和蛋白酶
&

处理的粪标本$用乙醇沉淀后$过

d"6JH

P

柱$再经
%?FB@G1?

P

柱处理$可消除
Q%4

抑制物$使检

测的灵敏度和特异性都大大提高*

;3)(

+

,因此$多重
Q%4

技术

检测志贺菌$具有快速)敏感)特异等优点$尽管不能区分菌种$

但在临床诊断)治疗监测及流行病学调查方面显示出良好的实

用性,
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/9/

!

两组病死率
!

研究组死亡
;

例$占
)*9)S

$对照组死亡

+;

例$占
0)9,S

$研究组病死率显著低于对照组$差异具有统

计学意义#

!

#

(9(0

%,

表
)

!

两组肺部感染情况

组别
5

肺部感染的发生率

*

5

#

S

%+

感染的控制率

*

5

#

S

%+

控制感染的时间

#

D ;̀

$

K

%

研究组
0* )+

#

+)9'

%

(

)(

#

,.9.

%

(

*9.̀ +9+

(

对照组
0* .(

#

0.9*

%

;

#

+*9:

%

)*9+̀ .9.

!!

注!与对照组相比$

(
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随着经济的快速发展$重型颅脑损伤发病率逐年升高$因

其发病迅速)病情险恶)病情变化快)并发症多)致残率和病死

率很高$因此成为临床上治疗颅脑损伤的重点和难点,本病早

期死亡常常取决于脑部损伤的严重程度$但是在原发病基础上

继发的二次脑损伤或者并发症常常是导致死亡的重要原因$而

继发性呼吸功能障碍是本病的常见并发症之一$以呼吸道梗阻

多见$它可以引起低氧血症$加重脑组织原有的损害$也可以引

起脑组织继发性的损害$延长患者清醒和恢复的时间*

+3.

+

,而

长时间的昏迷$会进一步导致呼吸道分泌物的增多$并且难以

排出$从而加剧了缺氧的状态$并引起肺部感染的发生$严重的

肺部感染会导致病死率的大幅度升高*

'30

+

,因此$在早期对重

型颅脑损伤患者给予气管切开治疗$纠正低氧血症$预防肺部

感染的发生$保证心)脑供氧就显得至关重要$对于神经功能的

恢复也非常有意义,

重型颅脑损伤后多在受伤后第
+

!

)(

天发生肺部感染$但

是以第
.

!

0

天最为常见$是导致死亡的主要原因之一,本研

究显示$研究组肺部感染的发生率和病死率显著低于对照组

#

!

#

(9(0

%(研究组感染的控制率显著高于对照组#

!

#

(9(0

%(

研究组控制感染的时间显著短于对照组#

!

#

(9(0

%,很明显

可以看出$肺部感染发生率以及病死率与气管切开的时间很密

切的关系,分析其原因!#

)

%重型颅脑损伤后生理反射减弱或

者完全消失$机体缺乏保护机制$大量呕吐物或者血性脑脊液

误吸入肺部(#

+

%患者咳嗽反射减弱或者完全消失$气管内的分

泌物难以咳出$细小支气管被堵塞$给病原菌繁殖提供了条件(

#

.

%内分泌变化造成肺淤血$肺间质水肿(#

'

%肺通气换气障碍

造成了低氧血症和二氧化碳潴留$进一步加重了病情,因此$

在早期即给予气管切开有很重要的意义$这样做可以有效避免

因气道阻塞或者窒息导致的缺氧和并发症$能及时清除误吸入

肺部的呕吐物和分泌物$同时可以建立人工气道$能保证肺通

气换气功能正常$有效减少呼吸道死腔$很好地提高了气体交

换率$从而预防了肺部感染的发生$给治疗提供了很大的帮助$

对患者的预后也至关重要,需要注意的是$气管切开本身就容

易导致肺部感染$但是对于重型颅脑损伤患者$早期气管切开

不仅仅能降低肺部感染的发生率$同时感染的程度轻$也容易

控制$但是一定要给予定期)及时的护理,重型颅脑损伤患者

气管切开适应证有!昏迷程度深)时间长(年老体弱)抵抗力差(

肥胖颈短)咽喉强相对狭窄(呕吐频繁(合并其他脏器病症(呼

吸次数多于
+,

次"分$血氧饱和度小于
;(S

,

总之$对重型颅脑损伤患者给予早期气管切开治疗可以很

好地降低肺部感染的发生率$并且感染容易控制$同时能降低

病死率,
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