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儿童肠道感染中致泻性大肠埃希菌的检测

高　昆
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　　【摘要】　目的　了解儿童肠道感染中致泻性大肠埃希菌的感染情况。方法　对９５份腹泻患儿粪标本中分离

出的大肠埃希菌，用荧光聚合酶链反应（ＰＣＲ）的方法检测毒力基因，鉴定致泻性大肠埃希菌。结果　检测出１５株

阳性菌株，阳性率为１５．８％，其中肠聚集性大肠埃希菌（ＥＡＥＣ）６株、肠致病性大肠埃希菌（ＥＰＥＣ）４株、弥散聚集

性大肠埃希菌（ＤＡＥＣ）４株和肠产毒性大肠埃希菌（ＥＴＥＣ）１株。结论　致泻性大肠埃希菌是引起儿童腹泻的主

要致病菌，临床实验室应加强对致泻性大肠埃希菌的检测。
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　　根据致泻性大肠埃希菌（ＤＥＣ）的致病特点，可分为：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，其致病机制与毒力基因或获

得性质粒有关［１］。作者对９５份腹泻患儿粪便标本进行致泻性

大肠埃希菌的鉴定，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本采集　收集２０１１年１０月至２０１２年６月本院门诊

０～１２岁腹泻患儿粪便标本共９５份标本。

１．２　培养基　ＨＥ平板和营养琼脂等培养基（上海伊华公司

提供）。

１．３　培养与鉴定　标本接种于 ＨＥ平板，３５℃１８～２０ｈ，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》（第３版）要求鉴定为大肠埃希菌，对部分不典型菌株用

ＡＰＩ２０Ｅ确证。

１．４　模板ＤＮＡ制备　 使用热裂解法。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，１２０００ｇ离心５ｍｉｎ，取

上清液用于ＰＣＲ检测。

１．５　聚合酶链反应（ＰＣＲ）体系　Ｍｇ
２＋浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ，上

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２Ｕ，模板为３μＬ，用ｄＨ２Ｏ

补足总体积为３０μＬ。

１．６　ＰＣＲ反应条件　３７℃２ｍｉｎ，９４℃３ｍｉｎ；９４℃１０ｓ，

６０℃４０ｓ，循环４０次；６０℃测定荧光值。

１．７　仪器和试剂　ＢＩＯＲＡＤＩＱ５荧光定量ＰＣＲ仪，引物、探

针及ＤＮＴＰ等（上海赛百盛生物技术有限公司合成与提供）。

２　结　　果

２．１　ＤＥＣ各毒力基因引物和探针情况　用Ｐｒｅｍｉｅｒ公司Ｂｅａ

ｃｏｎｄｅｓｉｇｎｅｒ７．９软件获取基因编号序列，用软件选取上下游引

物和探针，见表１。

表１　ＤＥＣ毒力基因引物及探针情况

毒力基因 引物和探针 序列（５′３′） 长度（ｂｐ） 位置（ｎｔ） 基因库编号

ＡｇｇＲ ＡｇｇＲＦ ＧＡＴＧＣＣＣＴＧＡＴＧＡＴＡＡＴＡＴＡＣ ８０ ３５８～４３７ Ｚ１８７５１［２］

Ｅａｅ ｅａｅＦ ＣＴＧＧＴＧＡＴＡＡＴＡＣＣＣＧＴＴＴＡＧ ８２ ９１６～９９７ Ｚ１１５４１［２］

Ｂｆｐａ ｂｆｐａＦ ＡＧＧＴＣＴＡＴＣＴＴＴＧＡＴＴＧＡＡＴＣ ８４ ２８９～３７２ ＡＦ１１９１７０［２］

ＬＴ ＬＴＦ ＧＣＣＡＴＴＧＡＡＡＧＧＡＴＧＡＡＧ ８９ ４５７～５４５ Ｘ８３９６６［２］

ＳＴ ＳＴＦ ＧＣＴＧＴＧＡＡＣＴＴＴＧＴＴＧＴＡ １０１ ４６１～５６１ Ｍ２５６０７［２］

Ｉａｌ ｉａｌＦ ＣＴＣＧＴＴＴＡＴＣＧＧＴＡＧＡＡＧＡ ９０ ２３３５～２４２４ Ｍ３２０６３［２］
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续表１　ＤＥＣ毒力基因引物及探针情况

毒力基因 引物和探针 序列（５′３′） 长度（ｂｐ） 位置（ｎｔ） 基因库编号

ＤｒａａＣ ｄａｅｃＦ ＣＡＣＡＣＧＧＧＴＴＴＴＣＡＴＧＴＧ ７５ｂｐ １７５～２５０ ＡＦ２３３５３０［３］

ＥａｓｔＡ ｅａｓｔＡＦ ＧＡＡＣＧＡＴＡＴＣＣＴＣＡＴＣＧＣ ７５ｂｐ １７２～２５０ Ｌ１１２４１［３］

ＶＴ１ ＶＴ１Ｆ ＧＧＣＧＴＴＣＴＴＡＴＧＴＡＡＴＧＡＣ ９６ｂｐ ５７５～６７０ ＥＦ４４１５９８［２］

ＶＴ２ ＶＴ１Ｆ ＣＣＣＴＣＴＴＧＡＡＣＡＴＡＴＡＴＣＴＡ ８９ｂｐ １４４～２３２ ＥＦ４４１６１６［２］

　　注：Ｅａｅ、Ｂｆｐａ为ＥＰＥＣ的致病基因；ＬＴ、ＳＴ为ＥＴＥＣ的致病基因；ｉａｌ为ＥＴＥＣ的致病基因；Ａｇｇｒ为ＥＡＥＣ的致病基因；ＤｒａａＣ为ＤＡＥＣ的致

病基因；ｅａｓｔＡ为ＥＡＥＣ的耐热肠毒素毒力基因。ＶＴ１、ＶＴ２为两种不同的ＶＥＲＯ毒素基因片段。

２．２　致泻性大肠埃希菌阳性情况　９５份标本中阳性菌株为

ＥＡＥＣ（Ａｇｇｒ＋）６株（６．３２０％）、ＥＰＥＣ［ｅａｅ＋和（或）ｂｆｐａ＋］４

株（４．２１５％）、ＤＡＥＣ（Ｄｒａａｃ＋）４株（４．２１５％）和ＥＴＥＣ［ＳＴ＋

和（或）ＬＴ＋］１株（１．０５０％），未检出ＥＩＥＣ，阳性率为１５．８％

（１５／９５）。ｅａｓｔＡ＋菌株为１４株，其中ＥＡＥＣ４株、ＥＰＥＣ４株、

ＤＡＥＣ１株和ＥＴＥＣ１株，仅ｅａｓｔＡ＋阳性不能分类４株。共

检测出含有阳性致病基因菌株１９例，阳性率为２０％（１９／９５）。

２．３　按时间分布，２０１１年１０～１２月 共１２株，２０１２年１～６月

共７株。

３　讨　　论

致泻性大肠埃希菌因形态与普通大肠埃希菌相似，传统的

培养和血清凝集法由于血清型过多而致阳性率偏低。随着分

子生物学的发展，血清学鉴定已不能作为确定分类的依据，在

同一血清型下，携带不同的毒力基因而可分为不同的致病类

型，因此国内外都已开始使用毒力基因作为致泻性大肠埃希菌

的分类方法［１２］。

儿童由于免疫系统发育不完善，肠道容易受到病原菌的感

染而引起腹泻。从９５例腹泻患儿检测结果分析，检出毒性基

因片段的阳性率为２０％，从２０１１年１０月至２０１２年６月都有

阳性菌株，致泻性大肠埃希菌是儿童散发性腹泻的主要病原菌

之一。以前检测大多使用血清学方法，阳性率远低于检测结

果，造成大部分病原菌的漏检［３］；而以分子生物学为基础的诊

断方法多用于疾病控制中心监测流行病学资料。应用于临床

标本的检测不多［４］，致使对本地区的儿童腹泻中致泻性大肠埃

希菌检出率了解不清楚，给临床诊断及治疗带来不便。

本次检测，除了常用的毒性基因片段，增加ＤＡＥＣ（ＤｒａａＣ）

和ｅａｓｔＡ两个毒性基因，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４株只检出ｅａｓｔＡ基因。这是因为携带毒性基因的质粒

可在不同菌株之间进行传递，形成新的基因组合；只带有ｅａｓ

ｔＡ基因的菌株，可能毒力较弱，或为易感菌株，易接受质粒传

递的毒力基因形成感染菌株，这需要对这些菌株进一步研

究［５］。

总之，致泻性大肠埃希菌作为引起儿童肠道感染的主要病

原菌，现有的实验方法已不能满足临床的需要，实验室人员和

流行病学人员应加强协作，使用准确、可靠的方法检测病原菌，

为疾病的流行、控制、预防和治疗提供依据。
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［３］ 许晓秋，丁窻，张栋，等．急性化脓性膝关节炎镜下清理配
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［６］ 项毅，续力民，孙振军，等．关节镜下清理并置管冲洗治疗

膝关节化脓性关节炎２７例［Ｊ］．解放军医药杂志，２０１２，
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