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艰难梭菌感染实验室诊断的研究进展

郭晓月 综述，黄　磊△审校（北京大学第一医院检验科　１０００３４）

　　【关键词】　艰难梭菌；　毒素Ａ／Ｂ；　腹泻；　实验室诊断
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　　艰难梭菌（Ｃｄ）是革兰阳性厌氧芽孢杆菌，能引起伪膜性

肠炎等感染性疾病（ＣＤＩ）。近年来随着抗生素的广泛使用和

ＮＡＰ１／０２７克隆株在世界范围内传播，ＣＤＩ发病率和严重程度

不断增加。在加拿大、美国和英国相继导致医院内及社区流

行，已被公认为发达国家重要的医院内感染病原菌之一［１］。住

院患者长期使用抗生素可杀灭肠道内敏感细菌，破坏肠道微生

态平衡，导致Ｃｄ过度生长并释放毒素，与ＣＤＩ密切相关的毒

素包括ＴｃｄＡ和ＴｃｄＢ。美国感染病协会２０１０年版的ＣＤＩ诊

断标准包括：（１）有腹泻症状，２４ｈ内排未成形便大于或等于３

次；（２）大多数患者近８周内使用过抗生素；（３）粪便中检出产

毒型Ｃｄ或Ｃｄ毒素，或结肠镜检或组织病理检查发现伪膜性

肠炎［２］。其中腹泻症状与抗生素使用为非特异指标；病理学检

查为有创操作，不适于常规开展。因此，准确、快速的实验室检

验结果对ＣＤＩ诊断和治疗具有重要意义。现有的ＣＤＩ检测方

法种类较多，它们各自有优势和局限性，本文对ＣＤＩ实验室诊

断的研究进展作一综述。

·３６７２·检验医学与临床２０１３年１０月第１０卷第２０期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．２０



１　Ｃｄ培养

环丝氨酸头孢西丁果糖琼脂（ＣＣＦＡ）是最早从粪便标本

中分离Ｃｄ的选择性培养基。在厌氧环境中培养１８～２４ｈ后

Ｃｄ生长为黄色毛边样粗糙菌落。在ＣＣＦＡ中加入牛磺酸胆酸

盐能增加 Ｃｄ芽孢的分离率
［３］。由于 ＣＣＦＡ 制作成本高，

Ｎｅｒａｎｄｚｉｃ等
［４］研制出成本较低的改良Ｃｄ布鲁琼脂（ＣＤＢＡ）

和Ｃｄ布鲁肉汤（ＣＤＢＢ）培养基，并达到了与ＣＣＦＡ相当的分

离率。Ｐｅｒｒｙ等
［５］发现，鉴定Ｃｄ的原型显色培养基（ＩＤＣｄ）对

新鲜粪便标本和经乙醇处理过的粪便标本２４ｈ内鉴定符合率

分别为９９．６％和９６．３％，明显高于其他选择性培养基，是一种

值得推荐的新方法。某些非产毒素型Ｃｄ可定植于人体而不

致病，健康成人粪便中携带率为３％，住院患者粪便携带率为

１６％～３５％，此比例与住院时间和抗生素使用量相关。培养方

法敏感性高，但少数非产毒素菌株也能在选择性培养基生长，

因此培养方法的特异性还有待提高。

２　酶联免疫法（ＥＩＡ）检测毒素Ａ／Ｂ

大多数临床实验室采用ＥＩＡ检测ＴｃｄＡ和／或ＴｃｄＢ用于

诊断ＣＤＩ，目前已有 ＴｅｃｈＬａｂＴｏｘＡ／ＢⅡ、ＭｅｒｉｄｉａｎＰｒｅｍｉｅｒ、

ＴｅｃｈＬａｂＴｏｘＡ／ＢＱｕｉｋＣｈｅｋ、ＲｅｍｅｌＸｐｅｃｔ、ＭｅｒｉｄｉａｎＩｍｍｕｎｏ

ｃａｒｄ、ＢｉｏｍｅｒｉｅｕｘＶＩＤＡＳ等多种商品化试剂盒投入使用
［６］。

ＥＩＡ的优点是特异性高，能区分产毒株和不产毒株，并且检测

周期短，数小时即可出结果。缺点是灵敏度不如培养方法高，

并且不能得到菌株用于分子分型等进一步研究。

最初ＴｃｄＡ比较流行，ＥＩＡ只检测ＴｃｄＡ，随着ＴｃｄＡＴｃｄＢ

＋菌株（血清型Ｆ）在世界范围内不断增多，因此有必要同时检

测ＴｃｄＡ和ＴｃｄＢ。Ｓｈｉｎ等
［７］比较了新 ＶＩＤＡＳＣＤＡＢ（Ｃ．ｄｉｆｆｉ

ｃｉｌｅＴｏｘｉｎＡ ＆ Ｂａｓｓａｙ）和以前的 ＶＩＤＡＳＣＤＡ（Ｃ．ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ

ＴｏｘｉｎＡⅡａｓｓａｙ）在ＴｃｄＡＴｃｄＢ＋菌株流行地区的检测效果，

发现新方法能检测出更多的ＴｃｄＡＴｃｄＢ＋菌株。

３　ＥＩＡ检测谷氨酸脱氢酶（ＧＤＨ）

谷氨酸脱氢酶（ＧＤＨ）是一种存在于Ｃｄ细胞壁抗原性蛋

白，它比ＥＩＡ检测毒素Ａ／Ｂ更加灵敏；但是ＧＤＨ也可存在于

无毒性Ｃｄ和某些其他细菌中，因此该方法特异性较低，是一

种有效的筛查试验。Ｓｈｅｔｔｙ等
［８］发现，ＧＤＨ 与培养方法相比

有很高的灵敏度和阴性预告值（＞９０％），当联合其他检测时是

一种很好的筛查试验。

４　细胞毒性试验（ＣＣＴＡ）

ＣＣＴＡ被认为是实验室确诊ＣＤＩ的“金标准”
［９］。该方法

将粪便滤液与Ｖｅｒｏ或ＨｅｐＧ２细胞一起孵育，分别加入和不加

入抗毒素Ａ／Ｂ的中和抗体。然后分别在２４、４８ｈ显微镜下观

察细胞病变效应（细胞凋亡而变圆），而加入抗毒素抗体能阻止

这种细胞病变。ＣＣＴＡ需要细胞培养及显微镜观察的相应设

施和技术，并且耗时长，因此限制了它在临床常规实验室的

应用。

５　产毒素培养（ＴＣ）

ＴＣ是检测粪便中产毒素型Ｃｄ，试验阳性说明患者腹泻具

有传染性。由于它操作繁琐并且判定结果需要一定经验的技

术人员，因此不适宜临床常规检测。若用ＥＩＡ直接对菌落进

行毒素检测，则ＴＣ阳性结果可在１～２ｄ内获得
［１０］。ＴＣ是检

测具有产毒素能力的菌株或芽孢，而ＣＣＴＡ是检测Ｃｄ毒素。

同一粪便标本可能ＣＣＴＡ阴性而ＴＣ阳性，产毒素型Ｃｄ存在

于２％健康人和７％～２５％住院患者，这部分人群中多数无

ＣＤＩ，因此对这些患者需进行仔细的临床评估
［９］。

６　聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测毒素Ａ／Ｂ基因

ＰＣＲ未广泛用于粪便标本检测，主要是考虑到经济原因；

另外从粪便中提取核酸较为困难，以及分离ＤＮＡ模板时干扰

物质很难彻底去除。Ｌａｒｓｏｎ等
［１１］优化了粪便ＤＮＡ提取和纯

化方法，能有效去除抑制剂和干扰物质，使荧光定量ＰＣＲ检测

结果达到较高的灵敏度和特异度。Ｔｅｎｏｖｅｒ等
［１２］对荧光定量

ＰＣＲ进行了多中心评价，与ＴＣ相比，ＣｅｐｈｅｉｄＸｐｅｒｔ检测系统

的敏感度、特异度、阳性预测值和阴性预测值分别为９３．５％、

９４．０％、７３．０％和９８．８％，是一种在粪便标本中快速、准确检

测产毒型Ｃｄ的方法。

７　环介导等温扩增（ＬＡＭＰ）

ＬＡＭＰ技术针对靶基因设计特异性引物，通过高活性的

链置换ＤＮＡ聚合酶（ＢｓｔＤＮＡ聚合酶）进行恒温（６３～６７℃）

扩增反应。该方法耗时短，操作简便，可通过显色试剂肉眼判

断结果，因此适用于基层医院及小型实验室快速检测。

Ｌａｌａｎｄｅ等
［１３］研究发现，ＬＡＭＰ与ＴＣ相比，敏感度、特异度、

阳性预测值和阴性预测值分别为９１．８％、９９．１％、９１．８％和

９９．１％。刘畅等
［１４］研究发现，该方法对ＣＤＩ的检测结果与荧

光定量ＰＣＲ比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

８　多种方法联合检测

由于上述方法各自存在局限性，有学者提出用２～３种方

法联合检测来诊断ＣＤＩ，从而弥补各自方法的局限性，达到比

较满意的阳性预测值和阴性预测值。Ｓｃｈｍｉｄｔ等
［１５］提出先用

快速免疫层析方法检测ＧＤＨ进行初筛，然后用ＣＣＴＡ进行确

证，这样可以使９０％标本得到正确结果。对于剩下的１０％标

本，需要采用其他的方法（ＴＣ或 ＰＣＲ 方法等）进行确证。

Ｓｈａｒｐ等
［１６］提出了一种简单的３步法检测Ｃｄ毒素，即先筛查

ＧＤＨ抗原，阳性标本用两种不同的方法检测毒素 Ａ／Ｂ。该联

合检测的优点是简单易行，不需要细胞培养等复杂设备与条

件，因此有利于常规开展。

９　小　　结

综上所述，现有ＣＤＩ检测方法各自有优势和局限性。Ｂａｒ

ｂｕｔ等
［１７］在欧洲调查了８个国家２１２家医院实验室的ＣＤＩ检

测情况，其中８７．７％的实验室常规开展ＣＤＩ检测。所用检测

方法中毒素 Ａ／Ｂ检测占９３％，Ｃｄ培养占５５％，ＧＤＨ 检测占

５．９％。

我国目前仅少数医院开展ＣＤＩ检测，方法主要为毒素 Ａ／

Ｂ检测
［１８１９］。我国ＣＤＩ检测的方法学评价和流行病学研究目

前还处于起步阶段，相关报道较少。有报道表明，虽然我国尚

未发现ＮＡＰ１／０２７克隆株，但ＣＤＩ在我国仍是一种重要的疾

病［２０］。因此应对ＣＤＩ引起足够重视，相关研究还有待于进一

步深入。
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颈胸段脊柱病变的外科治疗进展

刘　港 综述，权正学 审校（重庆医科大学附属第一医院骨科　４０００１６）
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　　近年来随着脊柱内固定器械的发展以及脊柱外科治疗理

念的不断完善，颈胸段脊柱病变的外科治疗也有了较大的发

展。本文就此节段的应用解剖、主要病变、外科手术方式进行

综述［１２］。

１　应用解剖

颈胸段是一个结构汇合的区域，这部位位置较深，且前方

有胸骨柄、锁骨和肋骨等骨性结构，椎体前方毗邻主动脉弓及

其他大血管、气管、食管、胸导管、喉返神经和交感神经纵横交

错，这些结构造成手术野显露困难，并且增加了手术的风险

性［３４］。

２　颈胸段区域的主要伤病

２．１　创伤　颈胸段创伤主要发生于成年人，是一种高能量损

伤，通常有明显的创伤史，如车祸、高处坠落、挤压伤等［５］。颈

胸段脊柱骨折脱位常常导致脊髓损伤，根据美国脊髓损伤学会

（ＡＳＩＡ）分级，脊髓损伤分五级，多为脊髓不全性受压、挫伤。

患者表现为肩部以下的截瘫，上肢感觉运动障碍。伤后６ｈ为

关键时期，２４～４８ｈ内是脊髓损伤的急性期，可用大剂量的甲

强龙和神经营养药物减轻外伤后神经细胞的变性和维持神经

细胞的正常生理功能。绝多大数患者由于颈胸部位疼痛造成

肌肉痉挛使双肩上移，以及颈胸段脊柱前方有胸骨，侧方有肩

关节的遮挡，在普通Ｘ线片检查时侧位片显像多不够清晰，容

易漏诊甚至误诊。颈胸段骨折脱位的患者中，约一半在术中发

现，给手术增加了新的困难。积极完善术前检查，并根据国际

ＡＯ创伤骨折分型，充分做好术前准备，才能降低医源性脊柱
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