
·临床研究·

细菌培养与聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测在细菌性痢疾

检测中的应用分析

许丽霞，黄剑芳，刘集鸿（广东省惠州市第一人民医院检验科　５１６００１）

　　【摘要】　目的　探讨细菌培养与聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测在细菌性痢疾检测中的应用效果。方法　选择该院

收治的８００例腹泻患者，分别采用细菌培养与ＰＣＲ法技术检测志贺菌。分析两种方法的检出率及患者一般情况对

检出率的影响。结果　ＰＣＲ检出率显著高于细菌培养，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＰＣＲ平均循环数在培养阴

性、非脓血便、年龄大于５岁的病例中最高，平均循环数在培养阳性、脓血便、年龄小于５岁病例中最低。结论　针

对ｉｐａＨ基因的ＰＣＲ检测有利于准确评估人群中痢疾疾病。
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　　细菌性痢疾简称菌痢，为志贺菌属细菌引起的肠道传染

病。患者主要临床表现为发热、发冷、腹泻、腹痛、有黏液脓血

样便［１］。随着我国经济的不断发展，卫生条件的逐步改善，细

菌性痢疾发病率呈下降趋势，但志贺菌感染仍为我国重要的公

共卫生问题之一［２］。常用的临床检测方法包括细菌培养及聚

合酶链反应（ＰＣＲ）检测等。有临床报道显示，按临床标准诊断

为细菌性痢疾的患者中，经细菌学检查确定为福氏菌或志贺菌

痢疾比例均不高，细菌学检查结果与临床诊断符合率低，提示

肠道门诊中存在菌痢的误诊及漏诊［３４］。本研究选择该院

２００９年１月至２０１３年１１月收治的８００例腹泻患者，分别采用

细菌培养与ＰＣＲ技术检测志贺菌，报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本组８００例腹泻患者粪便标本均为该院

２００９年１月至２０１３年１１月肠道门诊患者，患者粪便镜检白

细胞每高倍视野１５个以上，可见少量红细胞。其中男性５００

例，女性３００例，年龄１８～５０岁，平均年龄（３５．６±３．８）岁。所

有标本均为患者入院当天留取的新鲜大便，送检后立即培养。

１．２　仪器与试剂　培养基为ＳＳ及麦康凯培养基、亚硝酸盐增

菌培养基、ＧＮ增菌培养基分离培养及增菌培养，双糖铁及三

糖铁培养基培养。ＰＣＲ试剂盒购自北京晨绿生物有限公司。

１．３　研究方法　每个研究对象由接诊医师填写包括患者年

龄、性别等一般情况和临床症状、体征以及体检及治疗方案的

首诊卡。本研究腹泻定义为每日３次或３次以上的稀便或水

样便，发热定义为腋温超过３７．５℃。

１．４　检测方法

１．４．１　细菌培养　将粪便标本接种于ＳＳ及麦康凯培养基中，

３７℃培养２４ｈ后挑出可疑菌落转种于ＫＩＡ及 ＭＩＵ生化培养

基进行生化鉴定，然后通过血清凝集反应确定血清型。细菌培

养可见典型菌落并经生化鉴定确定为志贺菌判定为阳性。

１．４．２　ＰＣＲ检测　（１）引物：扩增志贺ｉｐａＨ基因片段引物碱

基序列，ｉｐａＨ１：ＧＴＴＣＣＴＴＧＡＣＣＧＣＣＴＴＴＣＣＧＡＴＡＣ

ＣＧＴＣ；ｉｐａＨ２：ＧＣＣＧＧＴＣＡＧＣＣＡＣＣＣＴＣＴＧＡＧ ＡＧＴ

ＡＣ。由北京赛百盛生物制剂有限公司合成，并给予脱盐纯化。

（２）模板制备：从培养２４ｈ的ＳＳ琼脂平板菌落中提取ＤＮＡ，

接种单菌落于ＬＢ或脑心平板，连续画线，３７℃培养１８～２４ｈ。

再刮取１～２接种环菌苔加入１５０μＬ三蒸水中，混匀，１００℃

煮沸１０ｍｉｎ。１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，－２０℃保

存备用。然后加入ＰＢＳ缓冲液洗涤沉淀。在８０００～１００００

ｒ／ｍｉｎ下离心１～２ｍｉｎ，重复２～３次。收集菌体，加入ＴＥ缓

冲液４６７μＬ＋１０％ＳＤＳ３０μＬ＋蛋白酶 Ｋ（２０ｇ／Ｌ）３μＬ，于

３７℃消化１ｈ，酚氯仿抽提。（３）反应体系，１０×ＰＢＳ缓冲液５

μＬ＋ｄＮＴＰ混合物终浓度２００μｍｏｌ＋ＭｇＣｌ２ 终浓度２ｍｍｏｌ＋

相应引物终浓度１００ｐｍｏｌ＋Ｑｓｏｌｕｔｉｏｎ５μＬ＋ＴａｑＤＮＡ聚合

酶１．２５Ｕ＋模板 ＤＮＡ２μＬ。（４）扩增条件：９４℃预变性７

ｍｉｎ，９４℃变性１ｍｉｎ，６０℃退火２ｍｉｎ，７２℃延伸４ｍｉｎ，总共

４０个循环，能检测到产物的循环数小于或等于３８则为阳性。

含有化学试剂１０％福尔马林、苏木素、伊红、ＥＤＴＡ、苯酚、氯

仿、２％ＳＤＳ对ＰＣＲ存在抑制的阴性标本，采用 ＱｉａｇｅｎＳｔｏｏｌ

Ｋｉｔ进一步纯化。

１．５　统计学处理　所有数据均采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行

统计分析。分类变量资料使用χ
２ 检验或精确概率法进行统计

分析，连续变量资料应用方差分析。犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　不同年龄患者细菌性痢疾的检出率比较　ＰＣＲ检出率

显著高于细菌培养，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表１。

表１　不同年龄患者细菌性痢疾的检出率结果比较

年龄（岁） 狀 细菌培养阳性［狀（％）］ ＰＣＲ阳性［狀（％）］

０～ ３９０ ２２（２．７５） ２６６（３３．２５）

５～ ５０ ２（０．２５） ２４（３．００）

１０～ ６０ ２（０．２５） ２６（３．２５）

２０～ ６０ ３（０．３８） ２３（２．８８）

３０～ ６０ ２（０．２５） ２０（２．５０）

４０～ ６０ ２（０．２５） １８（２．２５）

５０～ ６０ ３（０．３８） ２０（２．５０）

６０～ ３０ １（０．１３） １８（２．２５）

７０～ ３０ １（０．１３） １０（１．２５）

总计 ８００ ３８（４．７５） ４２５（５３．１３）

２．２　患者临床特征及检测结果　ＰＣＲ平均循环数在培养阴

性、非脓血便、年龄大于５岁的病例中最高，平均循环数在培养

阳性、脓血便、年龄小于５岁病例中最低。见表２。

·６７６１· 检验医学与临床２０１４年６月第１１卷第１２期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊｕｎｅ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．１２
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表２　患者临床特征及检测结果比较（狓±狊）

标本性状
年龄

（岁）

培养阳性

腹泻［狀（％）］ 检测［狀（％）］ ＰＣＲ阳性［狀（％）］ ＰＣＲ循环数

培养阴性

腹泻［狀（％）］ 检测［狀（％）］ ＰＣＲ阳性［狀（％）］ ＰＣＲ循环数

便血 ＜５ ２（０．２５０） ２（０．２５０） ２（０．２５０） ２０．８±４．２ ６（０．７５０） ４（０．５０） ３（０．３７５） ３２．４±３．８

≥５ １５（１．８７５） １０（１．２５０） １０（１．２５０） ２１．７±３．２ ３３（４．１２５） ８（１．０００） ５（０．６２５） ３２．１±３．６

未便血 ＜５ ４（０．５００） ８（１．０００） ８（１．０００） ２２．７±３．８ １３３（１６．６２５） １０（１．２５０） ６（０．７５０） ３６．４±３．４

≥５ １７（２．１２５） １０（１．２５０） ９（１．１２５） ２４．７±３．３ ５９０（７３．７５０） １０（１．２５０） ５（０．６２５） ３６．６±３．２

３　讨　　论

分子生物学技术在细菌流行病学研究中的临床价值报道

较多，由于ＰＣＲ快速、高特异性、高敏感性，已被国外学者用于

细菌性痢疾的追踪检测中，尤其适用于菌量较少的标本，或有

血清学标记无法鉴定的腹泻菌种，或经药物治疗标本中活菌量

不多的标本［５７］。而传统的培养法及生化法费时费力，操作繁

琐，阳性率较低，极易漏诊［８］。由于细菌性痢疾患者细菌培养

结果可能与ＰＣＲ阳性率差异不大，故选择腹泻患者为研究对

象，提示ＰＣＲ检测的灵敏性及特异性更佳。

Ｋｏｓｅｋ等
［９］建立多重ＰＣＲ检测志贺菌属的ｉｐａＨ及ｉａｌ致

病基因诊断细菌性痢疾，结果显示标本中ｉｐａＨＰＣＲ结果阳性

并不一定发病，可能为志贺菌属携带者，而ｉｐａＨ及ｉａｌ双基因

同时检测阳性标本为菌痢现症患者。本组比较ＰＣＲ与粪便培

养在检测志贺菌上的差异，结果显示８００例标本中，ＰＣＲ检测

阳性４２５例，而细菌培养阳性仅为３８例。ｉｐａＨ基因检出与细

菌培养基结果，临床症状、体征及感染月份有关。有发热、脓血

便的腹泻患者标本较无上述症状的腹泻患者标本更易检测到

ｉｐａＨ基因，可能与标本中细菌载量差异有关
［１０１１］。

脓血便、发热为判断志贺菌感染程度的指标之一，重症感

染为肠上皮黏膜破裂引起病原菌快速、大量增殖所致。相对于

轻症病例，重症感染者的排泄物中细菌载量更高。ＰＣＲ检测

的循环数与被检标本中目标物的含量相关。粪便培养阳性及

脓血便的病理标本，ＰＣＲ检测的平均循环数显著低于培养阴

性的非脓血便患者。本组在分别选择培养法及ＰＣＲ检测后，

采用随机抽样的方式选择腹泻病例分别根据临床症状、年龄抽

取样本比较，避免再次重复检测带来的繁重工作量。

有报道显示，除志贺菌属外，ＥＩＥＣ也有ｉｐａＨ 基因，将会

对针对ｉｐａＨ基因的ＰＣＲ检测造成干扰
［１２］。然而在中国及亚

洲地区报道的ＥＩＥＣ流行率远低于志贺菌的流行率，使得研究

结果与实际结果差异不大。

细菌培养结果受较多因素影响，常见的有：（１）标本采集。

标本采集直接影响志贺菌的检出率，有研究显示，采用直接采

便与普通留便检出率差异无统计学意义（犘＞０．０５）。为及时

对大便样本进行接种，本组遵循即时接种制度，在解便后不超

过２０ｍｉｎ即接种于培养基上。（２）分离培养基的选择。分离

培养基的质量为影响细菌检出率的主要因素之一。目前常用

的培养基有ＳＳ培养基、麦康凯培养基、亚硝酸盐增菌培养基、

ＧＮ增菌培养基分离培养及增菌培养基、双糖铁及三糖铁培养

基等。ＳＳ培养基的质量与胆盐及各成分有关，柠檬酸钠及硫

代硫酸钠浓度一般为０．８５％，使用药品所含的结晶水不同，导

致培养基对非病原性细菌抑制力较弱，故在培养基制备时应减

去结晶水。（３）菌落挑选。自分离培养基上挑选可疑菌落时，

由于各类培养基的不同，菌落性状不同，一般在ＳＳ琼脂培养

基上致病菌菌落呈无色，扁平边缘整齐、均匀、浑浊或半透明。

取菌时可见黏液状，可与变形杆菌区别。挑选菌落接种双糖培

养基时，应多挑几个菌落，以免漏掉致病菌。但培养基上生长

出的纯致病菌菌落可取１个菌落接种。若培养基上长出几种

无色疑似致病菌的菌落时，应将每种不同性状的菌落分别接种

于双糖培养基上。（４）血清凝集试验。双糖培养基上，多数致

病菌呈明显标准反应，可初步区别致病菌或非致病菌。但志贺

菌２型少数菌株斜面产酸，故出现此双糖培养基结果时，应进

一步做血清学鉴定。行血清学鉴定时，应注意肠道菌的交叉抗

原，凝集不佳或不凝集者，应进一步做生化鉴定。尤其是在诊

断血清中缺少鲍氏痢疾杆菌血清时，即使生化反应典型而不被

血清凝集的菌株极少见［１３］。

综上所述，ＰＣＲ检测克服了传统细菌培养因标本中细菌

载量、细菌间的竞争抑制等因素影响而导致检出率偏低的缺

陷，针对ｉｐａＨ基因的ＰＣＲ检测有利于准确评估人群中痢疾的

疾病发病率。
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射波时间以及大动脉僵硬度所决定。其中，大动脉僵硬度及反

射波是ＰＰ的主要决定因素。动脉硬化使得收缩压增加，舒张

压下降，从而导致ＰＰ增加。近年来随着临床对 ＡＤ研究的不

断深入，逐渐发现血管源性因素在 ＡＤ的发生、发展中起到了

至关重要的作用［１］。有研究也证实 ＡＤ与患者的高收缩压与

低舒张压水平相关，而低舒张压与高收缩压归结于脉压的增

大，ＰＰ是反映大动脉弹性的指标，是全身动脉硬化的外周表

现［２３］。而脑动脉硬化是导致脑血流下降的主要因素，其一是

脑动脉狭窄或闭塞导致脑组织灌注流量降低，其二是脑组织功

能的兴奋性降低，导致了脑代谢率的降低和脑血流量下降。脑

缺血造成大脑皮层损伤是引起不同类型认知障碍的常见原因。

在脑细胞缺血缺氧状态下，通过能量消耗和酸中毒，细胞内

Ｃａ２＋超载，自由基损伤，兴奋性毒素、炎性细胞因子等多种途

径导致脑白质损伤，轴突运输受损，神经网络的环路连接遭到

损害，使信息传递发生障碍。同时，有学者研究发现，随着ＰＰ

的增高，一些用来评价脑血流动力学的指标，如血管搏动指数

（ＰＩ）、平均血流速度（Ｖｍ）会降低，导致脑血流量的下降，使脑

组织缺血缺氧，从而导致患者认知功能障碍［４５］。所以动脉硬

化在ＡＤ的发病过程中有着重要的作用，而ＰＰ是反映机体动

脉硬化程度既简便又准确的指标。

对于 ＭＨＤ患者长期高血压，较健康者更容易出现动脉硬

化，ＰＰ是 ＭＨＤ患者大动脉僵硬度增加的独立危险因素，所以

ＭＨＤ患者ＰＰ水平高于健康者。有研究表明认知功能障碍在

ＭＨＤ患者中是普遍存在
［６７］。本研究同样显示 ＭＨＤ患者ＰＰ

平均水平为（５８．６±１８．５）ｍｍ Ｈｇ，而健康者 ＰＰ平均值为

（４５．９±１６．５）ｍｍ Ｈｇ，ＭＨＤ患者明显高于健康者。相反，

ＭＨＤ患者 ＭｏＣＡ评分（２３．６５±５．１２）分，明显低于健康者得

分（２７．３４±４．６３）分，从而证明 ＭＨＤ患者较健康者的认知功

能降低，这与以往的研究是相符的［８９］。同时随脉压差的不断

增加，患者的 ＭｏＣＡ得分呈逐渐减少趋势，所以进一步证明

ＰＰ与 ＭＨＤ患者认知功能密切相关。

综上所述，轻度认知功能异常是痴呆的早期阶段，可导致

患者独立生活能力下降，病死率也显著增加，给社会、家庭都带

来很大影响［１０１１］。这一现象在 ＭＨＤ患者中更为明显，ＣｏＣＡ

在 ＭＨＤ患者轻度认知障碍筛查中具有很好的敏感性，ＰＰ与

ＭＨＤ患者认知功能密切相关。研究提示轻度认知功能障碍

被认为是痴呆干预治疗的较好时机，因此，监测ＰＰ水平能早

期发现，从而有效干预，降低患者认知功能减退的发生危险，具

有重要的临床意义。
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