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大肠杆菌变种的两种分子生物学检测方法分析
曾 婷 马 丽 谢逸欣 郝 丽 金 星
(广东省广州军区疾病预防控制中心 广东 广州 510507)

摘要 目的：对大肠杆菌的一种重要的变种 -- 肠出血性大肠杆菌 O157-H7 的几种检测方法进行比较研究。方法：以自动免疫磁珠

收集系统（AIMS）、自动酶标免疫测试系统（VIDAS）与传统常规的分离方法进行对比分析。结果：运用自动免疫磁珠收集系统

（AIMS）方法对 80 份可能含有肠出血性大肠杆菌 O157-H7 的实样进行检测，检出份数为 6 份，检出率为 7.5%，而且在一周之内

可以全部对上述检出实样进行鉴定。AIMS 法能够检出浓度在 10cfu/mL 模拟实样之中的肠出血性大肠杆菌 O157-H7，然后将此

法与 CHROMagar 0157 琼脂板相结合，其效果则更为明显。而自动酶标免疫测试系统（VIDAS）与传统与的分离方法则检测的效

果不佳，检出率为 0。自动免疫磁珠收集系统（AIMS）检测方法与自动酶标免疫测试系统（VIDAS）、传统与的分离方法在检出率方

面存在显著的统计学差异，P＜0.01。结论：运用自动免疫磁珠收集系统（AIMS）结合 CHROMagar 0157 琼脂板对出血性大肠杆菌

O157-H7 进行检测，检出率较高、灵敏度较高且快速便捷，可以用于 O157-H7 外环境检测与食品污染源的实际调查之中，应该对

其加以广泛地推广并应用。
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ABSTRACT Objective: Escherichia coli is a kind of important variants -- enterohemorrhagic Escherichia coli O157-H7 several
detection methods are comparative study. Methods: The automated immunomagnetic beads collection system ( AIMS ), automatic
enzyme immunoassay test system ( VIDAS ) and traditional and separation method for comparative analysis. Results: The use of
automated immunomagnetic beads collection system ( AIMS ) on80may contain enterohemorrhagic Escherichia coli O157-H7samples
for detection, detection of copy number is 6, the detection rate was 7.5%, and within a week to all of the above can be detected samples
for identification. AIMS method can detect concentration at 10cfu / mL simulation samples of enterohemorrhagic Escherichia coli
O157-H7, then this method and CHROMagar 0157agar plate combination, the effect is more obvious. Automatic enzyme immunoassay
test system ( VIDAS ) and traditional and separation method detection effect is poor, the detection rate is 0. Conclusion: The use of
automated immunomagnetic beads collection system ( AIMS ) combined with CHROMagar0157agar plates for hemorrhagic Escherichia
coli O157-H7were detected, the detection rate is higher, higher sensitivity and fast and convenient, can be used in O157-H7environment
detection and food contamination sources of practical investigation, should be widely promoted and applied.
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引言

肠出血性大肠杆菌 (Enterohemorrhagic Escherichia coli ,
O157-H7) 为最新出现的一种肠道致病菌。在上个世纪 90 年代

美国的 Riley 在美国密西根州所出现的一起出血性肠炎爆发之

中，第一次分离出了肠出血大肠杆菌 O157-H7，这种病菌为大

肠杆菌的一个常见的变种，它会使得患者产生出血性肠炎、肾
功能不全、溶血性尿毒症以及血栓性血小板减少性紫癜等方面

的症状[1-3]，对于发病严重的患者则很有可能会出现死亡。据相

关研究报道[2-5]，该致病菌的出现主要是由于环境因素的变化，

我国在今年来就有很多关于肠出血性大肠杆菌感染病例的报

道，尤其是在我国的东南沿海出现的例数呈现出逐年增多的发

展趋势，但是还没有出现暴发的现象。因此，对于肠出血大肠杆

菌 O157-H7 进行准确检测，能够对该病起到预防与抑制之作

用，现将几种关于肠出血大肠杆菌 O157-H7 检测的方法进行

对比，现报道如下。

1 材料及方法

1.1 材料

1.1.1 培养基与试剂 三糖铁琼脂斜面、SMAC 琼脂培养基（购

自 于 美 国 Barnstend／Therndyne 公 司） 以 及 浓 度 为 1%的

n-mEC 肉汤、CHROMagar O157 琼脂平板、IMViC 生化鉴定试

剂 （购自于美国 Bio-Rad 公司)；PCR 试剂盒；VT1/VT2 酶标试
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图 1 实样检测流程图

Fig. 1 Flow chart of sample detection

Note: *,&,** compared to the detection rate of VIDAS+SMAC group, *P＜0.05，&P＜0.05，**P＜0.05.

Method Sample number Masccline number Detection rate(%)

Rule separation method+SMAC* 80(10) 0(1) 0

AIMS+CHROMagar & 80(10) 0（1） 0

VIDAS+SMAC 80(10) 6（1） 7.5

AIMS+SMAC** 80(10) 0（1） 0

表 1 本实验检测结果

Table 1 Results of sample detection

剂盒；AIMS 自动磁珠收集与抗 O157 磁珠试剂等[1，6]。
1.1.2 菌株 肠出血性大肠杆菌 O157-H7、O157-H7 大肠杆菌、
沙门菌、金黄色葡萄球菌、溶血性链球菌、副溶血性弧菌、丹增

李斯特菌以及变形杆菌等，上述菌株均在本实验室进行保存[7]。
1.1.3 模拟样品制备 在 10 份经过消毒 （即去除其他菌种）的

牛奶样品之中分别加入上述几种菌株，使得最终浓度在

104cfu/25g 以上；另外准备同样一组牛奶样品（体积为 25mL 每

份）加以备用[8]。
1.1.4 实样来源 本研究所采用的实样来源主要包括：养鸡场、
养猪场以及养鸭场。随机地采集 12 份、鸡粪 8 份以及鸭粪 10
份；在某超市及自行加工禽畜肉制品 50 份，实样样品数共计为

80 份。
1.2 方法

1.2.1 检测方法 以自动免疫磁珠收集系统（AIMS）、自动酶标

免疫测试系统 （VIDAS） 与传统与的分离方法进行对比分析：

（1）AIMS 法：如下图 1 所示。（2）VIDAS 法：如下图 1 所示。（3）
常规分离方法：主要参考国标 GB4789-1994 中规定的标准方

法进行操作[9-11]。
1.2.2 灵敏度试验 取出血性大肠杆菌 O157-H7 肉汤培养物进

行梯度稀释之后加入一组牛奶样品之中，与此同时对不同稀释

程度的菌液采用 CHROMagar O157 琼脂糖平板计数所含的细

菌量，加样之后按照如图 1 所示的操作流程进行。

1.2.3 统计学方法 本研究中所出现的一切数据均由 Microsoft
Excel 以及 SPSS13.0 两个软件加以统计、处理及分析，所出现

的平均值均以 " " 的形式加以表示，运用 检验，组间以 P＜0.05
为具有统计学意义。

2 结果

运用自动免疫磁珠收集系统（AIMS）方法对 80 份可能含

有肠出血性大肠杆菌 O157-H7 的实样进行检测，检出份数为 6

份，检出率为 7.5%，而且在一周之内可以全部对上述检出实样

进行鉴定。AIMS 法能够检出浓度在 10cfu/mL 模拟实样之中的

肠出血性大肠杆菌 O157-H7，然后将此法与 CHROMagar 0157
琼脂板相结合，其效果则更为明显。而自动酶标免疫测试系统

（VIDAS） 与传统与的分离方法则检测的效果不佳，检出率为

0。自动免疫磁珠收集系统（AIMS）检测方法与自动酶标免疫测

试系统（VIDAS）[12-13]、传统与的分离方法在检出率方面存在显

著的统计学差异，P＜0.01。具体而言，如下表 1 所示：

对此，还对该 80 份检测的准确率与常规的检测进行了对

比，具体如下表 2 所示：

3 结论

随着外界环境的不断变化，近年来全国食物中毒事件频频

发生。从分子生物学的角度来看，均是由一些微生物或是真菌

而引起的，严重地影响了人们的生产与生活学习情况。在各种
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表 2 分子生物学检测方法与常规检测方法对比

Table 2 Comparison of Molecular biology test method and rule test method

Group Case number(n) Detection number(n) Detection rate(%)

Rule group 80 3 3.75

Biology detection group 80 6 7.50

x2 value -- 3.222 4.3332

P value -- ＜0.01 ＜0.01

微生物引起的食物中毒事件中，以细菌性的病原体为主要影响

细菌。在 2010 年 3-6 月份我们对两起食物中毒的事件进行了

观察，并运用分子生物学的方法（如 PCR 法）对导致腹泻、中毒

的微生物细菌进行检测，选择一部分患者的粪便作为标本来进

行观察和分析，最后发现可疑的病原菌主要为肠致泻性大肠杆

菌所引起的；如果仅仅按照传统的血清与生化实验的分析方

法，不结合现有的分子生物学检测技术，并不能很清楚地弄明

白这些致病菌如何引起食物中毒的。因此，选择现代分子生物

学检测技术具有十分重要的作用与意义[14-15]。
由上文所述可以得知，肠出血性大肠杆菌 O157-H7 是一

种新型的肠道致病菌，它所产生的毒素会对人体产生严重的危

害及影响，这种毒素与志贺氏菌毒素是非常相似的，无论在形

态方面，还是在性质、结构等方面均保持着相似性，人体感染了

这种毒素之后，会发生严重的死亡，而且还会导致一些传染性

疾病的产生，如霍乱、痢疾等传染性疾病。对于霍乱感染者而

言，他们如果携带了 CTX 毒力单元以及 VPI 致病岛，那么就很

有可能会引起霍乱腹泻症状的发生；如果患者没有携带上述两

种毒力单元，那么就不会引起霍乱腹泻症状的出现与发生。与

之相反的是，对于那些非 O1、非 O139 产毒株等，也可以通过基

因的转译或是转录而产生致病菌蛋白体，从而最终引起霍乱腹

泻症状。传统的分离方法不能很好地将这些致病菌进行有效地

分离，而仅仅是可以将出血性大肠杆菌 O157-H7 大肠杆菌山

梨醇不发酵等进行分离培养。CHROMagar 0157 琼脂平板自

1998 年被文献报道以来已经得到了较为广泛的应用[16-19]，本次

实验笔者认为其内含特殊的显色底物原理可以保证高敏感性

和特异性, 并且可以避免目前部分产毒菌株的生化型变异 （山

梨醇、尿素以及耐亚蹄酸钾等）而造成的漏检。综上所述可以得

知，运用自动免疫磁珠收集系统 （AIMS） 结合 CHROMagar
0157 琼脂板对出血性大肠杆菌 O157-H7 进行检测，检出率较

高、灵敏度较高且快速便捷，可以用于 O157-H7 外环境检测与

食品污染源的实际调查之中，应该对其加以广泛地推广并应

用。
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