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摘要：目的　 评价 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ实时荧光定量 ＰＣＲ法在诊断艰难梭菌感染中的应用价值。方法　 收集住院腹泻患者非重复粪便
标本 ２９６份，同时进行 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ试验和产毒素培养（ｔｏｘｉｇｅｎｉｃ ｃｕｌｔｕｒｅ，ＴＣ）。ＴＣ 包括厌氧培养、菌株基质辅助激光解吸电离
飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ）鉴定、ＰＣＲ扩增艰难梭菌毒素基因。以 ＴＣ 结果为参考，评价 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ 试验的敏感性、特异
性、阳性预测值、阴性预测值，并评价 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ试验和 ＴＣ ２种方法结果的一致性。结果　 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ 试验的敏感性、特异性、
阳性预测值和阴性预测值分别为９８．５％、９２．６％、９１．７％和 ９８．７％。ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ 试验与 ＴＣ 一致性好（Ｋａｐｐａ ＝ ０．９０５）。ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ
试验报告 ２株 ＲＴ０２７型高毒力菌株，经核糖体分型确证为 ＲＴ０２７型艰难梭菌。结论　 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ 实时荧光定量 ＰＣＲ 可快速、
准确检测粪便标本中的艰难梭菌毒素基因，且可报告高毒力 ＲＴ０２７型菌株，具有重要的临床应用价值。
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　 　 艰难梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ）是一种产芽胞
革兰阳性厌氧菌。大量应用广谱抗生素、免疫抑制

剂或化疗药物可导致肠道菌群失调，艰难梭菌优势

繁殖并分泌毒素而引发艰难梭菌感染（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＣＤＩ）［１］。临床上，约 １０％ ～ ２５％
的抗生素相关性腹泻及 ９０％以上的伪膜性肠炎由

ＣＤＩ引起［２］。近年来，一种高毒力核糖体型别 ０２７
型（ＲＴ０２７）艰难梭菌在欧美等国家大规模暴发流
行，该菌株感染引起的发病率、复发率及死亡率更

高［３］。目前，ＲＴ０２７型菌株已在我国的北京、广州、
武汉、香港和台湾等地区分离报道［４６］。ＣＤＩ 主要
的诊断方法包括传统的厌氧培养法、基于酶免疫反
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应的谷氨酸脱氢酶（ＧＤＨ）和毒素 Ａ ／ Ｂ 检测，以及
核酸扩增技术 （ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｓ，
ＮＡＡＴｓ）检测毒素基因等，各方法的敏感性、特异性
存在一定差异。ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ艰难梭菌核酸检测试剂
盒基于实时荧光多重 ＰＣＲ技术，可同时检测毒素 Ｂ
基因、二元毒素基因以及 ｔｃｄＣ 基因 １１７ 位的缺失
（报告是否为 ＲＴ０２７ 型菌株）。本研究旨在评价
ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ试验诊断 ＣＤＩ的临床应用价值。

１　 材料和方法

１．１　 标本来源　 收集 ２０１６ 年 １ 月至 ２０１７ 年 ６ 月
北京协和医院住院腹泻患者非重复粪便标本 ２９６
份。患者年龄 ２～９５ 岁，中位年龄 ５８ 岁；男性患者
占 ５１％；内科患者占 ５８％，外科患者占 １５％，其他科
室患者占 ２７％。
１．２　 主要仪器和试剂 　 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ 系统及配套的
艰难梭菌检测试剂盒（美国 Ｃｅｐｈｅｉｄ 公司），Ｓ１００
Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅ ＰＣＲ 扩增仪（美国伯乐公司），毛细
管电泳用 ＡＢＩ ３７３０ 测序仪（美国应用生物系统公
司），艰难梭菌鉴定培养基（ＣＤＩＦ）、哥伦比亚血琼
脂培养基、厌氧产气袋（法国生物梅里埃公司），基

质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄ
ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ／ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃ
ｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ）仪（德国 Ｂｒｕｋｅｒ Ｄｏｌｔａｎｉｃｓ
公司）。

１．３　 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ试验　 用拭子取少量不成形粪便，
拭子在样本处理试剂中混悬，将样品管中所有液体

移入检测盒的样品室，将检测盒载入 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ 全
自动医用 ＰＣＲ 分析系统中，根据产品说明书进行

操作和结果判读。报告：仅有内参基因阳性为产毒

艰难梭菌阴性；内参基因阳性及 ｔｃｄＢ基因阳性为产
毒素 Ｂ艰难梭菌；内参基因阳性、ｔｃｄＢ 基因阳性、
ｔｃｄＣ基因阳性且二元毒素基因阳性，报告为核糖体
型别 ０２７型菌株。
１．４　 产毒素培养（ｔｏｘｉｇｅｎｉｃ ｃｕｌｔｕｒｅ，ＴＣ）　 ＴＣ 指粪
便培养分离艰难梭菌，再用 ＰＣＲ 方法检测菌株是
否含有毒素基因。ＴＣ阳性：培养分离出艰难梭菌，
且检测到毒素基因；ＴＣ 阴性：未分离出艰难梭菌，
或分离到艰难梭菌但未检测到毒素基因。

１．４．１　 艰难梭菌培养及鉴定　 取不成形粪便标本
直接接种于 ＣＤＩＦ培养基，置于厌氧产气袋 ３７ ℃培
养 ４８ ｈ，将具有黑色菌落特征的菌株转种至哥伦比
亚血琼脂培养基，厌氧培养 ４８ ｈ 后取单菌落进行
ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ 质谱鉴定。将单菌落均匀涂布于
质谱靶板上，滴加 １ μＬ ＨＣＣＡ 肉桂酸基质，待干燥
后参照仪器说明书上机检测。

１．４．２　 艰难梭菌毒素基因检测　 使用五重 ＰＣＲ 的
方法扩增艰难梭菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ、毒素 Ａ、Ｂ 编码基
因 ｔｃｄＡ、ｔｃｄＢ 以及二元毒素基因 ｃｄｔＡ、ｃｄｔＢ，并对
ｔｃｄＡ基因是否存在 １．８ ｋｂ 片段缺失进行确证［７８］。

引物见表 １。
１．５　 ＰＣＲ－核糖体分型 　 ＰＣＲ 扩增艰难梭菌核糖
体 ＤＮＡ基因间隔区（ｒＤＮＡ ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｓｐａｃｅｒ ｒｅｇｉｏｎ，
ＩＳＲ），其中 １６ＳＵＳＡ端引物使用 ５′ＦＡＭ 进行荧光
标记，在 ＡＢＩ ３７３０ 测序仪上用毛细管电泳的方法
对扩增产物进行检测，将数据提交至数据库 ｈｔ
ｔｐ：／ ／ ｗｅｂｒｉｂｏ．ａｇｅｓ．ａｔ 并确定菌株核糖体型别［９］，引

物见表 １。

表 １　 艰难梭菌毒素基因扩增及分型引物

试验 基因 引物名称 序列（５′→３′） 目标片段长度（ｂｐ）
五重 ＰＣＲ ｔｃｄＡ ＴＣＤＡＦ３３４５ ＧＣＡＴＧＡＴＡＡＧＧＣＡＡＣＴＴＣＡＧＴＧＧＴＡ ６２９

ＴＣＤＡＲ３９６９ ＡＧＴＴＣＣＴＣＣＴＧＣＴＣＣＡＴＣＡＡＡＴＧ
ｔｃｄＢ ＴＣＤＢＦ５６７０ ＣＣＡＡＡＲＴＧＧＡＧＴＧＴＴＡＣＡＡＡＣＡＧＧＴＧ ４１０

ＴＣＤＢＲ６０７９Ａ ＧＣＡＴＴＴＣＴＣＣＡＴＴＣＴＣＡＧＣＡＡＡＧＴＡ
ＴＣＤＢＲ６０７９Ｂ ＧＣＡＴＴＴＣＴＣＣＧＴＴＴＴＣＡＧＣＡＡＡＧＴＡ

ｃｄｔＡ ＣＤＴＡＦ７３９Ａ ＧＧＧＡＡＧＣＡＣＴＡＴＡＴＴＡＡＡＧＣＡＧＡＡＧＣ ２２１
ＣＤＴＡＦ７３９Ｂ ＧＧＧＡＡＡＣＡＴＴＡＴＡＴＴＡＡＡＧＣＡＧＡＡＧＣ
ＣＤＴＡＲ９５８ ＣＴＧＧＧＴＴＡＧＧＡＴＴＡＴＴＴＡＣＴＧＧＡＣＣＡ

ｃｔｄＢ ＣＴＤＢＦ６１７ ＴＴＧＡＣＣＣＡＡＡＧＴＴＧＡＴＧＴＣＴＧＡＴＴＧ ２６２
ＣＤＴＢＲ８７８ ＣＧＧＡＴＣＴＣＴＴＧＣＴＴＣＡＧＴＣＴＴＴＡＴＡＧ

１６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＳ１３ ＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧＴＧＧＧＧＡＡＴＡ １ ０６２
ＰＳ１４ ＴＧＡＣＧＧＧＣＧＧＴＧＴＧＴＡＣＡＡＧ

ｔｃｄＡ ３′端缺失 ｔｃｄＡ ＮＫ９ ＣＣＡＣＣＡＧＣＴＧＣＡＧＣＣＡＴＡ ７００ ／ １ ２００
ＮＫＶ１１ ＴＧＡＴＧＣＴＡＡＴＡＡＴＧＡＡＴＣＴＡＡＡＡＴＧＧＴＡＡＣ

毛细管电泳 ＩＳＲ １６ＳＵＳＡ ＦＡＭＧＴＧＣＧＧＣＴＧＧＡＴＣＡＣＣＴＣＣＴ —

２３ＳＵＳＡ ＣＣＣＴＧＣＡＣＣＣＴＴＡＡＴＡＡＣＴＴＧＡＣＣ
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１．６　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２２．０ 软件，以 ＴＣ 结
果为参考，计算 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ 试验的敏感性、特异性、
阳性预测值、阴性预测值，用 Ｋａｐｐａ 检验评价结果
一致性。

２　 结果

２．１　 ＴＣ 结果 　 ２９６ 份粪便标本中，共培养出艰难
梭菌 １５２ 株，其中 ｔｃｄＡ＋ ｔｃｄＢ＋ ｃｄｔＡ ／ ｃｄｔＢ＋（Ａ＋ Ｂ＋

ＣＤＴ＋）型 ３株、ｔｃｄＡ＋ ｔｃｄＢ＋ｃｄｔＡ ／ ｃｄｔＢ－（Ａ＋Ｂ＋ＣＤＴ－）型
１１３株、ｔｃｄＡ－ ｔｃｄＢ＋ｃｄｔＡ ／ ｃｄｔＢ－（Ａ－Ｂ＋ＣＤＴ－）型 １８ 株、
不产毒菌株 ｔｃｄＡ－ ｔｃｄＢ－ ｃｄｔＡ ／ ｃｄｔＢ－（Ａ－ Ｂ－ ＣＤＴ－）１８
株。共检出毒素基因阳性菌株 １３４ 例。部分菌株
五重 ＰＣＲ扩增产物电泳及 ｔｃｄＡ基因扩增产物电泳
结果见图 １、图 ２。

　 　 注：１号菌株，ｔｃｄＡ、ｔｃｄＢ、ｃｄｔＡ、ｃｄｔＢ 基因阳性；２—６、８—１２ 号菌

株，ｔｃｄＡ、ｔｃｄＢ基因阳性；７号菌株，阴性；Ｍ，１００ ｂｐ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ。

图 １　 五重 ＰＣＲ扩增产物电泳分析

　 　 注：Ｍ，２ ０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒ；ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｈ、ｉ、ｊ、ｋ，菌株无 ｔｃｄＡ 缺失；

ｆ、ｇ，菌株 ｔｃｄＡ缺失。

图 ２　 ｔｃｄＡ基因 ＰＣＲ扩增产物电泳分析

２．２　 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ试验结果　 ２９６份标本中，ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ
报告阳性标本 １４４ 份，阴性标本 １５２ 份，阳性标本
中包括 １４２份产毒素 Ｂ 艰难梭菌，２ 份 ＲＴ０２７ 型艰
难梭菌。

２．３　 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ 与 ＴＣ 检测结果的比较 　 以 ＴＣ 为
参考，ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ试验的敏感性为 ９８．５％，９５％置信
区间为 ９４．７％～ ９９．８％；特异性为 ９２．６％，９５％置信
区间为 ８７．４％～ ９６．１％；阳性预测值为 ９１．７％，９５％
置信区间为 ８５．９％ ～ ９５．６％；阴性预测值为 ９８．７％，
９５％置信区间为 ９５．３％～９９．８％。２种方法总一致率
为 ９５．３％，一致性检验 Ｋａｐｐａ 值为 ０．９０５，ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ

与 ＴＣ 一致性好，见表 ２。ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ 与 ＴＣ 检测结
果不一致的标本有 １４ 份，其中 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ 阳性、ＴＣ
阴性标本 １２份，包括未培养出菌株标本 ９ 份，培养
出的菌株但不产毒素标本 ３ 份；另外 ２ 份标本为
ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ阴性、ＴＣ阳性，菌株分别为 Ａ－Ｂ＋ＣＤＴ－型
和 Ａ＋Ｂ＋ＣＤＴ－型。

表 ２　 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ试验与 ＴＣ检测结果的比较

ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ
ＴＣ

＋ －
合计

＋ １３２ １２ １４４
－ ２ １５０ １５２
合计 １３４ １６２ ２９６

２．４　 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ 与 ＰＣＲ－核糖体分型 　 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ
试验报告 ２株 ＲＴ０２７ 型艰难梭菌；ＰＣＲ－核糖体分
型结果显示，与 ＲＴ０２７ 型标准菌株条带一致，确证
为 ＲＴ０２７型艰难梭菌。ＲＴ０２７ 型艰难梭菌与标准
菌株的毛细管电泳图谱见图 ３。

３　 讨论

　 　 ＣＤＩ的诊断主要包括腹泻患者粪便标本中检
测到艰难梭菌毒素或者产毒素的艰难梭菌，或者内

镜检查为伪膜性肠炎［１０］。艰难梭菌培养以及 ＧＤＨ
检测具有较高的敏感性，不能区分菌株是否产毒

素，而直接从粪便标本中检测毒素 Ａ ／ Ｂ 的酶免疫
方法敏感性较低，不推荐单独用于诊断 ＣＤＩ［１１１２］。
ＣＤＩ诊断的金标准包括细胞毒性中和试验和 ＴＣ，
但 ２ 种方法操作繁琐，不适应于临床常规使用。
ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ试验可直接从粪便标本中快速检测毒素
基因，在国外已得到广泛应用。

本研究结果表明，ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ 试验的敏感性、特
异性、阳性预测值、阴性预测值均在 ９０％以上。这
与上海华山医院黄海辉教授牵头的多中心研究结

果较为接近［１３］，文献综述表明 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ试验的敏
感性为 ９４％ ～ １００％、特异性为 ９３％ ～ ９９％［１２］。
ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ试验操作简便，且可在 １ ｈ 内发出报告，
具有良好的临床应用价值。此外，ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ 可准
确报告高毒力 ＲＴ０２７型艰难梭菌，对流行病学调查
和院内感染防控均有重要意义。ＲＴ０２７ 型高毒力
艰难梭菌在欧美等地区引起大规模暴发流行。近

年来，我国多个城市报道了散发的 ＲＴ０２７ 型菌株，
与欧美等不同的是，我国 ＳＴ３７ 和 ＳＴ８１ 型 Ａ－ Ｂ＋型
艰难梭菌流行率较高，该型菌株同样可以引起临床

患者重症感染。ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ 检测的靶标为 ｔｃｄＢ 基
因、二元毒素基因以及 ｔｃｄＣ 基因，本研究结果表明
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Ａ－Ｂ＋型菌株同样可被 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ 准确报告为阳性
标本，目前国内尚未发现 Ａ＋Ｂ－型艰难梭菌。

本研究中所用五重 ＰＣＲ 检测艰难梭菌毒素基
因为传统的 ＰＣＲ 方法，之后使用电泳技术检测是
否扩增出毒素基因，该方法操作复杂，在常规临床

实验室不易开展。ＰＣＲ－核糖体分型技术常用于艰
难梭菌的流行病学调查，ＰＣＲ扩增后使用毛细管电
泳技术检测艰难梭菌 ＩＳＲ多态性，然后与标准菌株
比对确定其核糖体型别。该技术因缺乏标准化而

难以推广和应用，目前更常用的分型方法为多位点

序列分型技术。ＮＡＡＴｓ 直接检测艰难梭菌毒素基
因，具有较高的敏感性，被美国胃肠病学会和美国

感染病学会推荐可作为唯一的独立测试技术诊断

ＣＤＩ［１１，１４］。欧洲临床微生物与感染病学会和中国
艰难梭菌感染诊断和治疗专家共识推荐使用两步

法或者三步法联合诊断 ＣＤＩ，ＮＡＡＴｓ则作为其中的
重要一个步骤［１０，１５］。一些研究者担忧 ＮＡＡＴｓ方法
过于敏感而导致过度诊断和治疗［１６］。临床应结合

患者是否具有高危因素及其他实验室检查综合判

断 ＣＤＩ或定植。
综上所述，ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ 实时荧光定量 ＰＣＲ方法

具有较高的敏感性和特异性，可为 ＣＤＩ的诊治提供
可靠的科学依据。

注：Ａ、Ｂ，临床菌株图谱；Ｃ，ＣＡ２标准菌株图谱；横轴为 ＩＳＲ片段长度；纵轴为峰强度。

图 ３　 ＲＴ０２７型艰难梭菌毛细管电泳分析
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《临床检验杂志》可直接使用缩略形式的常用词汇
　 　 对于以下医学检验工作者比较熟悉的常用词汇，本刊允许在论文撰写中直接使用其缩略语，可以不标注

中文。

　 　 　 　 磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）　 　 　 　 白细胞介素（ＩＬ）　 　 　 　 　 　 乙型肝炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ）

　 　 　 　 核糖核酸（ＲＮＡ） 肿瘤坏死因子（ＴＮＦ） 　 　 乙型肝炎 ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）

　 　 　 　 脱氧核糖核酸（ＤＮＡ） 干扰素（ＩＦＮ） 　 　 抗 ＨＢｓＡｇ抗体（抗 ＨＢｓ）

　 　 　 　 聚合酶链反应（ＰＣＲ） 人类白细胞抗原（ＨＬＡ） 　 　 抗 ＨＢｅＡｇ抗体（抗 ＨＢｅ）

　 　 　 　 酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ） 系统性红斑狼疮（ＳＬＥ） 　 　 抗 ＨＢｃＡｇ抗体（抗 ＨＢｃ）

　 　 　 　 免疫球蛋白 Ｇ（ＩｇＧ） 类风湿关节炎（ＲＡ） 　 　 严重急性呼吸综合征（ＳＡＲＳ）

　 　 　 　 免疫球蛋白 Ａ（ＩｇＡ） 人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）　 　 红细胞（ＲＢＣ）

　 　 　 　 免疫球蛋白 Ｍ（ＩｇＭ） 甲型肝炎病毒（ＨＡＶ） 　 　 白细胞（ＷＢＣ）

　 　 　 　 免疫球蛋白 Ｄ（ＩｇＤ） 乙型肝炎病毒（ＨＢＶ） 　 　 血红蛋白（Ｈｂ）

　 　 　 　 免疫球蛋白 Ｅ（ＩｇＥ） 丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）
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