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［摘　要］　目的　研发一项快速鉴定艰难梭菌并能明确高产毒株的检测方法，开展临床评估。方法　利用环介导

等温扩增（ＬＡＭＰ）法，基于狋犮犱Ｃ、狋犮犱Ａ、狋犮犱Ｂ基因来鉴定艰难梭菌，并评估该检测技术的灵敏度、特异度和总体一致

性。结果　共完成４９９例疑似艰难梭菌感染腹泻住院患者粪便标本检测，艰难梭菌检出率为１２．８％（６４／４９９），其

中产毒艰难梭菌的检出率为１０．８％（５４／４９９）。本检测方法针对狋犮犱Ａ的灵敏度为８７．２％，特异度为９８．９％，阳性

预测值为８９．１％，阴性预测值为９８．６％；对狋犮犱Ｂ的灵敏度为８８．２％，特异度为９９．６％，阳性预测值为９０．０％，阴性预

测值为９８．７％。不同菌株总毒素量各有不同，但Ａ＋Ｂ＋菌株平均产毒量（１．７９μｇ／ｍＬ）高于ＡＢ＋菌株（０．７２μｇ／ｍＬ）

和ＡＢ菌株（＜０．１０μｇ／ｍＬ）。结论　本便携式高通量ＬＡＭＰ检测方法能快速、高效鉴定艰难梭菌并且明确高

毒株。
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ｌｅｎｃｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｇｅｎｅ；狋犮犱Ｃ

　　艰难梭菌（犆犾狅狊狋狉犻犱犻狅犻犱犲狊犱犻犳犳犻犮犻犾犲，ＣＤ）是抗

生素相关性腹泻 （ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃａｓｓｏｃｉａｔｅｄｄｉａｒｒｈｅａ，

ＡＡＤ）的主要病原体，已成为全球医院获得性腹泻

最常见的病原体之一［１］。ＣＤ致病性取决于毒素表

达：产毒株可分泌毒素Ａ（狋犮犱Ａ编码）、毒素Ｂ（狋犮犱Ｂ

编码）及二元毒素，其中狋犮犱Ａ／Ｂ受致病决定区内

狋犮犱Ｃ（负调控）、狋犮犱Ｄ（正调控）及狋犮犱Ｅ（膜孔蛋白）协

同调控［２３］。ＲＴ０２７高毒株因毒素高表达易引发重

症，临床表现为腹泻、假膜性肠炎，严重者可进展为

中毒性巨结肠或脓毒症休克［４］。由于ＣＤ检测条件

受限，我国尚未将其纳入医院感染重点监测目标，这

在一定程度上影响了疾病后续的诊治。快速鉴别艰

难梭菌感染 （犆犾狅狊狋狉犻犱犻狅犻犱犲狊犱犻犳犳犻犮犻犾犲ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，

ＣＤＩ）及高产毒株对早期临床诊断和精准治疗至关

重要。

目前，ＣＤ鉴定主要基于病原学检测、毒素检测、

基因检测等方法［５６］。国际金标准（产毒培养或细胞

培养中和试验）因操作复杂未常规应用于临床［５］。

毒素Ａ／Ｂ酶免疫分析（ＥＩＡｓ）特异度高但灵敏度受

标本限制［７］，超灵敏毒素检测技术尚未普及［８］。谷

氨酸脱氢酶（ＧＤＨ）检测虽快速灵敏，因无法区分产

毒／非产毒株，仅作初筛［９］。核酸扩增检测（ＮＡＡＴ）

（如ＰＣＲ／ｑＰＣＲ）兼具良好的灵敏度和特异度，但高

成本制约了其临床推广［１０１２］。因此，开发兼具快速、

高灵敏度／特异度及低成本的毒素基因检测技术对

优化ＣＤＩ诊疗体系具有重大意义。

环介导等温扩增（ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍ

ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）作为一种新型分子诊断方法，通过

多靶点引物设计（４～６对特异性引物靶向６～８个

基因区域）及ＢｓｔＤＮＡ聚合酶的链置换活性，可在

６０～６５℃恒温条件下实现１ｈ内１０
９
～１０

１０倍核酸扩

增，兼具操作简便、高特异度及产物易检性优势［１３１４］。

目前已被广泛应用于临床病原体检测、肿瘤标志物

筛查、食源性致病菌鉴定及农业植物病毒监测等多

领域［１５１８］。本研究基于ＬＡＭＰ技术构建同步检测

ＣＤ狋犮犱Ｃ、狋犮犱Ａ、狋犮犱Ｂ基因的快速诊断体系，通过多

毒力基因联检进一步明确高产毒株。并与传统培

养＋ＰＣＲ法进行比较，以验证与评估ＬＡＭＰ法的

临床检测效能，从而进一步优化ＣＤＩ的医院感染防

控与诊治策略。

１　对象与方法

１．１　研究对象　２０２０年１２月—２０２２年２月，本研

究纳入的４９９例标本均来自中南大学湘雅医院重症

监护病房（ＩＣＵ）住院成人患者，疑似有 ＣＤ 感染或

出现明显腹泻症状（≥３次／２４ｈ、且入院超过２ｄ）

患者的粪便标本。

１．２　粪便中ＣＤ的ＤＮＡ快速提取　采用改良热裂

解法提取粪便标本中ＣＤＤＮＡ：取１．２ｍＬ标本经

２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ后转移上清，２００μＬ分装后

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ获取沉淀；加入１００μＬ裂

解液３７℃金属浴裂解２０ｍｉｎ，１００℃煮沸１０ｍｉｎ，

冷却后再次以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ取上清即

可。其中，裂解液包括５种配方（配方１为基础

裂解液：２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、１５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ、

２％Ｔｒｉｔｏｎｘ１００；配方２：基础裂解液＋０．４ｍｇ／ｍＬ

蛋白酶Ｋ；配方３：基础裂解液＋０．３ｍｇ／ｍＬ溶菌

酶＋１％ＳＤＳ；配方４：基础裂解液＋０．３ｍｇ／ｍＬ溶

菌酶；配方５：基础裂解液＋１％ＳＤＳ）。同时平行使

用国外凯杰 （ＱＩＡＧＥＮ）公司生产的ＱＩＡａｍｐＦａｓｔ

ＤＮＡＳｔｏｏｌＭｉｎｉＫｉｔ（货号５１６０４）、国内天根生化

科技有限公司生产的粪便基因组ＤＮＡ提取试剂盒

（货号ＤＰ３２８）作为对照。ＤＮＡ纯度与浓度经Ｑｕ

ｂｉｔ４．０荧光计 （ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）进行测定。

１．３　ＬＡＭＰ检测方案的设计　见图１。

·２５４· 中国感染控制杂志２０２５年４月第２４卷第４期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ２４Ｎｏ４Ａｐｒ２０２５
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图１　本研究ＬＡＭＰ检测技术设计方案图

犉犻犵狌狉犲１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｅｓｉｇｎｏｆｔｈｅＬＡＭＰｄｅｔｅｃｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

１．３．１　优势引物设计　研究基于 ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ

数据库ＣＤ基因组序列，通过生物信息学分析筛选

特异性保守区域。先采用ＢＬＡＳＴ算法对目标基因

进行全基因组同源性比对，确定狋犮犱Ａ、狋犮犱Ｂ及狋犮犱Ｃ

基因的高度保守特征区域，再运用 ＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ

Ｖ４软件基于ＬＡＭＰ原理设计产毒株特异性引物组

合。针对狋犮犱Ｃ基因第１１７位点单碱基缺失（Δ１１７

ＳＮＰ），构建含突变型Δ１１７位点的重组质粒和野生

型质粒，作为平行检测模板进行引物筛选试验，最终

获得可精准识别该突变靶点的高分辨力引物组合。

ＣＤ分离株毒素基因鉴定所用引物由湖南融健基因

生物科技有限公司合成。

１．３．２　狋犮犱Ｃ基因不同引物的反应效率验证　采用

经系统设计、筛选及比对优化的５套特异性引物组

合混合体系，以含有第１１７位单核苷酸缺失的突变

型狋犮犱Ｃ 质粒 ＤＮＡ（１ｐｍｏｌ／Ｌ）作为检测靶标，

ＲＮａｓｅｆｒｅｅ超纯水作为阴性对照，在６３℃恒温条件

下进行９０ｍｉｎ的核酸扩增反应。反应过程通过

ｑＰＣＲ仪进行动态监测，每３０ｓ采集一次荧光信号，

实时监测并绘制扩增荧光动力学曲线。

１．３．３　ＬＡＭＰ法的灵敏度检测　通过梯度稀释产

毒株基因组ＤＮＡ（８．２４ｎｇ／μＬ至０．０８２４ｐｇ／μＬ，

１０倍稀释）评估ＬＡＭＰ法检测狋犮犱Ａ／Ｂ的灵敏度，

以ＲＮａｓｅｆｒｅｅ超纯水为阴性对照。针对狋犮犱Ｃ突变

基因检测，则分别采用５组引物体系（１０ｐｍｏｌ／Ｌ至

０ａｍｏｌ／Ｌ，１０倍稀释）。在６３℃、９０ｍｉｎ条件下通

过实时荧光定量系统动态监测突变型质粒ＤＮＡ的

扩增曲线，每间隔３０ｓ采集一次荧光信号以确定检

测阈值及动态范围。

１．３．４　ＬＡＭＰ法的特异度检测　通过构建１３种

常见肠道致病菌（含副溶血弧菌、金黄色葡萄球菌

等）ＤＮＡ模板库，以同时具有狋犮犱Ａ、狋犮犱ＢＣＤ产毒

株为阳性对照，ＲＮａｓｅｆｒｅｅ超纯水为阴性对照，验证

ＣＤ基于 ＬＡＭＰ检测体系的种属特异性。针对

狋犮犱Ｃ基因的不同引物的特异度验证，通过构建突变

型靶标１０倍梯度稀释模型（１００％～０突变型占比，

总浓度１０ｐｍｏｌ／Ｌ）与野生型靶标混合进行检测。

在６３℃恒温、９０ｍｉｎ条件下利用实时监测体系评估

ＣＤ不同基因的特异度。

１．４　传统方法　根据《中国成人艰难梭菌感染诊断

和治疗专家共识》与《ＡＣＧ临床指南：艰难梭菌感染

的预防、诊断和治疗》推荐的两步法［５，１９］。采用ＣＤ

鉴定培养基培养粪便标本，具有典型的ＣＤ菌落特

征和气味，随后进行ＧＤＨ 检测。通过培养－生化

鉴定－扩增培养后，提取纯菌株核酸进行ＰＣＲ鉴

定，以下简称为“培养＋ＰＣＲ”法。

１．５　临床标本验证　以传统“培养＋ＰＣＲ”法作为

参比，计算此研究ＬＡＭＰ法的阳性预测值、阴性预

测值、灵敏度、特异度。所有可能阳性标本均采用二

次培养鉴定及毒素检测，同时参考国家药品监督管

理局（ＮＭＰＡ）批准的美国ＣｅｐｈｅｉｄＸｐｅｒｔＣＤ核酸

检测试剂盒进行复核，当三者结果不一致时，进行一

代测序，同时参考患者的临床资料判断是否为感染，

作为最终试验结论。

２　结果

２．１　快速提取粪便中ＣＤＤＮＡ

２．１．１　裂解液的最佳配比　５种核酸裂解液配方

提取的ＤＮＡ扩增效率见图２。仅添加溶菌酶（即

配方４）的核酸扩增效率高于其他配方，表明配方

４是本研究从粪便标本中快速提取ＣＤＤＮＡ的最

优配方。

·３５４·中国感染控制杂志２０２５年４月第２４卷第４期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ２４Ｎｏ４Ａｐｒ２０２５
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图２　５种裂解液配方提取ＤＮＡ的扩增效率

犉犻犵狌狉犲２　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｅｄｕｓｉｎｇ

ｆｉｖｅｌｙｓａｔｅｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ

２．１．２　三种提取方法对比　结果显示，本研究使用

的最优核酸裂解液配方４操作时间短，约１ｈ即可

完成提取，且较另外两种试剂盒提取的ＤＮＡ浓度

更高。相对于传统过柱法，本研究方法仅２步即可

完成核酸提取，操作简单快速，大大减少了由于操作

复杂、反复离心转移而带来的假阳性结果。由于成

分简单，也显著降低了经济成本。见表１。

２．２　ＬＡＭＰ检测方法

２．２．１　优势引物设计　针对狋犮犱Ａ／Ｂ基因优化获

表１　三种方法提取粪便中ＣＤＤＮＡ的对比结果

犜犪犫犾犲１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＣＤＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｆｅｃｅｓｂｙ

ｔｈｒｅｅｍｅｔｈｏｄｓ

ＤＮＡ提取

方法

标本序号（ｎｇ／μＬ）

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ

总提取

时间（ｈ）

本研究 ３．７０ １．４０ ８．４４ ６．３６ ９．６６ 约１

天根 １．４５ ０．３８ ２．１０ ３．６４ ５．１４ 约２．５

凯基 ０．９９ ０．３４ １．９２ ３．２５ ５．８４ 约２．５

得两对核心引物（Ｆ３／Ｂ３、ＦＩＰ／ＢＩＰ），并基于狋犮犱Ｃ基

因１１７位点单核苷酸缺失特征，经生物信息学筛选

获得５套高特异性引物组合。每套引物包含阻断型

引物ＤＰ１（含核糖核苷酸ｒＧ及３’端Ｃ３Ｓｐａｃｅｒ修

饰，通过互补结合突变位点阻断野生型序列扩增）和

辅助引物Ｐ２Ｐ４，见表２。该设计通过酶促延伸阻断

机制实现突变型狋犮犱Ｃ的特异性识别，结合狋犮犱Ａ／Ｂ

多靶点检测体系，从而同步完成ＣＤ毒力基因鉴定

及突变型菌株分型。

表２　各基因引物组合物及引物序列

犜犪犫犾犲２　Ｐｒｉｍｅｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｅａｃｈｇｅｎｅ

各基因引物组合物 引物序列 （５’－３’）

狋犮犱Ａ基因 狋犮犱ＡＦ３（ＳＥＱＩＤＮＯ．５） ＴＣＣＡＡＴＡＣＡＡＧＣＣＣＴＧＴＡＧ

狋犮犱ＡＢ３（ＳＥＱＩＤＮＯ．６） ＧＡＡＴＣＴＣＴＴＣＣＴＣＴＡＧＴＡＧＣＴ

狋犮犱ＡＦＩＰ（ＳＥＱＩＤＮＯ．７） ＣＴＧＣＡＴＴＡＡＴＡＴＣＡＧＣＣＣＡＴＴＧＴＴＴＡＴＴＴＡＣＡＴＴＴＴＧＴＡＴＧＧＡＴＡＧＧＴＧＧ

狋犮犱ＡＢＩＰ（ＳＥＱＩＤＮＯ．８） ＡＡＣＴＧＴＧＧＴＡＴＧＡＴＡＧＴＧＡＡＧＣＡＴＴＴＣＡＧＴＧＧＴＡＧＡＡＧＡＴＴＣＡＡＣＴ

狋犮犱Ｂ基因 狋犮犱ＢＦ３（ＳＥＱＩＤＮＯ．９） ＴＧＡＴＡＧＴＡＴＡＡＴＧＧＣＴＧＡＡＧＣＴ

狋犮犱ＢＢ３（ＳＥＱＩＤＮＯ．１０） ＧＡＧＡＴＴＴＣＡＡＡＧＴＴＴＣＴＴＡＡＧＴＣＡＧ

狋犮犱ＢＦＩＰ（ＳＥＱＩＤＮＯ．１１） ＣＡＴＣＴＧＧＧＡＡＧＡＡＡＣＣＡＡＣＴＣＴＴＡＧＣＡＧＡＴＡＡＴＧＧＴＡＧＡＴＴＴＡＴＧＡＴＧＧ

狋犮犱ＢＢＩＰ（ＳＥＱＩＤＮＯ．１２） ＡＡＧＴＧＧＣＣＣＴＧＡＡＧＣＡＴＡＴＧＣＣＡＡＡＴＧＧＡＴＡＴＴＣＡＴＡＣＴＡＣＣＴＴＣＴ

狋犮犱Ｃ基因

　第１套引物 ＤＰ１（ＳＥＱＩＤＮＯ．２１） ＧＴＣＴＴＣＡＧＡＡＣＡＡＧＣＴＧＧＴＧＡＴＧＣＴＣＴＡＣＴＧＧＣＡＴＴＴＡＴＴＴＴ／ｒＧ／ＧＣＣ３Ｓｐａｃｅｒ

Ｐ２（ＳＥＱＩＤＮＯ．２２） ＧＧＡＧＧＴＣＡＴＴＴＣＴＡＡＣＣＡＡＡＣＡＴＣＡＣＡＧＣＡＴＣＡＧＡＣＡＡＴＴＴＧＣＴＡＴ

Ｐ３（ＳＥＱＩＤＮＯ．２３） ＣＧＴＣＧＴＣＴＴＴＣＡＴＴＴＴＧＡＡＣＣ

Ｐ４（ＳＥＱＩＤＮＯ．２４） ＡＡＴＴＣＴＴＴＡＡＧＡＴＣＡＣＡＡＡＧＧＧＴ

　第２套引物 ＤＰ１（ＳＥＱＩＤＮＯ．２５） ＧＴＣＴＴＣＡＧＡＡＣＡＡＧＣＴＧＧＴＧＡＴＧＣＴＣＴＡＣＴＧＧＣＡＴＴＴＡＴＴＴＴ／ｒＧ／ＧＣＧＣＣ３Ｓｐａｃｅｒ

Ｐ２（ＳＥＱＩＤＮＯ．２６） ＧＧＡＧＧＴＣＡＴＴＴＣＴＡＡＣＣＡＡＡＣＡＴＣＡＣＡＧＣＡＴＣＡＧＡＣＡＡＴＴＴＧＣＴＡＴ

Ｐ３（ＳＥＱＩＤＮＯ．２７） ＣＧＴＣＧＴＣＴＴＴＣＡＴＴＴＴＧＡＡＣＣ

Ｐ４（ＳＥＱＩＤＮＯ．２８） ＡＡＴＴＣＴＴＴＡＡＧＡＴＣＡＣＡＡＡＧＧＧＴ

　第３套引物 ＤＰ１（ＳＥＱＩＤＮＯ．２９） ＴＧＴＴＴＧＡＴＴＡＧＡＡＡＴＧＡＣＣＴＣＣＴＣＡＧＣＴＣＴＡＣＴＧＧＣＡＴＴＴＡＴＴＴＴ／ｒＧ／ＧＣＣ３Ｓｐａｃｅｒ

Ｐ２（ＳＥＱＩＤＮＯ．３０） ＡＴＡＧＣＡＡＡＴＴＧＴＣＴＧＡＴＧＣＴＧＡＡＣＣＴＴＣＡＡＴＡＧＣＴＴＴＣＴＴＴＴＣＧＴＣＧ

Ｐ３（ＳＥＱＩＤＮＯ．３１） ＣＴＴＣＴＴＣＡＧＣＴＴＴＡＣＧＴＴＧＡＴ

Ｐ４（ＳＥＱＩＤＮＯ．３２） ＴＡＡＧＡＧＣＡＣＡＡＡＧＧＧＴＡ
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续表２　（犜犪犫犾犲２，犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

各基因引物组合物 引物序列 （５’－３’）

　第４套引物 ＤＰ１（ＳＥＱＩＤＮＯ．３３） ＴＧＴＴＴＧＡＴＴＡＧＡＡＡＴＧＡＣＣＴＣＣＴＣＡＧＣＴＣＴＡＣＴＧＧＣＡＴＴＴＡＴＴＴＴ／ｒＧ／ＧＣＧＣ３Ｓｐａｃｅｒ

Ｐ２（ＳＥＱＩＤＮＯ．３４） ＡＴＡＧＣＡＡＡＴＴＧＴＣＴＧＡＴＧＣＴＧＡＡＣＣＴＴＣＡＡＴＡＧＣＴＴＴＣＴＴＴＴＣＧＴＣＧ

Ｐ３（ＳＥＱＩＤＮＯ．３５） ＣＴＴＣＴＴＣＡＧＣＴＴＴＡＣＧＴＴＧＡＴ

Ｐ４（ＳＥＱＩＤＮＯ．３６） ＴＡＡＧＡＧＣＡＣＡＡＡＧＧＧＴＡ

　第５套引物 ＤＰ１（ＳＥＱＩＤＮＯ．３７） ＴＧＴＴＴＧＡＴＴＡＧＡＡＡＴＧＡＣＣＴＣＣＴＣＡＧＣＴＣＴＡＣＴＧＧＣＡＴＴＴＡＴＴＴＴ／ｒＧ／ＧＣＧＣＣ３Ｓｐａｃｅｒ

Ｐ２（ＳＥＱＩＤＮＯ．３８） ＡＴＡＧＣＡＡＡＴＴＧＴＣＴＧＡＴＧＣＴＧＡＡＣＣＴＴＣＡＡＴＡＧＣＴＴＴＣＴＴＴＴＣＧＴＣＧ

Ｐ３（ＳＥＱＩＤＮＯ．３９） ＣＴＴＣＴＴＣＡＧＣＴＴＴＡＣＧＴＴＧＡＴ

Ｐ４（ＳＥＱＩＤＮＯ．４０） ＴＡＡＧＡＧＣＡＣＡＡＡＧＧＧＴＡ

２．２．２　狋犮犱Ｃ基因不同引物的反应效率验证　基于

５套狋犮犱Ｃ突变特异性引物，扩增１ｐｍｏｌ／ＬＲＴ０２７

型高毒株，检测效能显示，第５套引物组在突变型靶

标检测中呈现典型Ｓ型扩增曲线，其扩增效率高于

其他引物组。且其阴性对照未出现非特异性扩增

（荧光强度＜５００ＲＦＵ），见图３。结果表明，第５套

引物显著增强了对狋犮犱Ｃ１１７位点单碱基缺失的识

别能力，为开发高分辨ＣＤＩ毒力分型检测试剂盒奠

定关键技术基础。

２．２．３　ＬＡＭＰ检测方法的灵敏度检测　产毒株基

因组ＤＮＡ８．２４ｎｇ／μＬ至０．８２４ｐｇ／μＬ不同梯度稀

释样本均呈现典型Ｓ型扩增曲线，而阴性对照未检

测到扩增信号，证实本研究ＬＡＭＰ引物体系对ＣＤ

狋犮犱Ａ／狋犮犱Ｂ基因的最低检测限为０．８２４ｐｇ／μＬ，见

图４（Ａ、Ｂ）。进一步分析狋犮犱Ｃ基因突变检测效能

（图５ＡＥ），对比第１～４套引物，结果显示，灵敏度

最优引物为第５套引物。采用第５套引物时，体系

可稳定识别低至１００ａｍｏｌ／Ｌ的突变型靶标，表明该

引物组合通过优化设计实现了超低浓度靶标的特异

性捕获。
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　　注：Ａ、Ｂ分别为狋犮犱Ａ、狋犮犱Ｂ引物灵敏度检测的荧光曲线图；Ｃ、Ｄ分别为狋犮犱Ａ、狋犮犱Ｂ引物特异度检测的荧光曲线图。

图４　ＬＡＭＰ方法的灵敏度和特异度检测结果

犉犻犵狌狉犲４　ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆｔｈｅＬＡＭＰｍｅｔｈｏｄ

·５５４·中国感染控制杂志２０２５年４月第２４卷第４期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ２４Ｎｏ４Ａｐｒ２０２５



!

!

"# $%&'()

*

!

" $%&'()

+

!

"## ,%&'()

-

!

"# ,%&'()

.

!

" ,%&'()

,

!

"## !%&'()

/ ###

0 ###

1 ###

2 ###

3 ###

4 ###

5 ###

6 ###

" ###

#

相
对
荧
光
单
位

循环数

# 6# 4# 2# 0# "## "6# "4#

,

7

!

*

+

-

.

4 ###

5 ###

6 ###

" ###

#

相
对
荧
光
单
位

循环数

# 6# 4# 2# 0# "## "6# "4#

,

8

!

*

+

-

.

"6 ###

"# ###

0 ###

2 ###

4 ###

6 ###

#

相
对
荧
光
单
位

循环数

# 6# 4# 2# 0# "## "6# "4#

,

9

!

*

+

-

.

"# ###

0 ###

2 ###

4 ###

6 ###

#

相
对
荧
光
单
位

循环数

# 6# 4# 2# 0# "## "6# "4#

,

:

!

*

+

-

.

"# ###

0 ###

2 ###

4 ###

6 ###

#

相
对
荧
光
单
位

循环数

# 6# 4# 2# 0# "## "6# "4#

,

;

!

*

+

-

.

　　注：Ａ～Ｅ分别为狋犮犱Ｃ第１～５套引物的灵敏度检测的荧光曲线图。

图５　ＬＡＭＰ方法狋犮犱Ｃ５套引物的灵敏度检测结果

犉犻犵狌狉犲５　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｉｖｅｓｅｔｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒ狋犮犱ＣｂｙＬＡＭＰｍｅｔｈｏｄ

２．２．４　ＬＡＭＰ检测方法的特异度检测　结果显

示，实时荧光扩增曲线中针对其他１３种肠道致病菌

的基因组ＤＮＡ模板均无扩增峰，仅阳性对照呈现

标准Ｓ型特征，证实本ＬＡＭＰ反应可以高度特异性

地排除非狋犮犱Ａ／狋犮犱Ｂ的基因，仅在含目的基因的阳

性组中特异性触发，表明该方法对ＣＤ靶基因检测

具备高度特异度，见图４（Ｃ、Ｄ）。在狋犮犱Ｃ基因突变

分析中（见图６），采用第５套引物时，检测体系可精

准识别０．０１％突变型靶标（混于９９．９９％野生型背

景中），其ＰＯＩ值显著低于纯野生型样本（突变型占

比为０），突变／野生型区分度达约１０４ 倍，展现出单

碱基分辨率优势。对比显示，第５套引物对突变型

靶标的鉴别能力显著优于第１～４套引物组合。

２．３　临床标本验证　共检测４９９例患者标本，成功

分离ＣＤ６４株并进行了毒素检测，主要来源于中心

ＩＣＵ（６１株），神内ＩＣＵ（３株）。ＣＤ检出率１２．８％，

产毒ＣＤ检出率为１０．８％（５４株），ＣＤ毒素Ａ＋Ｂ＋

菌株５０株，占７８．１％，ＡＢ＋菌株４株，占６．３％，ＡＢ

菌株１０株，占１５．６％，未检出Ａ＋Ｂ菌株。６４份阳

性标本，精确检测患者感染ＣＤ的总毒素量，不同

菌株各有不同，但 Ａ＋Ｂ＋菌株（１．７９μｇ／ｍＬ）平均

产毒量高于ＡＢ＋菌株（０．７２μｇ／ｍＬ）和 ＡＢ菌株

（＜０．１μｇ／ｍＬ）。

两种方法平行检测，共有４１份标本均为狋犮犱Ａ

阳性，４５份标本均为狋犮犱Ｂ阳性；共有４４７份标本均

为狋犮犱Ａ阴性，４４３份标本均为狋犮犱Ｂ阴性。见表３。

结果显示，ＬＡＭＰ法检测 ＣＤ狋犮犱Ａ 的灵敏度为

８７．２％，特异度为９８．９％，阳性预测值为８９．１％，阴

性预测值为９８．６％；对狋犮犱Ｂ的灵敏度为８８．２％，特

异度为９９．６％，阳性预测值为９０．０％，阴性预测值

为９８．７％。
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　　注：Ａ～Ｅ分别为狋犮犱Ｃ第１～５套引物特异度检测的荧光曲线图。

图６　ＬＡＭＰ方法狋犮犱Ｃ５套引物的特异度检测结果

犉犻犵狌狉犲６　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｉｖｅｓｅｔｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒ狋犮犱ＣｂｙＬＡＭＰｍｅｔｈｏｄ

表３　ＬＡＭＰ法与“培养＋ＰＣＲ”法检测狋犮犱Ａ／Ｂ诊断效能

犜犪犫犾犲３　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｅｆｆｉｃａｃｙｏｆ狋犮犱Ａ／ＢｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＬＡＭＰ

ｍｅｔｈｏｄａｎｄ“ｃｕｌｔｕｒｅ＋ＰＣＲｍｅｔｈｏｄ”

“培养＋ＰＣＲ”法
ＬＡＭＰ检测法

阳性 阴性

狋犮犱Ａ

　阳性 ４１ ５

　阴性 ６ ４４７

合计 ４７ ４５２

狋犮犱Ｂ

　阳性 ４５ ５

　阴性 ６ ４４３

合计 ５１ ４４８

此外，本研究采用两种方法检测结果不一致共

１１份标本，复核结果显示，其中“培养＋ＰＣＲ”对于

ＣＤ菌株漏检５份，ＬＡＭＰ法漏检３份；另３份培养

法、ＣｅｐｈｅｉｄＸｐｅｒｔ方法均为阴性，但是本研究方法

为阳性，经过测序确认为“培养＋ＰＣＲ”法漏检１份，

ＬＡＭＰ法假阳性２份；４９９份标本中，“培养＋ＰＣＲ”

法漏检６份，ＬＡＭＰ法漏检５份，ＣｅｐｈｅｉｄＸｐｅｒｔ方

法、ＰＣＲ、ＬＡＭＰ法均为阴性１０份，但传统厌氧培

养后经ＧＤＨ检测为阳性，综合患者临床资料，经毒

素检测及测序确认为无毒ＣＤ菌株。

３　讨论

早期诊断ＣＤＩ并发现高毒株对于临床精准治

疗至关重要，现有分子诊断技术主要是针对ＣＤ常

见毒素基因、犵犾狌Ｄ、犲狉犿Ｂ和狋犲狋Ｍ 基因
［１４，２０２１］。本

研究研发了一套用于检测ＣＤ狋犮犱Ａ、狋犮犱Ｂ和狋犮犱Ｃ

基因的高通量ＬＡＭＰ的便携式试剂盒。在此基础

上，进一步针对毒力调节基因设计了５组引物，优化

了基于狋犮犱Ｃ基因来明确ＣＤ产毒素情况的ＬＡＭＰ

检测方法，创新性地改进了碱基突变检测方法对

ＣＤ进行诊断，是国际、国内首次利用ＬＡＭＰ法针对

狋犮犱Ｃ基因来快速鉴定ＣＤ高毒力株的技术
［２２］。

本研究针对疑似ＣＤＩ的医院腹泻患者粪便ＣＤ

检出率约为１２．８％ （６４／４９９），其中产毒ＣＤ的检出率

为１０．８％ （５４／４９９），浙江杭州腹泻患者ＣＤＩ的发生
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率为１３．９％（３２／２３０）
［２３］，西南地区报道住院腹泻患

者粪便标本中产毒ＣＤ检出率为９．７５％
［２４］；而新疆

呼和浩特临床诊断疑似ＣＤＩ的粪便标本中检出率为

１１．９％（３０／２５２）
［２５］，一项前瞻性多中心研究［２６］发现

腹泻患者中ＣＤ检出率为１０．７％（２０９／１９５４），其中产

毒株约为９．１％（１７７／１９５４）；相关荟萃分析
［２７］结果显

示北美造血干细胞移植患者ＣＤＩ的发病率为１４．１％，

显著高于欧洲（１０．７％）和亚洲（１１．６％）。由此可

见，ＣＤ的流行病学在全球范围内存在地域差异，这

可能是由于检出率受检测方法、手卫生依从性、抗菌

药物管理、送检率、患者基础疾病等因素的影响。

此外，本ＤＮＡ提取法的裂解液中，金属离子螯

合剂ＥＤＴＡ能螯合二价金属并抑制ＤＮＡ酶的活

性，ＴｒｉｓＨＣｌ能保证反应液ｐＨ值稳定在一定范围

内，非离子型表面活性剂Ｔｒｉｔｏｎｘ１００以及能使细

胞壁破裂内容物逸出而使细菌溶解的溶菌酶在煮沸

的条件下使细菌中的ＤＮＡ释放出来，并可直接用

于ＤＮＡ扩增。不同于传统方法推荐加入机械破坏

来增加ＤＮＡ提取量
［２８］，本研究中用于提取粪便中

细菌ＤＮＡ的方法不需要磁珠、硅藻柱等的参与即

可简单快速、高效提取到ＤＮＡ，并且由于不需要洗

脱等操作，也能大大减少ＤＮＡ提取过程中的核酸

损耗，从而大大提高ＤＮＡ提取量。

本研究技术上基于引物激活式ＬＡＭＰ的检测

方法结合了核糖核酸内切酶对目标碱基互补与核糖

核苷酸碱基的识别，激活引物序列介导恒温链置换

核酸扩增反应，其核酸扩增效率大大提高。本

ＬＡＭＰ检测法针对ＣＤ狋犮犱Ａ的灵敏度为８７．２％，

特异度为９８．９％，对狋犮犱Ｂ的灵敏度为８８．２％，特异

度为９９．６％。但在４９９份标本中存在５份假阳性

结果，后续可以通过设置内部对照来优化检测方法，

从而降低假阳性的风险。与传统ＰＣＲ相比，ＬＡＭＰ

反应可以在恒温条件下进行，不依赖复杂、精密的温

控仪器。这是由于ＢｓｔＤＮＡ聚合酶的链置换活性，

ＬＡＭＰ检测过程不涉及ＤＮＡ变性阶段
［１３，２０］。此

外，基于ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ的高通量ＬＡＭＰ测定法，反

应一步完成且为闭管反应，避免了交叉污染同时无

需对标本ＤＮＡ进行纯化。而ＰＣＲ法由于外源性

ＤＮＡ和抑制剂的存在，其敏感性会显著降低
［２９］。

本研究中ＬＡＭＰ使用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光染料相

对具有成本效益，可以快速嵌入ｄｓＤＮＡ
［３０］，并且能

直接可视化反应，ＰＣＲ则需要凝胶电泳来确定结

果，而制备凝胶和电泳不仅耗时且含有致癌成分。

综上所述，本研究ＬＡＭＰ方法能在恒温条件下便

捷、高效、直观地开展检测，比传统ＰＣＲ更适用于

ＣＤＩ的快速现场监测，尤其有助于临床早期诊断

ＣＤＩ并辅助医院感染预防与控制。

本研究利用便携式高通量ＬＡＭＰ方法快速检

测ＣＤ是一种具备高度灵敏度和特异度的ＣＤ诊断

方法，并且还能进一步明确高毒力菌株。其创新性

强，具有操作简易、检测快速、成本低廉等优势，可广

泛用于医院获得性腹泻患者的临床筛查。该方法可

为ＣＤＩ精准分型诊疗提供技术支撑，对降低ＣＤ高毒

株感染致死率及社会经济负担具有重要防控价值。
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