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大 肠 杆 菌不 耐热 肠 毒 素 的

检测方法及其评价
( 综 述 )

微生物学教研宫 姿 国强 罗海波 吴清 明 审校

肠毒素性大肠杆菌 ( E T E C ) 是 人类和

家畜感染性腹泻的主要病菌
,

它产生不耐热

肠毒素 ( L T ) 和耐热肠毒素 ( S T )
。

前者

系一种蛋白质
,

与霞乱肠毒 素 ( C T ) 有 密

切的抗原关联
,

其结构功能和作用方式也酷

似 C T
。

E T E C 与普通大肠杆菌范形 态
,

生

化反应方面并无区别
,

血清塑虽有不同
、

但

也非绝对可靠
,

因此 E T E C鉴定的最好方法

是检测 S T和 L T
。

白 7 0年代以来
,

各国学者

介绍了不少有关大肠什菌 L T的测定方 法
,

近 几年来各种检测 L T的新方法大量 涌 现
,

种类多
,

难易不一
,

二般月生物体内法 ( 家

兔肠拌试验 )
、

组织培养 法 ( Y
一

1肾 上 腺

细胞
、

C H O细胞 )
、

免疫 化学法和 L T 探针

技术和膜过滤法
。

不文 对儿种主要检测方法

作一简介
。

1 生物体内法

1
`
1 家兔肠拌试验 ( R I L T ) P i e r e e

等
仁` ’

( 1 9 7 2 )按 B u r r o w s改良法进行试弓
.

抢
。

其原理

为 L T 与肠壁上皮细胞膜
_

! : G M
,

受 体 结 合

后
,

使细胞内腺普酸环化酶 ( A C ) 活性增高
,

促使
。 A M P 水平增高

,

导致肠 仁皮 细 脸 分

泌功能亢进
,

.

适成肠腔 巾大量 液 体 蓄 积
,

测定每厘米肠拌 内液休量可知 L IT 沟作 用
。

RI L T是一种经岁叻勺L T检测方 法
,

其 敏 感

性
、

特异性均较高
,

无需任何特殊设备
,

但

需消耗实验功物
,

价格较 贵
,

干二宜作勺常规

检测方法
。

1言2
.

大 自鼠空肠灌注 法 K l i p s t e i n 等
〔 2 〕

( 1 9 7 6) 推荐用大 白 鼠 空 肠 灌 注 法 检侧

L T
。

取体艰 2 0 0 9左右的大 片I鼠
,

麻 醉 j污
,

选取 Z Oc m空肠段
,

明蠕功泵每分钟注入无菌

滤液
, 3 0分钟后

,

梅隔 3 0分钟收集肠液一火

( 共收集 6 次 )
,

测定 P E G 4 0 00 的浓度
,

即每 30 分钟每厘米肠段对肠液 的 运 输 量
。

本法十分敏感
,

即使肠毒素量少 至 每毫 升

I n 名也可测出
,

但方法复杂
,

仅适旧于特 殊

的实验室
。

2 组织培养法

2
.

I Y
一

1 肾 L腺细饱组织培养 法 D o nt a

等 ( 1 9 7 4 ) 及 S a e k等 ( 19 7 5 )先后提 出
〔 3 」 ,

大肠杆菌 L T 可致小自鼠肾土腺皮质细 胞 变

形 ( 由扁
一

乎变成立方 卜皮 )及类固醇形成
,

与

正乱弧苗肠毒素所致病 变 相 似
。

取 Y
一 ] 肾

卜腺细脸于 96 孔的微量反应板 卜
,

然 后加活

培养物
, 5 分钟 后日J微量吸管吸出含菌的组

织价养液
,

继续孵 fJ’
,

18 ~ 2 4小 时 观 察 结

果
。

以 发生形态 变化的细胞百分率大小来判

断结果
。

S a o k认为采 川 Y
一 1 肾 七腺细 胞测

定大肠杆苗 L T
,

是一种快速
、

敏 感
、

特异

i生高
、

适于筛选的方法
,

每天可测数百株大

肠杆菌的 I
J

T
,

_

IJ
.

可测出微量 ( 0
.

2林g / m l )

L T
。

杨 正 时 等 ( 1 9 8 7 ) 认为
〔咭 ’ ,

该法 虽

放感
,

但也有许多影响因素
,

特别是细胞培

养基的 p H 在 8
.

0以
.

-lt
,

易引起细胞的非特异

性形态改变
。 _

11
.

挤介非所有细菌的肠毒素均可

用组织 J丫养法检测
,

因某些细菌同时产生细

胞毒素
,

后者能千扰肠毒素的检出
,

故用该

组织培养法以检测肠毒素 {】,-J
,

应 1司时作抗毒

素中和试验予以验证
。

2
.

2 中困地 鼠 卵 巢 ( C H O ) 细胞试 验

D o r n a
等 ( 2 9 7 5 )

一

,
万 G u a r r a n t 等 ( 1 9 7 5 )



先后报道 CH O细胞的形态学改 变与细 胞内
cAM P浓度增高有关

` .’ “ ’ 。

大肠杆菌的L T

如同霍乱弧菌肠毒素 能 刺 激H C O细 胞 中

A C的活力
,

从而增高
c A M P 的浓度

,

导致

C H O细胞形态变化 ( 细胞伸长
、

呈 纺 捶 形

及结节样突起 )
。

此法简单易行
,

并较肠拌

试验敏感
。

2
.

3 V e r o
细 胞 毒 素 测 定 法 S p e i r s

等

( 1 9 7 7 )应用 V e r o
细胞测定大肠杆菌 L T 〔 . ’ ,

其原理是大肠杆菌 L T 作用 于 V er 。
细胞

,

不但能增加 A C 的活力
,

且 c A M P 的水 平

增高还可促进△
一
4
一
3酮类固醇的合成

,

以上

两种改变均伴有细胞形态的变化
,

因此可作

为简易诊断手段
。

试验时
,

培 养 板 每 孔加

入细菌培养物 (或 滤 液 )
,

再 加 V e r 。
细胞

。

对照组为 P B S或培养基加 V er 。
细 胞

, ;
啥育

18 ~ 2 4 小时观察 细胞病变
。

木法较Y
一 l 肾

上腺细胞法和 C H O细胞法更为简 便
,

且 较

经济
。

组织培养法简便
、

经济
,

并较生物休内

法和免疫化学方法更为敏感
,

不需要免疫学

方法所要求的高效价特异性试剂
,

但要求有

专门的组织培养技术和细胞保存技术
。

3 免疫学方法

鉴于 常规的生物测定如家兔肠拌试吟竿

复杂
、

费时
,
组织培养法如 Y

一
l 肾 九腺 细

胞法和 C H O细胞法炸则又不能准确测出 I
J

T

最
,

故 7 0年代中 切以 来
,

大量免疫学方法先

后问世
。

8一 固相放射免疫试里欢 ( S P R I A ) C e s k a

等 ( 1 9 7 8 ) 〔 , ’ 用
’ “ `

I标记的 大 肠汗筒 L T 与

待检测大肠杆菌 L T
,

分别加抗毒素
,

观察

两者竞争抗毒素灼能力
,

从而测出 E T E C 释

放范培养基中的毒素最
。

本法叫则出每毫升

检材中
n
g 级水平的毒素 量

。

因 而是一种灵

敏
、

特异
、

冲碗
、

迅逮的测定方法
,

但需特

殊 ;义甜
。

3
.

2 微里神怪节普脂 咋 班 免 疫
, 1

及附 试 验

( E L I S A ) S a 。 k等 ( 19 8 0 ) 使川该 法检测大

肠杆菌 L T 〔 . ’ 。

本决具有教感性狡
l
奇

,

特异

性强的特点
,

并能定量 测定和进一步了解肠

毒素与神经节普 脂 的 结 合
。

其 方 法 是 将
1林g / m l G M ,

神经节普脂 包波微 量 反 应 板

后
,

经吐温
一

20 P B S洗涤
,

加入未稀释或用

1 %胎牛血清 P B S稀释的待检标术
,

室温逾

夜
,

洗涤
,

加入豚鼠 L T抗 血 清
,

37 ℃作用

1 小时
,

再经洗涤
,

加入酶标 准抗啄鼠球蛋

白作用后
,

洗涤并加底物显色
,

在分光光度

计 中测定
。

本法可测出每毫升 中 2 8 5 p g 粗制

L T
,

其敏感性略低于 用 Y
一 1 肾 h 腺 细 脸

检出量
,
但两种方法测定 结果 旧 飞 性 好

。

E L I S A 对结果的判断容易且 客观
,

如 果 再

做标准肠毒素对 G M ,
神经节普脂的 抑 制 试

验
,

还可定量检测 L T
。

由于用 E I
J

IS A测定

抗毒素重复性好
,

所需标本 量 少 ( 5川 )
,

故适合现场应用及流行病学调查
。

3
.

3 G M
;

红细胞 免疫测定法 ( G E I A )

J o h n s o n
等 ( 1 9 8 4 ) 根据 E L I S A 的 原 理 建

立了 G E I A法 〔 。 ’ 。
G E I A 以 红细胞代替酶

,

虽其敏感性不如其它血清学方 法
,

其优点是

在检测 L T时不霜要多粘菌素 B制 齐J或 其 它

细菌提取物
,

且操作简单
,

无
.

污特殊设备
,

用 肉眼即 可观察
。

但 G E IA 法需用 两种不同

种类动物 ( 羊和豚鼠 ) 灼抗体
,

故有增加 非

特异性反应的可能
。

3
.

4 被动免疫溶血 试验 ( P l f l ) E v a n s
等

( 1 9 7 7 ) 以 P I H i去检汉J大肠 杆 菌 I
J

T 〔 ’ 。 ’ ,

这是 由于红细胞的到U胞膜 丧面具有征乱肠毒

素的受休一神经节普脂 G M
, ,

因井
『
:霍乱肠毒

卡能结合 J
“
红细胞膜 卜

。 几女肠 }卜蔺 L T 有与

霍乱场毒 亥悯似灼 B亚 单位
,

,

汝L T 也 能 结

合于红细袍 ( L T
一
S R B C ) 仁 吏

.

三致教
,

当

与特异性抗体结合
,

且 \’J’ 价卜}扣存丫
,

_

:

..J
,

即产生

特异性洁血反应
。

尔后存人作了若干改进
,

改 玺红细袍稀释 i夜与添加 论使 外 沐 活 化 的

C a Z十 、

M g Z 十 ,

使免安溶血反 应更为灵 敏
。

`

但 P I H 需要一定「;勺设备
, ;后川 紫外光光度认

,
;

逐 冷测定血红蛋
」

iiI 勺含量
,

探作校为繁琐
。

19 7 8年 B r a m u e i i在 j、〕 {本培养丛
.

_

}
_ ,

用 辐 射



状被动免疫溶血试验检测肠毒素突 变 的 菌

落
。

1 1 5 9 年 S
ar af in

也有类似报告
,

但均未

能应用于临床
。

8
.

6 平板免疫溶血试验 ( PI H T ) 杨正 时

等 ( 1 9 8 7 ) 根据被动免疫溶血试验的原理
,

结合乳胶颗粒凝集试验 中从固体培养物提取

肠毒素灼方法
〔 ` 〕 ,

创建了平 板免疫溶 血 试

验以检 wlI 大肠杆菌 L T
,

获得十分满意 的 结

果
。

该法具有B i k e n
试验 相 同 的 优 点

:
简

便
、

快速
、

经济
、

重复性好
。

一般 8 小时得

结果
,

较 B i k e n
试验提早 3 天 , 与乳胶颗 粒

凝集试验 比则需时略长
,

但结果清晰
,

容易

观察
,
并可保存较久

,
便于核对

,

具有临床

应用价值
。

本法结果判断标准
:

凡有溶血 圈

者
,
无论其大小

,

均为产毒株 ( L T
+

)
,

无

溶血圈者为 ( L T
一

) 株
,

溶血圈直径的大小

反映毒素的多寡
。

本试验用于定量检测时
,

必须考虑操作的标准化
,

特别是必须严格控

制菌数
,
这是 比较困难的

,

故本试验主要用

作定性检测
。

吕
.

6 改 良E l e k试 验 ( B i k e n 试验 ) 利用

L T和抗 L T在琼脂中扩散并形成肉眼可见的

沉淀线的原理来检测 L T
。

H o n d a l等 ( 19 8 1 )

首次用本法检测大肠杆菌 L T 〔 ` ” 。

该 试 验

操作简单
、

反应清楚
、

结果易于判定
,

较生物

体内法 ( 兔肠拌试验 ) 和组织培养法 ( Y
一 1

肾
.

L腺细胞 ) 易于推广
。

该法的缺点是需 96

小时才能获得结果
,
不 能定量

,
有时因抗血

清效价不高等因素
,

可出现假阴性
。

吕
.

7 乳胶颗粒凝集 试 验 ( L P A T ) M
a -

t h e w s o n ( 19 5 6 ) 不IJj {J抗休致敏的乳胶颗粒

与抗原结 合 时 发 生 凝 集 的 原 理 来 检 测

L T ` ’ ` ’ 。

杨正时 ( 2 9 5 7 ) 首次创 用 固体 培

养基检测肠毒素
,

并可直接检 测 肠 道 菌 各

种常规培养墓 匕生长菌落的 L T
,

该法 敏 感

性较近年各国使司的 B i k e n 试验 强 1 0 0 0倍
,

可在数分钟内获得结 果
。

因 此 L P A T 是 月

前测定肠毒素方法中最快速而可靠 的 简 易

方 法之一
。

3二 夹心红细胞免疫试验 ( S E R IA 之 G e卜

m a n i ( 1 9 5 7 ) 用 S E R IA 检 测 大 肠 杆 菌

L T 〔 ` “ ’ 。

以绵羊红细胞
一

抗体交 联 物 作 试

剂
,

试验时用抗 L T Ig G包被 V型聚乙烯板
,

每孔加抗 L T
,

经孵育
、

洗涤
,

加入抗体致敏

的羊红细胞和无菌滤液
,

室温下静置 2 ~ (

小时后肉眼观察结果
。

如所测滤液不含有肠

毒素
,

红细胞成 团 沉 于 孔底 , 如含有肠 李

素
,

则致敏红细脑 可以通过抗 I
J

T Ig G与巳

经结合 在包被抗体上的 L T结合
,

于孔底形成

均匀细胞层
,

细胞层的直径随抗体效价减低

而减小
。

根据细胞层的形成与否 及 直 径 大

小
,

可以确定 I
J

T的有 无 及 效 价
。

作 者 认

为
,

该法简便
,

不需细胞培养装置和经特殊

挤训的 人员
,

费用也相衬较低
,

而放感性较

高
,

几
l

可进 行大量标木检测
,

故特别适合现

场实验室应用
。

3
.

9 膜过滤法 J o m u n a
等 ( 1 9 8 8 ) 报道用

膜过滤法检测 L T 〔 么 ”
。

试验时先用纤 维 素
一

醋酸盐过滤 膜 将菌落分离
,

然后移种到含

有抗 L T或抗 C T的琼脂培养基上孵育
,

细菌

产生的 L T通过滤膜扩故
,

并与抗 L T 混合
,

在琼脂培养 基
_

L形成 肉眼可见的沉淀带
。

该

法所需试 利
、

材料
、

实验设备都很简单
,

反

应结果清楚
,

易于判断
,

且 与E L IS A 和 D N A

一
D N A 探针检测法结果一致

,

值得推广
。

4 L T探针技术

L T 探针系晚近发展以检 测 E T E C L T
`

的快速诊断方法
,

为第四 代 检 测 枝 术
。

探

针系 利用 分 子 生 物学技术
,

从携 带 有 L T

质粒的工程菌中分离
、

纯化 L T遗传 菜 因
,

利用缺口翻译 方 法 ( n i 。 k t r a n s l a t i o ; 1 )
,

将 〔a 一 “ 名 P 〕 d N T P标记于 L T 遗 传基 因上

所制成
。

然后权据同源 D N A碱 垅 汉一定 条

件 下能互相配 讨 ( 杂交 ) 的原理
,

检测待检

标本中与 L T D N A 分子结构相同的 基因
,

而

不似其它检测方法必须测定 肠 货素
。

由 于

L T探针是在基因水平 上作检洲
,

故其 待 异

性较高
,

敏感性校强
,

比经典 的 Y
一 l 肾 上腺

细胞法敏感一万倍
,

该法不仅一次 可检测数



百份样品
,

且
一

可直接从粪便标本 中 进 行 检

测
,

节省时间
、

试剂药品和器材
,

更适合于

流行病学的现场调 查和实验室诊断
。

然而墓

因探针所用同位素半衰期短
,

能污 染环境
,

并且 霜要较高的枝术条件等
,

目前在国 内尚

难推广应用
。

综上所述
,

近 20 年来大肠杆菌 L T 检测

方法的研究进展迅速
,

原有的方法不断得到

改进
,
新的方法相继问世

。

尽管由于种种条

件的限制
,

许多 L T检测方法还存在某 些 缺

点
,
如有的方法需要一定的设备 和 技 术 条

件 , 有的所需时问佼长 , 有 的 敏 感 性
、

特

异性不高
,

不易为临床推广使用
。

但 L T 检

测的前景还是十分乐观的
,

目前正向微量
、

敏感
、

特异
、

快速和简便的方向发 展
。
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( 紧接第83 页 ) 因素有关
。

我国 1 9 8 6年对近百万名夫中 小学生体质

与健康的调查资料
仁` ’
表明

,

我国青少年生长

发育水平虽已得到大幅度提高
,

但 休 重 不

足
、

视力不良仍是突出问题
。

为此
, 了了关专

家呼吁
:
促进与提高我国青少年几童生长发

育
,

增强体质
,

是一项关系到巾华民族素质
,

具有重 大 战 略 意义的 悠础 工作
。

因而
,

全

社会都必须共同关注
,

牛努力设法改善儿童

少年休质与健康
,

特别要努力抓好青春发育

突增期的快速增长波段的重要时机
,

开展 有

利于身心健康的各种 活功
,

积 极引导 与发挥

他们的内在作用
, 举办形式多样的卫生宣教

i舌动
,

大力伶及科学营养知识
,

加 强营养指

导
,

合理膳食 , 井积极鼓动参加适当的社会

生产 实践
,

以达到提高和增弧少年儿童生 长

发育的目的
。
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