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肠出血性大肠埃希菌 !"#$ % &$引起的溶血性
尿毒综合征患者血清抗体调查

徐建国 程伯鲲 冯丽萍 景怀琦 杨晋川 赵广法 汪华 李洪卫

【摘要】 目的 对 "’’’年某地出现的一批先有腹泻病症状后继发急性肾功能衰竭（肾衰）的患
者进行血清学调查和诊断。方法 使用基因克隆表达纯化的肠出血性大肠埃希菌（(&()）*溶血素
（&+,）和 (&() !"#$脂多糖（-./）为抗原，对采集自 01例肾衰患者的血清标本进行蛋白印记试验。结
果 (&()2&+,的检测发现，345抗体阳性 1"份，阳性率#6768；349抗体阳性 ":份，阳性率;<7"8；在
""份标本中同时检测到 345和 349抗体，阳性率1:718；检测到 345或 349抗体阳性的标本 1:份，阳
性率:"7’8。(&() !"#$ -./的检测发现，10份标本分别检测到 345和 349抗体，阳性率各为#$7"8；
在 1’份标本中检测到 345或 349抗体，阳性率:’768；在 16份标本中检测到 345和 349抗体，阳性率
0$7:8。在 01份血清标本中同时检测到 (&()2&+,和 !"#$ -./的特异性抗体的标本 11份，阳性率
#1708；检测到 (&()2&+,或 !"#$ -./的特异性抗体的标本 ;0份，阳性率<"768。结论 结合细菌学
和血清学诊断结果、临床症状和流行病学分析，可以认为这些患者感染了 (&() !"#$ % &$。在分离不
到病原菌的情况下，检测患者血清标本的 (&()2&+,和 =或 (&() !"#$ -./的特异性抗体，不失为一种
可以考虑的诊断方法。
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,A89?C$89$% 8)E$，(&()）!"#$ % &$ 可引起出血性结肠
炎（ >EQCMM>A4?H HC+?G?F，&)）、溶血性尿毒综合征
（>EQC+,G?H OMEQ?H F,@LMCQE，&T/）和血栓性血小板减
少性紫癜。&T/可对患者肾脏造成不可恢复性的损
伤和死亡，病死率较高［"］。在 &)的早期，粪便标本
的 (&() !"#$%&$的分离率比较高。而 &T/往往发
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生在腹泻症状消失以后，病原菌的分离率很低，如果

使用了抗生素，病原菌的分离就更加困难［!］。"###
年我国某地出现了一批先有腹泻病症状后继发急性

肾功能衰竭（肾衰）的患者。我们对收集的 $! 例患
者的 血 清 标 本，使 用 %&%’ (")* 的 脂 多 糖
（+,-.-.+/0122314,56，789）和溶血素（36:.+/0,;，&+/）为
抗原，用蛋白印迹试验进行血清抗体调查，现将结果

报道如下。

材料与方法

一、材料

" <菌种来源：国内 %&%’ (")*=&*标准菌株 >> ?
!@A$，"#>>年原徐州市卫生防疫站从一腹泻病患者
的粪便标本分离［@］，用于提取诊断用 (")* 789和克
隆 &+/基因。受体菌为 ! " #$%& ’ABB。

! <血清来源：血清标本由当地卫生防疫站采集
自 "###年夏季我国南方某地先有腹泻病症状后继
发急性肾衰入院进行治疗的患者。

@ <试验材料：硝酸纤维素膜B <$)!:。电泳槽使
用 CDE(FEGHIDJDF"系统，电转移仪使用 CDE(FEGH
公司产品，%&%’ &+/ 和 (")* 789 抗原由本实验室
制备。

$ <试剂和溶液的配制：@BK丙烯酰胺、"BK十二
烷基磺酸钠（9H9）、"BK过硫酸铵、转移电泳缓冲液
等按照常规方法配制。用于免疫学检测的溶液为

8C9L（往 8C9 中加入B <B)K的吐温 !B）。#抗为病
人血清，$抗为辣根过氧化物酶标记羊抗人 DMN、
DMI。显色液包括 G液和 C液。"B :+ 8C9中加入 A

!+ @BK双氧水为 G液，! :+冷甲醇中加入 A :M四氯
F萘酚为 C液。将 G、C溶液混匀，现配现用。
二、试验方法

" <蛋白印迹试验，基本原理是将提纯的 789或
&+/用 9H9F聚丙烯酰胺凝胶电泳（9H9F8GN%）分离
后，通过转移电泳转移到硝酸纤维素膜上，然后用抗

原抗体反应进行免疫检测。包括 9H9F8GN%、转移电
泳、免疫检测三部分。操作步骤如下。

（"）9H9F8GN%：%根据所使用电泳槽的玻璃板
的尺寸确定所需凝胶的体积。按比例配制 "$K的
分离胶。加入 L%I%H后聚合马上开始，应立即将凝
胶混匀，迅速灌胶。检测 789（"$K）和检测 &+/
（"BK）的分离胶（总量各"B :+）成分及用量分别为：
三蒸水 ! <A、$ <B :+；@BK 丙烯酰胺 $ <*、@ <@ :+；
" <) :.+ ? 7 L4,0（-& ><>）! <)、! <) :+；"BK 9H9 B<"、

B <" :+；尿素! <$ M（检测 &+/不使用尿素）；"BK过硫
酸铵B <"、B <" :+；L%I%H B<BB$、B <BB$ :+。&制备浓
缩胶（总量 $ :+）：浓缩胶成分：三蒸水! <* :+，@BK丙
烯酰胺B <A* :+，" <B :.+ ? 7 L4,0（-& ><>）B <) :+，"BK
9H9 B<B$ :+，"BK过硫酸铵B <B$ :+，L%I%H B<BB$
:+。’在两块玻璃板的间隙灌注分离胶溶液，留出
灌注浓缩胶和梳子的空间，在分离胶表面轻轻加盖

一层三蒸水，防止氧气扩散进入凝胶抑制聚合。将

凝胶垂直放置于室温下，聚合。(分离胶聚合后清
除覆盖的三蒸水，用滤纸条的边缘吸尽残留液体。

)按比例配制合适体积的浓缩胶，在已聚合的分离
胶上直接灌注浓缩胶溶液，并立即在浓缩胶溶液中

插入梳子，小心排尽气泡，将凝胶垂直放置于室温

下，令其聚合。*在浓缩胶聚合时，将提纯的 789或
&+/ !!+（B <) :M ? :+）加入对倍的! O 9H9凝胶加样缓
冲液，"BBP加热@ :,;。+当浓缩胶聚合后小心拔
出梳子，用注射器吸取电泳缓冲液冲洗上样孔，以除

去未聚合的丙烯酰胺。,按顺序上样，#B Q恒压电
泳 @ 3，至溴酚蓝跑到凝胶边缘。跑好的胶可用于银
染检查，也可用于转膜。

（!）转移电泳：%将分离胶从玻璃板上转移到转
移缓冲液中浸泡 !B :,;。&严格按照分离胶的大小
剪裁一张硝酸纤维素膜和 "!张滤纸，并浸泡在转移
缓冲液中。’在电转移仪的底板上铺 A层浸湿的滤
纸，用玻棒赶出各层之间的气泡。(将浸湿的硝酸
纤维素膜铺在滤纸上，赶出各层之间的气泡，并做好

标记，以待试验结束后判断样品的位置和顺序。)
将分离胶铺在硝酸纤维素膜上，赶出气泡，在胶上铺

A层浸湿的滤纸，赶出气泡。注意不能让上层的滤
纸直接接触到凝胶下的硝酸纤维素膜及滤纸，以防

短路。*盖上转移仪的电极板及外盖，根据凝胶的
面积按 $ :G ? 2:! 计算电流，恒流 )B :,;（转移时间
是根据 CDE(FEGH转移仪使用情况提供的，可根据
不同的仪器设置时间）。+转移完成后，关闭电源，
取出硝酸纤维素膜，浸在 )K的脱脂奶粉溶液中，室
温震荡封闭 ! 3，或 $P过夜。
（@）&+/ 的提取［$］：活化的克隆子接种于 7R4,1F

C64S1;,（7C）肉汤，@*P振荡过夜至对数生长期。$P
> BBB M 离心 !B :,; 取上清，经饱和硫酸铵沉淀过
夜，$P "B BBB M离心 @B :,;。然后将沉淀溶解于缓
冲液中。

（$）&+/抗体的免疫检测：将封闭好的硝酸纤维
素膜按梳子齿的宽度剪成每一个泳道一条，依次编
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号。每条加入 ! "# 用 $%& 稀释的!抗，室温震荡
’ (，同时设阳性对照和阴性对照；用’ )* "# +条 $%&,
震荡洗涤 -次，每次* "./；加入 ! "#用 $%&稀释的

"抗，室温震荡 ! (；用’ )* "# +条 $%&, 震荡洗涤 ’
次，每次* "./，再用 $%& 洗涤 ! 次；将膜放入 !’ "#
显色液中显色，室温震荡 !* 0 -1 "./，至满意的蓝紫
色条带出现为止（初次试验，要随时观察）；将膜放入

蒸馏水中终止显色反应，照相。只有显色的条带和

2#3的分子量或 4!*5 6$&的条带谱一致时，才有诊
断意义。

’ )4!*5 6$& 的制备及血清 6$& 抗体的检测方
法［*］：脂多糖的制备使用酚水法或酚7氯仿7石油醚
法。提纯后使用 &8&7$9:;，银染后观察［*］。使用免
疫印迹方法，包括 &8&7$9:;、转移电泳、抗原抗体反
应进行免疫检测三部分。&8&7$9:;和转移电泳使
用上述方法，主要介绍 6$&抗体的检测方法：加入用
$%&稀释的!抗，室温震荡 ’ (；用 $%&,震荡洗涤 -
次，每次 * "./；加入用 $%&稀释的"抗，室温震荡 !
(；使用 $%&,震荡洗涤 -次，每次* "./；将膜放入显
色液中显色，室温震荡 !* 0 -1 "./，至满意的蓝紫色
条带出现为止，将膜放入蒸馏水中终止显色反应，照

相。!抗的浓度一般可为 ! < *1，也可根据患者血清
的抗体浓度进行调整。"抗的浓度根据试剂盒的说
明进行测试、调整。

结 果

根据已经发表的 8=9序列分析，;2;> 4!*5 <25
的 2#3基因 !"# $%&’大约 !1 ?@，位于其 A1 B !1A大质
粒上。质粒酶切图谱分析发现，一个 !’ ?@的 &()2C
酶切片段恰好含完整的 2#3基因 !"#$%&’。将该片
段分离纯化后克隆入 D9>E>!FG的 &()2C位点，获得
2#3基因克隆子。使用兔血琼脂发现，该克隆子的
2#3基因能够高效地表达，表达量超过出发菌株。我
们将此克隆子用于提纯 2#3抗原。

使用基因克隆表达纯化的 ;2;>特异性 2#3和纯化
的 4!*5 6$&为抗原，对 G’ 例肾衰患者的血清标本
进行了蛋白印迹试验。检测结果见表 !。2#3 和
4!*5 6$&的蛋白印迹试验结果见图 ! 和图 ’。2#3
特异性抗体的检测结果发现，在 G’份肾衰患者血清
标本中，CH: 抗体阳性 ’! 份，阳性率*1 )1I；CHJ 抗
体阳性 !A份，阳性率-F )!I；在 !!份标本中检测到
CH:和 CHJ抗体，阳性率’A )’I；CH:或 CHJ抗体阳性
’A份，阳性率A! )KI。4!*5 6$&特异性抗体的检测
结果发现，在 G’ 份标本中，’G 份标本分别检测到
CH:抗体和 CHJ抗体，阳性率各为*5 )!I；在 ’K份标
本中检测到 CH:或 CHJ抗体，阳性率为AK )1I；在 ’1
份标本中检测到 CH: 和 CHJ 抗体，阳性率G5 )AI。
综合分析，检测到 ;2;> 2#3和 4!*5 6$&的特异性
抗体的标本 ’’ 份，阳性率为*’ )GI；检测到 2#3 或
4!*5 6$& 的特异性抗体的标本 -G 份，阳性率可达
F1 )KI。图 -是 G’ 例不同年龄组肾衰患者血清标
本的 ;2;> 2#3和 4!*5 6$&特异性抗体检测结果。

左图为大肠埃希菌 4!*5 6$&的 $9:;电泳结果，

右图为患者血清的蛋白印迹试验结果

!)肾衰病人血清 CH:；’)肾衰病人血清 CHJ；

-)正常人血清 CH:；G)正常人血清 CHJ

图! 2L&患者血清标本的 4!*5 6$&检测结果

表! G’例 2L&患者的 4!*5 6$&和 2#3血清抗体的蛋白印迹试验检测结果（阳性例数 +检测例数）
年龄组

（岁）

4!*5 6$&和
;2;>72#3
（CH:和 CHJ）

4!*5 6$&或
;2;>72#3
（CH:或 CHJ）

4!*5 6$&
CH: CHJ CH: M CHJ CH:或 CHJ

;2;>72#3
CH: CHJ CH: M CHJ CH:或 CHJ

N -1 ! + ’ ! + ’ ! + ’ ! + ’ ! + ’ ! + ’ 1 + ’ ! + ’ 1 + ’ ! + ’
G1 0 - + A A + A * + A G + A G + A * + A - + A - + A ’ + A G + A
*1 0 G + A A + A G + A ! + A ! + A G + A * + A - + A ’ + A A + A
A1 0 !1 + !- !! + !- 5 + !- !! + !- F + !- !! + !- F + !- F + !- A + !- !1 + !-
!51 G + !* !1 + !* 5 + !* 5 + !* A + !* F + !* * + !* ! + !* ! + !* * + !*

合计 ’’ + G’
（*’)G）

-G + G’
（F1 )K）

’G + G’
（*5 )!）

’G + G’
（*5 )!）

’1 + G’
（G5)A）

’K + G’
（AK)1）

’! + G’
（*1 )1）

!A + G’
（-F)!）

!! + G’
（’A)’）

’A + G’
（A’)1）

注：表中括号内数字为构成比（I）
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上图为 !"#抗体检测，下图为 !"$抗体检测

% & ’为患者；(为阳性对照

图) *+,患者血清标本的 -*-./*01蛋白印迹试验结果

图2 ’)例 *+,患者的 -*-./*01和 3%(45*4 67,
特异性抗体蛋白印迹试验检测结果的年龄组分析

讨 论

-*-. 3%(45*4感染的诊断主要依靠病原菌的
分离和鉴定，在疾病的早期阶段，病原菌的分离率比

较高。在患者出现腹泻症状的后期，或者出现急性

肾衰症状以后，病原菌的分离就比较困难。-*-.
3%(45*4的毒力因子主要包括志贺毒素、6--毒力
岛编码的基因和质粒编码的 *01等［8］。志贺毒素属
于蛋白毒素，应该具有较好的抗原性，但针对志贺毒

素的血清学检测结果却不能令人满意，可能是因为

志贺毒素对 9淋巴细胞有毒性作用。只有少数 *+,
患者的血清中可以检测到针对志贺毒素的抗体［4］。

-*-. 3%(4 5 *4 的 6-- 毒力岛编码的紧密素、:;<、
-=>?及 -=>9这四种蛋白质可表现出强的抗原性，
可作为血清学诊断的候选因子，局限性是只能检测

携带 6--毒力岛的菌株引起的感染，携带 6--毒力
岛的 -*-.菌株感染的病人可产生交叉反应［@］。血
清学诊断方法应用最广泛的抗原是 -*-. 3%(4 的
67,。.AB<C，DEFG;F=［H］报道，在 8I例诊断为 *+,患者
中，只有 )2J的粪便标本能够检测到产生志贺毒素
的 -*-.，而 42J的血清标本可以检测到 -*-.
3%(4 67,的 !"#抗体。对经过细菌学确诊病人的研
究发现，检测 3%(4 67,的 !"$抗体的特异性和敏感

性可达 HIJ以上。但是，3%(4 的 67,难以制备，与
-*-. 3%%%和 3((血清型的 67,以及沙门菌、小肠
结肠炎耶尔森菌、布鲁氏菌、非 3%群霍乱弧菌部分
菌株有相同的抗原表位，可能会发生交叉反应［H］。

-*-. 3%(45*4的质粒编码的 *01基因，作为 -*-.
的特异性诊断探针，在全世界得到了广泛的应用，特

异性和敏感性均在 HIJ以上。有报道认为，可以将
检测患者血清标本中的 -*-./*01 抗体作为诊断
-*-. 3%(45*4 感染方法。在一项对 )I 例 *+, 患
者的血清学调查中，%H例检出针对 *01的抗体。但
是，没有进一步的报道支持这个结论［%I］，而且在我

们的试验中发现在一些对照人群中也可以出现阳性

反应。对于诊断没有能够分离到病原菌的 -*-.
3%(45*4感染患者，迄今仍然没有一种敏感性和特
异性均令人满意的血清学方法。

我们对采集的 ’)份腹泻病患者的血清标本进
行 -*-. 3%(4和 -*-./*01抗体检测和 3%(4 67,特
异性抗体的检测，综合分析，-*-./*01 和 3%(4 67,
均阳性的比例为() K’J，*01 或 3%(4 67, 阳性的比
例为@% KIJ，结果表明，这些患者是由 -*-. 3%(4 5
*4感染引起的。此外还从一些患者的粪便标本分
离到 -*-. 3%(45*4菌株。分离到病原菌的患者血
清标本的 3%(4 67,和 -*-./*01的特异性抗体也呈
阳性反应，细菌学诊断的结果和血清学诊断的结果

相吻合。结合上述资料和其他一些研究报道，可以

认为我国的 -*-. 3%(45*4感染的情况已经发生很
大变化，应该引起重视。同时，在分离不到病原菌的

情况下，检测患者血清标本的 -*-./*01和 L或 3%(4
67,的特异性抗体，也不失为一种可以信赖的诊断
方法。结合血清学诊断资料、流行病学资料和临床

症状，可以做出诊断［H］。
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（收稿日期：NQQ"4""4"Q）
（本文编辑：尹廉）

·短篇报道·

乙型肝炎病毒基因重组疫苗阻断母婴传播的进一步观察

韩秀兰 林惠芳 孟宗达 杜敏 侯通 杨翠丽 董永辉

赵玉良 刘洪斌 曹惠霖 刘崇柏

“七五”和“八五”计划期间，我国对第一代乙型肝炎（乙

肝）疫苗（血源疫苗）的新生儿免疫效果进行了近期和远期效

果考核，均证明效果良好。“九五”期间又对第二代乙肝疫苗

（基因工程疫苗）效果进行考核，以最后取代血源疫苗。本文

报道对我国研制的在哺乳动物细胞中高效表达的基因工程

疫苗（’:!疫苗）阻断母婴传播的初步结果。
"%材料与方法：（"）疫苗及乙肝免疫球蛋白：’:!疫苗，

"Q!F U E(，卫生部长春生物制品研究所生产，批号 03"NQ#4$。
乙肝免疫球蛋白，"QQ MV U支，卫生部成都生物制品研究所生
产，有效期内使用。（N）对象及分组：选母亲 :;=SF和 :;<SF
双阳性所生儿为观察对象，分为 S、;两组。S组为单纯疫苗
组，于新生儿出生后 Q、"、3个月各注射 "次 ’:!疫苗，每次
"Q!F；;组为疫苗加乙肝免疫球蛋白组，疫苗同上注射 1次，
但于 Q个月时同时注射乙肝免疫球蛋白 #Q MV。第一针于出
生后 N6 9内接种。两组各完成 #Q名。（1）采血及检测：留母
亲分娩前血 "份，婴儿于全程接种后 N W 3个月采第一次血，
"N W N6个月采第二次血，分离血清，X NQY冻存。待血清收
齐后，一并与母亲血同时检测。检测指标为 :;=SF、抗4:;=
和抗4:;,，均采用固相放射免疫法检测，试剂由卫生部北京
生物制品研究所提供。（6）结果判定标准：:;=SF 和抗4:;=
以 I U Z值!N%"、抗4:;,以 ’! U I!N%Q判为阳性，对可疑阳性
标本均经重复试验确证。保护率以母亲 :;=SF和 :;<SF双
阳性所生子女不接种疫苗一年自然 :;=SF阳转率为 5Q[计
算。

N %结果：（"）疫苗的安全性：两组共接种新生儿"NQ名，

基金项目：国家“九五”科技攻关项目（0340Q3Q1）

作者单位：Q#QQ"" 石家庄市卫生防疫站检验中心（韩秀兰、杜敏、

侯通、董永辉）；石家庄市第六人民医院澳阳产科（林惠芳、杨翠丽）；

河北省卫生防疫站病毒科（孟宗达、赵玉良、刘洪斌）；中国疾病预防

控制中心病毒预防控制所肝炎室（曹惠霖、刘崇柏）

未发现明显全身及局部不良反应。（N）:;=SF、抗4:;=和抗4
:;,阳性率及保护率：本组进一步观察了乙肝病毒 ’:!疫苗
对 :;=SF和 :;<SF双阳性母亲所生婴儿的阻断效果，全程免
疫各完成 #Q名。全程免疫后 N W 3个月 S组随访采到血者
1" 名，:;=SF 阳性 6 名（占 "N%0Q[），抗4:;= 阳性 N3 名
（51%5$[），抗4:;,阳性 "N名（15%$"[），保护率为51%5$[；;
组随访采到血者 10名，:;=SF阳性 N名（#%"1[）。抗4:;=阳
性 13名（0N%1"[），抗4:;, 阳性 0 名（N1%Q5[），保护率为
01%#0[。全程免疫后 "N W N6个月 S组随访采到血者 6"名，
:;=SF阳性 6 名（0%$3[），抗4:;=阳性 11 名（5Q%60[），抗4
:;,阳性 "名（N%6Q[），保护率为5$%5Q[，;组随访采到血
者 6Q 名，:;=SF 阳性 6 名（"Q%QQ[），抗4:;= 阳性 11 名
（5N%#Q[），抗4:;,阳性 3名（"#%QQ[），保护率为5$%#Q[。S
组、; 组全程免疫各完成 #Q 名，在 N 年随访中，只要检出
:;=SF 即判为阳性，S 组累积检出 :;=SF 阳性 $ 名
（"6%QQ[），保护率为 5N%#Q[，; 组累积 :;=SF 阳性 # 名
（"Q%QQ[），保护率为5$%#Q[。

1%讨论：’:!疫苗是我国自行研制的基因工程疫苗，有
人对每剂 NQ!F的阻断效果已做过观察，对双阳性母亲所生
新生儿的保护率为53%"[，优于血源疫苗1Q!F，Q、"、3个月程
序注射 1 针乙肝疫苗的保护率（5N%1[）。我们观察的结果
为单用 "Q!F，Q、"、3个月程序注射 1针 ’:!疫苗，免疫后 N W
3个月保护率与免疫后"N W N6个月累积保护率等于1Q!F血
源疫苗的保护效果。如果第一针同时注射 #Q MV乙肝免疫球
蛋白，则保护效果免疫后 N W 3个月与免疫后 "N W N6个月累
积保护率效果更佳。因此，目前市场供应的"Q!F ’:!疫苗，
完全可用于新生儿的免疫，对母亲也无需做 :;=SF筛查。如
果已知母亲为 :;=SF和 :;<SF双阳性，为提高保护效果，也
可在出生时加注 #Q MV乙肝免疫球蛋白。

（收稿日期：NQQ"4Q$4N3）

（本文编辑：杨莲芬）
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