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　　摘　要：目的 　调查区域性的艰难梭菌基因型分布和毒素Ａ、Ｂ的携带情况。方法　６８株艰难梭菌临床菌株收集自悉尼大

学韦斯特米德医院，利用ＰＣＲ核糖体分型技术进行基因分型，利用ＰＣＲ方法检测毒素 Ａ、Ｂ编码基因狋犮犱犃、狋犮犱犅。结果　６８株

菌可分为３１种核糖体型（ＲＴ），最常见的为ＲＴ０１４（１９．１％）和ＲＴ００２（１１．８％）；９４．１％（６４株）的菌株狋犮犱犃、狋犮犱犅均为阳性。结

论　悉尼地区主要流行的艰难梭菌基因型为ＲＴ０１４和ＲＴ００２，绝大部分临床菌株均携带毒素Ａ、Ｂ。
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　　艰难梭菌（犆．犱犻犳犳犻犮犻犾犲），是一种革兰氏染色阳性、可形成

芽孢的专性厌氧菌，它是导致医院感染性腹泻的常见病原

菌［１］。艰难梭菌相关性腹泻（犆．犱犻犳犳犻犮犻犾犲ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｄｉａｒｒｈｅａ，

ＣＤＡＤ）的临床表现差异较大，患者症状可为轻度腹泻或重度

致死性的伪膜性肠炎［２］。２００２年下半年，加拿大魁北克省发

现ＣＤＡＤ的发病率呈明显上升趋势，患者病情严重，病死率

高［３］；随后，在北美和欧洲多地均有相似报道［４５］，引起人们的

高度关注。艰难梭菌基因型与患者病情相关，感染不同的基因

型，疾病的发展和预后可能完全不同，如感染了高毒力基因型，

如ＢＩ／ＮＡＰ１／０２７，可导致严重后果，甚至死亡。因此，对艰难

梭菌进行基因分型有极大的临床意义。本研究中，笔者利用

ＰＣＲ－核糖体分型方法对６８株悉尼大学韦斯特米德医院收集

的临床菌株进行基因分型，并对其毒素 Ａ、Ｂ编码基因进行检

测，以分析其基因型分布及毒素携带情况。

１　材料与方法

１．１　艰难梭菌参考菌株　选取２５株核糖体型（ｒｉｂｏｔｙｐｅ，ＲＴ）

明确的艰难梭菌作为参考菌株。１０株来自于一项国际对照研

究［６］，由美国ＣＤＣＤｒ．Ｌｉｍｂａｇｏ提供，４株来自于斯洛文尼亚，

由Ｐｒｏｆ．Ｒｕｐｎｉｋ提供，１１株来自澳大利亚，由西澳大学Ｐｒｏｆ．

Ｒｉｌｅｙ提供。见表１。

１．２　艰难梭菌临床菌株　６８株艰难梭菌临床菌株收集自澳

大利亚悉尼大学韦斯特米德医院感染性疾病和微生物中心。

１．３　ＤＮＡ提取　将菌株接种于哥伦比亚血平板上厌氧培养

４８～７２ｈ，然后挑１～５个菌落溶于２００μＬ去离子水，１００℃煮

沸１０ｍｉｎ。将悬浮液以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，上清液用于

ＰＣＲ。

１．４　ＰＣＲ核糖体分型　参照Ｓｔｕｂｂｓ等
［７］报道的方法。ＰＣＲ

反应体积为５０μＬ，包含１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５．０μＬ、ＭｇＣｌ２（２５

ｍｍｏｌ／Ｌ）８．０μＬ、ｄＮＴＰ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）０．８μＬ、１６Ｓ和２３Ｓ引

物（５０μｍｏｌ／Ｌ）各０．２５μＬ、ＡｍｐｌｉＴａｑＧｏｌｄＴＭｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（５

Ｕ／μＬ）０．７５μＬ、ＤＮＡ模板１０μＬ，最后加分子生物学级水

２４．９５μＬ。ＰＣＲ程序如下：９５℃１５ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５５℃１

ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。电泳条件

如下：２％琼脂糖凝胶，８μＬＰＣＲ产物１００Ｖ电泳２ｈ，分子量

标识选用１００～１５００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ。

１．５　毒素编码基因检测　毒素 Ａ、Ｂ编码基因狋犮犱犃、狋犮犱犅利

用ＰＣＲ方法进行检测。狋犮犱犃 选用 Ｌｅｍｅｅ等
［８］报道的引物，

狋犮犱犅选用Ｋａｔｏ等
［９］报道的引物。ＰＣＲ反应体积为２５μＬ，包
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含１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ、ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ、ｄＮＴＰ

（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ、（上、下游）引物（５０μｍｏｌ／Ｌ）各０．２５

μＬ、ＨｏｔＳｔａｒＴａｑｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（５Ｕ／μＬ）０．１μＬ、ＤＮＡ模板２

μＬ，最后加分子生物学级水１７．９μＬ。ＰＣＲ 程序如下：９５℃

１５ｍｉｎ；９５℃１ｍｉｎ，５８℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，共３５个循环；７２

℃延伸１０ｍｉｎ。电泳条件如下：２％ 琼脂糖凝胶，５μＬＰＣＲ产

物１００Ｖ电泳３０ｈ，分子量标识选用１００～１５００ｂｐＤＮＡｌａｄ

ｄｅｒ。

表１　　２５株艰难梭菌参考菌株的核糖体型

菌株号 来源 核糖体型

ＵＫ３ 英国 ００１

ＵＫ２ 英国 １０６

ＵＳ３４ 美国 ０５３

ＣＡ７ 加拿大 ０１５

ＣＡ１０ 加拿大 ０１９

ＣＡ８ 加拿大 ０５６

ＣＡ１ 加拿大 １５３

ＮＬ９ 荷兰 ００２

ＮＬ８ 荷兰 ０１４

ＮＬ１ 荷兰 ０２７

１４７０ 斯洛文尼亚 ０１７

８８６４ 斯洛文尼亚 ０３６

５１３７７ 斯洛文尼亚 ０６６

ＶＰＩ１０４６３ 斯洛文尼亚 ０８７

ＲＰＨ６１ 澳大利亚 ００５

ＷＡ１６１ 澳大利亚 ０１０

ＷＡ１５６ 澳大利亚 ０１２

ＷＡ１１１ 澳大利亚 ０１８

ＰＭＨ４５ 澳大利亚 ０２０

ＷＡ９３ 澳大利亚 ０５４

ＷＡ１３２ 澳大利亚 ０７０

ＷＡ９４ 澳大利亚 ０７８

ＰＭＨ３ 澳大利亚 １０３

ＷＡ１５１ 澳大利亚 ２３７

ＷＡ１２ 澳大利亚 ２３９

２　结　　果

２．１　艰难梭菌临床菌株核糖体型分布情况　６８株艰难梭菌

临床菌株中，３７株ＰＣＲ核糖体分型电泳带型可在２５种参考

带型中找到，鉴定出了核糖体型；另外３１株未发现带型一致的

参考菌株，无法分型。ＰＣＲ核糖体分型示意图见图１。６８株

临床菌株分成３１种核糖体型，包括１０种已知核糖体型和２１

种未知核糖体型（命名为ＡＵ００１～ＡＵ０２０）。最常见的基因型

为ＲＴ０１４，占１９．１％（１３株），其次为ＲＴ００２，占１１．８％（８株），

第３位为ＲＴ０５６和 ＡＵ００６，各占８．８％（６株），另 ＲＴ０７８和

ＡＵ０１５各有３株，其余２５种核糖体型则分别有１～２株。

２．２　临床菌株毒素 Ａ、Ｂ编码基因狋犮犱犃、狋犮犱犅携带情况　６４

株（９４．１％）临床菌株狋犮犱犃、狋犮犱犅均为阳性，３株（４．４％）为狋犮

犱犃阴性、狋犮犱犅阳性，１株（１．５％）狋犮犱犃、狋犮犱犅均为阴性。

　　Ｍ：ＤＮＡ分子标识（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ）；１～５：５例临

床菌株，６～１２：７例参考菌株（６：ＲＴ００１，７：ＲＴ０１４，８：ＲＴ０１５，９：

ＲＴ０１７，１０：ＲＴ０２７，１１：ＲＴ０７８，１２：ＲＴ１０６）。

图１　　艰难梭菌ＰＣＲ核糖体分型示例图

３　讨　　论

　　近十余年，艰难梭菌高毒力ＲＴ０２７在全球多个地区爆发

流行，导致了严重的临床后果和沉重的经济负担。对临床分离

出的艰难梭菌进行基因分型和毒力检测，从而制定合理的临床

诊疗方案和防控措施，可有效地降低患者的死亡率，并可有效

地控制ＣＤＡＤ院内感染的发生。

当前，用于艰难梭菌基因分型的方法很多，包括有ＰＣＲ核

糖体分型（ＰＣＲｒｉｂｏｔｙｐｉｎｇ）、细菌全基因组限制性内切酶酶切

法（ＲＥＡ）、脉 冲 场 凝 胶 电 泳 （ＰＦＧＥ）、多 位 点 测 序 分 型

（ＭＬＳＴ）、多位点数量可变的末端重复序列分析（ＭＬＶＡ）、扩

增片段长度多态性分析（ＡＦＬＰ）、表面膜蛋白Ａ基因测序分型

（狊犾狆犃ＳＴ）以及近年兴起的全基因组测序（ＷＧＳ）等
［６，１０１１］，各

种方法各有优缺点，ＰＣＲ核糖体分型和脉冲场凝胶电泳是最

常用的两种方法，其分别在欧洲和北美地区得到广泛应用。

ＰＣＲ核糖体分型利用艰难梭菌１６ＳｒＲＮＡ 至２３ＳｒＲＮＡ 基因

间隙区（ＩＳＲ）的核苷酸序列多态性（基因组上存在多个拷贝，

且序列长度长短不一）这一特性进行基因分型，相较于ＰＦＧＥ，

其操作更简便快捷，且即使基因组ＤＮＡ断裂或部分降解也不

受影响［７］。因此，本研究中笔者选用了ＰＣＲ核糖体分型技术。

艰难梭菌的基因型分布存在地区差异，在不同地区可能完

全不同。Ｂａｕｅｒ等
［１２］报道，２００８年１１月欧洲常见的艰难梭菌

基因型为ＲＴ０１４／０２０、ＲＴ００１和ＲＴ０７８，而同期北美常见的流

行株则为 ＲＴ０２７、ＲＴ００２、ＲＴ１０６、ＲＴ０１７和 ＲＴ０７８
［１３］。２０１３

年，Ｃｏｌｌｉｎｓ等
［１４］统计发现，近二十年来亚洲常见的基因型为

ＲＴ０１７、ＲＴ０１８、ＲＴ０１４、ＲＴ００２和 ＲＴ００１。本研究结果显示，

６８株临床菌株包含了３１种核糖体型，最常见的为ＲＴ０１４，其

次为 ＲＴ００２，未检出高毒力 ＲＴ０２７。这一结果与 Ｆｅｒｇｕｓｏｎ

等［１５］的报道相似，表明ＲＴ０１４和ＲＴ００２为现阶段澳大利亚最

常见的艰难梭菌基因型。

毒素Ａ、Ｂ是艰难梭菌最主要的致病因子，毒素 Ａ是一种

肠毒素，毒素Ｂ为一种细胞毒素，两者均为葡萄糖基转移酶，

可催化靶细胞内的ＧＴＰ结合蛋白Ｒｈｏ、Ｒａｃ和Ｃｄｃ４２的苏氨

酸３５／３７单糖基化，使这些小分子ＧＴＰ酶活性灭失，细胞内部

发生生理学变化，从而导致细胞死亡。毒素 Ａ、Ｂ的编码基因

分别为狋犮犱犃和狋犮犱犅，均位于细菌染色体上的毒力基因位点

（ＰａＬｏｃ）
［１６］。当前的研究表明，大部分艰难梭菌产毒株均同时

产毒素 Ａ 和 Ｂ（Ａ＋Ｂ＋），只有小部分只产毒素 Ｂ（Ａ－

·４９７· 国际检验医学杂志２０１５年３月第３６卷第６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１５，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．６



Ｂ＋）
［１７］。本研究显示，在６８株艰难梭菌临床菌株中，６７株

（９８．５％）为产毒株，其中６４株狋犮犱犃、狋犮犱犅 均为阳性，为毒素

Ａ＋Ｂ＋，３株狋犮犱犃阴性、狋犮犱犅阳性，为毒素 Ａ－Ｂ＋。这一结

果表明悉尼地区流行的艰难梭菌产毒特性与其他地区菌株一

样，以同时产毒素Ａ和Ｂ为主。

总之，本研究表明悉尼地区分离的艰难梭菌基因型分布与

北美和欧洲地区不同，有其自身的地区特异性，但菌株的产毒

特性与其他地区相似，绝大部分均为毒素Ａ＋Ｂ＋。
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重要实验依据，在诊疗男性不育中具有重要意义。
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ｍａｌｅｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ：ｎｅｗｉｎｓｉｇｈｔｏｎｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｏｌｉｇｏａｚｏｏｓｐｅｒ

ｍｉａｉｎｃａｓｅｓｗｉｔｈｗｉｔｈｏｕｔＡＺＦｃｍｉｃｒｏｄｅｌｅｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｍｃＧｅｎｏｍｉｃｓ，

２０１０，１１（１）：４０１４１０．

［６］ ＫｉｍＢ，ＬｅｅＹ，ＫｉｍＹ，ｅｔａｌ．ＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＡＺｐｒｏ

ｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｈｕｍａｎｔｅｓｔｉｓ［Ｊ］．ＨｕｍａｎＲｅｐｒｏｄ，２００９，２４（６）：１５０７

１５１５．

［７］ 杨慧敏，陈国武．上海地区原发性男性不育患者Ｙ染色体ＡＺＦ微

缺失分析［Ｊ］．检验医学，２０１２，２７（６）：４７９４８１．

［８］ 谭建强，蔡稔．柳州地区５３０例男性不育患者细胞遗传学与分子

遗传学的分析［Ｊ］．中国优生与遗传杂志，２０１２，２０（１）：１８２０．

［９］ 郝胜菊，冯暄，闫有圣．甘肃部分地区３７３例男性不育患者Ｙ染色

体ＡＺＦ微缺失基因诊断的研究［Ｊ］．中国优生与遗传杂志，２０１１，

１９（１０）：４３４５．

［１０］ＣｈａｎｇＰＬ，ＳａｕｅｒＭＶ，ＢｒｏｗｎＳ．Ｙｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｍｉｃｒｏｄｅｌｅｔｉｏｎｉｎａ

ｆａｔｈｅｒａｎｄｈｉｓｆｏｕｒｉｎｆｅｒｔｉｌｅｓｏｎｓ［Ｊ］．ＨｕｍＲｅｐｒｏｄ，１９９９，１４（１１）：

２６８９．

［１１］阮健，贺小进，吴欢，等．无精及严重少精症患者Ｙ染色体微缺失

分析［Ｊ］．安徽医科大学学报，２０１１，４６（７）：７０２７０４．

［１２］叶长灿，江悦华，王捷，等．Ｙ染色体微缺失与男性无精少精的相

关关系［Ｊ］．中国实验诊断学，２０１０，１４（４）：５６６５６８．

（收稿日期：２０１４１２１８）
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