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溃疡性结肠炎患者粪便中艰难梭菌毒素基因Ａ／Ｂ携带情况的研究


牛　敏，刘淑敏，杜　艳△

（昆明医科大学第一附属医院检验科　６５０００１）

　　摘　要：目的　检测溃疡性结肠炎（ＵＣ）患者和健康体检者粪便标本中艰难梭菌毒素基因Ａ／Ｂ携带情况，探讨艰难梭菌毒素

基因携带情况与ＵＣ之间的关系。方法　收集５３例ＵＣ确诊患者（活动期３２例，静止期２１例）和４５例健康体检者的粪便标本，

提取粪便总ＤＮＡ，采用荧光定量ＰＣＲ方法分别检测粪便中艰难梭菌毒素Ａ（ｃｄｔＡ）基因及艰难梭菌毒素Ｂ（ｃｄｔＢ）基因，扩增产物

进行琼脂糖凝胶电泳，并对扩增产物进行测序验证。结果　ＵＣ组共检出７例ｃｄｔＡ、４例ｃｄｔＢ，其中 ＵＣ活动期组５例ｃｄｔＡ、２例

ｃｄｔＢ；静止期组２例ｃｄｔＡ、２例ｃｄｔＢ；健康对照组共检出５例ｃｄｔＡ、２例ｃｄｔＢ。ＵＣ组ｃｄｔＡ和ｃｄｔＢ检出率与健康对照组比较差异

无统计学意义（犘＞０．０５）；活动期组ｃｄｔＡ和ｃｄｔＢ检出率与静止期组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　粪便中ｃｄｔＡ／Ｂ

的携带情况与ＵＣ发病、疾病分期无明显相关性。
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　　溃疡性结肠炎（ＵＣ）是一种慢性非特异性结肠炎症，临床

症状主要有腹痛、腹泻、黏液血便等，目前尚无法治愈［１］。ＵＣ

发病机制复杂，目前认为是免疫功能异常、遗传易感性、肠黏膜

屏障功能障碍和肠道菌群失调共同作用的结果［２］。艰难梭菌

是严格厌氧的革兰阳性芽孢杆菌，是医院内感染的常见条件致

病菌，主要引起抗菌药物相关性腹泻、伪膜性肠炎等，严重时可

引起患者死亡［３］。艰难梭菌的主要致病力为毒素Ａ和毒素Ｂ。

其中，毒素Ａ为肠毒素，毒素Ｂ为细胞毒素
［４］。美国对于炎症

性肠病（ＩＢＤ）患者中艰难梭菌感染的流行病学调查发现，ＩＢＤ

住院患者艰难梭菌感染率是普通住院患者的８倍，而 ＵＣ患者

的感染率又明显高于克罗恩病（ＣＤ）患者
［５］。本研究收集本院

ＵＣ患者与健康体检者的新鲜粪便标本，采用实时荧光定量

ＰＣＲ的方法检测艰难梭菌毒素基因 Ａ／Ｂ的携带情况，探讨艰

难梭菌的感染与ＵＣ之间的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１２－２０１３年于昆明医科大学第一附

属医院消化科住院的５３例 ＵＣ患者（ＵＣ组），男３１例，女２２

例，平均（４６．９２±１２．９０）岁，经结肠镜及病理检查，符合２０１２

年中华医学会消化病学分会炎症性肠病学组制定的《炎症性肠

病诊断治疗的共识意见》相关诊断标准［６］。根据疾病活动指数

分为活动期组３２例，男１７例，女１５例，平均（４７．７１±１２．９８）

岁和静止期组２１例，男１４例，女７例，平均（４５．８８±１２．９８）

岁。另选取本院同期健康体检者４５例作为健康对照组，男２７

例，女１８例，平均（４５．８４±１２．１６）岁，健康对照组无消化道慢

性疾病史，常规体检和粪便常规检查均未见异常。收集所有研

究对象的新鲜粪便标本。

１．２　仪器与试剂　ＡＢＩ７３００型定量ＰＣＲ仪（美国ＡＢＩ公司），

ＰｏｗｅｒＰａｃ３０００型电泳仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司），Ｔａｎｎｏｎ３５００
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紫外凝胶成像仪（上海天能科技有限公司），离心柱型粪便

ＤＮＡ组提取试剂盒、ＳｕｐｅｒＲｅａｌ荧光定量预混试剂增强版

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ（北京天根生化）。引物合成由上海ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司完成。

１．３　方法

１．３．１　粪便总ＤＮＡ的提取　采用提取试剂盒（离心柱型）抽

提粪便总ＤＮＡ，具体方法按试剂盒说明书操作。提取的ＤＮＡ

于－２０℃保存。

１．３．２　扩增引物　艰难梭菌毒素 Ａ（ｃｄｔＡ）基因、艰难梭菌毒

素Ｂ（ｃｄｔＢ）基因引物序列见表１。扩增体系为混合试剂１２．５

μＬ，模板ＤＮＡ１μＬ，上、下游引物各１μＬ，水９．５μＬ。扩增条

件为９５℃预变性１５ｍｉｎ，１个循环；９５℃变性１０ｓ，５８～６０℃

退火，延伸３０ｓ，４０个循环。退火温度分别为ｃｄｔＡ６０℃，ｃｄｔＢ

５８℃。扩增产物用２％的琼脂糖凝胶电泳，用１００ｂｐ的标志

物作为标尺。

表１　　基因引物

基因名称 引物序列（５′～３′）
产物长度

（ｂｐ）

ｃｄｔＡ上 ＧＣＡＴＧＡＴＡＡＧＧＣＡＡＣＴＴＣＡＧＴＧＧ ６３０

ｃｄｔＡ下 ＧＡＧＴＡＡＧＴＴＣＣＴＣＣＴＧＣＴＣＣＡＴＣＡＡ

ｃｄｔＢ上 ＴＧＡＴＧＣＡＣＴＡＴＧＣＧＡＴＴＴＡＡＡＡＣＡＡ ５４５

ｃｄｔＢ下 ＧＣＴＣＴＴＴＧＡＴＴＧＣＴＧＣＡＣＣＴ

１．３．３　扩增产物测序　扩增产物纯化后双向测序，测序结果

与ＢＬＡＳＴ比对，验证扩增产物片段是否有缺失，与Ｇｅｎｅｂａｎｋ

中的基因序列是否一致。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件包，计数资料组

间比较采用χ
２ 检验。犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

ＵＣ组５３例中，７例检出ｃｄｔＡ基因，４例检出ｃｄｔＢ基因；

４５例健康对照组中，５例检出ｃｄｔＡ基因，２例检出ｃｄｔＢ基因，

χ
２ 检验结果显示，ＵＣ组和健康对照组间ｃｄｔＡ及ｃｄｔＢ检出率

比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表２。ＵＣ活动期组３２

例中，５例检出ｃｄｔＡ，２例检出ｃｄｔＢ；ＵＣ静止期组２１例中，２

例检出ｃｄｔＡ，２例检出ｃｄｔＢ，ＵＣ活动期组和静止期组ｃｄｔＡ／Ｂ

的检出率比较差异也无统计学意义（犘＞０．０５），见表３。扩增

产物经过琼脂糖凝胶电泳，电泳条带清楚，没有杂带，见图１、

２。扩增产物双向测序，测序结果经ＢＬＡＳＴ比对，发现所有扩

增产物片段没有缺失，序列１００％比对成功。

表２　　两组ｃｄｔＡ／Ｂ检出率比较［狀（％）］

组别 狀 ｃｄｔＡ ｃｄｔＢ

健康对照组 ４５ ５（１１．１１） ２（４．４４）

ＵＣ组 ５３ ７（１３．２１） ４（７．５５）

犘 ０．７７９ ０．５３８

表３　　ＵＣ活动期和静止期组ｃｄｔＡ／Ｂ检出率比较［狀（％）］

组别 狀 ｃｄｔＡ ｃｄｔＢ

活动期组 ３２ ５（１５．６３） ２（６．２５）

静止期组 ２１ ２（９．５２） ２（９．５２）

犘 ０．６９ １．０

　　注：Ｍ表示ＤＮＡ标志物；１～５表示ＵＣ患者和健康对照组样本中

检出的ｃｄｔＡ基因。

图１　　ｃｄｔＡ扩增产物电泳图

　　注：Ｍ表示ＤＮＡ标志物；１～６表示ＵＣ患者和健康对照组样本中

检出的ｃｄｔＢ基因。

图２　　ｃｄｔＢ扩增产物电泳图

３　讨　　论

艰难梭菌是引起抗菌药物相关性腹泻最主要的病原菌，患

者可发生严重腹泻、伪膜性肠炎、败血症及死亡。毒素 Ａ和毒

素Ｂ是艰难梭菌主要的致病因子，是 ＵＤＰ葡萄糖水解酶类和

葡萄糖转移酶类，在黏附上皮细胞后，通过受体介导的胞吞作

用进入细胞，催化葡萄糖残基从ＵＤＰ葡萄糖到 ＵＤＰｒｈｏ蛋白

的转移，ｒｈｏ蛋白作为一种细胞内信号肽分子调节细胞支架结

构和基因表达，反过来，ｒｈｏ蛋白的糖基化会引起蛋白合成的

终止、细胞的死亡［７］。艰难梭菌感染的危险因素包括抗菌药物

暴露、免疫力低下、长期住院、老年等，但目前研究认为，ＩＢＤ已

成为艰难梭菌感染最重要的危险因素，特别是 ＵＣ
［８］。近年

来，艰难梭菌被认为是与ＵＣ关系最密切的致病菌。艰难梭菌

感染能使静止期ＵＣ患者病情复发，对感染的治疗能促进诱导

ＵＣ的临床缓解。多项研究显示，ＵＣ患者艰难梭菌毒素 Ａ／Ｂ

基因检出率明显高于健康人群［８１０］。国外多项研究成果与本

研究结果存在较大差异，可能的原因有样本例数少和研究对象

纳入标准不够严格。由于本研究样本收集时间不够长，研究对

象收集比较困难，纳入的研究对象例数较少，可能影响最终实

验结果，在进一步研究中，应延长样本收集时间，扩大样本量。

其次，本研究健康对照组纳入标准可能不够严格，在进一步的

研究中，应对健康对照组纳入遵循更严格的标准，如健康对照

组留取标本前４周内不得服用抗菌药物、益生菌制剂等影响肠

道微生态的药物，应排除糖尿病等可能影响肠道菌群的慢性

病，并排除标本留取过程中的污染等问题。

艰难梭菌感染使ＵＣ患者肠道炎症加重，诊断变得复杂，

因此，进行艰难梭菌的检测有利于合并感染患者的合理治疗，

预防严重并发症的发生［１１］。目前，对于艰难梭菌感染的实验

室诊断方法主要有免疫荧光法检测患者血清中艰难梭菌毒素

Ａ和毒素Ｂ，以及患者粪便标本艰难梭菌的分离培养
［１２］。但

是两种方法都存在灵敏度低的缺陷。随着对艰难梭菌认知程
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度的深入和分子生物学检测手段的发展，采用实时荧光定量

ＰＣＲ方法检测艰难梭菌毒素Ａ／Ｂ基因将大大提高艰难梭菌的

检出率，并具有快速、灵敏度高、特异度好的优势，为艰难梭菌

感染的临床诊断提供帮助。
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