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　　艰难梭菌（犆犾狅狊狋狉犻犱犻狌犿犱犻犳犳犻犮犻犾犲，ＣＤ）是一种

革兰阳性厌氧芽孢杆菌，２０世纪８０年代发现它是

引起抗生素相关性假膜性肠炎的原因之一，由其引

起的艰难梭菌感染（犆犾狅狊狋狉犻犱犻狌犿犱犻犳犳犻犮犻犾犲ｉｎｆｅｃ

ｔｉｏｎ，ＣＤＩ）现已成为抗生素相关性腹泻的主要原

因［１２］。ＣＤＩ可表现为从轻度的自限性腹泻到严重

的假膜性肠炎甚至死亡。在过去的十多年中，ＣＤ

的流行病学情况发生了变化，自２００４年起在北美和

欧洲相继出现了ＣＤ强毒株：ＮＡＰ１／０２７／ＳＴ１
［３４］。

到２００８年，又发现了另一强毒株ＰＣＲＲＴ０７８／ＮＡＰ

０７－０８／ＳＴ１１的传播流行
［５］。快速、准确的分子分

型对ＣＤ暴发流行的早期监测和追踪溯源具有重要

意义。本文对常用的ＣＤ分型方法及其最新研究进

展进行综述。

１　ＣＤ分型的历史回顾

ＣＤ常用的分型技术可分为２类：表型分型和

基因型分型。血清型分型法是２０世纪８０年代中期

常用的表型分型方法，采用玻片凝集的原理，该方法

最初能够分出６个不同的ＣＤ血清型
［６］，经进一步

改进后可分出１５种型别
［７］。传统的其他表型分型

方法还包括免疫印迹法分型［８］、细菌素／噬菌体分

型［９］、抗菌谱分型［１０］等。表型分型方法比较直观，

但是具有重复性低、分型率低和分辨力不足等缺点。

２０世纪９０年代出现基因分型技术，因其具有更好

的分型率和分辨力，使之逐步取代表型分型技

术［１１］。基因型分型技术分为基于电泳条带和基于

序列２种类型。最常用基于电泳条带型的技术包括

限制性内切酶分析（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅａｎａｌｙ

ｓｉｓ，ＲＥＡ）、脉冲场凝胶电泳（ｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃ

ｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）、毛细管或常规ＰＣＲ核糖体分

型（ＰＣＲｒｉｂｏｔｙｐｉｎｇ，ＰＣＲＲＴ）和多位点可变数目

串联重复序列分析（ｍｕｌｔｉｐｌｅｌｏｃｕｓｖａｒｉａｂｌｅｎｕｍｂｅｒ

ｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＭＬＶＡ）。近年来被实验

室推崇的基于序列分析的分型技术为多位点序列分

型（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）。此外，以

序列分析为基础的全基因组测序技术（ｗｈｏｌｅｇｅ

ｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＧＳ）也逐渐兴起，成为研究ＣＤ

菌株之间差异（如单核苷酸多态性分析）的分型

技术。

２　常用的ＣＤ分型方法

２．１　ＰＣＲＲＴ　ＰＣＲＲＴ是ＣＤ最常用的分子分型

技术之一。由 Ｇüｒｔｌｅｒ等人首次创建，分型依据是

根据１６Ｓ和２３ＳｒＤＮＡ之间的间隔区变异性（ｉｎｔｅｒ
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ｇｅｎｉｃｓｐａｃｅｒｒｅｇｉｏｎ，ＩＳＲ）
［１２］。所使用的引物以１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因的３’端和２３ＳｒＲＮＡ基因的５’端保守

区为目标设计。因为 ＣＤ基因组包含多个１６Ｓ—

２３ＳｒＲＮＡ操纵子，其数量和间隔区大小的不同使

得ＰＣＲ扩增后产生不同的扩增产物，经普通琼脂糖

凝胶电泳分离得到的电泳带型称为核糖体型。现在

用于ＣＤ 的 ＰＣＲＲＴ 的引物有两种
［１３１４］。其中，

Ｓｔｕｂｂｓ等人所描述的Ｏ’Ｎｅｉｌｌ引物比Ｂｉｄｅｔ引物的

分辨力更好。分辨力是指区分无关菌株的能力，其

数据基于辛普森指数（Ｓｉｍｐｓｏｎｉｎｄｅｘ，ＳＩ）
［１５］。采

用Ｏ’Ｎｅｉｌｌ引物进行分型时，ＰＣＲ产物的大小通常

为２５０～６００ｂｐ，然后由琼脂糖凝胶电泳或最近研

究的毛细管电泳分离，从而达到分型目的。在欧洲，

ＰＣＲ核糖型的命名原则是 ＵＫ（ＵｎｉｔｅｄＫｉｎｇｄｏｍ）

加三位数的后缀（如 ＵＫ００１）。毛细管电泳核糖型

别则为前缀ＣＥ加上三位数的后缀（即ＣＥ００１）。然

而，由于ＰＣＲ核糖体型别的判定需要与参考菌株进

行电泳谱型对比，不易在实验室间统一实现。因此，

当前很多实验室也会依据本实验室的菌株型别进行

排序命名（如本实验室的型别命名以 ＨＢ加上两位

数的后缀而成）［１６］。迄今为止，ＰＣＲＲＴ能够识别

４００多种不同的ＣＤ类型。

２．２　ＰＦＧＥ分型　在北美地区，ＰＦＧＥ曾是最常用

的ＣＤ分子分型技术之一。ＰＦＧＥ利用稀有酶切位

点限制性内切酶（例如ＳｍａＩ）对细菌染色体组ＤＮＡ

进行消化，通过在３个不同方向的脉冲电场，从而使

细菌ＤＮＡ片段得以有效分离。由于在电泳过程中

的脉冲方向呈线性增加，可以逐步使更大的片段能

够通过凝胶迁移，从而可以区分传统琼脂糖凝胶电

泳下不能分辨的大片段ＤＮＡ。ＰＦＧＥ所得到的指

纹谱型被称为 ＮＡＰ型。型别类型使用前缀 ＮＡＰ

（北美脉冲场型）后跟一个数字表示脉冲场型的分组

和一个字母表示的亚组（即ＮＡＰ１ｂ）。

尽管仪器设备昂贵，操作程序复杂和运行缓慢，

但在美国ＰｕｌｓｅＮｅｔ的大力推动下，ＰＦＧＥ分型方法

仍在２０世纪９０年代成为北美地区大多数ＣＤ病原

体的金标准。但是，由于细菌ＤＮＡ的降解导致许

多ＣＤ无法被分型。此外，ＰＦＧＥ的标准操作流程

和应用还需要进一步的优化［１７］。

有报道称ＰＦＧＥ比ＰＣＲＲＴ具有更好的分辨

力（ＳＩ值分别为０．８４３和０．６８８）
［１８］。然而，另一项

关于ＰＣＲＲＴ初步分型技术比对的研究中，最常见

的３９个ＰＣＲＲＴ型，却只能被分为１６个ＰＦＧＥ类

型。所有基于电泳指纹图谱分型面临的共同问题是

对电泳条带的识别，尤其是当条带的谱型差别不大

的时候。因此，如何定义ＰＦＧＥ和ＰＣＲ的不同型别

对于识别新的型别非常必要。在欧洲，新的ＰＣＲ核

糖体型别常由参考实验室来验证。早期的２０个

ＰＣＲＲＴ型分离自多个欧洲国家，遍布欧洲艰难梭

菌感染研究网络（Ｅｕｒｏｐｅａｎ犆犾狅狊狋狉犻犱犻狌犿犱犻犳犳犻犮犻犾犲

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅｎｅｔｗｏｒｋ，ＥＣＤＩＳ－ＮＥＴ）的

各参考实验室［１９］。

２．３　ＭＬＳＴ分型　ＭＬＳＴ于２００４年首次用于ＣＤ

群体构成和全球流行病学研究［２０］。该方法是基于

基因测序的分子分型方法，通常测序的片段是七个

长度约在３００ｂｐ和５００ｂｐ之间的管家基因（ＭＬＳＴ

７ＨＧ）。根据每个管家基因的序列变异情况，分配

给它一个不同的等位基因编码，这样七个等位基因

的编码组合就形成了一个序列类型（ＳＴ 型）。将

ＭＬＳＴ分型方法产生的序列数据上传至一个全球

实验室公用的 Ｗｅｂ数据库，即可方便不同实验室对

ＳＴ型的确定、研究ＣＤ的群落构成和全球流行情

况。目前，有２种不同的 ＭＬＳＴ分型方案
［２０２１］，这

２种分型方案都包括７个管家基因，其中３个基因

位点在２个方案中都被应用到（ｔｒｉｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｉｓｏｍｅｒａｓｅ，狋狆犻；ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅＡ，狉犲犮Ａ；ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ

ｄｉｓｍｕｔａｓｅＡ，狊狅犱Ａ）。后续研究发现Ｌｅｍｅｅ方案中

的丙氨酸连接酶（ＤＤＬ）位点是一个无效的等位基

因，因此应用较少。而Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ分型方案则被广泛

应用［２１］。据报道，ＭＬＳＴ和ＰＣＲＲＴ方法的分辨力

是相当的［１８，２１］。

相比基于电泳指纹图谱的分型方法（如ＰＣＲ

ＲＴ），ＭＬＳＴ更不容易受到基因重组的影响。一个

管家基因的重组仅会改变单一基因位点，这使得即

便产生了新的ＳＴ型，仍会与原始的ＳＴ型保持较近

的亲缘关系，也就维护了系统进化分析的相关性。

用 ＭＬＳＴ进行系统发育分析，可将 ＣＤ至少分成

５个不同的进化分支
［２１］，而位于第６个分支的菌株

可能是单系进化［２２］。多数ＳＴ型都属于第一分支，

而且这一分支无主要的亚分支。导致这一结果的原

因可能与分型方案选择的管家基因位点相关。选择

不同的管家基因或者在当前的 ＭＬＳＴ方案中加入

新的管家基因，或许可增加对位于第一分支的菌株

的分析效果。

基于测序的 ＭＬＳＴ分型方法的一个主要优势

是其所得出的数据易于解释。测序的数据比较明

确、客观，具有高度重复性，并易于实验室间的交流。

此外，不同实验室可将自己的测序数据提交至
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ＭＬＳＴ数据库。截至２０１６年１月１１日，数据库中

已有可明确的３３１个ＳＴ型。ＭＬＳＴ存在的比较现

实的缺陷是其测序的成本相对较高，这可能是在许

多欧洲实验室并未用 ＭＬＳＴ取代传统的ＰＣＲＲＴ

的原因之一。

２．４　ＭＬＶＡ　ＭＬＶＡ是一种具有高分辨力的分子

分型方法，通常被应用于研究细菌暴发流行和追踪

病原体传播途径［５，２３２４］。其分型原理是通过软件寻

找散在分布于细菌基因组中的大小不等的短串联重

复序列（ＶＮＴＲ），并设计相应引物对其扩增，用毛细

管电泳自动分析扩增产物。根据其串联重复序列可

变重复数目，分配给不同菌株一定的数组，据此判定

为不同的 ＭＬＶＡ型别。通过计算汇总串联重复序

列 的 差 异 （ｓｕｍｍｅｄｔａｎｄｅｍ ｒｅｐｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，

ＳＴＲＤ）可构建最小生成树 （ｍｉｎｉｍｕｍｓｐａｎｎｉｎｇ

ｔｒｅｅ，ＭＳＴ）。ＳＴＲＤ≤２的菌株定义为一个克隆群，

ＳＴＲＤ≤１０的菌种认为是一个基因相关群
［５，２５］。

Ｂｒｏｕｋｈａｎｓｋｉ等
［２５］研究发现艰难梭菌 ＭＬＶＡ方案

中有两个位点（Ｆ３和 Ｈ９）在不同菌株间没有差异，

表明这两个位点在ＣＤ分型上无任何作用。此外，

Ｂａｋｋｅｒ等
［２６］报道，ＭＬＶＡ 的 Ａ６位点对于 ＰＣＲ

ＲＴ０７８是无效位点。因此，对ＰＣＲＲＴ０７８型菌株

的分析，需要进一步优化其他几个位点的ＰＣＲ设

置。目前，ＭＬＶＡ被认为是ＣＤ流行病学研究最有

效的分型方法，并应用于荷兰、法国和英国的０２７型

暴发流行研究。还有英国学者采用 ＭＬＶＡ方法探

讨了ＣＤＩ病例的潜在联系
［２７］。值得注意的是，该研

究结果显示，原本被认为是属于同一种群的菌株，几

乎有一半是由无关菌株组成，或者是由相关和无关

的菌株混合组成。

３　艰难梭菌分型方法的新进展

３．１　ＭＬＶＡ进展　有学者提出一个改进的 ＭＬ

ＶＡ（ｍｏｄｉｆｉｅｄＭＬＶＡ，ｍＭＬＶＡ）方案，将 ＭＬＶＡ

与ＰＣＲ 检测艰难梭菌毒素基因相结合（狋犮犱Ａ，

狋犮犱Ｂ，犮犱狋Ｂ和狋犮犱Ｃ）
［２４］。该方案将 ＭＬＶＡ位点数

量限定为５个，去除Ｆ３和Ｈ９位点。尽管结合毒素

基因检测后的分型方案信息量更大，但目前还无法

将这些数据与ＰＣＲＲＴ０２７／ＮＡＰ０１等特定型别相

关联。其原因可能是因为二元毒素基因与狋犮犱Ｃ基

因缺失的并存现象并不只存于 ＰＣＲ ＲＴ０２７菌

株［２４，２８］。而在 Ｍａｎｚｏｏｒ等
［２９］的研究中将 ＭＬＶＡ

方案所用的基因位点数目增加至１５个，扩展后的

ＭＬＶＡ（ｅｘｔｅｎｄｅｄＭＬＶＡ，ｅＭＬＶＡ）方案可区分临

床上的主要集群，与ＰＣＲＲＴ具有良好的一致性。

而仅含有７个位点的 ＭＬＶＡ方案
［２５２６］与ＰＣＲＲＴ

相关性较差，７个位点ＭＬＶＡ只能结合ＰＣＲＲＴ方

法作为亚型分型方法使用，而ｅＭＬＶＡ则可同时取

代两者。但是，随着位点数目的增加，该方法也更费

力，而且增加了数据的解释难度。

为创建一个可提供满意分析的数据，并与ＰＣＲ

ＲＴ保持良好的一致性 ＭＬＶＡ方案，Ｗｅｉ等
［３０］筛选

了４０个 ＭＬＶＡ位点用于研究ＣＤ暴发流行。研究

结果表明，由多样性较低的等位基因位点组成的

ＭＬＶＡ方案与ＰＣＲＲＴ相关性高，而多样性较高的

位点组成的分型方案则可用于ＣＤ暴发流行研究。

这两个分型方案，分别包括１０个多样性有限的等位

基因位点和４个高度多样性的等位基因位点。

３．２　高分辨毛细管凝胶电泳核糖体分型（ｃａｐｉｌｌａｒｙ

ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｂａｓｅｄＰＣＲｒｉｂｏｔｙｐｉｎｇ，ＣＥＰＣＲ

ＲＴ）　虽然ＰＣＲＲＴ已经被许多欧洲实验室广泛

应用于ＣＤ监测，但是由于指纹图谱的不易解释和

缺乏标准化数据库等问题，这一方法的应用传播仍

有较大局限。而ＣＥＰＣＲＲＴ的应用大大提高了其

重复性和可解释性。例如，传统的基于琼脂糖凝胶

电泳的ＰＣＲＲＴ很难区分０１４型和０２０型ＣＤ。而

ＣＥＰＣＲＲＴ则不仅可以区分０１４型和０２０型，还能

将０１４型进一步分出亚型
［３１］。美国疾病控制与预

防中心（ＣＤＣ）、加拿大卫生公署、荷兰莱顿大学医学

中心和英国利兹教学医院的ＣＤ监测，探讨了ＣＥ

ＰＣＲＲＴ的ＤＮＡ提取、引物设计、ＰＣＲ循环条件及

参考标准等操作流程，并采用标准一致的操作流程

对７０个不同的ＲＴ型进行了检测
［２４］。初步结果表

明分型结果在不同实验室之间较为一致。

３．３　基质辅助激光解吸／电离飞行时间质谱（ｍａ

ｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｍｅｏｆ

ｌｉｇｈｔｍａｓｓ，ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ）分 型 　 ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ以其在微生物的鉴定、耐药性和毒力监测

中快速、准确、重复性好、高通量等特点，近年来越来

越受到人们的关注。它不仅能够鉴定病原体种／亚

种水平，还具有良好的分型能力，逐渐被应用到细

菌、真菌和病毒的分型中［３２］。其分型原理是建立在

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ鉴定微生物的基础上，利用核心

图谱（ｔｈｅｍａｉｎｓｐｅｃｔｒａ，ＭＳＰ）建造标准蛋白指纹图

谱库，采用主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙ

ｓｉｓ，ＰＣＡ）进行数据处理。ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质谱

图是以检测到的离子质荷比（ｍ／ｚ）为横坐标，离子
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峰强度为纵坐标构建而成，通过将检测到的病原体

鉴定质谱图与标准数据库图谱比对，从而实现对目

标微生物种或菌株的区分和鉴定［３３］。图谱中主要

的分子离子峰为菌体内高丰度、表达稳定、进化保守

的核糖体蛋白，所以，可以通过聚类分析获得微生物

间的进化和亲缘关系。Ｒｅｔｔｉｎｇｅｒ等
［３４］采用 ＭＡＬ

ＤＩＴＯＦＭＳ质谱指纹图谱分型方法、１６ＳｒＲＮＡ测

序方法和 ＭＬＳＴ方法对２８株钩端螺旋体进行进化

分析，发现质谱指纹图谱能很好地区分高致病性（２１

株）、中间型（３株）和非致病性（４株）的钩端螺旋体。

与１６ＳｒＲＮＡ测序方法得到的进化树结果相同，同

一型内各菌株之间相似性很高，但 ＭＬＳＴ方法却只

能区分中间型钩端螺旋体，高致病性和非致病性的

菌株都归于一类。目前有研究人员正在探讨 ＭＡＬ

ＤＩＴＯＦＭＳ在ＣＤ分型中的应用
［３５］。

３．４　二元基因分型　二元基因分型是近年来用于

微生物分型的一种新兴的分子分型方法，已经成功

应用于金黄色葡萄球菌和空肠弯曲杆菌的流行病学

研究［３６３７］。其分型原理是根据某一个基因在细菌

ＤＮＡ的存在与否，都能将一组细菌分成２个类型，

当结合多个这样的基因位点进行分析时就可将一组

细菌进行有效的分型，这样的基因位点又被称为二

元基因。如果选择的基因位点是与毒力和耐药等功

能相关的基因时，二元基因分型方法不仅可追踪流

行菌株的传播途径，还可让临床医生直观地了解从

患者样本中分离到菌株的功能基因，以便采取进一

步的治疗措施。近期，我实验室成功创建了ＣＤ二

元基因分型方法，通过方法学对比研究发现，１０位

点二元基因分型不仅具有操作简便、费用低、易于分

析和数据共享等优点，而且其分辨力也优于核糖体

分型和 ＭＬＳＴ，显示了良好的应用前景。

３．５　ＷＧＳ分型　高通量、全基因组测序技术应用

的范围和可靠性已足以准确调查病原体的毒力、流

行路径和菌群结构分布［３８］。通过对成百上千的基

因组系统发育学和比较基因组学分析，可准确地确

定细菌的遗传学变化，而且容易发现遗传学与毒力

和耐药性表型的关系，因此，可快速地了解病原体的

生物学特征［３９］。通过比较单个核苷酸的多态性，

ＷＧＳ可区分菌株间单个核苷酸水平的差别，因此具

有极高的分辨力。另外，通过预测病原体出现的选

择性压力和追踪病原体流行传播，ＷＧＳ在临床微生

物学和公共卫生流行病学领域也有很高的实用

价值。

尽管 ＷＧＳ的应用仍然受到设备、数据分析等

条件的限制，但该方法代表了病原体分型的终极方

法。在未来几年，ＷＧＳ将会成为一种常用ＣＤＩ监

测及流行病学工具。虽然与传统的分型方法相比

ＷＧＳ成本相对较高，但是随着ＣＤ基因组数据质量

控制和后期的信息学、系统发育和谱系地理学分析

等标准计算程序［４０］的发展，ＷＧＳ数据处理的成本

正在迅速下降［１２，４１］。此外，１次 ＷＧＳ检测得出的

信息量可同时推断 ＭＬＳＴ、ＰＦＧＥ、耐药基因、毒素

基因序列和其他数据，从这个角度来讲，它可以平衡

成本效益，也预示着它可能是一种终极的分型方法。

首次 应 用 高 通 量 ＷＧＳ 测 序 技 术 对 ＰＣＲ

ＲＴ０２７系统进化树研究结果显示，通过ＳＮＰ分析

可将采集自美国和欧洲的２５个ＰＣＲＲＴ０２７菌株

进一步分成２５不同的基因型。此外，该研究还发现

美国和欧洲不同地区的菌株拥有独特的进化谱系和

抗菌药物耐药基因。有证据表明［４２］，ＰＣＲＲＴ０２７

型菌株获得相同的耐药突变后出现了两条不同的流

行谱系，这两谱系在全球传播时呈现了不同的流行

模式。Ｋｓｅｒ等
［４３］的研究将 ＷＧＳ测序在诊断学和

流行病学研究中的应用显示了很好的效果。这项研

究指出，基因组ＳＮＰ分型主要可用于监测暴发和病

原菌传播途径的识别。当前用于监测ＣＤ医院相关

感染暴发的方法，比如ＰＣＲＲＴ方法的分辨力有

限，不能识别暴发流行的菌株是否来自同一克隆株，

而全基因组测序则有很好的分辨力，可以追踪病原

菌在医院，医院病房和同一个病房的患者之间的传

播路径。

Ｅｙｒｅ等
［４４］研究表明，ＷＧＳ可产生实用的、与临

床直接相关的数据，在一定时间内研究结果有助于

患者管理，从而在疾病暴发初期实现感染控制。这

项研究中通过 ＷＧＳ检测发现，由相同ＳＴ型ＣＤ造

成的医院相关性艰难梭菌感染，实际上可能是一组

相互间没有进化关系的ＣＤ所导致，因此可排除其

在患者之间传播的可能。而且，与比较基因组学相

结合，ＷＧＳ是发现与潜在毒力相关的新的遗传标志

的有效方法。这是一个超越传统分型方法的重要优

点，因为传统方法只能利用现有的菌株特性标记进

行分析。

５　未来展望

在过去的１５年中，由于基于测序的分子分型方

法具有较好的分辨力，以及分型结果的易于解释和

相互交流，使其取代了一些更为传统的分型方法。
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而 ＷＧＳ则有可能主导未来十年的分子分型领域。

然而，在 ＷＧＳ可作为分子分型的常规方法之前仍

需要有更多的研究数据支持。首先，ＷＧＳ需要在

４８ｈ内快速、有效地完成。其次，数据分析等技术

流程仍需要进一步简化。最后，ＷＧＳ技术的运行和

组织平台成本必须降低。如果满足这些要求将大大

增加 ＷＧＳ在全球的使用，这可能只是一个时间的

问题。
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