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［摘　要］　目的　了解中国部分地区艰难梭菌聚合酶链反应（ＰＣＲ）核糖体型别分布及其Ａ、Ｂ毒素基因多态性，

为建立适宜中国的艰难梭菌分子检测和分子分型技术提供基础数据，同时在基因水平上为艰难梭菌感染导致的复

杂临床表现提供依据。方法　对中国３个城市（北京、广州、济南）分离的６４株艰难梭菌临床株进行ＰＣＲ核糖体

分型，并对不同型别的２６株代表菌株的Ａ、Ｂ毒素基因进行扩增测序。结果　６４株艰难梭菌中，毒素基因型以

Ａ＋Ｂ＋型（４５株，７０．３１％）为主，Ａ－Ｂ＋型１９株（２９．６９％）。共存在９种ＰＣＲ核糖体型别，以０１７型（２１株，

３２．８１％）为主要型别，其次为００１型（１３株，２０．３１％）、０１２型（１１株，１７．１９％）。Ａ－Ｂ＋菌株中，１４株（７３．６８％）是

０１７型，１株是００１型。Ａ、Ｂ毒素基因呈现一定的多态性，其中有７种Ａ毒素序列型别（ＴＳＴＡ），６种Ｂ毒素序列型

别（ＴＳＴＢ），８种Ａ、Ｂ毒素序列型别组合（ＴＳＴＧ）。结论　我国部分地区的艰难梭菌可能以ＰＣＲ核糖体０１７型为

主，Ａ、Ｂ毒素基因在菌株间存在多态性，且核糖体型别与毒素基因多态性间存在相对应的关联。应进一步扩大菌

株数量和范围，探寻适合我国的分子检测和分子分型方法，从而帮助医院更好地预防和控制艰难梭菌感染。
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　　艰难梭菌是医院住院患者抗生素相关性腹泻的

重要病因。由产毒素性艰难梭菌引起的感染（犆犾狅狊

狋狉犻犱犻狌犿犱犻犳犳犻犮犻犾犲ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＣＤＩ）以腹泻、结肠炎或

少见的肠梗阻为主要临床症状，乙状结肠镜下可见

肠黏膜的炎性水肿和斑片假膜，重症患者死亡率高

达６７％
［１－２］。该菌的主要传播形式是芽孢，其对多

种抗菌药物和消毒剂有很强的抵抗力，可反复感染，

复发率高达２０％
［３－４］。美国疾病预防控制中心

（ＣＤＣ）医院感染监测网络—国家医疗安全网络

（ＮＨＳＮ）根据感染部位估计目前艰难梭菌引起的直

接医疗成本为１０．１亿～１６．２亿美元。因此，美国

对艰难梭菌开展了专项监测，为有针对性的预防工

作提供依据。同时欧盟也设立了艰难梭菌监测网

络，２００８年该监测网络对３４个国家１０６所医院进

行了ＣＤＩ流行病学调查，结果显示，欧洲治疗ＣＤＩ

大约每年花费３亿欧元，且患者中６５岁以上人群占

６３％
［５］。目前控制ＣＤＩ的首要措施是合理使用抗

菌药物，传统的药物为甲硝唑和万古霉素［６］。但该

两种药物使用后，２０％～２５％的 ＣＤＩ患者会复

发［７］。自２０１１年美国ＦＤＡ批准非达霉素作为治疗

ＣＤＩ的新药之后，非达霉素成为ＣＤＩ领域的研究新

热点［８］。

前期我们研究组针对已经公布的不同来源的艰

难梭菌Ａ、Ｂ毒素进行了单核苷酸的多态性（ＳＮＰ）

分析，结果显示，不同菌株Ａ、Ｂ毒素基因之间存在

高变性［９］。同时艰难梭菌的生物信息学分析表明，

该菌基因组序列的分歧度很大，这些直接导致艰难

梭菌不同的致病力和临床表现，对ＣＤＩ的流行病学

监测造成影响。因此，有必要对我国艰难梭菌Ａ、Ｂ

毒素基因多态性进行研究，探寻不同聚合酶链反应

（ＰＣＲ）核糖体型别的艰难梭菌Ａ、Ｂ毒素多态性存

在的规律，为建立适宜我国艰难梭菌产毒株的分子

检测和分型方法的改进提供依据。

１　材料与方法

１．１　菌株来源及分离培养与鉴定　选取我国３个

城市（北京、济南、广州）分离的具有代表性的６４株

艰难梭菌临床株，其中北京４６株，分离自２０１０—

２０１１年；济南９株，分离自２０１０—２０１２年；广州９

株，分离自２０世纪８０年代。其中ＢＪ０８是北京分离

的第１株Ａ－Ｂ＋株。另外，有１株参考菌株，ＶＰＩ

１０４６３（早期出现的Ａ＋Ｂ＋株）。

转运拭子挑取粪便样本，运输至实验室。接种

环挑取粪便样本接种于环丝氨酸—头孢西丁—果

糖—卵黄琼脂 （ｃｙｃｌｏｓｅｒｉｎｅｃｅｆｏｘｉｔｉｎｆｒｕｃｔｏｓｅｅｇｇ

ｙｏｌｋａｇａｒ，ＣＣＦＡ）培养基，３７℃厌氧培养４８～７２ｈ；

ＣＣＦＡ培养基上挑取典型的单个疑似菌落（扁平黄

色毛玻璃样，特殊马粪臭味，光镜下革兰染色阳性杆

菌，近终端有芽孢）接种于脑心浸液琼脂（ｂｒａｉｎ

ｈｅａｒｔｉｎｆｕｓｉｏｎａｇａｒ，ＢＨＩ）培养基，３７℃厌氧培养４８

ｈ；进行乳胶凝集、脯氨酸纸片法、ＲＥＦ２０３００１ａｐｉＲ

２０Ａ反应３类生化鉴定，初步鉴定是否为艰难梭菌。

将初步鉴定阳性的艰难梭菌单个菌落接种于ＢＨＩ

培养基上，厌氧过夜培养，按照ＤＮＡ提取试剂盒说

明提取ＤＮＡ，用ＧＤＨ、１６ＳｒＤＮＡ基因分别扩增

（表１），均阳性者为艰难梭菌。

１．２　ＤＮＡ提取和毒素基因检测　接种艰难梭菌单

菌落于ＢＨＩ血平板上（固体培养基），培养过夜，按

照ＤＮＡ 提取试剂盒说明提取 ＤＮＡ，溶于 ＴＥ，

－２０℃保存。

采用目前国际上艰难梭菌参比实验室（荷兰）推

荐的检测艰难梭菌Ａ、Ｂ毒素基因的ＰＣＲ方案，分

别选用狋犮犱犃Ｆ／狋犮犱犃Ｒ和 ＮＫ１０４／ＮＫ１０５进行扩

增［１０］。ＰＣＲ反应体系为５０μＬ：ＴＡＫＡＲＡＰｒｅｍｉｘ

Ｔａｑ酶２５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２０μＬ，上、下游引物（２５

ｐｍｏｌ／μＬ）各１μＬ，ＤＮＡ 模板（２０～８０ｎｇ／μＬ）３

μＬ。反应条件：狋犮犱犃扩增９５℃１５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，

５２℃３０ｓ，７２℃４０ｓ，３５个循环；７２℃５ｍｉｎ；狋犮犱犅

扩增９５℃５ｍｉｎ；９５℃２０ｓ，６２℃１２０ｓ，７２℃４０ｓ，

３５个循环；７２℃５ｍｉｎ。将ＰＣＲ产物用１．５％的琼

脂糖凝胶１１０Ｖ电泳３０ｍｉｎ。在凝胶成像仪上观

察结果并将扩增产物送生工生物工程（上海）股份有

限公司—北京测序部进行Ｓａｎｇｅｒ测序。

１．３　ＰＣＲ核糖体分型　ＰＣＲ核糖体分型（ＰＣＲｒｉ

ｂｏｔｙｐｉｎｇ）是基于１６Ｓ～２３ＳｒＤＮＡ基因间隔区（ｉｎ

ｔｅｒｇｅｎｉｃｓｐａｃｅｒ，ＩＴＳ）进行ＰＣＲ扩增来分型的。该

部分实验是在荷兰艰难梭菌参比实验室完成。按照
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Ｏ’Ｎｅｉｌｌ方法进行扩增（引物见表１）。ＰＣＲ反应体

系５０μＬ：Ｐｒｅｍｉｘ２５μＬ，Ｈ２Ｏ２０μＬ，上、下游引物

１６Ｓ／２３Ｓ各１μＬ，ＤＮＡ模板３μＬ。反应条件：９５℃

１２０ｓ；９５℃６０ｓ，５５℃６０ｓ，７２℃９０ｓ，３０个循环；

７２℃５ｍｉｎ。将ＰＣＲ产物用３％的琼脂糖凝胶２００

Ｖ电泳３ｈ，在凝胶成像仪上观察结果。

１．４　狋犮犱犃和狋犮犱犅ｓａｎｇｅｒ测序和序列分析　挑选

不同种核糖体型别的代表性菌株２６株，利用

ＡＢＩ３７３０对其基因组狋犮犱犃和狋犮犱犅区域开展测序工

作。参考艰难梭菌６３０（Ａ＋Ｂ＋菌株代表）和艰难

梭菌Ｍ６８（Ａ－Ｂ＋菌株代表）为基因组序列，自行

设计引物。用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒｖ５．０分别设计９对

和８对引物（表１），使得扩增产物覆盖狋犮犱犃和狋犮犱犅

全长，每个扩增产物大约７００～１８００ｂｐ，且相邻扩

增产物间有２００±ｂｐ重叠，以保证所得序列的连贯

性和可重复性。引物由生工生物工程（上海）股份有

限公司—北京测序部合成（见表１）。反应体系５０

μＬ：ＴＡＫＡＲＡＰｒｅｍｉｘＴａｑ酶２５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２０

μＬ，上、下游引物（２５ｐｍｏｌ／μＬ）各１μＬ，ＤＮＡ（２０～

８０ｎｇ／μＬ）３μＬ。反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，

Ｘ℃３０ｓ，７２℃１２０ｓ，３４个循环；７２℃５ｍｉｎ。其中

的退火温度（Ｘ）因引物的Ｔｍ值不同而不同，通常

在５０℃～５５℃。纯化后的ＰＣＲ产物送生工生物工

程（上海）股份有限公司—北京测序部，用ＢｉｇＤｙｅ

ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ测序试剂盒上样于３７３０ＸＬＤＮＡ分析

仪上，上、下游引物双向进行Ｓａｎｇｅｒ测序。

用ＤＮＡＳＴＡＲＬａｒｓｅｒｇｅｎｖｅｒｓｉｏｎ７．１软件中

的ｓｅｑｍａｎ对同一株基因的不同扩增片段进行组

装拼接，以艰难梭菌６３０和 Ｍ６８为模板确定样

本菌株基因序列的起始和终止位点。用 ＭＵＳ

ＣＬＥ（ｖ３．６）对Ａ、Ｂ序列进行多重比对，ｐｅｒｌ脚本

统计两两间相似度和碱基差异数，碱基完全相同

为同一型别。

２　结果

２．１　Ａ、Ｂ毒素检测　对狋犮犱犃、狋犮犱犅检测位点进行

ＰＣＲ并测序，将得到的序列通过ＢＬＡＳＴ与标准序

列进行比对，证实入选菌株均为产毒素型艰难梭菌。

毒素基因狋犮犱犃、狋犮犱犅的扩增结果：狋犮犱犃基因扩增得

到３６９ｂｐ产物为狋犮犱犃基因阳性菌株（Ａ＋），扩增

得到的１１０ｂｐ产物为狋犮犱犃基因阴性（Ａ－）菌株

（见图１）；狋犮犱犅基因阳性菌株（Ｂ＋）扩增得到２０３

ｂｐ的产物（见图２）。在分离到的６４株艰难梭菌中，

毒素型以Ａ＋Ｂ＋型（４５株，７０．３１％）为主，Ａ－Ｂ＋

型１９株（２９．６９％）。

表１　扩增引物

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′）

ＧＤＨ Ｆ ＴＴＣＣＴＡＡＴＴＴＡＧＣＡＧＣＡＧＣＴＴＣ

Ｒ ＧＴＣＴＴＧＧＡＴＧＧＴＴＧＡＴＧＡＧＴＡＣ

１６ＳｒＤＮＡ ＰＳ１３ ＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧＴＧＧＧＧＡＡＴＡ

ＰＳ１４ ＴＧＡＣＧＧＧＣＧＧＴＧＴＧＴＡＣＡＡＧ

狋犮犱犃 ＡＦ ＡＧＡＴＴＣＣＴＡＴＡＴＴＴＡＣＡＴＧＡＣＡＡＴＡＴ

ＡＲ ＧＴＡＴＣＡＧＧＣＡＴＡＡＡＧＴＡＡＴＡＴＡＣＴＴＴ

狋犮犱犅 ＮＫ１０４ ＧＴＧＴＡＧＣＡＡＴＧＡＡＡＧＴＣＣＡＡＧＴＴＴＡＣＧＣ

ＮＫ１０５ ＣＡＣＴＴＡＧＣＴＣＴＴＴＧＡＴＴＧＣＴＧＣＡＣＣＴ

１６Ｓ Ｐ３ ＣＴＧＧＧＧＴＧＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ

２３Ｓ Ｐ５ ＧＣＧＣＣＣＴＴＴＧＴＡＧＣＴＴＧＡＣＣ

狋犮犱犃 Ａ１Ｆ ＡＧＡＴＧＧＴＧＣＡＴＧＧＴＣＡＧＴＴＧ

Ａ１Ｒ ＣＡＴＴＴＣＣＣＡＡＣＧＧＴＣＴＡＧＴＣ

Ａ２Ｆ ＡＡＴＡＧＡＧＡＴＧＡＡＡＣＴＴＴＡＴＴ

Ａ２Ｒ ＣＡＴＣＴＣＣＴＴＧＴＡＡＣＴＧＴＡＴＧ

Ａ３Ｆ ＡＡＣＡＡＡＡＡＴＡＧＣＡＣＣＡＴＡＣＴ

Ａ３Ｒ ＴＡＡＣＡＣＴＴＧＣＡＴＣＡＡＧＴＡＡＴ

Ａ４Ｆ ＡＡＧＣＡＡＣＡＴＧＣＡＡＴＴＴＡＴＴＴ

Ａ４Ｒ ＣＣＡＣＴＧＡＡＧＴＴＧＣＣＴＴＡＴＣＡ

Ａ５Ｆ ＴＡＡＡＴＧＴＡＣＴＡＣＣＴＡＣＡＡＴＡＡＣＡＧＡＧＧＧ

Ａ５Ｒ ＣＴＴＧＴＡＴＡＴＡＡＡＴＣＡＧＧＴＧＣＴＡＴＣＡＡＴＡ

Ａ６Ｆ ＣＴＴＧＧＡＴＡＴＧＴＡＧＡＡＴＴＴＡＴ

Ａ６Ｒ ＡＡＴＣＣＴＡＡＡＴＧＡＴＣＴＣＴＡＴＣ

Ａ７Ｆ ＴＡＴＴＧＡＴＡＧＣＡＣＣＴＧＡＴＴＴＡＴＡＴＡＣＡＡＧ

Ａ７Ｒ ＡＧＴＴＧＡＧＧＣＴＡＴＧＡＡＡＧＴＧＴ

Ａ８Ｆ ＧＡＣＣＴＡＡＴＧＧＡＴＴＴＧＡＧＴＡＴ

Ａ８Ｒ ＡＡＴＴＴＡＴＴＴＴＧＧＴＡＡＡＧＴＡＴ

Ａ９Ｆ ＣＡＣＴＴＴＣＡＴＡＧＣＣＴＣＡＡＣＴＧ

Ａ９Ｒ ＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＡＧＧＴＧＣＡＡＡＴ

狋犮犱犅 Ｂ１Ｆ ＧＧＡＴＡＴＴＣＴＧＡＴＡＧＡＧＡＡＡＴ

Ｂ１Ｒ ＴＣＡＣＴＡＴＴＴＡＣＡＴＣＴＴＴＣ

Ｂ２Ｆ ＧＡＡＧＡＡＴＡＴＣＡＴＡＡＴＡＴＧＴＣ

Ｂ２Ｒ ＴＴＡＡＴＣＴＴＡＧＧＴＣＴＡＴＣＡＧＡ

Ｂ３Ｆ ＴＴＡＣＡＡＧＧＡＧＡＴＡＡＡＡＴＴＡＧ

Ｂ３Ｒ ＴＡＣＴＡＡＣＴＴＡＣＣＡＴＴＴＡＣＡＧ

Ｂ４Ｆ ＧＡＡＴＴＴＡＡＡＣＴＡＡＴＡＧＡＡＴＣ

Ｂ４Ｒ ＴＣＴＴＣＴＴＴＴＴＧＴＡＣＴＴＣＣＡＡ

Ｂ５Ｆ ＴＡＣＴＴＴＴＡＧＴＴＣＣＴＴＴＡＧＣＡ

Ｂ５Ｒ ＴＣＡＧＡＴＡＣＡＡＡＴＡＡＡＣＣＴＴＣ

Ｂ６Ｆ ＧＴＴＧＡＴＴＴＡＴＴＡＴＣＴＡＡＡＴＣ

Ｂ６Ｒ ＧＴＡＣＴＡＡＡＴＡＣＡＣＣＴＧＴＴＴＧ

Ｂ７Ｆ ＴＡＡＴＡＡＣＴＴＴＧＧＡＡＴＧＡＴＧＧ

Ｂ７Ｒ ＴＣＡＣＴＴＴＣＡＴＴＴＴＣＣＡＴＡＴＣ

Ｂ８Ｆ ＧＧＡＡＡＴＧＡＡＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧ

Ｂ８Ｒ ＡＣＴＴＴＧＴＡＡＧＡＡＴＧＴＣＡＡＣＴ

２．２　ＰＣＲ核糖体分型　对收集的６４株菌株用

ＰＣＲ核糖体分型方法进行分型，得到９种核糖体型

别，其中，核糖体０１７型（２１株，３２．８１％）为主要型

别，其次为００１型（１３株，２０．３１％）、０１２型（１１株，

１７．１９％）、０４６型（６株，９．３８％）、０１４型（４株，
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６．２５％）、００２ 型 （４ 株，６．２５％）、０５３ 型 （２ 株，

３．１３％）、１０３ 型 （２ 株，３．１３％）、２０７ 型 （１ 株，

１．５５％）。Ａ－Ｂ＋菌株中，１４株（７３．６８％）是０１７

型，１株为００１型。
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　 　 Ｍ：１０００ｂｐ ＤＮＡｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ；ＰＣ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

ＶＰＩ１０４６３；ＮＣ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；１—３：狋犮犱犃 ｐｏｓｉｔｉｖｅ；４—５：狋犮犱犃

ｎｅｇａｔｉｖｅ

图１　狋犮犱犃基因ＰＣＲ扩增结果

犉犻犵狌狉犲１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ狋犮犱犃ｇｅｎｅ

　 　 Ｍ：１０００ｂｐ ＤＮＡｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ；ＰＣ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

ＶＰＩ１０４６３；ＮＣ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；１—５：狋犮犱犅ｐｏｓｉｔｉｖｅ

图２　狋犮犱犅基因ＰＣＲ扩增结果

犉犻犵狌狉犲２　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ狋犮犱犅ｇｅｎｅ

２．３　Ａ、Ｂ毒素序列型别及其与ＰＣＲ核糖体型别

的关系　以ＶＰＩ１０４６３的Ａ、Ｂ基因序列为参考序

列（Ａ０１、Ｂ０１），将不同核糖体型别代表菌株的Ａ、Ｂ

毒素序列与ＶＰＩ１０４６３进行比较，根据碱基差异数

量对序列进行序列型别编号，见表２。所得２６个

狋犮犱犃序列形成了７种Ａ毒素序列型别（ｔｏｘｉｎｓｅ

ｑｕｅｎｃｅｔｙｐｅＡ，ＴＳＴＡ），即ＴＳＴＡＡ０２—Ａ０８，其中

Ａ０２—Ａ０７是Ａ＋Ｂ＋菌株，序列长度为８１３３ｂｐ，

Ａ０８是Ａ－Ｂ＋菌株，存在１８２３ｂｐ的碱基缺失；２６

个狋犮犱犅序列形成了６种Ｂ毒素序列型别（ｔｏｘｉｎｓｅ

ｑｕｅｎｃｅｔｙｐｅＢ，ＴＳＴＢ），即ＴＳＴＢＢ０２—Ｂ０７，其中

Ｂ０２—Ｂ０６是Ａ＋Ｂ＋菌株，序列长度为７１０１ｂｐ，

Ｂ０７Ａ－Ｂ＋菌株为７１０４ｂｐ。将菌株的Ａ、Ｂ毒素

序列进行组合，得到８种序列组合（ｔｏｘｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｔｙｐｅｇｒｏｕｐ，ＴＳＴＧ），即Ａ０２Ｂ０４、Ａ０３Ｂ０５、Ａ０３Ｂ０６、

Ａ０４Ｂ０５、Ａ０５Ｂ０５、Ａ０６Ｂ０２、Ａ０７Ｂ０３、Ａ０８Ｂ０７。Ａ、Ｂ

毒素序列组合（ＴＳＴＧ）与ＰＣＲ核糖体型别的关系

见表３。９种ＰＣＲ核糖体型别中，０１７型分布在３

种不同的ＴＳＴＧ，其余８种型别与特定ＴＳＴＧ一一

对应；８种 ＴＳＴＧ中，有３种（Ａ０３Ｂ０５、Ａ０５Ｂ０５、

Ａ０６Ｂ０２）每种对应２种核糖体型别，其余５种与１

种核糖体型别一一对应。同时以ＶＰＩ１０４６３的狋犮犱犃

（Ａ０１）和狋犮犱犅（Ｂ０１）为参照，分别将Ａ、Ｂ整条基因

序列从５′端至３′端分成４个区域：葡糖基转移酶

区、蛋白酶自主合成区、传送区、受体结合区［１１］。根

据Ａ基因４个不同分区单核苷酸的多态性（ＳＮＰ）

分布，发现ＳＮＰ主要发生在传送区和受体结合区，

且受体结合区非同义突变的ＳＮＰ更高，说明该区经

历着过激烈的正进化选择压力。Ｂ基因４个分区

ＳＮＰ的分布显示，ＳＮＰ主要发生在葡糖基转移酶区

和受体结合区两个区域，表示该两区经历着过激烈

的正进化选择压力。其中Ａ０８为缺失３′端１８２３

ｂｐ序列，与其他型别序列差异最大；Ｂ０７与其他Ｂ

毒素基因型别差异最大，而 Ａ０８Ｂ０７正是核糖体

０１７型中Ａ－Ｂ＋菌株。

表２　代表菌株与ＶＰＩ１０４６３Ａ、Ｂ毒素序列的比较

犜犪犫犾犲２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｉｎ狋犮犱犃ａｎｄ狋犮犱犅ｂｅｔｗｅｅｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓａｎｄＶＰＩ１０４６３

Ｒｉｂｏｔｙｐｉｎｇ
Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ

ｓｔｒａｉｎ

Ｔｏｘｉｎ

ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ
ＴＳＴＡ

Ｌｅｎｇｔｈ

（ｂｐ）
ＴＳＴＢ

Ｌｅｎｇｔｈ

（ｂｐ）
狋犮犱犃ｃｏｍｐａｒｅｓ

ｗｉｔｈＶＰＩ１０４６３

狋犮犱犅ｃｏｍｐａｒｅｓ

ｗｉｔｈＶＰＩ１０４６３

８７ ＶＰＩ１０４６３ Ａ＋Ｂ＋ Ａ０１ ８１３３ Ｂ０１ ７１０１ ０ ０

１７ ＢＪ０８ Ａ－Ｂ＋ Ａ０８ ６３１０ Ｂ０７ ７１０４ １９８２ ３６６

ＧＺ７ Ａ＋Ｂ＋ Ａ０５ ８１３３ Ｂ０５ ７１０１ １２ ２

ＺＲ３０ Ａ＋Ｂ＋ Ａ０６ ８１３３ Ｂ０２ ７１０１ １２ １

１ ＪＮ１２ Ａ＋Ｂ＋ Ａ０４ ８１３３ Ｂ０５ ７１０１ １０ ２

１２ ＺＲ２０ Ａ＋Ｂ＋ Ａ０６ ８１３３ Ｂ０２ ７１０１ １２ １

４６ ＺＲ８０ Ａ＋Ｂ＋ Ａ０２ ８１３３ Ｂ０４ ７１０１ ４ ２

１４ ＧＺ５ Ａ＋Ｂ＋ Ａ０５ ８１３３ Ｂ０５ ７１０１ １２ ２

２ ＺＲ７５ Ａ＋Ｂ＋ Ａ０３ ８１３３ Ｂ０５ ７１０１ ９ ２
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续表２　（犜犪犫犾犲２，犮狅狀狋犻狀狌犲犱）

Ｒｉｂｏｔｙｐｉｎｇ
Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ

ｓｔｒａｉｎ

Ｔｏｘｉｎ

ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ
ＴＳＴＡ

Ｌｅｎｇｔｈ

（ｂｐ）
ＴＳＴＢ

Ｌｅｎｇｔｈ

（ｂｐ）
狋犮犱犃ｃｏｍｐａｒｅｓ

ｗｉｔｈＶＰＩ１０４６３

狋犮犱犅ｃｏｍｐａｒｅｓ

ｗｉｔｈＶＰＩ１０４６３

５３ ＺＲ８１ Ａ＋Ｂ＋ Ａ０３ ８１３３ Ｂ０５ ７１０１ ９ ２

１０３ ＺＲ５０ Ａ＋Ｂ＋ Ａ０７ ８１３３ Ｂ０３ ７１０１ １３ １

２０７ ＺＲ２ Ａ＋Ｂ＋ Ａ０３ ８１３３ Ｂ０６ ７１０１ ９ ６

　　ＢＪ：Ｂｅｉｊｉｎｇ；ＺＲ：ＣｈｉｎａＪａｐａｎＦｒｉｅｎｄｓｈｉｐＨｏｓｐｉｔａｌ；ＪＮ：Ｊｉｎａｎ；ＧＺ：Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ

表３　Ａ、Ｂ基因序列组合与ＰＣＲ核糖体分型的关系

犜犪犫犾犲３　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＴＳＴＧａｎｄＰＣＲｒｉｂｏｔｙｐｅ

ＰＣＲｒｉｂｏｔｙｐｅ Ｎｏ．ｏｆｓｔｒａｉｎｓ
Ｎｏ．ｏｆｓｔｒａｉｎｓｂｅｌｏｎｇｉｎｇｔｏｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇＴＳＴ

Ａ０２Ｂ０４ Ａ０３Ｂ０５ Ａ０３Ｂ０６ Ａ０４Ｂ０５ Ａ０５Ｂ０５ Ａ０６Ｂ０２ Ａ０７Ｂ０３ Ａ０８Ｂ０７

００１ ９ － － － ９ － － － －

００２ １ － １ － － － － － －

０１２ ２ － － － － － ２ － －

０１４ １ － － － － １ － － －

０１７ ９ － － － － １ １ － ７

０４６ １ １ － － － － － － －

０５３ １ － １ － － － － － －

１０３ １ － － － － － － １ －

２０７ １ － － １ － － － － －

３　讨论

自１９７８年Ｂａｒｔｌｅｔｔ等发现艰难梭菌是引起抗

生素相关性腹泻的主要病原菌以来，其在国外得到

广泛研究［１２］。最新数据显示，艰难梭菌在医院感染

相关病原中排名第１位，超过了耐甲氧西林金黄色

葡萄球菌［１３］。加拿大医院感染中心估计，世界范围

内成人ＣＤＩ发病率目前呈增加趋势（４．６／１０００例

入院患者，或６５／１０００００患者住院日）
［１４］。然而，由

于艰难梭菌培养要求高，厌氧设备昂贵，我国大部分

医院未开展艰难梭菌的检测，导致长期以来我国对

艰难梭菌的研究难以开展，目前尚未形成ＣＤＩ的流

行病学基础数据。但我国是抗菌药物消耗大国，抗

菌药物滥用情况非常严重，细菌整体的耐药率远远

高于发达国家［１５］，而ＣＤＩ正是由于抗菌药物滥用而

引发的感染。因此，可以推测我国医院艰难梭菌感

染状况是不容乐观的。我们前期一些研究表明，艰

难梭菌Ａ、Ｂ毒素基因之间存在高度多态性，并且发

现不同国家和地区检测艰难梭菌Ａ、Ｂ毒素的ＰＣＲ

引物间也存在一定的差异，引物位置处存在ＳＮＰ，

可能造成检测时出现假阴性的结果［９］。根据本研究

对Ａ、Ｂ毒素基因多态性的分析结果，提示我们可以

避开ＳＮＰ密集的区域，如Ａ基因的受体结合区，Ｂ

基因的葡糖基转移酶区和受体结合区，而在相对保

守的区域，比如Ａ基因的葡糖基转移酶区和蛋白酶

自主合成区，Ｂ基因的蛋白酶自主合成区和传送区，

设计艰难梭菌的检测引物，减少假阴性率，提高检出

率。另外，有报道［１６－１８］显示，Ａ－Ｂ＋菌株在拉丁美

洲、北美洲、亚洲等国家的分离率为２．５％～７５％，

存在明显的地区差异，亚洲Ａ－Ｂ＋菌株分离率明

显高于欧美国家；同时，核糖体型别也存在地区特异

性，高毒株０２７型在欧洲广泛引起暴发，亚洲报道少

见，在我国尚未见报道；核糖体０１７型在全球多个国

家和地区均有报道，如欧洲的瑞典、德国，亚洲的日

本、韩国及我国香港。根据中南大学湘雅医院和伯

明翰大学在长沙一所大型医院关于ＣＤＩ的最新研

究显示，主要流行株为核糖体０１７型，占到４８％
［１９］，

而本研究发现核糖体０１７型Ａ、Ｂ毒素序列多态性

更高。面对这些现状，医院应该进一步加强对艰难

梭菌的监测和流行病学研究，这就需要有适合我国

艰难梭菌的检测技术和分子分型方法。艰难梭菌感

染的主要致病因子是肠毒素Ａ（狋犮犱犃）和细胞毒素Ｂ

（狋犮犱犅），Ａ、Ｂ毒素常用来作为艰难梭菌的检测靶点

和分型依据，是目前艰难梭菌的研究热点之一［１１］。

由此可见，对我国艰难梭菌Ａ、Ｂ毒素基因多态性的

研究是非常有必要的。

分子分型是监测艰难梭菌感染和暴发必不可少

的工具。艰难梭菌的各种分型方法各有优缺点，但

在全球尚未达成统一。目前来看，ＰＣＲ核糖体分型

方法较简单，对设备要求也不高，是欧洲艰难梭菌分

型的主要方法，且建立了可参照对比的１６０个ＰＣＲ

核糖体的文库［２０］。但由于结果分析需要参比菌株，
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使得该分型方法在我国使用受限。本研究将ＰＣＲ

核糖体分型与Ａ、Ｂ基因结合起来，尝试寻找两者间

的内在联系。研究结果发现，６４株艰难梭菌中，Ａ－

Ｂ＋菌株所占比率达到２９．６９％，核糖体０１７型为主

要型别（３２．８１％）；同时Ａ、Ｂ毒素基因序列呈现高

度多态性，且Ａ、Ｂ毒素序列的多态性与核糖体型别

间也存在一定的对应关系。比如，根据本实验数据，

９种ＰＣＲ核糖体型别中有８种与１种ＴＳＴＧ一一对

应，但核糖体０１７型Ａ、Ｂ毒素序列呈现了更高的多

态性，分布在３种 ＴＳＴＧ 中（Ａ０５Ｂ０５、Ａ０６Ｂ０２、

Ａ０８Ｂ０７）；８种ＴＳＴＧ中，Ａ０３Ｂ０５、Ａ０５Ｂ０５、Ａ０６Ｂ０２分

别分布在２种核糖体型别中，其余５种只与１种核糖

体型别一一对应。这提示我们可能通过建立一种基

于Ａ、Ｂ序列多态性的分型方法，而该分型方法结果

能与ＰＣＲ核糖体分型结果相对应，那么我们新建立

的分型方法就可能替代核糖体分型。Ａ、Ｂ毒素的

多态性不仅影响毒素分子学特征，而且在疾病中也

扮演重要角色，即可能导致不同的致病能力和引起

不同的临床表现。因此，本研究也为临床上诊断和

治疗ＣＤＩ在基因水平上提供了依据。本研究的限

制在于菌株来源只有３个地区，且每种核糖体型别

中测序菌株的数量有限，应扩大菌株数量和地区来

源作进一步的研究，并结合ＳＮＰ生物信息学分析，

为建立适宜我国的艰难梭菌临床分子检测和分子分

型技术提供依据。

艰难梭菌感染在我国医院可能是很严重却被忽

视的一个重大问题。研究提示，医院应进一步增强

意识，对艰难梭菌广泛开展检测并进行研究，形成我

国艰难梭菌感染的流行病学基础数据。预防和控制

ＣＤＩ的首要措施是合理使用抗菌药物。同时，可以

对大型医院和高危人群进行定期监测，发现和了解

艰难梭菌的流行病学变化和变异趋势。这样可以为

临床的诊疗提供新途径，从而帮助医院更好地预防

和控制ＣＤＩ。
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一项中断时间序列研究与集群随机试验：减少耐药细菌在重症监护室中

定植和传播的干预措施

曾　翠　译，吴安华　校

（中南大学湘雅医院，湖南 长沙　４１０００８）

　　背景　重症监护室（ＩＣＵ）是耐药细菌传播的高

危科室，在设置标准预防措施时缺乏对“全面筛查和

隔离携带或感染耐药细菌者”效果评估的对照研究，

本研究评估此干预措施对减少ＩＣＵ中耐药细菌的

定植与传播的效果。

方法　本研究在欧洲的１３个ＩＣＵ分３个阶段

进行。第１阶段为为期６个月的基线调查；第２阶

段为中断时间序列的研究，为期６个月，用于推进洗

必泰的身体擦浴与手卫生依从性；紧随其后的第３

阶段为为期１２～１５个月的集群随机试验。第３阶

段，用计算机将１３个ＩＣＵ随机分组，对所有患者进

行常规筛查［显色培养法筛查耐甲氧西林金黄色葡

萄球菌（ＭＲＳＡ）、耐万古霉素肠球菌（ＶＲＥ）］或快

速筛查［ＰＣＲ法筛查ＭＲＳＡ、ＶＲＥ及显色培养法筛

查高耐药的肠杆菌科细菌（ＨＲＥ，对第三代或第四

代头孢菌素耐药的肠杆菌科细菌）］。所有患者入

ＩＣＵ时需进行第１次筛查，此后前３周每周筛查２

次，３周后每周筛查１次；采集部位包括会阴、鼻腔及

伤口（若有）处。入住ＩＣＵ超过３ｄ的患者纳入研究

并收集基本信息（人口统计学资料、病情与病史、感

染／定植危险因素）；对于已确定的耐药细菌携带（感

染）者实施标准预防措施。研究目的主要为获得不同

研究阶段患者在每１００住院日中的耐药菌感染率及

变化趋势。耐药菌每１００住院日感染率通过微生物

监测获得，并用多级泊松分层回归模型分析，用似然

比检验不同筛查组的每１００住院日中的耐药菌感染

率的阶段变化和变化趋势。

结果　１３个ＩＣＵ中，７个被分配进行快速筛

查，６个进行常规筛查。各阶段平均手卫生执行率

依次为５２％、６９％、７７％，随研究进展有所提高。在

第２阶段初期，接受洗必泰擦浴的患者比率已从

０％上升至１００％，并维持到第３阶段结束。趋势变

化中，各阶段耐药菌周发病率比（ｗｅｅｋｌｙｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

ｒａｔｅｒａｔｉｏ，ＩＲＲ）依次为１．０１４（０．９９６～１．０３１）、

０．９７６（０．９５４～０．９９９）、１．０１５（０．９９８～１．９９８）。第

２阶段耐药菌周ＩＲＲ的下降主要是由于 ＭＲＳＡ的

减少（周ＩＲＲ为０．９２５，９５％可信区间为０．８９０～

０．９６２）。阶段变化中，第２、３阶段耐药菌周ＩＲＲ为

０．９５５（０．６７６～１．６７６）、０．６３４（０．３４９～１．３４９）。常

规筛查组检出的每１００住院日耐药菌感染率略低于

快速筛查组，但差异无统计学意义 （犘＝０．０６）。

讨论　改善手卫生与推行洗必泰身体擦浴可减

少每１００住院日耐药菌感染率，特别是ＭＲＳＡ感染

率。在持续高依从性的手卫生和洗必泰擦浴情况

下，无论采用何种筛查方式（快速筛查或常规筛查），

全面筛查和隔离多重耐药菌携带者将不会降低每

１００住院日耐药菌感染率。
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