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中美艰难梭菌犃－犅＋株毒力编码区域转录及犅毒素表达的研究
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［摘　要］　目的　研究中国艰难梭菌Ａ－Ｂ＋型分离株ＢＪ０８和美国艰难梭菌Ａ－Ｂ＋型暴发流行株ＵＳ１的毒力

编码区域ＰａＬｏｃ各基因转录及Ｂ毒素的表达，为预防和控制中国可能暴发的艰难梭菌感染提供理论支持。方法　

每隔３ｈ提取ＢＪ０８与ＵＳ１艰难梭菌和培养上清，用荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）法测定各时间段两菌株毒力编

码区域ＰａＬｏｃ各基因（狋犮犱犃、狋犮犱犅、狋犮犱犆、狋犮犱犚、狋犮犱犈）的表达；用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法检测ＢＪ０８和ＵＳ１各

时间段的细胞和培养液上清中Ｂ毒素的含量。结果　ＵＳ１的生长速率稍快于ＢＪ０８，衰退速率显著快于ＢＪ０８（犘＜

０．０５）；它们都不表达Ａ毒素，但是都检测到狋犮犱犃基因的转录，而且狋犮犱犃转录没有明显差异。ＢＪ０８的狋犮犱犅、狋犮犱犆

和狋犮犱Ｅ基因的转录要比ＵＳ１早３ｈ。Ｂ毒素在两种菌株的胞内和胞外合成或分泌没有明显差异。结论　中国艰

难梭菌Ａ－Ｂ＋型高分离株ＢＪ０８与美国艰难梭菌Ａ－Ｂ＋型暴发流行株ＵＳ１相比，有相似的毒力表达或更强的基

因调控能力，要警惕中国艰难梭菌ＢＪ０８暴发流行的可能。

［关　键　词］　艰难梭菌；毒力编码区；ＰａＬｏｃ；Ｂ毒素；抗生素相关腹泻；假膜性肠炎；医院感染
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　　艰难梭菌是革兰阳性厌氧产孢梭菌。自从ＢＩ／

ＮＡＰ１／０２７型高毒株出现后，发生过多次艰难梭菌

感染暴发流行，ＢＩ／ＮＡＰ１／０２７型高毒株（Ａ＋Ｂ＋）

一度成为研究艰难梭菌的热点［１－２］。近年来，

Ａ－Ｂ＋型艰难梭菌引起的艰难梭菌感染暴发流行

相继被报道［３－４］，对Ａ－Ｂ＋型艰难梭菌的研究逐渐

成为艰难梭菌新的研究热点。艰难梭菌能引起很多

疾病，从轻度的腹泻到致命的假膜性肠炎，而且

９５％的抗生素相关的假膜性肠炎与艰难梭菌有关。

产毒艰难梭菌含有毒力编码区域———ＰａＬｏｃ

（ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｌｏｃｕｓ）区域。Ａ＋Ｂ＋型艰难梭菌的

ＰａＬｏｃ区域是１９．６ｋｂ的一个编码区域，Ａ－Ｂ＋型

艰难梭菌的ＰａＬｏｃ区域由于狋犮犱犃基因存在不同程

度的缺失，所以要短很多。Ａ－Ｂ＋型的狋犮犱犃３′末

端一般有１．８ｋｂ的缺失，有些甚至有６ｋｂ的缺失。

本研究中ＢＪ０８和ＵＳ１的狋犮犱犃３′末端有１．８ｋｂ的

缺失。Ａ－Ｂ＋型艰难梭菌的ＰａＬｏｃ区域包括毒力

编码基因狋犮犱犃、狋犮犱犅以及毒力调控基因狋犮犱犚、狋犮犱犆

和狋犮犱犈５个基因。其中，狋犮犱犃基因由于存在不同程

度的缺失，不能编码Ａ毒素；狋犮犱犅基因编码２７０ｋＤ

的Ｂ毒素。本研究中，我们研究和比较了中国高分

离株ＢＪ０８和美国艰难梭菌暴发流行株ＵＳ１在生长

速率和毒力编码区域ＰａＬｏｃ各基因转录及Ｂ毒素

表达的差异。

１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　实验设备及试剂　厌氧罐及充气装置

ＭＡＲＫⅡ（荷兰 ＭａｒｋⅡ）；Ｃａｒｙ５０Ｂｉｏ紫外线可见

分光光度计（美国Ｖａｒｉａｎ）；台式高速冷冻离心机

（德国Ｓｉｇｍａ）；超声波细胞破碎仪（德国Ｂａｎｄｅｌｉｎ）；

ＢｉｏＴｅｋ酶标仪（美国ＢｉｏＴｅｋ）；ＡＢＩ７５００Ｆａｓｔ荧光

定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）仪（美国 ＡＢＩ）。细菌总

ＲＮＡ提取试剂盒、ＦａｓｔＱｕａｎｔｃＤＮＡ第一链合成试

剂盒和 ＳｕｐｅｒＲｅａｌ荧光定量预混试剂 ＳＹＢＲ

Ｇｒｅｅｎ，均购自中国天根生化科技有限公司；艰难梭

菌Ａ／Ｂ毒素酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测试剂

盒（加拿大 ＨＣＢ）。

１．１．２　实验菌株　菌株ＢＪ０８是本科室从中日友好

医院分离的艰难梭菌Ａ－Ｂ＋株；菌株ＵＳ１是美国

从艰难梭菌感染暴发区域分离的Ａ－Ｂ＋株（美国

Ｔｕｆｔｓ大学冯汉平博士赠送）。

１．２　实验方法

１．２．１　菌落生长曲线、菌落计数及其样本处理　将

保存的菌株ＢＪ０８、ＵＳ１接种于ＣＣＦＡ筛选平板，厌

氧３７℃培养４８ｈ后，挑选单菌落接种于预还原的

５ｍＬＢＨＩ液体培养基，１８０ｒ／ｍｉｎ震荡培养２４ｈ，

再取１０μＬ接种于预还原的５ｍＬＢＨＩ液体培养基

１８０ｒ／ｍｉｎ震荡培养１２ｈ。取一定量的菌液接种于

２５０ｍＬ预还原的ＢＨＩ液体培养基，使其含菌量达

到３×１０６ＣＦＵ／ｍＬ。３７℃厌氧环境下１８０ｒ／ｍｉｎ

震荡培养，每隔３ｈ，取１ｍＬ菌液用紫外线分光光

度计测量６００ｎｍ下的ＯＤ值，直到培养的第３０小

时［５］；同时取１ｍＬ菌液梯度稀释，取１００μＬ涂布

于ＢＨＩ血平板，３７℃培养２４ｈ，菌落计数。同时根

据细菌含量取５～２０ｍＬ不等的菌液，５０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，取５００μＬ上清，－２０℃保存，用于Ｂ

毒素的测定。细菌沉淀物平均分成两部分：一部分

－２０℃保存，用于Ｂ毒素的测定；另一部分－８０℃

保存，用于提取ＲＮＡ，进行狋犮犱犃、狋犮犱犅、狋犮犱犆、狋犮犱犚

及狋犮犱犈ｍＲＮＡ的测定。

１．２．２　荧光定量ＰＣＲ　从－８０℃冰箱取出保存的

细菌沉淀，ＰＢＳ洗涤２次，根据菌落计数，调整其细

菌含量，使每份样本含有１×１０７ＣＦＵ艰难梭菌。

然后根据天根细菌总ＲＮＡ提取试剂盒说明书进行

ＲＮＡ的提取。取一定量的总ＲＮＡ进行逆转录反

应，然后进行荧光定量ＰＣＲ，各基因的引物见表１。

１６Ｓ为内参，反应体系为２０μＬ，具体为：２×Ｓｕｐｅｒ

ＲｅａｌＰｒｅＭｉｘＰｌｕｓ１０μＬ；正、反向引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）

各０．５μＬ；ｃＤＮＡ模板２μＬ；５０×ＲＯＸ０．４μＬ；无

ＲＮＡ酶水６．６μＬ。反应条件为两步法，预变性：

９５℃１５ｓ；反应（４０循环）：９５℃１０ｓ，６０℃３２ｓ；溶

解曲线反应：９５℃１５ｓ，６０℃６０ｓ，９５℃３０ｓ，６０℃

１５ｓ。

１．２．３　ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养液上清和细胞内的

Ｂ毒素　从－２０℃冰箱取出保存的细菌沉淀，ＰＢＳ

洗涤２次，根据菌落计数，调整其细菌含量，使每份

样本含有１×１０７ＣＦＵ艰难梭菌。然后用超声波破

碎仪作用１５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，分别取

·６６· 中国感染控制杂志２０１４年２月第１３卷第２期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１３Ｎｏ２Ｆｅｂ２０１４



５０μＬ上清进行Ｂ毒素的检测。具体检测方法见

ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书。加入终止液后，用酶标仪在

４５０ｎｍ波长检测ＯＤ值。

表１　引物序列

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｐｒｉｍｅｒ 　　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′—３′）

狋犮犱犃Ｆ ＴＴＣＧＣＴＴＴＡＧＧＣＡＧＴＧＴＴＡＴ

狋犮犱犃Ｒ ＣＡＧＡＣＴＣＴＡＴＧＧＣＴＧＧＧＴＴＡ

狋犮犱犅Ｆ ＴＡＡＡＧＴＡＡＴＧＡＴＧＣＣＡＣＡＡＧ

狋犮犱犅Ｒ ＣＡＧＴＡＴＧＡＣＣＴＧＡＡＣＣＡＣＣ

狋犮犱犆Ｆ ＡＡＡＧＧＣＴＧＡＡＧＡＡＣＡＡＣＧ

狋犮犱犆Ｒ ＴＴＧＣＡＣＣＴＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴ

狋犮犱犚Ｆ ＴＴＧＡＣＧＡＡＡＡＴＧＴＣＴＴＧＡＡ

狋犮犱犚Ｒ ＣＴＴＴＧＡＡＴＡＣＣＡＧＡＴＡＡＴＴＣＴＴ

狋犮犱犈Ｆ ＡＴＧＴＧＣＴＴＡＴＧＴＧＧＡＴＴＡＣＣ

狋犮犱犈Ｒ ＣＣＴＴＡＧＣＡＴＴＣＡＴＴＴＣＡＴＣＴ

１６犛Ｆ ＧＧＴＧＡＡＡＴＧＣＧＴＡＧＡＴＡＴＴＡＧＧ

１６犛Ｒ ＣＡＴＣＧＴＴＴＡＣＡＧＣＧＴＧＧＡＣＴＡ

２　结果

２．１　ＢＪ０８和ＵＳ１生长曲线及其菌落计数　ＢＪ０８

和ＵＳ１生长曲线的趋势相似。指数生长期从第３

小时开始，１５ｈ进入稳定生长期，稳定生长期持续

６ｈ左右。２１ｈ后，ＯＤ值明显下降，细菌生长进入

衰退期。图１Ａ显示，在指数生长期，ＵＳ１的生长速

率稍快于ＢＪ０８。两者在平台期的ＯＤ值没有明显

差异，进入衰退期后，ＵＳ１的ＯＤ值急剧下降，而

ＢＪ０８的ＯＤ值下降较为平缓。在第３０小时，两者

的ＯＤ值有显著差异（犘＜０．０５）。图１Ｂ表示的是

ＢＪ０８和ＵＳ１在不同生长阶段的菌落计数，两者在

生长的对数期及其平台期菌落计数没有明显差异，

在衰退期的第２７和３０小时，ＢＪ０８的菌落计数显著

高于ＵＳ１（犘＜０．０５）。总体而言，两个菌株的菌落

计数和各自的生长曲线相一致。
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图１　ＢＪ０８和ＵＳ１生长曲线及其菌落计数的比较

犉犻犵狌狉犲１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓａｎｄｃｏｌｏｎｙｃｏｕｎｔｓｂｅｔｗｅｅｎＢＪ０８ａｎｄＵＳ１

２．２　ＢＪ０８和ＵＳ１的狋犮犱犃及狋犮犱犅 ｍＲＮＡ表达　

虽然ＢＪ０８和ＵＳ１的狋犮犱犃末端存在１．８ｋｂ缺失，

但检测到狋犮犱犃的转录。为了更合理地比较，我们

通过菌落计数，把细菌调整到１０７ＣＦＵ。提取１０７

ＣＦＵ细菌的总ＲＮＡ，进行逆转录和定量ＰＣＲ
［５］。

图２Ａ所示：在培养的第１５小时，即菌株生长进入

稳定期后，狋犮犱犃的ｍＲＮＡ开始表达。２１ｈ达到最

高水平，并且一直保持在较高的表达水平。ＢＪ０８和

ＵＳ１在各个时间段狋犮犱犃ｍＲＮＡ的表达都无明显差

异。图２Ｂ所示，ＢＪ０８狋犮犱犅ｍＲＮＡ的表达较早，第

１５小时就开始转录，１８ｈ达到最高水平，一直保持

到３０ｈ。ＵＳ１第１８小时才开始表达，并且一开始

就到达最高水平，一直持续到３０ｈ。

２．３　菌株ＢＪ０８和ＵＳ１狋犮犱犆、狋犮犱犚和狋犮犱犈ｍＲＮＡ

的表达　图３Ａ显示，ＢＪ０８从第１２小时开始，狋犮犱犆

ｍＲＮＡ的转录显著下降；ＵＳ１从第１５小时起，其转

录开始下降。而且第２１、２４和２７小时，ＢＪ０８的转

录量显著低于ＵＳ１。图３Ｂ显示，ＢＪ０８和 ＵＳ１的

狋犮犱犚ｍＲＮＡ都是从１５ｈ开始转录，但是ＢＪ０８表达

水平显著高于ＵＳ１，其余的时间段，两者表达水平

无显著差异。狋犮犱犈和毒素的外分泌相关
［６］，图３Ｃ

显示，ＢＪ０８的狋犮犱犚ｍＲＮＡ从１５ｈ开始转录，ＵＳ１

从１８ｈ开始转录。第１５小时，ＢＪ０８表达水平显著

高于ＵＳ１，其余时间段，两者表达水平无显著差异。
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图２　菌株ＢＪ０８和ＵＳ１在不同培养时间狋犮犱犃和狋犮犱犅ｍＲＮＡ的表达
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图３　ＢＪ０８和ＵＳ１的狋犮犱犆、狋犮犱犚及狋犮犱犈在不同时间段ｍＲＮＡ的表达

犉犻犵狌狉犲３　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ狋犮犱犆，狋犮犱犚ａｎｄ狋犮犱犈ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆＢＪ０８ａｎｄＵＳ１ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．４　ＢＪ０８和ＵＳ１细胞培养上清液及细胞中Ｂ毒

素的表达　图４Ａ 显示，在细胞培养上清中，菌株

ＢＪ０８和ＵＳ１都在第２７小时检测到毒素Ｂ的表达，

两者在细胞培养上清中毒素Ｂ的表达无明显差异。

图４Ｂ是ＢＪ０８和ＵＳ１细胞中Ｂ毒素表达的比较，第

２１小时检测到Ｂ毒素的表达，随着培养时间的延

长，Ｂ毒素的表达显著上升，第３０小时Ｂ毒素的表

达量是第２１小时的３５倍左右。两者在细胞中Ｂ毒

素的表达无显著差异。
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图４　ＢＪ０８和ＵＳ１细胞培养液上清及细胞中Ｂ毒素的表达

犉犻犵狌狉犲４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｔｏｘｉｎＢｉｎｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓａｎｄｃｅｌｌｓｉｎＢＪ０８ａｎｄＵＳ１
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３　讨论

由于艰难梭菌感染的暴发和流行，艰难梭菌已

经成为欧美医院常规检测的项目。目前在中国大

陆，缺少系统的艰难梭菌的流行病学资料，对艰难梭

菌腹泻的严重性还没有系统地评价。根据有限的资

料，我们发现中国的艰难梭菌流行病学有自己的特

点，其中一个重要的特点是中国的艰难梭菌Ａ－Ｂ＋

株分离率高，达２３．２％～４８％
［７－８］，而欧美的分离

率偏低，加拿大 Ａ－Ｂ＋菌株仅占３％
［９］。中国

Ａ－Ｂ＋型艰难梭菌的高分离率引起我们对Ａ－Ｂ＋

艰难梭菌的研究兴趣。

本研究显示，ＢＪ０８和ＵＳ１生长曲线趋势相似。

但在衰退后期，ＵＳ１的ＯＤ值急剧下降，而ＢＪ０８的

ＯＤ值下降较为平缓；菌落计数也显示衰退后期

ＵＳ１的菌落计数显著少于ＢＪ０８。其原因可能是

ＢＪ０８细胞比ＵＳ１细胞具有更强的环境耐受能力，

具体机制还需要进一步探讨。为了使不同时间段的

定量ＰＣＲ结果更具有可比性，我们参考了Ｇｅｒｂｅｒ

的方法［５］并对其进行了改进，对每一个时间段的样

本取１０７ＣＦＵ细菌进行总ＲＮＡ提取，逆转录后进

行相对定量ＰＣＲ比较。ＢＪ０８和ＵＳ１虽然不分泌Ａ

毒素，但是检测到狋犮犱犃的转录。虽然转录的狋犮犱犃

不能表达Ａ毒素，但是不能排除其表达小的短肽来

参与毒力调节的可能性。因为早期的研究发现纯化

的Ｂ毒素在体外几乎没有毒力，只有在Ａ毒素的存

在下，在体外才有毒力，故认为艰难梭菌中的Ａ毒

素在调节Ｂ毒素的表达方面起主要作用
［１０］。后来，

Ａ－Ｂ＋野生株的发现，以及Ａ－Ｂ＋株引起艰难梭

菌感染的暴发和流行［１１］，使人们对Ａ、Ｂ毒素的作

用进行了重新定位。综合早期的研究成果以及我们

的实验结果，推测Ａ－Ｂ＋株的狋犮犱犃可能表达某种

短肽来调控Ｂ毒素。

菌株ＢＪ０８和ＵＳ１的狋犮犱犃ｍＲＮＡ表达在各个

时间段都没有明显差异，而且最高水平和基础水平

的差距较小，这可能与Ａ－Ｂ＋菌株不表达毒素Ａ

有关。虽然ＢＪ０８的狋犮犱犅ｍＲＮＡ表达比ＵＳ１提前

３ｈ，但是在上清液和细胞中，两者的Ｂ毒素含量都

无明显差别，可能是由于ＥＬＩＳＡ检测方法不够灵

敏。定量ＰＣＲ法能比ＥＬＩＳＡ法提前６ｈ检测到Ｂ

毒素的表达。因为定量ＰＣＲ检测的灵敏性，所以临

床上多用定量ＰＣＲ来替代ＥＬＩＳＡ进行艰难梭菌相

关性疾病（ＣＤＡＤ）的初筛
［１２］。一般认为狋犮犱犆对毒

素的合成有负调控作用［１３］，但最近一篇文献［１４］认为

狋犮犱犆对毒素的合成没有调控作用。我们的实验发

现，ＢＪ０８和ＵＳ１狋犮犱犆的转录与狋犮犱犃、狋犮犱犅的转录

呈负相关，至少在转录水平上说明了狋犮犱犆对狋犮犱犃

和狋犮犱犅 的转录有负调控功能。ＢＪ０８的狋犮犱犆 比

ＵＳ１的下降早，且衰退期ＢＪ０８狋犮犱犆的下降水平显

著低于ＵＳ１，但ＢＪ０８和ＵＳ１的狋犮犱犃、狋犮犱犅以及Ｂ

毒素的表达都没有显著差异。也许在不同的菌株中

狋犮犱犆的调控强度不一，狋犮犱犆的具体作用还待进一步

探讨。关于狋犮犱犈 的作用也存在分歧，一般认为

狋犮犱犈和毒素的外分泌有关
［１５］，但也有研究证明狋犮犱犈

和毒素的分泌无关［１６］。我们的实验结果表明，狋犮犱犈

与狋犮犱犃及狋犮犱犅的转录呈正相关。细胞中ＢＪ０８和

ＵＳ１的Ｂ毒素含量在衰退期显著升高，可能与衰退

期艰难梭菌毒素合成增加有关。

我们的实验证明，中国高分离株ＢＪ０８和美国艰

难梭菌感染暴发区域分离的ＵＳ１的生长速率以及

Ｂ毒素的产量没有显著差异。既然ＵＳ１菌株能在

美国引起艰难梭菌感染的暴发流行，提示我们要密

切关注ＢＪ０８可能在中国引起的艰难梭菌感染的暴

发和流行。
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·学术动态·

抗菌蜂蜜预防腹膜透析相关感染：一项随机对照试验

陈玉华　译，吴安华　校

（中南大学湘雅医院，湖南 长沙　４１０００８）

　　背景　目前缺少指导预防腹膜透析相关感染策

略的研究证据。抗菌蜂蜜作为一种新型、廉价、有效

的局部预防性使用的药物，不会诱导细菌耐药。因

此，我们评估，对鼻内定植金黄色葡萄球菌的患者，

与同时进行腹膜管外出口部位常规护理加上鼻内莫

匹罗星去定植的方法相比，腹膜管外出口部位每日

使用蜂蜜，是否会延迟首次出现腹膜透析相关感染

的时间。

方法　此项非盲试验在澳大利亚、新西兰的２６

个中心进行。研究对象是在进行腹膜透析的患者。

将这些患者用合适的分配算法按照１∶１的比例随

机分为两组，实验组外出口部位每日局部使用抗菌

蜂蜜，并结合外出口部位常规护理；对照组采取外出

口部位常规护理及鼻内使用莫匹罗星（仅针对鼻腔

内定植有金黄色葡萄球菌的患者）。试验的主要终

点为腹膜透析相关感染（出口处皮肤感染、窦道感染

或腹膜炎）。该试验澳大利亚、新西兰临床试验登记

处登记号１２６０７０００５３７４５９。

结果　共３７１名患者，其中１８６人纳入实验组，

１８５人设为对照组。实验组［１６个月（四分位间距，

难以估计）］和对照组［１７．７个月（不可估计）］的平

均无腹膜透析相关感染生存时间比较，差异无显著

性，未调整风险比为１．１２，９５％的置信区间０．８３～

１．５１，犘＝０．４７。在亚组分析中，蜂蜜增加了糖尿病

患者的主要终点（１．８５，１．０５～３．２４；犘＝０．０３）和

发生腹膜炎（２．２５，１．１６～４．３６）的风险。实验组和

对照组严重不良反应事件（分别为２９８例与３２７例，

犘＝０．１）和死亡 （分别为１４例与１８例，犘＝０．９）

的发生率没有显著差异。实验组中１１例 （６％）患

者发生局部皮肤反应。

结论　研究表明，不推荐常规使用抗菌蜂蜜进

行腹膜透析相关感染的预防。
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