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要"目的
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调查婴儿艰难梭菌的携带状况及菌株特征%方法
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年
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月在该院住院或门诊治疗的
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儿粪便标本
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份!利用免疫层析法快速初筛艰难梭菌!阳性标本再利用
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平板进行厌氧培养以获得菌株!利用
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方法检

测艰难梭菌毒素
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和二元毒素编码基因
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!运用
CM

0

5

测序分型"
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$方法对菌株进行基

因分型%结果
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份粪便标本共分离出
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株艰难梭菌!
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$的菌株产毒模式为
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株艰难梭菌可分为
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种
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型!产毒株最常见的基因型为
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5UD1H#)%

和
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!而非产毒株则为
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%结论
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岁内婴儿艰难梭菌携带率较高!且过半为产毒株!大多同时产毒素
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%产毒株与非产毒株的基因型存在差别%
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艰难梭菌#也称难辨梭状芽孢杆菌#是一种专性厌氧的革

兰阳性芽孢杆菌#为肠道中的正常菌群#当过度使用抗菌药物

后#艰难梭菌可大量繁殖#导致艰难梭菌相关性腹泻#甚至严重

的伪膜性肠炎)

%)))

年以来#艰难梭菌相关性感染的发病率

呈上升趋势#高毒力株
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在欧美地区暴发流

行#病死率迅速上升#已成为全球关注的健康问题'
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健康成人艰难梭菌的携带率通常低于
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%然而#在婴

幼儿时期#艰难梭菌的携带率非常高#可高达
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#其

对婴幼儿本身通常虽无伤害#但可作为贮菌库#导致成人感
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)在我国#对艰难梭菌相关性感染的认识程度还普遍不
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足#与欧美等国家存在较大差距#艰难梭菌的相关研究数据较

少)因此#本研究中#作者对婴儿艰难梭菌的携带状况进行初

步调查#同时对分离到的菌株进行基因分型和毒素基因检测#

分析其分子特征#用于相关数据的补充)
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材料与方法
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方法
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究中#作者设定
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和
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阳性)
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板#置
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#挑取黑色典型菌落进行细菌鉴

定#细菌鉴定采用
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基因测序)
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艰难梭菌菌株核酸提取
!

从
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黑色典型菌落溶于
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分子生物学级水#利用
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柱式细

菌基因组
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抽提试剂盒$上海生工&提取细菌
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#操作按

试剂说明书进行)
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和二元毒素编码基

因
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检测
!
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反应体系为
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产物检测!取
4
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)所用引物见文献'
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基因分型
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基因分型采用
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测序分型方法$
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反应液体系为
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#最后加分子生物学级水
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程序如下!
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产物检测!取
4
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产物#
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电泳
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)基因测序!采用
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统计学处理
!

采用
U7UU$@')

软件分析数据)计数资料

的组间比较采用
!

% 卡方检验#

!

$

)')4

为差异有统计学意义)
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!

结
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果

B'A

!

艰难梭菌初筛和菌株培养情况
!

%&+

份粪便标本#免疫

层析法显示初筛阳性的共
A(

份%阳性样本利用
3!W6

平板进

行厌氧培养#培养成功
4(

株#经
$(U

测序鉴定#最后鉴定出艰

难梭菌
4)

株#

%&+

份样本艰难梭菌菌株的分离率为
%$'):

)

按婴儿年龄分为
$

&

月*

&

!$

(

月和
(

月至
$

岁
&

组#可见艰

难梭菌的分离率随婴儿年龄增长呈上升趋势$

!

%

g('@*)

#

!g

)')&$

$
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&)见表
$

)

表
$

!!

不同月份婴儿艰难梭菌分离菌株分离情况

月龄 总例数$
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& 艰难梭菌'
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月
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月
A* $&
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月
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注!

"表示三组间比较#
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艰难梭菌菌株分子特征
!

4)

株艰难梭菌中#

%(

株

$

4%'):

&为产毒株#其中
+
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$('):

#

+

"
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&为毒素
5

编码基

因
F-J5

阴性*毒素
`

编码基因
F-J̀

阳性$

F-J5TF-J̀ ^

&#

$+

株$

&('):

#

$+

"

4)

&为
F-J5

*

F-J̀

均为阳性$

F-J5 F̂-J̀ ^

&%

4)

株菌二元毒素编码基因
-JF5

*

-JF̀

均为阴性)基因分型结果

显示#

4)

株艰难梭菌分为
$$

种
CM

0

5UD

型)产毒株中#最常

见的为
CM

0

5UD1H#)%

和
.H#)%

#各占
&)'+:

$

+

"

%(

&%非产毒株

中#最常见的为为
CM

0

5UDLH#)&

#占
4)'):

$

$%

"

%*

&#其次为

CGH/

<

H/I

0

!

)产毒株中#

+

株
CM

0

5UD1H#)%

菌株的毒素编码

基因携带模式均为
F-J5TF-J̀ -̂JF5T-JF̀ T

#而另外
$+

株

F-J5 F̂-J̀ -̂JF5T-JF̀ T

菌株则包含
(

种
CM

0

5UD

型)见

表
%

)

表
%

!!

艰难梭菌基因型和毒素编码基因携带情况

基因型

$

CM

0

5UD

&

产毒株

F-J5TF-J̀ ^

-JF5T-JF̀ T

F-J5 F̂-J̀ ^

-JF5T-JF̀ T

非产毒株" 合计

1H#)% + ) $ @

<

-$$#)$ ) $ ) $

<

H#)& ) % ) %

EH#)$ ) % & 4

.H#)% ) + ) +

/

<

&@#)$ ) % ) %

LH#)& ) & $% $4

;-)@&)#)$ ) ) $ $

.H#)% ) ) $ $

CGH/

<

H/I

0

! ) ) 4 4

CGH/

<

H/I

0

W ) ) $ $

合计
+ $+ %* 4)

!!

注!

"表示菌株的毒素编码基因携带模式为
F-J5TF-J̀ T-JF5T

-JF̀ T

)

C

!

讨
!!

论

艰难梭菌是一种条件致病菌#广泛分布于环境以及人和动

物的粪便中)本研究发现#

$

岁内婴儿艰难梭菌的总体分离率

+
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为
%$'):

#与
D,N;

等'

(

(的报道相似#进一步验证了婴幼儿阶

段艰难梭菌携带率高这一现象)本研究还发现#在小于
&

月龄

的婴儿体内#艰难梭菌的分离率较低#本文中
@%'):

$

*(

"

4)

&

的菌株均分离自
&

个月后至
$

岁的婴儿#表明在艰难梭菌在婴

儿体内繁殖还需一定时间#通常到
&

个月后检出率才逐渐增

高)

8/ICCGNI

等'

A

(报道#

%

!

(

月*

A

!

@

月和
$)

!

$%

月婴儿艰

难梭菌的携带率分别为
&(:

*

(A:

*

A4:

#携带率也呈现随婴

儿月龄上升的趋势#本文的结论与其一致#虽然本文中各月份

婴儿艰难梭菌的检出率均较其报道的低#但这可能与人群来源

不同有关)

本文对分离到的
4)

株艰难梭菌进行分子特征研究#发现

*+'):

为非产毒株#

4%'):

的菌株为产毒株#产毒株比例略低

于
D,N;

等'

(

(的报道$

AA'+:

#

A

"

@

&#但高于
8/ICCGNI

等'

A

(的报

道$

%('@:

#

A

"

%(

&)

%(

株产毒株中#

(@'%:

$

$+

"

%(

&同时产毒

素
5

和
`

$

F-J5 F̂-J̀ ^

&#

&)'+:

$

+

"

%(

&只产毒素
`

而不产毒

素
5

$

F-J5TF-J̀ ^

&#这一比例与章黎华等'

+

(和
2IN;

<

等'

@

(

报道的成人分离株相当#表明目前导致感染的艰难梭菌主要为

同时产毒素
5

和
`

的菌株)

本文中#笔作者利用
UM

0

5UD

方法对菌株进行基因分型#

结果显示#

4)

株菌可分为
$$

种
CM

0

5UD

型#在非产毒株和产

毒株间#菌株的核糖体型存在明显差异)非产毒株以
CM

0

5UD

LH#)&

为主#占比达
4)'):

$

$4

"

%*

&%产毒株则以
CM

0

5UD1H#)%

$

+

株&和
.H#)%

$

+

株&为主#两者占比达
($'4:

$

$(

"

%(

&)据

3EG;

<

等'

$)

(报道#

CM

0

5UD1H#)$

和
.H#)&

均为目前我国艰难梭

菌感染患者中主要的流行基因型)这一现象表明婴儿体内携

带的艰难梭菌可能是我国成人艰难梭菌感染的一个重要来源#

婴儿在其中扮演着.贮菌库/的角色#导致成人艰难梭菌感染)

此外#本文分析了艰难梭菌基因型与毒素编码基因的关

系#发现产毒株共包含
A

种
CM

0

5UD

型#其中
(

种的毒素编码

基因携带模式均为
F-J5 F̂-J̀ -̂JF5T-JF̀ T

#只有
CM

0

5UD

1H#)%

这一种型的毒素编码基因携带模式为
F-J5TF-J̀ -̂JF5

T-JF̀ T

#本研究中发现的
@

株
CM

0

5UD1H#)%

中有
+

株均为这

一模式#其对应的核糖体型为
8D)$A

#以前的相关报道显示

8D)$A

均为
F-J5TF-J̀ -̂JF5T-JF̀ T

'

A

#

$)

(

#本文的结果与之

一致#表明这一核糖体型的菌株产毒模式有其特异性)

总之#本研究表明
$

岁内的婴儿具有较高的艰难梭菌携带

率#且过半菌株为产毒株#产毒株的主要基因型与我国目前成

人艰难梭菌感染者的基因型一致#表明婴儿可能作为艰难梭菌

的.贮菌库/#导致成人感染)
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