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摘要 

 

目的  估测一段时期内瑞金医院住院腹泻患者中艰难梭菌的感染率，探寻艰难梭菌感染的

高危因素，检测菌株毒素基因并进行核糖体分型研究，为了解院内艰难梭菌感染情况、判定暴

发流行提供依据。方法  采集住院腹泻患者的粪便标本，接种 CDMN 选择培养基进行艰难梭

菌分离培养，并通过革兰染色、耐氧试验和凝集试验作菌落鉴定；提取阳性菌株的 DNA，选择

特异性引物用 PCR 法扩增 A、B 毒素基因；核糖体分型针对细菌基因组 16S～23S rDNA 间区

序列进行扩增，并根据电泳结果的多态性实现分型。结果  合计收到住院腹泻患者的粪便标本

539 份，其中阳性 44 例，阳性率占 8.2%。阳性菌株（44 株）分为 3 种毒素型：A+B+型、A-B+

型和 A-B-型，分别占 57%、34%和 9%。核糖体型别分为 18 种，以 R8 型、R4 型为主，分别占

20%、18%。结论  估测得 2010 年至 2012 年间瑞金医院住院腹泻患者中艰难梭菌的感染率约

为 7-9%。患者感染艰难梭菌可能与持续暴露于医院环境、近期使用抗生素、严重的基础疾病、

免疫功能低下等危险因素有关。研究中菌株毒素型以 A+B+型为主，核糖体分型存在相对优势

的型别，但无证据提示院内艰难梭菌感染的暴发流行。 
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RESEARCH OF CLOSTRIDIUM DIFFICILE INFECTION 

AND PCR-RIBOTYPING FOR STRAINS 

 

ABSTRACT 

 

Objective  To estimate the Clostridium difficile infection rates among hospitalized patients 

presenting with diarrhea in Ruijin Hospital through one period of time, explore the risk factors 

associated with Clostridium difficile infection, detect the toxin genes and perform PCR-ribotyping for 

the strains in order to have knowledge of nosocomial Clostridium difficile infection and judge 

outbreaks in the hospital. Methods  To collect the stool samples from hospitalized patients with 

diarrhea, inoculate onto selective culture media CDMN for the culture of Clostridium difficile, then do 

the identification by Gram staining, aero-tolerance test and agglutination assay; to extract DNA from 

the positive strains, amplify toxin gene A and B by PCR with specific primers; to perform 

PCR-ribotyping through amplification of the genomic 16S～23S rDNA intergenic spacer region 

sequence, followed by electrophoresis to distinguish different ribotypes according to the 

polymorphism of the bands. Results  539 stool samples from hospitalized patients with diarrhea 

have been collected in all, of which 44 are positive for Clostridium difficile (8.2%). 44 positive strains 

have been divided into 3 toxin types: A+B+ strains, A-B+ strains, and A-B- strains, which account for 

57%, 34% and 9%, respectively. All the strains belong to 18 ribotypes, mainly ribotype R8(20%) and 

ribotype R4(18%). Conclusions  From 2010 to 2012, the Clostridium difficile infection rate among 

hospitalized patients with diarrhea in Ruijin Hospital is estimated to range from 7% to 9%. The reason 

why these patients have been infected with Clostridium difficile may be associated with risk factors 

such as prolonged exposure to healthcare environment, recent use of antibiotics, severe comorbidities 

and impaired immune status. All these clinical isolates in the study are mainly A+B+ strains; and there 

exist relatively predominant ribotypes, but no evidence suggests nosocomial outbreak of Clostridium 

difficile infection.  

 

Key words: Clostridium difficile, infection, risk factors, toxin, ribotype 
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第一章  绪论 

 

1.1  引言 

艰难梭菌(Clostridium difficile)是一种专性厌氧的革兰阳性芽孢杆菌，广泛分布于自然界及人

和动物的粪便中。其芽孢抵抗力较强，对一般消毒剂不敏感，可在外界环境中存活数周至数月。

艰难梭菌本是人体肠道的正常菌群，但当患者出现由于各种原因导致的肠道菌群失调后，可引起

艰难梭菌感染(Clostridium difficile infection, CDI)的相关疾病，包括腹泻、伪膜性肠炎、中毒性巨

结肠等。自 1977 年起认识到艰难梭菌与抗生素相关性腹泻有关以来，艰难梭菌一直是引发院内

获得性腹泻的主要病原体之一。随着广谱抗生素的大量使用，全球范围内艰难梭菌相关性腹泻

(Clostridium difficile-associated diarrhea, CDAD)的发生率不断增高，逐渐引起临床医务工作者的关

注和重视。而各地暴发流行株的出现，也把关于 CDI 流行病学的研究提到了突出位置。 

 

1.2  发病机制 

艰难梭菌是一种机会致病菌，属于人类肠道的正常菌群，正常 1 岁以内的婴儿带菌率为

15%～70%，健康成人则低于 3%。人体肠道内的菌群主要为厌氧杆菌、需氧的阴性杆菌及少量

阳性球菌和真菌，当长期使用抗生素（尤其是广谱抗生素）后，破坏了肠道的微生态平衡，导致

正常菌群大量减少，而耐药的艰难梭菌过度生长并释放毒素而致病[1]。艰难梭菌感染后，分泌的

肠毒素与肠上皮细胞结合并激活下游信号通路，导致炎症细胞的聚集和大量炎性介质的释放，这

一系列事件的发生将最终引起肠道的水肿和坏死，患者主要表现为腹痛和腹泻[2]。 

与 CDAD 发病有关的毒素是毒素 A、B 及二元毒素。毒素 A 是一种 308kDa 的肠毒素，对

白细胞有趋化作用，可引起显著肠道炎症、液体分泌和黏膜损伤，使肠壁出现渗出、出血及坏死，

也有一定的细胞毒性作用，但小于毒素 B；毒素 A 羧基末端还包含一 Galα-3GalβI-4GlcNAc 糖

类受体结合区，可能与毒素与肠道的结合有关。毒素 B 是一种 270kDa 的细胞毒素，可刺激单核

细胞释放炎性细胞因子，对哺乳动物细胞产生细胞毒性作用，直接破坏肠壁细胞导致伪膜形成，

毒素 B 对肠道的损伤作用是毒素 A 的 10 倍[1,3]。毒素 A 启动细胞损伤后，毒素 B 即可侵入肠黏

膜，引起细胞病变，破坏细胞骨架，导致一系列感染相关的临床表现。毒素 A 和 B 分别由 tcdA

和 tcdB 基因编码。此外，艰难梭菌致病性决定区（Pathogenicity Locus，PaLoc）尚存在负向调

节基因 tcdC、正向调节基因 tcdD 以及膜孔蛋白基因 tcdE。tcdC 基因的多态性或部分碱基缺失可

导致毒素 A、B 产生增加。近年来在某些变异菌株中还检测到另一种二元毒素（binary toxin），

由位于致病性决定区外 2 个不同位置的染色体基因 cdtA 和 cdtB 编码。cdtA 基因可阻断肌动蛋白

片段的合成而诱导细胞死亡，cdtB 基因介导毒素与细胞结合并进入细胞[4]。艰难梭菌的相关毒素

基因见图 1。 
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图 1 艰难梭菌致病性决定区的主要基因 

及二元毒素相关基因 

 

另外，艰难梭菌的表面蛋白及其特异性血清抗体反应在 CDAD 的发病中起重要作用。病原

体黏附是黏膜感染的关键早期步骤，由表面蛋白所介导。已被鉴别出的艰难梭菌表面蛋白有细菌

表面配体（包括：鞭毛 cap 蛋白 FliD、鞭毛蛋白 FliC、细胞壁蛋白 Cwp66）和蛋白酶 Cwp84 两

种[3]。研究发现艰难梭菌感染者血清中产生了上述表面蛋白的特异性抗体，证实在艰难梭菌的致

病过程中有这些表面蛋白的表达[5]。 

 

1.3  临床表现 

CDAD 主要在医疗系统中传播，是医院感染性腹泻的主要病因。患者的临床表现多样，多

为轻至中度水样腹泻，重症者出现威胁生命的中毒性巨结肠和败血症，约 1%～5% 的患者需结

肠切除、重症监护甚至导致死亡[4]。常见的症状包括腹痛、腹泻、发热、厌食、恶心和疲乏等。

实验室检查伴有白细胞增高、C-反应蛋白增高和清蛋白降低[6]。艰难梭菌感染后可从轻微腹泻发

展至伪膜性肠炎，症状发生发展需 5 到 10 天，而抗生素使用不当可使症状持续 10 周。患者表现

为突发性腹泻，粪便有恶臭气味，可见黏液。部分急性伪膜性肠炎患者可不出现腹泻，但有腹痛、

发热的表现，最终导致电解质紊乱、低蛋白血症和麻痹性肠梗阻[7]。感染如不及时根治，相关症

状可反复出现，因此确诊腹泻是否由 CDI 引起对于采取针对性治疗措施相当重要。 

 

1.4  流行状况 

1.4.1  发病率 

艰难梭菌现已被公认为发达国家最重要的院内感染病原体之一。2001 年以来，艰难梭菌感

染在欧美各国广泛流行。一项加拿大魁北克地区的前瞻性临床研究显示，2004 年常规住院患者

的 CDAD 平均发病率是 22.5/1000，为 1997 年的四倍[8]。在美国，艰难梭菌的感染率逐年稳步上

升，非暴发时期医疗机构内感染率在 0-15%，而感染暴发时期将会升至 16-20%
[9]。2008 年抽取

欧洲 34 个国家 106 所医院进行 CDI 流行病学调查研究后发现，虽然欧洲各国 CDI 流行情况不一

致，但总体呈增长趋势是比较肯定的(0.0～36.3，平均 4.1/10000 病人日)
[10]。 

即使在报道较少的亚洲国家，艰难梭菌感染也有迅速上升势头。新加坡 CDI 的发病率从 2001

年的 1.49/万升至 2006 年的 6.64/万[11]，韩国的 CDI 病例数也在逐年增加[12]。而在中国，由于缺

乏大规模的研究，使得国内 CDI 的发病率还未知，但近年来仅有的一些研究表明，国内住院患

者艰难梭菌的感染率可能低于西方国家。上海华山医院开展了一项为期一年（2007-2008）的研

究，对 587 份疑似艰难梭菌感染的粪便标本进行细菌培养，其中 74 例（12.6%）为阳性[2]。 
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鉴于研究对象的地域差异性较大，各地报道的 CDI 发病率均不一致，但总的来说，据加拿

大医院感染监测中心估计，世界范围内的成人 CDI 发病率呈增加趋势（4.6/1000 个入院患者，或

者 65/10 万病人日）[13]。 

 

1.4.2  严重程度、复发率和致死率 

艰难梭菌感染后临床表现的疾病谱呈现多样化，从无症状带菌、腹泻、伪膜性肠炎，到严重

的中毒性巨结肠、休克、死亡都有可能。目前中国医疗系统中还没有针对 CDI 严重程度的明确

界定[2]，国外也没有普遍接受的疾病严重性分级系统，而建立一个标准化的 CDI 疾病分级系统将

对交叉研究间的比较和疾病预后判断有着积极作用[14]。 

文献荟萃分析表明，CDI 的复发比例约为 15-20%
[15]。有研究中对复发的定义是：在前次腹

泻发作缓解且停止使用抗生素后 7-30 天内，患者再次出现感染症状且细菌培养阳性。该研究 56

名被确诊艰难梭菌感染的患者里有 5 个复发案例（8.9%），且复发分离到的菌株与各自首发的分

离株具有相同的毒素特点和 PCR 核糖体型别[16]。CDI 复发的原因可能与一体多病、机体免疫应

答的缺陷、防御功能的改变和宿主遗传学因素等有关[17]。一些研究显示，老年、有严重基础疾

病的患者，其 CDI 复发率更高[15]。 

CDI 发展成伪膜性肠炎后，CDAD 的致死率是 6-30%
[18]。英国卫生部的监测表明，CDI 的死

亡率可能与年龄增加有关，小于 45 岁的患者 CDI 总死亡率是 0.2/100 万，而大于 84 岁的人群

CDI 总死亡率达 2055/100 万[19]。另有研究推测，高毒力菌株的出现、低蛋白血症、医疗机构的

长期停留、免疫抑制、化学治疗等均可能与 CDI 疾病严重程度及其相关死亡率增加有关[15]。另

外，CDI 复发患者可能有更高的死亡率，但该问题尚需进一步研究证实。 

 

1.4.3  感染类型 

艰难梭菌的感染类型包括医院获得性感染和社区相关性感染两大类。长久以来，人们普遍认

为 CDI 流行于医疗系统中，这可能与住院患者自身的高度易感性以及持续暴露于医院环境、使

用抗生素等因素有关。尽管如此，越来越多的证据表明社区相关性艰难梭菌感染(CA-CDI)率呈

逐渐增加趋势，包括一些以前认为处于低风险的人群也越来越受到重视。 

目前，对医院获得性 CDI 和社区相关性 CDI 的界定尚缺乏统一标准。集中的问题是：病原

菌究竟是在医院环境中获得的，还是作为一种肠道微生态菌群在患者入院时已经携带，只是在住

院期间发展成致病菌，这是研究者们始终难以解答的。现在比较公认的划分标准是采用分组方法
[15]：发病前 12 周内未曾住院的归为社区相关性艰难梭菌感染(CA-CDI)；入院后 48h 至出院后 4

周内发病归为医院获得性 CDI；若患者出院后 4～12 周发病，则归为不确定感染。 

 

1.4.4  传播途径 

在医院环境中，艰难梭菌可存在于地面和医疗器械等容易造成交叉污染的地方，接触传播是

主要途径，尤其要引起注意的是通过医务人员的手进行院内的广泛传播[2]。另有证据显示艰难梭

菌的芽孢可通过气溶胶播散[20]，或许空气也是院内 CDI 的传播媒介。 

在社区环境中，与家庭内腹泻成员的接触或不慎摄入污染的食物是造成 CA-CDI 的主要原因
[14]。由于婴孩的带菌率高，与婴孩的频繁接触是发生社区获得性 CDAD 的高危因素[21]。某些动

物，包括猪、马、狗、猫、鸽等，亦携带艰难梭菌，且艰难梭菌与这些动物的肠道疾病也有关联，

所以动物可能是病原菌的宿主[22]。若动物确实是 CDI 的传染源之一，则食物将成为疾病的一种

重要传播媒介[23]。 
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1.4.5  危险因素 

概括地说，CDI 的危险因素大致包括三方面：宿主因素、频繁暴露于高危环境以及破坏肠道

正常微生态菌群的因素[9]。宿主因素为老年、女性、免疫抑制、有基础疾病或伴随疾病等。频繁

暴露于高危环境指的是长期停留在医疗系统中或者与已被感染的室友家人、手中携带病原的医务

人员有密切的接触。而破坏肠道正常微生态菌群的因素包括近期使用抗生素、长期运用制酸药（尤

其是质子泵抑制剂）以及其它影响胃肠道微生态稳定的医疗行为等。其实，单一的危险因素或许

不足以诱发疾病，但以上多项危险因素往往密切相关、互相影响，又常集中出现在同一住院病人

身上，如此看来，CDI 多发于住院病人也就不难解释了。不仅如此，艰难梭菌在高危病人中的感

染更加普遍，比如 ICU、老年、肿瘤化疗、外科手术、干细胞移植、小儿科患者等[2]。 

除此之外，近年来还陆续发现了一些其它的危险因素，如：长期使用抗肿瘤药物；近期内有

胃肠道手术史；使用饲管喂养或给药；长期通便灌肠、使用促胃肠蠕动及粪便软化药；8 周内曾

到外地旅游者；与近期住过院患者有接触等[15]。早期发现和鉴别 CDI 高危因素，有利于优化治

疗方案和改善预后。 

 

1.4.6  高毒力株与暴发菌株 

与艰难梭菌高致病性有关的暴发株，报道最多的是 BI/NAP1/027 型，该菌株最初在加拿大出

现暴发流行，近些年来已有全球性播散趋势，在欧美广泛发现，亚洲亦有零星报道，但在我国尚

未见诸报端[15]。这种非典型菌株于 1984 年首次分离时，在人群中还十分罕见，且对喹诺酮敏感
[24]。但随着喹诺酮类抗生素的广泛使用，近年来高毒性的 BI/NAP1/027 型艰难梭菌株已对喹诺

酮类产生耐药[25]，成为临床治疗的难题。 

通常情况下，艰难梭菌的 tcdA 和 tcdB 毒素基因受 tcdC 基因的负调控。而 BI/NAP1/027 型

菌株的 tcdC 基因存在突变，导致毒素的产生难以抑制和调节，因此，较之普通菌株，它能产生

的 A 毒素水平为 16 倍，B 毒素水平为 23 倍[24]。由于具有更高的毒力，故该型菌株感染后疾病

的严重性显著增加，致死率将高达 65%
[26]。BI/NAP1/027 型菌株还能产生二元毒素（由 cdtA、cdtB

基因编码），属毒素型别 III 型（toxinotype III）。关于该毒素的作用尚存在争议，但它被认为在引

发严重疾病时有辅助作用[25]。 

2005 年，艰难梭菌 078 型/毒素型别Ⅴ型在荷兰出现。078 型主要侵害年轻人，更多属于社

区获得性 CDI
[22]。艰难梭菌 078 型和 BI/NAP1/027 型有类似的毒素，其 tcdC 基因有 39bp 的缺失，

并含第 184 位点突变，导致终止密码子提前产生。此外，人类和动物间艰难梭菌 078 型的基因

序列高度一致[27]，表明该型艰难梭菌在人和动物之间可能不存在种族差异，为其传播创造了有

利条件。 

近年来，许多学者开始关注 A-B+型艰难梭菌菌株，有报道称，这些菌株也能造成严重疾病

并引起暴发流行。A-B+型菌株在加拿大、韩国、中国上海的流行率分别为 3%、21.4%和 23.2%
[22]，

且在亚洲的流行率明显高于世界其它地区。对在英国、比利时和美国分离到的 A-B+型艰难梭菌

菌株进行分型比较，发现它们具有同源性[28]。 

 

1.5  分子分型技术 

分子分型技术是基于菌株间 DNA 的不同而应用于细菌鉴定、耐药基因的检测以及流行病学

等方面研究的技术。在艰难梭菌感染的暴发或流行中，利用现代分子分型技术，可对其进行流行

病溯源研究和进化分析。上文提及的 BI/NAP1/027 型暴发株，即：restriction endonuclease 
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analysis(REA) type BI, North American pulsed-field gel electrophoresis（PFGE） type 1, PCR ribotype 

027，就是采用 3 种方法对同种菌株进行分型的结果。 

艰难梭菌的分子分型技术主要分为三类[26]：①基于限制性酶切片段电泳的技术，包括脉冲

场凝胶电泳（PFGE）、限制性核酸内切酶分析（REA）、毒素基因分型（Toxinotyping）等；②基

于 PCR 扩增的技术，包括核糖体分型（PCR-ribotyping）、随机扩增多态性 DNA 分析（RAPD）

又称任意引物 PCR（AP-PCR）、多位点可变数目串联重复序列分析（MLVA）、扩增片段长度多

态性分析（AFLP）等；③基于序列分析的技术，包括多位点序列分析（MLST）、表层蛋白 A 基

因序列分型（SlpA-ST）等。 

 

1.5.1  PFGE  将细菌包埋后裂解释放出的 DNA 采用内切酶酶切，不同细菌产生不同大小

和数目的酶切片段，经脉冲场凝胶电泳（PFGE）分离形成不同带型，采用软件（Bionumerics）

对这些指纹图谱进行分析，从而研究其流行病学的特点。 

1.5.2  REA  选择合适的核酸内切酶对细菌基因组 DNA 进行酶切，然后用琼脂糖电泳分

离，依据产生的不同带型对细菌进行分型。通常采用 HindⅢ作为内切酶，菌株间的条带差异在 6

个以下归为一个群。 

1.5.3  Toxinotyping  是一种基于编码 A、B 毒素基因的改变对艰难梭菌进行毒素分型的

技术。将致病位点 PaLoc 基因划分为 10 个互相叠加的片段，设计引物分别扩增后用凝胶电泳分

离这些片段，继而将片段用不同酶进行酶切，结合片段长度多态性和酶切位点多态性可将细菌分

为不同的毒素型别。 

1.5.4  PCR-ribotyping  基于 16S～23S rDNA 基因间区(IGS)的扩增进行分型。由于艰难

梭菌染色体内存在若干个拷贝的核糖体操纵子，而该拷贝数在不同的基因间区不相等，故扩增出

的不同带型可作为分型依据。核糖体分型广泛应用于艰难梭菌暴发的研究。 

1.5.5  RAPD/ AP-PCR  用适当选择的一系列人工随机合成的寡聚核苷酸单链为引物，以

所研究的基因组 DNA 为模版进行扩增，从而获得基因组指纹图谱。 

1.5.6  MLVA  通过软件寻找基因的可变数目串联重复序列（VNTR），并设计相应的引物

对其扩增后判定其串联重复序列可变重复数目，从而形成一定的数组。不同细菌对应不同数组，

进而得以区分。每个 VNTR 由重复单位和重复拷贝的数目确定，此方法充分利用了重复单位的

序列长度变化和拷贝数的不同产生的多样性，是迄今分辨能力最高的方法。 

1.5.7  AFLP  细菌基因组 DNA 由 2 种限制性内切酶消化后产生粘性末端，在特异性双链

寡核苷酸接头的作用下连接形成模版 DNA，再对此经修饰的片段进行 PCR 扩增和电泳分析，即

得到 AFLP 图谱。 

1.5.8  MLST  是基于对多个管家基因序列的分析来对细菌进行分型的方法。选取艰难梭

菌的 7 个管家基因扩增并测序，分析这些基因中 400-600bp 的片段，对每个基因位点上的不同序

列指派一个不同的等位基因数值，从而生成等位基因图谱用于菌株鉴定。每个等位基因图谱即为

一个序列型（ST）。 

1.5.9  SlpA-ST  是基于表层蛋白 A 编码基因可变区域序列多态性的分型方法。根据可变

区域序列设计引物扩增得到长约 1kb 的片段，经限制性酶消化后，片段通过测序分析其基因或电

泳分析其带型，将不同细菌区分开。 

 

现今用于艰难梭菌分子分型的方法多样化，且各种方法都存在其优势和不足，如：PFGE 和

核糖体分型虽具有较好的分辨力和分型能力，但前者实验周期长、DNA 易降解，后者实验方法
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难以标准化，室间实验数据也不方便比较。MLST 操作容易，重复性高，实验周期短，但分型能

力较差，且测序费用较高。很多情况下，单用某种分型方法不能达到理想的研究目的，可将多种

分型方法同时应用，以期获得更全面的信息。 

 

1.6  实验检测方法 

1.6.1 细菌厌氧培养  艰难梭菌的厌氧培养灵敏度较高，在环丝氨酸-头孢西丁-果糖-卵黄

琼脂（CCFA）培养基上形成粗糙型黄色菌落，脂酶、卵磷脂酶为阴性[29]。但该方法耗时较长，

且培养阳性不能确定其是否产生毒素。 

1.6.2 细胞培养毒素中和试验  该方法一度被认为是临床诊断 CDAD 的金标准[30]。粪便

离心沉淀，上清液过滤除菌后加入细胞培养液。若为产毒株，通过细胞培养会产生细胞病变效应，

且可以被特异性抗毒素所中和。细胞毒试验的灵敏度和特异性分别为 93%和 89%
[31]。但由于细

胞培养时间长、对设备要求高，使其应用受到一定限制，无法大范围推广。 

1.6.3 酶免疫法检测毒素  许多实验室采用酶免疫法(EIA)来检测艰难梭菌毒素，若 EIA

法得到连续两次阴性结果，基本足以排除 CDAD 的可能[31]。毒素 A 羧基端包含可被单克隆抗体

PCG-4 识别的抗原决定簇，许多厂商据此研制商品化 ELISA 试剂盒，用于艰难梭菌毒素 A 的特

异性检测[32]。 

1.6.4 ELISA 法检测谷氨酸脱氢酶  这是一种确定粪便标本中艰难梭菌存在与否的简

便、快速的方法。谷氨酸脱氢酶（GDH）是艰难梭菌的共同抗原，但和细菌培养相似，检测 GDH

不能确定菌株是否产毒素。据此，Ticehurst 等[33]采用两步法检测艰难梭菌，弥补了上述缺点。

第一步先用快速法筛选艰难梭菌 GDH 抗原，然后第二步对 GDH 阳性者做细胞毒试验或 EIA 检

测毒素用于确证。两步法的灵敏度达 98%，特异性为 89%。 

1.6.5 PCR 检测毒素基因  分子诊断技术为 CDI 的快速诊断提供了越来越重要的工具。与

金标准细胞毒试验相比，基因诊断试剂盒具有灵敏度极高、特异性稍低的特点。采用 PCR 法检

测能在收到标本当天出报告，但同时也面临着成本预算过高、从粪便中抽提分离 DNA 困难等问

题。采用 Real-time PCR 方法可直接在无症状携带者和有症状患者的粪便中检测 tcdB 基因[34]。 

     

综上所述，每种检测方法各有其利弊。细菌厌氧培养和细胞培养毒素中和试验虽是直观而传

统的经典方法，但其检测时间长，后者对技术要求也较高，故不适于广泛投入临床应用。免疫和

分子生物学方法的优势是省时且操作简便，但成本较高，特异性稍差些。目前尚无最佳的单一检

测方法，满足既有高灵敏度和特异性，又经济、快速、有效。较优化的方案是把多种方法联合应

用以取长补短，特别是将 EIA 和 PCR 联用来代替细胞毒试验，在保证灵敏度和特异性高的同时，

也具有相对较短的周转时间（turn around time）。 

 

1.7  治疗 

随着艰难梭菌高毒力株、耐药株的相继出现和流行，CDI 的严重程度和复发率越来越高，无

疑给疾病的治疗提出了更高的要求。治疗原则是先停用腹泻相关抗生素，给予液体和补充电解质

等支持治疗，然后视情况采取针对性措施。总体而言，恢复肠道正常菌群是治疗 CDAD 的关键。 

 

1.7.1  抗菌治疗 

    尽管万古霉素是唯一被美国 FDA 批准治疗 CDAD 的药物[17]，许多权威专家建议仅在遇到严
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重危及生命的病例或甲硝唑治疗无效时再用万古霉素。20 世纪 90 年代后期，为避免由于万古霉

素的频繁使用导致耐万古霉素肠球菌（VRE）的出现，美国 CDC 推荐采用甲硝唑作为治疗 CDAD

的标准方法，口服万古霉素不作为 CDAD 治疗的首选药物[4]。研究表明，对于轻型 CDAD，万

古霉素和甲硝唑的疗效相同；但对于重型 CDAD，万古霉素疗效更优[35]。近年来，甲硝唑治疗

CDAD 的有效性有所下降，主要问题与它的药代动力学有关[36]。严重的 CDAD 推荐用万古霉素

治疗，但仍有一定的复发率（11-19%）[9]。此外，甲硝唑与万古霉素对高毒力株 NAP1 型的疗效

相仿[17]。 

    除去上述两种经典药物，针对 CDAD 的其它抗菌药物[6]有：聚苯乙烯吸附剂(Tolevamer)、硝

唑尼特、雷莫拉宁、利福昔明等。另有报道国内使用中医疗法亦取得成效[2]。2011 年 5 月 27 日，

美国 FDA 发布公告，批准非达霉素(Fidaxomicin)口服片剂用于治疗 CDAD（http://www.fda.gov）。 

 

1.7.2  免疫治疗 

所谓免疫治疗，就是使用免疫球蛋白或者针对艰难梭菌菌体或其毒素的特异性抗体，提高血

清抗体水平来抵抗病原菌，以达到保护机体的作用。已有学者开展大量动物实验和临床试验，来

验证免疫疗法的可行性。有报道采用静脉注射人免疫球蛋白配合基础疗法治疗重症 CDAD 病例

获得成功[6]。已发现单克隆抗体 MDX-066 和 MDX-1388，分别具有直接抵抗毒素 A 和毒素 B 的

作用，临床试验验证了其辅助标准抗菌疗法对预防 CDI 复发的价值[37]。 

除了利用外源性抗体对人体进行被动免疫，为预防 CDI 的发生，还可以通过接种疫苗采取

主动免疫方法诱导机体产生对菌体成分或毒素的中和抗体，但疫苗从研制成功到真正投入使用之

前还有待充分的实验对其安全性和有效性做出评估。 

 

1.7.3  菌群调节治疗 

    多数 CDAD 是肠道菌群失调的结果，因此微生态制剂在 CDAD 的治疗方面有较大应用前景。

肠道益生菌，如：boulardii 酵母菌，乳酸杆菌、双歧杆菌等，对于调节菌群紊乱、恢复肠道正常

微生态环境起着积极作用。有随机对照试验用抗生素和益生菌结合治疗 CDI，发现使用益生菌后

CDI 的风险明显降低[9]。最近英国一则报道称，一种含有干酪乳杆菌、保加利亚乳杆菌和嗜热链

球菌的特殊酸奶饮品可以减低 50 岁以上使用抗生素患者 CDI 的发病风险[38]。所以，诸如地衣芽

孢杆菌活菌剂、双歧三联活菌剂等益生菌活菌制剂也许对治愈感染有一定帮助。另一种恢复肠道

菌群的方法是用正常人的粪便行灌肠术，以改善肠道微生态环境。 

 

如今，治疗 CDI 的方法不断扩充，除了两种经典抗生素以外，还有许多其它的选择。但由

于患者之间存在个体差异，临床医生在治疗时仍需根据实际情况挑选合适的方案。特别是暴发性

重症 CDAD 患者可给予口服万古霉素及静脉注射甲硝唑联合治疗，必要时采取结肠切除手术[1]。

复发患者的治疗可采用抗生素结合免疫球蛋白或微生态制剂。 

 

1.8  预防 

预防 CDI 的关键是要及时阻断粪-口传播途径和减少危险因素。艰难梭菌院内感染的两大高

危因素是接触病原菌和使用抗生素[28]。因此，对 CDAD 患者应单独隔离并配备独立的便池；医

务人员进入病房应戴手套、穿防护服，接触病患后必须用肥皂和流水洗手；还要经常使用含氯消

毒剂对医院环境和医疗器械进行严格消毒，保持医院环境清洁，防止交叉污染[4,6]。预防 CDI 的
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另一方面重要措施是严格限制抗生素的使用，这需要建立规范化的抗生素使用管理制度来指导临

床医生的合理用药。对于社区相关性 CDI，预防的要点在于避免与带菌者的接触和污染性食物的

摄入。另外，接种疫苗诱导机体的主动免疫也是一条预防 CDI 的新思路。 

 

如今，对医务人员普及 CDI 相关疾病的知识，积极开展对 CDI 的检测方法、治疗方案、预

防措施以及流行病学的探讨和研究，是亟待解决的重要课题。在院内感染逐渐普遍的今天，艰难

梭菌作为一种医院获得性腹泻的常见病原体，理应引起临床工作者的重视和关注。 
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第二章  材料和方法 

 

2.1  材料 

2.1.1  仪器 

GNP-9270 型隔水式恒温培养箱、高压锅、Polystst CC 水浴箱、Shangping MD100-2 电子天

平、XW-80A 旋涡振荡器、Beckman GS-15R 离心机、PTC-100
TM

 Thermal Cycler PCR 扩增仪、

BIO-RAD PowerPac 1000 电泳仪、Tanon-4100 数码凝胶图像分析系统等 

2.1.2  试剂 

CDMN 培养基基质及添加试剂（OXOID）、艰难梭菌乳胶凝集试剂盒（C. difficile test kit, for 

the detection of C. difficile antigen, OXOID）、无水乙醇、PBS（pH7.2）、0.05M NaOH、Tris-HCl

（pH7.0）、TE（10mM Tris-HCl，1mM EDTA，pH8.0）、 PrimeSTAR HS DNA Polymerase 及配套

PCR 反应试剂（TaKaRa）、Ex Taq 酶及配套 PCR 反应试剂（TaKaRa）、琼脂糖、TAE 缓冲

液等 

2.1.3  标本 

瑞金医院住院腹泻患者的粪便标本来源于瑞金医院检验科临检组。选取性状为烂糊状、稀薄、

水样、粘液状的粪便标本用于艰难梭菌的分离培养。 

2.1.4  临床资料 

本项研究 44 例 CDI 患者中，男性 25 例，女性 19 例；大于 35 岁的有 40 例（91%），其中

大于 60 岁的为 18 例（41%）；患者来自 11 个不同病区，以消化科（34%）、感染科（18%）、血

液科（14%）为主，其余散在分布于其它病区。 

对 44 例 CDI 患者的临床诊断中，23%患有肿瘤，20%患有肝炎或肝硬化；34 例患者在住院

期间有使用过抗生素的记录，占 77%，且多为广谱抗生素，如头孢菌素、喹诺酮类等。 

 

2.2  方法 

2.2.1  艰难梭菌拉氧头孢诺氟沙星（Clostridium difficile Moxalactam Norfloxacin, 

CDMN）选择培养基配制 

称取 34.5g Clostridium difficile Agar Base，加热溶解于 500mL 蒸馏水，121℃高压灭菌 15 分

钟；待冷却至 50℃左右时，按无菌操作，加 1 瓶 CDMN Selective Supplement（粉剂需预先加

2mLddH2O 溶解）；将约 50mL 蛋清与生理盐水等体积混匀，再加入上述基质液中；充分摇匀后，

浇制平板。待冷却凝固后，平板用 parafilm 膜封口，4℃保存。 
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2.2.2  标本前处理 

将液状稀便标本与无水乙醇按 1∶1 的比例混合（半成形糊状便挑取 3-5g 与 0.5mL 无水乙醇

混合），用旋涡振荡器充分混匀，在室温下静置 1 小时。 

2.2.3  分离培养 

用无菌棉签蘸取上述处理后的粪便标本上清液，密涂法接种于平衡至室温的 CDMN 培养基；

将平板放入厌氧袋中，同时加入气体发生袋和指示条，用塑料棒封紧厌氧袋口，37℃培养 2 天。

艰难梭菌的菌落呈不透明灰白色，粗糙，微隆起，形状不规则，边缘不整齐，有特殊气味。 

2.2.4  菌株鉴定 

2.2.4.1  革兰染色镜检 

艰难梭菌镜下形态为革兰阳性的粗长杆菌，有时可见芽孢，培养 2 天或转种后染色性可变为

革兰阴性。 

2.2.4.2  耐氧试验 

挑取 CDMN 平板上的单个菌落，同时分区划线接种于两块血平板上，分别置于需氧、厌氧

环境 37℃培养 1 天。艰难梭菌为专性厌氧菌，仅在厌氧血平板上生长，在需氧血平板上不生长。

此方法兼有菌株转种分纯的作用。 

2.2.4.3  凝集试验 

用艰难梭菌乳胶凝集试剂盒（C. difficile test kit, for the detection of C. difficile antigen, 

OXOID），严格按照操作说明书检测。每次实验时同时作阴、阳性对照，阳性菌株显示细颗粒状

凝集。 

 

本课题中艰难梭菌的鉴定程序如图 2 所示。 

 

图 2  艰难梭菌鉴定程序 
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2.2.5  菌株保存与复苏 

依照鉴定程序判断为阳性的菌株-80℃冷冻保存于专用 cryobank tubes(Mast Diagnostics)待

用，操作方法参考厂商提供的说明书。 

菌株复苏时，取出 cryobank tubes 置于冰上，用镊子按无菌操作从管中夹出 2-3 颗玻璃珠，

在新鲜血平板上轻轻滚动，然后弃去玻璃珠，将平板放入 37℃孵箱，厌氧培养 1-2 天。复苏出

的菌株再转种一次，用于后续细菌 DNA 抽提。 

2.2.6  细菌 DNA 抽提 

挑取平板培养出的细菌，用 PBS 配制浓度约为 1×10
8
CFU/mL 的菌液，取 200μL 上述 PBS

溶解的菌液，加 800μL 0.05M 的氢氧化钠，轻轻颠倒混匀；60℃水浴 45 分钟；加 240μL1M Tris-HCl

（pH7.0），轻轻颠倒混匀，静置 1 分钟；13000rpm 离心 10 分钟，取上清即可。使用分光光度计

在 260nm 波长处检测 DNA 含量。抽提得到的 DNA 于-20℃保存待用。 

2.2.7  毒素基因检测及核糖体分型 

2.2.7.1  引物设计与合成 

本课题中用到的 3 对引物如表 1 所示。毒素 A 基因（tcdA）的扩增选用引物 NKV011 和 NK9，

毒素 B 基因（tcdB）的扩增选用引物 NK104 和 NK105；核糖体分型根据细菌基因组 16S rDNA 3’

端和 23S rDNA 5’端的高度保守区设计引物，对 16S～23S rDNA 间区(IGS)序列进行扩增。 

引物均由英潍捷基（上海）贸易有限公司合成。 

 

表 1  毒素基因检测和核糖体分型的引物序列 

引物名称 序列（5’-3’） 基因 

NKV011 TTTTGATCCTATAGAATCTAACTTAGTAAC 
tcdA 

NK9 CCACCAGCTGCAGCCATA 

NK104 GTGTAGCAATGAAAGTCCAAGTTTACGC 
tcdB 

NK105 CACTTAGCTCTTTGATTGCTGCACCT 

16S GTGCGGCTGGATCACCTCCT 
intergenic spacer 

23S CCCTGCACCCTTAATAACTTGACC 

 

 

2.2.7.2  PCR 扩增体系及条件 

详见表 2。 



艰难梭菌的感染情况及分型研究 

第 12 页  共 41 页 

 

 

表 2  毒素基因检测和核糖体分型的 PCR 扩增体系及条件 

 tcdA tcdB ribotyping 

反应体系 

DNA   

5×PS Buffer   

dNTPs   

P1   

P2   

PrimeSTAR   

ddH2O   

总体积   

2μL 

10μL 

4μL 

0.5μL 

0.5μL 

0.5μL 

32.5μL 

50μL 

DNA   

10×Ex Taq Buffer   

dNTPs   

P1   

P2   

Ex Taq   

ddH2O   

总体积   

2μL 

5μL 

4μL 

0.5μL 

0.5μL 

0.5μL 

37.5μL 

50μL 

DNA   

10×Ex Taq Buffer   

dNTPs   

P1   

P2   

Ex Taq   

ddH2O   

总体积 

5μL 

5μL 

4μL 

5μL 

5μL 

0.5μL 

25.5μL 

50μL 

反应条件 
95℃ 20s，60℃ 2min， 

反应 35 个循环 

95℃ 20s，55℃ 2min， 

反应 35 个循环 

预变性 94℃ 5min；94℃ 

1min，55℃ 1min，72℃ 

1min，反应 30 个循环；后

延伸 72℃ 5min  

 

注：模版 DNA 浓度约为 100-150ng/μL；反应 Buffer 中均含有 Mg
2+；dNTPs 在 50μL 中的终浓度

为 200μM；引物粉剂事先用 TE 溶解，配成浓度 20μM 待用；PrimeSTAR HS DNA Polymerase 浓

度 2.5U/μL，Ex Taq 浓度 5U/μL。 

 

 

2.2.7.3  电泳条件 

PCR 扩增产物采用琼脂糖电泳观察结果，电泳条件详见表 3。电泳胶用琼脂糖溶于电泳缓冲

液 TAE 配制。 

 

表 3  毒素基因检测和核糖体分型的电泳条件 

 tcdA tcdB ribotyping 

电泳胶浓度 1.5% 2% 2% 

电压 100V 100V 100V 

电泳时间 25min  25min  60min  

 

 

2.2.7.4  电泳结果成像 

电泳胶中的 DNA 用溴化乙锭染色，借助 Tanon-4100 数码凝胶图像分析系统观察电泳结果并

采集图像。 
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第三章  结果 

 

3.1  艰难梭菌感染率 

本课题集中于两个时段收集腹泻标本并分离培养艰难梭菌，详细情况见表 4。 

 

表 4  标本总数与阳性率 

标本收集时段 标本总数 阳性例数 阳性率 

2010 年 12 月—2011 年 4 月 228 17 7.5% 

2011 年 11 月—2012 年 2 月 311 27 8.7% 

合计 539 44 8.2% 

 

合计收得瑞金医院住院腹泻患者的粪便标本 539 份，其中阳性 44 例，阳性率占 8.2%。根据

两个时段收集标本中艰难梭菌的阳性率，初步估测得 2010 年至 2012 年间瑞金医院住院腹泻患者

中艰难梭菌的感染率约为 7-9%。 

 

3.2  毒素基因检测 

测得 44 株阳性菌株中，产毒株为 40 株，非产毒株为 4 株；毒素型以 A+B+型为主，为 25

株（57%），A-B+型 15 株（34%），A-B-型 4 株（9%）。毒素 A 与毒素 B 基因的扩增结果分别见

图 3 和图 4。 

 

 

图 3  毒素 A 基因扩增产物电泳结果 

 

如图所示，M 代表 λ－HindⅢ digest DNA Marker，C 代表水对照。用引物 NKV011 和 NK9

对 tcdA 进行扩增，阳性菌株显示 2535bp 的扩增产物，阴性菌株由于其毒素 A 基因重复区序列中

有 1548bp 和 273bp 的两段缺失[32]，故显示 714bp 的扩增产物。图中 1 至 9 号标本除 8 号为毒素

A 基因阴性，其余都为阳性。 

—2322bp 

2027bp 

—564bp 
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图 4  毒素 B 基因扩增产物电泳结果 

 

如图所示，M 代表 100bp DNA Ladder Marker，C 代表水对照。用引物 NK104 和 NK105 对

tcdB 进行扩增，阳性菌株显示 204bp 的扩增产物，阴性菌株无扩增产物。图中 1、2、3、5、7

号为毒素 B 基因阳性，4、6 号为阴性。 

 

3.3  核糖体分型 

对收集的 44 株艰难梭菌用引物 16S(5’-GTGCGGCTGGATCACCTCCT-3’)和 23S(5’-CCCT 

-GCACCCTTAATAACTTGACC-3’)进行扩增，得到 18 种核糖体型别，按检测到的先后顺序依次

命名为 R1～R18 型。其中，存在优势型别：R8 型 9 株（20%），R4 型 8 株（18%）。查阅临床资

料，发现同型菌株的病区分布无明显集中性，而同一病区亦可出现多种不同型别的艰难梭菌菌株。

核糖体分型结果见图 5。 

 

 

图 5  艰难梭菌核糖体分型电泳结果 

 

    如图所示，Marker 为 100bp DNA Ladder Marker，C 为水对照。44 株阳性菌株共分为 18 种

核糖体型别（R1～R18 型）。 

—500bp 

—1500bp 

—200bp 

—100bp 

1000bp— 

500bp— 
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第四章  讨论 

 

近年来，CDAD 已经受到越来越多的关注，尤其是在北美和欧洲国家。由于发病率的提高，

疾病严重程度的不断升级，以及复发、耐药、致死等相关问题的涌现，给临床的诊断和治疗提出

了新的挑战。与此同时，各地相继出现 CDI 的暴发流行，使得关于艰难梭菌的流行病学研究也

成了一大热点。国内外许多学者正持续致力于相关课题的探索中。 

本项研究收集了住院腹泻患者的粪便标本 539 份，其中 44 例鉴定为艰难梭菌阳性，阳性率

占 8.2%。标本主要分 2010 年 12 月至 2011 年 4 月、2011 年 11 月至 2012 年 2 月两段时期收集，

阳性率分别为 7.5%、8.7%。阳性率的升高提示院内艰难梭菌的感染率可能有增加趋势，但也不

排除因为后期倾向于选择腹泻严重的粪便标本而导致第二阶段阳性率有所增高。根据两段时期收

集标本中艰难梭菌的阳性率，初步估计 2010-2012 年间瑞金医院住院腹泻患者中艰难梭菌的感染

率约为 7-9%。 

有研究发现，CDI 与宿主因素、近期使用抗生素以及频繁暴露于高危环境等因素有关[9]。本

研究中的 44 例阳性患者中，中老年患者占了绝大多数，其中大于 35 岁的有 40 例（91%），大于

60 岁的为 18 例（41%）。阳性患者来自 11 个不同病区，集中分布于消化科（34%）、感染科（18%）、

血液科（14%），其余散在分布于其它病区。此外，大部分阳性患者具有肿瘤、肝炎、肝硬化、

胰腺炎、溃疡性结肠炎等较严重的基础疾病，或者有近期手术史，此类患者往往自身免疫功能不

佳，或服用了一些有免疫抑制作用的抗肿瘤、抗移植后排异的药物造成抵抗力低下，所以对病原

菌有较高的易感性。许多报道都得出老年住院患者更易患 CDAD 的结论，这是因为他们自身集

合了多种危险因素，如：长期滞留于医疗机构、使用抗生素、一体多病、免疫力不足等。 

由于艰难梭菌是抗生素相关性腹泻的主要病原体，故近期抗生素的使用是导致 CDAD 发生

的重要原因之一。44 例阳性患者中有 34 例在住院期间有使用过抗生素的记录，占 77%，且多为

广谱抗生素，如头孢菌素、喹诺酮类等。广谱抗生素是临床医生在病原菌未确定前的早期治疗用

药，还常用于预防外科手术的术后感染。然而，大量使用会破坏肠道微生态环境，抑制或杀灭许

多敏感菌，导致肠道菌群失调，此时耐药的艰难梭菌就开始大量生长繁殖，从正常菌群变成了致

病菌。研究中阳性患者多是在入院后 1 周内分离得到艰难梭菌，虽不能保证抗生素的使用一定始

于标本采集之前，但近期使用抗生素无疑是引发 CDAD 的高危因素。另外，还发现本项研究中

36%的阳性患者使用过质子泵抑制剂（PPIs），且主要出现在消化科。PPIs 的作用机理是通过抑

制胃酸分泌达到保护胃粘膜的目的，而胃酸作为一种胃肠道的天然屏障，可能对艰难梭菌的芽孢

有一定的抵抗能力[14]，所以 PPIs 的使用也许是消化科病人感染艰难梭菌的危险因素之一。 

尽管人群中有一定比例的艰难梭菌携带者，但多数 CDAD 都是外源性感染[1]。在医院内，

由于对粪便等污染物的处理措施不够完善、对环境和医疗器械的消毒不充分，艰难梭菌常通过医

务人员的手和患者间的交叉接触进行传播。当然，暴露于这样的环境中越久，感染的风险就越高。 

虽然持续住院、年龄大于 65 岁、抗生素治疗等仍然是 CDI 的主要危险因素，但近来关于社

区起病的 CDI 严重病例的报道越来越多，且部分社区获得性 CDI 还发生于低危人群中[23]。这可

能与接触病原菌携带者和污染食物，甚至与到暴发流行地区旅行有关。即使在入院后才开始发病，

也不能完全排除社区获得性 CDI 的可能。 

目前，由于国内对 CDI 相关性疾病的认识和重视程度还不够，很少有医院开展专门针对 CDI

的实验室检测项目。另一方面，虽然报道了不少 CDI 的检测方法，但尚缺少公认的标准化的检

测流程和手段。传统的细菌厌氧培养法检测时间较长；细胞培养毒素中和试验虽一度被奉为金标



艰难梭菌的感染情况及分型研究 

第 16 页  共 41 页 

 

准，但耗时且对技术要求高；ELISA 法检测艰难梭菌共同抗原 GDH 可用于筛查，却不能用于确

诊；EIA 或 ELISA 法检测 A、B 毒素省时而简便，但也存在一些局限；PCR 法检测毒素基因灵

敏度和特异性都较高，但限于成本问题，目前还多用于科研。总之，单一的方法难以同时满足经

济、快速、高效，较优化的方案是联合应用多种检测方法以取长补短。 

本研究采用 PCR 法检测艰难梭菌毒素 A、B 基因，将 44 株阳性菌分为 3 种毒素型：A+B+

型、A-B+型和 A-B-型。PCR 法直接针对毒素基因，避免了其它方法的某些不足。比如：对于

A-B+型菌株，若用细胞培养法观察细胞毒现象，不能把它与 A+B+型菌株区别；而用仅针对毒素

A 的 ELISA 试剂盒，又无法将其检出[28]。虽然 A+B+型菌株较常见，并有明显的临床表现，但

A-B+型菌株也能造成严重疾病并引起暴发流行（绪论中已提及），且相对 A+B+型具有更高的克

林霉素耐药率[22]。而感染 A-B-型的患者可能多为轻型或携带者。由于 tcdA 基因中 G+C 的比例

较低，为引物序列的选择带来一定困难，而引物中 G+C 的含量低会使扩增特异性下降[39]，故实

验选择了高特异性酶来弥补此缺陷，得到了理想的扩增效果。 

随着各地艰难梭菌感染的频繁暴发和逐渐流行，关于 CDI 流行病学的研究越来越多，分子

分型技术作为其研究手段，也日趋多样化。常用的有：脉冲场凝胶电泳（PFGE）、限制性核酸内

切酶分析（REA）、核糖体分型（PCR-ribotyping）、多位点可变数目串联重复序列分析（MLVA）、

多位点序列分析（MLST）等。其中，PFGE 是北美洲对艰难梭菌分型的金标准，而欧洲艰难梭

菌参比实验室则以核糖体分型为标准方法。MLVA 是迄今为止分辨能力最强的分型方法[26]。 

本研究选择核糖体分型法，对阳性菌株的相关性进行分析。44 株艰难梭菌共分为 18 种核糖

体型，其中，存在相对优势的型别：R8 型 9 株（20%），R4 型 8 株（18%）。但发现各型艰难梭

菌菌株在病区分布上并无规律可循，同型菌株的病区分布无明显集中性，而同一病区亦可出现多

种不同型别的菌株。无证据显示存在院内 CDI 的暴发流行。值得注意的是，研究中曾先后 3 次

从同一患者体内分离到阳性菌株，但最后一次的型别却不同于前两次，提示存在复发感染异型菌

株的可能。此外，核糖体型别与毒素基因并无必然联系。研究中，多数情况下 A、B 毒素基因在

同型中均一致，但也有同型菌株毒素基因不相同的情况出现。前者或许是因为这些患者感染了同

种菌株，而后者中的菌株虽可能来源相同，但推测在传播和进化过程中已发生了不同程度的变异。 

核糖体分型广泛应用于院内艰难梭菌暴发的研究。若在医院环境中一定范围内发现了同型菌

株有丛集式出现的现象，应高度怀疑院内感染暴发的可能，需展开深入的流行病学调查加以确认。

医疗环境的交叉污染是 CDI 的潜在威胁之一，有研究发现了部分患者标本与其周围环境中的艰

难梭菌存在相同的核糖体型别[40]，提示感染可能来自病房或医疗器械等。此外，还可从医务人

员的手上采集标本进行增菌培养，观察菌株在院内的散播是否由医务人员的手作为媒介。 

核糖体分型方法的分辨力和分型能力都较好，但其操作需借助于电泳的步骤，难以将实验方

法标准化，同时，参考菌株不易获得进一步限制了实验室之间数据的相互比较[26]。因此，要实

现研究数据的交流和共享，还需依靠其它的分型方法。MLVA 的分辨能力强，重复性较好，并能

弥补核糖体分型的缺点，已成功用于很多细菌和真菌的分型研究，也是一种对艰难梭菌变异株亚

型分析的新工具。研究显示，MLVA 的分型结果与核糖体分型具有高度的一致性，且可以通过选

择不同数量的可变数目串联重复序列（VNTR）位点进行组合，以达到所需的检测暴发株或分析

同源性的目的[41]。MLST 操作容易，实验周期短，重复性高，分型结果便于比较，但分型能力差

一些，且测序费用较高，有条件的实验室可选用。 

近期新建立了一种基于毛细管电泳的核糖体分型，由于有网络数据库的支持，使得不同实验

室间的数据交流变为可能[26]。随着医学信息科技的发展，相信未来将会开发出带有参考菌株分

型数据的软件和可供资源共享的平台，改善现今数据“不兼容”的局面。另外，由于不同型菌株

间在致病性、耐药性等方面存在差异，可将分型结果结合患者的临床表现和药敏试验进行综合分

析，以期得到较全面的认识和结论。 
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第五章  结论 

 

1. 估测得 2010 年至 2012 年间瑞金医院住院腹泻患者中艰难梭菌的感染率约为 7-9%。 

2. 患者感染艰难梭菌可能与持续暴露于医院环境、近期使用抗生素、严重的基础疾病、免疫功

能低下等危险因素有关。 

3. 研究中菌株毒素型以 A+B+型为主；核糖体型别分为 18 种，其中存在相对优势的型别，但无

证据提示院内 CDI 的暴发流行；核糖体型别与毒素基因无必然联系。 
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艰难梭菌感染的流行状况及诊治方法研究进展 

 

摘要 

 

随着艰难梭菌的感染率在全球范围内逐渐增高，艰难梭菌相关性腹泻 (Clostridium 

difficile-associated diarrhea, CDAD)已引起了国内外临床工作者的广泛关注和重视。近几十年内，

艰难梭菌感染(Clostridium difficile infection, CDI)的流行病学不断改变，高毒力株、耐药菌株相

继出现，使该病在全球尤其是欧洲和北美的暴发流行迅速增多，同时，疾病的严重程度、复发

率和病死率均明显升高。由于传播途径和危险因素趋于多样化，大大提高了医院和社区 CDI 的

风险。CDAD 的诊断主要依赖于临床表现以及厌氧培养、细胞毒试验、菌体或毒素抗原检测、

毒素基因扩增等实验检测方法。治疗以恢复肠道正常菌群为目的，需选用针对性的抗生素，亦

可辅助以免疫疗法和微生态制剂。 

 

关键词：艰难梭菌，流行病学，感染，诊断，治疗 

 

 

RESEARCH PROGRESS OF CLOSTRIDIUM DIFFICILE 

INFECTION IN THE EPIDEMIOLOGY,  

DIAGNOSIS AND TREATMENT 
 

ABSTRACT 

 

    With the increasing Clostridium difficile infection (CDI) rates throughout the world, Clostridium 

difficile-associated diarrhea (CDAD) has aroused great concern of clinical workers from both home 

and abroad. In the past several decades, owing to the continuously-changing epidemiology of CDI and 

the emergence of hypervirulent strains and drug-resistant strains, the prevalence and outbreaks of CDI 

have increased rapidly worldwide, especially in Europe and North America. Meanwhile, the severity, 

recurrence rates and mortality of the disease have all risen significantly. Because of the diversity of 

transmission and risk factors, the risk of nosocomial CDI and community-associated CDI has been 

much higher than before. The diagnosis of CDAD depends on clinical manifestations and laboratory 

methods such as anaerobic culture, cytotoxicity test, bacterial or toxin antigen detection, and toxin 

gene amplification, etc. The treatment aims at restoring normal gut flora. Antibiotics directly against 

Clostridium difficile should be chosen in assistance with immunotherapy and probiotics.  

 

Key words: Clostridium difficile, epidemiology, infection, diagnosis, treatment 
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艰难梭菌是一种专性厌氧的革兰阳性芽孢杆菌，广泛分布于自然界及人和动物的粪便中。其

芽孢抵抗力较强，可在外界环境中存活数周至数月。艰难梭菌本是人体肠道的正常菌群，但当患

者由于各种原因出现肠道菌群失调后，艰难梭菌便会过度生长并释放毒素，引起艰难梭菌感染

(Clostridium difficile infection, CDI)的相关疾病，包括腹泻、伪膜性肠炎、中毒性巨结肠等。自 1977

年起认识到艰难梭菌与抗生素相关性腹泻有关以来，艰难梭菌一直是引起院内获得性腹泻的常见

病原体。随着广谱抗生素的大量使用，全球范围内艰难梭菌相关性腹泻 (Clostridium 

difficile-associated diarrhea, CDAD)的发生率不断增高，尤其是欧洲和北美 CDI 的暴发流行迅速增

长，重症病例数、复发率和病死率均明显上升，高毒力株、耐药株也相继出现，使临床诊断和治

疗 CDAD 面临着新的挑战。本文就国内外 CDI 的流行状况及诊治方法研究进展作一综述。 

 

1  流行状况 

1.1  发病率和严重程度 

艰难梭菌现已被公认为发达国家最重要的院内感染病原体之一。2001 年以来，艰难梭菌感

染在欧美各国广泛流行。一项加拿大魁北克地区的前瞻性临床研究显示，2004 年常规住院患者

CDAD 的平均发病率是 22.5/1000，为 1997 年的四倍[1]。在美国，艰难梭菌的感染率逐年稳步上

升，非暴发时期院内感染率在 0-15%，而感染暴发时期将会升至 16-20%。至 2010 年，据疾病防

控中心估计，美国每年已有 45-75 万艰难梭菌感染的病例[2]。2008 年抽取欧洲 34 个国家 106 所

医院进行 CDI 流行病学调查研究后发现，虽然欧洲各国 CDI 流行情况不一致，但总体呈增长趋

势是比较肯定的(0.0～36.3，平均 4.1/10000 病人日)
[3]。 

即使在报道较少的亚洲国家，艰难梭菌感染也有迅速上升势头。新加坡 CDI 的发病率从 2001

年的 1.49/万升至 2006 年的 6.64/万，毒素阳性率从 7%升至 11%
[4]。韩国的 CDI 病例数也在逐年

增加，产毒株的检出率从 2002 年的 7%上升至 2004 年的 50.3%
[5]。而在中国，由于开展厌氧菌

培养鉴定的实验室很少，尚无确切的统计数据[6]。虽然缺乏大规模的研究使得国内 CDI 的发病率

还未知，但目前仅有的一些研究表明，近年来国内住院患者艰难梭菌的感染率可能低于西方国家
[7]。 

鉴于研究对象的地区差异性较大，各地报道的 CDI 发病率均不一致，但总的来说，据加拿

大医院感染监测中心估计，世界范围内的成人 CDI 发病率呈增加趋势（4.6/1000 个入院患者，或

者 65/10 万病人日）[8]。 

艰难梭菌定植于 3%健康成人和近 80%健康婴儿的肠道中。在住院患者粪便中的携带率达到

16-35%，随着住院时间的延长和抗生素的应用，艰难梭菌定植的危险将逐渐升高[9]。艰难梭菌感

染后临床表现的疾病谱呈现多样化，从无症状带菌、腹泻、伪膜性肠炎，到严重的中毒性巨结肠、

休克、死亡都有可能。发展成伪膜性肠炎后，CDAD 的致死率是 6-30%
[10]。英国卫生部的监测

表明，CDI 的死亡率可能与年龄增加有关，小于 45 岁的患者 CDI 总死亡率是 0.2/100 万，而大

于 84 岁的人群 CDI 总死亡率达 2055/100 万[11]。另有研究推测，高毒力菌株的出现、低蛋白血

症、医疗机构的长期停留、免疫抑制、化学治疗等均可能与 CDI 疾病严重程度及其相关死亡率

增加有关[12]。 

 

1.2  感染类型与传播途径 

艰难梭菌的感染类型包括医院获得性感染和社区相关性感染两大类。长久以来，人们普遍认

为 CDI 流行于医疗系统中。的确，住院患者有相对更高的艰难梭菌感染率，这可能与他们自身

的高度易感性以及持续暴露于医院环境、使用抗生素等因素有关。尽管如此，越来越多的证据表
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明社区相关性艰难梭菌感染(CA-CDI)率呈逐渐增加趋势，包括一些以前认为处于低风险的人群

也出现了感染。有研究对 2008-2009 年间英国南部某地 CA-CDI 流行情况进行回顾性分析，发现

58 例 CA-CDI 患者来自总人口数为 41.8 万的人群，估计 CA-CDI 发生率为 1.29/万人[13]。 

目前，对医院获得性 CDI 和社区相关性 CDI 的界定尚缺乏统一标准。集中的问题是：病原

菌究竟是在医院环境中获得的，还是作为一种肠道微生态菌群在病人入院时已经携带，只是在住

院期间发展成致病菌，这是研究者们始终难以解答的。现在比较公认的划分标准是采用分组方法
[12]：发病前 12 周内未曾住院的归为社区相关性艰难梭菌感染(CA-CDI)；入院后 48h 至出院后 4

周内发病归为医院获得性 CDI；若患者出院后 4～12 周发病，则归为不确定感染。 

在医院环境中，艰难梭菌可存在于地面和医疗器械等容易造成交叉污染的地方，接触传播是

主要途径，尤其要引起注意的是通过医务人员的手进行院内的广泛传播[7]。艰难梭菌的芽孢抵抗

力强、难以灭活，一些以酒精为主要成分的清洁剂对其不起作用，必须使用含氯的消毒剂才能将

其杀灭[14]。而想要去除沾染于手上的芽孢，需要借助肥皂和流水的冲洗。另有证据显示芽孢可

通过气溶胶播散[15]，或许空气也是院内 CDI 的传播媒介。 

在社区环境中，与家庭内腹泻成员的接触或不慎摄入污染的食物是造成 CA-CDI 的主要原因
[16]。由于婴孩的带菌率高，与婴孩的频繁接触是发生社区获得性 CDAD 的高危因素[17]。同时，

艰难梭菌也会存在于食物中，加拿大一项研究从 60 份零售肉馅标本中分离艰难梭菌，发现 20%

为阳性[18]。某些动物，包括猪、马、狗、猫、鸽等，亦携带艰难梭菌，且艰难梭菌与这些动物

的肠道疾病也有关联。若动物确实是 CDI 的传染源之一，则食物将成为疾病的一种重要传播媒

介[9]。 

 

1.3  危险因素 

由于 CDI 发病率、疾病严重程度和死亡率不断提高，许多研究者开始探讨 CDI 的危险因素。

概括地说，CDI 的危险因素大致包括三方面：宿主因素、频繁暴露于高危环境以及破坏肠道正常

微生态菌群的因素[2]。宿主因素为老年、女性、免疫抑制、有基础疾病或伴随疾病等。频繁暴露

于高危环境指的是长期停留在医疗系统中或者与已被感染的室友家人、手中携带病原的医务人员

有密切的接触。而破坏肠道正常微生态菌群的因素包括近期使用抗生素、长期运用制酸药[12]（尤

其是质子泵抑制剂）以及其它影响胃肠道微生态稳定的医疗行为等。其实，单一的危险因素或许

不足以诱发疾病，但以上多项危险因素往往密切相关、互相影响，又常集中出现在同一住院病人

身上，如此看来，CDI 多发于住院病人也就不难解释了。不仅如此，艰难梭菌在高危病人中的感

染更加普遍，比如 ICU、老年、肿瘤化疗、外科手术、干细胞移植、小儿科患者等[7]。 

除此之外，近年来还陆续发现了一些其它的危险因素，如：长期使用抗肿瘤药物；近期内有

胃肠道手术史；使用饲管喂养或给药；长期通便灌肠、使用促胃肠蠕动及粪便软化药；8 周内曾

到外地旅游者；与近期住过院患者有接触等[12]。早期发现和鉴别 CDI 高危因素，有利于优化治

疗方案和改善预后。 

另有报道显示，过往被视为低危人群的非住院年轻人、围产期妇女也开始有艰难梭菌感染
[16]。这表明疾病的易感性有所增加，而且未来可能还有新的危险因素出现。 

 

1.4  毒力因子与暴发菌株 

与艰难梭菌高致病性有关的暴发株，报道最多的是 BI/NAP1/027 型，即： restriction 

endonuclease analysis (REA) type BI, North American pulsed-field gel electrophoresis type 1, PCR 

ribotype 027，限制性内切酶分析 BI 型/北美脉冲场凝胶电泳 1 型/核糖体分型 027 型。该菌株已
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有全球性的播散趋势，在欧美广泛发现，亚洲亦有零星报道，我国尚未见诸报端[12]。自从在加

拿大出现暴发流行后，BI/NAP1/027 型艰难梭菌株的暴发被相继多次报道。至 2007 年 11 月，美

国已有 38 个州的住院患者中发现了 BI/NAP1/027 型菌株[19]。加拿大的一项前瞻性研究[20]收集了

来自 88 家医院的艰难梭菌菌株，在暴发逐渐平息后仍发现 BI/NAP1/027 型菌株的持续存在（占

总分离株的 57%）。Biller 等[21]在美国宾夕法尼亚州的一家医院发现了一次该菌株的流行，首次

治疗时用左氧氟沙星无效，后改用莫西沙星。这种非典型菌株于 1984 年首次分离时，在人群中

还十分罕见，且对喹诺酮敏感[22]。随着喹诺酮类抗生素的广泛使用，近年来高毒性的 BI/NAP1/027

型艰难梭菌株已对喹诺酮类产生耐药[23]，给临床治疗带来了难题。 

通常情况下，艰难梭菌主要产生两种毒素：肠毒素（毒素 A）和细胞毒素（毒素 B），分别

由 tcdA 和 tcdB 基因编码，受 tcdC 基因的负调控。不同的是，BI/NAP1/027 型菌株 tcdC 基因存

在突变，导致毒素的产生难以抑制和调节，因此，较之普通菌株，它能产生的 A 毒素水平为 16

倍，B 毒素水平为 23 倍[22]。由于具有更高的毒力，故该型菌株感染后疾病的严重性显著增加，

致死率将高达 65%
[6]。BI/NAP1/027 型菌株还能产生一种二元毒素（由 cdtA、cdtB 基因编码），

故该菌株属毒素型别 III 型（toxinotype III）。关于二元毒素的作用尚存在争议，但它被认为在引

发严重疾病时有辅助作用[23]。BI/NAP1/027 型菌株的 tcdC 基因功能失常是因为该基因第 117 位

上单个核苷酸的缺失，导致提前形成终止密码子，灭活了 tcdC 基因对 tcdA 和 tcdB 基因的下调作

用[24]。该型菌株 tcdC 基因有 18 个碱基对缺失，可能与其对喹诺酮类的高度耐药和暴发流行有关
[12]。 

2005 年，艰难梭菌 078 型/毒素型别Ⅴ型在荷兰出现。078 型主要侵害年轻人，多属于社区

获得性 CDI
[25]。艰难梭菌 078 型和 BI/NAP1/027 型有类似的毒素，其 tcdC 基因有 39bp 的缺失，

并含第 184 位点突变，导致终止密码子提前产生。此外，人类和动物间艰难梭菌 078 型的基因

序列高度一致[26]，说明该型艰难梭菌在人和动物之间可能不存在种族差异，为其传播创造了有

利条件。所以有理由推测，若没有行之有效的预防和控制措施，艰难梭菌 078 型的感染率也许会

逐年递增。 

 

2  诊断 

 

近年来全球艰难梭菌感染率的不断提高使得临床医生对 CDAD 的关注不断升级，越来越多

研究和临床案例的报导以及微生物学、免疫学及分子生物学技术的快速发展给临床诊断提供了不

少指导和帮助。目前对 CDI 相关性疾病的诊断主要依赖临床表现和实验室检测。 

 

2.1  临床表现 

CDI 的临床表现多样，多为轻至中度水样腹泻，重症者出现威胁生命的中毒性巨结肠和败血

症。常见的症状包括腹痛、腹泻、发热、厌食、恶心和疲乏等。实验室检查伴有白细胞增高、

C-反应蛋白增高和清蛋白降低[27]。艰难梭菌感染后可从轻微腹泻发展至伪膜性肠炎，症状发生

发展需 5 到 10 天，而抗生素使用不当可使症状持续 10 周。患者表现为突发性腹泻，粪便有恶臭

气味，可见黏液。部分急性伪膜性肠炎患者可不出现腹泻，但有腹痛、发热的表现，最终导致电

解质紊乱、低蛋白血症和麻痹性肠梗阻[28]。感染如不及时根治，相关症状可反复出现，因此确

诊腹泻是否由 CDI 引起对于采取针对性治疗措施相当重要。 
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2.2  实验室检测 

2.2.1  细菌厌氧培养  艰难梭菌的厌氧培养灵敏度较高，在环丝氨酸-头孢西丁-果糖-卵黄琼

脂（CCFA）培养基上形成粗糙型黄色菌落，脂酶、卵磷脂酶为阴性[29]。但该方法耗时较长，且

培养阳性不能确定其是否产生毒素。 

2.2.2  细胞培养毒素中和试验  该方法一度被认为是临床诊断 CDAD 的金标准[30]。粪便离

心沉淀，上清液过滤除菌后加入细胞培养液。若为产毒株，通过细胞培养会产生细胞病变效应，

且可以被特异性抗毒素所中和。细胞毒试验的灵敏度和特异性分别为 93%和 89%
[31]。但由于细

胞培养时间长、对设备要求高，使其应用受到一定限制，无法大范围推广。 

2.2.3  酶免疫法检测毒素  许多实验室采用酶免疫法(EIA)来检测艰难梭菌毒素，其灵敏度

和特异性范围分别为 50-90%、70-95%
[31]。当临床怀疑艰难梭菌相关性肠炎时，标准的方法要送

检三份粪便标本[32]。研究表明，第二次检测的累积阴性预测值(NPV)能从第一次的 85%提高到

96%，而第三次重复实验对于提高诊断价值的作用不大[31]。因此，在现今医疗资源有限的大环境

下，EIA 法检测艰难梭菌毒素连续两次得到阴性结果，基本足以排除 CDAD 的可能。 

2.2.4  ELISA 法检测谷氨酸脱氢酶  这是一种确定粪便标本中艰难梭菌存在与否的简便、

快速的方法。谷氨酸脱氢酶（GDH）是艰难梭菌的共同抗原，但和细菌培养相似，检测 GDH 不

能确定菌株是否产毒素。据此，Ticehurst 等[33]采用两步法检测艰难梭菌，弥补了上述缺点。第

一步先用快速法筛选艰难梭菌 GDH 抗原，然后第二步对 GDH 阳性者做细胞毒试验或 EIA 检测

毒素用于确证。两步法的灵敏度达 98%，特异性为 89%。 

2.2.5  PCR 检测毒素基因  分子诊断技术为 CDI 的快速诊断提供了越来越重要的工具。目

前美国已有三家公司生产的艰难梭菌基因诊断试剂盒通过了美国食品药品监督管理局认证，他们

分别是 BD GeneOhm、Cepheid 和 Prodesse 公司[27]。与金标准细胞毒试验相比，基因诊断试剂盒

具有灵敏度极高、特异性稍低的特点。PCR 法能在收到标本当天出报告，但同时也面临着成本

预算过高、从粪便中抽提分离 DNA 困难等问题。Ann 等[34]研发了一种可直接用于粪便标本 tcdB

基因检测的实时 PCR 方法。他们以细胞毒试验合并 PCR 法作为金标准，评估了结合检测 GDH

（EIA 法）、A/B 毒素（EIA 法）和 tcdB 基因（PCR 法）的三步法方案的应用价值。该方案仅对

GDH-EIA 阳性且 A/B 毒素-EIA 阴性的标本加做 tcdB 基因的 PCR 检测，大大提高了检测效率。 

 

    综上所述，每种检测方法各有其利弊。细菌厌氧培养和细胞培养毒素中和试验虽是直观而传

统的经典方法，但其检测时间长，后者对技术要求也较高，故不适于广泛投入临床应用。免疫和

分子生物学方法的优势是省时且操作简便，但成本较高，特异性稍差些。目前尚无最佳的单一检

测方法，满足既有高灵敏度和特异性，又经济、快速、有效。较优化的方案是把多种方法联合应

用以取长补短，特别是将 EIA 和 PCR 联用来代替细胞毒试验，在保证灵敏度和特异性高的同时，

也具有相对较短的周转时间（turn around time）。 

 

3  治疗 

 

随着艰难梭菌高毒力株、耐药株的相继出现和流行，CDI 的严重程度和复发率越来越高，无

疑给疾病的治疗提出了更高的要求。治疗原则是先停用腹泻相关抗生素，给予液体和补充电解质

等支持治疗，然后视情况采取针对性措施。总体而言，恢复肠道正常菌群是治疗 CDAD 的关键。 
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3.1  抗菌治疗 

尽管万古霉素是唯一被美国 FDA 批准治疗 CDAD 的药物[35]，许多权威专家建议仅在遇到严

重危及生命的病例或甲硝唑治疗无效时再用万古霉素。20 世纪 90 年代后期，鉴于甲硝唑对疾病

的遏制效果与口服万古霉素相似，为避免由于万古霉素的频繁使用导致耐万古霉素肠球菌（VRE）

的出现，美国 CDC 推荐采用甲硝唑作为治疗 CDAD 的标准方法，口服万古霉素不作为 CDAD

治疗的首选药物[36]。研究表明，对于轻型 CDAD，万古霉素和甲硝唑的疗效相同；但对于重型

CDAD，万古霉素疗效更优[37]，因为随着腹泻严重程度的发展，病人结肠中甲硝唑的浓度有显著

下降，成为导致甲硝唑疗法失败和疾病复发的因素之一。近年来，甲硝唑治疗 CDAD 的有效性

有所下降，主要问题与它的药代动力学有关[38]。健康人口服甲硝唑 90%以上在小肠内吸收，而

CDAD 患者药物在肠腔停留时间大大减少，致使多数药物都被排泄，吸收量有限。严重的 CDAD

推荐用万古霉素治疗，但仍有一定的复发率（11-19%）[2]。研究表明，甲硝唑与万古霉素对高毒

力株 NAP1 型的疗效相仿[35]。 

除去上述两种经典药物，针对 CDAD 的其它抗菌药物[27]有：①聚苯乙烯吸附剂(Tolevamer)，

通过吸附毒素 A、B，抑制由毒素导致的肠道液体积聚，从而迅速减少腹泻液量，明显降低 CDI

的病死率。②硝唑尼特，口服给药肠道内药物浓度高，适用于使用甲硝唑无效或复发者。③雷莫

拉宁，通过阻断肽聚糖合成而达到抗菌目的，能减少毒素产生，有效杀死芽孢并防止其再生。④

利福昔明，通过抑制细菌 RNA 合成而发挥抗菌活性。 

2011年 5月 27 日，美国 FDA 发布公告，批准非达霉素(Fidaxomicin)口服片剂用于治疗CDAD

（http://www.fda.gov）。 

 

3.2  免疫治疗 

所谓免疫治疗，就是使用免疫球蛋白或者针对艰难梭菌菌体或其毒素的特异性抗体，提高血

清抗体水平来抵抗病原菌，以达到保护机体的作用。已有学者开展大量动物实验和临床试验，来

验证免疫疗法的可行性。有报道采用静脉注射人免疫球蛋白配合基础疗法治疗重症 CDAD 病例

获得成功[27]。另一试验从免疫了艰难梭菌的牛体内提取抗体，注入已用万古霉素治疗 10 天的 CDI

患者，未发现不良反应。宿主的免疫应答是 CDI 是否会复发的重要预测指征，有研究发现体内

产生抗毒素 A、B 抗体的患者没有再次复发 CDI
[2]。目前已发现单克隆抗体 MDX-066 和

MDX-1388，分别具有直接抵抗毒素 A 和毒素 B 的作用，临床试验验证了其辅助标准抗菌疗法对

预防 CDI 复发的价值[39]。 

除了利用外源性抗体对人体进行被动免疫，为预防 CDI 的发生，还可以采取主动免疫方法

诱导机体产生对菌体成分或毒素的中和抗体。于是研制合适的疫苗成了亟待解决的新问题，但疫

苗真正投入使用之前还有待充分的实验对其安全性和有效性做出评估。 

 

3.3  菌群调节治疗 

多数 CDAD 是肠道菌群失调的结果，因此微生态制剂（益生菌活菌制剂）在 CDAD 的治疗

方面有较大应用前景。肠道益生菌，如：boulardii 酵母菌，乳酸杆菌、双歧杆菌等，对于调节菌

群紊乱、恢复肠道正常微生态环境起着积极作用。赵继顺等[40]探讨了 boulardii 酵母菌对小儿抗

生素相关性肠炎的疗效，发现其可降低致病菌的浓度及其相关毒素产量，从而缩短腹泻病程，提

高治愈率。boulardii 酵母菌能预防复发，但对首发 CDAD 的患者无效[41]。有随机对照试验使用

抗生素和益生菌结合治疗 CDI，发现使用益生菌后 CDI 的风险明显降低[2]。最近英国一则报道称，

一种含有干酪乳杆菌、保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌的特殊酸奶饮品可以减低 50 岁以上使用抗
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生素患者 CDI 的发病风险[42]。另一种恢复肠道菌群的方法是用正常人的粪便行灌肠术，荷兰已

针对 CDI 反复发作的患者开展了相关临床试验[39]。 

 

如今，治疗 CDI 的方法不断扩充，除了两种经典抗生素以外，还有许多其它的选择。但由

于患者之间存在个体差异，临床医生在治疗时仍需根据实际情况挑选合适的方案。特别是暴发性

重症 CDAD 患者可给予口服万古霉素及静脉注射甲硝唑联合治疗，必要时采取结肠切除手术[43]。

复发患者的治疗可采用抗生素结合免疫球蛋白或微生态制剂。 

 

4  结语 

     

随着广谱抗生素的频繁使用，CDI 在国内外已广泛流行，发病率呈逐年上升趋势。过去几十

年间，高毒力株和耐药株的出现导致 CDI 的流行病学不断改变，也使得疾病严重程度、复发率

和死亡率明显增高，给临床诊治带来了一定的困境。建立标准化的 CDI 疾病分级系统、检测程

序和治疗方案已迫在眉睫，而新型实验检测方法和治疗手段的研发，也给未来 CDI 的诊治带来

了更多的选择和希望。鉴于目前疾病传播途径和感染危险因素趋于多样化，CDI 的发生范围已从

医院蔓延至社区，对疾病的预防和控制提出了更高的要求。在院内限制抗生素的过度使用、注意

患者隔离和环境消毒、加强医务人员的手卫生防护，在社区避免与高危人群和其它污染源的接触，

是防控 CDI 的重要措施。此外，对医务人员和群众普及 CDI 相关疾病的知识，有助于降低院内

和社区 CDI 的发病风险。 
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译文及原文 

 

中国艰难梭菌的感染情况 

 

摘要 

 

过去 20 年中，艰难梭菌感染已成为西方国家院内感染的主要因素之一。然而，关于中国医

疗系统中艰难梭菌感染状况的信息还十分有限。鉴于国内老年人口数量庞大且不断增加以及被广

泛认识到的过度使用广谱抗生素的问题，了解国内艰难梭菌感染的流行病学和潜在危险因素显得

十分重要。笔者对包括中文杂志在内的可获取的出版研究刊物做了一次文献综述。一篇对目前可

得文献做的综述中指出了国内存在艰难梭菌的感染，而这种感染并非某地区所特有。这项发现将

促进研究者们开展更为精心设计且大范围的研究，从而对中国艰难梭菌的实际感染情况，包括与

之相关危险因素的鉴定，提出更可靠的基于流行病学的结论。这些研究结果最终将为建立适当的

策略来预防艰难梭菌感染及其在中国和其它发展中国家造成的巨大不利影响提供有价值的信息。 

 

关键词：艰难梭菌，综述，流行，发病率，危险因素 

 

引言 

艰难梭菌是一种厌氧的革兰阳性杆菌，它形成的芽孢能抵抗医院内常规使用的许多消毒剂，

且能在医院环境中存活 6 个月以上。因此，艰难梭菌可通过医疗设备、地面和医务人员的手在院

内进行广泛传播。艰难梭菌是西方国家院内感染的主要病原菌之一，近年来其流行趋势正以惊人

的速度在增加。然而，艰难梭菌感染的流行病学在包括中国在内的发展中国家仍不清楚，且因为

出版的英文文献中着眼于艰难梭菌在中国感染情况的文献数量有限，使得其流行病学的研究变得

越发困难。与此同时，中国医生普遍对艰难梭菌感染的认识不够，仅一小部分传染病专家知道在

对表现出腹泻症状的住院患者进行常规鉴别诊断时，要把艰难梭菌考虑在内。这篇综述从英文和

国内医学文献中概述了与国内艰难梭菌感染相关的信息，从而能为全球卫生服务提供者、流行病

学家、卫生制度决策者、新型抗艰难梭菌疗法的研发者提供现时的参考，以满足他们对如何理解

与应对全球艰难梭菌感染趋势的潜在兴趣。 

 

发病率与疾病流行趋势 

有文章充分记载了在过去的 10-20 年中西方国家艰难梭菌感染的发病率正在逐渐上升。1996

年，美国医院中艰难梭菌的感染率是每 1000 万病人中 31 例；到 2003 年，感染率猛增至每 1000

万病人中 61 例。感染控制和流行病学专家协会的研究表明：在住院患者中，艰难梭菌的检出率

为 13.1%，发病率为 12.4%，比前述数据有明显提升。根据一项研究，在美国短期住院后出院的

患者中被诊断为艰难梭菌相关性疾病的人数从 1996 年的 8.2 万(31/10 万人)上升至 2003 年的 17.8
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万(61/10 万人)，翻了一倍多。在美国的另一项研究中，从 2000-2006 年间，每年医院起病及与医

疗设施相关的艰难梭菌感染的总发病率有显著提高（7.0-8.5 例/10 万病人日）。相比之下，荷兰

被鉴定出 6201 例艰难梭菌感染的病例(118.3/10 万人)，而在 2008 年参与统计的 14 家荷兰医院中，

艰难梭菌感染的发病率为每 10 万位入院患者中 18 名。此外，自加拿大首先报道了高产毒性

NAP-1/027 型艰难梭菌后，这种菌株已经传播到美国、欧洲和亚洲并引发当地的暴发流行。

NAP-1/027 型菌株肠毒素的高表达及对喹诺酮的耐药性使艰难梭菌感染后的相关致死率增加到

一个高度惊人的水平，6.9%。根据一篇关于艰难梭菌全球性感染的流行病学概述，北美和欧洲

艰难梭菌感染率的提高很大程度上与这种型别有关。 

与此同时，已出版的文献中鲜有国内艰难梭菌感染总体发病率的报道。作为一家中国上海的

主要教学医院，华山医院开展了一项为期一年（2007-2008）的研究，对 587 例疑似艰难梭菌感

染的粪便标本进行检测。74位病人（12.6%）通过细菌培养检出为艰难梭菌阳性，其中13名（17.6%）

病人感染的菌株不产毒素。在中国南方的常规住院患者中，1994-1997 年间来自广州中山医科大

学第一附属医院的 183 名腹泻患者接受了检测鉴定，其中 21 名（11.5%）被诊断为艰难梭菌感染。

另一项在华南地区的研究显示，257 位被确诊为因使用抗生素导致腹泻的住院患者中，5.06%测

得有艰难梭菌感染。有人在华北地区的北京医院进行了一次研究，发现 1998-2001 年间的 71428

名住院患者里，36 例被鉴定为艰难梭菌感染。 

由于艰难梭菌的感染在恶性肿瘤患者中比较普遍，关于其发病率的研究也着眼于这些特殊的

住院人群。内蒙古地区一组接受常规化疗的病人中(N=2778)，44 名（1.6%）有艰难梭菌感染。

但在同一地区展开的另一项研究中，1074 名接受化疗的患者内就有 38 名（3.5%）被诊断为艰难

梭菌感染。天津的一次研究中，4697 位接受化疗的患者中有 87 位（1.9%）鉴定为艰难梭菌阳性。

对于其他住院人群，据一项研究报道称，在 1998-1999 年里的三个月间，140 名神经科病房住院

患者中的发病率为 3.57%。另一研究报导了 36 名接受神经外科手术后发生抗生素相关性腹泻的

病人中，有 2 例是艰难梭菌感染。（又有记载）44 名接受异体造血干细胞移植的腹泻病人中，12

例（27.27%）被诊断为艰难梭菌感染。一项研究表明，小儿科病人中慢性持续性腹泻患者的艰

难梭菌感染率是 1.59%（11/693），但急性腹泻患者的感染率却为 0%。 

尽管还没有权威而系统性的认定，某些因素仍被认为可能影响国内住院患者中艰难梭菌感染

的发病率。国内医师的观点是：中国住院患者接受的总体临床医疗条件不如西方国家严格；在中

国医院内缺乏将粪便标本从腹泻患者运送至实验室检测的明确操作规程，还有临床医生往往在实

验室确诊之前就开始治疗。与西方国家的情况相似，用传统细菌培养的方法来诊断艰难梭菌感染

在许多医院里不配套开展，而因为诊断试剂盒的成本高，新型基于毒素检测的诊断方法也无法应

用于常规的临床实践。 

 

中国艰难梭菌感染的复发率 

控制艰难梭菌感染的一个重要衡量指标是防止它在相同患者群中的再次感染。当前还缺少关

于艰难梭菌感染复发率的可靠信息。华山医院开展了一项为期一年的研究，发现 56 名被确诊艰

难梭菌感染的患者里有 5 个复发案例（8.9%）。此研究中对复发的定义是：在前次腹泻发作缓解

且停止使用抗生素后 7-30 天内，患者再次出现感染症状且细菌培养阳性。研究发现，所有复发

分离到的菌株都有一个相似点，它们与各自首发的分离株具有相同的毒素特点和 PCR 核糖体型

别。但是，在接受异体造血干细胞移植的病人中，即便采取了适当的抗生素疗法，依然有高度的

复发率（16.67%）。 
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中国艰难梭菌感染性疾病的严重程度 

因为在中国医疗系统里还没有关于艰难梭菌感染严重程度的明确界定，导致医生们对感染严

重程度的描述往往不一致，而且许多研究中常无法描述相关感染的严重程度。一则极端的报道中

140 名神经科病房的病人里有 5 例（3.57%）被诊断为艰难梭菌感染，其中 4 例被描述为重型或

极重型感染，而仅 1 例被归为轻微型。在此 5 位病人中，2 人死于与重型艰难梭菌感染相关的并

发症。 

 

中国艰难梭菌感染的相关危险因素 

基础疾病的存在（一体多病）可能是艰难梭菌感染的一大危险因素。与常规住院患者相比，

患有恶性肿瘤会增加艰难梭菌的感染率。一项研究中，华南地区 21 位艰难梭菌感染的病人里恶

性肿瘤患者占据了 10 例(47.6%)，相较之下，接受外科手术的患者为 8 例（38.1%），而有重要脏

器慢性疾病的患者为 3 例（14%）。艰难梭菌感染的另一个重要因素是慢性病引起的体质下降。

华北地区一项研究显示，36 例艰难梭菌感染的病例中，28 名患者（77.8%）有严重慢性疾病。

另一研究中 44 名感染者里的 30 名亦长期受慢性病困扰。 

与艰难梭菌感染增加有关的另一危险因素是广谱抗生素的使用，特别是头孢菌素、广谱青霉

素、喹诺酮类和氨基糖苷类抗生素。在中国，抗生素简便易得、且常被过度使用；多数研究已表

明使用一种以上的抗生素有导致艰难梭菌感染的可能，这种现象即抗生素相关性腹泻（AAD）。

据推测，不合理地使用抗生素，尤其是广谱抗生素，会导致肠道正常菌群的大量减少，从而使机

会致病菌能够定植并致病。艰难梭菌是机会致病菌之一，它能分泌肠毒素。肠道菌群的缺失削弱

了它们分解毒素的能力，使得艰难梭菌感染后，产生的肠毒素与肠上皮细胞结合并激活下游信号

通路，导致炎症细胞的聚集和大量炎性介质的释放。这一系列事件的发生最终引起肠道的水肿和

坏死，患者表现为腹痛和腹泻。 

根据对接受化疗或异体造血干细胞移植的病人进行的观察研究，宿主的免疫状态也会引起艰

难梭菌感染率的提高。然而，由于这些病人大多数都在感染期间使用了广谱抗生素，研究结果往

往被混淆。 

其它被认为与艰难梭菌感染增加相关的因素还有：住院、使用呼吸插管、胃管等。这些危险

因素与 C 反应蛋白的升高和清蛋白的降低有关。但目前还缺少强有力的临床数据作为这些因素

与疾病相关性的明确支撑。 

 

国内地方性艰难梭菌菌株 

一项对住院患者的研究中，在 56 株被鉴定为毒素阳性的艰难梭菌分离株里，43 株（77%）

为毒素 A 和毒素 B 双阳性，13 株（23%）为毒素 A 阴性、毒素 B 阳性。此外，这些临床分离株

中未发现产二元毒素或 TcdC 缺失的菌株。耐药性方面，56 株艰难梭菌中对莫西沙星、环丙沙星、

左氧氟沙星、红霉素、克林霉素、四环素和利福平耐药的分别占 46.4%、100%、60.7%、71.4%、

71.4%、35.7%和 25.0%，而所有菌株对甲硝唑、万古霉素、美罗培南和哌拉西林/他佐巴坦都敏

感。这些菌株分属 14 种不同的核糖体型别，一种特殊的克隆株 SHⅡ占总分离株的 25%，但没

有属于核糖体型 027 的菌株。在两份相关稿件中报道了一则更近期的研究结果，一家北京的综合

性医院里 112 名腹泻病人中有 12 例（10.7%）被鉴定为艰难梭菌感染，其中 8 例（66.7%）为产

毒株；5 例是毒素 A 和毒素 B 双阳性；3 例是毒素 A 阴性、毒素 B 阳性。研究还对 8 株毒素阳

性菌株的不同耐药水平做了检测。对氨苄西林、克林霉素、甲硝唑耐药的分别占 37%、87.5%和

12.5%；但这次实验中所有菌株对万古霉素都敏感。这 8 株分离株被分为 4 种基因型，ZRⅠ为主

要型别（占 62.5%）。 
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艰难梭菌感染的治疗 

采取中断或改换抗生素、质子泵抑制剂（PPI）和其它药物的方式可能就足以使艰难梭菌相

关性腹泻得以缓解。Chen 等人的研究中记录了 11 名患者中 100%在停用抗生素后轻型艰难梭菌

感染便能够消除。由于艰难梭菌感染的患者肠道中乳酸杆菌、双歧杆菌和其它肠道正常菌群显著

减少，地衣芽孢杆菌活菌剂、双歧三联活菌剂、酪酸菌等益生菌处方也许有助于治愈感染。某研

究中的 10 名有症状患者在使用了地衣芽孢杆菌活菌剂后，伪膜性肠炎被治愈了。对中度或重度

感染的病例，可采用含有针对艰难梭菌毒素的特异性抗体的 γ 球蛋白来治疗。但是，最常用的方

案还是给予甲硝唑治疗，因为此药能抑制细菌 DNA 的合成，而且易于获得。虽然如此，考虑到

甲硝唑引起的胃肠道副作用，逐渐增长的耐药率和它相对而言的低效性，中国医生经常倾向于使

用万古霉素（治疗艰难梭菌感染），因为它具有起效快、高效、复发及耐药率低的优点。一项研

究中 102 位接受化疗后出现腹泻的患者里，87 位艰难梭菌阳性的患者都能够用万古霉素有效地

治愈。 

在中国用中药治疗艰难梭菌感染在临床应用中已属常见。一则报道中，72 例用中医疗法（即：

葛根、黄芩和黄连煎药）治疗抗生素相关性腹泻的患者相比对照组而言，症状消除得更快。另一

项研究中，采用四种中药材合并万古霉素的治疗组总有效率为 93.33%，而仅采用万古霉素的治

疗组总有效率仅为 76.66%。Dai 等人用大蒜制剂治疗伪膜性肠炎也得到了相同的结论。 

 

结论 

由于缺乏大规模的研究，中国艰难梭菌感染的确切发病率仍然未知；但这样的研究需要借助

于简便而经济的诊断试验。目前仅有的一些研究表明，近年来在总体住院患者中，国内患者艰难

梭菌的感染率可能低于西方国家。然而，艰难梭菌在高危患者中的感染也许更加普遍，比如 ICU

病房和接受肿瘤治疗的患者。经实验室检测确诊为艰难梭菌感染的病例，多数为毒素 A 和毒素 B

双阳性，仅一种毒素（毒素 B）为阳性的也可见，此外尚未鉴别出新的毒素亚型。治疗艰难梭菌

感染的抗生素疗法与西方国家相似，而采用其它不同方法（包括中医疗法）治疗的案例也曾有报

导。 
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