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摘要　 目的　 针对国内艰难梭菌毒素 Ｂ（ＴｃｄＢ）基因型的生物信息学分析，并通过原核表达制备 ＴｃｄＢ，为有效疫苗的开发提供

数据支持。 方法　 利用多个生物信息学软件，如 Ｓｎｉｐｐｙ，Ｂｌａｓｔ，Ｍｕｓｃｌｅ，Ｒ 语言下的 ｄｉｓｔ． ａｌｉｇｎｍｅｎｔ（ ）函数与 ｈｃｌｕｓｔ（ ）函数，对
ＮＣＢＩ Ｇｅｎｂａｎｋ 数据库中中国境内的 １ ３５５ 株艰难梭菌基因组进行比对、分析，构建系统发育树，并对其 ＴｃｄＢ 进行分群、建树。
使用在线生物信息学分析网站，对占比最大的 ＴｃｄＢ１ 与 ＴｃｄＢ２ 亚群的代表性菌株的蛋白质结构及抗原表位进行预测并分析。
通过构建重组质粒，使用原核表达系统，纯化抗原蛋白 ＴｃｄＢ。 结果　 根据 ＴｃｄＢ 的基因型，国内 １ ３５５ 株艰难梭菌大抵上可分

为 １２ 个亚型，以 ＴｃｄＢ１ 与 ＴｃｄＢ２ 为主要亚型，占所有分离得到的菌株数量的 ９３. ９４％以上；约 １７. ２０％的菌株为非产毒菌株或

缺乏 ＴｃｄＢ，单独表达艰难梭菌毒素 Ａ。 ＴｃｄＢ１ 与 ＴｃｄＢ２ 的抗原表位分布基本一致，多分布于蛋白 Ｃ 端重复组合寡肽结构域

外。 结论　 成功建立了一种专门针对国内 ＴｃｄＢ 的分型系统，可对其主要亚型的代表性菌株进行抗原表位的预测，并对筛选

后的 ＴｃｄＢ 进行重组表达制备。
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　 　 艰难梭菌是一类专性厌氧型细菌［１］，艰难梭菌

毒素 Ｂ（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｏｉｄｅｓ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ｔｏｘｉｎ Ｂ， ＴｃｄＢ）是其最

重要的毒力因子［２ － ３］。 既往针对艰难梭菌疫苗的研

究多停留在临床试验阶段或失败［４ － ５］。 笔者推测在

菌株和抗原表位的选择上，是否存在不合理性。 如，
传统实验方法对复杂构象表位的识别能力有限，可
能导致关键中和表位的遗漏，从而影响到对免疫原

性的评估。 得益于生物信息学技术的快速发展，多
种在线分析工具可通过 ＡＩ 模型对抗原蛋白的理化

性质、空间结构、抗原表位等进行分析与预测［６ － ９］，
从而筛选出潜在的疫苗候选表位，加快疫苗研发进

程。 此外，已经有大量的艰难梭菌基因组数据被上

传至多个公共数据库中以供查询，也有文献对这些

数据作了系统性的分析［１０ － １１］，但聚焦在中国，则缺

少艰难梭菌的流行情况及详情信息。 该研究计划通

过生物信息学方法，对中国艰难梭菌的流行情况进

行分析，对其分泌的 ＴｃｄＢ 进行分群，同时对主流亚

型的优势抗原表位进行预测，并对大分子毒素蛋白

进行重组表达，为疫苗研究提供新思路。

１　 材料与方法

１． １　 基因组数据收集　 登录 ＮＣＢＩ 网站，点击进入

Ｐａｔｈｏｇｅｎ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／
ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ／ ），输入关键词“Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ”并检

索，下载所有艰难梭菌基因组信息表，总计 ２８ ５７５
株。 根据表中所显示的“Ｌｏｃａｔｉｏｎ”信息，单独挑选出

包括港澳台在内的中国地区，总计 １ ４８５ 株。 由于

部分菌株（ｎ ＝ １３０，９. ５９％ ）相关信息缺失，故不纳

入后续分析。
１． ２　 艰难梭菌系统发育分析　 使用 Ｓｎｉｐｐｙ 提取单

核苷酸多态性，以生成核基因组比对。 使用 Ｆａｓｔ⁃
ｔｒｅｅ２ 将核基因组比对生成最大似然系统发育树（将
ＶＰＩ１０４６３ 作为参考序列）。 建树结果使用 ｉＴＯＬ（ｈｔ⁃
ｔｐｓ： ／ ／ ｉｔｏｌ． ｅｍｂｌ． ｄｅ ／ ） ［１２］加工美化后展示。
１． ３　 多位点序列分型（ｍｕｌｔｉ⁃ｌｏｃｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｙｐ⁃
ｉｎｇ，ＭＬＳＴ）分析　 ＭＬＳＴ 是一种基于核酸序列测定

的细菌分型方法。 登录在线网站 ＰｕｂＭＬＳＴ （ ｈｔ⁃
ｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｍｌｓｔ． ｏｒｇ ／ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ ／ ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｏｉｄｅｓ⁃ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ），
使用 Ｏｘｆｏｒｄ 分类法，将每一株艰难梭菌氨基酸序列

输入后，即可获得其对应的序列类型 （ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
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ｔｙｐｅ，ＳＴ）。
１． ４ 　 艰难梭菌 ＴｃｄＢ 氨基酸序列收集 　 将

ＶＰＩ１０４６３ ＴｃｄＢ 氨基酸序列作为参考序列，使用

Ｂｌａｓｔ，默认参数，分别比对下载的每一株艰难梭菌基

因组氨基酸序列。 依据“ ｉｄｅｎｔｉｔｙ”获取每一株艰难

梭菌 ＴｃｄＢ 编号，使用 Ｓｅｑｋｉｔ，根据序列名称提取每

一株艰难梭菌 ＴｃｄＢ 氨基酸序列。
１． ５　 艰难梭菌 ＴｃｄＢ 进化分析　 将下载得到的所

有艰难梭菌 ＴｃｄＢ 氨基酸序列合并为一个“． ｆａｓｔａ”
格式文件。 使用 Ｍｕｓｃｌｅ，默认参数，将各条序列比对

对齐，再采用 ｆａｓｔｔｒｅｅ２ 绘制进化树，建树结果使用

ｉＴＯＬ［１２］展示。
１． ６　 序列聚类与分析　 将对齐后的序列输入 Ｒ 环

境中，使用 ｓｅｑｉｎＲ ｐａｃｋａｇｅ 中的 ｄｉｓｔ． ａｌｉｇｎｍｅｎｔ（ ）函

数将 ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ 多序列比对转化为

距离矩阵 ｄｉｓｔａｎｃｅ ｍａｔｒｉｘ。 使用 ｈｃｌｕｓｔ（ ）函数，采用

平均连锁作为聚类方法，并选择聚类阈值。 根据阈

值大小，结合进化分析，即可对 ＴｃｄＢ 进行分群，生
成 ＴｃｄＢ 亚型［１０ － １１］。 将分型结果映射到进化树上，
使用 ｉＴＯＬ［１２］加工美化后展示。
１． ７　 艰难梭菌 ＴｃｄＢ 生物信息学分析

１． ７． １　 理化性质预测　 登录 ＥＸｐａｓｙ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ．
ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ） ［６］，输入 ＴｃｄＢ 的氨基酸序

列，即可得到其理化性质的分析预测信息。
１． ７． ２ 　 信号肽及跨膜区预测 　 登录 ＤＴＵ Ｈｅａｌｔｈ
Ｔｅｃｈ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ． ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ． ｄｔｕ． ｄｋ），选择 Ｓｉｇ⁃
ｎａｌＰ⁃６. ０ 工具，输入 ＴｃｄＢ 的氨基酸序列，即可得到

其信号肽及位置的分析预测信息。 选择 ＴＭＨＭＭ⁃
２. ０ 工具 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ． ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖ⁃
ｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ⁃２. ０ ／ ），即可对该蛋白跨膜区进行预

测。
１． ７． ３ 　 空间结构预测 　 登录 ＮＰＳ＠ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ
－ ｐｂｉｌ． ｉｂｃｐ． ｆｒ ／ ）， 选择 ＳＯＰＭＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 功能，输入 ＴｃｄＢ 的氨基酸序列，
即可对蛋白质的二级结构进行预测。
１． ７． ４ 　 Ｂ、Ｔ 细胞表位预测 　 登录 ＡＢＣｐｒｅｄ （ ｈｔ⁃
ｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂｓ． ｉｉｉｔｄ． ｅｄｕ． ｉｎ ／ ｒａｇｈａｖａ ／ ａｂｃｐｒｅｄ ／ ＡＢＣ＿ｓｕｂ⁃
ｍｉｓｓｉｏｎ． ｈｔｍｌ）与 ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｙｆｐｅｉｔｈｉ．
ｄｅ ／ ｂｉｎ ／ ＭＨＣＳｅｒｖｅｒ． ｄｌｌ ／ ＥｐｉｔｏｐｅＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｈｔｍ） ［７ － ８］，
输入 ＴｃｄＢ 的氨基酸序列，即可对其 Ｂ、Ｔ 细胞表位

进行预测。 登录 ＶａｘｉＪｅｎ ｖ２. ０ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｄｄｇ －
ｐｈａｒｍｆａｃ． ｎｅｔ ／ ｖａｘｉｊｅｎ ／ ＶａｘｉＪｅｎ ／ ＶａｘｉＪｅｎ． ｈｔｍｌ ） ［９］， 输

入分析得到的优势表位序列，可对其抗原性进行分

析。

１． ８　 抗原蛋白 ＴｃｄＢ 的原核表达及纯化

１． ８． １ 　 主要试剂　 氨苄青霉素储存液、异丙基⁃β⁃
Ｄ⁃硫代半乳糖苷（ ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ β⁃Ｄ⁃１⁃ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏ⁃
ｓｉｄｅ， ＩＰＴＧ）、 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒 （货号：
Ａ１１７０、Ｉ８０７０、ＰＣ００２０）购自北京索莱宝科技有限公

司。 ＢＬ２１（ＤＥ３）化学感受态细胞（货号：ＣＤ６０１）购
自北京全式金生物技术有限公司。 ＨｉｓＴｒａｐＴＭ ＦＦ
Ｃｒｕｄｅ（货号：１７５２８６０１）购自美国 Ｃｙｔｉｖａ 公司。 兔源

性抗 ＴｃｄＢ 单克隆抗体（１ ∶ １ ０００）、ＨＲＰ 偶联羊抗

兔 ＩｇＧ 抗 体 （ １ ∶ １０ ０００ ） （ 货 号： ａｂ２７０４５２、
ａｂ２０５７１８）购自英国 Ａｂｃａｍ 公司。
１． ８． ２ 　 主 要 仪 器 　 化学发光成像仪 （ 型号：
ＭｉｎｉＣｈｅｍｉ８３０）购自北京赛智创业科技有限公司，细
胞破碎仪（型号：Ｍｉｎｉ ｐｒｏ）购自广州聚能纳米生物

科技股份有限公司，振荡培养箱（型号：ＭＱＤ⁃Ｓ３Ｒ）
购自上海旻泉仪器有限公司， ＰＣＲ 仪 （ 型号：
Ｔ１００ＴＭ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ ） 与 半 干 转 印 槽 （ 型 号：
２２１ＢＲ Ｔｒａｎｓ⁃Ｂｌｏｔ® ＳＤ Ｃｅｌｌ）购自美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公

司， ＣＯ２ 培 养 箱 （ 型 号： ＭＣＯ⁃１５ＡＣ ） 购 自 日 本

ＳＡＮＹＯ 公司，电泳仪（型号：ＪＹ６００Ｅ）购自北京君意

东方电泳设备有限公司，蛋白质纯化仪（型号：ＡＫ⁃
ＴＡＴＭ ｐｕｒｅ）购自美国 ＧＥ ＨｅａｌｔｈＣａｒｅ 公司。
１． ８． ３　 ＴｃｄＢ 重组质粒的设计、表达及蛋白纯化 　
登录在线网站 ＮＣＢＩ，从数据库中下载艰难梭菌

ＶＰＩ１０４６３ ＴｃｄＢ 基因序列（登录号：ＫＣ２９２１６２. １），并
在其 Ｃ 端插入 １０ × Ｈｉｓ 序列；经密码子优化后连接

至 ｐＥＴ２２ｂ（ ＋ ）空载体中，构建重组质粒。 通过化

学热激法将质粒转化入大肠埃希菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）细
胞系中；针对 ｐＥＴ２２ｂ（ ＋ ）设计特异性 ＰＣＲ 引物，扩
增并验证重组质粒。 挑取阳性菌落进行扩大培养，
发酵量为 ２ Ｌ。 ３７ ℃，２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养至菌液在

６００ ｎｍ 波长处吸光度数值为 ０. ６ 左右时，加入终浓

度为 ０. １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ，２０ ℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 过夜诱导

表达。 收集菌体并进行超声破碎。 离心后的上清液

使用 ＨｉｓＴｒａｐ ＦＦ Ｃｒｕｄｅ ５ ｍＬ 预装填镍柱通过 ＡＫＴＡ
纯化仪进行纯化。 梯度洗脱产物经透析后，使用

ＢＣＡ 试剂盒检测浓度。
１． ８． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 将洗脱产物与上样缓冲

液混合后进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ；使用半干转印槽，３００
ｍＡ、３０ ｍｉｎ 将条带转印到 ＰＶＤＦ 膜上。 含 ５％ 脱脂

奶粉的 ＴＢＳＴ 室温封闭 ２ ｈ 后，与抗 ＴｃｄＢ 单克隆抗

体共孵育，４ ℃过夜。 使用 ＴＢＳＴ 洗涤后，与 ＨＲＰ 偶

联的抗兔 ＩｇＧ 抗体共孵育，３７ ℃，３０ ｍｉｎ。 重复洗

涤，加入 ＥＣＬ 化学显色液，并于凝胶成像系统上显
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示条带并记录。

２　 结果

２． １　 艰难梭菌 ＴｃｄＢ 序列数据库的构建与 ＴｃｄＢ 的

分群　 １ ３５５ 株艰难梭菌基因组信息中，１ １２２ 株

（８２. ８０％ ） 艰 难 梭 菌 表 达 ＴｃｄＢ， 其 余 ２３３ 株

（１７. ２０％ ）艰难梭菌为非产毒菌株或缺失 ＴｃｄＢ，单
独表达艰难梭菌毒素 Ａ。 使用平均连锁作为聚类方

法，通过层次聚类将 １ １２２ 株艰难梭菌编码表达的

ＴｃｄＢ 分为不同的亚型，并将 １２ 个不同的 ＴｃｄＢ 亚型

标记为 ＴｃｄＢ１ ～ ＴｃｄＢ１２（图 １）。 ＴｃｄＢ１ 是其中最大

的亚型， 包含了 ８３４ 条序列， 约占总序列数的

７４. ３３％ ，其中就包含了经典菌株 Ｃ． ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ６３０ 与

ＶＰＩ１０４６３；ＴｃｄＢ２ 包含了 ２２０ 条序列，占总序列数的

１９. ６１％ ；ＴｃｄＢ３ 占总序列数的 １. ８７％ ；ＴｃｄＢ４ 占总

序列数的 １. ７０％ ；ＴｃｄＢ５ 中含有 １６ 条序列；ＴｃｄＢ６、７
中分别包含了 ５ 株与 ２ 株艰难梭菌；其余 ５ 种亚型

中的菌株数量极少。
　 　 通过比较每一种亚型所包含的所有菌株测序结

果完整性的高低，在每一种亚型中挑选一条作为该

亚型下的代表性序列，构建邻接系统发育树（图 ２）。
使用 Ｂｌａｓｔ 对各亚型下代表性菌株进行比对，氨基酸

差异大小如表 １ 所示，部分 ＴｃｄＢ 亚型间同源度较

高，如 ＴｃｄＢ１、 ＴｃｄＢ８、 ＴｃｄＢ１１。 其中， ＴｃｄＢ４ 与 Ｔｃ⁃
ｄＢ６，ＴｃｄＢ５ 与 ＴｃｄＢ７ 这两对亚群间氨基酸差异性较

小。 此外，部分亚型如 ＴｃｄＢ２、ＴｃｄＢ９ 与其它 ＴｃｄＢ
亚型间差异较大。
２． ２　 ＴｃｄＢ 各亚型在艰难梭菌系统发育中的分布　
系统发育树 Ｏｘｆｏｒｄ ＳＴ 分型结果显示： ＳＴ３（ｎ ＝ １８２，
１３. ４３％ ）、ＳＴ３５（ｎ ＝ １７９，１３. ２１％ ）、ＳＴ３７（ ｎ ＝ １７２，
１２. ６９％ ）、ＳＴ５４（ｎ ＝ １６２，１１. ９６％ ）与 ＳＴ２（ｎ ＝ １２５，

９. ２３％ ）是中国流行的主要 ＳＴ 型。 毒素表达情况

与 ＳＴ 分型也显示出一定的对应关系：例如，ＳＴ３９ 型

均为非产毒菌株；ＳＴ３７ ／ ＳＴ８１ 型均为 ＴｃｄＢ２；ＳＴ３ 型

中也存在一小部分非产毒菌株；ＴｃｄＢ１ 主要为 ＳＴ３、
ＳＴ３５、 ＳＴ５４、 ＳＴ２ 型。 ２０１５ 年后， 艰难梭菌感染

图 １　 ＴｃｄＢ 亚型最大似然树

Ｆｉｇ． １　 Ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｔｒｅｅ ｏｆ ＴｃｄＢ ｓｕｂｔｙｐｅｓ

图 ２　 ＴｃｄＢ 亚型代表性序列的邻接系统发育树

Ｆｉｇ． ２　 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ＴｃｄＢ ｓｕｂｔｙｐｅ

表 １　 ＴｃｄＢ 各亚型间氨基酸组成同源度百分比

Ｔａｂ． １　 Ａｍｉｎｏ⁃ａｃｉｄ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｕｂｔｙｐｅｓ

Ｓｕｂｔｙｐｅ ＴｃｄＢ１ ＴｃｄＢ２ ＴｃｄＢ３ ＴｃｄＢ４ ＴｃｄＢ５ ＴｃｄＢ６ ＴｃｄＢ７ ＴｃｄＢ８ ＴｃｄＢ９ ＴｃｄＢ１０ ＴｃｄＢ１１
ＴｃｄＢ１
ＴｃｄＢ２ ９３． ７１
ＴｃｄＢ３ ９６． ０７ ９０． ７９
ＴｃｄＢ４ ９８． ０６ ９２． ８２ ９６． ３２
ＴｃｄＢ５ ９２． １８ ８８． ０９ ９１． １２ ９２． ５２
ＴｃｄＢ６ ９８． １４ ９２． ９０ ９６． ４１ ９９． ８３ ９２． ６０
ＴｃｄＢ７ ９１． ９３ ８７． ６６ ９１． １７ ９２． ３５ ９９． ０７ ９２． ５２
ＴｃｄＢ８ ９９． ６６ ９３． ５４ ９６． ３２ ９８． ２３ ９２． ２７ ９８． ３１ ９２． ０１
ＴｃｄＢ９ ９４． １３ ９９． ４９ ９０． ９６ ９３． ０７ ８７． ８８ ９３． １６ ８７． ４５ ９３． ８７
ＴｃｄＢ１０ ９７． ７０ ８５． ８８ ９４． ２４ ９６． ２２ ９３． ８３ ９６． ２２ ９４． ００ ９７． ６２ ８６． ４５
ＴｃｄＢ１１ ９９． ５８ ９３． ９６ ９５． ９９ ９７． ８９ ９２． ３５ ９７． ９７ ９２． ０１ ９９． ２４ ９４． ３８ ９７． １２
ＴｃｄＢ１２ ９９． ６２ ９３． ６６ ９６． ０３ ９７． ９３ ９２． ０５ ９８． ０１ ９１． ８０ ９９． ５４ ９３． ９２ ９７． ５３ ９９． ２８
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（ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｏｉｄｅｓ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ＣＤＩ）在中国呈爆发

式增长。 约 ８３. ９０％ 的菌株都是自 ２０１５ 年后分离

得到，且多集中于中国发达地区。 其中，在浙江省分

离得到的菌株占总数的 ４０. ２０％ ；香港地区与北京

市分别报道了 １２９ 例（９. ５２％ ）与 １０５ 例（７. ７４％ ）
菌株信息，剩余 ２２. ０６％ 为国内各地报道的零星病

例（图 ３）。

　 　 进一步对每一株艰难梭菌 ＴｃｄＢ 的每一个结构

域进行了单独的系统发育树分析，结果见图 ４。 每

个结构域的系统发育树主要分为两个组（Ｌａｂｅｌ １ 与

Ｌａｂｅｌ ２），这与 ＴｃｄＢ 亚型分型也大致对应。 其中，
ＴｃｄＢ２ 与其它亚型的氨基酸差异性主要位于葡糖基

转移酶结构域与半胱氨酸蛋白酶结构域，提示来自

ＴｃｄＢ２ 的 ＳＴ３７ ／ ＳＴ８１ 型菌株，与其它菌株，酶活性即

图 ３　 １ ３３５ 株艰难梭菌系统发育树

Ｆｉｇ． ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ １ ３５５ Ｃ． ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ＴｃｄＢ ｇｅｎｏｍｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＮＣＢＩ ＧｅｎＢａｎｋ

图 ４　 艰难梭菌 ＴｃｄＢ 各结构域系统发育树

Ｆｉｇ． ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｄｏｍａｉｎｓ ｉｎ Ｃ． ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ＴｃｄＢ
Ａ： Ｇｌｕｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｄｏｍａｉｎ； Ｂ： Ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｄｏｍａｉｎ； Ｃ： Ｄｅｌｉｖｅｒｙ ａｎｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ； Ｄ： Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｏｌｉｇｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｄｏｍａｉｎ．
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毒力高低存在较大差异。 部分菌株 ＲＢＤ 的氨基酸

组成存在差异，这可能会影响到毒素分子与靶细胞

的结合位点与亲和力。
２． ３　 艰难梭菌 ＴｃｄＢ 的生物信息学分析　 为了比

较 ＴｃｄＢ 各亚群间理化性质、空间结构与抗原表位

有何异同，本研究选择了 ＴｃｄＢ１、ＴｃｄＢ２ 两个主流亚

群（总占比 ９３. ９４％ ），使用生物信息学在线软件软

件对其代表性菌株的氨基酸序列进行分析并比较。
其中，ＴｃｄＢ１ 代表性菌株选择的是国际标准菌株

ＶＰＩ１０４６３；ＴｃｄＢ２ 代表性菌株选择的是 ２０２２ 年上海

交通大学医学院附属瑞金医院分离得到的菌株

（ＧＣＡ＿０２４９７２１１５. １）。
２． ３． １　 理化性质　 ＴｃｄＢ１ 理化性质预测结果如下：
该蛋白由 ２ ３６６ 个氨基酸组成，分子式为 Ｃ１２１３５Ｈ１８５７４

Ｎ２９８４Ｏ３８５７Ｓ５４，相对分子质量约为 ２６９. ７１ ｋｕ；理论 ＰＩ
值为 ４. ４１，组成该蛋白的负电荷残基（天冬氨酸与

谷氨酸）与正电荷残基（精氨酸与赖氨酸）的数量分

别为 ３９２ 与 ２０５；半衰期具体信息如下：３０ ｈ（哺乳动

物网织红细胞，体外）； ＞ ２０ ｈ（酵母细胞，体内）；
＞ １０ ｈ（大肠埃希菌，体内）。 经预测，该蛋白的稳定

系数为 ３６. ４９，可归类为稳定蛋白；亲水指数为

－ ０. ３１８，属于亲水性蛋白；脂肪族指数为 ９０，该值

反映的是组成该蛋白的氨基酸中，非极性氨基酸的

比例，与蛋白质的热稳定性相关。 ＴｃｄＢ２ 与 ＴｃｄＢ１
在理化性质上差异小：氨基酸组成相似，半衰期相

近，同样属于稳定蛋白与亲水性蛋白。
２． ３． ２　 信号肽及跨膜区　 经预测，ＴｃｄＢ１ 与 ＴｃｄＢ２
均无信号肽；这 ２ 种蛋白均为非跨膜蛋白，无跨膜

区。
２． ３． ３　 空间结构 　 ＴｃｄＢ１ 二级结构预测结果如图

５Ａ 所示：α⁃螺旋的数量为 ３９３（１６. １０％ ）；β⁃转角的

数量为 ２７２ （１１. ５０％ ）；无规则卷曲的数量为 ８９６
（３７. ８７％ ）。 延伸链通常指的是在蛋白质的二级结

构预 测 中 完 全 扩 展 的 链 段， 其 数 量 为 ８０５
（３４. ０２％ ），代表着组成蛋白质的氨基酸残基在空

间中的排布方式。 ＴｃｄＢ２ 与之相比存在较大差异，
结果如图 ５Ｂ 所示：α⁃螺旋的数量为 ７９８（３３. ７１％ ）；
无 β⁃转角；无规则卷曲的数量为 １ １１９（４７. ２８％ ），
延伸链数量为 ４５０（１９. ０１％ ）。
２． ３． ４　 Ｂ 细胞表位预测　 登录在线网站 ＡＢＣｐｒｅｄ，
输入 ＴｃｄＢ１ 与 ＴｃｄＢ２ 氨基酸序列，默认参数，阈值

设置为 ０. ５１。 经预测，ＴｃｄＢ１ 评分 ＞ ０. ９０ 的表位共

有 ９ 条，其中 ３ 条具有抗原性（表 ２）。 ＴｃｄＢ２ 评分

＞ ０. ９０ 的表位共有 ８ 条，其中 ４ 条具有抗原性（表

３）。 ＴｃｄＢ１ 与 ＴｃｄＢ２ 的 Ｂ 细胞表位数量、序列起始

位点与抗原性均相近，且表位序列全部位于半胱氨

酸水解酶与递送与受体结合结构域。

图 ５　 ＴｃｄＢ 二级结构预测

Ｆｉｇ． ５　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴｃｄＢ
　 　 Ａ： Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴｃｄＢ１； Ｂ： Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴｃｄＢ２．

表 ２　 ＴｃｄＢ１ 的 Ｂ 细胞抗原表位预测

Ｔａｂ． ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｆ ＴｃｄＢ１

Ｍｅｔｈｏｄ Ｌｏｃａｔｉｏｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′） Ｓｃｏｒｅ
ＡＢＣｐｒｅｄ １ ７００ － １ ７１６ ＤＥＩＮＩＴＰＶＹＥＴＮＮＴＹＰ ０． ９２

１ １６７ － １ １８３ ＣＥＩＷＲＭＥＧＧＳＧＨＴＶＴＤ ０． ９３
７３３ － ７４９ ＤＳＩＩＶＳＡＮＱＹＥＶＲＩＮＳ ０． ９５

表 ３　 ＴｃｄＢ２ 的 Ｂ 细胞抗原表位预测

Ｔａｂ． ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｆ ＴｃｄＢ２

Ｍｅｔｈｏｄ Ｌｏｃａｔｉｏｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′） Ｓｃｏｒｅ
ＡＢＣｐｒｅｄ ４１６ － ４３２ ＧＰＩＩＳＱＧＮＤＦＮＴＴＭＮＮ ０． ９２

１ ７０１ － １ ７１７ ＤＥＩＮＩＴＰＶＹＥＴＮＮＴＹＰ ０． ９２
１ １６８ － １ １８４ ＣＥＩＷＲＭＥＧＧＳＧＨＴＶＴＤ ０． ９３
７３４ － ７５０ ＤＳＩＩＶＳＡＮＱＹＥＶＲＩＮＳ ０． ９５

２． ３． ５　 Ｔ 细胞表位预测

２． ３． ５． １　 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞表位预测 　 登录在线网站

ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ，输入 ＴｃｄＢ 氨基酸序列。 调整参数：选
择 ＭＨＣ 类型为 ＨＬＡ⁃Ａ∗０２：０１；默认 ｍｅｒ 为 ９ ａａ。
经预测：ＴｃｄＢ１ 评分 ＞ ２６ 的表位序列共有 １４ 条，其
中 ３ 条有抗原性（表 ４）。 ＴｃｄＢ２ 评分 ＞ ２６ 的表位序

列共有 １８ 条，其中 ５ 条表位序列有抗原性（表 ５）。
与 ＴｃｄＢ１ 比较，ＴｃｄＢ２ 的 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞抗原表位较

多，抗原性较强，且 ＴｃｄＢ２ 位于 Ｎ 端的葡糖基转移

酶结构域有一段可被识别的抗原表位，该结构域为

毒素蛋白的酶活区。
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表 ４　 ＴｃｄＢ１ 的 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞抗原表位预测

Ｔａｂ． ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ８ ＋ Ｔ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｆ ＴｃｄＢ１

Ｍｅｔｈｏｄ Ｌｏｃａｔｉｏｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′） Ｓｃｏｒｅ
ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ １ ８０７ － １ ８１３ ＧＬＩＧＹＤＬＧＬ ２８

１ ０９８ － １ １０７ ＧＩＳＡＧＩＰＳＬ ２８
１ ０９１ － １ １００ ＩＬＬＶＰＬＡＧＩ ３０

表 ５　 ＴｃｄＢ２ 的 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞抗原表位预测

Ｔａｂ． ５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ８ ＋ Ｔ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｆ ＴｃｄＢ２

Ｍｅｔｈｏｄ Ｌｏｃａｔｉｏｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′） Ｓｃｏｒｅ
ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ １ ６８４ － １ ６９３ ＧＩＤＳＣＶＮＫＶ ２６

１ ８０８ － １ ８１７ ＧＬＩＧＹＤＬＧＬ ２８
１ ０９９ － １ １０８ ＧＩＳＡＧＩＰＳＬ ２８

７８ － ８７ ＹＬＶＩＥＩＬＥＬ ２９
１ ０９２ － １ １０１ ＩＬＬＶＰＬＡＧＩ ３０

２． ３． ５． ２　 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞表位预测　 调整参数：选择

ＭＨＣ 类型为 ＨＬＡ⁃ＤＲＢ∗０７０１；ｍｅｒ 为 １５ ａａ。 经预

测，ＴｃｄＢ１ 评分 ＞ ２６ 的表位序列共有 ２６ 条，其中 １３
条表位序列有抗原性（表 ６）。 ＴｃｄＢ２ 评分 ＞ ２６ 的表

位序列共有 ２２ 条，其中 ９ 条表位序列有抗原性（表
７）。 与 ＴｃｄＢ１ 比较，ＴｃｄＢ２ 的 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞抗原表

位较少，抗原性较差，这可能是由于 β⁃转角易形变，
利于抗体结合。
２． ４　 ＴｃｄＢ 蛋白的原核表达及鉴定 　 根据 Ｔ、Ｂ 淋

巴细胞表位预测结果发现，ＴｃｄＢ１ 与 ＴｃｄＢ２ 亚群代

表序列间的抗原表位差异性较小。 所以，课题组选

择来自 ＴｃｄＢ１ 的 ＶＰＩ１０４６３ 菌株作为模式菌，对其合

成分泌的 ＴｃｄＢ 进行基因工程制备。 从 ＮＣＢＩ 数据

中获取了艰难梭菌 ＶＰＩ１０４６３ ＴｃｄＢ 的基因序列后，
构建重组质粒，质粒构建图谱如图 ６Ａ 所示。 将质

粒转化入工程菌中，并使用 ＰＣＲ 对转化产物进行鉴

定。 琼脂糖凝胶电泳结果如图 ６Ｂ 所示，重组质粒

已成功转化入感受态细胞中。 扩培后，加入 ＩＰＴＧ
进行诱导表达并纯化。 纯化后样品经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 与

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定，实验结果如图 ６Ｃ 所示：２７０ ｋｕ 处

有清晰条带；ＴｃｄＢ 为上清液可溶性表达。 配置缓冲

液：每升缓冲液中含 ０. ０５ ｍｏｌ ＨＥＰＥＳ、０. １５ ｍｏｌ ＮａＣｌ

表 ６　 ＴｃｄＢ１ 的 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞细胞抗原表位预测

Ｔａｂ． ６　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ４ ＋ Ｔ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｆ ＴｃｄＢ１

Ｍｅｔｈｏｄ Ｌｏｃａｔｉｏｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′） Ｓｃｏｒｅ
ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ １ ７９２ － １ ８０７ ＶＳＥＩＩＬＳＦＴＰＳＹＹＥＤ ２８

１ ７４９ － １ ７６４ ＦＩＬＭＳＴＳＥＥＮＫＶＳＱＶ ２８
１ ４２４ － １ ４３９ ＳＹＫＬＬＩＳＧＥＬＫＩＬＭＬ ２８
１ ３３３ － １ ３４８ ＧＩＮＩＥＬＳＥＳＤＶＷＩＩＤ ２８
５０５ － ５２０ ＫＴＮＩＳＱＳＴＥＱＥＭＡＳＬ ２８
４０７ － ４２２ ＹＫＩＬＮＮＳＬＮＰＡＩＳＥＤ ２８
３３９ － ３５４ ＤＥＥＶＱＳＳＦＥＳＶＬＡＳＫ ２８

１ ５３３ － １ ５４８ ＫＤＤＩＫＩＳＬＳＬＴＬＱＤＥ ３０
１ ２６４ － １ ２７９ ＷＲＹＦＡＦＩＡＤＡＬＩＴＴＬ ３０
１ １８４ － １ １９９ ＩＤＨＦＦＳＡＰＳＩＴＹＲＥＰ ３０
９３３ － ９４８ ＫＧＴＩＦＤＴＶＮＧＫＬＶＫＫ ３０
８２６ － ８４１ ＩＮＶＩＳＮＩＤＴＱＩＶＥＥＲ ３０
４２１ － ４３６ ＤＮＤＦＮＴＴＴＮＴＦＩＤＳＩ ３２

表 ７　 ＴｃｄＢ２ 的 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞细胞抗原表位预测

Ｔａｂ． ７　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ４ ＋ Ｔ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｆ ＴｃｄＢ２

Ｍｅｔｈｏｄ Ｌｏｃａｔｉｏｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′） Ｓｃｏｒｅ
ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ １ ７５０ － １ ７６５ ＦＩＬＭＳＴＳＥＥＮＫＶＳＱＶ ２８

１ ４２５ － １ ４４０ ＳＹＫＬＬＩＳＧＥＬＫＩＬＭＬ ２８
１ ３３４ － １ ３４９ ＧＩＮＩＥＬＳＥＳＤＶＷＩＩＤ ２８
３４０ － ３５５ ＤＥＥＶＱＳＳＦＥＳＶＬＡＳＫ ２８

１ ５３４ － １ ５４９ ＫＤＤＩＫＩＳＬＳＬＴＬＱＤＥ ３０
１ ２６５ － １ ２８０ ＷＲＹＦＡＦＩＡＤＡＬＩＴＴＬ ３０
１ １８５ － １ ２００ ＩＤＨＦＦＳＡＰＳＩＴＹＲＥＰ ３０
９３４ － ９４９ ＫＧＴＩＦＤＴＶＮＧＫＬＶＫＫ ３０
８２７ － ８４２ ＩＮＶＩＳＮＩＥＴＱＶＶＥＥＲ ３０

图 ６　 ＴｃｄＢ 蛋白的构建、表达、纯化与鉴定结果

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴｃｄＢ ｐｒｏｔｅｉｎ
　 　 Ａ： Ｐｌａｓｍｉｄ ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ＴｃｄＢ ｐｒｏｔｅｉｎ； Ｂ： Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ， Ｍ： ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ， １： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ， ２： ＴｃｄＢ ｐｌａｓｍｉｄ
ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； Ｃ： Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ， Ｍ： ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ， １： ＴｃｄＢ ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｏｔｅｉｎ， ２： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．
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和 ５％蔗糖（Ｃ１２ Ｈ２２ Ｏ１１）。 将洗脱液透析至缓冲液

中，每次 ４ ｈ，重复 ４ ～ ６ 次。 使用 ＢＣＡ 试剂盒，检测

本次纯化的蛋白质浓度为 ０. ７ ｍｇ ／ ｍＬ。

３　 讨论

　 　 ２００３ 年起，随着高毒力、高耐药性菌株 ＮＡＰ１ ／
ＢＩ ／ ０２７ 型的爆发，ＣＤＩ 已经成为医疗卫生相关性感

染的主要威胁之一，目前在全球范围内仍然是最常

见的克隆株［１３］。 与欧美国家比较，艰难梭菌 ０２７ 型

菌株在亚洲地区（尤其是中国）很少被提及。 直到

２０１４ 年，中国内陆才首次分离发现艰难梭菌 ０２７ 型

菌株；２０１６ 年，第 １ 例由艰难梭菌 ＮＡＰ１ ／ ＢＩ ／ ０２７ 型

菌株爆发引起院内感染的案例首次被报道［１４］。 在

１ ３５５ 株艰难梭菌中，ＳＴ１ ／ ０２７ 型菌株仅仅只有 １６
株（１. ２％ ）。 由于中国艰难梭菌的流行情况与其它

地区不符，因此，如果沿用传统文献报道的分类方法

对 ＴｃｄＢ 进行聚类分析，不仅无法准确反映出 ＴｃｄＢ
亚型的具体信息，在治疗及预防方面也存在难题。
　 　 目前，国际上仍没有确定对 ＴｃｄＢ 的分群标准，
也没有所谓的标准菌株［１０］。 因此，在不同的研究

中，往往会出现同一种毒素变体有着不同命名的情

况，这在一定程度上阻碍了研究的深入［１１］。 由于

ＴｃｄＢ 存在诸多亚型，这些亚型在不同的氨基酸位点

存在着单核苷酸多样性，导致了各种 ＴｃｄＢ 突变株

引起的艰难梭菌相关性疾病，无论在致病性、致死

率、ＧＴＤ 活性、受体结合位点与结合亲和度方面均

存在着差异。 研究［１５］ 报道，经 ＦＤＡ 批准认证的针

对 ＣＤＩ 的单克隆药物 Ｂｅｚｌｏｔｏｘｕｍａｂ，在治疗由 ＴｃｄＢ１
与 ＴｃｄＢ２ 引起的感染时，会有完全不同的作用。 在

疫苗研究上，世界上各大知名疫苗生产商多聚焦于

毒素的受体结合区，但无一家公司可以顺利通过Ⅲ
期临床试验［１６］。 因此，对于该菌的基因流行病学研

究及抗原表位的预测，选择有效的疫苗抗原，显得尤

为重要。
　 　 本研究整理归纳了 １ ３５５ 株于中国分离得到的

艰难梭菌基因组相关信息，包括其毒素表达情况、
ＳＴ 分型、分离年份及分离地区；建立了一个专门针

对中国艰难梭菌 ＴｃｄＢ 的分型系统，并分别对其结

构域也同时进行了建树分析；预测分析了包含菌株

数量最多的 ２ 个分群，ＴｃｄＢ１ 与 ＴｃｄＢ２ 亚型的代表

性菌株的 Ｂ、Ｔ 细胞抗原表位，旨在观察分群之间的

异同。 为未来针对 ＴｃｄＢ 某些与预防或治疗相关区

域而制备的单克隆抗体及亚单位疫苗的研究提供新

的思 路。 同 时， 课 题 组 尝 试 对 ＴｃｄＢ１ 亚 群 中

ＶＰＩ１０４６３ 合成分泌的 ＴｃｄＢ 进行重组制备。 尽管毒

素全长的原核表达存在诸多困难，但仍然得到了纯

度较高的抗原蛋白，接下来的工作应聚焦于表达量

的提高。
　 　 展望未来，随着对临床分离株进行基因组测序

能力的提高，将越来越有可能根据其全基因组系统

发育关系及其毒素亚型对菌株进行分类。 ＴｃｄＢ 作

为艰难梭菌最重要的毒力因子，对其结构与功能进

行更加深入的研究分析，对未来预防与治疗 ＣＤＩ 将
会起到至关重要的作用。
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ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ， ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ｏｐｔｉｏｎｓ［ Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ
Ｒｅｖ， ２０２４， ３７（２）： ｅ００１３５２３． ｄｏｉ： １０． １１２８ ／ ｃｍｒ． ００１３５ － ２３．

［５］ Ｄｏｎｓｋｅｙ Ｃ Ｊ， Ｄｕｂｂｅｒｋｅ Ｅ Ｒ， Ｋｌｅｉｎ Ｎ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｏｖｅｒ （ＣＬＯｓ⁃
ｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ｖａｃｃｉｎｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｔＲｉａｌ） ｓｔｕｄｙ： ａ ｐｈａｓｅ ３， ｒａｎｄｏｍ⁃
ｉｚｅｄ ｔｒｉａｌ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ａｎｄ ｓａｆｅｔｙ ｏｆ ａ ｄｅｔｏｘｉｆｉｅｄ ｔｏｘｉｎ
ａ ／ ｂ ｖａｃｃｉｎｅ ｉｎ ａｄｕｌｔｓ ５０ ｙｅａｒｓ ａｎｄ ｏｌｄｅｒ ａｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｒｉｓｋ ｏｆ Ｃｌｏｓ⁃
ｔｒｉｄｉｏｉｄｅｓ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， ２０２４， ７９ （６）：
１５０３ － １１． ｄｏｉ： １０． １０９３ ／ ｃｉｄ ／ ｃｉａｅ４１０．

［６］ Ｄｕｖａｕｄ Ｓ， Ｇａｂｅｌｌａ Ｃ， Ｌｉｓａｃｅｋ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐａｓｙ， ｔｈｅ ｓｗｉｓｓ ｂｉｏｉｎ⁃
ｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｐｏｒｔａｌ， ａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｂｙ ｉｔｓ ｕｓｅｒｓ［ Ｊ］ ． Ｎｕｃｌｅｉｃ
Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ， ２０２１， ４９（Ｗ１）： Ｗ２１６ － ２７． ｄｏｉ： １０． １０９３ ／ ｎａｒ ／ ｇｋ⁃
ａｂ２２５．

［７］ Ｈａｓｈｅｍｚａｄｅｈ Ｐ， Ｎｅｚｈａｄ Ｓ Ａ， Ｋｈｏｓｈｋｈａｂａｒ Ｈ． Ｉｍｍｕｎｏｉｎｆｏｒｍａｔ⁃
ｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｂｒｕｃｅｌｌａ ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ ｔｏ ａｐｐｒｏａｃｈ ａ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｖａｃｃｉｎｅ ａ⁃
ｇａｉｎｓｔ ｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｇｅｎｅｔ Ｅｎｇ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０２３， ２１ （１）：
１５２． ｄｏｉ： １０． １１８６ ／ ｓ４３１４１ － ０２３ － ００６１４ － ６．

［８］ Ｍｏｎｔｅｒｒｕｂｉｏ⁃Ｌóｐｅｚ Ｇ Ｐ， Ｌｌａｍａｓ⁃Ｍｏｎｒｏｙ Ｊ Ｌ， Ｍａｒｔíｎｅｚ⁃Ｇóｍｅｚ
Ａ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｎｏｖｅｌ ｖａｃｃｉｎｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅｓ ｏｆ Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ ｉｄｅｎｔｉ⁃
ｆｉｅｄ ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅ ｖａｃｃｉｎｏｌｏｇｙ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ， ２０２４， ８５： １０１７４０．
ｄｏｉ： １０． １０１６ ／ ｊ． ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ． ２０２３． １０１７４０．

［９］ Ｌｉｕ Ｊ， Ｃｈｅｎ Ｘ， Ｗａｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ＣＤ４ ＋ Ｔ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｏｆ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ）， ２０２１， １００（６）： ｅ２４６１９．
ｄｏｉ： １０． １０９７ ／ ＭＤ． ０００００００００００２４６１９．

［１０］ Ｍａｎｓｆｉｅｌｄ Ｍ Ｊ， Ｔｒｅｍｂｌａｙ Ｂ Ｊ， Ｚｅｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐｈｙｌｏｇｅｎｏｍｉｃｓ ｏｆ
８ ８３９ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｏｉｄｅｓ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ｇｅｎｏｍｅｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ⁃ｄｒｉｖｅｎ
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｘｉｎ Ａ ａｎｄ Ｂ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｐａｔｈｏｇ，

·９７２２·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｄｅｃ；６０（１２）



２０２０， １６ （ １２ ）： ｅ１００９１８１． ｄｏｉ： １０． １３７１ ／ ｊｏｕｒｎａｌ． ｐｐａｔ．
１００９１８１．

［１１］ Ｓｈｅｎ Ｅ， Ｚｈｕ Ｋ， Ｌｉ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｂｔｙｐｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｎｅｗ ｖａｒｉ⁃
ａｎｔｓ ａｎｄ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｏｉｄｅｓ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ｔｏｘｉｎ Ｂ
［Ｊ］ ． Ｃｏｍｍｕｎ Ｂｉｏｌ， ２０２０， ３（１）： ３４７． ｄｏｉ： １０． １０３８ ／ ｓ４２００３ －
０２０ － １０７８ － ｙ．

［１２］ Ｌｅｔｕｎｉｃ Ｉ， Ｂｏｒｋ Ｐ． Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ ｔｒｅｅ ｏｆ ｌｉｆｅ （ ｉＴＯＬ） ｖ５： ａｎ ｏｎｌｉｎｅ
ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｄｉｓｐｌａｙ ａｎｄ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｎｕｃｌｅｉｃ
Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ， ２０２１， ４９（Ｗ１）： Ｗ２９３ － ６． ｄｏｉ： １０． １０９３ ／ ｎａｒ ／ ｇｋ⁃
ａｂ３０１．

［１３］ Ｂｅｄｎａｒｓｋａ Ａ， Ｓｏｓｉńｓｋａ⁃Ｂｒｙｌａ Ｉ， Ｈａｃｋｉｅｗｉｃｚ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ
ｆｏｒ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｃｏｕｒｓｅ ａｎｄ ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｏｉｄｅｓ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ｉｎ⁃
ｆｅｃｔｉｏｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ＣＯＶＩＤ⁃１９ ｐａｎｄｅｍｉｃ ［ Ｊ ］ ． Ｐｒｚｅｇｌ Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌ，

２０２２， ７７（１）： ２３ － ３３． ｄｏｉ： １０． ３２３９４ ／ ｐｅ． ７７． ０２．
［１４］ Ｚｈａｎｇ Ｒ， Ｍａｎ Ｙ， Ｂａｉ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ

Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｏｉｄｅｓ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ｒｉｂｏｔｙｐｅ ０２７ ｉｎ ａ ｍａｊｏｒ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｏｓｐｉｔａｌ［Ｊ］ ．
Ｊ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｉｍｍｕｎｏｌ Ｉｎｆｅｃｔ， ２０２１， ５４（６）： １１７９ － ８３． ｄｏｉ： ｈｔ⁃
ｔｐｓ： ／ ／ ｄｏｉ． ｏｒｇ ／ １０． １０１６ ／ ｊ． ｊｍｉｉ． ２０２１． ０１． ００３

［１５］ Ｔｈａｎｄａｖａｒａｍ Ａ， Ｃｈａｎｎａｒ Ａ， Ｐｕｒｏｈｉｔ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｂｅ⁃
ｚｌｏｔｏｘｕｍａｂ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ： ａ
ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｅｕｓ， ２０２２， １４（８）： ｅ２７９７９． ｄｏｉ： １０．
７７５９ ／ ｃｕｒｅｕｓ． ２７９７９．

［１６］ Ｋｅｌｌｙ Ｃ Ｒ， Ａｌｌｅｇｒｅｔｔｉ Ｊ Ｒ． Ｒｅｖｉｅｗ ａｒｔｉｃｌｅ： Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ： ｐａｓｔ， ｐｒｅｓｅｎｔ， ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ
Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， ２０２３， ７７ （ Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ ＿６ ）： Ｓ４６３ － ７０． ｄｏｉ： １０．
１０９３ ／ ｃｉｄ ／ ｃｉａｄ６４４．

Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｙｐｅ ｏｆ ＴｃｄＢ
Ｆａｎｇ Ｙｉｔａｉ１，２， Ｎｉｎｇ Ｎｉａｎｚｈｉ２， Ｓｕｎ Ｙａｋｕｎ２， Ｌｉ Ｄｅｙｕ２， Ｗａｎｇ Ｈｕｉ２， Ｌｕｏ Ｄｅｙａｎ１，２

（ １Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３２；
２Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｐａｔｈｏｇｅｎ ａｎｄ Ｂｉｏｓｅｃｕｒｉｔｙ， Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｂｅｉｊｉｎｇ　 １０００７１）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｏｆ ｄｏｍｅｓｔｉｃ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ｔｏｘｉｎ Ｂ （ＴｃｄＢ） ａｎｄ ｐｒｅｐａｒｅ ｉｔ
ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｄａｔａ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｕｓｉｎｇ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｓｕｃｈ ａｓ
Ｓｎｉｐｐｙ， Ｂｌａｓｔ， Ｍｕｓｃｌｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｓｔ． ａｌｉｇｎｍｅｎｔ（） ａｎｄ ｈｃｌｕｓｔ（） ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ Ｒ， １ ３５５ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉ⁃
ｃｉｌｅ ｆｒｏｍ ＮＣＢＩ ＧｅｎＢａｎｋ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ， ａｎｄ ＴｃｄＢ ｗｅｒｅ ｇｒｏｕｐｅｄ． Ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ
ｔｒｅｅ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｗｅｒｅ ｂｅａｕｔｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｕｓｉｎｇ ｉＴＯＬ． Ａｎ ｏｎｌｉｎｅ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｅｂｓｉｔｅ ｗａｓ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｐｒｅｄｉｃｔ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｓｐａｔｉａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｌａｒｇｅｓｔ ｓｕｂｇｒｏｕｐｓ， ＴｃｄＢ１ ａｎｄ Ｔｃ⁃
ｄＢ２． Ｔｈｅ ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ＴｃｄＢ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｓｙｓｔｅｍ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｇｅｎｏ⁃
ｔｙｐｅ ｏｆ ｔｏｘｉｎ Ｂ， ｔｈｅ １ ３５５ ｐｒｅｖａｌｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｒｏｕｇｈｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ １２ ｓｕｂ⁃
ｔｙｐｅｓ， ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ ＴｃｄＢ１ ａｎｄ ＴｃｄＢ２ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｓｕｂｔｙｐｅｓ， ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇ ｆｏｒ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９３. ９４％ ｏｆ ａｌｌ ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｓｔｒａｉｎｓ， ａｎｄ ａｂｏｕｔ １７. ２０％ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｎｏｎｔｏｘｉｇｅｎｉｃ ｏｒ ｌａｃｋ ＴｃｄＢ． Ｔｈｅ ａｎｔｉｇｅｎ ｅｐｉｔｏｐｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴｃｄＢ１
ａｎｄ ＴｃｄＢ２ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｉｒ ａｎｔｉｇｅｎ ｅｐｉｔｏｐｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｂａｓｉｃａｌｌｙ ｔｈｅ ｓａｍｅ， ａｎｄ ｍａｎｙ ｏｆ ｔｈｅｍ ｗｅｒｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕ⁃
ｔｅｄ ｏｕｔｓｉｄｅ ｔｈｅ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｏｌｉｇｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｄｏｍａｉｎｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ａ ｓｐｅｃｉａｌｉｚｅｄ ｔｙｐｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ
Ｃ． ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ ＴｃｄＢ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ， ａｎｄ ｉｔｓ ｍａｉｎ ｓｕｂｔｙｐｅｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｆｏｒ ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ｅｐｉｔｏｐｅｓ．
Ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ＴｃｄＢ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｆｏｒ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｏｉｄｅｓ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ； Ｔｏｘｉｎ Ｂ； ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ； ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ； ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ； ｒｅ⁃
ｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ 　 Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｐａｔｈｏｇｅｎ ａｎｄ Ｂｉｏｓｅｃｕｒｉｔｙ （ Ｎｏ．
ＳＫＬＰＢＳ２２２８）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｌｕｏ Ｄｅｙａｎ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｄｙ６１２＠ １２６． ｃｏｍ

·０８２２· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｄｅｃ；６０（１２）


