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［摘　要］目的：使用ＣＲＩＳＰＲＣｆｐ１系统敲除艰难梭菌毒性（ＰａＬｏｃ）毒力基因岛，构建无毒性艰难梭菌菌株。
方法：使用分子克隆方法，构建针对ＰａＬｏｃ毒力岛的基因打靶质粒ｐＷＨ５３；将ｐＷＨ５３质粒转化艰难梭菌 ６３０菌
株后，诱导Ｃｐｆ１蛋白表达，ＰＣＲ筛选发生双交换的ＰａＬｏｃ敲除突变株，测序验证设计位点是否发生等位双交换。
结果：ＰＣＲ结果显示，获得的１６株转化子中有８株为敲除ＰａＬｏｃ突变株，阳性率为５０％；测序结果显示，获得的
８株敲除 ＰａＬｏｃ突变株均在设计位点发生了等位双交换。结论：成功构建艰难梭菌毒性毒力岛敲除 ＰａＬｏｃ突
变株。

［关键词］艰难梭菌；ＣＲＩＳＰＲＣｐｆ１系统；ＰａＬｏｃ毒力岛；基因敲除；活菌疫苗；毒性基因；梭菌感染；载体；
质粒
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　　艰难梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｏｉｄｅｓｄｉｆｆｉｃｉｌｅ）是一种革兰阳
性、产芽孢、专性厌氧棒状杆菌，在１９３５年首次由
Ｈａｌｌ和 Ｏ`Ｔｏｏｌｅ［１］从新生儿粪便样品中分离得到。
艰难梭菌感染 （Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｏｉｄｅｓｄｉｆｆｉｃｉｌｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，
ＣＤＩ）的主要症状有腹泻、腹痛、发烧、中毒性巨结
肠及肠道穿孔等。２００２年 Ｃ．ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ强毒株的出
现（核糖体 ＢＩ／ＮＡＰ１／０２７型，同时产生毒素 Ａ、毒
素Ｂ和二元毒素ＣＤＴ），导致ＣＤＩ的致病率与致死
率显著提高［２－４］，成为医院获得性感染中的首要疾

病。大约有４％ ～１０％的患者在住院前就携带了
产毒素艰难梭菌菌株，艰难梭菌表达的毒素 Ａ
（ＴｏｘｉｎＡ，肠毒素）和毒素Ｂ（ＴｏｘｉｎＢ，细胞毒素）是
艰难梭菌的主要毒力因子。ＰａＬｏｃ毒力基因岛
（ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｌｏｃｕｓ，ＰａＬｏｃ）编码了 ２个毒力基因
ｔｃｄＡ及ｔｃｄＢ和３个调控基因（ｔｃｄＲ、ｔｃｄＥ及ｔｃｄＣ），３
个调控基因共同调控ｔｃｄＡ及ｔｃｄＢ基因的表达。目
前发现的毒力艰难梭菌菌株都表达ｔｃｄＢ基因，ｔｃｄＡ
基因在某些毒株中选择性表达。串联规律间隔短

回文序列（ｃｌｕｓｔｅｒｒｅｇｕｌａｒｌｙｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔｐａｌｉｎ
ｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓ，ＣＲＩＳＰＲ）和 ＣＲＩＳＰＲ相关蛋白
（ＣＲＩＳＰＲａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，Ｃａｓ）组成的 ＣＲＩＳＰＲ
Ｃａｓ９系统是一种 ＲＮＡ介导的细菌和古菌免疫系
统［５］。在最近几年，来源于 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｙｏｇｅｎｅｓ
的ＣＲＩＳＲＰＲＣａｓ９元件被广泛应用于原核生物和
真核生物的精确基因编辑［５－１９］。与 ＣＲＩＳＰＲＣＡＳ９
系统相似，ＣＲＩＳＰＲＣｐｆ１系统是基于 Ｃｐｆ１核酸内
切酶的免疫系统，该系统最初在 Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａｎｏｃｉｄｉ
ｄａＵ１１２菌株中被发现［１７］，后经改造后成为高效

的艰难梭菌基因编辑工具［２０－２１］。本研究使用

ＣＲＩＳＰＲＣｐｆ１系统成功敲除了艰难梭菌菌株ＰａＬｏｃ
毒力岛（包含 ｔｃｄＲ、ｔｃｄＢ、ｔｃｄＥ、ｔｃｄＡ及 ｔｃｄＣ基因），
成功构建了去除毒素表达能力的Ｃ．ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ菌株，
报告如下。

１　材料与方法
１１　主要菌株、仪器及试剂

菌株ＮＥＢｅｘｐｒｅｓｓ大肠杆菌购于 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄ
ＢｉｏＬａｂｓ公司，艰难梭菌 ６３０菌株从美国典型菌种
保藏中心（ＡＴＣＣ）购买。仪器及试剂为基因导入
仪（ＢｉｏＲａｄ，美国）、厌氧产气袋（ＭＧＣＡｎａｅｒ
ｏＰａｃｋ，日本）、厌氧培养盒（ＭＧＣＡｎａｅｒｏＰａｃｋ，日
本）、限制性核酸内切酶 ＢｔｇＺＩ（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄ
Ｌａｂｓ）、ＮＥＢｕｉｌｄｅｒ ＨｉＦｉＤＮＡＡｓｓｅｍｂｌｙＭａｓｔｅｒＭｉｘ
试剂盒（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＬａｂｓ）、脑心浸出液（ｂｒａｉｎ

ｈｅａｒｔｉｎｆｕｓｉｏｎ，ＢＨＩ，Ｓｏｌａｒｂｉｏ）、酵母粉（Ｏｘｏｉｄ，英
国）、琼脂粉（Ｓｏｌａｒｂｉｏ）。
１２　方法
１２１　菌株培养条件　艰难梭菌放于厌氧培养盒
中，并放入厌氧产气袋，厌氧培养盒置于恒温培养

箱内，３７℃静置培养（液体培养８～１２ｈ，固体平板培
养１８～２４ｈ）。大肠杆菌菌株培养于ＬＢ培养基中，必
要时添加氯霉素（６ｍｇ／Ｌ）及卡那霉素（５０ｍｇ／Ｌ）。
Ｃｄｉｆｆｉｃｉｌｅ培养于补充了５ｇ／Ｌ酵母提取物和１ｇ／
Ｌ半胱氨酸脑心浸出液培养基中，３７℃厌氧培养。
适当时候补充以下抗生素／诱导物：甲砜霉素
（１５ｍｇ／Ｌ）、Ｄ环丝氨酸（２５０ｍｇ／Ｌ）、头孢西丁
（８ｍｇ／Ｌ）及乳糖（４０ｍｍｏｌ／Ｌ）。
１２２　质粒构建　本研究中使用的所有质粒及引
物见表１。分别用引物扩增 ＰａＬｏｃ毒力岛上下游
同源臂和 ｓＲＮＡＰ：：ｃｒＲＮＡ，电泳检测后，胶回收目
的条带。ＢｔｇＺＩ酶切载体ｐＷＨ３４，使其线性化。用
ＮＥＢｕｉｌｄｅｒ ＨｉＦｉＤＮＡＡｓｓｅｍｂｌｙＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒
将ＰａＬｏｃ毒力岛上下游同源臂、ｓＲＮＡＰ：：ｃｒＲＮＡ及
线性化ｐＷＨ３４载体重组连接，产物电转化至大肠
杆菌，菌落ＰＣＲ检测阳性克隆，并计算阳性率（阳
性转化子数与挑取的转化子数的比值）。将阳性

转化子扩大培养，收取转化子提取质粒，即为所构

建的目的载体。

１２３　接合转化艰难梭菌及突变体的筛选　取
１ｍＬ含有ｐＷＨ３４质粒的大肠杆菌ＣＡ４３４，６０００ｒ／
ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，然后用无菌 ＬＢ液体培养基洗涤２
次。细胞沉淀转移至厌氧箱与２００μＬ新鲜的艰难
梭菌混合。混匀后点至无抗性 ＢＨＩＳ琼脂平板，置
于３７℃厌氧培养 １０ｈ，培养平板加入 ０５ｍＬ
ＢＨＩＳ液体培养基，刮下混合菌液，取１００μＬ涂布
至含有１５ｍｇ／Ｌ甲砜霉素、２５０ｍｇ／ＬＤ环丝氨酸
及８ｍｇ／Ｌ头孢西丁的 ＢＨＩＳ琼脂平板；３７℃厌氧
培养３６ｈ，将菌落挑取并接种到含有１５ｍｇ／Ｌ甲砜
霉素的ＢＨＩＳ培养基中，培养１２ｈ，将细胞进行连
续稀释，取１００μＬ稀释涂到包含１５ｍｇ／Ｌ甲砜霉
素及４０ｍｍｏｌ／Ｌ乳糖的ＢＨＩＳ培养基，３７℃厌氧培
养３６ｈ，随机挑选菌落并利用菌落 ＰＣＲ筛选。基
因组编辑效率为突变体的数量与抗性菌落的比值

×１００％。
１２４　质粒丢失　将含有质粒的突变体接种到
ＢＨＩＳ培养基中进行再培养（５ｄ内约转接１０次），
然后划线至固体培养基，挑取单菌落点于 ＢＨＩＳ及
含有１５ｍｇ／Ｌ甲砜霉素的ＢＨＩＳ固体培养基（平板
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影印法）。选择对甲砜霉素敏感的菌落，在 ＢＨＩＳ
培养基中进行培养。通过ＰＣＲ进一步证实这些突
变体是否为质粒丢失的突变株。

１２５　突变株的基因型鉴定　为了验证突变株基
因型的正确性，以表１中的６、７为检测引物，突变

株基因组为模板，进行 ＰＣＲ验证，反应条件为
９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性２０ｓ、５５℃退火３０ｓ、
６８℃延伸 ２ｍｉｎ，３０个循环，６８℃彻底延伸
１０ｍｉｎ。电泳鉴定后送至上海生工生物工程有限
公司进行测序验证。

表１　质粒、引物序列及来源
Ｔａｂ．１　Ｐｌａｓｍｉｄ，ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｓｏｕｒｃｅ

名称 序列或特征 来源

ｐＷＨ３４ ｐＭＴＬ８２１５１骨架，ｉＬａｃＰ：：Ｃｐｆ１，ＢｔｇＺＩ×２ 文献［２２］
ｐＷＨ５３ ｐＷＨ５３骨架，ｓＲＮＡＰ：：ＰａＬｏｃｃｒＲＮＡ，ＰａＬｏｃ上游同源臂，ＰａＬｏｃ下游同源臂 本研究

ｃｒＲＮＡ ＴＴＴＡｃｇｇａｃａａｇｃａｇｔｔｇａａｔａｔａｇｔｇ 本研究

１
ＡＴＴＡｃａｃｔａｔａｔｔｃａａｃｔｇｃｔｔｇｔｃｃｇＡＴＣＴＡＣＡＡＧＡＧＴＡＧＡＡＡＴＴＡ

ａｔｇｇｔｇｇａａｔｇａｔａａｇｇｇｔＴ
本研究

２
ＡＧＡＴｃｇｇａｃａａｇｃａｇｔｔｇａａｔａｔａｇｔｇＴＡＡＴＴＴＣＴＡＣＴＣＴＴＧＴＡＧＡＴ

ｇｔｇｔａｔｇｔａｔｔａｔａｃａｇｔｔｇｃａａｔａ
本研究

３ ＡＴＣＴＡＡＴＡＡＡＡＧＧＧＡＧＡＴＴＧＴＡＴＴＡａｃａａｃａｔｔｇｇａａｔｔａａａｔｃａｇｔｃａｔ 本研究

４ ａｔｇａｃｔｇａｔｔｔａａｔｔｃｃａａｔｇｔｔｇｔＴＡＡＴＡＣＡＡＴＣＴＣＣＣＴＴＴＴＡＴＴＡＧＡＴ 本研究

５ ＣＴＣＣＡＴＧＧＡＣＧＣＧＴＧＡＣＧＴＣＧＡＣＴＣｔｇｔｇａａａｇｔａａｇｇａａｃｔｔａａｔｃａｔｔ 本研究

６ ｔｇｔｔｃａａｇａａａｃａｇｇｃａａｇｔｇ 本研究

７ ｇｔｔｔｇｇｔｔａｔｔｃｇａｔｇｇａａｇｇｃ 本研究

２　结果

２１　ＰａＬｏｃ毒力岛敲除质粒的构建
图１Ａ所示为构建ｐＷＨ５３质粒所需基因元件

的克隆，其中１、２泳道为ＰａＬｏｃ毒力岛上下游同源
臂（长度分别为１０４８ｂｐ，１０３６ｂｐ），３泳道为 ｓＲ
ＮＡＰ：：ｃｒＲＮＡ片段，４泳道为 ＢｔｇＺＩ酶切后的线性
化ｐＷＨ３４质粒。以上 ４个片段使用 ＮＥＢｕｉｌｄｅｒ

ＨｉＦｉＤＮＡＡｓｓｅｍｂｌｙＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒一步重组连
接，转化大肠杆菌ＮＥＢＥｘｐｒｅｓｓ感受态细胞。转化
子挑取１６个克隆ＰＣＲ检测，其中１０／１６为阳性克
隆，这些克隆扩增后提取质粒获得ＰａＬｏｃ打靶质粒
ｐＷＨ５３（图１Ｂ）。该质粒包含可在大肠杆菌 －艰
难梭菌中穿梭复制的复制子、ｔｒａＪ接合转化元件、
甲砜霉素抗性基因（ｃａｔＰ）、ｉＬａｃＰ：：Ｃｐｆ１和 ｓＲ
ＮＡＰ：：ｃｒＲＮＡ表达框，质粒大小为 １３０５５ｂｐ（图
１Ｂ）。

注：Ａ为构建ｐＷＨ５３质粒所需基因元件的克隆，Ｂ为克隆扩增后提取质粒获得ＰａＬｏｃ打靶质粒ｐＷＨ５３。

图１　ＰａＬｏｃ毒力岛敲除质粒ｐＷＨ５３的构建
Ｆｉｇ．１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆＰａＬｏｃｖｉｒｕｌｅｎｃｅｉｓｌａｎｄｋｎｏｃｋｏｕｔｐｌａｓｍｉｄｐＷＨ５３
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２２　ｐＷＨ５３质粒转化及突变株筛选
包含ｐＷＨ５３质粒的大肠杆菌 ＣＡ４３４细胞与

艰难梭菌 ６３０细胞进行接合转化，转化效率为
０２５×１０３ＣＦＵ／Ｌ。获得ｐＷＨ５３质粒转化子后，首
先挑取艰难梭菌 ６３０转化子接入具有甲砜霉素抗
性的ＢＨＩＳ培养基中，以维持 ｐＷＨ５３质粒在艰难
梭菌６３０菌株中的稳定传代（图２Ａ）；再将艰难梭
菌６３０转化子菌液稀释１００～１０００倍后涂布于含
有乳糖的ＢＨＩＳ甲砜霉素培养基中，以诱导Ｃｐｆ１蛋
白的表达（图２Ａ）。ΔＰａＬｏｃ基因敲除菌株经在无

抗性的 ＢＨＩＳ培养基中连续转接 １０次后丢失
ｐＷＨ５３质粒，获得稳定的 ΔＰａＬｏｃ突变株。扩增
ΔＰａＬｏｃ突变株与艰难梭菌 ６３０ＷＴ基因组 ＤＮＡ：
第１泳道以ΔＰａＬｏｃ突变株基因组ＤＮＡ为模板，第
２泳道以艰难梭菌 ６３０基因组 ＤＮＡ为模板，第 ３
泳道为以 ｄｄＨ２Ｏ为模板的对照。泳道 Ｍ为 ＤＮＡ
质量标准，由于以艰难梭菌 ６３０基因组 ＤＮＡ为模
板时扩增片段太长（２６４８７ｂｐ）因此无扩增条带
（图２Ｂ）。

注：Ａ为质粒转化及突变株筛选示意图，Ｂ为扩增ΔＰａＬｏｃ突变株及６３０基因ＤＮＡ电泳结果，
Ｍ为ＤＮＡｍａｒｋ，１为ΔＰａＬｏｃＤＮＡ，２为６３０ＤＮＡ，３为对照。

图２　ｐＷＨ５３质粒转化及ΔＰａＬｏｃ突变株筛选
Ｆｉｇ．２　ｐＷＨ５３ｐｌａｓｍｉｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄΔＰａＬｏｃｍｕｔａｎｔｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

２３　ΔＰａＬｏｃ突变株基因型鉴定
将ΔＰａＬｏｃ突变株获得扩增片段进行测序，结

果如图４所示。使用 ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ软件比对上游同
源臂、下游同源臂与 ΔＰａＬｏｃ突变株上下游同源臂
重组位点，发现ΔＰａＬｏｃ突变株相应位点为上下游

同源臂嵌合体序列，说明上下游同源臂之间的

ＰａＬｏｃ毒力岛被完整敲除（图３Ａ）。并且相应位置
（上下游同源臂的连接点）的测序峰图文件（图

３Ｂ）测序信号清晰，提示ΔＰａＬｏｃ构建成功。

注：Ａ为ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ软件化对结果，Ｂ为测序结果。

图３　ΔＰａＬｏｃ突变株测序结果
Ｆｉｇ．３　ΔＰａＬｏｃｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ
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３　讨论

艰难梭菌是医院获得性腹泻的主要诱因，摄入

抗生素的住院患者是 ＣＤＩ的危险人群。艰难梭菌
的毒力因子主要由 ＰａＬｏｃ毒力基因岛编码，包括
ｔｃｄＲ、ｔｃｄＢ、ｔｃｄＥ、ｔｃｄＡ及ｔｃｄＣ５个基因。本研究使用
ＣＲＩＳＰＲＣｐｆ１技术成功敲除了长达２６４８７ｂｐ的ＰａＬｏｃ
毒力岛。相比于ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术［２２］，ＣＲＩＳＰＲＣｐｆ１
技术因不需要ｔｒａｃＲＮＡ的参与，Ｃｐｆ１编码基因更小，
因此具有更高的接合转化效率，另外，ＣＲＩＳＰＲＣｐｆ１技
术更适合于编辑大基因片段。Ｈｏｎｇ等［２０］报道，使用

该技术成功敲除了接近５０ｋｂ的基因片段。相比基于
反义 ＲＮＡ［２３］、Ｃｌｏｓｔｒｏｎ［２４－２５］、ＣｏｄＡ［２６］、ＡＣＥ［２７］等技
术，ＣＲＩＳＰＲ系统具有更高的基因编辑效率和更操
作等优点。

ＰａＬｏｃ毒力岛 ｔｃｄＲ、ｔｃｄＢ、ｔｃｄＥ、ｔｃｄＡ及 ｔｃｄＣ基
因中，其中的ｔｃｄＡ及ｔｃｄＢ编码主要的毒力因子Ｔｃ
ｄＡ及ＴｃｄＢ。２种毒素都可以于肠上皮细胞顶端接
合，后通过内化作用进入细胞，引起肠细胞骨架变

化，导致上皮屏障松动和细胞间连接被破坏。细胞

间连接的破坏使得细胞间连接变得松散，ＴｃｄＡ、
ＴｃｄＢ毒素有机会进一步侵入肠上皮细胞。毒素作
为远外源物质会导致吞噬细胞、肥大细胞和各种免

疫调节介质，导致炎症和中性粒细胞的积累，引发

炎症并最终导致 ＣＤＩ症状的发生［２８］。敲除 ＰａＬｏｃ
毒素岛后突变株不再产生致病毒素，并且该突变株

因细胞壁及细胞壁蛋白仍然完整，因此并未丢失免

疫原性，因此该ΔＰａＬｏｃ突变株有望进一步开发为
全菌疫苗。

然而，活菌疫苗的构建仅仅敲除 ΔＰａＬｏｃ毒力
岛可能还不够。如最近的研究发现，有的强艰难梭

菌毒株除了携带 ＰａＬｏｃ毒力岛，表达 ＴｃｄＡ、ＴｃｄＢ
毒素外，还表达二元毒素肌动蛋白特异性 ＡＤＰ核
糖基转移酶毒素（ａｃｔｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃＡＤＰｒｉｂｏｓｙｌｔｒａｎｓ
ｆｅｒａｓｅｔｏｘｉｎ，ＣＤＴ；如强毒株 ＮＡＰ１／ＢＩ／０２７）。ＣＤＴ
毒素由ＣｄｔＬｏｃ毒力岛编码，通常位于ＰａＬｏｃ毒力基
因岛下游，由ｃｄｔＲ、ｃｄｔＡ及ｃｄｔＢ基因组成。ｃｄｔＡ及
ｃｄｔＢ基因分别编码 ＣＤＴａ（酶组分）和 ＣＤＴｂ（黏附
组分），亦对ＣＤＩ的发生有贡献。因此在未来的工
作中，课题组将进一步编辑 ΔＰａＬｏｃ突变株敲除
ＣｄｔＬｏｃ毒力岛，并进一步完成表型及动物模型
试验。

综上，本研究结果显示，在获得的１６株转化子

中，有８株为敲除ＰａＬｏｃ突变株，阳性率为５０％；通
过测序验证，获得的８株敲除ＰａＬｏｃ突变株均在设
计位点发生了等位双交换，成功构建艰难梭菌毒性

毒力岛敲除ＰａＬｏｃ突变株。
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ＩｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｎＣｌｏｓｔｒｉｄ
ｉｏｉｄｅｓ（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）ｄｉｆｆｉｃｉｌｅｓｐｏｒｅｒｅｃｏｖｅｒｙｉｎｔｗｏｓｏｌｉｄ
ａｇａｒｓ［Ｊ］．Ａｎａｅｒｏｂｅ，２０１８，５０：３８－４３．

［２５］ＣＯＮＮＯＲＭＣ，ＭＣＧＲＡＴＨＪＷ，ＭＣＭＵＬＬＡＮＧ，ｅｔａｌ．
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｎｏｐｔｉｍｉｚｅｄｂｒｏｔｈｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅ
ｍｅｄｉｕｍｆｏｒｔｈｅｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｄｉｆｆｉｃｉｌｅ［Ｊ］．Ａｎ
ａｅｒｏｂｅ，２０１８，５４：９２－９９．

（２０１９－０６－２９收稿，２０１９－０９－３０修回）
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３３１１

　１０期 饶凤琴等　敲除ＰａＬｏｃ毒力岛的无毒性艰难梭菌菌株的构建


