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江苏省南通地区小肠结肠炎耶尔森菌

分布特征初步研究

顾玲 汪华朱凤才 史智扬 曾小燕谭兆营 肖玉春邱海燕

王鑫金东 崔志刚 王冰 阚飙王新生景怀琦徐建国

·实验研究·

【摘要】 目的 了解江苏省南通地区小肠结肠炎耶尔森菌的分布特点和毒力特征。方法用常

规方法从家畜家禽粪便标本中分离小肠结肠炎耶尔森菌，PCR法检测其五种毒力相关基因，同时对

国内分离到的o：8血清型菌株进行脉冲场凝胶电泳分析。结果从该地区293份家畜家禽粪便标

本中分离到9l株小肠结肠炎耶尔森菌，分离率为31 06％。未分离到国内主要流行血清型o：3和

O：9，其中有39 57％菌株毒力基因分布特征为：a甜一、"越一、笋出、蜊、口f汗一，有60．43％菌株为
nzz、蛳以一、"出+、埘、”irF，两株国外引进的强毒菌株具有相同的脉冲图形．与国内分离到的
o 8血清型菌株存在显著的差异。结论 致病性小肠结肠炎耶尔森菌的分布具有局限性，江苏省南

通地区小肠结肠炎耶尔森菌的分布可能U非致病菌为主。

【关键词】小肠结肠炎耶尔森菌；血清型；毒力基因
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小肠结肠炎耶尔森菌感染是近年来受到全球重

视的一种肠道传染性疾病，在许多国家已经证实由
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小肠结肠炎耶尔森菌引起的感染在人群中是比较常

见的，属于全球性疾病。由于该菌易在低温生长，所

以在一些寒冷的国家和地区或寒冷的季节较为常

见，有人称其为“冰箱病”。在20世纪80年代中期，

我国发生过两次由小肠结肠炎耶尔森菌引起的流

行，造成500多人感染“。“。近年来随着人们生活水

平的提高，爆发较为少见，主要以散发为主，临床症

状较轻，仅有个别病例出现严重症状”一。小肠结肠

炎耶尔森菌感染虽然属于自限性疾病，但由于其感

染可引起结节性红斑、关节炎、肝炎等后遗症，值得
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关注。

小肠结肠炎耶尔森菌有众多的血清型，目前研

究认为仅有少数几个型别具有致病性。我国致病性

小肠结肠炎耶尔森菌是以O：3型为主，其次是O：9

型。在美洲国家主要是以O：8型为主”1。为了解江

苏省南通地区宿主动物中小肠结肠炎耶尔森菌分布

状况及其携带毒力基因情况，开展本项研究，所要检

测的毒力相关基因主要包括：位于染色体上的毒力

基因：n“(小肠结肠炎耶尔森菌粘附侵袭位点基

因)、埘以(小肠结肠炎耶尔森菌耐热性肠毒素基因)

和"￡B(小肠结肠炎耶尔森菌生物1A型携带的肠

毒素基因，此类菌株通常为非致病性菌株)；位于质

粒上的基因：婵烈(粘附素，涉及到自凝、血清抗性
和牯附)、uirF(脚p调节子的转录活化因子)，它们

也是小肠结肠炎耶尔森菌致病所必需的”一。粘附侵

袭位点n玑与抽。基因没有同源性“1，该基因区域

约有650 bp，编码的蛋白质相对分子质量(Mr)为

17×103，此蛋白与侵袭素相似，介导小肠结肠炎耶

尔森菌的侵袭性，与小肠结肠炎耶尔森菌的致病性

密切相关。

材料与方法

1．培养基：改良磷酸盐缓冲液、改良克氏双糖琼

脂、麦康凯琼脂和半固体琼脂由江苏省微生物试剂

厂提供；Rustigian’s尿素培养基由上海市疾病预防

控制中心试剂厂提供。

2．菌株的分离培养：将293份来自江苏省南通

地区牛、羊、猪和狗的粪便标本分别接种改良磷酸盐

缓冲液，于4℃分别增菌培养7天、14天和21天后

转种于麦康凯平板，26℃培养24～48 h，挑取可疑菌

落，分别接种改良克氏双糖琼脂，26℃培养24 h。产

酸且不产硫化氢者转种Rust醺ian’s尿素培养基，尿

素阳性者分别转种两支半固体培养基，分别置于

26℃和37℃培养24 h。26℃有动力且37℃无动力

者为小肠结肠炎耶尔森菌疑似菌株，分别进行生化

鉴定和血清分型。

3．生化反应与血清分型：API一20E生化试剂购

自法国生物梅里埃有限公司，按试剂说明书操作；分

型血清购自日本生研株式会社(包括o：1，2、o：3、

O：5、O：8和O：9)和中国药品生物制品检定所(o：1，

2、O：3、O：5、O：8和o：9型以外的血清)，O：3及o：9

单克隆抗血清由中国疾病预防控制中心传染病预防

控制所腹泻病室制备。

787

4．P(絮技术：参照文献[7，8]设计n双妒以、

笋出、妒以和帕IF五种毒力相关基因扩增引物，由
北京赛百盛公司合成，引物序列见表1。％q DNA聚

合酶(1000 U／支)、dNllPs(100㈣VL，4×100“1)，购
自华美生物工程公司。PcR技术按常规操作。

表1 5种毒力相关基因扩增引物序列

*小肠结肠炎耶尔森菌血清型o 8扩增产物片段大小

5．脉冲场凝胶电泳(PFGE)：参照美国cDc

PulseNet usA的统一方法。所用试剂及仪器包括：

内切酶N毗I：Promega Cbrporation Catalog#R643l

200 u；琼脂糖：SeaKem Gold Agar。se，cambraex Bio

scie呲e Rockland，Inc．usA；蛋白酶K：Merck

(kmany；sDs：北京鼎国生物技术发展中心，进口分

装；脉冲场凝胶电泳仪：chef Mapper，BioRad usA；

读胶仪：(kl Doc 2000，BioRad usA；水浴摇床：

Grant OLS2000，Grant ET坦1and；浊度仪：DenSimat，

bioMerieux France；电泳参数：电压梯度6 v／cm，电

场夹角120。，电泳缓冲液0．5×TBE，电泳温度

14℃，缓冲液的流速约为1 L／min。

结 果

1菌株分离情况：293份标本中共分离到91株

小肠结肠炎耶尔森菌，总分离率为31．06％，其中猪

分离率最高，达34．92％，因为从牛分离的标本量太

少，阳性率结果不具有代表性，故未计算(表2)。

裹2 江苏省南通地区宿主动物携带

小肠结肠炎耶尔森菌情况

2．血清分型情况：9l株小肠结肠炎耶尔森菌可
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分为19个血清型，其中o：7，8和O：6，30型最多，各

占16．48％(15／91)；O：5型占10 99％(10／91)；

o：16，29型和o：8型各占9．89％(9／91)。详见表3。

表3 宿主动物中91株小肠结肠炎耶尔森菌血清型分布

血清型 狗(株)牛(株)羊(株)猪(株)台计(株)

3．毒力基因携带情况：对91株小肠结肠炎耶尔

森菌分别进行。“、弘以、”出、婵dA和口irF五种毒

力相关基因检测。结果显示：91株小肠结肠炎耶尔

森菌均不携带n“、笋幽、妒dA和厕．F四种毒力基

因，55株(60 43％)菌携带”出基因(表4)。

4 20株1986年江苏南通地区分离到小肠结肠

炎耶尔森菌宿主、血清型及毒力相关基因检测结果

见表5。

5中国江苏分离的小肠结肠炎耶尔森菌O：8

血清型菌株脉冲场凝胶电泳的部分结果，见图l。

结果表明从国内分离到的0：8血清型菌株与国外

引进的两个流行株在带型上存在很大的差异，国外

引进的具有完整毒力因子的两株菌具有相同的脉冲

图形。国内分离到的这些菌株之间带型也存在很大

差别，只有两株菌得到了相同的聚类关系。

表4 91株不同血清型小肠结肠炎耶尔森菌中

毒力相关基因检测结果

注：括弓外数据为检测株数，括号内数据为阳性株数

表5 1986年江苏省南通地区分离菌株的血清型及

毒力相关基因检测结果

注：同表4

分离地点
江苏张垛乡徐家村

江苏张垛乡张荚村
江苏张垛乡张英村
江苏南英乡
江苏南英乡严马村
江苏南通
江苏南通
江苏南通

爰蒙辈摇乡张英村
江苏南通

擎硒“ 勰张垛乡张英村 2∽

图1 国外引进o：8血清型菌株与江苏分离o：8血清型菌株脉冲场凝胶电泳图谱的聚类结果
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讨 论

我们对江苏省南通地区293份宿主动物标本进

行小肠结肠炎耶尔森菌检测，共分离到91株小肠结

肠炎耶尔森菌，分布于19个血清型，其中O：7，8和

0：6，30型最多，各占16．48％；o：5型占10．99％；

O：16，29型和o：8型各占9．89％。1986年曾在该地

区宿主动物中分离到小肠结肠炎耶尔森菌，分布于

9个血清型：o：8(25％，5／20)、o：5(20％，4／20)、

O：7，8(15％，3／20)、O：12，26(5％，1／20)、o：16，29

(5％，1／20)、o：25(5％，1／20)、o：6，30(5％，1／20)、

o：10，25(5％，1／20)和o：10K(5％，1／20)。此次调

查结果与1986年相似，均分离到在美洲国家主要流

行的O：8血清型，而未分离到在我国呈流行性的o：3

和O：9血清型小肠结肠炎耶尔森菌。从这两个年度

的调查结果，我们认为致病性小肠结肠炎耶尔森菌

的分布具有局限性。

目前认为小肠结肠炎耶尔森菌的毒力基因主要

包括：位于染色体上的毒力基因niz、”m；位于质粒

上的基因妒拍和”irF，后者是小肠结肠炎耶尔森
菌致病所必须的”J。对91株小肠结肠炎耶尔森菌

分别进行n“、”以、蛳出、粥山q和讲rF五种毒力基

因检测，除部分菌株(60 43％)携带埘B型肠毒素

基因外，其余均不携带上述五种毒力相关基因。

笋出编码一种类似于YstA的耐热性肠毒素，它仅

存在于生物IA型的菌株中，不具备感染的特性，大

量研究证实该生物型通常是非致病性菌株。1986

年的分离株除部分携带”出型肠毒素基因外，其余

亦不携带上述五种毒力基因，与此次调查结果相似。

小肠结肠炎耶尔森菌感染性疾病是一种动物源性疾

病。研究结果提示：江苏省南通地区宿主动物中广

泛携带该菌，但是因其不携带上述4种致病性基因，

该地区分离株中未发现在我国能造成流行的o：3和

O：9血清型，这些分离株毒力相关基因PcR检测除

部分菌株携带蛳饵基因外，均为阴性(分离自腹泻

患者典型致病株毒力基因的分布应为n“、笋以、

蛳以、”irF”o)，即它们都属于非致病株，因此我们
认为江苏省南通地区小肠结肠炎耶尔森菌的分布可

能以非致病菌为主，本地区家畜家禽造成人间小肠

结肠炎耶尔森菌感染的机会较少。有需要进一步加

强该地区小肠结肠炎耶尔森菌监测工作以证实我们

的推断。

9l株小肠结肠炎耶尔森菌中有7株为o：8血清

·789

型，该血清型为美洲国家的主要流行型。我们所分

离到的o：8血清型除携带笋出基因外不携带其他

四种毒力基因，与欧美等国家该型流行株不同，它们

缺乏致病所必需的毒力因子，因此该地区O：8血清

型菌株不能引起感染流行。在我们的研究中观察到

我国分离到的O：8血清型菌株虽然没有致病性，但

在昆明小鼠试验中，它对国外引进的毒力株具有很

好的保护性(待发表资料)，脉冲场凝胶电泳的结果

也证实江苏分离的0：8血清型小肠结肠炎耶尔森菌

与典型的致病性菌株具有显著性差异，并且各菌株

之间很少得到相似的脉冲图形，在江苏分离到的14

株O：8血清型，只有229和231号菌株具有相同的

脉冲图形，其他菌株的聚类结果都是分散的。然而

两株分别从美国(wA)和法国巴斯德研究所

(52211)引进的具有典型致病性的参考菌株具有相

似的脉冲图形。最近我们完成了100多株国内的主

要致病血清型O：3和o：9小肠结肠炎耶尔森菌的脉

冲场凝胶电泳，各自均有十分相似的脉冲图形(待发

表资料)，因此我们推论小肠结肠炎耶尔森菌同一血

清型的致病性菌株在遗传学上具有很高的相似。

综上所述，江苏南通地区宿主动物中广泛携带小

肠结肠炎耶尔森菌，但未分离到我国主要流行血清型

o：3和o：9。分离株不携带致病所需的毒力因子，因此

不会引起人间小肠结肠炎耶尔森菌感染。该地区小肠

结肠炎耶尔森菌的分布可能以非致病菌为主。
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