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肺炎克雷伯菌脉冲场凝胶电泳及多位点
序列分型技术的联合应用

·实验室研究·

高源 张砺李马超黄成任红宇周海健朱兵清李债王晓蕾邵祝军

【摘要】 目的联合使用脉冲场凝胶电泳(PFGE)及多位点序列分型(MLsT)对肺炎克雷伯

菌进行分型研究。方法参照美国疾病预防控制中心及亚太地区PulseNet提供的PFGE相关标准

化操作程序，优化相关电泳条件，对某儿童医院于2005—2006年分离到的59株菌分型分析，对其

中高度相似性菌株进行MLST分型分析。结果59株菌经PFGE分型分析，可分成47个PFGE

型，19个PFGE群，具有高度相似性的菌株经MLST分型，其型别分别为ST-340、ST-342、ST-343、

ST-344、ST-345，其中ST-342、ST-343、ST-344、ST-345为MLST数据库中中国新发现的ST型。

结论具有PFGE高度相似性的肺炎克雷伯菌可以通过MLST进一步确认或区分。
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【Abstract】0bjectiw To type KlebsieUa pneumonia through methods including pulse-field

gel electrophoresis(PFGE)in combination with multiloeus sequence typing．Methods Four selected

different EPs．referring to the Standard Operating Procedure of PuiseNet China，were used．11圮

single colony of胁bsiella pneumonia was quantified after enriched culture．Embedding organisms in

agarose and genome DNA were lysed with Proteinase K and then digested by restrietion endonuclease

Xba I．to produce agarose gel．Fingerprint was obtained through PFGE and bands were marked with

their molecular weights and then analyzed by BioNumerics software．Using MeST to analyze the

strains that were highly similar．by PFGE typing Results By comparing the four results from each

EPs，丑【3(switch time from 6s to 36s，total run time iS l 8．5 hours)seemed to be better than the others．

59 strains ofKlebsiella pneumonia were divided into 47 PFGE types and 19 PFGE clusters．The hi曲ly

similar strains could be typed into ST-340、ST-342、ST-343、ST_344、ST-345 by MLST．Among

them，ST-342、ST-343、ST-344、ST-345 types wfffe all new MLST types that were reported in China．

Conclusion Highly similar Klebsiella pneumonias typed by PFGE could also be typed bv MLST．

【Key words】KlebsieUapneumonia；Pulse—field gel electrophoresis；Multilocus sequence typing

克雷伯菌属(Klebsiella)是重要的条件致病菌和

医源性感染菌之一[1’2]。在疾病的暴发或流行中，脉

冲场凝胶电泳(PFGE)技术结合菌株的流行病学资

料、菌株的其他生物特征及毒力基因信息，可分析疾

病的传染源、传播途径和基因分型特征等b]。多位

点序列分型(MLsT)是1998年发展起来的一种新的

基因分析方法H】，2005年Diancourt等b1将该技术应
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用于肺炎克雷伯菌的基因分型上。为快速便捷地对

院内感染的菌株进行分析，同时建立较为完善的

PFGE电泳条件，本研究采用PFGE技术对某儿童医

院分离的肺炎克雷伯菌株进行基因分型研究，并对

PFGE带型高度相似的菌株进行MLST分型。

材料与方法

1．菌株来源及鉴定：肺炎克雷伯菌参考株为：

(、MCC46114、CMC046105、CMCC46115、CMCC46117

购自中国药品生物制品检定所；CGMCCll526、

CGMCC 11734、CGMCCll639、CGMCCll736购自

中国普通微生物菌种保藏管理中心，其中
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CGMCCll736与CMCc46115为不同菌种中心保管

的同一株菌株，H9812为PulsNet实验室提供的标准

菌株。

59株试验菌株为某儿童医院2005～2006年临

床分离菌株(表1)，所有菌株均经过法国生物梅里

埃公司的API细菌鉴定系统鉴定，菌落形态及生化

特性与肺炎克雷伯菌株特征均符合。

2．主要试剂及仪器设备：限制性内切酶Xba I、

Taq酶、dNTP(大连宝生物公司)，Seakem Gold低熔

点琼脂糖(美国Cambraex Bio Science Rockland公

司)，琼脂糖(上海YiTO Bio．instrument公司)。蛋白

酶K(德国Merck公司)，脉冲场凝胶电泳仪CHEF

MAPPER System(美国Bio—Rad公司)，凝胶成像系

统Gel Doc XR(美国Bio．Rad公司)，细菌基因组

DNA提取试剂盒(德国Qiagen公司)PCR基因扩增

仪(美国Stratagene公司Robocycler@Gradient 40

型)、100 bp DNA Ladder Marker和Goldview替代染

料购自北京华美生物工程公司，引物由北京赛百盛

公司合成，PCR产物测序由北京六合华大基因科技

股份有限公司完成。

3．PFGE实验：根据已报道方法适当改进b朋】。

(1)胶块制备：刮取适量培养过夜的细菌，调整

比浊值为5．0，取400 gl细菌悬浊液于事先高压灭

菌的1．5 ml eppendorf管中，37℃孵育5 min后加入

20“l蛋白酶K(20 mg／m1)，与400 gl溶解完全并后

置56℃水浴30 min以上的l％Seakem Gold胶(内

含1％SOS)混匀后，将混合液加入模具，室温下静置

15 min后，制成胶块。将胶块移入5 ml细胞裂解液

中，54℃水浴摇床(130 r／min)孵育2～4 h，50 oC水

浴摇床中使用同温度纯水清洗2次，每次10 min，同

温度TEbuffer清洗4次，每次15 min，清洗后胶块置

于TE中备用。

(2)酶切及制胶：将切取的2 mm宽胶块置于

200 ul Xba I酶切缓冲液中(此时缓冲液中不加酶)，

37‘C缓冲15 min，小心吸取缓冲液后，重新加入含有

限制性内切酶Xba I(60 u)的酶切缓冲液200肛l，

37℃酶切4 h，吸出酶切缓冲液，加入200肛l 0．5X

TBE，将胶块加在制胶模具的梳子齿上，吸除残余液

体后干燥3 min，将梳子置于制胶模具适当位置后，

确保胶块均完全与模具底部接触，向已调水平的模

具中缓慢注人1％Seakem Gold，室温凝固30 min。

(3)电泳：在脉冲场凝胶电泳仪用0．5X TBE缓

冲液，14℃，6V／cm，120。，适当参数下进行电泳，分

子量标志物为标准菌株H98 12。

表1 2005--2006年某儿童医院临床分离菌株

相关资料及PFGE分型分群结果
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注：4来源丁尿液；6来源于血液；‘代表2株菌为同一病例同一次
住院的2次检测中检出菌株；。来源于脓液；‘来源于皮肤分泌物；其
他样品均来源了二痰液

 



(4)图像分析：电泳结束后，将胶块放人1 pg／rnl

的EB液中染色30rain，清水脱色1 h后，凝胶成像系

统Gel Doc XR下观察结果。PFGE图像应用

BioNumerics(Version4．0)数据库软件(Appplied

Maths BVBA，Belium)处理，识别图像条带。聚类图

类型选择UPGMA(unweighted pair group method

with averages)方法，条带位置差异容许度1．0％。

4．MLST实验：基因组DNA的提取和7个管家

基因位点的片段PCR扩增：采用德国QIAGEN细菌

基因组DNA提取试剂盒，按照试剂盒说明书严格操

作，提取的基因组DNA于一20 cc保存备用。7个管

家基因分别为：rpoB、gapA、mdh、埘、phoE、i，徊及
tonB，参照http：／／www．pasteur．fr／recherche／genopole／

PF8／mlst／Kpneumoniae．html公布的标准方案进行，

引物及退火温度见表2。管家基因位点的测序和比

对：采用扩增引物作为测序引物，对扩增产物经纯化

后用进行双向测序并拼接，测序结果通过Internet提

交至http：／／www．pasteur．fr／recherche／genopole／PF8／

mlst／primers ． 进行比对，得到相应

基因分型。_．Kpneumoniae

html

表2 MLST扩增引物及退火温度

引物 退火温度(℃) 引物序列(5’～3’)

结 果

1．PFGE电泳参数优化阳】：电泳体系为1％

SeaKem Gold agarose；Xba I限制性内切酶；0．5×

TBE；电压6．0 Wcm，脉冲夹角1200的标准下；对

PFGE电泳参数进行优化比较，起始脉冲时间1—6

S，终止脉冲时间20。40 s，电泳时间16—19 h，选择

了fl(1：起始脉冲时间1 s，终止脉冲时间30 s，电泳时

间16 h；fl(2起始脉冲时间6 S，终止脉冲时间20 S，电

泳时间18 h；n【3：起始脉冲时间6 S，终止脉冲时间

36 s，电泳时间18．5 h；fk4：起始脉冲时间4 S，终止脉

冲时间40 S，电泳时间19 h四个条件进行比较，比较

中发现，四个条件下，fk2条件下小分子量的片段条

带分离距离较分散，大分子量的片段条带分离距离

较集中，因此在小分子量条带分离和识别方面效果

较好，fl(4条件下大分子量的片段条带分离距离较分

散，小分子量的片段条带分离距离较集中，因此在大

分子量条带分离和识别方面效果较好，而综合整体

分型效果来看，fk3条件下电泳得到的各个片段条带

分离距离较均匀，避免了因大分子量片段条带距离

较近或小分子量片段条带距离较近造成识别困难，

而此条件下条带间的相似系数最低，因此本研究中，

最终采用的肺炎克雷伯菌株PFGE分型的优化条件

为：1％SeaKem Gold agarose；Xba I限制性内切酶酶

切；O．5×TBE；电压6．0V／cm，脉冲夹角1200；起始脉

冲时间6 S，终止脉冲时间36 S，电泳时间18．5 h，温

度14℃(图1)。

注：从左垒右分别为MarkerH9812及l司一株困任小lujtk2、tk4

及fl【3条件下电泳结果

图1肺炎克雷伯菌株优化条件前后PFGE电泳图

2．肺炎克雷伯菌株PFGE分析结果：对经API生

化鉴定符合肺炎克雷伯菌株生化特征的59株临床

分离肺炎克雷伯菌株的PFGE分型显示，59株肺炎

克雷伯菌共分为47个不同的PFGE带型，以70％相

似度为标准，可分为19个不同的群(表1)，其中

PFGE一2、PFGE一7、PFGE一9、PFGE一13、PFGE一18群

中部分菌株具有高度一致性(图2)。

3．选取PFGE一2、PFGE一7、PFGE一9、PFGE一13、

PFGE一18群中具有高度一致性菌株进行MLST分型分

析，其MLST分型结果及详细资料出国蚬表3和表4。
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图2 59株肺炎克雷伯菌株PFGE聚类分析

表3 某儿童医院临床分离株MLST结果

讨 论

肺炎克雷伯菌在革兰阴性细菌造成的院内感染

中一直占据着较为重要的地位n0’113，本研究采用的
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PFGE分析方法通过优化PFGE电泳参

数，得到了较好的电泳结果，便于PFGE

方法的推广及比较。

MLST通过对菌株DNA中的7个

管家基因内的序列分析，组合成不同的

基因型，这种方法的优势在于分析的是

菌株DNA上基因的核苷酸序列，因此

数据可以标准化，从而便于不同实验室

之间资料比较，同时，这些序列具有遗

传的稳定性与变异的差异性，因此是分

子生物学和流行病学研究的较好技术

方法。

本研究中的菌株为多个PFGE

群，其中PFGE一2、PFGE一7、PFGE一8、

PFGE一9、PFGE一13这5个PFGE群所包

含的菌株数占总数的50．8％(30／59)，可

能为该儿童医院肺炎克雷伯菌的主要基

因型；其中PFGE-2、PFGE-7、PFGE-9、

PFGE-13、PFGE一18群中部分菌株具有

高度相似性，而进一步对这些菌株进行

MLST分型得到了较为一致的结果，其

中PFl8群的菌株通过MLST分型与其

他高度相似菌株得到进一步的区分(表

4)，由此可见，PFGE带型较为一致的菌

株可通过MLST进行区分。

通过对肺炎克雷伯菌株进行的

PFGE及MLST分型研究，发现分离于

表4某儿童医院临床分离株MLsT与PFGE分型结果比较

襞一⋯蝴一源。荔耘PFGE M耙LST
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2005年5—7月肺炎克雷伯菌株具有较高的聚集性。

可能存在PFGE一13群(ST-345型)菌株在院内扩散

传播；同样，2006年2—3月分离的部分肺炎克雷伯

菌株具有相同基因特征，可能存在着PFGE一7群

(ST一342型)菌株的传播；另外PFGE一2群(ST-340

型)菌株在2005--2006年均检出，提示可能为该区

域内较为主要的流行菌株群别。

PFGE一18群的部分菌株经MLST分型后，分别

确定为ST-343型和ST_344型，且从ST-343型和

sT_344型的7个位点的比较来看，基本排除了两者

属相同克隆群的可能性。

经过MLST分型分析，发现ST-342、ST_343、

ST_344、ST_345均为原MLST数据库中新发现基

因型。

综上所述。在同一区域不同时间可能存在相同

基因型或克隆群的肺炎克雷伯菌株的流行，使用

单一PFGE方法对聚集性病例分离菌株进行分型

研究可能存在误判，结合MLST方法对PFGE分型

相似性较高的菌株进行分析和确认具有较好的应

用价值。
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