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非O 1 57产志贺毒素大肠埃希菌分离株
脉冲场凝胶电泳分析

金东 赵爱兰 白向宁 孟琼 于波 袁雪娇 熊衍文侯雪新李振军
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·实验室研究·

【摘要】 目的对国内不同宿主来源的非0157产志贺毒素大肠埃希菌(STEC)分离株进行

脉冲场凝胶电泳(PFGE)分析，以初步建立中国非0157 STEC菌株的基础数据库，了解其分子流

行病学特征。方法参照PulseNet非0157 STEC的PFGE实验方法对76株非0157 STEC分离

株进行分析，并使用BioNumerics软件进行聚类。结果在PulseNet推荐的电泳参数和内切酶

XbaI情况下，菌株酶切片段分布均匀，条带易于识别。76株非0157 STEC分离株产生62种PFGE

带型，初步聚类为A～M 13个群，不同来源菌株的PFGE带型分布广泛，但均具有某些优势的

PFGE聚类群。结论 国内不同来源的非0157 STEC呈高度多态性，PulseNet推荐的PFGE电泳

参数和内切酶XbaI适用于中国非0157 STEC菌株的分析。

【关键词】非0157产志贺毒素大肠埃希菌；脉冲场凝胶电泳；分子分型
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【Abstract】 objective To establish a database and to understand the molecular

epidemiological features of non．O l 57 Shiga toxin．producing Escherichia coli(STEC)isolates from

difrerent animal reservoirs and patients．Methods Pulsed—field gel electrophoresis(PFGE)was

performed according to the PulseNet protocol with minor modifications．A dendrogram was

constructed using the BioNumeriCS．Results Under the PulseNet protoc01．62 PFGE paRerns were

obtained from 76 non．O 1 57 STEC isolates and then divided into A to M groups．Isolates from different

sources were widely distributed in different groups．but were predominant seen in certain groups．

Conclusion The non．O 1 57 STEC isolates in China were highly polymorphic．PulseNet protocol

seemed to be suitable for the typing ofChinese non—O 1 57 STEC isolates．

【Key words】 Non·0157 Shiga toxin—producing Escherichia coli；Pulsed—field gel

electrophoresis；Molecular typing

产志贺毒素大肠埃希菌(STEC)是重要的食源

性病原菌，可引起水样腹泻、出血性肠炎(HC)、溶

血性尿毒综合征(HUS)等病死率高的疾病n。。自

1982年美国首次报道从食物中毒患者以及HUS患

者粪便标本中分离到STEC 0157：H7以来[21，由
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0157：H7所引起的暴发及散发病例在世界范围内

不断报道3。“。近年来由非0157 STEC造成暴发以

及散发感染的报道越来越多№1，特别是201 1年5月

德国暴发STEC 0104：H4感染疫情，波及北美及

欧洲16个国家门1。提示未来非0157 STEC的流行

或暴发可能会成为公共卫生领域的一个重要问题。

脉冲场凝胶电泳(PFGE)技术已广泛应用于追踪监

测细菌性传染病的暴发和流行，在分析菌株之间的

遗传差异及相关性，协助追踪感染来源，控制继发

性感染等方面发挥着不可替代的作用。本研究参考

美国疾病预防控制中心PulseNet非0157 STEC
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PFGE分型方法，对我国不同来源的非0157 STEC

分离株进行分析，以建立我国非0157 STEC的

PFGE基础数据库，了解其分子流行病学特征。

材料与方法

1．实验菌株：本研究中76株非0157 STEC菌株

分别分离自腹泻患者粪便(2株)、羊粪(25株)、牛粪

(20株)、猪粪和猪肠内容物(29株)。菌株分离时间

为2002--2012年，标本来源包括北京、河南、湖南、

四川、黑龙江、青海、贵州等地。所有菌株经系统生

化鉴定为大肠埃希菌，采用多重PCR方法对菌株进

行stx。／stx：毒力基因检测，并利用PCR检测帕玩m基

因结合0157抗血清以排除属于0157血清群的菌

株随]。参考菌株沙门菌H9812(Salmonella braenderup
strain H9812)用于PFGE分析时的分子量Marker。

2．主要试剂：Taq DNA聚合酶、限制性内切酶

Xba I购自TaKaRa公司；SeaKem Gold(SKG)琼脂

糖购自基因科技(上海)有限公司；蛋白酶K、十二烷

基肌氨酸钠购自德国Merck公司；SDS购自北京鼎

国生物技术有限公司；EDTA、Tris及硼酸购自生工

生物工程(上海)技术服务有限公司。比浊用试管为

Falcon352054(美国BD公司)；50 ml Screw．cap试管

为Coming Centrifuge Tube(美国Coming公司)。

3．主要仪器：脉冲场凝胶电泳仪为CHEF

DRill system(美国Bio—Rad公司)，凝胶成像系统为
GEL Doc 2000(美国Bio—Rad公司)，水浴摇床为

Grant OLS2000(英国Grant公司)，浊度仪为

Densimat(法国BioM6rieux Vitek公司)，PCR仪为

SensoQuest Labcycler(德国Senso公司)产品。

4．PFGE：参照美国CDC PulseNet操作手册，略

有改动。

(1)制作胶块：挑取单个菌落接种于新鲜LB琼

脂培养基上，37℃培养18。24 h。刮取适量细菌，调

整其麦氏比浊值至4．0—4．5。取400 gl细菌悬浊液

37℃孵育5 min后加入20 ul蛋白酶K(20 mg／m1)。

将菌悬液与400 lal 1％Seakem Gold：1％SDS混匀

后加入模具，在室温下凝固10～15 min后制成胶

块。将胶块移人5 ml细胞裂解液[50 mmol／L

Tris—HCI(pH 8．0)，50 mmoUL EDTA(pH 8．0)，l％

十二烷基肌氨酸钠，0．1 mg／ml蛋白酶]中，54℃水浴

摇床(转速约130 r／min)中孵育2 h。使用纯水于

50 Cc水浴摇床中清洗2次，每次10 min(转速不变)；

然后使用Tris：EDTA Buffer[10 mmol／L Tris—HCl

(pH 8．0)，1 mmol／L EDTA(pH 8．0)]在50℃的水浴

摇床中清洗4次，每次15 min。

(2)酶切：切取2 mm宽的胶块，用150 gl酶切缓

冲液37℃缓冲10～15 min。重新加入酶切缓冲液

和适量的限制性内切酶共200 gl，每个样本XbaI

酶的用量为45 U。37℃孵育2 h。吸出酶切液，加

入200 LLl 0．5×TBE，将胶块加在梳子齿上，干燥约

5 min后，倒人平衡好的1％SKG，室温凝固30 min。

(3)电泳：电泳条件为2000～2200 ml 0．5 X

TBE，电压6．0 V／cm，脉冲夹角1200，起始脉冲时间

6．8 S，终止脉冲时间35．4 S，电泳时间18～19 h。

(4)图像获取：完成电泳后，将胶放人1 gg／ml溴

化乙锭溶液中染色30 min，置纯水中脱色30 min，凝

胶成像仪中成像并记录结果。

(5)电泳图像分析和结果聚类分析：PFGE图像

应用BioNumerics(Version 4．0)数据库软件(Applied

Maths BVBA，Belgium)进行处理，识别图像条带。

在图像识别过程中，在Marker最小片段外的实验菌

株条带因不能为Marker校准而剔除。图像通过统

一的Marker进行校准，标定条带位置，必要时进行

人工校正。聚类方法和参数选择：聚类图类型

(Dendrogram type)选择UPGMA(Unweighted Pair

Group Method using Arithmetic averages)方法，条带

位置差异容许度(position tolerance)选择1．5％，优化

值(optimization)为1．5％。采用Band based／Dice方

法计算相似性系数(similarity coefficient)，即Dice系

数(FX 100％，F value×100％)。F=2凡，√(m+ny)，

式中m是菌株X的总的片段数，m是菌株Y的总的

片段数，仉，是菌株石和菌株y的相同的片段数，F值

反映的是不同菌株电泳条带的相似性程度，范围

0～1之间，0代表完全不相关，1代表完全相同。参

考PulseNet的命名原则，对每一种不同的带型进行

命名。

结 果

1．非0157 STEC分离株的PFGE分型：按照

PulseNet非0157 STEC的PFGE分型方案，本研究

76株不同来源的非0157 STEC分离株共产生62种

不同的PFGE带型(EZKX01001～EZKX01062)(图

1)。其中包括4株菌的带型有EZKX01017，包括3株

菌的带型有EZKX01010和EZKX01023，包括2株菌

的带型分别有EZKX01008、EZKX01013、

EZKX01019、EZKX01037、EZKX01039、EZKX01045、

EZKX01062，其余每个PFGE带型分别只有1株

菌。根据UPGMA聚类图，将78株菌(包括2株2011
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图l 78株小同街上来源的{|0157 STEC分离株PFGE一巾tli：型聚炎分析

年德国大肠埃希菌0104：H4疫情暴发菌株和暴发

相关菌株)的PFGE带型分为A～M共13个群，各群

包括的菌株数量为l～15株。分析结果表明我国不

同地域不同腹泻患者或者健康动物携带的非0157

STEC呈高度多态性：

2．不同宿主来源非0157 STEC分离株的PFGE

分型：本研究中共涉及人、羊、牛、猪4种宿主来源的

非0157 STEC，腹泻患者分离菌株只有2株，呈相同

·505·

的带型(EZKX01062)，且与其他动

物来源的菌株存在较大差异，其聚

类相似性<80％；25株羊分离株分

布于6个群，但以B、D、E群为主；

20株牛分离株分布于7个群，但以

C、F群为主，且F群中只包括牛分

离株；29株猪分离株分布于8个群，

但以H和J群为主，且其中只包括

猪分离株(表1)。以上结果表明不

同来源菌株的PFGE带型分布广

泛，且均具有某些优势的PFGE聚

类群。

3．不同PFGE型别菌株携带志

贺毒素基因情况：76株非0157

STEC分离株中，stx．基因阳性20

株，stx2基因阳性47株，s舰，+stx2基

因均阳性9株。F、H、I、G群菌株均

只携带stx!基因，可能与其主要来

源于牛(F群)或猪(H、I、G群)的分

离株有关。其余PFGE群的菌株存

在不同的志贺毒素基因形式。

讨 论

目前发现能引起人感染的

STEC血清型已超过400种，其中以

0157：H7血清型为主‘9。近年来

非0157 STEC感染率不断上升，世

界许多国家出现了非0157 STEC

暴发⋯“。有鉴于此，美国疾病预

防控制中心于2009年建议临床实

验室对所有腹泻标本进行0157

STEC分离培养及非0157 STEC检

测。”。我国1999年在苏皖地区出

现0157：H7感染暴发后，已在某

些地区开展了0157：H7的监测，

但非0157 STEC在我国的感染情

况目前尚无系统研究。白向宁等“3对我国部分动物

源性非0157 STEC菌株的多位点序列分型(MLST)

表1不同宿主来源非0157 STEC菌株的PFGE带型分布

骨I-j

一黼㈨
乜

i．器锋琵暑滑．耻丽
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分析表明，我国的菌株与国际流行菌株有一定亲缘

关系，应重视非0157 STEC的感染。近期我们从腹

泻患者粪便中分离到非0157 stx。基因阳性的菌株，

也进一步说明我国实际存在非0157 STEC感染。

随着人际往来和贸易发展，传染病跨地区传播

已成为其预防控制面临的重要问题。基于当前细

菌性传染病的传播特征及其公共卫生威胁，美国疾

病预防控制中心建立了以PFGE技术为核心的实验

室分子分型监测网络(PulseNet)，通过该网络已成

功处置和预警了多起细菌性传染病暴发疫情。

2004年由中国疾病预防控制中心牵头成立了我国

细菌性传染病实验室分子分型监测网络(PulseNet

China)，PulseNet China作为国际网络(PulseNet

International)的重要组成部分，实现了全球范围监

测信息的查询和比对。本实验应用XbaI内切酶对

我国分离的非0157 STEC菌株进行PFGE分析，菌

株酶切后的条带数目适中，片段大小分布均匀，是理

想的限制性内切酶。使用PulseNet推荐的电泳参数

得到酶切图谱中酶切片段分布均匀，条带易于识别；

不同宿主中分离的菌株带型差异明显，与病原学特

征相符。同时使用统一的限制性内切酶和电泳参数

方便我们随时与国际网络的数据进行比对和分析。

本研究建立了我国非0157 STEC菌株的基础

数据库，并可以在后续的工作中对数据库不断丰

富，为我国非0157 STEC的暴发调查及溯源等奠定

基础，同时通过与国际暴发菌株带型(如本研究中

涉及的2011年德国大肠埃希菌0104：H4疫情暴发

菌株和暴发相关菌株)的查询和比对，掌握了可能

涉及我国利益的细菌性传染病的流行情况和病原

学特征。
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