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上海市1962--20 1 1年霍乱弧菌表型特征
及分子分型研究

屠丽红陈敏李伟 张曦陈洪友王文静
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·实验室研究·

【摘要】 目的分析1962--2011年上海市霍乱弧菌的表型及分子分型特征。方法采用

WHO推荐的改良K-B纸片法，对222株霍乱弧菌进行11种抗菌药物(头孢曲松、强力霉素、诺氟沙

星、环丙沙星、复方新诺明、丁胺卡那霉素、四环素、氯霉素、萘啶酸、氨苄西林、庆大霉素)敏感试

验。以PCR检测霍乱毒素基因(etxA)、小带联结毒素基因(zot)、辅助霍乱肠毒素基因(ace)、溶血

素基因(hlyA)、毒素协调菌毛基因(tcpA)、外膜蛋白基因(ompU)和l调控蛋白基因(toxR)。采用脉冲

场凝胶电泳(PFGE)方法对菌株进行分子分型，用BioNumerics软件分析电泳图谱。结果222株

霍乱弧菌经药物敏感试验分析显示，1962—1996年的菌株对多种药物敏感，2005--2011年的菌株

对多种药物耐药。0139群耐药率明显高于01群，0139群产毒株的耐药率比非产毒株高。毒力

基因分析显示，1962—1996年霍乱患者来源菌株多为01群产毒株，2005--2011年患者来源菌株

多为0139群产毒株，水体来源菌株未检出ctxA基因，0l群水产来源菌株以^M+toxR+ompU+为
主，占25．6％(11／43)，0139群水产来源菌株以hlyA+toxR+ompU+ctxA+ace+zot+tcpA+为主，占76．1％

(16／21)。PFGE分析将222株菌分为121个PFGE型，0139群分为3个聚类，01群分为5个聚类。

结论上海市霍乱弧菌随着时间推移表型及分子特征均发生了很大变化，耐药情况加重。
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【Abstract】 Objective To describe the phenotype and molecular characteristics of V／br／o(矿)

choferoe strains isolated in Shanghai．from 1 962 to 20 1 1．Methotis K-B test was used to investigate

the antibiotic resistance of E cho／erae strains．PCR was applied to detect seven virulence-related genes

including cholera toxin(ctxA)，zonula OCCludens toxin(zot)，accessory cholera enterotoxin(ace)，

hemolysin(hlyA)，toxin-coregulated pilus(tcpA)outer membrane protein(ompU)and the regulatory

protein genes(toxR)．Genetic relation was assessed by pulsed-field gel electrophoresis(PFGE)and
the patterns were clustered by BioNumerics software．Results p cholerae strains isolated from 1962

to 1996 were sensitive to most ofthe antibiotics．However．the strains isolated from 2005 to 2011 were

resistant to many antibiotics．E choferoe 0139 group showed higher prevalence ofresistance to several

antibiotics compared witll Ol group．and the resistance rate ofthe 0139 toxigenic isolates WaS higher

than that of the non．toxigenic isolates．Most of the 01 strains isolated from 2005 to 201 1 were

non．toxigenic while 0139 strains isolated from 2005 to 2011 were almost toxigenic．There were no

strains ofctxA+detected from the rivers from 2005 to 2011．Main gene type ofthe 01 strains detected

from the aquatic products WaS hlyA+toxR+ompU+．while that ofthe 0139 strains was hlya+toxR+ompU+
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ctxA+ace+zot+tcpa+．Using PFGE．222矿cholerae strains were subtyped into 121 molecular types．

0139 swains were divided to three clusters and 01 strains to five clusters．Conclusion The characteristics

of E cholerae strains isolated in Shanghai from 1962 to 201 1 showed great changes，suggesting that

more attention should be paid to the multiplication on antibiotic resistance of E cholerae strains．

【Key words】Vibno cholerae；Phenotype；Molecular type；Pulsed-field gel electrophoresis

霍乱弧菌是一种革兰阴性细菌，根据0抗原的

不同分为206个血清群，01和0139群产毒株是引起

霍乱流行的主要血清型菌株n 3，01群分为3个血清

型：小川、稻叶及彦岛型。霍乱弧菌致病基因主要包

括霍乱毒素基因(ctxA)和毒素协调菌毛基因(tcpa)

及相关调控基因小带联结毒素基因(zot)、辅助霍乱

肠毒素基因(ace)、溶血素基因(hlyA)、外膜蛋白基因

(ompU)和调控蛋白基因(toxR)等乜’3]。

我国已出现3次霍乱流行高峰(分别出现在20

世纪60年代、80年代和90年代)，自2002年开始流

行处于低谷n]。本研究收集1962--2011年上海市的

222株霍乱弧菌，分析其药物敏感性、毒力基因，并

运用脉冲场凝胶电泳(PFGE)方法分析霍乱弧菌的

表型特征及分子分型。

材料与方法

1．菌株来源及鉴定：霍乱菌株来源于上海市菌

毒种保藏中心，从1962--2011年检出的3000多株菌

株中随机选择流行背景清楚的222株，所有菌株按

照WS 289—2008{霍乱诊断标准》鉴定为霍乱弧菌，

同时进行血清分型(表1)。

2．主要试剂及仪器设备：霍乱弧菌诊断血清购

自中国药品生物制品检定所；药敏纸片、MH琼脂购

自英国0Xiod公司；限制性内切酶Xba I、Not I、

100 bp DNA Ladder Marker、Taq Premix、琼脂糖购自

宝生物工程(大连)有限公司；Seakem Gold低熔点琼

脂糖购自美国Cambrex Bio Science Rockland公司；

细菌基因组DNA提取试剂盒购自德国Qiagen公
司。主要仪器包括PCR基因扩增仪(Bio—Rad DNA

Engine Dyad)、脉冲场凝胶电泳仪(Bio．Rad CHEF

Mapper)、凝胶成像系统(Bio．Rad GEL Doc2000)。

引物序列由上海生工生物工程有限公司完成。

3．药物敏感试验：采用WHO推荐的改良K—B

纸片法。抗菌药物包括头孢曲松、强力霉素、诺氟沙

星、环丙沙星、复方新诺明、丁胺卡那霉素、四环素、

氯霉素、萘啶酸、氨苄西林、庆大霉素。质控菌株大

肠埃希菌ATCC25922为上海市疾病预防控制中心

中心实验室提供，结果判断按照美国临床和实验室

标准化协会(CLSI)标准。

4．毒力基因检测：菌株37℃培养过夜，使用细菌

基因组DNA试剂盒提取基因组DNA，一20 oC保存。

对222株霍乱弧菌进行7种毒力基因分析，引物序列

见表2。扩增条件：94℃预变性2 min；94℃1 min，

56℃1 min，72 oC I min，35个循环；72℃4 min。

扩增产物经电泳后于凝胶成像系统中观察结果。

5．PFGE实验：按照PulseNet监测网络中霍乱弧

菌PFGE标准分型方法(Not I酶切)b]。PFGE图像

应用BioNumerics软件(Version 6．0，Applied Maths)

处理，聚类方法采用非加权组平均法(UPGMA)。

结 果

1．药物敏感试验：222株霍乱弧菌经11种抗菌

药物敏感性试验检测结果显示，1962—1996年的01

群菌株对10种药物均表现为敏感(100．0％)，只对氨

苄西林部分耐药(耐药率<10．0％)；2005—2011年

Ol群菌株对强力霉素、诺氟沙星、复方新诺明、丁胺

卡那霉素、四环素、氯霉素、萘啶酸、氨苄西林、庆大

霉素有不同程度的耐药。1994—1996年的0139群

霍乱弧菌对复方新诺明、氯霉素、氨苄西林部分耐

药，2005--2011年的0139群霍乱弧菌对强力霉素、

复方新诺明、四环素、氯霉素、萘啶酸、氨苄西林、庆

大霉素耐药率高。0139群耐药率比01群高(表

3)。0139群产毒株耐药率比非产毒株高。

2．毒力基因特征：对222株霍乱弧菌进行毒力

基因分析，01和0139群菌株均含有^M、toxR。01
群患者来源菌株中58．6％(41／70)含有7个毒力基

表1 1962--2011年222株霍乱弧菌来源及血清分型

注：由于1997--2004年菌株无保藏，故为空缺
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表2霍乱弧菌毒力及调控基因引物

表3 1962--2011年0l和0139群霍乱弧菌耐药率比较

因，0139群患者来源菌株中86．5％(32／37)含有7个

毒力基因。1962—1996年水体来源Ol群菌株

12．0％(3／25)含有ctxA基因，2005--201 1年水体来源

Ol群菌株未检出ctxA基因，水产来源01群菌株以

hlyA+toxR+ompU+为主，占25．6％(11／43)，水产来源
0 1 39群菌株以^M+toxR+ompU+ctxA+ace+zot+￡耐+
为主，占76．1％(16／21)(表4)。

3．PFGE分型：对222株霍乱弧菌进行PFGE分

型(Not I酶切)，共分为121个型别。63株0139群

菌株PFGE带型相似度范围为70．0％～100％，分成3

个聚类(I一Ⅲ)(图1)，非产毒株中5株PFGE带型

完全一致，产毒株指纹图谱相似度为88．4％。

100％。01群产毒株以及具有≥2株相同带型非产

毒株的PFGE相似度范围在75．3％。100％，分为5个

聚类(I～V)(图2)。产毒株分为聚类I、Ⅱ，非产

毒株分为聚类Ⅲ～V。

讨 论

本研究结果显示，2005--20 1 1年霍乱弧菌耐药

谱相对于1996年前明显变宽，主要对强力霉素、复方

新诺明、四环素、氯霉素、萘啶酸、氨苄西林、庆大霉

素产生耐药，这可能是抗生素的选择压力所致凹1。所

有菌株对头孢曲松、环丙沙星敏感性高，两者可作为

临床治疗霍乱的首选药物，但是也有研究发现霍乱

弧菌对环丙沙星发生耐药n0’“]，因此需监测霍乱弧

菌对常规药物的敏感性，指导临床合理用药，并对其

耐药机制进行深入分析。

毒力基因检测结果显示，1962—1996年霍乱大

流行期间水体中存在产毒株，2005--2011年水体中

未检出产毒株，因此在上海市经水感染霍乱的可能性

较小。多种水产品中检出霍乱弧菌产毒株，与已有研

究结果一致口2·13]，上海市多起霍乱疫情由食入不洁食

物引起“⋯，因此应进一步加强对水产品的监测。2005

年后患者及水产品中多检出0139群产毒株(携带7

种毒力相关基因)，因此有必要加强对0139群的监

测，防止其引起大流行。水体和水产中检出的0l群

霍乱弧菌多为非产毒株，其毒力基因特征多样，CTX

基因元件上存在缺失，应注意进行监测，以免基因重

组使其重获毒力，从而造成霍乱流行。

本研究结果显示，1962--2011年霍乱弧菌产毒

株间PFGE指纹图谱相似度高，仅有4～6条的条带

表4 1962--2011年01和0139群霍乱弧菌毒力基因特征

毒力基因特征
01 0139 Ol 0139—酉矿—■旷—矿—虿矿—1翮F—1萨一—恧F—■而r—]萨

垒三!塑 鱼三堑! 垒三尘 鱼三!!) 堕三!!) 尘三塑) 也三!!! 鱼三墅 也三!!)
^M+toxR+ompU+ctxA+ace+zot+tcpA+ 36(61．O)3(12．0) 1(25．o) 5(45．5)0 4(9．3) 31(93．9)0 16(76．1)

MrA+觚R+orap矿oATe+zot+tcpA+0 1(4．0)0 0 2(9．5) 9(20．9)0 0 0

hlra+toxR+ompU+ace+wpA+ 2(3．4)0 0 0 0 2(4．7)0 0 0

hlra+toxR+ompU+ace+zot+ 2(3．41 2(8．0)0 0 2(9．5) 2(4．7)0 0 0

hlyA+toxR+ompU+tcpA+ 3(5．∞ 3(12．O)0 3(27．2)4(19．o) 10(23．2)0 0 0

hlyA+toxR+ompU+z．ot+ 2(3．4) 2(8．O)0 0 0 0 0 0 0

『lM+toxR+ompU+ 9(15．4)4(16．0)0 2(18．2) 12(57．2) 11(25．6)0 2(40．O)0

hlyA+toxR+础+ 3(5，O) 】(4．O)0 0 0 0 0 0 0

hlra+toxR+ 2(3．4) 9(36．O) 3(75．O) 1(9．1) 1(4．8) 5(11．6) 2(6．1) 3(60．O) 5(23．9)

注：括号外数据为菌株数，括号内数据为构成比(％)
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图1 0139群霍乱弧菌PFGE分型
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图2 Ol群产毒株及部分非产毒株PFGE分型
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差异，而非产毒株PFGE指纹图谱有≥6条的条带差

异，菌株无相关性。PFGE分析显示流行高峰期的菌

株与非流行期内检出的产毒株分子分型相似，提示

【I

Ⅲ

U

IⅡ

Ⅳ

V

菌株亲缘关系近。其中分离于患者的产毒

株PFGE指纹图谱与水产来源菌株一致，提

示被污染的水产品可能是致病原。
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