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贵州省伤寒沙门菌分离株 !"# 核糖体

基因型的多态性及其流行病学意义

田克诚 阚飙 胡伟 童亦兵 吕太富

【摘要】 目的 探讨贵州省不同时间、不同地区伤寒流行菌株的遗传多态性及内在联系。方法

利用 #$%&’()* 杂交技术，对贵州省 + 个地区 ," 个县、市 !+-+ . !+++ 年伤寒沙门菌分离株进行染色体

/01 基因限制性酶切 !"# )/01 探针杂交图谱分析及药物敏感性试验。结果 分析发现选择的 ,2+ 株

分属 ," 个 34 型，以 34! 和 34, 为优势型；在局部发生伤寒流行时，均由独特 34 型引起。耐药菌株以

345 和 34! 型为主。结论 贵州省不同地区、不同时间的分离菌株在核糖体杂交图谱上有明显的多

态性，分析认为具有多重耐药性以及存在众多克隆群菌株是引起贵州伤寒发病率居高不下的主要原

因。
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伤寒是贵州省最常见的急性肠道传染病，解放

初期，全省年发病率仅 - L !2 万左右。,2 世纪 52 年

代后逐年上升，!+M5 年达+M DM- L !2 万，发病率超过

!22 L !2 万的就有 ,N 个县（市）；随后全省发病率波动

在 -2 L !2 万至 !22 L !2 万之间达 - 年之久。此间，区

域性 爆 发 时 有 发 生，!+M- 年 安 顺 市 发 病 率 达

! NN+ D,! L !2 万，!++! 年纳雍县发病- +5"例，!++M 年

威宁县 6 个乡镇爆发性流行，发病N -22多例。!++-
. !+++ 年，全省年发病率仍维持在 ,2 L !2 万至 62 L !2
万的较高水平。贵州西部的安顺、六盘水、毕节、黔

西南 6 个地（州、市）区已经成为伤寒的常年流行区。

如何控制伤寒的流行是贵州疾病控制中的突出问

题。用 分 子 流 行 病 学 方 法 分 析 不 同 时 期、不 同

地区，甚至不同流行事件中菌株间基因组上的相似
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程度，能够进一步揭示流行的内在规律，鉴别传染来

源与追踪传播途径。利用 !"# 核糖体（!"# )301）基

因（!"# )/01）杂交图谱分析细菌基因组的差异，是

目前最常用的方法［!GN］。该方法虽只反映基因组的

部分变异，但鉴于细菌基因组非常庞大，这些方法仍

具有很强的实际意义。因此，利用相对保守的 !"#
)301基因探针对伤寒沙门菌（ D 9 ?EA(,）分离株的

/01 基因进行杂交图谱多态性研究，结合具体的流

行病学资料，以求阐明贵州省不同时间和地区伤寒

流行的内在联系。

材料与方法

! D 菌 株：贵 州 省 卫 生 防 疫 站 收 集 保 存 的

D 9 ?EA(,，按分离株的年代和地区选择 ,2+ 株作为实

验菌株，这些菌株覆盖了全省 ," 个县（市），其中按

地区（市）贵阳共 N6 株、六盘水 + 株、遵义 !" 株、铜

仁 5 株、黔西南地区 !6 株、毕节 6M 株、安顺 5N 株、
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黔东南地区 ! 株、黔南地区 " 株。标准菌株由中国

预防医学科学院流行病学微生物学研究所提供，编

号 ! " #$%&’ #$%!&。

’ (试剂：限制性内切酶 )*+,、-./ 012 聚合酶、

31-)及 4.563. 012 7 89:3! 5.;<=;（分子量标准）购

自华美生物工程公司；地高辛（09>）012 探针标记与

检测试剂盒为 ?@AB= 公司产品；硝酸纤维素膜（$(C#

"5）为北京化工学校附属工厂产品；细菌染色体 012
提取试剂盒为美国 );@5=>. 公司产品。

% (方法：

（!）)D? 扩增及探针制备：! " #$%&’ 的 !E* ;?12
基因扩增参考大肠埃希菌 !E* ;?12 基因序列设计

引物（由中国预防医学科学院流行病学微生物学研

究所提供）扩增全基因片段，产物长! (# <6。扩增引

物序列为引物 !：#FG2H2 H-- -H2 -D2 -HH D-D 2HG
%F，引物 ’：#FG22H H2H H-H 2-D D22 DDH 2HG%F，扩

增参数（)I&E$$ 型 012 扩增仪）为 &CJ 预变性 C
59:，然后 &CJ变性 #$ *、#KJ退火 #$ *、"’J延伸 E$
*，共进行 %$ 个循环，最后 "’J延伸 " 59:。上述实

验以 ! " #$%&’ #$%!& 染色体 012 为模板进行 )D? 扩

增。)D? 产物纯化方法见文献［C］，09> 标记探针按

09> 012 标记与检测试剂盒说明书方法进行。

（’）*@L+B=;: 转印杂交：菌株染色体 012 提取制

备按细菌染色体 012 提取试剂盒说明书提供的方

法进行。酶切反应按限制性内切酶使用说明书提供

的反应条件进行酶切，酶切温度 %"J，时间 % M C B，

酶切总反应体积 ’$"N 。酶切后的染色体 012 进行

琼脂糖水平电泳，电泳条件为$ ("O 琼脂糖、$ (# P
-QI缓冲液、电压 % M C R 7 A5，电泳时间 !K M ’C B。

电泳后按文献［C］进行 012 的 *@L+B=;: 转印，转印膜

#EJ干烤 C B 备用。!E* 核糖体基因探针杂交按 09>
标记检测试剂盒提供的方法进行。

（%）聚 类 分 析：得 到 的 杂 交 图 用 )B@;=+9S N0
23T.:A=3 软件分析图谱的相似性。

结 果

! ( ! " #$%&’ 核糖体型的分布：对 ’$& 株 ! " #$%&’分
离株染色体进行 !E* ;?12 杂交后，发现不同年代、

不同地区菌株在 !E* ;012 探针杂交图谱上有明显

的多态性（图 !）。根据杂交的拷贝数及片段的大小

差异得到 !E* ;012 核糖核酸型（;96@+UV=，?-）。’$&
株分属 ’E 个 ?- 型，每个 ?- 型有 C M K 条不等的杂

交带。最小的杂交带E (& <6，最大的杂交带’! (% <6。

分析发现 ?-!、’ 型分布较广泛，而有的 ?- 型只存

在某个年份中（表 !），!&#& 年有 & 个型，以后逐年减

少；!&K!、!&K’、!&KC 年分别为 K、!$、& 个型，以后又

逐年减少；!&K#、!&&$ 年均为 ! 个型；!&&& 年又增至

# 个型。?- 型数随时间而不断变化。

表 ! 贵州省 ! " #$%&’ !E* ;?12 核糖体型的

时间与地区分布

年份 菌株分离地区及核糖体型分布

!&#& 贵阳 ?-’（%），?-E，?-&，?-!$，?-!!，?-!#（’），?-!&，?-’$
（’），?-’%

!&E’ 贵阳 ?-’，?-%，?-’!（’）；毕节 ?-’，?-!C，?-!#（’），?-!E，
?-’!（%）

!&E% 毕节 ?-’（"），?-%，?-!$，?-!%，?-’!（E）

!&"% 安顺 ?-’，?-&，?-!$（"）

!&"C 毕节 ?-’!（&），?-’E
!&"# 遵义 ?-’（#）；安顺 ?-!$（’）

!&K! 贵阳 ?-’（’），?-!"，?-’’；六盘水 ?-’；遵义 ?-’!；黔西南 ?-!$；
毕节 ?-’（%），?-E（C），?-!C；安顺 ?-!（’）；黔南 ?-’

!&K’ 黔西南 ?-!，?-!$（’），?-’$（%），?-’%，?-’C，?-’#；六盘水 ?-!，
?-’（’），?-C（’）；安顺 ?-!（’），?-’，?-!!，?-!K

!&KC 贵阳 ?-!!，?-!’；遵 义 ?-’（C），?-E（%）；铜 仁 ?-!（#），
?-!K；毕节 ?-!%；安顺 ?-C（E），?-E（’）；黔东南 ?-!$

!&K# 安顺 ?-"（"）

!&KE 遵义 ?-"，?-!$（’）；铜仁 ?-!%；黔西南 ?-"（C）；安顺 ?-"
（"）；黔南 ?-"（%），?-K（’），?-!$

!&&$ 六盘水 ?-!（%）

!&&# 安顺 ?-’（%），?-E（C）

!&&" 安顺 ?-!（E），?-’，?-C（’）

!&&K 贵阳 ?-!（!!）；毕节 ?-!（#）；安顺 ?-’
!&&& 安顺 ?-!（K），?-’（C），?-%（’），?-C，?-#

注：括号内的数字为菌株数，无括号表示该型只有 ! 株菌

图 ! ’$& 株 ! " #$%&’ !E* ;?12 基因探针杂交核糖体分型图谱

?-!、’ 亦广泛存在于各个地区，有些 ?- 型则只

出现在某个地区，如 ?-#、K、!’、!C、!E、!"、’C、’#、’E
等，而各地区（市）的 ?- 型数，以常年均有发病的地

区较多，如贵阳有 !# 个型、毕节和安顺 !! 个型、黔
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西南 ! 个型。在 "# 个 $% 型中，$%&、"、!、&’、"& 型

分别占"& (’)*、&+ (#"*、&’ (),*、- (#&*、&’ (’.*。

$%! 只出现在 &+-)、&+-# 年的大流行中，以后未再

发现。

" ($% 型间的聚类：通过 $% 型聚类分析（图 "），

可见 $%& 与 $%"、$%&’ 与 $%&&、$%"& 与 $%""、$%&"
与 $%". 以及 $%") 与 $%"# 型两两间遗传相似性较

高，整体分析遗传差异度较大且分散。

图 " 贵州省 ! " #$%&’ 分析菌株的 "# 个 &#/ 0$12
核糖体型的聚类图

, ($% 型与耐药性的关系：&+-) 年由耐药菌株引

起的伤寒大流行前，贵州只有少数年份和地区出现

耐药菌株，此后在 &+-#、&++’、&++- 年均发生由耐药

菌株引起的大流行。在 "# 个 $% 型中 $%&、"、!、&’、

"& 有耐药菌株，以 $%&、$%! 的较多，耐药谱较广包

括耐卡那霉素、氨苄西林、羧苄青霉素、痢特灵、复方

新诺明、四环素、强力霉素、庆大霉素、氯霉素、链霉

素等。

讨 论

& ( ! " #$%&’ 分离株 &#/ 0312 基因分型：贵州省

"’+ 株 ! " #$%&’ 分离株分属 "# 个 $% 型，以 $%&、" 为

优势型，占菌株总数的.# (#!*，其他型别较分散。

" ($% 型的时间与地区分布：贵州省 ! " #$%&’ 分

离株 $% 型的时间与地区分布可见都有各自优势的

$% 型，局部发生流行时，均有独特的 $% 型。&+!,
年，清镇县由 $%&’ 型引起；&+!. 年，织金县由 $%"&

型引起；&+-) 年安顺市由 $%! 型引起；&++- 年，贵阳

市和威宁县都由 $%& 型引起。$%" 在贵阳、六盘水、

遵义、毕节、安顺、黔南 # 个地区（州、市）的不同年代

都引起过局部流行。&+-& 年，在安顺首次出现 $%&
型，随后相继在黔西南、六盘水、铜仁、贵阳和毕节流

行。&+-) 年安顺地区首先发现 $%! 型引起的爆发

性流行，&+-# 年 $%! 型出现于全省各地区，但随后

未再发现由 $%! 型引起的流行。是遗传分化的改

变或此型菌株消失，还是菌株收集不全，有待进一步

监测。

&+++ 年 )、# 和 - 月，从安顺的 , 个乡镇分离的

菌株推测，是由 $%& 型的连续传播引起的局部流

行；而与安顺毗邻的镇宁的 " 个乡，同年 - 和 + 月分

离的伤寒菌株分别是 $%"、, 和 ) 型。分析 " 个县

（市）的局部流行，是由早已存在的各自的 $% 型引

起。$%&、"、!、&’、"& 型菌株占试验菌株的#+ (-#*，

表明它们具有引起广泛流行的内在潜力，这种流行

趋势是否通过耐药性、侵袭力和对理化因子的抵抗

力的表型表现出来，还是自然菌群在人群中的机会

性传播，还需要进一步更详细的监测。由于多个 $%
型的存在而引起连年不断的局部流行是贵州省伤寒

发病居高不下的主要原因之一。

, ( $% 型间的聚类分析：&#/ 0$12 基因杂交聚

类图显示了不同 $% 型 ! " #$%&’ 菌株遗传的相似关

系。贵州流行的 $% 优势型以 $%&、" 遗传距离较

近，$%&、"、! 等聚集成一大类；$%&’ 等与 $%"& 等分

别聚为两大类，聚集较分散。三类之间的遗传距离

相差较远。由此看来贵州省 ! " #$%&’ $% 型别复杂，

各地本来就存在的 $% 型，随着时间的推移和某一

$% 型的积累，在不同地区轮流引起伤寒流行。

. ( $% 分型与耐药性的关系：各年菌株中只有

&+!)、&+-)、&+-#、&++’、&++- 年出现耐药菌株，其中以

&+-) 年以后的菌株耐药谱较广。耐药性菌株又以

$%! 和 $%& 型为主。$%! 型中耐氯霉素占-# (,#*；

$%& 型中耐氯霉素占&) (+&*，而且发生在 &++’ 年

以后；$%! 只出现在 &+-)、&+-# 两年，此时 $%& 型在

监测 的 范 围 内 没 有 出 现，呈 现 明 显 的 菌 群 取 代。

&++- 年威宁县的 $%& 型耐氯霉素，贵阳市的 $%& 型

对氯霉素又敏感，这说明 ! " #$%&’ 菌株相同 $% 型发

生了耐药特征上的改变，提示型内菌株的基因突变，

或可能通过基因片段的菌株间水平获得了新的基因

或丢失了已有的基因。

通过分析，同一年在同一地区往往有多个型别
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（克隆群）的菌株，另外对于一年中菌株型别较少的

情况，可能是实际发生的情况（当年由少量克隆群的

菌株引起扩散），但也不能排除监测不够灵敏、分离

菌株较少和不够全面的情况。不同克隆群或 !" 型

致病菌株的消长除与本身的生存、致病力特征相关

外，与人群的一些条件诸如经济发展水平、卫生条

件、卫生干预以及免疫力水平等都有关系，是自然条

件与社会条件的综合作用的结果。因此，为揭示贵

州伤寒流行的内在规律，更科学、有效地控制伤寒流

行，必须进一步全面系统地开展病原学与人群流行

病学监测。

（本文实验室技术得到中国预防医学科学院流行病学微

生物学研究所刘延清研究员，刘朋、刘忠华硕士及章丽娟副

主任技师的指导帮助，特此致谢）
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轮状病毒肠炎的肠外并发症

武际英 陈莉 马建华

轮状病毒（!R）是引起婴幼儿腹泻的主要病原之一，!R
可在肠道感染的基础上并发肠外多系统器官的疾病。这提

示 !R 可能存在新的感染途径和感染机制，近年来本院诊治

轮状病毒肠炎 FI 例，报告如下。

#8临床资料：观察对象均系秋冬季急性婴幼儿腹泻住院

的病例，证实轮状病毒肠炎的患儿 FI 例，年龄 N 个月至 I 岁，

男 IP 例、女 IF 例，# 岁以内 NP 例（占P#8IS）。性别之间发病

差异无显著性。伴发肺炎 #Q 例，中枢神经系统感染的 G 例，

心肌酶增高、心电图有改变的 E 例。

I8结果：在治疗过程中，#Q 例患儿出现咳嗽伴气喘，肺部

听诊闻及明显的哮鸣音及中小水泡音。胸片示有肺炎表现。

体温正常。有 F 例出现不同程度的惊厥，体温基本正常。F
例做了血培养、血生化检查、脑电图（OOT）、颅脑 9" 扫描，#
例为低钙惊厥，N 例 OOT 有不同程度的广泛弥漫性改变，"波

及#波为主的异常。颅脑 9" 扫描，有 I 例脑实质有低密度

灶、脑水肿的表现，血培养阴性。经治疗后复查脑水肿消失。

# 月后复查 OOT、9" 基本恢复正常。

N8讨论：轮状病毒感染合并其他器官的损伤也应引起重

视。轮状病毒性肠炎能引起脑炎、心肌炎、肺炎。G 例发生重

症!R脑炎患儿，临床上除胃肠道症状外，以反复顽固的无

作者单位：IFQQ#N 济南市中心医院儿科

热惊厥为主。国内报道很少，国外有报道，发现 !R 感染惊厥

的病例 OOT 呈广泛慢波增多外，脑脊液中除 !R 特异性抗体

滴度明显升高外还发现了 !R 颗粒，脑炎症状和体征随肠炎

的治愈而消失。重症 !R 肠炎患儿和免疫功能低下者 !R 可

能感染中枢神经系统和心肺而加重病情，及时准确地诊断，

不仅能指导治疗，还能及早阻止 !R 扩散，避免重要器官损

害。

!R 可感染人和多种动物，主要通过粪 U 口途径或人与

人间接感染，尚可考虑呼吸道传播途径，临床和流行病学特

征均表现 !R 感染可累及呼吸道，有人报道 !R 感染有 GQS
伴有呼吸道症状，在 !R 感染流行期间急性喉炎及肺炎均有

发生，在 !R 肠炎患儿的鼻咽部冲洗物中，检测出 !R。许多

资料表明 !R 可进入血循环引起病毒血症，出现全身症状，表

现为头痛、呕吐、心脑组织中毒。此时患儿体内干扰素和特

异抗体的出现产生一定的抵抗力，腹泻可能就此痊愈。如不

能产生足够的抗体或血脑屏障功能不全，则病毒经血循环进

入中枢神经系统引起脑炎，进入循环系统和呼吸系统则引起

心肌炎、肺炎，也可引起肠道外的其他消化器官损伤。病毒

血症是一过性的，血培养不易检查到与腹泻同一的病原。这

些资料大多为临床报道尚缺乏可靠的理论依据，还有待于进

一步深入研究。

（收稿日期：IQQ#4QC4##）

（本文编辑：张林东）
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