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我国部分产生志贺毒素肠出血性大肠埃希菌

!"#$ % &$脉冲电场凝胶电泳分型

逄波 景怀琦 郑翰 孙晖 赵爱兰 徐建国

【摘要】 目的 探讨我国部分地区产生志贺毒素的肠出血性大肠埃希菌（’&’(）!"#$ % &$菌株
的分布、流行以及分型情况。方法 用脉冲电场凝胶电泳（)*+’）方法进行分型，辅以药物敏感性试
验对 #"株产生志贺毒素的 ’&’( !"#$%&$菌株进行研究。结果 根据细菌染色体 ,-.的 /012酶切
图谱，可将从江苏省徐州市等地分离的 #"株产生志贺毒素的 ’&’( !"#$ % &$菌株分成 3个 )*+’型
别（)*+’" 4 )*+’3），宁夏菌株为 )*+’"型和 5型，徐州菌株有 6个 )*+’型。"736 4 "733年的分离菌
株属于 )*+’$型，"777、5888年病人分离株的优势型别分别是 )*+’#型与 9型。"777年爆发性流行期
间从患者分离的 #株菌属于 )*+’ #型，从家畜家禽的粪便、食品、蔬菜等标本分离的 "7株菌，可以分
为 )*+’9 4 6等 :个型别，其中，)*+’#型占优势（"8株菌）。结论 爆发性流行的发生与携带病原菌
的家畜家禽粪便污染的食品、蔬菜等有关，从我国部分地区分离的 ’&’( !"#$ % &$菌株的 )*+’型别
有地区性差异。
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肠出血性大肠埃希菌（’&’(）!"#$ % &$ 是一种
新发 现 的 病 原 菌，能 够 引 起 出 血 性 结 肠 炎

（;CN?FF;1E<K K?M<@<L，&(）和溶血性尿毒综合征
（ ;CN?MA@<K GFCN<K LA=DF?NC，&UH ）［"I:］，所引起的
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腹泻病爆发与污染的牛肉或牛肉制品、水源、蔬菜、

饮料等有关［:I6］，其主要的毒力基因为志贺毒素、质

粒编码的溶血素和位于染色体上的 V’’毒力岛，已
经成为世界性的公共卫生问题。我国从 "73$ 年于
腹泻病人的粪便中分离到 ’&’(菌株以来［#］，在许
多省份也有分离到病原菌的报道。病原性细菌的分

型有多种方法，相比较而言，细菌染色体 ,-.的稀
有酶切位点限制性内切酶酶切片段的脉冲场凝胶电

泳方法（BGMLCD O<CMD ECM CMCK@F?B;?FCL<L，)*+’），因为
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能够对整个染色体进行分析，稳定性好，分辨率高，

已经成为许多病原性细菌的常规分型方法。细菌染

色体 !"# 的 $%&’ 酶切片段的 ()*+ 分析技术在
+,+- ./012,1的分子流行病学分析中得到了广泛
的应用，也是目前最为认可的方法。我们对从我国

某些地区分离到的产生志贺毒素的 +,+- ./01 2 ,1
菌株进行了染色体 !"#的 $%&’酶切片段 ()*+分
析，现将结果报告如下。

材料与方法

一、材料

/ 3菌株：试验菌株由江苏省徐州市、宁夏回族自
治区和安徽省疾病预防控制中心提供。试验菌株的

来源见表 /。
4 3主要试剂：5&6 !"#聚合酶购自华美生物工

程公司；$%&’ 内切酶、低熔点琼脂糖、()*+ 级琼脂
糖均为 (789:;& 公司产品；()*+ 分子量标准!为
<8=>:公司产品。蛋白酶 ? 为 @+<-? 公司产品。
十二烷基肌氨酸钠、苯甲基磺酰氟（(@A)）、脱氧胆
酸钠均为 AB;9&公司产品。

C 3主要仪器：(-<仪为 (+<?’"D+E@+< 公司的
*:F:#9G (-< AHIJ:9 KLMM。读胶仪为 N’.D<#!公司
的 *:O !8=P9:FJ&JB8F 4MMM。脉冲场凝胶电泳仪为
#9:7I>&9 (>&79&=B&公司的 *:F: "&QB;&J87。
二、实验方法

/ 3 (-< 扩增："志贺样毒素基因：可扩增志贺
毒素 /、4的基因。引物为：/：0’D 55*#-*#5#*#
-55-5-*#- D C ’，4 ：0 ’D -#-#5#5###55#555-
*-5-DC’。扩增参数：KRS预变性 /M 9BF，KRS变性 /
9BF，0/S退火 / 9BF，14S延伸 / 9BF，CM 个循环，最
后 14S延伸 /M 9BF。#溶血素基因，引物为：/：0’D
#-*#5*5**555#55-5**#DC ’， 4： 0 ’D
-55-#-*5-#--#5#-#5#5DC’。扩增参数：KRS预
变性 /M 9BF，KRS变性 / 9BF，01S退火/ 9BF，14S延
伸 / 9BF，CM 个循环，最后 14S延伸/M 9BF。$ !"!#
基因，为 E++毒力岛的关键基因之一，引物为：/：0’D
-#**5-*5-*5*5-5*-5##
#DC’，4：0’D5-#*-*5**55**#5-##--5DC’。扩增参
数：KRS预变性 /M 9BF，KRS变性 / 9BF，01S退火 /
9BF，14S延伸 / 9BF，CM 个循环，最后 14S延伸 /M
9BF。% ,1 鞭 毛（ $%&’）基 因 引 物 为：/：0’D
*-*-5*5-*#*55-5#5-*#*- DC’，4：0’D-##-**
5*#-555#5-*--#55-- DC’。扩增参数：KRS预变性

/M 9BF，KRS变性 / 9BF，L4S退火 / 9BF，14S延伸
/ 9BF，CM个循环，最后 14S延伸/M 9BF。
表/ 产志贺毒素的 +,+- ./012,1分离菌株的

来源和 ()*+分型结果

菌株号 ()*+型 来 源 分离地点 分离时间

KD0C R 羊粪 徐州 /KKK
KDLM L 牛粪 徐州 /KKK
KDL1 0 猪粪 徐州 /KKK
KDLT R 猪粪 徐州 /KKK
KDK4 R 牛粪 徐州 /KKK
KDKC C 牛粪 徐州 /KKK
KDKR C 牛粪 徐州 /KKK
KD/MM R 猪粪 徐州 /KKK
KD/M0 C 羊粪 徐州 /KKK
KD//R 0 鸡粪 徐州 /KKK
KD//K 0 羊粪 徐州 /KKK
KD/4M 0 牛粪 徐州 /KKK
4MMMD/ / 腹泻病人 宁夏 4MMM
4MMMD4 / 腹泻病人 宁夏 4MMM
4MMMDC / 腹泻病人 宁夏 4MMM
4MMMDR / 腹泻病人 宁夏 4MMM
4MMMD0 / 腹泻病人 宁夏 4MMM
4MMMDL 4 腹泻病人 宁夏 4MMM
4MMMD1 4 腹泻病人 宁夏 4MMM
4MMMDT 4 腹泻病人 宁夏 4MMM
4/ 0 ,UA 徐州 4MMM
L0 0 腹泻病人 徐州 /KKK
/RC 0 腹泻病人 徐州 /KKK
44C 0 腹泻病人 徐州 /KKK
4TR 0 ,UA 徐州 /KKK
KD1R/ 0 羊粪 徐州 /KKK
KD/4ML 0 生羊肉 徐州 /KKK
KD/4M1 0 熟羊肝 徐州 /KKK
KD/CRK 0 猪头肉 徐州 /KKK
KD/C0R 0 生羊肉 徐州 /KKK
KD4MR0 0 羊粪 徐州 /KKK
TT/MMC 1 腹泻病人 徐州 /KT1
TT/MMR 1 腹泻病人 徐州 /KT1
TT4CLR 1 腹泻病人 徐州 /KT1
TT04MC 1 腹泻病人 徐州 /KT1
TT/410R 1 腹泻病人 徐州 /KT1
%:&JO:/K C 蜣螂 徐州 4MMM
%:&JO:4M C 蜣螂 徐州 4MMM
%:&JO:CC C 蜣螂 徐州 4MMM
%:&JO:/MC C 蜣螂 徐州 4MMM
MM1 C 腹泻病人 徐州 4MMM
/C C 腹泻病人 徐州 4MMM
L/ C 腹泻病人 徐州 4MMM
K4 C 腹泻病人 徐州 4MMM
//K C 腹泻病人 徐州 4MMM
/KC C 腹泻病人 徐州 4MMM
44K C 腹泻病人 徐州 4MMM
4KL C 腹泻病人 徐州 4MMM
CTR C 腹泻病人 徐州 4MMM
C0/ L 腹泻病人 徐州 4MMM
&>0C C 牛粪 安徽 /KKK

4 3抗菌药物敏感性试验：药敏纸片和 @P:OO:7D
,BFJ8F（@,）培养基购自中国药品生物制品检定所。
试验方法按常规方法操作。

C 3细菌染色体 !"#酶切片段的 ()*+分析："
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包埋细胞：将细菌接种到 !"琼脂，过夜培养；用生
理盐水将细胞稀释至 #$% & ’(；取 ) ’( 收集细胞
（#$ $$$ * & ’+, 离心 - ’+,）；用 # ’( 细胞悬浮液
［ #$ ’’.( & ! /*+0（ 12 345），5$ ’’.( & ! 678(，
-$ ’’.( & !乙二胺四乙酸二钠（ 9:/;<567）（ 12
%4$）］溶开沉淀；融化$ 4$5 =低熔点琼脂糖到 # ’(去
离子水，置 -$>；将细胞液与低熔点琼脂糖等体积
混匀；将混合物加入模具孔中，每孔 #$$!(，置 ?>
#- ’+,或室温 # @，溶菌；将胶块放入 - A #$ ’(大小
试管中，加入 # ’( 溶菌酶溶液［#$ ’’.( & ! /*+0（12
345），-$ ’’.( & ! 678(，$ 45B脱氧胆酸钠，#B十二烷
基肌氨酸钠］；将胶块浸没到溶菌酶溶液中，轻摇，置

)3> 5 @至过夜；倒出溶菌酶溶液，用去离子水洗 5
次。"蛋白消化：将胶块浸没到蛋白酶 C溶液［$ 4#
’.( & ! 9:/;<567（12 %4$），$ 45B脱氧胆酸钠，#B十
二烷基肌氨酸钠，# ’= & ’(蛋白酶 C］，-$>孵化过夜
（中间可换 # 次蛋白酶 C 溶液）；用清洗溶液［5$
’’.( & ! /*+0（12 345），-$ ’’.( & ! 9:/;（12 %4$）］轻
摇洗胶块 5 次，)$ ’+,；用含苯甲基磺酰氟（DEFG）
的清洗溶液处理胶块 5次，-$>，每次 5 @；再用清洗
溶液洗胶块 )次，每次 )$ ’+,。再用$ 4#倍的清洗溶
液室温洗胶块 )$ ’+,。#酶切：将胶块浸入 # ’(适
当的酶切缓冲液中，室温轻摇 # @；加入酶切液体
)$$!(（其中含有 HI7J -$ K）进行酶切。$加样：熔
化# 4% =用于 DGL9的琼脂糖到 #%$ ’( $ 4-倍的 /*+0<
硼酸<9:/;<567（$ 4-倍 /"9）溶液；于 -$>制作凝胶；
用清洗溶液 # ’(室温洗胶块 )$ ’+,；用$ 4-倍 /"9洗
胶块 )$ ’+,。%准备电泳：制备5 4- ! $ 4-倍 /"9，倒
入电泳槽，冷却至 #5>；将$ 4$? =低熔点琼脂糖融化
到 5 ’(去离子水；将胶块放入琼脂糖凝胶孔中；5B
琼脂糖封孔。&电泳：电压 5$$ M，脉冲参数 - A #$ 0
#$ @；#$ A

?- 0 5$ @，电泳温度 #5>，电泳结束后，用$ 4-!= & ’(
的 9"染色 )$ ’+,，于$ 4-倍 /"9中脱色 5$ ’+,，使用
读胶仪照相。

结 果

我国 #N%O A #N%%、#NNN 和 5$$$ 年分离的 -# 株
产生志贺毒素的 9298 P#-3 Q 23，均具有 !99毒力
岛和质粒编码的溶血素基因。P#-3脂多糖（!DF）和
23鞭毛基因的检测结果和特异性抗血清的凝集结
果一致，这些菌株包括从腹泻病患者、家畜家禽粪

便、食品和从蜣螂肠道分离的菌株。将 -#株试验菌
株的染色体 :6; 使用 HI7J 进行原位酶切，使用
DGL9进行分析，根据 HI7J酶切片段的分子量和数
目的不同，可以分为 % 个 DGL9 型，宁夏菌株为
DGL9#型（-株）和 DGL95型（)株），徐州菌株有 O个
DGL9型。#N%O A #N%%年的分离菌株属于 DGL93型
（-株），#NNN、5$$$年病人分离株的优势型别分别是
DGL9-型（- & -）与 DGL9) 型（N & #$）。不同 DGL9 分
型的电泳图谱见图 #。#NNN 年从腹泻、腹泻继发急
性肾功能衰竭患者分离的 -株菌 #5 种抗菌药物的
敏感性试验结果见表 5。

#4DGL9?型；5 4 DGL9% 型；)4 DGL93 型；?4 E7*RS*；-4 DGL9O 型；O4

DGL9)型；34 DGL95型；% 4 DGL9#型；N4 DGL9-型

图# 不同 DGL9型别的电泳图谱
表5 #NNN年从腹泻病人、溶血性尿毒综合征患者分离的 -株 9298 P#-3Q23菌株的抗菌药物敏感性试验结果

菌株号
抗 菌 药 物

FH/ :P 8JD 8GD F DJD 8T LE GU /9 8 6PU
5# U U F F F F E F F U F F
O- E E F F F F F F F E F F
#?) U E F F F F F E F F F F
55) E E F F F F F F F E F F
5%? U E F F F F F F F F E F

注：FH/：复方新诺明（5) 43-!= &片），:P：强力霉素（)$!= &片），8JD：环丙沙星（-!= &片），8GD：头孢哌酮（3-!= &片），F：链霉素（#$!= &片），DJD：

哌拉西林（#$$!= &片），8T：头孢唑啉（)$!= &片），LE：庆大霉素（#$!= &片），GU：痢特灵（)$$!= &片），/9：四环素（)$!= &片），8：氯霉素（)$!= &片），

6PU：诺氟沙星（#$!= &片）；F：敏感，E：中度敏感，U：不敏感
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讨 论

从徐州市、安徽省、宁夏自治区分离到的 !" 株
产生志贺毒素的 #$#% &"!’ ( $’菌株，根据染色体
)*+的 ,-./ 酶切图谱，可以分成 0 个 123# 型别
（123#" 4 123#0）。在徐州菌株中没有发现宁夏的
123#型别，在宁夏菌株中也没有发现徐州的 123#
型别，提示，我国部分地区的 #$#% &"!’ ($’菌株的
123#型别可能存在着地区性差异。徐州 ! 年中分
离的菌株有 5个 123#型，提示该地区 #$#% &"!’ (
$’的优势型别可能在发生着变化。

"666年我国某地发生了 #$#% &"!’ ( $’ 感染。
由于标本采集的时间和没有使用免疫磁珠方法，仅

从腹泻患者和腹泻症状继发急性肾功能衰竭患者的

粪便标本分离了 !株 #$#% &"!’ ($’菌株。这 !株
菌的抗菌药物敏感性试验结果相近（表 7），毒力基
因检测结果相同，染色体 )*+的 ,-./酶切片段的
123#图谱相同，结果提示，"666 年发生的 #$#%
&"!’($’感染可能是由同一型别（123#!型）菌株引
起的。我们对从家畜家禽的粪便标本和食品标本分

离的 "6株 #$#% &"!’($’菌株进行了分析，根据染
色体 )*+的 ,-./酶切片段的 123#分析结果，携带
病原菌的家畜家禽可能是 "666年发生 #$#% &"!’ (
$’感染的传染源。携带病原菌的家畜家禽的粪便
可通过多种途径污染食品、蔬菜，使其具有传播病原

菌的作用。

7888年我室与原徐州市卫生防疫站合作从当
地腹泻病人的粪便中分离到 "8株和从蜣螂肠道分
离出 9 株产生志贺毒素的 #$#% &"!’ ( $’ 结果发

现，9株蜣螂分离株和 "8株病人分离株中的 6株的
毒力因子检测结果及 123#图谱相同。考虑到蜣螂
的生活习性与粪便密切相关、徐州地区动物粪便大

量携带 #$#% &"!’ ( $’ 的事实，我们认为蜣螂有可
能在 #$#% &"!’($’的传播中发挥一定的作用。徐
州地区的菌株可能存在多种型别。因某种因素的作

用可能会导致优势型别的转换或替代。如果某些菌

株一旦发生变异，会导致腹泻病爆发性流行。为了

更好地了解 #$#% &"!’ ( $’ 的流行病学特点，需要
加强实验室监测工作。
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