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中国部分地区大肠埃希菌0157的
分子分型及变异研究
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·实验室研究·

【摘要】 目的 了解m血性人肠埃希菌(EHEc)0157的分子流行特征和遗传变异关系并完善

FHFc 0157：117感染性腹泻峻测制度。方法 采用聚合酶链反应分析毒力基因的分布情况；用脉冲

场凝胶电泳技术对1 988 2{】(115年部分地区分离到的249株EHEc：0157：H7(其中产忐贺毒素的245

株，不产志贺毒素的4株)和51株01 57非H7进行分子流行病学分析。结果 s“2基因在j；j：国的

EHEc01 57：TT7菌株中有着很高的分布率，部分菌株携带雎z2基因变种。300株0157共分为161

种带型，其中51株0157非T17菌株共有42种带型，4株()157：H7非产毒株分别为4种带型，245株

F11Ec0157+H7共有115种带型。结论EHE(：()157问的基因变异较大；产s垃2原毒素的菌株和

s缸2毒素发生变异的菌株带型柑差较火。部分菌株之问存在着一定的交叉，说明虽然这两大类菌株

有其特有的流行克隆系，但是它们的克隆系之间亲缘关系较近。

【关键词】大肠埃希菌0157；脉冲场凝胶电泳；聚合酶链反应
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肠出血性大肠埃希菌(EHEc)0】57：H7是

1982年首次在美国发现的一种致病罕见血清型的
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人肠埃希菌“。1999 2000年我国的江苏、安徽、

河南等地发生了该茼的流行，全国许多省市也分离

到菌株。为了更好地研究我困EHEc 0】57：H7的

流行病学特点和菌株变异规律，本研究对1988—

2005年从我国各地分离的EHEc 0157进行了分子

分型分析。

材料与方法

1．菌株：来自1988—2005年在我国河南、安徽

和江苏等地分离的EHEc 0157共300株。其中产

志贺毒素EHEc 0157：H7 245株，不产志贺毒素
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EIIEC o】57：H7 4株，oi57非H7 51楝。阳性对照

茼株为0157：H7 EDL933，阴性别照菌株为大肠埃

希茼MGl655，脉冲场凝胶电泳(PF(遣)分子量标准

菌株H9812 2j。

2．培养基：普通LB培养基(1％胰蛋白胨，

0，5％酵母粉，1％氯化钠，加入琼脂粉至终浓度

2 0％)。

3主要试剂：Ta(}DNA聚合酶，dNTP均购自

北京华美牛物工程有限公司。引物由f：海生工公司

合成。I)NA分子量Markcr、限制性内纠酶Ⅺ心I

均购自Pmnl咏f-公一J：ScaKcm(；o】d琼脂糖购自

Canlbraexlli。sclcncc Rockland公司；蛋白酶K购自

Mcrck公刮。

4主要仪器：PCR仪为美国MJ公司的PTc一

200；脉冲场凝胶电泳仪为cHEF MAPPER svstem

(幽。一Rad usA)；凝胶成像系统为GEL Doc 2000

(B诂一Rad usA)；水浴摇床为Grant OLS2000(Grant

England)；浊度仪为Densimat(Biom er【eux France)；

比浊用试管为REF352054(BD公司usA)；50 ml

screw—cap试管为Coming centrifuge Tube((brning

公司usA)；制胶用模具及screened．cap(Bio—Rad

USA)。

5模板的制备：细菌染色体DNA模板制备用

煮沸法。挑取LB培养基上生长的单个菌落加入装

有100 pl三蒸水的1 5 ml Eppend。rf管中，混匀后在

沸水中煮10 mln，取出后12 000 r／mjn离心10 min，

取上清作为模顿，一20℃冻存衢用。

6基因检测引物和PcR扩增：用于()157抗原

(r6，)和H7鞭毛(∥zc)的检测，以及志贺毒素基凼

的检测。各引物序列、产物片段大小以及退火温度

见表1。扩增反应体系为20“l(包括4x dNTP

200 nlnlol／I。，弓i物O 5 pm。VL，模扳0．5～1芦g，Taq

酶1 u)。PcR扩增参数：94℃预变性㈨min，94℃

变性1 min，退火1 mtn(各引物采用其相应邀火温

度)，72℃延伸1 nlln，30个循环，最后72℃延伸

10 min。PcR产物用1％琼脂糖凝胶电泳，TBE缓

冲液电泳，溴化乙锭(EB)染色后在Bio—Rad公司凝

胶成像系统观察结果。

7．EHEc0157：H7脉冲场凝胶电泳(PFGE)：

按照01 57：H7 PulseNct推荐的标准方法操作口3。

PFGE图像应用B10NuⅡ1erics(version 4．0)数据库

软件(Applied Maths BVBA，Belium)进行处理，识别

图像条带。图像通过统一的Marker H9812进行校

准，标定条带位置。选择uPGMA(unwcightcd p“r

grUup meth。d uslng arithmctjc avcr89cs)方法聚类，

条带位置差异容许度(p。“Lht【olcr{iI·cc)选择

l O％，优化值(optimizatlon)0．5％。

表1 引物序列及产物片段大小

结 果

1毒力困子等基罔检测：应用PcR方法对

1988 2005年我国江苏、安徽、河南等部分地区分

离到的93株大肠埃希菌0157进行了0157抗原

(吖b)、H7鞭毛(／zic)、s垃l、s红2几个基冈的PcR

榆测，结合实验室以往实验结果，本次实验菌株的毒

力基因分布情况见表2。

表2 赢力基斟检测结果

2．EI{EC 0157的PFCE带型分析：对300株

0157进行r PFf；E分型，应用BioNum刚cs(Versjon

4．0)数据库软件(Applied Math BvBA，nelium)进

行处理。结果得到161种带型。其中以EⅪ{x01．

0001带型(共10株)、ExHxol 0002带型(共24

株)、ExHx01．0003带型(共12株)、ExHx01．0005

带型(共15株)、ExHx01．0006带型(共14株)、

ExHx01．0008带型(共17株)为主。

3．EHEc0157：H7的PFGE分析：为更好地了

解EHECol57：H7基因组间的遗传变异规律，对

249株EHEc 0157：H7进行r带刑分析和聚类分

析，245株产毒株共有115种带型，其中以
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ExHx01 00叭带型(共lO株)、ExHx01，0002带型

(共24株)、ExHxm．0003带型(共12株)、

ExHx01．0005带型(共15株)、ExHx01．0006带型

(共14株)、ExHx01 0008带型(共17株)、

ExHx01 00011带型(共5株)、ExHx01．00012带

型(共6株)、ExHx01．00019带型(共5株)为主。9

种上带型包含了108株菌。4株EHEc 0157：H7

非产毒株分别为4种带型。参考本试验室以往关十

Jfz2原毒素和变种的研究结果，本实验对有废项背

景资料的产s“2原毒素的40株菌株和产sn2毒

素变种的168株菌株分别进行了带型分析，具有

s日2原毒素的40株菌株得到了“种带型，具体带

划及聚类关系如图2；sfz2毒素变种的168株菌株

得到了94种带型。

图1 3{1I)株EHEcOl57的主要PFGE带型

4．FHEc 0157非H7的带捌分析：EHEc 0157

非H7茼株共5l株，PFGE分析获得42种带型。

讨 论

实验采用美国疾病预防与控制中心(c王)c)的发

展并在全世界推广的PFGE标准方法，对300株

1988—2005年从我国河南、安徽和江苏等地分离的

EHEC 0157进行PFGE分析，初步了解其分了流行

病学特征。300株菌共分为161种带型。其中51

株非}玎大肠埃希菌0157被分成了42种带型，4

株不产生志贺毒素的大肠埃希菌0157：H7分别为

不同的带型，245株EHEc 0157：H7分为115种带

型，以6种型别为主，占检测菌株的30 67％(92／

300)。

本研究对249株大肠埃希卣O】57：H7进行分

析，其中s￡z1基因阳性的l株，5￡zl和5打2基因均

阳性的32株，只有5￡z2摹因阳性的212株．赔r1和

J纰2摹因均阱性的4株；249株EIIEC 0t57：H7共

得到119种带型，其中9种主要带型包含108株菌。

从江苏动物分离的153株菌有71种PF(迁带

型，其巾ExHx01 0006带型14株、ExHxOl 0008

带型14株、FⅪ{x01．0001带型10株、ExHx01

0002带型9株、EXHx01 0005带型稃f EXHx01

00019带型各5株。其他带型的茼株较少。山东省

(6归)和云南省(14／19)以ExHx01．0002带型的菌

株为优势凶株，安徽省以ExHx01．0005带型(10／

38)的菌株为优势菌株，河南省以ExIIx01．0007带

型(4／25)和ExHX0】．00010带型(4／25)的蔚株为优

势菌株，重庆以ExHx01 0009带型(4／4)的茼株为

优势菌株，天津以ExHx01 00011带型(4／8)的茼

株为优势菌株。研究发现，我国火肠埃希菌0157：

117菌株的PFGE刑别有地区性燕异，一些地区有独

特的优势菌株。 些PFGE型剧的菌株，廿J能已经

扩散到其他地区，如ExHx01．0002从、扛苏(1999

年)扩散到云南(2001车F)，还有待于进一步研究证

实。从PFGE图谱来看，非H7的大肠埃希茼0157

的PFGE璎别较多，且型别之间差异很大，说明基因

组上的变异较为广泛。这此菌株一般不产生志贺

毒素。

从以上的带型结果，我们可以看出产sn2变种

毒素的菌株带型r富(94／168)，变化较人，以

ExHⅫ1．000l～EXHX0l 00026带型为多，以

HXHX01．0003、EXIIX01，0005、EXHXOl 0006、

固2 具有“z2原毒索菌株的带型檗类图
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ExHX01 0008、EXHX01．0012的菌株为主。s缸2

毒素基因的变异是否反映菌株的变异，还需要进一

步的研究。相比之下，产s“2原毒素的菌株带型变

化较少(11／40)，以ExHx01．0001(8／40)、

ExHX01 0002的菌株为主(21／40)，提示此类菌株

的基因组相对于产sh2变种毒素的菌株较少变异。

通过对EHEc 0157：H7产毒株有原毒素和毒

索变种背景资料的菌株进行聚类分析，发现EHEc

0157：H7 5￡z2基因阳性的菌株和sfz2基困变异的

菌株分别居丁不同的PFGE刑别，虽然部分菌株之

间存在着一定的交叉。提示这两大类菌株分别属于

不同的克隆系，但克隆系之间的关系较近。有实验

表明部分产sn2变种毒素曲n的菌株是由于细菌

基因组上有了插入在sn2基因中的插入序列

Isl203变种导致了基囚组的改变，其他产5n2变种

毒素咖d的菌株的具体机制还有待丁进一步的

研究。

使用美矧CDc推荐使用的方法，本试验初步建

立了我围大肠埃希菌0157：H7菌株的PFGE数据

库。通过对我国分离到0157：H7菌株的分子生物

学研究已经发现，其与尉外分离株相比具有自己的

特点，在致病性上也具有独特之处。目前依托

PulseNet china，以PFGE分子分型为核心的0157：

H7资源库已初具规模，为研究我国菌株特点，追溯

亲缘关系，为EHEc 0157：H7感染性腹泻控制提供

宝贵依据。这个数据库的建立，使我们在可能的情

况下，利用世界其他国家的数据库，查找传染源和传

播途径。在出现大肠埃希菌0157的暴发时，将分

离的暴发分离株的PFGE带型与我国数据库数据比

对，可能时与世界其他国家的数据库比对，为查找传

染源和传播途径提供线索。
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关于对本刊统一使用“结核分枝杆菌”名称的建议

张晓宁

分枝杆菌属(Ad删n珊⋯)是一类细长或稍弯的杆茼，
因有分枝生长的趋势而得名。Lchmann和N㈣nn在1896
年第一次建立丁“MMo施c据一㈣”一同。结核分枝杆前
(Mw曲nc扣㈣f“加r州抽Ⅲ)足引发人类结核病的病原苗。
根据词义和细菌形态学特点，我围结核病学界常常将

M砌甜￡e““mf“kr叫￡w曲的巾文泽名“结核分枝杆菌”和
“结核分支杆菌”混用，为此国内专家在广泛征求意见的基础

上，早在2001年就统一使用“结核分枝杆菌”寮称“。《中华

结核和呼吸杂志》也于2004年起统一使用“结核分枝杆菌”

名称”]。而《中华流行病学杂志》(本刊)仍在混用“结核分枝

杆菌”名称．如曹晓慧等”使用的是“结核分支杆菌”，刘忠泉

和张宗德”1使用的足“结核分枝杆菌”。由于同一杂志采州

读者单位：061500河北省南皮县人民医院椅骑科

·读者来信·

不同的名称，给读者带来一定的麻烦，会误队为是婀种小同

的细荫，为此，笔者建议本刊应统一使用“结核分枝杆菌”这

·名称。
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