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临床分离肠外致病大肠杆菌及其与肠内致病大肠杆菌相关性 

的分子流行病学研究 
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【摘 要】目的：分析临床分离肠外致病大肠杆菌(Extraintestinal pathogenic eseherichia coli，ExPEC)的血清型、毒力基因及其与肠 

内致病大肠杆菌的同源性，探讨 ExPEC与肠内致病大肠杆菌的相关性。方法：以我院2006～2009年临床分离的227株 ExPEC 

为研究对象。用常见肠内 30种致病大肠杆菌“OK”诊断血清 ，对上述 227株临床分离 ExPEC做血清分型，并用 PCR分析相关毒 

力基因，通过脉冲场凝胶电泳(Pulsedfield gel electrophoresis，PFGE)分析部分患者 ExPEC与该患者肠内大肠杆菌的同源性。结果： 

在 227株 ExPEC中，分离出 19株肠产毒性大肠杆菌(Enterotoxigenicescherichiacoli，ETEC)、15株肠致病 大肠杆菌(Enteropathogenic 

escherichia coli，EPEC)。ETEC不耐热肠毒素基因(Heat—labile enterotoxin，hA)表达率 31．57％、耐热肠毒素基因(Heat—stable 

enterotoxin，stI)表达率 47．36％、stI／hA 21．05％；EPEC紧密粘附素毒力基因(E．coli attachment A，eac A)表达率 60．0％，束状菌毛毒 

力基因(Bundle—formingpilus，bfpA)66．66％，eaeA／bfpA 26．66％。PFGE分型：2例患者血培养大肠杆菌与该患者粪便中分离出的 

大肠杆菌 PFGE分型一致。结论 ：肠内致病大肠杆菌血清型能引起临床肠外感染 ，但所占比例相对较少，且主要为 ETEC和 

EPEC血清型。ExPEC感染的败血症患者，其来源可能是其肠道致病大肠杆菌的移位所致。 
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pathological escherichis coli infection in the clinic and intestinal pathogenic 
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【Abstracts】Objective：To investigate the epidemiological correlation of the Extraintestinal Pathogenic Escherichia coli(ExPEC)and the 

intestinal Pathogenic Escheriehia coli．Methods：227 ExPEC strains isolated in the Department of Infectious Diseases of the First Affiliated 

Hospitial of Chongqing Medical University were studied to investigate their serotype by ‘‘OK”diagnostic serum．The virulence gene of the 

bacterium was analyzed by PCR．The homology of the intestinal Escherichia coli and ExPEC in some patients were analyzed by Pulsed field 

gel electrophoresis．Results：34 strains were selected in 227 ExPEC strains include 20(Enterotoxigenic escherichia coli，ETEC)strains， 

14(Enteropathogenic escherichia coli，EPEC)strains．The positive rate of virulence gene of ETEC were the heat labile enterotoxin gene 

(hA)31．57％ ，heat stable enterotoxin gene (stI)47．36％ and stl／ltA 21．05％．The positive rate of virulence gene of EPEC were the 

bundle—formingpilus gene(bfpA)66．66％，eeeA gene 60．0％and eaeA／bfpA 26．67％．Two cases of E．coli septicemia was found in patients 

with gut the same clone．Conclusion：Intestinal pathogenic E．coli serotype caused a relatively small proportion of the clinical ExPEC，and 

mainly ETEC and EPEC serotypes．ExPEC in patients with septemia，especially in serious ill patients，its intestinal translocation of E．coli 

may be the source of ExPEC． 
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1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 菌株来源 肠外 Ecoli实验菌株来源于我院 2006年 

7月 ～2009年 10月临床分离于痰、血、中段尿培养共 227株 
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(血培养43株，痰培养 104株，中段尿培养 80株)。2009年7月 

～ 10月分离鉴定的部分肠外致病大肠杆菌(Extraintestinal pathi— 

geniceseherichiaeoli，ExPEC)患者(血培养 l0例，痰培养 14例， 

中段尿培养 16例)粪便中的(Escherichinacoli，E．coli o不耐热 

肠毒素(Heat—labile enterotoxin，hA)和耐热肠毒素(Heal—stale 

enterotoxin，stI)阳性菌株购于广东省微生物菌种保藏中心，束状 

菌毛毒力基因(Bundle—forming，bfpA)和紧密粘附素毒力基因 

(Ec0liattachment A，eaeA)阳性株由温州医学院检验科赠送。 

1．1．2 主要试剂 大肠杆菌“OK”诊断血清购自宁波生物制 

品研究所；大肠杆菌生化鉴定管购 自重庆迈克科技公司；大 

肠杆菌显色培养基购于青岛海博生物技术有限公司；Omega 

质粒提取盒。PCR试剂盒 、内切酶 XbaI购于 TaKaRa公司， 

溶菌酶、蛋白酶 K及引物由上海生工生物工程有限公司提 

供。 

1．1_3 主要仪器 细菌培养箱(ThermoForma公司)；超低温 

冰箱(美国Thermo)；恒温震荡仪(德国 RosiloooTM公司)；光 

学显微镜 (日本 Olympus)；S1000PCR仪 、脉冲场电泳仪为 

CHEF—DRⅡ、VersaDoc凝胶成像系统(美国 Bio—Rad o紫外 

分光光度计(美国Thermo)。 

1．2 方法 

1．2．1 细菌分离鉴定 将适量粪便标本均匀涂抹在大肠杆 

菌显色培养基上 ，经 37℃过夜培养 ，挑单个蓝色菌落(大肠 

杆菌菌落呈蓝色)于 LB固体培养基上增菌，并进行生化鉴定 

后，于零下 20~C保存。 

1．2．2 血清分型 用无菌接种环于洁净玻璃片加 1、2滴 

“OK”多价血清，挑取菌落与血清混匀 ，轻轻晃动玻片 ，若呈 

现颗粒凝聚者 ，再将被检菌落制成浓厚菌液，于 1O0 水浴 

加热 30 min与所属“OK”单价血清做凝聚实验以确定菌群， 

仍呈颗粒凝聚者为阳性。 

1．2．3 PCR PCR模板 ：质粒提取方法按照试剂盒说明操 

作，提取后保存于零下 20℃。细菌 DNA提取 ，用接种环刮取 

菌落，置于 1．5m1EP管中，加入 20 lTE液，震荡混匀，于沸 

水中煮 10 rain，13 000 r／rain 4℃离心 10 min，上清液作为模 

板，零下 20~C保存。PCR反应：ltA／stI双重 PCR，反应体系及 

引物参考文献【2}设计。反应体系为 10 X PCR buffer 10̈ l，MgC12 

8 jxl，DNTP混合物 8 l，模板各 1 1，上下游引物各 2 l，Taq 

酶 5 U，总反应体积 100“l。反应条件①5O℃2 rain，95℃ 5 

min②95℃45 S，50％45 S，72℃60 S，40个循环；③72℃，10 

min。bfpA／eaeA普通 PCR反应体系及引物参考文献日设计 ， 

bfpA／eaeA基因反应体系均为 10×PCR buffer 5 l，MgC12 

3 l，DNTP混货物 4 1，模板各 1 l，上下游引物各 2 l，Taq 

酶2．5 u，总反应体积50 l。bfpA基因反应条件①94℃ 5 min； 

@94~C 60 s，55℃ 60 S，72~C 60 S，35个循环；③72℃．7 min。 

eaeA基因反应条件①94℃5rain；②94℃60 S，55 oC 60 S，72℃ 

60 s，30个循环 ；@72~C 7min。PCR产物经 2％琼脂糖电泳， 

紫外灯下观察。 

1．2．4 脉 冲场 凝胶 电泳 (Pulused field gelele ctrophoresis， 

PFGE) 参考文献【4]建立 PFGE操作方法，做少量改动。 

挑取单菌落，接种于 LB肉汤，37~C震荡过夜，使菌液浓度 OD 

值 A 达到 1．0～1．2时，取菌液 1 ml，离心收集细菌。用双蒸 

水洗细菌3次。菌液与2％的预熔低熔点琼脂糖预热于42℃ 

时等体积混合，注入 100 l模孔 ，置于4 冰箱 10 min，使胶 

块凝固。取出胶块，置于 EDTA(0．5 mol／L)与溶菌酶(2 mg／m1) 

经 37~C轻震荡 4 h，胶块移置蛋白酶 K (0．5 mg／m1)与 1％ 

SDS，5O℃轻震荡过夜。倒出裂解液，加入 TE液包含 PMSF 

(200 g／m1)处理 2次，每次水浴 50℃，1 h。再用 ，I、E液洗胶 

块 4次，每次 50~C，30min。洗涤后，切 1／3胶块侵入适量酶 

切缓冲液 37~C轻摇 30 min。弃去缓冲液，加入含 2 Ixl限制性 

内切酶 Xba I缓冲液，37℃轻震荡过夜酶切。将酶切后琼脂 

小胶移到梳子齿上，将 1％的高强度琼脂糖凝胶倒人模型槽 

没过小胶。在电压 6 V／cm、脉冲起始转换变化时间为 2．2～ 

54．2 S、电泳时间 20 h，EB染色 30 min，脱色 20 min，在紫外 

等下观察结果。 

1．3 统计方法 

数据统计分析所用软件为 SAS 9．1软件。率的比较用卡 

方检验 ，P值 <0．05认为差异有统计差异意义。 

2 结 果 

2．1 血清分型 

临床分离的 227株 ExPEC("血培养 43株，痰培养 104株， 

中段尿培养 80株 )分离出 l2个肠内血清型共 34株 ，占总 

菌株 14．97％。其中，血 11．62％(5／43)、尿 12．5％(13／104)、痰 

20．0％(16／80)，以上三者两两比较无统计差别(P值均 >0．05)。 

34株肠内血清型为 19株 ETEC，15株 EPEC，EHEC和 EIEC 

未分出。血清分型结果见表 1。 

2．2 PCR毒力基因检测 

EPEC(n=15)毒力基因bfpA表达率 66．66％，eaeA 60．O％， 

eaeA／bfpA 26．67％；ETEC(n=19)毒力基因ltA表达率31．57％， 

stI 47．36％，stI&A 21．05％。电泳结果见图 1-3。 

2．3 PFGE同源性 分析 

本次实验运用 PFGE分析 2009年 7月 ～10月部分患者 

ExPEC(血培养 10例，痰培养 14例，中段尿培养 16例)与该 

患者肠内大肠杆菌的同源性，在 2例 ExPEC败血症患者的 

肠道内发现 ExPEC的同源克隆株。PFGE结果见图4。结果分 

析采用 Band based／Dice方法计算 Dice相似系数，F=2nxy／(nx 

+nv)，nxy为 x菌株和 Y菌株相同的片段数，nx表示 x菌 

株总片段数，ny代表 Y菌株的总片段数。F值 0～1之间，0表 

示无关 ，越接近 1同源性越高，1表示完全相同15]。A患者血中 

E．coli A1和粪便中E．coli A2两株细菌酶切后电泳片段数和 

位置相同(F=I)，应为同一克隆菌株。B患者血中E．coli B1和 

粪便中 E．coli B2、B3比较相差 1个片段 ，其余片段位置相同 

(F=0．95)，亦应视为同源克隆株。 

3 讨 论 

本次实验从 227株临床 ExPEC(血培养 43株，痰培养 104 

株，中段尿培养 80株 )分离出 12个肠内血清型共 34株(19 

株 ETEC，15株 EPEC)，占总菌株 14．97％，说明肠 内致病血 
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表 1 血清分型 

2 

l 

M l 2 3 4 5 6 7 8 9 l0 

ltA 

stl 

图3 stl／ItA基因片段双重 PCR DNA产物(1 90／450 bp) 

清型引起临床肠外感染的大肠杆菌比例相对较少，且主要以 

ETEC和 EPEC为主，但肠道致病大肠杆菌 40％(12／30)的血 

清型能够引起肠道外的感染，则应当引起临床工作者的重视。 

本次实验仅鉴定出 ETEC和 EPEC血清型，EIEC和 EHEC血 

清型未分离出，原因考虑为 ETEC和 EPEC广泛分布于环境 

及少数健康人肠道，为临床感染常见致病株；EHEC毒力较 

强，多为爆发流行 ，而本次收集的感染菌株多为临床散发病 

例，所以未分出；EIEC血清型则可能不引起肠道外感染，其 

原因需待进一步研究。l2个血清型中，通过查阅文献I ，了 

解肠外包括、血、尿、痰 、脑脊液 ExPEC的血清型。本次分型 

出的血清型 06、07、09、015、020、025为常见肠外 ExPEC 

血清型，占总分型菌株的 55．88％(19／34 o本次实验仅用了肠 

道相关诊断血清，所以上述文献提到的其他常见血清型 01、 

02、O16、O18、022、075未在分型中，而本次分型 026、O111、 

0114、O125、O128，在上述文献中未提到，属首次报道。临床 

ExPEC是常见感染，泌尿系统 Ec0li的感染为 60％～80％，呼 

吸道痰培养 E．coli阳性率紧紧次于肺炎克雷伯杆菌 ，而 E．coli 

败血症在革兰阴性菌中占首位 。临床 ExPEC感染已造成大 

图 1 bfpA基因片段的 PCRDNA产物(326 bp) 
M l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

2 000

忠bp 
500l 

250bp 

100bp 

*eaeA 

图 2 eaeA基因片段 PCR DNA产物(790 bp) 

Al A2 Bl B2 B3 

A1、A2泳道分别为 A患者的血、粪便中Ecoli PFGE分型；BI泳道为 B 

患者血 Ec0li PFGE分型；B2、B3泳道为 B患者粪便 E．coli PFGE分型 

图4 AB2例 ExPEC败血症患者血与粪便中E．coli的 PFGE分型 

量医疗资源浪费 ，禽类 ExPEC疫苗研究较多，临床 ExPEC 

的研究也已开始，2009年 6月美国密歇根州立大学 15日报 

道，该校研究人员开发出一种针对肠毒性大肠杆菌的疫苗， 

动物试验显示效果良好。进一步全面了解临床 ExPEC血清 

型对开发更具广泛的 ExPEC疫苗具有重要意义。 

国外对临床 ExPEC的研究较早 ，Brauner At19~过分析患 

者血、尿及粪便中 ExPEC的血清型、毒力因子 ，认为血 、尿中 

ExPEC的来源可能是肠道。Moulin—Schouleur MI 嗵过血清分 

型、多位点序列分型(Muhilocus sequence tping，MLST)比较感染 

人的ExPEC和家禽的 APEC(Avian pathoge—nic Ecoli，APEC)， 

推测人的 ExPEC可能来源于 APEC。国内对临床 ExPEC的 

研究相对较少 ，多见于新生儿 ExPEC的败血症及成人尿路 

感染。分析临床 ExPEC的来源，掌握临床 ExPEC感染的特 

征对临床医师的工作具有重要的指导意义。从本次 ExPEC 

的毒力基 因和 PFGE实验结果分析，ETEC毒力基因和肠 

道内 ETEC It、st阳性率口。1基本一致，而 EPEC的毒力基因 bfpA 

66．66％，eaeA 60．O％，eaeA／bfpA 26．67％较 M．Yousef AlikhaniI 】 

报道的腹泻患者 EPEC的 bfpA 22．51％，eaeA 32．46％，eaeA／bf- 

坩 
㈣ 

咖 渤啪 
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pA 17．8％似有增高 ，bfpA存在于质粒上，是束状菌毛的编码 

基因，eaeA则存在于细菌染色体上 ，主要编码紧密粘附素。 

eaeA／bfpA表达较高，提示细菌的侵袭能力增加 ，这可能是引 

起肠道外感染的原因之一 ，但本次实验样本量少，且存在区 

域及样本来源差异，故应进一步提高样本量研究。PFGE分型 

技术被认为是细菌分子分型的“金标准”[221，通过结合临床资 

料及 PFGE实验结果初步分析临床 ExPEC感染特征和感染 

来源。查阅 34例肠内致病大肠杆菌引起的肠外感染病例，在 

资料完整的26份病例中：年龄 20～91岁，平均年龄 65．9岁， 

男女各 13例；患 2种(高血压病 、糖尿病、冠心病、SLE、慢性 

肾病、COPD、恶性肿瘤等)以上基础疾病者占76．9％(20／26)； 

发热患者 17例；腹泻患者 6例。可见高龄伴有多基础疾病患 

者是肠道致病大肠杆菌 EPEC和 ETEC在临床上感染的高危 

人群，临床症状发热多见于腹泻(尸<0．01， =9．43)。因此 ，对 

于年老特别是病重发热患者应做相关细菌培养，同时临床医 

师应该思考，对高龄病危患者是否应该给予预防性抗感染治 

疗以减少 ExPEC感染的机率?从 PFGE结果分析 ，2例大肠 

杆菌败血症患者有腹泻症状，在其肠道内找到了导致该患者 

败血症的同源克隆株。因此，可以推测导致患者败血症的 

ExPEC可能来源于肠道致病大肠杆菌的移位。那么肺部感染 

和尿路感染的 ExPEC是否也来源于肠道大肠杆菌的移位? 

则需继续收集病例进一步研究。综上所述，肠内致病大肠杆 

菌血清型引起临床肠外感染所占比例相对较少 ，且主要为 

ETEC和 EPEC血清型；高龄伴多基础疾病患者为临床 ExPEC 

感染的高危人群 ，ExPEC的败血症患者，其肠道大肠杆菌的 

移位可能是 ExPEC的来源。 
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