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致婴幼儿腹泻的肠致病性大肠埃希菌血清分型和毒力基因检测
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　　摘　要：目的　了解引起婴幼儿腹泻的肠致病性大肠埃希菌血清分型情况及其毒力基因携带状况。方法　采集２０１１年６月

至２０１２年２月医院儿科婴幼儿腹泻患者的粪便标本进行大肠埃希菌的分离培养，通过血清凝集试验和细菌生化反应筛选出肠致

病性大肠埃希菌，采用多重ＰＣＲ检测毒力基因ｅｓｃＶ、ｂｆｐＡ、Ｓｔｘ１和Ｓｔｘ２。结果　５０３例粪便标本中共分离出４７株肠致病性大肠

埃希菌，检出率是９．３４％。血清分型有９种，最多的血清型是Ｏ８６：ｋ６１，占了阳性菌株的２７．６６％。毒力基因ｅｓｃＶ阳性合计２２

株，ｂｆｐＢ阳性合计１７株，检出率分别是４６．８１％和３６．１７％，其中，（ｅｓｃＶ＋ｂｆｐＢ）阳性１４株，ｅｓｃＶ阳性８株，ｂｆｐＢ阳性３株，携带

毒力基因的菌株阳性率为５３．１９％，未检出毒力基因Ｓｔｘ１和Ｓｔｘ２。结论　肠致病性大肠埃希菌血清学分型与毒力基因携带有差

异，有条件的实验室可以直接检测大肠埃希菌的毒力基因，为临床提供更准确的诊断依据。
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　　大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，Ｅ．ｃｏＩｉ）是肠道中重要的正

常菌群，能为宿主提供一些具有营养作用的合成代谢产物，但

有些菌株具有致病性，可以引起肠道内感染，包括胃肠炎、腹

泻，故又称致泻大肠埃希菌（ｄｉａｒｒｈｅａｇｅｎｉｃｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，

ＤＥＣ）。致泻大肠埃希菌依其致病机制、临床表现、流行病学特

征和血清学分型，可分为６个群：肠致病性大肠埃希菌（ｅｎｔｅｒｏ

ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，ＥＰＥＣ）、肠产毒性大肠埃希菌（ｅｎ

ｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，ＥＴＥＣ）、肠侵袭性大肠埃希菌

（ｅｎｔｅｒｏｉｎｖａｓｉｖｅｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，ＥＩＥＣ）、肠出血性大肠埃希菌

（ｅｎｔｅｒｏｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，ＥＨＥＣ）、肠聚集性大肠埃

希菌（ｅｎｔｅｒｏａｇｇｒｅｇａｔｉｖｅｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，ＥＡＥＣ）、扩散粘附大肠

埃希菌（ｄｆｆｕｓｅａｄｈｅｒｅｎｃｅｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，ＤＡＥＣ）。其中ＥＰＥＣ

是引起婴幼儿感染性腹泻的重要致病菌，甚至引起婴幼儿的死

亡。由于其表型和生化特征与肠道正常的大肠埃希菌并无区

别，因此对它的鉴定成为各国学者广泛关注的问题。我们收集

５０３例婴幼儿腹泻患者粪便进行肠致病性大肠埃希菌的检测，

现将实验结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　２０１１年６月至２０１２年２月本院儿科５０３

例５岁以下婴幼儿腹泻患者的粪便标本。

１．１．２　主要试剂　麦康凯琼脂平板（广州迪景），克氏双糖铁

琼脂（广州迪景），动力靛基质尿素试验管（广州迪景），ＬＢ琼

脂平板（广州迪景），ＡＰＩ２０生化鉴定条（法国梅里埃），肠致病

性大肠埃希菌诊断血清（兰州生物），ＳＫ１２０１ＵＮＩＱ１０柱式细

菌基因组 ＤＮＡ 抽提试剂盒（上海生工），ｄＮＴＰ混合液（１０

ｍｍｏｌ／Ｌ，上海生工），ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ，上海生工），

１０×Ｔａｑ缓冲液（上海生工），引物（上海生工）。

１．１．３　主要仪器　ＰＣＲ扩增仪（ＰＣＴ２００）、ＰｏｗｅｒｐａｃＢａｓｉｃ

电源、水平电泳槽（ＭｉｎｉＳｕｂＣｅｌｌＧＴ）购自美国ＢｉｏＲａｄ公司，

凝胶成像系统（ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒＶＤＳ）购自瑞士ＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏ

ｔｅｃｈ公司。

１．２　方法

１．２．１　菌株的分离鉴定和血清学分型　将粪便标本划线分离

接种麦康凯琼脂平板，（３６±１）℃培养１８～２４ｈ，在麦康凯琼

脂平板上选取５个可疑大肠埃希菌菌落（淡粉红色或粉红色、

突起、光滑、湿润、中等大小菌落）分别转种克氏双糖铁琼脂和

动力靛基质尿素试验管继续培养１８～２４ｈ，初步鉴定为大肠
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埃希菌后，用ＥＰＥＣ诊断血清确定血清型，具体方法参照产品

说明书。对血清分型阳性的菌株用 ＡＰＩ２０Ｅ鉴定条进行大肠

埃希菌的生化复核鉴定，具体方法参照产品说明书。ＥＰＥＣ菌

株－８０℃低温冰箱保存。

１．２．２　毒力基因检测　（１）模板的制备　ＥＰＥＣ菌株接种到

ＬＢ琼脂平板，（３６±１）℃孵育１６～１８ｈ，选取单个菌落再次传

代，挑取适量的单个新鲜菌落，按照细菌基因组ＤＮＡ抽提试

剂盒说明书提供的方法提取细菌ＤＮＡ。（２）引物的合成：参考

文献［１］，选择Ｓｔｘ１（ＳｈｉｇａｔｏｘｉｎＳｔｘｐｒｏｄｕｃｉｎｇＥ．ｃｏｌｉ，ＳＴＥＣ），

Ｓｔｘ２（ＳＴＥＣ）、ｅｓｃＶ（ＥＰＥＣ，ＳＴＥＣ）、ｂｆｐＢ（ＥＰＥＣ）４个毒力基因

作为靶基因，引物序列见表１，委托上海生工生物工程技术服

务有限公司合成。（３）ＰＣＲ扩增：采用２５μＬ反应体系，包含

ＤＮＡ模板２μＬ、４个毒力基因上下游引物（１０ｐｍｏｌ／μＬ）各０．５

μＬ、ｄＮＴＰ混合液（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ、１０×Ｔａｑ缓冲液２．５

μＬ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５ｕ／μＬ）０．５μＬ，加无菌双蒸水到２５

μＬ。反应条件设为预变性９４℃５ｍｉｍ，然后９４℃３０ｓ，６３℃

３０ｓ，７２℃１．５ｍｉｎ，共３０个循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。取

标记物和ＰＣＲ扩增产物各５μＬ，１．５％琼脂糖凝胶（含溴化乙

锭）电泳，凝胶成像系统观察电泳条带，电泳图谱见图１。（４）

质量控制：采用Ｏ１５７大肠埃希菌作为Ｓｔｘ１和Ｓｔｘ２阳性对照，

ｂｆｐＢ和ｅｓｃＶ阳性对照通过送一个２个条带阳性的 ＰＣＲ产物

到上海生工生物工程技术服务有限公司进行测序比对，验证这

两个阳性条带的基因类型。

表１　　毒力基因和引物序列

毒力基因 引物 引物序列（５′～３′） 产物大小（ｂｐ）

ｅｓｃＶ ｅｓｃＶＦ ＧＧＣＴＣＴＣＴＴＣＴＴＣＴＴＴＡＴＧＧＣＴＧ ５３４

ｅｓｃＶＲ ＣＣＴＴＴＴＡＣＡＡＡＣＴＴＣＡＴＣＧＣＣ

ｂｆｐＢ ｂｆｐＢＦ ＧＡＴＡＡＡＡＣＴＧＡＴＡＣＴＧＧＧＣＡＧＣ ８２６

ｂｆｐＢＲ ＡＧＴＧＡＣＴＧＴＴＣＧＧＧＡＡＧＣＡＣ

Ｓｔｘ１ Ｓｔｘ１ＡＦ ＧＧＣＧＴＴＣＴＴＡＴＧＴＡＡＴＧＡＣＴＧＣ ２５０
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２　结　　果

２．１　ＰＣＲ扩增产物电泳结果见图１。

　　Ｍ：标记物；１：Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ（Ｏ１５７）；２：ｅｓｃＶ＋ｂｆｐＢ；３：ｂｆｐＢ；４：

ｅｓｃＶ。

图１　　ＰＣＲ扩增产物电泳结果

２．２　血清分型和毒力基因检测结果　５０３例粪便标本中共分

离出４７株肠致病性大肠埃希菌，检出率是９．３４％，血清分型

有９种，最多的血清型是Ｏ８６：ｋ６１，占了阳性菌株的２７．６６％。

毒力基因ｅｓｃＶ阳性合计２２株，ｂｆｐＢ阳性合计１７株，检出率

分别是４６．８１％和３６．１７％，其中，（ｅｓｃＶ＋ｂｆｐＢ）阳性１４株，ｅｓ

ｃＶ阳性８株，ｂｆｐＢ阳性３株，携带毒力基因的菌株阳性率为

５３．１９％，未检出毒力基因Ｓｔｘ１和Ｓｔｘ２，结果见表２。

表２　　４７株致病性大肠埃希菌血清分型和

　　毒力基因检测结果

血清型
毒力基因

ｅｓｃｖ ｂｆｐＢ Ｓｔｘ１ Ｓｔｘ２

菌株数

Ｏ２６：ｋ６０ － － － － ３

Ｏ４４：ｋ７４ ＋ ＋ － － ５

Ｏ４４：ｋ７４ ＋ － － － １

Ｏ５５：ｋ５９ － － － － ３

Ｏ８６：ｋ６１ ＋ ＋ － － ５

Ｏ８６：ｋ６１ － － － － ６

Ｏ８６：ｋ６１ ＋ － － － ２

Ｏ１１４：ｋ９０ ＋ － － － ４

Ｏ１１９：ｋ６９ － ＋ － － ２

Ｏ１１９：ｋ６９ － － － － ６

Ｏ１２５：ｋ７０ ＋ ＋ － － ２

Ｏ１２５：ｋ７０ － ＋ － － １

Ｏ１２７ａ：ｋ６３ ＋ ＋ － － ２

Ｏ１２７ａ：ｋ６３ －－ － － － ３

Ｏ１２８：ｋ６７ － － － － １

Ｏ１２８：ｋ６７ ＋ － － － １

３　讨　　论

ＥＰＥＣ是全球性的致婴幼儿腹泻的病原菌。在我国，血清

分型是ＥＰＥＣ常规的分型方法。我们通过实验分析，我院的

ＥＰＥＣ血清分型具有多样性，最多的血清型是 Ｏ８６：ｋ６１，占了

阳性菌株的２７．６６％。由于地域差异和血清型的多样性，不同

实验室报道的ＥＰＥＣ阳性检出率和血清型分布有所不同
［２３］。

影响阳性检出率的最主要因素除抗血清的质量外，还包括：（１）

样本的选择，腹泻婴幼儿的样本阳性检出率明显高于成年人，

特别是小于２岁的婴幼儿；选择标本性状有改变的，如稀便、水

样便、黏脓便或脓血便等，标本接种培养前先做涂片，白细胞计

数大于或等于１０个／高倍视野作为细菌培养的标准，这样就可

以排除部分病毒感染的病历，大大提高了阳性检出率。（２）由

于ＥＰＥＣ菌落形态和普通大肠埃希菌没有区别，选取尽可能多

的菌落分别进行实验可以提高阳性率。

自研究者在半个世纪前建立大肠埃希菌血清型分类系统

以来，血清型一直被用作致泻性大肠埃希菌的鉴定依据及流行

病学调查的标志。而血清分型常存有交叉反应现象，使得实验

结果难以保证，因此工作中仅依靠传统的常规生化和血清学实

验存在误检和漏检的可能，所以菌株血清型的鉴定不是致泻性

大肠埃希氏菌的诊断和流行病学调查的理想方法。

大肠埃希菌的致泻性主要取决于是否携有相应的毒力因

子，因此毒力基因的检测成为鉴别致泻性大肠埃希菌的重要依

据。我们选择的４个毒力基因，其中的ｂｆｐＢ是编码ＥＰＥＣ成

束菌毛（ｂｕｎｄｌｅｆｏｒｍｉｎｇｐｉｌｕｓ，ＢＦＰ）的一个重要基因
［４］，ＥｓｃＶ

是ＥＰＥＣ和ＥＨＥＣⅢ型分泌系统中共同的重要结构元件
［５６］。

参考文献［１］，选择ＳＴＥＣ（产志贺毒素大肠埃希）特有的毒力

基因Ｓｔｘ１和Ｓｔｘ２，有助于排除包括ＥＨＥＣ在内的ＳＴＥＣ。本

研究通过实验分析，血清分型阳性的菌株中，有２５株携带毒力

基因，携带毒力基因菌株阳性率为５３．１９％。（下转第１６９５页）
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前血清 ＨＣＶＲＮＡ载量与 ＨＣＶ基因型无关
［９］。

一般认为，１ｂ型感染患者血清中病毒含量高，病毒复制活

跃，干扰素反应差，临床疗效低于２ａ型。有报道
［１０］称，１０４例

丙型肝炎患者接受治疗后持续应答者多为２ａ型患者（３８％），

１ｂ型患者仅为７％。提示丙型肝炎患者在治疗前对病毒基因

进行分型可以对合理用药提供可靠地依据。近年来发现 ＨＣＶ

基因型对影响干扰素的应答较为重要，不同基因型的 ＨＣＶ对

治疗药物如聚乙二醇干扰素、利巴韦林的敏感程度不同，例如，

ＨＣＶ基因１型的患者需用聚乙二醇干扰素加标准剂量的利巴

韦林治疗４８周；而 ＨＣＶ基因２、３型的患者需用聚乙二醇干

扰素加低剂量的利巴韦林治疗２４周。所以确定 ＨＣＶ感染者

基因型有助于临床治疗和合理用药。因此，对 ＨＣＶ基因型继

续深入研究可以为明确 ＨＣＶ感染的发病机制与防治提供有

效的方案。

总之，ＨＣＶ分型对临床医师治疗丙型肝炎用药有重要的

临床指导意义。丙型肝炎不同基因型与药物疗效之间的关系

被逐渐发现并应用于临床治疗中，对于不同患者根据丙型肝炎

基因型采用相应有效的药物治疗方案将成为大趋势。个体化

医疗已经逐渐替代了传统医疗模式，在改善治疗效果与降低药

物毒性方面具有显著优势。
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有文献报道［７］，对血清分型阳性的ＥＰＥＣ菌株检测ｅａｅＡ和ｂｆ

ｐＡ这２个毒力基因，携带毒力基因的菌株阳性率为４６．８５％。

其中，（ｅａｅＡ＋ｂｆｐＡ）阳性占２６．１３％，ｅａｅＡ阳性占１４．４１％，

ｂｆｐＡ阳性占６．３１％。该文献还报道有１１．７１％的ＥＰＥＣ菌株

经过毒力基因检测，鉴定为ＳＴＥＣ，通过这个报道，也证明了单

独依靠血清学诊断会造成部分病例误诊。而文献报道［８］的研

究是先检测大肠埃希菌毒力基因ｅｓｃＶ和ｂｆｐＢ，再进行血清分

型，１５株携带毒力基因的ＥＰＥＣ中，有１１株Ｏ抗原不能分型，

这也证明了单独依靠血清学诊断会造成部分病例漏检。

本研究检测 ＥＰＥＣ的毒力基因并没有涵盖全部。ＥＰＥＣ

除了比较重要的ｅａｅＡ、ｂｆｐＡ、ｅｓｃＶ和ｂｆｐＢ等毒力基因外，可

能还有其他罕见的未知致病因子。早在１９９８年，毕振强等
［９］

就报道了ｅａｅＡ和ｂｆｐＡ２个毒力基因阴性的１３１株ＥＰＥＣ中，

有１株ＥＰＥＣ表现为ＬＡ／ＡＥ（局灶性黏附／黏附性和致黏附脱

落病变效应）阳性，提示可能有其他未知因素参与 ＥＰＥＣ的

ＬＡ黏附和致 ＡＥ病变效应，说明了ＥＰＥＣ致病因子的复杂性

和多样性。反过来分析，没有携带ｅａｅＡ和ｂｆｐＡ这２个毒力基

因的ＥＰＥＣ菌株中，有９９．２８％ 菌株表现为ＬＡ／ＡＥ阴性，就

可以排除绝大多数ＥＰＥＣ的致病性。

综上所述，ＥＰＥＣ血清学分型与毒力因子携带有差异，有

条件的实验室可以直接检测大肠埃希菌的毒力基因，为临床提

供更准确的诊断依据。
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