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·临床论著·

腹腔感染大肠埃希菌PFGE谱型

及耐药一致性分析
李玉芝 1  杜小丽 2  陈志海 1

【摘要】 目的  探究腹腔感染大肠埃希菌菌株间的相关性及菌株间同源性与药敏结果一致性的关

系。方法  使用限制性内切酶XbaⅠ对菌株基因组进行酶切，对酶切后的DNA片段进行脉冲场凝胶电泳（ 

PFGE），使用Bionumerics软件分析菌株间相关性，将菌株同源性与药敏结果一致性进行对比分析。结

果  47株大肠埃希菌PFGE图谱间同源性为60.4%～97.4%，同源性高于85%有6株。一次自发性细菌性腹膜

炎（SBP）可以由一种PFGE谱型的大肠埃希菌引起，也可能是多种PFGE谱型大肠埃希菌的混合感染。

一次SBP可能是新发感染，也可能是上次感染的复发。同源性高于85%的菌株对本研究中19种抗菌药物

中的15种以上抗菌药物的药敏试验结果相同。结论  导致不同患者腹腔感染的大肠埃希菌来源不同。同

源性高于85%的菌株药敏结果具有较高的一致性。

【关键词】 脉冲场凝胶电泳；大肠埃希菌；腹水；耐药性 

PFGE analysis and antimicrobial resistance of E. coli isolated from intra-abdominal infection  Li Yuzhi1, 
Du Xiaoli2, Chen Zhihai1. 1Department of Infectious Diseases, Division 2ed, Beijing Ditan Hospital, Capital 
Medical University, Beijing 100015, China; 2Pulse Net China, Chinese Center for Diseases Control and 
Prevention, Beijing 102206, China
Corresponding author: Chen Zhihai, Email: 13501340403@126.com 

 【Abstract】 Objective  To study the relationship of E.coli strains isolated from intra-abdominal 
infection, and the relationship of homology and the antimicrobial susceptibility results of different strains. 
Methods  DNA of strains were digested with XbaⅠ restriction enzyme, then were typed by pulsed field 
gel electrophoresis (PFGE). PFGE patterns were analyzed with Bionumerrics software. The antimicrobial 
susceptibility results of E. coli strains and the clinical information of patients were collected. Results  
The homology of strains were from 60.4% to 97.4%, 6 among 47 strains were above 85%. One episode 
of SBP could be a result of reinfection caused by one PFGE type strain, or more than one PFGE type 
strains, also could be a recurrent infection of the last episode. Antimicrobial susceptibility results of more 
than 15 antibiotics were indentical among strains with genetic similarity ≥ 85%. Conclusions  Most 
strains isolated from intra-abdominal infection were different. Strains with genetic similarity ≥ 85% have 
identical or similar antimicrobial susceptibility .
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脉冲场凝胶电泳是分离大分子线性DNA的

电泳技术。通过比较细菌DNA PFGE谱型可了解

菌株间的相关性。PFGE主要用于传染病的流行

病学研究及院内感染的监测，目前尚鲜见对导致

腹腔感染的细菌PFGE谱型研究的报道。本研究

对导致感染大肠埃希菌的PFGE谱型进行分析，

以了解菌株间的相关性。并对同源性高于85%的

菌株药敏结果进行分析，探究菌株PFGE同源性

与药敏结果的一致性。
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资料与方法

一、菌株来源

研究菌株来自首都医科大学附属北京地坛医

院2008年10月至2013年2月住院患者腹水分离的大

肠埃希菌47株。Marker（沙门菌Braenderup血清型

H9812菌株）由中国CDC传染病研究所腹泻室提

供。

二、主要实验试剂及设备

Seakem Gold琼脂糖购自美国Lonza公司，蛋白

酶K购自德国Merck公司，XbaⅠ限制性内切酶试剂

盒购自日本TaKaRa公司，Gelred购自美国Biotium
公司。胶槽、梳子、水平仪、托盘、凝胶电泳仪

（美国BIO-RAD公司）、Gel Doc XR凝胶成像仪

（美国BIO-RAD公司）。

三、资料收集

收集菌株分离日期、药敏试验结果、对应患

者登记号、住院科室、原发病等临床资料，其中药

敏试验结果为首都医科大学附属北京地坛医院检验

科使用PhoenixTM 100微生物鉴定/药敏分析系统对

大肠埃希菌药敏鉴定结果。包括大肠埃希菌对氨苄

西林、阿莫西林克拉维酸、阿米卡星、安曲南、

氯霉素、头孢他啶、环丙沙星、头孢噻肟、头孢唑

啉、头孢吡肟、庆大霉素、亚胺培南、左氧氟沙

星、美罗培南、哌拉西林、氨苄西林舒巴坦、复方

磺胺、四环素及哌拉西林他唑巴坦19种抗菌药物的

药敏试验结果。

四、菌株PFGE及聚类分析

按美国CDC非O157大肠埃希菌PFGE标准操

作对研究菌株及沙门菌Braenderup血清型H9812
菌株进行PFGE。将图像及菌株临床资料表输入

Bionumerics软件进行聚类分析。

结    果

一、细菌复苏结果及菌株相应患者的临床资料

收集首都医科大学附属北京地坛医院2008年
10月至2013年2月43例住院患者腹水分离培养出的

大肠埃希菌成功复苏47株。其中4位患者（登记号

分别为295392、361834、91066和116361）各分离

出2株菌株；其中2位患者一次自发性细菌性腹膜炎

（spontaneous bacterial peritonitis，SBP）病程分离到

的2株大肠埃希菌；另有2位患者在2次SBP病程中各

分离到1株大肠埃希菌。42株（89.36%）大肠埃希菌

分离自SBP患者，4株（8.51%）分离自继发性腹膜

炎患者，1株（2.13%）分离自卵巢癌，癌性腹水感

染者。

二、47株大肠埃希菌及参考菌株的PFGE结果

参考菌株为沙门菌Braenderup血清型H9812，
XbaⅠ酶切，作为分子量标准，即Marker。同时将

47株复苏大肠埃希菌编号，分为5组进行PFGE。大

肠埃希菌经限制性内切酶XbaⅠ酶切后的PFGE图
谱为图1～5。

三、47株大肠埃希菌PFGE图谱聚类分析结果

将PFGE图谱及相应患者的临床信息，输入

Bionumeric软件聚类分析。结果如图6。不同患

者分离的菌株间同源性为60.4%～97.4%。其中6
对（12株）菌株间同源性较高，高于85%：3406
和3496同源性为94.4%；1009和1670同源性为

94.7%。3196和3224同源性为96.8%；1972和4122
同源性为86.5%，1624和1729同源性为97.4%；

1510和1262同源性为88.9%。除以上菌株外，其他

任何菌株间的同源性均低于85%。

四、同一患者两次腹水培养出的大肠埃希菌

图谱聚类分析

同一患者两次腹水培养出的大肠埃希菌图谱

聚类分析结果如图7所示。

五、同源性≥ 85%和同源性＜ 85%的菌株药

敏结果一致性

在PFGE谱型同源性≥ 85%的菌株中，同源性

为97.4%的菌株对19种抗菌药物的药敏结果一致；

同源性为96.8%的菌株以及同源性为94.7%的菌

株，对18种抗菌药物药敏试验结果一致；同源性为

94.4%的菌株以及同源性为86.5%的菌株，对17种
抗菌药物的药敏试验结果一致；同源性为88.9%的

菌株对16种抗菌药物的药敏试验结果一致。

同源性低于85%的菌株中，4106和4097号菌

株间有4/19种抗菌药物的药敏结果不一致；4223
和1510号菌株有8种抗菌药物的药敏试验结果不一

致；2474和2650号菌株有10种抗菌药物药敏试验结

果不一致；1130和1416号菌株间有11种抗菌药物的

敏感性不一致；2271和2309号菌株间多达149种抗

菌药物的药敏试验结果不一致。

讨    论

PFGE是分离大分子线性DNA的电泳技术。

PFGE分型是一种基于全基因组DNA序列的分型方

法。对细菌进行原位裂解获得完整DNA，然后用

稀有酶切位点的限制性内切酶对DNA进行酶切，
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获得大片段DNA。进而利用PFGE对DNA片段进行

分离。通过比较不同菌株PFGE图谱条带的差异可

以了解菌株间同源性和相关性。

由于细菌具有高度变异性，PFGE时一个限制

注：从左向右对应1到15泳道，其中第1、5、10、15为Marker

图1  菌株PFGE图谱-1

注：从左向右对应1到15泳道，其中第1、5、10、15为Marker

图2  菌株PFGE图谱-2

注：从左向右对应1到15泳道，其中第1、5、10、15为Marker

图3  菌株PFGE图谱-3

注：从左向右对应1到15泳道，其中第1、5、10、15为Marker

图4  菌株PFGE图谱-4

注：从左向右对应1到10泳道，其中第1、5、10泳道为Marker；第9泳道重新电泳为图1中第14泳道菌株

图5  菌株PFGE图谱-5

性内切酶酶切位点的改变会导致多个条带发生变

化，一般认为具有85%以上相同条带的菌株具有相

关性，属于同一克隆[1]。因PFGE结果受多种因素影

响，为了保证PFGE结果的质量及一致性，增加不同
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实验室之间的可比性，PFGE时使用全球统一参考菌

株——沙门菌Braenderup血清型H9812，以XbaⅠ酶

切，作为分子量标准，即Marker。Marker酶切后产

生20.5～1 135 kb的一系列片段。通过与Marker图谱

比较不仅可以估计特定染色体酶切片段的大小；还

能校正其他因素对PFGE结果的影响[2]。

PFGE主要用于传染病的流行病学研究及细菌

分子分型，疾病预防控制中心利用PFGE验证传染

图6  大肠埃希菌PFGE谱型聚类分析图
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病的暴发流行，追溯传染源及传播途径 [3]。如借

助PulseNet，美国CDC证实空肠弯曲菌[4]、切斯特

沙门菌[5]、海德堡沙门菌[6]及李斯特菌[7]感染的跨

州界流行，加拿大的Gaulin等[8]PFGE发现了李斯

特菌感染在魁北克省的流行，中国CDC通过PFGE
确认了一起沙门菌食物中毒 [9]。在临床工作中，

PFGE主要用于院内感染的监测[10]。如用于多重耐

药铜绿假单胞菌[11-12]、耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌[13]，多重耐药鲍曼不动杆菌[14]、多耐药肺炎克

雷伯杆菌[15]、耐万古霉素肠球菌[16]等导致的院内

感染。也有研究者通过PFGE判断同一部位多次感

染是否为感染复发[17]。有研究报道，PFGE相同的

菌株耐药谱相同或相似[18-19]。

将一时间段多个地区或同一地区分离到的同

种细菌的PFGE图谱进行比较，如果发现不同菌株

具有相同或高度相似的PFGE图谱，提示菌株有相

同的来源，存在细菌感染的暴发流行。本研究中

大肠埃希菌经限制性内切酶XbaⅠ酶切后，所得

PFGE图谱经Bionumerics软件聚类分析显示，不同

患者分离的菌株间DNA同源性为60.4%～97.4%。

但大多数菌株间同源性低于85%，这说明大多数患

者分离的菌株来源不同。

目前研究认为SBP多由单一细菌感染引起，本

研究中登记号295392的患者一次SBP病程中先后2
次分离到的菌株同源性为96.8%（＞ 85%），考虑

为同一菌株。而登记号为361834的患者1次SBP病
程中分离到的2株大肠埃希菌的同源性为63%（＜ 
85%），虽然同是大肠埃希菌，但非同一菌株。

说明SBP既可由某种单一PFGE类型的菌株感染导

致，也可能是多种PFGE类型的同种细菌混合感

染。

登记号116361的患者2次自发性腹膜炎病程中

分离到的细菌同源性仅为76.9%（＜ 85%），提示

2次SBP为2种不同PFGE类型的菌株感染引起。而

登记号为91066的患者2次SBP分离到的菌株同源性

高达97.4%，提示该患者两次SBP感染是由同一菌

株引起，第二次SBP可能为前一次SBP致病菌未彻

底清除导致。说明一次SBP发生可能是一种PFGE
类型的菌株新发感染，也可以是上一次SBP感染的

复发。

本研究中同源性高于85%的菌株对抗菌药物的

药敏试验结果一致性较高，即耐药谱相同或相似。

与其他报道一致
[20-21]。同源性高于85%的菌株间药

敏试验结果不完全相同，可能与菌株分离的间隔时

间较长或留取腹水培养后就使用了抗菌药物治疗，

细菌在抗菌药物选择压力下发生一定变异，耐药性

变化有关。同源性低于85%的菌株药敏结果一致性

相对较低。提示菌株间同源性在85%以上时，可根

据其中一株细菌的药敏结果大致估计另一菌株的药

敏情况，但当两株细菌同源性小于85%，则无法根

据其中一种PFGE谱型细菌的药敏结果预测另一菌

株的药敏情况。
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