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征，为感染溯源提供依据。方法　收集２０１１年１月—２０１３年１２月该区域肠道门诊感染性腹泻患者粪便标本

１１７９份，对其培养分离的致病菌进行血清分型及ＰＦＧＥ分析。结果　１１７９份标本，共培养肠道病原菌３３０株，

其中检出居前４位的肠道致病菌依次为志贺菌属９３株（２８．１８％）、沙门菌属６９株（２０．９１％）、副溶血性弧菌４４株

（１３．３３％）及致泻性大肠埃希菌１１株（３．３３％）。１８株宋内志贺菌ＰＦＧＥ分为８个型别，聚类相似度接近８８％；

６９株沙门菌属细菌分为１８个血清型，共４１种ＰＦＧＥ型别，其中山夫登堡沙门菌和肠炎沙门菌具有明显的优势

带型；２３株副溶血性弧菌ＰＦＧＥ型别较为分散。结论　３年间感染性腹泻患者致病菌的血清型和ＰＦＧＥ带型分布

较为广泛，应注意沙门菌属和志贺菌属细菌的ＰＦＧＥ优势菌型，警惕其引发的感染性腹泻暴发流行。
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　　感染性腹泻是危害人体健康的重要疾病，是由病

原微生物及其产生的毒素或寄生虫引起的以腹泻为

主的肠道传染病。由于病原谱构成复杂，感染性腹泻

防控难度较大。本研究对２０１１—２０１３年收集的临床

腹泻患者粪便标本培养的菌株进行检测分析，旨在

了解本辖区肠道门诊感染性腹泻患者病原谱构成及

分子流行病学状况，现将检测分析结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　本辖区医院肠道门诊２０１１年

１月—２０１３年１２月腹泻患者１１７９份粪便标本分

离病原菌３３０株。患者临床表现为２４ｈ内连续腹

泻３次及以上，粪便性状改变（稀便、水样便、黏液便

或脓血便等），且均为未服用抗菌药物。

１．２　主要试剂和培养基　ＸＬＤ、ＴＣＢＳ、ＴＳＩ培养

基，微量生化管，ＭＨ 琼脂均购自北京陆桥技术有

限公司；沙门菌和弧菌显色培养基为法国科玛嘉产

品；ＢＰＷ 增菌液、ＳＣ增菌液、３％ ＮａＣｌ碱性蛋白胨

水、ＥＣ肉汤，均购自青岛海博生物技术有限公司；

药敏纸片为英国 ＯＸＯＩＤ产品，ＶＩＴＥＫＧＮ鉴定卡

为法国生物梅里埃公司产品，志贺菌诊断血清购自

兰州生物制品研究所。沙门菌诊断血清（兰州生物

制品研究所和泰国Ｓ＆Ａ公司）；ＳｅａｋｅｍＧｏｌｄ琼脂

糖（美国ＣａｍｂｒｅｘＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅＲｏｃｋｌａｎｄ）；蛋白酶Ｋ

（德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；限制性内切酶 ＸｂａⅠ（美国

ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司），均在有效期内使用。

１．３　主要仪器　包括全自动细菌鉴定仪ＶＩＴＥＫ２

和浊度仪 （法国生物梅里埃公司）、实验用去离子水

系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）、ＳＷ２２型水浴摇床（德国

Ｊｕｌａｂｏ公 司）、５４１５Ｄ 型台式高速离心机 （德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）、凝胶成像系统、脉冲场凝胶电泳仪

及配套设备（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。

１．４　菌株鉴定　采集的粪便标本于２４ｈ内，分别

接种于增菌液中（ＢＰＷ 增菌液、ＳＣ 增菌液、３％

ＮａＣｌ碱性蛋白胨水、ＥＣ肉汤），培养１８～２４ｈ后，

转至ＸＬＤ、ＴＣＢＳ、ＴＳＩ等培养基，进行沙门菌、志贺

菌、副溶血性弧菌等多种病原菌的分离、生化鉴定和

血清学分型。鉴定方法依据《细菌性和阿米巴性痢

疾诊断标准 ＷＳ２８７－２００８》和《感染性腹泻诊断标准

ＷＳ２７１－２００７》进行诊断。脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）

分型按照ＰｕｌｓｅＮｅｔ制定的沙门菌脉冲场电泳标准分

型方法进行，沙门菌标准株 Ｈ９８１２作为分子量标

记。

１．５　质控菌株　鼠伤寒沙门菌ＡＴＣＣ１４２０８、宋内

志贺菌ＡＴＣＣ５１０６０及副溶血性弧菌ＡＴＣＣ２７５１９均

由中国药品生物制品检定所提供；大肠埃希菌

ＡＴＣＣ２５９２２、铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３均购自

卫生部临床检验中心。

１．６　统计学分析　应用 Ｅｘｃｅｌ２００３处理数据，

ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，采用χ
２ 检验，犘≤

０．０５为差异有统计学意义。用ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ软件对

电泳图像进行数据分析，得出聚类树状图。聚类图

类型根据非加权配对算术平均法 （ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒ

ｇｒｏｕｐｍｅｔｈｏｄｕｓｉｎｇａｒｉｔｈｍｅｔｉｃａｖｅｒａｇｅｓ，ＵＰＧＭＡ）

构建，相似率１００％认定为同一ＰＦＧＥ型，＜１００％

认定为不同的ＰＦＧＥ型。

２　结果

２．１　病原菌检出情况　共采集感染性腹泻患者粪

便标本１１７９ 份，检出病原菌３３０株，检出率为

２７．９９％，其中２０份粪便标本检出２种病原菌。

３３０株病原菌中肠道致病菌２１７株，居前４位的肠道

致病菌依次为志贺菌属９３株（２８．１８％）、沙门菌属

６９株（２０．９１％）、副溶血性弧菌４４株（１３．３３％）及

致泻性大肠埃希菌１１株（３．３３％）；其他条件致病菌

共１１３株，居前４位的依次为弗氏柠檬酸杆菌２１株

（６．３６％）、铜绿假单胞菌１７株（５．１５％）、奇异变形杆

菌１５株（４．５５％）、类志贺邻单胞菌８株（２．４２％），

见表１。

表１　３３０株病原菌分布情况
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Ｂａｃｔｅｒｉａ Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ Ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｒａｔｉｏ（％）

犛犺犻犵犲犾犾犪狊狆狆． ９３ ２８．１８

犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪狊狆狆． ６９ ２０．９１

犞犻犫狉犻狅狆犪狉犪犺犪犲犿狅犾狔狋犻犮狌狊 ４４ １３．３３

犆犻狋狉狅犫犪犮狋犲狉犳狉犲狌狀犱犻犻 ２１ ６．３６

犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪 １７ ５．１５

犘狉狅狋犲狌狊犿犻狉犪犫犻犾犻狊 １５ ４．５５

ｄｉａｒｒｈｅａｇｅｎｉｃ犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻 １１ ３．３３

犘犾犲狊犻狅犿狅狀犪狊犛犺犻犵犲犾犾狅犻犱犲狊 ８ ２．４２

犃犲狉狅犿狅狀犪狊 ５ １．５２

犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪 ５ １．５２

Ｏｔｈｅｒ ４２ １２．７３

Ｔｏｔａｌ ３３０ １００．００
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２．２　流行病学特征

２．２．１　年龄分布　１１７９例患者，年龄１０～８７岁，

各年龄组病原菌阳性率：１０～岁组为２８．７２％（２７／

９４）、２０～岁组为２６．１３％（１１０／４２１）、３０～岁组为

２７．９３％（６２／２２２）、４０～岁组为２７．０１％（３７／１３７）、

５０～岁组为２３．７８％（３９／１６４）、６０～岁组为２８．９５％

（２２／７６）、≥７０岁组为１６．９２％（１１／６５），各年龄组病

原菌阳性率相比，差异无统计学意义（χ
２＝４．３９，犘

＞０．０５）。

２．２．２　性别分布　病原菌检出阳性率，男性为

２７．３２％（１５３／５６０），女性为２５．０４％（１５５／６１９），两

组比较，差异无统计学意义（χ
２＝０．７９，犘＞０．０５）。

２．２．３　季节分布　３３０株病原菌１—１２月均有检

出，４—１１月检出率均＞２０％，８月检出率最高，达

４２．４％。各月份检出率比较，差异有统计学意义（χ
２

＝５３．７２２，犘＜０．００１）。

２．３　致病菌血清型分布　９３株志贺菌属中，宋内

志贺菌７４株（占７９．５７％），福氏志贺菌１９株（占

２０．４３％）；６９株沙门菌属中，分离居前５位的分别

为山夫登堡沙门菌（１４株，２０．２９％）、肠炎沙门菌

（１４株，２０．２９％）、鼠伤寒沙门菌（１１株，１５．９４％）、

阿贡纳沙门菌（５株，７．２５％）和印第安纳沙门菌

（５株，７．２５％）；４４株副溶血性弧菌中，Ｏ３血清群

３８株（占８６．３６％）；１１株致泻性大肠埃希菌中，产

毒性大肠埃希菌（ＥＴＥＣ）５株（占４５．４５％），致病性

大肠埃希菌（ＥＰＥＣ）５株（占４５．４５％），侵袭性大肠

埃希菌（ＥＩＥＣ）１株（占９．０９％）。

２．４　ＰＦＧＥ结果

２．４．１　志贺菌属　１８株宋内志贺菌ＰＦＧＥ分型结

果显示：分为８个型别，聚类相似度接近８８％，其中

８株同源性１００％。见图１。

２．４．２　沙门菌属　６９株沙门菌属细菌ＰＦＧＥ分型

结果显示：分为４１个型别，其中，１４株山夫登堡沙

门菌中１３株，同源性为１００％；１４株肠炎沙门菌分

为６个型别，其中８株同源性为１００％；１１株鼠伤寒

沙门菌同源性为７０％～１００％，分为８个型别。

见图２。

２．４．３　副溶血弧菌　２３株副溶血性弧菌分为１９个

ＰＦＧＥ型，其中Ｏ３∶Ｋ６型分为１３个型别，同源性

为６０％～１００％。见图３。

２．４．４　致泻性大肠埃希菌　４株致泻性大肠埃希

菌同源性为５８％～７０％。见图４。
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图１　１８株宋内志贺菌ＰＦＧＥ聚类树状图

犉犻犵狌狉犲１　ＤｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆＰＦＧＥｐａｔｔｅｒｎｓｏｆ１８犛犺犻犵犲犾犾犪狊狅狀

狀犲犻ｉｓｏｌａｔｅｓ

３　讨论

传统的细菌鉴定分型方法如生化反应、血清分

型、染色等技术是经典准确的鉴定方法。近年来，基

因分型技术（如ＰＦＧＥ、ＤＮＡ印迹、随机扩增ＤＮＡ

多态性分析等技术）使细菌鉴定分型，耐药基因检测

和细菌分子流行病学调查变得更加精确、快速，成为

区分感染性菌株与非感染性菌株，追溯传染源的有

效手段［１］。现较为公认的同源性分析方法为ＰＦＧＥ

同源分析［２］，其在判断相同菌株及近似菌属的同源

性方面具有不可替代的优势。

本研究结果显示，患者人群不同年龄段和性别

病原菌检出阳性率，差异无统计学意义（均 犘＞

０．０５）。患者发病具有明显的季节性，主要集中在春

末至夏秋季节，此段时间温度适合细菌快速繁殖。

２０１１—２０１３年采集的１１７９份粪便标本分离病原

菌３３０株，检出率为２７．９９％，低于陈日炳等
［３］的数

据；检出较高的依次是志贺菌属９３株（占２８．１８％）、

沙门菌属６９株（占２０．９１％）、副溶血性弧菌４４株

（占１３．３３％）；志贺菌属中主要血清型为宋内志贺

菌，与董晓根等［４］报道一致。值得注意的是在其他

病原菌中，弗氏柠檬酸杆菌、铜绿假单胞菌、奇异变

形杆菌、类志贺邻单胞菌、气单胞菌属细菌等所占比

例较大。
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　　Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ（鼠伤寒沙门菌）、Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ（海德尔堡沙门菌）、

ＰａｒａｔｙｐｈｉＢ（乙型副伤寒沙门菌）、Ｒｉｓｓｅｎ（里森沙门菌）、Ｃｈｏｌｅｒａｅｓｕｉｓ

（猪霍乱沙门菌）、Ｔｈｏｍｐｓｏｎ（汤普森沙门菌）、Ｒｉｃｈｍｏｎｄ（里氏满沙

门菌）、Ｂｒａｅｎｄｅｒｕｐ（布伦登芦普沙门）、Ｓｅｎｆｔｅｎｂｅｒｇ（山夫登堡沙门

菌）、Ｉｎｄｉａｎａ（印地安纳沙门菌）、Ｔｓｈｉｏｎｇｗｅ（茨昂威沙门菌）、Ｃａｎａｄａ

（加拿大沙门菌）、Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ（肠炎沙门菌）、Ｍｕｉｚｅｎｂｅｒｇ（穆蔡别克沙

门菌）、Ａｇｏｎａ（阿贡纳沙门菌）、Ｓｅｒｒｏ（赛罗沙门菌）、Ｉｒｕｍｕ（伊鲁木

沙门菌）、Ｓｃｈｗａｒｚｅｎｇｒｕ（胥伐成格隆沙门菌），Ｌｏｎｄｏｎ（伦敦沙门菌）

图２　６９株沙门菌属细菌ＰＦＧＥ聚类树状图
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图３　２３株副溶血性弧菌ＰＦＧＥ聚类树状图
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图４　４株致泻性大肠埃希菌ＰＦＧＥ聚类树状图

犉犻犵狌狉犲４　ＤｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆＰＦＧＥｐａｔｔｅｒｎｓｏｆ４ｄｉａｒｒｈｅａｇｅｎｉｃ

犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ｉｓｏｌａｔｅｓ

１８株宋内志贺菌ＰＦＧＥ相似性系数＞９０％，优

势带型为８条，占４４．４４％，均来自散发病例，无流

病学 关 联，但 其中 有 ６ 株 宋内志 贺菌 分 离 自

２０１１年，提示当年本地区分子流行特征联系比较紧

密，应注意有聚集性暴发。６９株沙门菌属细菌分为

１８个血清型，优势菌型同张新等
［５］报道接近。经过

ＰＦＧＥ分析，６９株沙门菌属细菌分为４１种ＰＦＧＥ基

因图谱，各基因型别的同源性＜６０％；１４株山夫登

堡沙门菌中，１３株酶切条带系数１００％相同，说明基

因组ＤＮＡ 同源性达１００％，为绝对优势带型，此

１３株山夫登堡沙门菌分布在２０１１—２０１２年，仍可

认为是由同一类型的山夫登堡沙门菌引起的感染性

腹泻。近年来，本地区山夫登堡沙门菌出现了小范

围的集中趋势，应警惕其引发的食物中毒事件［６］。

因缺乏完整的流行病学病例资料，无法确认１３例相

同型别的散发山夫登堡菌感染腹泻患者是否存在相
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同的病因。近两年，为提高食源性致病菌及感染疾

病监测能力，尽早对病原菌进行ＰＦＧＥ分析，实验

室追溯，并及时探索散发病例或集中病例的内在关

联［７８］，提高预警能力，有效预防大规模感染性、食源

性病例的发生。

副溶血性弧菌的致病性主要来自其耐热性直接

溶血素（ＴＤＨ）和耐热性相关溶血素（ＴＲＨ），分别

由狋犱犺和狋狉犺基因编码合成，而引起腹泻的副溶血

性弧菌主要为狋犱犺＋狋狉犺菌株
［９］，临床分离的毒力菌

株多携带狋犱犺基因，致病力较强，开展副溶血弧菌

狋犱犺、狋狉犺毒力基因的检测，可作为区分产毒株与非产

毒株，腹泻感染病原菌或食源性致病菌的筛选手段。

公共卫生领域传染病预防控制及监测中，ＰＦ

ＧＥ技术是公认的判断细菌同源性的金标准之一，

其在临床微生物检测，特别是多重耐药菌或泛耐药

菌的耐药监测、耐药基因筛选及医院感染暴发等方

面也发挥着重要作用［１０１２］。

［参 考 文 献］

［１］　ＳｉｎｇｈＡ，ＧｏｅｒｉｎｇＲＶ，ＳｉｍｊｅｅＳ，ｅｔａｌ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓｔｏｔｈｅｓｔｕｄｙｏｆｈｏｓｐｉｔａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ

Ｒｅｖ，２００６，１９（３）：５１２－５３０．

［２］　毛璞，傅威，叶丹，等．两种铜绿假单胞菌同源性分析方法比较

［Ｊ］．中国感染控制杂志，２０１２，１１（３）：１６１－１６４．

［３］　陈日炳，胡琴，崔海燕，等．感染性腹泻的流行病学分析及病原

学检测［Ｊ］．中华医院感染学杂志，２０１１，２１（２４）：５３１３－５３１５．

［４］　董晓根，耿荣，赵伟，等．北京市丰台区２０１０—２０１１年感染性腹

泻致病菌监测分析［Ｊ］．实用预防医学，２０１２，１９（６）：８８７－８８９．

［５］　张新，刘桂荣，黄芳，等．２００８－２０１０年北京市沙门菌血清型和

药物敏感分析［Ｊ］．中国预防医学杂志，２０１１，１２（１１）：８９９－

９０１．

［６］　黄瑛，张新，曲梅，等．脉冲场凝胶电泳技术用于两起山夫登堡

沙门菌疫情溯源［Ｊ］．中国卫生检验杂志，２０１３，２３（６）：１５７５－

１５７６．

［７］　高波，霍哲，安希龙．食源性单增李斯特菌监测溯源技术研究

［Ｊ］．中国卫生检验杂志，２０１４，２４（１５）：２１８５－２１８７．

［８］　霍哲，白书媛，高波，等．一起检出副溶血性弧菌与奇异变形杆

菌食物中毒事件的分析［Ｊ］．中国卫生检验杂志，２０１４，２４（２２）：

３２５４－３２５６．

［９］　吴琪，邓志爱，张欣强，等．散发肠道腹泻病人中副溶血弧菌表

型及基因型特征分析［Ｊ］．中国卫生检验杂志，２０１４，２４（８）：

１１４４－１１４７．

［１０］陈海红，李华茵，何礼贤，等．耐碳青霉烯类鲍氏不动杆菌的同

源性分析［Ｊ］．中华医院感染学杂志，２０１１，２１（３）：４２１－４２４．

［１１］孙秋，黄文祥，史芳静，等．临床分离肠杆菌科细菌金属β内酰

胺酶检测［Ｊ］．中国感染控制杂志，２０１４，１３（６）：３２１－３２６，３３１．

［１２］毛璞，傅威，杨淳，等．ＩＣＵ分离的多重耐药鲍曼不动杆菌ＰＦ

ＧＥ分型及Ⅰ型整合子介导的耐药研究［Ｊ］．中国感染控制杂

志，２０１２，１１（６）：４１７－４２１．

（本文编辑：左双燕）

·５６３·中国感染控制杂志２０１５年６月第１４卷第６期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１４Ｎｏ６Ｊｕｎ２０１５


