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　　为研究细菌的流行特征、追踪传染源，国内外广

泛采用的方法是对相关菌株进行分型，分析菌株间

的同源性关系。细菌分型方法分为表型分型和基因

分型两种，表型分型主要有根据菌落形态和生化特

征等的生物分型、抗菌药物药敏谱分型、血清分型、

噬菌体分型，基因分型包括质粒分型、核糖体分型、

染色体ＤＮＡ限制性内切核酸酶图谱分析（ＲＥＡ）、

限制片段长度多态性分析（ＲＦＬＰ）、脉冲场凝胶电

泳分型（ｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）、随

机引物ＰＣＲ（ＡＰＰＣＲ）、重复片段ＰＣＲ分型、多位

点序列分型（ＭＬＳＴ）等，其中ＰＦＧＥ是分子分型技

术的“金标准”，其结果重复性好，分辨率高，易于标

准化，被国内外研究者广泛接受。本文就ＰＦＧＥ技

术及其在细菌感染性疾病中的应用进行综述。

１　原理

１９８４年，美国科学家Ｓｃｈｗａｒｔｚ等
［１］发明了ＰＦ

ＧＥ技术，该技术是用合适的限制性核酸内切酶对

整个细菌的全基因组ＤＮＡ进行消化，产生数量有

限（一般５～２０个）长度不等的ＤＮＡ片段，在普通

琼脂糖凝胶中电泳分离。ＤＮＡ片段超过一定大小

时，ＤＮＡ双螺旋的半径超过凝胶的孔径，在普通琼

脂糖中的电泳速度达到极限，此时不能按照分子大

小分离ＤＮＡ分子。但大片段ＤＮＡ分子可在不断

变化的脉冲电场中进行电泳，不断重新定向，在凝胶

中分离开，通过比较ＤＮＡ分子的电泳条带图谱，判

断细菌型别。ＰＦＧＥ 技术是对细菌的全基因组

ＤＮＡ进行原位酶切，可以反映细菌的整个基因情

况，包括基因组的微小变化，如酶切位点的突变、基

因序列的丢失或插入造成的条带改变等，对细菌的

遗传特征研究有重要意义。

２　结果判断

（１）ＰＦＧＥ图谱条带大小和数量相同为同一型

别；（２）２～３个条带出现差异的为亲缘关系密切；

（３）４～６个条带差异者为可能相关；（４）７个或以上

条带不同为无亲缘关系［２］。图谱常用ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ

软件进行分析，结果用百分率表示，由于细菌之间有

变异性，在图谱分析中相似值在８５％以上的菌株认

为流行病学相关。

３　主要影响因素

（１）缓冲液温度：温度升高，电泳速度加快，电泳

时间缩短，条带的分辨率下降；温度较低时条带的分

辨率提高，电泳时间延长，温度一般设置在１４℃。
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（２）脉冲角度：降低脉冲角度，ＤＮＡ电泳速度加快，

条带的分辨率高。因此，大片段ＤＮＡ分子电泳时，

减小脉冲角度可以提高电泳速度和条带的分辨率，

但分子量小的ＤＮＡ分子电泳时若采用较小的脉冲

角度，条带会被压缩，脉冲角度一般选择１２０°。（３）

脉冲时间：若ＤＮＡ分子变换方向的时间小于脉冲

周期，ＤＮＡ分子可根据分子量大小分离开。ＤＮＡ

分子越大，重排需要的时间越长，脉冲时间越长；

ＤＮＡ越小，重排需要的时间越短，需要的脉冲时间

越短。（４）电泳时间：由ＤＮＡ片段的迁移率决定，

同时受脉冲角度、脉冲时间、电压梯度等影响，需在

保证条带分辨率的前提下，优化电泳时间。

４　应用

４．１　研究菌株间的遗传差异　Ｘｉｅ等
［３］收集２１株

来自腹泻患者的沙门菌株，发现３株来自上海和

４株来自南京的 Ｈ２Ｓ实验阴性沙门菌ＰＦＧＥ分型

图谱有９６％的相似度，说明Ｈ２Ｓ实验阴性的沙门菌

可能存在跨地区的传播。Ｃｉｏｆｉ等
［４］对来自２５例患

者的多重耐药铜绿假单胞菌进行ＰＦＧＥ分型，共分

为５型即Ａ—Ｅ型，其中２１株为Ａ型，Ａ型可分为

６个亚型（Ａ１—Ａ６型），Ａ１型为主要型别，各亚型

之间的相似度 ≥９５％，９ 株 Ａ１ 型菌株分离自

２０１１年３月—２０１２年１月，６株 Ａ４型菌株分离自

２０１２年３—９月，Ｂ—Ｅ型均为散发的菌株。潘伟光

等［５］收集３株金黄色葡萄球菌，１株分离自脐炎新

生儿的脐分泌物，另２株分离自该新生儿健康母亲

左右两侧乳房分泌的乳汁，进行ＰＦＧＥ基因分型，

发现３株菌的图谱相似度为１００％，推测金黄色葡

萄球菌在母婴间传播的可能性大。近年来，耐碳青

霉烯类药物的肺炎克雷伯菌不断增多，２０１３年 Ｍａ

等［６］在台湾首次分离到４株携带犗犡犃４８基因的耐

碳青霉烯类肺炎克雷伯菌，ＰＦＧＥ分型分为３型，其

中２株菌属于同一型，有流行病学关系，与其余２株

菌无相关性。Ｚｈａｏ等
［７］收集２４株多重耐药肺炎克

雷伯菌，发现所有菌株β内酰胺酶基因ＫＰＣ２均为

阳性，同时携带２～３种超广谱β内酰胺酶基因，

ＰＦＧＥ分为１３型，其中分离自血液科患者（患急性

白血病和高血压）的３９号菌与来自重症监护病房

（ＩＣＵ）患者的３５号菌均属于Ｇ型，此两例患者曾同

期在ＩＣＵ进行治疗，可能ＩＣＵ是病原菌传播的重

要场所，病菌通过患者传播到其他病房，在患者抵抗

力低下时造成感染，甚至导致死亡。因此，ＰＦＧＥ技

术对常见细菌进行分型，结合菌株临床资料分析菌

株间的遗传关系，有利于进一步分析菌株间的传播

和扩散情况。

４．２　对疑似暴发或已确认疫情进行传染源追踪　

可利用ＰＦＧＥ技术对疑似暴发或已经确定的暴发

疫情进行分析，寻找传染源，控制感染，防止疫情的

进一步扩散。新生儿重症监护病房暴发了无乳链球

菌引起的感染，ＡｌＭａａｎｉ等
［８］收集相关临床菌株并

对病房环境进行采样，同一病房分离的３株临床菌

株和其中一例患者的监控仪按钮中分离的菌株相

同，通过ＰＦＧＥ分型发现４株菌属于同一型别，可

能原因为监控仪按钮被污染后保洁人员未进行合适

的清洁，医务人员在治疗过程中使用监护器，未执行

正确手卫生便进行临床护理；采取相应措施后未出

现新发病例。Ｓｅａｒａ等
［９］在西班牙发现７株ＮＤＭ７

阳性的肺炎克雷伯菌，除粘菌素和磷霉素外对其余

抗菌药物几乎全部耐药，ＰＦＧＥ分型为同一型且属

于ＳＴ４３７型，７株菌来自３所医院，其中３株来自一

所医院同一个病房，在此病房的水槽、淋浴装置中均

检测到肺炎克雷伯菌，另外２所医院有２例患者曾

在该院住院，可能高龄或患有慢性疾病患者的频繁

转院，以及菌株在环境中长期存在，导致了 ＮＤＭ７

阳性肺炎克雷伯菌的暴发流行，通过环境干预感染

得到控制。２０１３年６月韩国一所学校暴发了肠黏

附性大肠埃希菌（ＥＡＥＣ型）相关的食物中毒，有

５４例患胃肠炎，对其中２２例患者和４名无症状厨

师的粪便标本分离的大肠埃希菌进行同源性分析，

发现ＰＦＧＥ分型相同，可能是厨师污染了食物引起

感染的暴发［１０］。同年，某医院暴发一起由洋葱伯克

霍尔德菌引起的感染，产科连续出现剖宫产产妇的

手术切口感染，实验室检测均确认为洋葱伯克霍尔

德菌，且在Ｂ超探头、三维彩超探头、普通型医用超

声耦合剂中检出ＰＦＧＥ分型相同的洋葱伯克霍尔

德菌，可能是洋葱伯克霍尔德菌污染了超声耦合剂，

通过直接接触污染了Ｂ超探头及产妇，同时产妇术

前消毒不彻底导致感染的发生［１１］。某院同一天上

午３例患者先后做白内障手术，术后眼睛均感染铜

绿假单胞菌，贾磊等［１２］对可能引起感染的环境物体

表面、医疗器械、药物以及洗手用水等进行采样和细

菌培养，利用ＰＦＧＥ技术对从患者和环境中分离的

菌株进行同源性分析，发现３例患者分离的铜绿假

单胞菌和３处洗手用水分离的菌株分型相同，患者

感染的细菌来源于洗手用水。２０１２年美国发生一

起由李斯特菌引起的感染暴发事件，发现是使用某

·４８６· 中国感染控制杂志２０１７年７月第１６卷第７期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１６Ｎｏ７Ｊｕｌ２０１７



品牌的奶酪引起，对与该品牌奶酪生产相关６个厂

家进行环境采样，有３家检测到同种菌，且细菌的

ＰＦＧＥ分型相似度为１００％
［１３］。韩国一所学校一周

内５名学生出现腹泻，３名学生的直肠拭子中分离

到志贺菌，同时从其室友（无临床症状）的直肠拭子

也分离到志贺菌，且ＰＦＧＥ分型相同，研究发现，

５株志贺菌均携带超广谱β内酰胺酶基因犆犜犡犕

１５，该基因位于质粒ＩｎｃＩ１上，可通过接合实验传递

给大肠埃希菌Ｊ５３，耐药质粒在细菌间转移可能是

导致此次感染暴发的原因［１４］。综上所述，在疑似暴

发或感染暴发时，可以收集相关菌株，同时对环境或

各个环节进行多次采样和培养，采用ＰＦＧＥ技术研

究菌株的同源性，结合菌株的资料分析，可以鉴定是

否为暴发，暴发时有利于发现传染源，对控制感染暴

发的进一步扩大，降低损失有重要意义。

４．３　进行分子流行病学调查研究　Ｃｕｉ等
［１５］利用

ＰＦＧＥ对来自新疆、云南、上海的４０株１ｂ型福氏志

贺菌进行分型，按８２％的相似度分为５型，新疆的

菌株分为Ａ、Ｄ、Ｅ型，云南和上海的菌株分别为Ｂ

和Ｃ型，不同地区的菌株分型不同，同一地区药敏

结果相似的菌株可分为不同亚型。Ｗｕ等
［１６］收集了

深圳市人民医院２００２—２００９年２３１株携带碳青霉

烯酶基因的鲍曼不动杆菌，利用 ＰＦＧＥ 可分为

１４型，其中Ａ、Ｊ、Ｈ型为主要型别，分别占４３．３％、

４２．０％和８．２％，２００８年之前主要以 Ａ 型为主

（犗犡犃５８基因阳性），２００７—２００８年以 Ｈ 型（ＳＴ

２２９，犗犡犃２３基因阳性）为主，２００９年以Ｊ型（ＳＴ

３８１，犗犡犃２３基因阳性）为主。Ｃｈｅｎ等
［１７］调查中山

大学社区居民和医务工作者鼻咽部金黄色葡萄球菌

定植情况，从５８９份标本中分离出１３８株金黄色葡

萄球菌，其中４株为耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

（ＭＲＳＡ），用ＰＦＧＥ对其中１２９菌进行分型，共分为

２３型，其中Ａ、Ｎ、Ｅ、Ｌ、Ｏ型为主要型别，４株 ＭＲ

ＳＡ属于不同型别。２０１０年越南南部暴发了霍乱弧

菌感染，Ｎｇｕｙｅｎ等
［１８］将与暴发有关的３４株菌（来

自２３例患者，５例接触者及６株环境分离菌株）和

１９９９—２００４年该地区暴发的１８株霍乱弧菌菌株进

行ＰＦＧＥ分型，发现两次暴发菌株分型不同，说明

两次暴发不相关。因此，ＰＦＧＥ技术可以对一段时

间特定范围收集的菌株进行同源性分析，结合相关

资料研究菌株的时间和地域分布。

４．４　为患者临床诊断提供实验室依据　王亚娟

等［１９］在不同时间内留取一例患儿血培养的２株人

葡萄球菌，ＰＦＧＥ分型一致，明确此患儿为新生儿败

血症，同时另一例患儿血培养的２株表皮葡萄球菌

ＰＦＧＥ分型不同，可以协助临床排除败血症。

５　不足之处

在细菌感染性疾病中ＰＦＧＥ在分子分型方面

有很多优点，可研究不同菌株的遗传关系和传播关

系，对研究细菌的流行病学特征有重要作用，但其也

有一些不足之处及需要改进的地方，如ＰＦＧＥ仪器

及数据分析软件价格昂贵，一般实验室难以开展；整

个过程耗时长，通常需要２～３ｄ，分离大片段ＤＮＡ

时可能需要更长的时间；操作者需要较高的技术水

平，电泳条件的很小改变就可能影响图谱中条带的

位置，不同实验室之间难以标准化；菌株分离后应尽

快进行ＰＦＧＥ实验，防止ＤＮＡ重排影响结果，实验

中需挑取多个菌落，单一菌落的代表性差［２０］；分析

条带的数目和大小，但相同大小的条带ＤＮＡ序列

不一定相同，可能两株菌ＰＦＧＥ图谱相同，但ＤＮＡ

序列不同；酶切位点变化时可能引起不止一个条带

的变化，当一种限制性内切酶分辨率不佳时可同时

采用２种或以上限制性内切酶进行分析
［２１２２］，与其

他常用分型方法比较见表１。

表１　几种常用细菌分型方法的比较

分型方法 优点 缺点

表型分型 操作简单 不适用于所有菌属

质粒分型 简单、快速 分辨率低；质粒构型可以

发生改变，影响重复性

ＰＦＧＥ分型 重复性好、分型力强 仪器贵，操作繁琐，耗时

长，相 同 大 小 的 条 带

ＤＮＡ片段序列不一定

相同，酶切位点的变化

可能引起不止一个条带

的变化

重 复 片 段

ＰＣＲ分型

简单、快速，适合于大批

量标本的检测，分辨力

与ＰＦＧＥ分型有高度相

关性

分辩率不及 ＭＬＳＴ 和

ＰＦＧＥ分型

ＭＬＳＴ 对管家基因检测，重复

性好，操作简单、快速，

结果可在不同实验室间

比对

要预先知道管家基因，

测序费用高

综上所述，ＰＦＧＥ技术是分子分型技术的“金标

准”，ＰＦＧＥ图谱分析时需与流行病学资料结合进行

分析，同时可与其他方法，如 ＭＬＳＴ结合对细菌进

行分型，研究暴发菌株是如何扩散的，以及各细菌群

随时间的变化。基于ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ的数据分析和监
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测数据库，２００４年我国成立了细菌性传染病分子分

型实验室监测网络（ＰｕｌｓｅＮｅｔＣｈｉｎａ），其采用标准

化的细菌分子分型技术，通过各地的网络实验室建

立网络平台及时交流数据进行病原菌的分型监测，

在细菌感染性疾病暴发流行的识别、预警中发挥很

大作用。随着系统的完善和各种病原菌ＰＦＧＥ标

准化操作规程及数据库的建立，ＰＦＧＥ技术将会应

用更加广泛。
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