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2019—2021 年武汉市致泻大肠埃希菌分子分型与耐药性研究
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摘 要：目的　了解 2019—2021 年湖北省武汉市腹泻患者来源致泻大肠埃希菌的毒力基因分布、耐药情况以及

种群多样性。方法　定期收集来自武汉市 5 家医疗机构的致泻大肠埃希菌菌株并通过生化反应和飞行时间质谱

进行确认。对经确认的菌株进行药敏试验以及多重 PCR 检测毒力基因。采用脉冲场凝胶电泳技术和多位点序列

分型技术对收集的菌株进行分子分型。通过聚类比对和构建最小生成树进行同源性分析。结果　收集到 59 株致

泻大肠埃希菌，共检出 3 种基因型别。其中检出产肠毒素大肠埃希菌（ETEC）29 株，占比最高为 49. 15%；肠集聚性

大肠埃希菌（EAEC）、肠致病性大肠埃希菌（EPEC）各检出 15 株，占比均为 25. 42%。59 株致泻性大肠埃希菌对除

多黏菌素 E 外的 11 种抗生素表现出不同程度的耐药，对氨苄西林（67. 80%）、萘啶酸（61. 02%）、四环素（45. 76%）、

复方新诺明（37. 29%）、头孢噻肟（30. 51%）、氯霉素（13. 56%）表现出较高的耐药性。EAEC 和 EPEC 均存在 14 种

不同的脉冲场凝胶电泳带型，均可被分为 11 种不同的 ST 型别。ETEC 存在 28 种不同的脉冲场凝胶电泳带型，可

被分为 10 种不同的 ST 型别，且超过 50% 的 ETEC 属于同一种优势克隆复合体 CC-10。结论　武汉市食源性致泻

大肠埃希菌的污染长期存在且耐药情况严重，其中 EAEC 和 EPEC 型别多样，ETEC 的优势克隆复合体 CC-10 被广

泛检出。
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Abstract： Objective　 This study aimed to investigate the distribution of virulence genes， antibiotic resistance， and 
molecular types of diarrheagenic Escherichia coli （DEC） in Wuhan， Hubei Province， China. Methods　 DEC strains 
identified through biochemical means and a time-of-flight mass spectrometer were routinely collected from five medical 
institutions.  Multiple polymerase chain reactions and drug sensitivity tests were carried out.  The molecular characteristics 
of DEC strains were determined using pulsed field gel electrophoresis （PFGE） and multi-locus sequence typing.  Homology 
analysis was carried out based on clustering analogy and the minimum spanning tree. Results　A total of 59 DEC strains 
were collected， including 29 strains of enterotoxigenic Escherichia coli （ETEC， 49. 15%）， 15 strains of enteroaggregative 
Escherichia coli （EAEC， 25. 42%）， and 15 strains of enteropathogenic Escherichia coli （EPEC， 25. 42%）.  The resistance 
rates of DECs to the 11 antibiotics （except polymyxin E） varied， and were especially high for the following： ampicillin 
（67. 80%）， nalidixic acid （61. 02%）， tetracycline （45. 76%）， cotrimoxazole （37. 29%）， cefotaxime （30. 51%）， and 
chloramphenicol （13. 56%）.  As determined by PFGE， both EAEC and EPEC had 14 different bands， belonging to 11 
different sequence types （STs）； whereas ETEC had 28 different bands belonging to 10 different STs.  In addition， more 
than 50% of STs from ETEC were classified as clonal complexes （CC）-10. Conclusion　 The contamination of DECs 
persists in Wuhan， and antimicrobial resistance is at a critical level.  The genotypes from EAEC and EPEC are relatively 
scattered based on molecular detection and typing of DECs.  CC-10， the dominant clone complex of ETEC， is widely 
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distributed in Wuhan.
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由病原微生物或寄生虫引起的感染性腹泻是

发展中国家面临的严峻公共卫生问题。在我国，致

泻大肠埃希菌（Diarrheagenic Escherichia coli，DEC）
是引起感染性腹泻的主要病原体之一［1］。根据其

携带的毒力基因所致的临床症状不同 ，常见的

DEC 可分为肠致病性大肠埃希菌（Enteropathogenic 
Escherichia coli，EPEC）、肠 侵 袭 性 大 肠 埃 希 菌

（Enteroinvasive Escherichia coli，EIEC）、产肠毒素大肠埃

希菌（Enterotoxigenic Escherichia coli，ETEC）、肠出血性

大肠埃希菌（Enterohemorrhagic Escherichia coli，EHEC）
和肠集聚性大肠埃希菌（Enteroaggregative Escherichia 

coli，EAEC）［2］。DEC 广泛存在于外界环境中，可通

过食物等途径进入人体引发个体或群体的消化道

类疾病［3］。

目前，基于分子水平的细菌分型方法发展迅速。

其中脉冲场凝胶电泳（Pulsed field gel electrophoresis，
PFGE）技术因分辨率高、结果稳定，是从分子水平追

溯菌株同源性的金标准［4］。而依据管家基因序列测

定的多位点序列分型（Multilocus sequence typing，
MLST）技术在分析细菌间的亲缘关系和种群多样性

方面更具优势［5］。结合不同地区对 DEC 的监测分

析发现，不同地区 DEC 的流行趋势不同，存在分区

域监测的必要。而近年来关于武汉市 DEC 的耐药

性、毒力基因和种群多样性方面的报道较少。本研

究主要通过对 2019—2021 年武汉市收集腹泻患者

来源的 DEC 进行 PFGE 和 MLST 分子分型、耐药性

分析和毒力基因检测，以期了解武汉市 DEC 的种群

特征和多重耐药情况，为武汉市 DEC 的防治提供参

考依据。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　菌株来源

2019—2021 年定期收集武汉市 5 家医疗机构

（3 家三甲医院和 2 家社区卫生服务中心）来自于腹

泻患者的 DEC 菌株，经质谱鉴定和生化鉴定，共 59
株。以大肠埃希菌 ATCC 25922 作为质控菌株，购

于中国医学细菌保藏管理中心（CMCC）。

1. 1. 2　主要仪器与试剂

VITEK 2 Compact 全自动细菌鉴定及药敏分析

系统（法国梅里埃），ABI 7500 荧光定量 PCR 仪（美

国赛默飞），自动菌液加样系统（美国赛默飞），

CHEF Mapper PFGE 仪、Gel Doc XR+ 凝胶成像系统

均购自美国伯乐，MALDI-TOF 飞行时间质谱仪（美

国布鲁克）。

增菌肉汤和血平板均购自北京陆桥技术股份

有限公司，蛋白酶 K、限制性内切酶 XbaⅠ均购自日

本 TaKaRa，Seakem GoldAgar（瑞士 Lonza），Gel Red
（美国西格玛），5 种 DEC 荧光定量 PCR 试剂盒（北

京卓诚惠生生物科技股份有限公司）；96 孔革兰阴

性细菌药敏板（上海星佰生物技术有限公司）。

1. 2　方法

1. 2. 1　菌株鉴定

依据 GB 4789. 6—2016《食品安全国家标准  食
品微生物学检验  致泻大肠埃希氏菌检验》中推荐的

方法进行菌株鉴定［6］。用一次性无菌接种环挑取血

平板上的单个菌落至无菌磷酸盐缓冲液中，制成麦

氏浓度为 0. 45~0. 55 的均匀菌悬液。将革兰阴性

菌鉴定卡的输样管插入菌悬液中送至生化鉴定仪

鉴定，用一次性无菌接种环蘸取血平板上的单个菌

落均匀薄涂于靶板上形成菌膜，菌膜干后用移液器

滴加 1 μL 基质液。待基质液晾干后将靶板送至飞

行时间质谱仪进行鉴定。

1. 2. 2　荧光定量 PCR
用无菌棉拭子刮取可疑菌落至无菌磷酸盐缓

冲液中制成均匀菌悬液，100 ℃高温裂解 10 min，待
冷却后，高速离心 3 min（12 000 r/min，r=10 cm），吸

取上清液作为 PCR 扩增模板。后续按照 5 种 DEC
荧光定量 PCR 试剂盒说明书配制扩增体系进行毒

力基因检测和毒力基因分型。

1. 2. 3　药物敏感试验

参 照《2022 年 国 家 食 源 性 疾 病 监 测 工 作 手

册》［7］推荐的方法进行药物敏感试验。用一次性无

菌接种环挑取血平板上的单个菌落至无菌磷酸盐

缓冲液中，制成麦氏浓度为 0. 45~0. 55 的均匀菌悬

液。稀释菌悬液至适宜浓度，吸取 100 μL 稀释液

加入 96 孔革兰阴性细菌微量药敏板条。将加样完

毕的药敏板送至 37 ℃恒温培养箱中培养 18~20 h。
从培养箱中取出药敏板，肉眼判读各孔结果，经数

据分析得到最低抑菌浓度值，并依据美国临床和实

验室标准协会的标准对试验结果得到的 12 种抗生

素的耐药性进行界定［8］。

1. 2. 4　PFGE 分子分型

参照中国国家致病菌识别网推荐的方法对分
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离到的病原菌进行 PFGE 实验及聚类分析［9］。刮取

血平板上的新鲜菌苔悬浮于 2 mL 的灭菌去离子水

中，制成麦氏浓度 4. 0~4. 5 之间的菌悬液。用 1% 
Seakem Gold 包埋菌体，经蛋白酶 K 消化，50 ℃预热

的蒸馏水和 TE 溶液清洗，制备胶块备用。选用沙

门菌 H9812 为标准菌株，截取 2 mm 宽度的胶块置

于终浓度为 50 U Xba Ⅰ的酶切体系中 37 ℃酶切

4 h。使用 CHEF Mapper PFGE 仪进行电泳。电泳

结束经核酸染料染色，纯水漂洗后使用凝胶成像系

统获取图谱，并导入至 BioNumerics 7. 6 软件进行图

像处理及分子分型。

1. 2. 5　MLST
根据 PUBMLST 网站提供的大肠埃希菌管家基

因序列合成引物。具体序列和引物扩增条件见

表 1。提取菌株的总 DNA 作为扩增模板，用 PCR 仪

定向扩增管家基因序列。收集 PCR 产物经纯化后

送至生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序。

拼接下机后的原始数据导入 PUBMLST 网站匹配 ST
型。将匹配完成的 ST 型导入 BioNumerics 7. 6 软件

构建最小生成树。

1. 2. 6　数据处理

采用 BioNumerics 7. 6 软件对 PFGE 指纹图谱

进行聚类分析。设定条带位置差异容许度 1%，优

化值 1%，通过非加权配对平均法计算相似系数。

不同菌株基因型亲缘关系的判断以图谱相似系数

作为依据［10］，相似系数≥85% 表现为高度同源的菌

株，相似系数<50% 表现为亲缘关系较远。

1. 3　统计学分析

使用软件 SPSS 22. 0 进行统计学分析。根据变

量的具体情况采用 χ2 检验或 Fisher 确切概率法进

行比较。以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　菌株鉴定结果及 DEC 毒力基因分型

经生化反应鉴定、飞行时间质谱鉴定及荧光定

量 PCR 扩增后，共确认 59 株 DEC，可分为 3 种基

因型别。其中，ETEC 占比最高为 49. 15%（29/59），

EAEC 和 EPEC 占比均为 25. 42%（15/59）。2019—
2021 年均为 ETEC 检出率最高，EPEC 每年检出比

例稳定，无较大波动。具体毒力基因分型和不同年

份基因型别分布情况见表 2、表 3。
2. 2　DEC 阳性病例性别比例构成

DEC 感染者男女比例接近 1∶1，男性占 52. 54%
（31/59），女性占 47. 46%（28/59）。不同基因型别

的男女患者比例同样接近于 1∶1。具体性别比例构

成见表 4。

表 2　59 株 DEC 毒力基因分布情况

Table 2　Distribution of virulence genes of 32 strains of DEC
菌株类型

EPEC

EAEC

ETEC

菌株数

15
10

3
2
4

21
4

毒力基因

eae

+
-
-
-
-
-
-

stx1/stx2

-
-
-
-
-
-
-

uidA

+
+
+
+
+
+
+

ipaH

-
-
-
-
-
-
-

estIa

-
-
-
-
-
-
-

estIb

-
-
-
-
+
+
-

aggR

-
-
+
+
-
-
-

elt

-
-
-
-
+
-
+

astA/pic

-
+
+
-
-
-
-

注：+表示检出毒力基因，-表示未检出

表 1　大肠埃希菌管家基因引物序列

Table 1　Primer sequences for MLST amplification of house-keeping genes of E. coli

管家基因

adk

fumC

gyrB

icd

mdh

purA

recA

引物（5′-3′）

F：ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG
R：CCGTCAACTTTCGCGTATTT
F：TCACAGGTCGCCAGCGCTTC
R：GTACGCAGCGAAAAAGATTC
F：TCGGCGACACGGATGACGGC
R：GTCCATGTAGGCGTTCAGGG
F：ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA
R：GGACGCAGCAGGATCTGTT
F：ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCGG
R：TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCTT
F：CGCGCTGATGAAAGAGATGA
R：CATACGGTAAGCCACGCAGA
F：ACCTTTGTAGCTGTACCACG
R：TCGTCGAAATCTACGGACCGGA

片段长度/bp
583
806
911
878
932
816
780

退火温度/℃
54
54
60
54
60
54
58
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2. 3　耐药监测结果分析

对 59 株 DEC 进行耐药性监测，结果表明，59 株

菌对除多黏菌素 E 外的 11 种抗生素均表现出不同

程度的耐药。总耐药率超过 50% 的抗生素有两种，

即氨苄西林和萘啶酸。其中，氨苄西林的总耐药率

最高为 67. 80%，共有 40 株菌对氨苄西林表现出耐

药；有 36 株菌对萘啶酸耐药，总耐药率为 61. 02%。

同 时 ，表 现 为 高 耐 药 率 的 抗 生 素 还 有 四 环 素

（45. 76%）、复 方 新 诺 明（37. 29%）、头 孢 噻 肟

（30. 51%）、氯霉素（13. 56%），各抗生素具体耐药情

况见表 5。

分别统计 2019—2021 年 DEC 的耐药结果发

现，萘啶酸的耐药率呈逐年上升趋势且差异有统计

学意义（χ2＝7. 415，P<0. 05）。亚胺培南和氨苄西

林/舒巴坦在 2019—2020 年的监测中未发现耐药

株，在 2021 年分别监测到 2 株耐药株（表 5）。分析

菌株的耐药表型发现，2019—2020 年可监测到非耐

药菌株，2021 年所有菌株均对受试抗生素表现出不

同的耐药性。同时，多重耐药菌株（耐药抗生素种

类≥3 种）的数量呈逐年上升趋势且差异有统计学意

义（χ2=6. 642，P=0. 036），见表 6。

2. 4　PFGE 分子分型聚类结果

15 株 EAEC 菌株中有 1 株菌核酸降解，共得到

14 条完整的条带，可分为 14 种带型，相似系数范围

为 65. 5%~81. 8%，未出现高度同源的菌株，具体聚

类图谱见图 1。15 株 EPEC 菌株中存在 1 株菌核酸

降解，共得到 14 条完整的条带，可分为 14 种带型，

相似系数范围为 60. 0%~93. 8%。其中编号为 19-60
和 2021-WH-EC-0032 的菌株相似系数为 93. 8%，在

遗传关系上高度同源，具体聚类图谱见图 2。29 株

ETEC 中有 1 株菌核酸降解，可分为 28 种不同的带

型，相似系数范围为 51. 6%~98. 0%。共存在 5 组高

度同源的菌株，分别为：19-126、2021-WH-EC-0065、
2021-WH-EC-0087、2021-WH-EC-0155 和 2021-WH-

EC-0156；19-33、19-87、20-103 和 20-182；19-88、19-

89 和 20-104；19-93、19-125 和 2021-WH-EC-0086；
19-34 和 20-101。具体聚类图谱见图 3。
2. 5　MLST 分型结果

将 56 株测序成功 DEC 的下机结果拼接比对共

分为 28 个 ST 型，存在两个优势克隆复合体 CC-10
和 CC-28（图 4A）。 其 中 ST1491、ST48、ST4 和

ST218 为优势型别，占比分别为 11. 86%（7/59）、

10. 17%（6/59）、8. 47%（5/59）和 8. 47%（5/59）。其

表 3　不同年份基因型别统计

Table 3　Composition ratio of different gene types in different 
years

菌株

类型

EAEC
EPEC
ETEC

2019 年

菌株数

4
5

12

占比/

%
19.05
23.81
57.14

2020 年

菌株数

7
5
8

占比/

%
35.00
25.00
40.00

2021 年

菌株数

4
5
9

占比/

%
22.22
27.78
50.00

合计

菌株数

15
15
29

占比/

%
25.42
25.42
49.15

表 4　DEC 阳性病例性别比例构成

Table 4　Sex ratios of DEC positive cases
菌株类型

EAEC
EPEC
ETEC
合计

男

菌株数

7
8

16
31

占比/%
46.67
53.33
55.17
52.54

女

菌株数

8
7

13
28

占比/%
53.33
46.67
44.83
47.46

性别比

1∶1.14
1.14∶1
1.23∶1
1.11∶1

表 5　DEC 药敏试验结果

Table 5　Results of antimicrobial susceptibility testing of DEC
抗生素

氨苄西林

头孢他啶

氨苄西林/舒巴坦

亚胺培南

四环素

萘啶酸

多黏菌素 E
头孢西丁

氯霉素

头孢噻肟

复方新诺明

环丙沙星

2019 年(n=21)
耐药菌株数

14
0
0
0
8
9
0
0
1
8
6
1

耐药率/%
66.67

0.00
0.00
0.00

38.10
42.86

0.00
0.00
4.76

38.10
28.57

4.76

2020 年(n=20)
耐药菌株数

12
1
0
0
8

11
0
1
3
5
8
0

耐药率/%
60.00

5.00
0.00
0.00

40.00
55.00

0.00
5.00

15.00
25.00
40.00

0.00

2021 年(n=18)
耐药菌株数

14
0
2
2

11
16

0
1
4
5
8
2

耐药率/%
77.78

0.00
11.11
11.11
61.11
88.89

0.00
5.56

22.22
27.78
44.44
11.11

合计(n=59)
耐药菌株数

40
1
2
2

27
36

0
2
8

18
22

3

耐药率/%
67.80

1.69
3.39
3.39

45.76
61.02

0.00
3.39

13.56
30.51
37.29

5.08

P 值

0.499
0.371
0.095
0.095
0.290
0.025
—

0.562
0.276
0.631
0.566
0.297

注：—表示该项不统计

表 6　DEC 多重耐药情况

Table 6　Multidrug resistance of DEC
年份

2019 年

2020 年

2021 年

合计

耐药菌株数

21
20
18
59

多重耐药菌株数

4
7
8

19

占比/%
19.05
35.00
44.44
32.20
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图 3　28 株 ETEC 聚类分析图谱

Figure 3　Cluster analysis of 28 ETEC strains

图 2　14 株 EPEC 聚类分析图谱

Figure 2　Cluster analysis of 14 EPEC strains

图 1　14 株 EAEC 聚类分析图谱

Figure 1　Cluster analysis of 14 EAEC strains
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余型别仅含有 1 株或 2 株菌，进化关系较为分散。

采用软件 BioNumerics 7. 6 分别构建了基于分

离年份、所属类别以及耐药种类为分组的最小生成

树（图 4B、4C、4D）。根据分离年份分析，2019—
2021 年间每年均可检出 ST4 型和 ST1491 型；除

ST48 型于 2019 年和 2021 年分别检出外，其他型别

在时间分布上表现出连续性。根据所属类别分析，

部分 ETEC 菌株亲缘关系较近，仅存在 1 个或 2 个

等位基因的差异；EAEC 和 EPEC 菌株的 ST 型分布

分散，不能形成明显的克隆群。 ST218 型、ST226
型、ST10 型和 ST517 型中包含不同类别的菌株，说

明不同类别的 DEC 间存在 ST 型的交叉。根据耐药

表型分析，多重耐药菌株分布零散，菌株间亲缘关

系较远。

3　讨论

近年来由于广谱抗生素的滥用，多重耐药菌株

的数量逐年增加。本研究通过对 59 株 DEC 进行耐

药监测发现，武汉市 DEC 对氨苄西林和萘啶酸表现

出高耐药性（耐药率>50%）。对大肠埃希菌有良好

抑菌作用的抗生素复方新诺明的耐药率也趋于

40%，且呈逐年上升趋势。经对多重耐药菌株统计，

武汉市多重耐药 DEC 的数量逐年增加。2021 年武

汉市 DEC 多重耐药率为 44. 44%，虽低于安徽省

（57. 10%）和福建省（50. 00%）［11-12］，但武汉市多重耐

药 菌 中 对 6 种 及 以 上 抗 生 素 耐 药 的 菌 株 占 比

49. 15%，高于北京市监测数据（31. 58%）［12］。本研

究在 2021 年监测到 2 株对亚胺培南等 9 种抗生素

耐药的耐碳青霉烯类肠杆菌目细菌（CRE），提示武

注：每个圆圈代表一种 ST 型别，圆圈被分成的份数代表每种型别包含的菌株数量；实线表示 ST 型别间相差 1 个或 2 个等位基因，虚线表示 ST
型别间存在≥3 个等位基因的差异；A 为 2 个优势克隆复合体，分别用红、绿色标注；B 为根据分离年份分组的最小生成树；C 为根据 DEC 类别

分组的最小生成树；D 为根据耐药种类分组的最小生成树

图 4　56 株 DEC 的最小生成树

Figure 4　Minimum spanning tree of 56 DECs
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汉市 DEC 的耐药情况严重，广谱耐药菌株的数量较

多。建议临床用药应结合耐药情况合理选择，避免

多种抗生素同时使用，减少广谱耐药菌株的产生。

本研究结果显示，武汉市流行的 DEC 主要以

ETEC 为主，占 49. 15%，其次为 EAEC 和 EPEC，分

别占比 25. 42%。结合 PFGE 和 MLST 分型结果分析

可知，15 株 EAEC 和 15 株 EPEC 均包括 11 种 ST 型

别和 14 种不同的 PFGE 带型，且多数 ST 型别间存

在 3 个 及 以 上 等 位 基 因 的 差 异 ，提 示 EAEC 和

EPEC 菌株间亲缘关系较远，具有丰富的遗传多样

性。29 株 ETEC 可分为 10 种不同的 ST 型别，同时

PFGE 聚类结果显示存在 5 组高度同源的菌株。多

数 ST 型别间仅存在 1~2 个等位基因的差异，提示

ETEC 菌株间亲缘关系密切。ETEC 中有 15 株菌归

属同种克隆复合体 CC-10，且这 15 株菌来源于不同

个体和不同年份，提示此种克隆谱系在武汉市广泛

存在，需重点关注。

目 前 ，全 基 因 组 测 序 技 术（Whole genome 
sequencing，WGS）因能获得完整的基因组信息受到

广泛关注［13］。相较于 PFGE 和 MLST 分型技术而

言，WGS 虽能获得更多的遗传信息，但对检测人员

的技术和数据分析能力要求更高。不同的测序方

法获得的基因组序列存在差异，为得到准确基因组

信息，需结合几代测序结果分析，进一步提高了成

本。管家基因是一类高度保守的基因，但在中性进

化和适应性进化的条件下会发生突变［14-15］。本研究

选择的 PFGE 和 MLST 分型技术已较为全面地探究

了菌株间亲缘关系和种群多样性。同时，本研究根

据耐药表型和亲缘关系筛选出部分有进一步研究

价值的菌株，例如：武汉市广泛存在的 CC-10 克隆

谱系以及 2 株 ST48 型 CRE。在忽略高成本的情况

下，WGS 在研究基因组遗传变异和进化趋势方面具

有绝对优势［13］。后续将通过 WGS 研究 2 株 CRE
的耐药机制和武汉市 CC-10 克隆谱系的进化趋势。

通过近 3 年监测发现，武汉市 DEC 的耐药情况

严重，广谱耐药菌株数量较多。结合两种分子分型

检测发现，武汉市 EAEC 和 EPEC 型别多样，CC-10
克隆谱系作为 ETEC 的优势克隆群在武汉市广泛存

在。本研究分析了 2019—2021 年武汉市 DEC 的种

群多样性及耐药特征，为武汉市 DEC 的防控和暴发

预警提供科学依据。
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