
!论
!!

著!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$3&$(&%%)

3![

及
]6X

患者尿液中分离的大肠埃希菌系统分群&

毒力基因及耐药性分析"

邓
!

聪!区静怡!朱雪莲!彭
!

亮#

"广州医科大学附属第二医院检验科!广州
5;&,'&

#

!!

摘
!

要"目的
!

对无症状菌尿"

3![

#及症状性尿路感染"

]6X

#患者尿液中分离的大肠埃希菌进行系统分

群%毒力基因及耐药性检测$方法
!

收集该院
,&;<

年
5

月至
,&;'

年
(

月从尿路感染患者尿液中分离的大肠埃

希菌共
;<5

株!其中
3![

组
'5

株!

]6X

组
-&

株$利用多重聚合酶链反应"

OP)

#对其进行系统分群及
;&

种毒

力基因表达检测)采用纸片扩散"

b9[

#法对其进行耐药性检测$结果
!

3![

组中!

3

%

[;

%

[,

%

R

群分别占

;&4%%T

%

(-4<%T

%

<(4&%T

%

%4':T

$

]6X

组中!

3

%

[;

%

[,

%

R

群分别占
;,45&T

%

;&4&&T

%

',45&T

%

;54&&T

!两

组系统分群结果差异有统计学意义"

!

$

&4&5

#$

3![

组黏附相关基因
#F#

和
/F#

的表达率高于
]6X

组"

!

$

&4&5

#$

]6X

组细胞毒性相关基因细胞毒性坏死因子
;

"

G1F;

#和溶血素"

E@

B

3

#!铁摄取相关基因
F

B

H3

和
AHD3

的表达率高于
3![

组"

!

$

&4&5

#$

3![

组和
]6X

组对
;-

种抗菌药物的耐药率及产超广谱
!

9

内酰胺酶菌株阳

性率差异无统计学意义"

!

'

&4&5

#$结论
!

3![

和
]6X

不同的系统分群特征!可能与其表现出不同的致病能

力有关$

3![

菌株毒力较
]6X

低!降低了其急性致病能力!但具有更高表达率的黏附相关基因!这可能有助于

细菌实现持续定植$尿路感染大肠埃希菌的高耐药率必须引起临床重视$

关键词"无症状菌尿)

!

症状性尿路感染)

!

大肠埃希菌)

!

系统分群)

!
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!!

尿路感染是临床上最普遍的细菌感染之一(由

于女性特殊的泌尿道解剖结构#女性尿路感染的发生

率远高于男性(

<&T

&

5&T

的女性一生至少经历过

一次尿路感染(同时#尿路感染也是老年人和儿童常

见的感染性疾病)

;

*

#其致病机制至今仍不明确(根据

有无临床表现#尿路感染可被分为无症状菌尿$

3![

%

及症状性尿路感染$

]6X

%(

3![

表现在泌尿系统中

存在着持续性细菌增殖#但在临床上无常见的,尿频'

尿急'尿痛-等尿路感染的症状(

3![

在临床很常见#

尤其多见于妊娠女性'老年女性及糖尿病患者(健康

女性
3![

的发生率随着年龄的增长而增加#新生儿

发病率为
;T

左右而
-&

岁的老年女性可达
;&T

&

,&T

)

,

*

(大肠埃希菌是尿路感染最常见的病原菌(

绝大多数
3![

和
]6X

均由尿路致病性大肠埃希菌

$

]OZP

%引起(虽然由同一种菌株引起#但
3![

和

]6X

临床表现却截然不同#其具体机制至今仍不明

确(本文通过对
3![

和
]6X

患者尿液中分离的
]O9

ZP

进行系统分群'毒力基因和耐药性检测#以期发现

决定尿路感染发生和发展的关键因素#进一步明确

]OZP

致病机制(现报道如下(

$

!

资料与方法

$4$

!

一般资料
!

收集
,&;<

年
5

月至
,&;'

年
(

月本

院检验科微生物室清洁中段尿细菌培养结果为大肠

埃希菌#且同时满足
;4,

中诊断标准的菌株共
;<5

株(根据有无尿路感染的临床表现分为
3![

组和

]6X

组#其中
3![

组
'5

株#

]6X

组
-&

株(

'5

例

3![

患者中男
;5

例#女
5&

例#年龄
,'

&

%5

岁#中位

年龄
',

岁(

-&

例
]6X

患者中男
,;

例#女
5:

例#年

龄
,-

&

%,

岁#中位年龄
5;

岁(

$4/

!

诊断标准
!

]6X

!$

;

%清洁中段尿细菌培养#菌

落计数
%

;&

5

P8]

"

"+

&$

,

%清洁中段尿沉渣镜检每高

倍镜视野白细胞数
%

5

个(具备以上两项且同时具有

典型尿路感染症状可确诊#如不符合$

,

%#则再次行清

洁中段尿细菌培养#如菌落计数仍
%

;&

5

P8]

"

"+

#且

两次为同一细菌#可以确诊(

3![

!连续两次或以上

清洁中段尿细菌培养#菌落计数
%

;&

5

P8]

"

"+

#无全

身及任何泌尿道感染症状#且在
(

个月内未接受针对

尿路感染的抗菌药物治疗(

$4'

!

仪器与试剂
!

6#

N

R23

聚合酶'

R23

标记物

均购自宝生物工程$大连%有限公司#聚合酶链反应

$

OP)

%引物由生工生物工程$上海%有限公司合成#

OP)

扩增仪和电泳仪购于美国
[A09)#$

公司#凝胶图

像分析系统购于英国
!

B

1

K

?1?

公司#药敏纸片购自英

国
YfYXR

公司(

$41

!

方法

$414$

!

系统分群
!

采取煮沸裂解法提取菌株
R23

(

利用多重
OP)

检测大肠埃希菌分群基因
PEH3

'

Q

c

#3

和特征性
R23

片段
6/

=

Z<P,4;

#将大肠埃希

菌分为
3

'

[;

'

[,

'

R

群(

OP)

引物序列见表
;

#反应

体系及反应条件参见
P+Z).Y26

等)

(

*的报道(

表
;

!!

OP)

检测分群基因引物序列

基因 引物$

5k

&

(k

%

PEH3 73P733PP33P776P37736

67PP7PP3763PP33373P3

Q

c

#3 67337676P377373P7P67

3677373367P766PP6P33P

6/

=

Z<P,4; 737633676P7777P366P3

P7P7PP33P333763663P7

$414/

!

毒力基因检测
!

采用多重
OP)

方法检测大

肠埃希菌
;&

种毒力基因表达#包括黏附相关基因

#F#

'

=

#

=

3

'

/F#

和
FA"*

#细胞毒性相关基因
/#D

'细胞

毒性坏死因子
;

$

G1F;

%和溶血素$

E@

B

3

%#铁摄取相关

基因
F

B

H3

'

A>

=

,

和
AHD3

(

OP)

引物序列见表
,

#反应

体系及反应条件参见
Ỳ*2!Y2

等)

<

*的报道(

表
,

!!

OP)

检测毒力基因引物序列

基因 引物$

5k

&

(k

%

#F# 77P373777PP77P33P377P

PPP7633P7P7PP37P36P6P

=

#

=

3 3677P37677676P66667767

37P3P36636P3PP36P666P37

/F# P6PP773733P677767P36P663P

P7737737633663P333PP677P3

FA"* 67P3733P7736337PP7677

7P376P3PP67PPP6PP7763

/#D 76676P6P677P67667P

336736766PP6PP3737P

G1F; 337367737666PP6367P37737

P366P37376PP67PPP6P366366

E@

B

3 33P337736337P3P6766P677P6

3PP3636337P776P366PPP76P3

F

B

H3 6736633PPPP7P73P77733

P7P37637773P736766763

A>

=

, 3377366P7P67663PP773P

6P76P777P37P7666P6

AHD3 77P6773P36P3677733P677

P76P77733P777637336P7

$414'

!

药敏试验
!

采用纸片扩散$

b9[

%法检测
3![

组和
]6X

组大肠埃希菌对
;-

种抗菌药物的敏感性#

根据
,&;<

年美国临床和实验室标准化协会$

P+!X

%

.;&&9!,,

文件标准判断药物敏感或耐药(产超广谱

!

9

内酰胺酶$

Z![+/

%检测按
P+!X

推荐的双纸片扩散

法进行确证(

$42

!

统计学处理
!

采用
!O!!;:4&

统计软件进行统

计分析#计数资料以率表示#组间比较采用
!

, 检验#

以
!

$

&4&5

为差异有统计学意义(

+

('-,

+

检验医学与临床
,&;-

年
;&

月第
;5

卷第
;:

期
!

+#I.?$P@A1

!

YGD0I?>,&;-

!

W0@4;5

!
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!

结
!!

果

/4$

!

系统分群
!

系统分群结果显示#

3![

组中#

[,

群$

<(4&%T

%菌株最多#其次是
[;

群$

(-4<%T

%'

3

群

$

;&4%%T

%和
R

群$

%4':T

%(而在
]6X

组中#

[,

群

$

',45&T

%菌 株 占 绝 大 多 数#其 余 分 别 为
R

群

$

;54&&T

%'

3

群$

;,45&T

%'

[;

群$

;&4&&T

%(两组

系统分群结果差异有统计学意义$

!

,

\;%4&&5

#

!

$

&4&5

%(见表
(

(

表
(

!!

3![

组和
]6X

组大肠埃希菌系统分群'

'

#

T

$(

组别
' 3

群
[;

群
[,

群
R

群

3![

组
'5 %

$

;&4%%

%

,5

$

(-4<%

%

,-

$

<(4&%

%

5

$

%4':

%

]6X

组
-& ;&

$

;,45&

%

-

$

;&4&&

%

5&

$

',45&

%

;,

$

;54&&

%

/4/

!

毒力基因表达检测
!

黏附相关基因中#

FA"*

在

两组中表达率最高#

<

种黏附相关基因在
3![

组中的

表达率均高于
]6X

组#其中
#F#

'

/F#

基因表达率差异

有统计学意义$

!

$

&4&5

%(细胞毒性相关基因的表达

率#

]6X

组高于
3![

组#其中
G1F;

和
E@

B

3

基因的表

达率差异有统计学意义$

!

$

&4&5

%(铁摄取相关基因

的表达#

]6X

组同样高于
3![

组#其中
F

B

H3

和
AHD3

基因的表达率差异有统计学意义$

!

$

&4&5

%(见

表
<

(

表
<

!!

3![

组和
]6X

组大肠埃希菌毒力基因

!!!

表达检测'

'

#

T

$(

类型
基因

名称

3![

组

$

'\'5

%

]6X

组

$

'\-&

%

!

,

!

黏附相关基因
#F# <&

$

';4,5

%

,5

$

(;4,5

%

;(4(&, &4&&&

=

#

=

3 <<

$

'%4':

%

<-

$

'&4&&

%

&4:;5 &4((:

/F# <-

$

%(4&&

%

<,

$

5,45&

%

'4:<; &4&&-

FA"* 5:

$

:&4%'

%

'5

$

-;4,5

%

,4',< &4;&5

细胞毒性相关基因
/#D (&

$

<'4;5

%

<,

$

5,45&

%

&45%- &4<<%

G1F; ,'

$

<&4&&

%

<%

$

5-4%5

%

54&<( &4&,5

E@

B

3 ,(

$

(54(-

%

5&

$

',45&

%

:4&;& &4&&(

铁摄取相关基因
F

B

H3 (-

$

'(4((

%

'%

$

-(4%5

%

;;4<-; &4&&;

A>

=

, ,:

$

<<4';

%

<5

$

5'4,5

%

;4:<( &4;'(

AHD3 ,&

$

(&4%'

%

<&

$

5&4&&

%

54<'- &4&;:

/4'

!

药敏试验结果
!

3![

组和
]6X

组大肠埃希菌

对除亚胺培南以外的
;%

种抗菌药物均表现出不同程

度耐药#其中对呋喃妥因耐药率较低#耐药率最高为

氨苄西林(两组大肠埃希菌对抗菌药物的耐药率及

产
Z![+/

株阳性率$

5&4%'T;<45'4,5T

%#差异无统

计学意义$

!

'

&4&5

%(见表
5

(

表
5

!!

3![

组和
]6X

组大肠埃希菌对
;-

种抗菌药物的

!!!

耐药率'

'

#

T

$(

抗菌药物
3![

组

$

'\'5

%

]6X

组

$

'\-&

%

!

,

O

呋喃妥因
;

$

;45<

%

&

$

&4&&

%

;4,(: &4,''

厄他培南
;

$

;45<

%

,

$

,45&

%

&4;'< &4'-'

头孢唑林
<'

$

':4%'

%

<5

$

5'4,5

%

(4,(5 &4&%,

头孢曲松
(&

$

<'4;5

%

<<

$

554&&

%

&4&&( &4:5-

续表
5

!!

3![

组和
]6X

组大肠埃希菌对
;-

种抗菌药物的

!!!

耐药率'

'

#

T

$(

抗菌药物
3![

组

$

'\'5

%

]6X

组

$

'\-&

%

!

,

O

头孢替坦
;

$

;45<

%

,

$

,45&

%

&4;'< &4'-'

阿米卡星
,

$

(4&%

%

(

$

(4%5

%

&4&<: &4-,5

庆大霉素
,5

$

(-4<'

%

('

$

<54&&

%

&4',: &4<,-

妥布霉素
;<

$

,;45(

%

;,

$

;54&&

%

;4&<, &4(&%

甲氧苄啶"磺胺甲唑
(<

$

5,4(;

%

((

$

<;4,5

%

;4%'< &4;-<

环丙沙星
(,

$

<:4,(

%

<<

$

554&&

%

&4%(< &4(:,

左氧氟沙星
(&

$

<'4;5

%

<,

$

5,45&

%

&45%- &4<<%

亚胺培南
&

$

&4&&

%

&

$

&4&&

%

^ ^

氨曲南
,5

$

(-4<'

%

('

$

<54&&

%

&4',: &4<,-

氨苄西林
'&

$

:,4(&

%

'%

$

-(4%5

%

,4<;' &4;,&

氨苄西林"舒巴坦
(-

$

<'4;5

%

<%

$

5-4%5

%

&4&&; &4:%,

哌拉西林"他唑巴坦
;

$

;45<

%

,

$

,45&

%

&4;'< &4'-'

头孢他啶
;<

$

,;45<

%

,(

$

,-4%5

%

&4:-; &4(,,

头孢吡肟
;,

$

;-4<'

%

;;

$

;(4%5

%

&45:' &4<<&

!!

注!

^

表示无数据

'

!

讨
!!

论

!!

尿路感染是临床上最普遍的细菌感染之一#并由

于其易复发和易再感染#以及较高的耐药率#一直是

临床治疗的重点和难点问题(其致病机制目前仍不

明确(绝大多数
3![

和
]6X

均由
]OZP

引起(根

据系统分群的结果#大肠埃希菌可以被分为
3

'

[;

'

[,

'

R<

群(不同系统发育群根据其携带的毒力基因

不同从而表现出不同的致病能力(既往研究显示#

[,

群和
R

群大肠埃希菌具有较高毒力#与尿路感染的持

久性或复发性有关)

59'

*

#而
[;

群菌株有黏附相关基因

的高表达#这些基因与菌株定植在尿路上皮细胞有

关)

%

*

(本研究发现#

3![

组和
]6X

组系统分群结果

差异有统计学意义$

!

$

&4&5

%(

]6X

组中
[,

群菌株

的比例明显高于
3![

组#提示具有较高毒力的
[,

群

大肠埃希菌可能是造成典型尿路感染的主要原因(

而
3![

组中
[;

群菌株比例较高#因此其可能具有更

强的黏附定植能力#但由于其
[,

群菌株比例较低#毒

力较低#所以虽然能持续定植但未能造成典型尿路感

染症状(

]OZP

相关毒力因素包括!

;

型菌毛'

O

菌毛等黏

附器官&

+

9

溶血素'细胞毒坏死因子
;

等毒素&含铁产

气杆菌素&荚膜&脂多糖和铁摄取系统等(黏附是细

菌致病的第一步(黏附因子各亚基在细菌表面聚集

并装配成单体'寡聚体或超分子纤维结构菌毛#介导

]OZP

的黏附和侵袭过程(

]OZP

主要黏附因子包

括
;

型'

O

型'

!

型'

8;P

型菌毛及
3F#

"

R>

黏附因子家

族#尤以
;

型菌毛最常见(

FA"*

基因编码
;

型菌毛

顶端
8A"*

蛋白#

8A"*

蛋白直接介导
]OZP

与宿主

细胞的黏附#是引发尿路感染的关键环节(本研究发

现#

<

种黏附相关基因中#

FA"*

在
3![

组和
]6X

组

中均有较高的表达率(

=

#

=

3

基因编码的
O

菌毛亚单

位
3

属于黏附素#

O

菌毛可与人泌尿道黏膜上皮细胞

+

<'-,

+
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年
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月第
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卷第
;:

期
!
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!
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!

W0@4;5

!
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表面的特异性受体结合促使细胞黏附定植#是尿路感

染的首要条件(

/F#

基因编码的
!

型菌毛属于甘露糖

抵抗的黏附素#可黏附于人的膀胱和肾脏上皮细胞(

#F#

基因编码产物则主要介导无菌毛黏附(本研究发

现#

3![

组
<

种黏附基因表达率均高于
]6X

组#其中

#F#

'

/F#

基因表达率差异有统计学意义$

!

$

&4&5

%#提

示
3![

组
]OZP

可能具有更强的黏附定植能力(黏

附因子被认为是
]OZP

最重要的毒力因子#它的存在

一方面可以帮助细菌定植在宿主泌尿道上皮细胞表

面#抵御尿液冲刷&另一方面#黏附因子可以直接参与

]OZP

信号转导#介导细菌产物对宿主细胞的作用(

更重要的是#在黏附因子的介导下#

]OZP

可以侵袭

宿主细胞#并持续繁殖#形成细胞内菌落群#从而逃避

宿主细胞释放的炎症因子及免疫效应细胞的攻击(

]OZP

成为胞内寄生菌后#不仅对抗菌药物敏感性下

降#同时免疫原性也大大降低)

-

*

(这可能是
3![

组

中
]OZP

逃避宿主免疫系统攻击#在宿主体内持续增

殖#形成
3![

的机制之一(

除黏附外#细胞毒性相关基因和铁摄取相关基因

同样在
]OZP

致病过程中起着不可或缺的作用(

G1F;

有助于细菌播散并持续存在于宿主上皮细胞中(

E@

B

3

则作用于宿主红细胞'肾脏上皮细胞'内皮细胞

和免疫细胞#诱导细胞凋亡#帮助细菌突破尿路上皮

细胞屏障(

/#D

编码的自转运毒素对膀胱和肾脏来源

的细胞具有毒性(铁是细菌生长发育不可或缺的必

要元素#

AHD3

'

A>

=

,

和
F

B

H3

的基因编码产物主要介导

铁利用和铁摄取#可以帮助细菌定植在泌尿道这一铁

缺乏的环境中#与
]OZP

的毒力密切相关)

:

*

(本研究

发现#

]6X

组细胞毒性相关基因及铁摄取相关基因的

表达率均高于
3![

组#其中
G1F;

'

E@

B

3

#

F

B

H3

'

AHD3

基因的表达率差异有统计学意义$

!

$

&4&5

%(说明

]6X

组菌株毒力强于
3![

组#

3![

组菌株较低的毒

力基因表达率可能降低了其急性致病能力#使其较少

引起典型上尿路感染症状和肾盂肾炎等(也有部分

学者提出一种假设#认为这可能是
3![

组菌株为了

适应宿主体内环境#选择性失活和不表达一些毒力基

因#这样可以降低激活宿主固有免疫系统的概率#从

而达到在宿主体内长期定植而不被消灭的目的(甚

至有研究认为#

3![

不一定需要治疗#因为这种毒性

较低的
]OZP

菌株的持续定植状态有助于防御更容

易耐药或更高毒力菌株的侵袭)

;&

*

(

本研究中#虽然
3![

组和
]6X

组
]OZP

具有不

同的系统分群特征及不同的毒力基因表达率#但其对

;-

种抗菌药物的耐药率相近#差异无统计学意义

$

!

'

&4&5

%(近年来#随着广谱抗菌药物的广泛使用#

产
Z![+/

大肠埃希菌的感染率不断上升#本研究中#

产
Z![+/

大肠埃希菌在
3![

组和
]6X

组中的比例

均超过
5&T

(目前临床上对尿路感染的经验治疗常

选用氟喹诺酮类药物#但本研究发现
]OZP

对环丙沙

星'左氧氟沙星耐药率均在
5&T

左右(这都提示我国

]OZP

耐药情况处于十分严峻的状态#在临床上必须

引起重视(

综上所述#

]6X

和
3![

分离的大肠埃希菌#具有

不同的系统分群特征#这可能与其表现出的不同致病

能力相关(

3![

菌株黏附相关基因的表达率更高#有

助于细菌黏附在尿路上皮细胞#抵御尿液的冲刷#同

时可能有助于菌株形成胞内寄生菌#逃避宿主免疫系

统的攻击#从而实现持续定植状态(

3![

菌株毒力较

]6X

低#这可能是其定植在宿主体内但未能引起典型

尿路感染临床症状的原因(此外#

3![

和
]6X

分离

的大肠埃希菌存在严重耐药情况#在临床上必须注意

谨慎选择抗菌药物#谨防滥用(
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