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随着对细菌感染研究的13益深入，传统的细菌鉴定技术

已不能很好地满足医院感染的诊断和流行病学调查的需要．

表型分型方法如药敏试验等可用于检测疫情的爆发流行．但

不能确认菌株之间的相关性⋯。如今，从型、亚型、株甚至分子

水平上去认识细菌变得愈来愈重要，因此分子生物学在细菌

分型上得到了广泛应用。如脉冲场凝胶电泳技术(pulsed field

gel electrophoresis，PFGE)、限制性内切酶技术、质粒DNA图

谱分析、多位点序列分析(muhilocus sequence typing，MLST)

技术和基因测序的分型技术，这些分子分型技术将有助于在

全球范围内进行病原微生物流行病学研究。其中PFGE技术

分辨力高，是病原微生物分子分型的最佳选择。近年来．以

PFGE为代表的分子生物学分型方法日渐受到青睐。本文对

PFGE技术在细菌分型中的应用作一综述。

1 PFGE技术的原理和特点

脉冲电泳是在琼脂糖凝胶上外加正交的交变脉冲电场。

其方向、时间与电流大小交替改变。每当电场方向发生改变．

DNA分子在脉冲电场中随着电泳方向的改变而不断改变其

分子构象，挤过凝胶间隙。大分子的DNA便滞留在爬行管

内，直至沿新的电场轴重新定向后，才能继续向前移动，小的

DNA分子比大的分子重新定向较快，在凝胶中移动快，从而

使小分子DNA片段与大片段相分离，DNA分子越大．这种重

排所需时间就越长。当DNA分子变换方向的时间小于脉冲

周期时，DNA就可以按其分子量大小分离开了。在凝胶上按

染色体片段长度的不同而呈现出电泳带型。

PFGE分型技术是使用对染色体有很少酶切位点的限制

性核酸内切酶消化细菌DNA．产生大的DNA片段(10～800

kb)，这些大片段不能通过常规电泳方法进行有效分离12]。在

电场方向周期改变(脉冲)的凝胶电泳条件下．DNA片段根据

大小有效分离。PFGE产生的染色体DNA图谱比用那些高频

率切割的限制性内切酶产生的图谱更为简单清晰131。对于

PFGE而言，无论是在固体还是液体培养基中生长的细菌，均

可与可溶性凝胶结合，制备成细菌栓，经蛋白酶水解、DNA内

切酶消化，脉冲场电泳将大片段细菌DNA有效分离。PFGE

以其重复性好，分辨力强的优势而被誉为细菌分子生物学分

型技术的“金标准”【4】。

2 PFGE结果的解释

用PFGE方法进行细菌分型鉴定可通过限制性内切酶消

化菌株DNA，经PFGE分离，比较染色体限制性内切图谱，确

定菌株的亲缘关系。但给出的只是一个个条带不同的DNA

指纹图谱，因此还需要通过有效的手段对其加以判定，目前

PFGE已用于常见的细菌病原体分析。

Tenover等【5I提出了有关菌株同源性的判别标准，按其电

泳条带可分为：无差异，说明为相同菌株：有1～3个条带的差

异说明菌株间有相近关系，且只有单基因的改变；4～6个条带

的差异说明菌株间可能有相近关系．表示有两个独立基因的

差异；如菌株间有6个或更多个条带差异，说明有三个或更

多基因的变化，被视为无相关性。该标准只适合于小量的局

部性基因的变化研究，有一定的局限性。因为细菌的高变异

性，判断是否是同一菌株时允许一定的变异存在，因此在解

释PFGE结果时，将具有85％以上相同条带的菌株认为是相

同的菌株，50％以上的条带不相同时，菌株被认为流行病学不

相关『司。

此外还有应用不同的计算机分析软件进行结果判断的．

计算机凝胶扫描和软件分析有助于创建病原菌PFGE图谱数

据库，通过与数据库中的病原菌PFGE图谱比较．来判断被测

菌株与相同菌属间的染色体DNA相似程度及遗传学关系。

3 PFGE在细菌分型中的应用

3．1脉冲场凝胶电泳对铜绿假单胞菌的分型研究 铜绿假

单胞菌是目前最严重的医院内获得性感染的条件致病菌之

一，它往往对多种抗菌药物耐药，临床上治疗比较困难，并且

易于引起医院感染的爆发流行。金春光等同应用PFGE对医院

环境物体表面分离到的铜绿假单胞菌进行了分析，将14株

铜绿假单胞菌分为9型，提示临床不同株不同型病房流行的

潜在可能，为了追踪感染源，有必要对分离菌进行分型。

3．2 PFGE对阪崎肠杆菌的分型研究 阪崎肠杆菌是导致婴

儿(尤其是新生儿)感染的重要病原菌之一。近年来。全球范

围内对阪崎肠杆菌的重视，使对该菌的研究日益深入。裴晓

燕等18]对从市售婴儿配方奶粉等食品中分离到的29株阪崎

肠杆菌进行了PFGE分型研究，研究结果发现产品在生产过

程中可能存在不同的阪崎肠杆菌污染源。因此为了解传染

万方数据



·244· 塞旦捡验医!!巫盘查2Q!!生12旦笙3鲞箜垒塑些j!!鲎』!!塑塑笪垡迥趔题也丛画!!：卫!!!婴b丛2Qj!，y!!，3：丛!：!

源、传播途径以及流行株中占主导地位的菌株类型，对分离 检测时间长．不适用于实验室大量样本的分析，且使用的试

株进行多层次的分型是卜分必要的。该研究对阪崎肠杆菌的 剂非常昂贵，需要特殊设备，从而限制了其适用范围田I；PFGE

分型研究为食品和环境中该菌污染的分子溯源提供了技术 有时不能区分同一地区一段时间内的散发病例，这可能是由

储备，并且初步建立了阪崎肠杆菌分子分型数据库。 于这些病例来源于同一菌株的原因㈣。

3．3 PFGE对志贺氏菌的分型研究 细菌性痢疾是由志贺氏 5展望

菌引起的一种常见的急性肠道传染病，近年来．肠道传染病 自PFGE方法问世以来，十几年间得到了长足的发展，大

的发病率有所下降，但菌痢的发病率仍然较高191。刘桂荣等l-01 大加快了DNA分子水平的研究步伐。PFGE技术在公共卫生

对11个区县的30株宋内志贺菌菌株的PFGE图谱进行分析 健康、食品工业及农业和兽医学等研究领域得到广泛地应

比较，共获得17个带型，虽然菌株数不多，但带型较多，大部 用。PFGE以其分型性好，准确度高，可重复性强等特点在该

分属于来源高度相似的克隆系，广泛分布于9个区县。该研 领域中占有极其重要的地位，目前PFGE技术已经成为世界

究对该菌进行了系统的分子流行病学研究，为掌握痢疾的流 各实验室的主要分型方法。在实际应用中仅使用一种分型方

行特点和发展动态提供了准确、实用及高技术水平的分子流 法所得出的结论可能会存在较大的片面性，应用一种分辨力

行病学分析方法。 较低的方法进行初筛，然后用分辨力较高的方法进行进一步

3．4 PFGE对副溶血弧菌的分型研究 副溶血弧菌是一种革 分型是目前大多数实验室所采用的方法。随着PFGE技术的

兰阴性嗜盐杆菌，是引起食源性疾病的重要病原菌之一，可 不断发展和普及，必将为病原微生物的流行病学监测带来生

导致患者出现腹泻、肠痉挛、恶心、呕吐、发烧等典型胃肠炎 机，必将推动病原微生物致病机制、分子流行病学和基础科

反应[11,121。兰全学等¨31对56株副溶血弧菌菌株PFGE图谱进 学的发展。

行分析比较，其主要血清型为03：K6，与亚洲其他国家和国内 6参考文献

一些省市流行型别一致1141。利用PFGE方法可以快速地将来 1叶菊莲，占利，罗芸，等．应用脉冲常凝胶电泳技术对浙江省福氏

自患者和可疑食品的细菌进行比较，追溯致病食品源头，有 痢疾志贺氏菌的分型的研究．疾病监测，2008，23：7—10．

助于副溶血弧菌的主动监测、爆发调查和传染源追踪，为预

防和控制副溶血弧菌引起的食源性疾病发挥重要作用。

3．5 PFGE对肠炎沙门菌的分型研究 肠炎沙门菌是最早发

现能够引起大规模食物中毒的非伤寒沙门菌血清型之一，同

时肠炎沙门菌是造成非伤寒沙门菌的感染性腹泻病例和食

源性疾病的优势菌型，也是近年我国沙门菌食物中毒爆发和

流行案例的主要病原菌。Kim等f151在韩国两个不同的鸡肉加

工厂分离到22株肠炎沙门菌，经PFGE分型发现，归为5种

(X1．X5)不同的PFGE型，说明肠炎沙门菌分离株的PFGE

型别具有多态性。Kim等【163分析了66株2002年分离的肠炎

沙门菌．结果表明．人肠炎沙门菌感染是由于食用受污染的

鸡造成的。许学斌等旧的研究初步证明禽肉制品可能是肠炎

沙门菌病例的潜在传染源。通过对肠炎沙门菌的分子分型，

可最终形成有效的流行病学监测体系，制定更合理的控制策

略．以有效地对食源性疾病进行预警和溯源。

4 PFGE存在的问题

尽管PFGE方法已经成功地被应用于各个方面，但是由

于PFGE方法只能在细菌菌株核酸内切酶图谱的基础上对带

型进行区分，因此具有一定的局限性。如分子量相近的染色

体DNA难以有效地分离开来，不能肯定相同大小的条带就

是相同的DNA片段【18l；电泳条件的选择比较复杂，电泳带型

易受人为等多种因素的影响，电泳条件稍微不同就可以改变

每条电泳谱带间的距离，使用不同凝胶进行电泳得到的结果

也比较复杂．这为不同实验室间的结果比较带来一定麻烦[191；
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是滥用抗生素是形成耐药菌株的首要原因，而滥用抗生素的 状况。有18例WBC正常CRP增高的患儿，这种情况可以视

最直接原因是不能区分细菌和病毒感染『31。从本文研究可以 为正常，因为CRP试验本身要比WBC计数更为敏感，出现

看出．虽然WBC计数是诊断和鉴别感染类型的常规指标．但 增高的时间要比WBC增高的时间要早。WBC正常值范围偏

其敏感度低于CRP，在急性细菌性感染儿童中CRP的阳性率 大(4．0—10．0)x109／L，有些儿童基础的WBC水平可能只有

明显高于WBC，通过CRP和WBC测定结果的互补，综合分 3．Oxl09／L．当发生炎症时WBC增加到9．0x109／L。这种情况表

析可进一步提高诊断的准确率，可为细菌和病毒感染的鉴别 面看来WBC还在正常范围，但具体分析这个病例的WBC，

诊断提供有意义的指导数据，使一些病毒感染患儿免除无意 实际上比平时己增加了三倍，患者的嗜中性粒细胞的百分比

义的抗生素应用，对预防耐药菌株的形成有重要意义。随着 增高，评价这些儿童的CRP和WBC的相关性时，应视为

检验方法和仪器的更新，CRP已可用末梢血快速定量检测， WBC也在同步增高14]。

即在做血常规的同时快速检测CRP，及时报告结果，为临床 综上，儿科医生应重视CRP与WBC的联合检测，以便

医生的诊断提供及时、可靠的判断依据。所以非常适用于小 于对儿童早期感染性疾病进行鉴别诊断，减少不必要的抗生

儿早期感染性疾病的鉴别诊断。本文研究中A组患儿中有 素应用。
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