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肠外致病性大肠埃希菌毒力与耐药的相关性分析
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肠外致病性大肠埃希菌（P.7R@5A7P675A@U Q@7>34PA58

><59-=，-./-0）是引起肠道外感染大肠埃希菌的统

称，主要引起尿路感染，也可引起菌血症、败血症、

医院获得性肺炎和伤口感染等多种疾病h+i。近年来，

大肠埃希菌已成为医院感染的重要病原菌，并且 "$

内酰胺类、氨基糖苷类和喹诺酮类等常用抗菌药耐

药率逐渐增加。-./-0 中存在多种毒力基因，产生

的毒力因子如黏附素、保护素、毒素等，在 -./-0

致病过程中发挥着重要作用hci。本实验检测 -./-0

+1 种已知常见毒力因子的存在情况并分析不同来

源 -./-0 流行情况，同时对 -./-0 毒力因子存在

情况和常用药物耐药率进行相关性分析，初步了解

天津地区 -./-0 分子流行病学特点和耐药情况，为

临床预防和治疗 -./-0感染提供科学依据。

E _`a8P

+`+ "#

+`+`+ 标本来源 收集天津地区 (家医院自 c%+j年

+*月$*%+( 年 1 月分离的共 +1" 株非重复感染大肠

埃希菌，包括尿标本 +%& 株，其他来源标本 1j 株，

主要包括痰液、血液、脓液和分泌物等。

+`+`* 菌株鉴定及药敏实验 菌株鉴定采用

d;X-k * 03SQ@87 系统，药敏实验使用琼脂稀释法
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#$% ! &'()*++, -,./, 012 (+,+2 /'*) *)+'3 45,6*'.,2 $,7 83'9+3 2+:5+,6+2

!" #$ 种毒力基因按照片段大小，根据互不相容原则进行分组并多重 %&'；(" 毒力基因可以分为 ) 大类，其中 *+ 表示粘附素，," 表示铁载体蛋白

类，-" 表示保护素，.+ 表示毒素，/+ 表示致病岛标记；01 表示没有测出

检测环丙沙星、头孢他啶等 23 种抗菌药对受试菌

的最低抑菌浓度（45&）。结果按临床实验室标准协

会（&675）23#8 年版推荐的标准判定。数据分析使

用最新版 9:;0<= )>? 软件。以大肠埃希菌

1=&&2)@22 为质控菌株。按 &675 23#8 年版推荐使

用纸片扩散法筛检产 <7A6 <B%<&。用标准质控菌

株肺炎克雷伯菌 1=&& C33?3D 和大肠埃希菌 1=&&

2)@22 分别作为阳性和阴性质控菌。

#>#>D 抗菌药物 左旋氧氟沙星、环丙沙星、头孢

他啶、氨曲南、头孢吡肟、庆大霉素、哌拉西林E他唑

巴坦、头孢西丁、头孢呋辛、头胞哌酮F舒巴坦、头孢

曲松、头孢噻肟、头孢唑林、复方新诺明、阿莫西林G

克拉维酸、氨苄西林F舒巴坦、四环素、哌拉西林和氨

苄西林干粉以及头孢他啶纸片均购自中国食品药

品检定研究院。

H+2 !"

H+2+H 目的基因扩增 煮沸法提取细菌 I01。以多

重 %&' 进行毒力因子基因的扩增。引物设计参考文

献。%&' 产物和 I01 标准带经含 J+) !6 溴化乙锭

的 H+2 K 琼脂糖凝胶电泳后，使用凝胶成像系统进

行 I01 片段长度分析。

HL2M2 毒力因子基因扩增 %&' 2) !6体系：%N-OPB

HJM) !6、上下游引物各 H !6、I01 模板 2M) !6，无

菌去离子水加至 2) !6。反应条件为 @) ! H2 OPQ；

@8 ! DJ R，?D ! D3 R，?$ ! D OPQ，共 2) 个循环；

C2 ! H3 OPQ。H$ 种毒力因子以扩增片段大小为依

据，电泳条带间相互不相融合为原则分成 8 组分别

进行基因扩增（表 H）。以提取的菌株 I01 为模板S

经 %&' 扩增后，出现预期条带判读为毒力基因阳

性，以此判定毒力因子基因存在TDU。
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引物名称
'%1P .

'%1P N

%!X1 .

%!X1 N

YXR555 .

YXR555 N

%!X<Z .

%!X<Z N

1[[-[-55\.

1[[-[-55\N

Z]^1 .

Z]^1 N

R.!H

R.!2

1-N_ .

1-N_ N

YH\.

`XR55 N

a[] .

a[] N

N.*\.

N.*\N

`XR55 .

`XR55 N

%!X& .

%!X& N

ZPO: .

ZPO: N

1.! .

1.! N

*Q.H

*Q.2

=N!= .

=N!= N

Y)\.

`XR55 N

序列（)"!D"）
//!*!b**b/bb!*!/*/*/*!

b*/**!**!!b*!*!/**/!!*

!b//*!/b//b/b*bbbb//b/

*/b***!**!b!*/b/*b*bb*

b**b*bb/*b!*b!bb*****b

!//*/b!b**!b***b**b!!*

/*!!*!/*!!*/*b//bb/*!b*!b

!/!/!/!/**!*b*bb!b!*//!*!

///!b/!/*///**bbb/!b

*///*****!!/b!!*b*/

b/!bb!!****/*/!*///!!

*/*!/b!//*!*/!b/bb/b!

*b**//!/!!*b///b/*!b*bb!*

*//!//!/b!!bb!*!!!**b//*!

//*b//!*!b*!b///!!*b//

*/b*///!!*///b!/!!b*/

b!/*!!!*/bb*b!bb//b/*

*!b**!/!*/!b!!/*!b/!/*!

!!*!!//!b!!/*!*b/bb*b//*b

!**!b!b!!/*//b*!bb***/b*!

!b**!b*!//!////!*b//!

!!**!b!**!!**!!b/*/!/

/*/*!bbb/*b/!b!*b/bb/

*!b**!/!*/!b!!/*!b/!/*!

/b//*!/b!b/!/b!!b/!**/bb!

!b!b**bbb*b/*!///!b/*!!b!

*/!/bb!bb!***b/bbb/*b/

!*/**!!b!!b*/!bb/*!*

//*!/!///**//*!!*!//*

***/b!!*/*/**!/*!b*b*

!!/!b//!/bbb**b!b/*!//!/

*!bb*!/!/b**b/***b*!bb!bb

//b/b//b/*/!b/!/*!*!/

*!*//bb*!/**!b***b/!/

*!/b!b*!/*!!b*/bb*b/b!

*!b**!/!*/!b!!/*!b/!/*!

产物（(X）
@DJ

C2J

D@2

DD?

H@J

$$J

8HJ

DJJ

H)D

H HCC

CC$

2C2

2JJ

@JD

))@

8@$

2@J

H)@

位置
HJ2H\HJ82

H@2H\H@82

HC@?\H$HC

28@)\2)H?

8J)J\8JCH

88H$\88D@

$J2)\$J8@

$DD?\$D?J

H?J8\H?2D

HCC)\HC@D

CC)\C@)

H)D@\H))@

01

$)H\$C2

HHD2\HH)2

2?J\2$J

)88\)??

282J\288@

D)C2\D)@?

HH?\HD?

$$H\@JH

2@C\DHC

)88\)??

8CC8\8C@$

8@)2\8@C?

C\2$

$?)\$$8

8)$@\8?J@

)H?J\)H$J

H?8@\H?C2

2H22\2H8?

8?H\8$H

C2$\C8$

8HJ\8DH

)88\)??

第 2D 卷天津医科大学学报D)J



!"# !"#$% 采用 $%$$ &!"' 统计软件进行

分析，计数资料以例数或（和）百分比表示，组间比

较采用 !

& 检验，将 !()")* 的变量，以抗菌药物耐

药情况为因变量，毒力因子检出情况为自变量纳入

二元 +,-./0.1 回归模型。以 !()")* 为差异有统计学

意义。

! !"

&"! &'()* 2$3+/ +, 氨苄西林、哌拉西

林、四环素、复方新诺明、头孢唑林、头孢呋辛和头孢

曲松的耐药率较高，均达到 4) 5以上，分别为 66 5、

78 5、78 5、76 5、79 5、46 5 和 4! 5。环丙沙星、

头孢噻肟、左旋氧氟沙星、头孢吡肟、阿莫西林:克拉

维酸、庆大霉素和氨曲南的耐药率也较高，分别为

*6 5、*6 5、*! 5、97 5、94 5、94 5 和 #* 5。其他

抗菌药头孢他啶、氨苄西林:舒巴坦、头孢西丁、哌拉

西林:他唑巴坦和头胞哌酮:舒巴坦的耐药率较低，

分别为 #) 5、&4 5、!# 5、7"4 5 和 * 5。菌株中产

2$3+/ 阳性率为 *4 5。

根据标本来源将菌株分为两组，其中尿液来源

为 3 组，其他来源标本为 ; 组。对两组耐药率及产

2$3+/情况进行 !

& 检验，结果显示 3组环丙沙星、左

旋氧氟沙星和哌拉西林:他唑巴坦的耐药情况均显

著高于;组（!()")!），耐药率比较分别为 7* 5!#6 5，

49 5!#9 5 和 !# 5!! 5（未列表）。

&"& -./01/23+, 各种毒力因子由相

应的毒力基因编码。经检测的 !67 株大肠埃希菌

中，毒力基因 "#$%、"&'(、)*+,、#')(、-./0, 11 和 !(1

的检出率较高，分别为 785、745、7&5、7!5、4&5

和 975 。 另 有 .+.2、3*、!+.45、.+.6 +77878 <<

（19)8*9+7） 和 .+.: 的检出率分别为 ##5、#&5、

&65、&75 和 &75，其他毒力基因的检出率较低，

均( &)5（表 &）。

&"# 456789-./0$: 应用 !

& 检验对

; 组和 3 组毒力基因检出情况进行统计学分析，其

中 "#$%、"&'(、)*+,、#')( 和 !(1 的检出率均较高，且

两组之间无统计学差异（!=)")*）。而两组中毒力基因

-./0, <<、.+.;、!+.45、.+.6 +77878 <<（19)8*9+7）、

.+.(、<9"!、/"+="><?4、3* 和 >?1 的检出率有统计学

意义（!()@)*），均为 ; 组的检出率高于 3 组，且除

毒力基因 -./0, << 和 3* 外均有显著统计学意义

（! ()")!）（表 &）。

将上述 !

& 检验有统计学意义的变量纳入二

元 +,-./0.1 回归模型，结果显示均没有统计学意义

（表 &）。

&"9 -./0;89&'<=>?% 首先以菌

株每种药物耐药情况为分组依据对每个毒力因子

进行 !

& 检验（结果未列出），结果有统计学意义的

变量（! ( )")*）以抗菌药物耐药情况为因变量，毒

力因子检出情况为自变量纳入二元 +,-./0.1 回归

模型。结果显示，检出毒力基因 "&'( 的致病菌，头

孢呋辛、头孢他啶、头孢曲松等头孢类抗菌药物耐

药率降低；检出毒力基因 /"+="><?4 的致病菌，左旋

氧氟沙星、环丙沙星、氨曲南和庆大霉素耐药率降

低；检出毒力基因 !+.45 的致病菌，左旋氧氟沙星

和环丙沙星两种喹诺酮类抗菌药物耐药率降低；

检出毒力基因 .A0; 的致病菌，头胞哌酮:舒巴坦和

哌拉西林他唑巴坦两种酶抑制剂耐药率降低；检

出毒力基因 *"<、3*、-./0 11、!(1 和 3! 的致病菌，

左旋氧氟沙星、庆大霉素、阿莫西林:克拉维酸、复

方新诺明和头孢唑林耐药率分别降低。相反的，检

出毒力基因 .+.; 和 #')( 的致病菌，左旋氧氟沙星

和庆大霉素的耐药率分别增加。检出毒力基因

?BA; 和 C?C:D>C3E 的致病菌，产 2$3+/ 酶菌株阳性

率降低（表 #）。

# ! $%&'()*+,-+./01

"#$ ! %&'()&$*(&+,' +- ./' #0+,1 !"#$%& &'+2#(3' -)+0 (43

35()#&,(3'(&,#2 &,-36(&+,' 6+2236(&+,'

毒力因子
基因

大肠埃希菌数（5

C）
!

& 检验
!

回归分析
!

1

; 组 F

9G69 3 组 9G!)# 总计 9G!67

!(1 9#（*!） 99（9#） !!67（97） )H&96

.+.( ##（#8） !7（!7） !!*)（&7） )"))) )"6**

3./0 <<< !!7（6） !!8（8） !!!4（8） )"8&&

!+.45 #7（99） !*（!*） !!*&（&6） )"))) )")87

"&'( 44（78） 77（7*） !9#（74） )"*9!

/"+="><?4 &!（&*） !!7（7） !!&6（!*） )"))! )"*)*

#')( *7（46） 7*（7#） !#&（7!） )"9*8

3! !*（!6） !9（!9） !!&8（!4） )"9&#

@7&( !!6（!)） !!7（7） !!!*（6） )"98*

*"< !#（!*） !!9（9） !!!7（8） )"))4 )"#)7

-./0, 11 4)（7!） **（*#） !!*（4&） )")!& )"!66

.+.; #6（9*） &#（&&） !!4!（##） )"))! )"!48

)*+, *8（7)） 74（79） !#*（7&） )"*8)

.+.6 +77878

<<（19)8*9+7）
#4（9#） !*（!*） !!*!（&7） )"))) )"!))

"#$% 44（78） 6!（78） !97（78） )"88!

+"+=A*+B; !)（!&） !&（!&） !!&&（!&） )"8*7

<9"! &#（&7） !!7（7） !!#)（!4） )"))) )"*77

3* ##（#8） &4（&*） !!*8（#&） )")9) )"497

C" 括号内百分比为各毒力因子基因在所在组检出百分率；F" ; 组为

痰标本、血液标本、脓液及分泌物等标本，3 组为尿标本；1" 将 !

& 检验

有统计学意义的变量纳入二元 +,-./0.1 回归模型所得 ! 值，! 值和

CD 值未列出

!"#!$

"

%&'()*%+,-./012345)678
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! ! "#$%&'()*+),-.!

"#$ ! "%& '()*+,*- .&).&++*(/ #/#'0+*+ (1 #/,*2*-.($*#' 3.4)+ #/3 56+

!"抗菌药物下方仅列出与其对应的多因素分析有统计学意义的毒力因子；#" 将产 $%&'( 酶情况同时放入表中，下方仅列出多因素分析有统计

学意义的毒力因子

毒力因子 !

左旋氧氟沙星

!"#$%

#"#&

'(")(*+,$

-(+

哌拉西林)他唑巴坦

./01

环丙沙星

!"#$%

'(")(*+,$

头孢他啶

(2/3

头孢呋辛

(2/3

$%&'(

#

(2/3

"(")4-"5&

毒力因子

阿莫西林)克拉维酸

6#'7 **

头胞哌酮)舒巴坦

./03

头孢曲松

(2/3

氨曲南

'("8(*+,$

头孢唑林

9+

复方新诺明

!3:

庆大霉素

./03

'(")(*+,$

9,

!

-./011

-23045

-.3622

7.3882

-.3961

-5344:

+3+5+

-+34+8

-5341;

!

53564

535+6

53552

5356;

53558

53568

53559

535++

5356+

;<:;< 可信区间=&:>

53.22?53:69

5352;?53896

53..8?538.9

53595?531:6

53518?538;4

5322.?53:;.

.396;?832:4

53591?53844

53226?53:6.

;<

53664

53.28

53284

53.:5

53264

539;:

63554

53.15

539;8

!

7.3285

23259

7.318;

723544

7.3199

7.3229

723686

7.3564

7.3492

753145

753:11

!

53562

535.4

535.1

53594

535.;

53598

53558

5355:

53551

53529

53594

;<

53219

:3588

53.;;

53.2;

53.;1

532:9

535:9

536;9

53.4;

539.:

53642

;<:;< 可信区间=&:>

535:5?531:;

.39:9?;;352:

53566?5342;

535.8?53:4.

53568?538:1

53511?53:41

535.4?53;51

53.86?53442

5359:?5386.

53.:4?531:6

53.95?53:14

7 /0

@AB@C 是引起感染性疾病的重要病原菌，不同

个体对 @AB@C 的反应性也有所差异，并且临床常用

抗菌药物的耐药率逐渐增加，对临床治疗提出更高

要求，促使新的抗菌药物不断投入使用。近年来，对

于 @AB@C 致病机制与耐药机制的研究逐渐成为热

点D9E。研究表明毒力因子在 @AB@C 致病过程中起到

至关重要的作用，如 (.=>、(2/3、0-"?、./03、6#'7?

::、!3: 等在国内外各种文献报道中检出率都较高，

但是毒力因子对于 @AB@C 耐药机制的影响在近几

年才得到关注。在之前研究的基础上D;78E，本次实验

重点关注毒力因子与菌株耐药的相关性，以期在未

来的工作中找到两者之间相互作用关系，寻找新的

有效的防治方法。

本研究显示，@AB@C 对三代头孢和喹诺酮类抗

菌药物的耐药率与 25.; 年全国细菌耐药监测报告

相符，@AB@C 尿路感染菌株中对环丙沙星、左旋氧

氟沙星和哌拉西林)他唑巴坦 6 种药物耐药率要高

于其他部位。环丙沙星和左氧氟沙星在尿路感染菌

株中耐药率较高，可能与 C'%* 推荐首选喹诺酮类

药物治疗而大量用于泌尿道感染有关。

尿 路 来 源 标 本 毒 力 基 因 6#'7? **、#"#&、

!"#$%、#"#@ "AABAB ** =:C0B-C"A>、#"#3、+C(.、'("8

(*+,$、9; 和 -(+ 的检出率均低于非尿路来源标本，

但是二元 'FGH(IHJ 回归未表明其中有独立倾向因

素。这些毒力基因主要为 B 菌毛，菌毛为 @AB@C 的

黏附结构，其主要功能具有相似性，但是对于不同

的组织和器官而言，不同的菌毛在细胞黏附性、亲

和力、趋向性和侵袭性等方面表现又有所不同。B 菌

毛的受体主要分布在近端肾小管，与肾盂肾炎的发

生关系密切D4E。由于医疗水平和生活水平的不断提

高，尿路感染患者往往在下尿路感染时期就及时诊

治，肾盂肾炎等比较严重的尿路感染很少出现，提

示 B 菌毛在机体环境影响下本身菌毛种类存在变

化的可能性，导致尿路感染 B 菌毛减少，同时 B 菌

毛在其他组织器官可能也存在较高亲和力的受体。

6#'7? **、9, 和 -(+ 为细菌保护素D1E，主要有外膜蛋

白保护细菌抗细胞杀菌作用和荚膜抗原抗细胞吞

噬、调理和溶解作用。近期有文献报道在顽固性尿

路感染中 JKL+ 的检出率为 ,5<，明显高于单纯性尿

路感染D:E。已有报道称菌毛之间可以根据环境的变

化而相互转化，@AB@C 在药物治疗和机体免疫干扰

等环境压力下在尿路感染早期即得到有效治疗，引

发严重感染的可能性较小，从而导致相关毒力因子

弱化，而在其他组织器官同样存在高亲和力受体D+5E。

相关分析表明共有 ++ 种毒力基因与其相对应

的抗菌药物耐药有相关性，其中 :种毒力基因抑制

菌株耐药发生，+ 种毒力基因促进菌株耐药发生，另

有 +种毒力基因在不同药物中有相反作用。其统计

结果与近几年受到关注的细菌适应性代价理论高度
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相符。

适应性代价!"#$%&'' ()'$*是指细菌产生耐药性常

常会改变细菌的核糖体、+,- 旋转酶、.,- 聚合酶、

细胞壁等重要结构，导致细菌生长速度、定植能力和

毒力等的下降，即细菌耐药性的获得需要付出一定

的代价/001。适应性代价是近年来微生物研究提出的

新思路/021。在细菌进化过程中，毒力和耐药两个机制

是必须的，在生存压力下，毒力致病机制克服宿主防

御系统，而不断发展的耐药机制抵抗药物治疗，细菌

借此克服各种环境压力而生存。菌株毒力和耐药的

遗传机制都是主要通过种属间的基因水平转移，可

移动元件转移等实现，并且毒力与耐药本身互为关

联，比如细菌产生生物膜会产生耐药/031。本实验结果

可以看出不同来源 45647 毒力因子与耐药情况已

经显示出不同，尿路来源致病菌由于存在用药选择

倾向，喹诺酮类药物耐药率更高，但是毒力基因检出

率，尤其是 6型菌毛和细菌保护素要显著低于非尿

路来源菌株。而相关性分析则更直接的提示不同种

类毒力因子与抗菌药物耐药率的负相关关系，这应

该是适应性代价所起作用结果。而对耐药菌株的竞

争优势可能仅表现在存在抗生素选择压力时，当无

抗菌药选择压力时其适应性反而可能较敏感株低。

本实验中出现的一种毒力基因 #8$- 对不同类抗菌

药物出现截然相反的作用结果，对酶抑制剂是抑制

耐药产生，而对庆大霉素是促进耐药产生，可能与药

物作用机制相关，需要进一步研究。

总之，45647 由于受到环境与抗菌药物的选择

压力不同，其毒力因子检出情况及耐药情况也会有

差异，45647 毒力因子和抗菌药物之间存在一定的

相关性，并且主要是相互抑制作用，这符合适应性

代价规律。可能随着时间的推移，抗菌药物的使用

会导致来源不同致病菌之间毒力与耐药情况产生

更多差异。将来对于检出率较高的毒力因子与使用

率较高的药物之间的相互作用关系需要进一步的

研究，以寻求和预测更好的临床治疗方法。
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