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摘要：【目的】建立空肠弯曲菌脉冲场电泳（)9,<HOJP+H,O QH, H,H?6*8)58*H<+<，RKSE）图谱分型方法。【方法】在

RKSE 基本程序基础上，通过调整菌液浓度、/H;TH> S8,O 琼脂糖凝胶浓度、蛋白酶 D 浓度、洗涤方式和限制性

内切酶 ,.$!浓度，进行程序的比较与优化。应用 RKSE 技术对不同来源分离株进行分析。【结果】%A 株空

肠弯曲菌脉冲场凝胶电泳图谱显示分离株均产生了 1 U -! 条电泳带，条带数量适中，清晰易读；系统进化树

显示，可分为 ! 个遗传谱系，分离株主要分布于 RKSE 遗传谱系"，不同源分离株在各组群中呈交叉分布。

【结论】RKSE 对空肠弯曲菌具有很强的分型能力和良好的溯源性，初步数据显示鸡、牛等动物源空肠弯曲菌

与腹泻病人空肠弯曲菌病密切相关。
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近年来，空肠弯曲菌感染率在世界各地普遍呈

上升趋势，已成为全球范围内胃肠炎的主要病因，其

病例数已超过沙门氏菌病、李斯特菌病和志贺氏菌

病［&］；格 林 巴 利 综 合 征（S9+,,;+:JC;**H <M:O*8>H，
SC/）是特定血清型空肠弯曲菌感染后最严重的并

发症，可以导致呼吸肌麻痹而死亡［-］。对人致病的

弯曲菌中 "$V的是空肠弯曲菌［%］。弯曲菌作为食

源性病原菌，主要是通过食用被污染的食物、水以及

奶制品等而感染，因而建立一种快速、准确的分子亚

分型方法对于追踪污染来源和监控弯曲菌病流行具

有重要的意义。

血清学分型已被应用于弯曲菌病例的监测，但

存在试剂不能保证供应、成本高、质量控制难、大量

菌株不能被分型等缺点［!］，RKSE 是 -# 世纪 @# 年代

出现的分析大分子 W0( 片段的新技术，通过交变脉

冲电场，交替改变电泳方向、时间与电流大小，W0(

片段按分子量大小得到分离，可分离 $# TX U $### TX
的 W0( 片段［$］；RKSE 检测的是整个细菌染色体上

所有酶切位点的变化，从整体上反映不同菌株全部

基因的相关性［1］。本研究拟建立脉冲场凝胶电泳用

于空肠弯曲菌的分子检测，并对人源、鸡源和牛源分

离株进行同源性分析，为弯曲菌病溯源性研究和预

防控制措施提供分子亚分型技术平台。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：空肠弯曲菌标准菌株（(G22%%$1#）由

上海出入境检验检疫局惠赠，%A 株地方分离株由江

苏省人兽共患病学重点实验室分离并保存，分别为：

鸡源分离株（-& 株）：(YZJ!%、(YZJ1A、(YZJA@、(4ZJ
-$、(4ZJ!@、(YZJ-&、(YZJ$-、(0WJ!$、[4ZJA&、[Y\J
A@、Y/]J&J"、Y/]J&J-$、[4YZJ--、[4YZJ%#、[4YZJ&$、



!"#"$、!"#"%、!"#"&、!"#"##、!"#"#’、!"#"#&，牛源分离

株（#( 株）：)*"$"%、+*"%"#、,-"%"$、,!)*"##(、,!.*"
#/、,!.*"/&、,!)*"%%、.*01"$"#、0+)*"#$、!2)*"
#&，腹泻病人分离株（% 株）：34"%"&、34"5/"6、04"#"5、

041"#/、01"6"’、37"$5"%。

!"!"# 培养基及生长条件：所有菌株划线 11)8 培

养基［9］，置厌氧培养罐中，加入微需氧产气袋后，密

封、纯培养 $’:，经国标方法鉴定正确后［’］，备用。

!"!"$ 主要试剂和仪器：脉冲场凝胶电泳仪（;<="
->? 公司，美国），凝胶影像分析系统 @AB )415(((

（;<="->? 公司，美国），!"# !核酸内切酶（-=C: 公

司，德国），0D>EDF @=G?!琼脂糖凝胶（;<="->? 公司，

美国），脉冲场凝胶电泳（3H@A）级琼脂糖（;<="->?
公司，美国）。

!"# 脉 冲 场 凝 胶 电 泳 方 法（ %&’()*+,-)’* .)’
)’)/012%321)(-(，4567）

3H@A 基本操作参照 1:>IJ 的方法［&］进行，并进

行优化，主要操作如下：

收获新鲜培养物，悬浮于含 (K(#5 F=GLB ,M<N"
O1G，PO 9K% 的试管中，调整菌液浓度。取 $(("B 菌

液加入子形管中，加入等量的用 ,A（(K(# F=GLB ,M<N，
(K(# F=GLB A),8，PO 9K%）溶解的 0Q@ 胶，66 R %6S，

轻轻上下翻转 5 R / 次，混合液立即加入模具中（;<="
->? B>T=M>U=M<DN，ODMCVGDN，18），室温 #( R #6 F<I 或 $S
6 F<I 凝固。将包埋块放入含 5 FB A03（(K(6 F=GLB
,M<N，(K(6 F=GLB A),8，PO ’K(，#W肌氨酸，(K# FJ 蛋白

酶 QLFB）的试管中，6(S，消化 #K6 R 5 :。

将包埋块切成 # FF 厚度的薄片，转移至试管

中，先加入 6 FB 6(S的双蒸水洗涤，#96 R 5(( MLF<I，

#6 F<I；再 加 入 6 FB ,A TVXXDM（#( FF=GLB ,M<N，
#( FF=GLB A),8，PO 9K%）洗涤，重复 $ 次，最后加入

!"#! TVXXDM #(("B，室温孵育 #6 F<I。去除 TVXXDM，
再加入 #(("B !"#! TVXXDM（内含 !"#!），56S，过

夜酶 切。薄 片 用 #W 凝 胶 覆 盖，置 于 (K6 Y ,;A
（(K($6 F=GLB ,M<N"T=M>UD，# FF=GLB A),8，PO’K(）中。

电泳条件为缓冲液 (K6 Y ,;A，#$S，#’ :，脉冲时间

$ N R $( N，电场夹角 #5(Z，电压 % [LCF。电泳后，A;
染色（(K6 FJLFB），/( F<I，然后成像。

!"#"! 3H@A 程序优化：在空肠 弯 曲 菌 标 准 菌 株

（8,11//6%(）3H@A 基础程序基础上，通过 调 整 菌

液、0D>EDF @=G?!琼脂糖凝胶、A03 中蛋白酶 Q 和限

制性内切酶浓度，以及胶块洗涤方式等方面分别进

行程序的比较与优化。菌液浓度 $%%(( 分别为 5K(、

#K6 和 #K(，0D>EDF @=G?!琼脂糖凝胶浓度为 (K’W、

#K(W和 #K6W，包 埋 块 A03 中 蛋 白 酶 Q 浓 度 为

5(("J、$(("J 和 %(("J，限制性内切酶 !"#!浓度

为 5( \、$( \ 和 %( \，洗涤方式为摇振和静置。

!"#"# 不同源空肠弯曲菌的 3H@A 分析：应用优化

的 3H@A 对分离自鸡、牛和人的 /9 株空肠弯曲菌地

方分离株进行分析。通过 3H@A 图谱中条带的存在

与否来对其进行积分，有不同条带的菌株被分为不

同的 3H@A 图形。菌株之间的差异度用 )71A 系数

（H）来确定，H ] 5*^_L（*^ ‘ *_），H 代表 ^ 和 _ 分离株

之间的相似系数，*^_ 代表 ^ 和 _ 分离株之间共同拥

有的条带数目，*^ 代表 ^ 分离株的总条带数目，*_
代表 _ 分离株的总条带数目。H 值为 # 时说明这两

个菌株具有相同的 3H@A 图谱，H 值为 ( 时说明两个

菌株之间没有相似性。

基于 \3@a8 方法（VI"bD<J:UD? P><M"JM=VP FD>I
>M<U:FDU<C，\3@a8）进行聚类分析，使用 +V>IU<U_ 4ID
软件（+V>IU<U>U<=I 0=XUb>MD，;<="->?），绘制分离株的

系统进化树。

图 ! 空肠弯曲菌标准株 89::$$;<= 4567 程序的优化

H<Jc # 4PU<F<d>U<=I =X 3H@A PM=CD?VMD =X 8,11//6%(K #"/K ,:D CDGG

NVNPDIN<=I C=ICDIUM>U<=I $%%(( 5K(，#K6 >I? #K(；$"9K 0D>EDF @=G?!

>J>M=ND JDG NUMDIJU: (K9W， #K(W， #K5W >I? #K6W； ’"#(K
3M=UD<I>ND Q eV>IU<U_ 5(("J，$(("J >I? %(("J；##"#5K 2>N:<IJ
FDU:=?D： N:>E<IJ >I? NU>I?<IJ；#/"#6K !"# ! MDNUM<CU<=I DId_FD
C=ICDIUM>U<=I 5( \，$( \ >I? %( \c

# 结果

#"! 空肠弯曲菌标准株 89::$$;<= 4567 的建立

弯曲菌 3H@A 程序已有报道［#(，##］，但不同实验

室在包块准备、酶切消化和电泳等条件上采取不同

的策略。本研究结果表明，菌液浓度和洗涤方式对

3H@A 条带有较大影响，摇振洗涤效果优于静置方式

（图 #）；而 0D>EDF @=G?!琼脂糖凝胶浓度、包埋块细

胞溶解液中蛋白酶 Q 浓度和限制性内切酶 !"#!

5/6 f<IG<I OV>IJ DU >G c L&’(# )*’+,-*,.,/*’# !*0*’#（5((&）$&（$）



浓度对 !"#$ 的影响不显著。因此，优化的空肠弯

曲菌 !"#$ 程 序 为 菌 液 浓 度 !"%&& 为 ’()，*+,-+.
#/01!琼脂糖凝胶浓度为 ’(&2，包埋块细胞溶解液

中蛋白酶 3 浓度为 4&&!5，洗涤方式为摇振，限制性

内切酶 #$%"浓度为 4& 6。

!"! 不同源空肠弯曲菌 #$%& 分析

对分离自腹泻病人、鸡群、牛群的 78 株空肠弯

曲菌进行脉冲场凝胶电泳结果显示（图 4）每株分离

株均产生了 % 9 4: 条电泳带，条带数量适中，清晰易

读；不同分离株间电泳条带差异显著，易于识别，表

明 !"#$ 具有很强的分型能力。为进一步验证结果

的可重复性，对上述空肠弯曲菌分离株 7 个月后进

行重复实验，结果完全一致，说明 !"#$ 分型具有良

好的可重复性。

图 ! 空肠弯曲菌分离株的 #$%&
";5<4 !"#$ =>/?;0+@ /? & < ’(’)*+ ;@/0,A+@< ’(BCDE:7；4(BCDE%8；7(BCDE8F；:(GHE:E%；)(C*IE’EJ；%(C*IE’E4)；8(KHE%E’；F(*LE

)EF；J(MNE%E:；’&(MOGHE’’&；’’(MOPHE’7；’4(MOPHE7J；’7(MOGHE%%；’:(PH*LE:E’；’)(*KGHE’:；’%(OQGHE’J；’8(OE’E:；

’F(OE’E%；’J(OE’EJ；4&(OE’E’’；4’(OE’E’F；44(OE’E’J；47(!RE%EJ；4:(!RE47E)；4)(*RE’E4；4%(*RLE’7；48(!SE:4E%；4F(BKDE

4)；4J(BKDE:F；7&(BCDE4’；7’(BCDE)4；74(BHGE:)；77(TKDE8’；7:(TCUE8F；7)(TKCDE44；7%(TKCDE7&；78(TKCDE’)(

基于 6!#DB 聚类分析绘制的系统进化树进一

步表明（图 7），78 株分离株可分为 : 个遗传谱系，分

别称 为 遗 传 谱 系"（C;V+,5+ "）、遗 传 谱 系#
（C;V+,5+ #）、遗传谱系$（C;V+,5+ $）和遗传谱系%
（C;V+,5+ %）。其中，4 株分离株属于遗传谱系"，J

株分离株属于遗传谱系#，F 株分离株属于遗传谱

系$，’F 株分离株属于遗传谱系%；分别占分离株

总数的 )(:’2、4:(742、4’(%42 和 :F(%)2。表明

我国空肠弯曲菌分离株主要属于 !"#$ 遗传谱系

%。根据菌株图谱相似性分析［’& W ’’］，: 个遗传谱系

又可细分为 4& 个组群（5>/X=）。

腹泻病人分离株分析显示，不同源分离株在各

组群中呈交叉分布。% 株菌株分布于遗传谱系#、

$和%中，且与鸡、牛分离株处于同一组群，鸡、牛等

动物源空肠弯曲菌与腹泻病人空肠弯曲菌有密切的

相关性，而且鸡是人空肠弯曲菌感染的主要来源。

’ 讨论

为了分析弯曲菌的流行病学特征，尤其是对暴

发流行的溯源性研究，在过去的十几年，多种亚分型

方法应用于弯曲菌的追踪性研究［’’］。基于细菌染

色体 GHB 酶切的脉冲场凝胶电泳方法（=X0@+1E?;+01
5+0 +0+YA>/=Z/>+@;@，!"#$）能够对整个染色体进行分

析，稳定性好，分辨率高，被认为是从分子水平研究

病原菌溯源性的金标准［’4］，已成为许多细菌分型、

调查菌株间遗传关系的可靠方法［’7］。但 !"#$ 操作

过程复杂、影响因素多，不同实验室、不同操作人员

之间需要标准化［’’］。本研究通过对影响 !"#$ 的主

要条件进行分析，得到了优化的空肠弯曲菌 !"#$
分子检测程序，为进一步开展溯源性提供技术平台。

本研究对分离自腹泻病人、牛和鸡的 78 株空肠

弯曲菌分子亚分型初步研究显示，我国空肠弯曲菌

分离株呈高度交叉分布，人弯曲菌的感染与动物源

弯曲菌感染密切相关，可能存在着相同的传染源，而

且鸡是人类弯曲菌病的主要传染源。O/>.,V 等应

用 !"#$ 和 ,-%EN"C! 对禽及其制品和临床腹泻病人

的弯曲菌分离株进行分析［’:］，分离株中存在优势

!"#$和 ,-%EN"C! 型别，!"#$ 对弯曲菌具有很好的

区分和分型能力，而且动物源和人源分离株在 !"#$
型别上具有相似性，显示零售肉的交叉污染是人弯

曲菌病的重要来源。同时，6[XV/\;]YE3,.^+>/\;]Y 等应

用 !"#$ 对人源、零售肉和活鸡的 4& 株结肠弯曲菌

77)黄金林等：空肠弯曲菌脉冲场凝胶电泳分子检测方法的建立及应用 < _微生物学报（4&&J）:J（:）



图 ! 空肠弯曲菌分离株的遗传进化树

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

和 %3 株空肠弯曲菌分离株进行分型研究［45］，发现

只有少数（6 株）人分离株的 &!78 型与肉、活鸡分离

株同型，表明虽然鸡是弯曲菌感染的主要来源，但还

存在其它途径，认为环境中的弯曲菌对人弯曲菌病

有重要贡献。

综上所述，&!78 是快速、辨别力强、重复性好的

分子亚分型方法，该分型方法可作为研究空肠弯曲

菌感染源和传播途径的有力工具［46］。本研究对不

同来源空肠弯曲菌 &!78 图谱分析表明，鸡、牛等与

人类感染空肠弯曲菌密切相关，加强动物源性空肠

弯曲菌的预防与控制是根除人弯曲菌病的重要途

径。
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