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［摘　要］　目的　分析肠致病性大肠埃希菌（ＥＰＥＣ）致病岛（ＰＡＩｓ）基因进化特点。方法　ＥＰＥＣＤｅｎｇ分离自我国

婴幼儿腹泻患者粪便标本，鉴定该菌株血清型并进行药敏试验；采用Ｉｌｌｕｍｉｎａ２０００仪器对菌株进行全基因序列测

序，ＰＨＡＳＴ软件定位菌株原噬菌体（ｐｒｏｐｈａｇｅｓ，ＰＰｓ）在染色体中的位置，ＭＵＭｍｅｒ软件进行共线性分析，构建系

统发育树，了解同源基因进化规律。应用ＰＡＩ＿ｆｉｎｄｅｒ软件对基因组进行ＰＡＩｓ预测，了解ＰＡＩｓ核心区域（ＬＥＥ）和

核心基因同源进化规律，并进行遗传多态性分析。结果　ＥＰＥＣＤｅｎｇ菌株归属Ｏ１１９∶Ｈ６，药敏结果显示该菌株

对环丙沙星、左氧氟沙星及氨苄西林耐药，对其余的抗菌药物均敏感。基因组（染色体）序列大小为５０２５４８２ｂｐ

（ＧＣ含量为５０．５２％），质粒序列大小为２０７５６４ｂｐ（ＧＣ含量为４９．５０％）。共找到１７个ＰＰｓ，系统发育树分析发

现，ＥＰＥＣＤｅｎｇ株基因组与Ｏ２６∶Ｈ１１、Ｏ１１１∶Ｈ同源性较高；ＥＰＥＣＤｅｎｇ株ＰＡＩｓ和核心基因均与ＲＤＥＣ１和

Ｏ２６∶Ｈ４１３／８９１株具有高同源性；遗传多样性分析结果显示，紧密素（犲犪犲）及其受体（狋犻狉）多态性丰富，π值均＞

０．１０，Ⅲ型分泌系统（ＴＴＳＳ）分泌蛋白相对稳定。结论　此研究明确了ＥＰＥＣＤｅｎｇ株基因组及ＰＡＩｓ的进化特点，

有助于了解了本土分离的ＥＰＥＣ基因特点。
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　　大肠埃希菌是目前肠道最常见的致病菌之一，

而肠致病性大肠埃希菌（ｅｎｔｅｒｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ犈狊犮犺犲

狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻，ＥＰＥＣ）是引起全球婴幼儿腹泻和成人散

发性腹泻的重要病原菌之一［１－４］，目前未见我国

ＥＰＥＣ全基因序列及基因结构特点的分析报道。近

年，随着测序技术的发展，全基因测序和生物进化分

析逐渐揭示ＥＰＥＣ基因特点。对ＥＰＥＣ主要标准

菌Ｏ１２７∶Ｈ６Ｅ２３４８／６９的研究
［５］显示，其包含一个

４９６５５５３ｂｐ的环形基因组染色体、一个ＥＰＥＣ黏

附相关９７９７８ｂｐ的质粒ｐＭＡＲ２和一个耐药相关

的６１４７ｂｐ的质粒ｐＥ２３４８２。采用ｂｌａｓｔ将Ｅ２３４８／６９

与其他８株大肠埃希菌进行全基因比对，发现大量

碱基存在不同变异；研究提示虽然同是 ＥＰＥＣ家

系，各种基因的结构并不相同。因此，尽管ＥＰＥＣ

之间致病岛（ＰＡＩｓ）结构一致，但其基因组的特点仍

需要进一步阐明。对我国本土分离的ＥＰＥＣ致病

株进行分析，有助于了解该细菌在本地区的流行病

学和ＰＡＩｓ基因的进化特点。本研究拟对本地区流

行的ＥＰＥＣ进行全基因测序，重点了解ＰＡＩｓ基因

的全基因序列、基因结构、进化规律及同源性基因组

分析等，全面了解ＥＰＥＣ的基因结构特点，为研究

我国ＥＰＥＣ基因变迁特点提供参考。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　ＥＰＥＣＤｅｎｇ由深圳市疾病预防与

控制中心（ＣＤＣ）微生物检验科扈庆华教授惠赠。菌

株来源于ＣＤＣ感染性腹泻监测的腹泻患者粪便标

本，质控菌株为大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２，购自广东

省临床检验中心。

１．２　血清型检测　血清型鉴定采用大肠埃希菌诊

断血清鉴定（丹麦ＳＳＩ公司），参照说明书进行。

１．３　细菌鉴定及药敏试验　应用ＢＤ公司Ｐｈｏｅ

ｎｉｘ１００全自动细菌鉴定／药敏系统及配套试剂进行

菌株鉴定及药物敏感试验（鉴定培养液：ＲＥＦ２４６００１；

药敏接种培养液：ＲＥＦ２４６００３；革兰阴性细菌鉴定／

药敏板：ＲＥＦ４４８５０５），参照美国临床实验室标准化

协会（ＣＬＳＩ）２０１３年版
［６］判读结果。同时，进行１６Ｓ

ｒＲＮＡ和犲犪犲犃基因测序，经Ｇｅｎｅｂａｎｋ比对确认为

ＥＰＥＣ。

１．４　全基因测序

１．４．１　基因组ＤＮＡ提取　将ＥＰＥＣＤｅｎｇ菌株接

种于血琼脂平板培养基中复苏，挑取单个菌落，接种

于ＬＢ液体培养基中，３７℃振荡培养至对数生长中

期，使用比浊仪测量菌量约为１．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ，

通过商品化的ＤＮＡ提取试剂盒（ＷｉｚａｒｄＧｅｎｏｍｉｃ

ＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ，Ｐｒｏｍｅｇａ）提取基因组ＤＮＡ，

严格按照说明书进行操作。高通量测序方法依托生

工生物工程（上海）有限股份公司，采用Ｉｌｌｕｍｉｎａ

２０００机器完成测序。

１．４．２　序列拼接及注释　对ＱＣ（ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ）

后ＰＥ（ｐａｉｒｅｄｅｎｄ）数据及 ＭＰ（ｍａｔｅｐａｉｒ）数据进

行拼接，序列拼接采用ＳＰＡｄｅｓ３．０．０软件，获得原

始ｓｃａｆｆｏｌｄ后用Ｇａｐｃｌｏｓｅｒ及ＧａｐＦｉｌｌｅｒ对ｓｃａｆｆｏｌｄ

补Ｇａｐ，最后采用ＰｒＩｎＳｅＳＧ进行序列校正，获得最

终ｓｃａｆｆｏｌｄ。之后将拼接后序列与Ｅ．ｃｏｌｉ质粒数据

库进行比对，筛选出其中的质粒序列。采用ＲＡＳＴ

（ｈｔｔｐ：／／ｒａｓｔ．ｎｍｐｄｒ．ｏｒｇ）进行基因组注释，将预测

基因的蛋白序列与公共数据进行比较，通过ｇｅｎｅ的

同源性进行功能注释，采用ｂｌａｓｔｐ进行比对，取相

似度＞３０％，且Ｅｖａｌｕｅ＜１ｅ５的注释结果。

１．５　原噬菌体（ｐｒｏｐｈａｇｅ，ＰＰｓ）　采用 ＰＨＡＳＴ

（ｈｔｔｐ：／／ｐｈａｓｔ．ｗｉｓｈａｒｔｌａｂ．ｃｏｍ／）寻找基因组序列

中的ＰＰｓ。

１．６　基因组分析

１．６．１　同源基因组比较分析　从ＮＣＢＩ下载１２个

大肠埃希菌基因组序列及蛋白序列（分别为 ＮＣ＿

００８２５３、ＮＣ＿０１１７４８、ＮＣ＿００８５６３、ＮＣ＿００４４３１、ＮＣ＿

００９８０１、ＮＣ＿０００９１３、ＮＣ＿０１３３５３、ＮＣ＿０１３３６４、ＮＣ＿

０１１６０１、ＮＣ＿００２６５５、ＮＣ＿００２６９５和ＮＣ＿０１３３６１）。将
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各基因组序列分别与样本基因组序列比对，比对采用

ｂｌａｓｔｎ，筛选出每组比对Ｅｖａｌｕｅ≤１ｅ１０的结果，计算

各基因组相对于样本基因组的ｕｎｉｑｕｅ区域。

１．６．２　共线性分析　采用软件 ＭＵＭｍｅｒ（ｈｔｔｐ：／／

ＭＵＭｍｅｒ．ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ／）将下载的基因组序列

分别与样本基因组进行比对，绘制共线性分析

ＭＵＭｍｅｒ图，分析各基因组与样本基因组结构的

差异。

１．６．３　系统发育树分析　将上述１２个大肠埃希菌

基因组序列、蛋白序列分别与样本基因组蛋白序列

比对，比对采用ｂｌａｓｐ算法，筛选出每组比对Ｅｖａｌ

ｕｅ≤１ｅ５，ｃｏｖｅｒａｇｅ≥９０％，相似度≥９０％的比对结

果，取所有比较组筛选结果的交集，获得所有基因组

间的同源基因，再将同源基因构建系统发育树。多

序列比对采用 Ｃｌｕｓｔａｌｗ，系统发育树构建采用

ＭＥＧＡ５，计 算 距 离 方 式 为 Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ 的

ＴａｊｉｍａＮｅｉｍｏｄｅｌ，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ为１０００。

１．７　ＰＡＩｓ分析

１．７．１　ＰＡＩｓ比较分析　采用ＰＡＩ＿ｆｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｐａｉｄｂ．ｒｅ．ｋｒ／ｐａｉ＿ｆｉｎｄｅｒ．ｐｈｐ？ｍ＝ｆ）软件对基

因组序列进行ＰＡＩｓ预测，找出ＰＡＩｓ４７０８０ｂｐ，共

编码５４个基因。ＮＣＢＩ网站下载５个ＰＡＩｓ序列，

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ 分 别 为 ＡＦ０２２２３６、ＡＦ０７１０３４、

ＡＦ２００３６３、ＡＪ２７７４４３、ＡＦ３１１９０１，分 别 找 出 样 本

ＰＡＩｓ与５个下载ＰＡＩｓ核心区域（ｔｈｅｌｏｃｕｓｏｆｅｎ

ｔｅｒｏｃｙｔｅａｎｄｅｆｆａｃｅｍｅｎｔ，ＬＥＥ），包含编码区及非编

码区，ＰＡＩｓ核心区域大小为３０８６６ｂｐ。多序列比

对采用Ｃｌｕｓｔａｌｗ，采用 ＭＥＧＡ５对样本及其他５个

ＰＡＩｓ序列构建系统发育树，计算距离方式为

Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ的 ＴａｊｉｍａＮｅｉｍｏｄｅｌ，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ

为１００００。

１．７．２　ＰＡＩｓ基因进化分析　找出各ＰＡＩｓ区域的

８个核心基因，分别为犲狊犮犑、犲狊犮犞、犲狊犮犖、犲狊犮犉、犿犪狆、

狋犻狉、犲犪犲、犲狊狆犃，对其分别构建系统发育树，方法同

上。

１．７．３　遗传多样性分析　将目标基因组ＰＡＩｓ的８

个核心基因与其他同源基因组ＰＡＩｓ基因做ｇｅｎｅｔｉｃ

ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ分析，衡量值为π，计算采用ＤＮＡＳＰ
［７］。

１．８　突变分析　将ＱＣ后序列比对到参考基因组

上，比对软件为ｂｗａ０．７．５ａｒ４０５，默认参数。采用

ｓａｍｔｏｏｌｓ０．１．１８进行ＳＮＰｃａｌｌｉｎｇ；对ＳＮＰ位点进

行过滤，过滤条件为ｑｕａｌ≥２０，ｄｅｐｔｈ≥５，最后对

ＳＮＰ位点进行注释。

２　结果

２．１　血清型及药敏结果　ＥＰＥＣＤｅｎｇ菌株经大肠

埃希菌诊断血清鉴定为ＥＰＥＣＯ１１９∶Ｈ６，属典型

ＥＰＥＣ
［８］。药敏试验结果显示，ＥＰＥＣＤｅｎｇ菌株对

环丙沙星、左氧氟沙星及氨苄西林耐药，对头孢氨

苄、头孢呋辛、亚胺培南、阿米卡星、头孢他啶、头孢

噻肟、美罗培南、妥布霉素、阿莫西林／克拉维酸、氨

苄西林／舒巴坦敏感。

２．２　全基因组序列　ＥＰＥＣＤｅｎｇ株经测序后进行

人工补缺口及拼接，最终获得一条完整的基因组（染

色体）序列及质粒序列。基因组（染色体）序列大小

为５０２５４８２ｂｐ（ＧＣ含量为５０．５２％），质粒序列大

小为２０７５６４ｂｐ（ＧＣ含量为４９．５０％）。基因预测

共预测到蛋白编码基因５３４７个，其中基因组编码

基因５１２４个，质粒编码基因２２３个；共预测到ｔＲ

ＮＡ基因８０个，ｒＲＮＡ基因２２个，全部来自基因组

序列，见表１。

表１　ＥＰＥＣＤｅｎｇ全基因测序结果

犜犪犫犾犲１　ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｍｐｌｅｔｅｇｅｎｏｍｅｏｆＥＰＥＣ

Ｄｅｎｇ

类别 染色体 质粒

大小（ｂｐ） ５０２５４８２ ２０７５６４

Ｇ＋Ｃ含量 （％） ５０．５２ ４９．５０

蛋白编码基因 ５１２４ ２２３

　最短基因长度 （ｂｐ） １１４ １１４

　最长基因长度 （ｂｐ） ８９３７ ７７７０

　平均基因长度 （ｂｐ） ８５５．８８ ６４２．３０

ｔＲＮＡ（个） ８０ ０

ｒＲＮＡ（个） ２２ ０

２．３　ＰＰｓ分析结果　通过软件及ｂｌａｓｔ分析，共找到

１７个ＰＰｓ，其在基因组位置圈图及线图详见图１～２。

２．４　基因组分析　同源性基因组比较结果见表２，

共线性分析结果详见图３，结果提示所有ｓｃａｆｆｏｌｄ序

列均能较好的比对到参考基因组。通过ｂｌａｓｔ共找

到２３５６个核心同源基因，将这些同源基因构建系

统发育树，发现ＥＰＥＣＤｅｎｇ株与Ｏ２６∶Ｈ１１、Ｏ１１１∶Ｈ

同源性较高。见图４。

·３·中国感染控制杂志２０１６年１月第１５卷第１期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１５Ｎｏ１Ｊａｎ２０１６



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

123

%456

7456

81 9:#%"#%

81 ;<"=>

81 ;<"=?

(@@@ </0

-(@@ </0

-@@@ </0

A(@@ </0

A@@@ </0

(@@ </0

B@@@ </0

B(@@ </0

+@@@ </0

+(@@ </0

图１　ＥＰＥＣＤｅｎｇ基因组线圈结果

犉犻犵狌狉犲１　ＣｉｒｃｕｌａｒｍａｐｏｆＥＰＥＣＤｅｎｇｇｅｎｏｍｅ

!"!# $%&'

!"#$% &'(

!")#% &'(

!"!)% &'(

!"*!% &'(

!+,*% &'(

-".#% &'(

-+/.% &'(

-+-/% &'(

-+0*% &'(

*+#% &'(

*+)1% &'(

*+!/% &'(

*+,0% &'(

*+*-% &'(

0+.1% &'(

0+/)% &'(

0+-!% &'(

0+00% &'(

1#-+!2 &'(

).32 &'(

!!)+.2 &'(

**-+-2 &'(

())%**+,&-./( 0%&'12-345678796 :;*<"2='%*->?

"@,;2='% 1A;%*

BC(DE +F%&1+G+%F ;2='% %0%H%&1*

+&1=)1 ;@,;2='% +&),H;0%1% ;@,;2='% IJ%*1+,&=:0% ;@,;2='%

CA*+*

"@,1%=*%

(11=)2H%&1 *+1%

KA;,12%1+)=0 ;@,1%+&

E=+0 G+:%@

E%@H+&=*%

#,=1

L&1%'@=*%

M12%@

"0=1%

",@1=0

E=+0 *2=G1

M12%@ ;2='%N0+O% ;@,1%+&

E@=&*;,*=*%

1P.(

图２　ＥＰＥＣＤｅｎｇ菌株ＰＰｓ在基因组位置圈图

犉犻犵狌狉犲２　ＣｉｒｃｕｌａｒｍａｐｏｆｌｏｃａｔｉｏｎｏｆＥＰＥＣＤｅｎｇｓｔｒａｉｎＰＰｓ

ｉｎｇｅｎｏｍｅ

表２　ＥＰＥＣＤｅｎｇ株与已知基因组信息比较

犜犪犫犾犲２　ＧｅｎｅｒａｌｇｅｎｏｍｅｆｅａｔｕｒｅｓｏｆＥＰＥＣＤｅｎｇｓｔｒａｉｎａｎｄｏｔｈｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｄ犈．犮狅犾犻ｓｔｒａｉｎｓ

菌株 ＧｅｎｅＢａｎｋ号 大小（ｂｐ） Ｇ＋Ｃ含量（％） ＣＤＳｓ ＣＤＳ密度（％） ｔＲＮＡｓ（ｔ） Ｕｎｉｑｕｅ区域

Ｏ１１９Ｄｅｎｇ － ５０２５４８２ ５０．５２ ５１２４ ８７．２７ ８０ －

５３６ ＮＣ＿００８２５３ ４９３８９２０ ５０．５８ ４６１９ ８７．７５ ８１ １９．６２

５５９８９ ＮＣ＿０１１７４８ ５１５４８６２ ５０．６６ ４７５９ ８７．０２ ９４ １３．２８

ＡＰＥＣ０１ ＮＣ＿００８５６３ ５０８２０２５ ５０．５５ ４４３０ ８７．０３ ９３ １９．８３

ＣＦＴ０７３ ＮＣ＿００４４３１ ５２３１４２８ ５０．４８ ５３６９ ９０．２６ ８９ ２１．８４

Ｅ２４３７７Ａ ＮＣ＿００９８０１ ４９７９６１９ ５０．６２ ４７４９ ８６．５８ ９１ １１．７５

Ｋ１２ｓｕｂｓｔｒ．ＭＧ１６５５ ＮＣ＿０００９１３ ４６３９６７５ ５０．７９ ４３２０ ８８．１５ ８９ ９．３４

Ｏ１０３∶Ｈ２ｓｔｒ．１２００９ ＮＣ＿０１３３５３ ５４４９３１４ ５０．６６ ５０５４ ８５．３３ ９８ １２．２３

Ｏ１１１∶Ｈｓｔｒ．１１１２８ ＮＣ＿０１３３６４ ５３７１０７７ ５０．６１ ４９７２ ８４．２７ １０７ １１．８７

Ｏ１２７∶Ｈ６ｓｔｒ．Ｅ２３４８／６９ ＮＣ＿０１１６０１ ４９６５５５３ ５０．５７ ４５５２ ８５．５５ ９２ １７．７８

Ｏ１５７∶Ｈ７ＥＤＬ９３３ ＮＣ＿００２６５５ ５５２８４４５ ５０．３８７ ５２９８ ８７．４１ ９８ １６．５６

Ｏ１５７∶Ｈ７ｓｔｒ．Ｓａｋａｉ ＮＣ＿００２６９５ ５４９８４５０ ５０．５４ ５２３０ ８６．２９ １０５ １６．４３

Ｏ２６∶Ｈ１１ｓｔｒ．１１３６８ ＮＣ＿０１３３６１ ５６９７２４０ ５０．６８ ５３６４ ８４．８６ １０１ １３．１０

　　：Ｏ１１９Ｄｅｎｇ即为ＥＰＥＣＤｅｎｇ，归属Ｏ１１９∶Ｈ６；下同

２．５　ＰＡＩｓ分析结果　将ＥＰＥＣＤｅｎｇ与 ＮＣＢＩ数

据库５个已知大肠埃希菌序列进行比对，结果显示

ＬＥＥ基因的结构有所不同，详见图５。系统性进化

树结果比较发现，ＥＰＥＣＤｅｎｇ株ＰＡＩｓ区域与Ｏ１５∶Ｈ

ＲＤＥＣ１和Ｏ２６∶Ｈ４１３／８９１株具有非常高的同源

性，见图６。将ＰＡＩｓ８个核心基因单独进行比对，

构建发育树，发现ＥＰＥＣＤｅｎｇ株ＰＡＩｓ与 Ｏ１５∶Ｈ

ＲＤＥＣ１和Ｏ２６∶Ｈ４１３／８９１株具有非常高的同源

性，详见图７。遗传多样性分析结果显示，紧密素

（犲犪犲）基因（π＝０．１３）及其受体（狋犻狉）基因（π＝０．２１）

的π值均较大，提示其基因具有丰富的多态性，即同

源性相对较低；ｅｓｃＮ蛋白是Ⅲ型分泌系统（ｔｙｐｅⅢ

ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，ＴＴＳＳ）中重要的分泌蛋白，ｅｓｃＮ

基因π值最小，提示其基因同源性较高，见表３。
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　　注：当ｑｕｅｒｙ序列与参考序列相似度较高时，图中ｐｌｏｔ基本会在一条直线上，每一条线代表一条ｓｃａｆ

ｆｏｌｄ，红色为正向比对上，蓝色为反向比对上

图３　ＥＰＥＣＤｅｎｇ序列与１２个已知序列的 ＭＵＭｍｅｒ共线性分析图
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图４　ＥＰＥＣＤｅｎｇ菌株和１２个大肠埃希菌基因组系统发育树
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图５　ＥＰＥＣＤｅｎｇ株ＰＡＩｓ区域与ＰＡＩＤＢ数据库中相似ＰＡＩｓ比较图
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表３　ＥＰＥＣＤｅｎｇ核心基因遗传多态性分析

犜犪犫犾犲３　ＧｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＥＰＥＣＤｅｎｇｃｏｒｅｇｅｎｅｓ

核心基因 大小 （ｂｐ） π值（πｓｙｎｏ）

犲狊犮Ｊ ５７３ ０．０６（０．２３）

犲狊犮Ｖ ２０２８ ０．０５（０．１８）

犲狊犮Ｎ １３４１ ０．０６（０．１９）

犲狊犮Ｆ ２２２ ０．１０（０．２０）

犿犪狆 ４８６ ０．１４（０．３３）

狋犻狉 １６１７ ０．２１（０．３８）

犲犪犲 ２８２０ ０．１３（０．２８）

犲狊狆Ａ ４３８ ０．１０（０．２３）

２．６　单核苷酸多态性分析（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙ

ｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）　包括基因区间的突变、插入／缺

失基因的突变、无义突变（起始密码子／终止密码子

的突变）、有义突变（位点突变导致氨基酸改变）及同

义突变（位点突变未导致氨基酸改变）。ＥＰＥＣＤｅｎｇ

与数据库上已知的１２个基因组序列比对，列出的

ＳＮＰ注释结果见表４。

!""

#

!

$

%

!

&

'

(

$

)

*

+

,

'

-

#

!

.

%

!

&

%

(

/

0

-

)

)

1
2
3
4
5
6
7
8
3
9
4

4
5
:
9
;
3
2
<
=

/
>
?
!
"
"

"@"$

#

$

'

!

&

*

!

)

,

+

-

A

!

#

!

!

-

/

9

;

B

#

!

.

!

&

C

/

(

1

A

!

!

"

"

-

-

图６　ＰＡＩｓ核心区域构建的系统发育树

犉犻犵狌狉犲６　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＰＡＩｓｃｏｒｅｒｅｇｉｏｎ

!

"

"

#

$

%

&

'

!

"

(

!

)

*

$

+

,

-

"

!

.

/

!

)

0

1

2

3

4

-

5

"

6

6

(.

"
6
6

!

"

.

7

!

)

/

+

.

2

0

3

8

9

4

!

5

:

7

!

)

7

+

$

;

4

<

<

6=6>

,

?

@

A

B

C

D

E

@

%

A

A

B

F

%

&

@

?

G

H

$

I

J

5

6

6

!

5

5

#

$

%

&

'

!

5

:

!

)

*

$

+

,

K

5

!

>

9

!

)

L

5

<

3

4

K

5

5

6

6

<L

/

4

!

5

>

7

!

)

/

+

>

<

L

3

M

/

4

!

5

(

7

!

)

7

+

$

;

4

<

<

,
?
@
A
B
C
D
E
@
%
A

A
B
F
%
&
@
?
G
H

$
I
J
5
6
6

6=6(

!

5

5

4

$

%

&

'

!

5

(

!

)

*

$

+

,

K

5

!

>

/

!

)

L

5

<

3

4

K

5

<>

7

L

4

4

!

5

>

7

!

)

/

+

>

<

L

3

M

/

4

!

5

(

7

!

)

7

+

$

;

4

<

<

,
?
@
A
B
C
D
E
@
%
A

A
B
F
%
&
@
?
G
H

$
I
J
5
6
6

6=6>

!

5

5

4

$

%

&

'

!

5

(

!

)

*

$

+

,

K

5

!

>

/

!

)

L

5

<

3

4

K

5

<

<

5

6

6

,

?

@

A

B

C

D

E

@

%

A

A

B

F

%

&

@

?

G

H

$

I

J

5

6

6

5
6
6

!

5

>

7

!

)

/

+

>

<

L

3

M

/

4

!

5

(

7

!

)

7

+

$

;

4

<

<

6=66(

!

5

5

4

$

%

&

'

!

>

/

!

)

L

5

<

3

4

K

5

!

5

(

!

)

*

$

+

,

K

5

5

6

6

4

>

!

5

>

7

!

)

/

+

>

<

L

3

M

/

4

!

5

(

7

!

)

7

+

$

;

4

<

<

5

6

6

,
?
@
A
B
C
D
E
@
%
A

A
B
F
%
&
@
?
G
H

$
I
J
5
6
6

6=65

!

>

/

!

)

L

5

<

3

4

K

5

!

5

5

4

$

%

&

'

!

5

(

!

)

*

$

+

,

K

5

5

6

6

/

7

5

6

6

!

5

>

7

!

)

/

+

>

<

L

3

M

/

4

!

5

(

7

!

)

7

+

$

;

4

<

<

,
?
@
A
B
C
D
E
@
%
A

A
B
F
%
&
@
?
G
H

$
I
J
5
6
6

6=65

!

>

/

!

)

L

5

<

3

4

K

5

!

5

5

4

$

%

&

'

!

5

(

!

)

*

$

+

,

K

5

5

6

6

<

<

!

5

(

7

!

)

7

+

$

;

4

<

<

!

5

>

7

!

)

/

+

>

<

L

3

M

/

4

,

?

@

A

B

C

D

E

@

%

A

A

B

F

%

&

@

?

G

H

$

I

J

5

6

6

6=6>

4
4

!

5

5

4

$

%

&

'

!

5

(

!

)

*

$

+

,

K

5

!

>

/

!

)

L

5

<

3

4

K

5

5

6

6

7

7

!

5

(

7

!

)

7

+

$

;

4

<

<

!

5

>

7

!

)

/

+

>

<

L

3

M

/

4

,

?

@

A

B

C

D

E

@

%

A

A

B

F

%

&

@

?

G

H

$

I

J

5

6

6

6=6(

5
6
6

图７　８个核心基因构建的系统发育树
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表４　ＳＮＰ注释结果

犜犪犫犾犲４　ＳＮＰａｎｎｏｔａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

菌株 间区突变 插入／缺失 无义突变 有义突变 同义突变 突变总数

５３６ ８９８９ ５９９ ２３０９ ２６２４４ ５５３６９ ９３５１０

５５９８９ ４１５９ ３７８ ６９２ １０７６９ ２０９９２ ３６９９０

ＡＰＥＣ０１ ９３３０ ５８６ ２３０３ ２７００１ ５６５８９ ９５８０９

ＣＦＴ０７３ ８４３０ ６０５ １８１２ ２７４３９ ５７６３４ ９５９２０

Ｅ２４３７７Ａ ４０４０ ４０５ ８６１ １００２１ １９８３２ ３５１５９

Ｋ１２ｓｕｂｓｔｒ．ＭＧ１６５５ ５８３４ ４３４ ８６４ １３１２７ ２７５０１ ４７７６０

Ｏ１０３∶Ｈ２ｓｔｒ．１２００９ ４７６７ ３８８ ９００ １０５４２ ２０１０２ ３６６９９

Ｏ１１１∶Ｈｓｔｒ．１１１２８ ５００５ ４２５ ８７２ ９８２６ １８６２２ ３４７５０

Ｏ１２７∶Ｈ６ｓｔｒ．Ｅ２３４８／６９ １０３３５ ５５８ ２３３８ ２６８１２ ５６０９９ ９６１４２

Ｏ１５７∶Ｈ７ＥＤＬ９３３ ６７２１ ６６０ １７５６ ２０７１８ ４０４４５ ７０３００

Ｏ１５７∶Ｈ７ｓｔｒ．Ｓａｋａｉ ７９６０ ５７０ １２５５ ２０１２２ ４０９００ ７０８０７

Ｏ２６∶Ｈ１１ｓｔｒ．１１３６８ ５１８４ ４０８ ９２４ １０５８４ ２０１５３ ３７２５３

３　讨论

ＥＰＥＣ的典型标志是含有导致 Ａ／Ｅ 损伤的

ＬＥＥ。在ＥＰＥＣ标准株Ｏ１２７∶Ｈ６Ｅ２３４８／６９中，其

ＬＥＥ的全部核苷酸已清楚。整个毒力岛长３５６２４ｂｐ，

预测共有４１个开放读码框（ＯＲＦ），可能编码 Ａ／Ｅ

病变所必须的全部蛋白。ＬＥＥ可被分为 ＬＥＥ１、

ＬＥＥ２、ＬＥＥ３、ＬＥＥ４和ＬＥＥ５，其中，ＬＥＥ５包含了犲犪犲

及犜犻狉
［９］，ＬＥＥＰＡＩｓ形成可以看成是两件不同事件

水平传播的产物，一是ＴＴＳＳ的获得，二是犲犪犲的获

得［１０］。ＰＡＩｓ的获得可以导致无致病性大肠埃希菌

转变成为ＥＰＥＣ
［１１］。

本研究中，通过全基因测序发现基因组（染色

体）序列大小为５０２５４８２ｂｐ（ＧＣ含量为５０．５２％），

质粒序列大小为２０７５６４ｂｐ（ＧＣ含量为４９．５０％）；

通过与Ｅ２３４８／６９对比，发现有１７．７８％的菌株特异

性序列（见表２），这些特异性序列多数是ＰＰｓ、插入

序列（ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔｓ）以及质粒编码序列。在

此次全基因序列测序中，通过软件及ｂｌａｓｔ分析，共

找到１７个ＰＰｓ，ＰＰｓ是大肠埃希菌中重要的噬菌

体，包含重要毒力因子，包括Ｓｔｘ１和 ＴＴＳＳ的受

体［１２］，尽管这些ＰＰｓ分散在染色体基因组的不同位

置，且不同类型的大肠埃希菌携带的ＰＰｓ有所不同

并呈现高分化的特点，但是这些移动元件仍看成大

肠埃希菌毒力水平变迁的首要驱动力［１３］。

相关研究［１０］通过发育树进化分析，发现发育树

上功能相似的基因可能会经历相似的突变和选择过

程，特别是同一祖系来源的菌株。通过研究同源基因

构建的系统发育树，发现ＥＰＥＣＤｅｎｇ株与Ｏ２６∶Ｈ１１、

Ｏ１１１∶Ｈ同源性较高，说明ＥＰＥＣＤｅｎｇ株可能与

上述菌株存在相似的突变过程；进一步单独分析不

同类型的大肠埃希菌ＰＡＩｓ核心区域及８个核心基

因的同源性，发现核心区域及核心基因均与Ｏ１５∶Ｈ

ＲＤＥＣ１和Ｏ２６∶Ｈ４１３／８９１株具较高同源，结合多

态性分析结果，提示在进化过程中，狋犻狉基因多态性

变化最大。狋犻狉是黏附介导犲犪犲的受体
［１４］，通过与紧

密素结合介导黏附，启动Ａ／Ｅ损伤
［１５］。犲狊犮Ｊ、犲狊犮Ｖ、

犲狊犮Ｎ和犲狊犮Ｆ均属于Ⅲ型分泌蛋白，主导分泌蛋白的

分泌，多态性分析显示其４个ＴＴＳＳ蛋白均在较低

的范围（π＜０．１），提示ＥＰＥＣＤｅｎｇ株的 ＴＴＳＳ分

泌系统较为稳定，这对稳定表达毒力因子和促进Ａ／

Ｅ损伤提供了稳定的蛋白基础。

总体而言，通过高通量全基因测序，结合基因学

分析软件，分析ＥＰＥＣＤｅｎｇ株的全基因组染色体特

点，重点分析其ＰＡＩｓ核心区域和核心基因的变迁

情况，了解其进化关系，为全面了解本地区分离的

ＥＰＥＣ菌株提供了基因学证据。
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（本文编辑：左双燕）

·信息·

全国医院感染监控管理培训基地 二一六年度

医院感染管理岗位培训计划

培训班名称及时间 培训目的 培训对象

第１２１届医院感染控制培训班—岗位

基础知识班

（２０１６年３月６日—３月１２日）

提高转岗和新上岗医院感染管理专／兼

职人员医院感染的监控管理水平，持证

上岗

各级医院的医院感染监控专／兼职人

员，新上岗及转岗尚未进行医院感染专

业知识培训人员

第１２２届医院感染控制培训班—第十

二届医院感染监控实习短期培训班

（２０１６年３月１３日—３月１９日）

提高学员实际工作和操作能力 参加医院感染控制培训班人员

第１２３届医院感染控制培训班—重点

部门医院感染预防与控制提高班

（２０１６年４月１０日—４月１６日）

以感染性疾病新进展、内源性感染、多重

耐药菌感染预防与控制、急性传染病应

急处理能力、医院消毒与灭菌进展为重

点，突出重点科室医院感染预防与控制

医院感染管理专／兼职人员，成人及新

生儿ＩＣＵ、手术室、血透室、消毒供应中

心等重点科室的临床科室主任

第１２４届医院感染控制培训班—抗菌

药物临床合理应用与管理班

（２０１６年４月１７日—４月２２日）

针对目前多重耐药菌的情况，全面贯彻

２０１５版《抗菌药物临床应用指导原则》，

提高对合理应用抗菌药物的认识和管

理指导水平，规范医疗机构和医务人员

用药行为

各医院从事感染会诊、抗菌药物咨询及

管理的负责医师、临床药师、医院感染

管理专／兼职人员

第６２届进修培训班—第一届感控医

师高级进修班

（２０１６年７—１２月）

通过半年强化培训和临床实践学习，使

学员回本单位后能基本独立会诊相关

感染性疾病，提升诊治能力

医院感染管理科医师，临床感染性疾病

会诊医师

第６３届医院感染进修培训班

（２０１６年９—１２月）

提高医院感染工作水平 医院感染管理专职人员

预防医学住院医师规范化培训招生

（每年９月招生）

培养适合医院感染管理工作的医学毕

业生

住院医师
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