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·论著·

长沙地区宋内志贺菌的耐药性及毒力基因分析

刘　兴，李宁沙，陈立华，徐　丹

（长沙市第一医院，湖南 长沙　４１０００５）

［摘　要］　目的　了解长沙地区宋内志贺菌对抗菌药物的敏感性以及毒力基因的携带情况。方法　采用纸片扩

散法检测３０株宋内志贺菌对氨苄西林、头孢噻肟、萘啶酸、环丙沙星、庆大霉素、复方磺胺甲口恶唑６种抗菌药物的

敏感性；聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增４种毒力基因（与志贺菌肠毒素相关的狊犲狋１、狊犲狀基因，以及与细菌侵袭性质粒有

关的犻犪犾基因和犻狆犪犎 基因）片段。结果　在测定的６种抗菌药物中，耐药性最高的为氨苄西林、萘啶酸、复方磺胺

甲口恶唑，耐药率均高达１００％；而敏感性较高的为环丙沙星和庆大霉素，敏感率分别为９３．３３％和８３．３３％。３０株

宋内志贺菌经ＰＣＲ检测后，狊犲狋１、狊犲狀、犻犪犾、犻狆犪犎４种毒力基因的携带率分别为０、１３．３３％、１３．３３％及５３．３３％。

结论　宋内志贺菌对第三代头孢菌素和磺胺类药物的耐药性已相当严重，第三代喹诺酮类药物可作为临床治疗宋

内志贺菌的首选药物。长沙地区宋内志贺菌毒力基因携带率低。

［关　键　词］　宋内志贺菌；细菌性痢疾；腹泻；毒力基因；耐药性；抗菌药物；抗药性，微生物
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　　 细菌性痢疾是由志贺菌属引起的一种急性肠

道传染病，属于我国法定的乙类传染病，在发展中国

家流行广泛，发病率和死亡率均居感染性腹泻的首

位。伯杰手册中将志贺菌属分为４个血清群（种）：

Ａ群痢疾志贺菌（犛．犱狔狊犲狀狋犲狉犻犪犲）、Ｂ群福氏志贺菌

（犛．犳犾犲狓狀犲狉犻）、Ｃ群鲍氏志贺菌（犛．犫狅狔犱犻犻）、Ｄ群宋
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内志贺菌（犛．狊狅狀狀犲犻）。志贺菌属的类型不断变迁，

欧美地区的优势菌群为Ｄ群，我国多数为Ｂ群，其

中以１ｂ、２ａ及３型较多，其次为Ｄ群，近年来，Ｄ群

有上升趋势。本研究收集了我院近年来分离到的Ｄ

群宋内志贺菌３０株，对其进行了药物敏感性试验，

同时还选取了与志贺菌毒力相关的４种毒力基因，

即与志贺菌肠毒素相关的狊犲狋１基因、狊犲狀基因，以及

与细菌侵袭性质粒有关的犻犪犾基因和犻狆犪犎 基因进

行聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测，现将结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　收集长沙市第一医院２０１２—

２０１３年门诊或住院患者大便中分离的宋内志贺菌，

共３０株。毒力基因ＰＣＲ阳性对照菌株宋内志贺

菌、阴性对照菌株大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２，均由湖

南省疾病预防控制中心微生物实验室友情提供。

１．１．２　药敏纸片　根据美国临床实验室标准化协

会（ＣＬＳＩ）２０１３年推荐的，粪便中分离到的志贺菌药

敏试验至少应选择氨苄西林、一种氟喹诺酮类、复方

磺胺甲口恶唑作为常规报告。故本实验共选择了包含

上述３种药物在内的６种抗菌药物（氨苄西林、头孢

噻肟、萘啶酸、环丙沙星、庆大霉素、复方磺胺甲口恶

唑）进行试验，药敏纸片均购自英国ＯＸＯＩＤ公司。

１．１．３　培养基及试剂　Ｍａｃ琼脂、血琼脂、ＡＰＩ

２０Ｅ革兰阴性菌鉴定卡，均由法国生物梅里埃公司

提供；志贺菌属鉴定血清由宁波天润生物公司提供；

引物以及ＰＣＲ试剂由大连宝生物Ｔａｋａｒａ技术有限

责任公司提供；ＱＩＡｘｃｅｌＤＡＮＳｃｒｅｅｎｉｎｇｃａｒｔｒｉｄｇｅ

低分辨率卡夹由 ＱＩＡＧＥＮ公司提供，在有效期内

使用。

１．２　方法

１．２．１　分离培养与鉴定　将临床送检的大便标本

接种于选择性培养基Ｍａｃ琼脂上，培养１ｄ后，挑选

疑似菌落进一步接种至血琼脂上进行分纯培养，纯

培养物最后接种至ＡＰＩ２０Ｅ生化鉴定卡，按试剂说

明书进行操作，同时做血清学鉴定，生化和血清学均

符合宋内志贺菌的菌株用半固体琼脂保存备用。

１．２．２　药物敏感性测定　采用 ＫＢ纸片扩散法，

参考２０１３年 ＣＬＳＩ推荐的方法，以大肠埃希菌

ＡＴＣＣ２５９２２作为药敏质控菌株，进行药敏试验。

１．２．３　 志贺菌４种毒力基因的ＰＣＲ　本研究选取

了与志贺菌毒力相关的４种毒力基因，分别为与志

贺菌肠毒素相关的狊犲狋１基因、狊犲狀基因，以及与细菌

侵袭性质粒有关的犻犪犾基因和犻狆犪犎 基因。总反应

体积为５０μＬ，０．１μｍｏｌ／Ｌ引物各１μＬ，Ｐｒｅｍｉｘｔａｑ

２５μＬ（ｄＮＴＰ各２０μｍｏｌ，１ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶），

模版５μＬ；扩增条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃５０ｓ，

５６℃５０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共３０个循环；最后７２℃延伸

７ｍｉｎ结束。阳性对照为已知毒力基因阳性的志贺

菌株，阴性对照为大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２。引物

序列详见表１。

表１　志贺菌属４种毒力基因的引物序列及片段大小

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｚｅｏｆ４ｋｉｎｄｓｏｆ犛犺犻犵犲犾犾犪ｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓ

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ Ｌｅｎｇｔｈｏｆｆｒａｇｍｅｎｔ（ｂｐ） Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（５’—３’） Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ（５’—３’）

狊犲狋１ ３０９ ＴＣＡＣＧＣＴＡＣＣＡＴＣＡＡＡＧＡ ＴＡＴＣＣＣＣＣＴＴＴＧＧＴＧＧＴＡ

狊犲狀 ７９９０ ＡＴＧＴＧＣＣＴＧＣＴＡＴＴＡＴＴＴＡＴ ＣＡＴＡＡＴＡＡＴＡＡＧＣＧＧＴＣＡＧＣ

犻犪犾 ３２００ ＣＴＧＧＡＴＧＧＴＡＴＧＧＴＧＡＧＧ ＧＧＡＧＧＣＣＡＡＴＴＡＴＴＴＣＣ

犻狆犪犎 ４２３０ ＴＧＧＡＡＡＡＡＣＴＣＡＧＴＧＣＣＴＣＴ ＣＣＡＧＴＣＣＧＴＡＡＡＴＴＣＡＴＴＣＴ

１．２．４　ＰＣＲ产物检测　将ＰＣＲ产物用ＱＩＡＧＥＮ

公司的低分辨率卡夹在ＱＩＡｘｃｅｌＡｄｖａｎｃｅｄ超快速

毛细管电泳仪上进行电泳，并拍照记录结果。

２　结果

２．１　药敏结果　经生化和血清学鉴定，共分离宋内

志贺菌３０株。６种抗菌药物对３０株宋内志贺菌的

药敏结果见表２。在测定的６种抗菌药物中，耐药

性最高的为氨苄西林、萘啶酸、复方磺胺甲口恶唑，耐

药率均高达１００％；而敏感性最高的为环丙沙星，敏

感率为９３．３３％；多重耐药情况严重。
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２．２　４种毒力基因ＰＣＲ检测结果　３０株宋内志贺

菌经ＰＣＲ扩增后，有１４株菌未出现任何条带，４株

菌同时含有狊犲狀、犻犪犾、犻狆犪犎３种毒力基因，１２株菌仅

含犻狆犪犎 毒力基因。详见表３～４和图１～４。

表２　３０株宋内志贺菌对６种抗菌药物的药敏结果（株数，％）

犜犪犫犾犲２　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆ３０犛．

狊狅狀狀犲犻ｓｔｒａｉｎｓｔｏ６ｋｉｎｄｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ

（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ，％）

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ０（０．００） ０（０．００） ３０（１００．００）

Ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ ４（１３．３３） １（３．３３） ２５（８３．３３）

Ｎａｌｉｄｉｘｉｃａｃｉｄ ０（０．００） ０（０．００） ３０（１００．００）

Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ２８（９３．３３） ０（０．００） ２（６．６７）

Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ ２５（８３．３３） ０（０．００） ５（１６．６７）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ ０（０．００） ０（０．００） ３０（１００．００）

表３　志贺菌属４种毒力基因的ＰＣＲ结果

犜犪犫犾犲３　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆ４ｋｉｎｄｓｏｆ犛犺犻犵犲犾犾犪ｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓ

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ
Ｌｅｎｇｔｈｏｆｆｒａｇ

ｍｅｎｔ（ｂｐ）

Ｎｏ．ｏｆｐｏｓｉ

ｔｉｖｅｂａｎｄ

Ｃａｒｒｉａｇｅ

ｒａｔｅ（％）

狊犲狋１ ３０９ ０ ０．００

狊犲狀 ７９９ ４ １３．３３

犻犪犾 ３２０ ４ １３．３３

犻狆犪犎 ４２３ １６ ５３．３３

表４　３０株宋内志贺菌携带毒力基因表型

犜犪犫犾犲４　Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓｏｆ３０犛．狊狅狀狀犲犻

ｓｔｒａｉｎｓ

Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅ Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ Ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｒａｔｉｏ（％）

Ｗｉｔｈｏｕｔｃａｒｒｙｉｎｇｖｉｒｕｌｅｎｔｇｅｎｅ １４ ４６．６７

Ｃａｒｒｙ狊犲狀＋犻犪犾＋犻狆犪犎 ４ １３．３３

Ｏｎｌｙｃａｒｒｙ犻狆犪犎 １２ ４０．００

Ｔｏｔａｌ ３０ １００．００
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图１　狊犲狋１基因ＰＣＲ产物毛细管电泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ狊犲狋１ｇｅｎｅ
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图２　狊犲狀基因ＰＣＲ产物毛细管电泳图

犉犻犵狌狉犲２　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ狊犲狀ｇｅｎｅ
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图３　犻犪犾基因ＰＣＲ产物电泳图

犉犻犵狌狉犲３　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ犻犪犾ｇｅｎｅ
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图４　犻狆犪犎 基因ＰＣＲ产物电泳图

犉犻犵狌狉犲４　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ犻狆犪犎ｇｅｎｅ

３　讨论

细菌性痢疾发病有明显的季节性，发病高峰为

夏秋季，通过粪—口途径传播，患者和带菌者均为主

要传染源。Ａ群痢疾志贺菌引起的病情较重；Ｂ群

福氏志贺菌感染易转变为慢性；Ｄ群宋内志贺菌多

引起轻型感染，病程迁延，其抗原单一，只有１个血

清型，是唯一具有鸟氨酸脱羧酶的一群志贺菌。在

各群志贺菌中，以宋内志贺菌抵抗力最强。在污染

物品及瓜果、蔬菜上，志贺菌可存活１０～２０ｄ；在适

宜的温度下，可在水及食品中繁殖，引起水源或食物

型的暴发流行。

治疗细菌性痢疾，一般首选氟喹诺酮类药物。

由于磺胺及其他抗菌药物的广泛应用，志贺菌属的

多重耐药性问题日趋严重，目前多数临床分离的志

贺菌菌株具有多重耐药性［１］，给临床治疗带来一定

困难。最近的研究［１］表明，用第三代头孢菌素治疗

细菌性痢疾效果良好，本次我们也分别选取了喹诺

酮类、磺胺类以及第三代头孢类抗生素对菌株进行

药敏试验，结果显示，长沙地区宋内志贺菌的耐药形

式及其严峻，仅有第三代喹诺酮类药物环丙沙星以

及氨基糖苷类药物庆大霉素的敏感性较高，敏感率

分别为９３．３３％和８３．３３％；所有３０株宋内志贺菌

对青霉素类抗生素氨苄西林、第一代喹诺酮类抗生

素萘啶酸以及磺胺类药物复方磺胺甲口恶唑的耐药率

为１００％，即使是第三代头孢类药物头孢噻肟，其耐

药率也高达８３．３３％。有文献报道
［２－４］，对萘啶酸

耐药的宋内志贺菌对氟喹诺酮类药物敏感性降低，

其耐药机制主要为ｇｙｒＡ发生了８３位Ｓｅｒ→Ｌｅｕ替
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换；而宋内志贺菌对头孢菌素的耐药性快速增长，则

与其产生超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）及 ＡｍｐＣ酶

有关。宋内志贺菌的耐药基因主要包括 犆犜犡、

犜犈犕、犆犕犢等，但其多重耐药现象普遍存在，且在

我国不同地区间传播；在志贺菌中广泛存在的整合

子参与了多重耐药的形成。提示我们必须提高警

惕，进一步加强对耐药性的监测和耐药机制的深入

研究。

志贺菌属的致病性主要为内毒素局部作用于肠

壁引起通透性增加和黏膜炎症、溃疡；作用于全身，

引起内毒素血症；外毒素与内毒素协同作用，加重局

部和全身症状；以及内毒素和外毒素协同作用，进一

步产生神经毒性、细胞毒性和肠毒性。

本次研究我们选取了４种毒力基因，其中狊犲狋１

基因编码志贺菌肠毒素１，是由染色体编码调节的

复合型蛋白；狊犲狀基因位于致病性大质粒上，编码志

贺菌肠毒素２，是一种单体型蛋白；犻犪犾基因位于侵

袭性大质粒上，对细菌的增殖和侵袭性起调节作用；

而犻狆犪犎 基因则编码侵袭性质粒的 Ｈ抗原，在质粒

和染色体上存在多个拷贝。ＰＣＲ结果显示，狊犲狋１、

狊犲狀、犻犪犾、犻狆犪犎 ４种毒力基因的携带率分别为０、

１３．３３％、１３．３３％、５３．３３％，这一结果与我国其他地

区的宋内志贺菌的毒力基因携带率不尽相同［５－６］，

表明各地仍有各自的流行特征，毒力基因可以发生

丢失和变迁。本次我们用常规ＰＣＲ分别对４对毒

力基因进行扩增；国外 Ｔｈｏｎｇ等
［７］针对志贺菌的

狊犲狋、犻犪犾、犻狆犪犎 基因，利用多重ＰＣＲ方法在同一反应

体系内同时扩增，特异性和重复性也很好。后续我

们也可以考虑针对包括狊犲狀基因在内的４种毒力基

因设计多重ＰＣＲ方法，这样能给临床提供更快速的

诊断依据，并且在做更多基因靶点时优势也更突出。

特别应引起我们注意的是，本组有４株宋内志贺菌

同时含有狊犲狀、犻犪犾和犻狆犪犎 基因。有研究
［８］指出，同

时携带这３种毒力基因的志贺菌致病力强，呈多重

耐药性，会引起细菌性痢疾疫情的暴发流行。３０株

宋内志贺菌中，有１２株仅含有犻狆犪犎 基因，１４株不

含任何以上４种毒力基因，表明长沙地区的宋内志

贺菌毒力基因的携带率不是很高，而此类志贺菌的

致病性和毒力不强，感染可能以轻型或迁延型为主。
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