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肠埃希菌分离株 ERIC-PCR 指纹图谱分析 
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摘  要: 【目的】了解大学生宿舍空气中产超广谱 β-内酰胺酶(ESBLs)大肠埃希菌的检出

率和分离株之间的遗传相似性, 为预防和控制传染病的传播提供依据。【方法】用 FA-1

型六级筛孔撞击式空气微生物采样器采集大学生宿舍内室内空气并分离鉴定其中的产

ESBLs大肠埃希菌, 采用 ERIC-PCR扩增基因组DNA, 形成聚类图谱, 分析分离株的相似

性。【结果】从收集到的 300 份空气样品中分离鉴定出 194 株大肠埃希菌, 30 株鉴定为超

广谱 β-内酰胺酶分离株, 检出率达 15.46%; 产 ESBLs 大肠埃希菌 ERIC-PCR 指纹图谱条

带相似性在 50%−100%之间。【结论】大学生宿舍空气中存在着产 ESBLs 大肠埃希菌污

染, 应加强对空气中大肠埃希菌耐药性监测。 

关键词: 空气, 超广谱 β-内酰胺酶(ESBLs), 大肠埃希菌, 细菌基因间重复共有序列 PCR 
(ERIC-PCR) 
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Analysis of ERIC-PCR fingerprints of extended-spectrum 
β-lactamase producing Escherichia coli in the air of college 
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Abstract: [Objective] To investigate airborne extended-spectrum β-lactamase (ESBLs) producing 
Escherichia coli (E. coli) infection situation in the student dormitory in Chinese university and to 
analysis genetic similarities between different strains, and then provide a practical basis for pre-
venting and controlling infectious diseases. [Methods] The air samples were collected by FA-1 
six-stage microbial samplers in the different traditional student dormitory, E. coli strains were iso-
lated and identified from the air samples, and then the enterobacterial repetitive intergenic consen-
sus polymerase chain reaction (ERIC-PCR) fingerprints of ESBLs-producing E. coli were ana-
lyzed. [Results] 194 strains of E. coli were isolated from 300 air samples, 30 strains of 
ESBLs-produing E. coli were founded and the resistant rate was 15.46%. The genetic similarity 
index of ESBLs-produing E. coli was 50%−100%. [Conclusion] The air in the student dormitory 
in university was contaminated by ESBLs-producing E. coli. The results stress the need for sur-
veillance of the antibiotics resistance of E. coli in the air. 

Keywords: Air, Extended-spectrum β-lactamase (ESBLs), Escherichia coli (E. coli), Enterobacte-
rial repetitive intergenic consensus PCR (ERIC-PCR) 

目前, 室内微生物污染已成为重要的环境卫

生问题, 成为人们关注的热点之一[1]。高校学生

宿舍是学生集中的场所, 高校的大学生每天至少

有 8 小时是在宿舍里度过的, 宿舍内的空气质量

直接影响着学生的身心健康[2−3]。加强对高校校园

内各个场所, 尤其对宿舍的卫生监督和监测, 对

预防和控制传染病的传播有积极作用。 

大肠埃希菌(Escherichia coli)是人和动物肠

道中的一种共栖菌, 随着粪便排出而污染环境, 

是环境、水、食品等污染的重要指示细菌, 其中

致病性大肠埃希菌能够通过消化道、接触感染, 

也能够通过呼吸道感染[4−5], 也可作为评估空气

质量的指示细菌[6]。目前在临床上广泛应用广谱

抗菌药物来治疗大肠埃希菌病, 耐药性问题越来

越突出, 产超广谱 β-内酰胺酶(Extended-spectrum 

β-lactamases, ESBLs)大肠埃希菌的相关医学研究

较多, 但大都集中研究痰液、尿标本、咽拭子等

医院临床标本及食品动物源大肠埃希菌[7−9], 而

对于环境空气中的产 ESBLs 大肠埃希菌的研究

却很少。为了解大学生宿舍空气中产 ESBLs 大肠

埃希菌的检出率和分离株之间的相似性, 本研究

在某高等院校学生宿舍中收集气体标本并分离
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其中产 ESBLs 大肠埃希菌, 应用细菌基因间重复

共有序列 PCR (Enterobacterial repetitive intergenic 

consensus PCR, ERIC-PCR)对产 ESBLs 大肠埃希

菌菌株之间的遗传相似性进行了初步分析。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器 
麦康凯 3 号和 LB 培养基均购自英国 Oxoid

公司; ESBLs 检测试剂盒购自杭州天和微生物试

剂有限公司; API 20 E 购自法国梅里埃公司; 
DL2000 Marker、TaqDNA 聚合酶、dNTP、MgCl2

等 PCR 试剂均购自大连宝生物公司。 

FA-1 型六级筛孔撞击式空气微生物采样器

购自辽宁省辽阳市康洁仪器研究所; AG22331 

Hamburg 型 PCR 仪购自德国 Eppendorf 公司; 

PowerPac Basic 型电泳仪购自法国 Bio-Rad 公司; 

自动凝胶图像分析仪购自法国 Vilber 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  空气样品收集: 于 2012 年春季 4 月 1 日− 

20 日, 在山东省泰安市某高校的男生和女生宿舍

的一楼及六楼分别随机选取 5 个宿舍, 共在 20 个

学生宿舍采集气体样本。按照《室内空气质量标

准》(GB/T 18883-2002)的要求选取采样点; 采样

方法采用撞击法[10], 用 FA-1 型六级筛孔撞击式

空气微生物采样器收集空气样品, 选择麦康凯 3

号 琼 脂 为 大 肠 埃 希 菌 采 样 介 质 , 气 流 速 度

28.3 L/min, 采样高度距离地面约为 1 m, 采样时

间为 10 min。采样于清扫 2 h 后、关闭门窗条件

下进行。在房间中央同时采用 2 台收集器朝同一

方向采集 , 收集完毕立刻将平皿放置培养箱 , 

37 °C 需氧培养 24−48 h。采样器使用前用 70%酒

精棉球擦拭消毒。在收集空气样本的同时记录下

当时的温度和相对湿度。 

1.2.2  大肠埃希菌的分离鉴定: 参照文献[11], 

将采集气体样本的麦康凯琼脂平板置 37 °C 条件

下培养 24 h, 所有红色菌落经过 KOH 反应试验

鉴定其是革兰氏阴性菌还是革兰氏阳性菌。所有

革兰氏阴性菌进行革兰氏染色镜检后, 将革兰氏

阴性短杆菌的菌株接种麦康凯培养基上进行一

次纯培养, 然后用 API 20 E 鉴定。鉴定的菌株

−20 °C 条件下保存备用。 

1.2.3  超广谱β-内酰胺酶的检测: 按照 ESBLs 检

测试剂盒说明进行。待测菌株制成菌悬液, 浊度

为 0.5 麦氏单位, 菌液接种 MH 平板, 将试条头孢

噻肟和头孢噻肟/克拉维酸组合, 头孢他啶和头

孢他啶/克拉维酸组合贴在平板表面, 滤纸片一

面接触培养基, 胶片面朝上。两个药物的组合可

以贴在同一平板上, 35 °C 培养过夜。测量各纸片

的抑菌环直径。含有棒酸纸片的(有颜色端)抑菌

环大于另一纸片(无颜色端)的 5 mm 以上, 可证

实为产 ESBLs 阳性。同时以肺炎克雷伯菌(ATCC 

700603) 作 为 阳 性 对 照 , 大 肠 埃 希 菌 (ATCC 

25922)作为阴性对照。 

1.2.4  ESBLs大肠埃希菌分离株模板的制备: 将

大肠埃希菌接种到 5 mL LB 培养基, 振荡培养

18 h 后取出培养液 1.5 mL, 10 000×g 离心 2 min, 

弃掉上层液体, 用 100 µL TE 缓冲液(10 mmol/L 

Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA, pH 8.0)悬浮沉淀, 在

100 °C 条件下煮沸 10 min, 再迅速冰浴 5 min, 最

后 12 000×g 离心 2 min, 取出上清液作为模板在

−20 °C 条件下保存备用。 

1.2.5  ERIC-PCR: 引物 ERIC 1 (3′-CACTTAGG 

GGTCCTCGAATGTA-5′)和 ERIC 2 (5′-AAGTAA 

GTGACTGGGGTGAGCG-3′)均由大连宝生物公

司合成。ERIC-PCR 反应体系: 6 µL 10×Buffer, 

200 µmol/L dNTPs, 1.5 U Taq DNA 聚 合 酶 , 

1.5 mmol/L MgCl2 (TaKaRa), 引 物 ERIC1 和

ERIC2 各 50 pmol, 3 µL 模板 DNA, 最后用灭菌双

蒸水补充至 50 µL。反应参数: 95 °C 5 min; 94 °C 

30 s, 51 °C 1 min, 72 °C 2 min, 共 32 个循环; 
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72 °C 16 min。1.5%琼脂糖凝胶电泳鉴定反应产

物, 电泳结果在自动凝胶图像分析仪上照相。 

1.2.6  ERIC-PCR 结果分析: 采用非加权对数算

术平均法(Unweighted pair group method using 

averages algorithm, UPGMA), 利 用 NTSYS-pc 

2.10 软件构建聚类树状图。为了减少误差, 把所

有分离到的大肠埃希菌在同一个反应条件下一次

完成, 而且电泳也是在同一块凝胶中一次完成。 

2  结果与分析 

2.1  空气中 ESBLs 大肠埃希菌的分离鉴定 
在 20 个宿舍中共收集到 300 份空气样品; 共

分离鉴定得到大肠埃希菌 194 株, 具体分布情况

见表 1, 分离到产 ESBLs 大肠埃希菌 30 株, 阳性

率为 15.46% (30/194)。卡方检验结果表明, 产

ESBLs 大肠埃希菌的阳性率在男生女生宿舍及楼

层之间无显著性差异(P>0.05)。 

气体样品采集时温度维持在 21 °C−23 °C 之

间, 相对湿度在 30%−40%。 

2.2  产 ESBLs 大肠埃希菌 ERIC-PCR 指纹图

谱分析 
用 ERIC-PCR 方法对空气中分离的 30 株

ESBLs 大肠埃希菌进行扩增, 根据电泳谱带绘制

的 UPGMA 遗传进化树见图 1。30 株 ESBLS 大

肠埃希菌 ERIC 指纹图谱相似性在 50%−100%之

间。其中 6P3 株与 6P4 株, 6N7 株与 4N5 株, 6N4

株与 4P2 株, 6N9 株与 4N7 株, 6P6 株与 4N6 株以

及 6N8 株与 4N6 株两两之间相似性均为 100%, 

即由同一株细菌分裂繁殖而来[14]。 

3  讨论 

大学生是社会的一个特殊群体, 是国家宝贵

的人才资源, 对大学生的培养不仅仅在于科学文

化知识的灌输和传授, 还要关心他们的生活生存

质量。由于大学生在宿舍活动较多, 时间较长, 

加上宿舍居住人口密度大, 人员流动频繁, 因此

易于导致某些传染病的发生[12−13]。司东霞等[14]

研 究 指 出 学 校 室 内 空 气 细 菌 平 均 含 量 为

2.39×103 CFU/m3, 宿舍环境空气微生物污染比较

严重。黄宁[12]研究结果表明, 冬季教室及学生宿

舍在未开窗且存在人活动时微生物含量均超过卫

生标准(即室内空气细菌总数不超过 4 000 个

/m3)。本研究选取大肠埃希菌为指示菌, 研究宿舍

空气中产 ESBLs 的大肠埃希菌分离率, 结果分离

率已达到 19.51% (表 1), 其中男生女生宿舍以及

楼层之间产 ESBLs 的大肠埃希菌分离率无显著 
 

表 1  大学生宿舍空气中大肠埃希菌及产 ESBLS 大肠埃希菌的分离情况 
Table 1  Distribution of β-lactamase resistance phenotypes among airborne E. coli isolates  

in the traditional dormitory in Chinese university 
ESBLs 大肠埃希菌 ESBLs-producing E. coli 

宿舍 
Dormitory 

楼层 
Floor 

大肠埃希菌 
E. coli (strains) 株数 

Strains 

阳性率 
Positive rate 

(%) 

株号 
Numbers 

χ2 P 

一楼 36 7 19.44 4P1-4P7 女生  
Schoolgirl 六楼 41 8 19.51 4N1-4N8 

1.120 0* 
 

0.29* 
 

一楼 52 6 11.54 6P1-6P6 男生  
Schoolboy 六楼 65 9 13.85 6N1-6N9 

 0.001 9** 
 

 0.97** 
 

合计 Total 194 30 15.46 /  / 

注: *: 男生与女生比较; **: 一楼与六楼比较. 
Note: *: Scoolgirl groups and scoolboy groups were compared with Chi-square test; **: The ground-floor groups and the sixth floor 
groups were compared with Chi-square test.  
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图 1  ESBLs 大肠埃希菌的遗传关系聚类树状图 
Fig. 1  Dendrogram of airborne ESBLs E. coli strains 
isolated from traditional dormitory in Chinese univer-
sity based on ERIC-PCR analysis 
 

性差异(P>0.05)。由于超广谱 β-内酰胺酶可以由

质粒介导在细菌间转移形成耐药的扩散, 空气中

播散更容易造成大范围交叉感染和耐药菌扩散, 

因此空气中大肠埃希菌耐药性已成为不容忽视

的问题。然而目前关于室内空气中产 ESBLs 的大

肠埃希菌的研究非常少, 本研究为进一步研究空

气中致病微生物与临床感染关系提供基础资料

和思路参考。 

基因分型不仅可以为大肠埃希菌的流行病学

研究提供有价值的信息, 也可用于污染源的追

踪。ERIC-PCR 分型技术是以肠杆菌科基因间重

复序列为引物进行 PCR, 扩增出多态性的 DNA

图谱[15]。通过重复序列在细菌基因组内的数量和

分布之间的关系分析, 比较其遗传相似性, 获得

其遗传距离, 分析细菌的来源, 是一种准确可靠

的分子鉴定技术[16−17]。为了解大学生宿舍空气分

离株中产 ESBLs 大肠埃希菌的来源及相似性, 本

研究应用 ERIC-PCR 方法分析分离株之间的遗传

相似性, 采用 Tenover 等[18]的判读标准: 把大于

或等于 90%相似性的菌株看作是一个分离株。结

果从不同宿舍空气分离得到的 30 株产 ESBLs 大

肠埃希菌遗传相似性分别在 50%−100%之间, 有

12 株两两之间的相似达到 100% (图 1), 这 12 株

大肠埃希菌可看作是同一个分离株分裂增殖而

来[14]。其中 6P3 和 6P4 均从男生宿舍一楼分离得

到的, 说明在同一层楼的宿舍中具有同源的产

ESBLs 大肠埃希菌; 6N7 株与 4N5 株, 6N4 株与

4P2 株, 6N9 株与 4N7 株, 6P6 株与 4N6 株以及

6N8 株与 4N6 株却分别来自不同的男生和女生宿

舍楼, 初步说明耐药性大肠埃希菌可在不同宿舍

间传播, 具体传播机制需要进一步研究。另外同

层宿舍中分离到相似性仅为 50%的产 ESBLs 大

肠埃希菌, 如 4N2 和 4N6(这两个菌株分离于同一

个宿舍), 6P3 和 6P6 等, 说明同一宿舍中有着不

同来源产 ESBLs 大肠埃希菌流行, 给防治工作带

来了严峻的挑战。高等学校也应保持校园卫生, 

教育学生合理应用抗生素, 增强健康意识和环保

意识, 保护校园环境, 保持身体健康。及时、准

确地进行空气中 ESBLs 的细菌的检测及其遗传

相似性研究, 控制耐药菌株的扩散和流行, 合理

应用抗生素预防细菌耐药和防止感染的产生, 在

公共卫生方面具有重要意义。 
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