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wzi 测序在粪便携带肺炎克雷伯菌的血清型检测中的应用

范沁榕，沈兰凤，胡仁静

(南京医科大学附属无锡市第二人民医院检验科，江苏 无锡 214002)

[摘　要]	 目的：了解糖尿病患者粪便中肺炎克雷伯菌的荚膜血清型分布，建立wzi基因测序检测肺炎克雷

伯菌荚膜血清型的体系。方法：收集无锡市第二人民医院2018年1月至2018年12月共370份粪便标

本，其中糖尿病组120份，腹泻组135份，健康体检组115份。所有标本进行培养进一步分离肺炎

克雷伯菌。采用普通PCR筛查肺炎克雷伯菌常见的10种高毒力荚膜血清型(K1，K2，K5，K16，

K20，K54，K57，KN1，KN2，KN3)和4种常见的非高毒力荚膜血清型(K3，K15，K47，K64)；

同时全部菌株进行wzi基因测序检测荚膜血清型。结果：粪便标本中肺炎克雷伯菌的总分离率为

25.41%(94/370)；糖尿病患者分离率为35.00%(42/120)，显著高于腹泻患者的19.26%(26/135)

和对照组健康体检者的22.61%(26/115；χ 2=8.995，P=0.01)。wzi基因测序可检出90.43%(85/94)

菌株的荚膜血清型共30种，普通PCR选择的14种荚膜血清型仅检测出其中的11种；糖尿病患者

组高毒力肺炎克雷伯菌的检出率为6 1 . 9 0 % ( 2 6 / 4 2 )高于腹泻患者组2 6 . 9 2 % ( 7 / 2 6 )和健康体检组

46.15%(12/26；χ2=7.917，P=0.019)。糖尿病患者组中检出的高毒力血清型以K1，K2型为主，占

56.69%(15/26)。结论：wzi基因测序可高效检测肺炎克雷伯菌的荚膜血清型；糖尿病患者粪便中高

毒力肺炎克雷伯菌分离率显著高于腹泻患者和对照组健康体检者，需加重视对糖尿病患者粪便中

定植的肺炎克雷伯菌的筛查。

[关键词]	 肺炎克雷伯菌；wzi基因测序；荚膜血清型；糖尿病

Application of wzi gene sequencing in the detection of 
serotypes for Klebsiella pneumoniae in feces

FAN Qinrong, SHEN Lanfeng, HU Renjing

(Department of Laboratory Medicine, Second People's Hospital of Wuxi Affiliated to Nanjing Medical University,  

Wuxi Jiangsu 214002, China)

Abstract Objective: To understand the distribution of capsular serotypes of Klebsiella pneumoniae in feces of diabetic 

patients, and to establish a system for detecting Klebsiella pneumoniae capsule serotypes by wzi gene sequencing. 

Methods: A total of 370 fecal samples were collected from January 2018 to December 2018 in the Second 

People’s Hospital of Wuxi, including 120 in the diabetes group, 135 in the diarrhea group and 115 in the health 
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2 0 世 纪 8 0 年 代 ， 台 湾 首 次 报 道 毒 力 增 强 的

肺炎克雷伯菌 ( K l e b s i e l l a  p n e u m o n i a e ， K P N ) 变

异 菌 株 导 致 化 脓 性 肝 脓 肿 的 病 例 [ 1 ] ， 将 其 命 名

为高毒力肺炎克雷伯菌 ( hy p e r v i r u l e n t  K l eb s i e l l a 
p n e u m o n i a e ， H v K P ) 。 H v K P 易 造 成 社 区 性 肝 脓

肿，具有远处散播转移的能力，引起多种侵袭性

疾病，荚膜血清型的分布相对集中，具有特定的

毒力基因 [ 2 ]，糖尿病人群为易感人群，亚裔高发

但全世界范围内陆续报道 [ 3 ]，动物模型进行毒力

实验时均发现为高毒特征 [ 4 ]。荚膜多糖(c a p s u l a r 
p o l y s a c c h a r i d e ， C P S) 是 K P N 确定的毒力因子，

增 强 其 毒 性 和 侵 袭 力 [ 5 ] 。 K P N 的 荚 膜 血 清 型 有

100多种 [6]，普通PCR需设计多对引物进行PCR反

应 ， 检 测 过 程 非 常 繁 琐 耗 时 。 w z i 基 因 测 序 是 近

年来报道 [ 7 ]的可以用于K P N的荚膜血清型快速鉴

定 的 方 法 。 K 型 变 异 与 C P S 基 因 座 的 特 定 基 因 的

存 在 或 缺 失 有 关 ， w z i 基 因 是 C P S 基 因 座 末 端 的  
6个保守基因之一，w z i基因的序列多态性可用于

确定KPN的荚膜血清型，wzi基因测序采用通用引

物进行P CR实验，一次P CR可完成血清型检测。

糖 尿 病 患 者 粪 便 中 细 菌 ( H v K P ) 的 高 负 荷 量 可 能

是 糖 尿 病 患 者 感 染 H v K P 的 高 危 因 素 。 本 文 比 较

普通PCR和wzi基因测序在KPN荚膜血清型分型检

测上的检测效能，建立wzi基因测序检测KPN荚膜

血清型的体系。

1  材料与方法

1.1  菌株来源

收集无锡市第二人民医院2018年1月至2018年

1 2月糖尿病患者、门诊腹泻患者和健康体检人群

的370份粪便标本。将粪便接种于麦康凯平板并采

用VITEK MS质谱仪鉴定筛选出KPN。

1.2  主要仪器与试剂

V I T E K  M S 质 谱 仪 购 自 法 国 梅 里 埃 公 司 ；

P C R 引 物 购 自 南 京 金 斯 瑞 生 物 科 技 有 限 公 司 ；

G re e n  Taq  Mi x，D N A - m a r k e r购自南京诺唯赞生

物科技有限公司； D E P C 处理水购自大连美仑生

物技术有限公司；P CR仪购自杭州朗基科学仪器

有限公司；TA E缓冲液购自上海生工生物技术公

司；琼脂糖水平电泳仪购自北京六一生物科技有

限公司；凝胶图像分析仪购自上海天能科技有限

公司。

1.3  DNA提取

采用煮沸法提取DNA。具体的步骤：灭菌EP
管内加入500 µL的灭菌DEPC处理水，加入2~3个菌

落，然后放入100 ℃金属浴中煮沸1 h，再放入–20 ℃
冰箱冷冻30 min，10 000 r/min高速离心15~20 min，

留取上清80 µL于−20 ℃冰箱中冻存。

and physical examination group. All specimens were cultured for further isolation of Klebsiella pneumoniae. Ten 

common high virulent capsular serotypes (K1, K2, K5, K16, K20, K54, K57, KN1, KN2, KN3) and four non-high 

virulent capsular serotypes (K3, K15, K47, K64) of Klebsiella pneumoniae were detected by common Polymerase 

Chain Reaction (PCR). At the same time, wzi gene sequencing of capsular serotypes of all strains was carried out 

simultaneously. Results: The total isolation rate of Klebsiella pneumoniae in fecal specimens was 25.41% (94/370). 

The separation rate of diabetic patients was 35.00% (42/120), which was higher than that of diarrhea patients 

19.26% (26/135) and control group 22.61% (26/115) (χ2=8.995, P=0.01). Wzi gene sequencing detected a total 

of 30 capsular serotypes of 90.43% (85/94) strain, and only 11 of the 14 capsular serotypes selected by common 

PCR were detected. The detection rate of hypervirulent Klebsiella pneumoniae in the diabetic group was 61.90% 

(26/42), which was higher than that in the diarrhea group 26.92%(7/26) and the healthy physical examination 

group 46.15% (12/26; χ2=7.917, P=0.019). The high virulence serotypes detected in the diabetic group were 

mainly K1 and K2, accounting for 56.69% (15/26) of hypervirulent Klebsiella pneumoniae. Conclusion: wzi gene 

sequencing can efficiently detect the capsular serotype of Klebsiella pneumoniae; the isolation rate of Klebsiella 

pneumoniae in the feces of diabetic patients with high virulence was significantly higher than that of diarrhea 

patients and the control group. Therefore, more attention should be paid to the screening of Klebsiella pneumoniae 

colonized in the feces of diabetic patients.

Keywords Klebsiella pneumoniae; wzi gene sequencing; capsular serotype; diabetes mellitus
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1.4  普通PCR检测荚膜血清分型和毒力基因

检 测 1 4 种 K P N 荚 膜 血 清 型 ( K 1 ， K 2 ， K 3 ，

K5，K15，K16，K20，K47，K54，K57，K64，

KN1，KN2，KN3)[8]。引物序列和退火温度见表1。

采用25 µL的PCR反应体系，扩增产物送上海生工

生物技术公司进行基因序列测定，并将测序结果

提交PubMed网站进行比对型。

1.5  wzi基因测序

采用引物设计软件Primer Premier 5.0进行引物的

设计和分析，采用25 µL的PCR反应体系：反应条件为

94 ℃预变性10 min，94 ℃变性30 s，55 ℃退火35 s， 
72 ℃延伸35 s，35个循环后72 ℃延伸15 min，4 ℃保

温。扩增产物测序后提交https://bigsdb.pasteur.fr网站

进行比对。wzi基因测序引物序列和退火温度见表1。

1.6  统计学处理

应用SPSS 22.0统计软件进行数据分析，采用χ2

检验，对不同组别检出率进行比较，P≤0.05为差

异有统计学意义。

表1 荚膜血清型和wzi基因的引物序列表

Table 1 Primer sequence of capsule serotypes and wzi gene

基因 引物序列(5'-3') 扩增长度/bp 退火温度/℃

K1 正向：GGTGCTCTTTACATCATTGC

反向：GCAATGGCCATTTGCGTTAG

1 283 50

K2 正向：GACCCGATATTCATACTTGACAGAG

反向：CCTGAAGTAAAATCGTAAATAGATGGC

641 52

K3 正向：TAGGCAATTGACTTTAGGTG

反向：AGTGAATCAGCCTTCACCT

549 50

K5 正向：TGGTAGTGATGCTCGCGA

反向：CCTGAACCCACCCCAATC

280 53

K15 正向：TACCCATAGCTATATGCGCC

反向：GGGAAAGTTGCAGCATATTC

809 53

K16 正向：ATGGTACCGTTGGGGTTATC

反向：TAATCAACAATGTCGTAGCG

795 53

K20 正向：CGGTGCTACAGTGCATCATT

反向：GTTATACGATGCTCAGTCGC

774 54

K47 正向：GGACGCACAGTTTCCCAATTCGC 

反向：GCCCACATGAACCCACTTGGCA

392 53

K54 正向：CATTAGCTCAGTGGTTGGCT

反向：GCTTGACAAACACCATAGCAG

881 52

K57 正向：CTCAGGGCTAGAAGTGTCAT

反向：CACTAACCCAGAAAGTCGAG

1 036 54

K64 正向：TCAGTTCCGACCCTGATGCAGGTA 

反向：GCCAGAGCAACTATCATCCAAAGCCA

268 54

KN1 正向：TATGGGCTTAGGTTTCCTGG

反向：TGCAATATAAATCTCCCCAG

698 53

KN2 正向：AAAGACATCGTTTGTGCCAGTT

反向：CACCGTGGGTGTATATAAACCG

519 53

KN3 正向：CTAAGACAACGATGGTAACG

反向：CAATGCTGGTGTGAAGTAAT

300 53

wzi 正向：CGAGCGCTTTCTATCTTGGT

反向：GAGAGCCACTGGTTCCAGAA

580 55



wzi 测序在粪便携带肺炎克雷伯菌的血清型检测中的应用    范沁榕，等 2847

2  结果

2.1  粪便标本KPN分离情况

收集的 3 7 0 份粪便标本中共分离 9 4 株 K P N 菌

株，其中住院糖尿病患者120份，分离42株KPN；

腹泻患者135份，分离26株K PN；健康体检者115
份 ， 分 离 2 6 株 K P N 。 粪 便 标 本 K P N 总 分 离 率 为

25.41%，糖尿病患者分离率为35.00%(42/120)，高

于腹泻患者的19.26%(26/135)和对照组健康体检者

的22.61%(26/115)，三组相比差异有统计学意义

(χ2=8.995，P=0.01，表2)。

2.2  普通PCR对荚膜血清型的检出情况

在9 4株粪便分离菌株中共检测出5 2株菌株的

荚膜血清型，共11种，其中K3，KN1与KN3未检

出，以K1，K2，K5，K64，K54血清型为主；PCR
扩增电泳结果见图1。糖尿病组共检出28株KPN的

具体荚膜血清型，腹泻组10株，对照组14株。所

有菌株采用普通P CR法检测荚膜血清型的检出率

55.32%(52/94，图2)。

2.3  wzi基因测序检出情况

有8 5株菌株检出3 0种确定的荚膜血清型，采

用 w z i 基 因 测 序 检 测 菌 株 荚 膜 血 清 型 的 检 出 率 为

90.43%(85/94)，9株仅有wzi等位基因，无对应荚

膜血清型，具体等位基因分别为 w z i ( 1 7 7 ， 5 0 ，

364，324，97，447，215，238，123)，具体结果

见表3。经比较，普通PCR法可检测出的52株KPN

的荚膜血清型与wzi测序对比数据得到的荚膜血清

型一致。wzi-PCR扩增电泳图见图3。

2.4  不同人群分离的HvKP荚膜血清型的分布

糖尿病患者组中HvKP共有26株，具体血清型

为K1，K2，K5，K16，K20，K54，K57，KN2，

其HvKP的总检出率为61.90%(26/42)，高于腹泻

患者组26.92%(7/26)和健康体检组46.15%(12/26；
χ 2 = 7 . 9 1 7 ， P = 0 . 0 1 9 ) 。 糖 尿 病 患 者 组 中 检 出 的

高 毒 力 血 清 型 以 K 1 ， K 2 型 为 主 ， 占 H v K P 的

56.69%(15/26，表4)。
表2 粪便标本中不同组别的肺炎克雷伯菌检出率

Table 2 Detection rate of KPN in different groups of fecal 

specimens

分组 分离KPN株数 粪便标本总数 分离率/%

糖尿病组 42*& 120 35.00

腹泻组 26# 135 19.26

对照组 26 115 22.61

χ 2 = 8 . 9 9 5 ， P = 0 . 0 1 。 与 腹 泻 组 相 比 ， * χ 2 = 8 . 0 4 9 ，

P=0.005；与对照组相比，&χ2=4.385，P=0.04；与对照组

相比，#χ2=0.423，P=0.515。

χ 2=8.995,  P=0.01.  Compared w ith the diarrhea group, 

*χ2=8.049, P=0.005; compared w ith the control group, 
&χ2=4.385，P=0.04; compared w ith the control group, 
#χ2=0.423, P=0.515.

1        2       3

(bp)

2000
1000
750
500
250
100

4         5 M

图1 普通PCR扩增结果

Figure 1 Common PCR amplification results

M：DNA Marker DL2000；1泳道：阴性对照；2~4泳道：

K64；5泳道：K20。

M: DNA Marker DL2000; Lane 1: negative control; Lane 2~4: 

K64; Lane 5: K20.

图2 普通PCR——不同组别KPN的检出数量 

Figure 2 Common PCR—number of KPN detected in different 

groups

KN2
K47
K64
K20
K16
K15
K57
K54

K5
K1
K2

不
同

血
清

型

对照组

腹泻组

糖尿病组

0                              5                              10                            15

不同血清型的菌株检出数量



临床与病理杂志, 2020, 40(11) http://lcbl.amegroups.com2848

3  讨论

HvKP的检出率逐年增高，已成为一个备受关

注的全球性病原体，糖尿病患者为HvKP感染的高

危人群。本研究发现无锡地区糖尿病患者粪便中

K P N的分离率高于腹泻患者和健康体检者；糖尿

病患者KPN中的HvKP的检出率也高于腹泻患者和

健康体检者，且以常见的高毒力的血清型K1，K2
型为主。在荚膜血清型检测方面：wzi基因测序结

果与普通PCR检出效能一致，wzi基因测序法更加

快速简便，可用于临床KPN的血清型的检测。

K P N 在环境中无处不在，但导致人类感染的

K P N 往往是患者自己的肠道中携带的 [ 9 ]。糖尿病

是获得HvKP感染以及肝脓肿患者发生转移并发症

的重要危险因素 [ 1 0 ]，目前 Hv K P 的致病机制尚不

表3 85株菌株的wzi等位基因和荚膜血清型分布 

Table 3 Distribution of wzi allele and capsular serotype in 

85 strains

wzi等位基因 荚膜血清型 菌株数

1 K1 10

2 K2 7

72 K2 5

5 K5 7

7 K7 1

9 K9 1

100 K10 1

12 K12 1

50 K15 1

16 K16 3

19 K19 1

95 K20 2

107 K22 1

83 K23 3

24 K24 3

25 K25 1

27 K27 3

84 K28 2

34 K34 1

162 K35 1

35 K35 1

96 K38 1

39 K39 3

47 K47 1

115 K54 6

56 K56 1

57 K57 4

93 K60 1

149 K62 2

63 K63 4

64 K64 5

173 KN2 1

表4 HvKP在不同组别的检出结果

Table 4 HvKP detection results in different groups

组别
血清型 HvKP 

检出率/%K1 K2 K5 K16 K20 K54 K57 KN2 总计

糖尿 

病组

6 9 4 1 1 3 2 0 26 61.90

腹泻组 2 1 2 0 0 1 0 1 7 26.92

对照组 2 2 1 2 1 2 2 0 12 46.15

图3 wzi-PCR扩增结果

Figure 3 wzi-PCR amplification results

M：DNA Marker DL2000；1~7泳道：wzi-PCR扩增产物。

M: DNA Marker DL2000; Lane 1–7: wzi-PCR amplification 

products.

(bp)

2000
1000
750
500
250
100

1        2       3 4         5         6        7 M
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明确。有研究 [ 1 1 ]分析台湾 4 3 例 Hv K P 肝脓肿患者

发现：胃肠定植与肝脓肿之间有很强的相关性，

并且在健康个体中也发现了HvKP分离株的携带。
K P N具有穿越肠屏障并引起肝脓肿的能力，肠道

中的K P N可通过肠系膜静脉引起远处转移形成肝

脓 肿 。 此 项 研 究 提 示 ： H v K P 的 胃 肠 道 定 植 疑 似

与致病密切相关。本文基于以上研究，初步探讨

糖尿病、腹泻患者、健康体检人群的粪便高毒力
KPN的定植率。

本研究中粪便K PN的总分离率为25.41%，  其
中对照组健康体检者的分离率为22.61%(26/115)，

接 近 于 曹 敬 荣 等 [ 1 2 ]报 道 的 2 0 . 6 4 % 。 糖 尿 病 组 中

Hv K P 检出率为 6 1 . 9 0 % ( 2 6 / 4 2 ) 且以 K 1 ， K 2 型为

主，占HvKP的56.69%(15/26)，与李花等[13]报道的

肝脓肿中分离的K PN以K1，K2为主占84.00%的结

果相似。Lam等 [14]报道的K1，K2在糖尿病转移性

扩散感染患者的粪便中更常见，可引起严重的临

床症状和侵袭性发展的疾病。

当前没有统一的分类方法来鉴别所有的HvKP
毒株，目前临床表现、高黏液表型、荚膜血清分

型和毒力相关基因的存在都可以用来区分HvKp和

经典型肺炎克雷伯菌(classic Klebsiella pneumonia，
cKP)。HvKP的高黏液性是因为荚膜多糖的过度产

生，目前已有研究证明葡萄糖是一种环境信号，

可以增加荚膜的产量 [15]；荚膜的主要成分为糖醛

酸，可用于荚膜的定量 [16]。由于遗传差异而产生

的不同多糖变异体称为K抗原，并被血清学分类，

荚膜血清型 ( K ) 与 H v K P 密切相关。 w z i 基因位于

C P S基因座镶嵌结构的末端，是编码荚膜附着于

细胞表面的外膜蛋白质的基因，参与了荚膜多糖

与外膜的结合。根据wzi基因的序列多态性，再通

过已创建的wzi序列数据库进行比对得到对应的K
型。研究 [7]表明通过测序比对出wzi等位基因后，

对常规的荚膜血清型的K型的预测为94%。本研究

中的94株粪便分离的K PN菌株采用wzi基因测序的

结果比对得到对应的K型，共有85株分离株检出荚

膜血清型共3 0种；剩余9株仅有wz i等位基因，无

对应荚膜血清型K型。普通PCR法采用14对K型引

物检出52株菌株的共11种血清型。wzi基因测序对

于荚膜血清型的检出率为90.43%(85/94)高于普通

PCR的55.32%(52/94)，且所耗费的时间也更少。

现在社区获得性菌血症和肝脓肿的K P N 分离

株中常见的荚膜血清型有K1，K2，K5，K20，K54
和K57，然而这些血清型仅代表了KPN的一小部分

约20%，因此留下了大部分cKP不能分型。经典的

普通PCR法检测KPN的荚膜血清型，对于现在已发

现的100多种荚膜血清型，需设很多对引物并进行

特异性P CR扩增等步骤，过程所需的引物试剂繁

多且耗时长，相比之下等位基因特异性PCR更易于

操作，wzi基因测序的方法只需要一对wzi通用引物

进行一次DNA扩增便可快速得到结果，更省时方

便且能准确检出多种荚膜血清型，它具有很高的

识别率和可分型性。但wzi基因测序也存在一些问

题，例如可能由于启动位点序列变异或wzi基因的

其他改变导致PCR结果为阴性，但这样的情况是少

数的。

近年来随着我国人口老龄化和人们生活水平

的提高，糖尿病患者数量逐步增加，K P N引起糖

尿病患者肝脓肿的报道也日益增多。本研究中糖

尿病患者粪便中KPN和HvKP的检出率均高于腹泻

患者和健康体检者，若糖尿病患者内源性感染了
KPN，则有很大可能感染HvKP，引起严重的临床

症状和侵袭性发展的疾病。对于HvKP感染的管理

不仅需要积极的抗生素治疗，也需要适当的源头

控制。wzi基因测序这一方法有助于临床更快速地

鉴定HvKP，同时也可为预防患者的感染和治疗提

供依据。
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