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麻风分枝杆菌基因分型及其多个患者
家庭内传播的研究
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【摘要】 目的 探讨在特定地区和时期内采用多位点可变串联重复序列(vNTR)分析(MI，VA)

对麻风菌基因分型，以评价麻风病传播链。方法从云南省丘北县2002—2006年收集的患者皮损中

提取麻风菌DNA，采用AC9、6—7，GTA9，ATl7，AC8a，ATl5，ATl8七个VNTR位点的MI。VA基因分

型，观察不同基因型与地理分布的关系；与现场流行病学调查结合，开展传播链的研究。结果(1)系

统发育树分析揭示：依据GTA9等位基因型的变化，可分为GTA9位点为9，11—13，15—26，>26的A、

B、C、D和E菌株。A菌株的GTA9等位基因型均为9，命名为A株。A株聚集分布在该县的北部，B

株聚集分布在西北部，但C、D和E菌株基因型多变，散在分布。(2)该县北、西北部的5个高发家庭

内的菌株为相同的A株。同一高发家庭内的患者，其菌株VNTR基因型一致或相似，但其他高发家

庭之间的菌株基因型不相同。(3)在总菌株中，A菌株占有较高比例，且地理分布聚集，近期仍在传

播。结论无论从家庭内或较小区域内收集菌株的分型结果显示，VNTR基因分型适合麻风菌分型

和短传播链的研究。优势菌株或聚集株均为高发家系中发现的，因此推测高发家系可能作为乡村中

的麻风菌的疫源和传染源。但需要较长时期证实A菌株是否为优势株。

【关键词】麻风病；分子流行病学；基因分型；传播链
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【Abstract】 objective Multiple locus variable number—tandem repeat(VNTR)analysis(MLVA)

had been pmposed aS a means of strain typing for tracking of SOurce and studying the transmiSsion chain of

pathogens．However， empirical data for a defined population fmm scale and duration were lacking for

studying the transmiSsion chain of lepmsy．Methods MLVA on 7 VNTR loci was applied to the strain

typing on prevalent M)册她c匏r池优Z印me is01ates collected fmm Qiubei county，Yunnan province du“ng

2002—2006 in the study on the relationship between geographic distribution and genotypes of M．Z印m8．

The strain typing， combined with conventional epidemiological investigation was perfomed to trace the

transmission chain．Results (1)Phylogenetic analySes thmu曲application of PAUP 4．0，The M．z印mP
were grouped into A，B，C，D and E strains according to the allelic range 9，11—13，15—26 and>26 on the

GTA9 locus．The strains with 9 copies on GTA9 locus，was named A．(2)Genot)乍es of strains from the

five multi—case families located at North and North—West parts were similar and belonged to A strains．

VNTR patterns of intra—family were identical or similar but not identical inte卜family． (3)Not only A

cluster appeared higher pmportion in total isolates but alSo distributeS cluster， indicating ongoing

transmission fmm recent findings．Concl璐i蚰 VNTR strain typing was suitable to trace the short chain of

transmission in both small area and intra—families．1Ⅵulti—case families might constitute epidemic foci and

S0urce of M．Z8声，砭8 in villages，causing the predominant strain or cluster which tends to be those identified

in multi—case families and resulted in the spreading of leprosy．A 10ng—term study was underway to reveal

whether A strain was predominant strain and to observe the evolution of M．ZPp，‘口8 in this spatially and

temporally defined endemic population．
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麻风病是麻风分枝杆菌感染引起的慢性传染

病。wHO推荐的治疗麻风病的联合化疔方案

(MDT)实施20余年来，在原高流行地区，如印度、

巴西以及我国云贵川的某些地区，发现率并无明显

下降。这提示仅依靠MDT并不能实现控制麻风病

的目标¨]。至今，有关麻风病的传染源、传播途径及

与宿主相互作用等传播机制仍不清楚，均阻碍了控

制麻风病目标的实现。麻风菌在体外培养不成功，

以及既往对麻风菌基因组缺乏了解，而认为麻风菌

不能分型，从而影响了麻风病传播链的流行病学研

究进展。麻风菌基因组测序成功后乜]，确立麻风菌

的可变串联重复序列(VNTR)位点¨o。多位点

VNTR分析(MI，VA)的菌株分型被认为是追踪传

播链的研究工具¨J。但是，目前仍缺乏在一定区域

内，采用VNTR菌株分型研究传播链的经验。

云南省文山州是我国麻风病高流行区。该州丘

北县的某些乡近5年的麻风病发现率仍高达为

9．7／10万，已是我国制定控制麻风病指标的近20

倍。1998 2000年在丘北县2个高发村开展的实

验流行病学研究发现，普通人群麻风菌的特异性

PGL一1血清抗体为30％，28％的家庭内接触者的鼻

分泌物携带麻风菌。因此

提示这一地区麻风病的流

行仍很严重¨1。为进一步

研究麻风病的传播模式，

本项研究在选择足以具有

鉴别和区分菌株的

VNTR位点后∽J，采用麻

风菌MLvA基因分型与

现场流行病学调查相结合

的方法，对丘北县20。2—

2006年问收集的84株麻

风菌分型。试图发现与地

理分布相关的聚集株

(cluster)或优势菌株；评

价MLVA为基础的基因

分型对研究麻风病传播链

的价值，以便为追踪麻风

病的传染源和制定控制麻

风病对策提供理论依据。

文山州丘北县位于云南省的东南部，是我国麻风病

流行最高的县之一。2004年全县总人口45．2万人。

共辖3镇11乡(图1，用汉语拼音的大写字母代表

各乡名)。交通条件极差，人口流动不便。麻风病在

丘北县流行久远，截至2005年底，全县共累计发现

麻风病1654例。近5年来，每年平均发现患者

20～30例。位于丘北县北、西北部的官寨(GZ)、戈

寒(GH)、舍得(sD)3个高发乡的病例数占全县总例

数的43％(36／84)。

2．研究人群：诊断依据于临床、细菌学和组织病

理学检查诊断，按Ridley—Joplin的五型分类。7|。

2002—2006年发现的84例新发患者中TT 4例、

I订24例、BB 3例、BL 48例、LL 5例。签署知情同

意书后，在患者的活动性皮损部位，使用6 mm的钻

孔器取皮肤活检组织1份，并一分为二，1份固定在

70％乙醇中，用于麻风菌株的基因分型，1份固定在

10％中性甲醛中用于病理学检查。

3．研究方法：采用麻风菌MLVA基因分型与相

结合的方法。以7个VNTR位点(AC9、6—7，GTA9，

ATl7，AC8a，ATl5，ATl8)为基础的菌株分型。位

点以标准菌株(TN)在某位点有连续数个碱基的重

注：乡名称以各乡的汉语拼音的首个字母命名；黑色数字代表2002—2006年发病的患者，红色数字

材料与方法 代表2006年新发患者，方框代表高发家庭；A菌株标为黄色；B菌株为蓝色；c菌株为粉色

图1 2002—2006年云南省丘北县分离84株麻风菌的地理分布

1．研究现场：云南省
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复数表示。对患者家庭内、外的麻风病接触史等进

行现场流行病学调查，以确定患者菌株的基因型与

传染源、传播链之间的关系。

4．麻风菌DNA提取和Nested—PCR：采用

Qiagen试剂盒提取皮肤组织中的麻风菌DNA。

PCR扩增7个位点的特异性片段。反应总体系

50弘1，其中10×PCR缓冲液5弘1，MgCl2

(25 mmol／L)4弘l，dNTP(2．5扯H曲l／L)，上游引物

(10弘mol／L)1 pl，下游弓I物(10肛mol／I。)1肛1，

Q—s01ution 5 p1，模板2肛l。如果第一轮PCR阴性，

采用Nested的外部引物，再扩增。表1为PCR引

物序列，部分同文献[3，8]。

5．PCR产物的测序：PCR产物经过2％琼脂糖

凝胶电泳，在确定扩增出目的片段后，送北京鼎国生

物公司测序，以确定各位点的等位基因型。

6．位点多样性分析：从下载The Microsatellite

T∞1 Kit(18，Park，2001)软件，用于计算位点的频率

及平均位点的多样性，位点多样性H一1一∑z；，z

是第i个等位基因型的频率。

7．系统进化树分析：为了描述丘北县69株麻风

菌之间的关系，应用PAUP 4．o软件的简约法对

VNTR分型结果进行系统发育树分析。如果

有≥50％的一致性，就可以在进化树中描述，再应用

Stepwise Mutation模式，可认为在每／各个位点，如

果有一个拷贝数的变化，则认为一个突变发生。

结 果

1．84株麻风菌株MLVA各位点的等位基因型

和多样性分析：根据每个位点的等位基因型、等位基

因型频率及位点多样性结果，7个位点的多样性分

析显示，AC9、AC8a、6—7具有有限程度多样性，等位

基因型仅为6种，ATl7、ATl5、ATl8具有中等程度

多样性，GTA9具有高度程度的多样性。鉴别力从

AC9、AC8a、6—7、ATl7、ATl5、ATl8至GTA9依次

增大。

2．系统进化树分析：应用PAUP 4．o软件的简

约法，对84株中具有7个位点分型结果进行系统发

生树分析(图2)。结果提示，该地区菌株似乎依赖

GTA9位点的等位基因型的变化，分为A、B、C、D、E

5组菌株(图2中以方框表示)。GTA9有24个等位

基因型(9～45)。GTA9等位基因型为9个拷贝的

菌株，主要分布在A组；等位基因型为11～13的菌

株在B、C组，15～26的菌株在D组，>26的菌株在

E组。因此，本研究将A归人一个聚集株(图1中的

黄色部分)，C(粉色部分)、D、E组比A、B组的基因

型具有较高的多态性。

3．患者／分离菌株的地理分布：2002—2006年

问新发患者84例，2006年1—10月发现病例为15

例，这84例7个位点的分型结果见表2。图1显示

84例麻风患者的地理分布。2002—2006年在SLY

和YJ乡未发现新发患者，在NJ乡只发现2例患

者。从图1中可以明显看出麻风病患者的分布具有

明显的不均衡性，1／3以上的患者(35／84)分布在北

部和西北部的3个乡(分别为GH、GZ、SD)。此外，

30例来自14个有2个或以上患者的高发家庭，提

示该病存在明显的家庭聚集性(高发家庭编号分别

为F1～14，在图1中分别标在方框内)。

综合图1和图2分析显示，麻风菌株基因型与

地理分布相关。为A菌株的患者主要分布在丘北

县的北部2个乡(GZ、GH)，B菌株(图中蓝色部分)

表1 Nested—PCR检测7个位点的外部和内部引物及扩增片断大小及退火温度
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图2 84株麻风菌VNTR基因型的系统进化树分析

分布在西北的SD乡。而

C、D、E组散在分布在除

n北、西北部的其他乡，如

TX、SP、JP、PZ。但是少

数A、B菌株仍有分布在

rs其他乡。2006年Gz乡发

黧现的7例新发患者，6例
为A株，1例为B株。

4．高发家系内菌株基

!因型及其对传播的影响：

．。从表3可以看出，每一家

系内的患者，诊断或收集

菌株的间隔时间多在1—3

”年。在14个高发家庭中，

～有10个家庭(F1～5，F9，

F10，F12～14)内的菌株

基因型，在4个位点是一

敛或高度相似，提示有一

个共同的传染源近期在家

m庭内传播。但F6～8和

F11家庭的菌株其基因型

有差异。大部分家庭中分

离的菌株含AT或TA的

位点，其等位基因型有较

大的变化。

以官寨(Gz)、舍得

r。(SD)、戈寒(GH)乡为例，

GZ乡有5个高发家庭，其

m中F1与F12、F13家内患

，，者均为麻风菌基因型一致

的A株。估计该菌株的传

。播，不仅使其同村邻居患

。者(#298、#244)基因型，

而且其他乡村的患者

。，(#240、#237、#245和

⋯#299)的细菌基因型也为

黧A株(图2)。Gz乡的F14
“家庭居住紧邻SD乡，其

．．菌株基因型与SD乡的

F3、F4家内患者细菌基因

～型一致或相似，为B株

“1(图2)。
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表2 84株麻风菌7个位点VNTR分型结果

注：No无标本；Neg结果为阴性；ND未做；P为PcR阳性，在测序中

讨 论

尽管从国家水平看，我国已达到

基本控制麻风病的目标。但是在云、

贵、川及西藏等部分地区，麻风病尚未

控制。2002—2006年云南省丘北县

每年新发现病例数仍在20～30例，说

明麻风病仍在当地传播流行。目前对

麻风病尚未控制的原因缺乏了解。分

子流行病学在结核病等传染病研究已

开展近10年一J，但对麻风病的研究才

刚起步。本研究以丘北县为现场，对

这一特定群体、特定地理区域和在一

定时期内流行的病原菌，开展菌株的

基因分型、评价基因分型及追踪麻风

病传播链前瞻性研究的可行性。

鉴定基因型与传播相关的聚集

株，首先要在一定的群体内选择有足

够异质性、能识别或区分多个传播的

聚集株的基因标记物。这些标记物应

足以稳定，能将当前传播中共同的菌

株联系起来。高度稳定，而多样性有

限的单核苷酸多态性(SNP)标记物或

位点n0I，不适宜较小区域或短传播链

的研究。近年来，形成机制为链滑动

与错配重组的短重复序列，已成为研

究病原体有用的标记物¨1。麻风菌基

因组测序成功后已筛选了44个麻风

菌VNTR重复序列，确立9个多态性

较高的位点u1|。经裸鼠数次传代观

察基因位点稳定性的研究显示，仅部

分位点有1或2个拷贝数的变化∞o。

本研究初期以5个微卫星和5个小卫

星位点，对50份我国麻风菌株的

VNTR分型揭示，2个微卫星AC8b，

GGT5和5个小卫星(12—5，18—8，

21—3，23—3和27—5)同一性高达97％～

100％，仅AC9，GTA9和6—7位点具有

多态性。这证实我国麻风菌株基因多

态性有限¨一。为此，在3个多态性位

点的基础上，本研究进一步选择了另

4个微卫星位点进行菌株分型。
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表3 高发家庭内菌株的基因型

注：No无标本；Neg结果为阴性

尽管VNTR被认为是可应用的菌株分型系统，

但细菌在繁殖过程中，等位基因型或重复序列数目

的增加或减少并不清楚。不同位点之问的突变模式

也可能不完全相同。重复序列的逐步增减变化模式

可能是构成有遗传学关系的菌株之问的基础。对本

研究揭示丘北县麻风菌株进化似乎受GTA9位点

的等位基因型变化的影响，而形成了以GTA9位点

不同重复序列数的A、B、C、D、E 5组菌株。Young

等[121应用3个微卫星对印度的一个村庄33株麻风

菌分型发现，只有2个菌株基因型相同。这可能因

分型标记物多态性高，致使鉴别力过高，导致与传播

相关的菌株之问失去联系。Zhang等对不同时期从

日本、泰国、韩国和印度尼西亚收集的麻风菌采用很

多VNTR位点分型。但由于菌株收集年代不同，以

及菌株是经动物传代后保留，分型后并未揭示有基

因型相同的菌株，也未发现菌株之间有任何流行病

学联系u1|。设想如果本研究将等位基因型多的

GTA9、GAA21、ATl8位点作为首选标记物，就很难

在丘北县识别出流行病学相关联的菌株。以丘北县

为现场的研究揭示，含AT或TA的微卫星位点，存

在的微进化很明显，甚至在同一家庭内传播的菌株

也是这样。因此菌株分型除要考虑位点的数目，还

应注意流行菌株位点等位基因的多态性。本研究与

文献[11，13]结果一致，从多数的高发家庭收集的菌

株均具有相同的基因型，提示在家庭中的菌株来自

同一传染源。

本次调查表明：①麻风病家庭内的传播具有重

要的流行病学意义。家庭内数名患者分离菌株的基

因型高度一致，表明麻风菌传播早在患者被诊断和

MDT治疗之前。②家庭内患者分离的菌株在一些

位点存在一个或者两个等位基因型的差别，可能由

于一些位点，特别是富含AT区的位点存在较高的

突变，这可能和麻风病的较长的潜伏期有关。麻风

病在高发家系内的高度流行已被2006年在GZ乡

新发患者所证实。2006年GZ乡新发现患者7例，

其中6例的VNTR基因型均与该乡流行的A菌株

基因型一致，1例因靠近邻近乡而与邻近乡的B株

的基因型一致。2例新发患者组成了家庭(F12)，因

2006年又有新发病例组成了家庭F13和F14；另一

名患者来源于已经存在的高发家庭(F1)，导致高发
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家庭由2006年前的11家增加至14家。菌株基因

分型与流行病学调查发现，这一区域内的聚集株或

优势株往往就是高发家庭内发现的菌株。因此推

论，村庄内的高发家庭构成了疫源和传染源，使基因

型一致或相似的菌株向同村邻居、同乡异村和邻乡

传播，形成聚集菌株。
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一起小学校内乙型流感暴发的调查

祝丽萍王新明

2004年9月下旬，浙江省江山市某乡镇中心小学发生了

一起由乙型流感病毒引起流行性感冒暴发。经调查本次乙

型流感共发现患者65例，罹患率15．26％。

1．流行病学特征：首发病例于9月21日突起高热、感觉

不适。发病高峰期在9月28—29日，分别有22例(33．85％)

和24例(36．92％)。该校所有班级均有发病，其中五年级

(2)班28例，发病率为60．87％，明显高于其他班级(x2=

54．593，P<o．005)。男生发病33例(53．85％)，发病率

14．04％；女生发病32例(46．15％)，发病率16．75％；男女生

发病的差异无统计学意义(Y2=o．599，P>o．05)。住宿生发

病率16．67％(8／48)，其他学生15．08％(57／378)，差异无统计

学意义(Y2=o．083，P>o．05)。临床症状主要为起病急，大

部分病例体温38～39℃，多数伴头痛、头晕、咽痛或咽部不

适等。

2．实验室检查：病例检测血常规白细胞计数大多正常，

部分病例中性粒细胞稍高。江山市疾病预防控制中心先后

采集4份病例标本，其中3份应用胶体金法检出乙型流感病

毒抗体。浙江省疾病预防控制中心从6份标本的4份中检

出乙型流感病毒抗原。

3．控制措施：疫情发生后，江山市疾病预防控制中心及

作者单位：324100浙江省江山市疾病预防控制中心
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时采取病例隔离治疗，每天对教室、寝室、餐厅的空气、地面、

课桌椅等进行规范消毒，公共场所充分通风，宣传卫生防病

知识等控制措施，疫情迅速得到控制，10月3日后无新病例

发生。

4．分析讨论：我国流感每年发病率为10％～30％⋯，其

流行病学特点是暴发、迅速蔓延、播及面广旧J，南方地区多发

生在冬夏两季，发病率高，人群普遍易感，通过患者及病原携

带者的飞沫传播。本次疫情为乙型流感病毒引起，其中五年

级(2)班发病率为60．87％，明显高于其他班级，经现场勘察，

该班教室处于教学楼一楼西端，南、北两面均有2 m高围墙，

教室通风条件较差，是发病较多的主要因素。

本次疫情暴露出一些问题，如学生家长对流感与普通感

冒的认识混淆，对发生的病情不够重视；学校对早期疫情苗

头没有充分的警觉。因此笔者认为还需进一步加强《传染病

防治法》、《突发公共卫生事件应急条例》等疾病预防控制相

关法律法规的宣传，加强预防接种工作及健康教育力度。
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