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上海市16个冷却塔水中军团菌脉冲场凝胶
电泳分型及基因型监测

陈明亮王刚毅陈敏周海健邵祝军 张曦吴凡

【摘要】 目的研究上海市公共场所16个空调冷却塔水中军团菌的脉冲场凝胶电泳

(PFGE)分型，并连续监测该菌基因型变化。方法2007年5一10月连续6个月以每月1次的频率

采样，从16个公共场所空调冷却塔水中分离军团菌，经血清学凝集试验、胶乳凝集试验分型后，使

用PFGE技术对酶切后的军团菌全染色体DNA进行电泳获得指纹图谱，利用BioNumerics软件进

行聚类分析。结果16个冷却塔水中共分离出13l株军团菌，包括嗜肺军团菌、博杰曼军团菌、

米克戴德军团菌和茴香军团菌，分为52个PFGE型别，其中37个PFGE型别(71．15％)仅分布于1

个冷却塔中，即为该冷却塔所特有；15个PFGE型别(28．85％)分布于2个或以上冷却塔中。16个

冷却塔具有2个或以上的PFGE型，13个冷却塔(81．25％)中多次出现相同的PFGE型别。2007年

6—10月连续5个月从6个冷却塔中分离出18株PFGE型为LPAs．SH0078型的军团菌。结论冷

却塔水中的军团菌基因型具有多样性和复杂性，81．25％的冷却塔水中PFGE型具有持续性，且

LPAs．SH0078型广泛分布，可能为优势PFGE型。
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【Abstract】 Objective To investigate the genotypic characteristics and persistence of

LegioneUa pulsed．field gel electrophoresis(PFGE)patterns in 16 air-conditioner cooling towers in six

different public sites of Shanghai．Methods From May to October，continUOUS sampling was

operated once per month in 2007．Legionel／a strains isolated from the 16 cooling towers wei'e

confirmed by serological and latex agglutination．PFGE was applied for the fingerprinting of the

isolates．while the culster results of PFGE were analyzed by BioNumerics software。Results 13l

strains ofLegionella were isolated．including L pneurnophila，h bozemanae。L micdadei and L anisa．

52 distinguishable PFGE patterns were differentiated among the 16 cooling towers．with 37 patterns
were owned by iust one cooling tOweT，which Was not shared with other cooling towers，while 15

paRer,as were shared by more than 2 cooling towers．AlI the cooling towers had≥2 PFGE patterns．

while in 13 cooling towers the same PFGE patterns were recovered during the six months．From June

to October of 2007。18 strains of Legionella belonging to the PFGE pattern of LPAs．SH0078 were

isolated continuously from 6 cooling towers．Conclusion ThiS study demonstrated great genotypic

diversity and complexity of Legionella in cooling towels．Persistence of the PFGE patterns was

observed in 81．25％of the cooling towels．The PFGE pattern of LPAs．SH0078 Was distributed widely。

suggesting it might be the dominate strain in Shanghai．
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冷却塔水系中，这可能与军团菌病的暴发相关n。】。

脉冲场凝胶电泳(PFGE)常被应用于该类暴发中临

床分离株和环境分离株的基因分型bJ]，以及对冷却

塔水中军团菌的监测。本研究通过对上海地区6种

不同场所16个空调冷却塔连续监测，揭示军团菌在

空调冷却塔中的基因型分布及其持续性。
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材料与方法

1．材料：

(1)采样地点和菌株：所有的军团菌株均为

2007年5—10月连续6个月以每月采样1次的频率，

从上海市6种公共场所(宾馆、大厦、地铁、酒店、商

场和医院)16个中央空调冷却塔的冷却水和冷冻水

中分离(表1)。该16个冷却塔位于一个半径约7km

的区域内，各塔间距离130m至14km不等(图1)。

表1上海市不同公共场所16个冷却塔分离的

军团菌菌株数和血清分型

絮场所磐紫 Jt清型

6 Lpl／Lp6／L bozemanae

6 LpI／L．bozemanae

11 Lp6／Lp7

6 Lpl／Lp7

7 Lpl／Lp6

17 Lpl／Lp3／Lp5／Lp7／LpS／h k踟彻掣ho卿删山

11 t,pI／Lp6／Lp8／nontypable

7 Lpl／Lp3

7 Lpl／Lanisa

5 LpVL#

6 Lpl／Lp8

5 Lpl／Lp6／Lp8

8 Lpl／LpS／L bozemanae／h micdadei

1l Lpl／L micdadei

8 Lpl

10 LpI／Lp6，L bozemanae

注：。C冷却水(cooling wgter)，FV令冻水(frosen water)

K

注：A—P代表各冷却塔

图1上海市军团菌监测的16个冷却塔之间距离示意图

(2)主要试剂和仪器：军团菌诊断血清购自日本

生研会社，胶乳凝集试剂盒购自英国OXOID公司，

均在有效期内使用；含L一半胱氨酸BCYE平板和

GVPC平板购自法国BioMdrieux公司；XbaI和AscI

限制性内切酶购自英国New England Biolabs公司；

蛋白酶K购自瑞士Roche公司；SeaKem Gold

Agarose购自美国Cambraex Bio Rockland公司。主

要仪器包括脉冲场凝胶电泳仪(Bio．Rad CHEF

Mapper)、凝胶成像仪(Bio．Rad GELDoc2000)、菌液

比浊仪(Siemens Healthcare Diagnostics Dade

Microscan Turbidity Meter)、水浴摇床(Precision)、

C02水巢式培养箱(Formar Scientific)等。

2．实验方法：

(1)军团菌的分离：从冷却塔中采集水样1 L，采

用孔径为0．45 lxm的醋酸纤维素膜(Millipore)进行

过滤浓缩。取4块GVPC平板(BioMdrieux)接种4

种不同方法处理的样品：①酸处理后的未浓缩水样；

②浓缩后未经处理的水样；③酸处理后的浓缩水样；

④热处理后的浓缩水样。平板接种后置36℃有充

足CO：的湿润环境中培养10 d，菌株经革兰染色和

对L一半胱氨酸的营养需求进行军团菌鉴定。采用

军团菌诊断血清(Denka Seiken)和胶乳凝集试剂盒

(OXOID)进行菌株分型。

(2)PFGE：该方法由中国疾病预防控制中心传

染病预防控制所呼吸道传染病室提供Dj。主要是将

军团菌制成细菌悬液，使用菌液比浊仪测量细菌浓

度，使其数值为O．45。制成胶块之后，用刀片切下约

2 mm宽的胶块，加入50 U的Asc I于37℃酶切3 h。

电泳参数为：电泳起始转换时间6．8 S，最后转换时

间54．2 S，电压6 V／cm，电场夹角120。，电泳时间为

19 h。电泳结束后用EB(ethidium bromide)染色，去

离子水脱色后在凝胶成像仪上照相。

(3)聚类分析：使用BioNumerics软件(Version

6．0，AppliedMaths)对实验菌株全染色体DNA酶切

图谱进行聚类分析，选用Dice系数来估算菌株彼

此之间的相似性，聚类图类型选择UPMGA

(unweighted pair group method with arithmetic

averages)方法，然后根据Tenover等拍1原则判别不同

的PFGE型，即只要有1个或更多条带不同，则判定

为不同的PFGE型别。

结 果

1．菌株血清分型：16个冷却塔水样中共分

离出131株军团菌，其中120株为嗜肺军团菌

(Lpneumophila)，6株为博杰曼军团菌(L bozemanae)，

2株为米克戴德军团菌(L micdadei)，1株为茴香军

团菌(L anna)，还有2株由于自凝为不可分型

(nontypable)。在16个冷却塔中，有8个冷却塔分离

出一种军团菌(嗜肺军团菌)，6个冷却塔分离出两

种军团菌，2个冷却塔同时分离出三种军团菌。只
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有1个冷却塔分离的菌株是由一种血清型(Lpl型)

构成(表1)。

2．菌株PFGE电泳图谱的聚类分析：将131株

军团菌菌株制备全染色体DNA，经限制性内切酶

Asc I消化后进行PFGE，其全染色体DNA酶切图谱

经BioNumerics软件进行聚类分析，共分为52个

PFGE型别(图2)。

3．冷却塔与菌株PFGE型别的关系：16个冷却

塔分离的菌株共有52个PFGE型别，其中1个

(6．25％)冷却塔有2个PFGE型别，2个(12．50％)冷

却塔有3个PFGE型别，3个(18．75％)冷却塔有4个

PFGE型别，4个(25．00％)冷却塔有5个PFGE型别，

2个(12．50％)冷却塔有6个PFGE型别，2个

(12．50％)冷却塔有7个PFGE型别，1个(6．25％)冷

却塔有8个PFGE型别，1个(6．25％)冷却塔有9个

PFGE型别。

4．菌株PFGE型别分布：分析52个PFGE型别

在16个冷却塔中的分布，发现37个(71．15％)PFGE

型别仅分布于1个冷却塔中，即为该冷却塔所特有；

7个(13．46％)PFGE型别分布于2个冷却塔中(两塔

间距离300 m至5．9 km)，5个(9．62％)PFGE型别分

布于3个冷却塔(各塔间距离300m至13．3 km)，3个

(5．77％)PFGE型别分布于6个冷却塔(各塔间距离

130m至10km)。

5．冷却塔中PFGE型别的持续性：对16个冷却

塔进行6个月(5一10月)的PFGE型别分析，其中

13个(81．25％)冷却塔多次出现相同的PFGE型别

(表2)。

讨 论
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有研究显示约8％一13％的社区获得性肺炎是

由军团菌引起[利。军团菌在供水系统和空调系统中

较为常见，因此这些系统中的军团菌可能是引起军

团菌病的潜在传染源[8’9】。PFGE已应用于对冷却塔

水中军团菌的监测口，lo】。根据已有报道【lkl2]，国内研

究多采用某一时间点对多个场所的冷却塔予以采样

进行菌株分子分型的方式，因此仅具有横断面研究

的资料；而国际上多采用连续数年进行定期采样的

方式对嗜肺军团菌进行分子分型，这对流行病学调

查结果的判定具有指导意义b]。

本研究对上海市不同公共场所16个中央空调

冷却塔进行连续6个月监测，从冷却水和冷冻水中

共分离出13l株军团菌52个PFGE型。大部分菌株

间相似性系数差异明显，其中有18株军团菌属于同

一PFGE型，为LPAs．SH0078型，该型分布于6个不

同的冷却塔，各塔间相互距离为130 m至8．5 km。

提示上海市中央空调冷却塔水中军团菌存在广泛

的遗传多样性，而LPAs．SH0078型可能为其优势

PFGE型。

本研究中16个冷却塔有8个分离的菌株是由

两种或三种军团菌组成，可见军团菌血清型组成具

有多样性；16个冷却塔具有52个PFGE型，且所有

的冷却塔皆具有两个或以上的PFGE型，表明该16

个冷却塔的军团菌PFGE型别组成也具有多样性。

表2上海市16个冷却塔不同月份分离的军团菌PFGE型别

注：。AB：LPAs．SH0078型；‘CB：LPAs．SH005l型；‘DB：LPAs．SH001l型；。EA：LPAs．SH0056型；。BE：LPAs．SH0042型；7GA：LPAs．SH0058

型；‘GC：LPAs．SH0067型；‘HA：LPAs．SH0065型；‘HC：LPAs．SH0064型；’KA：LPAs．SH0036型；‘JA：LPAs．SH0020型；‘NA：LPAs．SH0033型
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图2上海市16个冷却塔分离的131株军团菌PFGE结果聚类图
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对菌株PFGE型别在冷却塔中的分布进行分析，发

现有37个(71．15％)PFGE型别仅分布于1个冷却塔

中，即为该冷却塔所特有，即使相距仅有132 m的另

2个冷却塔却有其他PFGE型；此外，有15个

(28．85％)PFGE型别分布于2个或以上冷却塔中，即

使相距达13．3 km的另两座冷却塔亦有相同的

PFGE型。由此可见环境水样中军团菌基因型的多

样性和复杂性b’8’1引。

有研究认为，水供给系统中的军团菌能够长期

存在同一PFGE型，时间跨度可达17年哺]，而冷却塔

水系中亦有同一PFGE型存在长达5年的报道c31，值

得注意的是，军团菌能够长期持续存在于水系中的

PFGE型与其感染密切相关哺】。因此对于能够持续

从冷却塔中检出的PFGE型，需要特别关注。本研

究对冷却塔中军团菌的PFGE型别进行持续性监

测，并比较不同月份冷却塔中军团菌的PFGE型，发

现有13个(81．25％)冷却塔多次出现相同的PFGE型

别，尤其是LPAs．SH0078型，从2007年6一10月连续

5个月从6个冷却塔中分离出18株该PFGE型军团

菌，该基因型在4座冷却塔中持续出现，提示该型可

能为上海市中央空调冷却塔水中的优势PFGE型，

应警惕该型军团菌引起的感染病例。
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