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中国嗜肺军团菌分离株脉冲场凝胶电泳
分型分析以及数据库的建立

秦天任红宇周海健朱兵清崔志刚 邵祝军
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·实验室研究·

【摘要】 目的对分离的262株嗜肺军团菌进行脉冲场凝胶电泳(PFGE)分析，初步建立中

国嗜肺军团菌的PFGE分型数据库。方法采用PFGE技术。对2000--2009年中国11个省(市)分

离的嗜肺军团菌用Asc I酶切，BioNumerics软件分析PFGE图谱．并建立分子分型数据库。结果

262株嗜肺军团菌的PFGE图谱共分为108种不同的PFGE带型，相似性系数在16％～100％之间，

通过聚类分析，可以分为差异明显的不同簇。不同省份、年份和血清型的菌株之间有交叉带型。

结论中国环境分离的嗜肺军团菌菌株基因组变异较大，同时也具有克隆化特征，且可能有多个

克隆系存在。
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Molecular typing of LegioneUa pneumophila isolates from China with pulsed field gel

electrophoresis QIN Tian。REN Hong-yu，zHoU Hai-jian，ZHU Bing-qing．CU!Zhi-gang．sHAo
Zhu．血凡Natiohal Institute for Communicable Disease Control and Prevention and State Key Laboratory
fbr Infectious Disease Prevention and Contr01．Chinese Centerfor Disease Control and Prevention，Bei嗽
102206。China

Corresponding author：S肌0 Zhu-jun，Email：shaozhujun@icdc．cn
死蠡work was supported何a grant from the National Science and Technology Support Projects for the

“Eleventh Five．Year PfⅡn”ofChina(NO．2008ZXl0004-007)．

【Abstract】0bjective To analyze the molecular types of Legionella(L)pneumophila
strains isolated in China．and to develop the PulseNet—China Database of L pncumophila．Methods

Pulsed field gel electrophoresis(PFGE)was used to analyze 262 L pneumophila strains collected

from ll provinces between 2004 and 2009 in China．Different kinds of genomic DNA in different

L pneumophila strains were isolated and separated after digesting with Asc I．BioNumerics software

Was used to analysis the PFGE fingerprints．Results L pneumophila strains isolated in China were

quite different regarding their PFGE panerns．There were 108 PFGE types among the 262 strains

tested in this study．The similarity value of these strains was in the range of l 6％一l 00％and the same

types were discovered in different provinces and years．Conclusion Lpneumophila strains isolated in

China were with high genetic variations．There might be different clones existed in China．The

development of PulseNet China Database Was thus of great significance in monitoring the L

pneumophila strains in the future．

【Key words】Legionellapneumophda；Pulsed field gel electrophoresis；PulseNet China

近年来随着微生物基因组数据的积累以及分析

技术的快速发展，以核酸序列差异分析为主的分子

分型方法逐步建立并趋成熟，在揭示细菌性传染病

的流行规律方面显示了其很好的适用性。在众多的

细菌分子分型方法中，脉冲场凝胶电泳(PFGE)以其
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分辨率高、重复性好、结果稳定可靠等优点而被广泛

使用。由于PFGE是选用全基因组DNA，在统一设

定内切酶和实验条件下，产生的结果可重复性好，且

不同实验室的结果具有可比性，而优于其他分子分

型方法¨工J。中国疾病预防控制中心(CDC)于2004

年建立了以PFGE技术为核心的国家病原细菌实验

室监测网络——PulseNet China，确定了多种细菌的

PFGE标准实验方案，其中包括嗜肺军团菌。本研究

应用标准化的PFGE分子分型方案，对我国2004—

2009年11个省(市)分离的262株嗜肺军团菌进行

通信作者：邵祝军，Email：shaozhujun@iedc．∞PFGE分型，以了解环境水样分离的嗜肺军团菌的分
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子分型特征，并建立嗜肺军团菌PulseNet数据库，为

该菌的分子水平监测提供依据。

材料与方法

1．实验菌株：随机选取中国CDC传染病预防控

制所呼吸道传染病室(本实验室)保存的从我国11

个省(市)2004—2009年分离的262株嗜肺军团菌

(表1)。所有菌株均来自公共场所军团菌常规监

测，分离自不同的水样标本，包括冷却塔水、中央空

调水、温泉水、公共场所和家庭管道水。所有菌株均

经本实验室生化和血清学鉴定为嗜肺军团菌。沙门

菌Braenderup血清型菌株H9812作为PFGE分子质

量标准D】。

表l 2004--2009年我国11个地区嗜肺军团菌

分离菌株分布

年份蠢裴案言翌誓警主恚翌裹
2004

2005

2006

2007

2008

2009

合计

4 —

4 13

2．PFGE方法：参照PulseNet细菌PFGE分型标

准化方案建立嗜肺军团菌PFGE分型标准化方案¨】，

即用bioM6rieux DENSIMAT比浊仪调整细菌悬液

浓度(A=3．8～4．0)，加入l％Seakem Gold：1％SDS

胶，混匀制备胶块。使用含蛋白酶K的细胞裂解液

(CLB)消化2 h。纯水清洗胶块2次，TE(10 mmol／L

Tris：l mmol／L EDTA，pH值8．0)清洗胶块4次。使

用20 UAsc I(New England Biolabs，美国)内切酶进

行酶切，在37℃孵育4 h。在CHEF．DRllI(Bio-Rad

Laboratories，美国)电泳仪中进行脉冲场电泳。电泳

参数为6．8～54．2 S，19 h。电泳结束后，使用溴化乙

锭(EB)染色。在读胶仪中成像，并转换成TIFF图像

格式保存。

3．数据分析：PFGE图像录入BioNumerics

(Version 5．1．Appliedmaths，Inc．)软件进行处理，识

别图像条带，经统一的分子质量标准进行校准，标定

条带位置，必要时进行手工校正，<20．5 kb的条带

忽略不计。每两个图像之间的相似性系数用Dice

系数(Dice coefficients，SD)表示b1。So=2nJ(n,+

研)，其中几是菌株z的总条带数，m是菌株’，的总条

带数，‰是菌株x和菌株Y共有的条带数。5D值反映

不同菌株PFGE图像之间的相似性程度，范围在0一

l之间(O代表完全不一样，1代表完全相同)。出现

不同条带即判定为不同的型别，对每一个型别均进

行命名。根据每两个图像之间的相似性系数，用非

加权配对算术平均法(unweighted pair group

average method。UPGMA)进行聚类，并构建聚类树。

结 果

1．嗜肺军团菌PFGE分型：对262株嗜肺军团菌

进行酶切电泳后可得到25—1100 kb大小的电泳片

段，不同菌株条带数在9—13条之间(图1)。根据相

似度100％为同一PFGE型别的原则，262株菌分为

108种不同带型，其相似性系数为16％～100％。每

种带型包含菌株数为l一25株不等，其中66种带型

(61．11％)分别只包含l株菌，其他42种带型包含菌

株数均在1株以上。有13种带型包含来自不同省

(市)的菌株，其中带型LPAl6．CN0033出现的省

(市)最多，在北京、广东、江西、上海和浙江5个省

(市)均发现LPAl6．CN0033带型菌株；有95种

(87．96％)带型只局限在某一个省份。有18种带型

在不同年份出现，另90种带型属于某个年份的独有

带型。带型LPAl6．CN0006出现的年份跨度最大

(2005—2009年)，其次是LPAl6．CN0033(2005—

2008年)、LPAl6．CN0037(2005—2008年)、LPAl6．

CN0042(2005—2008年)、LPAl6．CN01 18(2006—

2009年)和LPAl6．CN0014(2005--2007年)。有12

种带型包含多种血清型菌株，如LPAl6．CN0118

(4种血清型)、LPAl6．CN0006(3种血清型)和

LPAl6．CN0115(3种血清型)等。在42种带型相同

的菌株中，有57．14％(24／42)分离自相同的省份和年

份。将108个PFGE图谱进行聚类分析，可以分为明

显的2个簇，带型总体相似度为49．91％。两簇的带

型在条带分布上有明显差异，如A簇内的带型均含

有1100kb和310kb大小的片段，B簇内的带型均含

有700 kb和180 kb大小的片段。

由于分析菌株中分离自上海地区的菌株较多

(共计分离119株，其中2008年64株和2009年55

株)，本研究对这些菌株进行单独PFGE分析。119

株菌分为36个PFGE型，其中有7个型别在2008和

2009年均出现。上海地区出现的PFGE带型中有5

个也出现在其他省(市)，包括LPAl6．CN0006(广

东)、LPAl6．CN0033(北京、广东、江西)、LPAl6．

CN0082(河北)、LPAl6．CN0098(河北)和LPAl6．

CN0118(dr京、河北)。

此外对北京地区分离的47株菌也单独进行
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PFGE分析(图2)。47株菌分为29个不同

的PFGE型。其中有14株菌分离自从同一

个度假村采集的温泉水水样。这14株菌

分为4个带型，每个型别平均包含3．5株

菌；其他33株菌分离地点较分散，来自不

同的水体，分为26个型别，每个型别平均

包含1．3株菌，菌株多态性明显大于同一

水环境分离的菌株。

2．嗜肺军团菌PFGE分型数据库的建

立：在PFGE电泳图谱中，每一条泳道代表

l株菌。细菌染色体通过酶切、电泳后，不

同菌株呈现不同条带数目和分布，即不同

的电泳图像。电泳图像录入BioNumerics

软件，经过统一的分子质量标准进行归一

化，将条带数目和分布相同的菌株归为同

一个PFGE型别。本数据库中的菌株带型

均按照PulseNet的带型命名原则命名。命

名格式为LPAl6．CNX，其中LP代表嗜肺

军团菌，A16为限制性内切酶Asc I的代

码，CN代表菌株分离国家为中国，X为带

型编号，一般以四位数字表示。每次录入

菌株图谱后立即对带型进行命名，且同时

录入菌株信息。必须录入的菌株信息有

分离时间、分离地点、来源和血清型。

2005年从广东省分离的3株PFGE带

型相同的嗜肺军团菌为首批录人数据库，

按照带型命名原则，其带型编号为LPAl6．

CN0001；随后录入了从北京市分离的3株

PFGE带型相同的菌株，按照命名原则，其

带型编号为LPAl6．CN0002。之后每批录

入新的图谱时，如果与数据库中已有图谱

一样，即给予与原有带型相同的编号；如

果新录入图谱与数据库中已有图谱均不

一致，则给予新的编号。例如在录入2008

年从河北省分离的25株嗜肺军团菌分为

13个PFGE型，在录入PFGE图谱和进行

带型命名时，其中4株菌的带型与数据库

原有带型一致，按原有带型命名分别为

LPAl6．CN0118、LPAl6．CN0098、LPAl6．

CN0025和LPAl6．CN0082；其他2l株菌分

为9个带型，分别给予新的带型编号。
注：图谱之间的相似性系数用距离法(Dice系数)计算，聚类树构建方法为非加

权配对算术平均法(uPGMA)；+：包含不同血清型菌株。一：不包含不同血清趔菌株 讨 论
图1 2004--2009年我国11个省(市)分离262株嗜肺军团菌的

108个PFGE带型聚类分析 军团菌感染引起军团菌病，以小范围
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注：构建方法同图1；·为同一时间从同一个度假村分离的菌株

图2北京地区分离的47株嗜肺军团菌PFGE聚类分析

暴发和散发病例为主，多见于院内感染、社区感染和

旅行相关性感染哺J1。军团菌病是一种全球性疾病，

会随着旅行者传播，所以需要多个地区的实验室相

互交流信息(病原菌监测网络化)才能揭示菌株间的

关系。而监测网络化的前提是实验方法的一致性。

在以前的研究中，本实验室已对嗜肺军团菌的PFGE

实验方法进行了优化，且对PFGE用于嗜肺军团菌

分型的分辨率、重复性、流行病学一致性及其与其他

分型方法的分型结果一致性进行了评价，确定了适

用的内切酶以及电泳条件n】。该实验方法经多个实

验室使用¨．9]，显示有较好的实用性，从而确

定为PulseNet China嗜肺军团菌PFGE标准

化实验方案。本研究应用该方法对2004—

2009年我国11个省(市)分离的262株嗜肺

军团菌进行PFGE分析，结果显示嗜肺军团

菌PFGE型别多态性大，充分体现了该菌的

基因多态性。同时，在同一地区和同一水系

中，又存在带型相同的菌株，说明嗜肺军团

菌存在基因多态性的同时也具有一定的遗

传稳定性。另外，某些属于不同血清型的嗜

肺军团菌具有相同的PFGE带型，表明不同

血清型嗜肺军团菌基因组结构一样或者非

常相似。

聚类结果能够将本研究的262株菌108

个型别分成图谱差异比较大的不同类别，提

示我国的嗜肺军团菌具有克隆化特征，且是

多个克隆系并存。在带型分布上，各地区分

离的菌株既具有相同和相似的带型，也存在

差异较大的带型，表明嗜肺军团菌的基因型

不具有地域性分布特征；许多相同或相似的

带型出现在不同的年份，表明同一个嗜肺军

团菌克隆可以存在多年，带型可以跨年份分

布。有研究表明，一个优势克隆系的菌株可

以在某一个水系里长期存在达17年n0‘。所

以，对环境菌株分子型别的研究，需要长期

监测，收集大量的菌株进行分子水平的检

测，以揭示环境嗜肺军团菌分子型别在时间

序列上的分布和变化趋势。

当前传染病预防控制面临的一个重要

问题是传染病迅速地跨越地区传播。一些

病原体的远距离传播导致爆发性流行或散

发，相互间很难通过疫情数字联系起来，必

须通过细致的流行病学调查以及对病原体

监测分析才能揭示内在的联系。所以对病

原体的检测应形成网络化，以结合流行病学信息，在

发现新发传染病、确定暴发及其扩散范围、寻找传播

来源和传播链等方面发挥重要作用。2004年

PulseNet China正式加入了PulseNet网络，并开始建

立PFGE标准化方案和数据库。本研究依据

PulseNetChina的要求和规则，选择近6年从我国各

地区分离的嗜肺军团菌，建立了PFGE分型标准数

据库。通过数据库比对，揭示了我国环境分离嗜肺

军团菌PFGE型别分布特征。本数据库将随着

PulseNet China各网络实验室工作的开展，在数据扩
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充的同时，供各实验室查询、比对图谱，为分析嗜肺

军团菌病暴发和流行原因、散发病例分离菌株之间

以及病例菌株与环境菌株间的关系提供实验室数据

支持。
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