
中华流行病学杂志2叭1年6月第32卷第6期Chin J Epidemiol，June 2011，Vol 32．No 6 ·559

·现场调查·

云南省丘北县麻风持续传播影响因素的研究

翁小满 李康温艳邢燕 刘健洪炳和 李桓英varalakshmi Vissa

【摘要】 目的探讨云南省丘北县多种药物联合化疗实施25年后麻风仍持续传播的影响因

素。方法分别采用ELISA、PCR检测高流行区患者与家庭内接触者、普通人群血清中麻风菌特

异性PGL一1抗体以及鼻分泌物中的麻风菌，采用PCR方法检测疫村环境水中的麻风菌。采用数

目可变的串联重复序列基因分型方法探讨麻风菌传播途径及传播链等。结果在2001年以前从

麻风患者家庭成员中检测到的比例低，而延迟期>2年患者的检出比例高。2001年后防治工作加

强使这两个指标改进，但麻风发现率仍一直维持在4／10万至5／10万。疫村人群PGL一1抗体阳性

率为20％一30％，主要感染人群为青少年；不仅从患者、家内接触者的鼻分泌物与环境水中检出麻

风菌，且与未经治疗患者的皮肤组织和鼻分泌物中麻风菌基因型一致。菌株分型证实该县北部地

区不仅有多个高发家庭聚集，而且家庭内患者的菌株基因型一致。在北部地区基因型匹配菌株的

比例高于南部地区。结论丘北县麻风在家庭内和疫村中的传播严重，疫村环境水中存在麻风菌

等是影响该病持续传播的重要因素。
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IAbstract]0bjecfive To explore the factors influencing the staady transmission ofleprosy as

indicatedbynew case detectionmteinQiubei county，Yunnan province．Chinadespitetheimplementation

ofMDTforthelast 25 years Methods Informatiun relatedto case．findingwas collected ELlSAand

PCR were applied to detect anti—PGL—l antibody in sara and Mycobacterium leprae in nasal secretions

respectively．in leprosy patients，their household contacts and the general population M．1epr∞h
PCR was also detected from water in the highly endemic villages VNTR typing was performed to

explore the mode and chain of transmission of胍leprae Results Prior to 2001．the proportion of

new cases detected from the examination ofhousehold contacts ofleprosy patients was low(number．

comparedto)，whiletheproportion ofpatientswhoseidentifioationwasdelayedbymorethan 2 years，

was high(number，comparedto)Qualities ofthesetwoindicatorshasbeenimproved．alongwiththe

improvement of leprosy contr01 program since 2001．but the detection rates has been steady at 4—5／

100 000during 1986—2010 The PGL一1 seropositivity rate was 20％一30％in general population．with

the peak rate(30％)detected in the teenage population in the endemic villages In addition to the

{hct that肛拓pme was detected in nasal secretion from patients．their contacts and from water．the

肛leprae VNTR genotypes were fotmd to be highly similar between skin biopsy and nasal secretion in

untreated cases Families with multi．cases were clustered and located in the Northern part of the

County，and the genotes of肛如口me were identical within those families The percentage of

clusters was considerably higher in Northem rather than Southem parts of the County．Conclusion

Results from this molecular study demonstrated evidence that transmission of leprosy within the

families and in the endemic—villages was severe肛leprae were detected in waters from the endemic

villages and othars areaswhichmight have a relationtothe continuedtransmission ofleprosy．
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WI-IO在20世纪80年代中期采用多种药物联合

化疗(MDT)阻断麻风传播⋯，但在20多年后，在原

麻风流行国家与地区其发现率仍持续不降”1。1998

年我国宣布基本消除麻风，但1998--2008年的lo年

间每年仍可发现1600～1800例新病例，其中约60％

分布在西南地区”】。这些均提示MDT不能完全控

制麻风的传播。同样，我国云南省丘北县在MDT

实施20多年后，麻风发现率持续不降已使该县成为

我国为数很少的麻风流行县之一。自2002年起，本

研究组在该县开展了一系，峋f究。如采用ELISA检

测疫村患者、家庭内接触者及普通村民血清麻风菌

特异性PGL一1抗体；采用PCR技术检测鼻分泌物中

麻风菌DNA，评价人群麻风菌感染情况“51；PCR检

测环境中麻风菌，分析其传播途径“1；对2002--2010

年新发病例分离菌株开展基因分型”+⋯。本研究应

用分子学结合临床流行病学，探讨传染源、传播途径

及环境之间的关系，揭示丘北县麻风持续传播的可

能原因，为实施有效阻断传播的措施提供依据。

对象与方法

1．地理和人口学概况：丘北县位于云南省文山

州，总面积4997 km2，辖3镇9乡。全县总人口45．5

万人。有汉、壮、苗、彝、瑶、白、回7个民族，少数民

族人口占总人口的62．4％。临近的县市均曾为麻风

病流行区。

2．麻风登记情况：1950年该县累计患者约1700

例。1986年实施MDT后，麻风患者均有较完整数

据。1986--2010年累计患者580例。2001年后对每

例新发现患者建立家庭内接触史的登记系统。本研

究仅对1986年后有完整登记数据的患者进行分析。

3．实验方法：

(1)PGL—ELISA和PCR检测：本研究分别于

1998—2000年在天星乡(TX)的同烘(TH)、南丘

(NQ)，2007年在官寨乡(GZ)的花嘎(HG)、以告

(YG)4个疫村，采用ELISA与PCR技术“’“，分别检

测麻风患者、家庭内接触者及普通人群血清中麻风

菌特异性PGL—l抗体与鼻分泌物中的麻风菌DNA，

评估人群感染率或暴露强度。

(2)DNA测序：①确认患者与家庭内接触者鼻携

带麻风菌：用拭子采集鼻分泌物，并浸入500¨l PBS／

Tween(pH 7．4)中静置4～6 h，4℃，13 000 r／min离心

20 min。留沉淀，加入含10 u1蛋白酶K(20 p．g／m1)与

90“l 0．1 mol／L的Tris．HCl(pH 8．4)．56℃水浴箱

中孵育过夜。100℃及一80℃反复冻融3次，每次

30 vain。70℃10 rain灭活蛋白酶K后即作为DNA

模板。采用PCR或巢式PCR扩增麻风杆菌特异性

分散重复序列片段”1，确认患者与家庭内接触者鼻

携带麻风菌。1998年对NQ、TH村的鼻分泌物麻风

菌检测是依据PCR后的凝胶电泳判定。2007年对

GZ乡的两村检测，则依据PCR后经DNA测序确

认。如果序列与GenBank中麻风菌相应基因序列一

致，则判定鼻分泌物中存在麻风菌。②确认疫村环

境水中麻风菌：在YG、HG和其他疫村采集水样60

份。将500ml水样加入装置有0．45或0．22Ixm滤膜

(GSWP，Millipore Inc．Bedford，MA，USA)的收集

器内浓缩为50 ml。8000×g离心30 min，留取沉

淀。沉淀中加入1 ml Tris．HCI(pH 8．4)，充分混匀。

取少量混悬液加入牛血清白蛋白(BSA)，涂片做抗

酸染色。剩余的混悬液13 000 r／min离心20 min，弃

上清液．留沉淀用于提取DNA。粗提DNA的方法

与上述提取鼻分泌物麻风菌的方法相同。对浑浊水

样则采用DNA Stool Mini Kit和DNA Mini Kit

(QIAGEN Valencia，CA)，按说明书提取DNA。巢

式PCR扩增用QIAGEN公司Multiplex PCRKit，扩

增麻风菌特异性分散重复序列。

(3)数目可变的串联重复序列(VNTR)分型：皮

肤活检样品固定于70％乙醇，采用DNeasy Tissue

Kit试剂盒(QIAGEN Valencia，CA)从中提取DNA，

操作按说明书。提取的DNA于一20℃保存。本研

究的菌株分型仅基于扩增(AC)9、6-7、(GTA)9、

(AT)17、(AC)8a、(TA)10和(AT)15七个位点，扩增

引物、PCR反应体系与扩增程序与文献相同””。

PCR产物3 ul点样在2％～3％琼脂糖凝胶，1×

TAE缓冲液在80 V电压下电泳90 min，电泳结束用

EB染色。对确认扩增出目的片段的标本测序，以确

定各位点的等位基因型。位点等位基因型由特定位

点的重复序列数或拷贝数确定。采用VNTR基因分

型，确认患者鼻分泌物与皮肤组织活检中麻风菌基

因型是否一致。

结 果

1．现患调查：

(1)1986—2010年麻风发现率：丘北县在MDT

实施后(1986--2010年)的25年问，麻风发现率一直

维持在4／10万至5／10万(图1)，高出我国制定的基

本控制发现率(O．5／10万)的8～10倍。其中1998年

在消除麻风活动(LEC)中共发现新患者91例，发现

率高达21．64／10万。
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围1 1986--2010年云南省丘北县麻风的年发现串

圈2显示2002—2009年新发现患者189例巾

164例(包括来自23个多发家庭的53例)的地理分

布。可见该县麻风患者分布不均．东北部地区发现

率低于全县平均水平．而北部、西北部的GZ、GH、

SD、XD乡与南部的TX乡发现率高达7 11／10万至

8 30／10万。在某些乡村中还存在一个家庭内有多

例患者的现象。

注：每一十圈点代袅I侧患者(空心点为2002-2005年发现豹盥

青；宴。点为3∞6—20Io年发理的患者)．啊■袭示家庭内有多倒虐

青存在

围2 2002--2010年云南省丘北县麻风不同地区

发现率厦患者的地理分布

(2)家庭内传播与病例发现方式：丘北县麻风的

家庭内传播较为严重，患者家庭成员检查是主动发

现的重要方式之一(图2)。1986—1995年由患者家

庭成员检查所发现病例仅占主动发现病例的20％，

26％(表I)。1996年后，患者家庭成员检查所发现病

例占主动发现的比例逐渐增高，堆高达60．5％。

2001--2010年家庭内有传染源的患者数为85例．占

这10年总发现例效的39 7％(85／214)。但通过家属

检查所发现的患者占家庭内传染源的506％(43／

85)，相对较低。2000年后在被动发现中．由门诊发

现的比例有增加。在被动与主动发现中．家庭内有

传染源的比例高达64％一69％。而1986—1995年的

Io年间仅发现儿童患者3例．这可能是导致在1998

年开展消除麻风活动中发现2I例儿童患者的原因

之一。2001--2010年仅发现儿童患者10例．占总

发现例数的5 2％。

襄1 1986--2010年云南省丘北县麻风家庭内有传染源的

病例主动与被动发现比较

主动发现醺曲发聪 发成两方式艟现

年份一t。；‰一n。嚣。：撼嚣2皴
19靳一l啪23 6(26) 73 22(30) 2 —

1991—1995 15 3(20) “ 32(401 1 -

19％-2000 92 41(451 83 35(42) 22 —

2001—2005 38 23(61) 71 32(45) 5 Ⅻ691

翌堕=型!兰 !!丝 竺!翌竺 ! !!塑
洼：-为新发理患者来登记宗庭内无传船源或患青；括号内散据

为发现半(*)

(3)发现病例的延迟期比较：病例发现延迟期是

评价病例发现工作效率的重要指标。1996年前，丘

北县麻风延迟期<6个月的病例数仅为17％．而>2

年的病例数却高达35％(图3)。随MDT实施时问的

延长．2000年后病例发现延迟期<6个月的比例达

32％．而>2年的病例数也逐步减少为16％．提示早

发现丁作教率的提高使早期患者比例增加。

口、6 J| 日7】!】| 口【j 24jj 13 14 4j
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匪3 1986--2010年云南省丘北县麻风不周时闯段的

病例发现延迟期比较

2分子流行病学调查：

(I)人群感染率或暴露强度：丘北县北部GZ与

南部TX两乡在2005-2009年的年平均发现率高达

8／10万以上(图2)，是全县流行最严重的乡镇。1998

年在'IX乡的NQ、TH两个自然村开展的LEC巾，各

发现新患者3—5例，使1986--1998年的累计患者数

分别为12例和26例，但在1998--2000年进行血清

学调查时．并未采用任何干预措施。2002--2006年

在菌株分型中发现．不仅GZ乡的YG和HG村所有

新发现病例的菌株基因型一致，且邻近村庄患者苗 
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株基因型与这两村患者菌株基因型一致。因此将这

两村作为2007年的研究现场(其中YG村为一个麻

风高发家系组成的壮族村落，健康人作为接触者)。

表2显示，除YG村外，其余3个自然村人口数相近，

但受检率仅为60％～75％。检测显示家庭内接触者

麻风菌PGL一1抗体阳性率高于其他村民。尽管TX

乡两村村民PGL一1抗体血清学阳性率低于GZ乡两

村，但TX乡两村村民PGL一1阳性率各年龄组的差

异有统计学意义(Z2=30．023，P=0．000)，其中10。

20岁年龄组阳性率最高(图4)。

表2云南省丘北县4个麻风疫村家庭内接触者与村民的

PGL一1 ELISA血清学及鼻分泌物PCR检测

TX—NQ 62l 1 90 27 26 o 25妒406 18．7 未做

TX—TH 618 4 21 29 34 4 21r 457 22 8 未做

GZ—YG 57 17 54 29 75 9 38矿

GZ—HG 628 207 40 37 8 10旷 305 33 0 未做

注：各村家庭内接触者鼻分泌物的麻风菌携带率有很大差异

与6 1998年和‘2007年检测技术不同有关
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4
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竺
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皇

日男性

a女性

懂匪 I 冀 博匪 冀 闺闲
图4丘北县TX乡NQ、TH村民PGL一1阳性率的

年龄、性别分布

(2)患者与接触者鼻分泌物麻风菌检测：按患者

皮肤组织切刮液抗酸染色查菌指数(BI)≤2+和>

2+，将患者分为多菌型(MB)和少菌型(PB)。表3

显示麻风病患者鼻腔排菌、家庭内健康接触者鼻携

带菌阳性率与MDT治疗的关系。在MDT治疗6个

月时，除PB患者的接触者外，MB患者与其接触者，

以及少数PB患者鼻分泌物麻风菌检出率明显下降，

但并未完全消退。

在接受MDT治疗的6个月期间，35例(患者22

例，接触者13例)连续采集鼻拭子标本进行自身对

照检测。MDT治疗6个月时，PB患者鼻排菌明显减

少，鼻携带麻风菌的接触者也很少。但75％(9／12)

的MB患者在MDT治疗6个月后，鼻分泌物中仍有

麻风菌(表4)。但有意义的发现是未经治疗患者的

表3 MDT实施前后MB和PB的患者与其家庭内
接触者鼻分泌物中麻风菌的PCR检测

注：括号内数据为阳性率

表4 MDT治疗6／i,．-月后不同型别患者和家庭内接触者

鼻分泌物中麻风菌PCR检测结果

注：MB为B14+一5+，PB为BI<2+

皮肤组织与鼻分泌物中麻风菌基因型一致。

(3)外环境水中麻风菌检测：尽管有无患者的村

庄水样中麻风菌检出率的差异无统计学意义，但在

有患者的村庄，患者家内饮用水中麻风菌检出率为

50％，而健康家庭饮水中检出率为7．7％(表5)，用双

侧确切概率法分析，两者的差异有统计学意义(P=

0．03)。

表5云南省丘北县麻风流行区有、无患者村

环境水样中麻风菌PCR检测

有患者村庄

样品

勰Ⅲbp十蓊
无患者村庄

麓Ⅲ砷+嚣

(4)麻风菌株基因分型及其传播链分析：依据

2002--2009年164例患者的菌株基因分型，从时间、

空间、种族、地理分布等方面追踪麻风的传播。图5显

示菌株基因型为A／B菌株的28例患者(图中标记黄

色)的地理分布。GZ乡4个高发家庭内的12例患者

均为A／B菌株，而居住在同村或邻村及相隔10 km的

临乡部分患者也属A／B菌株，分布在该县西北部的～

B菌株估计为传播所致。南部地区聚集菌株的比例

低于北部。为了解北部和西北部地区为何存在高比

例聚集菌株，本研究分析了28例A／B菌株患者的发现

延迟期，其中50％A／B菌株患者的发现延迟期<1年，

近50％的延迟期为1～2年，>2年的患者仅1例。

一黼粹㈣鲁肾一栅数昔丽篱嚣㈣塑掣f率，别黼惭u数
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图5云南省丘北县麻风A／B菌株患者的地理分布

讨 论

云南省丘北县地处山区，交通不便、社会经济发

展较落后。2001年前麻风防治力度不够，2001年后

通过家庭内亲属检查发现的病例数增多，延迟期<2

年的例数明显减少，但发现率却无明显下降。本研

究显示疫村的普通人群暴露强度较高，患者和接触

者的鼻腔及环境中麻风菌持续存在，导致传染源蔓

延传播，这可能是该县麻风病发现率持续不降的原

因之一。

一般认为血清PGL一1抗体阳性率和麻风菌鼻

携带率，可作为评估人群暴露于麻风菌强度的指

标““”1。巴西学者通过前瞻性研究提示，多数血清

PGL一1抗体阳性或鼻携带麻风菌者均可能是一过性

的。这两个指标不能预测阳性个体是否会发病，但可

评价麻风在人群中的传播程度”“。本研究TX乡的

两村人群血清PGL一1抗体阳性率高峰在10～20岁年

龄组，与1998年LEC中发现的新病例年龄多为<25

岁者一致，提示疾病有活动性传播。2002—2009年

这两个自然村与邻村又发现13例新病例，是否与调

查后两村未开展预防措施有关，还有待探讨““。

未治疗患者经皮肤和鼻腔将菌排泄到外环境可

能是麻风菌传播途径之一。本研究提示MDT治疗6

个月仍难以完全清除经鼻排菌。同样有研究发现

MB患者在治疗1年后鼻分泌物仍可检出麻风菌““。

印度学者采用PCR检测麻风患者与家庭内接触者

未破损皮肤洗液及鼻拭子中麻风菌，发现未治疗患

者的皮肤洗液及鼻拭子中

麻风菌的检出率分别为80％

和60％，家庭接触者皮肤洗

液及鼻拭子麻风菌阳性率

分别为17％和4％。但患者

经治疗2个月后，则未从家

庭接触者的鼻拭子标本中

检出麻风菌。因此未治疗

的患者可经皮肤和鼻腔将

麻风菌排泄到环境中”⋯。

MDT治疗6个月后，大多数

患者和接触者鼻中麻风菌

消退，因此早期发现与治疗

是控制麻风传播的重要环

节。本研究采用麻风菌株

基因分型，证实未经治疗患

者的皮肤组织和鼻分泌物

中麻风菌基因型一致。这也为麻风菌可通过破损鼻

黏膜飞沫传播提供依据n·。

已报道从麻风流行区环境水、土壤中检测出麻

风菌。2008年印度学者采用RT-PCR和Real．time

PCR检测发现土壤中有存活的麻风菌，在80份土壤

标本中，来自有患者村和无患者村的阳性率分别为

55％和15％““。但本研究未发现有、无患者村庄的

水中麻风菌检出的差异有统计学意义。

基因型一致的菌株称为聚集株，通常认为来自

同一传播链或同一传染源，可用于鉴定疾病是否存

在近期或可疑传播。2003--2006年本研究已发现，

该县患者菌株可分为几个基因型一致或高度相似的

聚集株。在某一型聚集株内，至少有2个或以上患

者存在高发家庭。不仅这些家庭内的患者间菌株基

因型一致，且与同村或临近乡村的患者基因型一

致。麻风在家庭内传播很严重，提示高发家庭可作

为疫源，使周围人群感染同一传染源m‘7，。本研究证

实2006年后A／B菌株持续增多，提示该菌株为优势

株。对28例A／B菌株患者的发现延迟期分析提示：

在较短的时间内发现患者，可减少菌株在这些患者

间的二次传播机会，使感染相同菌株的患者在被诊

断前未发生菌株基因突变，是这些菌株基因型相似

度高而形成聚集株的原因之一。但该县南部地区分

离的菌株仅在自然村的水平上形成聚集株。该县南

北部地区菌株或聚集株的差异，除与当地民族风俗、

社会交往、居住与职业环境等因素有关外，可能还与

交通、人口流动及存在多个传播链有关““。
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