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脉冲场凝胶电泳分型技术在追溯
0139霍乱传染来源中的应用

刘红露张京云 冯泽惠 李伟 崔志刚 章丽娟祝小平 阚飙

·现场调查·

【摘要】 目的 分析四川省2004年7起因聚餐暴发霍乱疫情的分离菌株之问，及其与常规监测

中从外环境、水产品中分离的霍乱弧菌之间的分子分型特征和遗传相关性，查找霍乱传染来源。方法

利用聚合酶链反应检测霍乱毒力基固(c‘以B)，用脉冲场凝胶电泳(PFGE)对菌株进行分子分型，所

得结果以Bi0Numerics v4 0软件uPGMA方法进行聚类分析。结果所试72株0139群霍乱弧菌

中所有4株从河水分离的菌株靠mB阴性，其余均具有c地蛔，为产毒株。对其中的67株菌以，胁I

酶切后PFGE可分为16个型别。从甲鱼分离的0139群霍乱弧菌与同期流行的0139群霍乱弧茵优

势PFGE型别一致，并且也为产毒株。7起暴发中分离的菌株型别各不相同。结论2004年四川省

0139霍乱暴发感染来源复杂，提示并非因为菌株在该地持续存在而引起，但甲鱼可能是2004年度霍

乱聚餐暴发的主要传染来源之一。

【关键词】霍乱；脉冲场凝胶电泳；分子分型
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从1982年至今，霍乱在四川省引起过多次的不

同规模的爆发性流行，尤其从1993年开始，每年均
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有以食源性为主的暴发。由于霍乱流行的固有特

征，以及社会的发展、流动人口增多、商贸大流通等

因素，霍乱疫情多呈现“来无影、去无踪”的特点，且

有些霍乱的传播流行规律表现也不典型。1982—

1992年四川省霍乱为输人性，1993年后的多起疫情

无法找到传染来源。同时霍乱流行菌型也有所改

变，近些年菌型变化表现为01群小川优势型一多

菌型一单独0139群。1999年0139群霍乱传人四
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川省至今，呈现出散发向暴发转变的趋势，2003、

2004年四川省霍乱暴发仅由0139群霍乱弧菌引

起，且以食源性暴发为主。在0139群霍乱的流行

中目前多表现为带菌多、发病少及轻型多、重症少的

现象。因而，霍乱传染来源的追索一直是霍乱防治

工作中亟待解决的问题。为了分析四川省0139霍

乱聚餐暴发的菌型特征，并分析暴发来源菌株与食

品和环境监测中分离菌株的相关性，我们运用脉冲

场凝胶电泳(PF(迁)、聚合酶链反应(PcR)等方法对

四川省2004年0139群霍乱弧菌进行了分子流行

病学研究，并结合流行病学资料对暴发和可能的传

染来源进行分析。

材料与方法

1，实验用菌株：72株受试菌为2004年四川省8

个地区霍乱监测以及疫情处理分离所得(表1)，包

括7 10月间7起聚餐引起的暴发中分离的菌株。

其中患者和带菌者分离59株、疫点厕所分离3株、

常规监测中分离自河水4株和甲鱼6株(以下简称

甲鱼株)。所有菌株经四川省疾病预防控制中心细

菌性疾病控制所鉴定为霍乱弧菌0139群。PFGE

分析用分子量标准的参考菌株——沙门菌H9812

为全国病原细菌实验室监测网络PulseNetChina(中

国疾病预防控制中心传染病预防控制所组织建立)

中的标准菌株。

2．试剂和仪器：琼脂糖seaKem Gold Agarose

(cambraex Bio science Rockland)、稀有位点限制性

内切酶，如￡I(大连宝生物工程有限公司TaKaRa

产品)、蛋白酶K(MERcK公司产品)等试剂用于脉

冲场凝胶电泳。以PCR检测霍乱毒素基因的

cfzAB引物序列⋯，Pl：5 7一cGT AGC ACc AGG

CGT TTA A(}3’，P2：5’一GAT CGG CAC GTA AGA

GGT cT一3’，扩增产物749 bp。脉冲场凝胶电泳仪

为Bio—Rad CHEF-DRⅢ系统和Bio_Rad cHEF

Mapper xA系统，凝胶成像仪为Bio—Rad Gel Doc

xR系统，PcR扩增仪使用MI公司的PTC200，测

定培养细菌浓度(A值)的光度计为bioMerieux

Vitek C010rimeter。

3实验方法：

(1)c“AB检测：方法参考文献[2]，以20 pl扩

增体系，PcR循环参数：预变性94℃5 min，后续循

环94℃30 s；58℃30 s；72℃60 s；30个循环，末轮

循环72℃10 min。
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(2)PFGE实验：步骤参考文献[2]，取新鲜琼脂

培养物集菌于1 ml细胞悬液(100 mmol／L Tris—Hcl：

100 mm01／L EDTA，pH值8．0)中，调节浓度，使其

A值为4．2左右。取400“1菌悬液37℃孵育5 min，

分别加入蛋白酶K至终浓度O．5 mg／“，再与等体

积低溶点琼脂混合，倒人模具。取出胶块加5 ml细

胞裂解液(50 mmol／L Tris：50 mnloUL EDTA，pH

值8．0加1％十二烷基肌氨酸钠)和25“l蛋白酶K

(终浓度O 1 mg／m1)，54℃水浴轻摇2 h，预热TE

50℃水浴15 min洗胶块4次。切2 mm胶块加入

195 p1酶切缓冲液中，再加入5 p1 Nm I，37℃酶切

2 h，沙门菌H9812选择x缸I酶切，其余参数与受

试菌株相同。酶切好的胶块粘在梳子上制胶、电泳，

电泳时泵设为70，电泳温度14℃，电压6v，夹角

120。，脉冲时间2一18 s，电泳18 h。EB染色20min，

纯水脱色30 min，凝胶成像仪上读取图像。

4．统计学分析：使用BioNumerics w O软件进
行聚类分析，方法采用uPGMA，聚类相似性系数

(距离)采用的是基于条带比较的Dice。Dice=2×

N／(N+M)，式中N表示能匹配的条带的个数，M

表示所有条带的个数(两个菌带型上的条带个数总

和，再减去匹配的条带个数)。

结 果

对收集的菌株进行霍乱毒素基因f￡zAB的检

测，发现从河水样本中分离的4株0139群霍乱弧

菌cnAB为阴性，其余68株均能在749 bp处扩增出

一条带，c￡mqB检测阳性。

根据BioNumerics对PFGE带型的识别，对其

中67株菌进行了相似性比较，这些菌株包括l株常

规监测自江水中分离的0139群菌株且毒素基因检

测为阴性，其余菌株来自暴发调查以及常规的环境

和食品监测，且均为产毒株。上述67株菌被分成了

16个型(表1和图1、2)。

从各次暴发菌株的分型分析结果看，有如下特

点：一是每起暴发中的分离菌株有各自的主要型别，

在分离菌株较多的暴发中，第二起暴发以3型为主，

第三起绝大多数菌株为8型，第五起以12型多见，

第六起则以5型为多。这些暴发发生于不同地区和

时间(从7月中旬至9月初)，提示不同暴发之间是

独立的事件。二是同起暴发中可有混合型别。有些

暴发中型别较多(例如第五起暴发分离的ll株菌中

有5种型别)，但又具有优势菌型(第五起的1l株暴
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表l 2004年四川省0139群霍乱菌株来源、毒素基因检测以及PFGE型别

菌株号 分离地区 标本来源 毒力基因池∞PFGE型剥 菌株号分离地区 标本来源 毒力基固硪棚PFGE型别
04017’ 简阳 沱江水4

—
04149 温江 患者。 十 8

04019 简阳 亍它江水6 — 16 04134 温江 带菌者o + 8

04082。 简阳 沱江水4 — 04139 温江 患者‘ + 8

04187+ 双流 江安河河水6
— 04144 温汀 带菌者。 十 8

04034 简阳 甲鱼6 + 8 04147 温江 带苗者o + 8

04077 新都 甲鱼6 + 7 04148 温江 带苗者o + 13

04078 新都 甲鱼6 + 5 04150 青白江 厕所o + 5

04079 新都 甲鱼6 + 5 04l 5l 双流 患者o + 8

04080 新都 甲鱼6 + 8 04155 双流 患者o + 12

04081 新都 甲鱼6 + 5 04156 双流 带菌者o + 12

04088 龙泉驿 患者‘ + 14 04157 双流 患者。 十 12

04089 龙泉驿 患者‘ + 14 04158 双流 带苗者o + 12

04048 龙泉驿 医院捧污口1 + 14 04159 双流 带菌者o + 9

04090’ 双流 患者“ + 04160 双流 带菌者。 十 12

04091 双流 患者“ + 3 04161 双流 带菌者。 十 12

04092 双流 患者8 + 1 04162 双流 带菌者o + 12

04093 双流 患者o + 2 04163 双流 带菌者o + ll

04094’ 双流 患者# + 04164 双流 带菌者。 十 10

04095 双漉 患者“ + 3 04168 广役 患者o + 5

04096 双流 患者8 + 3 04169 广汉 患者o + 8

04097 双流 患者# + 4 【)4170 广汉 患者o + 5

04098 双流 厕所’ + 3 0417l 广汉 患者o + 5

041叭 双流 厕所8 + 3 04172 r_汉 患者” + 8

04102 温江 患者o + 8 04173 广汉 患者☆ 十 5

04103 温江 患者o + 8 04174 广汉 患者。 十 6

04105 温江 患者o + 8 04176 广汉 患者。 十 15

04107 温江 带菌者’ + 11 04178 广汉 患者。 十 5

04108 温江 患者o + 8 04179 广汉 患者o + 5

04¨1 温江 患者o + 8 04180 广汉 患者☆ + 5

04114 温江 患者‘ + 8 04181 广汉 患者o + 5

04120 温江 带苗者o + 8 04182 广汉 患者o + 8

04122 温江 带莳者o + 8 04183 广汉 患者” + 5

04123 温江 患者’ + 8 04184 广汉 患者☆ 十 5

04124 温江 患者● 十 ¨ 04185 广汉 患者o + 5

04125 温江 带菌者o + 8 04186 广汉 带苗者o + 8

04127 温江 患者‘ 十 8 04188 绵阳 患者+ + 8

*未用B【oN洲1cs进行聚类分析的菌株；△、▲、#、●、◇、●、☆、★分别表示为常规监铡、第一至七起暴发

发分离株中有7株属于12型)。另外同一型别可出

现在不同的暴发中，如8型出现在第三、五、六、七起

暴发中(图1)，只是在一些暴发中并不占优势。结

果提示感染来源可能较为复杂，但当时未获得食品

或水的调查菌株，尚不能做出明确结论。

自江水的常规监测中也分离到0139群菌株，

但为非产毒株，且与这些暴发的分离菌株明显不同

(图2)，因此这些菌株是自然界中存在着的且与疫

情无关。但另一些在暴发调查中来自厕所、医院排

1：菌株04034(甲鱼分离株)；2：0411l(第i起暴发分离株)； 污口的分离株与当时暴发菌株的带型相同，且为产

3：04151(第五起暴发分离株)；4：04080(甲鱼分离株)；5：041 59(第 毒株，说明存在环境中致病菌株的污染。
五起暴发分离株)；6：04169(第六起暴发分离株)；7：04182(第六起 从甲鱼中分离的6株菌均为产毒株，这些菌株

暴发竺髦：。竺堂主苎耋曼竺：⋯⋯⋯。⋯⋯。 有三种PFGE型别，其中两种(8型和5型)与暴发(同时列出了在第五和六起暴发中出现的菌株以及甲鱼中分离 一“‘‘～⋯⋯’一⋯、。一‘’⋯。1⋯
的菌株，显示为同一型别) 菌株的带型相同，另一种高度相似(相似系数高于

圈1第三起霍乱暴发中优势菌型PFGE 8型图谱 95％)。暴发中分离自患者的菌株多为8型和5型，
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茁号地区 来潍蓑茹自；鬈羹

寝流

≈呒
温Ⅱ

温让

艘琉

艘流

温五

龙泉驿

广溲

五
五
一

，105·

阼E型剐

L型

2型
3型
4型

5型

6型

7型

8型

自型
10型
儿型

11型
n型
12型
13型
14型
15型
16型

(其中“包古菌株数”表示同一个地区№I PFGE电泳结果条带完令相同的菌株数量，方框内分别表示分型一致的两起暴发的优势菌型)
圈2 霍乱暴发和环境及食品监测分离菌株的PFGE型聚类分析

与甲鱼分离株的带型相同，而流行病学调查发现聚

餐中曾食用过甲鱼，提示甲鱼携带菌株与暴发之间

有一定的关联。

讨 论

在霍乱的预防控制中，尤其在一个地区不断发

生疫情时，需要明确感染的来源和暴发的危险因素，

寻找传播途径和分析流行规律，以便采取有针对性

的防治措施。但在霍乱暴发或流行中，很少能明确

传染来源。近年来，基于核酸水平的分子生物学方

法在病原体分析中的应用，可以从分子水平研究爆

发性流行中致病微生物之间的相关性”⋯，分析散发

与散发、散发与暴发以及不同暴发之间的联系，查找

传染来源、分析传播链，以此加强监控或阻断传播

链，达到预防和控制疾病的目的。

病原菌基于基因水平的分子分型又称作细菌的

“指纹图谱”分析，可以判断时间相近的不同爆发性

流行事件(甚至散发病例)是来自同一传染源还是各

自独立的暴发事件”1，并对人群中病原传播进行早

期分析与预警，这将直接影响到预防与控制策略的

制订、实施以及实施的效果。基因分型包括质粒酶

切图谱分型、多位点酶电泳、限制性内切酶图谱分

析、DNA探针杂交技术、基于PcR的分型方法、

PFGE等。PFGE分型技术因其结果能反映菌株全

基因组遗传学特征，是目前分子生物学技术除基因

测序外在重复性、特异性、分辨力、准确度上非常理

想的方法之一”。1“，尤其对于分析亲缘关系、追踪传

染来源具有独特的优势，PFGE分型已经广泛应用

于分析不同来源菌株是相关的暴发还是无关联的

散发⋯1。

1．甲鱼分离菌株与患者、带菌者分离菌株的带

型相同，提示甲鱼带菌与人群聚餐暴发有关联。

2004年四川省在霍乱监测中从甲鱼分离出0139群

霍乱弧菌，流行病学调查显示甲鱼均来自省内某一

水产品批发市场。近两年0139群霍乱主要在该批

发市场所处城市及周边市、县发生，且四川省数起疫

情发生前均有宰杀和食用甲鱼史。在暴发分离的菌

株中均有甲鱼分离菌株PFGE分型的8型和5型。

8型出现在第三起暴发中，在第五、六、七起暴发中

少量菌株也为8型；5型菌株为第六起暴发中的优

势分离株，这些暴发疫情的聚餐中也食用过甲鱼。

甲鱼多为炖食，加热时问长，一般在加工后不会带有
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活菌。但在聚餐中，由于加工现场没有合格的卫生

条件，生菜、熟菜加工不分，清洗没有流动水，清洗蔬

菜和餐具不能严格分开，因此能造成相互污染。结

合流行病学和实验室分析结果，推测四川省近两年

0139霍乱聚餐暴发的主要模式为：携带霍乱弧菌的

水产品(如甲鱼)一加工过程中污染餐、炊具或感染

人群(如厨师带菌)一污染食品一聚餐暴发疫情。

2．聚餐暴发0139霍乱疫情中出现混合茼型。

例如第二起暴发疫情为同一起聚餐引发的食源性霍

乱暴发，检测其中8株菌却分为4个型(其中5株菌

为同一型别，3株菌为另外三种型别)。我们分析可

能是污染来源复杂，即因为聚餐而采购大批食品，其

种类和数量较多，食品来源广，存在多种污染食品或

同种食品多种污染的可能。另外，也需要考虑到其

中有些可能是菌株变异引起，在一起暴发中的分离

菌株、有些不同型别菌株间仅有个别带柙J的差异，相

似度高。已知霍乱弧菌一些表型容易变异““”’，应

考虑可能存在基因的变异。

3调查发现存在环境污染。在第二起暴发中，

从疫点厕所分离到的产毒0139群菌株PFGE带型

与同起暴发中的患者分离菌株相同；在第一起暴发

的调查中，从收治患者的医院排污口分离到菌株，与

同起暴发中患者分离菌株相同，显示产毒菌株已排

放到周围环境中。因此对厕所粪便实行消毒处理是

控制疫情扩散与蔓延的必要手段，患者接触物品和

排泄物需要进行严格的消毒，医院收治霍乱患者后，

其粪便或其他产生的垃圾如不经正确处理，菌株会

随污水等排出医院，造成环境污染。

通过以上分析，我们认为四川省0139霍乱疫

情中，甲鱼等水产品是疫情调查和预防控制的重点。

一邑分离到霍乱弧菌应尽快进行毒力基因检测，以

确定其危害性，并采取相应措施。目前霍乱在我国

的暴发以食源性为主，应加强食品卫生的管理和宣

传。此外，全国应有组织地开展霍乱病原学监测和

相关信息交流，开展环境水体、尤其与人群牛活接触

密切的水体的监测。
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