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O1群霍乱弧菌分为古典生物型和埃尔托生物

型（El Tor）。国外报道了大量不典型或变异的 El

Tor 型菌株，一些分离株中出现了古典型的 ctxB/

rstR；一些 El Tor 菌株呈现出古典生物型的表型特

征，被称为hybrid或是Matlab变种［1］，这些不典型或

变异的El Tor型菌株在亚洲、非洲等地的多个国家

出现并引起流行［2-5］。为此本研究回顾性分析

1961－2010年我国分离的O1群El Tor型霍乱弧菌

生物表型变异特征。

材料与方法

1. 材料：

（1）实验菌株：选取 1961－2010年我国 27个省

份分离的 385株O1群霍乱弧菌菌株。选择霍乱弧

菌16017和N16961作为古典生物型和典型El Tor 生

物型菌株的标准对照。

·实验室研究·

中国O1群El Tor 霍乱弧菌产毒株
表型多态性研究
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【摘要】 目的 了解近50年中国不同地区分离的O1群El Tor型霍乱弧菌产毒株的生物表型

特征变化。方法 采用多粘菌素B敏感试验、第Ⅳ组霍乱噬菌体裂解试验、VP试验和溶血实验进

行表型特征分析。结果 生物型表型特征分析表明133株菌具有典型的El Tor生物型表型特征，

其余251株菌呈现不典型的El Tor生物型表型特征；综合 ctxB、rstR基因型和生物型表型特征分析，

385株检测菌株中64株为典型El Tor生物型菌株，21株菌有典型的El Tor生物型表型特征但携带

古典型 ctxB基因，杂合型特征菌有280株，根据 ctxB、rstR和表型特征的不同组合可再分为45个杂

合型。结论 中国O1群El Tor霍乱弧菌菌株呈现明显的表型多态性，传统的表型分型特征不能

有效区分古典生物型和El Tor生物型菌株。

【关键词】 霍乱弧菌；生物型；ctxB；rstR

Phenotypic diversity of toxigenic Vibrio cholerae O1 El Tor strains identified in China Zhao
Xuan1，2，Zhang Li1，Li Jie1，Kan Biao1，Liang Weili1. 1 State Key Laboratory for Infectious Disease
Prevention and Control，and National Institute for Communicable Disease Control and Prevention，
Chinese Center for Disease Control and Prevention，Beijing 102206，China；2 Tianjin Centre for Disease
Control and Prevention
Corresponding author：Liang Weili，Email：liangweili@icdc.cn
This work was supported by a grant from the National Natural Science Foundation of China（No. 81171640）.

【Abstract】 Objective To understand the phenotypic diversity of toxigenic Vibrio cholerae O1
El Tor strains isolated from different provinces in China during the last 50 years. Methods
Traditional biotyping testings including susceptibility to polymyxin B，sensitivity to group Ⅳ phage，
Voges-Proskauer test and haemolysis of sheep erythrocytes were conducted. Results Data from
Biotype-specific phenotype analysis revealed that only 133 isolates carryed the typical El Tor
phenotypes while the other 251 isolates displayed atypical El Tor phenotypes. Combined with ctxB，
rstR genotypes and phenotypic characteristics，64 isolates were identified as typical El Tor biotype，21
were El Tor variants that showing the typical El Tor biotype-specific phenotype but with ctxBclass. 280
isolates were defined as the hybrid groups with traits of both classical and El Tor biotypes that could
be further classified into 45 groups，based on the combination of genotypes of ctxB，rstR and
phenotypic characteristics. Conclusion Toxigenic Vibrio cholerae O1 El Tor strains that isolated from
different provinces in China displayed high phenotypic diversity. The traditional biotype traits could
not be used to correctly distinguish the two different biotypes.
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（2）主要试剂：VP试剂购自广东环凯生物技术

有限公司，脱纤维无菌鲜羊血购自北京兰伯瑞生物

技术有限公司，多粘菌素B为上海生工产品，第Ⅳ组

霍乱噬菌体常规稀释液（106/ml）为实验室制备，葡萄

糖磷酸盐蛋白胨水按照《霍乱防治手册》［6］配制。

2. 方法：采用多粘菌素B敏感试验、第Ⅳ组霍乱

噬菌体裂解试验、VP试验和溶血实验进行生物表型

特征分析，试验具体操作和结果判读参照《霍乱防治

手册》［6］。各菌株生物表型结果整合其 ctxB/rstR基因

型信息进行综合分析［7］。

结 果

1. 生物表型检测：在检测的 385株菌中，133株

具有典型的 El Tor 生物型表型特征，即多粘菌素 B

敏感试验阴性、第Ⅳ组霍乱噬菌体裂解试验阴性、

VP试验阳性、溶血试验阳性；1株为古典生物型，与

菌株原始资料信息相吻合，1963 年分离于浙江省；

251株为不典型El Tor生物型，即上述4个表型试验

中至少有1个发生变异，与典型El Tor生物型的表型

特征不符。多粘菌素B敏感试验、第Ⅳ组霍乱噬菌

体裂解试验、VP 试验和溶血试验的变异率分别为

3.1%（12/384）、8.3%（32/384）、20.1%（77/384）和

51.0%（196/384）。说明多粘菌素B敏感试验和第Ⅳ

组霍乱噬菌体裂解试验的表型较其他 2 个表型稳

定、特异，溶血表型最易变异，因而对生物型型别鉴

定的意义或贡献最小。

2. 综合分析：结合前期研究对菌株 ctxB/rstR 基

因型的检测结果［7］，并参考文献［8］方法，分析菌株

综合基因型和表型特征。根据 ctxB、rstR、多粘菌素

B敏感性、第Ⅳ组霍乱噬菌体裂解型和VP试验，将

待检菌株分为四类：

第一类（El Tor型）携带 ctxBET，rstR可以是 rstRET

或 rstRET＋rstRevn或 rstRET＋rstRclass，具有典型El Tor 生

物型表型特征，共64株，占总数的16.6%。该类菌株

在1961年和1962年较为常见。

第二类（El Tor variant）携带 ctxBclass、rstRET，具有

典型 El Tor 生物型表型特征，共 21 株，占总株数

5.5%。该El Tor variant菌株集中出现在 2005年，其

他年份极为少见。

第三类（Hybrid group）为杂合型，共 280 株，占

总株数的72.7%，根据 ctxB/rstR和表型特征的不同组

合存在形式可再分为45个不同的类别（表1）。该杂

合型菌株散在于各年份。

第四类（Unclassified）无法按上述原则根据基因

型和表型归类，共19株，占总株数的4.9%，其主要特

征为 rstR基因存在变异，无法用针对 rstRET、rstRenv和

rstRclass的特异性引物进行扩增。

表1 280株杂合型O1群霍乱弧菌基因型
和生物表型特征分类

生物型

Hybrid group1

Hybrid group2

Hybrid group3

Hybrid group4

Hybrid group5

Hybrid group6

Hybrid group7

Hybrid group8

Hybrid group9

Hybrid group10

Hybrid group11

Hybrid group12

Hybrid group13

Hybrid group14

Hybrid group15

Hybrid group16

Hybrid group17

Hybrid group18

Hybrid group19

Hybrid group20

Hybrid group21

Hybrid group22

Hybrid group23

Hybrid group24

Hybrid group25

Hybrid group26

Hybrid group27

Hybrid group28

Hybrid group29

Hybrid group30

Hybrid group31

Hybrid group32

Hybrid group33

Hybrid group34

Hybrid group35

Hybrid group36

Hybrid group37

Hybrid group38

Hybrid group39

Hybrid group40

Hybrid group41

Hybrid group42

Hybrid group43

Hybrid group44

Hybrid group45

注：R表示多粘菌素B敏感试验阳性；S表示多粘菌素B敏感试
验阴性；＋表示阳性；－表示阴性；C代表古典型 rstR，E代表El Tor

型 rstR，env代表环境型 rstR

基因型

ctxB

E

E

E

E

E

E

E

E

E

E

E

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

E

C

E

C

E

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

E

C

C

C

C

C

C

C

C

rstR

E

E

E

E

E

E

E

E

E

E

env

E

E

E

E

C＋env

E

E

E

E

E＋C

C

env

E＋C

C

E＋C

E＋C

E＋C

C

E＋C

E＋C

E＋C＋env

C

E＋env

C

C

E＋C

E＋C＋env

E＋C

C＋env

C

E＋C＋env

E＋C＋env

C＋env

E＋env

PB

R

R

R

R

R

R

S

S

S

S

R

R

R

R

R

R

R

R

S

S

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

表型特征

VP

-
＋

＋

＋

-
-
＋

＋

＋

＋

＋

-
＋

＋

＋

＋

-
-
＋

＋

＋

-
＋

＋

＋

-
＋

＋

-
-
-
＋

＋

＋

-
＋

＋

-
＋

-
-
＋

-
-
＋

Ⅳ组噬
菌体

-
＋

-
＋

＋

-
＋

-
＋

-
-
-
＋

-
＋

-
-
＋

-
＋

＋

-
-
＋

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
＋

-
＋

＋

-
-
-
-
＋

-

溶血

＋

＋

-
-
＋

-
＋

-
-
＋

-
＋

＋

-
-
＋

-
-
＋

-
-
＋

＋

-
-
＋

＋

-
＋

-
＋

＋

＋

-
-
＋

-
＋

＋

＋

＋

-
＋

＋

＋

菌株
数

15

5

74

3

1

11

1

5

1

1

1

4

4

22

3

1

9

2

1

1

1

1

1

1

6

5
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4

8

3

8

9

1

4

1

1

1

3

1
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6
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图1 1961－2010年我国O1群霍乱弧菌不同分型类别菌株的年代分布

图1为不同类型（不包括Unclassified）菌株在各

年代的分布，可见20世纪90年代后出现的菌株多态

性明显多于 60年代和 80年代流行的菌株，60年代

和 80 年代的菌株主要为 El Tor 型和杂合型中属于

Hybrid group 1～9 的菌株，型别较为单一，这可能

一方面是因为流行早期菌株本身变异小，另一方面

与60年代和80年代流行的快速播散有关。

讨 论

O1群El Tor霍乱在我国首次出现于1961年6、7

月广东省西部沿海地区，在随后的50年间，分别在60、

80和90年代出现3次流行高峰，自2002年开始连续处

于低流行状态［9］。此期间与东南亚诸国的报道相似，我

国O1群El Tor菌株也积累了许多基因型和表型的变

异。基于多粘菌素B敏感试验、第Ⅳ组霍乱噬菌体裂

解试验、VP试验和溶血表型的特征分析表明，除133

株具有的典型的El Tor型表型特征外，其余251株既具

有古典生物型的某些表型特点，又具有El Tor生物型

的表型特征，分离年代和地区无明显的规律性。综合

考虑ctxB/rstR基因型特征和表型分型特征，385株菌可

分成4个类别，传统意义上典型的El Tor型菌株仅占检

测菌株数的16.6%，绝大多数为不典型菌株，传统表型

分型不能确定，具有不同ctxB和rstR的基因组合。

通常认为古典生物型菌株较El Tor生物型菌株

有更强的毒力，但后者的环境适应性更强［10］。El Tor

生物型菌株自 1961年出现以来已在全球范围内取

代了以往流行的古典生物型菌株［8］，目前尚不清楚这

种大量出现的带有古典生物型特征的El Tor型变种

菌株对人群是否具有更强的致病性。实验室研究发

现，携带古典型 ctxB的El Tor型变种菌株比典型El

Tor型菌株（携带El Tor型 ctxB）在兔肠段中能够引起

更多的积液量，提示具有更强的毒力［11］。应加强患

者和环境来源菌株的监测，以便更好了解其变异和

进化过程，利于溯源分析，为防治提供依据和参考。
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