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摘　要:目的　了解菌株的分子流行病学特征,为贵州省炭疽疫情的预防控制提供科学依据.方法　对２０１２－２０１５年

贵州省间不同地区的４０９份标本(外环境３８８份、患者１９份和牲畜２份)进行炭疽芽胞杆菌分离培养,采用革兰染色镜检、青
霉素抑制试验和噬菌体裂解试验对可疑炭疽菌落进行鉴定,分析菌株检出情况.运用 MLVAＧ１５技术对炭疽芽胞杆菌分离株

进行基因分型获得各 VNTR位点的扩增长度并计算重复单元的重复数目.结合各 VNTR位点重复数目,利用 NTsys２．１０e
软件对不同地区菌株进行聚类分析.结果　从４０９份标本中分离出３４株炭疽芽胞杆菌,检出率为８．３１％.其中３４１份土壤

检出３３株,检出率为９．６８％;１７份患者皮肤病灶渗出液检出１株,检出率为５．８８％.２０１５年分离出炭疽杆菌的阳性率最高,

占４８．７２％ (１９/３９).MLVAＧ１５分析显示,３４株菌株被分为３个 MLVA型;聚类分析显示,３４株菌株被分为 A和B两簇,其
中 A簇又被进一步分为 A１和 A２分支.来自相同地区或年份的多数菌株聚类关系相对较近.结论　２０１２－２０１５年贵州省

间各种疑似炭疽送检标本中,土壤的检出阳性率最高,贵州省炭疽芽胞杆菌菌株具有 MLVA型别多样性,型别分布和聚类关

系具有明显的地域性.
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Abstract:Inordertoprovidescientificbasisforthecontrolandpreventionofanthraxbytheepidemiologicalcharacteristic
ofBacillusanthracis．The４０９samplesincluding３８８fromoutsideenvironment,１９frompatientsand２fromanimalsindifferＧ
entregionsofGuizhouProvincefrom２０１２to２０１５wereusedforB．anthracisisolatationandidentificationbyusingthetradiＧ
tionalGramstaining,penicillininhibitionexperimentsandbacteriophagelysistest．TheB．anthracisgenomeDNAwasampliＧ
fiedusingPCRbasedon１５variablenumberoftandemrepeats(VNTR),respectively．TheamplificationlengthofeachVNTR
locuswasobtainedbycapillaryelectrophoresis．Thecopynumbersoftandemrepeatsequenceweresubsequentlyanalyzedwith
thesoftwareofNTsys２．１０e．Theresultsshowedthat３４B．anthracisstrainswereisolatedfrom４０９specimenswithpositive
rateof８．３１％．Thepositiveratesofsoilandskinlesionexudatesampleswere９．６８％ (３３/３４１)and５．８８％(１/１７),respectively．
Amongthefouryears,theyear２０１５waswithhighestpositiverateofB．anthracis,withpositiverateof４８．７２％ (１９/３９)．
MLVAＧ１５genotypingshowedthatthe３４isolatesweretypedinto３MLVAＧ１５types．Clusteringanalysisshowedthatthe３４iＧ
solatesdividedintoAandBclusters．CladeAwasfurtherdividedintoA１andA２clade．MostisolatescomefromthesamereＧ

gionoryearwascloselyclustered．ResultsofthisstudysugＧ

gestedthatthesoilsamplewasofthehighestpositiverate
withB．anthracis amongallthesamplesfrom Guizhou
Provinceduring２０１２－２０１５andB．anthracisisolatesin
GuizhouProvincewereofgeneticdiversityandwereclusＧ
teredgeographically．
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　　由炭疽芽胞杆菌(以下简称炭疽杆菌)引起的炭

疽病几乎遍及世界各地,四季均可发生[１].贵州省

自１９５７年有炭疽疫情记载以来至七十年代,炭疽病

例持续增加,范围不断扩大,经常有局部流行[２].近

年来贵州省人间炭疽病时有发生[３Ｇ４],病例虽然有所

减少,但发病率仍远高于全国平均水平,例如２００６
年发病数高达１１７例.与此同时,贵州省畜间炭疽

疫情也较为严重,给畜牧业造成了严重的损失[５].
炭疽杆菌形成芽胞以后可长期保存于土壤、草

木和骨骼之中.可能由于这一特性减少其进化频

率,使炭疽杆菌菌株具有很高的同源性.许多研究

都证明,炭疽杆菌缺少分子的多样性,例如质粒电泳

没有差异,基因组扩增片段长度多态性(AFLP)、核
糖体 RNA (rRNA)基因限制性片段长度多态性

(RFLP)和保护性抗原(PA)的 DNA 序列差异都非

常小[６].常用的脉冲场凝胶电泳(PFGE)分子分型

技术,随机扩增多态性DNA标记(RAPD)技术仅能

区分炭疽芽胞杆菌同蜡样芽胞杆菌和枯草芽胞杆

菌,即仅能鉴定到种间差异[７Ｇ８],而多位点序列分型

技术(MLST)对芽胞杆菌的研究证明炭疽杆菌具有

单态性[７,９].１９９６年首次发现炭疽杆菌中存在串联

重复序列,随后各国研究者对炭疽杆菌染色体和质

粒DNA上的可变数目串联重复序列位点(VNTR)
进行了研究,建立了能有效显示菌株多样性的多位

点可变数目串联重复序列分析(MLVA)技术,并已

应用于炭疽疫情和炭疽恐怖事件中传染源的追

踪[１０].本研究对２０１２－２０１５年贵州省疫情和监测

点来源标本进行炭疽杆菌分离鉴定,采用世界公认

的 MLVAＧ１５技术对分离菌株进行基因分型研究,
阐明贵州省炭疽杆菌的 MLVA 型别分布、分子多

样性和分子流行病学特征,为疫情的预警、突发公共

卫生事件的应急处置、疫情的溯源等提供科学依据.

１　材料与方法

１．１　主要试剂　血琼脂平板和普通营养琼脂平板

购自郑州贝瑞特公司,革兰染液购自北京陆桥技术

有限责任公司,诊断用炭疽噬菌体购自兰州生物制

品研 究 所,青 霉 素 纸 片 购 自 英 国 OXOID 公 司,

Taqmix购自北京天一辉远公司,MLVAＧ１５各位点

引物由北京天一辉远公司合成.

１．２　标本来源　收集２０１２－２０１５年贵州省炭疽疫

情发生地疑似炭疽感染的标本和监测点采集标本共

４０９份,其中外环境标本３８８份(土壤３４１份、水４７
份)、患者标本１９份(皮肤病灶渗出液１７份、甲垢２
份)和牲畜标本２份(马肉、猪肉各１份).

１．３　细菌的分离培养和鉴定　按照«炭疽诊断标

准»(WS２８３Ｇ２００８)进行炭疽细菌学检查,挑取标本

接种在血琼脂培养基上生长的疑似菌落进行革兰染

色镜检、青霉素敏感实验和噬菌体裂解实验,同时用

阳性菌株作阳性对照.

１．４　MLVA分型　将分离获得的炭疽杆菌菌株用

煮沸法(挑取单菌落于０．２mL 水中制成菌悬液,

１００℃加热１０min,１００００r/min离心１０min,取上

清液经０．２２μm 滤器过滤后备用)提取核酸后,采用

参考文献[１１]报道的引物序列和PCR方法扩增炭

疽杆菌１５个 VNTR 位点(vrrA、vrrB１、vrrB２、vrＧ
rC１、vrrC２、CG３、pXO１Ｇaat、pXO２Ｇat、VNTR１２、

VNTR１６、VNTR１７、VNTR１９、VNTR２３、VNTR
３２、VNTR３５)[１１].PCR 扩增反应体系(２５μL)含

Taqmix１２．５μL,上下游引物(１０pmol/μL)各１

μL,DNA 模板１μL,去离子水９．５μL.扩增参数为

９５℃预 变 性５min;９５℃３０s,６０℃３０s,７２℃
１min,３４个循环;７２ ℃延伸５min.其中vrrB１、

vrrB２位点退火温度为５５℃,VNTR１２、VNTR１６、

VNTR１７、VNTR３５位点退火温度为５２ ℃,其余

反应条件均相同.

１．５　MLVA聚类分析　扩增产物采用１．５％琼脂

糖凝胶电泳,将得到单一条带的PCR扩增产物委托

北京天一辉远生物公司进行毛细管电泳分析获得菌

株各位点的扩增长度,根据菌株各 VNTR位点的序

列长度、重复单元长度和两翼大小推算出各位点的

重复数,再运用 NTsys２．１０e软件非加权组平均法

(UPGMA)根据各位点的重复数对菌株进行聚类分

析,了解菌株的 MLVA 型别分布、分子多样性和分
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子流行病学特征.

２　结　果

２．１　炭疽芽胞杆菌分离鉴定结果　经培养鉴定,

４０９份标本共分离出３４株炭疽芽胞杆菌可疑菌株,
菌株菌落形态特征呈扁平粗糙、不透明灰白色、无光

泽、边缘不整齐、血平板上不溶血,在低倍镜下菌落

呈卷发状,经革兰氏染色后镜下呈竹节样革兰氏阳

性杆菌,青霉素抑制试验和噬菌体裂解试验均为阳

性.各类标本中,３８８份外环境标本检出３３株炭疽

杆菌,检出率为８．５１％;１９份患者标本中检出１株

炭疽杆菌,检出率为５．２６％;２份牲畜标本中未检出

炭疽杆菌;各类样本检出结果见(表１).

表１　２０１２－２０１５年贵州省各类标本炭疽杆菌检出情况表

Tab．１　DetectionresultsofB．anthracisstrainsfromdifferenttypeofsamplesinGuizhoufrom２０１２to２０１５

年份 总标本数 总阳性数
外环境(标本数/阳性数) 患者(标本数/阳性数) 牲畜(标本数/阳性数)

土壤 水 皮肤渗出物 甲垢 肉

２０１２ ２８ ０ ２０/０ ６/０ ２/０ ０/０ ０/０

２０１３ １６２ ７ １４３/６ １１/０ ７/１ ０/０ １/０

２０１４ １８０ ８ １４５/８ ３０/０ ３/０ ２/０ ０/０

２０１５ ３９ １９ ３３/１９ ０/０ ５/０ ０/０ １/０

合计 ４０９ ３４ ３４１/３３ ４７/０ １７/１ ２/０ ２/０

２．２　炭疽芽胞杆菌１５个 VNTR 位点重复数目分

析结果　经 VNTR 位点 PCR 扩增和凝胶电泳检

测,对经凝胶电泳检测产生清晰条带的３４株菌株各

VNTR位点产物进行毛细管电泳分析,结合序列长

度、重复单元长度和两翼大小推算出各位点的重复

数(表２).

２．３　炭疽芽胞杆菌 MLVAＧ１５聚类分析　按照１５
个 VNTR位点重复数完全相同定义为一个 MLVA
基因型划分,可将３４株菌分为３个 MLVA 型(图

１).聚类分析显示(图１),３４株菌株被分为 A 和B
两簇,其中 A 簇又可进一步分为 A１和 A２分支,

２０１４年分离自织金县土壤的２０１４００８菌株单独形

成 A２ 型.３４ 株 菌 中 有 ２２ 株 菌 属 A１ 型,占

６４７１％.另 外 １１ 株 属 B 型,占 全 部 型 别 的

３２３５％.来自瓮安、望谟的多数菌株聚类关系分别

较近,MLVA型别分布具有明显地域性.

３　讨　论

近年来,贵州省每年均有炭疽病例报告,病例虽

然有所减少,但发病率仍远高于全国平均水平.本

研究对来自２０１２－２０１５年贵州省炭疽疫区的土壤、
水样、人畜污物等４０９份标本进行炭疽芽胞杆菌分

离鉴定.结果显示,共分离出３４株炭疽杆菌菌株,
检出阳性率高达８．３１％,低于２００６－２０１１年从８３０
份标 本 中 分 离 出 ８８ 株 炭 疽 杆 菌 的 检 出 率

１０６０％[１２].此外,１９份皮肤炭疽患者标本中仅１

图１　２０１２－２０１５年贵州省炭疽菌株 MLVA聚类分析

Fig．１　ClusteranalysisofMLVAforB．anthracisfrom
２０１２to２０１５inGuizhou

６２６ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０１８,３４(７)
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份标本检出炭疽杆菌,检出率为５．２６％,其分离率低

的原因可能与患者接受抗生素治疗或采样时间有

关,因此,为能准确获得病原学依据,应尽可能在使

用抗生素等药物治疗前采样进行病原学检测.本次

检测的３４１份土壤标本分离３３株炭疽杆菌,所分离

菌株数占总菌株数的９７．０６％,提示疫源地外环境污

染的严重性和暴发疫情的潜在危险,当地卫生与动

物防疫部门应加强监测,并对环境进行消毒处理.
此外,其余４７份水样、２份病畜肉均未分离出炭疽

杆菌,可能因未采集到被炭疽芽胞或菌体污染的水

样或未能准确采集到病畜带菌部位所致.

２０１２－２０１５年检测出的３４株炭疽杆菌来源于

黔西南州、黔南州、毕节３个地区,其中以黔西南州

居首位,其次为黔南州和毕节地区,检出菌株数分别

为２５、８和１株.黔西南州的望谟县检出２５株,为
检出菌株数最高的县,占７３．５３％.瓮安、织金县分

别检出８株、１株炭疽杆菌,其中有２株菌株为采集

消毒处理一年后的历史疫源地所分离,提示消毒处

理不彻底,仍然存在发生炭疽疫情的风险.

MLVA技术因其能有效反映炭疽杆菌多态性

的特点而被应用于炭疽杆菌的分型和疫情的分子流

行病学调查研究[１３].本研究基于１５个 VNTR 位

点的 MLVAＧ１５技术将２０１２－２０１５年贵州省分离

的３４株炭疽杆菌进行基因分型结果显示３４株菌株

被分为３个 MLVA型别,反映了贵州省近年炭疽杆

菌流行菌株的分子多样性.此外,聚类分析显示(图

１)菌株２０１３００１~２０１３００７、２０１４００７和２０１５００１~
２０１５００３为同一 MLVA型,被聚类为同一分支(B),

２０１４００１~２０１４００６、２０１５００４~２０１５０１９为同一 MLＧ
VA型,被聚类在同一分支(A１),而分离自织金的

２０１４００８菌株独立为基因型 A２分支.本研究中来

自望谟县土壤样本共分离炭疽杆菌２５株,除３株菌

株２０１５００１~２０１５００３ 分离自油迈乡为基因型 B
外,其余菌株均属基因型 A１.从地域或时间分布来

看,３４株菌株中多数来源于相同区(县)或年份的菌

株之间聚类关系相对较近,菌株聚类关系具有明显

地域和时间分布特点,提示不同地区的疫情由不同

基因型别的菌株所致.
本研究中菌株２０１３００１~２０１３００７来源于２０１３

年瓮安县同一起疫情标本分离所得,７株菌株均被

划分为同一基因型B.值得注意的是,该起疫情解

剖地土壤经消毒后２０１４年再次采取样本依然能分

离出 一 株 炭 疽 杆 菌 (菌 株 号 ２０１４００７),与 菌 株

２０１３００１~２０１３００７聚类最接近,同为基因型 B,提

示疫情发生地仍然是炭疽杆菌的疫源地,应引起当

地疫病防控相关部门重视.
炭疽历来是严重危害贵州省人兽健康的主要急

性传染病之一,贵州省已被卫生部确定为重点炭疽

监测省份.由于炭疽芽胞杆菌遗传信息的保守性,
一般的分子分型方法难以将菌株的遗传特征进行有

效鉴别,本研究我们采用１５个 VNTR位点的 MLＧ
VA分型方法对贵州省近年炭疽杆菌进行基因分

型,初步了解了贵州省２０１２－２０１５年间炭疽杆菌基

因型别特征及其多样性,结果将为贵州省炭疽疫情

发生时对传染源进行溯源、了解传播途径以及对炭

疽防控措施的制定提供基础资料和科学依据.同

时,本研究中所采用的 MLVAＧ１５技术也是贵州省

首次引入该技术对炭疽杆菌进行病原学分析,为贵

州省炭疽疫情防控提供了技术储备.
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