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摘　要:目的　 对２０１３年以来江西省致病性钩端螺旋体进行血清学、基因分型分析,以了解江西省钩端螺旋体血清学

和分子流行病学特征.方法　对２７株钩端螺旋体进行暗视野显微镜凝集试验确定血清群.PCR扩增１６SrRNA基因、测序,

确定基因种.利用 MLST(multilocussequencetyping)研究进行基因分型分析,并应用 BioNumerics(Version５．１０)软件进行

聚类分析.结果　血清群鉴定:２７株菌株隶属于４个血清群,其中黄疸出血群为主要优势血清群,占５９．２６％,其次依次是爪

哇群２５．９２％、澳洲群７．４１％和巴达维亚群７．４１％.基因种鉴定:２７株菌株隶属于L．interrogans和L．borgpetersenii２个致

病性基因种,L．interrogans为江西省主要优势型别,占７７．７８％.MLST研究显示２７株菌株隶属于５个ST型别,其中ST１
为主要基因型,占５９．２６％.BioNumerics软件分析:２７株菌株分为５个Clusters对应于５个ST型,MLST基因型别具有明显

的地域性特征,而年代间变化不明显.结论　黄疸出血群为江西省主要流行血清群,L．interrogan 为主要致病基因种,ST１
为主要基因型,充分了解江西省钩体病血清学和分子流行病学特征将对钩体病防控和疫苗制备有一定的指导意义.
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Abstract:InordertoexplorethemolecularandserologicalcharacterizationofpathogenicLeptospirainJiangxiProvince,a
collectionof２７strainsisolatedfromJiangxiProvinceinChinasince２０１３wereanalyzedusingSerogroupidentification,１６S
rRNAgenesequencingandmultilocussequencetyping(MLST)inthisstudy．SevenlociwerechosenforgenotypinginMLST
analysisandtheresultswereanalyzedbyBioNumerics(Version５．１０)softwares．Microscopicagglutinationtest(MAT)was
conductedandatotaloffourserogroupswereidentifiedamong２７Leptospirastrains．SerogroupIcterohaemorrhagiaewasthe
mostfrequentserogroup,accountingfor５９．２６％,followedbyJavanica２５．９２％,Australis７．４１％andBataviae７．４１％,respecＧ
tively．１６SrRNAsequencingwasconductedandtwopathogenicspeciesofL．interrogansandL．borgpeterseniiwereidentified
amongthe２７isolates．L．interroganswasthemostprevalencespecies,accountingfor７７．７８％,whiletheremaining６isolates
wereidentifiedaspathogenicL．borgpetersenii．Fivedifferentsequencetypes(STs)wereobtainedByMLST．ST１accounted
for５９．２６％andwasthemajorgenotypeinJiangxiProvinceinChina．PhylogeneticanalysisusingBioNumericssoftwaresreＧ

vealedthatfivemajorclusters (Cluster１toCluster５)correＧ
spondingtofiveSTtypeswasidentifiedamong２７isolates．
Obviousepidemiologicalrelationship wasfoundbetweenthe
distributionsofSTsandisolatedlocation,butnotacrossyears．
Inthiswork,theresultsrevealedthatMLSTanalysiscouldbe
usedtoexplorethegeneticdiversityandpopulationstructures
ofLeptospira．Inthiswork,theresultsrevealedthatSeroＧ
groupIcterohaemorrhagiaewasthemostfrequentserogroup,
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L．interroganswasthemostprevalencespecies,andST１wasthemajorgenotypeinJiangxiProvinceinChina．ThedetailedseＧ
rologicalandmolecularcharacteristicscirculatinginthisregionmayprovidenewinsightsintotheepidemiologyofleptospirosis
andvaccinedesigninChina．
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　　钩端螺旋体病(简称钩体病)是由致病性钩端螺

旋体(简称钩体)引起的人兽共患传染病,主要通过

直接或间接接触感染动物的尿液而感染,主要宿主

动物包括啮齿类动物(黑线姬鼠、黄毛鼠、黄胸鼠和

褐家鼠等),以及家畜(猪、犬和牛等).近年来以多

位 点 序 列 分 析 (Multilocus sequence typing,

MLST)为基础的分型方法,逐渐应用于细菌学基因

分型、分子流行病研究.此外,细菌的１６SrRNA具

有高度的保守性已被广泛用于钩体菌基因种鉴定、
分子进化的分析指标.江西省作为钩体病的老疫

区,每年的钩体病发病率远高于全国平均发病率,而
江西省的钩体病分子流行病学特征尚未见详细报

道.本研究选取江西省２０１３年以来从宿主动物监

测中分离到的２７株钩体分离株,利用暗视野显微镜

凝集试验进行血清群鉴定,利用１６SrRNA 基因测

序技术对其进行基因种鉴定,以及利用 MLST方法

对其进行基因分型研究,初步探讨江西省致病性钩

体的血清学、分子流行病学特征,为江西省钩体病预

防控制提供科学依据.

１　材料与方法

１．１　菌株来源　本研究共选用江西省２０１３年以来

啮齿类动物监测中分离到的２７株钩体分离株,分别

来自上饶、上高、浮梁和上犹４个地区.

１．２　主要试剂　１５群１５型钩体参考菌株诊断血清

由中国食品药品检定研究院提供;PCRPremix采

用大连宝生物工程(大连)有限公司产品;１００bp
DNA Marker采用北京天根生化科技有限公司产

品;基因组提取采用北京赛百盛基因技术有限公司

硅胶膜型 TM 基因组DNA提纯试剂盒.

１．３　血清群鉴定　采用暗视野显微镜凝集试验

(Microscopicagglutinationtest,MAT),利用中国

１５群１５型钩体参考菌株的免疫兔血清,对分离菌

株进行血清凝集试验,利用暗视野显微镜观察,以出

现５０％菌体凝集菌群为最终鉴定血清群.

１．４　菌体 DNA 制备　钩体液态培养基在２８℃培

养７~１０d,达到对数生长期提取基因组DNA,操作

方法按试剂盒说明书进行.

１．５　１６SrRNA基因PCR扩增、测序　参照参考文

献[１]报道的引物序列进行PCR扩增、双向测序,引
物 序 列 如 下:fDl:５′ＧCCGAATTCGTCGACAAＧ
CAGAGTTTGATCCTGGCTCAGＧ３′, rP２: ５′Ｇ
CCCＧGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTＧ
TACGACTTＧ３′,引物由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成.采用５０μLPCR反应体系扩增,

PremixExTaq２５．０μL,上下游引物(１０μmol/L)
各２μL,cDNA 模板５μL,纯水补充至５０μL反应

体积.PCR扩增参数如下:９５ ℃预变性５min,９５
℃变性３０s,５５℃退火３０s,７２℃延伸１min,扩增

３０个循环,最后７２ ℃延伸 １０min.PCR 产物纯

化、双向测序由宝生物工程(大连)有限公司完成.

１．６　MLST七个位点PCR扩增、测序　参考文献

报道 MLST 方案[２],利用 ７ 个位点 pntA、sucA、

pfkB、tpiA、mreA、gluM、caiB 进行PCR扩增,各
位点信息见表１,引物合成由上海生工生物工程技

术服务有限公司完成.采用２０μL反应体系进行扩

增,PremixExTaq１０．０μL,上下游引物(１０μmol/L)
各１μL,cDNA 模板１μL,纯水补充至２０μL反应

体积.PCR 扩增程序如下:９５℃ 预变性５min,９５
℃变性３０s,５５℃退火３０s,７２℃延伸１min,扩增

３０个循环,最后７２℃延伸１０min.扩增产物纯化、
双向测序,由宝生物工程(大连)有限公司完成.

１．７　数据分析

１．７．１　基因种鉴定　将测序获得的１６SrRNA 基

因序列与 GenBank数据库进行同源性比对,以确定

其基因种.

１．７．２　MLST研究　将７个位点序列与 MLST网

站http://pubmlst．org/上相应等位基因进行比较,
获得每 株 菌 等 位 基 因 谱 (gluMＧpntAＧsucAＧtpiAＧ
pfkBＧmreAＧcaiB)以及 STs (SequenceTypes)型

别.利用BioNumerics软件进行聚类分析,观察菌

株间的基因多态性及种群结构.
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表１　MLST研究中７个位点信息

Tab．１　SevenlociinMLSTanalysis

位点 引物序列(５′－３′)
PCR产物

大小/bp

pntA
FＧTAGGAAARATGAAACCRGGAAC
RＧAAGAAGCAAGATCCACAAYTAC

６２１

sucA
FＧTCATTCCACTTYTAGATACGAT
RＧTCTTTTTTGAATTTTTGACG

６４０

pfkB
FＧCGGAGAGTTTTATAARAAGGACAT
RＧAGAACACCCGCCGCAAAACAAT

５８８

tpiA
FＧTTGCAGGAAACTGGAAAATGAAT
RＧGTTTTACRGAACCHCCGTAGAGAAT

６３９

mreA
FＧGGCTCGCTCTYGACGGAAA
RＧTCCRTAACTCATAAAMGACAAAGG

７１９

gluM
FＧAGGATAAGGTCGCTGTGGTA
RＧAGTTTTTTTCCGGAGTTTCT

６５０

caiB
FＧCAACTTGCGGAYATAGGAGGAG
RＧATTATGTTCCCCGTGAYTCG

６５０

２　结　果

２．１　血清群鉴定　经 MAT试验结果显示:２７株江

西省致病性钩体分离株隶属于４个血清群,分别是

黄疸出血群、爪哇群、澳洲群和巴达维亚群.其中黄

疸出血群为江西省主要优势血清群,占５９．２６％(１６/

２７),其次依次为爪哇群占２５．９２％(７/２７)、巴达维亚

群占７．４１％(２/２７)和澳洲群占７．４１％(２/２７).血清

群分布存在一定程度的地域差异,浮梁和上饶地区

以黄疸出血群为主,上犹地区以爪哇群为主,上高地

区仅分离到一株菌株,为澳洲群,详见图１.

图１　２７株江西省钩端螺旋体菌株不同地区血清群分布

Fig．１　DistributionofSerogroupsamongdifferentregions
for２７Leptospira strainsisolatedfrom Jiangxi
Province

２．２　基因种鉴定　２７株分离株的１６SrRNA 基因

测序结果与GenBank数据库收录的钩体１６SrRNA
基因序列比对,同源性＞９９．７％认为是同一个基因

种,结果显示:２７株菌株隶属于L．interrogans 和

L．borgpetersenii２个致病性基因种,其中 L．inＧ
terrogans为江西省主要优势基因种,占 ７７．７８％
(２１/２７).基因种分布存在一定的地域差异,例如

L．borgpetersenii基因种仅存在于江西省上犹监测

点,而L．interrogans 基因种广泛存在于上饶、上
高、浮梁和上犹４个监测点,详见图２.

图２　２７株江西省钩端螺旋体菌株不同地区基因种分布

Fig．２　Distributionofspeciesamongdifferentregionsfor
２７LeptospirastrainsisolatedfromJiangxiProvＧ
ince

２．３　MLST基因多态性分析　MLST研究结果显

示,２７株致病性钩体呈现５个ST 型别,其中ST１
为主要优势ST型别,占５９．２６％(１６/２７),其次依次

为ST１４３占２２．２２％(６/２７)、ST１０５占７．４１％(２/

２７)、ST２２４占７．４１％(２/２７)和ST２１６占３．７０％(１/

２７).ST分布也存在一定程度的地域差异,ST１分

布在浮梁和上饶地区,ST１４３仅分布在上犹地区,

ST１０５分布在上饶和上高地区,ST２１６和ST２２４仅

在上犹地区分布,详见图３.

图３　２７株江西省钩端螺旋体菌株ST型别在不同地区分布

Fig．３　Distributionofsequencetypes(STs)amongdifferＧ
entregionsfor２７Leptospirastrainsisolatedfrom
JiangxiProvince
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２．４　BioNumerics软件分析　UPGMA 聚类分析

显示:２７株菌株共分为５个 Cluster群,分别对应５
种ST 型,详见图 ４.Cluster１ 对应 ST２２４,来自

２０１５年上犹菌株;Cluster２对应ST２１６,为２０１４年

上犹菌株;Cluster３对应ST１０５,来自２０１３年上饶

和２０１５上高菌株;Cluster４对应ST１,为江西省的

优势克隆群,包括１６株２０１３、２０１４年上饶和２０１３

－２０１５ 年 浮 梁 菌 株;Cluster５ 对 应 ST１４３,来 自

２０１３－２０１５年上犹菌株.由聚类图显示:ST 和血

清群构成在不同地域上均存在一定程度差异,而不

同年代间差异不明显,ST型别在宿主特异性方面也

不明显.黑 线 姬 鼠 作 为 主 要 宿 主,包 括 ST２２４、

ST２１６、ST１和ST１４３四个ST型.

L．int:L．interrogans,L．bor:L．borgpetersenii．

图４　２７株江西省钩端螺旋体UPGMA聚类分析

Fig．４　UPGMAdendrogramof２７LeptospirastrainsisolatedfromJiangxiProvince

３　讨　论

江西省是钩体病的老疫源地,该省每年均有数

例钩体病上报病例,本研究黄疸出血群为江西省主

要流行血清群,其次为爪哇群,L．interrogans为主

要致病性基因种,ST１为主要优势ST型别,其次为

ST１４３.徐建民[３]等２０１０年对２００２－２００８年的江

西监测菌株进行PFGE研究发现:黄疸出血群赖型

是江西省人群及动物中优势血清型,本次研究中

２０１３年以来江西主要流行型别在不同年代间变化

不大.李世军等[４Ｇ５]对２００７－２００９年分离自贵州的

菌株进行研究发现:３株分离株均隶属于L．interＧ
rogans基因种,黄疸出血群和 ST１型别.王亚琳

等[６]报道２０１０年四川乐至县人群钩体疫情主要致

病群血清群为黄疸出血群.综上所述,江西的主要

流行株与中国四川、贵州等其他地区的主要流行菌
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群、型别一致.
本研究发现江西地区钩体的基因种、血清群及

ST型别分布存在地域差异.有文献报道L．interＧ
rogans基因种 更 适 合 在 潮 湿 的 环 境 生 存,而 L．
borgpetersenii基因种在潮湿和干燥的环境均能生

存[７].有实验数据表明:L．interrogans 适合在外

环境例如外界表面水体中生存,可通过接触疫水传

播钩体病,而L．borgpetersenii基因种不容易在外

界环境生存,主要通过宿主动物间的直接传播[８].
上犹处于江西的赣南山地地区,海拔在 １０００~
１６００m 左右;而上饶、上高和浮梁处于赣北丘陵地

区,海拔在１００~３００m 左右,可能不同的海拔高

度、地理位置、气候、宿主动物、环境等因素会影响钩

体生存、传播,具体的致病、传播机制尚需进一步

验证.

Thaipadungpanit等[９]对２０００－２００５年泰国东

北部钩体疫情进行 MLST分析,研究发现L．interＧ
rogans秋季群ST３４为主要的优势克隆群.GuernＧ
ier等[１０]对法国波利尼西亚塔希提地区的猪、鼠、人
进行钩体检测,研究发现该地区存在 L．interroＧ
gans和L．borgpetersenii２个基因种和３种ST型

别,其中L．interrogans是主要致病基因种,LeptoＧ
spirainterrogansST１４０仅在猪中发现,L．interＧ
rogansST１７和 LeptospiraborgpeterseniiST１４９
在人和猪中均检测到.Voronina等[１１]对俄罗斯２９
株钩体分离株进行分析,研究发现该地区存在L．
interrogans、L．kirschneri 和L．borgpetersenii 三

个基因种,其中 ST３７、ST１７、ST１９９(L．interroＧ
gans)、ST１１０(L．kirschneri)和 ST１４６(L．borgＧ
petersenii)五个ST型别从时间和地域上在该地区

普遍存在.Benacer等[１２]对马来西亚半岛的城市鼠

类进行钩体检测,研究发现:L．interrogans为主要

基因种,巴达维亚群和爪哇群为主要流行血清群,

ST１４３和ST５０为主要流行ST型别.综合国内、国
际钩体病文献报道发现,中国以及世界的常见致病

基因种为L．interrogans和L．borgpetersenii基因

种,以L．interrogans基因种为主,但是不同国家和

地区又同时存在一些独特的ST 型别,例如江西的

主要流行型别ST１在其它国家尚未见报道.同时,
中国江西钩体菌株基因多态性较高,优势ST 型别

ST１４３及优势血清型爪哇型与马来西亚半岛的钩体

病流行型别相同,可能与同为东南亚国家,当地的地

理位置、气候及环境因素相似有一定关系,具体的详

细机制尚需进一步的实验验证.

本次江西钩体菌株的血清学、分子分型研究为

江西省钩体病的分子流行病学研究提供了科学依据.
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