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要"目的
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探讨四川省嗜肺军团菌基因特征$方法
!

采用基因序列分型"

,:D

#对四川省
&C)CU.'&B

年分离的嗜肺军团

菌共
2C

株进行了基因型的研究$根据文献报道的军团菌
2

个管家基因!对
2C

株嗜肺军团菌进行
a*4

扩增!

,:D

结果测序后上

传至欧洲军团菌感染组"

0]S+-

#数据库得到
,D

分型$结果
!

2C

株嗜肺军团菌分为
((

个
,D

型!其中有
&&

个为新
,D

型

"

,D.(99

"

,D.(B9

#$

((

个
,D

型分为
9

个克隆群"

**"

#和
9

个
"HK

O

GE<;K

$结论
!

,:D

方法能对嗜肺军团菌进行基因分型研究$

四川省嗜肺军团菌具备较高的遗传多样性和地区特异性!有感染人的风险!应加强对公共卫生环境中军团菌的监测工作$
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军团菌是一种兼性胞内寄生菌#它的生长和繁殖与环境密

切相关#普遍存在于各种水环境和土壤环境中#在空调冷凝水'

冷热水循环系统及温泉水中较为常见*它能以气溶胶的方式

通过呼吸道传播#人体吸入污染有军团菌的气溶胶#饮用'接触

污染的水源或者土壤#可能引起以肺部感染为主要症状的军团

菌病*目前已知军团菌有
9.

个种#

2'

多个血清型(

&

)

#

C'̀

以

上的军团菌病都是由嗜肺军团菌引起的#其中嗜肺军团菌血清

&

型菌株$

+

?

&

%为主要的致病血清型(

.

)

*临床上对军团菌进行

分型的传统方法主要采用血清学检测#但是由于血清交叉反应

的存在#导致分型准确性较低*目前#用于军团菌分型的手段

主要是分子生物学方法#常见的有基因序列分型$

,:D

%'多位

点可变数目串联重复序列多态性分析$

6+W%

%'脉冲场凝胶电

泳分型$

aeS0

%'扩增片断长度多态性分型$

%e+a

%等(

(

)

#为了

解四川省嗜肺军团菌菌株的序列分型特征#分析菌株间的遗传

相关性#本研究采用了
,:D

法对四川省
&C)CU.'&B

年收集到

的共
2C

株嗜肺军团菌进行分子分型研究*现将结果报道

如下*

$

!

材料与方法

$@$

!

一般材料
!

选取四川省
&C)CU.'&B

年分离到的
2C

株嗜

肺军团菌#

B1

株来源于以下
2

个城市的空调冷却塔水'酒店淋

浴水及喷泉的常规监测标本#其中成都市
12

株'泸州市
9

株'

内江市
1

株'南充市
1

株'绵阳市
&

株'雅安市
&

株'自贡市
&

株'乐山市
&

株&

&(

株来源于
.'&1

年对四川省
.

个城市的温

泉水调查项目#其中雅安市
&'

株'康定市
(

株&患者痰液标本

分离到
.

株*

$@/

!

方法

$@/@$

!

细菌培养与鉴定
!

将复苏后的菌株接种于炭粉酵母浸

出物培养基中$

:*f0

#北京路桥生物试剂有限公司%#在浓度

为
9̀

的
*5

.

孵箱中#

(2 [

培养
1)

"

B'I

#根据文献(

1

)#用

a*4

方法扩增军团菌属特异性
&B,=4$%

*用血清凝集方法

对嗜肺军团菌进行血清学鉴定$天津生物芯片公司%*

$@/@/

!

#$%

模板制备
!

分离纯化嗜肺军团菌后#与
&@'A+

生理盐水混合制备成菌悬液#

#$%

模板提取按照天根生化科

技$北京%有限公司
#$%

提取试剂盒说明书进行操作#提取的

#$%

置于
U.'[

保存备用*

$@/@'

!

,:D

分型研究
!

根据欧洲军团菌感染工作组$

0]S/

+-

%报道(

9/B

)

#对嗜肺军团菌
2

个管家基因
JG>%

'

?

=;%

'

A;A

?

"

'

>"!

'

AH

?

'

?

HG0

和
KEN%

$

KEN%

"

%分别进行
a*4

核酸扩增和测

序*测序后的序列信息与数据库中的序列进行比对分析#得到

,D

型*

a*4

反应均采为
.9

#

+

反应体系#其中
&_a*4 6HY/

<N=E

$擎科生物有限公司%为
..

#

+

#上下游引物$

&'AA;G

%各
&

#

+

#

#$%

模板
&

#

+

*循环参数!

C9[

预变性
9AHK

#

C9[

变性

('"

#

99[

退火
('"

#

2.[

延伸
19"

#共
(9

个循环#

2.[

终末

延伸
&'AHK

*

+

)91(

+

检验医学与临床
.'&2

年
&.

月第
&1

卷第
.(

期
!

+>F6E!*GHK

!

#E7EAFE=.'&2

!

W;G@&1

!

$;@.(

"

基金项目!四川省医学会青年创新课题$

i&9')&

%*

!!

作者简介!李红霞#女#主任技师#主要从事病原生物学方面的研究*

!

#

!

通信作者#
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统计学处理
!

运用
:H;$NAE=H7"WE="H;K2@'

软件对所

得到的嗜肺军团菌
,D

型别进行聚类分析*采用
,a,,.&@'

对

数据进行整理#计数资料采用百分数表示*

/

!

结
!!

果

/@$

!

&B,=4$%

及血清学鉴定
!

对
2C

株保存菌进行军团菌

属
&B,=4$%

检测#毛细管电泳显示#

2C

株菌均在
B9'F

?

处有

明显的电泳条带#结果均为阳性*血清凝集实验鉴定出
&&

种

血清型*主要血清型为
&

型$
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%#共
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株
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$
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%#

B

株
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$
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株
+a&&

$
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%#

(

株

+a&.

$

(@)'̀

%&

+a(

'

+aC

'

+a&(

和
+a&9

分 别 有
.

株 菌

$

.@9(̀

%#

&

株
+a9

$

&@.2̀

%#还有
&

株出现交叉凝集现象

$

+aC

和
+a&1

%#见表
&

*

表
&
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株嗜肺军团菌血清分布(

*

#

`

%)

血清型 空调冷却水 淋浴水 喷泉水 温泉水 患者痰液 合计
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1C
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B.@'(

%

9

$
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%
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$
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$
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,:D

聚类分型结果
!

对
2C

株嗜肺军团菌进行
2

个管家

基因扩增#结果全部为阳性#被分为
((

个
,D

型#有
&&

个
,D

型$

,D.(99

"

,D.(B9

%为新
,D

型#其余的
..

个
,D

型在

0]S+-

数据库中有报道*

&'

个
,D

型$

,D&

'

,D(B

'

,DB('

'

,D.(9C

'

,D&222

'

,D&)2

'

,D.(B(

'

,D(.)

'

,DB1&

'

,D2

%包含
.

株以上的菌株#其余的
.(

个
,D

型均只有
&

株*在所有的
,D

型里#以
,D&

型最多#所占比例为
(2@C̀

&其次由高到低依次

为
,DB('

'

,D.(9C

'

,D&222

#所占比例分别
)@)̀

'

9@'̀

'

(@)̀

*两株来源于患者痰液的菌株分别为
,D(B

和
,D&CCC

*

/@'

!

,D

型间的相互关系分析
!

为更加详细了解
,D

型间的

相互关系#运用
:H;$NAE=H7"WE="H;K2@'

软件#绘制了四川省

嗜肺军团菌的克隆群分布情况图*

((

个
,D

型分为
9

个克隆

群$

**,

%和
9

个
"HK

O

GE<;K

*

**&

群包括
&&

个
,D

型#其中
1

个

,D

型分离自温泉$

,DBC'

'

,D.(9)

'

,D.(9C

'

,D.(B'

%#

1

个
,D

型分离自空调冷却水$

,D.(99

'

,D&B1'

'

,D&9B.

'

,DC2&

%#

.

个

,D

型分离自淋浴水$

,D&B(C

和
,D.(92

%*

**.

群包括
2

个

,D

型#

2

个
,D

型来源于空调冷却水$

,D&'&&

'

,D2

'

,DB('

'

,D&B'1

'

,D&&&(

'

,D&222

'

,D&

%#还有
,D&

型来源于喷泉水和

淋浴水*

**(

群包括
9

个
,D

型#

(

个
,D

型来源于空调冷却

水$

,D92C

'

,D&)2

'

,D.1.

%#

&

个来源于温泉水$

,D.(B&

%#

&

个

来源于喷泉水和患者$

,D(B

%*

**1

群包括
(

个
,D

型#

.

个型

分离自空调冷却水$

,D9)(

和
,D&.2C

%#

&

个来源于温泉水

$

,DB1&

%*

**9

群包含
.

个
,D

型$

,D.(B(

和
,D.(B1

%#均来

源于喷泉水*

9

个
"HK

O

GE<;K

分属不同的
,D

型#来源也不同*

'

!

讨
!!

论
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,:D

法是
0]S+-

用于对嗜肺军团进行分子分型的方法#

该方法重复性好#实验操作简单#实验结果清晰'可靠#并能与

我国其他地区及其他国家作比较#可以作为分子分型的首选方

法*此方法选用
JG>%

'

?

=;%

'

A;A

?

"

'

>"!

'

AH

?

'

?

HG0

和
KEN%

$

KEN%

"

%

2

个管家基因进行
a*4

扩增#实验中发现某些菌株

无法扩增出
KEN%

基因#根据文献(

9/B

)#采用
KEN%

" 基因扩

增#均扩增出阳性结果*本研究有
2

株菌选用了
KEN%

"

#这些

菌株来均分离于人造水环境#包括空调冷却水'淋浴水及喷泉

水*本研究第一次应用
,:D

方法建立了四川省嗜肺军团菌分

子分型数据库#

2C

株嗜肺军团菌被分成为
((

个
,D

型#充分说

明四川省嗜肺军团菌具有较高的遗传多样性*

目前#

0]S+-

数据库已经收录了
&&CB(

株军团菌#其中

2C2.

株$

BB@B1̀

%军团菌从临床患者分离#

()C9

株$

(.@9B̀

%

军团菌从环境标本分离#还有
CB

株$

'@)'̀

%军团菌来源不明*

数据库里一共包括
.1)'

种
,D

型*

,D&

型是世界上报道最多

的型别(

2/&&

)

#也是四川省的优势型#占总数量的
(2@C̀

$

('

"

2C

%*

,D&

型菌株在世界范围内普遍存在#分布于环境标本和

临床标本中*遗憾的是本研究分离到的
,D&

型菌株均来源于

人工水环境#包括空调冷凝水'酒店洗澡水和喷泉水#未自患者

身上分离到
,D&

*本研究中
.

株来源于患者痰液的菌株分别

为
,D(B

和
,D&CCC

*

,DB('

是四川省嗜肺军团菌分子型别分布中占第
.

位的

型别$

)@)̀

%#全部来源于空调冷凝水#在四川省的
9

个城市中

分离得到!成都'内江'雅安'南充'乐山*

,D.(99

"

,D.(B9

是

四川省新发现的型别#分布在空调冷却水'喷泉水'淋浴热水'

温泉水里#血清型别也各异#对于这些型别的菌株可进行进一

步的研究*剩余的型别在世界范围内都有报道#分离于环境标

本中或者临床标本中*因此#应该加强对公共卫生环境的监测

工作#避免引起军团病的暴发*

本研究通过运用
,:D

方法#对四川省
&C)CU.'&B

年期间

分离到的嗜肺军团菌进行分子分型#展示了四川省嗜肺军团菌

基因型和菌群的分布特点#预示了四川省嗜肺军团菌可能感染

人类的特点#卫生相关部门应加强对公共卫生场所的监督监测

工作#并将
,:D

方法运用于嗜肺军团菌分子流行病学监测'追

踪军团菌病的传染源及分析暴发流行的趋势*
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菌#结果显示#

-*3

患者的细菌耐药率普遍高于非
-*3

患者#

对亚胺培南和美罗培南耐药情况较严重*进一步研究发现#耐

碳青霉烯类肠杆菌来自于
-*3

病房患者居多#可能是由于

-*3

病房患者住院时间较长#免疫力低下#危重患者滞留导尿

管'进行气管切开'呼吸机的应用等侵袭性操作较多#并频繁使

用免疫抑制剂和各类广谱抗菌药物等使细菌耐药性增加#导致

耐药率不断上升(

C/&'

)

*

综上所述#定期进行耐药性监测有助于了解医院细菌耐药

性变迁#有助于临床医生能够根据细菌培养和敏感试验结果合

理使用抗菌药物*
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