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摘要：【目的】为了解湖北地区家禽空肠弯曲菌的流行状况及其分子特征，应用多位点序列分型方法对

2013–2014年的47株禽源空肠弯曲菌湖北分离株进行分子分型研究。【方法】 以空肠弯曲菌的7个管家基

因aspA、glnA、gltA、glyA、pgm、tkt和uncA为目的基因，提取样本基因组后PCR扩增，测序和分析。将

测序结果上传数据库进行比对，制作成多位点序列分型(Multilocus  sequence  typing，MLST)遗传进化

树。【结果】分离株共有38个ST型，10个克隆群，其中最多的克隆群为ST-353CC和ST-464CC，发现2个
新的等位基因编号和25个新的ST型。遗传进化树显示，不同家禽宿主中空肠弯曲菌序列型存在一定的差

异，不同地区和来源的空肠弯曲菌呈现出遗传多样性。【结论】本研究对湖北分离的47株禽源空肠弯曲

菌进行了MLST分析，其结果显示菌株多样性较为丰富，将为我国家禽空肠弯曲菌的流行病学调查提供

科学的数据。
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空肠弯曲菌(Campylobacter jejuni, C. jejuni)是
一种全球范围内主要的食源性人兽共患病病原

菌，可引起禽类的腹泻、肝炎等，且禽类是其主

要的自然宿主之一。该菌也可引起人类腹泻，是

格林巴利综合征的前趋因子[1]。自二十世纪70年
代起，空肠弯曲菌就是引起肠道感染的主要原因

之一，由此引发的食品卫生安全问题日益突出，

严重影响人畜健康，成为全球公共卫生的焦点[2-3]。

Boes等研究表明，家禽是空肠弯曲菌最主要的传

染源之一，消费禽肉与空肠弯曲菌的流行密切相

关[4-5]。因此对家禽空肠弯曲菌流行情况的调查和

分子特征研究是有必要的。

多位点序列分型是近年来发展很快的分子生

物学分析方法,具有很高的分辨能力,既适于分子流

行病学研究,也可用于分子进化学的研究。Dingle
等在2001年最早提出使用MLST方法进行空肠弯

曲菌的研究[6]。2003年Manning等运用MLST对动

物源和人源空肠弯曲菌进行了分子分型研究，从
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分子水平上阐述了两者之间的联系[7]。国内相关

研究相对较少，薛峰等 [ 8 ]和张毛军等 [ 9 ]分别用

MLST方法对华东地区和华北地区空肠弯曲菌分

离株进行分子分型，而华中地区暂无相关数据。

本研究使用MLST方法对湖北地区2013–2014
年分离的47株禽源空肠弯曲菌进行分子分型研

究，为分析我国空肠弯曲菌的流行和分子遗传特

征提供科学数据。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1    试验菌株：2013–2014年湖北地区分离的

47株禽源空肠弯曲菌(表1)，均经过PCR鉴定和生

化鉴定。武汉的样品来源于武汉市某一大型活禽

交易市场，活禽来源于武汉市周边多个养鸡场，

而大冶样品来源于2个养鸡场和1个养鸭场、监利

样品来源于1个养鸭场、仙桃的样品来源于3个养

鸡场。

1.1.2    培养基及试剂：(1)  炭头孢哌酮去氧胆酸

(mCCDA)培养基、抗生素添加剂及厌氧罐购自

OXOID公司；微需氧产气袋购自日本MGC公司；

布氏肉汤购自北京陆桥生物科技公司；(2) 细菌基

因组提取试剂盒和DNA  Marker购自宝生物工程

(大连)有限公司，2×Taq  Plus  Master  Mix  (Dye
Plus)购自南京诺唯赞生物科技有限公司。

1.2    方法

1.2.1    细菌总DNA的提取：–80 ℃保存的分离菌

种复苏后接种单菌落于含10%小牛血清的布氏肉

汤中微需氧条件(42 ℃，5% O2，10% CO2，85%
N2)培养48 h，使用细菌基因组提取试剂盒提取菌

株的总DNA，–20 ℃保存备用。

1.2.2    PCR引物及目的片段扩增：参考MLST网

站(http://www.mlst.net/)针对C.  jejuni提供的7对
PCR扩增引物序列和7对PCR测序引物序列[6]，引

物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。反

应体系为2×Taq Plus Master Mix (Dye Plus) 12.5 μL，
模板DNA 2  μL  (10  ng)，上下游引物各1  μL  (10
μmol/L)，补水至25  μL。反应条件：(1)  aspA、

gltA、pgm和uncA基因反应条件为：94 ℃  5 min；
94 ℃ 30 s，50 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，35个循环；72 ℃
7 min；(2) glyA和glnA基因的反应条件为：94 ℃
5 min；94 ℃ 30 s，52 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，35个
循环；72  ℃  7  min；(3)  tkt基因的反应条件为：

94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，35个
循环；72 ℃ 7 min。
1.2.3    DNA序列测定及结果处理：将PCR产物送

往生工生物工程股份有限公司，使用7对测序引物

进行测序。将测序结果上传到MLST数据库进行

在线数据分析。获取每个菌株7个管家基因的等位

基因编号(Allelic profile)，根据等位基因数得出序

列型(Sequence  type，ST)及克隆群(The  clonal
complex，CC)。与数据库比对后数据库中没有的

Allelic profile和ST，则为新发现的Allelic profile和
ST。根据获得的Allelic  profile和ST使用START
Version 2软件进行聚类分析构建系统进化树[10-12]。

2    结果和分析

2.1    管家基因PCR扩增及测序

提取47株空肠弯曲菌分离株的基因组后，采

用MLST网站提供的7对PCR扩增引物对C. jejuni基

表1.  实验中使用的菌株

Table 1.  The strains used in the study

Isolate area Source
Number
of isolates

Samples

Wuhan Chicken 30
JSJ(1-14, 16-25, 27-28),
XZJ1, XZJ2, CDJ1, H3-7

 Pigeon 1 G2-14

Daye Chicken 5 DYJ3-6, DYJ8

 Duck 1 DYY1

Jianli Duck 2 JLY1-2

Xiantao Chicken 8 XTJ1-8
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因组进行扩增，分别扩增出47株空肠弯曲菌分离

株的7个管家基因，其中gltA为1012  bp，pgm为

1150 bp，uncA为1120 bp，gly A为816 bp，tkt为
1102  bp，aspA为899  bp，glnA为1262  bp。对

PCR产物进行纯化后，使用MLST网站提供的7对
测序引物对PCR产物进行双向测序。

2.2    MLST数据比对结果及分析

将拼接好的序列上传MLST网站(http://www.
mlst.net/)进行分析，获取相应等位基因编号和

ST型及克隆群。如表2所示，本研究中共获得

38个ST型，其中含25个新的ST型，2个新的等位

基因编号(aspA384和glnA526)。其中32株属于以

下克隆群：ST-1150 CC (4株)，ST-353 CC (8株)，
ST-354 CC (3株)，ST-45 CC (2株)，ST-460 CC
(1株)，ST-464 CC (9株)，ST-828 CC (2株)，ST-
52  CC、ST-574  CC、ST-607  CC (各1株)，共有

15株由于数据库数据有限未被分配(表2)。

2.3    进化关系分析

4 7株C .  j e j u n i多位点序列分型结果使用

START Version 2软件聚类分析，制作遗传系统进

化树(图1)。样本中出现的克隆群主要为ST-353
CC和ST-464 CC，大部分新发现的ST型未被分配

克隆群，但与数据库已有的ST型1121、4258、
2842、354和464亲缘关系上相近。本研究中包括

了3株鸭源菌株(JLY1、JLY2、DYY1)和1株鸽源

菌株(G2-14)，与2株鸡源菌株一起，均位于单独

的一个进化分支上，与大部分鸡源菌株亲缘关系

稍远。从地域来看，武汉大型活禽交易市场分离

的30株空肠弯曲菌有27个不同的ST型，分布在不

同的分支上，呈现较好的分子多样性。仙桃分离

的8株空肠弯曲菌只有4个不同的ST型，7株处于

同一分支上。而大冶分离的6株空肠弯曲菌为6个
不同的ST型，无规律地分布在不同分支上。

3    讨论

多位点序列分型自1998年问世以来，以其高

分辨率，可重复性好，可积累等优势而得到广泛

应用[13-15]。随着高通量测序技术以及分析软件的

发展，数据库积累的加快，MLST在病原微生物

分类方面的优势更加突出。传统分子分型方法有

RAPD、RFLP、AFLP、PFGE等，这些分子分型

方法一般采用电泳带型图谱作为分型的依据，图

谱的识别需要专门的分析软件，而且研究结果在

不同的实验室之间难以相互比对及共享，而

MLST是一种可积累的方法，伴随着数据库的建

立和使用，其结果可以在不同时间全球范围内进

行数据共享[16]。MLST数据库信息的准确性是建

立在共享者正确使用的前提下，数据库要求实验

者将新的型别上传，提供细菌进化相关信息，而

已有型别的数据提交在分子流行病学统计上具有

重要的意义[8]。

据相关文献报道，我国华北地区分离的空肠

弯曲菌克隆群有ST-353CC、ST-354CC、ST-
45CC、ST-460CC、ST-52CC、ST-607CC、ST-
49CC、ST-1034CC、ST-206CC、ST-257CC、ST-
362CC、ST-21CC和ST-443CC，华东地区有ST-
21CC、ST-49CC、ST-42CC和ST-45CC[8-9]。本研

究共获得10个克隆群，与华北地区存在6个相同的

克隆群，即ST-353 CC、ST-354 CC、ST-45 CC、

ST-460 CC、ST-52 CC、ST-607 CC，与华东地区

存在ST-45 CC相同，说明湖北地区空肠弯曲菌的

流行与华东、华北地区空肠弯曲菌流行存在交叉

性，这可能与武汉交通发达，人员及畜禽产品流

动频繁密切相关；此外，本研究中出现的最多的

克隆群ST-464CC在华东、华北地区都没出现过，

而华东、华北均有的ST-21CC和ST-49CC在湖北

地区没有出现过，说明我国空肠弯曲菌的流行存

在地域特征性。

Manning等从人腹泻等疾病病人中分离到ST-
21 CC、ST-45 CC、ST-283CC、ST-206 CC、ST-
257 CC、ST-353 CC、ST-354 CC、ST-52 CC和

ST-443  CC等克隆群，其中ST-21  CC和ST-45
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表2.  MLST数据分型结果

Table 2.  The results of data querying

 Samples Clonal Complex ST Number aspA glnA gltA glyA pgm tkt uncA Remarks

JSJ2 ST-1150 1121 1 103 110 30 140 188 164 79  

H3-7  2637 1 103 110 30 140 188 164 120  
JSJ17  7471 1 384 110 30 140 188 164 79 New

JSJ18  7477 1 103 84 30 140 188 164 79 New

JSJ4 ST-353 2132 1 7 2 5 2 2 3 6  

XZJ2、XTJ1-5  2842 6 9 2 5 2 11 3 6  
XTJ6  7452 1 7 114 12 2 2 3 6 New

JSJ21、JSJ22 ST-354 354 2 8 10 2 2 11 12 6  

JSJ23  7466 1 8 10 2 2 11 253 6 New

G2-14 ST-45 137 1 4 7 10 4 42 7 1  

JLY-1  7462 1 4 7 10 4 1 7 421 New

XTJ8 ST-460 4264 1 9 30 2 15 89 59 6  

JSJ28 ST-464 464 1 24 2 2 2 10 3 1  

JSJ1  3140 1 33 2 2 2 10 3 1  
DYJ5  7464 1 14 2 2 2 153 3 1 New 
JSJ5、6、16  7469 3 24 526 2 2 10 3 1 New 
JSJ27  7473 1 24 526 2 82 10 3 1 New 
JSJ8  7482 1 33 176 30 2 10 3 1 New 
JSJ14  7484 1 24 526 2 2 86 3 1 New 

JSJ9 ST-52 7453 1 33 176 30 10 10 3 6 New 

CDJ1 ST-574 2145 1 9 53 5 10 2 3 3  

DYJ6 ST-607 7465 1 33 2 5 173 11 3 6 New 

JSJ12 ST-828 7461 1 32 39 30 82 113 3 17 New 

JSJ20  7472 1 32 39 30 82 169 12 17 New 

XZJ1、XTJ7 UA 4240 2 67 4 5 68 11 3 6  

JSJ10  4258 1 2 2 2 10 10 59 5  
DYJ8  4324 1 24 2 288 72 22 405 6  
JSJ13  7454 1 67 4 5 68 86 3 6 New 
JSJ24  7455 1 9 2 6 4 11 3 6 New 
JSJ25  7456 1 8 2 2 2 153 253 147 New 
DYJ4  7463 1 8 364 292 54 126 34 421 New 
DYJ3  7470 1 8 364 292 64 126 34 421 New 
DYY1  7478 1 363 500 292 48 485 24 147 New 
JLY2  7476 1 37 476 4 28 682 25 147 New 
JSJ31  7480 1 67 21 2 10 153 253 147 New 
JSJ7  7481 1 103 17 255 2 86 3 1 New 
JSJ11  7483 1 67 481 2 407 153 307 147 New 
JSJ15  7485 1 14 2 6 15 22 3 6 New 
UA, isolates that were unassigned to any clonal complex so far. Remarks, new sequence types are found. New Allelic profiles are shown
in bold.
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CC数量较多，而家禽中报道较多的为ST-45 CC和

ST-52 CC，人类与家禽重叠较多的为ST-45 CC[17-20]。

本实验中分离的ST-45  CC、ST-52  CC、ST-353
CC和ST-354 CC菌株与以上研究报道的部分人源

菌株具有相同的克隆群，推测可能对人存在潜在

的致病性。我们也将进一步开展致病性研究，探

讨空肠弯曲菌分子分型与致病性之间的关系。

用UPGMA方法对本实验得到的空肠弯曲菌

ST型进行聚类分析，进化树显示新的ST型与数据

库已有ST型在同一个分支。从物种上来看，鸭源

JLY1、JLY2、DYY1菌株和鸽源G2-14菌株与其

他大部分鸡源菌株亲缘关系稍远，显示不同家禽

中空肠弯曲菌序列型存在一定的差异。从地域上

来看，武汉大型活禽交易市场分离的空肠弯曲菌

图1.  47株分离菌株的多位点序列系统进化树

Figure 1.  Phylogenetic tree composed by means of the seven housekeeping genes of the MLST analysis. The dates
show the name of isolates, sequence types and allelic profiles of the seven housekeeping genes (aspA, glnA, gltA,
glyA, pgm, tkt, uncA), respectively.

154 Jun Dong et al.  |  Acta Microbiologica Sinica, 2016, 56(1)

actamicro@im.ac.cn



共占有多达27个不同的ST型，且分布在不同的分

支上，呈现较好的分子多样性，可能与武汉菌株

来自于不同的养殖场、不同的交易地有关。其中

7株在同一分支上，类型相对比较单一，可能起源

于共同的菌株。大冶分离株DYY1与武汉分离株

G2-14在同一分支上，显示不同地域、不同宿主来

源的菌株也存在亲缘关系很近的情况。

在本研究中出现了新的等位基因编号aspA384

和glnA526以及25种新的ST型，可能是由于MLST

数据库中空肠弯曲菌的数据库数据量不够大造成

的。此前MLST数据库中的空肠弯曲菌样本来源

主要是欧美和大洋州国家，亚洲国家的数据量相

对较少。本实验的结果，不仅分析了湖北地区空

肠弯曲菌的分子遗传特征，是对MLST数据库的

进一步完善，也为研究不同区域不同来源的空肠

弯曲菌的流行病学提供了科学数据。
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Multilocus sequence typing analysis of 47 Campylobacter jejuni
strains isolated from poultry in Hubei province
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Abstract: [Objective] To study the epidemiological and molecular characteristics of Campylobacter jejuni in poultry in

Hubei province, we used multilocus sequence typing method to classify 47 local C. jejuni strains. [Methods] Genomic DNA

of each isolated strain was extract, seven housekeeping genes including aspA, glnA, gltA, glyA, pgm, tkt and uncA were

amplified by PCR and sequenced, and then the sequences of genes were analyzed using MLST database. [Results] There

were a total of 38 sequence types and 10 clonal complexes, and ST353 and ST464 complexes were the largest amount of the

population of C. jejuni analyzed, of which 2 new allelic profile and 25 new sequence types were found. Phylogenetic tree

shows that sequence types from different types of poultry and different regions were different. [Conclusion] Forty-seven C.

jejuni strains isolated from poultry in Hubei were analyzed using MLST and showed abundant genetic diversity, it will

provide scientific data to the epidemiological investigation of C. jejuni in Hubei, China.

Keywords: Campylobacter jejuni, multilocus sequence typing (MLST)
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