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[摘　要 ] 目的：探讨西安市与上海市临床分离百日咳鲍特菌的基因型特征。方

法：收集2018—2019年在西安市和上海市哨点监测医院和社区采集的1岁以下疑

似百日咳患儿的鼻咽拭子，经分离培养所得百日咳鲍特菌采用多位点抗原序列分

型（MAST）和多位点可变数目串联重复序列分析（MLVA）方法分析其基因型。结

果：共采集到疑似百日咳患儿鼻咽拭子1200份，经分离培养得到百日咳鲍特菌60
株，其中西安市 34株，上海市 26株。西安市百日咳鲍特菌的主要MAST型别为

prn1/ptxP1/ptxA1/fim3-1/fim2-1（32/34，94.12%），而上海市百日咳鲍特菌的主要

MAST型别为prn1/ptxP1/ptxA1/fim3-1/fim2-1（13/26，50.00%）和prn2/ptxP3/ptxA1/
fim3-1/fim2-1（11/26，42.31%），两市百日咳鲍特菌MAST型别分布差异有统计学意

义（χ2=18.642，P<0.01）。西安市百日咳鲍特菌以MT195（13/34，38.24%）、MT55
（10/34，29.41%）、MT104（9/34，26.47%）型别居多，而上海市百日咳鲍特菌以

MT27型为主（12/26，46.15%），两市百日咳鲍特菌MLVA型别分布差异有统计学意

义（χ2=15.866，P<0.01）。结论：西安市与上海市临床分离婴儿感染百日咳鲍特菌

基因型存在差异，应进一步加强中国百日咳鲍特菌基因型演变的监测。
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[Abstract ] Objective: To compare the genotypes of Bordetella pertussis isolated from
infants in Xi’an and Shanghai. Methods: Samples were collected by nasopharyngeal swab
from infants aged <1 year hospitalized with suspected pertussis in Xi’an and Shanghai
during 2018 and 2019. Bordetella pertussis was isolated, and multilocus antigen sequence
typing (MAST) and multilocus variable-number tandem repeat analysis (MLVA) were used
to analyse the genotypes. Results: A total of 1200 samples were collected from infants
suspected of pertussis and 60 strains of Bordetella pertussis were isolated, including 34
strains in Xi’an and 26 strains in Shanghai. There were significant differences in the
MAST types between Xi’an and Shanghai (χ2=18.642, P<0.01); the prn1/ptxP1/ptxA1/
fim3-1/fim2-1 strains dominated in Xi’an (32/34, 94.12%), while the dominated MAST
types in Shanghai were prn1/ptxP1/ptxA1/fim3-1/fim2-1 (13/26, 50.00%) and prn2/ptxP3/
ptxA1/fim3-1/fim2-1 (11/26, 42.31%). The composition of MLVA type of pertussis strains
was also significantly different between Xi’an and Shanghai (χ2=15.866, P<0.01); the
MT195 (13/34, 38.24%), MT55 (10/34, 29.41%) and MT104 (9/34, 26.47%) strains
dominated in Xi’an, while the MT27 (12/26, 46.15%) strain was most common in
Shanghai. Conclusion: There are differences in molecular types of Bordetella pertussis
isolated from infants with suspected persussis in Xi’an and Shanghai, indicating that
further monitoring of Bordetella pertussis is necessary for better understanding the
pathogen evolution in China.
[Key words ] Pertussis; Bordetella pertussis; Genotype; Multilocus antigen sequence
typing; Multilocus variable-number tandem repeat analysis

[缩略语 ] 百日咳毒素A亚基（pertussis toxin A subunit，ptxA）；百日咳毒素P亚基

（pertussis toxin P subunit，ptxP）；百日咳鲍特菌黏附素（pertactin，prn）；菌毛（fimbriae，
fim）；多位点可变数目串联重复序列分析（multilocus variable-number tandem repeat
analysis，MLVA）；多位点抗原序列分型（multilocus antigen sequence typing，MAST）；聚
合酶链反应（polymerase chain reaction，PCR）；可变数目串联重复序列（variable number
of tandem repeats, VNTR）

百日咳是由百日咳鲍特菌引起的急性呼吸道

传染病，可导致儿童和成人持续性咳嗽。尽管百

日咳是一种疫苗可预防的疾病，且中国儿童百日

咳疫苗接种率超过99%，但百日咳在儿童、青少年

和成人中发病仍然比较普遍，尤其是近十年来，国

外百日咳发病率出现抬头趋势，我国陕西、天津等

地也出现了百日咳“复现”的现象[1-4]。引起这

种“复现”现象的因素有很多，其中人群免疫力

随年龄增长而下降和流行株通过基因突变发生进

化是造成百日咳“死灰复燃”的主要原因[5]。因

此，监测百日咳的发病进展并且调查其基因型的

变化非常重要。

有研究认为，无细胞百白破疫苗诱导的选择

性压力导致了百日咳流行菌株抗原相关基因出现

突变，从而呈现多态性[6]。我国目前使用的无细

胞百白破疫苗由多种纯化的百日咳抗原组成，包

括ptxA、ptxP、prn、fim2和fim3等。然而，在过去一

二十年中，百日咳流行菌株对疫苗相关抗原基因
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型已出现适应性变化[7]。有研究发现，流行菌株

的ptxA基因主要为ptxA1型，不同于疫苗株的ptxA2
型[5-6]；在美国等国也出现了比ptxP1型百日咳鲍

特菌产生更多百日咳毒素的ptxP3型菌株，并逐渐

取代ptxP1型菌株成为流行菌株[8]。在MLVA型别

方面，欧美国家所用疫苗株TohamaⅠ为MT83型，

而当下流行菌株以MT27型为主[9]。
MAST和MLVA是目前应用最广泛的分析百

日咳鲍特菌基因型的方法[10-11]。我们选取了中国

西部代表城市西安市与东部发达城市上海市，使

用MAST和MLVA方法分析临床分离的百日咳鲍

特菌基因型特征，以期更好地了解我国当下百日

咳鲍特菌流行的基因型，为改进百日咳的防治和

疫苗研制提供参考。

1 材料与方法

1.1 菌株来源及标本处理

收集2018—2019年在西安市和上海市哨点

监测医院和社区采集的1岁以下疑似百日咳患儿

的鼻咽拭子，其中西安市哨点监测点为西安交通

大学附属儿童医院、西安市雁塔区大雁塔社区卫

生服务中心和西安市未央区徐家湾社区卫生服

务中心；上海市哨点监测点为上海交通大学医学

院附属上海儿童医学中心和上海交通大学医学

院附属仁济医院东院。对疑似百日咳患儿采集

鼻咽拭子的同时对其百日咳疫苗接种情况进行

调查。采集到的鼻咽拭子使用DNA提取试剂盒

（德国Qiagen公司）提取细菌DNA，实时荧光定量

PCR试剂盒（深圳生科原生物股份有限公司）检测

百日咳特异性IS481、ptxP基因。IS481和ptxP双阳

性样本接种至 15%羊血炭琼脂平板（英国Oxoid
公司），于 37 ℃培养3~5 d。挑选可疑菌落，经生

化试验和特异性抗血清玻片凝集试验得纯化的

分离株，保存于 30%甘油、–70 ℃，备用。本研究

通过西安市疾病预防控制中心医学伦理委员会

审批。

1.2 菌株MAST分析

对百日咳鲍特菌抗原基因（ptxA、ptxP、prn、
fim2和fim3）进行扩增并测序，所得等位基因提交

至pubmlst网站（https://pubmlst.org/）进行序列比

对[12-13]。选取百日咳鲍特菌标准菌株ATCC9797
和本实验室保存的等位基因已知菌株13038作为

对照。

1.3 菌株MLVA分析

对百日咳鲍特菌的六个可变数目位点

（VNTR1、VNTR3a、VNTR3b、VNTR4、VNTR5和
VNTR6）进行扩增并测序，所得各位点可变数目串

联重复数提交至MLVA数据库（http://www.mlva.
net/）得到菌株的MLVA型别[13-14]。以百日咳标准

株ATCC9797作为参考菌株。

1.4 统计学方法

使用SPSS 20.0软件进行数据处理。采用χ2

检验分析患儿疫苗接种情况，采用Fisher确切概率

法分析西安市和上海市百日咳鲍特菌基因型构成

差异，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 菌株分离结果及患儿疫苗接种情况

本研究共采集到疑似百日咳患儿鼻咽拭子标

本1200份，其中西安市620份，包括西安交通大学

附属儿童医院460份（38.33%）、西安市雁塔区大

雁塔社区卫生服务中心80份（6.67%）和西安市未

央区徐家湾社区卫生服务中心80份（6.67%）；上

海市580份，包括上海交通大学医学院附属上海儿

童医学中心300份（25.00%）和上海交通大学医学

院附属仁济医院东院280份（23.33%）。经特异性

基因检测筛选，得IS481和ptxP双阳性标本148份，

经分离培养获得百日咳鲍特菌60株，其中西安市

34株，上海市26株。

60株百日咳鲍特菌来源患儿疫苗接种情况

见表1。结果提示，西安市和上海市百日咳患儿疫

苗接种情况无明显差异（χ2=0.663，P=0.718）。
2.2 菌株MAST型别比较

西安市分离百日咳鲍特菌抗原基因中，prn有
3个等位基因（prn1、prn2和prn9），ptxP有2个等位

基因（ptxP1和ptxP3），ptxA、fim2和fim3各有1个等

位基因（分别为ptxA1、fim2-1和fim3-1），共获得3种
抗原序列型别。上海市分离百日咳鲍特菌抗原基

因中，prn有3个等位基因（prn1、prn2和prn4），ptxP
有2个等位基因（ptxP1和ptxP3），fim3有2个等位基

因（fim3-1和fim3-4），ptxA和fim2各有1个等位基因

（分别为ptxA1和fim2-1），共获得 4种抗原序列型

别。两市菌株抗原序列型别分布见表2，差异有统

计学意义（χ2=18.642，P<0.01）。结果提示，西安

市百日咳鲍特菌的主要MAST型别为prn1/ptxP1/
ptxA1/fim3-1/fim2-1，而上海市百日咳鲍特菌的主
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要MAST型别为prn1/ptxP1/ptxA1/fim3-1/fim2-1和
prn2/ptxP3/ptxA1/fim3-1/fim2-1。
2.3 菌株MLVA型别比较

西安市分离百日咳鲍特菌共得到4种MLVA
型别，分别为MT195、MT55、MT104和MT27。上海

市分离百日咳鲍特菌共得到5种MLVA型别，分别

为MT195、MT55、MT104、MT27和MT10。两市菌

株MLVA型别分布见表 3，差异有统计学意义

（χ2=15.866，P<0.01）。结果提示，西安市百日咳

鲍特菌以MT195、MT55、MT104型别居多，且三者

所占比例不相上下；而上海市MT27型占据优势，

MT195、MT55和MT104型别相对较少。

3 讨 论

近年来，我们通过主动监测发现西安市百日

咳发病率较高[10，15]，上海市和天津市等百日咳发

病率也出现抬头趋势[4，16]。已有研究表明，百日

咳流行株通过基因突变发生进化，从而与疫苗株

基因不同，这是造成百日咳“死灰复燃”的主要

原因[5，17]。因此，监测百日咳的发病进展并调查

其基因型变化十分重要。为更好地了解我国当下

不同地区流行百日咳鲍特菌的基因型，我们对

2018—2019年收集的来自西安市和上海市的60
株百日咳鲍特菌进行了基因型特征分析。

在我国，用于百日咳疫苗生产的菌株包括

P3slO株、18323株和CS株，其中P3slO株、18323株
用于全细胞百日咳疫苗生产，而CS株用于无细胞

百日咳疫苗的生产。2012年以前，我国全细胞和

无细胞百日咳疫苗均有使用，但全细胞百日咳疫

苗由于其不良反应较多而逐渐停用。自2012年以

后，我国几乎全部使用无细胞百日咳疫苗。目前，

国内大型百日咳疫苗生产企业包括成都生物制品

研究所有限责任公司、武汉生物制品研究所有限

责任公司和云南沃森生物技术股份有限公司等，

国外百日咳疫苗生产企业包括法国巴斯德生物制

药有限公司等。在本研究中，西安市使用的百日

咳疫苗为武汉生物制品研究所有限责任公司生产

的无细胞百白破疫苗（共纯化无细胞百日咳疫

苗）；而上海市使用的百日咳疫苗为武汉生物制品

研究所有限责任公司生产的无细胞百白破疫苗和

北京民海生物科技有限公司的四联疫苗（共纯化

无细胞百日咳疫苗），以及法国巴斯德生物制药有

限公司生产的五联疫苗（纯化无细胞百日咳疫

苗）。共纯化无细胞百日咳疫苗比纯化无细胞百

日咳疫苗含有更多的蛋白抗原，因此可以提供更

强的保护力[18]。
目前，百日咳鲍特菌抗原基因型相关研究结

表 2 西安市与上海市分离百日咳鲍特菌MAST型别比较
Table 2 Comparison of MAST results of Bordetella pertussis

isolates in Xi’an and Shanghai
[n（%）]

MAST型别 西安市 上海市

prn1/ptxP1/ptxA1/fim3-1/fim2-1 32（94.12） 13（50.00）
prn9/ptxP3/ptxA1/fim3-1/fim2-1 1（2.94） 0（0.00）
prn2/ptxP3/ptxA1/fim3-1/fim2-1 1（2.94） 11（42.31）
prn1/ptxP1/ptxA1/fim3-4/fim2-1 0（0.00） 1（3.85）
prn4/ptxP1/ptxA1/fim3-1/fim2-1 0（0.00） 1（3.85）

MAST：多位点抗原序列分型.

表 3 西安市与上海市分离百日咳鲍特菌MLVA型别分布
比较

Table 3 Comparison of MLVA results of Bordetella pertussis
isolates in Xi’an and Shanghai

[n（%）]

MLVA型别 西安市 上海市

MT195 13（38.24） 4（15.38）
MT104 9（26.47） 3（11.54）
MT55 10（29.41） 6（23.08）
MT27 2（5.88） 12（46.15）
MT10 0（0.00） 1（3.85）

MLVA：多位点可变数目串联重复序列分析.

表 1 60株百日咳鲍特菌来源患儿疫苗接种情况一览
Table 1 Status of pertussis vaccination of 60 children with Bordetella pertussis infection

[n（%）]

地 市 n
疫苗接种情况

疫苗类型
未到接种月龄 未全程免疫 全程免疫

西安市 34 16（47.06） 11（32.35） 7（20.59） 无细胞百白破疫苗（武汉生物制品研究所有限责任公司）

上海市 26 10（38.46） 11（42.31） 5（19.23） 无细胞百白破疫苗（武汉生物制品研究所有限责任公司）、五联疫苗（法国巴
斯德生物制药有限公司）、四联疫苗（北京民海生物科技有限公司）
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果显示，国内外百日咳鲍特菌ptxA、fim3和fim2基因

分别以ptxA1、fim3-1、fim2-1为优势型别，prn1和
ptxP基因型我国以prn1和ptxP1检出率较高，而国

外尤其是发达国家以 p r n 2和 p t x P 3更为多

见[12，19]。在本文资料中，西安市和上海市分离百

日咳鲍特菌ptxA、fim3、fim2基因与先前研究结果一

致，绝大部分分别为ptxA1、fim3-1和fim2-1型，而prn
和ptxP的分布存在差异。西安市百日咳鲍特菌以

prn1/ptxP1/ptxA1/fim3-1/fim2-1型别为主，而上海

市prn1/ptxP1/ptxA1/fim3-1/fim2-1与prn2/ptxP3/
ptxA1/fim3-1/fim2-1型别平分秋色，与发达国家接

近。发达国家于1940—1960年开始陆续接种百日

咳疫苗[20]，上海市也从1960年开始接种百日咳疫

苗[21]，而西安市从1978年才开始接种。从时间点

来看，上海市引进并接种百日咳疫苗比西安市更

早，人群免疫状态更接近发达国家，这可能是上海

市当下流行百日咳鲍特菌基因型更接近发达国家

的原因之一。此外，我国共纯化无细胞百日咳疫

苗于2006年开始免费使用，而纯化无细胞百日咳

疫苗（法国巴斯德生物制药有限公司）作为进口疫

苗于2011年才开始使用，而且费用较高，在中国发

达地区如上海市使用较多而西部欠发达地区如西

安市使用较少[22]。已有研究表明，ptxP3型百日咳

鲍特菌相比ptxP1型菌株生产更多的百日咳毒素而

毒性更强[8，18]，也更容易感染接种纯化无细胞百

日咳疫苗的患儿。这可以从一定程度解释上海市

p t xP3 型百日咳鲍特菌分离率高于西安市的

原因。

我国有关百日咳MLVA型别的研究较少，Xu
等[23]研究了1950—2007年我国临床分离百日咳

鲍特菌的MLVA型别，结果显示主流MLVA型别呈

动态变化。我们前期的研究显示陕西省MT195型
数量最多[11]，而发达国家MT27型已逐渐进化为

主流菌株[9，24]。本文资料显示，西安市与上海市

临床分离百日咳鲍特菌MLVA型别构成不同，西

安市以MT195、MT55、MT104型别居多，且三者所

占比例接近，而上海市MT27型占据优势，MT195、
MT55和MT104型别相对较少。已有研究显示，

MT 2 7 型百日咳鲍特菌对红霉素均敏感 ，而

MT195/MT104/MT55型菌株对红霉素耐药[11]。
红霉素的滥用可能为MT195/MT104/MT55型百日

咳鲍特菌的传播提供了有利条件。研究显示，经

济水平和对抗菌药物认知水平的高低是家长是否

自行购买并储存抗菌药物的重要影响因素[25-26]。
本研究虽未对西安市与上海市居民抗菌药物服用

情况进行系统调查，但上海市人群对抗菌药物的

使用可能有更多的理性认知，故随意服用抗菌药

物从而导致体内菌株耐药的情况可能会少于西安

市，这可能是上海市百日咳鲍特菌的MLVA型别

与西安市不同的原因之一。此外，西安市与上海

市百日咳鲍特菌基因型的差异与两地的气候、生

活和饮食习惯等差异可能也存在一定的相关性。

综上所述，西安市与上海市临床分离百日咳

鲍特菌MAST型别和MLVA型别分布存在差异，提

示应进一步加强我国不同地区百日咳鲍特菌基因

型演变及耐药性监测，从而为改进我国百日咳疫

苗策略提供依据。
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