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【摘    要】目的   对 2019 — 2022年宁夏回族自治区炭疽病例进行时空聚集性分析和同时期分离的 14株炭

疽芽孢杆菌进行分子分型分析。方法  收集宁夏回族自治区 2019 — 2022年发生的炭疽病例资料，以区县为

单位应用 SaTScan软件进行时空聚类分析；对 2019 — 2021年分离的全部 14株炭疽芽孢杆菌采用 CanSNPs、
MLVA-25、SNR-4方法进行分子分型分析。结果   2019 — 2022年宁夏回族自治区共报告炭疽病 80例，均为

皮肤炭疽病例。SaTScan时空聚类分析显示，2021年 1月 1日  — 2022年 12月 31日在宁夏中北部存在时空

聚集区，其中永宁县存在一类聚集区（P < 0.01，RR = 13.83），同期在灵武市和吴忠市利通区存在二类聚集区

（P = 0.022，RR = 3.47）。同时期分离的 14株炭疽芽孢杆菌的遗传关系被定义为：A.Br 001/002亚群、A3.b基
因簇内 6种不同的MLVA基因型，其中存在 3个共享基因型，并分别被 SNR-4分析定义为 2、3、5种 PHRANA
基因型；SNR-4分析显示有 12种 SNR基因型。结论  2019 — 2022年宁夏回族自治区炭疽病发病率呈上升趋

势。2021 — 2022年形成炭疽病的时空聚集区的原因之一可能是自然疫源地形成和发展。通过分子分型发

现，2019 — 2022年宁夏回族自治区分离出的菌株遗传关系较为单一，同一遗传关系下遗传多样性丰富。
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【Abstract】  Objective  To  analyze  the  spatiotemporal  clustering  of  anthrax  cases  in  the  Ningxia  Hui  Autonomous
Region  from 2019  to  2022  and  to  perform molecular  typing  of  14  strains  of Bacillus  anthracis  (B.  anthracis)  isolated
during the  same period. Methods  Data  on anthrax cases  reported in  Ningxia  Hui  Autonomous Region (Ningxia)  from
2019 to  2022 were collected,  and spatiotemporal  cluster  analysis  was performed using SaTScan software with districts
and  counties  as  units.  A  total  of  14  strains  of B.  anthracis  isolated  from  local  anthrax  cases  from  2019  to  2021  were
subjected to molecular typing analysis using canonical single nucleotide polymorphisms (CanSNPs), twenty-five marker
multilocus  variable  number  tandem  repeat  analysis  (MLVA-25),  and  single  nucleotide  repeat  (SNR-4)  methods.
Results  A  total  of  80  anthrax  cases,  all  of  which  were  cutaneous  anthrax,  were  reported  in  Ningxia  during  the  3-year
period. SaTScan spatiotemporal cluster analysis revealed a spatiotemporal cluster in north-central Ningxia from 2021 to
2022, with a primary cluster in Yongning county [P < 0.01, relative risk (RR) = 13.83] and secondary clusters in Lingwu
city and Litong district (P = 0.022, RR = 3.47). The genetic relationships of the 14 B. anthracis strains isolated during the
same period were defined as: A.Br 001/002 subgroup, 6 different MLVA genotypes within A3.b gene cluster, of which 3
common  genotypes  were  defined  as  2,  3,  and  5  PHANA genotypes,  respectively,  by  SNR-4  analysis;  SNR-4  analysis
showed 12 SNR genotypes. Conclusion  The incidence of anthrax in Ningxia showed an increasing trend from 2019 to
2022. One of the reasons for the formation of spatiotemporal clusters of anthrax in 2021 – 2022 may be the formation and
development of natural foci. Molecular typing revealed that the genetic relationship of the strains isolated in Ningxia from
2019 to 2022 was relatively homogeneous, with abundant genetic diversity within the same genetic relationship.
【 Keywords】   anthrax;  twenty-five  marker  multi-locus  variable  number  tandem  repeat  analysis;  canonical  single
nucleotide polymorphisms; single nucleotide repeat; spatiotemporal cluster analysis; Ningxia Hui Autonomous Region
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炭疽病例在全球范围内均可发生，每年全球

估计报告 20 000～100 000例，主要发生在贫穷的

农村地区[1]，95%以上的炭疽病例为皮肤炭疽[2 – 3]。

研究显示，中国炭疽流行时间和地域特征明显，

1955 — 2014年共报告病例 120 111例，其中 99.7%
的病例为皮肤炭疽  ，主要集中于东北、中部、西

南和南部地区 [4]。2015 — 2022年每年的报告病

例均在 400例以下，主要集中于西部和东北地区[5]。

为探讨宁夏回族自治区炭疽的时空分布与分子

遗传学的关系，本研究采取回顾性研究方法，对

2019 — 2022年宁夏回族自治区报告的炭疽病例

进行时空聚集分析，确定病例间是否存在关联

性；同时，对分离的 14株炭疽芽孢杆菌进行分子

流行病学分析，确定炭疽芽孢杆菌的遗传关系和

遗传多样性。 

1   对象与方法
 

1.1    对象　2019 — 2022年确诊炭疽病例为宁夏回

族自治区全区各医疗机构收诊并由宁夏回族自治

区疾病预防控制中心人兽共患病实验室确诊的

病例，病例确诊过程为：首先由各级医疗机构根

据患者的临床症状和流行病学史确定为炭疽疑

似病例后上报各级疾病预防控制中心并由专业

人员采样后送至自治区疾病预防控制中心对病

例进行最终确认。本研究时空聚类分析数据包含：

各区/县炭疽病发病数和宁夏地区病例数（按月份

分布），以及研究期间宁夏地区炭疽病的报告发病

率均由传染病监测系统获取。病例样本检测在宁

夏回族自治区疾控预防控制中心实验室由专业

技术人员完成，菌株分离培养和基因组核酸提取

由专业技术人员在相应等级的生物安全实验

室完成，由已提取的核酸取样培养 24 h确认无菌

后使用。宁夏回族自治区人口学数据 2019 — 2020年
由WorldPop数据库获取[6]，2021 — 2022年由联合

国平均年变化率推导获取。 

1.2    主要实验仪器与试剂　DNA提取试剂为

QIAamp® DAN Mini kit （QIAGEN，Germany）根据

使用说明提取基因组核酸，扩增体系使用的酶反

应混合液试剂为 TaKaRa Premix Taq™（日本 Takara
Bio Inc公司），无菌水（北京全式金生物股份有限公

司），常规 PCR扩增仪：S1000TM Thermal Cycler（美
国 Bio-RAD公司），无盖 96孔板（美国Applied Bio-
systems公司）执行扩增程序，96孔板封口膜（美

国 Applied  Biosystems，USA），RT-PCR仪 ：Quant-
StudioTM 7 Flex Real-Time PCR System（美国 Thermo
Fisher Scientific公司），炭疽芽孢杆菌分子分型的

引物参考 MLVA-25[7]、SNR-4[8]、CanSNPs[9 – 10] 和
探针 CanSNPs[10]，均由上海生工生物公司合成。 

1.3    方法 

1.3.1   SaTScan时空聚类分析[11 – 12]　为分析病例时

空流行病学特征，使用 SaTScan 10.1.2软件进行聚

类分析，以确定其存在统计学差异的时空聚集区。聚

类分析中，选择“Space-Time”扫描类型和“Poisson”
模型，以年份为时空步长，以危险人群系数（15%、25%、
50%）作为 3个搜索圈的最大直径[13 – 14]，以每个区

县质心的经纬度作为位置[13]，由 GeoDa 1.20提取

质心，最后由历史资料中病例精确到区县的住

址，将病例信息与时空模型进行关联，重复 999次，
α = 0.05。由对数似然比（log-likelihood ratio，LLR）
确定聚集区类别，LLR 值最大且有统计学意义的

为一类聚集区；其余有统计学意义的较小 LLR 值

的为二类聚集区，并以此类推。SaTScan时空聚

类分析的原理是：在研究的地理区域建立动态变

化的圆柱形扫描窗口，其中底面对应研究的地理

区域，高对应时空步长，底面直径对应扫描的危

险人群系数，扫描窗口的位置和大小随着空间和

时间进行动态变化，由窗口内外区域空间单元的

预期发病数与实际发病数一起构造 LLR 值并进

行统计学检验。 

1.3.2   分子分型　采用单核苷酸多态性分析方法（cano-
nical single nucleotide polymorphisms，CanSNPs）[10]，
根据 RT-PCR仪反馈的荧光信号对照探针序列

确定菌株在系统发育树上所属群或组；采用多位

点可变数目串联重复序列分析方法（twenty-five
marker  multi-locus  variable  number  tandem  repeat
analysis，MLVA-25）[7]，确定菌株基因型别；采用单

核苷酸重复序列分析方法（single nucleotide repeat，
SNR-4）[15]，区分菌株的遗传多样性。上述后 2种
方法中，由 PCR扩增后得到的产物，经琼脂凝胶

电泳确定存在目标条带（确认目标基因扩增成功）

后，委托上海生工生物公司进行毛细管电泳以确

定基因位点的片段大小，每批次毛细管电泳通过

A1～H1 的产物测序对该批次结果进行矫正，同时

要求毛细管电泳检测的扩增产物的检测峰值  ≥
400 RFU。

MLVA-25分析中可变串联重复序列（variable
number of tandem repeats，VNTR）依据 Lista[7] 提出

的数字编码约定，根据序列长度、重复单元大小

推断重复单元重复数，当重复单元为非整数时

取最接近的整数值 [16]。MLVA-25和 SNR-4的
数据由 BioNumerics  7.6处理，使用的统计模型

为：算术平均未加权对组法（unweighted pair group
method with arithmetic mean，UPGMA）和最小生成

树（minimum spanning tree，MST）。使用辛普森指

数（多样性指数）[17]（diversity index，DI）计算菌株

各基因位点的遗传多样性，DI值为 0表示该基因

位点基因类型相同。 
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2   结　果
 

2.1    病例分布（表 1）　2019 — 2022年宁夏回族

自治区共报告炭疽病例 80例，均为皮肤炭疽病

例，每年 6 — 9月为高发季，年报告发病率分别

为 0.26/10万、0.14/10万、0.32/10万和 0.37/10万。
病例主要分布在宁夏 15个区县，其他 7个区县报

告病例数为 0。2019 — 2022年平均发病率低于

1/10万的区县共 14个（包括 7个报告病例为 0的
区县）；1/10万～2/10万区县共 5个，其中利通区

和银川市灵武市相对较高（4年内报告病例数分

别为 9和 6例）；发病率 > 2/10万的区县共 3个，永
宁县发病率最高（4年内报告病例数为 23例），其
次为贺兰县和固原市原州区（4年内报告病例数

均为 8例）。总体趋势来看，宁夏地区炭疽病例呈

现上升趋势，但各个区县分布不均。
 
 

表 1   2019 — 2022年宁夏地区不同季度炭疽报告发病数（例）
Table 1   Quarterly number of anthrax cases reported in Ningxia Hui Autonomous Region from 2019 to 2022

 

年份 1 — 3月 4 — 5月 6 — 9月 10 — 12月 总计

2019 0 0 16 3 19

2020 2 0 7 1 10

2021 1 0 22 0 23

2022 1 1 21 5 28
 
 

2.2    SaTScan时空聚类分析（表 2）　当危险人群

为 25%和 50%时结果一致，炭疽病例在 2021年
1月 1日 — 2022年 12月 31日在永宁县聚集（RR =
13.83，LLR = 27.091 308，P < 0.01）；危险人群 15%时，
永宁县为一类聚集区（RR = 13.83，LLR = 27.091 308，
P < 0.01，聚集时间为2021 — 2022年）；灵武市和吴忠

市利通区为二类聚集区（RR = 3.47，LLR = 6.783 456，
P = 0.022 < 0.05，聚集时间为 2021 — 2022年），两
类聚集区分布在相邻区县。表明炭疽病例在

2021年后主要集中分布于宁夏中北部区县，特别

是永宁县。

 
 
 

表 2   2019 — 2022年宁夏地区炭疽时空聚类分析结果
Table 2   Number of people at risk，category，years，cluster location，observed number of cases，expected number of cases，relative

risk，logarithmic likelihood ratio，and probability for spatiotemporal clustering of anthrax in Ningxia Hui Autonomous
Region from 2019 to 2022

 

危险人口（%） 聚集类别 聚集时间（年） 聚集区所在地 实际病例数 期望病例数 RR 值 LLR 值 P 值

50 一类聚集 2021 — 2022 永宁县 17 2 13.83 27.091 308 < 0.01

25 一类聚集 2021 — 2022 永宁县 17 2 13.83 27.091 308 < 0.01

15 一类聚集 2021 — 2022 永宁县 17 2 13.83 27.091 308 < 0.01

15 二类聚集 2021 — 2022 利通区 灵武市 14 4 3.47 6.783 456 0.022
 
 

2.3    14株炭疽芽孢杆菌检测结果（表 3）　2019 —
2022年宁夏回族自治区疾病预防控制中心共检

出炭疽阳性病例 80例，分离炭疽芽孢杆菌 14株。
经毛细管电泳并矫正后推算出的 MLVA分析中

25个 VNTR位点的重复数和 4个 SNR位点的基

因片段大小。25个 VNTR标记中 4个标记对菌

株具有种群信息性 ，识别能力最强的标记为

Bams30 （DI = 0.538）。4个 SNR标记均能提供炭

疽芽孢杆菌的遗传多样性信息，识别能力最强的

标记为 CL33 （DI = 0.912）。
 
 

表 3   MLVA-25基因位点重复数和多样性指数、SNR-4基因片段大小及多样性指数
Table 3   Strain number-specific repeat copy number and diversity index of the MLVA-25 loci and fragment size and diversity index

of the SNR-4 gene fragment for 14 Bacillus anthracis strains isolated from 80 anthrax cases diagnosed in Ningxia Hui
Autonomous Region from 2019 to 2022

 

基因位点 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 DI

VrrA 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 0.000

VrrB1 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 0.000

VrrB2 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 0.000

VrrC1 53 53 53 53 53 53 53 53 53 53 53 53 53 53 0.000

VrrC2 17 17 17 17 16 17 17 17 18 17 17 17 17 19 0.396

CG3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 0.000

PxO1 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 0.000

PxO2 9 9 9 9 9 10 10 10 9 9 9 9 9 9 0.363

Bams01 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 0.000

Bams03 28 28 28 28 28 24 24 24 28 28 28 28 28 28 0.363
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续表 3
Table 3 Continued

基因位点 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 DI

Bams05 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 0.000

Bams13 73 73 73 73 73 73 73 73 73 73 73 73 73 73 0.000

Bams15 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44 0.000

Bams21 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 0.000

Bams22 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 0.000

Bams23 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 0.000

Bams24 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 0.000

Bams25 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 0.000

Bams28 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 0.000

Bams30 54 54 54 54 57 57 57 54 57 54 54 57 57 57 0.538

Bams31 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 0.000

Bams34 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 0.000

Bams44 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 0.000

Bams51 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 0.000

Bams53 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 0.000

CL10 556 556 555 556 556 557 557 557 556 556 557 557 556 557 0.604

CL12 566 566 565 565 565 565 567 566 565 565 561 565 565 565 0.571

CL33 712 711 710 708 707 700 700 700 709 708 706 709 710 709 0.912

CL35 636 637 637 637 637 641 641 640 637 637 636 637 637 637 0.582

　　注：1～14为炭疽芽孢杆菌编号，按BA2019001～2、BA2020001～2、BA2021001～5、BA2022001～5顺序排列。
 
 

2.4    分子分型分析（表 4） 

2.4.1   单核苷酸多态性分析（CanSNPs）　14株炭

疽芽孢杆菌均为 A.Br 001/002亚群。 

2.4.2   多位点可变数目串联重复序列（MLVA-25）
和单核苷酸重复序列分析（SNR-4）（图 1、2）　使用

BioNumerics  7.6的 UPGMA模型获得图 1、 2：由
图 1可见，14株炭疽芽孢杆菌高度同源性并聚在

A大类，归属于 A.3b类基因簇的 6种MLVA25基
因型：以 BA2021002/3/4亲缘关系相近的一个亚群

[BA2021002/3共享同一基因型（记为 01）]，剩余的菌

株组成另一个亚群 BA2021001、BA2022003/4共享

同一基因型（记为 02）；BA2019001/2、BA2020001/2、
BA2022001/2共享同一基因型（记为 03）。由图 2可
见，共享基因型 01、02被 SNR-4分为 2种和 3种
PHRANA基因型；共享基因型 03被 SNR-4分为 5
种 PHRANA基因型，其中 BA2020002、BA2022001
共享同一基因型。由分子分型分析发现，14株炭

疽芽孢杆菌为 A.Br.001/002亚群，单一的 A.3b类
基因簇下的 6种MLVA-25基因型，3个共享基因

型分别被分为 2、3和 5中 PHARNA基因型，表明

2019 — 2022年宁夏地区炭疽芽孢杆菌的遗传关

系单一，但在同一遗传关系下存在较为丰富的遗传

多样性。 

2.4.3   单核苷酸重复序列分析（SNR-4）（图 3）　
使用 BioNumerics 7.6的UPGMA和MST模型获得

图 3。由图 3A可见，对 14株菌株进行SNR-4分子分

型和聚类分析后发现，14株炭疽芽孢杆菌被定义

为 12个 SNR基因型（4个位点完全相同定义为同

一基因型）。14株炭疽芽孢杆菌被定义为 A、B两

群，其中A群菌株为A1、A2和A3亚群。14株菌株

中：A1亚群菌株 9株，占 64.29%（存在 2种共享基因

型）；其次是A2亚群菌株，共 3株（21.43%）；最后为

1株（7.14%） A3亚群菌株。B群菌株 1株（7.14%）。
由图3 B和图3 C可见，14株菌株中存在12个基因型，

6个基因型划分为 1群，2个基因型划分为 1群，余
4个单独的基因型。除 2019年分离出的菌株之外，

2020、2021、2022年的菌株形成了一个遗传关系较

近的克隆群（将遗传距离为 1的菌株定义为同一

克隆群菌株）；利通区 2021年分离的 2株菌株形

成另一个克隆群。结合 MLVA-25分析发现同一

年份、同一地区的菌株基因型相同或是亲缘关系

相近，表明宁夏地区炭疽芽孢杆菌具有一定的时

间、地域聚集性。

  
 

表 4   14株炭疽芽孢杆菌 SNP位点变异情况
Table 4   CanSNPs-based SNP site variation in 14 Bacillus anthracis strains isolated from 80 anthrax cases diagnosed in Ningxia

Hui Autonomous Region from 2019 to 2022
 

SNP
位点

A.Br
001

A.Br
002

A.Br
003

A.Br
004

A.Br
006

A.Br
007

A.Br
008

A.Br
009

B.Br
001

B.Br
002

B.Br
003

B.Br
004

A/B.Br
001
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图 1    78株炭疽芽孢杆菌的MLVA-25聚类分析

Fig. 1   Cluster of 78 Bacillus anthracis strains based on MLVA-25 analysis

 

BA2022003

Key

snr (<AII Characters>)

snr (<AII Characters>) snr (<AII Characters>)

BA2021001

BA2021002

Key

BA2021003

BA2020002

Key

BA2022001

BA2019002

BA2020001

BA2019001

BA2022002BA2022004

A C

B

 
注：A：共享基因型 01；B：共享基因型 02；C：共享基因型 03。

图 2    相同MLVA25基因型菌株的 SNR-4聚类分析

Fig. 2   Cluster of 14 Bacillus anthracis strains with identical MLVA-25 genotypes isolated from 80 anthrax cases diagnosed in
Ningxia Hui Autonomous Region from 2019 to 2022: SNR-4 analysis (A, B，and C indicate common genotypes of 01，02，and 03)
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3   讨　论

炭疽芽孢杆菌（Bacillus anthracis）是一种革兰

氏阳性大杆菌，属于芽孢杆菌属，是广义蜡样芽

孢杆菌组（Bacillus cereus sensu lato）的一员[18 – 20]，

各菌株之间基因组高度相似[9，21 – 23]，因此常用的

细菌学分型手段 [如脉冲场凝胶电泳（pulsed-field
gel electrophoresis，PFGE）和多位点序列分型（multi-
locus sequence typing，MLST）]，不易区分炭疽芽孢

杆菌，需要特殊的分子分型方法，且应用的分子分

型的标记基因的突变率低时不易区分，而高突变

率的标记基因可能会造成高同质性的困扰，因此

Keim[9] 提出使用核酸层级递进分析（progressive
hierarchical  resolving  assays  using  nucleic  acids，
PHRANA），该方法由 CanSNPs建立系统发育组，

而后 MLVA进行基因分型，最后 SNR区分密切

相关的菌株。该方法不仅可以增加菌株分辨率，

还减少因使用高突变率标记基因带来的高同质

性问题。SNR-4基于炭疽芽孢杆菌基因组内 DI
最高的位点用于区分亲缘关系相近的菌株之间

的遗传多样性[8]；而MLVA-25基于基因组内稳定

遗传的 VNTR位点 [9]，用于定义不同菌株的基因

型，因此 2种分子分型方法将相同的 14株菌株分

为了不一致的基因型，造成这种差异最主要的原

因为检测位点之间的不同，但 2种检测方法最终

都将大多数同一地区、同一年份的菌株归于相同

的基因型或相近的亲缘关系。虽然不同研究中

MLVA编码方式不同，且 Ames  Ancestor、Ames、
Sterne等分子分型常用菌株的分子分型各基因位

点的片段已知并被应用于多种研究中 [24 – 25]，结

合已发表的研究就可以推断出相应的编码方式，

再对原始数据进行转换。由于本次研究纳入了

Lista、Okutani等人 [7，26] 的研究数据，为了研究的

便利性使用 Lista的编码约定。

2004 — 2018年宁夏回族自治区炭疽病为较

低 水 平 的 散 发 ，年 均 报 告 率 0.11/10万 [27]，在

2018年后逐年增加：2019年（0.26/10万，19例）、
2020年（0.14/10万，10例）、2021年（0.32/10万，23
例）和 2022年（0.37/10万，28例），报告炭疽病例

呈上升趋势。SaTScan时空聚类分析发现，在宁

夏中北部地区发现炭疽病例的时空聚集区：一类

和二类聚集发生期间（2021 — 2022年）聚集区病

例占总病例的 38.75%，时空聚集区所属区县在整

个研究期间病例数占总病例的 47.5%，发生时空

聚集期间炭疽病例缓慢上升。由于一类和二类聚

集区相邻和聚集区的持续时间可以推断：常年发

 

B C

Key

A

A1

A2A

B

A3

BA2022003

BA2022005

BA2021005

BA2020002

BA2022001

BA2021001

BA2022004

BA2020001

BA2019002

BA2021002

BA2021003

BA2021004

BA2019001

BA2022002

JingFeng

YongNing

YongNing

YongNing

YongNing

YongNing

YongNing

HeLan

HeLan

LiTong

LiTong

YongNing

HeLan

LiTong

Location
snr (<AII Characters>)

2022年
2021年
2020年
2019年

永宁县
利通区
贺兰县
金凤区

 
注：A：14株炭疽芽孢杆菌的 SNR-4聚类分析，使用 UPGMA模型；B：14株炭疽芽孢杆菌的 SNR-4最小生成树分析，以地区为分组依据  ；

C：14株炭疽芽孢杆菌的 SNR-4最小生成树分析，以年份为分组依据。

图 3    14株炭疽芽孢杆菌 SNR-4分析

Fig. 3   SNR-4 analysis of 14 Bacillus anthracis strains isolated from 80 anthrax cases diagnosed in Ningxia Hui Autonomous
Region from 2019 to 2022: A: UPGMA model- based cluster analysis，B: region-specific maximum likelihood tree analysis，and C:

year-specific maximum likelihood tree analysis.
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生炭疽病的区域更易再次发生炭疽病并影响邻

近区县，这与传染性疾病可以影响周边地区以及

炭疽可以通过贸易途径传播和炭疽病可周期性

发生的结论吻合 [28 – 31]，而快速发展的畜牧业和

密集的人口流动可能是相邻区域相互影响的基

础。因此必须针对以上情况开展公共卫生、兽医

基础措施，如对动物接种炭疽疫苗和加强监测

（如在高发月份开展主动监测）和采取宣传教育

工作等措施 [13，28]。由于根除土壤中的炭疽芽孢

已被证明是难以完成的任务[28]，而在炭疽高发月

份通过加强监测工作以控制疫情已在欧洲、美

国、澳大利亚被证明是可行的[32 – 34]，且炭疽芽孢

可以在土壤中存在数十年[28]，因此开展时空分布

研究，识别炭疽病的聚集区域可以为决策者提供

关键理论数据[35 – 36]。

CanSNPs将本研究分离的 14株炭疽芽孢杆

菌归为 A.Br.001/002亚群，相关研究表明该亚群

为中国境内最常见的亚群 [31，37 – 38]，在中国境内

长期存在和广泛进化，借炭疽病的发生而蔓延至

全中国境内。A3.b类基因簇的炭疽芽孢杆菌在

世界范围内大范围流行并导致了大规模流行病

疫情[26，39]。在中国，A3.b类基因簇的炭疽芽孢杆

菌分布几乎遍及全国[40]，该基因型的菌株通过牲

畜贸易等途径蔓延至全中国，如 2016年甘肃岷

县由牛羊贸易而发生的炭疽疫情 [41]。MLVA-25
将 14株炭疽芽孢杆菌归类为 A3.b类基因簇中的

6种基因型，其中 3种共享基因型菌株分别被 SNR
定义为 2、3、5种 PHRANA基因型，表明以A.3b类
基因簇为代表的炭疽芽孢杆菌是宁夏地区的本

地流行株，且在同一遗传关系下基因多样性非常

丰富，原因可能是该类基因簇的长期存在并反复

致病而导致了变异的产生。对 14株菌株进行的

SNR-4分析也佐证了这一观点：14株炭疽芽孢杆

菌被划分为 12种 SNR基因型，几乎每一株菌株

之间的 SNR位点均发生了变异，因此 4个位点的

DI均很高。由分子分型技术发现菌株之间具有

一定的地域和时间聚集性，如MLVA-25和 SNR-4
分析均发现分离年份、地域相同的菌株之间基因

型相同或是亲缘关系相近，如共享基因型 01系
列的菌株，流行病学信息显示，其分离地区相同、

分离时间相近，如此表明同一种基因型的炭疽芽

孢杆菌在同一地区形成疫源地后，在一定时期内

反复暴发造成炭疽疫情。而由于炭疽芽孢杆菌的

多次暴发或芽孢在适宜的环境中复苏[22]，导致了

相同遗传关系下遗传多样性较高，如 A群中 A3
（BA2019001）、A1 （BA2019002）亚群的 2株菌株

为同一疫情中不同感染者分离的菌株，经聚类分

析发现，虽然这 2株属于同一 MLVA基因型，但

仍然被 SNR分析分为不同的 PHRANA基因型，

推测菌株可能起源于过去不同的疫情或是同一

菌株变异形成。

MLVA-25分析中共享基因型 03系列的菌株

不仅来自于 3个不同地区，其分离时间也来自不

同的年份，由于流行病学信息不足以推断传播路

径，因此推测炭疽芽孢杆菌在这 3个地区（贺兰

县、永宁县、利通区）传播或是这些地区的菌株均

源于同一个祖先经遗传变异后才产生的不同，由

于不完全的终末消毒而形成疫源地并经过发展

后在环境条件允许的情况下再次感染人或动物，

最终导致大量炭疽病例的聚集；共享基因型 02
系列的菌株则提示永宁县与金凤区之间存在菌

株的相互传播。SNR-4分析发现的共享基因型菌

株 BA2020002和 BA2022001进一步佐证了第 1条
假设的可信度，而共享基因型菌株 BA2022003/5
亦进一步证明了第 2条假设的可信度。上述表明

在宁夏地区传播的炭疽芽孢杆菌株属于本土已

存在的菌株（在条件允许的情况下再次复苏并感

染引起疾病）。

SaTScan时空聚类分析结合分子分型分析发

现，2019年的炭疽芽孢杆菌相互之间遗传距离相

隔较远，同时与其他年份的菌株之间的遗传距离

也较远，而部分 2020 — 2022年分离出炭疽芽孢

杆菌形成了一个主要的克隆群，2021年的 2株菌

株单独形成的次要克隆群，这 2个克隆群中的菌

株的主要分离地位于同一县区或位于相邻县区，

具有较强的地域聚集性，且主要克隆群是由不同

年份的菌株构成。上述表明这些地区近年来炭疽

病的发生具有关联性，表明炭疽芽孢杆菌菌株由

原先在不同区域的独立散发转化为由畜牧贸易

或是人员交流而造成了跨区域的传播并形成疫

源地 （经分析表明，BA2020002和 BA2022001的
MLVA-25基因型相同，4个 SNR位点亦相同，且

分离地点均为永宁县，但感染引起疾病的时间不

同，这些说明永宁县在不同年份存在由相同菌株

引起的炭疽病，表明永宁县存在炭疽芽孢杆菌的

自然疫源地），这是导致炭疽病例在 2021 — 2022
年形成时空聚集星团的可能原因。疫源地形成可

能的原因为：炭疽芽孢杆菌在外环境中产生能长

期存在的芽孢，在 6 — 9月（温暖、多雨、潮湿月

份）由地面浅表或深埋地下转为暴露在环境中，

导致食草动物感染再引起人的感染或借助大量

繁殖的嗜尸性苍蝇而造成的炭疽病的暴发并造

成疫源地扩大，因此这些地区报告了大量的炭疽

病[28,42]。虽然宁夏地区尚无嗜尸性苍蝇传播炭疽

的直接证据，但宁夏地区现存的嗜尸性苍蝇物种[43]，

在美国得克萨斯州的研究中被证实可携带和储
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存炭疽芽孢杆菌 [44]。 2019 — 2020年或更早时

期，宁夏地区炭疽为独立散发，但是隐匿传播链

的存在加上疫源地终末消毒不充分或牲畜尸体

处理不规范，导致环境中残留了芽孢并形成疫源

地；2021 — 2022年残留的芽孢在适宜的环境条件

下复苏并感染人或牲畜导致炭疽病在某一地区

大规模流行。同时随着暴发导致 4个 SNR基因

座不同程度的插入和缺失，形成了同一遗传关系

下丰富的遗传多样性的炭疽芽孢杆菌种群。

2019 — 2022年宁夏回族自治区炭疽病发病率

呈上升趋势，2021 — 2022年导致炭疽病的时空

聚集区的原因是自然疫源地的形成。对同时段分

离的 14株炭疽芽孢杆菌的分子分型发现，2019 —
2022年宁夏地区分离出的菌株遗传关系较为单

一，在相同遗传关系下遗传多样性丰富。同时本

次研究建立了宁夏地区炭疽芽孢杆菌的遗传基

线，可以为未来炭疽的分子溯源和法医学工作提

供帮助。因此，应当在自然疫源地的地区开展持

续性的牲畜疫苗接种计划，在人类炭疽病聚集地

区开展持续性的公共卫生监测以及在炭疽病高

发月份开展主动监测以控制炭疽病的流行。
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