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中国炭疽芽胞杆菌致死因子基因中

单核苷酸多态性位点分析

魏建春 张恩民 马风琴 张建中

·实验研究·

【摘要】 目的 分析中国炭疽芽胞杆菌致死因子基因中的单核苷酸多态性(SNP)位点特征。

方法选择18株炭疽芽胞杆菌，采用PCR方法扩增炭疽芽胞杆菌致死因子基因、测序，并进行SNP

位点分析。结果实验中所用中国炭疽芽胞杆菌致死因子基因中第895位核苷酸均为G，与国外菌

株不同。中国不同地区(包括新疆、广西、北京、内蒙古等地区)、不同年代和不同来源(包括土壤、牛、

羊、骡、狗、患者等)分离的菌株，具有相同的SNP位点特征。结论致死因子基因中第895位核苷酸

均为G的SNP位点特征很可能是中国炭疽芽胞杆菌的共同特征。
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【Abstract】 Objective To anaIyze the characters of a single nucleotide polymorphism(sNP)site in

the lethal factor gene(如厂)of B口c饥“s口咒旃mc缸isolated from China．Methods 18上kc删“s乜咒旃rⅡfis

iSolateS were selected and the跆厂genes were amplified by PCR method， then the PCR products were

sequenced and the analysis of SNP site of the跆r genes was performed．Results The 895m nucleotide of

跆厂gene of aU tested Chinese isolates appeared to be G but T was found in some overseas strains． The

characteristic 0f SNP site was identical in all strains isolated from different regions(included Xinjiang，

Guangxi，Be玎ing，InnerⅣIongolia)at different times or sources(included soil，cow，goat，mule，dog，

patient，etc)in China．Concl璐i蚰 The895m SNP site of坦厂gene might have shared the same characterS

of Chinese B口ciZZ“s n行旃，-ncis strains．

【Key woI’ds】B。cizz“s n咒￡^，+ncis；single nucleotide polymorphism；Lethal factor

炭疽芽胞杆菌是引起人及动物炭疽的病原体，

是一种高度保守的细菌。不同分离株的基因组具有

高于99％的核苷酸序列相似性u1。实验证明许多

分子生物学分型方法均不能对其进行分型研究。单

核苷酸多态性(SNP)在生物基因组中广泛存在，

sNP具备多态信息量大、密度更高、遗传稳定、易于

检测和统计分析等优点，成为继RFLP和微卫星多

态性的第三代遗传标志。已经证明，炭疽芽胞杆菌

基因组中也存在为数众多的单核苷酸多态性位点，

并且有研究把这项技术应用于炭疽芽胞杆菌的溯源

工作，但针对中国炭疽芽胞杆菌尚无相关的SNP分
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析资料。本研究拟对中国炭疽芽胞杆菌致死因子基

因中的SNP位点进行分析。

材料与方法

1．菌株：由本实验室保存，见表1。

2．菌株培养及质粒提取：炭疽芽胞杆菌接种于

普通琼脂斜面，37℃培养16 h左右，收菌提取质粒

DNA，具体操作按试剂盒(赛百盛生物工程公司)说

明书进行。

3．引物序列：P1 5 7一TGG√4弼G，rG AI、A 1_rA

CAA AAC A_3 7，P3 5 7—1、CA ACT AAA 1℃C GCA

a弭37，引物由宝生物工程(大连)有限公司合成。

4．PCR反应体系及条件：PCR反应体系50肚l，

10×扩增缓冲液5肚l，4种dNTP混合物各

200 pmol／L，引物12．5 pm01，模板2 pl，Taq DNA聚
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合酶2．5 U，M92+1．5 mmol／L，双蒸水补足50肛l。

反应条件：95℃5 min；95℃1 min，55℃1 min，72℃

1 min，30个循环；72℃5 min。电泳：1％琼脂糖凝

胶，GoldVjew DNA染料，上样5“l，100 V，1 h。

表1 中国炭疽芽胞杆菌实验菌株基本情况

*A16R疫苗株

5．PCR产物测序：由宝生物工程(大连)有限公

司完成。

6．序列比对：将A16R致死因子的部分序列提

交到网上，使用NCBI的blast功能进行比对。测序

结果使用序列分析软件DNASTAR的MegAlign功

能进行比对。

结 果

1．序列比对：对致死因子基因已发表序列进行
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blast比较，结果发现，致死因子基因第895位核苷

酸存在两态性，该对应位点分别是T和G，引起一

个氨基酸的改变，由丝氨酸S变为丙氨酸A。两类

菌株分别以sterne和Ames为代表。比较还发现，

意大利使用的疫苗株Carbosap在致死因子基因的

第795位有一个不同于其他所有测序菌株的点突变

(T—，C)。

2．中国菌株的PCR扩增：共18个样品，001，

002，003，005，006，007，008，009，013，016，020，022，

037，051，057，063，077，A16R。所有样品均可扩出

长约1000 bp左右的片段(图1)。

M：DNA分子量标准DL2000；1～7：003，005，013，022，051

077，A16R；8：空白对照

图1 中国炭疽芽胞杆菌PCR扩增产物电泳图

3．测序：发现全部被测菌株的第895位均为G，

而第795位均没有意大利疫苗株的点突变。同源性

比较部分结果见图2。

讨 论

炭疽芽胞杆菌是菌株间变异很小的一种细菌。

可能是由于炭疽杆菌与其他大多数细菌和病原体相

比，遇到的繁殖机会要少的多。炭疽病原体主要以

芽胞的形式存在于土壤中，繁殖几乎完全依赖在宿

AAcGAACAAGAAATAAATcTATCCTTGGAAGAAcTTAAAGATCAACGGATGcTG．cAAGA Consensus #1

A8曼里垒墨里苎垒9AAATAA曼!里!旦TecTTGGAAGAAcTTAAAGATcAAcGGATGcTGGcAAGA Ma j o rity

8S0 860 870 880 890 900

AAcGAAeAAGAAATAAATcTATccTTGGAAGAAcTTAAAGATcAAcGGATGeTG『工IcAAGA sterne(1ef)

AACGAAeAAGAAATAAATeTATCCTTGGAAGAACTTAAAGATCAACGGATGCTGGCAAGA 001

AACGAACAAGAAATAAATeTATCCTTGGAAGAACTTAAAGATcAAcGGATGcTGGCAAGA 002

AACGAACAAGAAATAAATCTATCCTTGGAAGAACTTAAAGATCAACGGATGCTGGCAAGA 003

AACGAACAAGAAATAAATCTATCCTTGGAAGAACTTAAAGATCAAcGGATGCTGGCAAGA 0O5

AACGAACAAGAAATAAATCTATCCTTGGAAGAACTTAAAGATCAACGGATGcTGGCAAGA 006

AACGAACAAGAAATAAATCTATeCTTGGAAGAAeTTAAAGATCAACGGATGCTGGCAAGA 007

AACGAACAAGAAATAAATCTATCCTTGGAAGAACTTAAAGATCAACGGATGCTGGCAAGA 008

AACGAACAAGAAATAAATeTATeCTTGGAAGAACTTAAAGATCAACGGATGCTGGeAAGA 0O9

AACGAACAAGAAATAAATCTATCCTTGGAAGAACTTAAAGATcAACGGATGCTGGCAAGA 011

AACGAACAAGAAATAAATCTATCCTTGGAAGAACTTAAAGATCAACGGATGCTGGCAAGA 013

AAcGAAcAAGAAATAAATcTATeCTTGGAAGAAeTTAAAGATcAAcGGATGcTGGCAAGA 016

AACGAACAAGAAATAAATCTATCCTTGGAAGAACTTAAAGATcAAcGGATGCTGGCAAGA 022

AACGAACAAGAAATAAATCTATCCTTGGAAGAACTTAAAGATCAACGGATGcTGGCAAGA 037

AACGAACAAGAAATAAATCTATCCTTGGAAGAACTTAAAGATCAACGGATGeTGGCAAGA 051

AACGAACAAGAAATAAATeTATCCTTGGAAGAAeTTAAAGATCAAGGGATGeTGGCAAGA 057

AACGAAcAAGAAATAAATeTATccTTGGAAGAACTTAAAGATcAACGGATGCTGGeAAGA 063

AACGAACAAGAAATAAATCTATCCTTGGAAGAACTTAAAGATcAACGGATGCTGGCAAGA 077

AACGAAeAAGAAATAAATCTATCCTTGGAAGAACTTAAAGATCAACGGATGCTGGeAAGA A1 6R

图2 中国炭疽芽胞杆菌测序结果及steme菌株的同源性比较
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主体内的感染，因此在传播到下一个宿主时会经历

一个相当长的时间间隔。以往的研究表明，无论是

哪种来源或者哪个地区分离的菌株，其表现型和基

因型都几乎完全相同。在分子水平上，尝试过许多

分型方法，结果证明基因组差别很难检测到。直到

串联重复序列以及SNP的发现和应用眩‘41，这一状

况才得以改变；但传染源分析(特别是生物恐怖事件

相关传染源分析)需要具有更多的菌株基因特征，各

国在了解世界各地菌株特征的同时，也十分关注本

国菌株所具有的基因识别特征。

2000年Keim等¨o利用8个遗传标记的VNTR

分析法(MLVA)，将收集到的世界范围内的426株

炭疽芽胞杆菌，分为89个MLVA基因型，聚类分析

分为6个主要基因群。到目前为止，VNTR分析方

法还是最准确的炭疽芽胞杆菌分型方法。目前在一

些国家也陆续开展了这项工作。但研究表明该方法

似乎不适用于对中国菌株的分型研究№1。SNP就

成为了最值得一试的方法。

本文研究所发现的实验中所用中国炭疽芽胞杆

菌致死因子基因中第895位核苷酸均为G的SNP

位点特征，包括新疆、广西、北京、内蒙古等地的不同

地区菌株特征相同；不同年代分离的菌株特征相同；

包括土壤、牛、羊、骡、狗、患者等不同来源分离的菌

株，特征相同。虽尚需扩大菌株数量加以证实，但该

SNP位点很可能是中国炭疽芽胞杆菌的共同sNP

特征。

已经有越来越多的人认识到SNP是一种重要

的遗传标记，对于检出和鉴别炭疽芽胞杆菌具有相

当重要的意义。如Easterday等"1在炭疽芽胞杆菌

pzcR基因的一个SNP位点周围设计了一种

TaqMan错配扩增突变方法，能够检测出环境标本

中低至25 fg DNA的具有特异sNP的炭疽芽胞杆

菌。这种选择性低拷贝扩增的能力在生物防御和微

生物溯源领域是一种有用的工具。而把VNTR和

SNP结合起来使用，将大大改善流行病学分析能

力。Read等旧。利用三种类型的遗传标记：VNTR，

SNP，插入和删除序列，分析了2001年美国生物恐

怖袭击中分离到的炭疽芽胞杆菌，推测出了其来源，

该研究发现了pX01中的15个SNP，但并不包括本

文中的SNP位点。

中国是一个炭疽菌株资源丰富的国家，但对于

菌株的遗传特征均未进行过详细检测，对此类遗传

特征的了解对于建立检测方法，诊断技术，更好的预

防和控制炭疽的发生和流行很有必要，而丰富SNP

数据库应成为建立炭疽防控策略的重要部分。
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