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利用串联重复序列研究炭疽芽胞杆菌的
基因分型

田国忠 海荣 俞东征 魏建春 马凤琴 蔡虹 张建华 郑玉红 付秀萍

张志凯 张恩民徐冬蕾

·实验研究·

【摘要】 目的 应用基因组中多位点串联重复序列遗传标记对不同地区88株炭疽芽胞杆菌进

行基因分型。方法 炭疽芽胞杆菌染色体DNA基因组中存在着串联重复序列。在串联重复序列两

侧设计引物，PCR扩增，琼脂糖和聚丙烯酰胺凝胶电泳，凝胶影像分析软件对PCR扩增产物碱基含量

进行测算，并与测序结果进行比较，计算出串联重复拷贝数，对拷贝数进行聚类分析。结果 (1)聚类

分析发现，88株菌株可分为三大群，45个基因型，基因型与生态环境存在一定的关系。就某一地区炭

疽暴发而言，其可变数目串联重复序列遗传标记具有相似性。(2)研究发现，A16R疫苗株作为中国

的疫苗株具有代表性。结论炭疽芽胞杆菌基因组中的串联重复序列具有遗传稳定性和特异性，可

作为炭疽芽胞杆菌基因分型的指标，在炭疽暴发和生物恐怖事件中的病原体溯源上具有重要的意义。

【关键词】 炭疽芽胞杆菌；串联重复序列；基因分型
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【Abstract】 objective To study the genotyping of．Ekci比“5口挖f矗，uc如 based on multiple—locus

variabl}number tandem repeats(VNTR)in the B．Ⅱ咒旃mcis genome．Methods We selected 13 VNTR

loci(which cited frI)m published articles)to study 88 strains of B．a挖￡^，诅cis isolated from China． The

methods used were： (1)Selecting the primers which were at both ends of the tandem repeat 10cus； (2)

Amplifying the sequence of the locus by PCR；(3)Detecting the PCR products by agarose gel and

polyacrylamide electrophoreSis；(4)Analyzing the PCR products and computing the molecular weight by

analysis software of gel images；(5)DoubIe-checking with sequencing reSuIts； (6)Reckoning the repeat

numbers and study the VNTRs loci characterS． Results (1)We used multiple—locus variable—number

tandem repeat analysis(MLVA)to characterize 88 B．伽砌mci5 is01ates from diverse geographic locations

which were divided into 45 MLVA genotypes and 3 groups through cluster anaIysis． The genotypes was

relative to restricted geographical region． It seemed clear that the multiple isOlateS from the Same anthrax

outbreak frequently having identical genotypes．(2)Results from VNTR analysis showed that A16R Vaccine

strain isolated from China was having the nature of representativeness in the country．Conclusion Analysis

showed that the VNTR patterns was an appropriate study method for B．n咒f矗，+acis genetic diversity from

different geographical areas and different time． IsoIates from the same anthrax outbreak had identical

VNTR genotyping．

【Key words】Bnc删“s以以肪mcis；Variable number tandem repeats；Genotyping

目前炭疽芽胞杆菌(Bnc删“s彻旃mcis)作为生

物武器愈来愈受到重视。由于炭疽芽胞杆菌DNA

高度保守以及目前使用的分子生物学技术分辨率不

高，对该菌基因分型的研究进展不大。1997年

作者单位：102206北京，中国疾病预防控制中心传染病预防控

制所

通讯作者：海荣，Email：haimng@icdc．cn

Keim等用扩增片段长度多态性技术，从该菌染色体

中鉴定出约30个可变区，认识到菌株染色体DNA

中存在着多样性；在1999年利用B．伽砌mc妇菌株

DNA上的8个不同的可变数目串联重复序列

(VNTR)位点，将世界不同地区的426株

B．盘咒琥mfi5菌株用MLVA法将其分为88个基因

型，聚类分析分为6个主要基因群，并且认为基因型
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与地理分布存在着相关性。本研究应用炭疽芽胞杆

菌基因组中的13个串联重复序列遗传标记对来自

中国不同地区炭疽芽胞杆菌进行了分析。

材料与方法

1．菌株来源：中国17个省85株菌和3株疫苗

株，共88株菌。

2．主要设备：PCR基因扩增仪(Stmtagene@公司

Robocycler@Gradient 40型)，UVIpro GAS700 1 X凝

胶影像分析系统(UVI公司)，高速台式离心机(上

海安亭科学仪器厂)，水平电泳仪(北京东方仪器

厂)，垂直电泳系统(Bio—Rad公司)，附有冷凝设备的

垂直电泳系统(OWL公司)。

3．主要试剂：TaqDNA聚合酶、dNTP、100 bp

Marker购自华美生物工程公司，质粒提取试剂盒购

自基因公司，PCR产物纯化试剂盒购自赛百盛生物

制品公司。丙烯酰胺(Bioasia Ltd)，N’N一亚甲基双

丙烯酰胺(北京化工厂产品)，50 bp Marker购自

Promega公司。AgN03染色所用试剂均为国产的

分析纯试剂。

4．方法：

(1)基因组DNA提取：用常规的蛋白酶K消

化，酚／氯仿提纯。

(2)引物：参照文献[1，2]上已发表的引物序列。

(3)PCR扩增：25肚l反应体系中含10×PCR

buffer 2．5弘l，2．5 mmol／L dNTP 2弘1，25 mmol／L

MgCl2 2肛l，10 nmol／L引物各1肛l，DNA模板l p1，

去离子水14．5肚l。95℃预变性5 min；95℃变性

1 min，55℃退火1 imn，72℃延伸1 min，30个循环；

72℃延伸5 min。

(4)聚丙烯酰胺凝胶电泳检测：取2肚1 PCR反

应液，加0．5肚1溴酚蓝载样缓冲液混合，10％聚丙烯

酰胺凝胶电泳150 min，硝酸银染色后，用读胶仪分

析结果。

(5)产物分子量测定：uVIprO GAS7001x凝胶

影像分析系统中带一个分子量计算软件，利用此软

件对分子量进行计算，计算结果与测序结果比较。

(6)测序：PCR扩增片段长度<500 bp，用PCR

产物直接测序。对测序结果不理想的菌株，进行克

隆测序，测序工作由上海博亚生物公司和上海生工

生物工程技术服务有限公司完成。

(7)PCR产物的克隆：使用Invitrogen公司的

ToPo TA Cloning@Kit，该试剂盒自带载体pCR@

2．1一TOPO@和感受态细菌one Shot@ToPl0。

(8)序列的比较分析：使用DNA Star序列分析

软件，将测序结果与发表序列之间进行比较。

(9)重复数目的确定：根据菌株的测序结果确定

基础重复数，其他菌株VNTR的PCR扩增片段大

小与之比较，得出重复数目。

(10)使用Bionumeris软件聚类分析，统计方法

为甄趔’s，遗传学关系用相似度表示。

结 果

1．不同的VNTR，其拷贝数目有差异，表现在

多态性信息指数不同，即某一位点的串联重复序列

拷贝数多，且分散于各菌株间，其多态性信息指数就

大，反之，如果拷贝数少，且集中于某一拷贝上，则多

态性信息指数偏小，表1归纳了炭疽芽胞杆菌基因

组中13个VNTR遗传标记特征。

表l 13个vNTR遗传标记特征

嚣黼⋯熟徽

2．为了验证凝胶仪分子量分析软件分析PCR

产物DNA片段碱基数的正确性，对38株菌13个

VNTR位点具有差异的DNA片段进行了测序，测

序的结果与电泳的结果一致，即核苷酸的碱基数一

致。图1为VNTR01位点5株炭疽芽胞杆菌PCR

扩增产物，应用10％聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱，泳

道2与3、4、5相差5 bp；2泳道为153 bp，3～7泳道

为158 bp。可以看出每株菌的电泳条带都是惟一

的，即串联重复序列在基因组中具有特征性。图2

为泳道2、3和炭疽芽胞杆菌测序菌株(NC一003997)

序列比对结果，与电泳结果一致。在验证菌株DNA

基因组中VNTR的遗传稳定性时，我们做了两方面

的工作，一是对88株菌的DNA至少重复2次PCR

扩增，凝胶电泳；二是选择了30株菌进行二次传菌、
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提取DNA、PCR扩增、凝胶电泳，结果证实串联重复

序列在传代培养、DNA提取和储存、PCR扩增过程

中不会发生变异。

注：I、6：100 bp的DNA标准分子量；2～5、7：PCR扩增产物的

DNA片段

图l VNTR CG3部分菌株凝胶电泳图谱

AGTcATTGTTcTGTATA^^GGGcxTAAAxTT^TTTGGTGATATT^T^TTA Majo“ty

0 20 30 40 50

俐l、C”11GTl'C’rGl’Ar从AGGGCAr从ArTTATTTGGTGATATT^TATTA 003997～CG3

A(、TC盯l、G’frCTG¨l‘从AGGG】、GAAAAc¨CC 7¨GGTGATATT^TAm cG3—53

^NTCWTGTTMGATT触^GGGCNTAAANTTATTTGG^GATAT卜一A CG3—8l

l”I、lTcAT¨l”l’GT从GAr盯l‘AcATGcATAlTTTAcTTTTAcT丛TTATG Majori Ly

TTTf丽丽TTTGTAAG^TTTT^c^T砬ATA下亍if丽TTTTAcT^^TT^TG 003997～CG3

TTTTcATATTTGTAA(；ATTTTACATGCATATTTTACTTTTACTAATTATG CG3—53

TTTTCAT^TTl'Gl似(；A1 rl 7rACCNGCNl。A1”¨I、ACCTlll’ACl’AATI、A7rG c(：3—8l

图2 VNTR CG3测序序列比对结果

3．聚类分析：基因型的分型标准是，13个遗传

标记串联重复数完全相同的归为一类，13种组合中

有一个遗传标记不同的就归为另一类。分析发现

88株炭疽芽胞杆菌以相似度为4时，可分为A、B和

C三大群，45个基因型，结果见图3。新疆菌株

79％(26／33)在A和B两大群内，广西菌株67％

(14／27)在C群中；以相似度为40时，A群又可分为

A1和A2两个亚群；C群可分为C1和C2两个亚

群。A1亚群内20和61号菌株与其他菌株遗传距

离较远，20号菌株是1991年从新疆皮毛厂生皮中

分离到的菌株，61号菌株是1993年广西一头病牛

中分离菌。PASTUER疫苗株在A2亚群内；A2亚

群内8l号菌株与其他菌株遗传距离较远；C群的

C1亚群中菌株来源复杂，基因型多样，19株炭疽芽

胞杆菌分别来自10个地区；C2亚群中第40基因型

包括16株菌，分别来自甘肃、广西、内蒙古、广东、河

北、贵州7个省(自治区)，是中国炭疽芽胞杆菌菌株

的主要基因型，其中包括A16R疫苗株，这株疫苗株

是来自中国。聚类分析结果见图3。

4．局部地区炭疽暴发分离菌VNTR分析见表

2。1989年西藏昌都县炭疽暴发患者与病畜分离到

的菌株，13个VNTR的拷贝数完全一致。青海省

湟中县1996年炭疽暴发患者与分离材料分离的菌

株，其VNTR差异较小，13个位点上，只在VNTR

D4和VrrA位点上串联重复拷贝数有差别。

讨 论

MLVA技术作为一种新的基因分型方法应用

于鼠疫耶尔森菌、金黄色葡萄球菌、结核分支杆菌、

布鲁氏菌基因分型等方面呤。6]。王秉翔等[71利用炭

疽芽胞杆菌基因组中的8个串联重复序列对193株

菌进行了研究，结论是菌株DNA的多样性有明显

的地理分布规律。我们应用已经发表的炭疽芽胞杆

菌DNA中13个串联重复序列分析了我国不同地

区、不同年代的85株炭疽芽胞杆菌。在这些菌株

中，其串联重复序列依据结构、位置和重复数的不同

而呈多态性。就某一地区的菌株，其VNTR分布有

其规律性，如新疆和广西分离到的菌株大部分集中

在某一群内。对我国部分炭疽暴发地区分离到的菌

株进行MLvA聚类分析，发现某些暴发地区病例分

离菌与当地污染的土壤和病畜分离菌VNTR是一

致的，说明他们是来自于同一克隆株。MLVA技术

在炭疽感染事件中追溯传染源，甚至菌株的鉴定方

面，是一种很好的分析方法。2001年美国“9．11”炭

疽恐怖事件，Hoffmaster等旧1应用MLVA技术分析

了来自炭疽事件标本分离到的135株菌，所有的菌

株都为同一基因型，并且与实验室使用的Ames菌

株一致，进一步对其中的42株菌保护性抗原基因

P赠A进行测序，结果与Ames菌株P铭-A序列完全

一致。Keim等旧。应用MLVA技术对日本奥姆真理

教炭疽事件中的菌株进行了回顾性研究，发现48株

菌有一致的基因型，与Sterne菌株的基因型一致，

建立我国的炭疽芽胞杆菌菌株VNTR数据库资料，

对于炭疽的暴发或者生物恐怖事件病原体的溯源具

表2 西藏昌都县和青海湟中县炭疽暴发患者与病畜分离菌VNTR比较
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相似度

量．．主．奎．．i．．．星．．．量．．．星．．．星．．喜菌株基因
分型
1

2

3

3

4

5

S

6

7

8

8

8

9

10

10

¨

12

13

14

lS

】6

17

18

19

19

19

19

20

2I

2l

2l

2l

2I

2l

2l

2l

22

23

23

24

24

25

26

26

27

27

27

27

27

27

28

29

30

3I

32

32

33

34

35

36

37

37

38

39

39

40

40

40

40

40

40

40

40

40

40

40

40

40

40

40

40

4l

4l

42

43

43

44

45

篁零分离地点 分离利l：}

1981新疆 羊毛
1996青海 皮毛

1992新疆 羊毛

198l新疆 羊毛

1993厂西 病牛

199l广西 剖牛污水塘

1974内蒙占 羊
198l新疆 狗皮

199l新疆 皮毛j生皮

198l新搓 患者指}}{

198l新疆 死羊皮

1992新疆 剖牛处十
1992 r西 患者分泌物

1992新疆 皮毛

1992新疆 羊毛

1992新疆 上壤

不洋P一-s]眦疫苗昧
1989西藏 患者呕吐物

1995 J'两 患者

199l新疆 患者

】995新疆 士壤

1991新疆 皮毛J生皮
1996青海 患者

1989西藏 牦牛

1989西藏 患者

1992广西 剖牛处土
1994广西 剖牛处十

1997内蒙占 土壤

1992新疆 死羊

1993新疆 患者

1981新疆 皮毛厂生皮
198l新疆 皮毛厂生皮

1984新疆 剖屿血土

1984新疆 剖牛血土

198l新疆 患者

1982河北 患者
1996青海 患者粪便

1992新疆 瘸羊圈上

198l新疆 死羊嘲土

1992新疆 病灶分泌物

199l广西 剖牛污染处
1982河北 皮毛

1993新疆 忠者

1992新疆 患者

1995新疆 死羊

1992新疆 十壤
1996云南 水

1992广西 病死牛幽土
1994 J西 十壤

sT日帆瘦“％睐
199l新疆 土壤

1978江西 十壤

J994广西 土壤

1994广西 土壤

198l新疆 皮毛J，上皮
1989网川 患者

1953陕西 山羊皮

1953北京 骡

1991厂西 剖牛处土

1996云南 土壤
1953卜海 水牛

1994 J_西 剖牛处土

1955内蒙古 病死牛

1992广西 剖牛处十

1997内蒙占 牛
198l新疆 不洋

1995新疆 不详

1992新疆 土壤

】996甘肃 羊皮
1996 H肃 十壤
1993广西 土壤

1980广西 患者

1994广西 十壤

1998内蒙^ 患者
1998内蒙古 上壤

1997内蒙古 羊

1974内蒙占 牛
1958 A16R疫苗株

1953广东 水牛
1982河北 皮毛

不详贵州 患者

1992广西 剖牛处上

1998内蒙古 患者
1995广西 患者
1992广西 剖牛处土

199l广西 剖牛处土

1997内蒙占 死牛

1954甘肃 兰州牦71

注：分型方法采用UPGMA，以聚类相似性系数4、40、100时对

88株炭疽芽胞杆菌分别进行分群、亚群和基因分型

图3 88株炭疽芽胞杆菌VNTR聚类分析图

有重要意义。

聚类分析发现来自同一地理区域菌株的VNTR

基因型不是完全相同，或者能够归类到主要的基因
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型中，有些地区的菌株VNTR存在差异的情况，被

分在遗传关系较远的类型中。分析其原因，可能存

在下面几方面的原因：一是，炭疽主要发生于食草动

物中，在牲畜的买卖和运输过程中，造成了地区间菌

株的流动和分布的不均衡；二是，由于炭疽芽胞杆菌

在自然环境中能形成稳定的芽胞，所以炭疽在每一

次爆发性流行之后，如果形成了一定的突变体，那么

它们随着形成的芽胞而稳定的存在于土壤环境中。

因此，在多次爆发性流行之后，土壤环境中将会存在

着多种多样的变异株，它们根据不同的生存条件各

自繁殖和进化，形成了同一地区存在着菌株的多态

性，由于上述的原因造成了基因分型的复杂性。

A16R疫苗株所在的VNTR基因型是我国炭疽

芽胞杆菌菌株主要的基因型，包含了来自我国7个

省的16株菌，占研究菌株的20％，因此，A16R疫苗

株在我国的菌株中具有代表性。适合作为我国人群

疫苗应用的菌株。
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