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中国炭疽芽胞杆菌荚膜质粒基因单核苷酸
多态性研究

张慧娟张恩民张建华魏建春

【摘要】 目的研究中国炭疽芽胞杆菌(炭疽杆菌)荚膜质粒基因单核苷酸多态性(sN_P)特

征。方法选择中国不同分离年代、地点和来源的95株炭疽杆菌。采用PCR方法扩增荚膜质粒基

因上的23个SNP位点，然后进行测序并进行聚类分析。结果通过聚类分析，95株炭疽杆菌可分

为5个群，23个SNP位点中17个位点相同，6个位点存在多态性，其中17．89％(17／95)的菌株与参

考菌株Pastuer同源，38．95％(37／95)的菌株与参考菌株AmesAncestor同源，其余菌株则不同于目

前已知的全基}I{组测序菌株；3株菌在PS一34位点扩增基因片段中缺失长度约80 bp的序列，待测

的SNP位点包括在该缺失片段中；9株菌株在所有SNP位点扩增阴性，经炭疽杆菌荚膜质粒基因

特异引物扩增证实这些菌株缺失荚膜质粒基因。结论中国炭疽杆菌荚膜质粒SNP位点具有遗

传稳定性和自身的特异性，6个SNP位点可作为基因分型的指标。
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【Abstract】Objective To study the characteristic of single nucleotide polymorphism(SblP)

in capsule plasmid gene of Bacillus anthracis isolated from China．Methods 95 Bacillus anthracis

isolates from different sources were selected．23 SNP sites were amplified by PCR method，sequenced

and analyzed by clustering analysis．Results 95 Bacillus anthracis isolates were divided into 5 groupS

by cluster analysis．The identified isolates had the same sequence features in 17 sites and different

nucleotidc sequence in the other 6 sites of也e 23 SNP sites．17．89％(17／95)of the isolates had

homologous lOCus svxiuences compared with the reference strain Pasmer．38．95％(37／95)of the

isolates had the homologous 10CU$sequences compared with the reference Strain Ames AncestoL The

remaining strains were different from those completed sequenced strains．3 strains missed length of

about 80 bD sequence in the PS一34 loci amplified gene fragment in which the tested SNP lOCi were

included．9 strains were amplified negative at all SNP lOCi and Bacillus anthracis capsule plasmid

genes were missing which was conflrmod by capsule plasmid gene—specific primers．Conclusion

Results through analysis showed that single nucleotide genetic stability and specificity for capsule

plasmid gene of Bnc／／／as anthracis did exist in the Chinese isolates．Thc 6 discriminating SNP sites

could be used as indicamrs in genotypmg the Bacillus anthracis．

【Key words】Bacillus anthracis；Single nucleotide polymorphism；Genotyping

炭疽芽胞杆菌(炭疽杆菌)是一种高度保守的革

兰阳性细菌，不同菌株同基因同源性在99％以上。

现有基因分型方法仅少数适用于该菌株的基因分型
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研究，如多位点可变数串联重复序列分析(嗍)
和单核苷酸多态性(SNP)分析等“圳。2002年．Read

等b1对美国生物恐怖袭击事件中分离到的l株炭疽

杆菌进行全基因组测序，并与已测序的参考菌株进

行基因比对分析，发现60个新的基因遗传标记，包

括SNP、插入序列或缺失序列等，其中位于荚膜质粒

基因上的SNP位点有23个。为了解中国炭疽杆菌

荚膜质粒基因SNP特征，本研究选择其中的一些位
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点进行分析。

材料与方法

1．菌株来源：分离自中国不同年代、地点、来源

的95株炭疽杆菌(1953--2006年)，地点包括四川、

辽宁、新疆等15个省(自治区)．来源包括患者、牛、

羊、犬皮、骡、动物皮毛、土壤和水等。

2．引物设计：选择位于炭疽杆菌荚膜质粒基因

PX02上的23个SNP位点，根据文献提供的SNP突

变序列片段，自行设计引物，序列见表l，引物由北

京擎科生物技术有限公司合成。

3．PCR扩增及测序：PCR反应总体系为25山，包

括2×EasyTaqTM PCR SuperMix(购白北京全式金生

物技术有限公司)12．5“l，上、下游引物(10 I．tmol／L)

各1¨1，DNA模板(100 ng／¨1)l¨l，加无菌超纯水

至25肛I。PCR反应：95 oC预变性5 min；95 oC变性

l min，55 oC退火1 n-fin，72 oC延伸l min，30个循环；

72℃延伸5 min，4℃保存。产物经l％琼脂糖凝胶

电泳检测，将符合目的片段大小的PCR产物进行测

序，测序Eh．IL京擎科生物技术有限公司完成。

4．序列分析：测序结果采用序列分析软件

DNAStar的MegAlign模块进行比对，同时与参考菌

株序列Ames Ancestor株和Pastuer株进行比对；差异

表1炭疽杆菌23个SNP位点引物序列

位点数据采用BioNumerics软件进行聚类分析

(UPGMA)，生成聚类图。

结 果

1．菌株SNP：比对结果显示，所有菌株在23个

SNP位点中17个位点呈现SNP序列单一性，其中

16个位点序列与AmesAncestor同源，另外1个位点

序列与Pastuer同源。其余6个SNP位点在不同来

源的菌株间表现出多态性，将这些差异位点进行聚

类分析，可分为5个群。不同地区菌株SNP具有一

定的规律性：80．65％(25／31)的新疆菌株属于群I

和群Ⅱ，77．78％(7／9)的内蒙古菌株属于群Ⅳ，而广

西菌株分散在各群中。不同年代的菌株也有一定

的聚集性。1953—1978年的菌株主要位于群Ⅳ中

(6／10)，大部分1981—1990年的菌株(15／20)属于

群I和群1I，1998--2006年的所有菌株属于群Ⅳ，

而1991—1997年的菌株分散于各群中。不同宿主

来源的菌株没有明显的聚集性。群Ⅲ仅包括3株

菌，单独聚为一类，差异体现在Ps一34位点测序结

果与群Ⅳ不同，该突变位点经PCR扩增显示该片段

长度比其他菌株短，经重复扩增、测序、比对后发现

这3株菌的该段序列同源，但与参考菌株比较，中问

缺失80bp碱基序列，待测的SNP位点位于这段序列

位点 上游弓l物(5’√) 下游引物(5’纠) 产器小
PI—l CnGT^蛆℃CAGOC丸蛆℃ CAAACGCTC兀A^CrrCT

PI一2 AGGGTACTCAGCl’ACAGG GGl．隧rTGACGG(汀CrrC

PS一33 TCACllACT^CCTCG从CG GT(而GACA6GAACAATCA

PS一34 GTl℃CTGTCCCACCTGIA AAl℃GTCCGAATGTAGCT

PS一3S TAC越广IGGCTGTGGTGGT TGGTAAATGCTCGTCAGG

PS一36 1．rA ACA：兀AGCCCTACAAAC CTGAAATGAcGGAl'AAGC

PS—37 GATGCGr兀’GA：rn℃TTG GGCGAGCTGl’兀AnlGl=A

PS一38 GAA—汀CT兀'GATGG从CT GT声JGTCTrrrCTGTGGG

PS一39 A]rACGGAAGGcAACTcA：r CACCAG口广几℃TCGACTB

PS—幻CCAACGCAGr兀’GAAGAC A：r13GcTGATGG似rGTA ATG
PS—41 T^TC(’AG从GCGTCAC^T CAl厂rGAACCCA=r11AOCAr

PS—12 T兀'GACAACCTCCTGAl’A rIMGGTAAl广rBTGGAAC
PS—43 cGCCAGGTAA AT^GAl'AG 11’rGCTC兀．AGTGCCATC

PS—44 CA AoGACTGcGoGAGAl『A TTCCAGCl：AAGCAAGAACTA

PS—45 AGArTCAGCA(汀G丌_rCC CCTTCTnlCTGTTCO四
PS—47 nACCACCTGGTGACCCA CTlvrCGGAAGCAGAGC炎r

PS·_48 TmATll．rACCCAGAl℃ TA AmCA00C从CTAAC
PS—悖TcACTCCTCCT(叮GGGT．A GAAA：】『GGGll℃T1-GAl-AG

PS-50 AGTGATGGAATCTTGGAG GCJ虹AGAGL蜩'GCTrrGC

PS-51 CG^=兀CAGTTGTcTGTl℃ AGGCTAl’CCCTCAAGTCT

PS一52 A1丌GCAGCAGArrAl’GTl'AG ACGA AmAGCTGGTGAT
Pg一53 ACG(把TGTAAAC(玎CAn TGA=丌cTGTTCGGTAGGA

PS一54 An’CTCAACG10TTCTTGT GGTCTGAAGC论rrGGrrA

中，因而未检测到。群V的11株菌单独聚

为一类，其中包含已知荚膜质粒缺失的

A16R和Sterne疫苗株，其他9株菌经采用

炭疽荚膜特异基因引物扩增验证，显示扩

增阴性，提示这些菌株缺失荚膜质粒基因

(图1 o

2．6个SNP位点聚类情况：对实验菌

株与参考菌株差异位点进行比较，表2显

示，群Ⅱ所有位点序列与参考菌株Pastuer

同源，该群菌株占全部实验菌株的17．89％

(17／95)；群Ⅳ所有位点序列与参考菌株

Ames Ancestor同源，该群菌株占全部实验

菌株的38．95％(37／95)；其他菌株的SNP

位点差异与参考菌株不一致，这部分菌株

占实验菌株的43．16％(41／95)。

讨 论

常见的分子分型方法如脉冲场凝胶

电泳(PFGE)、限制性片段长度多态性

(RFLP)、随机扩增多态性DNA标记

(RAPD)、多位点序列分型技术(MLsT)等螂鼍!仞|誉稍Ⅲ捌蛳埘瑚蛳伪似伽诬獬瓶嘲郴m御抛勰
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图1中国炭疽杆菌荚膜质粒基因64"SNP聚类分析
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袭2中国炭疽杆菌荚膜质粒基因6个Ship位点聚类情况

及其与参考菌株差异位点比较

注：N为该位点扩增阴性

仅能鉴别芽胞杆菌不同种属间的差异。近年来发现

MLVA和SNP可用于炭疽杆菌的分型口“。SNP位

点分析是基因分型中最直观的方法，通过直接比较

不同菌株基因组序列，寻找单核苷酸差异，实验方法

简便易行，是一种较理想的炭疽杆菌基因分型研究

方法【6]。2004年Pearson等一1将SNP方法应用于炭

疽杆菌基因的研究，进行基因进化分析，选择有代表

性的SNP位点形成炭疽杆菌遗传种系发生模型。

Van Eft等哺1结合MLVA方法。确定名为canonical

SNP的炭疽基因多态性遗传标记，有效地将42个

国家的1033株炭疽杆菌分成A、B、C群。Simonson

等阳1研究炭疽杆菌分离株的地理分布，发现中国、欧

洲和中东地区具有共同的优势亚群。Kuroda等“町

比较19株炭疽杆菌全基因组，最终确定80个SNP

位点，可用于快速调查和追溯疫情。

本研究针对2001年美国炭疽袭击事件中分离

到的炭疽杆菌全基因组比对中发现的SNP位点对中

国菌株进行实验研究，从序列比对结果看，中国的菌

株在23个SNP位点中有17个位点SNP序列表现为

单一性，且除1个位点外均与参考菌株Ames

Ancestor同源，说明炭疽杆菌基因的高度保守性。

另外6个SNP位点存在株问差异，即为有意义的

SNP位点，这些差异位点类型与国外的研究报道相

符合【5J，可应用于炭疽疫情的流行病学追溯。差异

位点的聚类结果显示95株菌仅分为5个群，不同地

区和年代的菌株有一定的聚集性，不同来源的菌株

无明显聚集性，提示炭疽杆菌的遗传进化速度较慢，

这可能与炭疽杆菌在环境中主要以芽胞的休眠形式

存在，限制它的基因进化过程，导致炭疽杆菌基因缺

乏分子多样性，这种特殊性提示炭疽杆菌基因的研

究需要更大数量的菌株和适宜的遗传多态性标记才

能得到更丰富和更科学的信息。本研究显示，中国

炭疽杆菌的荚膜质粒基因SNP具有自身的独特性，

在检测的6个多态性位点中，17．89％的菌株与已测

序菌株Pastuer同源，38．95％的菌株与参考菌株

苗群暨7¨M"2扎瑟”嚣"，如鸵私拍船盼5记钳"”67∞盯髂9¨”加∞M”让"4盯吼稻醯舒强8吼拍孔鲐m∞毗¨H他"博拍¨""船∞如"铅∞配∞甜为n记刀"％""鲥站∞舛"％卯％●虬¨帖：合酊睨站％黔帅

il

一竹●∞山1111111，1111111111●111111●1111111111llllllll444444444444444444444444444444444444444400000000000∞口●∞山3333333333333333333333333333333333333333333i；{liiiili{i；ii00000000000o寸●∞山22222222222222222222222222222222222222222222444444444444444444444444444444444444444400000000000nc-∞山22222222222222222222222222244444444444444444222222222222222222222222222222222222222200000000000■c-∞‘222222222222222222222222222，333，333333333333000222222222222222222222222222222222222200000000000nn●啦山22222222222222222222222222222222222222222222444444444444444444444444444444444444444400000000000

 



生望煎堡塑堂墨查!!!!堡!旦堕!!鲞笙!塑竺!垫!墅!堂翌!!!：!坚!!!!!!塑!：塑!堕!：!

AI／IesAncestor同源。其余菌株均与参考株不同，这

些位点组合是中国炭疽杆菌的基因特征。同时还发

现1个SNP位点的扩增序列中缺失一段序列，有3株

菌属于这种情况，因而单独聚为一类，作为中国炭疽

杆菌的1个基因特征，尚未见相关研究报道。另外，

本研究中首次发现从选取的自然分离菌株中存在的

9株荚膜质粒基因缺失的炭疽杆菌，但需要更多的

实验研究加以证实。
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