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摘　要:目的　对北京地区分离自布病患者血液的２株布鲁菌进行多位点序列分型(Multilocussequencetyping,MLST)

及其遗传学特征进行研究,为布病的预防和控制提供科学依据.方法　应用布鲁菌属特异性 PCR(BCSP３１ＧPCR)和种/型特

异性PCR(AMOSＧPCR)对分离的２株布鲁菌进行鉴定,采用 MLST技术对２株布鲁菌分离株的１９个管家基因、１个外膜蛋

白基因及１个基因间区的序列进行测定,与 MLST数据库中的等位基因序列进行比对,确定菌株的等位基因谱及９位点和２１
位点序列型(sequencetype,ST).采用聚类分析法研究２株菌ST型与各种布鲁菌已知ST型的遗传进化关系.结果　２株

分离株经BCSP３１ＧPCR鉴定为布鲁菌属细菌,AMOSＧPCR鉴定为非羊种、非牛种１、２、４型、非猪种１型、非绵羊附睾种布鲁

菌;MLST分析显示,２株菌的等位基因编号(gap/aroA/glk/dnaK/gyrB/trpE/cobQ/intＧhyp/omp２５/prpE/caiA/csdB/

soxA/leuA/mviM/fumC/fbaA/ddlA/putA/mutL/acnA)分别为２、１、２、２、１、３、１、４、１、１３、２、２、２、２、１、１、３、７、６、２、３和２、１、

２、２、１、３、１、４、２９、１３、２、２、２、２、１、１、３、７、６、２、３,比对 MLST数据库,结果显示这２株细菌的等位基因编号组合未见报道,为新

ST型.聚类分析显示这２种新的ST型与牛种布鲁菌ST型处于同一分支.结论　北京地区分离的２株布鲁菌为新ST型牛

种布鲁菌,已被 MLST数据库确认,分别命名为ST７４和ST７５(９位点序列型)与ST１０８和ST１０９(２１位点序列型).与同属牛

种布鲁菌的ST型遗传关系最近,该结果为北京地区布病的预防和控制提供了科学依据.
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Abstract:Wedefinedthesequencetype(ST)of２Brucellastrainsisolatedfrompatients’bloodinBeijingbymultilocus
sequencetyping(MLST)andinvestigatetheirgeneticcharacteristicstoprovidescientificbasisforthecontrolandpreventionof
brucellosis．The２isolateswereidentifiedusingBrucellagenusspecificBCSP３１ＧPCRandspeciesＧspecificAMOSＧPCR．NineＧ
teenhouseＧkeepinggenes,oneoutmembraneproteingeneandonegeneＧinterＧregionsequenceofthestrainswerefurtheranaＧ
lyzedusingMLST．ThesequenceswerecomparedwiththeexistingallelesequencesontheMLSTwebsitetodeterminethealＧ
lelicprofileandsequencetypeandtodeterminethe９ＧlociSTand２１ＧlociST．ClusteringanalysiswasusedtoinvestigatethegeＧ

neticrelationshipbetweenthe２newSTsandotherknown

STsofBrucella．The２isolateswereidentifiedasBrucella

withBCSP３１ＧPCR．AMOSＧPCRresultssuggestedthatthe

isolateswerenotB．melitensis,nottype１,２and４B．aborＧ

tus,nottype１B．suis,andnotB．ovis．MLSTanalysisreＧ

vealedthat２ novelallelecombinations (gap/aroA/glk/

dnaK/gyrB/trpE/cobQ/intＧhyp/omp２５/prpE/caiA/csＧ

dB/soxA/leuA/mviM/fumC/fbaA/ddlA/putA/mutL/acＧ

４３４



nA)２,１,２,２,１,３,１,４,１,１３,２,２,２,２,１,１,３,７,６,２,３and２,１,２,２,１,３,１,４,２９,１３,２,２,２,２,１,１,

３,７,６,２,３werefoundintheisolatesbutnotreportedbefore．Clusteringanalysisrevealedthatthe２novelSTslocatedatthe
samebranchesastheSTsofB．abortus．The２isolatesfromBeijingwereidentifiedas２novelSTsbythisstudywhichwere
confirmedbytheMLSTwebsite,andwereassignedasST７４andST７５(９ＧlociST),ST１０８andST１０９(２１ＧlociST)．The２STs
weremostgeneticallyclosedtotheSTsbelongingtoB．abortus．TheresultsprovidescientificbasisforthecontrolandprevenＧ
tionofbrucellosisinBeijing．
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　　布鲁菌病(以下简称布病)是由布鲁菌(BrucelＧ
la)侵入机体引起的传染———变态反应性人兽共患

传染病,在我国属于国家法定管理的乙类传染病,严
重危害人类健康和畜牧业的发展.布鲁菌是一类兼

性胞内寄生、革兰染色阴性的短小杆菌[１],以牛、羊、
猪、犬等家畜和野生动物为主要储存宿主,也存在于

海洋动物中,可经呼吸道、消化道、生殖系统黏膜以

及皮肤等多种途径引起感染.人感染布鲁菌可累及

全身多个组织器官,临床表现为发热、多汗、乏力、关
节肌肉疼痛等[２Ｇ３],急性期可以治愈,但不易被确诊,
常迁延为慢性感染,慢性期布病患者可有肝、脾及睾

丸肿大,关节和脊柱强直,肌腱挛缩变硬等,很难治

愈,如引起脑炎和心肌炎者可致命,严重影响人类健

康[４].动物感染后主要引起流产,造成畜牧业减产,
进而导致极大的经济损失.布鲁菌易借助气溶胶的

方式传播,呈高度传染性(仅吸入１０－１００个细菌即

可导致人类患病[５]),因此布鲁菌被认为是一种潜在

的生物战剂,已被列入«国际禁止生物武器公约»的
核查清单,也是美国反生物恐怖袭击中的生物剂

之一[１,６].
近年来全球布病发病率上升,被 WHO 称为

“再度肆虐”的传染病.我国自２０世纪９０年代中期

以来,布病再度流行,疫情逐年上升,防控形势严峻.

２０００年以后,北京市布病疫情与全国一样,报告病

例数呈逐年上升趋势,疫区人群感染率不断升高,并
向普通人群扩散.此外,畜间疫情频发,并有局部暴

发[７],防控形势非常严峻.了解布病病原特点和遗

传特征是布病防控的基础,本项研究采用基于布鲁

菌属外膜蛋白３１基因的PCR(BCSP３１ＧPCR)和基

于插入序列IS７１１的牛、羊、绵羊附睾和猪种布鲁

菌特 异 的 PCR(AMOSＧPCR)技 术 对 ２０１３ 年 和

２０１４年北京地区分离自布病患者血液的２株布鲁

菌进行 属 和 种 (型)鉴 定,采 用 多 位 点 序 列 分 型

(Multiplelocussequencetyping,MLST)技术对２

株布鲁菌菌株的１９个管家基因、１个外膜蛋白基因

及１个基因间区的序列进行测定,将各个等位基因

的序列与 MLST 数据库中的等位基因序列进行比

对,确定菌株的等位基因谱及９位点序列型(seＧ
quencetype,ST)和２１位点序列型,分析其与布鲁

菌不同ST 型的遗传进化关系,为北京地区布病的

防控提供科学依据.

１　材料与方法

１．１　实验试剂　菌株培养基采用哥伦比亚血平板,
购于英国 OXOID公司,货号PB０１２３A.PCR试剂

PlatinumPCRSuperMix,购于美国Invitrogen公

司,货号１１３０６Ｇ０１６.核酸自动电泳用卡夹(QIAxＧ
celDNAScreeningKit)与 QX AlignmentMarker
１５bp/３Kb购自德国 QIAGEN 公司,货号分别为

９２９００４和９２９５２２.DL２,０００bpDNA Marker购自

宝生物工程(大连)有限公司,货号为 D５０１A.引物

由生工生物工程(上海)股份有限公司合成.

１．２　实验菌株　实验菌株BJ３与BJ９１为分离自北

京地区２０１３年和２０１４年布病患者血液的分离株.

１．３　菌株DNA制备　将分离菌株接种于哥伦比亚

血平板,置于３７℃生化培养箱,培养７２h后,刮取１
~２接种环菌苔到１５０μL去离子水中,振荡混匀制

成菌悬液.再放入数控干浴器中,于１００℃下煮沸

１０min;１２０００r/min离心１０min,最后取上清液于

－２０℃冰箱中保存备用.

１．４　BCSP３１ＧPCR法鉴定布鲁菌属　采用布鲁菌

属特异性基因BCSP３１作为定属基因,按照参考文

献[８Ｇ９]提供的B４和B５引物序列和参数进行布鲁

菌属的鉴定.

１．５　AMOSＧPCR法鉴定布鲁菌种/型　采用参考

文献[１０Ｇ１１]提供的以布鲁菌属IS７１１插入序列为

基础建立的 AMOSＧPCR 引物及参数进行布鲁菌

种/型的鉴定.
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１．６　MLST分型　采用参考文献[１２Ｇ１３]提供的布

鲁菌１９个管家基因(gap、aroA、glk、dnaK、gyrB、

trpE、cobQ、intＧhyp、omp２５、prpE、caiA、csdB、

soxA、leuA、mviM、fumC、fbaA、ddlA、putA、

mutL 和acnA)、１个外膜蛋白基因(omp２５)和１个

基因间区intＧhyp 作为 MLST的靶标基因,选取的

靶标基因、引物序列及扩增长度见表１.PCR反应

条件为:９５℃预变性５min;９４℃变性３０s,６３℃退

火３０s,７２℃延伸１min,３０个循环;７２ ℃延伸１０
min.ddlA基因扩增的退火温度为５５℃,其他条件

不变.PCR产物采用核酸自动电泳仪电泳检测,以

DL２０００bpDNA Marker作为分子量标准.观察

电泳结果判断 PCR扩增是否成功.若 PCR成功,
直接将电泳检测后的样品委托生工生物工程(上海)

股份有限公司进行纯化及测序.运用 MLST 在线

工 具 (网 址 https://pubmlst．org/bigsdb? db＝
pubmlst_brucella_seqdef&page＝sequenceQuery),
分别将每株菌的２１个特殊位点的测序结果与布鲁

菌 MLST标准菌株等位基因序列进行比对,明确序

列是否与某个等位基因型的序列一致,如果一致,则
定义为某个等位基因型,否则定义为一个新的等位

基因型,从而获得每株菌的等位基因谱(gap/aroA/

glk/dnaK/gyrB/trpE/cobQ /intＧhyp/omp２５/prpE/

caiA/csdB/soxA/leuA/mviM/fumC/fbaA/ddlA/

putA/mutL/acnA).将得到的等位基因谱与布鲁

菌 MLST数据库标准菌株的等位基因谱进行比对,
从而确定每株菌的ST型.

表１　用于扩增和测序分析的２１对引物序列

Tab．１　２１Primersetsforamplificstionandsequencing

位点 推定功能 引物序列５′Ｇ３′ 长度/bp 位置

gap
３Ｇ磷酸甘油醛脱氢酶

glyceraldehyde３Ｇphosphatedehydrogenase
YGCCAAGCGCGTCATCGT
GCGGYTGGAGAAGCCCCA

５８９
AE０１７２２３

１６８５０８３Ｇ１６８５６７１

aroA
３Ｇ磷基酰亚胺１Ｇ羧乙烯转移酶

３Ｇphosphoshikimate１Ｇcarboxyvinyltransferase
GACCATCGACGTGCCGGG
YCATCAKGCCCATGAATTC

５６５
AE０１７２２３

２９９７４Ｇ３０５３８

glk
葡萄糖激酶

glucokinase
TATGGAAMAGATCGGCGG
GGGCCTTGTCCTCGAAGG

４７５＃ AE０１７２２４
９８８６６０Ｇ９８９１３４

dnaK
伴侣蛋白质

chaperoneprotein
CGTCTGGTCGAATATCTGG
GCGTTTCAATGCCGAGCGA

４７０
AE０１７２２３

２０６６７４２Ｇ２０６７２１１

gyrB
DNA回旋酶B亚基

DNAgyraseBsubunit
ATGATTTCATCCGATCAGGT
CTGTGCCGTTGCATTGTC

４６９
AE０１７２２３

１４２３７８Ｇ１４１９１０

trpE
蒽酸合成酶

anthranilatesynthase
GCGCGCMTGGTATGGCG
CKCSCCGCCATAGGCTTC

４８６
AE０１７２２３

１５３８１９４Ｇ１５３７７０９

omp２５
２５kD外膜蛋白

２５kDaouterＧmembraneprotein
ATGCGCACTCTTAAGTCTC
GCCSAGGATGTTGTCCG

４９０＃ AE０１７２２３
７１００４１Ｇ７１０５３０

cobQ
钴啉胺酸合成酶

cobyricacidsynthase
GCGGGTTTCAAATGCTTGGA
GGCGTCAATCATGCCAGC

４２２＃ AE０１７２２３
１２８９３４１Ｇ１２８８９２０

intＧhyp
假定蛋白的上游５′端

upstreamandextreme５′ofhypothetical
protein

CAACTACTCTGTTGACCCGA
GCAGCATCATAGCGACGGA

４３０＃ AE０１７２２３
１３７２７０８Ｇ１３７２２７９

prpE
丙酸Ｇ辅酶 A连接酶

propionateＧCoAligase
GGTGCTGTTCACGCTGGAA
AGGTTTTCGCAGGCGGCGAA

４６８
AE０１７２２３

１６８７８３８Ｇ１６８８３０５

caiA
脂肪酰Ｇ辅酶 A脱氢酶

acylＧCoAdehydrogenase
TGTGTTCGGCAAGCCTTTG
GGTCAAAAGACGTGCCACA

４４９
AE０１７２２４

６３３４９２Ｇ６３３９４０

csdB
半胱氨酸脱巯基酶

cysteinedesulfhydrase
CGTCACTTCCTGGATCATTTC
GCCACCGACGCTTATGAGAA

４８７
AE０１７２２３

９３０１０９Ｇ９２９６２３

soxA
肌氨酸氧化酶α亚基

sarcosineoxidasealphasubunit
CCTCGTAAAGCGCCTTCC
TGTTCGATGCCTCCACATTGG

４８６
AE０１７２２３

２４５４８８Ｇ２４５００３

leuA
２Ｇ异丙基苹果酸合酶

２Ｇisopropylmalatesynthase
TCAACCGGATGAAGGAAGTC
CCCTCGATAGTCTTGGTGACA

４８２
AE０１７２２３

１５３４６８８Ｇ１５３４２０７
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表１(续)

位点 推定功能 引物序列５′Ｇ３′ 长度/bp 位置

mviM
葡萄糖Ｇ果糖氧化还原酶前体

glucoseＧfructoseoxidoreductaseprecursor
ATCGCCCGTTCGGTGAC
TGTTCGCCGTCCTTGTCC

４４７＃ AE０１７２２３
１９９０６００Ｇ１９９０１５４

fumC
延胡索酸水合酶C
fumaratehydrataseC

CGACCATGTCAATATGAGCC
GATATCGTTGGCGATCTTGAA

４５２
AE０１７２２４

１８０５０４Ｇ１８００５５

fbaA
果糖Ｇ二磷酸醛缩酶

fructoseＧbisphosphatealdolase
CGTGAAATAACCTGATCTCAC
CATGCCGGTTTCAAGCGAAC

４５８
AE０１７２２４

３６０２０６Ｇ３６０６６３

ddlA
DＧ丙氨酸ＧDＧ丙氨酸连接酶 A
DＧalanineＧDＧalanineligaseA

TTTCAGTGCGCTCGAACAG
GTTCTTCAATGATGAGATTAAA

５５３
AE０１７２２３

１２５１８４８Ｇ１２５１２９６

putA
脯氨酸脱氢酶

prolinedehydrogenase
GTGGGCGTGCAGCCTTTCG
CCTGTGTGAGTACGAGCGG

５２７
AE０１７２２４

５１２９５７Ｇ５１３４８３

mutL
DNA错配修复蛋白

DNA mismatchrepairprotein
ACATCCAAGCTGACCGAC
TCCCGTGCGATCACATCCGA

５４９
AE０１７２２４

２０８００９Ｇ２０７４６１

acnA
乌头酸水合酶

aconitatehydratase
GAAGGCCGCATCCCACTG
GCGGCGAGGCAAGGTAAT

４９０
AE０１７２２３

９９９９７Ｇ９９５０８

　　注:＃ 不同等位基因型有不同的片段长度

１．７　聚类分析　应用eBURST软件将２株布鲁菌

的ST型与数据库中的所有ST型进行聚类分析,探
讨这两个 ST 型与已知 ST 型的进化关系.应用

MegAlign软件对各ST 型的核酸序列进行聚类分

析,探讨各菌株间的进化关系.

２　结　果

２．１　BCSP３１ＧPCR 鉴定　BCSP３１ＧPCR 方法对分

离株和对照菌株核酸进行扩增,产物采用核酸自动

电泳仪电泳进行检测,结果显示两株分离菌株及阳

性对照菌株核酸均扩增出布鲁菌属特异的２２３bp
的条带,而阴性对照无条带出现.

２．２　AMOSＧPCR检测结果　AMOSＧPCR方法对

分离株和对照菌株核酸进行扩增,产物采用核酸自

动电泳仪电泳进行检测,结果显示阳性羊种对照菌

株核酸可扩增出１７８bp的条带和羊种布鲁菌特异

的７３１bp的条带,２株分离菌株只有１７８bp条带,

此外无其他条带,而阴性对照无条带出现.

２．３　MLST分型结果　２株菌的１９个管家基因、１
个外膜蛋白基因(omp２５)和１个基因间区intＧhyp
的扩增片段测序结果与与布鲁菌 MLST 数据库等

位基因信息比对,得到这２株分离株的２１个位点

(gap/aroA/glk/dnaK/gyrB/trpE/cobQ/intＧhyp/

omp２５/prpE/caiA/csdB/soxA/leuA/mviM/

fumC/fbaA/ddlA/putA/mutL/acnA)的 等 位 基

因序列号分别为２、１、２、２、１、３、１、４、１、１３、２、２、２、２、

１、１、３、７、６、２、３和２、１、２、２、１、３、１、４、２９、１３、２、２、２、

２、１、１、３、７、６、２、３(表２,表３).比对结果显示,这２
株布鲁菌的９位点等位基因编号和２１位点基因编

号均为新组合,即新ST.
我们将这２株布鲁菌的资料及其各等位基因序

列编号通过互联网录入布鲁菌 MLST数据库,已被

接收并确认为新ST,命名为ST７４和ST７５(９位点

ST)与ST１０８和ST１０９(２１位点ST).

表２　２株分离株的等位基因谱(９位点ST)

Tab．２　Alleleprofileof２isolates(９lociST)

分离株 ST gap aroA glk dnaK gyrB trpE cobQ IntＧhyp omp２５

BJ３ ST７４ ２ １ ２ ２ １ ３ １ ４ １
BJ９１ ST７５ ２ １ ２ ２ １ ３ １ ４ ２９

表３　２株分离株的等位基因谱(２１位点ST的其他１２位点)

Tab．３　Alleleprofileof２isolates(addtional１２lociof２１lociST)

分离株 ST prpE caiA csdB soxA leuA mviM fumC fbaA ddlA putA mutL acnA

BJ３ ST１０８ １３ ２ ２ ２ ２ １ １ ３ ７ ６ ２ ３
BJ９１ ST１０９ １３ ２ ２ ２ ２ １ １ ３ ７ ６ ２ ３
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２．４　聚类分析结果　聚类分析显示,迄今已发现的

７３个９位点 MLST分型的ST型所包含的布鲁菌

１０个种呈现出相同种ST型菌株聚集较紧密,不同

种之间遗传距离及亲缘关系较远的现象,这２株菌

的９位点ST与其它几个均属于牛种布鲁菌的ST
型聚在一起,与ST２高度同源,遗传关系较近,ST７４
与ST２只有１个等位基因intＧhyp 的差异,ST７５与

ST２有２个等位基因intＧhyp、omp２５的差异,提示

ST７４、ST７５与ST２的亲缘关系较近,ST２可暂定

为１个 可 行 度 较 高 的 始 祖 ST 型 (图 １).运 用

MegAlign软件(ByClustalW Method)对各ST型９
个位点的核酸序列进行聚类分析,结果显示ST７４、

ST７５型与属于牛种布鲁菌的其他１８个ST型聚在

一起(图２),对各ST型２１个位点的核酸序列进行

聚类分析,结果显示ST１０８、ST１０９型与属于牛种布

鲁菌的其他３０个ST 型聚在一起(图３),提示这２
株菌为牛种布鲁菌,与 AMOSＧPCR结果吻合.

图１　２种新ST型与已知布鲁菌ST型的eBURST分析

结果

Fig．１　eBURSTanalysisof２novelSTsandtheknownSTs

图２　２种新ST型与已知布鲁菌ST型间的进化关系(９
位点ST)

Fig．２　Phylogenetictreeof２novelSTsandtheknownSTs
(９lociST)

图３　２种新ST型与已知布鲁菌ST型间的进化关系(２１
位点ST)

Fig．３　Phylogenetictreeof２novelSTsandtheknownSTs
(２１lociST)
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３　讨　论

１９８５年 WHO根据在细菌培养过程中的生化

以及噬菌体裂解和血清凝集特性,将布鲁菌分为羊

种布鲁菌、牛种布鲁菌、猪种布鲁菌、绵羊附睾种布

鲁菌、沙林鼠种布鲁菌和犬种布鲁菌共６个种１９个

生物型,此为布鲁菌的经典分型.之后又陆续发现

了４种新型布鲁菌.目前认为,布鲁菌有１０个种,
它们分别为马耳他布鲁菌(羊种布鲁菌B．melitenＧ
sis,３个生物型)、流产布鲁菌(牛种布鲁菌B．aborＧ
tus,８个生物型)、猪种布鲁菌(B．suis,５个生物

型)、绵羊附睾种布鲁菌(B．ovis,１个生物型)、沙林

鼠种布鲁菌(B．eotomae,１个生物型)、犬种布鲁菌

(B．canis,１个生物型),从海洋哺乳动物如海豹、
鲸、海豚等中分离出的鲸型布鲁菌(B．ceti)[１４]和鳍

型布鲁菌(B．pinnipedialis)[１５],从野鼠中分离出

的田鼠型布鲁菌(B．microti)[１６],在人乳房植入体

中发现的湖浪布鲁菌(B．inopinata)[１７].其中４个

种(羊种 B．melitensis,牛种 B．abortus,猪种 B．
suis 和犬种B．canis)对人致病,致病作用大小顺序

一般是羊种大于牛种、猪种,大于犬种.布鲁菌因其

生物种、型和菌株的不同,致病力各异,对人致病力

最强的为羊种菌,其次为猪种菌,牛种菌对人致病力

弱,但亦时有病例发生.因此,了解布病病原学特征

对布病的有效预防和控制至关重要.本研究将来源

于患者的２株菌株采用属特异性 BCSP３１ＧPCR 进

行鉴定,结果显示这两株分离的可疑菌株均为布鲁

菌.AMOSＧPCR结果只有１７８bp条带而无其他大

小的目的条带出现,提示分离菌株为为非羊种、非牛

种１、２、４型、非猪种１型、非绵羊附睾种布鲁菌.
传统血清学方法鉴定只能将布鲁菌鉴定到种

(型),无法对菌株进行溯源分析.随着分子生物学

的发展,一些分子分型方法不断出现,如PCR产物

限制性片段长度多态性(PCRＧRFIP)、随机扩增多

态性DNA(RAPＧPCR)、扩增片断长度多态性分析

(AFLP)、脉冲场凝胶电泳(pulsedＧfieldgelelectroＧ
phoresis,PFGE)、多位点可变数目串联重复序列分

析(multiＧlocusvariableＧHumbertandemrepeataＧ
nalysis,MLVAＧ１６)技术和多位点序列分型(multiＧ
locussequencetyping,MLST)技术等,但是 PCRＧ
RFIP、RAPＧPCR 和 AFLP分辨率较低,在分子流

行病学中应用价值十分有限.由于布鲁菌属种间

DNA同源性高达９０％,需要高分辨力的分型方法

用来提供疾病传播模式和分子流行病学信息.PFＧ
GE、MLVA和 MLST 在布病病的病原鉴定、传染

源追踪与病原体的溯源等方面发挥了重要作用.但

PFGE实验过程中活菌操作繁多,实验室感染风险

较大.相比 MLVAＧ１６,MLST 在反映菌株遗传特

征方面更加敏感[１８],分辨率高,重复性好,数据可实

现网络共享,不同的实验室之间具有良好的可比

性[１９].２００７年 Whatmore等[１２]根据 ７ 个管家基

因、１个外膜蛋白基因及１个基因间区设计引物,对

１６０株布鲁菌进行 MLST分析,试验将１６０株布氏

菌分 为 ２７ 个 序 列 型.为 了 提 高 分 辨 率,WhatＧ
more[１３]等又新增了１２个靶标基因,加上之前的９
个特殊位点,形成了 BruMLSA２１分型方案.对收

集自全球的５００多株布鲁菌进行 MLST分析,结果

分了１０１个序列型.此后不断有新的 ST 型被发

现,数据库不断丰富,目前９位点序列型有７３个ST
型,２１位点序列型有１０７个ST型.因此,本研究中

我们采用布鲁菌 MLST分子分型方法对２０１３年和

２０１４年分离自北京地区布病患者的２株菌株进行

分子分型分析并与已发现的ST 型进行比对,结果

发现２株菌株的等位基因谱与目前已有的ST型的

等位基因谱不完全一致,为新的ST型.

MLST 数 据 库 (https://pubmlst．org/brucelＧ
la/)是国际上公认的登载布鲁菌序列分型信息的重

要数据库,注册登录后将发现的２种新ST型菌株

的等位基因谱信息提交,被接受并予以命名,现该库

关于Brucella 的９位点ST 更新为７５种,２１位点

ST更新为１０９种.本研究中２株菌的ST 分别被

命名 为 ST７４、ST７５(９ 位 点 MLST)和 ST１０８、

ST１０９(２１位点 MLST).ST７４与ST２只有１个等

位基因intＧhyp的差异,ST７５与ST２有２个等位基

因intＧhyp、omp２５的差异,见表２.为了进一步分

析新发现的ST型,利用eBURST工具分析目前布

鲁菌数据库中所有的７３个 ST 型和新发现的 ST
型,并绘制出各 ST 型之 间 的 关 系 图.eBURST
(BasedUponRelatedSequenceType)是一种基于

相关序列型的聚类分析方法.根据细菌的所有序列

型的等位基因谱将细菌分为不同的组(group),计算

每个序列型的单位点变异型SLV(SingleLocusVaＧ
riants)个数、双位点变异型DLV(DoubleLocusVaＧ
riants)个数,鉴定可能的祖先序列型等.当２个ST
型之间只有１个等位基因数字不同时,这２个ST
型互为单位点变异型SLV;如果有２个等位基因数

字 不 同,这 ２ 个 ST 型 则 互 为 双 位 点 变 异 型

DLV[２０].互为单位点变异型的序列型构成一组,若
该组有足够多的ST型且其中的１个ST拥有最多

数量的SLV,该ST型则可以暂定为１个可行度较

高的始祖ST 型.eBURST 分析显示(图１):迄今
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已发现的７３个ST型所包含的布鲁菌１０个种呈现

出相同种菌株的ST 型聚集较紧密,而不同种之间

遗传距离及亲缘关系较远的现象;以 ST２、ST８、

ST１５、ST１７、ST５９各自为中心聚集在一起的ST型

的亲缘关系较近,这样的菌株称为克隆群(或称克隆

复合体clonalcomplexes),分别为牛种、羊种、猪种、
猪种和鲸型.ST７４、ST７５,ST１０８、ST１０９与其它几

个均属于牛种布鲁菌的ST型聚在一起,与ST２高

度同源,遗传关系较近,从遗传学水平证实了这２株

布鲁菌为两种新ST型牛种布鲁菌.ST２可暂定为

１个可行度较高的始祖ST 型.运用 MegAlign软

件(ByClustalW Method)对各ST型９个位点的核

酸序列进行聚类分析,探讨不同ST 型间的进化关

系.结果显示(图２):羊种布鲁菌几乎所有的ST型

(除ST７０以外)均处于同一个进化分支上,表现的

高度集中,说明羊种布鲁菌是一种高度保守的布鲁

菌,不同ST型间变异少,而国内发现最多羊种ST
型为ST８[２１Ｇ２２].新发现的ST７４、ST７５型与ST２型

遗传关系很近,处于同一个进化层次.ST７４、７５型

与属于牛种布鲁菌的其他１８个ST型聚在一起,２１
位点ST型的进化树分析显示ST１０８、１０９型与属于

牛种布鲁菌的其他３０个ST型聚在一起(图３),提
示这２株分离株为牛种布鲁菌,与 AMOSＧPCR 结

果吻合.
近年来我国布病再度流行,防控形势依然严峻.

２０００年以后,北京市布病疫情与全国一样,报告病

例数呈逐年上升,并由高危人群并向普通人群扩散.
此外,畜间疫情频发,并有局部暴发[７],防控形势非

常严峻.本研究结果显示 MLST 分型具有较好的

分辨率,能够与其它方法互为补充,对布病的感染溯

源具 有 重 要 作 用,研 究 结 果 不 仅 充 实 了 布 鲁 菌

MLST数据库,也为北京地区布病的防控提供了科

学依据,在保护人群健康和保障畜牧业发展方面具

有重要意义.
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