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摘　要:目的　为研究一株羊种布鲁氏菌粗糙型变异菌株的遗传特征.方法　本研究利用布鲁氏菌表型鉴定方法、全基

因组测序及比较基因组分析方法.结果　分离株与单因子 R血清、三胜黄素发生凝集且能够被结晶紫染色,全基因组测序表

明,该分离株与羊种２型菌株相似性最高;其基因组由２条染色体组成,大小为３３１１７００bp,GC含量为５７．２％,含有３３７９个

CDS,９个rRNA,５５个tRNA和４个ncRNA;存在２８２个变异,其中２４３个SNPs,３９个InDel;已知的LPS合成基因中,８个存

在错义突变.结论　基因水平上的突变导致LPS合成受阻,分离株表型由光滑型变为粗糙型.本研究为羊种布鲁氏菌粗糙

型变异菌株的研究提供了基础数据,同时也为布鲁氏菌疫苗候选株的筛选提供新思路.
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GeneticcharacteristicsoftheBrucellamelitensisstrainwitharoughphenotype

YANGXiaoＧwen,HANXiuＧrui,PIAODongＧri,ZHAO HongＧyan,TIANGuoＧzhong,JIANGHai

(StateKeyLaboratoryforInfectiousDiseasePreventionandControl,NationalInstituteforCommunicable
DiseaseControlandPrevention,ChineseCenterforDiseaseControlandPrevention,Bejing１０２２０６,China)

Abstract:TheaimofthisstudywastoanalyzethegeneticcharacteristicsoftheB．melitensisstrainwitharoughphenoＧ
type．Inthisstudy,roughphenotypedetectionmethods,wholeＧgenomesequencingandcomparativegenomeanalysismethods
wereused．TheresultsshowedthatthisisolatedstrainwasagglutinatedwithR monospecificseraandtrisavin,andcouldbe
stainedwithcrystalviolet．ThegenomesequenceoftheisolationwassimilartoB．melitensisbv．２str．ATCC２３４５７atthegeＧ
nomiclevel．Thegenomeoftheisolationconsistedoftwochromosomes,withasizeof３３１１７００bpandaGCcontentof
５７􀆰２％,including３３７９CDS,９rRNA,５５tRNAand４ncRNA．Thereare２８２variations,including２４３SNPsand３９InDel．
Amongthem,eightoftheknownLPSＧrelatedgeneshadmissensevariations．Inconclusion,becausethesevariationsatthegene
levelhinderedLPSsynthesis,thephenotypeoftheisolationchangedfromsmoothtorough．Thisstudyprovidedthebasicdata
forroughB．melitensis,andnewinsightsforthescreeningofBrucellavaccinestrains．
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　　布鲁氏菌(Brucella)是一种兼性胞内寄生菌,
易造成宿主持续性感染,引起全球性人兽共患流行

性疾病—布鲁氏菌病.该病主要表现为发热、多汗、
乏力、关节疼痛等症状,严重者使患者丧失劳动能

力,影响公共卫生安全以及经济发展[１].人感染布

鲁氏菌若诊疗不及时,容易引起各种并发症,如脊柱

炎、心内膜炎、脑炎等[２].羊种、牛种、猪种和犬种布
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鲁氏菌能够感染人.全球人间布鲁氏菌病发病率年

平均超过５０万例[３],中东地区每百万人口的布鲁氏

菌病发 病 率 均 在 ２００ 以 上,叙 利 亚 发 病 率 最 高

(１６０３．４/１０万),但据世界卫生组织(WHO)调查表

明,实际发病率是报告的１０~２５倍[４].我国布鲁氏

菌病首次报道于内蒙古[５],人间布鲁氏菌病疫情于

１９５７－１９６３年和１９６９－１９７１年出现两次流行高

峰.随着动物布鲁氏菌病疫苗的使用,上世纪８０－
９０年代人畜布鲁氏菌病发病率显著下降[６],但自２０
世纪９０年代中期开始,布鲁氏菌病疫情在国内再次

肆虐,并从北方扩展到南方[７],全国３２省市自治区

均有病例报道[８].
自然条件下,除犬种和绵羊附睾种布鲁氏菌外,

其余种型布鲁氏菌为光滑型布鲁氏菌.布鲁氏菌的

表型主要由外膜外侧的脂多糖(LPS)决定.LPS由

类脂 A、核心寡聚糖和 O 抗原组成,根据 LPS是否

含有 O 抗原,将布鲁氏菌分为光滑型和粗糙型,光
滑型布鲁氏菌的LPS含有 O抗原(SＧLPS),而粗糙

型布鲁氏菌的 LPS缺少 O 抗原(RＧLPS)[９].粗糙

的布鲁氏菌的致病力降低,而粗糙型通常不会引起

人类布鲁氏菌病[１０].本研究针对课题组保存的菌

株,经表型鉴定后,利用全基因组测序技术对变异羊

种布鲁氏菌进行测序,分析其遗传特征,为我国布鲁

氏菌病的防控提供基础性数据.

１　材料与方法

１．１　布鲁氏菌菌株　布鲁氏菌标准菌株和变异菌

株于中国疾病预防控制中心传染病所 BSLＧ３实验

室内传代培养及增殖.布鲁氏菌标准菌株基因组序

列及其氨基酸序列于 NCBIRefseq数据库中下载

(https://ftp．ncbi．nlm．nih．gov/genomes/brucella/).

１．２　粗糙表型鉴定　利用单因子R血清、三胜黄素

检测表型.取培养后的布鲁氏菌,利用生理盐水调

整其比浊度为０．５McF,取３０μL菌液与分别等体

积的单因子 R血清和三胜黄素混合,２min观察实

验结果.粗糙型布鲁氏菌存在凝集现象,而光滑型

布鲁氏菌不凝集[１１].
结晶紫染色检测表型.待平板上长出单菌落

后,稀释结晶紫染液至工作浓度,覆盖单菌落表面染

色１５~２０s,弃掉染液后放大镜观察菌落着色情况.
粗糙型布鲁氏菌着色,被染成红色或者紫色;光滑型

菌落不着色,仍然为原来的黄色或黄绿色[１１].

１．３　LPS提取及鉴定　划线培养布鲁氏菌,取适量

培养４８h的菌体,利用生理盐水调整比浊度为１．５
McF,此时细菌浓度约为１．０×１０９ CFU/mL.将菌

液于室温下１３０００r/min离心,弃掉上清液,重复２
~３次,获取足够的细菌,然后按照脂多糖提取试剂

盒(iTron,韩国)的操作说明提取 LPS,－２０ ℃保

存.将提取的 LPS利用SDSＧPAGE(康为世纪,中
国)检测,选用银染试剂盒(碧云天,中国)染色.

１．４　全基因组测序　划线培养菌株,取适量培养

４８h的菌体,使用 WizardGenomicDNAPurificaＧ
tion 试 剂 盒 (Promega,美 国)提 取 细 菌 基 因 组

DNA.检测合格的基因组 DNA,使用 NexteraXT
LibraryPrep试剂盒(Illumina,美国)添加接头,进
行了测序文库的制备.将序列送交华大基因有限公

司(中国),使用Illumina/Solexa测序分析仪对文

库进行测序,基因组覆盖度大于１００倍(１００×).
测序完成后获得原始数据(rawdata),应用

fastQC(http://www．bioinformatics．babraham．ac．
uk/projects/fastqc/)进行测序质量评价,去除冗余

序列及质量低的序列.同时,将通过测序质量评价

的序列去掉接头,即为cleandata,后续分析使用

cleandata进行.

１．５　比较基因组分析　利用BWA[１２]将cleandata
比对到参考基因组上,允许最大gap为５,应用samＧ
tools[１３]输出测序深度,同时输出４×和２０×测序

覆盖度,利用excel统计测序深度和覆盖度.利用

velvet[１４]将cleandata进行组装成大片段序列conＧ
tig,利用BLAST将contig在全基因组中定位,利用

VectorNTI设计引物将gap补全成为完整基因组,
利用 NCBIProkaryoticGenomeAnnotationPipeＧ
line(PGAP)[１５]进行全基因组注释.

利用samtools和 GATK[１６]相结合的方法检测

SNP和InDel,更准确地对变异进行识别.通过多

种算法各自识别的SNP和InDel进行一致性分析,
保留具有高度一致性的变异作为最终结果,这些高

度一致性的 SNP和InDel具有非常高的可信度.
将最终结果利用 GATK进行过滤,留下测序质量大

于２０且两个 SNP的距离不小于５的 SNP和InＧ
Del.

将参考基因组的序列建库,提取出参考基因组

的蛋白编码序列,蛋白序列和信使 RNA 序列(mRＧ
NA)等,利用snpEff[１７]对找到的变异进行注释,包
括同义突变,错义突变,移码突变等,同时利用excel
统计每个样品的变异位点,数量和每kbSNP的大

小用于比较变异率.
对完整的基因组来说,利用 MAUVE[１８]将全基

因组比对 SNP 结果输出;对测序样品来说,利用

samtools和 GATK结合寻找变异位点,从过滤后的
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最终结果中提取出 SNP位点.利用phyloSNP将

两者的输出结果构建矩阵,采用邻接法(NeighborＧ
joiningmethod,NJ)构建进化树,自检值为１０００.

２　结　果

２．１　变异羊种布鲁氏菌　本研究发现,分离自宁夏

的１株羊种布鲁氏菌能够与 R血清和三胜黄素(图

１)发生凝集,且被结晶紫染色,初步判断该菌株为变

异羊种布鲁氏菌.

图１　三胜黄素凝集试验检测布鲁氏菌表型

Fig．１　Roughphenotypedetectionbyacriflaviniumchloride

提取该菌株以及参考布鲁氏菌菌株的LPS后,
利用SDSＧPAGE凝胶检测,发现羊种布鲁氏菌参考

菌株１６M、羊种疫苗株 M５以及另外两株分离株

LPS条带分布基本一致,除共有的条带簇之外,在

３４Ｇ４３kDa,５５Ｇ９５kDa及１８０kDa附近也有明显的

LPS组成条带分布(图２).而犬种布鲁氏菌 RM６/

６６和宁夏分离株的LPS则不具有以上３个条带簇.
从LPS的凝胶检测条带中可以发现,光滑型布鲁氏

菌含有长链的 O侧链,而宁夏分离株的脂多糖条带

更接近于粗糙型犬种布鲁氏菌 RM６/６６,主要包括

中链和短链的 O侧链,这和凝集试验结果相一致.

２．２　变异菌株全基因组注释　宁夏分离株共获得

１．４８Gb大小的原始数据,过滤后共获得１．２５Gb大

　　１为蛋白 marker,２为羊种布鲁氏菌１６M 菌株的 LPS,３为

羊种布鲁氏菌疫苗株 M５ 菌 株 的 LPS,４Ｇ５ 为 其 他 分 离 株 的

LPS,６为犬种布鲁氏菌 RM６/６６菌株的 LPS,７为本研究涉及

的宁夏分离株的LPS.

图２　SDSＧPAGE检测LPS的完整性

Fig．２　CompositionofLPSbySDSＧPAGE

小的cleandata.利用velevet进行组装时,收集大

于５００bp的contig.宁夏分离株基因组草图包含

２７个contigs,最长contig片段为６０９２５２bp,N５０
大小为３５８８８７bp,序列 GC含量为５７．２４％.

利用 VectorNTI设计引物将gap补全成为完

整基因组,结果发现,宁夏分离株的全基因组序列中

包含两条染色体,染色体１大小为２１２６１００bp,染
色体２大小为１１８５６００bp,基因组大小为３３１１
７００bp,GC含量为５７．２％.该分离株基因组经注释

后含有３３７９个CDS,９个rRNA,５５个tRNA 和４
个ncRNA(图３).

图３　羊种布鲁氏菌粗糙型变异菌株全基因组基因功能注释图

Fig．３　AnnotationofthewholegenomesequencesoftheroughB．melitensisstrain
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２．３　变异菌株遗传特性分析　利用全基因组构建

进化树可知,宁夏分离株属于羊种布鲁氏菌,且与羊

种２型标准菌株 ATCC２３４５７亲缘关系最近.以羊

种２ 型 菌 株 ATCC２３４５７ 为 参 考 基 因 组,利 用

GATK和samtools寻找SNPs和InDel,结果发现,
与参考菌株相比,该菌株存在２８２个变异,其中２４３

个SNPs,３９个InDel(１７个Ins和２２个Del).SNP
主要存在于 C 和 T 的变异之间,其中 SNPs转换

(transitions,Ts)３４８ 个,颠换(transversions,Tv)

１３７个,Ts/Tv率为２．５４,变异率较低,表明基因组

与参考基因组相比差异较小(图４).

图４　羊种布鲁氏菌粗糙型变异菌株SNP及InDel在基因组中的分布图

Fig．４　DistributionoftheSNPandInDeloftheroughB．melitensisstrain

　　已知的LPS合成相关基因中,假定甘露糖转移

酶(wboA,wboB),甘露糖合成酶(manBoＧAg,manＧ
CoＧAg),ABC转运系统蛋白(wzt),十一异戊烯Ｇ糖

基转移酶(wbkF),异构酶/脱水酶(wbkD)和葡萄

糖磷酸变位酶(pgm)基因均在宁夏分离株中均出

现错义突变,导致编码氨基酸出现变异.LPS合成

受阻后,最终导致宁夏分离株表型由光滑型变为粗

糙型,见表１.

３　讨　论

LPS是布鲁氏菌的重要毒力因子,对SＧLPS合

成过程中所需的基因进行突变、表达量改变以及调

控基因突变可以导致产生结构不完整的RＧLPS,使

表１　已知LPS合成基因的变异统计表

Tab．１　MissensevariationsoftheLPSＧrelatedgenes

基因 突变位点 氨基酸位点

wboB TtoC(３４７) LtoS(１１６)

wboA GtoA (６１) VtoI(２１)

manBoAg CtoT (１１４１) LtoF(３８１)

manCoAg TtoC(３９７) FtoL(１３３)

wzt AtoC(１２５) NtoT (４２)

GtoT (１９７) GtoV (６６)

wbkF TtoG (１００４) LtoR (３３５)

wbkD AtoG (１８１９) KtoE(６０７)

pgm AtoG (７５２) HtoR (２５１)
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其毒力降低,可以作为弱毒活疫苗候选株.参与 O
抗 原 合 成 的 基 因 主 要 有 GDPＧ甘 露 糖 脱 水 酶

(gmd)、过 骨 胺 合 成 酶 (per)、甲 酰 基 转 移 酶

(wbkC)、甘露糖糖转移酶(wbkA、wbkE)、wbkD、

wbkF 和ABC 转运系统蛋白(wzm)、wzt等,另有

两个假定甘露糖转移酶(wboA 和wboB)[１９];与合

成核心寡聚糖相关的基因主要有甘露糖酶(manBＧ
core 和 manCcore)、甘露糖合成酶(manAoＧAg)、

manBoＧAg 和 manCoＧAg、糖 基 转 移 酶 (wadA、

wadB、wadC)、pgm[２０].参与类脂 A 合成的基因

主要有酰基Ｇ(酰基载体蛋白)UDPＧNＧ乙酰葡糖胺ＧO
酰基转移酶(lpxA)、UDPＧ３ＧOＧ酰基ＧNＧ乙酰葡糖胺

二乙酰酶(LpxC)、UDPＧ３ＧOＧ(３羟基肉豆蔻酰基)
葡糖胺 NＧ乙酰转移酶(LpxD)、脂质ＧAＧ二糖合成酶

(LpxB )、 TetraacyldisaccharideＧ１ＧP４′ 激 酶

(LpxK)、２Ｇ脱氢Ｇ３Ｇ脱氧磷酸酯酸醛缩酶(KdsA)、

３Ｇ脱氧Ｇ甘露糖基磺酸酯胞苷酰转移酶(KdsB)、３Ｇ
脱氧ＧDＧ甘露八油酸转移酶(KdtA)、月桂酰酰基转

移酶(HtrB)[２１].自然条件下存在的布鲁氏菌的表

型变异主要存在两个途径:插入段片(如IS７１１)插
入LPS合成相关基因中(如疫苗株 RB５１)和 LPS
合成相关基因缺失(如绵羊附睾种布鲁氏菌缺失

GIＧ２)[９],这两种表型变异机制均属于 LPS合成相

关基因的突变/缺失.最新的研究表明,参与 LPS
和成相关基因的表达量变化也能导致菌株表型的突

变.羊种布鲁氏菌 RM５７为粗糙型菌株,与亲本菌

株羊种布鲁氏菌 M１９８１相比,参与 LPS合成的基

因未出现突变,但pgm 基因表达水平改变,表明参

与LPS合成的相关基因表达水平的变化也可能引

起布鲁氏菌表型的变化[２２].
由于缺少 O抗原的保护,RＧLPS更容易暴露靶

标,影响布鲁氏菌在细胞内的生存能力[２３],在感染

细胞或机体内增殖能力和持续生存时间是布鲁氏菌

毒力判定的依据.这些因素导致了粗糙的布鲁氏菌

的致病力降低,而粗糙型通常不会引起人类布鲁氏

菌病[２４].研究表明,在没有抗体等因素参与的条件

下,粗糙型布鲁氏菌侵入巨噬细胞的量要比光滑型

布鲁氏菌大,但侵入细胞形成早期布氏小体(BruＧ
cellaＧcontainingvacuole,BCV)后,光滑型布鲁氏菌

能够抑制BCV与溶酶体融合,最终进入内质网,在
细胞内存活;而粗糙型布鲁氏菌无法逃避与溶酶体

的融合,容易被细胞清除掉.粗糙型和光滑型布鲁

氏菌刺激机体产生的抗体不同,粗糙型布鲁氏菌的

抗体不影响血清学诊断,因此,粗糙型布鲁氏菌用于

疫苗候选菌株具有较大的应用前景.目前,布鲁氏

菌病得到有效控制的国家采取以下程序:选择可靠

的疫苗、制定恰当的免疫方案、形成广泛的保护率、
选择合适的诊断方法,持续扑杀感染动物并严格控

制感染动物群向无疫病动物群运输动物.基于这些

措施,部分国家也成功消灭了人布鲁氏菌病[２５].由

于粗糙型布鲁氏菌毒力较光滑型低,且其刺激机体

产生的抗体不影响布鲁氏菌的血清学诊断,因此,粗
糙型菌株在疫苗研发中存在优势.我国布鲁氏菌病

防控现状严峻,布病发病数逐年增高,且遍布全国.
疫苗作为布病防控中的手段之一,需要着重筛选疫

苗候选菌株,结合我国布病流行的优势菌株,才能更

好更全面的用于我国布病的防控.
综上所述,与单因子 R 血清、三胜黄素发生凝

集且能够被结晶紫染色的粗糙型变异羊种布鲁氏菌

分离株,全基因组测序表明,该分离株与羊种２型菌

株相似性最高.其基因组由２条染色体组成,大小

为３３１１７００bp,GC含量为５７．２％,含有３３７９个

CDS,９个rRNA,５５个tRNA 和４个ncRNA.与

参考基因组相比,该分离株存在２８２个变异,其中

２４３个 SNPs,３９ 个InDel,变异率较低.已知的

LPS合成基因中,８个存在错义突变,LPS合成受

阻,导致分离株表型由光滑型变为粗糙型.本研究

为羊种布鲁氏菌粗糙型变异菌株的研究提供了基础

数据,同时也为布鲁氏菌疫苗候选株的筛选提供新

思路.
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