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摘 要：应用细菌学常规方法和分子生物学检测方法对绵羊种布鲁氏菌非典型株 $72 进行分类研究。利用高变 0
聚核苷酸 IJ’ 指纹技术（KLL41M)*BNO）对绵羊种布鲁氏菌 $72 株可变数目重复片段（PJ.Q）的 0 个位点进行 M,Q 扩

增和序列测定，将测定结果与 R/BS5BT 数据库比较分析，应用 IJ’U’J 进行同源性分析，并构建系统进化树。结果

表明，绵羊种布鲁氏菌 $72 株和绵羊种布鲁氏菌参考株 -&V#2$ 的亲缘关系高于绵羊种布鲁氏菌 $72 株与其他参考

株的亲缘关系，该结论与细菌学常规鉴定结果一致。应用 KLL41M)*BNO 技术可以对绵羊种布鲁氏菌非典型株 $72 进

行鉴定，该技术有望弥补传统分类方法的不足。
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布 鲁 氏 菌 病（ S)E:/++?O*O）是 由 布 鲁 氏 菌

（!"#$%&&’）引起的一种人畜共患传染病。人感染后

常表现为持续性感染，造成生殖系统的损害，牛、羊

感染后易造成流产。近年来，全国人、畜间布病疫情

异常活跃，人间布病暴发点增多，疫情出现回升势

头［7］。基于布鲁氏菌易感天然宿主、培养是否需要

,L#、染料、噬菌体敏感性、单因子血清学实验等，目

前将布鲁氏菌分为 - 个种 72 个生物型。传统分类

方法是国际公认的，对人、畜布鲁氏菌病的流行病学

调查和防治具有重要意义。但由于畜牧业地区人、

畜布鲁氏菌弱毒活疫苗的大面积免疫，大量消毒剂

的应用和超剂量抗生素使用等因素，国内外分离到

的非典型布鲁氏菌株和变异菌株越来越多，它们大

约占分离菌株的 7$X % &$X［#］。由于这些菌株应用

传统的分类鉴定方法不能在分类表上找到合适的位

置，表明现有布鲁氏菌传统分类鉴定方法存在不足，

有必要结合其他方法完善布鲁氏菌的分类判定。

KLL41M)*BNO 最早由欧洲流行病学分子标记研

究组提出［&］。该方法建立的理论基础是：各布鲁氏

菌基因组中广泛分布着可变数目重复片段（PJ.Q），

布鲁氏菌全基因组测序表明，各布鲁氏菌在基因组

的 0 个位点都有同样的 0 碱基重复序列，而 0 碱基

重复序列的重复次数在布鲁氏菌菌株、生物型、种属

水平上存在差异，对某一布鲁氏菌菌株八个位点 0
碱基重复序列重复次数的绘制和分析就可判断该菌

株与标准株存在的关系，这一技术被命名为“高变 0
聚寡核苷酸指纹技术”，即 KLL41M)*BNO 技术。720$
年，刘志文等［!］采用综合诊断的方法对新疆紫泥泉

种羊场的部分种羊进行了检查，发现了种公羊附睾

炎的病例，并从患病公羊的精液中分离出了绵羊种

布鲁氏菌 $72 株。近年，本实验室对绵羊种布鲁氏

菌 $72 外膜蛋白基因 ?9(#3［3］、?9(&7［-］、?9(#<［"］等

测序发现，该菌株与绵羊种布鲁氏菌标准株 -&V#2$
存在较大差异，这为绵羊种布鲁氏菌 $72 的分类带

来疑虑，有必要对该菌株用常规细菌学方法和新近

的 KLL41M)*BNO 技术进行进一步鉴定。

, 材料和方法

,., 材料

,.,., 菌株：绵羊种布鲁氏菌 $72 株和标准株 -&V
#2$ 均为本室保存。

,.,./ 主要试剂：(’) IJ’ 聚合酶（#H3YV!Z），IJ’
U5)T/)"，IJ’ 回收试剂盒，(S[1. 连接试剂盒均购

自天根生化（北京）科技有限公司。所用引物委托上

海生物工程技术服务有限公司合成。

,.,.0 培养基：实验中所用的 ZS 培养基参见文献



［!］配制。"#$小牛血清固体培养基：每升含 %&’()*+
"#,#-，.+/0( +1(&/2( 3,#-，4/56 "#,#-，7-/& "3,#-，用蒸

馏水定容至 !8#9:，’; <,#，"##=>/ 高压蒸汽灭菌

?#9@*，约冷至 83A，加室温放置的 ?3$葡萄糖 B#9:
（预先 33=>/ 高压蒸汽灭菌 ?#9@*），再加 "##9: 无菌

小牛血清。

!"# 常规鉴定方法

将绵羊种布鲁氏菌 #"C 初代分离保存的冻干菌

接种于 "#$ 小牛血清琼脂培养基，置于 5D? 培养

箱，E<A，"#$ 5D? 培养 BF，挑取单菌落，接种于斜

面培养基再培养 BF，菌株严格按《可感染人类的高

致病性病原微生物菌（毒）种或样本运输管理规定》

送交中国疾病预防与控制中心传染病预防控制所按

布鲁氏菌标准鉴定方法进行细菌学鉴定。

!"$ %&&’()*+,-. 鉴定

!"$"! 引物设计：参考 G&@2=+& 等［E］报道的布鲁氏菌

! 个序列，经生物学分析软件 H47I74 对牛种、羊种

和猪种布鲁氏菌 ;DDJK>&@*(0 序列的 ! 个位点侧翼

序列分析后，自行设计 ! 对引物，其中上游引物 ! 条

（:)2L0K" M’"，:)2L0K? M’?，:)2L0KE M’E，:)2L0KB M’B，

:)2L0K3 M’3，:)2L0K8 M’8，:)2L0K< M’<，:)2L0K! M’!），下

游 引 物 ? 条（ &’"：3NKO%%77OOO77%7OOOO77%7
7OOOKEN和 &’?：3NKO%7%O%%%%OO%%O5O57%OKEN），

上游引物序列和 >5P 反应时选取的各对引物见表 "。

表 ! 用于 %&&’()*+,-. 分析的上游引物序列

及与其配对的下游引物

%/Q6+ " %R+ L’0(&+/9 ’&@9+& 0+SL+*2+0 /*F (R+ >/@&+F &+T+&0+ ’&@9+&0

J)&U/&F
’&@9+& V+SL+*2+0（ 3N!EN） >/@&+F U@(R

&+T+&0+ ’&@9+&

:)2L0K" M’" %7%5O75%OO%5%%5OOO%5O57 &’"
:)2L0K? M’? 7757O5%OO7%O5OO5OO5O%O77%7 &’?
:)2L0KE M’E 7OO5O5%%O7OO7%O7OO5OO57O% &’"
:)2L0KB M’B 7O77%%%%5O7OO57%%5OO5O &’?
:)2L0K3M’3 75OO5%7577O7%5O77O%O5%55 &’"
:)2L0K8M’8 7OO5O7%5%OO7O7%%7%5OOO77O &’"
:)2L0K<M’< 7O7O55O%5OO%OO%%75%%O7O% &’?
:)2L0K!M’! 7%O77O5O%%7%55%%%775OOO &’"

!"$"# ;DDJK>&@*(0 >5P：反应采用 ?3!: 体系，反应

条件：C3A E 9@*；CBA !#0，3EA 3#0，<?A 8#0，E3 个

循环；<?A "39@*。进行 ",?$琼脂糖电泳观察。

!"$"$ 扩增目的基因片段的测序：扩增目的基因片

段的回收、%K载体的连接及转化感受态细胞严格按

产品 说 明 进 行。 蓝 白 斑 筛 选 的 阳 性 克 隆 送 交

%/W/P/ 公司测序。

# 结果

#"! 常规细菌学鉴定

用常规鉴定方法将绵羊种布鲁氏菌 #"C 株与参

考株绵羊种布鲁氏菌菌 8EX?C#、猪种布鲁氏菌 "EE#、

牛种布鲁氏菌 3BB7 以及羊种布鲁氏菌 "8I 进行常

规细菌学鉴定试验。结果表明（表 ?）绵羊种布鲁氏

菌 #"C 和绵羊种布鲁氏菌菌 8EX?C# 的鉴定结果最相

近，但在 PX5 噬菌体裂解试验中出现差异。

表 # 所用菌株的常规鉴定方法和结果
%/Q6+ ? 5)*T+*(@)*/6 @F+*(@(Y 9+(R)F0 /*F &+0L6(0

)M L0+F G&L2+66/ 0(&/@*0

Z1’+&@9+*(0 /*F &+0L6(0
V(&/@*0

#"C 8EX?C# "8I 3BB7 "EE#V
5D? &+SL@&+9+*( [ [ \ \ \
HY+ @*R@Q@(@)*/ %R@)*@* [ [ [ \ [

G/0@2 ML2R0@* [ [ [ [ \
:Y0@(@2 (+0( )M %Q P%H [ \ [ \
’R/-+（P%HQ） %Q"#BP%H [ \ [ [

]^ [
GW? \ [ [ [
P \ \
PXD [ [
PX5 \ [

7--6L(@*/(@)* (+0( )M 7 \ \ \ [ [
0’+2@M@2 0+&L92 I \ \ [ \ \

P [ [ \ \ \
P+0L6(0 V’+2@+0 G@)(Y’+ ! _ "#$% ! _ "#$% ! _ &’($)’*%$% " ! _ +,"-).% " ! _ %.$% "
/：HY+ 2)*2+*(&/(@)* )M !-./’((+ /-/& 9+F@L9 ?#!-X9:（" ‘ 3####）；Q：P%H：(R+ &/(+ )M P/(@)*/6 (+0(
F@6L(@)*（(R+ R@-R+0( F@6L(@)* &/(+，/( UR@2R (R+ %Q ’R/-+ 2)9’6+(+6Y 6Y0+0 !-./’((+ 0’’；2：7a 7 9)*)K
0’+2@M@2 0+&L9；Ia I 9)*)K 0’+2@M@2 0+&L9；Pa P 9)*)K0’+2@M@2 0+&L9_

#"# %&&’()*+,-. )/0
以绵羊种布鲁氏菌 #"C 为模板 >5P 扩增后（图

略），除阴性对照形成引物二聚体外，其余所有扩增

目标片段均在 "## b E##Q’ 之间，所有片段条带单

一，扩增具有特异性。

#"$ 序列分析

以 ! _ &’($)’*%$% "8I、! _ %.$% "EE#、! _ +,"-).%
?E#!、! _ "#$% 八个位点（:)2L0" b :)2L0!），和 G&@2=+&
等［E］报道的绵羊种布鲁氏菌 :)2L0"、:)2L0?、:)2L0E、

:)2L0B、:)2L03、:)2L08、:)2L0! 序列为参考，自行克隆

并委托测序的 ! _ "#$% #"C :)2L0" b ! 和 ! _ "#$% 8EX
?C# :)2L0<，总结出 ! _ "#$% #"C 株与布鲁氏菌参考株

各位点 c4%P 的重复次数，结果见表 E。

将绵羊种布鲁氏菌 #"C 八个位点重复序列与参

考株对应序列用生物学软件 H47I74 进行序列分

析：! _ "#$% #"C 八个位点的重复序列与参考株对应

序列相比，一致性较差，只有 ! _ "#$% #"C 的 :)2L0"，

:)2L08 和 :)2L0! 与 ! _ "#$% 的对应位点重复序列一

致，! _ "#$% #"C 的 :)2L0E，:)2L0< 和 :)2L0! 与 ! _
&’($)’*%$% "8I 的对应位点重复序列一致，而 ! _ "#$%
#"C 的 ! 个位点重复序列与 ! _ +,"-).% ?E#!、! _ %.$%
"EE# 的对应位点没有共同的重复序列次数。

"B?王远志等：细菌学方法和 ;DDJK>&@*(0 技术在绵羊种布鲁氏菌 #"C 株鉴定中的比较研究 _ X微生物学报（?##<）B<（?）



表 ! ! " "#$% #$% 株与布鲁氏菌参考株 & 位点 ’()* 的重复次数

!"#$% & ’()#%*+ ,- *%.%"/ (01/+ 10 2 $,31 "),04 ! 5 "#$% 678 "09 :*(3%$$" *%-%*%03% +/*"10+

;,31
’()#%* ,- *%.%"/ (01/+

! 5 "#$% 678 ! 5 "#$% ! 5 &’($)’*%$% 7<= ! 5 +,"-).% >&62 ! 5 %.$% 7&&6

;,3(+7 77! 77! 7!? @" >! @!
;,3(+> !7! >!,* A! 7#? @! 7#? @! >!
;,3(+& 7! >! 7! @! @!
;,3(+@ !>!? @" 7! 7!? <" @! 7!
;,3(+A 2! 6! B! >! B!
;,3(+< !A! A! 7! >! @!
;,3(+B !2! !7@! 2! 7@! 77!
;,3(+2 <! <! <! >! @!

!)%"0+ *%.%"/ (01/ CDDDECD!5 ")%"0+ *%.%"/ (01/ DDDDECD!5#)%"0+ *%.%"/ (01/ CCDDECD!5 !!)%"0+ *%.%"/ (01/ CDDDECD!5 ")%"0+ *%.%"/
(01/ DDDDECD!5 # )%"0+ *%.%"/ (01/ CCDDECD!5 ! )%"0+ /F% +%G(%03%+ ,- ,(* +(#)1++1,0 /, ’E:H，"09 /F%1* "33%++1,0 0()#%*+ "*% IJ2<7>8B，
IJ2<7>82，IJ2<7>88，IJ2<7&66，IJ82@7@75

图 $ ! " "#$% #$% 株与布鲁氏菌参考株的系统发育树
K145 7 LFM0,4%0%/13 /*%% ,- ! 5 "#$% 678 "09 !-./’((+ *%-%*%03%
+/*"10+5（C）> CDDDECD! *%.%"/ (01/+ 3,0/"10%9 10 ! 5 "#$% $,3(+ >
N%*% 3,03%*0%9 10 .FM0,4%0%/13 /*%%5（:）A CDDDECD! *%.%"/ (01/+
3,0/"10%9 10 ! 5 "#$% $,3(+ > N%*% 3,03%*0%9 10 .FM0,4%0%/13 /*%%5 OP,Q
R ! 5 "#$% 678；,Q1+ R ! 5 "#$% +/"09"*9 +/*"10；+(1+ R ! 5 %.$% 7&&6；

"#,* R ! 5 +,"-).% >&62；)%$1 R ! 5 &’($)’*%$% 7<=5 7，>，&，@，A，<，

B，2 )%"0 /F% +%G(%03%+ ,- $,3(+ 7，$,3(+ >，$,3(+ &，$,3(+ @，$,3(+ A，

$,3(+ <，$,3(+ B，$,3(+ 2，*%+.%3/1Q%$M5

+,- 系统发育分析

就 STTKUL*10/+ 2 个位点的序列而言，绵羊种布

鲁氏菌 678 与 :*13V%* 等［&］报道的绵羊种布鲁氏菌对

应序 列 不 完 全 一 致；绵 羊 种 布 鲁 氏 菌 678 株 的

;,3(+7、;,3(+&、;,3(+<、;,3(+2 序列与 :*13V%* 等［&］报

道的绵羊种布鲁氏菌对应序列在系统发育树（图 7）

上相对最近。

! 讨论

布鲁氏菌传统的鉴定方法表明，绵羊种布鲁氏

菌 678 与实验参比株绵羊种布鲁氏菌 <&W>86 在培养

是否需要 ET>、染料敏感实验和单相因子血清凝集

试验等具有一致性，但在噬菌体敏感试验中，两者对

噬菌体 XWE 敏感试验存在差异，这为绵羊种布鲁氏

菌 678 株的分类带来困惑，为进一步判定绵羊种布

鲁氏菌 678 株在分类表中的地位，中国疾病预防控

制中心传染病预防控制所用脉冲场凝胶电泳对该菌

株进行进一步鉴定，结果表明该菌株与绵羊种布鲁

氏菌标准株 <&W>86 一致，最终认为绵羊种布鲁氏菌

678 株为非典型绵羊种布鲁氏菌菌株。为进一步考

察绵羊种布鲁氏菌 678 与典型绵羊种布鲁氏菌的遗

传关系，用新近的布鲁氏菌 STTKUL*10/+ 技术对绵羊

种布鲁氏菌 678 株进行分析：在 2 个 Y’!X 位点中，

绵羊种布鲁氏菌 678 株的 ;,3(+7、;,3(+< 和 ;,3(+2 &
个位点与 :*13V%*［&］报道的绵羊种布鲁氏菌对应序列

重复次数一致；以羊种布鲁氏菌 7<=、猪种布鲁氏菌

7&&6、牛种布鲁氏菌 >&62、绵羊种布鲁氏菌为参考

株，对绵羊种布鲁氏菌 678 株 的 2 个 Y’!X 位点进

行系统发育树分析，结果表明绵羊种布鲁氏菌 678
株在 ;,3(+7、;,3(+&、;,3(+<、;,3(+2 位点与参比菌绵

羊种布鲁氏菌遗传关系最近，但在其他 @ 个位点存

在遗传关系上的多样化，进一步证明绵羊种布鲁氏

菌 678 株属绵羊种布鲁氏菌范畴，但与典型绵羊种

布鲁氏菌存在差异。

目前，国际公认绵羊种布鲁氏菌只有一个生物

>@> ZC’D [("0U\F1 ’) +( 5 W0/)+ 1$/-",$"("2$/+ 3$*$/+（>66B）@B（>）



型，但对绵羊种布鲁氏菌 !"# 外膜蛋白基因的分析

表明，该菌株部分 $%& 组成不具有国际公认的绵羊

种布鲁氏菌的特性。以绵羊种布鲁氏菌 ’()*#! 为

参考株，绵羊种布鲁氏菌 !"# 株：+,-*. 蛋白不存在

"* 个氨基酸的缺失；+,-*/ 蛋白 (0端多出 *" 个氨基

酸，并在其他位点有 "! 个氨基酸位点的改变（序列

登 陆 122-：))3334 5678 4 59,4 581 4 :;<)=52>=?，参 见

$@A’"(!"）；;,-*7 基因测序表明，! 4 "#$% !"# 和 ! 4
"#$% ’()*#! 编码基因的同源性只有 BAC#"D，并且在

其编 码 基 因 上 ! 4 "#$% !"# 比 ! 4 "#$% ’()*#! 多

EA7-；;,-(" 存在 B 个氨基酸位点的改变，这些事实

均暗示绵羊种布鲁氏菌 !"# 与绵羊种布鲁氏菌参考

株 ’()*#! 存在差异。存在差异的可能原因：!绵羊

种布鲁氏菌 !"# 株受外界环境影响，发生变异；"现

有布鲁氏菌分类方法的标准存在缺陷性，不能将某

些菌株（常规方法鉴定为非典型菌株或深度变异菌

株）归类到其应有的分类位置上。随着大量非典型

菌株或深度变异菌株的不断出现，现有布鲁氏菌的

分类标准急需完善，F++GHI>852J 技术有可能成为潜

在的分类标准之一。

在常规细菌学培养鉴定中，光滑型布鲁氏菌有

时会丧失 & 和 K 抗原，暴露出 L 抗原，可与 L 抗血

清发生凝集反应［A］，导致对这些 M!L 变异菌株的

鉴定带来困惑或错误判断，此时，结合 F++GHI>852J
技术对部分难以鉴定的菌株进行 F++GHI>852J 分析，

对于这些菌株种、生物型的准确判断也将有所裨益。
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氏菌 !"# 株的鉴定和技术指导。
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