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两株炭疽芽胞杆菌 MLST新序列型(ST)
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摘要:【目的】2 株炭疽芽胞杆菌 ( Bacillus anthracis) 17003-14 和 17003-32 的多位点序列分型(Multilocus
sequence typing，MLST)研究。【方法】选取 B． anthracis 基因组 7 个常见管家基因位点 glpF、gmk、ilvD、pta、
pur、pycA 和 tpi 进行 PCR 扩增、测序，与 MLST 数据库中的等位基因序列进行比对，确定菌株的序列型
( sequence type，ST)。【结果】B． anthracis 17003-14 和 17003-32 的等位基因编号分别为 113、31、1、43、1、53、
7 和 113、31、1、43、1、53、37，比对结果显示这 2 株细菌的等位基因编号组合未见报道。【结论】17003-14 和
17003-32 为新 ST 菌株，已被 MLST 数据库确认，注册号(pubMLST id)分别为 id-1053 和 id-1054。
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多位点序列分型(Multilocus sequence typing，
MLST))是一种基于核酸序列测定的基因分型方
法。该方法通过聚合酶链式反应( polymerase chain
reaction，PCR)扩增多个“管家基因”( housekeeping
gene)内部片段并测定其序列，分析菌株的变异。
MLST 一般选取 6-10 个管家基因片段(长度约为
400-600 bp)进行扩增，产物测序后经软件分析，可
得到各位点等位基因的种类编号，不同的编号排列
即为菌株的序列型( sequence type，ST)［1］。

MLST 自 1998 年首次用于脑膜炎奈瑟氏菌
(Neisseria meningitidis)的研究后，已发展应用到 30
多种病原菌的进化、遗传、毒力、药敏及溯源鉴定研
究中［1］。相对其它核酸分析方法，MLST 仅涉及
PCR 扩增和核酸测序技术，便于实验室开展研究;
且在无细菌纯培养物的情况下，可直接从临床样本
中扩增出特定位点基因片段进行分析。MLST 能直
观反映出等位基因的变异情况，测序结果明确无歧

义、重复性好，可使全球范围内的实验室实现数据交
流与共享。随着核酸测序成本的逐渐降低，该方法
已得到广泛应用［2］，目前 MLST 数据库已有几十种
细菌和真菌的研究数据［3］。

炭疽芽胞杆菌 (Bacillus anthracis)不仅是引发
炭疽的病原菌，还被联合国《禁止生物武器公约》列
为生物战剂，也是公认的生物恐怖剂。B． anthracis
的基因分型研究对于生物危害突发事件中菌株的溯
源意义重大，而 MLST 是重要的基因分型方法［4 － 7］。
根据 MLST 数据库的资料和文献报道，针对芽胞杆
菌有 5 种不同的分析方案，每种方案包含的等位基
因不尽相同［4，7 － 9］。其中 Priest 的方案应用最广，有
7 个管家基因位点:glpF、gmk、ilvD、pta、pur、pycA 和
tpi，被应用于该方案的菌株达 1092 株［3，10］。参照
Priest 的方案对本实验室保藏的 B． anthracis 菌株进
行 MLST 分型，以作为今后菌株溯源的本底资料。
分型结果显示，17003-14 和 17003-32 为新 ST 菌
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株，本文对这 2 株细菌的 MLST 分型进行报道。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株与培养基: 菌株 17003-14 和 17003-32
从我国东北地区治病牛体中分离，经生理生化分析、
血清学分析、毒力基因检测，鉴定为 B． anthracis，分
离菌株由本实验室保藏。培养基为英国 OXOID 公
司普通营养琼脂。
1. 1. 2 主要试剂和仪器: PCR 扩增体系及相关试
剂购于宝生物工程有限公司;水平核酸电泳仪为美
国 Pharmacia 生产的 EPS601;Veriti 96well PCR 仪购
于美国 ABI 公司;引物合成及测序由北京奥科生物

技术有限公司完成。
1. 2 引物设计、PCR 扩增及测序

根据 MLST 数据库和文献报道［3，7］，确定 7 对
针对 B． anthracis 的引物序列(表 1)，交付北京奥科
生物技术有限公司进行合成。扩增体系为 EX Taq
50 μL 体 系: 10 × EX Buffer 5 μL、dNTP Mix
( 2. 5 mmol /L ) 4μL、模 板 50 ng、上 下 游 引 物
(20 μmol /L)各 1 μL、EX Taq (10 U /μL) 0. 25μL。
扩增条件:94℃预变性 5 min，94℃ 30 s、55℃ 30 s、
72℃ 1 min、30 个循环，72℃延伸 5 min。1%琼脂糖
凝胶电泳(TAE 缓冲液体系，8 V / cm)检验各基因位
点的扩增产物，纯化后进行测序，测序引物与扩增引
物相同。

表 1 B． anthracis 基因组 7 个等位基因 MLST 扩增引物［3，7］

Table 1 Primers for the seven loci of B． anthracis
Primer Oligo (5'→3') Sisz / bp Annealing temperature /℃ GC% Amplified length / bp
glpFa-F GCGTTTGTGCTGGTGTAAGT 20 60． 0 50． 0
glpF-R CTGCAATCGGAAGGAAGAAG 20 60． 0 50． 0
gmk-F ATTTAAGTGAGGAAGGGTAGG 21 55． 9 42． 9
gmk-R GCAATGTTCACCAACCACAA 20 58． 0 45． 0
ilvD-F CGGGGCAAACATTAAGAGAA 20 58． 0 45． 0
ilvD-R GGTTCTGGTCGTTTCCATTC 20 60． 0 50． 0
pta-F GCAGAGCGTTTAGCAAAAGAA 21 55． 9 42． 9
pta-R TGCAATGCGAGTTGCTTCTA 20 58． 0 45． 0
pur-F CTGCTGCGAAAAATCACAAA 20 56． 0 40． 0
pur-R CTCACGATTCGCTGCAATAA 20 58． 0 45． 0
pycA-F GCGTTAGGTGGAAACGAAAG 20 60． 0 50． 0
pycA-R CGCGTCCAAGTTTATGGAAT 20 58． 0 45． 0
Tpi-F GCCCAGTAGCACTTAGCGAC 20 64． 0 60． 0
Tpi-R CCGAAACCGTCAAGAATGAT 20 58． 0 45． 0

372b

504

393

414

348

363

435

a Abbreviations: glpF，glycerol uptake facilitator protein; pta，phosphate acetyltransferase; pur，phosphoribosyl aminoimidazolecarboxamide; pycA，
pyruvate carboxylase; tpi，triosephosphate isomerase; gmk，guanylate kinase; ilvD，dihydroxy-acid dehydratase．
b The glpF fragment has been shortened from 381 ( as originally published in Priest et al． 2004) to 372 bp by trimming the first 9 bp． This provides better
sequencing reads，as the trimmed region is close to the primer used for PCR amplification and sequencing［3］ ．

1. 3 等位基因特征的确定及 ST 分析
登 录 MLST 数 据 库 ( http: / / pubmlst． org /

bcereus)，将扩增片段测序结果与数据库已知信息
比对，确定菌株的等位基因种类编号及 ST。

2 结果

2. 1 管家基因 ST 分析
17003-14 和 17003-32 的 7 个管家基因扩增片

段测序结果与 MLST 数据库等位基因信息比对，得
到 2 株细菌的序列种类编号 (表 2)。比对结果显

示，这 2 株 B． anthracis 的等位基因编号为新组合，
即新 ST。

表 2 2 株 B． anthracis 基因组 7 个管家基因
序列种类编号及 ST 特征

Table 2 Allele numbers at the seven loci assigned

for entire genes

Strain No．
Allele No． at the following loci

glpF gmk ilvD pta pur pycA tpi
17003-14 113 31 1 43 1 53 7
17003-32 113 31 1 43 1 53 37

我们将 17003-14 和 17003-32 的资料及各等位
基因序列编号通过互联网录入 MLST 数据库，已被
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接收并确认为新 ST，注册号 ( pubMLST id)为 id-
1053 和 id-1054。
2. 2 等位基因突变点比较及多样性

利用 Vector NTI Advance 软件的 AlignX 模块分
析各位点序列，结果显示，7 个等位基因中，除 pur 基
因没有发生突变外，17003-14 和 17003-32 与 ST1 菌

株仅有 2 个等位基因( ilvD 和 pur)相同，其它 5 个均
不相同:glpF 位点序列有 10 个突变点，gmk 有 7 个
突变点，pta 有 10 个突变点，pycA 有 18 个突变点，
tpi 有 5 个突变点;17003-14 和 17003-32 之间有 6 个
相同，仅有 tpi 位点不同:有 1 个突变点。各位点的
突变比例见表 3。

表 3 MLST 等位基因核苷酸突变位点信息
Table 3 Genetic diversity at the seven loci examined in the study

Locus Fragment / bp Average G + C /% * Conserved nucleotide site (% ) Variable nucleotide site (% )
glpF 372 38. 40 362 /372 (97. 3) 10 /372 (2. 7)
gmk 504 37. 90 497 /504 (98. 6) 7 /504 (1. 4)
ilvD 393 45. 00 393 /393 (100) 0 /393 (0)
pta 414 41. 50 404 /414 (97. 6) 10 /414 (2. 4)
pur 348 39. 40 348 /348 (100) 0 /348 (0)
pycA 363 39. 40 345 /363 (95. 0) 18 /363 (5)
tpi 435 44. 00 430 /435 (98. 9) 5 /435 (1. 1)

* Average G + C (% ) equals the mean value of the fragment from 17003-14 and 17003-32.

3 讨论

MLST 数据库( http: / / pubmlst． org / bcereus /)是
国际上公认的登载微生物序列分型信息的重要数据
库，共登录 B． anthracis34 株，其中 20 株为 ST1，包
括 B． anthracis“金标准株”Ames。本研究将发现的
2 种新 ST 菌株 17003-14 和 17003-32 登录注册后，
该库关于 B． anthracis 的 ST 更新为 7 种，分别是
ST1、ST2、ST3、ST134、ST135、ST552 和 ST553。

截止 2011 年 7 月，MLST 数据库中仅有 1 株 B．
anthracis来自中国(菌株号 K0610 /A0034)，由牛津大
学的 Maiden 于 2002 年 6 月注册，该株细菌为 ST1，
1990 年分离自患炭疽的家畜［3］。本研究中的 17003-
14 和 17003-32 为未见报道的新 ST 菌株，分别为
ST552 和 ST553，注册号分别为 id-1053 和 id-1054。
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Two new sequence type isolates of Bacillus anthracis by
multilocus sequence typing

Tingting Zuo，Yanwei Li，Xuelian Han，Jun He，Qing Duan*

State Key Laboratory of Pathogen and Biosecurity，Institute of Microbiology and Epidemiology，Academy of Military
Medical Sciences，Beijing 100071，China

Abstract:［Objective］To define the sequence type ( ST) isolates of Bacillus anthracis by multilocus sequence typing
(MLST) ． ［Methods］ Fragments of seven housekeeping genes ( glpF，gmk，ilvD，pta，pur，pycA，and tpi) were
amplified by PCR using the standard primers as described on the website for MLST of Bacillus and the sequences were
compared with existing allele sequences on the MLST website． ［Results］Two novel allele combinations of the seven loci
were found in two isolates 17003-14 and 17003-32. ［Conclusion］ Two novel ST isolates of B． anthracis were identified
by this study and confirmed by the MLST website，and the pubMLST ids were id-1053 and id-1054.
Keywords: Bacillus anthracis，multilocus sequence typing，sequence type，genotyping
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