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９株羊布鲁杆菌的基因突变研究
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　　摘　要：目的　对从血流感染的患者体内分离得到的９株致病菌进行菌属鉴定，从ＤＮＡ水平分析９株菌与标准菌株的染色

体差异。方法　常规方法确定布鲁氏菌属，用分子生物学技术克隆９株布鲁氏菌的致病基因ＯＭＰ２５、ＯＭＰ３１、ＵＧＰＢ及ＢＰ２６，进

行ＤＮＡ测序后，与羊标准菌株比对分析。结果　９株致病菌株均为羊种布鲁氏菌，与标准菌株相应基因序列比对发现，９株布鲁

氏菌与标准菌株间存在相同或不同水平的碱基差异。碱基突变、缺失、插入等形式均有出现。结论　证实从患者血液中分离得到

的菌株均为羊种布鲁氏菌，并与标准菌株间存在分子差异。
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　　布鲁氏菌大多分布于地中海沿岸国家、西亚及拉丁美洲部

分地区，随着世界贸易市场的扩宽，动物品种的广泛流通，布鲁

氏菌的人畜疫情在我国部分以畜牧业为主地区出现回升。但

是近年来，我国农业为主的平原地区也陆续出现布鲁氏菌病的

案例。本实验通过从山东省郯城县９例疑似布鲁氏菌病患者

血液内分离到布鲁氏菌，并进行培养、鉴定及分子水平研究。

１　材料与方法

１．１　实验菌株　从山东省郯城县９例患者血液中分离获得布

鲁氏菌。

１．２　仪器与试剂　ＢＡＣＴＥＣ９０５０血培养系统；ＣＯ２ 培养箱；

柯氏染液；氧化酶纸片；ＣＦＸｃｏｎｎｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ

试剂盒；ＢＩＯＲＡＤＣＦＸ Ｍａｎａｇｅｒ软件；２×ｌｏｎｇｔａｑｍｉｘ试

剂盒。

１．３　实验引物　（１）ＢＰ２６ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＴＧ ＡＡＣＡＣＴＣＧＴ

ＧＣＴＡＧＣＡＡＴＴ；ＢＰ２６ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＴＴＧＡＴＴＴＣＡＡＡＡＡＣ

ＧＡＣＡＴＴＧＡＣＣ；目标基因为 ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＡＯ３９７７５．１；ＰＣＲ

产物大小为：７５０ｂｐ。（２）ＵＧＰＢｆｏｒｗａｒｄ：ＡＴＧ ＴＴＣ ＡＣＧ

ＣＡＡＴＣＡ ＴＡＣ ＡＴＣＣＧ；ＵＧＰＢｒｅｖｅｒｓｅ：ＴＴＡ ＴＴＧ ＡＧＣ

ＴＧＣＧＧＣＧＡＴＴＧＣ；目标基因为ＧｅｎｅＩＤ：５２０４１２３；ＰＣＲ产

物大小为：１３３５ｂｐ。（３）ＯＭＰ３１ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＴＧ ＡＡＧＴＣＣ

ＧＴＡＡＴＴＴＴＧＧＣＧＴＣ；ＯＭＰ３１ｒｅｖｅｒｓｅ：ＴＴＡＧＡＡＣＴＴ

ＧＴＡＧＴＴＣＡＧＡＣＣＧＡＣ；目标基因为 ＧｅｎｅＩＤ：５２０３３２０；

ＰＣＲ产物大小为：７２３ｂｐ。（４）ＯＭＰ２５ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＴＧＣＧＣ

ＡＣＴＣＴＴ ＡＡＧ ＴＣＴＣＴＣ Ｇ；ＯＭＰ２５ｒｅｖｅｒｓｅ：ＴＴＡ ＧＡＡ

ＣＴＴＧＴＡＧＣＣＧＡＴＧＣＣＧ；目标基因为ＧｅｎｅＩＤ：５２０１５６３；

ＰＣＲ产物大小为：６０６ｂｐ。

１．４　细菌分离与鉴定　所有操作均在生物安全柜中进行，操

作者严密安全防护。将血培养系统报阳性的血培养瓶转种血

平板放ＣＯ２ 培养箱，４８ｈ后可见微弱生长，７２ｈ可见针尖状菌

落，９株菌革兰染色均为革兰阴性球杆菌，氧化酶、触酶试验均

为阳性，柯氏染色均呈红色，用 ＡＰＩ２０ＮＥ鉴定均为苯丙酮酸

嗜冷菌（试剂盒可将布鲁氏菌错误地鉴别为苯丙酮酸嗜冷菌）；

结合患者临床症状，初步鉴定为疑似布鲁氏菌。

１．５　ＰＣＲ检测　（１）细菌ＤＮＡ提取；（２）ＰＣＲ的反应体系：２

×ｌｏｎｇｔａｑｍｉｘ１２．５μＬ，Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ１０μｍｏｌ／Ｌ１μＬ，Ｒｅ

ｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ１０μｍｏｌ／Ｌ１μＬ，Ａｕｔｏｃｌａｖｅｄｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒ８．５

μＬ，ｃＤＮＡ１μＬ。（３）ＰＣＲ的反应条件：９４．０℃３ｍｉｎ，９４．０℃

３０ｓ，５９．０℃２０ｓ，７２．０℃３０ｓ，４０个循环，ＭｅｌｔＣｕｒｖｅ６５～
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９５℃（每１０ｓ上升０．５℃），读板，７２℃１５ｍｉｎ；１６℃１０ｍｉｎ。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲ结果　将９株菌株的 ＯＭＰ２５、ＯＭＰ３１、ＵＧＰＢ及

ＢＰ２６基因通过ＰＣＲ反应后，经荧光定量ＰＣＲ分析软件ＢＩＯ

ＲＡＤＣＦＸＭａｎａｇｅｒ检测，均为特异性产物。

２．２　ＤＮＡ测序结果　将特异性产物直接送测序，峰值单一，

结果可信。将结果与ＮＣＢＩ上目的片段比对后分析发现：与标

准菌株对比，虽具有较高的同源性，但也存在一定基因的改变。

（１）ＢＰ２６基因中变异菌株８在ＢＰ２６的６６位点处出现ＧＴ的

突变，６７处插入一个碱基Ｔ，菌株１～９在标准菌株４９８位点均

出现ＴＣ突变，如图１（见《国际检验医学杂志》网站论文附

件）。尽管存在这一系列的碱基突变，但并没有影响编码氨基

酸的改变，是无意义突变。（２）ＯＭＰ２５基因中变异菌株１～９

在标准菌株２７６位点处出现ＴＣ的突变，２８６处出现ＡＧ的突

变，这一突变使得编码的氨基酸由 Ｎ变为Ｄ，３６９处出现ＴＣ

的突变，４０５处出现ＴＣ的突变，５７７处出现 ＡＴ的突变，５９７

处出现ＣＡ的突变。但是，由于密码子的简并性这一系列的

突变并没有引起氨基酸的改变。此外，在５５３处插入了大小为

３６个碱基的染色体片段，对应的，插入的氨基酸 ＮＫＮＹＤ

ＬＡＧＴＴＶＲ。如图２（见《国际检验医学杂志》网站论文附件）。

（３）ＵＧＰＢ基因中变异菌株１～９在标准菌株４５８位点、４８４、

８４０、９２５处分别出现ＴＣ、ＣＴ、ＡＧ、ＴＣ的突变。这一系列的

突变引起编码的氨基酸改变分别为：ＬＰ、ＨＹ、ＩＭ、ＹＨ。变

异菌株６在标准菌株１０９８位点处出现ＧＡ的突变，此外，变

异菌株１～９在标准菌株１１３４位点处插入碱基Ｇ。这两处的

突变并没有影响编码氨基酸的改变。如图３（见《国际检验医

学杂志》网站论文附件）。（４）ＯＭＰ３１基因中变异菌株１～９在

标准菌株２０２、２０３、２１０、２２４、３２６、３６１、５１４、５１５位点处分别出

现ＧＡ、ＧＡ、ＣＴ、ＴＣ、ＡＣ、ＣＡ、ＣＧ的碱基突变。这一系列

的突变引起氨基酸编码的改变分别为：ＧＡ、ＨＱ、ＰＧ、ＬＳ、Ｓ

Ｇ、ＮＫ及ＰＳ。３７５位点处，除变异菌株３外，其他８株菌均

出现ＣＡ的突变。而在菌株３处发生了ＣＧ的突变，虽然发

生了不同碱基的突变，但所引起的氨基酸的变化是相同的，均

发生了ＮＫ。变异菌株３在标准菌株３２５、３７５、５３８、５９２位点

处出现ＴＧ、ＣＧ、ＡＧ、ＡＧ的突变，相应的引起氨基酸的改变

分别为：ＬＡ、ＮＫ、ＫＥ、ＮＤ。而在３６６处发生的ＣＧ突变并

没有影响编码氨基酸的改变。如图４（见《国际检验医学杂志》

网站论文附件）。

３　讨　　论

布鲁氏菌病是人畜共患传染性疾病，主要通过呼吸道、消

化道等途径传播，其病原菌为布鲁氏菌。根据细菌学特征和感

染宿主的偏爱性，将布鲁氏菌属分为６个种，分别为羊种布鲁

氏菌、牛种布鲁氏菌、猪种布鲁氏菌、犬种布鲁氏菌、绵羊附睾

种布鲁氏菌和沙林鼠种布鲁氏菌［１］。其中羊种布鲁氏菌最为

广泛流行，是引发布鲁氏菌病最为典型的菌株，也是危害人、畜

健康重要的病原菌。

布鲁氏菌通过其表面的外膜蛋白特异性识别宿主表面受

体，选择性进行黏附并寄居在宿主细胞上，黏附后在细胞膜上

释放毒素，来建立自身适宜的生存环境免遭宿主清除。因此我

们可以认为布鲁氏菌通过外膜蛋白和毒力因子来发挥致病作

用［２］。在此我们主要研究ＯＭＰ２５、ＵＧＰＢ、ＯＭＰ３１、ＢＰ２６。早

在上世纪８０年代就已发现布鲁氏菌的外膜蛋白，并认为是潜

在的免疫性和保护性抗原。ＯＭＰ２５蛋白是 ＯＭＰＡ家族中重

要的一个外膜蛋白，它在维持细菌外膜结构稳定性中发挥着重

要的作用。此外，有研究结果表明，ＯＭＰ２５还与布鲁氏菌的毒

力有关［３］。ＯＭＰ３１是布鲁氏菌的另一个保护性抗原，不仅对

维持布鲁氏菌外膜的完整性起重要作用，还是一种潜在的血红

素利用蛋白，与布鲁氏菌对铁的摄取有关［４１０］。ＵＧＰＢ蛋白具

有黏附和定居宿主细胞的能力，能够特异性识别红细胞、上皮

细胞、巨噬细胞表面受体，在布鲁氏菌和宿主细胞相互作用中

起重要作用。ＢＰ２６是一个周质蛋白，根据其所在的胞内定位，

可能起着重要作用，目前已有报道，ＢＰ２６对布鲁氏菌的毒力，

特别是胞内生存方面发挥重要作用，但是具体发挥了什么作

用，还有待进一步研究。

我们此次研究发现，９株布鲁氏菌与羊标准菌株间存在相

同或不同水平的碱基差异。根据统计学知识及相关分析证实

从人体分离得到的９个菌株均为羊种布鲁氏菌，并与标准菌株

间存在分子差异。同时发现，在９株布鲁氏菌的这４个基因中

均出现碱基突变、插入、缺失等碱基变化，而这一系列ＤＮＡ水

平的变化也不同程度影响到编码氨基酸的改变，但是否引起蛋

白水平的变化，进而影响布鲁氏菌致病性以及侵袭力的改变还

有待进一步研究。这９株变异株是否是布鲁氏菌变异株或为

新的菌型尚不明确，有待进一步深入研究。

本次鉴定的９株菌均为羊种布鲁氏菌，患者均系接触外来

病羊（或吃涮羊肉）而感染，证实了均系外源性传染源输入我

县，且受到波及。

我省近几年畜牧业发展较快，从外省引进家畜较多，也为

布鲁氏菌的输入埋下了隐患。这一系列案例的发现不仅为了

解我县布鲁氏菌的流行情况提供帮助，还提示我们：该病应成

为引起我们高度重视的公共卫生问题之一；应增强疫情观念，

加强布鲁氏菌病防治队伍建设，提高防治水平，加强牲畜入境

检疫。
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２．３　ＦｉｂｒｏＳｃａｎ、ＡＰＲＩ及ＦＩＢ４联合诊断轻中度肝纤维化的

性能分析见表３。与３种方法单独诊断相比，ＦｉｂｒｏＳｃａｎ联合

ＡＰＲＩ或ＦＩＢ４诊断轻、中度肝纤维化的特异度无明显改变，敏

感度显著提高。ＦｉｂｒｏＳｃａｎ联合ＡＰＲＩ及ＦｉｂｒｏＳｃａｎ联合ＦＩＢ４

诊断轻度肝纤维化患者的敏感度由单纯 ＦｉｂｒｏＳｃａｎ诊断的

５４．３３％上升至６３．９４％和６５．７８％，诊断中度肝纤维化患者的

敏感性由单纯 ＦｉｂｒｏＳｃａｎ诊断的６０．７４％上升至６４．５６％，

６６．５８％。

图１　　入选患者临床资料的差异

３　讨　　论

我国是乙肝病毒感染人数最多的国家，每年近３０万人死

于肝脏相关疾病，如肝硬化、肝癌等，而肝纤维化是肝炎发展至

肝硬化、肝癌的必经道路。有学者发现，在肝纤维化早期给与

积极干预能够在一定程度上逆转其纤维化程度［１０１１］。因此，

尽早发现肝纤维化并准确判定纤维化程度对预防肝硬化和肝

癌，降低死亡率有着至关重要的作用。

相对较传统的肝穿刺活检而言，无创的检测方法更易被大

多数乙肝患者接受，因此探寻一种无创而又能准确判断肝纤维

化程度的方法显得尤其必要而迫切。ＦｉｂｒｏＳｃａｎ技术以超声技

术为基础，通过检测肝脏硬度来判定其纤维化程度，因其安全、

无创、可重复性强的优点而被广泛用于肝纤维化程度的检测。

但有研究发现，ＦｉｂｒｏＳｃａｎ技术的准确性并不理想，尤其是在

ＡＬＴ明显升高的患者中，ＦｉｂｒｏＳｃａｎ评估肝纤维化程度的准确

性显著降低［１２］。单一应用ＦｉｂｒｏＳｃａｎ技术对患者的肝纤维化

程度进行测定容易造成误诊。因此，我们需要探寻多项指标联

合检测的方法，对肝纤维化程度做出准确判断。

本研究发现，在重度肝纤维化、肝硬化的患者中，Ｆｉ

ｂｒｏＳｃａｎ、ＡＰＲＩ、ＦＩＢ４３种检测方法单独判断肝纤维化程度的

准确性是值得肯定的（敏感性为７６．８７％～９４．６２％），但是在

轻度及中度肝纤维化患者中，其敏感性欠佳，仅为５４．３３％～

６３．３１％。采用ＦｉｂｒｏＳｃａｎ结合 ＡＰＲＩ及ＦｉｂｒｏＳｃａｎ结合ＦＩＢ４

的方法后，对轻度肝纤维化诊断的敏感性由５４．３３％上升至

６３．９４％及６５．７８％，而对中度肝纤维化诊断的敏感性由

６０．７４％上升至６６．５８％及６４．５６％，此方法值得在临床上推荐

使用。

总之，ＦｉｂｒｏＳｃａｎ联合 ＡＰＲＩ或ＦＩＢ４测定乙肝患者肝纤

维化程度的敏感性显著优于ＦｉｂｒｏＳｃａｎ、ＡＰＲＩ、ＦＩＢ４单独测定

的敏感性，而特异性无明显改变，此方法是早期准确判断肝纤

维化的可靠途径。鉴于早期症状不明显的乙肝患者并不愿意

接受有创的肝脏活检，从而导致不能准确判断其肝纤维化的程

度，也就不能给与早期干预和治疗。而本研究提出的联合多种

无创检测的方法能够为其提供准确判断肝纤维化的有效手段

之一。
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系［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０１２，３３（７）：７８９７９０．

［１２］ＣｈｅｎＸＢ，ＺｈｕＸ，ＣｈｅｎＬＹ，ｅｔａｌ．ＡｃｃｕｒａｃｙｏｆＦｉｂｒｏＳｃａｎｆｏｒｔｈｅ

ｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄｂｙｓｅｒｕｍａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓ

ｆｅｒａｓｅｌｅｖｅｌｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ［Ｊ］．Ｚｈｏｎｇｈｕａ

ＧａｎＺａｎｇＢｉｎｇＺａＺｈｉ，２０１１，１９（４）：２８６２９０．

（收稿日期：２０１２０９２１）

（上接第４０８页）

　　 ｓｙｓｔｅｍａｆｆｅｃｔｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯｍｐ２５／Ｏｍｐ３１ａｎｄｔｈｅｏｕｔｅｒ

ｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＢｒｕｃｅｌｌａｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ［Ｊ］．ＦＥＭＳＭｉｃｒｏｂｉｏｌ

Ｌｅｔｔ，２０１０，３０３（１）：９２１００．

［９］ ＧｕｐｔａＶＫ，ＲｏｕｔＰＫ，ＶｉｈａｎＶＳ．Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎ

ｍｉｃｅｗｉｔｈａ ＤＮＡ ｖａｃｃｉｎｅｅｎｃｏｄｉｎｇｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ

（ｏｍｐ３１）ｏｆＢｒｕｃｅｌｌａｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ１６Ｍ［Ｊ］．ＲｅｓＶｅｔＳｃｉ，２００７，８２

（３）：３０５３１３．

［１０］ＣｏｎｎｏｌｌｙＪＰ，ＣｏｍｅｒｃｉＤ，ＡｌｅｆａｎｔｉｓＴＧ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

Ｂｒｕｃｅｌｌａａｂｏｒｔｕｓｃｅｌｌｅｎｖｅｌｏｐｅａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃ

ｃａｎｄｉｄａｔｅｐｒｏｔｅｉｎｓｆｏｒｖａｃｃｉｎｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２００６，

６（１３）：３７６７３７８０．

（收稿日期：２０１２１２０９）
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