
炭疽是由炭疽芽孢杆菌引起的一种人兽共患

病袁主要发生在牛及其他食草哺乳动物身上遥 人通
过呼吸道尧消化道和皮肤接触可感染肺炭疽尧胃肠
炭疽和皮肤炭疽袁以皮肤炭疽最为常见咱员暂遥 炭疽杆
菌不仅是引发炭疽的病原菌袁还被联合国叶禁止生
物武器公约曳列为生物战剂袁同时也是公认的生物
恐怖武器遥
多位点序列分型 渊皂怎造贼蚤造燥糟怎泽 泽藻择怎藻灶糟藻 贼赠责蚤灶早袁

酝蕴杂栽冤是一种基于多个管家基因序列测定分析的基
因分型方法袁具有快速尧准确尧重复性好的特点袁并且
可与全球范围内实验室进行数据交流与共享袁已用
于炭疽杆菌的基因分型研究咱圆暂遥
炭疽杆菌的外毒素由保护性抗原渊责则燥贼藻糟贼蚤增藻

葬灶贼蚤早藻灶袁孕粤冤尧致死因子渊造藻贼澡葬造 枣葬糟贼燥则袁蕴云冤和水肿因
子渊藻凿藻皂葬 枣葬糟贼燥则袁耘云冤猿种多肽组成咱猿暂遥 其中 孕粤蛋
白可结合 蕴云 和 耘云 并帮助其二者穿膜袁 单独的
孕粤 蛋白无毒袁但能诱导机体产生免疫作用袁是炭
疽疫苗的主要抗原成分遥 圆园园员 年 匀燥枣枣皂葬泽贼藻则 等咱源暂

利用 孕粤抗原测序分型方法袁 将美国生物恐怖袭
击中的炭疽杆菌菌株与美国国内的散发菌株进行

了区分遥
圆园员圆年 愿月袁江苏省连云港市发生了一起几名

村民宰杀病牛后出现皮肤炭疽的疫情遥 本实验室对
上述疫情的标本 渊源例病例的焦痂标本和 员份病牛

肉标本冤 进行 酝蕴杂栽和 孕粤抗原基因序列分析以确
定其基因型遥
员 材料和方法

员援员 材料

源例皮肤炭疽病例焦痂标本及病死牛肉标本由
赣榆县疾控中心送至本实验室遥 牛肉标本取 圆缘 皂早袁
放入 圆 皂造无菌 耘孕管中曰患者焦痂标本直接放入 圆 皂造
无菌 耘孕管中遥各管加入 圆园园 滋造无菌生理盐水袁研磨
混匀成组织悬液遥
员援圆 方法

员援圆援员 核酸提取

采用美国 匝陨粤郧耘晕 公司试剂盒 匝陨粤葬皂责 阅晕粤
皂蚤灶蚤 噪蚤贼提取 阅晕粤袁 操作步骤参照试剂盒使用说明
书袁核酸原愿园益保存待用遥
员援圆援圆 等位基因扩增

根 据 酝蕴杂栽 数 据 库 渊澡贼贼责院 辕 辕 责怎遭皂造泽贼援燥则早 辕
遭糟藻则藻怎泽冤和文献报道 咱猿袁缘暂袁对炭疽杆菌 苑个管家基因
渊早造责云尧早皂噪尧蚤造增阅尧责贼葬尧责怎则尧责赠糟粤尧贼责蚤冤进行扩增遥 反应
体系为院员园 伊 栽葬运葬砸葬 蕴粤 遭怎枣枣藻则 缘 滋造袁凿晕栽孕泽 源 滋造袁
员园 滋皂燥造 辕 蕴 上下游引物各 圆 滋造袁缘哉 栽葬运葬砸葬 蕴粤 栽葬择
酶园援猿 滋造袁阅晕粤模板 圆 滋造袁匀圆韵补足 缘园 滋造遥 退火温度
分别为院缘远益渊早皂噪尧责贼葬尧责怎则冤袁缘苑益渊责赠糟粤冤袁缘愿益渊蚤造增阅尧
贼责蚤冤袁缘怨益渊早造责云冤遥 孕悦砸 扩增仪为美国 粤月陨 公司的
怨愿园园 云葬泽贼 栽澡藻则皂葬造 悦赠糟造藻则遥 孕悦砸产物用 员援缘豫琼脂糖
电泳分析结果遥
员援圆援猿 孕粤基因扩增

孕粤基因扩增片段总长度为 圆 缘猿员 遭责袁采用普通

一起皮肤炭疽疫情中炭疽杆菌分子特征分析

谈忠鸣袁张忠献袁董 晨袁胡建利袁鲍倡俊袁汤奋扬袁朱叶飞鄢

渊卫生部肠道病原微生物重点实验室袁江苏省疾病预防控制中心袁江苏 南京 圆员园园园怨冤

咱摘 要暂 目的院对引起 圆园员圆年江苏省一起皮肤炭疽疫情的炭疽杆菌进行分子特征分析遥 方法院采用聚合酶链式反应对患者
焦痂标本和病牛组织标本进行炭疽杆菌多位点序列分型渊皂怎造贼蚤造燥糟怎泽 泽藻择怎藻灶糟藻 贼赠责蚤灶早袁酝蕴杂栽冤和保护性抗原渊责则燥贼藻糟贼蚤增藻 葬灶贼蚤早藻灶袁
孕粤冤基因扩增并测序分析遥 结果院源例患者焦痂标本和病牛组织标本中的炭疽杆菌具有相同的多位点序列和保护性抗原基因序
列袁分别为 杂栽员型和 孕粤玉型袁并与国际参考株 泽贼则援 粤皂藻泽 粤灶糟藻泽贼燥则具有相同的基因型遥 结论院此次皮肤炭疽疫情中通过牛感染
人的炭疽杆菌为 杂栽员型和 孕粤基因玉型菌株遥
咱关键词暂 炭疽疫情曰炭疽杆菌曰多位点序列分型曰保护性抗原基因
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孕悦砸方法分两段扩增咱远暂袁中间有 员园怨 遭责重叠袁引物
序列见表 员袁反应体系同上遥条件为院怨源 益 缘 皂蚤灶曰怨源

益 猿园 泽袁远圆 益 猿园 泽袁苑圆 益 员援缘 皂蚤灶袁猿缘 个循环曰苑圆 益
缘 皂蚤灶遥 孕悦砸产物用 员援缘豫琼脂糖电泳分析结果遥

表 员 炭疽杆菌 孕粤基因引物序列
栽葬遭造藻 员 孕悦砸 责则蚤皂藻则泽 枣燥则 责粤 燥枣 月葬糟蚤造造怎泽 葬灶贼澡则葬糟蚤泽

基因

孕粤鄄员
孕粤鄄圆

引物序列渊缘忆寅猿忆冤
云院粤栽粤栽栽栽粤栽粤粤粤粤郧栽栽悦栽郧栽栽栽粤粤粤粤粤郧悦悦
砸院栽粤粤粤栽悦悦栽郧悦粤郧粤栽粤悦粤悦栽悦悦悦粤悦
云院粤栽粤粤郧栽粤粤粤粤粤栽粤悦栽栽悦栽粤悦粤粤郧栽粤郧郧粤悦粤悦
砸院郧粤栽栽栽粤郧粤栽栽粤悦栽郧栽栽栽粤粤粤粤悦粤栽粤悦栽悦栽悦悦

产物长度 渊遭责冤
员 员怨员
员 源源怨

员援圆援源 测序与序列分析

栽葬运葬砸葬 酝蚤灶蚤 月藻泽贼 粤早葬则燥泽藻 郧藻造 阅晕粤 耘曾贼则葬糟贼蚤燥灶
运蚤贼渊栽葬运葬砸葬 公司袁日本冤回收 孕悦砸 产物并直接测
序袁 测序仪为 粤责责造蚤藻凿 月蚤燥泽赠泽贼藻皂泽 辕匀陨栽粤悦匀陨 猿缘园园曾蕴
渊日立公司袁日本冤遥 测序结果用 蕴葬泽藻则早藻灶藻软件包和
酝耘郧粤 源援园软件进行分析咱苑暂遥
圆 结 果

圆援员 管家基因扩增及序列分析

源份患者标本和 员份牛肉标本全部扩增出 苑个
管家基因渊图 员冤遥 测序结果显示 缘份标本的序列完
全相同遥与酝蕴杂栽数据库等位基因信息对比袁得到菌
株的基因型为 杂栽员 型渊员鄄员鄄员鄄员鄄员鄄员鄄员冤袁与国际参考
株 泽贼则援 粤皂藻泽 粤灶糟藻泽贼燥则同为一个基因型遥 苑个管家基
因序列拼接后与其他炭疽杆菌 杂栽基因型序列进行
聚类分析袁 结果显示 苑个炭疽 杂栽型聚类为两个大
组 袁杂栽员尧杂栽圆尧杂栽猿尧杂栽员猿源 和 杂栽员猿缘 聚为一大组 袁
杂栽缘缘圆和 杂栽缘缘猿为另一组遥
圆援圆 孕粤基因扩增分析

源例皮肤炭疽病例的焦痂标本和病牛肉标本
分别进行 孕粤基因扩增袁 结果显示在 员 圆园园 遭责和
员 缘园园 遭责附近出现目的条带渊图 圆冤遥测序结果拼接
为 圆 缘猿员 遭责的碱基序列袁酝耘郧粤 源援园软件分析后显
示 源例皮肤炭疽病例的焦痂标本和病牛肉标本中

炭疽 孕粤基因序列完全一致遥 郧藻灶月葬灶噪中比对后发
现与国际参考株 泽贼则援粤皂藻泽 粤灶糟藻泽贼燥则尧泽贼则援粤圆园员圆尧泽贼则援
粤圆园源愿及疫苗株 粤员远砸 完全相同袁并鉴定为 孕粤 基
因玉型渊图 猿冤遥

酝 员 圆 猿 源 缘 远 苑

员 缘园园 遭责—
员 园园园 遭责—
远园园 遭责—

酝：缘园 遭责 阅晕粤 造葬凿凿藻则 酝葬则噪藻则；员：早造责云；圆：早皂噪；猿：蚤造增阅；源：责葬贼；
缘：责怎则；远：责赠糟粤；苑：贼责蚤。

图 员 炭疽杆菌 苑个管家基因 孕悦砸产物电泳图

员 缘园园 遭责—员 园园园 遭责—

酝 员 圆 猿 源 缘 远 苑 愿 怨 员园 员员 员圆

酝：缘园 遭责 阅晕粤 梯度 酝葬则噪藻则；员：病例 员 孕粤员；圆：病例 圆 孕粤员；
猿：病例 猿 孕粤员；源：病例 源 孕粤员；缘：病牛 孕粤员；远：孕粤员阴性；苑：病
例 员 孕粤圆；愿：病例 圆 孕粤圆；怨：病例 猿 孕粤圆；员园：病例 源 孕粤圆；员员：病
牛 孕粤圆；员圆：孕粤圆 阴性。

图 圆 孕粤基因 孕悦砸产物电泳图

图 猿 孕粤基因序列聚类图

谈忠鸣等院一起皮肤炭疽疫情中炭疽杆菌分子特征分析
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猿 讨 论

炭疽杆菌是炭疽病的病原体袁能以芽孢形态在
土壤中长期存活袁这种特性造成炭疽杆菌的基因组
序列高度保守遥 炭疽杆菌主要通过呼吸道尧肠道和
皮肤接触感染人类袁 其中以皮肤型炭疽最为常见遥
由于炭疽芽孢在环境中的抵抗力极强袁易生产袁常被
用于生物战武器或生物恐怖袭击遥

酝蕴杂栽技术于 员怨怨愿年首次用于脑膜炎奈瑟菌袁
经过多年发展袁已应用在 猿园多种病原菌的遗传尧进
化及溯源研究中遥 酝蕴杂栽数据库中已有 苑个炭疽杆菌
杂栽型遥上传的大部分炭疽杆菌菌株为 杂栽员型袁其中包
括国际标准株 泽贼则援 粤皂藻泽 粤灶糟藻泽贼燥则和 泽贼则援 杂贼藻则灶藻遥 当前
数据库中有 猿株炭疽杆菌来自中国袁员株 杂栽员型于
员怨怨园年分离自患炭疽的家畜袁圆株新的 杂栽型渊杂栽缘缘圆
和 杂栽缘缘猿冤从我国东北地区的病牛体中分离咱愿暂遥

孕粤基因位于炭疽杆菌的质粒 孕载韵员上袁是炭疽
毒素的重要组成部分袁在毒素转运方面起关键作用袁
同时也是炭疽疫苗的主要抗原咱怨暂遥对 孕粤基因的研究
可以更好地了解炭疽的毒力及其进化遥 员怨怨怨年建立
了 孕粤测序分型方法并将 圆远株炭疽杆菌分为 远个
孕粤基因型遥 圆园园员年利用此方法将美国生物恐怖袭
击中的炭疽杆菌菌株与散发菌株进行了区分咱猿暂袁其中
进行生物恐怖袭击的炭疽杆菌为 孕粤玉型袁美国国内
散发株为 孕粤遇型袁 说明此方法可辅助确认炭疽爆
发尧生物恐怖袭击或发现散发炭疽菌株间的潜在联
系遥 此次皮肤炭疽疫情中通过牛感染人的炭疽杆菌
为 孕粤基因玉型菌株袁 与参考株 粤皂藻泽 粤灶糟藻泽贼燥则株尧
粤圆园员圆株尧粤圆园源愿株和 粤员远砸疫苗株同为 孕粤基因玉
型遥孕粤基因域尧芋和郁型虽然和玉型存在碱基突变袁
但均为同义突变袁所编码的氨基酸保持不变袁说明
粤员远砸疫苗株具有一定的代表性遥
江苏省连云港市历史上从未发生过炭疽疫情袁

此次皮肤炭疽疫情为屠宰场从外省购进病牛所致遥
在政府尧公安尧农林和疾控等多部门合作下袁及时控
制了疫情遥 本实验室运用两种分子分型方法对患者

和病牛标本进行分析袁 结果显示感染人和感染病牛
的炭疽杆菌拥有相同的基因型袁且均与参考株 粤皂藻泽
粤灶糟藻泽贼燥则株为同一基因型遥结合流行病学调查结果袁
确认此次皮肤炭疽疫情由村民宰杀了感染 杂栽员型尧
孕粤基因玉型炭疽杆菌的牛引起遥遥
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