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突发疫情中炭疽芽孢杆菌的分离及鉴定

王争强，何 君，苏裕心，朱 虹，端 青"

（军事医学科学院微生物流行病研究所 病原微生物生物安全国家重点实验室 北京 .%%%-.）

摘 要：对疑似炭疽感染病牛牛肉标本和牛血污染土壤标本进行了病原菌分离，经菌落形态和菌体形态观察、血清

学实验和生化鉴定，证明分离到的细菌为炭疽芽孢杆菌。为进一步了解其特性，分别用保护性抗原、水肿因子和荚

膜基因特异性引物对 $ 株菌进行 FGH 扩增。结果显示，这两株菌有两个毒力相关质粒 IJ%. 和 IJ%$，为有毒株。序

列测定表明，这两株菌基因间同源性达 44K，这两株菌与 L*)+7)M 中炭疽芽孢杆菌 ,$%.$ 株、,6*N ,)<*NOEP 株和

,."H 疫苗株同源性达 44K。
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炭疽芽孢杆菌（!"#$%%&’ "()*+"#$’）是人类历史上第一个

被发现的病原菌［.］。炭疽芽孢杆菌革兰氏染色呈阳性，能以

芽孢形态在土壤中长期存活，是食草动物的一种重要致病

菌，并通过呼吸道、消化道和皮肤接触感染人类，以皮肤型炭

疽最常见。由于炭疽芽孢在环境中的抵抗力极强，易生产，

在军事上一直被列为头号生物战剂［$］。炭疽芽孢杆菌有两

个毒 力 相 关 质 粒 IJ%. 和 IJ%$。IJ%. 分 子 量 为 ..%ST7
（.3/M>），携带 #,"、%-. 和 /"0 基因，分别编码水肿因子（5U）、

致死因子（VU）和保护性抗原（F,）；IJ%$ 分子量为 "%ST7
（4/M>），携带 #"/1!2 和 3-/ 基因，分别编码荚膜和参与其生

物合成的酶［# & /］。以这两种质粒为模板进行聚合酶链式反

应（FGH），可以用于炭疽芽孢杆菌有毒株的检测。该方法灵

敏度高，特异性好，可以快速得到结果。

$%%/ 年 " & - 月我国河北承德市围场县发生了一起疑似

炭疽的疫情。几名村民屠宰病牛后食用牛肉，出现发热、伤

口肿胀呈黑色坏死结痂，腋下淋巴结肿大等症状。本实验对

上述疫情的送检标本（一份牛肉标本和一份牛血污染土标

本）进行了病原体分离，并用生化和分子生物学方法对其进

行了鉴定。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 参 考 菌 株：炭 疽 芽 孢 杆 菌 疫 苗 株 ,."H 和 弱 毒 株

.-%%#0/4，均由本实验室保存，其中 ,."H 为 IJ%.W XIJ%$? ，

.-%%#0/4 为 IJ%.W XIJ$W 。

!"!"# 主要试剂及仪器：4"5 TY, 聚合酶、9Y1F、TY, 切胶

回收纯化试剂盒、IST.301 载体均购自 17Z7H7 公司，J0A72 和

[F1L 购自 ,6P*N<E 公司，热循环仪为 ,+[ 公司 L*),6I$-%%

型，抗 TY, 胶体金溶液由本实验室制备，,F[ 细菌生化鉴定

仪和 ,F[ /%G\+X5 试纸条为法国梅里埃公司产品。

!"!"$ FGH 引物：!保护性抗原（F,）基因引物序列如下［"］：

F,0.：/]0111G,11,1L,1,L,,,1,,G0#]；F,0$：/]011,1GG1,
1G1G,1,LGG111111,L0#]；"水肿因子（5U）基因引物序列如

下［$］：5U0.：/]0G,,GL,,L1,G,,1,G,,L,G0#]；5U0$：/]01,,
,1G1,GG1L1G,1G1GG0#]；#荚膜基因引物序列如下［$］：G,0
.：/]01LG111,LGLL1,LG,L,LLG10#]；G,0$：/]01LL,GLG,1
,GL,L,G,1,,10#]。上述 # 对引物扩增产物分别为 !$#>I、

!4!>I 和 #4->I，引物由北京奥科生物技术公司合成。

!"# 病原体的分离及鉴定

!"#"! 样本的处理及病原菌的分离：病牛牛肉标本和血污

染土壤标本由承德市围场县疾病控制中心于 - 月 .. 日送至

本实验室。标本用无菌生理盐水浸泡，充分振荡，然后静止

./68)，取 上 清，"%^ 加 热 #%68)，取 上 清 划 线 接 种 血 平 板，

#-^培养 $!D。挑选毛玻璃样、粗糙型单菌落用炭疽杆菌特

异性抗体进行玻片凝集试验，同时进行革兰氏染色。玻片凝

集试验阳性和革兰氏阳性菌落扩大培养后进行下一步鉴定。

!"#"# 生化试验：挑取纯培养的菌落，稀释菌液至 $ 个麦氏

单位，使用 ,F[ /%G\+X5 试纸条进行生化鉴定，详细步骤按

使用说明书进行，$!D 后观察鉴定结果。

!"$ %&’ 模板的提取

!"$"! 细菌的裂解：挑取菌落加入 .%%$V 生理盐水，同时加

入 .%%$V "6E2XV 碘化钠，煮沸 .%68)。.%%%% _ A 离心 .%68)，

取 /$V 上清用作 FGH 反应的模板。

!"$"# 细菌 TY, 的纯化：取上述裂解液 $%%$V，与 .%%$V 标

记有抗 TY, 单 抗 的 胶 体 金 溶 液 混 合［-］，室 温 反 应 #%68)。

.$%%% _ A 离心 / 68)，弃上清，沉淀用 #%$V 无菌纯水重悬，用



作 !"# 反应模板。

!"# $%& 扩增及序列分析

!"# 反应体系：经过胶体金纯化的模板 $!%，&’( )*+ 聚

合酶 ,-，,. / !"# 反应缓冲液 0!%，1*&!（含 2 种核苷酸各

03$44567%），8 对基因的上下游引物（,.!4567%）各 .32!%，加水

至 0$!%。!"# 反 应 条 件："!+ 和 9: 引 物 扩 增 条 件：;2<
04=>；;2< 2.?，$@< 2.?，A0< 2.?，8$ 个循环；A0<A4=>。#
荚膜基因引物扩增条件：;2< 04=>；;2< 8.?，2@< 2.?，A0<
2$?，8$ 个循环；A0< A4=>。反应结束后，取 B!% 产物于 ,3.C
的琼脂糖凝胶电泳，观察结果。

!"#扩增产物纯化后与 & 载体连接，挑取阳性克隆测序，

测序结果与 DE>F’>G 中序列进行 F%+H& 比对，用 "6I’?J’6 K软

件进行多重序列分析，比对结果用 DE>E)5L 软件进行编辑。

图 ’ 两株分离菌 $( 基因与参考菌株序列比对结果

:=MN0 +6=M>4E>J OE?I6J 5P !+ ME>E 5P !"#$%%&’ "()*+"#$’ N

’ 结果

’"! 病原菌的分离及形态学观察

在血培养基上菌落呈灰白色，粗糙毛玻璃状，有突出的

小尾，不溶血。菌体革兰氏染色阳性，长杆状，呈链状排列，

图 ! 炭疽芽孢杆菌细胞的显微镜照片（!))) * ）

:=MN , Q5ORS565MT 5P !"#$%%&’ "()*+"#$’ I>1EO JSE 6=MSJ 4=LO5?L5RE
（,... / ）N

为典型的炭疽芽孢杆菌形态。显微镜观察结果如图 , 所示。

’"’ 生化鉴定

经过稀释的菌液用 +!U $."VF79 试纸条进行生化鉴定，

02S 后记录结果，并用 +!U W83838 软件对结果进行分析。从

分析结果可以得知，分离菌株可发酵核糖、半乳糖、葡萄糖、

*X乙酰X葡糖胺、熊果甙、七叶灵、柳醇、麦芽糖、蔗糖、海藻

糖、淀粉、肝糖，分解利用赖氨酸、鸟氨酸、柠檬酸钠、精胺酸、

硫代硫酸钠、尿素、明胶等，符合炭疽芽孢杆菌的生化特性。

’"+ $%& 反应结果

!+、9: 和荚膜基因 8 对引物分别对两株分离菌进行

!"#扩增，结果显示分别在 208YR、2;2YR 和 8;AYR 处出现扩

增条带，阴性对照无扩增条带。!"# 产物与 & 载体连接后进

行序列测定，并将测序结果与 DE>F’>G 进行 F%+H& 比对，结

果发现两株分离菌与 DE>F’>G 中已登录的炭疽芽孢杆菌

+0.,0 株［@］、+4E? +>LE?J5O 株和 +,B# 疫苗株相关基因同源性

高达 ;;C，!+ 基因比对结果见图 0。两株分离菌相关基因

序列经 "6I?J’6 K 分析，其基因同源性也高达 ;;C。

+ 讨论

炭疽芽孢杆菌是炭疽病的病原体，炭疽芽孢对外界抵抗

力强，可在土壤中长期存活。牛、羊等食草动物嚼食草根、翻

动泥土时通过消化道或呼吸道感染土壤中的炭疽芽孢而发

病，人类主要通过接触炭疽病畜毛皮和食肉而感染，也可以

通过吸入含有炭疽芽胞的粉尘或气溶胶而感染。人类感染

炭疽后很少相互传播，因而以散发病例和小暴发为主。人间

炭疽病例以皮肤炭疽最 为 常 见，肺 炭 疽 及 肠 炭 疽 病 死 率

高［;］。0..$ 年 B Z A 月我国河北承德市围场县发生的这一起

炭疽疫情，既几名村民剥解病死牛后感染。本实验室对围场

县疾病控制中心送来的病死牛牛肉标本及杀牛处血土标本
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进行了病原体分离，得到 ! 株细菌。经菌落形态、菌株形态、

血清学实验（待发表）和生化鉴定为炭疽芽孢杆菌。

为了进一步验证分离的菌株为炭疽芽孢杆菌，并证明为

有毒株，我们用 "#$ 方法对保护性抗原（"%）、水肿因子（&’）

和荚膜基因进行了扩增。"% 基因和 &’ 基因位于质粒 ()*+
上，而荚膜基因位于 ()*! 质粒上。大部分炭疽芽孢杆菌携

带这两种质粒，同时有可能发生突变，导致某一质粒丢失。

以质粒基因为模板设计引物时，一定要设计两对以上针对不

同质粒基因的引物才能保证不漏检［! , -］。实验中，我们选取

了炭 疽 芽 孢 杆 菌 疫 苗 株 %+.$（()*+/ 0()*!1 ）和 弱 毒 株

+2**34-5（()*+/ 0()!/ ）作为阳性对照。"#$ 扩增结果和序

列分析表明，我们分离到的 ! 株细菌为炭疽芽孢杆菌，有

()*+ 和 ()! 两种质粒，为有毒株；3 个基因扩增产物序列与

6789:8; 中的炭疽芽孢杆菌 %!*+! 株、%<7= %8>7=?@A 株和疫

苗株 %+.$ 序列同源性非常高，达到 55B，证明该菌在环境

中并未发生变异；! 株菌相应基因扩增产物序列比对显示只

有 + , 3 个碱基的差异，证明牛肉和血土中分离到的 ! 株菌

为同一株。

炭疽芽孢杆菌为革兰氏阳性菌，不易用煮沸法直接裂

解，即使加入 C:!裂解菌体，仍不能直接进行 "#$ 反应，可

能是由于裂解液中含有较多的变性蛋白、$C% 以及其它菌

体成分［+*］，抑制 "#$ 反应。本实验中，我们将两份标本 C:D
裂解后的上清用标记有抗 EC% 抗体的免疫胶体金进行了纯

化，"#$ 扩增结果显示两份标本分离菌出现目的条带。标有

抗 EC% 抗体的免疫胶体金可以将 EC% 进行富集，并且可以

通过洗涤有效去除抑制剂，提高 "#$ 扩增的敏感性。
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