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摘要:【目的】考察炭疽芽胞杆菌中规律成簇的间隔短回文序列 ( Clustered regularly interspaced short
palindromic repeats，CＲISPＲ)位点多态性情况及基于 CＲISPＲ 位点多态性的分子分型方法是否在炭疽芽胞
杆菌分型中适用。【方法】下载 NCBI 数据库中 6 株炭疽芽胞杆菌基因组并截取其中 CＲISPＲ 位点片段序
列。根据炭疽芽胞杆菌内 CＲISPＲ 位点信息，设计相关引物，以 193 株炭疽芽胞杆菌基因组为模板 PCＲ 扩增
CＲISPＲ 位点片段，测序。本地 Blast 比对截取序列及测序结果，查看 CＲISPＲ 位点在炭疽芽胞杆菌中的多态
性情况，并比较炭疽芽胞杆菌与蜡样芽胞杆菌和苏云金芽胞杆菌内 CＲISPＲ 位点情况。【结果】炭疽芽胞杆
菌内 CＲISPＲ 位点不存在多态性。【结论】基于 CＲISPＲ 位点多态性的分子分型方法不适用于炭疽芽胞杆菌
分型，但可以用于区分炭疽芽胞杆菌与蜡样芽胞杆菌和苏云金芽胞杆菌。
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炭疽芽胞杆菌 ( Bacillus anthracis)是一种古老
的病原菌，其引起的炭疽病是一种人畜共患的急性
传染病，炭疽芽胞对高温、射线、氧化剂等理化因子
都具有很强的抗逆性［1］。由于其强致病性和芽胞
的强抗逆性，且炭疽芽胞易于制备和存储，炭疽芽胞
杆菌成为生物战剂的首选。因此，炭疽芽胞杆菌的
分型分析对于炭疽芽胞杆菌溯源和应对生物恐怖都
具有重要意义。

自然界中的细菌在进化过程中，对噬菌体感染、
质粒接合和转化等形成了一系列防御机制来抵抗外
源 DNA 的干扰，如吸附抑制、DNA 注入抑制等［2］。

CＲISPＲ 是近年来在细菌和古细菌中发现的能够对
外源 DNA 提供免疫的重复结构［3-4］。在 1987 年，
Ishino 等就在大肠杆菌 K12 染色体上发现一段包含
重复序列和非重复间隔序列的特殊序列［5］，这种序
列在结核分枝杆菌等细菌和古细菌中也相继被发
现，Jansen 等在 2002 年将其命名为 CＲISPＲ［6］。

CＲISPＲ 系统包括 CＲISPＲ 相关蛋白 (CＲISPＲ-
associated，Cas)基因、前导序列( leader sequence)和
同向重复序列 ( direct repeat，DＲ ) 与间隔序列
( spacer)。

在同一物种中，重复序列一般很保守［6-7］，但是
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重复序列的长度在不同物种间差别较大［8］，一般在
21 － 48bp，重复序列的重复数在不同微生物中也存
在差异，较低的重复数只有 2，而高重复数可达 250
左右［3］。重复序列中存在 5 － 7bp 的回文序列，可以
形成发卡结构［7］。

间隔序列长度与细菌的种类以及 CＲISPＲ 位点
有关，一般在 26 － 72bp 左右［9］，这些间隔序列来源于
噬菌体基因组［10］，具有很高的多态性，甚至在同一物
种的不同菌株之间也会存在差异，因而可以利用
CＲISPＲ 位点的多态性来对细菌进行分型分析［8-11］。

前导序列位于第一个重复序列的上游，其在种
内相对保守但是在种间存在差异。新的重复序列、
间隔序列总是会插入到前导序列与第一个重复序列
之间［7，12］，这说明前导序列很可能对新序列的插入
位点起到识别作用［8］。

Cas 蛋白由位于 CＲISPＲ 结构 5'端的 cas 基因
编码，已经发现的 45 个 cas 基因可以分为 8 个亚
型，每个亚型包含 2 － 6 个基因［13］。Cas 蛋白与重复
序列的获得和保持相关［13-14］。

CＲISPＲ 系统在对噬菌体感染等外源基因干扰
的防御的过程中将与噬菌体基因同源的片段插入到
前导序列和第一个重复序列之间［15］，这种片段插入
活动还伴随着重复序列的复制。因此，CＲISPＲ 位点
多态性很高，且记录了进化过程中遇到的外源 DNA
的干扰情况，在细菌分型和进化分析中都起到重要
作用。目前，以 CＲISPＲ 位点多态性为靶标的间区寡
核苷酸分型已经广泛应用于结核分枝杆菌的分型研
究［16］。

由于炭疽芽胞杆菌基因组很保守，适用于炭疽
芽胞杆菌分子分型的方法有限。目前，多位点可变
数目 串 联 重 复 序 列 分 析 ( multiple loci variable
number tandem repeats analysis，MLVA)和单核苷酸
多态性( single nucleotide polymorphisms，SNP)分析
可以应用于炭疽芽胞杆菌的分子分型。MLVA 分型
方法具有较好的重复性且检测效率较高。SNP 分型
对细菌基因组水平的 SNP 位点进行分型分析，其优
点是准确性较高，同时具有高通量等特点，不过 SNP
分型成本相对较高。若能找到新的适用于炭疽芽胞
杆菌分型的方法，对于炭疽芽胞杆菌的溯源和进化
研究等具有重要意义。我们通过网站上查询炭疽芽
胞杆菌的 CＲISPＲ 位点信息，设计相关引物、PCＲ 扩
增和测序得到 193 株炭疽芽胞杆菌的 CＲISPＲ 位点
序列，并对测序结果以及 NCBI 数据库中 6 株炭疽

芽胞杆菌基因组序列比对分析，以考察 CＲISPＲ 位
点分型在炭疽芽胞杆菌分型中的适用情况。

1 材料和方法

1. 1 材料
191 株炭疽芽胞杆菌的基因组以及我国人用炭

疽芽胞杆菌疫苗株 A16Ｒ 及其野生株 A16 基因组。
191 个基因组来自于新疆、甘肃、内蒙古、山东、河
南、河北、辽宁等省和自治区，分离年代自 1952 －
1998 年，分离自病人、病畜、土壤、毛皮等。

美国国立生物技术信息中心( the national center
for biotechnology information，NCBI)网络数据库中的
6 株炭疽芽胞杆菌 ( B． anthracis str． Ames，GI:
30260195; B． anthracis str． ‘Ames Ancestor’，GI:
50196905;B． anthracis str． A0248，GI: 229599883;
B． anthracis str． CDC684，GI:227812678;B． anthracis
str． Sterne，GI:49183039; B． anthracis str． H9401，
GI:386733873)基因组序列。

NCBI 网络数据库中的 12 株蜡样芽胞杆菌(B．
cereus 03BB102，GI:225862057;B． cereus str． AH187，
GI:217957581;B． cereus AH820，GI:218901206;B．
cereus ATCC10987， GI: 42779081; B． cereus
ATCC14579，GI: 30018278; B． cereus B4264，GI:
218230750; B． cereus biovar anthracis CI， GI:
301051741; B． cereus G9842，GI: 218895141; B．
cereus Q1，GI: 222093774; B． cereus NC7401，GI:
375282101;B． cereus F837 _ 76，GI: 376264031; B．
cereus FＲI_35，GI:402552844)基因组序列。

NCBI 网络数据库中的 12 株苏云金芽胞杆菌
(B． thuringiensis serovar konkukian str． 97 － 27，GI:
49476684;B． thuringiensis YBT-1518，GI:558678294;
B． thuringiensis serovar chinensis CT-43， GI:
384184088;B． thuringiensis HD-789，GI:434373506;
B． thuringiensis serovar kurstaki str． HD73，GI:
449086670;B． thuringiensis serovar thuringiensis str．
IS5056，GI: 452196381; B． thuringiensis Bt407，GI:
409187965;B． thuringiensis MC28，GI:407703236;B．
thuringiensis HD-771，GI:402558824; B． thuringiensis
HD-771，GI: 402558824; B． thuringiensis serovar
finitimus YBT-020，GI: 384177910; B． thuringiensis
BMB171，GI: 296500838; B． thuringiensis str． Al
Hakam，GI:118475778)基因组序列。
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1. 2 炭疽芽胞杆菌中 CＲISPＲ 位点查找
从网站 ( http: / /www． u-psud． fr / fr / index． html)

查询到炭疽芽胞杆菌 ( B． anthracis str． Ames，GI:
30260195)中存在 1 个明确 CＲISPＲ 位点:CＲISPＲ_2
(DＲ: TGTATGATTACCTTCCGCATGAGAA ) 以及 2
个 疑 似 CＲISPＲ 位 点: CＲISPＲ _ 3 ( DＲ:
TTTCGGAATGAATATTCATTCCT ) 和 CＲISPＲ _ 5
(DＲ:GTTGATTTCTCTTCTTTTTGAGA)(图 1)。
1. 3 6 株炭疽芽胞杆菌基因组生物信息学分析

考察已下载的炭疽芽胞杆菌的全基因组序列，进
行本地 blast 查找并截取其中的 CＲISPＲ 位点片段，对

截取的 CＲISPＲ 位点片段进行生物信息学比对分析。
1. 4 PCＲ 扩增 CＲISPＲ 位点序列

在炭疽芽胞杆菌 Ames 株基因组中 CＲISPＲ 位
点上下游至少 50bp 以上的位置 (图 1)，利用软件
(Primer 5，Version 5. 00)分别设计 CＲISPＲ 位点对
应的引物(表 1)，以 193 个炭疽芽胞杆菌基因组为
模板，对 CＲISPＲ 位点进行 PCＲ 扩增。

PCＲ 扩增条件为:94℃ 10 min;94℃ 30 s，55℃
30 s，72℃ 30 s，30 个循环;72℃ 10 min。PCＲ 扩增
所用酶为高保真 DNA 聚合酶。对 PCＲ 产物纯化后
进行测序。

图 1． 炭疽芽胞杆菌中 CＲISPＲ 位点及引物位置情况
Figure 1． CＲISPＲ site and primer information in B． anthracis．

表 1． CＲISPＲ 位点序列扩增引物
Table 1． List of PCＲ primers

Primer Sequence (5'→3')
CＲISPＲ_2F 5'-CCATTATGAGCAAGCCACTT-3'
CＲISPＲ_2Ｒ 5'-AACGAAAGCAACTGGACATAG-3'
CＲISPＲ_3F 5'-ATCCATATTAGGCATCGTTACG-3'
CＲISPＲ_3Ｒ 5'-CTCCGTCCATTACCACCAA-3'
CＲISPＲ_5F 5'-GCTCTCCTAGTGAGAACTGATT-3'
CＲISPＲ_5Ｒ 5'-AGACAACGTGGCTGTGAAC-3'

1. 5 测序结果分析
对测序结果序列进行软件比对分析，分析软件

采用 DNASTAＲ 软件包下的 SeqMan(Version 5. 00)
软件。比对参数设定为匹配百分比为 80% 以上时
输出匹配结果。
1. 6 蜡 样 芽 胞 杆 菌 菌 群 ( B． cereus sensulato
group)［17］中 CＲISPＲ 位点分布情况分析

对下载的蜡样芽胞杆菌和苏云金芽胞杆菌基因
组进行全基因组比对，截取与 CＲISPＲ 位点序列匹配
的片段并将截取的片段连接，连同炭疽芽胞杆菌中的
CＲISPＲ 位点序列一起利用 MEGA 软件(version 6. 0)
进行聚类分析，构建 UPGMA 系统发生树。

2 结果

所考察的 CＲISPＲ 位点的分析结果显示，在所
有炭疽芽胞杆菌中，包括实验分析的 193 个国内分
离株和 NCBI 数据库中的 6 个菌株基因组内的
CＲISPＲ 位点及疑似 CＲISPＲ 位点均相同(图 1)，不
存在重复序列重复数的差异和 spacer 的差异，也不
存在单核苷酸多态性。3 个位点的重复序列 DＲ 均
存在基因突变情况(表 2)。

在炭疽芽胞杆菌中存在的 CＲISPＲ 位点 CＲISPＲ
_2 和疑似位点 CＲISPＲ_3、CＲISPＲ_5 的 DＲ 序列重复
数均不高，CＲISPＲ _2 中 DＲ 重复数为 2，有 1 个
spacer;CＲISPＲ_3 中 DＲ 重复数为 4，有 3 个 spacer;
CＲISPＲ_5 中的 DＲ 重复数为 3，有 2 个 spacer。3 个
位点中的 DＲ 序列均存在个别碱基的突变(表 2 中阴
影标记部分)。在 CＲISPＲ_3 中存在比较典型的回文
序列，CＲISPＲ_2 和 CＲISPＲ_5 中也存在不同程度的
回文结构(表 2 中下划线标记部分)。
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表 2． 炭疽芽胞杆菌中 CＲISPＲ 位点的序列
Table 2． Sequences of CＲISPＲ site in B． anthracis

Name Component Sequence (5'→3')

CＲISPＲ_2
DＲ TGTATGATTACCTTCCGCATGAGAA
spacer GAGAATCCGTTAGCGATAGTCGCGGTTCCTTCTGCATGTGCTGCTTCGCCTAAAGCGAT
DＲ TGTATG TTTACCTTCCGCATGAGAA

CＲISPＲ_3

DＲ ACGGAATGAATATTCATTCCT
spacer ATTATTTTGAAAACACCT
DＲ TTTCGGAATGAACATTCATTCCT
spacer CTCGTTCTATTAATTTACTTTTTAGCTCTATTAAACTATGGA
DＲ TTTCGGAATGAATATTCATTCCT
spacer TTAATTGTACAGATTGATCATCTCCTACTTTTCTTTTTCACACCCT
DＲ CATCGGAATGAATGTTCATTCCT

CＲISPＲ_5

DＲ GTTGATTTTTCTTCTTTCTTCGG
spacer TTCTTCTTTTTTGTCACTAGTCGAACCGCTT
DＲ GTTGATTTCTCTTCTTTTTGAGA
spacer CTTATCTTCTGTGTTACTTTCTGGTGTCGTGCTC
DＲ GTTGACTTCTCTTCTTTTTGAGA

Shaded parts stand for the base mutation; Underline parts stand for the palindrome structure．

对蜡样芽胞杆菌和苏云金芽胞杆菌考察分析发
现，12 株蜡样芽胞杆菌和苏云金芽胞杆菌中均存在
CＲISPＲ_2 和 CＲISPＲ _5 位点，少数菌株 ( B． cereus
biovar anthracis str． CI，B． cereus AH820，B． cereus
F837 /76，B． cereus 03BB102; B． thuringiensis str． Al
Hakam，B． thuringiensis serovar konkukian str． 97 － 27，
B． thuringiensis serovar chinensis CT-43，B． thuringiensis
Bt407，B． thuringiensiss erovar thuringiensis str． IS5056，
B． thuringiensis serovar finitimus YBT-020 ) 中存在
CＲISPＲ_3 位点。2 种菌中的 CＲISPＲ 位点中存在碱
基突变，除序列中个别点突变情况外，菌株在
CＲISPＲ 的 DＲ 和 spacer 中的一些位置的碱基突变
呈现一定的一致性，即在某碱基位置，有多株菌发生
突变且突变后的碱基相同，这种位置在 CＲISPＲ_2
中有 11 个(DＲ 中 5 个，spacer 中 6 个)，在 CＲISPＲ_5
中有 7 个(DＲ 中 1 个，spacer 中 6 个)。

以 CＲISPＲ_2 和 CＲISPＲ_5 位点序列(CＲISPＲ_
2_5 )构建的系统发生树如图 2。以分析考察的
CＲISPＲ_2 和 CＲISPＲ_5 位点序列的简单处理及以
此构建的 UPGMA 系统发生树(图 2)显示，系统发
生树不能将蜡样芽胞杆菌和苏云金芽胞杆菌完全分
开，2 种菌互有混杂。部分蜡样芽胞杆菌 ( BC _
AH187 /NC7401 /Q1; BC_ATCC 10987 /FＲI-35)和苏
云金芽胞杆菌(BT_Bt407 / serovar_chinensis_CT_43 /
serovar_IS5056 /YBT_1518)具有完全相同的 CＲISPＲ
_2_5 序列;同时也有少数蜡样芽胞杆菌和苏云金芽
胞杆菌菌株具有完全相同的 CＲISPＲ_2_5 序列(BT_

AI _ Hakam /BC _ F837 － 76; BT _ HD _ 789 /BC _
G9842)，而炭疽芽胞杆菌的 CＲISPＲ_2_5 序列型与
蜡样芽胞杆菌和苏云金芽胞杆菌都完全不同，具有
自己独特的序列型。

3 讨论

CＲISPＲ 位点多态性分型近年来应用越来越广
泛，已经成为结核分枝杆菌分型的标准方法之一，其
在白喉杆菌、空肠弯曲杆菌等也有很好的应用。

我们对炭疽芽胞杆菌中 CＲISPＲ 位点情况进行
了考察。通过下载 NCBI 数据库中已有的 6 株炭疽
芽胞杆菌 ( B． anthracis str． Ames，B． anthracis str．
‘Ames Ancestor’，B． anthracis str． A0248，B．
anthracis str． CDC684，B． anthracis str． Sterne 和 B．
anthracis str． H9401) 的全基因组序列并对其中的
CＲISPＲ 位点进行生物信息学分析。我们发现，6 株
炭疽芽胞杆菌中存在的 CＲISPＲ 位点 CＲISPＲ_2 及
疑似 CＲISPＲ 位点 CＲISPＲ_3 和 CＲISPＲ_5 均相同，
不存在序列上的差异，CＲISPＲ 位点显示出高度的保
守性。为了探求这些 CＲISPＲ 位点在我国炭疽芽胞
杆菌中的分布情况，之后，我们以实验室现有的 193
株炭疽芽胞杆菌基因组为模板，通过引物设计、PCＲ
扩增及产物测序，获得了该 193 株炭疽芽胞杆菌的
CＲISPＲ 位点序列情况，分析结 果同 样显 示了
CＲISPＲ 位点的高度一致性，且与 NCBI 数据库中 6
株炭疽芽胞杆菌的生物信息学分析结果相同。炭疽
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图 2． 利用炭疽(BA)、蜡样(BC)和苏云金(BT)芽胞杆菌中的 CＲISPＲ 位点建立系统发生树
Figure 2． Phylogenetic tree based on CＲISPＲ site in B． anthracis(BA)，B． cereus(BC) and B． thuringiensis(BT) by UPGMA．

芽胞杆菌中的 CＲISPＲ 位点 CＲISPＲ _2 存在 1 个
spacer，DＲ 的重复数为 2;疑似 CＲISPＲ 位点 CＲISPＲ
_3 有 3 个 spacer，DＲ 重复数为 4;CＲISPＲ_5 有 2 个
spacer，DＲ 重复数为 3。位点中的 DＲ 序列存在个
别碱基的突变且存在回文结构(表 2)。

我们还对与炭疽芽胞杆菌同属的蜡样芽胞杆菌
和苏云金芽胞杆菌中的 CＲISPＲ 位点进行了考察。
分析方法与 NCBI 数据库中 6 株炭疽芽胞杆菌分析
方法相同，通过下载 NCBI 数据库中现有的 12 株蜡
样芽胞杆菌和 12 株苏云金芽胞杆菌基因组来进行
分析。

分析结果显示，在 12 株蜡样芽胞杆菌和 12 株
苏云金芽胞杆菌中均存在 CＲISPＲ 位点 CＲISPＲ_2
和疑似 CＲISPＲ 位点 CＲISPＲ_5 且位点情况与炭疽
芽胞杆菌中的位点相似度很高。但疑似 CＲISPＲ 位
点 CＲISPＲ_3 仅存在于部分蜡样芽胞杆菌(B． cereus
biovar anthracis str． CI，B． cereus AH820，B． cereus

F837 /76，B． cereus 03BB102)和苏云金芽胞杆菌(B．
thuringiensis str． Al Hakam，B． thuringiensis serovar
konkukian str． 97 － 27， B． thuringiensis serovar
chinensis CT-43， B． thuringiensis Bt407， B．
thuringiensis serovar thuringiensis str． IS5056， B．
thuringiensis serovar finitimus YBT-020)中。

通过 3 种菌的 CＲISPＲ 位点比较分析发现，位
点间存在部分碱基突变情况，且个别碱基的突变结
果呈现了一定的一致性。

炭疽芽胞杆菌作为一种古老的烈性病原菌，具
有很强的保守性。传统的分子分型技术不适用炭疽
芽胞杆菌的分型，例如，脉冲场凝胶电泳 ( pulsed-
field gel electrophoresis，PFGE)仅能鉴别种属间的
差异，可以将炭疽芽胞杆菌与蜡样芽胞杆菌和枯草
芽胞杆菌区分开，而无法区分种属内部的差别。炭
疽芽胞杆菌的遗传变异水平很低，MLVA 分析可用
于炭疽芽胞杆菌分子分型，SNP 位点分析对炭疽芽
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胞杆菌菌株也具有足够的鉴别能力。目前这两种方
法是炭疽芽胞杆菌的主要分型方法。

我们实验所考察的 193 株炭疽芽胞杆菌的基因
组来自于我国新疆、内蒙、辽宁、甘肃、河南、河北和
山东等主要炭疽疫源地，基本涵盖了我国所有炭疽
芽胞杆菌类型。从分析结果可以推断，CＲISPＲ 位点
分型对于我国境内的炭疽芽胞杆菌分型并不适用。

对于炭疽芽胞杆菌内 CＲISPＲ 位点极端保守的
情况，我们分析可能由以下原因造成。炭疽芽胞杆
菌在生长环境不适宜时会形成芽胞，芽胞是繁殖体
的休眠状态，对于外界环境有很强的抗逆性，在环境
适宜时会萌发生长成繁殖体。休眠期的芽胞的强抗
逆性导致其不会被噬菌体侵染，而自然界中的炭疽
芽胞杆菌几乎都以芽胞的形式存在，因而在漫长的
历史过程中，炭疽芽胞杆菌基因组极少受外源 DNA
干扰，导致炭疽芽胞杆菌进化十分缓慢，也正因为这
一点，其 CＲISPＲ 多态性受到限制，无法用于炭疽芽
胞杆菌的分子分型。

与蜡样芽胞杆菌和苏云金芽胞杆菌的 CＲISPＲ
位点比较分析表明，炭疽芽胞杆菌的 CＲISPＲ 位点
显示出极高的一致性，而蜡样芽胞杆菌与苏云金芽
胞杆菌均存在不同程度的突变，这再一次证明了炭
疽芽胞杆菌的保守性很高。虽然 CＲISPＲ 位点不能
用来进行炭疽芽胞杆菌分子分型，不过以 CＲISPＲ_
2_5序列构建的系统发生树显示，炭疽芽胞杆菌不与
蜡样和苏云金芽胞杆菌聚类到一起，这一结果可以
为分辨炭疽与蜡样和苏云金芽胞杆菌菌种间的差别
提供方法上的参考。

作为同一类群下的菌种，炭疽芽胞杆菌比蜡样
和苏云金芽胞杆菌具有更高保守性可能与菌种的性
质相关。相比于炭疽芽胞杆菌，蜡样芽胞杆菌属于
条件致病菌且毒力有限，并不会导致宿主迅速死亡，
所以与宿主作用时间比炭疽芽胞杆菌要长，而且宿
主环境远比自然环境复杂;苏云金芽胞杆菌主要对
昆虫致病，由于昆虫的广泛分布，使其与宿主作用的
机会比炭疽芽胞杆菌大得多。因此相比于炭疽芽胞
杆菌，两株菌的进化速度要更快一些。所以，炭疽芽
胞杆菌是更接近于其“祖先”的菌株。

综上所述，炭疽芽胞杆菌作为一种古老的微生
物，其进化过程极其缓慢，基因组相对保守，目前炭
疽芽胞杆菌分型方法还是以 MLVA 和 SNP 分析为
主，基于 CＲISPＲ 位点多态性的分子分型并不适用
于炭疽芽胞杆菌。CＲISPＲ 位点在炭疽芽胞杆菌中

高度保守，与蜡样和苏云金芽胞杆菌都不相同，因而
CＲISPＲ 位点可能为炭疽芽胞杆菌与其它近缘蜡样
菌间的鉴别中提供新的分子标记。
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Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
(CＲISPＲ) site in Bacillus anthracis

Zhiqi Gao1#，Dongshu Wang1#，Erling Feng1，Bingxiang Wang2，Yiming Hui2，
Shaobo Han2，Lei Jiao2，Xiankai Liu1* ，Hengliang Wang1*
1 State Key Laboratory of Pathogen and Biosecurity，Institute of Biotechnology，Academy of Military Medical Sciences，
Beijing 100071，China
2 Lanzhou Institute of Biological Products Co． Ltd．，Lanzhou 730046，Gansu Province，China

Abstract:［Objective］ To investigate the polymorphism of clustered regularly interspaced short palindromic repeats
(CＲISPＲ) in Bacillu santhracis and the application to molecular typing based on the polymorphism of CＲISPＲ in B．
anthracis． ［Methods］We downloaded the whole genome sequence of 6 B． anthracis strains and extracted the CＲISPＲ
sites． We designed the primers of CＲISPＲ sites and amplified the CＲISPＲ fragments in 193 B． anthracis strains by PCＲ
and sequenced these fragments． In order to reveal the polymorphism of CＲISPＲ in B． anthracis，wealigned all the
extracted sequences and sequenced results by local blasting． At the same time，we also analyzed the CＲISPＲ sites in B．
cereus and B． thuringiensis． ［Ｒesults］We did not find any polymorphism of CＲISPＲ in B． anthracis． ［Conclusion］The
molecular typing approach based on CＲISPＲ polymorphism is not suitable for B． anthracis，but it is possible for us to
distinguish B． anthracis from B． cereus and B． thuringiensis．
Keywords: Clustered Ｒegularly Interspaced Short Palindromic Ｒepeats (CＲISPＲ)，Bacillus anthracis，molecular typing
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