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安徽省亳州市布鲁氏菌病病原学监测及其分子特征分析
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摘要　目的　了解安徽省亳州市布鲁氏菌病患者群的分布及病菌流行的型别和基因特征，为制定本地区布鲁氏菌病预防与
控制策略提供依据。方法　对采集的６９８份血液样本进行虎红平板凝集试验（ＲＢＰＴ）和试管凝集试验（ＴＡＴ），收集被检测者
流行病学资料，对检测结果进行统计分析；培养并提取阳性菌株基因组ＤＮＡ，采用１６ＳｒＲＮＡ测序方法进行分离菌株的分子鉴
定和分型，通过ＣｌｕｓｔａｌＷ和ＭＥＧＡ７进行序列比对分析，结果与ＢＣＳＰ３１ＰＣＲ及ＡＭＯＳＰＣＲ的检测结果进行比较。结果　 血
清学检测共测出阳性样本６６份，阳性检出率为９４６％；检出率最高的人群主要从事活羊宰杀工作；培养出的１０株阳性菌株
１６ＳｒＲＮＡ基因测序结果显示，均与羊种布鲁氏菌亲缘关系较近，进化树显示在同一分枝上，与ＢＣＳＰ３１ＰＣＲ、ＡＭＯＳＰＣＲ鉴定结
果一致。结论　羊种布鲁氏菌在本地区传播中处于优势地位，从事羊养殖、屠宰、售卖等职业的人群为高风险人群；该研究结果
为本地区的患者群体分布及布鲁氏菌病基因分型和溯源研究提供了分子生物学证据，同时也验证了１６ＳｒＲＮＡ进行分子溯源的
有效性。
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　　布鲁氏菌病（简称布病）由布鲁氏菌引起，于
１８８４年首次被发现，１８８６年首次被分离［１］。布鲁氏

菌分为羊种、牛种、猪种、犬种、沙漠森林野鼠种及绵

羊附睾种６个种群，对人致病的是羊种、犬种、牛种
和猪种，可以通过皮肤伤口、黏膜或食用被污染的食

物直接传染，其中羊种致病力最强［２］。我国的布病

流行区正逐年扩大，并有显著的空间聚集特点［３］。

亳州市位于安徽省淮河以北，是该病高发区，近年来

散发病例不断。国内关于布病的研究中，种型鉴定

大多采用传统的 ＢＳＣＰ３１ＰＣＲ和 ＡＭＯＳＰＣＲ方法，
这两种方法只能鉴定到布鲁氏菌的属或种，而运用

评价该菌亲缘进化关系的１６ＳｒＲＮＡ基因测序技术
进行分子溯源的研究较少［４－５］。该研究对近年来亳

州市布病疑似患者及重点监测人群的血清学检测结

果进行统计分析，并运用１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析

技术对布鲁氏菌分离菌株进行检测，研究亳州市布

病流行状态、病菌种型及分子特征，为该病的分子溯

源和精准防控提供科学依据，同时运用 ＢＳＣＰ３１
ＰＣＲ和ＡＭＯＳＰＣＲ验证１６ＳｒＲＮＡ基因序列的有效
性。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　样本来源　２０２０—２０２２年期间所采集的亳
州市人民医院门诊部诊断的布病疑似患者以及亳州

市从事牛羊养殖等重点人群的６９８份血液样本。血
液的采集获得所有研究对象知情同意。

１．１．２　主要试剂　抗原凝集试剂、虎红平板源自安
徽省疾病预防控制中心（批号：２０１９０３、２０２１０２）；细
菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒购自北京卓诚惠生生物
科技有限公司（批号：Ｔ２０２１０６１８４）；哥伦比亚血平
板购自北京陆桥技术股份有限公司 （批号：

２０２００３０２、２０２００６１２、２０２００９１０、２０２１０２１８）；双相血
培养瓶购自美国 ＢＤ公司 （批号：４０２５０８１３５、
９５４２６０３８９）；革兰氏阴性鉴定卡购自法国生物梅里
埃公司（批号：２４１１３２５１０３）；ＰＣＲ反应体系来自
Ｐｒｏｍｅｇｅ生物技术有限公司 ＧｏＴａｑ ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（批号：Ｍ７１２２）；引物源自武汉天一辉远生物科
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技有限公司。

１．１．３　主要仪器　ＰＣＲ扩增仪（美国 ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ
公司，型号：ＰＴＣ２００）；电泳系统（北京卡尤迪生物
科技有限公司，型号：ＣＯＹＯＴＥＧｅｌＢｏｘ２０００）；全自
动微生物鉴定仪（法国生物梅里埃公司，型号：

ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ）。
１．２　方法
１．２．１　血清学检测　依据ＷＳ２６９２０１９《布鲁氏菌
病诊断》［６］，对采集的血液样本进行处理后，分别开

展虎红平板凝集（ｒｏｓｅｂｅｎｇａｌｐｌａｔｅａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎｔｅｓｔ，
ＲＢＰＴ）和试管凝集（ｔｕｂｅａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎｔｅｓｔ，ＴＡＴ）两
种试验。ＲＢＰＴ为初筛试验，结果判定标准为：出现
肉眼可见的凝集为阳性；ＳＡＴ为确证试验，结果判定
标准为：ＳＡＴ滴度为１∶１００＋＋及以上，或滴度为
１∶５０＋＋及以上且患者具有临床症状且病程已持续
１年以上者为阳性。
１．２．２　布鲁氏菌分离培养及生化检测　于双相血
培养瓶中注入５ｍｌ阳性患者血液，置于ＣＯ２培养箱
中，设置３７℃，培养１～２周，如固相琼脂有菌生长，
挑取菌落接种于哥伦比亚血平板，３７℃培养４８ｈ，
挑取菌落稀释，在微生物鉴定仪上做生化检测。

１．２．３　基因组ＤＮＡ模板制备　将经微生物鉴定仪
鉴定为布鲁氏菌的菌落，依据ＷＳ２６９２０１９《布鲁氏
菌病诊断》［６］中煮沸裂解法及卓诚惠生细菌 ＤＮＡ
提取试剂盒说明书提取布鲁氏菌基因组ＤＮＡ。
１．２．４　ＢＣＳＰ３１ＰＣＲ　扩增参数为：第一步预变性
（９４℃，４ｍｉｎ）；第二步变性（９４℃，１ｍｉｎ）、退火（５８
℃，１ｍｉｎ）、延伸（７２℃，１ｍｉｎ），循环３０次；第三步
末循环（７２℃，５ｍｉｎ）。模板量为２μｌ，共２５μｌ反
应体系。ＢＣＳＰ３１ＰＣＲ引物：上游引物 Ｂ４：５′ＴＧ
ＧＣＴＣＧＧＴＴＧＣＣＡＡＴＡＴＣＡＡ３′（位置：７８９～８０９）；下
游引物 Ｂ５：５′ＣＧＣＧＣＴＴＧＣＣＴＴＴＣＡＧＧＴＣＴＧ３′（位
置：１０１２～９９２）。ＰＣＲ产物在１５％琼脂糖上电泳
后，凝胶成像系统进行观察，以 ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００为分
子量标准，目的片段大小为２２４ｂｐ。
１．２．５　ＡＭＯＳＰＣＲ　扩增参数为：第一步预变性
（９４℃，４ｍｉｎ）；第二步变性（９５℃，１ｍｉｎ）、退火（６０
℃，１ｍｉｎ）、延伸（７２℃，１ｍｉｎ），循环３０次；第三步
末循环（７２℃，５ｍｉｎ）。模板量为２μｌ，共２５μｌ反
应体系。ＡＭＯＳＰＣＲ引物：ＩＳ７１１（转坐因子）：５′
ＴＧＣＣＧＡＴＣＡＣＴＴＡＡＧＧＧＣＣＴＴＣＡＴ３′；Ａ（Ａｂｏｒｔｕｓ，牛
种 ）：５′ＧＡＣＧＡＡＣＧＧＡＡＴＴＴＴＴＣＣＡＡＴＣＣＣ３′；Ｍ
（Ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ，羊 种）：５′ＡＡＡＴＣＧＣＧＴＣＣＴＴＧＣＴＧ
ＧＴＣＴＧＡ３′；Ｏ（Ｏｖｉｓ，绵阳附睾种）：５′ＣＧＧＧＴＴＣＴＧ

ＧＣＡＣＣＡＴＣＧＴＣＧ３′；Ｓ（Ｓｕｉｓ，猪种）：５′ＧＣＧＣＧ
ＧＴＴＴＴＣＴＧＡＡＧＧＴＴＣＡＧＧ３′。扩 增 ＰＣＲ 产 物 经
１５％琼脂糖凝胶电泳检测，以 ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００为分
子量标准，片段大小为４９８ｂｐ可鉴别为牛种１、２、４
型，片段大小为７３１ｂｐ可鉴别为羊种１、２、３型，片
段大小为９６ｌｂｐ可鉴别为绵羊附睾种，片段大小为
２８５ｂｐ可鉴别为猪种１型。
１．２．６　１６ＳｒＲＮＡＰＣＲ　扩增参数为：第一步预变
性（９５℃，５ｍｉｎ）；第二步变性（９５℃，３０ｓ）、退火
（５２℃，３０ｓ）、延伸（７２℃，１ｍｉｎ），循环３０次；第三
步末循环（７２℃，１０ｍｉｎ）。模板量为３μｌ，共５０μｌ
反应体系。１６ＳｒＲＮＡＰＣＲ引物：上游引物 Ｆ：５′
ＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′；下 游 引 物 Ｒ： ５′
ＧＴＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧ３′。ＰＣＲ 反 应 产 物 经
１５％琼脂糖凝胶电泳检测，以 ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００为分
子量标准，目的片段大小为５２２ｂｐ。
１．２．７　测序分析　１６ＳｒＲＮＡ基因 ＰＣＲ扩增产物
经１５％琼脂糖凝胶电泳检测，目标位置条带（５２２
ｂｐ）的阳性产物送武汉天一辉远生物科技有限公司
进行序列测定。ＧｅｎＢａｎｋ数据库下载已报道的布鲁
氏菌各型别的代表菌株序列，通过软件 ＤＮＡＳｔａｒ
（ｖ７１）进行正反向拼接，聚类比对工具（ＣｌｕｓｔａｌＷ）
和分子进化遗传分析软件（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｇｅ
ｎｅｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ，ＭＥＧＡ７０）进行序列比对分析。
１．３　流行病学数据收集与统计分析
１．３．１　数据收集　本研究的流行病学资料源于亳
州市人民医院门诊部诊断的布病疑似患者及亳州市

疾控中心对本地区从事牛羊养殖等重点人群进行抽

样检查的对象。

１．３．２　统计学处理　采用描述性流行病学方法分
别对研究人群的性别、年龄、发病时间、职业、地区分

布等差异进行统计分析；采用 ＷＰＳＯｆｆｉｃｅ２０２１和
ＧｒａｐｈＰａｄ软件整理数据并绘制图表，运用 ＳＰＳＳ
１７０软件对数据进行统计分析，率的比较采用 χ２

检验，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　亳州市布病血清学阳性患者基本情况
２．１．１　阳性患者检出时间分布情况　２０２０—２０２２
年亳州市血清学检测共检测血液样本６９８份，确诊
为阳性者６６份，阳性检出率为９４６％，不同年份布
病阳性检出率差异无统计学意义（Ｐ＞００５），不同
月份间布病阳性检出率差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），见表１。全年中除１月份外均有阳性患者检
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出，３～７月检出患者数最多，占比５６１％（图１）。
２．１．２　布病阳性患者地区分布情况　亳州市不同
地区人群布病阳性检出率差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），辖区中阳性患者数最多、阳性检出率最高的
均为谯城区，其次为利辛县。见表２。

表１　不同时间阳性患者检出情况 ［ｎ（％）］

Ｔａｂ．１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｐａｔｉｅｎｔｓ

ａｔｖａｒｉｏｕｓｔｉｍｅｉｎｔｅｒｖａｌｓ［ｎ（％）］

Ｖａｒｉａｂｌｅ
Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｔｅｓｔ

（ｎ＝６９８）

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ
（ｎ＝６６）

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｒａｔｅ（％）χ

２ｖａｌｕｅＰｖａｌｕｅ

Ｙｅａｒ
　２０２０ ２２３（３１．９５） １９（２８．７９） ８．５２
　２０２１ ２５０（３５．８２） ２１（３１．８２） ８．４０ １．７１２ ０．４２５
　２０２２ ２２５（３２．２３） ２６（３９．３９） １１．５６
Ｓｅａｓｏｎ １２７．７７３ ＜０．００１
　Ｓｐｒｉｎｇ（ＭａｒｔｏＭａｙ） ６３（９．０３） ２１（３１．８２） ３３．３３
　Ｓｕｍｍｅｒ（ＪｕｎｔｏＡｕｇ） ４６（６．５９） １９（２８．７９） ４１．３０
　Ａｕｔｕｍｎ（ＳｅｐｔｔｏＮｏｖ） ５７３（８２．０９） ２１（３１．８２） ３．６６
　Ｗｉｎｔｅｒ（ＤｅｃｔｏＦｅｂ） １６（２．２９） ５（７．５８） ３１．２５

表２　不同地区阳性患者检出情况 ［ｎ（％）］
Ｔａｂ．２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｐａｔｉｅｎｔｓ
ａｃｒｏｓｓｖａｒｉｏｕｓｒｅｇｉｏｎｓ［ｎ（％）］

Ｒｅｇｉｏｎ
Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆｔｅｓｔｓ
（ｎ＝６９８）

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｐａｔｉｅｎｔｓ
（ｎ＝６６）

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｒａｔｅ
（％）

χ２ｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

Ｑｉａｏｃｈｅｎｇｄｉｓｔｒｉｃｔ ２６３（３７．６８） ４６（６９．７０） １７．４９
Ｌｉｘｉｎｃｏｕｎｔｙ ７２（１０．３２） １２（１８．１８） １６．６７
Ｇｕｏｙａｎｇｃｏｕｎｔｙ １５６（２２．３５） ７（１０．６１） ４．４９ ５９．１７６ ＜０．００１
Ｍｅｎｇｃｈｅｎｇｃｏｕｎｔｙ １３８（１９．７７） １（１．５２） ０．７２
Ｏｕｔｓｉｄｅｔｈｅｊｕｒｉｓｄｉｃｔｉｏｎ ６９（９．８９） ０ ０

图１　不同月份阳性患者数量

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｃｏｕｎｔｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｐａｔｉｅｎｔｓａｃｒｏｓｓｖａｒｉｏｕｓｍｏｎｔｈｓ

２．１．３　布病阳性患者职业分布情况　从阳性患者
数量上观察，从事饲养工作人数最多，其次是从事屠

宰的人员。从阳性检出率方面观察，以从事屠宰的

人员检出率最高，其次为农民。不同职业人群布病

阳性检出率差异有统计学意义（Ｐ＜００５），见表３。
２．１．４　布病阳性患者年龄与性别分布情况　患者
最小年龄１１岁，最大年龄７２岁，５１～６０岁之间阳
性患者数量最多。不同性别和不同年龄组人群的阳

性检出率差异均无统计学意义（Ｐ＞００５），见表４、
图２。

表３　不同职业阳性患者检出情况 ［ｎ（％）］

Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｐａｔｉｅｎｔｓａｃｒｏｓｓ

ｖａｒｉｏｕｓｏｃｃｕｐａｔｉｏｎａｌｇｒｏｕｐｓ［ｎ（％）］

Ｏｃｃｕｐａｔｉｏｎ
Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｔｅｓｔｓ

（ｎ＝６９８）

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｐａｔｉｅｎｔｓ
（ｎ＝６６）

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｒａｔｅ
（％）

χ２ｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

Ｓｈｅｅｐｂｒｅｅｄｅｒ ３９２（５６．１６） ４３（６５．１５） １０．９７
Ｓｌａｕｇｈｔｅｒｏｆｓｈｅｅｐ ２０（２．８７） ８（１２．１２） ４０．００
Ｆａｒｍｅｒ ２０（２．８７） ６（９．０９） ３０．００ ４９．９２９ ＜０．００１
Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｉａｎｓａｎｄｍｕｔ
ｔｏｎｍｏｎｇｅｒｓ

２３（３．３０） ４（６．０６） １７．３９

Ｏｔｈｅｒ ２４３（３４．８１） ５（７．５８） ２．０６

表４　不同年龄和性别阳性患者检出情况 ［ｎ（％）］

Ｔａｂ．４　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｐａｔｉｅｎｔｓｃａｔｅｇｏｒｉｚｅｄ

ｂｙａｇｅａｎｄｓｅｘ［ｎ（％）］

Ｖａｒｉａｂｌｅ
Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｔｅｓｔｓ

（ｎ＝６９８）

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｐａｔｉｅｎｔｓ
（ｎ＝６６）

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｒａｔｅ
（％）

χ２ｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

Ａｇｅ（ｙｅａｒｓ） ６．３９４ ０．１７２
　≤３０ ７８（１１．１７） ６（９．０９） ７．６９
　３１～４０ １０５（１５．０４） １３（１９．７０） １２．３８
　４１～５０ １７５（２５．０７） ９（１３．６４） ５．１４
　５１～６０ ２３９（３４．２４） ２６（３９．３９） １０．８８
　＞６０ １０１（１４．４７） １２（１８．１８） １１．８８
Ｇｅｎｄｅｒ １．１０２ ０．２９４
　Ｍａｌｅ ５１２（７３．３５） ５２（７８．７９） １０．１６
　Ｆｅｍａｌｅ １８６（２６．６５） １４（２１．２１） ７．５３

图２　各年龄组不同性别阳性患者数量

Ｆｉｇ．２　Ｄｅｍｏｇｒａｐｈｉｃｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｐａｔｉｅｎｔｓ

ｓｔｒａｔｉｆｉｅｄｂｙｓｅｘａｃｒｏｓｓｄｉｓｔｉｎｃｔａｇｅｇｒｏｕｐ
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２．２　培养及鉴定结果　通过对６６名阳性患者的随
访，成功采集了其中３３人的血液样本，置于双相血
培养瓶３７℃培养１～２周，有１０份血样本显示有菌
生长，参与菌种鉴定的１０名患者中，７人来自谯城
区、２人来自涡阳县、１人来自利辛县。其中７人从
事养殖工作，２人从事宰羊和处理羊肠衣，１人卖羊
肉。男性９人，女性１人。其中３人年龄在２５～３８
岁之间，另外７人年龄在４０～５６岁之间。经微生物
鉴定仪鉴定脯氨酸芳胺酶（ｐｒｏｌｉｎｅａｒｙｌａｍｉｄａｓｅ，Ｐｒｏ
Ａ）、氨基乙酸芳胺酶（ｇｌｙｃｉｎｅａｒｙｌａｍｉｄａｓｅ，ＧｌｙＡ）、酪
氨酸芳胺酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅａｒｙｌａｍｉｄａｓｅ，ＴｙｒＡ）及尿素酶
（ｕｒｅａｓｅ，ＵＲＥ）均阳性，说明均为羊种布鲁氏杆菌。
２．３　ＢＳＣＰ３１ＰＣＲ扩增结果　１０株布鲁氏菌分离
菌株 ＢＳＣＰ３１ＰＣＲ扩增产物经 ＧｅｌＢｏｘ２００系统电
泳、成像，以 ＤＬ２０００ＤＮＡＬａｄｄｅｒ为分子量标准，均
在２２３ｂｐ位置出现特异性条带（图３），判断为目的
扩增片段。

图３　１０株布鲁氏菌菌株ＢＳＣＰ３１ＰＣＲ扩增结果
Ｆｉｇ．３　ＯｕｔｃｏｍｅｓｏｆＢＳＣＰ３１ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｆｏｒｔｅｎＢｒｕｃｅｌｌａｓｔｒａｉｎｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１－１０：ＯｕｔｃｏｍｅｓｏｆＢＳＣＰ３１ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｔｅｎ

Ｂｒｕｃｅｌｌａｓｔｒａｉｎｓ；ＮＣ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

２．４　ＡＭＯＳＰＣＲ扩增结果　１０株布鲁氏菌分离
菌株ＡＭＯＳＰＣＲ扩增产物经ＧｅｌＢｏｘ２００系统电泳、
成像，以 ＤＬ２０００ＤＮＡＬａｄｄｅｒ为分子量标准，均在
７３１ｂｐ位置出现特异性条带（图４），该结果证明，本
次分离的１０株布鲁氏菌均为羊种布鲁氏菌。

图４　１０株布鲁氏菌菌株ＡＭＯＳＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ．４　ＯｕｔｃｏｍｅｓｏｆＡＭＯＳＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｔｅｎＢｒｕｃｅｌｌａｓｔｒａｉｎｓ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１－１０：ＯｕｔｃｏｍｅｓｏｆＡＭＯＳＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｔｅｎ

Ｂｒｕｃｅｌｌａｓｔｒａｉｎｓ；ＮＣ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

２．５　１６ＳｒＲＮＡＰＣＲ扩增结果　１０株布鲁氏菌分
离菌株１６ＳｒＲＮＡＰＣＲ扩增产物经ＧｅｌＢｏｘ２００系统
电泳、成像，以 ＤＬ２０００ＤＮＡＬａｄｄｅｒ为分子量标准，
均在５２２ｂｐ位置出现特异性条带（图５），说明目的
片段得到有效扩增，且位置正确，条带清晰，适合测

序。

图５　１０株布鲁氏菌菌株１６ＳｒＲＮＡＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ．５　Ｏｕｔｃｏｍｅｓｏｆ１６ＳｒＲＮＡＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆｔｅｎＢｒｕｃｅｌｌａｓｔｒａｉｎｓ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１－１０：Ｏｕｔｃｏｍｅｓｏｆ１６ＳｒＲＮＡＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒ

ｔｅｎＢｒｕｃｅｌｌａｓｔｒａｉｎｓ；ＮＣ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

２．６　序列检测分析　１６ＳｒＲＮＡＰＣＲ扩增阳性产物
送武汉天一辉远生物科技有限公司进行测序，测序

结果通过ＤＮＡＳｔａｒ软件进行正反向拼接，ＣｌｕｓｔａｌＷ
和ＭＥＧＡ７进行序列分析。与ＧｅｎＢａｎｋ数据库下载
的已报道的羊种布鲁氏菌 ＺＨＵ株（ＣＰ０６９３８５１）
Ｂ２９株 （ＣＰ０３５７９４１）ＲＭ５７株 （ＣＰ０４４３４３１）
ＶＢ１２４５５株（ＣＰ０４４９８６１）以及牛种布鲁氏菌 ｃｌｐＰ
株（ＣＰ０４４３３９１）猪种布鲁氏菌 ２０１１０１７２５８株
（ＣＰ０１７０１２１）犬 种 布 鲁 氏 菌 ２００９００４４９８株
（ＣＰ０１６９７３１）黑龙江立克次体０５４株（ＡＦ１７８０３７）
的１６ＳｒＲＮＡ基因序列进行比对，结果显示安徽省
亳州市１０株布鲁氏菌分离菌株均与羊种布鲁氏菌
亲缘关系较近，进化树显示在同一分枝上（图６）。

图６　１０株布鲁氏菌菌株１６ＳｒＲＮＡ基因序列系统进化分析

Ｆｉｇ．６　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｆｒｏｍｔｅｎＢｒｕｃｅｌｌａｓｔｒａｉｎｓ

ＡＨＢＺ０１ＡＨＢＺ１０：ＴｅｎＢｒｕｃｅｌｌａｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ；

Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓｗｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｕｔｉｌｉｚｉｎｇｔｈｅｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ，

ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄｂｙｂｏｏｔｓｔｒａｐｒｅｓａｍｐｌｉｎｇｃｏｎｄｕｃｔｅｄ３０００ｔｉｍｅｓ．
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３　讨论

　　布病的发生和传播不仅与气候、地理环境等自
然环境因素联系紧密，而且与经济、文化、宗教、贸易

等社会经济因素密切相关［７－９］。安徽省亳州地区拥

有养殖羊牛等牲畜的传统，布病散发病例不断出现。

采用血清学检测仅能检测到阳性患者，病菌溯源追

踪则受到局限，目前国内运用１６ＳｒＲＮＡ基因测序
对布鲁氏菌的研究并不多见［４－５］。本研究在血清学

检测的基础上，进一步运用１６ＳｒＲＮＡ基因测序技
术开展对亳州市布病的分子溯源分析，以及时掌握

布鲁氏菌的菌型分布及感染风险。

本研究发现亳州市与附近的确山县、徐州市、平

顶山市相比，布病的阳性患者人数相对较少［１０－１２］，

除去发病率低的原因外，也可能是因为本地区的布

病监测点只设在市本级主城区，造成地理位置偏远

的县区患者选择就近去医疗水平较高的其他地市就

医，因此部分患者未能纳入本次分析；还有可能是本

地区医疗机构可能存在漏诊或误诊［１３］及患者对布

病认知不足没有及时就医等情况。亳州市地处淮河

以北，属于温带季风气候，冬季气候较为寒冷，布病

发病多集中于３～７月份，此结论与确山县［１０］、平顶

山市［１２］的研究结果一致。亳州市辖区内谯城区和

利辛县两地的患者数及检出率明显高于其他地区，

原因可能是这两地从事牛羊养殖、屠宰加工、贩卖的

散户较多，工作时有徒手接触牲畜分娩过程中产生

的分泌液及污染物等高风险行为，增加了布病感染

的概率［１４－１５］。本研究中患病者多数从事养殖工作，

这与徐州市、确山县、平顶山市研究结果一致［１０－１２］，

但研究中发现阳性检出率最高的职业是从事活羊屠

宰的人员，其次是养羊的农民，推断从事活羊屠宰者

可能更容易被病菌感染，提示防控部门应加强对从

事活羊屠宰者的监测。

本研究测序结果显示羊种布鲁氏菌在本地区传

播中处于优势地位，与韩腾伟、谢群 等［４－５］研究结

果一致。流行病学调查资料显示，１０名参与菌种鉴
定患者均为亳州市本地居民，均从事羊的养殖、屠宰

及售卖工作，鉴于菌株的进化树显示在同一分枝上，

推断该菌应为在本地区养殖的牲畜中传播的羊种布

鲁氏菌，提示防控部门应继续加强对本地区羊养殖

群体的关注。

由于ＶＩＴＥＫ２微生物自动鉴定仪检测布鲁氏菌
易出现误鉴定并存在种属鉴定的局限性［１６］，本研究

仅将其鉴定结果用于纯化菌株，以提高基因组 ＤＮＡ

提取的准确性。１６ｓｒＲＮＡＰＣＲ操作过程易受污染，
影响结果准确性，本研究同时采用 ＢＣＳＰ３１ＰＣＲ与
ＡＭＯＳＰＣＲ做比对试验，验证了１６ＳｒＲＮＡ方法进行
分子溯源分析的有效性。

针对本研究结果，亳州市今后布病防控应重点

关注散养牲畜的农户和从事宰羊、售卖羊肉的个体

商户，在每年开展重点人群监测时针对性开展健康

教育，发病高峰期前发布防病警示，以提高重点人群

自我防护能力；引导养殖户重点选用羊种布鲁氏菌

疫苗对牲畜接种；加强对牲畜的来源、销售去向的管

控，防范染疫动物向本地输入。

本研究的不足之处在于分离的菌株量少，仅能

初步分析亳州市布病主要流行区域的分子遗传特

征，试验方法中采用煮沸法提取ＤＮＡ模板可能降低
检测结果的阳性率，以及１６ＳｒＲＮＡＰＣＲ扩增产物
较短，可能影响结果的准确性等，以上问题将在后续

研究中进一步解决。
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δ阿片受体激动剂在疾病治疗中的新进展
郭方豪１ 综述　张乐莎２ 审校

（安徽医科大学１第一临床医学院、２基础医学院生理学教研室，合肥　２３００３２）

摘要　阿片类药物是临床上常用药物，主要作用于分布在中枢、外周神经元等处的不同亚型的阿片受体，是治疗急性疼痛或
癌痛的首选药物。δ阿片受体（ＤＯＲ）激动剂是一种以δ受体为目标受体的阿片类药物，近年来因其对心脏、脑、肝脏等多器官
的缺血／再灌注损伤改善作用及治疗精神和神经类疾病的潜力，得到广泛关注。该文就ＤＯＲ激动剂在多种疾病治疗中的机制
研究进行综述，并对其临床应用前景进行展望，发现ＤＯＲ激动剂对器官抗缺血／再灌注损伤的作用可能通过减少凋亡和线粒
体损伤，激活多种信号通路来实现；此类药物亦表现出抗炎、抗抑郁和治疗神经退行性疾病的作用，为ＤＯＲ激动剂应用于相关
疾病治疗提供新的视角。

关键词　ＤＯＲ激动剂；缺血／再灌注损伤；心肌梗死；脓毒症；帕金森病；抑郁症
中图分类号　Ｒ９７１
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００－１４９２（２０２５）０５－０９７０－０６
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　　阿片类药物已可以安全有效地应用于急性疼痛
和癌痛的治疗［１］，目前许多研究正显示出它在其他

疾病治疗中的潜力［２］。阿片类药物分为天然阿片

类药物、半合成和合成阿片类药物［３］。阿片类药物

主要作用于三种阿片受体亚型，即μ、κ和 δ阿片受
体，它们广泛分布于中枢和外周神经元［４］。广为人
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作者简介：郭方豪，男，本科生；

张乐莎，女，副教授，硕士生导师，通信作者，Ｅｍａｉｌ：

ｚｈａｎｇｌｅｓｈａ＠ａｈｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

知的μ阿片受体激动剂，如吗啡及其衍生物、芬太
尼等已在临床用于镇痛［５］。而近期的大量研究［６］

显示，δ阿片受体（ｄｅｌｔａｏｐｉｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＤＯＲ）激动剂
在抗缺血／再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）损伤和
改善负面情绪方面有良好作用，这引起了学者们的

广泛关注。Ｉ／Ｒ损伤发生在急性心肌梗死和缺血性
脑卒中等严重疾病的发生发展过程中，导致氧化应

激、炎症等多种损害［７］。寻找缓解 Ｉ／Ｒ损伤的治疗
药物是当务之急。近年来，已有研究［８］报道人工合

成的δ阿片肽（Ｄ丙２，Ｄ亮５）－脑啡肽（［ＤＡｌａ２，
ＤＬｅｕ５］ｅｎｋｅｐｈａｌｉｎ，ＤＡＤＬＥ）具有抗 Ｉ／Ｒ损伤的组
织保护作用。另外，研究［９－１１］报道 ＳＮＣ８０、ＫＮＴ
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