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　 　 摘要:　 本研究测定猪丹毒丝菌临床毒株 ＳＧ７ 的全基因组序列ꎬ并运用生物信息学方法对测定的全基因组序

列及猪丹毒丝菌表面保护性抗原 Ａ 基因(ＳｐａＡ)进行分析ꎮ ＳＧ７ 菌株的基因组全长为１ ８３４ ２９１.００ ｂｐꎬＧ＋Ｃ 含量为

３６􀆰 ３％ꎬ基因总数１ ８４６个ꎮ 将 ＳＧ７ 菌株与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ８ 条完整的猪丹毒丝菌全基因组序列进行比较ꎬ发现国内外

不同菌株间基因组的基本信息存在不同程度差异ꎮ 基于全基因组单核苷酸多态性(ＳＮＰｓ)的系统发育分析结果表

明ꎬ９ 株菌株聚为 ３ 个分支ꎬ国内菌株并不完全处于同一分支ꎬＳＧ７ 菌株与国内常见菌株不属于同一进化分支ꎮ
ＳｐａＡ 基因高变区的分析结果显示ꎬ９ 株菌株亦可分为 ３ 个 ＳｐａＡ 型ꎬＳＧ７ 菌株为携带 Ｍｅｔ２０３ 的高致病性菌株ꎮ 除

ＳＧ７ 菌株外ꎬ其他 ８ 株菌株的 ＳｐａＡ 基因分型结果与基于全基因组 ＳＮＰｓ 分析的结果一致ꎬ说明 ＳＧ７ 菌株的遗传背

景复杂ꎮ 本研究结果可为猪丹毒丝菌基因组整体水平研究和疫苗的研发奠定基础ꎮ
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　 　 猪丹毒丝菌 ( Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ ｒｈｕｓｉｏｐａｈｉａｅ) 又

称红斑丹毒丝菌ꎬ属于丹毒丝菌属 ( Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏ￣
ｔｈｒｉｘ) ꎬ呈纤细杆状ꎬ是一种革兰氏阳性的人畜

４９６



共患病病原菌ꎮ 猪丹毒是由猪丹毒丝菌引发的

一种急性、热性传染病ꎬ能导致家禽、畜类的一

系列皮肤感染及败血症ꎮ 人类因外伤局部感染

猪丹毒丝菌ꎬ会发生类丹毒ꎬ感染时手指出现斑

点或肿起 [ １￣２] ꎮ 在 ２０ 世纪 ８０ 至 ９０ 年代ꎬ猪丹

毒与猪肺疫、猪瘟并称中国养猪业三大传染病ꎬ
给养猪业带来巨大的损失并影响人类健康 [ ３] ꎮ
近年来ꎬ猪丹毒在中国多个省份均有发生ꎬ且发

病率呈上升趋势 [ ４] ꎮ
目前预防和控制猪丹毒疫病的主要手段是接种

疫苗ꎬ传统疫苗虽然对猪丹毒的预防起到一定作用ꎬ
但仍有保护率低、保护周期短等缺点ꎮ 细菌的毒力

因子是人们研制新型疫苗的标靶[５]ꎮ 有研究结果

表明ꎬ猪丹毒丝菌表面保护性抗原 Ａ(ＳｐａＡ)是其重

要的毒力因子[６￣７]ꎬ可以通过介导猪丹毒丝菌与猪内

皮细胞的黏附而侵入宿主发挥作用[７]ꎮ 同时亦有

很多研究结果证实了 ＳｐａＡ 蛋白的 Ｎ 端区域为免疫

保护区ꎬ对猪丹毒丝菌毒株有良好的免疫保护作

用[８￣１０]ꎮ 全基因组测序是通过 ＤＮＡ 测序仪对物种

基因进行测序的一种生物信息学手段ꎬ全基因组测

序分辨率高、分析速度快ꎬ为传染性疾病的调查提供

了新的方法ꎬ对疫病监测具有重要的指导意义[１１]ꎮ
本研究拟通过测定分离自广东省韶关市的猪丹毒丝

菌毒力菌株 ＳＧ７[１２]的全基因序列ꎬ利用相关软件进

行全基因组的注释分析ꎬ并分析 ＳｐａＡ 的遗传多样

性ꎬ以期为猪丹毒丝菌的后续研究提供有利的数据

支撑ꎬ也为新型亚单位疫苗的开发和改良奠定理论

基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 菌株

从广东省韶关市某猪丹毒发病猪场分离获得猪

丹毒丝菌菌株 ＳＧ７ꎬ通过动物试验鉴定为毒力菌株ꎬ
半致死量(ＬＤ５０)为７.３×１０３ ＣＦＵ[１２]ꎮ
１.２　 基因组的测序与注释

将得到的猪丹毒丝菌 ＤＮＡ 样品进行 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＨｉｓｅｑＴＭ测序ꎬ获得原始图像数据ꎬ再经过碱基识别得

到原始测序数据ꎮ 但鉴于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序过程中产生

的错误会对最终的分析结果造成影响ꎬ为了数据的准

确性ꎬ通过软件 ＦａｓｔＱＣ 对测序数据质量进行可视化

评估ꎬ再利用软件 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ[１３] 过滤原始数据ꎬ以
保证信息分析的准确性ꎮ 使用软件 ＳＰＡｄｅｓ[１４]对得到

的测序数据进行拼接ꎬ然后对拼接得到的重叠群进行

填补空隙ꎮ 在修正拼接过程中ꎬ产生剪辑错误及小片

段插入缺失会影响分析的准确性ꎬ因此需要采用软件

ＰｒＩｎＳｅＳ￣Ｇ[１５]进行序列矫正ꎬ得到最终的结果ꎮ 拼接

结果采用软件 Ｐｒｏｋｋａ[１６] 进行基因元件的分析预测ꎬ
同时利用软件 ＲｅｐｅａｔＭｏｄｅｌｅｒ 鉴定 ＳＧ７ 基因组上的重

复序列ꎮ 最后ꎬ采用软件 ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔ＋将蛋白质氨基

酸序列与 ＣＯＧ、ＫＥＧＧ、ＶＦＤＢ 等数据库的数据进行比

对ꎬ获得蛋白质功能注释信息ꎮ
１.３　 ＳｐａＡ 基因碱基序列分析

从测定的 ＳＧ７ 菌株以及 ＧｅｎＢａｎｋ 上公布的猪

丹毒丝菌全基因组序列中提取 ＳｐａＡ 基因碱基序列ꎬ
并翻译为氨基酸序列ꎬ根据前人描述的方法[１７￣１８] 分

析 ＳｐａＡ 基因 ４３２ ｂｐ 高变区对应蛋白质 Ｎ 端的氨基

酸序列ꎮ
１.４　 ＳＧ７ 菌株与其他猪丹毒丝菌的比较基因组学

分析

　 　 对 ＳＧ７ 菌株与 ＧｅｎＢａｎｋ 上公布的猪丹毒丝菌

完整的全基因组序列进行比较基因组学分析ꎬ并构

建基于全基因组单核苷酸多态性(ＳＮＰｓ)系统进化

树图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 猪丹毒丝菌菌株 ＳＧ７ 基因组的基本特征

表 １ 显示ꎬ猪丹毒丝菌菌株 ＳＧ７ 的基因组全长

为１ ８３４ ２９１.００ ｂｐꎬＧ＋Ｃ 含量为 ３６􀆰 ３０％ꎮ 组分分析

发现ꎬ基因总数为１ ８４６个ꎬ碱基数为１ ６８５ ４４２.００
个ꎬ基因平均长度为 ９１３􀆰 ０２ ｂｐꎬ占基因组全长的

９１􀆰 ８９％ꎬ蛋白质预测数为１ ７５５个ꎮ 采用软件 Ａｒａ￣
ｇｏｒｎ 预测 ｔＲＮＡꎬ预测数为 ５５ 个ꎬ采用软件 ＲＮＡｍ￣
ｍｅｒ 预测 ｒＲＮＡꎬ预测数为 ３ 个ꎮ 利用软件 Ｒｅｐｅａｔ￣
Ｍｏｄｅｌｅｒ 对重复序列进行预测ꎬＳＧ７ 菌株共有 １０７ 个

平均长度为 １７０􀆰 ３０ ｂｐ 的重复序列ꎬ其中 ＤＮＡ 重复

元件有 １９ 个ꎬ低复杂度序列有 １２ 个ꎬ微卫星 ＤＮＡ
序列有 ７６ 个ꎮ
２.２　 猪丹毒丝菌菌株 ＳＧ７ 全基因组的注释

在猪丹毒丝菌菌株 ＳＧ７ 已经预测的 １ ７５５ 个基

因中ꎬ有１ ３１６个基因注释到 ＣＯＧ 数据库中[１９]ꎬ占
预测基因的 ７４􀆰 ９９％ꎬ将这些基因信息依据 ＣＯＧ 分

类标准进行分类ꎬ可分为 １９ 类ꎻ有１ ０７９个基因注释

到 ＫＥＧＧ 数据库中[２０]ꎬ占预测基因的 ６１􀆰 ４８％ꎬ可将

这些基因划分为 ２４ 类代谢通路ꎮ
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表 １　 猪丹毒丝菌 ＳＧ７ 基因预测结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ ｒｈｕｓｉｏｐａｈｉａｅ ＳＧ７ ｇｅｎｅ

类别　 　 　 　 　 　 统计结果

基因组长度(ｂｐ) １ ８３４ ２９１.００

Ｇ＋Ｃ 含量(％) ３６.３０

基因总数 １ ８４６.００

最小基因长度(ｂｐ) ６７.００

最大基因长度(ｂｐ) ７ ６４４.００

基因平均长度(ｂｐ) ９１３.０２

碱基数 １ ６８５ ４４２.００

基因比率(％) ９１.８９

蛋白质预测数 １ ７５５.００

ｔＲＮＡ 数 ５５.００

ｒＲＮＡ 数 ３.００

重复区数目 １０７.００

重复区碱基数(ｂｐ) １８ ２２２.００

重复区比率(％) ０.９９

ＤＮＡ 重复元件 １９.００

低复杂度序列 １２.００

微卫星 ＤＮＡ 序列 ７６.００

　 　 ＶＦＤＢ[２１]是专门用于研究致病因子的数据库ꎬ包
括 ＳｅｔＡ 和 ＳｅｔＢ ２ 部分ꎮ 将猪丹毒丝菌菌株 ＳＧ７ 预测

得到的基因碱基序列、蛋白质氨基酸序列与 ＶＦＤＢ 数

据库中的数据进行比对ꎬ把基因和其相对应的毒力因

子功能注释信息结合起来ꎬ有 １０８ 个基因注释到 ＳｅｔＡ
数据库ꎬ有 １１４ 个基因注释到 ＳｅｔＢ 数据库ꎮ

ＣＡＲＤ[２２]是耐药基因数据库ꎬ能为药物作用研究

以及环境治理提供研究依据ꎮ 将猪丹毒丝菌菌株

ＳＧ７ 预测得到的基因碱基序列、蛋白质氨基酸序列与

ＣＡＲＤ 数据库中的数据进行比对ꎬ有 ２３ 个基因注释

到 ＣＡＲＤ 数据库ꎮ
ＰＨＩ￣ｂａｓｅ[２３]是病原与宿主互作数据库ꎬ用于寻

找药物干预的靶基因ꎮ 将猪丹毒丝菌菌株 ＳＧ７ 预

测得到的基因碱基序列、蛋白质氨基酸序列与 ＰＨＩ￣
ｂａｓｅ 数据库中的数据进行比对ꎬ有 ３４ 个基因注释到

ＰＨＩ￣ｂａｓｅ 数据库ꎮ
２.３　 猪丹毒丝菌 ＳｐａＡ 基因分析

当前 ＧｅｎＢａｎｋ 上公布的猪丹毒丝菌完整基因

组序列共有 ８ 条ꎬ从 ＳＧ７ 和 ＧｅｎＢａｎｋ 中的 ８ 株猪丹

毒丝菌的基因组序列中提取 ＳｐａＡ 基因 ４３２ ｂｐ 高变

区ꎬ并对相应蛋白质的 Ｎ 端进行分析ꎬ结果表明ꎬ９
个菌株中有 ５ 个菌株为 Ｍｅｔ２０３ / Ｉｌｅ２５７ 型ꎬ３ 个菌株

为 Ｉｌｅ２０３ / Ｉｌｅ２５７ 型ꎬ１ 个菌株为 Ｉｌｅ２０３ / Ｌｅｕ２５７ 型ꎮ
２.４　 ＳＧ７ 菌株与其他猪丹毒丝菌全基因组的比较

分析

　 　 将 ＳＧ７ 菌株与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ８ 株猪丹毒丝菌菌

株的全基因组基本信息进行比较ꎬ结果(表 ２)显示ꎬ
猪丹毒丝菌全基因组长度为１ ７５２ ９１０~ １ ９４５ ６９０
ｂｐꎬＧ＋Ｃ 含量维持在３６.３％~ ３６􀆰 ６％ꎬ基因数保持在

１ ７０８~１ ９１５个ꎬ而蛋白质数为１ ３９０~ １ ８０１个ꎬ表现

出较大差异ꎻｔＲＮＡ 保持在 ５５ 个左右ꎬ但不同菌株中

的 ｒＲＮＡ 数量差异较大ꎬＳＧ７ 的 ｒＲＮＡ 仅为 ３ 个ꎬ数
量远低于其他菌株ꎮ ９ 个菌株的共有基因为 １ ２３４
个ꎬ特有基因为 １９３ 个ꎮ

将上述 ８ 株菌株与 ＳＧ７ 菌株的全基因组进行

比较分析ꎬ并构建系统进化树图(图 １)ꎬ该进化树含

有 ３ 个分支ꎬＳＧ７ 菌株与英国分离株 ＮＣＴＣ８１６３、韩
国分离株 ＫＣ￣Ｓｂ￣Ｒ１、中国南京分离株 ＳＹ１０２７ 同处

一个分支ꎻ而其他 ４ 个国内分离株处于第二分支ꎻ日
本分离株 Ｆｕｊｉｓａｗａ 单独为一个分支ꎮ

表 ２　 ＳＧ７ 菌株与其他猪丹毒丝菌全基因组基本信息比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃ ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＧ７ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ ｒｈｕｓｉｏｐａｈｉａｅ

菌株　 　 　 来源　 　 长度(ｂｐ) Ｇ＋Ｃ 含量(％) ｒＲＮＡ 数 ｔＲＮＡ 数 基因数 蛋白质数

Ｆｕｊｉｓａｗａ 日本 １ ７８７ ９４０ ３６.６ ２１ ５５ １ ７５７ １ ６６０

ＺＪ 中国成都 １ ９４５ ６９０ ３６.５ １８ ５５ １ ９１５ １ ８０１

ＭＬ１０１ 中国长沙 １ ８５４ ２５０ ３６.４ １５ ５５ １ ８３０ １ ７１１

ＷＨ１３０１３ 中国武汉 １ ７７８ ０６０ ３６.５ １５ ５５ １ ７４５ １ ６５４

ＧＸＢＹ￣１ 中国南宁 １ ８７６ ４９０ ３６.５ ２７ ５７ １ ８３５ １ ７２７

ＳＹ１０２７ 中国南京 １ ７５２ ９１０ ３６.４ １０ ５３ １ ７１９ １ ３９０

ＮＣＴＣ８１６３ 英国 １ ７７０ ４１０ ３６.６ ２７ ５５ １ ７１５ １ ６１７

ＫＣ￣Ｓｂ￣Ｒ１ 韩国 １ ７７１ ６７０ ３６.６ ２１ ５５ １ ７０８ １ ６０６

ＳＧ７ 中国韶关 １ ８３４ ２９１ ３６.３ ３ ５５ １ ８６４ １ ７５５
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图 １　 ９ 个猪丹毒丝菌菌株全基因组单核苷酸多态性(ＳＮＰｓ)的系统进化树

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｎｉｎｅ Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ ｒｈｕｓｉｏｐａｈｉａｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ (ＳＮＰｓ) ｏｆ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

３　 讨 论

猪丹毒作为一种人畜共患病ꎬ给养猪业带来巨大

的经济损失并影响人类健康ꎬ该病的主要预防手段是

疫苗接种ꎬ但传统灭活疫苗存在免疫效果不持久ꎬ不能

产生细胞免疫等局限性[２４]ꎮ 猪丹毒的药物治疗大多采

用 β￣内酰胺类抗生素ꎬ但过分依赖抗生素ꎬ会导致耐药

性的出现以及药物残留的风险[２５￣２７]ꎬ有地区就曾分离

出猪丹毒丝菌青霉素耐药菌株[２８]ꎮ 因此ꎬ开发更为有

效的亚单位疫苗是科学防控猪丹毒的关键ꎮ 尽管从

１８７６ 年首次分离该菌至今已经过去了 １００ 多年ꎬ但我

们对猪丹毒丝菌分子机制的了解仍然十分有限[２９￣３０]ꎮ
２０１１ 年德国北部暴发大肠杆菌疫情ꎬ造成数千人感染ꎬ
数十人死亡ꎬ但病原菌株的病原培养特性和细菌多位

点序列分型(ＭＬＳＴ)分析结果均与肠出血性大肠杆菌

菌株相差甚远ꎬ有学者怀疑是新型的致病性大肠杆菌ꎬ
经过全基因组测序分析发现ꎬ该菌株与肠聚集性大肠

杆菌的亲缘关系更为接近ꎬ在进化上处于同一分支ꎬ但
在进化过程中获得了志贺毒素编码基因 ｓｔｘ２ 及多种耐

药基因ꎬ使其获得了更强的生存能力ꎬ造成了病原菌的

广泛传播[３１]ꎮ 可见ꎬ全基因组分析对病原菌株的监测

以及遗传变异检测有很大帮助ꎬ全基因组测序为我们

从分子水平研究猪丹毒丝菌提供了便利ꎮ
本研究测定了猪丹毒丝菌菌株 ＳＧ７ 临床毒

株[１２]全基因组序列ꎬ并通过使用相关的生物信息学

软件及数据库对其进行注释ꎬ揭示了该菌株的基因

组结构特征ꎬ丰富了猪丹毒丝菌的基因组数据库ꎮ
将 ＳＧ７ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 上公布的 ８ 株猪丹毒丝菌完整

基因组序列的基本信息进行比较ꎬ除 ｔＲＮＡ 数和 Ｇ＋

Ｃ 含量比较一致外ꎬ基因组长度、基因数、蛋白质数、
ｒＲＮＡ 数 ＳＧ７ 菌株与国内外其他菌株存在不同程度

的差异ꎬ这也许与不同地区饲养管理以及环境因素

等存在差异有关ꎮ 基于全基因组 ＳＮＰｓ 的系统发育

分析结果表明ꎬ９ 株菌株聚为 ３ 个分支ꎬ这与 Ｆｏｒｄｅ
等[３２]、Ｏｇａｗａ 等[１８]的研究结果一致ꎮ 国内菌株并不

完全 处 于 同 一 分 支ꎬ ＳＧ７ 菌 株 与 南 京 分 离 株

ＳＹ１０２７、英国分离株 ＮＣＴＣ８１６３、韩国分离株 ＫＣ￣Ｓｂ￣
Ｒ１ 为同一个分支ꎬ而南宁分离株 ＧＸＢＹ￣１、成都分

离株 ＺＪ、武汉分离株 ＷＨ１３０１３、长沙分离株 ＭＬ１０１
这 ４ 个国内分离株则为另一分支ꎬ说明国内菌株至

少有 ２ 个不同的进化途径ꎬＳＧ７ 菌株与英国分离株

ＮＣＴＣ８１６３ 关系最近ꎮ ＳｐａＡ 高变区的氨基酸序列分

析结果表明ꎬ９ 株菌株可分为 ３ 个 ＳｐａＡ 型ꎬＳＧ７ 菌

株和南宁分离株 ＧＸＢＹ￣１、成都分离株 ＺＪ、武汉分离

株 ＷＨ１３０１３、 长沙 分 离 株 ＭＬ１０１ 均 为 Ｍｅｔ２０３ /
Ｉｌｅ２５７ 型ꎮ Ｕｃｈｉｙａｍａ 等[１７]认为携带 Ｍｅｔ２０３ 的分离

株为高致病性菌株ꎮ Ｏｇａｗａ 等[１８] 对分离自日本的

３４ 株菌株进行分析ꎬ结果表明这些菌株的 ＳｐａＡ 基

因分型结果与基于全基因组 ＳＮＰｓ 分析获得的分类

结果是一致的ꎬ本研究中除 ＳＧ７ 菌株外ꎬ其他 ８ 个

菌株亦如此ꎮ 与 ＳＧ７ 菌株处同一分支的其他菌株

均为 Ｉｌｅ２０３ / Ｉｌｅ２５７ 型ꎬＳＧ７ 菌株为携带 Ｍｅｔ２０３ 的高

致病性菌株 ( ＬＤ５０ 为 ７.３× １０３ ＣＦＵ)ꎬ但它与携带

Ｍｅｔ２０３ 的其他菌株不处于同一进化分支ꎬ因此推测

ＳＧ７ 菌株在进化过程中也许与携带 Ｍｅｔ２０３ 的进化

分支的菌株接触后进行了 ＳｐａＡ 基因的重组交换ꎮ
本研究结果为猪丹毒丝菌基因组整体水平研究和亚

单位疫苗的开发提供了数据基础ꎮ
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