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基于全基因组序列的弯曲菌特征分析
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摘　 要：空肠弯曲菌（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ）和结肠弯曲菌（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｃｏｌｉ）是引起人类腹泻的主要致病菌。 传统生化方法在

鉴定弯曲菌时存在步骤多、耗时长、通量低等问题。 本研究通过利用生物信息学方法对弯曲菌全基因组进行序列、基因注释、
耐药基因、多位点序列分型以及 ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ 系统等分析，挖掘能够有效区分空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的高分辨力特征。 实

验结果表明，空肠弯曲菌和结肠弯曲菌在基因组序列长度、ＧＣ 含量、基因数量、多位点序列分型以及 ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ 系统等方面

存在显著差异。 同时，研究还发现了一段在空肠弯曲菌基因组中广泛存在的高分辨力 ＣＲＩＳＰＲ 重复序列。 这些特征可用于构

建能够准确鉴别空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的生物信息学方法。
关键词：弯曲菌；全基因组；多位点序列分型；ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ 系统
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　 　 弯曲菌（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｐ）是一类能够引起人

类腹泻的人兽共患病病原菌［ １］。 因弯曲菌感染引

起的肠炎病例数仅次于沙门氏菌和志贺氏菌［ ２］。
在已发现的弯曲菌种类中，空肠弯曲菌和结肠弯曲

菌是引起人类腹泻的主要致病菌，９０％以上的病例

由这两种病原引起［ ３］，而其中空肠弯曲菌和结肠弯

曲菌分别约占 ９０％和 １０％［４ ］。 空肠弯曲菌和结肠

弯曲菌广泛存在于自然界，通过传统流行病学方法



并不能准确确定传染源［ ５］。 在 ＷＨＯ 食品安全工作

计划中，弯曲菌被划列为重点检测的食源性致病菌

之一，许多国家也相继开展了对弯曲菌的监测。
目前弯曲菌检测主要针对空肠弯曲菌。 传统检

测方法包括前增菌、细菌分离和种的鉴定等步骤，其
工作强度较大且耗时长，需要约 ５～６ 天才能完成检

测［ ６ ］。 同时，这些传统检测方法所依赖的关键生化

反应—马尿酸盐水解试验可能导致假阴性和假阳性

结果［ ７ ］，从而影响后续分析。 近年来一些基于常规

或定量 ＰＣＲ 的方法被用于弯曲菌的检测。 荧光定

量 ＰＣＲ 方法较常规 ＰＣＲ 具有更好的灵敏度，但仍

存在不能有效区分细菌的死活状态以及不能获得活

的培养细菌等问题［ ８ － １０ ］。 同时，这些 ＰＣＲ 方法所

使用的试剂昂贵，且实验步骤多，容易产生样本间的

交叉污染，从而导致假阳性和假阴性结果。
近年 来 全 基 因 组 测 序 技 术 （ Ｗｈｏｌｅ⁃ｇｅｎｏｍｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＧＳ）开始被用于弯曲菌研究。 测序数

据在经处理和分析后可用来表征弯曲菌的不同种

系，或用来快速识别群落的基因型特征，例如毒力和

耐药性等［１１］。 同时，基于全基因组测序技术的弯曲

菌研究也产生了大量数据（如存储于美国生物信息

技术中心 ＮＣＢＩ 的弯曲菌全基因组序列等），而这些

数据可用于进一步的信息挖掘。 因此，本文将基于弯

曲菌的全基因组序列，利用相关生物信息学方法，对
弯曲菌的基因组序列、基因注释、耐药基因、多位点序

列分型（Ｍｕｔｉｌｏｃｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）和簇状规则

间 隔 回 文 重 复 （ Ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ
ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓ， ＣＲＩＳＰＲ ）⁃Ｃａｓ （ ＣＲＩＳＰＲ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ）系统等进行分析，以挖掘出能够准确区分

空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的高分辨力特征，以帮助建

立能够快速、准确地检测弯曲菌的生物信息学方法。

１　 材料与方法

１．１　 菌株的选择

　 　 本研究共包含 １２０ 株空肠弯曲菌（空弯）和 ２２
株结肠弯曲菌（结弯），其菌株的全基因组序列下载

自 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ，按关键字

“Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ”搜索，结果中仅下

载全基因组核心菌株）。 以下实验过程均在这 １４２
株弯曲菌上展开。
１．２　 全基因组序列分析

　 　 基因组序列长度和 ＧＣ 含量是生物最基本的遗传

特征［ １２－ １３］。 本文通过 ＢｉｏＰｙｔｈｏｎ［ １４］ 获得空肠弯曲菌

和结肠弯曲菌的基因组序列长度和 ＧＣ 含量信息。 利

用 Ｐｙｔｈｏｎ［１５］的Ｍａｔｐｌｏｔｌｉｂ 模块将以上信息进行可视化。

１．３　 基因注释信息分析

　 　 为了对弯曲菌全基因组的基因信息进行识别和

标记，采用 Ｐｒｏｋｋａ 软件［ １ ６ ］ 对空肠弯曲菌和结肠弯

曲菌进行基因注释，后通过自编脚本从注释结果中

提取密码子序列（Ｃｏｄｏｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＣＤＳ）、转运 ＲＮＡ
（ｔＲＮＡ）、转运 －信使 ＲＮＡ（ ｔｍＲＮＡ）、核糖体 ＲＮＡ
（ｒＲＮＡ）以及外显子（Ｅｘｏｎ）的数量和密度信息。
１．４　 耐药基因分析

　 　 耐药性弯曲菌菌株的比例在全世界范围内正在

快速增加［ １７］。 通过在线软件 ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ ３． ２［１ ８ ］

（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｇｅ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ ／ ） 查找

空肠弯曲菌和结肠弯曲菌基因组中的耐药基因并进

行比较。 ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ 采用默认参数，设置％ＩＤ 的阈值

为 ９０％，最小长度比例为 ６０％。
１．５　 多位点序列分型分析

　 　 ＭＬＳＴ 方 法 通 过 测 定 多 个 管 家 基 因

（ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ）的核苷酸序列的变异情况对菌

株类 型 进 行 表 征。 利 用 在 线 软 件 ＭＬＳＴ ２． ０
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｇｅ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＭＬＳＴ ／ ） ［ １ ９ ］ 对全

部弯曲菌菌株进行多位点序列分型，接着利用自编

脚本提取每一株弯曲菌的等位基因谱，然后分析空

肠弯曲菌和结肠弯曲菌之间等位基因谱的差异。
１．６　 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ 系统分析

　 　 为了分析空肠弯曲菌和结肠弯曲菌在 ＣＲＩＳＰＲ⁃
Ｃａｓ 系 统 方 面 的 差 异， 利 用 在 线 软 件

ＣＲＩＳＰＲＣａｓＦｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｒｉｓｐｒｃａｓ．ｉ２ｂｃ．ｐａｒｉｓ－ｓａｃｌａｙ．
ｆｒ ／ ＣｒｉｓｐｒＣａｓＦｉｎｄｅｒ ／ ） ［ ２０ ］分别对空肠弯曲菌和结肠弯

曲菌中的ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ系统进行分析，并利用自编脚本

从 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ 系统中提取重复序列。 根据 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ
２．１ 软件［ ２ １ ］对重复序列的比对结果，将菌株间重复的

重复序列剔除，得到无冗余的重复序列。 再利用

Ｂｌａｓｔ 软件［ ２ ２ ］将每一条无冗余的重复序列分别与空

肠弯曲菌和结肠弯曲菌全基因组序列进行比对，以获

得能够标识空肠弯曲菌 ／结肠弯曲菌的特异性序列。

２　 结果与分析

２．１　 全基因组序列分析

　 　 全基因组序列分析结果表明，结肠弯曲菌的基

因组序列长度（均值：１７２．０９ ｋｂｐ）显著大于空肠弯

曲菌（均值：１６６．２９ ｋｂｐ） （Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验［２ ３ ］，
ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＝ ０．０００ ０３３），如图 １ａ 箱线图［ ２ ４ ］ 所示。 图

中，绿色三角形代表均值，红色横线代表中位数。 另

外，结肠弯曲菌的 ＧＣ 含量（均值：３１．３８％）也显著

高于空肠弯曲菌（均值：３０．４３％） （Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检

验，ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＝ ０），见图 １ｂ。
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图 １　 空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的基因组序列特征比较

Ｆｉｇ．１　 Ｆｅａｔｕｒｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ ａｎｄ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｃｏｌｉ

２．２　 基因组注释结果分析

　 　 利用 Ｐｒｏｋｋａ 软件对弯曲菌全基因组进行基因

注释后，分别得到 １２０ 份空肠弯曲菌和 ２２ 份结肠弯

曲菌的基因注释文件（ＧＦＦ 格式）。 通过自编脚本

从注释结果中统计出每个菌株的 ＣＤＳ、ｅｘｏｎ、ｒＲＮＡ、
ｔＲＮＡ 以及 ｔｍＲＮＡ 的数量。 其中，每一株空肠弯曲

菌 ／结肠弯曲菌仅含有 １ 个 ｔｍＲＮＡ。
统计分析结果表明，空肠弯曲菌和结肠弯曲菌

在 ＣＤＳ 数 量 方 面 没 有 显 著 差 异 （ 空 肠 均 值：

１ ６９６．９９，结肠均值 １ ７２８．１８；Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验，
ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＝ ０．２１５ ８９１），但在 ｅｘｏｎ 数量 （空肠均值：
５１．９２， 结 肠 均 值 ５４． ２７； Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩 和 检 验，
ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＝ ０．０２１ ４３２）、ｒＲＮＡ 数量（空肠均值：６．９６，
结 肠 均 值 ８． ２７； Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩 和 检 验，
ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＝ ０．０１４ ０７６） 以及 ｔＲＮＡ 数量（空肠均值：
４１． ９６， 结 肠 均 值 ４３． ０９； Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩 和 检 验，
ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＝ ０．０３３ ７８）方面，空肠弯曲菌和结肠弯曲

菌之间存在显著差异（见图 ２）。

图 ２　 空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的基因注释特征（绝对数量）的比较

Ｆｉｇ．２　 Ｆｅａｔｕｒｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ （ａｂｓｏｌｕｔｅ ｃｏｕｎｔ） ｏｆ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ ａｎｄ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｃｏｌｉ
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　 　 由于结肠弯曲菌和空肠弯曲菌在基因组序列长

度方面存在显著差异，本文又对两种弯曲菌基因组

上 ＣＤＳ、ｅｘｏｎ、ｒＲＮＡ 及 ｔＲＮＡ 的数量密度（个数 ／序
列长度）进行了比较（见图 ３）。 统计分析结果表明，

空肠弯曲菌的 ＣＤＳ 密度（均值：１．０２１ 个 ／千碱基对）
显著大于结弯肠弯曲菌（均值：１．００３ 个 ／千碱基对）
（Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验，ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＝ ０．０００ ３７），而两种菌

在 ｅｘｏｎ、ｒＲＮＡ 及 ｔＲＮＡ 的密度方面没有显著差异。

图 ３　 空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的基因注释特征（数量密度）的比较

Ｆｉｇ．３　 Ｆｅａｔｕｒｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ （ｃｏｕｎｔ ｄｅｎｓｉｔｙ） ｏｆ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ ａｎｄ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｃｏｌｉ

２．３　 耐药基因分析结果

　 　 经 ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ 分析发现，１４２ 株弯曲菌共含有

ｂｌａＯＸＡ⁃１９３、 ｂｌａＯＸＡ⁃４５０、 ｂｌａＯＸＡ⁃４５１、 ｂｌａＯＸＡ⁃ ４５２、 ｂｌａＯＸＡ⁃４５３、
ｂｌａＯＸＡ⁃４８９、 ｂｌａＯＸＡ⁃６１、 ｂｌａＯＸＡ⁃４６０、 ｂｌａＯＸＡ⁃４６５、 ｂｌａＯＸＡ⁃４４７、
ｂｌａＯＸＡ⁃１８４、ｂｌａＯＸＡ⁃４６１、ａｐｈ（２＇＇） ⁃ｌｆ、ａａｄＥ⁃Ｃｃ、ｃａｔ、 ｔｅｔ（Ｏ）
等 １６ 种耐药基因。 其中，含耐药基因的空肠弯曲菌

和结肠弯曲菌的菌株数 （比例） 分别为 １０６ 株

（８８．３３％）和 １５ 株（６８．１８％），而发现最多的耐药基

因为 ｂｌａＯＸＡ（ＯＸＡ β⁃ｌａｃｔａｍａｓｅｓ， ＯＸＡ β⁃内酰胺酶）
型［ ２５ ］。 已有的研究表明，β⁃内酰胺类（Ｂｅｔａ⁃ｌａｃｔａｍ）
抗生素对弯曲菌的功效有限，而对抗此类抗生素的

耐药性可能是由弯曲菌产生的 β⁃内酰胺酶所介导

的［ １７ ］。 表 １ 展示了含耐药基因的弯曲菌数量及

占比。
　 　 统计分析结果表明，本文所采用的空肠弯曲菌和

结肠弯曲菌菌株在耐药基因分布上没有显著差异（卡

方检验，ｐ⁃ｖａｌｕｅ＝０．０５５ ８３９）。 尽管如此，两种弯曲菌

菌株耐药基因的区别仍值得讨论。 例如，空肠弯曲菌

对除了 ａａｄＥ⁃Ｃｃ 之外的大部分耐药基因均有包含，但
没有发现任何结肠弯曲菌含有 ｂｌａＯＸＡ⁃４６５、ｂｌａＯＸＡ⁃４４７、
ｂｌａＯＸＡ⁃１８４、ｂｌａＯＸＡ⁃４６１、ｃａｔ、ｔｅｔ（Ｏ）等 ６ 种耐药基因。 特别

是在空肠弯曲菌中占比高达 ４５％ 的耐药基因

ｂｌａＯＸＡ⁃４４７在结肠弯曲菌中没有被发现，并且含有

ｂｌａＯＸＡ⁃４４７的空肠弯曲菌不含其它任何 ｂｌａＯＸＡ基因。
２．４　 多位点序列分型结果

　 　 ＭＬＳＴ 方法一般测定 ６ ～ １０ 个管家基因内部

４００～６００ ｂｐ片段的核苷酸序列 （即 ＭＬＳＴ 等位基

因），并根据每个等位基因位点的序列被发现的顺

序赋予一个等位基因编号，而每个菌株的等位基因

及编号按照指定顺序排列后便构成其等位基因谱

（Ａｌｌｅｌｉｃ ｐｒｏｆｉｌｅ）或序列型（Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｙｐｅ， ＳＴ） ［ ２ ６ ］。
弯曲菌的 ＭＬＳＴ 分析一般涵盖 ａｓｐＡ、ｇｌｎＡ、ｔｋｔ、ｕｎｃＡ、
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ｇｌｔＡ、ｇｌｙＡ、ｐｇｍ 等 ７ 个等位基因。 对 １４２ 株弯曲菌

的等位基因谱进行去冗余处理后，共得到 ３８ 种空肠

弯曲菌和 １５ 种结肠弯曲菌的等位基因谱（见表 ２）。
其等位基因编号的分布如图 ４ 所示。

表 １　 含有耐药基因的空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的菌株数量比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｕｎｔ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ ａｎｄ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｃｏｌｉ ｓｔｒａｉｎｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

耐药基因 空弯个数（比例％） 结弯个数（比例％）

ｂｌａＯＸＡ⁃１９３ ３６（３０．００） １２（５４．５５）

ｂｌａＯＸＡ⁃４５０ ３６（３０．００） ８（３６．３６）
ｂｌａＯＸＡ⁃４５１ ３６（３０．００） ８（３６．３６）
ｂｌａＯＸＡ⁃４５２ ３７（３０．８３） ８（３６．３６）
ｂｌａＯＸＡ⁃４５３ ３６（３０．００） ８（３６．３６）
ｂｌａＯＸＡ⁃４８９ ３６（３０．００） ８（３６．３６）
ｂｌａＯＸＡ⁃６１ ４０（３３．３３） ８（３６．３６）
ｂｌａＯＸＡ⁃４６０ ４（３．３３） ２（９．０９）
ｂｌａＯＸＡ⁃４６５ １（０．８３） ０（０．００）
ｂｌａＯＸＡ⁃４４７ ５４（４５．００） ０（０．００）
ｂｌａＯＸＡ⁃１８４ ２（１．６７） ０（０．００）
ｂｌａＯＸＡ⁃４６１ ３（２．５０） ０（０．００）
ａｐｈ（２＇＇） ⁃ｌｆ １（０．８３） １（４．５５）
ａａｄＥ⁃Ｃｃ ０（０．００） １（４．５５）

ｃａｔ ２（１．６７） ０（０．００）
ｔｅｔ（Ｏ） ６（５．００） ０（０．００）

表 ２　 空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的等位基因谱列表

Ｆｉｇ．２　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ａｌｌｅｌｉｃ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ ａｎｄ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｃｏｌｉ

Ｃ ａｓｐＡ ｇｌｎＡ ｇｌｔＡ ｇｌｙＡ ｐｇｍ ｔｋｔ ｕｎｃＡ Ｎ Ｃ ａｓｐＡ ｇｌｎＡ ｇｌｔＡ ｇｌｙＡ ｐｇｍ ｔｋｔ ｕｎｃＡ Ｎ

１ １０ ８１ ５０ ９９ １２０ ７６ ５２ ４１ １ ７ ４ ２７ ６８ １１ ３ ６ １
１ １０ ８１ ５０ ８７ １２０ ７６ ５２ １２ １ ７ １７ ５ ２ １０ ３ ６ １
１ ２ １ ５ ３ ４ １ ５ １０ １ ７ １７ ５ ２ １１ ３ ６ １
１ ２ １ １ ３ ２ １ ５ ６ １ ７ ８４ ５ １０ １１９ １７８ ２６ １
１ ２ １ １２ ３ ２ １ ５ ４ １ ８ ２ ５ ５３ １１ ３ １ １
１ １ １ ５ ４８ ３９４ ８８ ２３３ ３ １ ９ ２ ２ １０ １０ ３ ５ １
１ １ ２ ３ ２７ ５ ９ ３ ３ １ ９ ２５ ２ １０ ４３１ ３ ６ １
１ ８ １０ ２ ２ １１ １２ ６ ３ １ １４ １７ ５ ２ １１ ３ ６ １
１ １ ２ ４９ ４ １１ ６６ ８ ２ １ ２４ ３０ ２ ２ ８９ ５９ ６ １
１ １ ３ ６ ４ ３ ３ ３ ２ １ ２４ １７１ ２ ２ ８９ ５９ ６ １
１ ２ １ １ ３ ２ １ ６ ２ １ ２９ ７ １０ ４ ４２ ７ １ １
１ ２ １ １ ３ １４０ ３ ５ ２ ０ ３３ ３９ ３０ ７８ １０４ ４３ １７ ４
１ ４ ７ １０ ４ １ ７ １ ２ ０ ３３ ３９ ３０ ８２ １１３ ４３ １７ ４
１ ４ ７ １０ ４ ４２ ７ １ ２ ０ ３３ ３９ ３０ ８２ １１３ ４７ １７ ２
１ ８ ２ ５ ５３ １１ ３ １０５ ２ ０ ３２ ３８ ３０ ８２ １５２ ３５ １７ １
１ １０ ２７ １６ １９ １０ ５ ７ ２ ０ ３３ ３８ ３０ ７８ １０４ ４３ １７ １
１ １ ２ ５ ２ ２ ３ ６ １ ０ ３３ ３９ ３０ ７９ １１２ ４７ １７ １
１ ２ １ ２ ３ ２ １ ５ １ ０ ３３ ３９ ３０ ８２ １１３ ４３ ４１ １
１ ２ １ １２ ３ ４９７ １ ５ １ ０ ３３ ３９ ３０ ８２ １１３ ８５ １７ １
１ ２ １ ４２ ３ １４８ １ ５ １ ０ ３３ ３９ ３０ １４０ １０４ ４３ ４１ １
１ ２ ４ １ ２ ７ １ ５ １ ０ ３３ ３９ ３０ １４０ １１３ ４３ ４１ １
１ ２ １７ ２ ３ ２ １ ５ １ ０ ３３ ３９ ４４ ８２ １０４ ４４ ３６ １
１ ２ ２１ ５ ２ ５９ １ ５ １ ０ ３３ ３９ １０３ ８２ １１３ ４３ １７ １
１ ２ ２２２ ２９ ２５０ ３０３ ２５ ３５ １ ０ ３３ ３９ １２２ １４０ １１３ ４３ １７ １
１ ４ ７ ０ ４ １ ０ １ １ ０ １０３ １１０ ３０ １６２ １８８ １６４ ９９ １
１ ４ ７ １０ ４ ４２ ５１ １ １ ０ １２１ ２７８ ３２８ ４３１ ５５２ ４５２ １５４ １
１ ６ ４ ５ ２ １１ １ ５ １

注：Ｃ 列显示弯曲菌类别（１ 表示空肠弯曲菌，０ 表示结肠弯曲菌）；Ｎ 列显示菌株数。
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图 ４　 空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的等位基因编号分布图

Ｆｉｇ．４　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｌｅｌｉｃ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ ａｎｄ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｃｏｌｉ

　 　 从表 ２ 和图 ４ 可见，空肠弯曲菌和结肠弯曲菌

的样本菌株之间没有任何相同的等位基因谱及编

号。 这表明从 ＭＬＳＴ 角度看，两种菌分属不同的家

族。 另外，全部空肠弯曲菌样本所覆盖的等位基因

编号范围显著大于结肠弯曲菌（Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验，
ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＝ ０．００１ ７４５）。
２．５　 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ 系统的分析

　 　 一个完整的 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ 系统包括 ＣＡＳ 基因

（Ｃａｓ Ｇｅｎｅｓ）、先导序列（Ｌｅａｄｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ）、重复序列

（Ｒｅｐｅａｔｓ ／ ＤＲ ） 以 及 间 隔 序 列 （ Ｓｐａｃｅｒｓ ）。 通 过

ＣＲＩＳＰＲＣａｓＦｉｎｄｅｒ 分析发现大部分空肠弯曲菌（１１３ ／
１２０，９４．１７％）含有至少一个 ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ 系统，而结

肠弯曲菌中仅 １２ 个菌株 （ １２ ／ ２２， ５４． ５５％） 含有

ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ 系统（见表 ３）。 统计分析结果表明，空

肠弯曲菌和结肠弯曲菌在 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ 系统数量的

分布 方 面 具 有 显 著 差 异 （ 卡 方 检 验， ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＝
０．０００ ０００ ２２５ ７）。
　 　 从弯曲菌样本的 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ 系统中提取重复

序列（ＤＲ 序列）后，利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ ２．１ 对重复序列进

行比对，再将冗余序列去除，最终得到 ６６ 条无冗余

的重复序列（见图 ５）。
　 　 为了找出能够标识空肠弯曲菌 ／结肠弯曲菌的

特异性重复序列，利用 Ｂｌａｓｔ 软件将 ６６ 条重复序列

分别与空肠弯曲菌和结肠弯曲菌基因组一一进行比

对。 结果发现重复序列 ＮＺ＿ＣＰ０１７８５９＿１（见图 ６）在
１０５ 株空肠弯曲菌中存在（１０５ ／ １２０，８７．５％），而仅在

１ 株结肠弯曲菌中存在（１ ／ ２２，４．５％）。
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表 ３　 弯曲菌的 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ 系统统计表

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ ｓｙｓｔｅｍｓ ｏｆ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ

ＣＲＩＳＰＲ⁃ＣＡＳ 系统数量 空肠弯曲菌数量（比例％） 结肠弯曲菌数量（比例％）

０ ７（５．８４） １０（４５．４５）

１ ７５（６２．５０） ９（４０．９０）

２ ３４（２８．３３） １（４．５５）

３ １（０．８３） １（４．５５）

４ １（０．８３） １（４．５５）

５ ２（１．６７） ０（０．００）

合计 １２０（１００） ２２（１００）

图 ５　 ６６ 条无冗余重复序列（部分截图）
Ｆｉｇ．５　 Ｓｉｘｔｙ⁃ｓｉｘ ｎｏｎ⁃ｒｅｄｕｎｄａｎｔ ｒｅｐｅａｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （ｐａｒｔｉａｌ ｓｎａｐｓｈｏｔ）

　 　 为了进一步验证 ＮＺ＿ＣＰ０１７８５９＿１ 的分辨力，本文

将重复序列 ＮＺ＿ＣＰ０１７８５９＿１ 与江苏省人兽共患病学重

点实验室的自有菌株基因组（数据尚未公开）进行 Ｂｌａｓｔ

比对，结果发现自有的全部 ２２ 株空肠弯曲菌中有 ２０ 株

含有 ＮＺ＿ＣＰ０１７８５９＿１ 序列（２０／ ２２，９０．９％），而全部 ２７ 株

结肠弯曲菌均不含此序列。

图 ６　 重复序列 ＮＺ＿ＣＰ０１７８５９＿１
Ｆｉｇ．６　 Ａ ｒｅｐｅａｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ＮＺ＿ＣＰ０１７８５９＿１

３　 结　 论

　 　 利用生物信息学方法对弯曲菌全基因组进行了

包括序列、基因注释、耐药基因、多位点序列分型以

及 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ 系统等分析。 研究发现，结肠弯曲

菌的基因组序列长度显著大于空肠弯曲菌，同时结

肠弯曲菌的 ＧＣ 含量也显著高于空肠弯曲菌。 基因
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注释结果表明，每株弯曲菌仅含一个 ｔｍＲＮＡ。 结肠

弯曲菌在 ｅｘｏｎ、ｔＲＮＡ 和 ｒＲＮＡ 三个特征的绝对数量

上显著大于空肠弯曲菌，但两种菌的 ＣＤＳ 含量接

近。 同时，空肠弯曲菌的 ＣＤＳ 密度显著高于结肠弯

曲菌，而 ｅｘｏｎ、ｔＲＮＡ 和 ｒＲＮＡ 在两种弯曲菌基因组

上的密度相近。 耐药基因分析结果表明，空肠弯曲

菌和结肠弯曲菌在含耐药基因菌株的比例方面没有

显著差异，但发现有相当一部分（４５％）空肠弯曲菌

含有 ｂｌａＯＸＡ⁃４４７且不含其它 ｂｌａＯＸＡ基因，可以推测这部

分空肠弯曲菌菌株产生⁃内酰胺酶的机制会比较特

殊，并且可能依赖于 ｂｌａＯＸＡ⁃４４７。 ＭＬＳＴ 分析发现空肠

弯曲菌和结肠弯曲菌有着截然不同的等位基因谱，
且前者的编号范围较宽。 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ 系统分析表

明，大部分空肠弯曲菌（９４．１６％）含有 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ
系统，但对于结肠弯曲菌只有５４．５５％。另外，研究发

现重复序列 ＮＺ＿ＣＰ０１７８５９＿１ 普遍存在于空肠弯曲

菌中，而极少结肠弯曲菌含有此序列，故利用重复序

列 ＮＺ＿ＣＰ０１７８５９＿１ 进行空肠弯曲菌鉴定具有较高

的敏感性和特异性。 综上，可认为序列长度、ＧＣ 含

量、ｅｘｏｎ、ｔＲＮＡ 和 ｒＲＮＡ 的数量、ＣＤＳ 密度、等位基

因谱和 ＣＲＩＳＰＲ 重复序列 ＮＺ＿ＣＰ０１７８５９＿１ 可以作

为区分空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的特征，其中重复

序列 ＮＺ＿ＣＰ０１７８５９＿１ 具有较高的高分辨力。 这些

特征可以结合支持向量机和深度学习等机器学习 ／
人工智能方法，以提高空肠弯曲菌和结肠弯曲菌鉴

别的准确性。 同时，通过增加结肠弯曲菌的样本数

量，构建平衡样本集，能够进一步优化预测模型。
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