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［摘　 要］ 　 为提高对我国布鲁氏菌流行菌株的鉴别分型能力，利用布鲁氏菌可变数目串联重复序

列（ＶＮＴＲ）的多态性，建立了新的布鲁氏菌分型方法———ＭＬＶＡ－１５。 与传统的布鲁氏菌 ＭＬＶＡ－１６

和 ＢｒｕＭＬＳＡ２１ 分型方法相比，新的 ＭＬＶＡ－１５ 分型方法对我国羊种布鲁氏菌流行菌株的区分能力

有着显著的提高，能够满足布病流行病学调查中对病原追溯的需求。 尝试利用不同 ＶＮＴＲ 位点组

合来提高对布鲁氏菌的鉴别能力，为单一种型布鲁氏菌流行区域的布病病原学调查提供了新思路。
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　 　 布鲁氏菌病（简称布病）是由布鲁氏菌引起的

一种危害严重的人兽共患传染病。 在目前已知的 ６
个经典布鲁氏菌种中［１］，对我国畜牧业造成重大危

害并能引起人致病的主要为羊种布鲁氏菌 （ Ｂ．
ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ） ［２］，其次是牛种布鲁氏菌（Ｂ． ａｂｏｒｔｕｓ）和

猪种布鲁氏菌（Ｂ． ｓｕｉｓ） ［３］。 而羊种布鲁氏菌三个

生物型（１、２、３ 型）中，最常见的是生物 ３ 型，占整

个羊种分离菌株的 ８０％以上。 布鲁氏菌在遗传上

高度保守，而我国流行菌株的种型相对单一，因而，
建立一个分辨力高的布鲁氏菌鉴别方法对布病流

行病学调查尤其是病原追溯是非常必要的。
由于传统的布鲁氏菌种型鉴定方法过程繁琐、

人员感染风险较高，因而以核酸分子为基础的基因

型分析方法越来越受到重视。 多位点可变数目串

联重复序列分析（Ｍｕｌｔｉ－ｌｏｃｕｓ ＶＮＴＲ Ａｓｓａｙ，ＭＬＶＡ）
和多位点序列分析（ｍｕｌｔｉ－ｌｏｃｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ，
ＭＬＳＡ）是目前国际上主要的布鲁氏菌分子分型方

法。 基于 １６ 个可变数目串联重复序列（Ｖａｒｉａｂｌｅ－

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｔａｎｄｅｍ－Ｒｅｐｅａｔｓ，ＶＮＴＲ）位点的 ＭＬＶＡ
分型方法（ＭＬＶＡ－１６）具有较高的分辨力且最为常

用 ［３－４］，可用于地域关系比较远的布鲁氏菌分离株

的鉴别和遗传关系分析，但对于遗传关系较近的菌

株区分能力较弱；包含 ２１ 个看家基因的 ＭＬＳＡ 分

型方法（ＢｒｕＭＬＳＡ２１）对不同种的布鲁氏菌菌株具

有很好的区分能力 ［５－７］，但对于同一种型的布鲁氏

菌的区分能力还是很低。 我国布鲁氏菌流行菌株

的种型单一且遗传同源性较高， ＭＬＶＡ － １６ 和

ＢｒｕＭＬＳＡ２１ 的大部分位点在我国分离菌株中没有

多态性或者仅呈现有限的多态性［２，８］，对菌株区分

能力较弱，无法满足布病流调中对病原追溯的需

求。 因而，有必要建立一个分辨率高的、适合我国

布鲁氏菌遗传特性的分型方法，为我国布病分子流

行病学调查和分析菌株间遗传关系提供支持。
１　 材料与方法

１．１ 　 ＶＮＴＲ 位点选择和引物设计 　 根据已有文

献［３，９］，对 ９５ 个已知布鲁氏菌 ＶＮＴＲ 位点进行重新

筛选和评价。 ＶＮＴＲ 筛选依据包括：（１）所有位点

在牛种、羊种和猪种布鲁氏菌参考菌株（Ｂ．ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ

１６Ｍ， Ｂ．ａｂｏｒｔｕｓ ２３０８ 和 Ｂ．ｓｕｉｓ １３３０）中都存在；（２）
在同一 ＰＣＲ 反应条件下，所有 ＶＮＴＲ 位点都能有

效扩增；（３）ＶＮＴＲ 位点在布鲁氏菌基因组中均匀

分布；（４）为了方便检测，扩增片短长度在 １００ ～
６００ ｂｐ 之间，特异性高，无其他非特异性带。 布鲁

氏菌参考菌株的基因组由中国动物卫生与流行病

学中心提供；ＰＣＲ 有关试剂购自宝生物工程有限公

司（Ｔａｋａｒａ）。
１．２　 与传统的 ＭＬＶＡ－１６ 分型方法的比较 　 利用

我国分离的 ５１ 株羊种布鲁氏菌分离菌株（中国动

物卫生与流行病学中心人兽共患病监测室提供）对
不同 ＭＬＶＡ 分型方法进行对比评价。 这些菌株分

别来自我国新疆、山东、甘肃、河南、河北五省的不

同地市，分离时间为 ２０１０－２０１６ 年，具有一定的代

表性，分离方法见文献［６］。 通过 ＰＣＲ 和毛细管电

泳方法来确定各菌株每个 ＶＮＴＲ 位点扩增产物的

分子量，根据分子量大小计算 ＶＮＴＲ 位点的重复单

元数。 用 Ｈｕｎｔｅｒ－Ｇａｓｔｏｎ Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＨＧＤＩ）指数对每

个 ＶＮＴＲ 位点的多态性进行分析（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｈｐａ－

ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｏｒｇ．ｕｋ ／ ｃｇｉ－ｂｉｎ ／ ＤＩＣＩ ／ ＤＩＣＩ．ｐｌ）。 应用

ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ ７．６ 软件对菌株之间的亲缘关系进行

聚类分析。 细菌基因组提取试剂盒由宝生物工程

有限公司（Ｔａｋａｒａ）提供。
１．３　 与 ＢｒｕＭＬＳＡ２１ 分型的比较　 利用上述 ５１ 株

羊种布鲁氏菌分离菌株，参照 Ｓｕｎ Ｍ Ｊ 方法［８］对 ２１
个基因位点进行 ＰＣＲ 扩增和测序。 测序结果与

Ｂｒｕｃｅｌｌａ ＭＬＳＴ 数据库进行比对 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｍｌｓｔ．
ｏｒｇ ／ Ｂｒｕｃｅｌｌａ ／ ），对出现的新等位基因给定一个独特

的数值，在 ２１ 个基因位点上只要有一个新的等位

基因则定义为一个新的序列型。 ２１ 个位点的序列

组装连接后，利用 ＭＥＧＡ ５．１ 软件绘制系统进化树。
２　 结果与分析

２．１　 ＭＬＶＡ 分型方法的优化 　 通过对布鲁氏菌

ＶＮＴＲ 位点进行筛选和评价，其中 ４７ 个 ＶＮＴＲ 位点

符合要求，删除多态性位点相近的位点，最终选择

了 １５ 个 ＶＮＴＲ 位点（Ｉ 号染色体 １０ 个，Ⅱ号染色体

５ 个），作为一个新的 ＭＬＶＡ 分型方法－ＭＬＶＡ－１５，
各 ＶＮＴＲ 位点的引物、重复片段长度、ＰＣＲ 产物大
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小与重复片段拷贝数等信息见表 １。 与传统的

ＭＬＶＡ－１６ 分型方法相比，ＭＬＶＡ－１５ 分型方法保留

了 其 中 ８ 个 ＶＮＴＲ 位 点 （ Ｂｒｕｃｅ０４、 Ｂｒｕｃｅ０９、
Ｂｒｕｃｅ１６、 Ｂｒｕｃｅ３０、 Ｂｒｕｃｅ４２、 Ｂｒｕｃｅ４３、 Ｂｒｕｃｅ４５ 和

Ｂｒｕｃｅ５５），另外又包括了 ７ 个未被使用的位点

（ Ｂｒｕｃｅ１３、 Ｂｒｕｃｅ１５、 Ｂｒｕｃｅ１７、 Ｂｒｕｃｅ２４、 Ｂｒｕｃｅ７２、
ＢｒｕｃｅＶＮＴＲ１ 和 ＢｒｕｃｅＶＮＴＲ２５）。 ＰＣＲ 反应条件如

下：９５ ℃ ５ ｍｉｎ 预变性；然后进行 ３０ 个循环的扩增

（９５ ℃变性３０ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ），
最后 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ，４ ℃保存。

表 １　 ＭＬＶＡ－１５ ＶＮＴＲ 位点信息表

Ｔａｂ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＮＴＲｓ ｉｎ ＭＬＶＡ－１５

ＶＮＴＲ 名称 上游引物序列 下游引物序列 染色体
重复片段、ＰＣＲ 扩增产物、

重复片段拷贝数换算

Ｂｒｕｃｅ０４ ＣＴＧＡＣＧＡＡＧＧＧＡＡＧＧＣＡＡＴＡＡＧ ＣＧＡＴＣＴＧＧＡＧＡＴＴＡＴＣＧＧＧＡＡＧ Ｉ ８ｂｐ－１５２ｂｐ－２ｕ

Ｂｒｕｃｅ０９ ＧＣＧＧＡＴＴＣＧＴＴＣＴＴＣＡＧＴＴＡＴＣ ＧＧＧＡＧＴＡＴＧＴＴＴＴＧＧＴＴＧＴＡＣＡＴＡＧ Ｉ ８ｂｐ－１５６ｂｐ－７ｕ

Ｂｒｕｃｅ１３ ＣＧＡＡＣＧＡＴＡＧＡＣＣＡＧＡＡＣＡＴＧＣ ＴＴＧＡＡＡＧＡＡＴＣＡＧＡＴＡＡＧＡＴＡＡＡＧＣＡ Ⅱ ８ｂｐ－１９６ｂｐ－２ｕ

Ｂｒｕｃｅ１５ ＧＣＧＧＴＧＴＴＧＴＧＴＣＴＧＴＧＧＡＴＡ ＧＣＣＧＴＣＡＧＴＡＴＣＣＡＣＧＴＣＡＴＡＧ Ⅱ ２６４ｂｐ－３４６ｂｐ－１ｕ

Ｂｒｕｃｅ１６ ＡＣＧＧＧＡＧＴＴＴＴＴＧＴＴＧＣＴＣＡＡＴ ＧＧＣＣＡＴＧＴＴＴＣＣＧＴＴＧＡＴＴＴＡＴ Ⅱ ８ｂｐ－１５２ｂｐ－３ｕ

Ｂｒｕｃｅ１７ ＴＴＴＴＣＡＣＡＧＧＧＣＡＴＧＴＴＣＴＣＡＧ ＣＧＣＧＴＴＴＣＧＡＴＴＧＴＧＧＡＡＡＡＴＡ Ⅱ ５ｂｐ－１１０ｂｐ－３ｕ

Ｂｒｕｃｅ２４ ＡＧＧＧＧＡＧＴＡＴＧＴＴＴＴＴＧＧＴＴＧＣ ＧＣＴＡＣＡＡＧＡＴＣＧＡＡＧＴＧＣＴＣＣＡ Ｉ ８ｂｐ－１４６ｂｐ－８ｕ

Ｂｒｕｃｅ３０ ＴＧＡＣＣＧＣＡＡＡＡＣＣＡＴＡＴＣＣＴＴＣ ＴＡＴＧＴＧＣＡＧＡＧＣＴＴＣＡＴＧＴＴＣＧ Ｉ ８ｂｐ－１５１ｂｐ－６ｕ

Ｂｒｕｃｅ４２ ＣＡＴＣＧＣＣＴＣＡＡＣＴＡＴＡＣＣＧＴＣＡ ＡＣＣＧＣＡＡＡＡＴＴＴＡＣＧＣＡＴＣＧ Ｉ １２５ｂｐ－５３９ｂｐ－４ｕ

Ｂｒｕｃｅ４３ ＴＣＴＣＡＡＧＣＣＣＧＡＴＡＴＧＧＡＧＡＡＴ ＴＡＴＴＴＴＣＣＧＣＣＴＧＣＣＣＡＴＡＡＡＣ Ｉ １２ｂｐ－１８２ｂｐ－２ｕ

Ｂｒｕｃｅ４５ ＡＴＣＣＴＴＧＣＣＴＣＴＣＣＣＴＡＣＣＡＧ ＣＧＧＧＴＡＡＡＴＡＴＣＡＡＴＧＧＣＴＴＧＧ Ｉ １８ｂｐ－１５１ｂｐ－３ｕ

Ｂｒｕｃｅ５５ ＴＣＡＧＧＣＴＧＴＴＴＣＧＴＣＡＴＧＴＣＴＴ ＡＡＴＣＴＧＧＣＧＴＴＣＧＡＧＴＴＧＴＴＣＴ Ｉ ４０ｂｐ－２７３ｂｐ－３ｕ

Ｂｒｕｃｅ７２ ＧＡＡＧＡＣＧＧＣＴＡＴＣＧＡＣＴＧＧＴＣＴ ＧＴＴＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＣＧＡＧＧＴＧＡＧ Ⅱ ８ｂｐ－２３０ｂｐ－８ｕ

ＢｒｕｃｅＶＮＴＲ１ ＧＧＣＧＧＡＣＡＧＡＧＣＣＧＴＣＧＧＴＧＧＴＴＡＣ ＣＣＣＧＣＧＣＣＧＧＡＧＡＴＴＧＴＴＴＴＴＧＡＴＴＡＡＴＧ Ｉ ８ｂｐ－２２０ｂｐ－６ｕ

ＢｒｕｃｅＶＮＴＲ２５ ＧＡＴＧＣＧＧＧＴＣＧＡＧＧＧＣＣＴＴＧＡＧＡＧＴＧ ＧＡＣＡＡＴＧＧＣＣＧＣＡＡＡＡＧＣＴＴＣＣＧＡＡＣＣ Ｉ １５ｂｐ－４９５ｂｐ－２ｕ

２．２　 ＭＬＶＡ－１５ 与 ＭＬＶＡ－１６ 分型方法的比较　 对

５１ 株我国羊种布鲁氏菌分离菌株 ＭＬＶＡ－１５ ＶＮＴＲ
位点的多态性分析结果显示， 除了 Ｂｒｕｃｅ４５ 和

Ｂｒｕｃｅ５５ ２ 个 ＶＮＴＲ 位点，其他所有位点均呈现不

同程度的多态性（ＨＧＤＩ＝ ０．０７７～０．８８７）（表 ２）。 其

中，Ｂｒｕｃｅ０４、Ｂｒｕｃｅ２４、Ｂｒｕｃｅ３０ 和 ＢｒｕｃｅＶＮＴＲ１ ４ 个

位点的多态性最高（ＨＧＤＩ ＝ ０．７１８ ～ ０．８８７），其余 ９
个位点具有中等或较低的多态性（ＨＧＤＩ ＝ ０．０７７ ～
０．６４５）。 ＭＬＶＡ－１５ 分型方法对菌株的区分能力明

显提高，５１ 株布鲁氏菌分为 ５１ 个基因型，对菌株的

鉴别效率达到 １００％（图 １）。 ＭＬＶＡ－１６ 分型方法

仅鉴定出 ２８ 个基因型，对菌株的区分效率为 ５５％，
显著低于 ＭＬＶＡ－１５（图 ２）。 对于菌株之间的遗传

关系分析，ＭＬＶＡ－１５ 分型方法与 ＭＬＶＡ－１６ 分型方

法获得的聚类结果基本一致，具有相同 ＭＬＶＡ－１６
基因型的 ５ 个菌株 （ Ｂｒｕｘｊ２０、 Ｂｒｕｘｊ３５、 Ｂｒｕｘｊ９９、
ＧＳ１６８３ 和 ＧＳ１６９２）在 ＭＬＶＡ－１５ 聚类图上也聚为

一簇（图 １、图 ２），表明 ＭＬＶＡ－１５ 分型方法不会对

以往 ＭＬＶＡ－１６ 分析遗传关系的结果产生较大的

改变。

·４１·
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表 ２　 ＭＬＶＡ－１５ 各 ＶＮＴＲ 位点在 ５１ 株布鲁氏菌中的多态性

Ｔａｂ ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ＭＬＶＡ－１５ ＶＮＴＲｓ ｉｎ ５１ Ｂ． ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ ｉｓｏｌａｔｅｓ
ＶＮＴＲ 名称 等位基因数 ＨＧＤＩ 置信区间 Ｍａｘ（Ｐｉ）

Ｂｒｕｃｅ０４ ６ ０．７１８ ０．６３８－０．７７９ ０．４５１

Ｂｒｕｃｅ０９ ３ ０．０７８ ０．０００－０．１７８ ０．９６１

Ｂｒｕｃｅ１３ ２ ０．１１３ ０．０００－０．２２７ ０．９４１

Ｂｒｕｃｅ１６ ６ ０．６４５ ０．５４３－０．７４８ ０．５２９

Ｂｒｕｃｅ１５ ２ ０．４７７ ０．４０９－０．５４５ ０．６２７

Ｂｒｕｃｅ１７ ４ ０．５８１ ０．４７５－０．６８８ ０．５８８

Ｂｒｕｃｅ２４ ９ ０．８８６ ０．８６２－０．９１１ ０．１９６

Ｂｒｕｃｅ３０ ７ ０．８１２ ０．７６２－０．８６２ ０．３１４

Ｂｒｕｃｅ４２ ２ ０．０７７ ０．０００－０．１７５ ０．９６１

Ｂｒｕｃｅ４３ ３ ０．４１６ ０．２７２－０．５５９ ０．７４５

Ｂｒｕｃｅ４５ １ ０ ０．０００－０．１３０ １

Ｂｒｕｃｅ５５ １ ０ ０．０００－０．１３０ １

Ｂｒｕｃｅ７２ ５ ０．７７９ ０．７２９－０．８２９ ０．３５３

ＢｒｕｃｅＶＮＴＲ１ １３ ０．８８７ ０．８５３－０．９２１ ０．１９６

ＢｒｕｃｅＶＮＴＲ２５ ２ ０．１４７ ０．０２３－０．２７２ ０．９２２

２．３　 ＭＬＶＡ－１５ 与 ＢｒｕＭＬＳＡ２１ 分型方法的比较 　
对 ２１ 个基因的测序结果表明，５１ 株羊种布鲁氏菌

菌株共发现 ４ 个序列型（Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｙｐｅ， ＳＴ），分别

为 ＳＴ８、ＳＴ１３７、 ＳＴ１３８ 和 ＳＴ１３９。 其中 ３７ 株属于

ＳＴ８，ＳＴ１３９ 菌株也比较常见 （ １２ 株）， ＳＴ１３８ 和

ＳＴ１３７ 仅有 １ 株。 ４ 个序列型之间的差异很小，是
由三个基因的单核苷酸突变引起的，表明我国羊种

布鲁氏菌流行株在遗传上是十分保守的（表 ３）。

表 ３　 ５１ 株羊种布鲁氏菌流行株序列型分析

Ｔａｂ ３　 ＳＴ ｄｅｓｉｇｎａｔｉｏｎ ｏｆ ５１ Ｂ．ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ ｓｔｒａｉｎｓ
序列型（ＳＴ） 菌株数量 ｃｓｄＢ ｄｄｌＡ ｆｂａＡ

１３７ １ ４２７（Ｃ→Ａ） １（Ａ→Ｇ）

１３８ １ ４７６（Ｇ→Ｃ） １（Ａ→Ｇ）

１３９ １２ １（Ａ→Ｇ）

８ ３７

３　 讨论与小结

以 ＭＬＶＡ 和 ＭＬＳＡ 为主的分子分型方法在分

析布鲁氏菌变异程度和遗传关系上起到重要作用。

ＭＬＶＡ 利用布鲁氏菌基因组中的 ＶＮＴＲ 位点来研

究布鲁氏菌遗传多态性，因为不同拷贝数的重复序

列经常出现在不同种或同一个种的不同株、型之

间。 其中，ＭＬＶＡ－１６ 分型方法最为常用［１０－１１］。 该

法包括 １６ 个 ＶＮＴＲ 位点，分为 Ｐａｎｅｌ １ 和 Ｐａｎｅｌ
２ 两组。 Ｐａｎｅｌ１ 的 ８ 个位点的多态性较低，仅用于

遗传关系较远的菌株的鉴别，尤其是布鲁氏菌在种

水平上的鉴别。 Ｐａｎｅｌ２ 的 ８ 个位点具有中等或较

高的遗传多态性，适用于遗传关系较近的同种（或
生物型）菌株的鉴别［４，９］。 这种 ＶＮＴＲ 位点组合可

以分析流行菌株之间的差异和遗传关系，但对国内

当前布鲁氏菌流行菌株的鉴别能力略显不足。 对

于国内羊种布鲁氏菌，１６ 个 ＶＮＴＲ 位点仅有 ３ 个位

点（Ｂｒｕｃｅ０４、Ｂｒｕｃｅ１６、Ｂｒｕｃｅ３０） 具有较高多态性，
１ 个位点（Ｂｒｕｃｅ４３）具有中等多态性，其余 １２ 个位

点的多态性很低或没有任何多态性。 研究建立的

ＭＬＶＡ－１５ 方法减少了 ＭＬＶＡ－１６ 中 ８ 个不具有多

态性的位点，增加了 ７ 个多态性较高的位点，提高

了对布鲁氏菌流行菌株的鉴别能力，可以满足布病

流行病学调查中对传染源和传播途径精确追溯的

需求。

·５１·
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右侧数据依次为菌株分离地点、名称、生物型和分离时间

Ｒｉｇｈｔ ｃｏｌｕｍｎｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｌｏｃａｔｉｏｎ， ｎａｍｅｓ， ｂｉｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｄａｔｅ

图 １　 ５１ 株我国羊种布鲁氏菌 ＭＬＶＡ－１５ 聚类分析结果

Ｆｉｇ １　 ＭＬＶＡ－１５ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ５１ Ｂ．ｍｅｌｉｔｅｎｉｓ ｉｓｏｌａｔｅｓ
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右侧数据依次为菌株分离地点、名称、生物型和分离时间

Ｒｉｇｈｔ ｃｏｌｕｍｎｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｌｏｃａｔｉｏｎ， ｎａｍｅｓ， ｂｉｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｄａｔｅ

图 ２　 ５１ 株我国羊种布鲁氏菌 ＭＬＶＡ－１６ 聚类分析结果

Ｆｉｇ ２　 ＭＬＶＡ－１６ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ５１ Ｂ．ｍｅｌｉｔｅｎｉｓ ｉｓｏｌａｔｅｓ
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　 　 ＢｒｕＭＬＳＡ２１ 分型是利用布鲁氏菌 ２１ 个看家

基因的单核苷酸多态性来区分菌株的方法，核苷

酸序列变异也可反映菌株之间的进化关系。
ＢｒｕＭＬＳＡ２１分析表明，我国大部分羊种布鲁氏菌流

行株属于 ＳＴ８，同时还存在一些不常见的序列型。
ＢｒｕＭＬＳＡ２１ 与 ＢｒｕＭＬＳＡ９ 相比（仅发现一个基因型

ＳＴ８） ［７］，对菌株区别能力大有提高，但与传统的

ＭＬＶＡ－１６ 和新建立的 ＭＬＶＡ－１５ 分型方法相比，对
菌株的分辨能力还是很低。 尽管增加基因个数或

长度可以增加其分辨力，但同时也增加了测序成

本，不适合推广使用。 因为有全球化的数据库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｍｌｓｔ．ｏｒｇ ／ ），便于各国分离菌株之间的

比较，ＢｒｕＭＬＳＡ２１ 在分析各国布鲁氏菌菌株的遗传

多态性以及进化分析方面仍具有参考意义［８，１２］。
除了 ＭＬＶＡ 和 ＢｒｕＭＬＳＡ２１，基于全基因组测序

的 ＳＮＰ 分型方法（ＷＧＳ－ＳＮＰｓ ｂａｓｅｄ ｔｙｐｉｎｇ）对布鲁

氏菌菌株具有极高的辨别能力，也开始用于我国布

鲁氏菌流行菌株的遗传多态性和进化关系分

析［１３］，但是由于检测成本较高，该方法目前使用较

少。 因而在未来的一段时期，基于不同 ＶＮＴＲ 位点

组合的 ＭＬＶＡ 分型技术仍将在布鲁氏菌的分离鉴

定及遗传关系分析方面发挥重要作用。
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