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鼠疫茵pMT质粒的模块结构及其连接方式

胡源 俞东征海荣

鼠疫的致病菌鼠疫耶尔森菌有3个常见的质粒，编码一

系列的毒力因子；其中最大的质粒pMT编码F1抗原和鼠毒

素，是鼠疫菌两个比较重要的毒力因子。

一、鼠疫菌pMT质粒的序列及主要发现

1998年，先后有3个pMT质粒的全序列在GenBank上

发表，序列号分别为AF053947、ALll7211、AF0746“。

1．AF074611序列测定：由美国walter Reed军事研究

院、迈阿密大学医学院和威斯康星大学联合完成⋯，所用菌

株为只含pMT质粒的KIMlO+菌株，方法为将质粒DNA随

机剪切，再克隆到M13Janus载体，然后筛选克隆子提纯

DNA，用Prism循环测序试剂盒和ABI 377自动测序仪完成

测序。最后用DNAsTAR中的seqmanⅡ软件拼接DNA序

列片段，GeneQuest软件完成基因分析。AF074611序列全长

100 990 bp，共发现115个开放读码框(oRF)，与一系列染色

体、质粒和噬菌体同源n]。其中5个编码已知的毒力因

子——F1抗原和鼠毒素。43个oRF在目前资料中找不到

同源序列。另外确定了包含一个类RepA蛋白在内的

2450 bp区域，可能是质粒复制的起点。质粒分配功能区定

位于距复制起点36 kb处，该区域与噬菌体P1和P7的

parABS系统非常相似。明确定位了四个IS元件：一个

IS200、两个ISl00、一个IS285。

2．AF053947序列测定：是由人类基因组中心生物和生

物技术研究计划组与密歇根州立大学微生物部共同完成

的。21。所用菌株为KIM5，方法为用华盛顿医科大学医学遗

传学中心提供的雾化器剪切纯化的pMTl质粒，建立M13

基因文库。合成片段末端用T4DNA聚合酶和Klenow片段

的混合物加以修复。1～2 kb的片段被连接到M13mpl8的

HincⅡ位点。用于测序的单链模板以改进的煮沸法分离。

每个克隆子序列采用以克隆子末端进行非对称聚合酶链反

应(PCR)扩增，扩增产物直接测序。这一过程可以很快将很

多相邻克隆子序列连接起来。相邻克隆子序列区间则以原

始pMTl质粒为模板进行PcR扩增，产物克隆到pGEM-

Easy载体，0．5～1．2 kb的插入以M13引物和M13反向引物

直接测序或以随机体外转座子轰炸法测序，含有压缩区和其

他人为活动区的以ABI—PRISM着色终止子或ABI BigDye终

止子重新测序。碱基组装由PHRED／PHRAP联合软件完

成，基因分析由BLAsT和GeneMark软件完成。AF053947

制所
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序列全长100 984 bp，GC含量为50．2％，有两个相隔25 kb方

向相反的Isl00，其中之一与一个Is285的部分拷贝相邻，另

外还发现一个拷贝的Isl541，5个已知的编码F1抗原和鼠

毒素的基因，分布于pMT质粒约18 kb范围内，GC含量为

45．8％，与该质粒其余部分的51．1％明显不同，似乎满足毒

力岛特征。此外，30个基因可以找到同源序列，包括与P7

噬菌体parABS系统相似区域和可能参与黏附作用的oRF。

44个0RF在目前资料中找不到同源蛋白阻J。

3．ALll7211序列测定：由英国wellcome Trust基因组

大学和伦敦卫生与热带医学学校传染病与热带疾病系等单

位联合完成的∞o。所用菌株为co一92，该菌株是近期分离自

由感染的猫传播的早期肺鼠疫患者HJ。方法为采用酚抽提

后蛋白酶K消化法提取DNA，再以超声波降解法制备DNA

片段，以pUCl8载体制备1．0～2．5 kb基因文库，用ABl377

自动测序仪利用末端着色法完成测序。更大的DNA片段以

psP64和lambda—FIx一Ⅱ载体建立基因文库，并作为序列组装

的支架。基因组装和分析使用Artemis软件。ALll7211序

列全长96 210 bp，GC含量为50．23％，有103个编码序列，2

个假基因，相隔约34．6 kb，分别与DNA聚合酶Ⅲ的c端和

N端同源，而DNA聚合酶Ⅲ的编码基因在AF053947和

AF074611中是完整的。

二、鼠疫菌pMT质粒结构分析

pMT质粒序列的同源性分析表明，具有与伤寒沙门菌、

肠道菌基因高度同源的部分和目前仍为鼠疫菌高度特异的

部分，这三个部分序列与其他类型可动遗传元件交错排列，

构成了pMT质粒的镶嵌结构。对比上述发表的三个序列，

发现它们各不相同，可大体分为3个模块结构，分别命名为

伤寒菌同源区模块、鼠毒素模块、F1抗原模块。

1．伤寒菌同源区模块：该模块长约59．3 kb，绝大多数基

因与伤寒沙门菌的多重抗药性菌株CTl8的pHcM2质粒同

源‘5 o。模块末端为ISl00，与之相邻有一段长约17．7 kb的x

噬菌体同源区，其中6个相邻的0RF(约11．8 kb)与其同源

基因——编码x蛋白H、M、L、K、I、J的排列顺序一致。与之

相距约25．9 kb有一段长2450 bp的复制启始区，包括结构基

因repA和包括复制启始重复区与调控机制在内的序列元

件，其中repA基因产物与很多质粒复制启始蛋白高度同源，

在repA基因上下游有两套19 bp同向重复序列，给质粒复制

蛋白提供多重结合位点。此外在repA编码基因上游还有其

他一些复制启始区特征性序列元件，包括3个DnaA结合位

点、2个富AT区和11个Dam甲基化酶识别序列(GATC)，
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repA编码基因下游还有13个同向重复序列，它们不是复制

功能必须的但可以控制质粒拷贝数。6o。位于上述两个功能

区之间距复制启始区约6．9 kb有一个类IS200元件被命名为

Isl541，与之相邻的7个连续的0RF约3．9 kb区域GC含量

很低，到目前为止在现有资料中除pHCM2质粒外没找到同

源区‘“。

2．鼠毒素模块：该模块长约21．8 kb，末端为Is285元件，

其中的大部分基因与肠道致病菌高度同源。此外还含有鼠

疫菌特异的ymt基因，距离Is285约3．5 kb。其编码产物为

鼠毒素，已知MT属于磷脂酶D超家族(PLD)"1，不是对鼠

类毒力所必须的，而主要在昆虫媒介中起作用¨1。该模块还

有一个约2．5 kb的质粒分配系统，与ymt基因相隔4．1 kb左

右。与噬菌体P1、P7的parABS系统高度同源。pMTparA、

parB基因产物与P1和P7的ParA、ParB同源性很高，另外

pMTl parS位点的基因组成、空间结构和特异性序列亚单位

与P1和P7的parS位点非常相似，提示他们可能有相同的

作用方式一]。另外，ymt基因两侧有许多非精确转座和重组

的痕迹⋯，例如ymt基因两侧有4段与鼠伤寒沙门菌质粒分

配区的同源区，其中两段为不完全重复序列分别位于ymt基

因两侧。此外还有很多转座子残基及与其他质粒或噬菌体

的同源区，说明yTnt基因可能是通过不规则重组从其他遗传

元件水平传递而来。

3．F1抗原模块：该模块长约15．1 kb，代表基因为位于该

模块末端的长5．1 kb左右的caf操纵子，产物为F1抗原及其

辅助因子，是鼠疫菌高度特异的基因。包括结构基因cafl，

编码分子伴侣蛋白、锚定蛋白的caflM、caflA基因，和一个

调节基因caflR[1⋯。其中caflR中有一小段与大肠埃希菌编

码菌毛表达调控蛋白的afrR基因同源性很高，提示其可能属

于maC家族成员u“。此外，F1抗原操纵子两侧有与其他外

源基因同源的转座酶和整合酶的编码基因，提示F1抗原可

能来源于基因水平传递¨o。该模块的另一末端为DNA聚合

酶Ⅲ编码基因的一部分。DNA聚合酶Ⅲ编码基因及其相邻

的整合酶、cobs和cobT基因也与pHCM2质粒高度同源∞。，

并且没有明显的打断，位于整个pHCM2质粒同源区的边缘。

三、三种序列连接方式的差异

鼠疫菌被认为是由假结核耶尔森菌进化而来，有三个生

物型分别对应于历史上的三次大流行，分别为古典型、中世

纪型和东方型bJ。AF053947和AF074611所使用的KIM菌

株是实验室保存的分离自中东的中世纪型菌株‘1“，

ALll7211所使用的菌株CO一92是最近分离自美国的一例早

期肺鼠疫患者的东方型菌株。比较这三个序列，发现均由上

述三个模块构成，但连接方式不同。此外，两个KIM序列还

有一个拷贝的ISl00和两段长度分别为2109和2606 bp的伤

寒沙门菌的同源区。这3段序列在AF053947和AF074611

中的位置和方向不同，在ALll721l中这3段序列缺失，

ISloo插入位点也发生变化。鼠毒素模块、F1抗原模块在这

三个序列中只有几个碱基的不同；伤寒菌同源区模块在

AF053947和AF074611中只有个别碱基的不同，而

ALll7211序列与前两者相比在距该模块末端ISl00约

22．6 kb处有63 bp碱基的缺失，导致KIM序列中两个相邻的

ORF合并”。。

AF053947中两段伤寒菌同源区位于ISl00两侧，三者

相连位于F1抗原模块和鼠毒素模块之间，与之相连的分别

是鼠毒素模块的Is285末端和F1抗原模块的caf操纵子末

端。伤寒菌同源区模块的ISl00末端与鼠毒素模块相连，另

一端与F1抗原模块相连。AF074611与AF053947相比在两

个反向Isl00之间发生了24 kb的序列翻转，即鼠毒素模块和

相邻的2606 bp伤寒菌同源区发生了倒转。ALll7211与

AF053947差别较大，除上述两段伤寒菌同源区和一段63 bp

的缺失外，ISl00插入位置也不同——插入DNA聚合酶Ⅲ的

编码基因，并造成了37 kb序列翻转，形成了两个DNA聚合

酶Ⅲ的假基因，即F1抗原模块和鼠毒素模块连接后翻转插

入两个ISl00之间。三个序列中的2拷贝ISl00都是方向

相反。

四、几点推论

1．pMT质粒可能的形成原因：最近伤寒沙门菌的一个

多重抗药性菌株CTl8完成了全基因组测序，其中包括一直

被认为是神秘质粒的pHCM2u⋯。结果发现pHCM2质粒

57％以上的编码序列与pMT质粒有97％以上的同源性’1“。

该高度同源区在KIM序列中占56．2％以上，在CO一92序列

中占52％以上。并且，除个别小片段的插入外，pHCM2同源

区在pMT质粒中的分布是连续的，尤其是在KIM序列中。

pHCM2并不编码明显的毒力基因或抗药基因，但编码一系

列DNA复制和代谢相关基因’1⋯。pMT质粒中的转录启始

区就位于同源区内，所以pHCM2同源区对于pMT质粒的存

活是非常重要的。质粒分配系统是对质粒存活非常重要的

另一个功能区，位于pMT质粒与其他肠道菌高度同源的

区域。

所以推论鼠疫菌在进化过程中同时获得了pHcM2同源

区和肠道菌同源区的一部分或全部，因为只有同时获得复制

和分配功能才能保证质粒的遗传稳定性。在此基础上获得

了鼠疫菌特异的毒力基因ymt和caf操纵子。pHCM2同源

区和肠道菌同源区的连接可能是通过x噬菌体同源区发生

同源重组完成的，理由是pMT质粒的x噬菌体同源区的一

部分位于pHCM2同源区，且x蛋白的排列顺序与同源基因

一致，另～部分位于肠道菌同源区，在pHCM2质粒中找不到

对应区。所以认为x噬菌体同源区重组，完成了两个部分的

连接。

是否存在pHcM2质粒从pMT质粒获得上述基因片段

的可能呢?分析两个质粒的基因特征，Prentice等‘5o认为可

以排除这种可能性，原因是：首先，二者同源区的GC含量

(51．9％)与伤寒菌背景(52．05％)更接近(鼠疫菌GC含量为

47．6％)；其次，pHCM2质粒全序列有32个Chi位点

GcTGGTGG和其互补序列的分布，而pMT质粒的Chi位点
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分布只局限于二者同源区，而pMT质粒的另外两个质粒没

发现Chi位点分布，Chi位点是大肠埃希菌重组修复酶

RecBcD的识别位点，RecBCD在Chi位点附近将单链DNA

切断，从而使DNA重组成为可能¨“；此外，pMT质粒同源区

外的插入序列(ISl00、ISl541、IS285)在鼠疫菌基因组的其他

位置都有分布，而在pHcM2质粒或伤寒菌染色体中没有

分布。

pHCM2质粒与pMT质粒同源区虽然在pMT质粒中连

续分布，但在pHCM2中是不连续的，这一结果是多次还是一

次重组的结果呢?我们认为是由一次重组造成的，首先，

pHCM2质粒上缺少插入序列，发生多次重组的可能性很低；

其次，两个质粒同源区的基因排列顺序和方向是一致的

(co一92发生的翻转除外)，而多次重组出这么规整的结果的

可能性更低。对于出现这种结果可能的原因是，发生重组时

同源区在pHCM2质粒上的排列是连续的，只是后来进化过

程中获得的其他基因片段打断了这一区域；另一种解释是细

菌可能通过某种类似于真核基因内含子切除的机制完成了

外源基因的选择性获得。

抗药性伤寒菌株cTl8是首先从越南的一例伤寒患者

分离到的，长106 kb。KidgeU等¨41用PCR技术在越南的其

他菌株及东南亚其他国家和巴基斯坦检测pHCM2质粒或与

pHCM2相似的质粒，都没有发现pHCM2质粒的分布。这就

大大局限了pHcM2与pMT质粒接触的机会。伤寒菌的宿

主局限于人和少数高级灵长类，经消化道感染。而鼠疫菌虽

然在动物模型中有口腔途径感染，但并不侵袭消化道，另外

鼠疫菌的外界生存能力很低，所以二者接触可能只局限于双

重感染的人类宿主或叮咬过两种疾病病例的蚤类肠道。

Prentice等‘5 o提出，伤寒菌可能通过与假结核耶尔森菌之间

发生质粒传递，从而使后者获得原始pMT质粒，并进一步进

化成鼠疫菌。理由是假结核菌是胃肠道致病菌，宿主范围更

广，可以大大提高在环境或脊椎动物肠道系统与伤寒菌接触

的机会。

2．三种序列的进化关系：有人提出鼠疫菌东方型在进化

上晚于古典型和中世纪型∞o，我们仅从pMT质粒的三个序

列分析中为这一说法提供几点支持。我们认为ALll7211，

即东方型菌株C0—92的质粒序列是由另外两种质粒进化而

来。理由是：首先，KIM序列中位于伤寒菌同源区模块和F1

抗原模块之间的DNA聚合酶Ⅲ编码基因是完整的，而Co一92

中的翻转造成了该基因的断裂，产生了两个假基因；其次，与

伤寒菌高度同源的区域在KIM中的分布是连续的，而c092

的翻转导致了该区域的断裂。如果上述质粒获得途径成立

的话，我们就有理由认为伤寒同源区连续的菌株在进化上早

于该区域断裂菌株。

两个KIM菌株pMT质粒序列的进化关系我们无法确

定，因为二者的惟一区别就是两个ISl00之间序列的翻转，

而这一现象在菌株长期冻存后多次传代及克隆中经常发生。

3．其他：本实验室曾以嵌套式PCR，及跨模块PCR检测
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了我国青海、云南和辽宁等地区的部分菌株。发现所有检测

菌株F1抗原模块和鼠毒素模块之间的连接方式与

ALll7211相同，即Isl00及其两侧2109 bp、2606 bp的伤寒

沙门菌的同源区缺失，Prentice等‘5o通过PCR技术大量检测

东方型pMT质粒后认为，这两段伤寒菌同源区的缺失是东

方型菌株特有的特征。但没有发现ALll7211的37 kb的翻

转，而且发现F1抗原模块与伤寒菌同源区模块之间的连接

方式共有两种形式，一种是与KIM菌株相同的以完整的

DNA聚合酶Ⅲ连接，另一种是有一个拷贝的ISl00插入，而

鼠毒素模块与伤寒菌同源区模块之间有一部分菌株的连接

方式可能与AF053947相同，还有一部分菌株可能存在插入

序列。所以我国菌株pMT质粒有多种与已发表的序列不同

的连接方式，其中大多数与AF053947相似，但除上述东方型

菌株特异的缺失外还存在一些细微区别。另外，我们实验所

用是当年分离菌株提取的染色体，没有经过克隆等实验过

程，可以避免插入序列造成的重组，保证实验结果的忠实性。

此外，我国青海地区存在相对分子质量(M，)为52×103和

90×103的pMT质粒，与其他地区普遍存在的M，65×103

质粒大小差异很大。现在我们已经肯定了M，52×103质粒

缺失发生在伤寒菌同源区末端的噬菌体同源部分。所以我

们认为pMT质粒结构绝不止这三种类型。我国菌株的pMT

质粒结构究竟有多少种还有待于进一步研究。
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中国部分地区2003年口腔疾病状况监测结果分析

李刚 黄少宏 姚爱娣 杨萍 饶志敏 杨敏 武东峰

为了探索我国家庭成员口腔疾病的流行现状，于2003

年开展了一次全国家庭口腔健康询问调查，现将口腔疾病状

况监测结果报道如下。

1．对象与方法：家庭成员口腔疾病状况调查表根据世界

卫生组织制定的口腔健康调查基本方法设计，采用分层抽样

方法，根据我国不同地区经济(人均GDP)发展水平分层，抽

取我国6个不同经济发展水平的县／区为调查样本地区，各

抽取100户进行人户家庭口腔健康询问调查。利用SPSS

11．5软件统计不同类型地区家庭成员患龋率、龋均、牙龈炎

患病率、牙结石检出率、正畸需要情况。

2．结果：完成调查6个样本县／区，共587户1558人。其

中发达地区193户501人、中等地区194户494人、发展中地

区200户563人。通过玛叶指数与拟合度检验方法对调查

数据质量与代表性的检验和判断，认为这次调查样本对全国

总体样本的代表性较好。结果表明(表1)，我国家庭成员患

龋率为52．05％，龋齿均数为1．76，牙龈炎患病率为16．05％，

牙结石检出率为39．35％，早期牙周病患病率为4．43％，晚期

·疾病控制·

牙周病患病率为1．73％，需修复上颌人数为8．28％、下颌人

数为9．95％，需要正畸人数为6．23％。

3．讨论：世界卫生组织各国口腔疾病资料显示出两种明

显不同的发展趋势。一种是在许多高度工业化国家，近20

多年来，由于一些国家提供了优良的口腔保健服务和采取了

较多的预防措施，致使曾一度广泛流行的龋病逐步得以控

制，龋病患病率呈现明显的下降趋势。然而，随着工业化带

来的生活条件和生活方式的改变，一些发展中国家的龋齿发

生率有所增加。生活富裕了，食物趋向精细，食糖量增加，患

龋的可能性就增加。我国的情况大致与之相同，发展中地区

龋病的发病率较发达地区高；本次调查说明口腔疾病是我国

居民的常见病、多发病。调查表明我国家庭成员龋齿充填率

仅为25．84％，与发达国家龋齿充填率在80％以上相比，有很

大的差距。建议必须加快建立我国口腔保险制度和卫生服

务体系，定期对人群的口腔疾病状况进行检查与评估，做到

对口腔疾病的先防后治，早期发现、早期诊断、早期治疗，推

广裂沟封闭剂、采用氟化物防龋等措施。

表1 不同类型地区居民口腔疾病检出率
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