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鼠疫耶尔森菌rRNA基因识别特征研究

张慧娟魏建春张恩民 申小娜 梁莹朱晓宇徐冬蕾孙丽娜

张建华俞东征海荣

【摘要】 目的分析鼠疫耶尔森菌(鼠疫菌)的rRNA基因识别特征。方法通过比较基因

组学方法，利用Clustal W软件，对目前已完成全基因组测序的9株鼠疫菌的rRNA基因序列进行

分析，分别比对rRNA基因簇两侧的2000bp序列、基因簇内16S、23S、5S rRNA及16S～23S基因

间隔区序列，以确定鼠疫菌rRNA基凶的识别特征。结果菌株D182038、D106004、Z176003和

C092分别有6个rRNA基因簇拷贝(6拷贝菌株)，菌株91001、KIM、Nepal516、Antiqua和Pestoides

F分别有7个rRNA基因簇拷贝(7拷贝菌株)。按照两侧2000bp序列不同，可将鼠疫菌rRNA基因

簇分成13种类型，并可将6拷贝与7拷贝菌株进行区分；16S一23S rRNA基因间隔区含有4种不同

种类和数量的tRNA基因，可将6拷贝菌株和7拷贝菌株分别进行区分；23S rRNA基因在不同菌株

间及不同rRNA拷贝间的碱基突变数方差分析显示，各菌株间F=0．548，P=0．815>0．05；各拷贝

间F=5．228，P<0．01。结论鼠疫菌rRNA基因簇两侧序列、间隔区tRNA基因和23S rRNA基因

可作为识别不同菌株和不同rRNA基因簇拷贝的指标，将鼠疫菌不同菌株进行分类。
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rRNA基因在细菌分类鉴定及基因微进化研究

中有着重要作用，多株鼠疫耶尔森菌(鼠疫菌)全基

因组序列测定的完成为研究不同菌株rRNA基因特

点提供了资料，通过比较基因组学方法，分析rRNA

基因在不同来源鼠疫菌之间的差异分布，可以揭示

鼠疫菌的rRNA基因结构特征。已有研究显示，鼠疫

菌中存在不同数目的rRNA基因簇拷贝n。]，常见6拷

贝菌株和7拷贝菌株，rRNA基因指纹图谱分析发现中

国普遍存在6拷贝菌株，并且有明显的疫源地差异b】。

通过rRNA相关基因序列比对可能找到识别某一菌

株或某一fRNA拷贝的基因特征。本研究选取rRNA

基因本身及其两侧的2000 bp序列进行分析。

材料与方法

1．菌株：本实验室新近测序的3株鼠疫菌玉龙

分离菌株D106004、剑川滇西纵谷生态型菌株

D182038、青藏高原1型菌株Z176003和目前

GenBank中已完成全基因组序列测定的6株鼠疫菌

株(C092、91001、KIM、Antiqua、Nepal516和

Pestoides F)。

2．序列比对及分析：用Clustal W软件对上述已

完成全基因组测序的9株鼠疫菌序列进行多序列比

对。分别比对rRNA基因簇两侧的2000 bp序列、基

因簇内部各部分序列，包括16S、23S、5S rRNA及

16S一23S、23S～5S基因间隔区。序列一致率>90％

为同源，以基因序列的同源性和基因间隔区的tRNA

基因类型和数目差异作为识别不同菌株或不同

rRNA拷贝菌株的指标；对于单碱基突变的基因序

列，统计各菌株和各拷贝间的突变数，进行方差分析。

3．rRNA基因簇各拷贝的确定：为便于分析和比

较，以C092菌株rRNA基因簇在全基因组中的位置

顺序为参照，将rRNA基因簇拷贝依次编号为1、2、

3、4、5、6，每个拷贝两侧的2000 bp序列分别用a、b

表示，靠近16S rRNA的2000 bp序列命名为a，靠近

5S rRNA的2000bp序列命名为b，如第1个拷贝16S

端即为la，5S端即为lb。各菌株rRNA基因簇两侧

a、b序列进行比对后，若a,b序列一致，则认为是同

一个rRNA基因簇，即按C092菌株中的rRNA编号

命名；若出现新的不同的a或b序列，则依次编号，如

91001菌株中出现的第7拷贝，Antiqua菌株中出现

的第8、9、10拷贝等。

结 果

1．rRNA基因簇两侧序列：按照基因簇两侧的

2000 bp序列，可将9株菌中的rRNA基因簇分为13

种类型，在不同菌株中的位置和方向不同(图1)。

(1)rRNA基因簇拷贝在菌株中的位置：菌株

D182038、D106004、Z176003和C092分别有6个

rRNA基因簇，菌株91001、KIM、Nepal516、Antiqua

和Pestoides F分别有7个rRNA基因簇。6拷贝菌株

的rRNA基因簇位置相同，其他菌株与C092相比，

各拷贝在位置上发生了移位或基因反转(与互补链
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的序列同源)，并出现了新的rRNA基

因簇拷贝，ⅪM、Nepal516和Antiqua

中增加了8a。所有菌株第2、3、5、6

rRNA基因簇拷贝两侧2000 bp序列

在各株菌中保持不变，其余拷贝两侧

的2000 bp序列由于基因组重排发生

了移位，表现为第l、4、7、8拷贝的a

和b序列相互重排。

(2)保守序列：a、b序列两两比对

显示，rRNA基因两侧有一部分序列

主生亟鱼塞堂垄查!!!!笙兰旦笙丝鲞笙!塑￡垄些!墅!型坐：尘鲤!旦!!：塑：丝!型!：，

表1不同rRNA基因簇的鼠疫菌中tRNA种类及数量

rRNA 菌 株

是保持不变的。表现为所有a序列中紧邻16S rRNA

基因序列的237bp序列同源(92％)，为rRNA基因簇

的保守序列；b序列中，2b和6b紧邻5S rRNA基因序

列的207bp同源(92％)，3b和7b紧邻5S rRNA基因

的207 bp同源(92％)，lb、3b、5b和7b紧邻5S rRNA

基因的75 bp同源(97％)。

(3)插入序列：将第1、4、7拷贝的a,b序列与全

基因组进行Blast比对，结果显示1b、7b、8a中均有插

入序列存在，而第4拷贝周围没有插入序列。表现

为lb中紧邻5S rRNA基因约430 bp处有IS285，长

度1314 bp；7b中紧邻5S rRNA基因约980 bp处有

ISl617，长度611 bp；8a中紧邻16S rRNA基因约

570 bp处有ISl00，长度1949 bp。

(4)7拷贝菌株a,b序列特异性：根据rRNA基因

两侧的a、b序列组合独特性进行分析，7拷贝菌株

中，91001的第7拷贝、Nepal516的第11、12拷贝和

Pestoides F的第13拷贝分别是各菌株的惟一rRNA

基因；而Antiqua和K1M中的第8、9拷贝为该2株菌

共有。以上序列特征显示了7拷贝与6拷贝菌株的

差异，但不能将Antiqua和KIM区分开。

2．基因间隔区内的tRNA基因：鼠疫菌rRNA基

因簇内存在16S～23S rRNA和23S～5S rRNA基因

间隔区，后者较短，在一些菌株中不存在，而16S一

23S rRNA基因间隔区内夹杂着不同种类和数量的

tRNA基因，可分为4种情况：不含tRNA基因(a)、含

1个tRNA．Glu(b)、含1个tRNA．Ala(c)、含tRNA．

Ala、Ile各1个(d)，见表l。可以看到，tRNA基因不

随rRNA基因簇位置和方向的变化而变化，尽管第

2、3、5、6拷贝rRNA基因簇两侧序列在各菌株中保

持不变，其间隔区的tRNA基因还是各不相同，说明

tRNA基因的插入与基因组重排之间没有必然的联

系。从不同菌株各拷贝中的tRNA基因种类看，6拷

贝的菌株各不相同，KIM和Nepal516相同，其他均

不同，提示tRNA基因可以较好地区分各菌株。

3．23S rRNA基因：rRNA基因各部分中16S和

5S rRNA基因变异较小，23S rRNA突变较多，表现

为单碱基突变，共27个突变位点。突变位置多发生

在碱基的第1171—1879 bp之间，突变类型共有14

种，以e斗A置换及C_+T置换突变居多。27个突变

位点中，一些突变仅限于少数拷贝，将突变少于10

个拷贝的位点排除外，则有7个位点发生了单碱基

突变，这7个位点分别是处于核苷酸1171、1172、

1178、1826、1879、2799、2807处，为23S rRNA的多突

变区(表2、3)。

表2鼠疫菌中23S rRNA基因序列单碱基突变数量及位置

表3不同鼠疫菌株巾不同拷贝的23S rRNA碱基突变数

注：同表l

对不同菌株间及不同rRNA基因簇拷贝间突变

数进行方差分析，结果显示各菌株间F-----0．548．JP=

0．815>0．05，各菌株间突变数差异无统计学意义；各

拷贝间F=5．228，P<0．01，各拷贝的突变数差异有

统计学意义，利用LSD法进行两两比较，结果显示，
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第l拷贝与5、6、7拷贝间差异均有统计学意义，第2

拷贝与5、6拷贝间差异有统计学意义，第3拷贝与5、

6拷贝间差异有统计学意义，第4拷贝与5、6拷贝间

差异有统计学意义，其他各拷贝间差异无统计学意

义。第1、2、3、4拷贝突变较少，5、6拷贝突变最多。

讨 论

已有研究显示，绝大多数鼠疫菌rRNA基因以

基因簇的形式存在，保守性较强。一般种内不同菌

株间同源性>99．5％；而23S rRNA基因和16S一23S

rRNA基因间隔区内的tRNA基因变异性较大，在许

多研究中作为细菌属内种间或种内分类的依据H】。

基于鼠疫菌中rRNA基因的保守性，本研究用

rRNA基因簇两侧的序列作为分析对象，试图从另一

个方向出发，找到不同菌株间及不同拷贝菌株间

rRNA基因的识别标志。同一株菌中每个rRNA基

因簇两侧的序列是不同的，以此序列作为该rRNA

基因簇的识别特征，可以将6拷贝和7拷贝菌株区分

开。按照基因簇两侧的序列不同，将已测序菌株的

rRNA基因簇分为13种，其中6拷贝菌株中均含有第

1—6个拷贝，而在7拷贝菌株中存在第7～13个拷

贝，这些rRNA基因簇两侧的序列可以作为识别特

征区分6拷贝和7拷贝菌株。同时，还可区分7拷贝

菌株间除了Antiqua和KIM外的其他菌株。另外，

本研究中发现的rRNA基因簇16S侧存在的保守序

列和部分5S侧的保守序列也可作为不同rRNA基因

簇识别的参考指标。

rRNA基因簇内各部分序列两两比对结果显示，

不同菌株间基因组表现为单碱基突变差异，16S～

23S rRNA基因间隔区因所含tRNA基因类型和数目

不同而不同。因16S和5S rRNA基因在研究的9株

菌间同源性>99．5％，不能提供可以区分和识别各菌

株和不同rRNA基因拷贝的信息，因此重点分析了

23S rRNA基因和间隔区内的tRNA基因。23S

rRNA基因在各菌株间的碱基突变位点较多，方差分

析显示，不同菌株间差异无统计学意义，但在不同的

rRNA基因簇拷贝间的突变数差异有统计学意义，第

5、6拷贝的突变较多，即该拷贝在不同菌株中差异

较大。

16S一23S rRNA基因间隔区内的tRNA基因在

不同研究菌株和不同rRNA基因簇拷贝中类型和数

目差异较大，以此为标识，可将rRNA基因簇分为4

种不同的类型。在6拷贝菌株中分布差异明显，7拷

贝菌株中的KIM和Antiqua株所含tRNA基因类型
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不同，可以进行区分，因此间隔区的tRNA基因可以

作为rRNA基因簇的识别特征。

2009年Liang等”3对8株已测序鼠疫菌的基因

组重排现象进行了分析，显示插入序列在基因组重

排中起到重要作用。本研究中，不同菌株间rRNA

位置和方向的差异也反映了基因组重排的过程，7

拷贝菌株比6拷贝菌株多出的rRNA拷贝周围均存

在插入序列，该rRNA拷贝很可能会在基因组重排

时丢失，变成6拷贝的菌株。同时，tRNA基因并不

随着rRNA基因簇在基因组中的移位而移位，可见

tRNA的变化不是由于基因组重排导致的，而是独立

进行的。

综上所述，本研究比较分析了已测序鼠疫菌

rRNA基因簇本身及两侧的序列，rRNA基因两侧序

列可以作为识别鼠疫菌rRNA基因簇的1个重要指

标；两侧较短的保守序列、间隔区的tRNA基因和

23S rRNA基因序列的不同可以作为补充指标，鉴别

不同菌株和不同rRNA基因簇拷贝，将不同菌株问

的鼠疫菌加以分类。本研究方法和结果丰富了鼠疫

菌rRNA基因的遗传特征，从分子流行病学角度为

鼠疫疫情的溯源及预防控制T作提供一定的理论依

据。全基因组重排与rRNA基因簇、tRNA基因重排

的关系分析，为鼠疫菌的基因进化研究提供一定的

参考。在中国存在18种不同生态型的鼠疫疫源地，

有些生态型菌株与已测序菌株理论上接近，但没有

实验验证或全序列测定，本研究中得出的结论能否

代表中国鼠疫菌rRNA基因簇的类型，还需要更多

的实验进行研究。

(本研究的序列分析工作得到北京华大基因研究院王琪的大力

帮助，谨此感谢)
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