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甘肃省202株鼠疫耶尔森菌基因型分布
及流行特征分析

王新华 张宏 郭丽民 苗克军 达文平 吴斌徐大琴葛亚俊

穆洮霞 陈国娟 周晓艳王世明 格鹏飞 席进孝

【摘要】 目的研究甘肃省鼠疫耶尔森菌(鼠疫菌)基因分型分布及其流行特征。方法根

据鼠疫菌基因组23个差异区段设计引物，采用PCR技术，分析甘肃省202株不同来源的鼠疫菌。

结果202株鼠疫菌共分为8个基因型，即1b、5、7、8、13、26、GSl型(新基因型)和GS2型(新基因

型)。自20世纪60年代起至今分离到1b、8和GSl基因型，而自1977年后再未分离到7、13、26基

因型，在1995年后才分离到GS2、5基因型。结论甘肃省lb、8和GSl基因型鼠疫菌自20世纪60

年代起持续流行至今，7、13和26基因型菌已有40余年未分离到，而GS2和5基因型菌自20世纪

90年代才开始流行。
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【Abstract】0bjecfive To study the genotype distributions and epidemiological characteristics

of Yersinia pestis in Gansu province．Methods Primers were designed according to the confirmed 23

differential sections，to genotype the 202 Yersinia pestis DNA of Gansn province by PCR，and to

analyze its distribution and epidemiological characteristics．Results Yersinia pestis in Gansu province
could be divided into ei【ght genotypes：lb，5，7，8，13，26，new genotype 1(GSl)and new genotype 2

(GS2)．They were distributed in various regions．1b，8 and GSl genotypes of Yersinia pestis had been

identified since 1 960s but the 7．13 and 26 genotypes had not been isolated for more than 40 years
while GS2 and 5 genotypes had been isolated since 1990s．Conclusion lb，8 and GS 1 genotypes of

Yersinia pestis continued to be violently prevalent since l 960s but 7．1 3 and 26 genotypes had not been

isolated for more than 40 years while GS2 and 5 genotypes had started to be popular since 1 990s．
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·现场调查·

黄鼠鼠疫疫源地，各疫源地间生境差异较大。鼠疫

耶尔森菌(鼠疫菌)在适应性进化过程中表现出较大

差异，这一差异取决于鼠疫菌遗传物质基础。基因

组差异区段(DFR)的缺失和获得反映了鼠疫菌在自

然界适应性演化的遗传基础，为了探究鼠疫菌在甘

肃省鼠疫疫源地的进化及其与生态适应的关系，本

文采用DFR方法对分离自该疫源地的202株鼠疫菌

进行研究，分析其分布及流行特征。

对象与方法

1．菌株来源：202株鼠疫菌均分离自1962—
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2007年甘肃省鼠疫疫源地境内，其中阿克塞县45

株、肃北县54株、玉门市6株、肃南县79株、山丹县1

株、夏河县7株、会宁县8株、白银市平JiI区2株。菌

株分离自人(尸)体9株、活体和自毙喜马拉雅旱獭

113株、狐2株、黄鼠5株、灰尾兔2株、猫1株、小家鼠

1株、谢氏山蚤22株、斧形盖蚤23株、腹窦纤蚤深广

亚种5株、虱8株、蜱11株。

2．研究方法：

(1)引物设计：按文献[1，2]

报道用于鼠疫菌DFR分析的23

对引物。引物序列见表l。

(2)PCR反应体系：①反应体

系30¨1(Mix 15¨l、上下引物各

0．5“l、模板5肛1，补水至30¨1)；
②PCR扩增条件为95 cc预变性

5 min，95 oC 40 S，56 oC 40 S，

72℃60 s扩增30个循环，72℃延

伸5 min；③PCR产物检测，即取

PCR产物8 u1加载到1．5％琼脂糖，

60V电压，电泳30min后，用凝胶

成像仪观察分析。每次实验均设

阴性(用TE液代替模板)、阳性(用

EV菌及其他鼠疫菌株DNA混合

物代替模板)对照。对可疑PCR

结果采取多次重复试验确定。

结 果

1．鼠疫菌基因型分布：202株

鼠疫菌分为8个基因型口3(表2，图

1～3)，即1b、5、7、8、13、26型以及

新出现的GSl型和GS2型。GSl

型与8型近缘，但与8型相比，缺

失了DFRl8，该区段编码一个保

守未知功能的蛋白质。GSl型鼠

疫菌在甘肃省鼠疫疫源地内数量

多，占分析菌株数量的29％，仅次

于8型菌株，所分布的地理位置相

对独立，是该区域的主基因型。

GS2型在甘肃省鼠疫疫源地内数

量较少，分布地点分散、量少，仅

占分析菌株数量的5％。另外在

肃南县境内发现1株缺失pMTl

质粒的鼠疫菌株。

2．各基因型鼠疫菌区域分

布：甘肃省存在两种类型鼠疫自然疫源地，并分为三

大块。其中旱獭鼠疫疫源地分为两大块，即阿尔金

山一祁连山北麓和甘南高原喜马拉雅旱獭鼠疫疫源

地，前者可分为相对独立的3个区，即阿尔金山山

地、大雪山和祁连山北麓东段区，后者为甘南高原

区。黄鼠鼠疫疫源地为陇中黄土高原阿拉善黄鼠鼠

疫疫源地，为黄土高原区。由此甘肃省鼠疫疫源地

分为相对独立的5个区域。阿尔金山山地疫源地鼠

表1 23个DFR弓I物序列

DFR 包含基因 扩增靶基因 序列(5’～3’)

01 91001一pMT044堋，91001一pMT046乏裟擞筹淼器篙焉篙
02 91001一pMT086~094 91001一pMT090乏裟搿需怒黑淼
03 C092一YPMTl．03～·．12 C092一YPMTl．os RF：：ATGGTCGAcC：：!；：j：：；；：：；：；：；燃G
04 91001一YP0966～o，ss 91001一YP0976三：罢j：：i：j；j；!j：j：i：：i：：i：：筹：!；!；!i：器
05 C092一YP00621～osss C092一YP00624三：：：：!：j：：：：：：j：：：；i：；?：：：；燃台G
06 C092一YP00738~0739 C092一YP00739未淼篇裟裟篙蓦需06
07 C092一YP00740~0754 C092一YP00743未器需会需慧慧罴篡篙
08 C092一YP00988棚89 C092一YP00988未篙思淼燃篆黑‰c
09 C092一YP00998~1007 C092一YP01002￡篇勰嚣警高蒜AG
10 C092一YPOll65~1172 C092一YPOll68 R．TF：G淼罢：幂篙焉簖嬲TTc
1 l C092一YP01986~1987 C092一YP01987未罴裟嬲鬣器G
12 C092一YP02096锄35 C092一YP02110￡踹黑裟蒹篇篇篇
13 C092一YP02271锄81 C092一YP02277 FR：：GATTTTcC篆篙嬲篙需
14 C092一YP02286~2287 C092一YP02286未篇篆裟嬲需勰
15 C092一YP02135 C092一YP02135是芒篙需裟翟焉裟G
16 C092一YP02375~2376 C092一YP02375未嚣淼辫燃勰熙焉G
-，C092一YP02380 C092一YP02380盖：需黑僦焉墨篇善篙暑‰
18 C092一YP02469 C092一YP02469￡篙裟裟勰
19 C092一YP02487~2489 C092一YP02489￡熙懋篇泼淼梁
20 C092一YP03046~3047 C092一YP03047 2鲁裟篙篙罴翟器复篙
2 1 C092一YP03674 C092一YP03674￡麓徽擀淼思器G
22 C092一YP04012~4045 C092一YP04017 R．TF：TGTGTATGT篙篇蓦銮器TC三忑瓣
23 383 bp MF：G嚣攥裟燃罢c
pMTl YPMTl．甜 2勰焉誊翟黑篙怒裟G
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表2甘肃鼠疫菌23个DFR和pMTl的分布

·435·
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图1 9525号鼠疫菌第1．12对引物PCR扩增产物
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图2 9525号鼠疫菌第13～23对及pMTI引物

PCR扩增产物
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注：罔中数字为“菌号一引物号”．女

的第1对DFR引物扩增结果

图3 17株鼠疫菌第18对引物PCR扩增产物

疫菌主基因型为1b型(93．3％，42／45)，大雪山疫源

地鼠疫菌主基因型为8型(76．7％，46／60)，祁连山北

麓东段鼠疫菌主基因型为GSl型(69．1％，56／81)，陇

中黄土高原阿拉善黄鼠鼠疫疫源地内鼠疫菌主基因

型为26型(80％，8／10)，甘南高原喜马拉雅旱獭鼠疫

疫源地内鼠疫菌基因型为7型(表3)。以鼠疫菌不

同来源地区分析，夏河县只有7基因型分布，会宁

县、白银市平川区有13、26基因型分布，阿克塞县主

基因型为1b型，肃北县主基因型为8型，玉门市主基

因型为5型，肃南县主基因型为GSl型，山丹县只有

GSl型分布。阿克塞、肃北、肃南3个县的基因型在

两县接壤地区交错分布，阿克塞县主基因型1b型是

肃北县次基因型，次基因型8型成为肃北县主基因

型；肃北县主基因型8型是肃南县次基因型，次基因

型GSl型成为肃南县主基因型，由西北向东南方向

依次演化(表4)。

表3甘肃省鼠疫疫源地鼠疫菌基因组型分布

表4甘肃省不同疫源地区鼠疫菌基因型分布

3．不同基因型鼠疫菌的流行特点：甘肃省8个

基因型鼠疫菌在不同年代、不同地区流行趋势差异
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较大。其中lb、8和GSl基因型菌在阿尔金山一祁连

山山地鼠疫疫源地内一直持续猛烈流行，GS2型菌

自20世纪90年代开始流行，5型菌在2000年后才开

始流行，7型菌在甘南高原鼠疫疫源地内自20世纪

60年代猛烈流行后再未分离到，13和26型菌在20

世纪60—70年代猛烈流行后也再未分离到(表5)。

表5甘肃省不同流行年代鼠疫菌基因型分布

4．甘肃省鼠疫菌的传播及演化：甘肃省鼠疫疫

源地存在喜马拉雅旱獭和阿拉善黄鼠两种主要宿主

动物，旱獭鼠疫疫源地宿主生态位在4个区域均有

差异，而黄鼠鼠疫疫源地则无差异。5个相对独立

的鼠疫疫源地均有单独的主基因型鼠疫菌，依据鼠

疫菌基因组进化特征及其在我国传播和演化⋯，认

为甘肃省3大疫源地的鼠疫菌均由不同路径传人，

，一-’1
， ＼
、t
r 、

，，v，／7 ＼

＼
＼

图例

基⋯型Ib舒佑卜(

一基H删8分41il)‘：
基⋯’列Gsl分布h

基【N刊7分佑区

-基H型26，，布【t

即黄土高原疫源地与内蒙古长爪沙鼠及甘宁黄土高

原阿拉善黄鼠鼠疫自然疫源地的地理位置较为接

近，鼠疫菌主基因型与内蒙古长爪沙鼠及甘宁黄土

高原阿拉善黄鼠鼠疫自然疫源地内鼠疫菌主基因

型分别相差1、2个位点，推测可能是由上述疫源地

传人；甘南高原疫源地与青甘藏高原喜马拉雅旱獭

鼠疫疫源地地域相连HJ，且鼠疫菌主要基因组型一

致，推测该块疫源地是由青甘藏高原喜马拉雅旱獭

鼠疫疫源地传人，且未演化；阿尔金山一祁连山山脉

疫源地内的鼠疫菌主基因型之一的1b型，在青甘藏

高原喜马拉雅旱獭鼠疫疫源地内为次基因型，由于

鼠疫菌在该疫源地内流行时间较长，推测传人后发

生了演化，首先传人阿尔金山疫源地，由西北向东南

传人大雪山疫源地，再传人祁连山北麓东段疫源地

(图4)。

讨 论

鼠疫菌在自然选择压力作用下，那些有利于个

体生存繁殖的变异在基因组中稳定遗传下来，使带

有变异表型的个体在种群或某一亚群中逐步占据优

势，在总体上达到了表型的有序进化‘5l。甘肃省的

Fj?≥。≤_，Ij
、j一。． ： 传入

L、v、、／tt$
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、． ■7，、

。＼f。二鑫
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图4甘肃省鼠疫菌主基[蚓型分布、演化和传播情况
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阿尔金山一祁连山山脉鼠疫疫源地分为相对独立的

3个区域，其自然景观明显不同，使得区域问生态系

统差异较大。阿尔金山山地疫源地鼠疫菌主基因型

1b型传人大雪山疫源地为了适应其宿主生态位，在

演化过程中缺失了2个位点演化成8型，或者说阿尔

金山山地疫源地鼠疫菌传人大雪山疫源地后8型鼠

疫菌适应其环境成为流行的主基因型。大雪山疫源

地鼠疫菌主基因型8型传人祁连山北麓东段，为了

适应其宿主生态位缺失了1个位点而演化出新基因

型GSl型，并成为该区域的主基因型。相应的5个

区域就有了各自宿主生态位，也就决定了不同基因

型鼠疫菌的存在，符合鼠疫菌在自然选择压力作用

下适应不同生态景观，遗传物质变异后有利于其基

因组稳定的遗传成为某区域的主基因型。疫源地接

壤区域的主次基因型鼠疫菌共存，也符合生态区之

间存在过渡区的实际情况。

从甘肃省不同区域疫源地鼠疫流行现状分析，

猛烈流行区不但有主基因型(1b、8和GSl)，而且有

次基因型(5和GS2)；微弱流行区甘南高原只分离到

7型鼠疫菌，黄土高原分离到13和26型鼠疫菌。不

同型鼠疫菌的存在是鼠疫疫源地持续猛烈流行的首

要条件，某区域内不同基因型鼠疫菌的存在是该疫

源地动物间鼠疫活跃的客观表现，从而导致鼠疫在

动物间持续流行。也就是说，鼠疫菌为了适应生态

环境的变化而出现多种基因型共存或不断演化出新

基因型，预示动物间鼠疫在该区域内可以持续流
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行。反之，某区域只有单一型鼠疫菌，不利于鼠疫菌

生存，该地从而进入微弱流行期。
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