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【摘要】 目的 研究布氏田鼠鼠疫菌株!"#$%&’(基因座结构与其他类型鼠疫菌是否有区别，
及其与布氏田鼠鼠疫菌株的独特特征的关系。方法 采用聚合酶链反应（)*+）的方法，共设计#,对
嵌套的引物，以喜玛拉雅旱獭鼠疫菌株和布氏田鼠鼠疫菌株的染色体-./为模板，分段扩增该区域
内的-./，选择差异较大的扩增片段进行克隆和测序，与已发表的序列比较。结果 布氏田鼠鼠疫
菌株的!"#$%&’(基因座一端缺失了!0,#个碱基，即插入序列12!""。另外，在测序的这段基因中，
一类似于可变数量串联重复序列（3.4+）的区域，布氏田鼠鼠疫菌比已发表的序列多出几个拷贝。
结论 布氏田鼠鼠疫菌株的!"#$%&’(基因座序列改变了，一端缺失了插入序列12!""，这就使得它

的毒力岛不容易丢失，保持了&’(5表现型的稳定；与其毒力的关系，有待于进一步研究。
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鼠疫是一种自然疫源性烈性传染病，在我国的

流行历史久远。纪树立等［!］根据鼠疫菌糖醇酵解、

营养型、内毒素含量、&’(5（色素沉着）到&’(O的
突变率等多项指标，将鼠疫菌分为!P个生态型。而
在这些鼠疫菌株中，分离自布氏田鼠的鼠疫菌株却

具有较为独特的特征。它的生态型属于锡林郭勒高

原型。我国大多数生态型鼠疫菌可产生鼠疫菌素

（)C?）!，但对)C?!不敏感，仅锡林郭勒高原型鼠疫
菌能产生)C?!且对)C?!敏感，这类似于)C?!的指
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示菌!型假结核菌［#］。循环于其他自然疫源地的
菌株对实验动物具有很强的毒力，而且其毒力对小

白鼠和豚鼠等实验动物均无明显的差别，但布氏田

鼠鼠疫菌却有不同的特点。此型鼠疫菌对小白鼠的

毒力较强，而豚鼠、家兔等则对其无感受性。而且其

&’(5表现型比较稳定，传至!"代&’(5突变为

&’(O的速率仍为"［!］。从其被发现至今，还未见到
人患布氏田鼠鼠疫的报道。樊振亚等［#］的研究发

现，布氏田鼠鼠疫菌的夺铁能力可能有问题，而与

&’(5表现型有关的及编码铁载体的基因又都位于
其!"#$%&’(基因座上。为此我们对其!"#$%
&’(基因座结构进行了研究，现将结果报告如下。
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材料与方法

!"材料：
（!）菌株与克隆载体及受体菌：实验所用布氏
田鼠鼠疫菌株和喜玛拉雅旱獭鼠疫菌株分别由内蒙

古和青海鼠疫菌种保存中心提供。所用菌株背景材

料见表!。载体#$%!%&"!’()*)!%和受体菌 )+,
-./0!%()*!1为2+3405/6,+公司产品。

表! 实验所用菌株基本情况

菌株号
分离
宿主

分离地点 分离时间
刚果红试
验阳性率
（7）

! 沙土鼠 内蒙古阿纳旗 !891’1:’1& ;（:1）

& 田鼠 内蒙古阿巴嘎旗 !891’18’&9 ;（8<）

= 布氏田鼠 内蒙古东苏旗 !891’1>’1: ;
=" 布氏田鼠 内蒙古东苏旗 !891’1>’1: ;
? 布氏田鼠 内蒙古东乌旗 !89<’1?’&: ;
< 布氏田鼠 内蒙古东乌旗 !89<’!!’&> ;（><）

> 红狐狸 内蒙古阿巴嘎旗 !89<’!!’=1 ;
9 布氏田鼠 内蒙古阿纳旗 !89<’18’=1 ;
8 布氏田鼠 内蒙古东乌旗 !89>’1?’&9 ;（9<）

!1 褐家鼠 内蒙古东乌旗 !89>’1<’18 ;
!1" 褐家鼠 内蒙古东乌旗 !89>’1<’18 ;
!! 沙土鼠 内蒙古西乌旗 !89>’1<’&? ;（91）

!& 布氏田鼠 内蒙古西乌旗 !89>’1>’!8 ;
!= 布氏田鼠 内蒙古阿巴嘎旗 ;
!< 布氏田鼠 内蒙古阿巴嘎旗 !8:9’!!’18 ;
!> 布氏田鼠 内蒙古东乌旗 !8::’1<’!< ;
!9 布氏田鼠 内蒙古东乌旗 !8::’1<’!9 ;（81）

!: 布氏田鼠 内蒙古东乌旗 !8::’1<’!: ;（88）

!8 布氏田鼠 内蒙古东乌旗 !8:8’1?’&> ;
&1 布氏田鼠 内蒙古东乌旗 !8:8’1<’!8 ;
&! 布氏田鼠 内蒙古东乌旗 !8:8’1<’&1 ;
991!:喜玛拉雅旱獭 甘肃大河区 !8:?’19’!!

"=、!1有阴性，其余均为!117阳性；991!:的生态型为祁连山

!型，余为锡林郭勒高原型

（&）主要试剂与仪器：(@A酶、BC(*、质粒快速
提取试剂盒购自鼎国和华美生物工程公司，()*)
(D$E/+4+6F40为2+3405/6,+公司产品，%/G/HIHE,5!%

J5@B4,+0?1型*$%基因扩增仪为-05@0@6,+,!%产品，
KL2#5/JD-911!M凝胶影像分析系统为KL2公司
产品，高速台式离心机为上海安亭科学仪器厂产品，

水平电泳仪为北京东方仪器厂产品。

&"实验方法：
（!）*$%扩增：根据已经公布的鼠疫菌!1&NG

#6O基因座序列，采用嵌套的方法共设计&<对引物
分段扩增（表&）。反应条件：变性8<P<O4+，!个
循环，然后8<P<O4+，<<P!O4+，9&P!O4+，=1个
循环。最后9&P<O4+。

表" *$%扩增引物序列
引物 引物序列

! 上游<’’J(JDJD$DDJD($DJ$$$J(’=’
下游<’’D($J$JD($DJ$J($($D(J’=’

= 上游<’’$(J($($DJ$$DD(JJ$(J(’=’
下游<’’((JJ$D($D$(JJ$$DJ(J$’=’

? 上游<’’$DD(D(D$(JJD(JJ($$J(’=’
下游<’’($$JJJ($(JD$D(($(JD$’=’

< 上游<’’J(D$J$JD$(JDD($(JD(J’=’
下游<’’DJ$($((($DDJ(J$DJ$JJ’=’

> 上游<’’DJD$($(J(D$DJDDJ$$DJ’=’
下游<’’(JD$($D($(JJ$J$($DD$’=’

9 上游<’’(JD$$JDDD$$DJ((DJ$(J’=’
下游<’’JDD(D$($D($($($$JD$J’=’

: 上游<’’($DJ$$DD$DJDJ$J(J(D(’=’
下游<’’JJ$D($DJJ$JJ(DD(J(D(’=’

8 上游<’’$J$(J$(JD$($D(DJJD($’=’
下游<’’J(DJ$($(J$D(D$J$DD(J’=’

!1 上游<’’JD(J$$(JD(JDJ$D$JDD$’=’
下游<’’J$D($D$$($D($D$DJ$(J’=’

!! 上游<’’(JJ$DJ$J(J((JJ$D((D(’=’
下游<’’(D$(J(DD($D($(JJ$JJ(’=’

!& 上游<’’(D$$J$JD(DD$J$D(D$(J’=’
下游<’’$($$DJ$($D($DDJ$(J$J’=’

!= 上游<’’$(D$J(JD(JJDJ((($J$$’=’
下游<’’(DD$D(JJ$J$DJ$JD(D$J’=’

!? 上游<‘’J$DJ$(D$D$JD$JD($(JJ’=’
下游<’’JJDDJ$J((J(DD$$$$J$J’=’

!< 上游<’’DJ$$$DD($D$JJD$($(D$’=’
下游<’’J$D(D$((D$J$(($($D$(’=’

!> 上游<’’J((J((($$$(J((J$$(JJ’=’
下游<’’J$(JJ(JJ(JD$(J(((J(J’=’

!9 上游<’’$D$JDDD$D(JD($J$DD$$’=’
下游<’’$D($((D($($D$(J$(JJJ’=’

!: 上游<’’$(J$(JD$$$J(J(JD(DD(’=’
下游<’’$($JDDD$$D$JD$(((J$(’=’

!8 上游<’’JJDDDJ(J$$J$$D($JD$(’=’
下游<’’D$J$((D$(D$(JJ$$($D$’=’

&1 上游<’’$(JJJJ$$(($JDJJ(D(D(’=’
下游<’’D$(($(JDJ$$J$D((J($(’=’

&! 上游<’’JJD$J(JJD(JD$D(($DJ(’=’
下游<’’$$((JDD(($($($$J(DJJ’=’

&& 上游<’’(J$JD$J(J($($(J($DDJ’=’
下游<’’D$DJJDD$DJ(JD(((J$$J’=’

&= 上游<’’($$J((JD(JJ$DJ(JDDJ$’=’
下游<’’D(D($$D$$D(D$DJJ($(J’=’

&? 上游<’’DJJJDJDDJ($J$DJDD$DJ’=’
下游<’’D($JJ$JJ(DJ((DJD$DJ(’=’

&< 上游<’’((J((JJ((JJJJDJJD(J(’=’
下游<’’D(J$(JD(JD(JJ$JJ(J$(’=’

&> 上游<’’(DD$$(DD$J$$JJDD$D(J’=’
下游<’’DJ$D$$DJD$(JDJ$D(JD$’=’

（&）克隆和测序：经*$%扩增，找出扩增产物长
度不同的区域，采用()*)(D$E/+4+6F40，根据其
说明书进行克隆，对克隆子进行酶切鉴定，将鉴定为

阳性的克隆子送上海博亚公司测序。

（=）序列的比较分析：在J,+Q@+N上经QRD-(
查询，与已发表的鼠疫菌!1&NG#6O基因座序列
比较。
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结 果

!"#$%扩增：通过预试验发现，在现有的试验
条件下，#$%所能扩增的最长长度为&’(。根据已
经公布的鼠疫菌!)*’(+,-基因座序列，采用嵌套
的方法共设计*&对引物，每对引物预期扩增的长度
都大约为&’(。由于我们没有已公布了!)*’(
+,-基因座序列的那一株鼠疫菌，而喜马拉雅旱獭
菌株为我国毒性最强的菌株，所以便以此菌株作为

对照。每对引物都以*!株布氏田鼠鼠疫菌和!株
喜马拉雅旱獭鼠疫菌为模板，扩增.次以上，结果稳
定。*&对引物分段扩增的结果中，第&对引物的扩
增产物，所有布氏田鼠鼠疫菌株长度均一样，而与喜

马拉雅旱獭鼠疫菌株却明显不同（图!）。图!可以
看到，喜马拉雅旱獭鼠疫菌株的#$%扩增产物长度
为//0*(+，与预期结果一致；而布氏田鼠鼠疫菌株
的#$%扩增产物长度却为*&1)(+，比预期结果短
了!0.*(+。

2：!345678%"9:;<=# 2>?’@?A；BB)!C：喜马拉雅旱獭鼠疫
菌株；D：空白对照；!!$!.、!&$*!均为布氏田鼠鼠疫菌株

图! 引物&的#$%扩增结果

另外，第!!对引物的扩增产物，布氏田鼠鼠疫
菌的扩增产物与预期长度一致，而喜马拉雅旱獭鼠

疫菌的扩增产物却比预期长度要短，本次未测序。

其余引物的扩增产物中，布氏田鼠鼠疫菌和喜马拉

雅旱獭鼠疫菌未见明显差异，引物!、.、/、1、B、0、

!&$*&的扩增产物与预期长度一致，而引物C、!)、

!*、!/的扩增产物却比预期长度要短。引物/、**、

*&有非特异性条带。而引物C、!)、!/的扩增产物
却比预期长度要短，引物!*、!.、*1的扩增产物效果
不是很好。我们只选取了!株布氏田鼠鼠疫菌部分
引物的扩增结果（图*，.）。

2：!345678%"9:;<=# 2>?’@?A；>：BB)!C喜马拉雅旱獭鼠

疫菌株；!1为布氏田鼠鼠疫菌株

图" 引物!、.、0、!B、*!的#$%扩增结果

2：!345678%"9:;<=# 2>?’@?A；>：BB)!C喜马拉雅旱獭鼠

疫菌株；B：布氏田鼠鼠疫菌株

图# 引物C、!)、!!、!/的#$%扩增结果

*"克隆和测序：第&对引物扩增的产物有明显
区别，选择!株布氏田鼠鼠疫菌和对照菌株喜马拉
雅旱獭鼠疫菌进行了克隆，对克隆子使用限制性内

切酶678%"进行了酶切鉴定。将阳性克隆子送上
海博亚公司测序，我们将布氏田鼠鼠疫菌株的#$%
产物测通了，此段基因位于发表的原序列0&&0$
!/).!处，该菌株缺失了!!*10$!.**)处基因，另
外，在发表的原序列!)0&)$!)0C0处，布氏田鼠鼠
疫菌比已发表的序列多出//个碱基。而对照菌株
喜玛拉雅旱獭鼠疫菌，我们只测了产物两端，发现其

除了极个别碱基以外，几乎与公布的序列相一致，故

没有将其测通。

."序列比较分析：经E@<F><’上FG5HI查询，
与已发表的鼠疫菌!)*’(+,-基因座序列比较发
现，布氏田鼠鼠疫菌株!)*’(+,-基因座的一端即
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色素沉着（!"#）部分缺失了$%&’个碱基即插入序
列()$**。另外，在测序的这段基因中，一类似于可
变数量串联重复序列（+,-.）/---/-0-的区域，
布氏田鼠鼠疫菌比已发表的序列多出&个拷贝。

讨 论

毒力岛（12(）是细菌染色体上一簇编码细菌毒
力因子或与毒力相关的基因，往往位于特殊的位点

（如3.,0），另一侧为()，具有不稳定性，缺失频率
为$*45!$*4&，可使宿主菌获得新的毒力特征。它
的6/含量与宿主菌染色体有差异，暗示它们通过
不同的菌种间的水平传递获得，一种病原菌可同时

具有一个或几个12(，不同的病原菌也可具有相同
的12(。12(也可具有对其他毒力基因的调控功
能。鼠疫菌的12(包含在其$*’78!"#基因座中。
它可分为两个功能不同的部分：色素沉着部分和

12(部分。鼠疫菌$*’78!"#基因座的这两个部
分总相连在一起，并可整个的缺失，可能是由于其两

端的()$**的同源重组［9］。
本实验研究发现布氏田鼠鼠疫菌的$*’78

!"#基因座中色素沉着一侧的插入序列()$**缺
失，由于在第&对引物的扩增产物中，我们所选取的

’$株布氏田鼠鼠疫菌的扩增结果都一样，所以可以
认为，这种现象并不是个别布氏田鼠鼠疫菌株的偶

然突变，而是它的特征之一。目前还未见有鼠疫菌

$*’78!"#基因座仅一端含有()$**的报道。鼠疫
菌的()$**包含两个开放读码框架（:.;），分别编
码’&%和95*个氨基酸的()$**转位酶，末端包含
一有缺陷的反向重复结构［5］。鼠疫菌$*’78!"#
基因座的色素沉着端被()$**切断的<!*=基因与
粘质沙雷菌的>#!;以及大肠埃希菌的!?>@高度
相似［9］。

循环于布氏田鼠中的鼠疫菌，与我国其他疫源

地中的鼠疫菌株相比，有以下明显不同的表型特征：

!"#A表现型特别稳定；可以酵解鼠李糖以及可产生
鼠疫菌素但又对鼠疫菌素敏感。我们发现这种鼠疫

菌株缺失了$*’78!"#基因座中色素沉着一侧的

()$**，由于$*’78!"#基因座的缺失可能是由于
两端的()$**的同源重组，而布氏田鼠鼠疫菌仅一
端具有()$**，因此便不能发生同源重组，就使得它
的$*’78!"#基因座不容易丢失，而在$*’78!"#
基因座的色素沉着部分，又包含有5个编码序列即

?#B1;.)。?#B1;.)基因对于!"#A表现型是必

需的，而且是$*’78!"#基因座中在!"#突变菌
株中保持此表现型所必需的唯一的操纵子，所以布

氏田鼠鼠疫菌!"#A表现型的稳定性就可以得到解
释。但是，这似乎不足以解释其他的表型特征，也很

难解释这种类型鼠疫菌独特的毒力特征。

由于目前尚未确定控制鼠李糖利用的基因位于

何处，布氏田鼠鼠疫菌$*’78!"# 基因座一侧

()$**的缺失，使本来被切断的一个:.;保持了其
原来的完整状态。这一基因恢复活力，是否与鼠李

糖酵解有关，以及是否与毒力有关值得进一步研究。

鼠疫菌素是由相对分子量CD$*C质粒编码产生的，
与本基因座无关，但鼠疫菌素的受体却位于本基因

座的12(一侧。我们的研究未发现在这一区域有
大段的插入或删除。另外，在布氏田鼠鼠疫菌和对

照菌株喜玛拉雅旱獭鼠疫菌的$*’78!"#基因座
中，从2/.扩增的结果来看，有许多未发现明显区
别的区域。但是，我们并不能就此断定在这些区域

真的没有区别。这些还需要进行更多的序列测定，

以确定在这些区域，是否存在点突变，移码突变等细

微差别。

在假结核菌中，它的12(部分与色素沉着部分
并不相连，也仅一端具有()$**，在这一点，布氏田
鼠鼠疫菌与假结核菌类似［9，&］。由此我们猜测，其

是否为假结核菌到鼠疫菌的过渡状态？也许鼠疫菌

的$*’78!"#基因座并不是一次形成的，而是有多
步进化过程。在假结核菌进化到鼠疫菌的过程中，

先是形成了12(，而后又水平传递过来了色素沉着
部分。而布氏田鼠鼠疫菌正处于这个进化过程中，

色素沉着部分的基因已经存在了，但在这一侧，

()$**还未插入到此位置，还未形成此基因座。也
可能是()$**已经插入到此位置，以后又在自然环
境中丢失了。

在测序的那段基因中，有一类似于可变数量串

联重复序列（+,-.）/---/-0-的区域，位于发表
的源序列$*%&*!$*%E%处，共有&个拷贝，而布氏
田鼠鼠疫菌比已发表的序列多出&个拷贝。在这一
区域，并未发现有可能的编码序列。它的上游最近

的编码序列为?F36，可能与组氨酸的利用有关，下
游最近的编码序列为被()$**切断的<!*=基因，而
这一基因在布氏田鼠鼠疫菌中是完整的，它是否能

够表达蛋白，以及所表达的蛋白具有什么样的功能

现在都不清楚。布氏田鼠鼠疫菌的此序列改变是否

会影响这两个基因的启动或终止，从而影响布氏田

5%’

 



鼠鼠疫菌的毒力？我们现在还不能确定。

总之，布氏田鼠鼠疫菌的!"#$%&’(基因座序
列改变了，但)*+序列的改变与其编码的蛋白质
功能改变的关系并没有一定的规律。布氏田鼠鼠疫

菌!"#$%&’(基因座序列改变是否与毒力的降低
有关还有待于进一步研究。
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·疾病控制·

合肥市#"""年"!!/岁儿童哮喘流行病学调查概况

郑礼林 倪陈 刘子美 甘学医 杨春芳

近!"年来，小儿支气管哮喘（哮喘）的患病率在全球呈
上升趋势。为了解合肥市"!!/岁儿童哮喘流行病学特征及
其影响因素，同时为了配合全国"!!/岁儿童哮喘流行病学
调查工作，#"""年对合肥市"!!/岁儿童进行了哮喘流行病
学的现况调查。

用整群抽样的方法对中市区、西市区共!"!"L名"!!/
岁儿童进行调查，所有资料用TMK软件输入计算机进行统计
分析。诊断标准根据儿童哮喘诊断治疗常规制定的标准［!］。

本次调查男L!.-人，女/-!1人；男、女现患例数分别为#/2
例、!/2例，现患率分别为/,21V、#,--V，现患例数比为

!,1.3!，现患率比为!,L-3!。婴幼儿及!4岁儿童哮喘现患
例数分别为L2例、442例，哮喘现患率为4,-"V。"!!/岁
组哮喘现患率（V）分别为!,/1、#,!1、/,4.、/,!1、!",1!、

L,22、-,#4、/,L4、1,4L、4,""、/,#.、4,-L、",24、!,..和/,/#。
现患儿中过敏性鼻炎、感冒、劳累、运动、天气变化、情绪变化

等诱因所占百分率（V）分别为L.,..、-1,!-、!!,1.、#1,-"、

L1,.2和!,#2；鸡蛋、牛奶、鱼虾等食物诱因所占百分率（V）
分别是",L!、",#L和L,./；药物阿司匹林、酒精诱因所占百分
率（V）分别是",#L和",#L；刺激性气体诱因，如油烟、香烟、
敌敌畏、油漆所占百分率（V）分别是/,4!、2,.2、",#L和

.,!#。现患儿、正常儿家庭饲养宠物者分别为/"人及#"#
人，经"#检验，1"",""""!，差异有显著性意义，可见家庭
饲养宠物对哮喘发作有明显影响。先兆及发作症状中鼻痒、

打喷嚏、鼻塞、流涕、眼痒、咽痒、咳嗽、胸前紧缩感、呼气延

长、端坐呼吸、发绀、大汗所占百分比（V）分别为/1,2、1#,-、

2L,-、21,1、!-,"、##,1、-.,2、!L,"、1#,-、!-,L、!",2和!.,"，
其中以咳嗽最明显。好发季节（4!L月、1!.月、-!!!月、

!#!#月及换季节、常年、不定）哮喘发作百分率（V）分别为

作者单位：#4"""!合肥，安徽省立医院儿科

/,!、#,L、-,!、!4,L、.,-、!4,#和/.,.；好发时间（临睡、午夜、
清晨、午后、无规律）哮喘发作所占百分率（V）分别为!4,2、

/.,"、!L,2、#,4和#",4。现患儿组过敏性鼻炎、婴儿湿疹、药
物过敏所占百分率（V）分别是/L,/、4-,!和##,4，正常儿组
上述所占百分率（V）分别是!!,#、1,.和2,1，经"#检验，1
值均"",""""!，差异有显著性意义，说明哮喘儿对过敏源
的敏感性较高。现患儿中一、二级亲属哮喘史及其他过敏史

分别占!4,LV、4!,2V、4",#V和!2,.V，正常儿组上述情况
分别占#,1V、-,2V、!#,4V和1,#V，经"#检验，1值均"
",""""!，差异有显著性意义，说明哮喘有特异性遗传基础。
讨论：哮喘患病率4,-"V与我国儿科哮喘协作组于

!-..!!--"年报告中国"!!/岁儿童哮喘患病率平均为

",!!V!#,"4V比较有所升高［#］，男性较女性患病率高，"!
/岁哮喘现患率基本呈逐渐升高趋势，/岁以后无明显规律。
哮喘诱因以感冒影响为最大，与其他调查结果一致［4］，刺激

性气体以油漆影响最大，好发季节以不定时发作最多，其次

为!#!#月发作，好发时间以午夜为最多，个人过敏史以过敏
性鼻炎为最多。哮喘病程长易反复发作，应继续对其病因、

防治措施等进行深入研究。

（本文资料由安徽医科大学流行病学教研室进行统计学

处理，特此致谢）
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