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中国鼠疫菌种资源遗传特征分析
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【摘要】 目的 建立《中国甲类传染病菌种资源库》，选择适当的指标，以反映中国鼠疫菌种的遗

传背景。方法 使用传统的和分子生物学方法，测定中国鼠疫菌种代表菌株的遗传特征。并对遗传

特征的分布及其意义进行分析。结果 利用!项指标，将中国的鼠疫菌划分成"#种遗传型，每一型

占据一片相对独立的而又自相延续的地理空间。分析遗传型之间的亲缘关系，并根据菌株间的差异，

追溯鼠疫耶尔森菌作为一个生物种形成后的进化过程。结论 中国各鼠疫自然疫源地存在着不同特

征的鼠疫菌株，但为达到对菌株认同的目标，还需要确定更多的遗传指征。
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%$$"年发表了第一组鼠疫菌全基因组序列，自

此鼠疫研究进入后基因组时代。鼠疫菌全基因组序

列，阐明了以往观察到的许多现象的E?@结构根

源，但也提出了更多的问题［"，%］。这些问题，需要通

过鼠疫菌与其肠杆菌祖先之间的比较，以及大数量

不同来源的鼠疫菌株之间的比较才能解决。我国自

建国以来，坚持了全面的鼠疫预防控制和监测工作，

并积累了大量的鼠疫菌株，构成了目前世界上最大

的一份菌种资源。这份资源无论在其来源的广泛

性、代表性和系统性方面，都是其他国家所无法比拟

的。然而，这些鼠疫菌种只有在确定了遗传特征，并

与分离时的背景资料相联系，才可能真正成为资源，

用于追踪传染来源、理解鼠疫致病机理，以及理解鼠
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疫发生和发展规律，并最终为控制鼠疫服务。在

"GH$年代，我国曾在纪树立的组织和指导下，开展

过全国性的鼠疫菌分型及鼠疫自然疫源地研究工

作，并在"GIJ年和"GIK年分别发表了这两项研究

的结果（以下简称为"GIJ年分型），确定了我国I种

类型的鼠疫自然疫源地、鼠疫菌的"H个生态型，以

及鼠疫菌遗传特征因自然疫源地而异这一基本规

律。本项研究系在上述分型研究的基础上，增加了

近年来发展的分子生物学方法，为确立稳定的菌株

识别特征，并在这些特征的基础上，建立起我国的鼠

疫菌种资源库。

本项研究采用糖醇酵解试验、亚硝酸盐生成、营

养需求和色素沉着试验等传统方法，以及/>?@指

纹图、脉冲场电泳图、随机引物扩增图、甘油等基因

测定与LM"$$插入位置测定等分子生物学方法，测

定了不同年代分离自我国不同鼠疫自然疫源地的鼠

疫菌株的遗传特征。这项工作共形成以下研究结

果：中国鼠疫耶尔森菌的分子生物学特征与遗传学
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意义、固体平皿法对中国鼠疫各生态型菌株生化测

定的实验研究、我国鼠疫菌营养类型及其流行病学

意义、我国鼠疫耶尔森菌!"#特征的研究、鼠疫耶

尔森菌脉冲场凝胶电泳型分析、中国鼠疫菌随机引

物扩增多态性指纹图谱、中国鼠疫菌核糖体型地理

分布、布氏田鼠鼠疫菌$%&’(基因座结构研究、鼠疫

菌$%&’()"#基因座一端*+$%%的缺失与!"#,稳

定性的研究、中国鼠疫菌)-.质粒的结构研究。

在这些研究结果中搜集原始数据和图象资料，进行

统计学分析，并结合鼠疫在我国的分布、致病严重程

度、流行特征等流行病学资料进行遗传特征分析。

一、形成鼠疫菌种/型的突变

目前认为，鼠疫菌原为肠道菌，由假结核耶尔森

菌$(血清型进化而来。在鼠疫菌的这种进化过程

中，出现的第一种具有地区分布特征的突变，是丧失

了利用鼠李糖的能力。鼠疫菌最近的祖先———假结

核耶尔森菌具有酵解鼠李糖而产酸的能力，历史上

曾长期将这一差异，作为区分鼠疫菌与假结核菌的

指标。然而，在我国的鼠疫防制与监测中，确实发现

了部分地区的鼠疫菌仍保留着这种古老的特征。目

前，具有这种特征的鼠疫菌分布在0个相互孤立的

区域：锡林格勒高原布氏田鼠疫源地、川青高原青海

田鼠疫源地（依照$123年分型时确定的命名原则，

为新发现的鼠疫自然疫源地），天山山地灰旱獭疫源

地和位于新疆洛浦县的一小片喜马拉雅旱獭疫源

地。

由于插入序列*+$%%的转位，形成了鼠疫菌的

$%&’(基因岛，是与鼠李糖利用能力丧失密切相关

的特征。在布氏田鼠、青海田鼠及天山的灰旱獭与

长尾黄鼠的所有菌株中，均保留鼠李糖利用能力的

同时，其$%&’(基因岛仅一端具有*+$%%的插入。

目前保存的新疆洛浦的鼠疫菌株也能利用鼠李糖，

但均为!"#阴性，且均可确定为$%&’(基因岛完整

删除所致。依此推断这种菌株应当具有$%&’(基因

岛另一端的*+$%%插入。在我国其他地区流行的鼠

疫菌，属于具有完整的$%&’(基因岛，且不能利用鼠

李糖的菌株。其间也散在少数$%&’(基因岛失去了

一侧的*+$%%，但仍表现为鼠李糖阴性的菌株，这些

菌株应视为在$%&’(基因岛形成后，又重新剪切失

去了一端的*+$%%，属于偶然的突变，不能构成独立

的型别。

由于*+$%%插入造成的鼠疫菌染色体节段逆

转，导致一个拷贝4567基因簇丧失，是鼠疫菌另一

种具有地区分布特征的突变。鼠疫菌在由肠杆菌进

化产生时，也像肠杆菌一样，具有8拷贝4567基因

簇。这些较为古老的菌株，目前在我国被分割成两

大片及一个孤立的岛状地区：河西走廊以东的黄鼠、

沙鼠和布氏田鼠鼠疫地区，自帕米尔延续到喜马拉

雅及冈底斯山脉的旱獭鼠疫地区，以及川青交界处

的青海田鼠鼠疫地区。在这类鼠疫菌株中，由于基

因簇近侧限制酶位点的突变，长爪沙鼠疫源地中的

鼠疫菌呈现独特的4567基因指纹图形，可以与其

他8拷贝4567基因簇的鼠疫菌相区别。

在这些分布地区之间的大片区域：从天山山地、

祁连山地、大部分青藏高原、滇西山地的野鼠鼠疫地

区，直至我国南方的家鼠鼠疫地区，流行的鼠疫菌只

拥有9拷贝4567基因簇。在我国鼠疫菌的实际进

化过程中，这样的删除可能发生了两次，第一次发生

在鼠李糖阳性的菌株中，形成了目前天山山地的菌

型；第二次则形成了自祁连山地经青藏高原，滇西山

地，直至我国华南地区的鼠疫疫源地。

鼠疫菌还原硝酸盐成为亚硝酸盐，即脱氮能力

的丧失，是传统的鼠疫菌分型指标，也是第三种具有

地区分布特征的突变。这种突变只产生在拥有8拷

贝4567基因簇的菌株之中。国内其他研究的结果

表明，这种突变由周质异化硝酸盐还原酶7（:;)7）

基因中的点突变引起，并且确实证明了，鼠疫菌这种

能力的丧失，为两次独立的、不相同的突变的结果。

一次形成了目前在布氏田鼠和青海田鼠中的菌型，

而另一次可能发生在昆仑山型的菌株，形成了现在

的昆仑山7型、黄土高原型以及鄂尔多斯高原型。

最后，在失去了利用鼠李糖能力，失去了一拷贝

4567基因簇，但仍保留着脱氮能力的鼠疫菌株中，

产生了在全世界范围内最突出的一次突变：丧失了

利用甘油的能力。形成了一个在我国只分布于南方

地区，但却蔓延到世界各地的鼠疫菌型。国外研究

表明，这一突变可能由甘油利用基因簇中两段不同

的删除造成［3］。本研究的结果表明，我国的甘油阴

性鼠疫菌株，只由其中一段长13()的删除引起。

利用以上0种不同类型的指标，可以将我国的

鼠疫菌划分成2种不同的类型，各占据一定的自然

疫源地，并显示遗传特征的联系。

二、鼠疫菌株间的遗传学距离

与$123年分型的结果相比较，以上的2种鼠疫

菌类型中，只有3种仅包括单一的鼠疫菌生态型。

其余各类型，虽然遗传关系相近，却远隔在距离遥远
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的疫源地内。

在本研究中，采用了两种非常敏感的、能够反映

整个 基 因 组 内 突 变 的 方 法，即 脉 冲 场 电 泳 图 形

（!"#$）［%］与随机引物扩增图形（&’!(）［)］。使用

这些方法，除了在一次连续的流行过程中分离的菌

株外，不同菌株间多少都能显示出差别，通过这些差

别可以判断菌株间遗传距离的远近。在脉冲场电泳

图中，虽然同为布氏田鼠或青海田鼠中分离的菌株，

图形并不相同，但在一个菌株所显示的)!*条带

中，至少存在%条相同的带；相反，在相毗邻的青海

田鼠与喜玛拉雅旱獭中分离的菌株，带型却根本不

同。按照菌株之间的相似值，可以定量地判断各鼠

疫菌型之间遗传关系的远近；而按照这些相似值间

断分布的部位，可以将目前已经研究的鼠疫菌，划分

成)个不同的类型。在&’!(中，采用了&’!(+
和&’!(,两条不同的引物序列，各能分出++种或

*种不同的图形。这些图形之间的差异，也能反映

鼠疫菌株之间的遗传距离，但实际的菌株分布表明，

只有其中的部分典型图形，才具有明确的分型价值。

采用这两种方法，可以分析一些局部的疫源地。

+-天山山地：在+./0年分型中，该地的鼠疫菌

被划分成北天山东段、北天山西段’和北天山西段

1三种生态型。这些生态型间，只在麦芽糖酵解能

力和部分菌株的氨基酸需求方面存在区别。本研究

结果表明，这些生态型内的变异十分复杂，惟有尼勒

克县 境 内 的 鼠 疫 菌 与 其 他 地 区 分 离 的 菌 株，在

&’!(+图形存在明显区别。因而，将原来的北天

山东段型与北天山西段1型合并为北天山东段型，

而只将生存于尼勒克县疫源地的原北天山西段’
型称为北天山西段型。由于天山山地山高谷深，疫

源地被分割在不同的山谷之中，鼠疫在这些疫源地

中的流行历史久远且异常活跃，北天山东段型各菌

株的&’!(+图形非常多样，可能由多种不同的亚

型甚至型组成。

,-昆仑山地：昆仑山地虽然是青藏高原的北部

边缘，但生活在昆仑山地西段的鼠疫菌却与青藏高

原型有较大的区别。自和田分离的昆仑’型中，部

分菌株的&’!(图形接近帕米尔高原型，另一部分

则为一个独特的型，昆仑山地便是这种类型菌株的

主要集中地。分离自洛浦的昆仑1型，按照上一节

的%项指标即可划分为一个独立的型，其遗传背景

与帕米尔型接近。在若羌县分离的菌株虽被划归昆

仑’型，但其遗传背景已经接近青藏高原型。

0-帕米尔高原与冈底斯山脉：按照+./0年分

型，有%个生态型的菌株具有2拷贝3&4’基因簇，

鼠李糖阴性，甘油阳性和脱氮阳性的特征。分别为

松辽平原’、松辽平原1、帕米尔高原和冈底斯山

型。帕米尔高原型是一个遗传背景十分相近的型，

&’!(+的第)型菌株主要集中在这一地区。相反，

冈底斯山型的遗传背景却非常复杂，在这一地区里

几乎可以发现所有的&’!(图形。冈底斯山似乎

也与天山山地相似，疫源地细碎分割，流行历史久远

而且异常活跃，这一地区中也同样可能存在多数不

同的型与亚型。

%-祁连山地与青藏高原：在+./0年分型中，以

柴达木盆地为界，祁连山地与柴达木盆地北缘的鼠

疫菌被划归祁连山型，而柴达木南缘至昆仑山以上

被划归青藏高原型。这两个生态型分布的自然环境

非常接近，均以喜玛拉雅旱獭为主要储存宿主，而且

除了部分菌株的麦芽糖酵解能力外，二者几乎没有

区别。本研究表明，以祁连山分水岭为界，祁连山北

麓肃南县疫源地的鼠疫菌才真正具有独立的遗传学

特征，而其他原划归祁连山型的鼠疫菌，与青藏高原

型并无本质区别。因而，只将肃南疫源地的菌株仍

命名为祁连山型，其他如甘肃的肃北、阿克塞、青海

的祁连、门源和柴达木东北边缘地区分离的菌株则

转入青藏高原型菌株。

)-布氏田鼠鼠疫与青海田鼠鼠疫：布氏田鼠鼠

疫是一种非常特殊的鼠疫类型，按照脉冲场电泳图

形所显示的差异，其鼠疫菌与其他类型鼠疫菌的区

别，甚至可以达到亚种水平。青海田鼠鼠疫是一种

新发现的鼠疫类型，其特征与布氏田鼠鼠疫有许多

相似之处。本研究表明，虽然两片疫源地相距遥远，

但两种鼠疫菌的遗传距离却十分接近，可能为其主

要储存宿主选择所致。二者间差别在于麦芽糖酵解

的程度不同：青海田鼠的鼠疫菌仅在液体发酵管中

呈阳性反应，而在固体培基上不能显示明显阳性；二

者的&’!(,扩增图形也不相同。因此，本研究仍

将它们划归两个不同的型。依照+./0年确定的命

名原则，将青海田鼠中的鼠疫菌定名为青川高原型。

*-黄土高原：令人惊奇的是，黄土高原型与昆仑

山’型的分布地区相距遥远，自然条件与宿主类型

也根本不同，但其遗传背景却非常接近，利用上述指

标几乎无法区分。它们之间的区别，只在于+./0年

分型中确定的营养需求及蛋白质电泳图形的差异。

在本研究中，仍将它们列为不同的型。但黄土高原
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!型与"型之间，似乎难以形成两个独立的型，本研

究将它们归并成为一个型。

#$松辽平原：松辽平原的鼠疫菌遗传背景相互

接近，可以归并成为同一个型。

%$滇西纵谷与华南居民区：滇西纵谷型与青藏高

原型作为分型标志的&种突变完全相同，但无论从

’()*还是+!’,图形判断，二者的遗传距离均相距

甚远。因此，鼠疫菌由旱獭进入滇西的小型野生啮齿

动物，必定已经经历了非常久远的年代。相反，云南

野鼠与家鼠中的鼠疫菌虽然酵解甘油的能力不同，遗

传距离却相当接近，提示鼠疫进入家鼠在进化历史上

还是不太久远的事件。家鼠类型的鼠疫菌现在已经

侵入广西和贵州，仍有向东扩展的趋势。因而，本研

究将这种类型的鼠疫菌改称华南居民区型。

三、中国鼠疫菌种遗传分型

综合考虑鼠疫菌的以上两部分识别标志，可以

将我国的鼠疫菌种划分成-.种遗传型，每一型占据

一片相对独立而又自相延续的地理空间。表-列出

这些型别与其标识特征。图-是中国鼠疫菌遗传类

型的地域分布。

四、新产生的亚型

在本研究中使用的大多数分型特征，都没有发

现与菌株分离的时间存在明确的关系，说明这些作

为分型特征的突变，都发生在我国开展鼠疫监测之

前的鼠疫菌进化的年代里。然而，也发现了/次与

时间存在明确关系的事件。

一次发生在青海省同德县。在-00-年以前，

这一地区流行的菌株，虽被划分在祁连山型，但却

表! 中国鼠疫菌遗传类型

型别
标 识 特 征

1+2!基因数 鼠李糖 甘油 脱氮 +!’,- +!’,3 ’()*
-北天山东段 4 5 5 5 多种类型

3北天山西段 4 5 5 5 -
/祁连山 4 6 5 5 - 3
&青藏高原 4 6 5 5 3 3
.滇西纵谷 4 6 5 5 /
4华南居民区 4 6 6 5 /
#锡林格勒高原 # 5 5 6 - -
%川青高原 # 5 5 6 3、/ 3 -
0昆仑山" # 5 5 6 /
-7昆仑山! # 6 5 6 .
--黄土高原 # 6 5 6
-3松辽平原 # 6 5 5
-/帕米尔高原 # 6 5 5 /
-&冈底斯山 # 6 5 5 多种类型 &、.
-.鄂尔多斯高原 #（位点突变） 6 5 6 &

具 有 青 藏 高 原 型 的 +!’, 特 征。 当

377-年这里再次发生流行时，分离的菌

株却全为来自祁连山北麓的祁连山型特

征。这次菌株特征的转变只涉及已经存

在的菌型，并未产生新的亚型。另一次

发生在青海田鼠疫源地。-00#年发现

这种类型的疫源地时，绝大多数的菌株

为+!,’-的3型，与青藏高原型的遗

传距离较为接近。而从3777年再次调

查开始，无论是在四川省石渠县还是次

年在青海省境内，绝大多数菌株都表现

为+!’,-的/型。这是一种在这一大

数字代表表-中所列的鼠疫菌遗传类型

图! 中国鼠疫菌遗传类型的地区分布
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的地区内没有出现过的遗传特征，因而，应当认为是

川青高原型的第二亚型。

不同性质的突变事件发生在云南省。!"世纪

#"年代初在澜沧江下游谷地中开始，发现鼠疫菌获

得了一种新的$%&质粒。这种形式的菌株后来播散

到省内广大地区，应当认为是华南居民区型的第二

亚型。由于质粒可能丢失，不是一种好的分型特征。

携有这种新型质粒，固然可以判断为新亚型，但在这

种质粒出现后，没有这种质粒的菌株，却不能排除在

新亚型之外。

五、本研究在鼠疫菌遗传特征方面的新发现

’#()年的分型工作采用了’!项分型指标，本

研究中省略了只起辅助的描述作用，或操作繁复，结

果受实验条件的影响较大的指标。在本研究中，采

用了$项指标，基本上肯定了’#()年分型的结果。

在传统的生物学分型工作中，早就发现同一菌株可

能存在具有不同遗传特征的菌落。因而，在本研究

中，糖醇酵解等工作普遍采用了固体平板法。结果

表明，菌株的解离只是个别的现象，主要存在于松辽

平原和云南省的早期菌株中，且只发生在麦芽糖和

甘油等少数分型指征。使用平板法所获得的结果，

绝大多数与以往的结果相符。这说明，’#()年分型

所采用的主要指标，是稳定可靠的。

这些个别的菌株解离现象，也提供了鼠疫流行

史的重要信息。国外研究已经表明，甘油酵解能力

的缺失，为甘油*)*磷酸脱氢酶基因内部，两种不同

的删节所致。本研究提示，甘油利用能力的突变，还

存在着第三种形式。可能是以点突变的形式，在滇

西纵谷型菌株中即已出现，并具有自发恢复能力，从

而引起了菌株解离现象。不仅如此，发现弥渡县也

曾分离到这样的菌株，提示滇西纵谷型菌株在历史

上并不局限于目前剑川疫源地分布的地区，并可能

引起过较大规模的流行。

在鼠疫菌最大的+,-质粒上，国外的研究表

明存在两处./’""插入，其中一处插入的位置可变，

在鼠疫菌东方变种菌株中，插入在012聚合酶基

因中。本研究表明，这一位置是否存在./’""插入

可以作为判别甘油阴性菌株应属于华南居民区型还

是滇西纵谷型的辅助指标，而且表明，在滇西纵谷型

与作为对照的青藏高原型中，这第二个位置可变的

./’""并不存在。说明鼠疫菌的东方变种不是由中

世纪变种，而是由古老变种直接进化而来的。

国外的研究已经表明，’"!%&基因岛的形成是

鼠疫菌成为一个生物种的重要标志。本研究表明，

在我国存在着多个明确的鼠疫疫源地区，鼠疫菌中

’"!%&基因岛一侧的./’""尚未插入。这不仅能够

成为这些地区鼠疫菌的重要识别标志，而且还与一

些鼠疫疫源地中独特的流行特征密切相关。

在目前已经测定的鼠疫菌全基因组序列显示，

东方变种的鼠疫菌发生了一拷贝的3412基因簇删

除。本研究表明，这种删除实际上在鼠疫菌进化的

非常早期即已发生，遍及古老、中世纪和东方三个不

同变种的菌株。这些结果还提示，鼠疫菌的进化过

程在我国境内一直在由西向东发展，由此推断，鼠疫

可能起源于我国以西地区。

六、今后工作方向

本研究中采用的部分分子生物学方法，还不能与

序列 资 料 直 接 联 系，从 而 明 确 分 型 标 识 的 位 置。

./’""定位研究在本研究中已经取得初步的成效，串

联重复序列多态性分析已开始进行，但还没有体现在

本研究中。应该尽快发展这些可以精确定位的方法，

以使鼠疫菌种资源的遗传背景具有更高的明确性。

由于非典型菌株的存在，本研究距单个菌株认

同的目标还有一定距离。需要在今后的工作中，为

每一项分型指标找到多种具有等同效力的标识，才

能达到可靠判断每一菌株来源的目的。’"!%&基因

岛一 侧 的./’""插 入 和+,- 质 粒 上 的 第 二 处

./’""插入，分别为鼠李糖利用与甘油利用提供了

同等效力标识，是这方面工作的良好开端。在今后

的工作中，还需要搜索更多的这种特征。

全基因组序列的出现已经为达到这些目标提供

了条件，我们需要充分利用我国的菌种资源优势，达

到对鼠疫菌遗传结构更深入的认识。
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