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串联重复序列及其在鼠疫菌基因分型中的应用

付秀萍 俞东征 海荣

串联重复序列广泛的存在于真核生物和原核生物基因

组中，早在!"#$年后期人们就在真核生物基因组中得到了

大量的串联重复%&’序列［!］，但直到最近($年才得到越来

越广泛的应用［(］。在真核生物基因组中串联重复分为以下

三种：卫星%&’（核心序列长度在几百个)*之间）、小卫星

%&’（核心序列长度在!$!!$$)*之间）、微卫星%&’（核心

序列长度!!$)*）。很多地方又把小卫星%&’称作可变数

目串联重复序列（+&,-），将微卫星%&’称作短串联重复

序列（.,-）［/］。在真核基因组中，串联重复%&’大多并不

同编码区域相接近，主要位于基因外区域［0］。重复%&’可

以由单个的核苷酸组成，也可以由大量或少量的多核苷酸重

复而成。大多数甚至全部的高等真核生物中分布着几个或

数千个的短串联重复序列拷贝［1］，这些序列元件在不同的个

体中 呈 现 出 高 度 的 多 样 性，这 些 串 联 重 复 序 列 最 初 由

&2324562等定义为.,-或微卫星和小卫星%&’这一术语，

但其中的一些重复，特别是代表一个单独的基因座并且在个

体之间存 在 长 度 多 样 性 的 重 复 也 被 称 做 +&,-基 因 座。

+&,-和.,-作为重要的遗传标记系统，现在已经广泛应

用于肿瘤生化研究、法医学个体识别、亲权鉴定和群体遗传

学分析等领域。

随着研究工作的深入开展，人们在原核生物基因组中也

发现了一些+&,-基因座［#7"］。在还不了解某种细菌的全

基因组时，可以用限制性内切酶对这种细菌的基因组进行酶

切消化，形成带有黏性末端的酶切片段。然后人为地设计带

有同样黏性末端的%&’衔接头，通过连接酶将衔接头与酶

片段连接起来，这样就形成了一些两端为已知序列的片段。

人们可以根据这些已知序列设计引物，进行89-扩增。如

果我们在设计引物时，将引物的/’端延长，随意的超出已知

的衔接头序列和酶切位点!至若干个核苷酸，那么只有那些

末端序列与引物序列刚好吻合的酶切片段才能被扩增，而那

些不能吻合的片段就从扩增图谱中消失了。从而使本来密

密麻麻的条带变得清晰。这样利用低价的普通限制酶和稳

恒场电泳就可以取得昂贵的长片段限制酶和脉冲场电泳的

效果。这就是扩增片段长度多态性分析（’:;8）技术［!$］。

人们在利用’:;8对原核生物进行基因分析时，发现一些扩

增出来的片段其长度差异以某一基数成倍的增加或减少。

测序分析发现，这些片段中都含有一些相同的序列（核心序
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列），其长度不同是因为此核心序列重复数的不同而造成的，

从而在原核生物基因组中也发现了串联重复序列。但一直

到!""<年，-=>?26@等［!!］才系统的报道了结核分枝杆菌复合

物中的+&,-，认为+&,-在细菌的流行病学调查、菌株鉴

别、认识交叉污染文库等方面都有潜在的巨大的应用价值；

特别是在菌株分型方面具有重大意义。

一、串联重复序列的形成机制

一般认为%&’复 制 修 复 过 程 中“滑 链 错 配”（AB=**C@7
AD62E@4=A*2=6=EF）是引发串联重复序列多态性的主要机制。

这可以发生在不恰当的%&’错配修复路径中。重复%&’
特殊的三级结构允许相邻重复之间发生错配，使得在%&’
复制过程中可以发生插入或缺失，引起重复数不同［!(7!0］。另

外，重复数目多样性也可以由含有同一重复4GD=HA的多基因

座重组来解释。高度重复%&’拷贝数的扩增或减少可能是

由于%&’的不均等交换引起的［!1］。例如，细胞分裂时，染

色体的同源重组十分严格，只能在同源序列之间进行。然而

由于卫星%&’的高度串联重复，一个重复序列可能和另一

条%&’分子上的不等位的相同重复序列配对并发生交换。

这种不均等交换使得用限制酶切割卫星%&’时，除了产生

单体重复单位和多聚体重复单位这样的整数倍重复单位以

外，还产生了!／(倍等非整数倍的重复单位。如果提高分辨

率，还会发现!／0和/／0等非整数倍重复单位［!#］。

任何串联重复的%&’序列，不管其中是否含有编码的

遗传信息，都将经受均一化作用。尽管这种均一化机制仍然

众说纷纭，但其存在却是公认的。使串联重复的%&’序列

保持均一化，目前一般认为有两种机制：一是交换固定；二是

基因转换。这两种机制与基因扩增一起维持了串联重复序

列的均一化。交换固定是由相外同源重组而引起的。也就

是说在姊妹染色体上的非等位重复序列之间发生了同源重

组，结果产生了非均等交换。对于无编码功能的串联重复序

列来说，非均等交换的两种产物均可能传递下去。因此突变

序列要么被淘汰，要么迅速占据整个重复序列。而对于串联

重复基因来说，在大多数情况下突变基因将被淘汰；但有功

能的突变基因序列亦有可能迅速扩展。在非均等交换中拷

贝数较少的重复序列可以在后代中通过基因扩增恢复原有

的拷贝数。基因转换也是通过同源序列之间的重组而实现

的［!#］。

二、串联重复序列的功能

!I在真核细胞中的串联重复序列：在真核细胞中，串联

重复序列同调节功能有关。例如在成纤维细胞中，重复序列
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多样性可以作为细胞裂解精确性的决定机制。很多人类串

联重复序列特别是那些三核苷酸重复同人类的基因性疾病

有关。!""!年#$%&$%&等首次发现人的脆性’综合征和’
连锁脊髓肌肉萎缩（()*+）是#,-.长度异常引起的，这种

异常称为动态突变。迄今已发现!/种由#,-.的长度异常

引起的遗传性疾病。除少数为良性结果外，大部分的#,-.
扩增都会导致诸如脆性综合征、强直性肌营养不良、()*+、

0123425362病（07）、脊髓小脑共济失调!型、齿状核红核苍

白球丘脑下部萎缩、*87病 和 多 指（趾）症 等 遗 传 病 的 发

生［!9］。在对07病的研究中，发现（:+;）2多样性同神经学

表现型有关［!<］。在一些例子中，重复多样性可以确定遗传

性疾病的倾向。而且，已经证明重复中的“滑链错配”同癌症

的发展有关系［!"，=>］。大约/>?的直 肠 癌 细 胞7,+中 的

（:+）2(-.与相同个体的正常细胞相比其长度具有明显差

异。串联重复序列的多样性同病例预后相关，而且可以作为

疾病严重程度的一个指标［=!］。

有人认为表皮分化复合体基因族与串联重复序列有关，

因为表皮分化复合体基因族有相同的基因结构。这个复合

物的所有基因可能都起源于同一个祖先基因。尽管他们的

基因序列并不相似，但是这个复合物的连锁基因具有同样的

一般结构：编码区主要由单个外显子和大量不同的(-.组

成。故推测可能的进化机制是：首先单一的:+;序列重复

生成了表皮分化复合体基因族的古老基因编码区，随后整个

祖先基因成倍复制。在短序列复制过程中，有些位点被其他

的核苷酸替代并且受自然选择作用的影响，形成多态性序

列，这些不同序列扩增形成了多种不同的有关表皮分化复合

体的基因［==］。

=@在原核细胞中的串联重复序列：在原核细胞中，串联

重复序列经常出现在基因编码区，其重复长度大多为/AB或

/AB的倍数，其多态性可以改变表达蛋白质中的氨基酸序

列，导致特殊的表现型。!"<"年人们在做嗜血流感杆菌的单

克隆抗体时，发现脂多糖（CD(）有多个不同的表现型，其表现

型的不同依赖于CE:F.,+的翻译能力。经研究发现，在基

因座G4H!中存在一个I’J:++-J/’串联重复序列，其重复数

的不同可以使得三个+-;密码子中的一个位于蛋白质合成

读码框之内或之外。这直接影响到蛋白质的合成和主要的

氨基酸序列［=/］。后来，在基因组另外的区域也证实了有I’J
:++-J/’重复。相同的开关信息在G4H=和G4H/基因中也被证

实，他 们 也 参 与 CD(的 生 物 合 成［=/J=I］。 另 外 证 明，在

,$KK$%4L和*6%LM$GGLHL3L%%NLG4K中也存在同G4H=基因相同的

同源重复序列［=O］。

#,-.也可以位于基因间隔区，其多态性可能会影响下

游基 因 的 表 达。串 联 重 复 序 列 可 以 位 于 开 放 式 读 码 框

（P.Q）的上游或下游。在原核生物中，很多功能上相关的基

因前后相连成串，由一个共同的转录区进行转录的控制。包

括结构基因和控制区以及调节基因的整个核苷酸序列叫做

操纵元。从结构基因溯流而上紧靠结构基因的部分叫做操

纵子，从操纵子再溯流而上就是另一个结构区域，叫做启动

子。发生在启动子上的转录过程可以分为三步：".,+聚

合酶结合到识别位点上；#移动到一个识别位点；$建立一

个所谓开放性启动子复合物。人们发现启动子R!>左右的

一段核苷酸序列称作D%4A26S框的是.,+聚合酶的牢固结

合位点，由于.,+聚合酶的诱导作用，富含+@-的D%4A26S
框内的7,+双螺旋首先溶解，这个泡状物扩大到!9个核苷

酸左右，与.,+聚合酶形成开放性启动子复合物。从而使

.,+聚合酶定向，按顺流方向移动行使转录功能。对于大

多数启动子来说，在.,+聚合酶覆盖的部分还有一个重要

的区域，叫做($M3LFL框，其位置在R/I附近，又称作R/I
序列。R/I序列是.,+聚合酶初始结合位点，.,+聚合酶

依靠其%亚基识别该位点，因此又称.,+聚合酶识别位点。

.,+聚合酶先结合于R/I序列，然后才结合于R!>序列。

值得注意的是在D%4A26S和($M3LFL框之间的碱基序列并不

特别重要，因为这个序列的碱基替代突变对转录效率影响不

大。然而这两个序列之间的距离却十分重要，距离的大小是

决定启动子强度的重要因素之一。若串联重复序列位于这

两个序列之间，则其重复数目的多少会对转录活性造成重要

的影响。串联重复数目的多态性，可以改变上游起始因子同

P.Q复合物的结合，从而调控下游基因的翻译［!O］。例如由

B%6+基因编码的,$4KK$%4LF$2425434T4K的外膜蛋白HGLKK!有

三个不同的表达水平，研究发现其多样性是在转录水平上进

行调节。它的转录起始位点位于翻译起始密码子上游I"AB
处，序列分析表明在启动子区域J!>至J/I处存在一个核心序

列为;的重复序列。当鸟嘌呤为!!、!>和"个时，这个外膜

蛋白分别表现为高表达、中等表达和不表达［=9］。

三、串联重复序列在鼠疫菌基因分型中的应用

串联重复序列的多态性一般是指由于核心序列重复次

数不同而构成的长度多态性，但测序研究结果证明(-.也

存在着序列多态性。在实际应用中序列多态性的检测手段

繁琐，对仪器、设备要求高，所以较少采用。而长度多态性检

验只需要简单的D:.扩增和电泳技术即可完成，所以越来

越多的得到人们的应用。

分子生物学技术的发展为细菌菌株的鉴别提供了很大

的便利，这些技术加速了细菌群体基因的研究，并且使一些

全球性分布细菌的菌株鉴定成为可能。其中7,+扩增技术

越来越多的应用于细菌的基因分型。由于串联重复序列的

片段长度较短，一般在几个到几十个碱基之间，又很容易通

过D:.扩增、电泳分型。D:.扩增串联重复序列基因座时

仅需要少量模板7,+，灵敏度比传统的分型方法高的多。

另外串联重复序列在细菌基因组中广泛分布，与传统的遗传

标记相比，等位基因多，杂合度高，特别是多个串联重复序列

基因座联合监测时，个体识别率很高。而且利用D:.对串

联重复序列多样性进行检测，其大小可以用简单的数字来表

示，比其他的分型方法具有更好的重复性。该技术的一个重

要缺陷是流行病学研究时，串联重复序列周围区域可能会因

·>9=· 中华流行病学杂志=>>U年/月第=I卷第/期 :N428VB4T$F46G，*L%HN=>>U，#6G@=I，,6@/

 



为环境的压力而产生高突变性，这就使得我们不能利用此区

域来鉴定菌株。此时只能重新设计引物或选择更优化的遗

传标记。

现行的鼠疫菌分型方法有基因型和表现型两种，主要有

以下不同类型的指标：糖醇酵解能力，形成亚硝酸盐的能力，

氨基酸需求，鼠疫菌素的产生及其敏感性色素沉着特征稳定

性，内毒素含量，蛋白质电泳图形等。另外，鼠疫菌分子量不

等的质粒之间的差异，也是一种潜在的分型指标。

前苏联的学派认为，鼠疫菌既然是一种寄生性细菌，宿

主机体内的环境，就是鼠疫菌生存的直接环境。因此，鼠疫

菌的分型理所当然的应与其宿主相联系。鼠疫菌的生物型

采取鼠李糖、甘油、麦芽糖、阿拉伯胶糖、蜜二糖酵解和脱氮

反应!种生化特征为分型指标，将中国的鼠疫菌划分为"!
型。但是在这个分型系统中，不同宿主中分离的鼠疫菌，可

能有完全一致的生化特征。因此，宿主的机体内环境，不能

完全解释鼠疫菌种下型的形成。经过系统的全国性协作研

究，提出了一个新的观念：鼠疫菌的种下型的分布，并非与其

宿主动物有关，而与其分布的地理地域有关。也就是说，鼠

疫的自然疫源地决定了鼠疫菌的特征，称为生态型。鼠疫菌

的生态分型对整个鼠疫科学和鼠疫的防治都产生了重大影

响。可以说，这一分型系统的提出，是中国鼠疫研究中最重

要的成果之一，也是对世界鼠疫研究的重要贡献。但是从这

个分型系统中，还难以判定不同型别的鼠疫菌之间的亲缘关

系。鼠疫菌的进化树，还需要通过更深入的研究才能得以绘

制。而这只能依靠鼠疫菌基因型的研究来确定。

如果不同鼠疫菌株在基因结构方面的差异是稳定的，在

鼠疫的流行过程中，这些特征会遗传给它的后代，这就是鼠

疫菌的基因型。在当今世界的鼠疫菌研究中，鼠疫菌的基因

分型是最重要的研究方向之一。利用基因进行研究，可以向

我们揭示许多在鼠疫的流行和变迁中一些重要的规律性。

从方法学的角度，鼠疫菌的基因分型有限制酶图谱分析、指

纹图分析、扩增图分析和序列分析等。这些方法都具有自己

本身的优点，但又都有各自所无法避免的缺陷，距建立一个

完整的，可以据此判断全世界鼠疫菌株之间亲缘关系的分型

系统，还有相当的距离。

虽然鼠疫菌要适应各种不同的宿主和传播媒介，并且要

在不同的气候条件和地理环境下生存，但鼠疫耶尔森菌是一

种遗传关系非常紧密的细菌，其血清型和噬菌体型只有一

个；在序列比较研究中各菌株之间的核苷酸变异很少［#$］。

研究发现在鼠疫菌基因组中存在着大量的串联重复序列。

#%%%年&’()*等［#+］在鼠疫基因组中测定到一个四核苷酸串

联重复序列（,&&&）-。在不同的菌株存在不同的等位基因。

在实验室条件下，重复培养细菌后测定，其./01等位基因

的类型没有改变。这个（,&&&）-重复序列紧挨一个231的

转录启动子，可能会影响其功能。此重复序列的发现可能为

鼠疫菌的流行病学研究提供了一个有力的工具。#%%"年，

&456(-’*(等［7%］利用89:;<(*5’58)=-5’>?@A*B&*)5，5;(4C（可

以检 出 的 串 联 重 复 序 列 重 复 长 度 为"!$个 碱 基 ）和

@5-5DA58;89:;<(*5E*9=*(F（可以检出的串联重复序列重复

长度大于$个碱基）对,2+#菌株的全基因组进行了分析，

（其 中 ,2+#的 染 色 体 序 列 是 从G(-=5*,5-;5*H)I*9>)(4
@5-9F58网 站（J;;E：／／8(-=5*C(ICAK／E*9L5I;8／MBE58;)8）下 载

的；N,O"和NH0"质粒是从/,PQ网站（@5-P(-K(II588)9-
-AF>5*8/,B%%"+R!(-’/,B%%"+R!:9*NH0"）下载的。然后

对"#株全球分布的鼠疫菌进行分析，从中挑选出了S#个有

效的串联重复基因座。以这S#个串联重复序列基因座作为

分子标记对#S株鼠疫菌进行了测定，将其成功的分组。这

些串联重复序列在不同的菌株间存在高度的多态性，且经常

位于基因编码区。分布在整个的鼠疫菌基因组和两个毒力

质粒E,O"和EH0"上，平均每"%>E就有#C"$个方阵，对细

菌的种系分析很有用处。多基因座./01分析可以区分关

系相对紧密的菌株，而且可以成功的将一些亲缘关系较远的

鼠疫菌进行分类［7%］。

近几年来人们得到了一系列的完整细菌基因组，并且发

展了大规模测定重复序列的方法，在整个基因组水平上对这

些重复序列进行比较描述成为可能。鼠疫菌全基因组序列

的测定以及检测重复序列软件的，使得我们可以方便的利用

串联重复序列对其进行基因分型。建立一个鼠疫菌串联重

复序列等位基因的分型标准，需要大量的菌种资源和基础研

究。中国具有的丰富的鼠疫菌种资源是研究鼠疫菌分型的

一个重要的优势，可以在现有研究的基础上，利用已探测出

的引物对中国的鼠疫菌株进行检测，为分型标准的建立积累

丰富的经验和大量的数据。
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（本文编辑：尹廉）

·会讯·

第三届全国伤害预防控制学术会议征稿通知

第三届全国伤害预防控制学术会议定于4662年06月1!04日在广州市召开。会议主题：伤害与暴力!!不可忽视的公

共卫生问题。会议内容：（0）道路交通伤害、青少年伤害、老年伤害、跌倒、烧伤、溺水与窒息；（4）自杀、他杀、家庭暴力、工作场

所暴力、学校暴力、虐待与疏忽；（3）职业伤害、职业中毒、旅行伤害、休闲娱乐伤害、消费品与玩具伤害；（2）急救、院前救治、社

区卫生服务的伤害防治与康复；（N）社区安全、安全教育与安全促进；（U）伤害的预防控制策略、突发伤害事件的应急措施；

（7）伤害的界定标准、心理伤害的内涵与测量；（T）伤害监测、干预效果评价、疾病负担、敏感问题的定性访谈等。

征稿要求：（0）格式：题目、作者、单位、摘要、关键词、材料与方法、结果、讨论、参考文献（不超过06条）；（4）摘要：论著写

“结构式摘要”按目的、方法、结果、结论四段式撰写，综述写“指示性摘要”；（3）作者：姓名、出生年、性别、籍贯、学位、职称、主要

研究方向；（2）论著：2666字以内，题目、作者、单位、摘要、关键词和图表需中英文，专论、综述和方法学N666字以内（参考文献

0N条以内），短篇论著4666字以内，经验交流0666字左右；（N）稿件将经学术组审定并选择在杂志上刊出（按规定另外收取发

表版面费），已发表或不发表的稿件请注明“只交流不刊出”；（U）投稿时请汇稿件审理费36元。

截稿日期：4662年U月36日（只交流不发表的稿件4662年T月30日）。稿件交送王声 教授，邮寄地址：N06U34广州市

暨南大学医学院，[#D+%：ED,=:G&,=S",="F"#(!"#或FE:GS"̂,I(&MI(!, 电话：（646）TN446T30（伤害预防控制中心）、（646）

TN4464NT（流行病学教研室），传真：（646）TN440323 请登录EEE(+,̂I.S!",F."%(,&F
参加会议的代表可获得国家继续教育项目06学分。

第三届全国伤害预防控制学术会议筹备组
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