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中国鼠疫耶尔森菌的分子生物学特征与

遗传学意义
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【摘要】 目的 根据中国鼠疫耶尔森菌（鼠疫菌）的分子生物学特征分析其遗传背景。方法

利用实验研究中!"#$基因指纹图（!%&’()*%+,）、脉冲场凝胶电泳（-./0）、随机扩增1#$多态性

（"$-1）及插入序列（23）等方面工作的原始数据，通过聚类分析等统计学手段，探究中国鼠疫菌株间

的遗传学距离，分析各种方法作为鼠疫菌分子识别特征的意义。结果 !"#$基因指纹图型与脉冲

场电泳型之间是相对应的，但同属于4拷贝!"#$基因的田鼠菌株与西藏仲巴菌株，其间的遗传学距

离，却较5拷贝!"#$基因的菌株还远。而随机扩增型与!"#$基因型之间对应关系较不明确，有较

多的例外情况。用相似值可以表示这些菌株之间的遗传距离。结论 中国的鼠疫菌具有多种独特的

分子生物学特征，其中新疆灰旱獭疫源地和西藏南部冈底斯山地理环境复杂，有较多的自然屏障，使

鼠疫菌在流行过程中，限于局部地区，各自独立进化，产生了相互混合存在的多种基因类型。
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认识鼠疫菌的遗传特征，始于鼠疫菌种下型的

建立。6MN6年1?H%,+;(［6］根据鼠疫菌分解甘油和

产生亚硝酸盐的生化特性，将鼠疫菌划分为古老、中

世纪和东方三个变种［8］。纪树立等［O］在87世纪P7
年代将中国鼠疫菌分为64个生态型，各型菌株位于

一定的地理区域内，对人的侵袭和致病性有不同程

度的差异。8777年，在对我国四川省石渠县青海田

鼠鼠疫自然疫源地的调查中，在经典方法的基础上

作者单位：678875北京，中国疾病预防控制中心传染病预防控

制所（海荣、俞东征、魏建春、张志凯、张恩民）；内蒙古地方病防治中

心（夏连续）；河北省鼠疫防治所（史献明）

使用了新的分子生物学方法，并根据鼠疫菌的特征，

确定了该疫源地区别于其他类型鼠疫疫源地的性

质［Q，N］。为了真正了解我国鼠疫菌株间的遗传学联

系，寻找更多、更稳定可靠的识别特征，在本研究中

应用!"#$基因指纹图（!%&’()*%+,）［5］、脉冲场凝胶

电 泳（-./0）［4，P］、随 机 扩 增 1#$ 多 态 性

（"$-1）［M，67］和插入序列（23）分析［66］等基本技术，

对我国鼠疫菌株的遗传特征进行了系统的研究，并

对其遗传学意义进行了分析。

资料与方法

6F资料来源：收集鼠疫菌（87株）-./0、"$-1
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（!"#株）的电泳图形照片资料，对其中显示的条带

进行对比，重新计算相对分子质量（!$），并以此确

定条带反映的%&’片段的同一性。实验菌株和

%&’分别由青海鼠疫菌种保藏中心、内蒙古地方病

防治中心、云南省地方病防治所提供。

#(相似值计算：将任意#个菌株的电泳图形加

以对比，计算#个菌株相同的条带数与条带总数之

比，由于比值不具备可加性，将每一对菌株的比值乘

"))再取对数，所得数值为该#菌株的相似值。部

分结果在#个菌株间完全不存在相同的条带，按惯

例以"代)，即所得的对数值为)。再将每一个对数

值进行标准化［"#］，计算每一种方法结果的均数及标

准差，然后每一个对数值减去其均数再除以标准差，

所得即为标准化值。将每一对菌株的#个标准化值

相加，其和作为这对菌株的相似值。

!(数理分析：相似值由大至小顺序排列，计算相

邻#个数值之间的差作为它们的距离，选择距离明

显较大的位置将相似值划分成不同的类别，并以这

#个相似值的均值作为界限值。聚类分析，绘制菌

株遗传关系树状图。

*(遗传分析：将上述数据，结合菌株分离的时

间、地点以及所属的生态类型、$+&’基因指纹图和

,-图形进行分析。

结 果

"($+&’基因指纹图：在$+&’基因指纹图中，

我国多数鼠疫菌株显示.条明亮的主带，其中#条

又明显较其他条带更明亮。这些条带表明，鼠疫菌

也像它的肠杆菌祖先一样，拥有/拷贝$+&’基因

簇。部分菌株缺失"条这样的主带，说明删除了一

拷贝$+&’基因。在局限于长爪沙鼠疫源地的鼠疫

菌株中，还表现为一些亮度较暗的辅带数量与位置

的改变。这种改变，可能主要因为$+&’基因簇两

侧的限制酶位点突变引起。按照这些特征，可将我

国的鼠疫菌株分为’、0、1三种类型。

#(2345显示的鼠疫菌遗传关系：根据2345
结果计算的菌株间相似值列于表"。按照相似值可

以绘出已测定的菌株间遗传关系的树状图（图"）。

如果按遗传距离间隔最大的)(*作为界限值，可

将上述鼠疫菌株划分成为区别最为明显的两大群。

其中一群全为由田鼠中分离的菌株组成，而另一群

图! 鼠疫菌株遗传关系的2345树状图

表! 不同类型鼠疫菌2345相似值
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则包括了国内其他类型的菌株。而如果取!"#作为

界限值，这些鼠疫菌株则可划分为遗传关系十分密

切的$种类型。布氏田鼠与青海田鼠中分离的菌株

属%型，青海、甘肃喜玛拉雅旱獭类型的菌株，包括

在四川石渠鼠疫患者中分离的菌株属&型。所有的

云南菌株，无论从家鼠或野鼠中分离，都属’型。而

分离自西藏仲巴的菌株遗传关系最远，相继两年在

同一地区分离的&株菌，分属于(型和$型。

’")*+,型与-./0基因型之间的关系：每一

个)*+,型，都属于同一个-./0基因型。)*+,
%型均属于1拷贝-./0基因；青海、甘肃喜玛拉雅

旱獭 中 的&型 以 及 云 南 的’型，都 属 于2拷 贝

-./0基因；而西藏仲巴的(型与$型菌株，则又属

于1拷贝-./0基因型。2拷贝-./0基因的两个

型，遗传距离相对接近；相反，同属于1拷贝-./0
基因的田鼠菌株与西藏仲巴菌株，其间的遗传学距

离，却较2拷贝-./0基因的菌株还远，这也与它们

实际的地理分布相一致。

("随机扩增显示的鼠疫菌遗传关系：第一条引

物随机扩增计算的菌株间相似值列于表&。按照这

种相似值，可以绘出已测定的菌株间遗传关系的树

状图（图&）。

根据第一条引物随机扩增的结果，显示较多的

偶然突变，只有部分型别具有较明确的流行病学意

义。根据其图形以及它们之间的遗传学距离，可以

将我国的鼠疫菌归纳成$种型别。第%型以浅蓝色

表示，显示13$、%%##和%&%245的’条带，这种类型

的菌株特别集中地出现在新疆的尼勒克地区和祁连

山区的中段。第&型以蓝色表示，显示13$、%%##和

%2#145的’条带。实际上，这种菌株与红色表示的

菌株应当归为一类，构成了青藏高原和祁连山地菌

株的大部分。第’型中为绿色标示的菌型，显示

$!!、13$、%%##、%&%2、%2#145的条带，集中分布在帕

米尔高原的长尾旱獭，分布在川青高原的青海田鼠

两类鼠疫菌中。第(型以金色标示的菌株，显示

$!!、13$、%%##、%(2#、%2#1和&2&%45的条带，集中

分布在内蒙与河北交界的长爪沙鼠之中。第$型以

黑色表示，1条带中含有31(、%!$(和%%!#45的独

特带型，集中分布在昆仑山地。第二条引物的随机

扩增图形，则均显示分子量为2&#45的条带，部分菌

株还显示!-较大的其他条带。

图! .0)6菌株遗传关系树状图

这种扩增图形较不规律，但却可区分其他指标

难以区分的布氏田鼠与青海田鼠菌株。布氏田鼠中

的鼠疫菌株，均表现为2&#45一条带的第%型，而青

海田鼠中的鼠疫菌株则为显示更多条带的第&型。

$"随机扩增型与-./0基因型之间的关系：在

这两种分型方法之间，对应关系较不明确，有较多的

例外情况。两种分型方法基本对应关系：第一条引

物的随机扩增%型与&型，为2拷贝-./0基因菌

株；而’、(、$型为1拷贝-./0基因菌株。

2"78%!!插入分析：本研究主要分析了%!&94
基因岛一侧的78%!!插入情况，研究发现该基因岛

一侧78%!!插入序列缺失，与菌株利用鼠李糖能力

具有明显的关系。根据这种关系，可将我国的鼠疫

表! 不同类型鼠疫菌.0)6相似值

蓝 红 黄 墨绿 浅蓝 黑 棕 暗紫 金 粉

红 %"%1’
黄 !"$%3 %"’$(
墨绿 :%"!(% :!"!$3 !"2(&
浅蓝 :!"!$3 :!"3%$ :%"(1! :%"!(%
黑 :&"$22 :%"!(% :%"(1! :%"%$( :!"$13
棕 :!"!$3 !"3’( !"’1% !"&3% :!"!$3 :!"($(
暗紫 :!"3%$ !"$%3 %"’$( :!"!$3 :!"3%$ :%"!(% :!"$13
金 :!"!$3 !"3’( %"(21 %"%1’ :&"!(1 :%"322 !"!$3 !"3’(
粉 %"%1’ !"$%3 :!"!$3 :!"!$3 %"%1’ :%"!(% !"3’( :%"(1! :!"$13

菌株划分成三种类型：布氏田鼠、青海田鼠与天山的 灰旱獭、长尾黄鼠的菌株，仅在%!&94基因岛一端带
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有!"#$$，它们均保持着利用鼠李糖的能力，目前保

存的新疆洛浦的鼠疫菌株，也属于鼠李糖阳性菌株，

但它们均为%&’阴性，而且均可确定为#$()*基因

岛完 整 删 除 引 起。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!"#$$，但仍表现鼠李糖阴性的

菌株。这种菌株可能是偶然的突变。

讨 论

+,-.基因是鼠疫菌在进化过程中一个比较稳

定的指标，该基因在鼠疫菌中有/个拷贝，其中(个

位于高度的保存区内，其他0个位于环绕着复制区

的复合插入区内。由于节段逆转，形成前后排列的

重复序列，并且提供了再重组的机会，这个结果导致

两个前后排列的+,-.基因其中之一的丢失［#1］，这

种突变很难在自然条件下恢复。本研究利用这种方

法所划分的1个型中，.型对应了2种生态型，这些

菌株都具有完全酵解甘油的能力；我国的3型菌株

明显缺少#个拷贝的+,-.，对应4种生态型，在这

些菌株中，多数为古老变种，只有云南的甘油阴性菌

株为东方变种。5型则因为限制酶位点的突变引

起，只对应一种生态型。

在细菌中反复传递的插入序列是引起菌细胞生

物学功能改变的重要因素之一。目前发现，鼠疫菌

中共存在有!"#$$、!"(60、!"#07#、!"#44#［#7］7种插

入序列，鼠疫菌质粒和染色体基因组的多个部位均

发现有!"#$$的插入。其中#$()*毒力岛两侧各插

入#个!"#$$。研究表明，我国布氏田鼠疫源地的

菌株存在着一侧!"#$$的插入缺失，而表现为稳定

的%&’8菌株。扩大研究证实，在青海田鼠和新疆

天山灰旱獭疫源地的菌株也表现出与布氏田鼠菌株

相同的特征。而这些地区的菌株均不能酵解鼠李

糖，间接提示!"#$$的插入与丧失鼠疫菌酵解鼠李

糖的能力有关，但是，目前还没有得到基因序列方面

的证实。此外，我国其他地区的菌株有两侧均有

!"#$$插入和未扩增出的情况，提示在我国的鼠疫

菌中!"#$$的插入和传递是比较活跃的。在本研究

中，还有一部分菌株是经过颠倒两对引物的位置后，

扩增出相应的片段，说明在这些菌株中#$()*毒力

岛被删除。

采用稀有位点核酸内切酶对鼠疫菌进行消化是

9:;<图形的基础。将9:;<的数据计算相似值后

可以看到，青海、布氏田鼠菌株与西藏南部菌株在

$=70!>0=/6之间，存在着一个最大的间断，这显示

菌株来源完全不同。而在不同来源的菌株之间，又

普遍存在着相似值从$=/!#=$的间断，如果取$=2作

为界限值，就可以将我国的鼠疫菌株划分成较为明

确的类型。,.9?分析是一种非常敏感的方法，它

的意义是可以显示鼠疫菌染色体上的序列与引物结

合而扩增出一定长度的片段和其规律性，但是，不能

确定它所在的具体位置。如果在鼠疫菌基因组中发

生?-.片段的重组、逆转或插入，而改变了引物的

结合位置或引物结合位点的突变和染色体的大段删

除时，则会发生,.9?图形的改变。因此，这种方

法可以反映菌株间遗传关系的远近，但只有部分类

别的图形具有分型价值。本项研究提供了一些能够

反映流行病学意义的典型图型。另外，新疆天山灰

旱獭疫源地是我国惟一的双宿主疫源地，地理环境

复杂，森林草原、高山草原和平原互相交错，有较多

的自然屏障，使鼠疫菌在流行过程中，处于局部地区

各自独立进化，多次流行而互相影响较少，不容易形

成一次大流行后许多较为相似的后代，在这里存在

多种类型菌株相互混合的现象，西藏南部冈底斯山

地区 也 存 在 着 类 似 的 情 况。对 于 这 种 情 况，用

,.9?和9:;<的技术可以表现其流行和进化的特

征。

上述研究显示，我国的鼠疫菌具有较多独特的

分子生物学特征，这些特征对于追溯传染源以及菌

株来源的识别，均具有重要的价值。
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·疾病控制·

!#J例QLPQ报卡患者就诊行为分析

刘姝倩 姚崇华 张娟 苏江莲 林桂洪

QLPQ患者在潜伏期不具传染性，因此从发病到入院即

传染源在非医疗监控期间的就诊行为及所采取的隔离措施、

对密切接触者隔离的及时性，决定了传播的范围及流行程

度。为此我们对北京安贞医院!#J例$##+年,月!!日至/
月$#日期间入院的QLPQ报卡患者就诊行为进行分析。

!"对象与方法：此期间入院QLPQ报卡患者共!+J例，

其中!例拒绝回答，$例死亡，$S例电话号码有误失访，有效

问卷!#J份，失访率$$"!T（+#／!+J）。男性/.例，女性,S
例，平均年龄+0"J岁U!J".岁（!$!0!岁）。职业分布前,位

为农民工!.例（!S".T），工人!J例（!/"!T），干部职员!/
例（!,"$T），离退休人员!/例（!,"$T）。

QLPQ首发症状发热日期为发病日期，就诊间隔天数V
就诊日期W发病日期，入院间隔天数V入院日期W发病日

期，密切接触者接到通知间隔（天）V接到隔离通知日期W入

院日期。密切接触者为共同居住者，共调查0$人。

以调查对象的发病日期中位数$##+年/月!日为切点

分为流行初期、后期。以$##+年/月S日为切点，分为“流

调零距离”执行前、后两个阶段。分别比较不同阶段患者就

医情况及密切接触者采取隔离措施的及时性。

采用电话随访，调查时间$##+年,月$#日至/月$$
日，对首诊为QLPQ疑似和确诊的报卡患者及其密切接触者

进行问卷调查。

$"结果："就医行为分析：自发病到就诊的时间间隔平

均!"$天U!",天（#!J天），当天就诊占,,"+T。推迟就诊原

因：认为自己不是QLPQ（J."JT），担心就诊被传染（$#T）。

QLPQ流行初、后期就医行为比较见表!。患者平均就诊次

数!"0次U!".次（!!!S次），采用交通工具!0S人次，比较流

行初、后期采用交通工具情况见表$。#密切接触者隔离及

时性评价：传染源入院后，密切接触者./"!T（S0人）接到隔

离通知，,".T（,人）未接到。比较“流调零距离”前后，密切

接触者隔离的及时性，结果显示：密切接触者接到隔离通知

的平均时间间隔分别为$"$天U+"S天（#!!0天）和#",天U
#"/天（#!!天）（*!#"#!），!天内接到通知率分别为J.",T

（+,／,.）和!##T（++／++）（*!#"#!）。

作者单位：!###$.北京安贞医院心肺血管疾病研究所

表! QLPQ流行初、后期患者就医行为比较

就诊行为 流行初期（&V//）流行后期（&V/!） 合计

年龄（岁，"+U$） ,#"SU!0"$ +J"+U!/"+ +0"JU!J".
入院时间（<，"+U$） J"JU0"# !"SU$"$## ,"$UJ",
当天就诊 $S"+（!/） J$"S（+$）## ,,"+（,S）

首诊入院 ,+"J（$,） JJ"S（+,）# //"0（/0）

发病当天入院 ."!（/） +."$（$#）## $+"J（$/）

主动看发烧门诊 ,!"0（$+） J,"S（++）# /$"0（/J）

隔离$ !,"/（0） JJ"S（+,）## +."J（,$）

#*!#"#/；##*!#"#!；括号内数据为例数，括号外数据

为T；$ 自行采取家庭内隔离，包括独住一室、分餐、与人接触时戴

口罩

表" QLPQ流行初、后期患者就诊交通工具分析

交通工具 流行初期（&V//） 流行后期（&V/!） 合计

!$#急救车 /"0（S） ,!"0（$0）## !0"S（+/）

出租车 +J"S（,,） !!".（0）# $S"0（/$）

公交车 !"S（$） S"/（/） +"S（S）

其他$ //"0（JS） +0"0（$J） ,."S（.+）

注：同表!；$ 包括步行、骑车、自驾车

+"讨论：QLPQ患者就诊行为分析表明，流行初、后期对

传染源的非医疗监控状况存在很大差异，造成的原因主要为

QLPQ是首次爆发，医务人员和公众对其认识不足，表现为患

者及时就诊差（$S"+T）、主动看发热门诊者少（,!"0T）、自

行采取家庭隔离率低（!,"/T），乘坐公共交通工具就诊率高

（+0"+T）。QLPQ发病早期、症状极轻微，确诊缺乏手段，造

成QPLQ流行初期传染源的扩散。流行后期，随着政府各项

措施公布执行，公众和医务人员对QLPQ的认识提高，传染

源当天就诊率增加到J$"ST，就诊时乘公共交通工具者显著

减少，乘!$#救护车者大幅增加，主动看发烧门诊者增多，先

行家庭隔离者明显增多；入院间隔时间平均缩短了/天，发

病当 天 入 院 率（."!T，+."$T）及 首 诊 入 院 率（,+"JT，

JJ"ST）显著提高，缩短了非医疗监控期，有效控制了传染源

的继续传播。密切接触者隔离及时性评价体现了医疗机构

对潜在传染源的控制状况。

（收稿日期：$##+’#S’!,）

（本文编辑：张林东）
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