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鼠疫菌!"#$%基因座一端&’!""的缺失与
()*+稳定性的研究

张恩民 海荣 张志凯 俞东征

【摘要】 目的 了解鼠疫菌!"#$%()*基因座一端&’!""的缺失与()*+稳定性的关系。方法
采用聚合酶链式反应（,-.）扩增国内各型鼠疫菌!"#$%()*基因座色素沉着这一端&’!""的片段，
并选择克隆测序分析。结果 通过,-.扩增，其中只能扩增出约#/0"%(左右条带的生态型，也就是
其!"#$%()*基因座色素沉着这一端&’!""的片段缺失，除锡林郭勒高原布氏田鼠型，还有北天山东

段型、北天山西段1、2型，其()*+表型非常稳定；而有一部分菌株的扩增结果为阴性另一部分菌株
扩增出334#%(条带的生态型，扩增出334#%(条带的菌株!"#$%()*基因座色素沉着这一端有

&’!""，结果为阴性的菌株其整个!"#$%()*基因座可能已经丢失，此种情况包括祁连山型，青藏高原

型，冈底斯山型，滇西纵谷型等，其()*+表型表现出不稳定。结论 鼠疫菌!"#$%()*基因座一侧

缺失&’!""的菌株，可具有较稳定的()*+表型，而鼠疫菌!"#$%()*基因座两侧有&’!""的菌株，

()*+表型不稳定。
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鼠疫菌在人工培养基上形成菌落时能够吸附氯

化血红素或碱性芳香族染料，呈黑褐色的这种性质

称作为,)*+表型；而,)*T细胞，由于缺乏这种吸
附能力，呈白色菌落。但()*+表型很容易突变成

,)*T。有文献报道决定鼠疫菌()*+表型的调控
基因位于!"#$%()*基因座，该基因座的两端各有

作者单位：!"##"0北京，中国疾病预防控制中心传染病预防控

制所鼠疫研究室

一个插入序列（&’）!""，这两个结构正向排列的

&’!""可发生同源重组，使整个!"#$%()*基因座
丢失，()*+也就突变成了()*T［!，#］。利用鼠疫菌
的这一特征，把()*+!()*T的突变率作为鼠疫菌
分型的一项指标［!M3］，综合糖酵解、营养型、内毒素

含量等多项指标将我国分离的鼠疫菌划分为!H个
生态型，其中锡林郭勒高原布氏田鼠型（布氏田鼠

型）鼠疫菌的()*+表型最稳定［/，0］。我们对鼠疫菌

!"#$%基因座一端&’!""的缺矢与()*+稳定性进
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行了探讨，现将结果报道如下。

材料与方法

一、材料

!"菌株来源：实验所用鼠疫菌株包括全国!#个
生态型和青藏高原青海田鼠型的鼠疫菌株共!#!
株，由青海省鼠疫菌种保存中心和内蒙古地方病防

治中心提供（表!）。

表!

!!

实验菌株各生态型情况

!!生态型 菌株数 生态型 菌株数

祁连山型 !! 黄土高原$型!! %
青藏高原型 !& 鄂尔多斯高原型!! ’
冈底斯山型 !& 北天山东段型!! !(
帕米尔高原型 !) 北天山西段*型!! +
松辽平原*型 , 北天山西段$型!! ’
松辽平原$型 , 锡林郭勒高原布氏田鼠型!! (
滇西纵谷型 !) 昆仑山$型!! %
昆仑山*型 !& 滇闽居民区型!! !+
黄土高原*型 ( 青藏高原青海田鼠型 )(

)"主要试剂：-./.-*0123435"6748为93:48;25<3
公司产品，-=>酶，琼脂糖，分子量标准?@*／AB26
!CD43E"，E@-/，质粒?@*小量提取试剂盒分
别购自鼎国、赛百盛和华美生物工程公司。其余均

为常规试剂。

%"主要仪器设备：62F2BGB1<;"6H;=E4<38(&型

/06 基因扩增仪为 I8;=8=5<3<"6产品、JK9L;2
H*I#&&!M凝胶影像分析系统为JK9公司产品。
二、方法

!"引物的设计和合成：参照文献［!］的第,对引
物，由赛百盛生物工程公司合成，引物,：上游：,’N
H-*0H0H*0-H**-0-H*-HN%’；下游：,’N
*H0-0---0**H-H0*H0HHN%’。

)"聚合酶链反应（/06）扩增：总反应体系为

),#1，其中三蒸水!,",#1，!&O;<=B8423FPQQ<;
（ R501)NQ;<<） )",#1， R501) !",#1， E@-/
（)",SS21／T）)#1，引物)#1，模板?@*!#1，-=>
?@*聚合酶&",#1。反应条件为’,U预变性

,S43，’,U变性!S43，,,U退火!S43，#)U延伸

!S43，%&个循环，#)U延伸,S43。扩增后，在反应
液中加入VO溴酚蓝载样缓冲液,#1，混合均匀后电
泳，A$染色，用凝胶成像系统观察结果。

%"/06产物的克隆测序：选取一株与布氏田鼠
鼠疫菌的扩增产物相同的鼠疫菌，对其/06产物应
用-./.-*0123435"6748试剂盒进行克隆。测序

由上海博亚生物工程公司完成。

结 果

!"/06扩增结果：!$!#号菌株各生态型（昆仑
山$型除外）的扩增结果见图!、)。

R：%?@*AB26!CD43E" R=;W<;X；阴：阴性对照；!：锡林郭

勒高原布氏田鼠型；)：北天山东段型；%：北天山西段*型；(：北天

山西段$型；,：青藏高原青海田鼠型；V：祁连山型；#：冈底斯山型；

+：青藏高原型；’：黄土高原*型；!&：黄土高原$型；!!：滇西纵谷

型；!)：松辽平原*型

图! 引物,扩增!$!)号菌株结果

R：%?@*AB26!CD43E"R=;W<;X；阴：阴性对照；!%：松辽平

原$型；!(：帕米尔高原型；!,：鄂尔多斯高原型；!V：滇闽居民型；

!#：昆仑山*型

图" 引物,扩增!%$!#号菌株结果

从扩增的结果上看，有以下几种情况：&只能扩
增出约),V&FL的条带，且该型的菌株都能扩增出这
一结果的是布氏田鼠型、北天山东段型、北天山西段

*、$型、青海田鼠型；’只能扩增出约((’)FL的条
带，且该型的菌株都能扩增出这一结果的是黄土高

原*型；(只有一部分菌株能够扩增出约((’)FL的
条带，而另一部分菌株的扩增结果为阴性，此种情况

为祁连山型、青藏高原型、冈底斯山型、松辽平原*
型、滇西纵谷型、黄土高原$型；)既有能扩增出约

),V&FL又有能扩增出约((’)FL条带的菌株，有松
辽平原$型；*既有能扩增出约),V&FL又有能扩增
出约((’)FL条带的菌株，也有扩增结果为阴性的菌
株，包括昆仑山*型、帕米尔高原型、鄂尔多斯高原
型、滇闽居民型；+扩增的结果均为阴性，有昆仑山
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!型。根据序列分析，那些扩增出"#$%&’条带的菌
株，其(%")&’*+基因座色素沉着这一端,-(%%的
片段缺失；而能扩增出../"&’条带的菌株在这一端
有,-(%%；那些扩增结果为阴性的菌株可能其整个

(%")&’*+基因座已经丢失，也就是在其(%")&
’*+基因座两端都有,-(%%。各生态型扩增结果统
计见表"。

表! 引物#扩增结果

菌株类型
菌株
数

扩增出条带菌株数

"#$%&’../"&’

未扩
增出
条带
的菌
株数

’*+0!’*+1
突变率
范围［.］

（2）
（第(%代）

锡林郭勒高原布氏田鼠型 . . % % %
北天山东段型 (. (. % % %!3%
北天山西段4型 5 5 % % %!"%
北天山西段!型 / / % % %
青藏高原青海田鼠型". ". % % 6
黄土高原4型 . % . % %!#%
祁连山型 (( % . 7 5#!(%%
青藏高原型 (% % # # 5#!(%%
冈底斯山型 (% % 3 7 5%!/#
松辽平原4型 # % . ( 3%!(%%
滇西纵谷型 (" % # 7 7#!(%%
黄土高原!型 3 % ( " 5#!(%%
松辽平原!型 # " 3 % %!"%
昆仑山4型 (% ( " 7 (%%
鄂尔多斯高原型 / ( # 3 7#!(%%
帕米尔高原型 (" ( . 7 5#!(%%
滇闽居民区型 (5 " " (. (%%
昆仑山!型 3 % % 3 1

6：未查到此项资料；1：参照文献由于菌株无’*+0细胞而未
作实验

"8克隆和测序的结果：北天山东段型，北天山
西段4、!型，青海田鼠型鼠疫菌扩增的条带与布氏
田鼠鼠疫菌扩增的大小差不多，且结果相当稳定，选

择一株北天山东段型的菌株，把其扩增产物进行克

隆测序，通过964:;<=.8%3软件，把北天山东段型
鼠疫菌、布氏田鼠鼠疫菌（张志凯测序）的扩增序列

和>?@!<@)发表的(%")&’*+基因座序列相比较，
结果发现这两型的鼠疫菌的(%")&’*+基因座的
一端即色素沉着部分缺失了一插入序列,-(%%。而
北天山东段型鼠疫菌和布氏田鼠鼠疫菌也有不同之

处，张志凯等［#］报道的有一可变数量串联重复序列

ABBBAB4B，布氏田鼠鼠疫菌要比北天山东段型多
出#个拷贝，也就是北天山东段鼠疫菌和>?@!<@)
发表的(%")&’*+基因座序列的拷贝数相同，都是

#个拷贝。还有一类似于可变数量串联重复序列

A44>B44B，北天山东段型有3个拷贝，布氏田鼠
型有"个拷贝，而已发表的(%")&’*+基因座序列
有.个拷贝。

讨 论

CAD扩增结果显示：我国除锡林郭勒高原布氏
田鼠型鼠疫菌外，还有北天山东段型、北天山西段

4、!型，青海田鼠型鼠疫菌株能扩增出的约"#$%&’
的条带来，测序结果表明，北天山东段型和布氏田鼠

型鼠疫菌’*+基因座这一端的没有,-(%%。根据扩
增产物可以推测出北天山西段4、!型和青海田鼠
型鼠疫菌’*+基因座这一端也没有,-(%%。一般地
说，鼠疫菌(%")&’*+ 基因座的两端均有一个

,-(%%，这两个,-(%%之间的同源重组可使这个基因
座自发的缺失。当这个基因座缺失时，其’*+0细
胞将突变为’*+1细胞［(，7］。从表"我们可以看到
这几个生态型的鼠疫菌’*+0!’*+1第(%代的突
变率都非常小，这可能是由于(%")&’*+基因座两
侧仅一端有插入序列,-(%%，不能发生同源重组，使

(%")&’*+基因座保留下来，’*+0表型也就非常
稳定。但这还不能完全解释在这几个生态型的菌株

中，仍然有’*+0突变为’*+1的菌株，这些现象仍
有待于进一步的证实。

都能扩增出结果的生态型还有黄土高原4型
和松辽平原!型。扩增的结果表明，黄土高原4型
的全部菌株和松辽平原!型半数以上的菌株，

(%")&’*+ 基因座这一端有,-(%%，但’*+0!
’*+1第(%代的突变率相对不是很高，只有%2!
#%2和%2!"%2。其’*+0表型的稳定的原因有
待于进一步的研究。

本实验所使用引物的上游在(%")&’*+基因
座的外侧，而下游则在(%")&’*+基因座内部，如
果,-(%%同源重组(%")&’*+基因座丢失，那么下
游引物则在染色体上找不到结合位点，也就扩增不

出结果。那些未扩增出结果的菌株，很有可能

,-(%%发生了同源重组，也就使’*+0细胞突变成了

’*+1细胞。在有部分菌株扩增不出结果的生态型
中，例如祁连山型、青藏高原型、冈底斯山型、松辽平

原4型、滇西纵谷型、黄土高原!型、昆仑山4型、
帕米尔高原型、鄂尔多斯高原型、滇闽居民型等均表

现出’*+0!’*+1第(%代的突变率较高。昆仑山

!型由于无’*+0细胞而没有’*+0!’*+1第(%
代的突变率的资料，同时CAD扩增均为阴性，很有
可能在分离这几株菌时其(%")&’*+基因座就发
生了丢失，该型菌株原来的(%")&’*+基因座的两
端都有,-(%%。这说明了鼠疫菌(%")&’*+基因座
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两个!"#$$同时存在可使%&’(表型的稳定性降
低。但这些又很难解释这样的现象：昆仑山)型和
滇闽居民型%&’(!%&’*第#$代的突变率高达

#$$+，而又有能扩增出约,-.$/%条带的菌株。虽
然这样的菌株很少，但这显然是矛盾的，因此还有待

于进一步的研究。

同一个生态型中既有能扩增出约,-.$/%又有
能扩增出约001,/%条带的菌株，可能是该生态型正
处于一个过渡的阶段，!"#$$的插入或缺失也许会
使鼠疫菌的某些特征表现的不稳定。比较各型菌株

中的分离年代，未发现有规律性。

锡林郭勒高原布氏田鼠型、北天山东段型、北天

山西段)、2型和青藏高原青海田鼠型鼠疫菌在生
化特性上与其他生态型的主要区别是能够酵解鼠李

糖，很有可能是#$,3/%&’基因座一侧!"#$$的缺
失或者该位置自始至终就没有!"#$$，使调控酵解
鼠李糖的基因保持了原来的完整状态，这几个生态

型就表现出酵解鼠李糖这一特征［-］。其他生态型

由于!"#$$的插入使这个基因断列，也就丧失了酵
解鼠李糖的这一特征。因此这段基因是否与鼠李糖

酵解有关还有待于进一步的证实。

通过我们的研究表明，鼠疫菌#$,3/%&’基因
座一侧没有!"#$$的菌株，可具有较稳定的%&’(

表型，而鼠疫菌#$,3/%&’基因座两侧有!"#$$的
菌株，%&’(表型不稳定。随着分子生物学的发展，

456的方法已经广泛的应用到生命科学领域的各

个方面，具有方便、省时等优点。这相对于%&’(细
胞突变为%&’*细胞突变率测定的方法更具优势，
如果用456的方法扩增特异性片段代替%&’(细
胞突变为%&’*细胞突变率测定将大大的提高工作
效率，节省人力物力，同时也会促进鼠疫菌的分型工

作。
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（本文编辑：尹廉）
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本刊对统计学符号及统计学方法的要求

按Z2RR-TLT,《统计学名词及符号》的有关规定书写，常用如下：（#）样本的算术平均数用英文小写"*（中位数仍用+）；
（,）标准差用英文小写$；（R）标准误用英文小写$"*；（0）)检验用英文小写)；（-）,检验用英文大写,；（.）卡方检验用希文小写

!,；（S）相关系数用英文小写#；（T）自由度用希文小写"；（1）概率用英文大写-（-值前应给出具体检验值，如)值、!,值、.值
等）。以上符号均用斜体。关于资料的统计学分析：对于定量资料，应根据实验或调查设计类型和资料的条件选用合适的统

计学分析方法，不能盲目套用)检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据实验或调查设计类型、列联表中定性变量的性
质和分析目的选用合适的统计学分析方法，不能盲目套用!,检验；对于回归分析，应结合专业知识和散布图选用合适的回归
类型，不能盲目套用简单直线回归分析。
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