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青藏高原鼠疫耶尔森菌基因型分布
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·实验研究·

【摘要】 目的研究青藏高原鼠疫耶尔森菌(鼠疫菌)基因组型分布特征。方法对分离到的青

藏高原鼠疫菌297株，根据已经证实的22个差异区段设计引物，每株鼠疫菌的每个基因差异区段都

采用PCR技术进行验证。结果在喜马拉雅旱獭鼠疫自然疫源地中，鼠疫菌基因组型有9种，分别

为1、5、6、7、8、10、11、新基因组型和Ype—ancestor型，其中以5、8和10型为主，3种基因组型合计所占

比例为80．6％(204／253)，而且不同地区鼠疫菌基因组型的分布也不一致。青藏高原青海田鼠鼠疫疫

源地鼠疫菌基因组型全部为14型。结论 青藏高原鼠疫菌基因组型分布具有明显的地理特征。根

据基因组型的分布状况推测出了鼠疫菌在青藏高原的传播路径。

【关键词】 鼠疫耶尔森菌；基因分型；差异区段；青藏高原
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【Abstract】 0bjective To study the distribution of genomovars and microevolution of Y≥搿i以缸声梆￡如

in the Qinghai—Tibet Plateau．Methods Primer pairS targeting the twenty—two different regions(DFRs)
were designed for detecting the presence or deletion of each DFR in 297 strains is01ated from the Qinghai—

Tibet Plateau．Results 9 genomovarS，i．e．Genomovar 1，5，6，7，8，10，11，new type and Ype—

ancestor were identified in the M&r，咒o￡口^i，扎nZa3祝竹n plague focus of the Qinghai—Tibet Plateau，Among
these genomovars，genomovar 5，8 and 10 were dominant typeS．The total rate of the three genomovarS was

80．6％(204／253)and the genomovars in different regions were different．A11 of 44 strains of y．声啦s￡is in

the Mzc加f“5扣盯“5 plague focus of the Qinghai—Tibet Plateau beIonged to genomovar 14． ConcIusi伽
The distribution of genomovars of y．觚f如in the Qinghai—Tibet plateau had remarkable characteristics

geographicaU矿 Based on the distribution of genamoVars of y．p耵fis， the routes of transmission and

microev01ution of y．Z琊￡i5 were proposed．

【Key words】y毒掰锄如≠'酣fis；Genotyping；Different regions；Qinghai—Tibet PIateau

目前已发现青藏高原有两种类型鼠疫自然疫源

地，即喜马拉雅旱獭鼠疫自然疫源地(1954年)和青

海田鼠鼠疫自然疫源地(1997年)¨。31。喜马拉雅旱

獭鼠疫自然疫源地几乎占居青藏高原的大部分地

区，包括青海、西藏、甘肃、新疆4省(区)的75个县

(市)。青藏高原青海田鼠鼠疫疫源地包括四川省石

渠县和青海省称多县。为了研究青藏高原鼠疫自然

疫源地鼠疫耶尔森菌(鼠疫菌)基因组型的分布状

况，采用PCR技术对分离于上述两块疫源地的297
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株鼠疫菌进行了基因组分型研究。

材料与方法

1．实验菌株：本研究所采用的297株鼠疫菌，分

别来自青藏高原喜马拉雅旱獭鼠疫自然疫源地和青

海田鼠鼠疫自然疫源地。其中喜马拉雅旱獭鼠疫疫

源地的菌株数为253株，分离自青海(136株)、西藏

(75株)、甘肃(22株)和新疆(20株)等省(区)；青海

田鼠鼠疫疫源地的菌株数为44株，分离自四川(32

株)和青海(12株)省。所有菌株均由鼠疫菌专业实

验室保存。

2．鼠疫菌DNA的提取：细菌培养于赫氏琼脂

茄瓶中，28℃培养36 h，DNA提取按照经典的苯酚一

氯仿混合抽提法进行¨1。

3．引物和PCR扩增方法：按照参考文献[5]的
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基因差异区段(different region，DFR)的基因分型技

术分型，在22个DFRs中，有3个位于pMTl质粒

中，19个位于染色体上。采用Array Designer 2．0软

件针对每个DFR各设计一对引物，为了证实pMTl

的存在，我们还特异针对pMTl质粒设计了一对引

物，引物序列见表1。

PCR反应体系：10×buffer 2．5扯l，10 mm01

dNTP o．25弘l，5 u似l Taq DNA聚合酶o．2出，

10 pmol引物对0．5 pl，5 ng／pl模板DNA 2肛1，用去

离子水补足至25肚l。PCR扩增条件：95℃预变性

3 min，按94℃30 s，60℃30 s，72℃60 s扩增30个循

环，72℃延伸5 min。

PCR产物检测：PCR产物在1％的琼脂糖凝胶

上电泳，紫外分析仪下观察结果，在预计分子量大小

处存在条带者为阳性。每次PCR反应均设阴性对

照(用去离子水取代模板)和阳性对照(模板为鼠疫

菌菌株91001和82009 DNA的混合物，包括22个

DFRs)。可疑PCR结果和阴性PCR结果至少重复

一次。

结 果

1．青藏高原鼠疫菌基因组分型：采用PCR技术

研究了22个DFRs在青藏高原两块鼠疫自然疫源

地的297株鼠疫菌中的分布，共发现了10个基因组

型(表2)，其中有8个基因组型与周冬生等人发现

的14个基因组型一致¨’6|，分别为1、5、6、7、8、10、

11、14型。此外，我们还发现了2个新的基因组型，

其中一型与周冬生等人推测的古老鼠疫菌的基因组

型即Ype—ancestor型相同，仅缺失了DFRl3，另一型

的DFR图谱比较独特，缺失了DFR4、6、11、13和

17，在此我们暂且称之为新基因组型。各基因组型

所占的比例分别为：5型为25．3％、8型24．9％、10

型18．5％、14型14．8％、7型4．4％、11型4．0％、6型

3．4％、l型3．4％、新基因组型1．0％、Ype—ancestor

型0．3％。

2．鼠疫菌基因组型在青藏高原的分布特征：青

藏高原存在两块鼠疫疫源地，即喜马拉雅旱獭鼠疫

自然疫源地和青海田鼠鼠疫疫源地，各疫源地鼠疫

菌的基因组型见表3，各地区鼠疫菌的基因组型分

布状况见表4。在喜马拉雅旱獭鼠疫自然疫源地

中，鼠疫菌基因组型有9种，分别为1、5、6、7、8、10、

11、新基因组型和Ype—ancestor型，其中以5、8和10

型为主，3种基因组型合计所占比例为80．6％(204／

253)。虽然喜马拉雅旱獭鼠疫自然疫源地内主要宿

主相同，由于宿主所栖息的自然环境差异较大，因此

鼠疫菌其基因组型也最多。青海省鼠疫菌的基因组

型比较复杂，以5型和8型为主。西藏自治区的藏

南地区鼠疫菌的基因组型全部为10型，而藏北高原

存在5型和6型，其中6型鼠疫菌共有10株，除1

株来自比如外，其他9株均分离于那曲。甘肃省鼠

疫菌基因组型主要为8型，但是，在甘肃甘南与青海

的交界处，是8型和7型的混交区。在新疆自治区

境内存在的昆仑山鼠疫疫源地又分为中昆仑山疫源

地和东昆仑山疫源地，两块疫源地鼠疫菌的生物型

分别为中世纪型和古典型。中昆仑山疫源地鼠疫菌

的基因组型主要为11型，而东昆仑山疫源地鼠疫菌

基因组型主要为5型。

讨 论

鼠疫菌在自然界中长期生存不可避免地与动物

宿主和跳蚤媒介发生相互作用。在自然疫源地中，

鼠疫菌、宿主和媒介三者之间存在着相对平衡。然

而，在一个限定的地理区域(一块疫源地或一块疫源

地的一部分)中，特定的自然环境将最终决定鼠疫

菌、宿主和媒介三者之间以食物链为基础的相互依

存关系。特定的自然环境以及鼠疫菌、宿主和媒介

三者之间相互依存关系不但决定了鼠疫菌的存在，

同时也决定着鼠疫菌基因组的进化及其基因组型。

因此，鼠疫菌基因组型的微进化与疫源地的扩张是

完全一致的。每一个基因组型均局限在特定的地理

区域，即具有独特自然环境、宿主和媒介的疫源地或某

一疫源地的一部分。很多具有不同主要宿主的地理区

域有其独特的基因组型。有时在一个只有一个主要宿

主的疫源地中存在不只一个基因组型，但每一个基因

组型都与一个独特的自然环境或主要媒介相对应。每

个疫源地的鼠疫菌有其独特的基因组型的特点可以避

免鼠疫菌在同一疫源地能量利用的重叠。

青藏高原青海田鼠鼠疫疫源地是1997年新发

现的一块疫源地幢’31，分布于青海省称多县珍秦乡

与四川省石渠县俄多马乡，两地鼠疫菌基因组型完

全一致，全部为14型。

前面我们以省级行政区划描述了鼠疫菌的分布

状态，行政区划是为了便于行政管理进行的人为划

分，并不能完全反映地理特征。通过仔细分析鼠疫

菌基因组型与地理之间的关系，发现青藏高原鼠疫

菌基因组型具有一定的地理分布特征。5型多分布
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表1 研究所用引物一览表 在西藏的藏北高原、青海的青南高原和海

西西部地区以及新疆东昆仑山喜马拉雅旱

獭鼠疫疫源地的若羌和且末，而藏北高原

唯独那曲的菌株是6型，该县也是6型的

惟一分布区。8型菌株的分布区为甘肃省

的河西走廊、祁连山南北麓、青海湖环湖地

区及青海南山和宗务隆山等地区。8型和

5型的交汇处常同时有2～3种基因组型的

流行，在甘肃省甘南与青海省的交界处，是

8型和7型的混交区。10型主要分布在藏

南地区，从噶尔、普兰和仲巴开始，沿着喜

马拉雅山北麓和冈底斯山山地一直沿伸到

拉萨周围，形成了10型的一个单一分布带

(表4)，但是在2004年青海省囊谦县肺鼠

疫暴发时所分离的8株菌株其基因组型全

部为10型。11型仅分布在新疆地区中昆

仑山喜马拉雅旱獭鼠疫疫源地的和田与洛

浦。由于青藏高原地形复杂，自然景观垂

直成带十分明显，景观特征的多样性使得

地区问生态系差异较大，草甸草原几乎占

据整个青海及西藏地区东北的高原山地；

森林草甸草原出现于祁连山东部、甘南山

地与玉树东南部；高原草原在冈底斯山地

较为突出；昆仑山一阿尔金山山地以干旱

的高山草原为主。鼠疫菌为了适应不同的

自然景观，基因组型发生变化也就不可

避免。

周冬生等∞1根据鼠疫菌基因组型的进

化特征推定了鼠疫菌在中国传播与演化的

规律。中国鼠疫菌由国外传人——中亚和

苏联远东地区的古典型鼠疫菌，分别传人

至中国新疆、西藏和东北地区，进一步形成

三大演化分支。第一支由天山山地开始，

经帕米尔高原、青甘藏高原，到滇西北山

地，直至东南沿海；其间在滇闽粤居民区黄

胸鼠鼠疫疫源地，由古典型菌株进化成东

方型。在昆仑山喜玛拉雅旱獭鼠疫疫源

地，除了古典型菌株，尚存在中世纪型菌

株，后者由前者进化而来。田鼠型鼠疫菌

分支较为独特，包括两个疫源地：锡林格勒

高原布氏田鼠鼠疫疫源地和青藏高原青海

田鼠鼠疫疫源地。在这一框架的基础上结

合青藏高原鼠疫菌基因组型分布的研究结
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表2 青藏高原鼠疫菌22个DFRs分布状态

·415·

基因组型

一 N n 寸 ln ∞ 卜 o。 凸 o H N ∽ 寸 In ∞ 卜 。o 口 o H N 一

菌株数 謇 謇 套 謇 藿 謇 萤 营 謇 墓 番 暮 番 卺 量 謇 趸 卺 墓 罾 量 量 暑

121：!璺!望!!! ! ± ± ± ± ± ± ± ± ： ± ± ± 二 ± ± ± ± ： ± ± ： ： ±

注：“+”：检测出，“一”：未检测出

表3 鼠疫菌基因组型在青藏高原鼠疫疫源地的分布状况

8

10

6

11

14

1

新型

Ype—ancestor

。；。 青海：格尔木、玉树、曲麻莱、治多、称多、杂多、囊谦、玛多、门源、祁连、共和、兴海、贵德、贵南、同仁、茫崖、冷∞’o
湖、都兰、河南；西藏：安多、聂荣、当雄、比如、巴青、丁青、昌都、察雅、那曲；新疆：若羌、且末；甘肃：阿克塞

。．。 青海：祁连、门源、刚察、海晏、共和、兴海、同德、贵德、贵南、茫崖、德令哈、乌兰、都兰、天峻、玛沁、泽库、湟
‘“’

源；甘肃：阿克塞、肃南、肃北、玉门、夏河、甘南

，。。 西藏：噶尔、普兰、仲巴、南木林、曲水、拉萨、达孜、墨竹工卡、浪卡子、乃东、错那、朗县、林周、堆龙德庆、加”。
查、隆子、尼木、曲松、仁布、桑日、比如；青海：囊谦

3．4 西藏：那曲、比如

4．4 青海：循化、同仁、泽库、德令哈、囊谦、湟源；甘肃：夏河、甘南

4．0 新疆：和田、洛浦、且末

14．8 青海：称多；四川：石渠

3．4 青海、新疆、甘肃均有零星分布

1．0 青海：称多、祁连、曲麻莱

0．3 青海：兴海

果，本文对鼠疫菌在青藏高原中的进化与传播又做

了更加深入的探讨。

中亚地区鼠疫菌从新疆北天山西段传人我国境

内(1型)，环绕塔克拉玛干沙漠进行传播，一部分经

北天山东段(3型)南下进入东昆仑山若羌(5型)，由

若羌传人青海茫崖，分两支在青藏高原传播，一支由

茫崖、冷湖沿阿尔金山、祁连山和河西走廊传入青

海、甘肃(8型)，再由甘肃甘南与青海的7型分布区

传入云南剑川(7型)。另一支由唐古拉山传人藏北

高原和青南高原(5型)至云南剑川(7型)。另一部

分经南天山向南传人帕米尔高原，从帕米尔高原向

东传人藏南地区(10型)，藏南地区的菌株向北传人

中昆仑山进化成中世纪型(11型)。
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