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·实验室研究·

鼠疫耶尔森菌和假结核耶尔森菌基因
鉴别方法的建立及评价

石国祥 张政 梅玲玲 陈劲华 梅盛华 金大智 张志凯

王宇萌 张孝和 罗芸 孙继民 俞东征 夏连续

【摘要】 目的 建立鼠疫耶尔森菌和假结核耶尔森菌基因鉴别方法。方法 依据鼠疫菌、假

结核菌特有的基因组序列［“疫岛（PeI）”和“假岛（PsI）”］，与已公布的12株鼠疫菌和4株假结核菌

全基因序列进行比对，设计特异性的引物，对鼠疫菌、假结核菌和其他肠道细菌进行鉴定。结果

用 52株鼠疫菌、57株假结核菌和其他肠道菌株进行验证，结果显示，5对鼠疫菌的鉴定引物中，2

对（PeI2和PeI11）仅在 52株鼠疫菌中扩出目的条带，另 3对引物（PeI1、PeI3和PeI12）除鼠疫菌外

在部分假结核菌株中也扩出目的条带；5对假结核菌鉴定引物中，1对引物（PsI1）在52株鼠疫菌和

57株假结核菌株中扩出目的条带，4对引物（PsI7、PsI16、PsI18和 PsI19）仅在57株假结核菌株中均

扩出目的条带，在鼠疫菌中未扩出目的条带。结论 用鼠疫菌和假结核菌共有的PsI1序列、鼠疫

菌特有的PeI2和PeI11序列及假结核菌特有的PsI7、PsI16、PsI18和 PsI19序列组成的基因鉴别方

法，可以用于鼠疫菌和假结核菌的基因快速鉴别。
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【Abstract】 Objective To establish a gene identification method of Yersinia pestis and Yersinia
pseudotuberculosis for plague surveillance. Methods According to the specific genomic sequences of
Y. pestis and Y. pseudotuberculosis，i.e.“pestis Island（PeI）”and“pseudotuberculosis Island（PsI）”
and the published genomic sequences of 12 strains of Y. pestis and 4 strains of Y. pseudotuberculosis，the
specific identification primers of these sequences were designed. Results A total of 52 strains of
Y. pestis and 57 strains of Y. pseudotuberculosis and other intestinal bacteria strains were tested with
PCR. Of the 5 pairs of Y. pestis identification primers，PeI2 and PeI11 were specific for Y. pestis.
Besides Y. pestis，the primers PeI1，PeI3 and PeI12 could detect part of 57 Y. pseudotuberculosis strains.
Of the 5 pairs of Y. pseudotuberculosis identification primers，PsI1 could detect all the 52 strains of
Y. pestis and 57 strains of Y. pseudotuberculosis. PsI7，PsI16，PsI18 and PsI19 were specific for
Y. pseudotuberculosis. Conclusion The primers PsI1，PeI 2 and PeI11，PsI7，PsI16，PsI18 and PsI19
can be used in the rapid identification of Y. pestis and Y. pseudotuberculosis，which can be also used to
explore the circulation of atypical Y. pestis in quiescent plague foci.
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鼠疫耶尔森菌（Yersinia pestis，鼠疫菌）和假结核

耶尔森菌（Yersinia pseudotuberculosis，假结核菌）为革

兰阴性肠杆菌科耶尔森菌属细菌。耶尔森菌属有

11个种，具有致病性的仅 3个种，即鼠疫菌、假结核

菌和小肠结肠炎耶尔森菌（Yersinia enterocolitia，小
肠结肠炎菌），3 种菌在致病性方面存在着很大差

异。历史上鼠疫曾出现多次世界性大流行［1］，导致

至少1.6亿人死亡［2］。研究表明，鼠疫菌由假结核菌

的 O ∶ 1b 血清型菌株在 1 500～20 000 年前进化而

来，两者DNA同源性很高，且在很短时间内转变成

了具有极高致病力且高度保守的鼠疫菌［3-4］。最近

基于adk、argA、aroA、glnA、thrA、tmk、trpE 7个管家基

因的MLST分析：在假结核菌O ∶ 1b血清型菌株中，

有81.25%的菌株克隆群为ST43，而鼠疫菌的最主要

克隆群 ST90 与 ST43 仅存在 1 个管家基因的差异，

提示鼠疫菌与O ∶ 1b血清型假结核菌的遗传关系最

近［5］。微生物分类学上曾一度把鼠疫菌命名为假结

核菌鼠疫变种，但是由于鼠疫菌在致病性和传播途径

上与假结核菌感染差异很大，最后仍旧分为两个种。

鼠疫菌在自然界中可以以非典型形式长期保

存，特别是在流行静息期［6］，用常规的细菌培养很难

分离出鼠疫菌。因此本研究旨在建立针对鼠疫菌和

假结核菌基因的鉴别方法，以便在遇到非典型菌株

能够及时进行鉴别。

材料与方法

1. 菌株来源：实验所用的鼠疫菌均由中国疾病

预防控制中心传染病预防控制所鼠疫室保存，来自

我国11类鼠疫自然疫源地的52株鼠疫菌，其中患者

1株、媒介蚤4株、宿主动物47株。57株假结核菌和

1株全基因组序列已在NCBI公布的LC20小肠结肠

炎菌均分离自浙江省 2005－2013 年鼠粪便标本。

21 株标准或参考菌株来自浙江省疾病预防控制中

心的菌种保藏室，其他肠道菌株来自浙江省疾病预

防控制中心微生物检验所肠道病原菌检测实验室。

2. 细菌分离和鉴定：鼠疫菌经鼠疫噬菌体裂解

试验确认。假结核菌、小肠结肠炎菌分离：采集鼠的

结肠部位粪便置于改良PBS中，置 4 ℃冰箱中冷增

菌 15～21 d，将增菌液接种到耶尔森菌选择性培养

基上（CM0653，OXOID LTD，England），三段法划

线、28 ℃培养，挑出 24～36 h培养才形成的肉眼可

见、镜下菌落表面布满丛刺的可疑菌落，用API20E

肠道菌试剂鉴定条（法国Biomerieux公司）进行系统

生化鉴定。

3. PCR扩增：

（1）细菌DNA模板制备：分别将鼠疫菌和假结

核菌接种到营养琼脂平板上，28 ℃培养48 h后刮取

菌苔，使用德国 Qiagen 公司的 QIAamp DNA Mini

Kit（51306）DNA提取试剂盒进行提取，-20 ℃保存

备用。

（2）引物设计及片段测序：依据鼠疫菌“疫岛”及

假结核菌“假岛”的基因片段［7］，在NCBI上重新对这

些片段进行比对，选择“疫岛”和“假岛”上的特异性

片段作为引物设计靶标，用Primer3在线引物设计工

具设计引物，经鼠疫EV疫苗株及假结核菌进行初筛

后再用于检测，引物名称、目标基因、引物序列及

PCR扩增的退火温度等信息见表1。引物合成和片

段的序列测定委托生工生物工程（上海）股份有限公

司完成。

（3）扩增与产物检测：PCR反应体系采用宝生物

工程（大连）有限公司的premix Taq PCR扩增混合体

系（RR901A）。反应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，退

火 30 s，72 ℃ 40 s，30个循环；72 ℃ 5 min。取扩增

产物8 μl进行琼脂糖凝胶电泳，120 V电泳30 min后

表1 鼠疫菌和假结核菌引物名称、目标基因、引物序列及退火温度

引物

peI1

peI2

peI3

peI11

peI12

psI1

psI7

psI16

psI18

psI19

靶基因

YPO3436

YPO0392

YPO2574

YPO1668

YPO2483
YPO2484

YPTB0085

YPTB1059

YPTB2182

YPTB2200

YPTB2205

引物序列(5′～3′)

正向

CTTGCCATTAACACGCACCT

CAAGGTTCAAAAGGACTGGGT

TCAATCCATAGGCTGCGCTA

CCCGCTTCCAGAAAACCAAA

ACCAGCTAGTCTCTGTGCTC

TACCGCATCACCTTGACCCG

ACGCACAGCCTTGACCAATGACA

CCTCACACCGCGAATCACTA

CCATGTGCATTAAGCCGATT

TTTTGACGAATTTAACCGGAACAC

反向

GAAAGGCTTACGGTCGCAAT

TGATGCTGCTAATTTCCGCG

GGCAAATATTGACGCATGGC

ATTTTGGGTGGAGGGACGAT

TAAAGGTTGGCTCTGCTGGA

GCTAACACCTTTGCGGCTTC

AACGGCTATCGACCTCCACTTCC

CACAGGGGGCCGATATTGTT

AAACCCCGGTTATTACTGCT

ACATTGGGTCTGTCTGGCGTATT

基因 ID

1176253

1173237

1175405

1174507

1175317
1175318

2955715

2953440

2954126

2954137

2954142

扩增位置

3 839 366～3 839 655

409 103～409 375

2 894 592～2 894 788

1 899 685～1 900 067

2 785 544～2 786 004

97 926～98 253

1 266 230～1 266 472

2 568 734～2 569 017

2 593 178～2 593 494

2 597 583～2 598 048

扩增
长度
(bp)

290

273

197

383

461

328

243

284

317

466

退火
温度
（℃）

58

58

58

58

58

58

58

60

57

58
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在紫外检测仪上观测并记录结果。10 对引物扩增

鼠疫菌和假结核菌的典型图谱见图1。

结 果

1. 鼠疫菌检测：对来自我国11类鼠疫自然疫源

地的52株鼠疫菌用10对引物进行PCR扩增，5对鼠

疫菌鉴定引物（PeI1、PeI2、PeI3、PeI11、PeI12）全部

扩出目的条带；假结核菌PsI1引物在所有鼠疫菌中

扩出目的条带，其他 4 对假结核菌鉴定引物 PsI7、

PsI16、PsI18、PsI19未扩出目的条带（图1，表2）。

2. 假结核菌检测：2005－

2013 年浙江省分离的 57 株假

结核菌经 10 对引物检测，5 对

假结核菌鉴定引物全部扩出目

的条带，2 对鼠疫菌鉴定引物

（PeI2 和 PeI11）在 57 株假结核

菌未扩出目的条带，另外 3 对

鼠疫菌鉴定引物（PeI1、PeI3和

PeI12）在部分菌株中扩出目的

条带（图 1，表 3），条带经测序

及比对，与鼠疫菌的序列基本

相同。

3. 标准和参考菌

株检测：17 株标准菌

株和 5 株参考菌株

（无标准号的 4株及 1

株全基因组序列已公

布 的 小 肠 结 肠 炎

LC20 菌株）经 10 对

引 物 进 行 扩 增 ，除

LC20 的小肠结肠炎

菌PsI7扩出目的条带

外，其他引物均未扩

出条带。经序列比

对，LC20的片段序列

与假结核菌的PsI7片

段为同源性较低的非

特异性片段。检测菌

株的名称、标准号、数

量见表4。

4. 现场分离菌株

和样品的检测：从浙

江省鼠粪便样品中分

离的 28 株小肠结肠

炎耶尔森菌、1株弗氏或中间型耶尔森菌、1株弗氏

柠檬酸杆菌、1株克吕沃尔菌、16株从鼠粪便和鼠脏

器中分离到的未定种菌株、从鼠洞泥土样品中分离

的3株小肠结肠炎耶尔森菌、从人粪便中分离的3株

小肠结肠炎耶尔森菌、1株弗氏或中间型耶尔森菌、

19株沙门菌、1株志贺菌、2株气单胞菌、2株布氏柠

檬酸杆菌以及 5份鼠洞泥土DNA样品经 10对引物

进行扩增，PsI1在 4株菌中扩出目的条带（3株小肠

结肠炎菌，1株为福氏或中间型耶尔森菌）；PsI7在1

株小肠结肠炎菌现场分离株中扩出目的条带外，其

表2 52株鼠疫菌来源及PCR扩增

疫源地
序号

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ
Ⅳ
Ⅴ
Ⅵ
Ⅶ
Ⅸ
Ⅹ
Ⅺ
Ⅻ

合 计

疫源地名称

松辽平原-察哈尔丘陵达乌尔黄鼠疫源地

内蒙古高原长爪沙鼠疫源地

青藏高原喜马拉雅旱獭疫源地
天山山地灰旱獭疫源地
帕米尔高原长尾旱獭疫源地
甘宁黄土高原阿拉善黄鼠疫源地
锡林郭勒高原布氏田鼠疫源地
滇西山地齐氏姬鼠-大绒鼠疫源地
滇西闽广沿海黄胸鼠疫源地
青藏高原青海田鼠疫源地
准噶尔盆地大沙鼠疫源地

菌株
数

4

4

9

4

4

4

6

3

3

5

6

52

阳性菌株数

peI1、2、3、11、12

4

4

9

4

4

4

6

3

3

5

6

52

psI1

4

4

9

4

4

4

6

3

3

5

6

52

psI7、16、18、19

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

注：10对引物检测，每对引物8孔，1～4孔为鼠疫菌DNA，5～7孔为假结核菌DNA，N为ddH2O对照孔；

M：Marker，从下到中间高亮度条带的分别为100、200、300、400和500 bp

图1 10对引物检测鼠疫菌和假结核菌的电泳图谱
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他引物均未扩出目的条带。PsI7检出阳性的1株菌经

序列测定和片段比对，与假结核菌序列差异较大，与

鼠疫菌不同源。PsI1检出阳性的3株菌（另1株测序

不成功）经序列测定，并在NCBI上进行BLAST比对

显示，片段同源性较高。系统进化树分析显示，PsI1

片段可以将耶尔森菌属分成二个大的分支，一个大的

分支为小肠结肠炎菌等，另一个大的分支为鼠疫菌和

假结核菌，鼠疫菌除CO92株外，所有12株鼠疫菌与6

株假结核菌序列完全相同并聚类在一起（图2）。

讨 论

鼠疫菌有 20 处特有的“疫岛”序列，假结核菌

39 处特有的“假岛”序列［7］，疫岛和假岛的确定，为

鉴别鼠疫与假结核菌提供了较好的靶标。本研究

通过对已公布全基因组序列的 12 株鼠疫菌和 4 株

假结核菌进行比对，各选择 5 个片段设计引物，并

对 22 株标准（或参考）菌株、全国 11 类鼠疫疫源地

的 52株鼠疫菌，浙江省现场分离的 57株假结核菌、

34 株小肠结肠炎耶尔森菌、2 株其他耶尔森菌、19

株沙门菌、7株其他肠道菌株及样品等进行扩增，筛

选出了 2 套鼠疫菌染色体上的特异性扩增引物

PeI2和PeI11（靶基因分别为YPO0392、YPO1668）、4

套假结核菌染色体上的特异性扩增引物 PsI7、

PsI16、PsI18 和 PsI19（靶基因分别为 YPTB1059、

YPTB2182、YPTB2200和YPTB2205）。本文通过对

52株鼠疫菌和 57株假结核菌及其他一些肠道菌株

进行 PCR 扩增，结果显示，假结核菌上的 PsI1 引物

（靶基因YPTB0085）可作为鼠疫菌和假结核菌的通

用鉴定引物。这也从PsI1片段全序列BLAST比对

表3 57株假结核菌的PCR扩增

分离
年份

2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013
合计

注：2012年的7株菌株是从6份样品中分离而得，其中1份样品
有2个不同的克隆

检测
菌株数

1
3

13
7

15
1
6
7
4

57

阳性菌株数

peI1

1
2

10
4
5
0
2
1
0

25

peI3

0
3

10
4
5
0
1
0
2

25

peI12

0
3

11
3
6
0
1
4
2

30

peI2、
peI11

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

psI1、7、
16、18、19

1
3

13
7

15
1
6
7
4

57

表4 标准菌株和参考菌株

菌 名

Escherichia（E.）coli

enteroinvasive E. coli（EIEC）
enterotoxigenic E. coli（ETEC）
enterohemorrhagic E. coli O157 ∶ H7
Enterobater cloacae
Enterobater sakazakii
Proteus vulgaris
Citrobacter spp.
Salmonella typhi
Salmonella enteritidis
Salmonella paratyphi A
Shigella dysenteriae
Shigella sonnei
Shigella flexneri 2a
Klebsiella pneumoniae pneumoniae
Vibrio parahaemolyticus
Vibrio cholerae O139
Plesiomonas shigelloides
Yersinia enterocolitica
Yersinia enterocolitica LC20

合 计

标准号

ATCC25922
ATCC11775、8089

-
-

ATCC43888
CMCC45301
ATCC51329
CMCC49027

-
CMCC50097
ATCC50041
ATCC50012
CMCC51570
CMCC51334
CMCC51573
ATCC13883
ATCC17802

-
ATCC14029
CMCC52202
NCBI CP007448.1

检测数量
3

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

22

注：Y. pseudotuberculosis IP 32953为参考菌株

图2 用PsI1片段序列比对构建的耶尔森菌属系统进化树（邻-接法）
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结果中获得理论依据（图2）。PsI1片段全长944 bp，

包括 2 个 CDS，glpX 基因（YPTB0085）编码果糖 1，

6-二磷酸酶Ⅱ；glpK 基因（YPTB0086）编码甘油激

酶；而鼠疫菌 CO92 株完全缺失了该片段。鼠疫菌

CO92株是 1992年从美国 1例被猫感染的肺鼠疫患

者中分离到，2001年由英国Sanger研究中心用鸟枪

法完成全基因组的测序工作［8］，是鼠疫菌中最早完

成全基因组测序的菌株，也是鼠疫菌基因组学分析

的经典代表株。PsI1被认为是“假岛”，可能是在进

行鼠疫菌和假结核菌基因组比较分析时，选用了鼠

疫菌 CO92 株与假结核菌的 IP32953 株进行分析得

出的结果。当然这也从另外一个角度证实了鼠疫菌

CO92株与其他在NCBI公布全基因组序列的 12株

鼠疫菌和本文完成检测的 52株鼠疫菌之间的一个

不同之处。虽然本文也发现在个别小肠结肠炎菌株

中也能检测到PsI1 的条带，但从PsI1片段的系统发

生树和序列测定结果来看，小肠结肠炎菌株上片段

的同源性与鼠疫菌和假结核菌相对较低，而且也只

在少数菌株中检出该片段，完全可以通过本研究中

的其他多对引物的检测加以排除。

鼠疫菌基因检测方法有环介导等温扩增检测［9］

和TaqMan探针实时荧光定量PCR［10］等，上述方法选

用的扩增靶目标均为鼠疫菌编码 F1 抗原的 cafl 基

因。鼠疫菌 caf1基因是在65×106的pMT1质粒上，

这对自然缺失 pMT1质粒的鼠疫菌而言，由于检测

靶标的缺失造成错误的假阴性结果。环介导等温扩

增技术虽不需要特殊仪器设备、在等温状态下扩增

效率较高、较适用于基层或现场的检测，但也存在环

介导的稳定性不够、引物设计复杂、结果判定时个人

主观因素影响较大等缺点。而荧光定量 PCR 虽然

敏感、快速，但因需要昂贵的特殊仪器，不适合在基

层和现场的推广和应用。而本文选用的检测靶标是

在细菌的染色体上、稳定性高，并经过了大量的鼠疫

菌、假结核菌及小肠结肠炎等肠道菌株验证过的特

异性靶标，采用的又是经过较长时间发展的成熟的

普通PCR扩增技术，无论是在仪器设备还是在技术

条件上，非常适合在基层和现场的使用。

在我国目前的鼠疫监测中，常会在野生动物大

量死亡的情况下发现一些不明病原，以往均作为“杂

菌”处理掉，而这些菌有可能是发生变异的鼠疫菌。

前苏联也有过报道，从鼠疫噬菌体作用过的无毒力鼠

疫菌株中，分离出1株抗鼠疫噬菌体菌株，全部特性

与假结核菌相似［6］。何建等［11］报道了1株具备鼠疫菌

的典型形态特征、且能被鼠疫噬菌体裂解的菌株，最

后经动物试验、鼠疫菌全基因芯片杂交、标识基因检

测、DFR分型和MLST分析等，才确定是1株假结核

耶尔森菌。而根据本文研究得出的一些特异性检测

靶标，就可以快速地鉴定这些细菌到底是鼠疫菌还是

假结核菌，从而达到快速鉴别和判定的目的。

在鼠疫流行静息期内或有微弱间断流行检出弱

毒鼠疫菌和鼠疫血凝试验存在阳性的地区，对于非

典型菌的分离至关重要［6］。在这样的地区，仅靠细

菌学分离的方法是无法完全解决问题的，必须依靠

分子生物学技术快速发展带来的极大便利，应用简

便、可靠的分子检测方法来提高检测的灵敏度，同时

也降低由于误判而带来的巨大社会风险，本研究为

应对这种可能性建立了一套检测方法。这将进一步

丰富我国的鼠疫检测手段，并对鼠疫静息疫源地的

监测、非典型鼠疫菌的搜索等方面提供有益的帮助。
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