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云南省鼠疫菌Fse I酶切分型
及其流行病学意义

石丽媛叶蕊董珊珊郭英杨光璨张蓉崔志刚 李伟 王鹏

·实验室研究·

I摘要】 目的构建云南省鼠疫菌凡e I酶切的脉冲场凝胶电泳(PFGE)图谱库并探讨其流

行病学意义。方法采用限制性内切酶Fse I对云南家、野鼠型及丽江玉龙鼠疫菌株进行酶切分

析，并聚类分析电泳图谱。结果30株被试菌株分为16种PFGE型别，其相似性系数为79．8％一

100．O％；16种PFGE基因型可以分为4个簇，除EV76自成一簇，其余3个簇分别为家鼠型基因簇、

野鼠型基因簇及玉龙基因簇。结论云南省鼠疫菌PFOE基因型与生态型、生物型相吻合，具有

一定的区域聚集性，而丽江玉龙鼠疫菌为一个独立基因簇。
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【Abstract】Objective To create the fingerprint library of Yunnan Yersinia pestis by pulse field

gel electrophoresis(PFGE)with Fse I enzyme digestion method and to study its epidemiological

significance．Methods We used rare cutting Yestriction enzyme Fse I to digest Yunnan Yersinia pestis
strains that were isolated from foci including Rattus flav咖ectus Plague Focus．Apodemus chevrieri．

Eothenomys miletus Plague Focus and Yulong Plague Focus．Fingerprints to Bionumerics software

were used for cluster anatysis，Results 30 tested strains were divided into 1 6 genotypes with the

similari够value as 79．8％一1 00．O％．1 6 genotypes wee formed into 4 clusters．with one consisted of

only EV76 while the other three belonged to Rattus flavipectus，Apodemus chevrieri—Eothenomys miletus
and Yulong clusters，respectively．Conclusions PFGE genotypes of"furman Yersinia pestis accorded

wim its ecotypes and biovars．with clustered regional features．The strains isolated from Yulong

showed atl unique PFGE type．indicating a new clone group was identified．

【Key words】Yersiniapestis；Pulse field gel electrophoresis；Fse 1 enzyme digestion method

云南省已证实存在滇闽居民型家鼠鼠疫和滇西

纵谷型野鼠鼠疫疫源地。其中家鼠鼠疫疫源地曾于

1982年复燃后在多地暴发，随后流行减弱，于2006
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年至今连续8年未出现人间病例；野鼠鼠疫疫源地

自1975年证实以来，流行持续20余年，至今未发现

人间病例。2005年丽江市玉龙县出现5例肺鼠疫病

例⋯，为1950年后云南省发现的首例肺鼠疫病例，分

离的鼠疫菌株其生化特性与云南省家、野鼠两型鼠

疫菌均有差异，但与喜马拉雅旱獭鼠疫青藏高原型

的主要生化特性相同拉o。为探讨玉龙分离菌株与云

南省家、野鼠两型疫源地菌株的关系，本研究采用脉

冲场凝胶电泳(PFGE)对云南省不同年代、宿主、地

点分离的鼠疫菌株进行PFGE分型，试图从基因水
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平上了解菌株间的差异和亲缘关系。

材料与方法

1．菌株：选取云南省不同流行地区、宿主、媒介

分离的鼠疫菌株29株(来自家鼠鼠疫疫源地24株、

野鼠鼠疫疫源地2株、玉龙新分离菌株3株)，对照菌

株为疫苗株EV76。其中17株分离自3种鼠，6株分

离自4种蚤，6株分离自人体。所有菌株由云南省地

方病防治所菌种资源库提供。

2．模拟酶切及其聚类分析：通过网站http：／／

insilico．ehu．es获取耶尔森菌属用限制性内切酶

Fse I(识别GG CCGG’CC)酶切及PFGE模拟图

谱。共获取19株菌[鼠疫菌12株(云南省菌株2

株)、小肠结肠炎菌3株、假结核菌4株]。将模拟图

导入BioNumerics(Version 6．6)数据库，通过软件识

别条带，进行聚类分析。

3．菌株PFGE分型：按照美国疾病预防控制中

心PulseNet protocols推荐的鼠疫菌PFGE操作规程

(http：／／www．cdc．gov／pulsenet／protocols．htm)。将活

化的被试菌株包埋于琼脂糖中，之后将胶块裂解、洗

涤，使用Fse I内切酶酶切，利用BioRad CHEF

Mapper I电泳仪电泳，最后用SYNGENE成像仪成像。

4．聚类分析：使用BioNumerics数据库软件进

行处理，聚类分析选择基于band的Dice方法，

Optimization为1．5％，Tolerance为2％，算法选择非

加权配对算术平均法(unweighted pair group

average method。UPGMA)。勾选Calculate cluster

cutoff选项，由软件自动定义“簇”。

：PFGE-Fsel
毫 导 磊 善三一

结 果

1．模拟酶切及其聚类分析：酶切的条带约有

20～30条，集中分布于50～500kb范围内。模拟聚

类分析(图1)可将耶尔森菌属的3种致病菌基本分

开，鼠疫菌与假结核菌的相似度高于小肠结肠炎

菌。丽江菌株D106004和剑川菌株D182038相似度

较高(90．0％)。提示用Fse I对耶尔森菌进行酶切分

型分辨力较好，条带分布较合适。

2．PFGE图谱聚类分析：将测试的30株菌酶切

电泳后得到20～1 000kb电泳片段，不同菌株条带

数在18～24条之间(图2)。根据相似度100％为同

一PFGE型别的原则，30株菌分为16种PFGE型别，

其相似系数为79．8％～100．0％(图3)。每种型别包

含菌株1。4株，其中7种型别(43．75％)分别只包含

1株菌，其他9种型别包含菌株数均>1株。有2种

带型包含来自不同州(市)的菌株，有13种(81．25％)

带型只局限在某个州(市)。将16种PFGE图谱进行

聚类分析，可以分为明显的4个簇(图3)。簇1包含

23株家鼠鼠疫疫源地菌株，有12种带型，相似性系

数为86．4％。100．0％；簇2仅有EV76一株菌和一种

带型；簇3包含3株丽江玉龙菌株，有2种带型，相

似性系数为97．6％。100．o％；簇4包含2株野鼠鼠

疫疫源地菌株和1株家鼠鼠疫疫源地菌株，只有1

种带型。

3．PFGE图谱与酶切模拟图谱比对：将本研究的

玉龙分离株PFGE图与酶切模拟图相比较(图4)，两

者拟合较好。
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注：1：沙门菌Braenderup．血清型全球参考菌株H9812；2：LJZl4；
3：LJl367；4：LJ485；5：1061；6：1318；7：2299；8：2302；9：2563；

10：EV76

图2云南省鼠疫菌Fse I酶切PFGE图谱

讨 论

1．云南省鼠疫菌PFGE基因型与生态型的关

系：29株分离菌的PFGE聚类图谱显示，云南省鼠疫

菌PFGE基因型可分为3个簇，并恰好与云南省鼠疫

菌生态型吻合，即滇闽居民型家鼠菌株为家鼠基因

簇、滇西纵谷型野鼠菌株为野鼠基因簇、玉龙菌株为

玉龙基因簇。玉龙鼠疫菌是一个独立的簇，与云南

家鼠、野鼠鼠疫菌株簇均有差异。以往应用差异区

磊嚣星 誉墨

I．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．一

。，．。Hkr
：．．．．．，．．．．．．．．．．．．．一

段(different regions，DFR)t3’4。、随机引物扩增多态性

DNA(RAPD)技术b 3研究表明，云南省家、野鼠鼠疫

菌具有不同的基因型，家鼠菌株基因型具有多态

性。Zhang等体3对中国鼠疫菌基因分型发现，玉龙菌

株为一个独特的MLVA型别，提示是一个新的克隆

群。Zhang等"1对分离自玉龙、剑川和弥渡县的8株

鼠疫菌进行PFGE分型，结果发现来自3个县的鼠疫

菌有各自不同的带型，而同一分离地点的菌株有相

同的带型，本研究与上述结果一致，认为家、野鼠型

及玉龙鼠疫菌各自独立成簇。3株玉龙菌株均在同

一时间地点分离自不同宿主，虽然仅有1条带型上

的差别，但按照Tenover等¨1的原则，可以认为是同

一个流行株。

2．云南省鼠疫菌PFGE基因型与生物型的关

系：按生物型分型【9】，家鼠鼠疫菌和EV76属于东方

型，野鼠鼠疫菌和玉龙菌株属古典型，聚类图的一级

分支恰好将东方型和古典型分开。表明鼠疫菌的

PFGE分型与生物型分型一致。

3．云南省鼠疫菌PFGE基因型的区域聚集性：

聚类图谱显示云南省鼠疫菌PFGE分子分型具有一

定的区域聚集性，即盈江县分离的7株菌全部聚在

一起，分离自梁河县的4株菌(分离时间跨度11年)

全部聚在一起，分离自临沧、文山县的9株菌(分离

时间跨度lO年)全部聚在一起。相同地点分离的菌

菌株号分离州／J订 分离县 分离源 分离时间生物型 生态型

1966

2256

1944

1963

●2299
■2302

—2561
■2563

■2516
404

JH4
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注：图中虚线的每个顶点为一个簇，菌株号前不同颜色表示不同分离地区

图3云南省鼠疫菌株Fse I酶切的PFGE图谱聚类分析
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图4本研究PFGE图谱与酶切模拟图谱比对

株，尽管在分离时间上有差距，但图谱相似度仍然很

高(>95％)，表现出该地区特有的型别特征。因此

将新分离菌株的PFGE图谱与已有的型别比对可以

追溯菌株来源。404号菌株(1964年分离自梁河县)

与当前自该地分离菌株的带型有较大差异，该菌株

是在云南省家鼠鼠疫复燃前的静息期内自黄胸鼠体

内分离到的弱毒菌株，表明静息期菌株与疫情复燃

后的菌株在基因上存在差异，该差异是否与鼠疫流

行或静息相关，值得进一步研究。1061号菌株分离

自剑川县石龙村黄胸鼠，以往研究表明该菌株具有

野鼠鼠疫菌株的生化特性(发酵甘油，不发酵麦芽

糖)，曾被认为是具有特殊表型的家鼠鼠疫菌株¨0。，

但本研究结果表明，该菌株与分离自野鼠鼠疫疫源

地的方叶栉眼蚤1318号菌株具有相同PFGE型别，

从基因水平上证明是同一疫源地菌株，虽然黄胸鼠

不是滇西纵谷野鼠疫源地的主要宿主，但在疫情波

及到家鼠的情况下，仍然能从家鼠中分离到野鼠菌

株，体现出自然疫源地固有的生物学特征。此外，自

文山县患者分离的2575号菌株其PFGE基因型较为

特殊，与野鼠菌株相近，但按照纪树立等⋯1对生态型

分型指标进行检测，并未发现其具有野鼠菌株的生

化表型特征，其原因有待进一步研究。

4．PFGE实验图谱与酶切模拟图谱的拟合性：

PFGE实验图谱与模拟图谱拟合较好，这也印证了本

研究的结果，但在实际操作中，电泳条带的迁移受温

度、离子强度、脉冲角度、转换时间、琼脂糖浓度、运行

时间等因素影响，故模拟酶切的图谱无法替代实验结

果。模拟图谱的聚类结果与NCBI网站(http：Ilwww．

ncbi．nlm．nih．gov／genome／1537)上鼠疫菌全基因组

BLAST的聚类结果相似，表明在揭示不同鼠疫菌亲

缘关系的研究方面，PFGE的结果值得参考。

综上所述，云南省鼠疫菌株几e I酶切的PFGE

分型与菌株的生态型、生物型相吻合，并具有区域聚

集性的特点；新发现的玉龙鼠疫菌株是云南省独立

的一个PFGE基因簇，鉴于其有引起肺鼠疫的风险，

应有别于家、野鼠型鼠疫而制定针对性防控策略。
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