
鼠疫耶尔森菌（Yersinia pestis，鼠疫菌）的分类学位置为：原

核生物界，化能营养原核生物门，细菌纲，肠杆菌科，耶尔森菌

属，鼠疫耶尔森菌。目前，已有11个菌种归于耶尔森菌属，其中

3 种对人有致病性，它们是鼠疫菌、假结核耶尔森菌（Yersinia
pseudotuberculosis，假结核菌）和小肠结肠炎耶尔森菌（Yersinia
enterocolitica，小肠结肠炎菌），尤以鼠疫菌对人的致病性最强。

据文献报道，鼠疫菌大约是在 1500～20 000年前，从假结核菌

进化而来［1-4］。2001年，英国Sanger Centre公布了第1株鼠疫菌

CO92的全基因组序列，到目前为止，GenBank上已经公布14株

鼠疫菌的全基因组序列［5-12］；鼠疫菌的基因组全长约4.65×106，

（G＋C）%为 47.6%，通常含有 3个重要的质粒 pFra/pMT1、pPst/
pPCP1和pYV1/pCD1。

近年来，随着分子生物学技术的迅速发展，以核酸为基础

的细菌基因分型方法迅速发展起来。基因分型是应用比较基

因组学方法在细菌核酸分子中找出差异，从而将密切相关的菌

株区分开来。目前，鼠疫菌分型研究中应用的基因分型技术很

多，包括差异区段（DFR）分析、可变数目串联重复序列分析

（VNTR）、随机扩增多态性DNA技术（RAPD）、扩增片段长度多

态性分析（AFLP）、脉冲场凝胶电泳（PFGE）等技术。各种方法

在分辨率、重复性、分型性和操作的简便性等方面各有千秋。

理论上，鉴定分析2个菌株亲缘关系较为精确的方法是比较它

们的基因组序列，通过DNA序列可以得出2个菌株是否完全相

同的结论。其他方法则显示两者最具有可能的亲缘关系程度，

但是考虑成本等因素，通过比较全基因组序列的方法在现实中

是不可行的［13］。现就近年来鼠疫菌单核苷酸多态性的研究进

展做一介绍。

1 SNP的基本概念

单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphisms，SNPs），

主要是指在基因组水平上由单个核苷酸的变异所引起的DNA
序列多态性。它是人类可遗传的变异中最常见的一种。这种

变异可由单个碱基的转换（transition）或颠换（transversion）所引

起，转换是指同型碱基的置换，一个嘌呤被另一个嘌呤替换或

者一个嘧啶被另一个嘧啶替换。颠换是异型碱基的置换，即一

个嘌呤被另一个嘧啶替换或者一个嘧啶被另一个嘌呤置换。

并且，越是结构相似的碱基越容易被相互替换，在遗传学上，转
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换发生的频率要比颠换发生的频率高。另外，它也可以是由碱

基的插入或缺失所导致。SNPs既有可能在基因序列内，也有可

能在基因以外的非编码序列上。位于编码区内的SNPs（coding
SNPs，cSNPs）比较少，因为在外显子内，其变异率仅及周围序

列的1/5，但它在遗传性疾病的研究中却具有重要意义。

SNPs 又可分为 2 种：一种是同义 SNPs（synonymous SNPs，
sSNPs），即 SNPs所致的编码序列的改变并不影响其所翻译的

蛋白质的氨基酸序列，突变碱基与未突变碱基的密码子含义相

同；另一种是非同义 SNPs（non⁃synonymous SNPs，nSNPs），指碱

基序列的改变可使以其为模板翻译的蛋白质序列发生改变，从

而影响蛋白质的功能。这种改变通常是导致生物性状改变的

直接原因。编码序列中的 SNPs多为 nSNPs。由于 nSNPs的高

发生率，其可能导致基因致病性突变的获得与扩散，因此，其多

与疾病的暴发与流行扩散有关。而由于 sSNPs的低突变率，所

编码的肽链功能中性突变等原因，使其多作为有效的分子标记

用于群体基因学与流行病学的研究［14］。

SNPs自身有以下特性：①数量多，分布广泛。②适于快速、

规模化筛查。组成DNA的碱基虽然有4种，但SNPs一般只有2
种碱基组成，所以它是一种二态的标记，即二等位基因

（biallelic），有利于对其进行基因分型。③SNPs等位基因频率

容易估计。④易于基因分型。

2 SNP的寻找方法与分析

作为DNA序列中单个碱基的置换，理论上任何用于检测单

碱基突变或多态性的技术都可用于SNPs的识别或检出，例如，

RFLP、等位基因特异的寡苷酸杂交、寡核苷酸连接分析（OLA）、
等位基因特异的PCR（ARMS）、DNA测序等都可分别用于已知

或未知SNPs的检测［15］。目前，我们常用的是DNA测序法。

2.1 基因组测序法 通过454测序法和MassARRAY system 2种
方法寻找SNPs，对于个体SNPs的认定，可依据贝叶斯检验方法

和似然比检验方法（LRT），而对于群体则选用模拟模型；并用主

成分分析法（principle component analysis，PCA）和 STRUCTURE
2种方法对种属结构进行分析［16］。

2.2 全基因组比对法 也可以应用Mummer程序对已知全基

因组序列的菌株进行比较，寻找潜在的SNPs位点，再根据各项

原则及研究目的选择有意义的 SNPs 位点进行验证分析［10，17］。

或者将每个基因组中的基因翻译成蛋白质，采用 tBlastN比对方

法，比较鼠疫菌基因水平上的差异［18］。

2.3 核酸探针杂交法 基于已知的细菌全基因组序列，设计突

变映像阵列探针，进行DNA杂交，寻找潜在的 SNPs位点，并通

过相同的方法进行重复测序验证寻找SNPs位点。也可以用发

夹引物PCR等方法进一步验证SNPs位点［19］。

2.4 SNPs 分析常用软件 构建以 SNPs 数据为基础的进化树

常用 MEGA2.0/4.0、PUAP、WINCLADA 1.00.08、BioNumerics 等

生物信息学分析软件。

3 SNP在细菌分型研究中的最初应用

由于 sSNPs在全基因组的广泛存在及其功能的中立突变，

使基于 sSNPs的基因分型方法能够很好的、较准确的显示高度

同源菌株之间的进化关系，并能较准确地构建基因进化框架

图，便于新发病原菌株的快速分型诊断。Gutacker等［20］通过对

4株结核分枝杆菌的全基因组序列比对，以230个 sSNPs的分析

与 IS6110分型方法对比，较好地解决了 IS6110等分子生物分型

方法所不能解决的近缘菌株间的进化关系问题。

伤寒沙门菌也是一种基因高度保守的细菌。经典的分子

生物学分型方法如PFGE、核糖体分型、IS200、AFLP及随机扩增

多态性DNA分析等都不能很好地反映其菌株间的进化关系，而

且多位点酶切电泳技术（MLEE）和多位点序列分型技术

（MLST）也不能将其很好的分开。2007年，Octavia 和Lan［21］对2
株已知全基因组的菌株CT18和Ty2，用 blast进行比对，寻找出

携带有 SNPs 的 253 个基因片段，选取其中的 36 个基因（37 个

SNPs）对 73株伤寒沙门菌进行分析。将其分为 23个 SNPs型，

其中有 12 个 SNPs 型仅有 1 株菌，最多的是 SNP10 型含 23 株

菌。可以较好的显示不同伤寒沙门菌的亲缘关系。

Roumagnac等［14］对伤寒沙门菌的进化研究中，用其双等位

基因多态位点（biallelic polymorphisna，BiPs）包含的 SNPs 做单

倍体型和最大简约树分析发现，伤寒沙门菌的群体结构很中

立，树枝集中，在随后收集的菌株研究中发现，该分析可以很好

地解释伤寒沙门菌的某一个单倍体型在某一地区某一时间段

能稳定存在。该研究还发现，在其他经典的微生物学方法不能

为细菌的长期流行病学调查提供可靠的分子标记时，SNPs分析

分型方法却可以让其成为可能。同时，基于 SNPs的单倍体分

析可以预测致病菌的流行状况，为疾病的暴发提供警报。该研

究还证实，基于已知全基因组的SNPs分析，可以降低系统进化

树的偏差。

为了更好的分析蛋白质编码基因序列高度保守的志贺毒

素大肠埃希菌（STEC）的基因多态性并研究其微进化情况，

Zhang等［19］根据已知序列的 STEC设计突变映像阵列探针对进

行 DAN 杂交，寻找潜在的 SNPs 位点，根据 HP⁃PCR 测定法和

ABI 3100基因分析仪验证 SNPs位点，并对选出的 SNPs位点用

MEGA 软件构建最大简约进化树。同时，对所选菌株进行

PFGE 和多位点可变数目串联重复序列分析（MLVA），用

BioNumerics 软件构建最大简约树，将结果进行比较，发现以

SNPs数据为基础的进化树与PFGE结果较为相似，3种分析结

果的局部拓扑结构的不同，可能说明了 STEC的进化有多种机

制和变异率。同时，Zhang等还检测分子生物种假设学说的验

证，构建了 STEC O157 的进化时间框架，综合比较了 PFGE、
MLVA的实验结果后认为，SNPs更适合于该分析研究。

4 SNP在鼠疫菌进化研究中的应用

Achtman等［22］通过对 36株鼠疫菌、12株小肠结肠炎菌、13
株假结核菌的5个管家基因（thrA、trpE、glnA、tmk和dmsA）和一

个脂多糖合成相关基因manB，进行测序分析，根据Whittam的

同义分子生物钟频率假设学说和Guttman及Dykhuizen的5乘高

分子生物种频率学说估算SNPs的突变率；通过计算sSNPs（%Ds）
与nSNPs（%Dn）位点平均百分比的差异来分析等位基因的多样

性，并推测鼠疫菌的进化时间。

按照分子生物钟假设学说，如果基因多态性以一定的频率

积累，SNPs多态性可以推测不同物种的最后一个共同祖先存在

的时间。其实验结果显示，鼠疫菌和假结核菌高度同源，它们
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大约在 1500～20 000年前有共同的祖先。邻接法进化树分析

显示：所有来自鼠疫菌和假结核菌的等位基因都紧密聚在一

起，而来自小肠结肠炎菌的所有等位基因位点聚在一起（除

manB外）。

宋亚军和杨瑞馥［18］在进行鼠疫菌91001的基因组测序时发

现，CO92、KIM和 91001三者的基因组有 90%以上的基因完全

相同，其编码蛋白质序列完全一致，10%左右基因高度相似，只

存在点突变，还有少数基因在不同基因组中存在缺失现象。在

CO92预测的4011个编码基因（含假基因）中，有3762个在KIM
中完全一样，209个存在点突变；有3597个在91001菌株中完全

一样，有358个存在点突变；而在CO92预测的3874个编码基因

（不含假基因）中，有 3657个在KIM中完全一样，179个存在点

突变；有 3508 个在 91001 菌株中完全一样，有 313 个存在点突

变。这说明东方型的CO92菌株和中世纪型的KIM菌株的相似

性更大，而同为中世纪型的91001菌株和KIM菌株之间的距离

要大于KIM菌株与CO92菌株之间的距离，91001菌株可能处于

鼠疫菌进化过程中的另一个分支上。综合考虑生化酵解特性、

宿主、地理环境等因素，周冬生等［23］提出91001可能是从中世纪

型分化出的另一支古老变种——田鼠型。

2004年，Achtman等［17］通过生物信息学方法，对已公布全基

因组序列3株鼠疫菌（CO92、KIM、91001）的3250个直系同源基

因（orthologous coding sequence，CDSs）及假结核菌 IP32953进行

比对分析，以假结核菌相对应的核苷酸为基准，筛选出 76 个

sSNPs，进行鼠疫菌的进化分析。PCR技术结合变性高效液相

色谱法技术对 105株菌的 SNPs进行分析，筛选出 44个 sSNPs，
位于38个CDS内，对其进行进化分析，可以很好的构建进化树，

且可以很好的标记Branch0（91001）、Branch1（CO92）或Branch2
（KIM）3个分支。说明SNPs不仅可以用于流行病学研究和法医

学，也可以很好的标记鼠疫菌内的某个型别。

2006 年，Chain 等［6］测定 2 株古典变种菌株 Antiqua 和

Nepal516，并用生物信息学方法，Mummer3 程序，将其与已公布

的测序东方变种菌株CO92、中世纪变种菌株KIM、田鼠型菌株

91001全基因组相比较，发现存在453个SNPs位点，包括同义突

变 SNPs 和非同义突变 SNPs，部分分布在蛋白质编码序列内。

根据SNPs的菌株特异性，可以推断91001较先分化成独立的一

支，CO92和Antiqua亲缘关系较近，KIM和Nepal516关系较近。

与Achtman的结果相符，说明SNPs可以很好的用于鼠疫菌的微

进化研究。

在Achtman等的研究基础上，李艳君［24］、崔玉军［25］在来自中

国18个疫源地及亚疫源地、涵盖4种生物型的121株鼠疫菌中，

对该38个基因片段、45个 sSNPs进行扩增，构建基于SNPs分析

的鼠疫菌的遗传关系框架，为应用其他遗传标记对鼠疫菌进行

分型和适应性进化研究提供可靠参考。构建01数据矩阵，导入

BioNumerics软件进行分析，绘制聚类图和最小扩展树，将国内

121株鼠疫菌分成 12个型，3个分支，其中东方型菌株、中世纪

型菌株和田鼠型菌株分别属于Branch1、Branch2和Branch0，而
古典型菌株则分散在3个分支内，说明古典型菌株的高度多态

性。结合地理位置，因此推测Branch0是进化年代上比较老的

菌株，新疆地区是我国鼠疫菌的起源；Branch2包括所有的中世

纪型菌株和与中世纪关系密切的 2.ANT的古典型菌株。推测

该分支的进化方向是位于东北部的松辽平原的 2.ANT的古典

型菌株向西南传播逐渐演化成 2.MED.a的中世纪型菌株，继续

向西传播至东昆仑山，形成2.MED.b型菌株，与丝绸之路惊人的

相似。Branch1分支包括了所有的东方型菌株和与之密切相关

的1.ANT古典型菌株，推测1.ORI.a的东方型菌株可能是由青藏

高原或滇西纵谷疫源地的古典型菌株进化而来。

2007年，Touchman等［26］利用Mummer 程序将FV-1菌株的

基因组与已公布全基因组序列的CO92对比寻找SNPs位点，用

REPuter程序验证 SNPs的唯一性；筛选出 32个可能的 SNPs位
点，其中19个位点可以在2株菌中得到验证，在这19个位点中，

有14个SNPs位点位于CDS内，包括11个错义突变、2个同义突

变和1个无义突变位点。将所得到的SNPs位点在CO92、FV-1、
北美的 20株菌及 1株假结核菌和分离自肯尼亚的鼠疫菌中扩

增，以分析北美鼠疫菌的群体结构，得到7个基因型，但是由于

验证样本少，SNPs的筛选存在偏差，进化树呈线状。

2007年，Auerbach等［27］比对CO92、FV-1与CA88的基因组

序列，发现20个SNPs位点，包括15个非同义突变和5个同义突

变。其中5个是之前在CO92和FV-1基因组［26］中找到的，并且

已在北美鼠疫菌中得到验证；有15个位点在CA88和FV-1中一

致，结合基因片段的插入、缺失及重排等情况，可以认为CO92
与CA88亲缘关系较近，大概在125年前，它们拥有一个共同的

祖先。

5 展 望

为了更好、更便捷的进行细菌全球流行病学研究及其进化

研究，急需一种廉价的、简单的、有辨别力的且重复性好的分型

方法，而 SNPs则刚好满足这些条件，其在炭疽芽孢杆菌［28］、鼠

疫菌［17］、结核分枝杆菌［20］及大肠埃希菌O157∶H7［19］中的应用已

经证明了它的实用性。

由于SNPs本身的特性，及其广泛存在于生物基因组内，可

操作性、可重复性及易受选择压力、环境等因素的影响等特征，

以及适于研究亲缘关系较近物种内的微进化等特性，使其在细菌

的全球性流行病学调查研究、分子分型等研究中得到更加广泛的

应用［17］。但是，SNPs不适合非同源进化物种的进化研究。

尽管由于 SNPs寻找过程中误差存在等因素的影响，有时

所做的进化树不够理想，但是在尽量减低SNPs 偏差后，仍有可

能得到较好的结果。例如，Pearson等［28］在VNTR分析（MLVA）
的基础上，选择5株炭疽芽孢杆菌进行全基因组测序，对其中的

1株OUT26基因组进行组装，并以其为参考菌株，与其他4株菌

相比较，寻找潜在的SNPs位点。尽量减低偏差后，对筛选出的

SNPs位点做进化分析，应用PAUP4.0做MLVA的无根进化树，

WINCLADA 1.00.08 和 MEGA 2.1 的邻接法构建和验证以SNPs
为基础的进化树，二者相比基本一致。而且，多个全基因组的比

较及重复测序验证可以减低SNPs寻找过程中的偏差。

由于细菌的进化并没有一个明确的单一的进化模式，并且

各种分子分型方法都存在一定的缺陷，所以单一依靠一种分型

方法很难准确的说明细菌的进化过程，因此，SNPs可以与MLVA、

PFGE、IS100等分子分型方法形成优势互补，综合说明细菌的

进化与分型状况，能更准确地反映出细菌基因组内包含的信

息，为我们以后的研究及警示疾病的暴发流行提供线索［17，19］。
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随着测序技术的日益成熟，高通量测序技术的迅速发展，

使得细菌基因组测序越来越容易，测序结果也更精确，考虑成

本等因素，或许所有细菌做全基因组测序代价太高，周期太长，

但在现有的技术条件下，获得细菌基因某一片段的测序序列不

再困难［16］。因此，快速验证某些SNPs位点成为可能。同时，生

物信息技术的快速发展及生物分析软件的不断完善，为基于细

菌全基因组的分型研究提供了有力保障和技术支持。总之，作

为一种新型分子标记的SNPs，由于其本身的特性，在细菌分型

与进化研究、流行病学调查研究及高通量快速检测技术研究中

将得到更广泛的应用。
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