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青海省人间鼠疫病原学研究
及菌株溯源分析

李存香魏柏青 熊浩明 祁关英杨晓艳辛有全魏荣杰靳娟代瑞霞

·实验室研究·

【摘要】 目的对1958--2012年青海省人间鼠疫流行期间自鼠疫患者和尸体中分离的1 29

株鼠疫菌进行病原学研究。方法采用常规方法和分子生物学技术对鼠疫菌进行病原学研究，同

时采用差异区段(DFR)基因分型技术对2004年囊谦县、2009年兴海县人间肺鼠疫暴发疫情进行

溯源分析。结果119株鼠疫菌中，205株属青藏高原型菌株，6株属祁连山型菌株，8株菌具有特

殊生化特性；84．03％(100／219)的鼠疫菌具有4个毒力因子(F2+、Pst I+、vw+、Pgm+)。测试的74

株菌中，72株(97．30％)为强毒菌；携带大质粒52×106、65X 106、92×106的菌株主要分布于海南、

海北、海西、玉树、果洛、黄南6个州和湟源县；鼠疫菌DFR基因型以5、8型为主。其中5型占

44．54％(53／119)，分布于都兰、湟源、玉树、杂多、治多、称多、曲麻莱、玛多、囊谦、祁连等地区；8型

占32．77％(39／119)，分布于祁连山南北麓、青海湖环湖地区。2004年囊谦县肺鼠疫暴发分离株均

为10型；2009年兴海县肺鼠疫暴发分离株(来自鼠疫患者、人尸和牧犬体内)的基因型均为8型。

结论本次试验菌株均具备青藏高原鼠疫病原体特性。菌株溯源分析显示，基于DFR的鼠疫菌

基因分型与流行病学调查一致，可用于确定传染源。
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【Abstract】Objective To study the biological and genetic characteristics of l 19 strains of

Ye阳inia(y)pestis isolated from plague patients in Qinghai province．from 1958—2012．Methods
Both regular methods and different region(DFR)molecular typing techniques were used to study
the epidemiological characteristics on 1 29 strains of K pestisin Qinghai during 1958—2012．Sources
of E pestis from two outbreaks，in Nangqian county in 2004 and in Xinghai county in 2009．Qinghai
province were also analyzed．Results 1 05 strains of E pestis were identified as Qinghai．Tibet Plateau

Ecotype while the other 6 strains as Qilian Mountains Ecotype．84．03％(100／119)of the tested strains
carried 4 virulencefactors F 2+，Pst I+，VW+and Pgm+)．97．30％(72／74)ofthetested strains showed

high virulence．Strains that carrying 52 X 1 06，65×1 06，92×1 06 plasmids were distributed in Hainan．

Haibei，Haixi，Yushu，Guoluo，Huangnan and Huangyuan counties．Genomovar 5 and 8 were the main

genetypes that circling around Qinghai Lake．Genomovar 1 0 was found in strains of F pestuin
Nangqian county while Genomovar 8 was found in the strains isolated from human plague patient

during the epidemics in Xinghai county in Qinghai．Conclusion Data from biological and genetic
analyses on the epidemics of human plague in Nangqian county in 2004 and in Xinghai county in 2009

demonstrated that methods as DFR genotyping and virulence factors profiles，as well as plasmids

profiles wgre powerful tools in confirming the human plague epidemics and sources of irifection．
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发病468人，死亡240人。为进一步了解青海省鼠疫

菌生物学性状、基因组型分布及其流行病学意义，本

研究就1958--2012年青海省人间鼠疫流行期间自

鼠疫患者和尸体中分离的119株鼠疫菌进行病原学

研究。
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材料与方法

1．材料：以1958--2012年青海省人间鼠疫流行

期间自鼠疫患者和尸体中分离的119株鼠疫菌作为

实验对象(表1)。菌株由青海省国家鼠疫菌种保藏

中心提供。实验动物小白鼠由青海省实验动物中心

提供，体质量18～209。

表1 1958--2012年青海省人间鼠疫分离株的地区分布

地 区 菌株数

海南州(共和、兴海、贵德、同德县)

海北州(祁连、门源、刚察、海晏县)

海西州(天峻、都兰、乌兰县及德令哈、格尔木市)

玉树州(玉树、杂多、治多、称多、曲麻莱、囊谦县)

果洛州(玛多、玛沁县)

黄南州(同仁县)

西宁市(湟源县)

2。方法：

(1)生化及糖醇类酵解试验：被试菌28℃24 h

培养物用1％蛋白胨水制备成约2×109／L的菌悬液，

分别接种于阿胶糖、鼠李糖、麦芽糖、密二糖、甘油、

脱氮培养基中，混匀后置37℃温箱中培养，连续观察

7 d后在室温条件下再观察7 d，逐日观察发酵隋况。

(2)毒力因子检查及结果判定：利用抗鼠疫血清

平板检查F1抗原n 3，草酸镁培养基检查VW抗原，氯

化血红素培养基检查Pgm细胞组成，Pst I琼脂培养

基检查鼠疫菌素I。

(3)毒力测定：选代表性菌株74株。将37℃

24 h培养物用灭菌生理盐水制成菌悬液。比浊后稀

释为每毫升2×101、1×102、2×102 x2×103、2×104个

菌，分别取0．5 ml皮下注射于小白鼠鼠鼷部，每组5

只分笼饲养观察14 d，毙后取淋巴、肝、脾、肺、心组

织进行细菌培养，以分离出鼠疫菌为特异性死亡，并

计算最小致死量(MLD)。

(4)质粒检测及鼠疫菌DNA提取：参照李敏

等乜1方法进行质粒DNA相对分子质量(胁)测定(采

用标准质粒对照法)。引物设计及PCR扩增参照文

献[3—6]。

(5)差异区段(DFR)分子分型：采用周冬生等H1

DFR基因分型方法，对2004年囊谦县、2009年兴海

县人问肺鼠疫暴发疫情进行溯源分析。采用

Maplnfo Professional 7．0软件标注DFR基因型的地

理分布。

3．聚类分析：通过BioNumerics 5．0软件，采用非

加权组平均法(UPGMA)，对数据进行聚类分析，并

绘制聚类图。

结 果

1．生化特性：119株鼠疫菌有105株属青藏高原

型菌株，6株属祁连山型菌株，8株菌生化特性特殊

(表2)。

2．毒力因子检测：119株菌均能产生F1抗原和

Pst I，VW+菌株占87．39％(104／119)，Pgm+菌株占

84．03％(100／119)，Pgm一菌株占9．24％(11／119)，

Pgm州一菌株占6．72％(8／119)。

3．毒力测定：参照朱锦沁等n1对青海省鼠疫菌

株毒力等级分类。其中74株代表性菌株，MLD<一1

万个菌占97．30％(72／74)，为强毒菌株；MLD>10万

个菌为自然弱毒菌，占2．70％(2／74)。

4．质粒种类及地区分布：80株代表性鼠疫菌经

琼脂糖凝胶电泳共观察到6种质粒，分子质量分别

为(6、27．04、45、52、65、92)×106，在质粒组成上共有

4种组合形式，多数菌株含3种质粒。其中27株含

(6、45、52)×106质粒，50株含(6、45、65)×106质粒，

2株含(6、45、92)×106质粒，1株含(6、27．04、65)×

106质粒。携带65×106质粒的菌株主要分布于海

南、海北、海西、玉树、果洛、黄南6个州；携带52×

106质粒的菌株主要分布于海南、海北、海西、玉树、

果洛5个州和湟源县；携带92×106质粒的菌株主要

分布于曲麻莱地区；携带27．04×106质粒的菌株主

要分布于兴海县。

5．DFR基因分型：119株菌的23个DFR基因分

型PCR扩增后显示，共有10个基因组型(1b、5、7、8、

10、21、30、32、36、44)，其中以5型和8型为主。5型

菌占44．54％(53／119)，主要分布于都兰、湟源、玉树、

杂多、治多、称多、曲麻莱、玛多、囊谦、祁连、共和等

地区；8型菌占32．77％(39／119)，主要分布于祁连山

表2 1958--2012年青海省人间鼠疫分离株生化性状及地区分布

年化特件菌株生态型菌株数i而西F百再磊r主募器鼍彖三百]丽 地区分布

注：。鼠李糖4株阳性，6麦芽糖4株阴性，。密二糖8株阳性
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南北麓、青海湖环湖地区及青海南山和宗务隆山等

地区；10型菌占6．72％(8／119)，为2004年囊谦县肺

鼠疫暴发时分离株；44型菌占5．04％(6／119)，主要分

布于祁连、门源、海晏等地区；7、30型菌各占2．52％

(3／119)，前者主要分布于祁连、同仁地区，后者主要

分布于祁连、称多、曲麻莱等地区；lb、32、36型菌各

占1．68％(2／119)，lb型菌主要分布于杂多、乌兰等地

区，32型菌主要分布于格尔木等地区，36型菌主要

分布于玛多、囊谦等地区；21型菌占O．84％(1／119)，

主要分布于兴海县(图1)。

6．菌株溯源分析：2004年9一lO月分离自囊谦

县尕羊乡麦迈村8株鼠疫菌，其DFR分型均为lO

型，该型别在青海省只存在于囊谦县。现场流行病

学调查显示8例患者均由同一传染源传播所致。聚

类分析表明，2004年囊谦县人间肺鼠疫暴发疫情分

离菌株明显不同于其他基因型，而形成一个单独分

支。该地区20世纪70—90年代分离菌株的DFR分

型均为5型。2009年7月兴海县暴发一起典型的家

族性肺鼠疫，自鼠疫患者或人尸中分离4株鼠疫菌，

其基因型为8型。从牧犬体内分离的2株菌，其基

因型也为8型。在海北、海西、玉树、果洛州及湟源

县也存在2009年海南州兴海县暴发疫情菌株的

DFR型别，且聚类分析结果显示2009年兴海县暴发

的人间肺鼠疫菌株明显与其同在一个分支上。但

该地区1962年人间鼠疫分离株基因型为2l型，形

成单独的一个分支，该型别在青海省仅存在于兴海

县(图2)。

讨 论

青海省存在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。目前尚未见青海田鼠鼠疫

疫源地以青海田鼠作为传染源引发人间鼠疫的报

道。1958—2012年青海省人间鼠疫流行期间自鼠

疫患者或尸体分离的119株菌中，94．96％属青藏高

原型菌株，分布于青海省大多数鼠疫疫源地区；仅

5．04％属祁连山型菌株，分布于门源、囊谦县。

本研究显示，鼠疫菌52×106质粒分布于祁连山

南、北麓和青海湖环湖地区，而65 X 106质粒分布于

青海湖周围、青海高原和青海西部地区，92×106质

粒分布于青海高原的玉树、曲麻莱等地区。这些菌

株特征为疫情溯源、疫源地研究、菌种分型及遗传学

分析等提供资料。

2004年囊谦县肺鼠疫暴发疫情8株分离菌出现

3种不同的生化检测结果，即在同一次鼠疫流行的

不同患者体内分离菌株生化性状发生变异，表明鼠

疫菌生化性状的稳定性是相对的，其生态型可因宿

主、媒介、土壤、植被等生存环境的改变而发生转

化。而基于23个DFR的基因分型方法描述菌株的

遗传特征表明，该次肺鼠疫疫情分离菌株的基因型

为10型，且据流行病学调查此8例患者均由同一传

染源传播而感染。鼠疫菌基因型检测与现场流行病

学调查结果一致，证实该次鼠疫暴发来自同一个传

染源。2009年7月兴海县暴发一起典型的家族性肺

鼠疫，自鼠疫患者或人尸中分离4株鼠疫菌，从牧犬

图1 1958--201 2年占海省1 19株人间鼠疫分离株基冈组型的地I×：分印

体内分离2株鼠疫菌，其基因型

均为8型，表明该次疫情是由受

感染犬引起的传播。
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