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鼠疫耶尔森氏菌单核苷酸基因多态性与适应度的关系分析

廖春瑞*

（巴林左旗疾病预防控制中心鼠防科，赤峰 025450）

摘 要：目的 探究鼠疫耶尔森氏菌单核苷酸基因多态性与适应度的关系。方法 本文通过体外连续传代共孵育竞争、

体外静置竞争，揭示 GTG 在不同菌株之间竞争中的作用机制。结果 两种菌株，随传代次数增加，GTG 菌株很快就

成为绝对优势，表现出了有竞争性的适应性；GTG菌株与TTG菌株在不同逆境（Asp缺失、弱酸和高盐）的共同培养下，

GTG 菌株具有更显著的适应能力；巨噬细胞的竞争性存活试验中，GTG 菌株与 TTG 菌株的比例并没有明显改变；细

胞内竞争性扩增产物实验，GTG 菌株∶ TTG 菌株 =10 ∶ 1 的小鼠，在给药过程中，平均给药剂量超过了理论值，从

而使小鼠提前死亡。结论 GTG 在不同菌株之间存在竞争适应性。巨噬细胞的细胞内竞争和小鼠体内的竞争实验没有

发现 GTG 菌株和 TTG 菌株的适应性有显著的差别，但是 TTG 株在大肠杆菌竞争中体现的适应度优势。
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Analysis of relationship between single nucleotide gene polymorphism and  
fitness of Yersinia pestis

LIAO Chun-Rui*

(Rodent Control Department, Balinzuoqi Disease Prevention and Control Center,  Chifeng 025450, China)

ABSTRACT: Objective  The relationship between fitness and single nucleotide gene polymorphism of Yersinia pestis was 
investigated. Methods  In this paper, the mechanism of GTG in competition between different strains was revealed through 
continuous in vitro co-incubation competition and in vitro static competition. Results  With the increase of passage times, 
GTG strain quickly became the absolute dominant strain and showed competitive adaptability. Under different stresses (Asp 
deficiency, weak acid and high salt), GTG and TTG strains showed more remarkable adaptability. In the competitive survival 
test of macrophages, the ratio of GTG strains to TTG strains did not change significantly. In the intracellular competitive 
amplification product experiment, mice with GTG∶TTG=10∶1, the average dose exceeded the theoretical value during the 
administration process, resulting in early death of the mice. Conclusion  GTG has competitive adaptability among different 
strains. There was no significant difference between the fitness of GTG and TTG strains in the intracellular competition of 
macrophages and the competition in mice, but TTG strains showed a fitness advantage in E. coli competition.
KEY WORDS: Yersinia pestis; gene polymorphism; fitness

0  引  言

鼠疫耶尔森氏菌（鼠疫菌）是引起鼠疫、肺鼠疫和败血病
的重要病原，是全球三次鼠疫大爆发的重要病原。最近的古代
DNA 研究表明，鼠疫菌是由食入食物的假结核耶尔森氏菌（简
称“假结核杆菌”）进化而来的 [1-4]。在自然界，细菌对逆境的
耐受性既表现为对逆境的耐受，又表现为与其他细菌的竞争 [4-6]。
本项目拟通过室内培养试验，研究不同菌种在不同压力下的存

活情况，量化各菌种在混合培养过程中所占的比例，从而更好
地反映各菌种在混合培养过程中的竞争优势。本项目拟采用竞
争试验方法，定量评估不同菌种在资源受限条件下的适应能力。
在此基础上，通过不同的共培养条件，比较两个菌株在不同条
件下的适应性。同时，通过转录组学分析 [7-8]，发现 GTG 菌株
与 TTG 菌株中鼠疫杆菌的基因 pst 表达有明显差异，而鼠疫杆
菌是一类细菌素 [9-11]，其合成能够防止其他近缘菌入侵，有利
于鼠疫菌在鼠疫菌中的生存环境形成并保持稳定 [12-15]。为此，
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本课题拟通过对 GTG 和 TTG 菌株与大肠杆菌共同培养后的存
活情况进行研究。

1  材料与方法

1.1  实验材料
鼠疫菌 GTG、大肠杆菌 DH5α-pET22b-fyuA 和巨噬细胞 

RAW264.7；购买 18~20 g 的 Balb/C 小鼠。
1.2  实验方法

12 小时连续传代：通过两个菌株的连续传代，对比两个菌
株在同一培养条件下的适合度差异，更直观地了解两个菌株在
同一培养条件下的适应性优势。首先，通过对两种菌株在 TMH
介质中进行连续 12 小时交替传代，计算各时间点上两种菌株之
间的比例，并绘制出两种菌株之间的竞争关系曲线。其中，Tt、
Gt 是取样时间 TTG 菌株、GTG 菌株的扩增子频率，T0、G0 是
两个菌株的初始混合比例。相反，TTG 品系的适应性更强。

在三种逆境条件下，12 小时连续传代：天门冬氨酸缺失、
TMH+200 mmol/L NaCl、轻度 TMH+pH 5.5。

体外连续传代共培养：采用 LB 培养 8 小时的竞争共培养
方法，并将接种比扩大至 1∶100 和 1∶10000。在此基础上，
本项目拟以 InT–H–1 到 InT–H–100、InT–10T–1 到 InT–10T–100
的混合菌株为基础，以混合菌株的全基因组为模板，在 -80℃
冷冻保存。

低温和厌氧静置生存竞争：分别对 GTG 菌株和 TTG 菌
株的 OD620=1.0 进行培养，并进行平板计数。将两种细菌按
GTG∶TTG=1∶1 混合，每 2 mL 加入 15 mL 的无菌离心管，轻
轻旋转盖子，使离心管内与体外的空气进行交换。将分装好的
9 支菌液放入 4℃ 冷藏箱及厌氧培养箱中，进行低温、厌氧培养；
同时，将混合菌株的基因组 DNA 进行冷冻保存，并将其保存
在 -80℃ 的冰箱中，用来校正两个菌株的初始配比。分别在第 1、
2、4、6、8、10、12、14 天取样，采集两种激发条件下的培
养基，留作基因组提取。将 2 mmol/L PMA 溶于 DMSO 中，以
25.6 μL/mL（最终浓度 50 µmol/L）的比例添加至待提取的基因
组 DNA 的混合液中，在避光孵育 5 分钟，其间搅拌，然后曝
光 5 分钟，以便对死亡细菌 DNA 进行处理。离心后弃去上清液，
用试剂盒抽取两种方法得到的混合菌基因组，测量 DNA 浓度，
以 10 ng/μL 为模板进行扩增；扩增子片段的扩增和回收同前面
的方法进行了比较，并进行了序列测定和分析。

体外不传代连续培养：采用非传代连续培养方法，研究两
种细菌在不同条件下的生长速度差异对其竞争反应的影响。将
调节到 OD620 相同的 2 个菌株分别以 1∶1、1∶10 和 1∶100，3
种不同比例的GTG菌株∶TTG菌株每隔12小时抽取2 mL菌液，
对其进行共培养和基因组分析；同时，构建文库并对扩增子进
行测序和分型。

小鼠体内生存竞争：鼠类在宿主中的存活也是反映其适合
度的一个重要指标。本项目拟在前期研究基础上，通过对不
同来源的鼠疫菌 GTG 菌株和 TTG 菌株进行比较研究，明确不
同菌株在不同环境条件下的适合度差异。将 OD620=1.0 的 2 个
菌株按参照细菌的数量以固定的比例进行混合，并设定 GTG
菌 株∶TTG 菌 株 分 别 为 1∶1、1∶10、1∶100， 以 及 10∶1
和 100∶1。取 1.5 毫升 EP 管，分别取 500 µL，12000 r/min，
2 min 离心，弃去上清液，提取基因组 DNA，然后在 -80℃ 冷藏，
以此为基础，作为两个菌株在体内存活竞争的比例初始值模板。

将调节过的 OD620=1.0 的 2 种细菌分别用 5 倍的梯度稀释，按
照参照值，将 2 种细菌按照一定的比例进行稀释，混合均匀后，
再用 100 µL 注射 Balb/C 母鼠腹股沟处。取毒后 24 小时作为存
活曲线的第 1 天，每天对染毒组的存活情况进行观察，并绘制
存活曲线。将死鼠处死后，立刻剖开脾脏，抽取其组织 DNA，
分别标有 IV1、IVW10、IVW100、IVT10、IVT100、IVT100（各
组 10 只，以死亡顺序为 1~10），然后在 -80℃ 冷藏，以 aspA 为
模板，进行体内竞争性存活实验。扩增子的建库测序。

之所以选择扩增子测序方法，是由于两种细菌间只有一个
碱基的不同，因此不能直接使用传统的竞争方法进行抗性筛
选。根据两个菌株在同一培养体系中所占的比例，可以用来表
示两个菌株在该体系中所占的比例。本项目拟以两种方式进行： 

（1）利用柱状图直观地显示两个菌株在不同世代间的生长速率；
（2）引入竞争因子 μ，绘制曲线图，直观地显示两个菌株的适合
度优势。

统计分析采用 Log-rank（Mantel-Cox）检验。

2  结果与分析

2.1  竞争型基因在体外的表达水平
2.1.1 12 小时连续传代的竞争性共培养

1∶1、1∶100 两种不同配比的菌株，每隔 12 小时传 30 次，
将两种菌株在混合之前进行稀释，计算出最初的混合比，见表 1。

表 1 两种细菌在 12小时内的混菌比例 
Table 1 Mixing rate of two kinds of bacteria within 12 hours

项目 菌量 / 比例

总体积 V 250 μL

GTG∶TTG 理论值 1∶1 1∶100

预期 GTG 菌量 2.67×107 CFU 9.56×105 CFU

预期 TTG 菌量 2.69×107 CFU 9.70×107 CFU

GTG 菌液浓度 1.85×108 CFU/mL

TTG 菌液浓度 2.51×108 CFU/mL

GTG∶TTG 实际值 2.34∶1 1∶31.8

实际 GTG 菌量 3.51×107 CFU 1.26×106 CFU

实际 TTG 菌量 1.50×107 CFU 3.99×107 CFU

从统计数据来看，这一次的实际混配比与理论计算值有很
大的偏差，但是仍然能够从扩增子测序的比例变化中看出两个
菌株之间存在着竞争优势的差异。在此基础上，本项目拟在前
期工作的基础上，对其进行扩增，取初始混合菌液，在第 2、3、4、
5、10、15 及 20 代的混合培养物中进行了基因组的提取和扩增
子扩增及测序分析。研究发现（见图 1），GTG 菌株与 TTG 菌
株在两种不同比例下的初始菌落总数之比分别为 3∶1 和 1∶10，
说明扩增子所呈现的原始比例高于所获得的原始比例，其原因
可能与 PCR 的偏度有关，但这种偏度不会引起数量级差异，也
不会对扩增子结果所反映的真实比例产生显著影响。结果表明，
两种比例的 TTG 菌株在原始混合菌群中都占有相当的比例，但
随着传代次数的增加，GTG 菌株很快就成了绝对优势，到了第
5 代，TTG 菌株的比例已经接近于零。从竞争因子 μ 的曲线图
的结果也可知，按照 μ 值的计算原则，GTG 菌株在数据点处于
水平轴（y=0）之下时，表现出了具有竞争性的适应性。结果表明，
GTG 菌株与 TTG 菌株相比，具有更显著的适应性。
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传代代数 传代代数 传代代数

（a） （b） （c）G∶T = 1∶1 G∶T = 1∶100 体外，12 h 

图 1 共培养 12小时间隔传代的竞争结果 
Fig.1 Competition results of 12 hours interval passage in total culture

2.1.2 12 小时连续传代与离体压力下的竞争性培养

在此基础上，分别进行在天门冬氨酸缺失、高盐（200 mmol/L 
NaCl）和弱酸性（pH 5.5）——这三种逆境下的连续传代竞争试验。

在混合之前，将两种细菌的混合液分别进行稀释，计算出最初

的混合比例。在扩展子分析中，从第 1 至第 5、第 10、第 15、
第 20 个世代的混合培养中分别提取其基因组并进行扩增，并对

其进行测序。结果见图 2，通过压力下的竞争试验，发现两个

菌株的初始比率非常接近 GTG 菌株∶TTG 菌株 =1.5∶1，但随

传代时间增加，天门冬氨酸缺失时，GTG 菌株几乎达到 100%；

然而，在低酸和高盐 TMH 中，GTG 菌株虽然在第 5 代 TTG 菌

株中占有相当的比例，但是到了 10 代，GTG 菌株仍然以明显

的优势占主导地位。同时，由竞争因子 μ 的折线图显示，GTG
品系在共同培养期间，始终显示出较强的适应性。我们前期研

究发现，GTG 菌株与 TTG 菌株在不同逆境（Asp 缺失、弱酸和

高盐）的共同培养下，具有更显著的适应能力。

2.1.3 在离体条件下的存活 – 竞争试验

本项目研究中发现的两个菌株在不同压力条件下（低温、

厌氧）条件下，分别进行两个菌株之间的竞争试验（见图 3）。

在第 1、2、4、6、8、10、12、14 天时，对其进行序列测定，

并对其进行序列分析。

200 mmol/L NaCl

体外，12 h 

（a）

（c） （d）

（b）Asp-

pH 5.5

传代代数

传代代数

传代代数

传代代数

Asp-

pH 5.5
200 mmol/L NaCl

图 2 两个菌株在三种压力下 12小时的连续传代过程中的竞争情况 
Fig.2 Competition between two strains during continuous passage 

under three pressures for 12 hours
（a） （b） （c）低温生存竞争 厌氧生存竞争 静置生存竞争

图 3 两种细菌在逆境条件下的静态竞争实验 
Fig.3 Static competition experiment of two bacteria under stress condition

研究发现，在静止状态下，GTG 菌株相较于 TTG 菌株并
不具备竞争优势。特别是在 4℃ 时，尽管 GTG 菌株的存活率高
于 TTG 菌株，但其存活率优势在静止状态下并未得到充分体现。
然而，在无氧条件下，GTG 菌株具有较强的竞争优势，这一优
势很可能与其存活能力有关。同时，静态竞争实验也间接地证明，
GTG 菌株之所以能够在共培菌中取得优势，是因为它们的生长
优势。
2.2  巨噬细胞的竞争性存活试验

本项目拟以巨噬细胞为研究对象，通过在不同温度下培养
24 小时，在 5% CO2 条件下，通过培养基中细菌的存活竞争试

验，对不同类型的胞内菌及培养基中的细菌进行扩增，并对其
进行扩增子测序。在扩增子分析中，由于 DNA 提取品质的问
题，细胞内细菌样品丢失了 2 个，所以只有 46 个细胞内竞争的
结果。研究发现（见图 4），在不同浓度的细菌中，GTG 菌株与
TTG 菌株的比例并没有明显改变。据此，我们提出假说，两种
细菌在巨噬细胞中的适合度并没有表现出来。
2.3  细胞内竞争性扩增产物的测定

鼠疫菌在寄主中的存活和传播也是影响其适应性的一个重
要方面。本项目拟采用两种不同配比的鼠源鼠尾静脉注射给
Balb/C 小鼠，考虑到小鼠体内的个体差异，以小鼠的死亡时间
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作为实验对象。由于毒性试验会生成小鼠存活曲线，所以在进
行扩增子分析时，要记录其存活时间，并画出存活曲线。总共
记录了 5 组小鼠的存活曲线，其中 GTG 菌株∶TTG 菌株的比
例分别为 1∶1、1∶10、1∶100、1∶1、100∶1，并对各组动
物的存活时间进行了计算，并画出了图 5 所示的存活曲线。

图 4 两种细菌的细胞内竞争实验 
Fig.4 Intracellular competition experiment between two bacteria

图 5 小鼠在体竞争杀伤毒素的存活曲线 
Fig.5 Survival curve of mice competing with killer toxins in vivo

前期研究发现，GTG 菌株∶TTG 菌株 =10∶1 的小鼠死亡
率明显低于其他两组，但是，上述两种小鼠的毒性没有明显差
别，GTG 菌株∶TTG 菌株 =100∶1 的小鼠死亡率并没有明显变
化，提示 GTG 菌株∶TTG 菌株 =10∶1 的小鼠，在给药过程中，
平均给药剂量超过了理论值，从而使小鼠提前死亡。

3  讨论与结论

在此基础上，本项目利用不同菌株在不同菌株间的生长优
势，利用不同菌种间的竞争能力，构建不同菌株之间的竞争关系，
揭示 GTG 菌株在不同菌株之间竞争中的作用机制。但巨噬细胞
的细胞内竞争和小鼠体内的竞争实验都没有发现两种细菌的适
应性有显著的差别，因此我们认为这两种细菌在体内的适应性
并没有表现出来；与大肠杆菌的竞争实验是补充鼠疫菌在 aspA
基因微演化历程假说的重要一环，该部分结果显示的 TTG 菌株
在于大肠杆菌竞争中体现的适应度优势，在一定程度上能够解
释为何在目前的自然界中，丧失天门冬氨酸酶活性的 TTG 菌株
虽然缺乏生长及各种抗胁迫优势，却仍在鼠疫菌自然种群中占
据绝对比例。
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