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摘要    20 世纪 90 年代末起, 基因组学在细菌研究中应用越来越广泛, 尤其在进化领

域, 取得了一系列革命性的发现. 本文以鼠疫耶尔森氏菌进化研究为例, 介绍了从利用

基因组中少数特定片段(等位基因)多态性进行分析的传统系统发育学, 到基于大量菌株

全基因组序列进行系统发育基因组学的研究发展历程, 回顾讨论了基因组学技术的进步

为鼠疫菌进化研究领域带来的成果.  
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鼠疫是由鼠疫耶尔森氏菌(Yersinia pestis, 以下

简称鼠疫菌)引起的一种自然疫源性传染病, 以发病

急、传播快、病死率高和传染性强为特征, 对人类社

会影响巨大. 历史上曾先后发生过 3 次鼠疫世界大流

行: “查士丁尼瘟疫(公元 6 世纪)”、“黑死病(14 世纪中

叶~17 世纪中叶)”和“现代鼠疫(19 世纪末~20 世纪中

叶)”, 导致至少 1.6亿人死亡[1]. 自 1990年代起, 鼠疫

疫情在全球范围内呈上升趋势. 2000 年起, 鼠疫被世

界卫生组织(WHO)列为重新抬头的传染病[2]. 在自然

界, 鼠疫菌的主要宿主是啮齿类动物, 通过蚤叮咬等

途径, 鼠疫菌可传播给人, 引发腺鼠疫、败血型鼠疫和

肺鼠疫. 其中肺鼠疫发病迅猛, 可通过空气在人间直

接传播, 如不采取治疗措施病死率高达 100%[1]. 因此, 

鼠疫菌也被认为是最危险的生物恐怖剂之一, 不仅

严重影响人类的健康, 对国家安全、社会和谐与经济

发展也构成巨大威胁[3].  

鼠疫菌的进化是其通过遗传变异“重塑”自己的

基因组, 从而与环境和宿主相互作用的一个动态过

程[4,5]. 通过进化研究了解掌握鼠疫菌遗传变异的规

律、形成机理以及地域和时空分布特征, 将有助于制

订有效的防治策略, 为鼠疫菌的分型防控、溯源以及

保障国家生物安全奠定基础. 进化研究的策略一般

包括以下几步: 首先要准确鉴定不同菌株之间发生

的各种变异; 然后选择合适的聚类算法, 根据变异状

态重建菌株的系统发育关系; 最后通过检测自然选

择留下的痕迹, 了解进化的背后推动力和机制, 从而

勾勒出整个进化历史. 20 世纪 90 年代兴起的基因组

学, 极大带动了鼠疫菌进化研究的发展. 一系列分子

生物学方法被开发出来用于获取各类基因组多态性

数据, 这些方法应用高效液相色谱、毛细管凝胶电
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泳、Sanger 测序以及全基因组芯片等技术, 可以鉴定

鼠疫菌基因组中部分等位基因发生的变异, 为初步

推测鼠疫菌种群结构, 以及不同种群菌株间的传播

扩散发挥了重要作用[6~11]. 但由于无法考察全基因组

范围的整体变异情况, 这些方法普遍存在分辨率低, 

以及有系统发育挖掘偏倚(phylogenetic discovery bias)

的缺点, 难以全面客观的反映整个物种的系统发育

结构[12,13].  

2005 年开始 , 第二代测序技术登上历史舞台 , 

使人们可以在短时间内, 以相对低廉的成本测定大

量菌株的全基因组核酸序列, 为细菌进化研究提供

了前所未有的高分辨率和数据完整性. 该技术在霍

乱弧菌、耐药性金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌等重要

致病菌中得到应用, 很好的揭示了这些病原菌的传

播和变异规律 [14~17]. 本研究组将新一代测序技术引

入到鼠疫菌的进化研究中, 揭示了一些新的现象, 并

对已有进化理论做出了补充和完善[18]. 本文将回顾

鼠疫菌从系统发育学(基于基因组少数特定位点变异

进行分析)到系统发育基因组学(基于全基因组整体

变异)的进化研究历程.  

1  基于传统分子生物学方法的鼠疫菌进化
研究 

1.1  遗传多态性的产生和种类 

鼠疫菌以克隆的方式, 通过细胞分裂进行无性

繁殖. 在繁殖过程中, 其基因组会以一定的速率发生

变异; 这些变异在群体中固定下来, 就形成了具有不

同遗传多态性的鼠疫菌种群. 基因组遗传多态性产

生的分子策略是多种多样的, 其表现形式可以归纳

为以下 5 种类型: (ⅰ) 单碱基突变(或称为点突变); 

(ⅱ) 基因片段拷贝数变化, 某些片段在基因组中出现

多个拷贝, 在不同菌株中拷贝数可能发生变化, 这类

变异又可分为 3 类: 串联重复(连续的重复片段)、散

在重复(重复片段分散在基因组的不同位置, 互不相

连)、以及介于 2 者之间的规律成簇的间隔短回文重

复 (clustered repeats interspaced short palindromic 

repeats, CRISPR); (ⅲ) 基因片段水平转移, 通过质

粒、噬菌体或者一些转座元件, DNA 片段可以通过水

平转移(horizontal gene transfer, HGT)的方式在不同

细菌基因组之间进行传递, 使得某些群体获得新的

基因片段; (ⅳ) 基因缺失, 细菌生长的一些非必需基

因可以在基因组中丢失, 基因片段的丢失在胞内寄

生菌中体现最为显著, 使得基因组表现出缩减的趋

势; (ⅴ) 基因组片段重排, 重排导致基因组片段的相

对位置发生变化, 会造成所载荷基因的排列及相互

关系改变, 可能为细菌带来新的生物学性状[19].  

下面按照出现时间列出的各种分子生物学方法, 

分别针对了不同类型的基因组遗传多态性表现形式, 

在已公布的鼠疫菌全基因组序列上寻找特异性变异

靶标位点, 通过检测和分析这些位点的变异状态, 推

测鼠疫菌的进化历史.  

1.2  插入序列(insertion sequence, IS)方法 

IS 序列是细菌基因组中可移动的 DNA 元件, 其

在基因组中发生转座时, 会促进基因组的转置、重排, 

改变基因的排列, 进而导致功能和表型的变化. 鼠疫

菌基因组中存在 4 种 IS 序列(IS100, IS285, IS1541 和

IS1661), 各类 IS 序列均有多个拷贝 [20]. 1999 年 , 

Achtman 等人[21]以 IS100 为探针对 49 株鼠疫菌进行

了限制性片段长度多态性(restriction fragment length 

polymorphisms, RFLP)分析, 通过构建邻接树, 将基

于 IS100多样性的鼠疫菌系统发育关系与传统的生物

型(基于生化表型的鼠疫菌分型系统)进行了比较. 系

统发育树显示, 3 个已知生物型从 1 个共同祖先衍生

出来, 且形成相互隔离的不同分支. 根据各生物型菌

株所在的分支长度及表现出的 IS 重排复杂性, 可以

推测古典型和中世纪型菌株起源较早, 而东方型菌

株多样性低, 分支长度最短, 说明其起源最晚. IS 序

列介导的重排还可以将基因打断, 形成假基因. 本研

究组在已测序基因组中鉴定出由 IS 重排造成的 24 个

假基因位点, 使用 PCR 扩增方法考察了这些假基因

在 260 株鼠疫菌中的分布[22]. 结果显示, 田鼠型菌株

(分离自青海和内蒙)以及新疆的分离株的系统发育

地位比较古老. 与 Achtman 等人[21]的结论不同, 本研

究组发现中世纪型菌株和东方型菌株均衍生自古典

型菌株, 该结果后来得到多项证据的支持. 

1.3  差异区段(different region, DFR)方法 

DFR 指在同一物种里, 某些菌株基因组中存在

而在另一些菌株中缺失的基因片段, 其多态性显示

了基因组片段水平转移和缺失的状态. Hinchliffe 等

人[23]最早通过比较基因组芯片杂交的方法, 在鼠疫
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菌中发现了 16 个此类片段. Zhou 等人[24]使用包含

4005 个基因探针的鼠疫菌全基因组芯片, 对 43 株鼠

疫菌和 7 株假结核耶尔森氏菌的 DNA 进行杂交, 鉴

定出 22 个 DFR 位点. Dai 等人[25]通过抑止消减杂交

技术发现了天山山地灰旱獭(Marmota baibacina)、长

尾黄鼠(Citellus undulatus)鼠疫自然疫源地分离株所

特有的、长约 383 bp的DNA片段, 称之为DFR23, 进

一步完善了鼠疫菌 DFR 谱. 本研究组采用 PCR 技术

分析了这 23 个 DFRs 在 909 株鼠疫菌自然分离株中

的分布, 据此将中国鼠疫菌分成了 32 个基因组型. 

将菌株的基因组型与地理分布进行关联分析后, 本

研究组发现, 基因组型的分布具有明显的疫源地特

异性, 多数疫源地拥有占优势数量的基因组型, 将其

命名为主要基因组型(major genomovar), 主要基因组

型可以作为某特定疫源地的特征基因组型; 同时, 种

类多样, 但数量稀少的一些基因组型(命名为次要基

因组型, minor genomovar)可以在同一疫源地与主要

基因组型并存. 根据简约进化的理论, 本研究组推测

了各基因组型鼠疫菌之间的进化关系, 并进一步阐

明了第 3 次鼠疫世界大流行的起源和传播过程. DFR

数据表明, 引起第 3 次大流行的东方型菌株最早起源

于中国云南的鼠疫自然疫源地, 然后扩散到广东、福

建等地, 最后才传播到美国及世界其他地区[8].  

1.4  基因组板块(genome plate)重排方法 

在鼠疫菌中, 大量 IS 序列及其他重复元件(如核

糖体 RNA 操纵子)将整个基因组分隔成一系列相对位

置可以改变的片段, 这些基因组片段在 Liang 等人[26]

的研究中被形象比喻为地质学上的“板块”. 在不同

菌株间, 同一“板块”内部序列具有高度同源性和共

线性, 而不同“板块”之间则存在大量的重排现象, 这

使得鼠疫菌基因组以一种动态的状态存在. Darling

等人[27]通过对两株假结核耶尔森氏菌和 6 株鼠疫菌

全基因组序列之间比对, 鉴定出 78 个基因组“板块”; 

然后利用贝叶斯方法分析了这些“板块”之间的重排

历史, 并据此用最大简约法重建了 8 株菌的系统发育

关系. 尽管未得到具有唯一拓扑结构的系统发育树, 

Darling 等人[28]构建的网状树仍然与基于 SNP 构建的

树所反映的鼠疫菌进化模式一致, 说明某些“板块”

重排事件被固定在鼠疫菌的特定种系中, 这也提示

可以通过基因组“板块”重排方法研究鼠疫菌的进化

历史. 由于分析全基因组范围的“板块”重排时, 需要

使用达到完成图标准的基因组组装结果, 才能准确

判定各“板块”之间的排列顺序; 此外, 某些 IS序列在

鼠疫菌中介导了非常高频的重排, 例如同一菌株的

不同批次培养物中某些位点的重排模式也存在不同, 

在一定程度上影响了结果的重现性[20]; 因此目前基

于“板块”重排的鼠疫菌进化研究相对较少.  

1.5  间区规律聚积的短回文重复(clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats, CRISPR) 
方法 

CRISPR 是一类结构特殊的重复序列, 由 21~47 bp

的同向重复序列和将它们隔离开来、大小与之近似的

间区序列 (spacer)组成 [29]. 鼠疫菌中总共有 3 个

CRISPR 位点, 本研究组与法国和俄罗斯研究人员合

作, 在 109 株鼠疫菌的 CRISPR 位点中鉴定出了 29

个间区序列, 证明 CRISPR 位点多态性较高, 适用于

鼠疫菌分型和进化研究[30]. 随后收集了分离自中国

12 个疫源地以及前苏联和外蒙古 14 个疫源地的鼠疫

菌共 125 株, 结合已有的 7 株全基因组序列, 充分分

析了鼠疫菌 CRISPR 位点的遗传多样性, 新鉴定出

131 个 spacer, 并综合 3 个 CRISPR 位点上 spacer 阵列

的排列规律, 构建了鼠疫菌进化模型. 该模型显示, 

存在一条古老型鼠疫菌的传播路线, 该路线围绕塔

克拉玛干沙漠和准葛尔盆地, 其 2 个分支之一穿越青

藏高原、昆仑山脉, 到塔吉克斯坦; 另一条通过帕米

尔高原、天山山脉、阿尔泰山脉到内蒙古高原. 根据

模型推测, 鼠疫菌相对年轻的分支可能从沿该路线

的某些特定区域衍生出来, 并传播到世界其他地区, 

导致了新鼠疫自然疫源地的形成[6].  

1.6  多位点串联重复序列分析(multiple loci VNTR 

analysis, MLVA)方法 

可变数目串联重复(variable number of tandem 

repeat, VNTR)是连续方式存在的重复序列, 在不同

菌株中同一位点的重复数可能会发生变化. VNTR 在

细菌基因组中分布极为丰富, 因此, 可以同时利用多

个 VNTR 位点的变异信息, 即 MLVA 方法, 进行分

型和进化分析. 2004 年, Girard 等人[31]使用 43 个

VNTR 位点的 MLVA 方案, 对美国亚利桑那州一片

约 350 km2 的鼠疫疫源地分离菌株进行了分析. 实验

结果表明, VNTR 位点的体内和体外突变速率基本一

致, 因此可以根据 VNTR 的实验室突变速率建立鼠
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疫菌传播模型. 模型表明, 鼠疫传播会经历 2 个主要

阶段, 首先是种群数量增长造成的快速扩张期, 随后

会进入传播速度减慢的一个持续期. 这种模式可能

适用于鼠疫在局部地区乃至全球范围的鼠疫生存和

传播规律. 2004 年, Pourcel 等人[32]通过对 5 株耶尔森

氏菌(包括 3 株鼠疫菌和 2 株假结核菌)的研究发现, 

有 25 个 VNTR 位点在鼠疫菌中表现出了多态性. 由

于其中 2 个位点在多株中国各疫源地代表性鼠疫菌

株中发生缺失, 本研究组选定其余 23 个位点, 对 500

余株来自中国及世界其他疫源地的鼠疫菌进行了

MLVA分析. 所有菌株可以被分成 350个不同的基因

型, 表明 MLVA 方法具有比较高的分辨率, 许多无

法用DFR或者CRISPR方法区分的菌株, 可以被该方

法明确分开. 该研究根据遗传多样性将鼠疫菌分为

古老分支、过渡分支和现代分支 3 个大群, 并进一步

确定了各类型鼠疫菌的系统发育地位: 田鼠型菌株

(包括中亚地区分离的 Pestoides 菌株)属于鼠疫菌的

最古老分支之一, 这与 CRISPR 方法得到的古老鼠疫

菌传播结论一致, MLVA 结果也表明古老鼠疫菌的早

期扩散形成了现在的疫源地格局; 新疆地区的鼠疫

分离株属于古老分支和现代分支之间的过渡型菌株, 

该地区非常有可能是鼠疫菌现代分支的发源地; 鼠

疫菌现代分支又可以分为 2 个大亚群, 中世纪型菌株

和东方型菌株分别从这 2 大亚群的古典型菌株(多数

分离自中国或中亚地区的疫源地)中衍生出来后, 传

播到世界各地. 与基于 DFR的推测相吻合, MLVA分

析同样支持东方型菌株最早起源于中国云南[7].  

1.7  单核苷酸多态性(single nucleotide polymor- 

phism, SNP)方法 

作为一种遗传标记, SNP 具有分布广泛、遗传稳

定、适于快速高通量检出等优点, 已经成为研究微进

化的金标准. 2004 年, Achtman 等人[33]从 3 株鼠疫菌

全基因组序列中, 筛选出 76 个同义 SNP(同义突变不

改变所编码的氨基酸, 一般被认为中性突变, 能够更

为精确地反应进化历程), 并最终选取 44个同义SNPs, 

采用变性高效液相技术对 105 株鼠疫菌进行了分析. 

该研究确定了鼠疫菌的 3 大分支和 8 个种群, 并提出

了沿用至今的鼠疫菌系统发育种群标准命名法(如

2.ANT3a, “2”表示该菌株属于 2 号分支, “ANT”在最

初命名时表示菌株的生物表型, 但后来研究发现这

样命名的基因型与表型并不完全吻合; 接下来的“3”

表示 2.ANT 型菌株中的第 3 群, “2.ANT3”就构成了 1

个鼠疫菌种群的名称, 最后的字母“a”表示该种群中

的某株菌编号, 用于区分具体菌株). 虽然该研究明

确了整个鼠疫菌物种的进化框架结构, 但仍存在变

异位点少, 分辨率低的缺点. 为了弥补这一缺点, 本

研究组与 Achtman 等人[34]合作, 重新对 17 株多样性

更为广泛的鼠疫菌全基因组序列进行了比较分析 , 

鉴定出 933 个 SNP, 并通过质谱方法考察了 286 株鼠

疫菌全球分离株在这些位点的变异情况. 这项研究

进一步验证了 2004 年获得的进化框架的准确性, 同

时发现了更多的鼠疫菌种群; 并且证明, 鼠疫菌可能

起源于中国或者中国邻近地区, 在历史上通过多次

大规模扩散事件, 传播到欧洲、南美洲、非洲和东南

亚, 形成国家特异性的鼠疫菌进化分支. 研究表明, 

所有分离自美国的鼠疫菌都起源于一次传播, 这次

传播事件可以追溯到 19 世纪末, 一艘从中国开出, 

经由夏威夷, 最终到达加利福尼亚州的商船. 感染鼠

疫菌的宿主动物可能随这艘商船来到美国, 鼠疫菌

在当地定植下来并形成广泛的自然疫源地. 该研究

还通过 82 株马达加斯加分离株的 SNP 多样性, 首次

计算了鼠疫菌的自然突变率, 并使用该突变率推算

了各进化分支的出现时间.  

2  基于新一代全基因组测序的鼠疫菌进化
研究 

新一代高通量测序技术的迅速发展, 使得全面

考察所有目标菌株在全基因组范围的变异成为可能. 

为了更加深入的探查鼠疫菌的进化规律, 本研究组

选取了 118 株鼠疫菌, 应用 Illumina 第二代测序技术

进行深度测序, 并将测序结果与以前发表的 15 株鼠

疫菌全基因组序列和 1 株假结核菌株序列进行了系

统发育基因组学分析[18].  

使用全基因组范围的 SNP, 可以获得更高解析

度的鼠疫菌种系发育树. 通过发育树的拓扑结构, 我

们鉴定出鼠疫菌的 2 个全新主要分支, 与以前的 3 个

分支一起共同构成 5 大种系分支(Branch 0~4)的种群

结构. 系统发育树各分支的分化时间以及黑死病人

残骸中得到的古DNA基因组[35]变异均表明, 4个年轻

种系分支的形成可能与中世纪鼠疫大流行密切相关. 

将系统发育关系与菌株地理分布相关联(系统发育地

理学分析, phylogeograhpical analysis), 可以对鼠疫菌
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的历史传播情况进行推测. 分析结果显示, 中国古代

商路(丝绸之路、唐蕃古道和茶马古道)与鼠疫菌的地

理分布存在惊人的一致性, 说明历史上人类商贸活

动在鼠疫的传播中发挥了重要作用. 由于青藏高原

东部地区菌型复杂, 包含了 5 大分支中 4 个分支的菌

株, 且包含目前发现的最古老鼠疫菌种群(0.PE7), 提

示该地区可能是鼠疫菌物种的发源地.  

以前研究认为, 鼠疫菌的进化与环境适应有关, 

即受到自然选择压力影响. 但鼠疫菌全基因组以及

系统发育树上各个分支节点 SNP 的 dN/dS计算结果均

接近 1, 说明从全基因组水平来讲, 鼠疫菌以中性进

化为主. 对单个基因选择压力检测结果显示, 在核心

基因组的 3450 个基因中, 仅有 22 个(0.6%)基因上存

在正向选择的信号. 这进一步支持鼠疫菌以中性进

化为主的结论, 证明遗传漂变是鼠疫菌进化的主要

推动力[18]. 

基于全基因组变异构建的鼠疫菌系统发育树存

在一个明显特征, 即各分支长度非常不一致, 显著偏

离泊松分布, 这提示鼠疫菌在进化过程中的变异累

积速率可能发生了变化. 利用贝叶斯方法的统计分

析结果也证实了该观点, 表明鼠疫菌在进化过程中

发生了多次变异累积速度变化事件. 本研究组还发

现, 突变累积速率与各菌株到共同祖先的节点数目

存在强的正线性相关, 说明突变累积速率的变化不

仅影响系统发育树的分支长度, 同时还影响了种系

分化的速度. 鉴于鼠疫菌以中性进化为主, 这项观测

补充完善了分子钟理论, 说明即使在中性进化的前

提下, 细菌的突变累积速率在进化过程中仍然可能

发生变化. 我们推测这种变化可能与鼠疫菌的种群

大小变化有关, 在暴发期有效种群数目显著增大, 造

成变异累积加速; 而静息期种群大小保持稳定, 突变

累积速率相对降低.  

3  展望 

随着基因组学的发展进步, 鼠疫菌的进化研究

也在不断取得新的认识和成果. 目前, 该物种的基本

种群结构已经明确, 各种基因型与地理分布的关系

也认识的比较清楚. 许多进化研究中鉴定出的变异

位点, 已经成为基层实验室在分离、鉴定、保藏鼠疫

菌株时的标准分型方法. 其中 DFR 和 MLVA 方法在

多次鼠疫疫情暴发时, 成功应用于菌株溯源, 有力保

障了疫情的预防控制工作 [36,37]. 但在鼠疫菌研究领

域仍然有一个缺憾: 前苏联地区存在面积广大、历史

悠久的鼠疫自然疫源地, 且西伯利亚地区一度被怀

疑为鼠疫的起源地. 但该地区鼠疫菌分离株仅有 3 株

进行了全基因组测序 [18,38], 因此该地区鼠疫菌株的

遗传多样性无法得到全面分析. 以后需要通过更积

极的国际交流合作, 弥补鼠疫菌进化研究中这缺失

的一环.  

传统的基于基因组特定片段多态性的分析方法, 

在认识鼠疫菌的种群结构和进化历史上, 起到了重

要作用. 虽然其内在的缺陷, 包括低分辨率或者无法

得到稳定的系统发育关系, 是方法本身所不可避免

的, 但这些方法操作相对简单, 容易在常规分子生物

学实验室普及. 另外, 目前已经建立了一些国际数据

库, 用于存储和管理这些传统方法所产生的生物学

数据, 方便了国际不同实验室之间的标准化数据比

对与交流[39]; 同时也有利于鼠疫疫情暴发或者遭受

生物恐怖袭击时, 利用数据库中的数据对菌株来源

进行追踪. 因此传统系统发育分析技术和方法在以

后一段时间内将仍然会得到广泛应用.  

基于所有目标样本全基因组序列的系统发育基

因组学分析, 在进化研究的解析度和准确度上, 有着

无可比拟的优势. 目前, 第三代测序技术日趋成熟, 

并在实践中得到成功应用[40]. 该技术将全基因组测

序时间进一步缩短到几个小时, 成本可以控制在几

百元人民币甚至更低. 可以想象, 随着技术普及和成

本继续下降, 将来新一代测序仪必然会走入常规的

分子生物学实验室, 而基于全基因组序列的系统发

育学将成为进化研究的主流. 随之而来的问题是, 将

有越来越多菌株的全基因组序列被测定, 对这些海

量数据进行分析时, 巨大的计算资源消耗以及缺乏

相应的统计分析软件会成为分析的瓶颈. 因此, 需要

通过计算生物学和生物信息学手段, 对这些问题提

前加以研究, 以应对将来的系统发育基因组学挑战. 
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