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大肠杆菌 !"#$ !%抗原基因簇的破译和 &’()%鼠李糖合成酶基因的鉴定

郭宏杰" 冯 露" 张 淳" 徐建国#" 王 磊""

（"南开大学生命科学学院 天津 3$$$7"）

（#中国 MNM传染病所 北京 "$##$2）

摘 要：利用鸟枪法对大肠杆菌 O"6$ O:抗原基因簇进行测序，序列全长 "366",D，用生物信息学的方法进行序列分
析，共发现 ""个基因，分别为鼠李糖合成酶基因（ ’.*/、’.*0、’.*!、’.*1）糖基转移酶基因（3个）、O:抗原转运酶基
因（234）和 O:抗原聚合酶基因（235），另外还有两个基因功能未知。用 PMQ的方法筛选出了针对大肠杆菌 O"6$的
特异基因，可以用于基因芯片或 PMQ方法对大肠杆菌 O"6$的快速检测。另外，通过进化分析发现大肠杆菌 O"6$
的 O:抗原基因簇中携带有典型的大肠杆菌鼠李糖合成酶基因，并且这些基因参与了 O:抗原基因簇间的重组以形
成新的基因簇的过程。
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大肠杆菌为革兰氏阴性菌，根据其 O:抗原分为
"22种不同的血清型，一部分 O:抗原特征存在于致
病的大肠杆菌中。O:抗原是一类多糖抗原，存在于
几乎所有革兰氏阴性菌的表面，由 3到 2个单糖组
成，具有多样性，成为在 N)4水平上研究分子进化
的极好的材料。O:抗原对细菌的致病性和对环境的
耐受力有非常重要的作用，而其多样性的作用主要

在于逃逸动物免疫系统和噬菌体的识别。

革兰氏阴性菌 O:抗原的合成过程如下：细菌分
步地由糖基转移酶将单糖转移到一个固定在细胞内

膜的脂分子上，在内膜的内侧合成寡糖单位。O:抗
原的寡糖单位通过转运酶（ST;）而被转移到内膜外
侧，然后通过聚合酶（ST0）而聚合成多糖，再被联接
到一个糖脂分子上（U>D>L4VF&-+）形成脂多糖分子。
编码负责合成 O:抗原的所有酶分子的基因一般都
相邻存在，在染色体上形成一个基因簇［"］。

本研究选择大肠杆菌 O"6$ 为材料，大肠杆菌
O"6$在 "87# 年首先在患病的动物中被检测到［#］，
被证实可以引起牛等牲畜的肠道感染，属于肠产毒

性大肠杆菌（<@H+-&H&;>A+@>F 67"89’&"8&$ "(*&，<9<M），
其潜在的爆发性流行的危险很大［3］，农业上急需一

个可以快速、准确检测大肠杆菌 O"6$的方法。
本实验首先用长 PMQ扩增出大肠杆菌 O"6$的

O:抗原基因簇，用鸟枪法进行测序，得到的序列用生
物信息学方法进行分析，对 O:抗原基因簇中基因的
功能进行了预测，并用 PMQ的方法筛选出了针对大
肠杆菌 O"6$ 细菌的特异基因，可用于基因芯片或
PMQ的方法对该菌的快速检测。
另外，本文还对鼠李糖合成酶基因进行了鉴定

和进化分析。U:鼠李糖（2:脱氧:U:甘露糖）是许多药
物的重要中间体，还可以合成香料或用作食品添加

剂［!］，由于鼠李糖的应用前景越来越广，生产鼠李糖

的研究备受关注。U:鼠李糖在很多革兰氏阴性菌的
O:抗原中存在，以 L9NP:鼠李糖前体的形式参与 O:
抗原的合成，共有 !个酶按顺序催化从 ":磷酸:葡萄
糖合成 L9NP:鼠李糖，分别为 Q=’4（":磷酸:葡萄糖
胸苷转移酶）、Q=’W（L9NP:N:葡萄糖:!，2:脱氢酶）、
Q=’M（L9NP:2:脱氧: N:葡萄糖:3，6:变位酶）和 Q=’N
（L9NP:2:脱氧:U:甘露糖脱氢酶）。这 ! 个鼠李糖合
成酶基因在很多细菌的 O:抗原基因簇中存在，有很
高的同源性，通过与已知功能的序列进行比较，可以

鉴定大肠杆菌 O"6$ O:抗原基因簇中的鼠李糖合成



酶基因。同时，对这些合成酶基因进行进化上的分

析有助于理解细菌 !"抗原基因簇的进化历史。

! 材料和方法

!"! 菌种
大肠杆菌 !#$%标准菌株由澳大利亚悉尼大学

&’’(’) 教授提供，受体菌株（大肠杆菌 *+$!）由本室
保存。

!"# 载体质粒
,-./"0".1)2购自 3456’71公司。

!"$ 酶和试剂
.8,19: ;597 0’6,<1=’ 3>& 酶购自 ?5’@4A97’4

/199@’A6公司，3>&纯化试剂盒、0B 连接酶、CAD14:
3>& 34’,)纯化试剂盒购自 3456’71 公司，!"#&"、
$%&)’E、F"71<、E30-、氨苄青霉素购自上海生工生物
工程技术服务有限公司。

!"% 基因组 &’(的提取
采用 ?1)=A9［$］法提取细菌染色体 *GH。

!") *+抗原基因簇的获得
大肠杆菌 !"抗原基因簇位于 ’&() 基因和 ’*+

基因之间［I］。根据 ’&() 基因序列设计上游引物（$J"
H00-0-->0->H---H0>HHH-HHH0"KJ），根据 ’*+
基 因 设 计 下 游 引 物（ $J"0H-0>->-0-G->"
>0--H00HH-00>->"KJ）。以大肠杆菌 !#$% 细菌基
因组为模板，用长 3>& 方法扩增 !"抗原基因簇。
3>&反应程序如下：LBM N6A9；LBM #%)，I%M K%)，
IOM #$6A9，共 K%个循环；IOM延伸 P6A9，得到 3>&

产物。合并 I 管长 3>& 产物，用 CAD14: 3>& 34’,)
纯化试剂盒纯化 3>&产物。
!", *+抗原基因文库的构建
用 *G1)’E消化 3>&纯化产物，回收 # Q KRS之

间的酶切片段，与 ,-./"0".1)2载体在 0B连接酶作
用下 #IM连接 NB@，取连接产物电转化感受态大肠
杆菌 *+$!，涂布在含有氨苄青霉素、F"-1< 和 E30-
的 ;?固体培养基上，KPM过夜培养，筛选白色克隆，
以碱裂解法用 LI 孔平板大规模提质粒，用 !"#&"
酶切鉴定其中的插入片段的大小，挑选插入片段在

$%%S,以上的克隆。
!"- 序列测定和拼接
利用双脱氧终止法，采用 0P"),I 公用引物，用

H?EKPP型 *GH自动测序仪对克隆中的插入片段进
行测序，由上海生物工程有限公司提供服务。用英

国剑桥 /&>（/’:AT1< &’)’14T@ >5U9TA<）分子生物学实
验室出版的 V=1:’9 ,1TR17’软件包的 34’71,B和 -1,B
软件拼接和编辑所有的序列。

!". 生物信息学进行序列分析
用美国国家生物技术信息学中心（0@’ G1=A591<

>’9=’4 W54 ?A5=’T@95<572 E9W5461=A59，G>?E）的 54WWA9:’4
发现基因，用 S<1)=系列软件与 -’9?19R中的基因比
较以发现这些开放的阅读框的功能并确定它们是什

么基因，用英国 V197’4中心的 H4=’6A)软件完成基因
注释，用 ><U)=41< C软件做 *GH序列间的精确比对，
用 0/+//（ @==,：XXYYYZ TS) Z :=U Z :RX)’4(AT’)X0/"
+//X）进行蛋白质跨膜片段的分析。

表 ! 大肠杆菌 *!)/的 *+抗原基因簇中的糖基转移酶基因和寡糖单位处理基因及其中的引物及 012数据
01S<’ # 3>& =’)=A97 5W =@’ ),’TAWA=2 5W ! Z "#(, !#$% 7’9’)

-’9’ -’9’ WU9T=A59 ?1)’ ,5)A=A59)
5W 7’9’)

?1)’ ,5)A=A59)
5W W54Y14: ,4A6’4)

?1)’ ,5)A=A59) 5W
4’(’4)’ ,4A6’4)

;’97=@ 5W =@’
3>& W4176’9=XS,

H99’1<A97 =’6,"’41=U4’
5W 3>&XM

-./ !"19=A7’9 W<A,,1)’ $IKN Q P#KB $P%I Q $PNN IB$O Q IBP$ PP% $%

$P#L Q $PKI IIO# Q IILO LO% $N

$LPO Q $LL$ IPOL Q IO%I ONL $B

#01O -<2T5)2< =419)W’41)’ OK%P Q L#LP OIO# Q OILL L#IL Q L#O$ $%$ BO

OB#O Q OBK$ OLL$ Q L%#N $L$ BO

OKKK Q OK$% L%$% Q L%IP PK$ BO

#01L -<2T5)2< =419)W’41)’ L#OB Q #%%LO LKLP Q LB#K LOON Q LOLL $%K $%

LKKP Q LK$B LOLL Q LL#I $O% $B

LBOL Q L$%I #%%K$ Q #%%$# $IK $B

#01#% -<2T5)2< =419)W’41)’ #%%LO Q #%LLB #%K%N Q #%K#L #%O$N Q #%OIL $IO $%

#%NLK Q #%K#% #%L$B Q #%LP# IPL BB

#%KPP Q #%KLB #%LPK Q #%LOL I#K BO

-.2 !"19=A7’9 ,5<26’41)’ ##%#N Q #N#%L ##N#P Q ##NKB ##LO$ Q #N%%N POI $N

##NN$ Q ##NB# #N%K$ Q #N%$N ONO $K

###PN Q ###OL ##LI% Q ##LPP O%I $B
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!"# 特异基因的筛选
用 !"#的方法筛选大肠杆菌 $%&’ 的特异基

因。针对大肠杆菌 $%&’的 $(抗原基因簇中的 !"#、
!"$ 和糖基转移酶基因，在基因内部各设计 ) 对引
物（见表 %），以所有 %**株大肠杆菌和 +)株志贺氏

菌（见表 ,）的基因组为模板进行 !"#。!"#条件：
-+. ,/01；-+. %&2，退火温度因引物的不同而不同
（参照表 %），退火时间 &’2，3,. ,/01，共进行 )’ 个
循环；3,.继续延伸 %’/01，反应体系是 ,&!4。

表 $ 用于筛选特异基因的 !%%株大肠杆菌和 &’株志贺氏菌及它们的来源!

56789 , :6;<9=068 2<=6012 61> !"# ?@@82 A29> B@= <92<01C @B % D &’() $%&’
!@@8 E@D F<=6012 @B GH0;H ;H=@/@2@/68 IEJ 01;8A>9> 01 <H9 ?@@8 F@A=;9

% % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $%，$,，$)，$+，$%’，$%*，$%L，$)- MNOF6

, % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $+’，$+%，$+L，$+-，$3%，$3)，$LL，$%’’ MNOF

) % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $%’,，$%’-，$%%-，$%,’，$%,%，$%,&，$%,*，$%)3 MNOF

+ % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $%)L，$%)-，$%+-，$3，$&，$*，$%%，$%, MNOF

& % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $%)，$%+，$%&，$%3，$%-67，$,’，$,%，$,, MNOF

* % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $,)，$,+，$,&，$,*，$,3，$,L，$,-，$)’ MNOF

3 % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $),，$))，$)+，$)&，$)*，$)3，$)L，$+, MNOF

L % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $+)，$++，$+&，$+*，$&’，$&%，$&,，$&) MNOF

- % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $&+，$&&，$&*，$&3，$&L，$&-，$*’，$*% MNOF

%’ % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $*,，$*)，$*+，$*&，$**，$*L，$*-，$3’ MNOF

%% % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $3+，$3&，$3*，$33，$3L，$3-，$L’，$L% MNOF

%, % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $L,，$L)，$L+，$L&，$L*，$L3，$L-，$-’ MNOF

%) % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $-%，$-,，$-&，$-*，$-3，$-L，$--，$%’% MNOF

%+ % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $%%,，$%*,，$%%)，$%%+，$%%&，$%%*，$%%3，$%%L MNOF

%& % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $%,)，$%*&，$%**，$%*3，$%*L，$%*-，$%3’，$%3% 7

%* % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $%3,，$%3)，$%,3，$%,L，$%,-，$%)’，$%)%，$%),， ;

%3 % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $%))，$%)+，$%)&，$%)*，$%+’，$%+%，$%+,，$%+) MNOF

%L % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $%++，$%+&，$%+*，$%+3，$%+L，$%&’，$%&%，$%&, MNOF

%- % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $%&)，’%&+，$%&&，$%&*，$%&3，$%&L，$%&-， MNOF

,’ % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $%*’，$%*%，$%*)，$L，$-，$%,+，$%%% MNOF

,% % D &’() <K?9 2<=6012 B@= $ 29=@<K?92 $%’)，$%’+，$%’&，$%’*，$%’3，$%’L，$%%’ MNOF

,, *+),-((. /’$0)) 2<=6012 :+，:&，:*，:L，:-，:%%，:%,，:%+ >

,) *+),-((. /’$0)) 2<=6012 :%，:)，:3，:L，:%’，:%)，:%&，:%*，:%3，:%L >

,+ *+),-((. 1$2-34-5).- 2<=6012 I%，I,，I)，I+，I&，I*，I3，IL >

,& *+),-((. 1$2-34-5).- 2<=6012 I-，I%’，I%%，I%,，I%) >

,* *+),-((. 6(-#3-5) 2<=6012 P*6，P%6，P%7，P,6，P,7，P)，P+6，P+7，P&（Q：3）P&（Q：+） >

,3 *+),-((. *’33-) 2<=6012 I&，I# >
!J <@<68 @B ,3 ?@@82 @B IEJ G9=9 /6>9，96;H ;@1<60101C L <@%’ 2<=6012D
6D M12<0<A>9 @B N9>0;68 61> O9<9=016=K F;091;9，J19860>9，JA2<=6806 ；
7D $%,) B=@/ MNOF，@<H9=2 B=@/ F<6<912 F9=A/ M12<0<A<，"@?91H6C91，I91/6=R；
;D $%3, 61> $%3) B=@/F<6<912 F9=A/ M12<0<A<，"@?91H6C91，I91/6=R，@<H9=2 B=@/ MNOF；
>D M12<0<A<9 @B "@//A10;6789 I029629 !=9Q91<0@1 61> "@1<=@8，"H01929 "91<9= B@= I029629 !=9Q91<0@1 61> "@1<=@8 D

$ 结果和分析

$"! ()抗原基因簇的获得
长 !"#产物用 ’SLT的琼脂糖凝胶电泳检测，

在 %’ U %&R7的位置出现一条电泳带。为了保证 $(
抗原基因簇的序列质量，对大肠杆菌 $%&’的基因组
共作 *个长 !"# 反应，然后混合这些产物产生文
库，以减小 !"#反应所带来的误差。由于长 !"#对
模板的完整性要求很高，所以在提取基因组时一定

注意避免任何可引起基因组 IEJ断裂的操作。
$"$ ()抗原基因簇的测序
本研究采用“鸟枪法”对大肠杆菌 $%&’的 $(抗

原进行测序，首先对 !"# 纯化产物进行 IE629M 酶
切，提取大小在 % U )R7之间的片段，与载体进行连
接，取 %V%’的连接产物电转化 IW&"，共得到 &’’个
左右的白色克隆。

根据 ! X 9Y /（!：未测定碱基的概率；/：测定序
列的覆盖率）［3］，为了保证序列质量，每个碱基至少

*) 微 生 物 学 报 ++卷



有 !个以上高质量（大于 "#$）的序列覆盖，我们首
先需要对 %#个 &##’(以上的克隆测序以达到 "#$
的碱基测定概率。以碱裂解法用 ")孔平板大规模
提取质粒，用 !"#*!酶切鉴定其中的插入片段的大
小，大于 &##’(插入片段为 &#$以上，说明所构建的
大肠杆菌 +,&#的 +-抗原的基因文库是成功的。挑
选插入片段在 &##’(以上的 %#个克隆首先以 ./为
引物进行单向测序，对于余下的 ,#$的序列，再以
0()为引物测定部分插入片段的反向序列，将所有
所得序列用 12345(6和 75(6软件拼接和编辑，从而
得到大肠杆菌 +,&# 的 +-抗原基因簇的全序列，序
列全长 ,!&&,’(。
!"# $%抗原基因簇的序列分析

+ 8抗原基因簇一般含有 !种基因：9单糖合成

基因、:糖基转移酶基因、;寡糖单位处理基因。9
类基因由于有极高的同源性，很容易通过与已知功

能的序列进行比较而鉴定。;类基因编码的蛋白由
于有典型的 ,# < ,6个跨膜片段，也可以用生物信息
学方法鉴定。对于 :类基因，由于编码此类酶的基
因之间的同源性很小（这与其它大多数酶不同），根

据与其它已知功能基因的比较，只能判断一个未知

基因是否属于这类基因，但不能判断其确切转移哪

一个单糖。对大肠杆菌 +,&# 的 +-抗原基因簇，用
=2>>?@A32发现基因，找到 ,,个开放的阅读框，所有开
放阅读框的 &B!!B方向为从 $%&’ 基因到 $() 基因。
（$%&’ 和 $() 不参与 +-抗原的合成，只是用来扩增
+-抗原基因簇［%，"］），用 ’C50D系列软件与 73@:5@E中
的基因比较结果见表 !。

表 # 大肠杆菌 $&’( $%抗原基因簇的基因功能预测
.5’C3 ! FGHH52I => +*J0 ?@ ! K "#&* +,&#

73@3 L=M5D?=@ ?@
03NG3@M3 O=K => 55

（7 P ;）$
M=@D3@D

F?H?C52 (2=D3?@0
（23>323@M3）

QA3@D?M5C（$）R
F?H?C52（$）
（55 =S32C5(）

1GD5D?S3 >G@MD?=@

+,&- ,,!% < TTT! !), 6!U!/ *HC:
（FV?43CC5 ’=IA??） "%R""（!),） A.W1-W-4CGM=03 6，)-A3VIA25D503

+,&. TTT! < !,TT T"" 6/U## *HCW
（FV?43CC5 ’=IA??） "&R"/（T""） .W1-)-A3=XI-L-H5@@=

F3-A3VIA2=43@503

+,&/ !,%# < 6#&% T"T 6!U&/ *HC9
（FV?43CC5 ’=IA??） "%R""（T"T） 7CGM=03-,-(V=0(V5D3

.VIH?AICICD25@0>32503

+,&0 6#)! < 6),6 ,%! !%U&% *HC;
（FV?43CC5 ’=IA??） %/R%"（,/T） A.W1-)-A3=XI-W-4CGM=

F3-!，& 3(?H32503

#+1& 6),) < &&"" !T/ !TU/T Y@E@=Z

234 &)!T < /,!6 &## T"UT# [\X
（:5MD32=?A30 >254?C?0） T,R6,（6,"） +-5@D?43@ >C?((503

#+1/ /,!/ < %T%T !%, !,U/) Y@E@=Z

#+1% %!#/ < ","/ T") !TU%% 7CIM=0ICD25@0>32503
（;C=0D2?A?GH 5M3D=’GDIC?MGH） T/R&,（,T)） 7CIM=0ICD25@0>32503

#+1" ",%6 < ,##"% !#6 !,U%# 7CIM=0ICD25@0>32503
（FV?43CC5 >C3X@32? T5 ） 6/R)!（T%&） 7CIM=0ICD25@0>32503

#+1,# ,##"% < ,#""6 T"% !TUT, 7CIM=0ICD25@0>32503
（FV?43CC5 >C3X@32? T5 ） 6%R)/（T"%） 7CIM=0ICD25@0>32503

235 ,,#,T < ,T,#" !)& !#U") [\I
（FV?43CC5 ’=IA??） T&R6/（!,/） +-5@D?43@ (=CIH32503

!"#"& 单糖合成基因：组成 +-抗原的糖通常为中
性糖、氨基糖，有时为罕见糖如 ) 8脱氧已糖、!，) 8
双脱氧己糖等，所有的单糖均需以核苷酸二磷酸

（OW1）8单糖前体的形式参与合成 +-抗原。细菌中
的常见糖由于它们为细菌基础代谢底物，其合成酶

基因存在于基因组的其它位置中，一般不在 + 8抗
原基因簇里重复出现。大肠杆菌 +,&#的 +-抗原的
结构未知，但通过进行 ’C50D比较，#+1,，#+1T，#+1! 和

#+16分别与合成鼠李糖前体的 A.W1-鼠李糖的 6个
合成酶基因有非常高的同源性，其中，#+1,与鲍氏志
贺氏菌的 *HC: 在 !), 个氨基酸中有 "%$的相同
性，说明它们有极高的同源性，可以肯定 #+1, 基因
为 +,&- 基因，命名为 +,&-；#+1T与鲍氏志贺氏菌的
*HCW在 T""个氨基酸中有 "&$的相同性，说明它们
有极高的同源性，可以肯定 #+1T基因为 +,&. 基因，
命名为 +,&.；#+1! 与鲍氏志贺氏菌的 *HC9 在 T"T
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个氨基酸中有 !"#的相同性，说明它们有极高的同
源性，可以肯定 !"#$ 基因为 "$%& 基因，命名 "$%&；
!"#%与鲍氏志贺氏菌的 &’()在 *+, 个氨基酸中有
"+#的相同性，说明它们有极高的同源性，可以肯定
!"#%基因为 "$%’ 基因，命名为 "$%’；大肠杆菌 -*./
的结构未知，但从以上结果可以肯定大肠杆菌 -*./
的 -0抗原结构中有鼠李糖存在。在已知序列的含
有鼠李糖的 -0抗原基因簇中，%个合成酶基因一般
以 "$%(、"$%)、"$%&、"$%’ 的顺序在 -0抗原基因簇
中呈一个簇排列，在大肠杆菌 -*./中也为同样的顺
序。

!"#"! 糖基转移酶基因：!"#"通过进行保守区域比
较，与糖基转移酶家族 ,相似（123’//.$.，$40/+），进
行 5(367比较，与丙酮丁醇梭菌的糖基转移酶有 ,+#
的相同性，.*#的相似性，说明它们之间有高度的同
源性，可以推测 !"# "也为糖基转移酶基因，暂命名
为 !"#"。!"#!与福氏志贺氏菌 ,3的 "#*+ 基因在 ,".
个氨基酸中有 %+#的相同性，8$#的相似性，"#*+
基因编码 9:;<0鼠李糖的糖基转移酶基因，所以推
测 !"#! 是一个糖基转移酶基因，暂命名为 !"#!。
!"#*/与福氏志贺氏菌 ,3的 "#*, 基因在 ,"!个氨基
酸中有 %"#的相同性，8+#的相似性，"#*, 基因编
码 9:;<0鼠李糖的糖基转移酶基因，所以推测 !"#*/
是一个糖基转移酶基因，暂命名为 !"#*/。
!"#"# 寡糖单位处理基因：通过 =>>:-< 分析，
!"#8和 !"#**是仅有的两个编码蛋白具有 */个以上
跨膜片段的基因。 !"#8 编码的蛋白通过 =>>:-<
分析发现含有 *% 个潜在跨膜片段，通过 ?@64A54BC
等［*/］的算法也发现 -"#8有 *%个潜在的穿膜区，而
且与许多 DEF 蛋白相似，例如，和热球菌的 DEF 在
%*!个氨基酸中有 ,*#的相同性，%*#的相似性，所
以可以推测 !"#8 很可能是 ./0 基因，命名为 ./0。
!"# **编码的蛋白通过 =>>:-< 分析发现含有 */
个潜在跨膜片段，它的内膜的拓扑结构具有众所周

知的 -0抗原聚合酶（DEG）的典型特征，此外，它与鲍
氏志贺氏菌编码 -0抗原聚合酶的 DEG 在 $*+ 个氨
基酸中有 ,.#的相同性，%+#的相似性，说明它们
之间有高度的同源性，所以命名 !"#**为 ./1 基因。
!"#"$ 未知功能基因：!"#.和 !"#+通过与已知序列
比较，同源性比较低，无法推测其可能的功能。

!"#"% -0抗原基因簇的（H I )）#：大肠杆菌 -*./
的 -0抗原基因簇中（H I )）#平均为 $.J."#，而基
因组中其它位置（H I )）# 一般为 ./#。目前普遍
认为 H)差异说明 ;KL片段的外源性，并随着在所

在种属内的时间的增长而进化到与其它片段相似的

H)比，这一特征说明 -0抗原起源于低 H)含量的细
菌中，近期才通过横向转移进入他们现在所在的细

菌中［**］。

!"#"& 鼠李糖合成酶基因的进化分析：从 H4AM3AN
中提取已知功能的鼠李糖合成酶基因的序列，用

)(O67B3(D进行分析（见图 *）。由图可以看出，大肠
杆菌 -*./具有典型的大肠杆菌鼠李糖合成酶基因
的特点，并且大肠杆菌和志贺氏菌的亲缘关系非常

近，尤其在 "$%( 和 "$%) 中，二者的差异低于 .#。
志贺氏菌属细菌共有 $$ 种不同的 - 抗原，&44P46
教授等［*,］发现志贺氏菌是从大肠杆菌进化而来，进

化时间在 $万 .千年至 ,+万年之间，其它的研究工
作包括多位点酶切电泳（>O(7@(QRO6 4AEG’4 4(47BQ0
1SQB46@6，>T??）、核糖体分型（&@5Q7G1@AC）和对 " 个
持家基因进行的分析都表明志贺氏菌属细菌属于大

肠杆菌属［*$］，我们对鼠李糖合成酶基因的进化分析

也支持了上述论断。另外，选择了 %株沙门氏菌 -0
抗原基因簇中的鼠李糖合成酶基因进行了研究，

"$%( 中大肠杆菌与沙门氏菌的差异平均为 ,/#，比
二者用持家基因分析得出的 *.#的差异略高一些。
这两个属的细菌在 *%///万年前分化，沙门氏菌有
%+种 -抗原，其中 $种与大肠杆菌相同。说明它们
分别在过去的 *%///万年中形成了大约 *8%种和 %$
种新的抗原。另外，通过对很多大肠杆菌和沙门氏

菌 -0抗原基因簇进行序列分析和比较，发现不同个
体的基因簇之间的重组和转座子引起的重组为其进

化的主要途径，本研究通过对鼠李糖合成酶基因的

进化分析也可以看出，如果这 %个合成酶基因是从
同一祖先进化而来，没有发生过重组，那么 %个基因
的进化树应该有相似的拓扑结构，但发现其 .U端基
因（包括 "$%(、"$%) 和 "$%&）保守性比较强，具有种
属特异性，而 $U端基因（ "$%)）具有更大的多变性，
具有 -0抗原的特异性，尤其在大肠杆菌中（包括志
贺氏菌）更为明显。同时，对 "$%(、"$%)、"$%& 和
"$%)基因进行（H I )）#的分析，平均值分别为
%$#、%"#、%.#和 $.#，"$%)基因比其它 $个基因
的（H I )）#明显偏低，也说明这 %个基因具有不同
的起源，可以推测 "$%(、"$%) 和 "$%& 基因在大肠菌
中已经存在很长时间了，而 "$%) 基因以及其后的
-0抗原特异性基因是在鼠李糖合成酶基因介导的重
组中转移到它现在所在的细菌中而形成新的抗原基

因簇。
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图 ! 用 "#$%&’(# )产生的鼠李糖合成酶基因（ !"#$，!"#%，!"#&，和 !"#’）的进化树
!"#$% &’()*#+,+-". -/++0 1*/ -’+ !"#$，!"#%，!"#&，2,3 !"#’ #+,+0 #+,+/2-+3

4( 5)60-/2) 7（,+"#’4*/89*",",# :+-’*3）

;+<6+,.+0 60+3 ",.)63+3 -’*0+ 1/*: -’/++ ( $ )*#+ 0-/2",0〔( $ )*#+ =%>?（@.=%>?），( $ )*#+ =AB（@.=AB），( $ )*#+ C%A（@.D%A）〕、-E* , $

-*./++ 0-/2",0（@.43> 2,3 @.43F）、1*6/ , $ 0120!+)3 0-/2",0（GHAI，GAFH，GAJK，GAJ>）2,3 0"L ,2!042*)*))56 0-/2/",0〔, $ 4105"*1+30 BM，

BN，2,3 %J5（;OBM，;OBN，;O%J5）；, $ 7*!/*1++（;#*），, $ 65+6（;06），2,3 , $ 4.*70106（;O(）〕$ P’+ 0.2)+ 42/ ",3".2-+0 -’+ ?Q% +R*)68

-"*,2/( 3"0-2,.+ 6,"- $

*+, 大肠杆菌 -!./特异基因的鉴定
最近研究发现，= S抗原基因簇中的 N和 5类

基因为每株菌的特异基因，可用于对该菌的检

测［%I］。根据这一理论，设计针对 N 和 5 组基因的
&5T引物，以含有大肠杆菌 =%>?的一组菌作为正对
照，对所有 %BB种大肠杆菌，IH株志贺氏菌进行 &5T
反应。不能产生正反应产物的基因将极有可能是大

肠杆菌 =%>?的特异基因。
本研究针对大肠杆菌 =%>?的 =8抗原基因簇中

的 89:、89.、*!;J、*!;F、*!;%? 基因设计引物，在每个
基因内，各设计了 H对引物，每对引物分布在相应基
因内的不同地方以确保其特异性。每对引物除了在

第 %J 组中做 &5T后得到了预期大小的一条带外，
在其他组中都没有扩增到任何大小正确的带，所以

89:、89.、*!;J、*!;F、*!;%? 基因对大肠杆菌 =%>? 是
高度特异的。可用于快速准确地检测人体和环境中

的大肠杆菌 =%>?。

0 讨论
大肠杆菌是人类和其它脊椎动物中营共生生活

的肠道寄生菌，但在身体衰弱或免疫力低下的宿主

中，原本正常的非致病性大肠杆菌也会引起宿主的

感染［%>］。另外还有很多大肠杆菌的致病性极强，致

病性大肠杆菌按致病机制分为肠致病性大肠杆菌

（@,-+/*O2-’*#+,". ( $ )*#+，@&@5）、肠侵袭性大肠杆菌
（@,-+/*",R20"R+ ( $ )*#+，@U@5）、肠产毒性大肠杆菌
（@P@5）、肠出血性大肠杆菌（@,-+/*’2+:*//’2#". ( $
)*#+，@V@5）和肠聚集性大肠杆菌（@,-+/*2##/+#2-"R+
( $ )*#+，@2##@5）等。在发展中国家 >岁以下的儿童
中，估计每年腹泻人数 %>亿，死亡人群约 H??万，这
些地区的儿童社区研究中，@P@5是最常见的肠道致
病菌。由于致病大肠杆菌的主要携带体为牛、猪等

牲畜，我国人口众多，各地区发展不平衡，一些地区

的卫生条件较差，人畜交叉感染机会很多，这就为大

肠杆菌大规模爆发流行提供了基础。另外，一些农

业国家（如澳大利亚和加拿大）也急需快速鉴定手段

以保证他们的出口牲畜及产品不含致病菌。一些大

的食品公司也急需快速鉴定方法以确保食品的质

量。
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目前传统的大肠杆菌鉴定方法仍采取血清学鉴

定，但这个方法的缺点在于需要培养单菌落，耗时

长、灵敏度低且容易漏检。很多科学家都在探索用

分子生物学的方法进行这项工作，但都没有发现合

适的 !"#分子。本研究从合成表面多糖抗原的基
因簇中筛选特异 !"# 片段用于基于基因芯片或
$%&方法对大肠杆菌的快速检测，既继承了传统，又
弥补了传统的血清学方法的不足。

参 考 文 献

［ ’］ ()*+,*-./ %0 1*2345+)-3*3 2, .*6262.43788)79*/- : 75+*;-530 !"#$%& ’$

(’)"*+’*,*-.，’<<=，!：’>? @ ’?=A
［ B］ CD92E*8F # G，:93H2I C0 JE2 5-E /&)0#"’)0’1 )*,’ : 75+*;-53，:’=K

75/ :’=>，75/ 25- 5-E L 75+*;-5，L<B，*5 3+97*53 *32.7+-/ ,92M I-+N

-9*5794 /*3-73-30 2)31 4130*, (’)"*+’*, 5)1$% (’)"*+’*, 6778$*,，

’<>B，"#（O）：PP’ @ PPPA
［ O］ !75Q797 R，L2M73- L，#9*+7 R，#3 1, 0 S2.-8D.79 757.43*3 2, -5+-9N

2+2T*5 6.73M*/3 2, -5+-92+2T*;-5*8 /&)0#"’)0’1 )*,’ 2, ’P /*,,-9-5+ :

3-92+46-30 6$9#)3 6778$，’<??，$%（U）：’=’O @ ’=’>A
［ P］ 浦跃武，刘卫斌，陈志明 0 鼠李糖的研究现状及其应用 0食品

工业科技，BKKB，&：?P @ ?=A
［ =］ 173+*5 ! #，&--I-3 $ &0 V-WD-58- 75/ 757.43*3 2, +)- : 75+*;-5

;-5-（ "9+）8.D3+-9 2, /&)0#"’)0’1 )*,’ :’’’A :#$#，’<<=，’%(：’> @

BOA

［ U］ &--I-3 $ &0 178+-9*7. 62.43788)79*/- 345+)-3*3 75/ ;-5- 52M-58.7N

+D9-0 !"#$%& ’$ (’)"*+’*,*-.，’<<U，(：P<= @ =KOA
［ >］ 徐建国 0分子医学细菌学 0北京：科学出版社，BKKKA
［ ?］ S792./7 % X，Y7.I752 S #0 J)- Z7.C 692+-*5 2, /&)0#"’)0’1 )*,’ *3

52+ 7 [!$N;.D823- 64926)236)294.73- QD+ *5+-978+3 E*+) +)- Z7.[ 692N

+-*5 6233*Q.4 +2 9-;D.7+- 8-..D.79 .-I-.3 2, [!$N;.D823-0 (*, (’)"*+’;

*,，’<<U，&&：?B> @ ?PK0
［ <］ V+-I-5325 Z，"-7. 1，X*D !，#3 1, 0 V+9D8+D9- 2, +)- : 75+*;-5 2,

/&)0#"’)0’1 )*,’ LN’B 75/ +)- 3-WD-58- 2, *+3 9,Q ;-5- 8.D3+-9 0 < =1);

3#"’*,，’<<P，’)%（’O）：P’PP @ P’=UA
［’K］ \*3-5Q-9; !，V8)E79F \0 #57.43*3 2, M-MQ975- 75/ 3D9,78- 692+-*5

3-WD-58-3 E*+) +)- )4/926)2Q*8 M2M-5+ 6.2+ 0 < (*, =’*,，’<?P，’)*：

’B= @ ’PB0
［’’］ X75 &，&--I-3 $ &0 Z-5- +9753,-9 *3 7 M7]29 ,78+29 *5 Q78+-9*7. -I2N

.D+*25 0 (*,#)8,1" =’*,*-. 1$% />*,83’*$，’<<U，’!：P> @ ==A
［’B］ &--I-3 $ &0 SD.+*6.- *5/-6-5/-5+ 29*;*53 2, 50’-#,,1 8.25-3 2, /&;

)0#"’)0’1 )*,’ 75/ 825I-9;-5+ -I2.D+*25 2, M754 2, +)-*9 8)7978+-9*3N

+*830 4?25，BKKK，*)：’K=U> @ ’K=>BA
［’O］ X75 &，&--I-3 $ &0 /&)0#"’)0’1 )*,’ *5 /*3;D*3-：M2.-8D.79 29*;*53

2, 50’-#,,1 0 (*,#)8,1" 1$% 6$9#)3’*$，BKKB，(：’’B= @ ’’OBA
［’P］ (75; X，&--I-3 $ &0 :9;75*F7+*25 2, /&)0#"’)0’1 )*,’ :’=> : 75+*N

;-5 ;-5- 8.D3+-9 75/ */-5+*,*87+*25 2, *+3 36-8*,*8 ;-5-30 6$9#)3’*$ 1$%

6778$’3.，’<<?，UU：O=P= @ O==’ 0
［’=］ "7+792 G $，L76-9 G 10 !*799)-7;-5*8 /&)0#"’)0’1 )*,’ 0 @,’$’)1, (’;

)"*+’*,*-. A#>’#B&，’<<?，’’：’PB @ BK’A

+,-.,/0, 12 !"#$%&’#$’( #)*’ 3’=K 3N4/567,/ 8,/, 9:.;5,< 4/=
>=,/562604561/ 12 ?@4A/1;, B45@C4D 8,/,;

Z[: R25;NG*-’ C\"Z XD’ ^R#"Z %)D5’ _[ G*75NZD2B! (#"Z X-*’!
（’ @*,,#-# *9 C’9# 5)’#$)#，?1$D1’ E$’>#"&’3.，!’1$F’$ OKKK>’，@0’$1）

（B 6$&3’383# *9 @*778$’)1+,# G’&#1&# 4"#>#$3’*$ 1$% @*$3"*,，@0’$#&# @#$3#" 9*" G’&#1&# 4"#>#$3’*$ 1$% @*$3"*,，4"’*"’3. C1+*"13*".

9*" (*,#)8,1" (#%’)1, =1)3#"’*,*-.，(’$’&3". *9 H#1,30，4 I =IJ =，@01$-K’$-，=#’F’$- ’KBBKU，@0’$1）

EF;5<405：J)- /&)0#"’)0’1 )*,’ :’=K :N75+*;-5 ;-5- 8.D3+-9 E73 3-WD-58-/0 ‘+ 825+7*53 +)- ;-5-3 ,29 Q*2345+)-3*3 2, 5DN
8.-2+*/- 3D;793 /J!$N9)7M523-，73 E-.. 73 ;-5-3 ,29 : D5*+ ,.*6673-（BLM），:N75+*;-5 62.4M-973-（BL.）75/ 62+-5+*7.
+9753,-973- ;-5-3 0 14 62.4M-973- 8)7*5 9-78+*25 7;7*53+ 9-69-3-5+7+*I- 3+7*53 ,29 +)- ’UU / 0 )*,’ 75/ PO 50’-#,,1 : 3-92N
;92D63，E- */-5+*,*-/ = ;-5-3 +)7+ 79- )*;).4 36-8*,*8 +2 / 0 )*,’ :’=KAJ)*3 E29H 692I*/-3 +)- Q73*3 ,29 7 3-53*+*I- +-3+ ,29
+)- 976*/ /-+-8+*25 2, / 0 )*,’ :’=KA$)4.2;-5-+*8 +9--3 ,29 +)- "7,=，"7,G，"7,2，75/ "7,@ ;-5-3 E73 ;-5-97+-/，75/
E- ,2D5/ +)7+ +)-3- ;-5-3 79- +46*87. / 0 )*,’ ;-5-3 75/ M74 )7I- Q--5 *5I2.I-/ *5 9-82MQ*57+*25 -I-5+3 Q-+E--5 :N75+*N
;-5 ;-5- 8.D3+-93 0
G,D C1<=;：/&)0#"’)0’1 )*,’，:N75+*;-5，V6-8*,*8 ;-5-，&)7M523-

C2D5/7+*25 *+-M：%)*5-3- "7+*257. $92;97M3 ,29 R*;) J-8)52.2;4 &-3-798) 75/ !-I-.26M-5+（BKKB##B^BK=’）；%)*5-3- "7+*257. "7+D97. V8*-58- C2D5/7+*25
（OKB>KKB<）
!%299-3625/*5; 7D+)29 0 J-.：?UNBBNBO=KO’=’；C7T：?UNBBNBO=KUB?’；\NM7*.：.E75;>BaI*60 3*570 82M，TD];a6DQ.*80 Q+70 5-+ 0 85

&-8-*I-/ /7+-：KONO’NBKKO

KP 微 生 物 学 报 PP卷




