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摘 要：从仔猪水肿病样品中分离的一株大肠杆菌菌株 ,G-9":，抽提染色体 /,(，构建 ,G-9":的总 /,(文库，经
菌落原位杂交筛选、限制酶酶切和 H%IBA3*E印迹等分析，获得含有志贺样毒素基因的重组质粒，核苷酸序列分析表
明，该基因的 (亚基与 HJ20KK3L的同源性为 -;M9N O -8M:N，与 HJ20KKC、HJ20KKP及 <Q<R S:.;：Q;产生的 HJ20KK 的
(亚基之间的同源性分别为 -1M:N、-1M#N和 -"M-N；T亚基与 HJ20KK3L的同源性为 --M9"N O :##N，与 HJ20KKC、HJ20
KKP及 HJ20KK的同源性分别为 8:M.N、8:M:N和 8:M.N；与 "-种已知序列的 HJ20KK 、HJ20K及志贺毒素 H2U进行聚类
分析，结果证实大肠杆菌 ,G-9":菌株中的志贺样毒素基因属于一种新的 HJ20KK3亚型。HJ20KK34,G-9":的 (亚基与
其它 HJ20KK3之间存在 ; O -个氨基酸的差异，T亚基的氨基酸序列完全相同，与 (亚基毒力活性密切相关的氨基酸
分别为 2A*!、V&I:9;、(*W:;#和 (*W:;9。
关键词：大肠杆菌，猪水肿病，志贺样毒素突变体基因

中图分类号：H8."M9: 文献标识码：( 文章编号：###:09"#-（"##!）#"0#:9;0#.

肠出血性大肠杆菌（<EB3*%A63=%**A6W+C !"#
$%&’($%() $*+(，<Q<R）可导致人及动物出血性腹泻，
出血性尿毒综合症以及猪的水肿病等，曾在美国、日

本等地多次爆发流行［:］。<Q<R 致病的原因是产生
志贺样毒素（HA+W60&+X3 B%7+EL，HJ2L），HJ2L由 (、T亚
基组成，(亚基具有 ,0糖苷酶活性，特异性地攻击
真核生物核糖体大亚基 "8H *Y,(，使其 !1"!位的腺
嘌呤脱落，阻止氨酰 BY,(与核糖体 Y,(结合，使多
肽链的延伸不能继续［"］；T亚基与细胞表面的受体
三糖基神经酰胺糖酯（V&ZC%&+)+P W&%[%B*+6%LZ& C3*6=0
+P3，V[1）或四糖基神经酰胺糖酯（V&ZC%&+)+P W&%[%B30
B*6%LZ& C3*6=+P3，V[!）结合，介导 ( 亚基进入核糖
体［1］。志贺样毒素包括 HJ20K、HJ20KK 及其突变体，
HJ20K 可以被抗志贺毒素抗血清中和，而 HJ20KK 不
能［!］。HJ20KK的突变体有 HJ20KK3、HJ20KKP、HJ20KKC几
种类型［.］，其中 HJ20KK3又叫猪水肿病毒素，与 HJ20KK
的基因序列有 -:N的同源性［9］，与 V[!受体的结合
能力较强，仅对 $3*%细胞有毒性；HJ20K、HJ20KK主要
与 V[1受体结合，对 Q3&6和 $3*%细胞都有毒性［!］。
猪结肠、小脑、眼睑等处有丰富的 V[!受体分布［!，;］，
HJ20KK3致使仔猪产生眼睑水肿、出血性结肠炎、共

济失调等运动障碍，病畜发病急、病程短，死亡率高，

造成养猪业的重大经济损失［8］。本文从猪水肿病的

腹泻粪样中分离到产 HJ20KK3 菌株，克隆了 HJ20KK3
基因，并对基因的结构特征进行了分析。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒
大肠杆菌菌株 ,G-9":，从本地仔猪水肿病腹泻

粪样中分离［-］；大肠杆菌 /Q.!为本室保藏菌种。
大肠杆菌 S:.;：Q; 由北京流行病研究所提供。质
粒 )T&I3LC*+)B0H\为克隆载体。
!"# 主要试剂
质粒 /,(提取试剂盒及胶回收试剂盒为 S=30

W6产品；<7 ,)- G%&Z=3*6L3、./0"、!$*Y"、2! /,(
连接酶为 26\6Y6（]6)6E）产品；硝酸纤维素膜购自
G(JJ公司（^H(）；地高辛标记与检测试剂盒为
Y%CA3 ())&+3P HC+3EC3（V3*=6EZ）公司产品；测序试剂
盒为 G< 公司产品（^H(），寡核苷酸引物 G:：._0
RR(2V(R((RVV(R(VR(V201_，G"：._0RV2((VVR20
2RVVR2V2V(R01_，由上海生工生物工程技术服务有
限公司合成。



!"# $%&探针的制备
以大肠杆菌 !"#$ % &$ ’() 为模板，寡核苷酸

*"、*+为引物，经 *,-扩增得到 "./01的 *,-产物，
位于 234566结构基因的 789 : #$9 核苷酸区段，+;
琼脂糖凝胶电泳分离、胶回收试剂盒回收 "./01
’()带，参照地高辛标记试剂盒说明程序通过随机
引物标记法制备 "./01 ’()探针。
!"’ 基因的操作

*,-扩增、’() 片段的酶切、连接、转化、菌落
原位杂交和免疫印迹等参照《分子克隆实验指

南》［"/］，质粒的提取、’()片段的回收参照试剂盒说
明程序进行。

!"( $%&序列测定
参照试剂盒说明程序，以四色荧光标记的

<(4*，="7测序通用引物 *>$和 *>8，双脱氧末端终
止法，使用 *?公司 )11@AB< CADEFEGBH =D<B@ 7$$全自
动 ’()测序仪测定 ’()序列。

) 结果

)"! *+,-../0%123)!基因的克隆

图 ! 重组质粒 45$))酶切后的 *6789/:;印迹分析
IAJK" 2DLGMBNO 0@DG DP GMB NBEGNAQGADO BO<DOLQ@BREB

ROR@FEAE DP GMB 1@REHA< 1?’++

"K 1?’++S!"#-!；+K 1?’++S$%&! K

大肠杆菌 (*.9+" 总 ’() 经限制性内切酶
!"#-!切割后，与载体 1C@LBEQNA1G52T 连接，转化大
肠杆菌 ’&#"，建立 (*.9+"总 ’()文库。以地高辛
标记的 "./01 ’()为探针，经菌落原位杂交筛选，从
(*.9+"的总 ’()文库中得到 +个阳性克隆，经菌落
*,-分析，阳性克隆可扩增出 "./01 片段。将其中
一个质粒命名为 1?’++，经 !"#-!酶切，得到一条
9U#V0的大片段和约 7V0的载体片段；$%&!酶切，
得到 7个片段，分别为 "U>8、7U8、>U++ V0，经 2DLGMBNO
印迹分析，地高辛标记的 "./01 ’()探针可与 9U#V0
和 "U>8V0片段杂交产生阳性信号（图 "），表明这两
个片段含有目的基因，胶回收 $%&!酶切的 "U>8V0

’()片段，亚克隆到 1C@LBEQNA1G52T 的 $%&!位点，
转化大肠杆菌 ’&#"，获得亚克隆质粒 1?T79。
)") $%&序列测定
用通用测序引物 *>$和 *>8测定 1?T79插入片

段的正向和反向核苷酸序列，根据测定的 ’()序列
合成引物，测定其余部分序列，每一测序反应重复两

次。测序结果表明，插入片段含有 234566的全基因
序列（)W77+>""［JA 777."8..］，XBOCROV，(,C6），在
)亚基起始码 )4X 上游5"/ 区有核糖体结合位点
)XX)，) 亚基基因序列长 .9/01，编码 7". 个氨基
酸，推导氨基酸序列中 (端的前 ++个氨基酸为信号
肽序列，成熟肽含 +.$个氨基酸残基；C亚基基因的

图 ) 志贺样毒素 *+,-../0%123)!核苷酸序列的聚类分析
IAJK+ 4MB 1MF@DJBOBGAQ QDH1RNRGAYB ROR@FEAE DP GMB
OLQ@BDGA<B EBZLBOQB MDHD@DJF DP 234566BS(*.9+"U

4MB EDPG[RNB DP =BJR@AJO AO ’()EGRN [RE LEB< GD QR@QL@RGB GMB EAHA@RNAGF
[AGM ,@LEGR@ \ HBGMD<K 4MB EBZLBOQB OLH0BN AO XBOCROV [RE RE PD@@D[：
!89 23466：JA "+/8++89；!"#$2RAVRA 23466：JA $9>.8".；!"#$T(6&
23466： JA #$78+78； *MRJB.77\ 23466： JA >>..$87；!"#$?’3.77
23466：JA "+#">7/$；!"#$&523466：JA +77+/9$9；!+9&> 23466：JA
+"979#7#；!]&> 23466：JA +"979#+.；!>8&+" 23466：JA ##/777；
!]7&+" 23466：JA 7/>.#>；!."&+" 23466<：JA ++//""/8；23466YMQ：JA
>+.98；!"$>&8 23466<： JA +#..+"/9；23466(^+/9： JA ">#>.99#；
!+&+. 23466<：JA +#..+""8；!"$>&+" 23466<：JA +#..+""7；?’>7
23466B：JA "7$//8/；?’98 23466B： JA "7$//89；?’#7 23466B： JA
"7$//87；*MRJB+$ 23466B：JA "8"#+7#9；?’>+ 23466B：JA "7$//$$；
!++&8 23466B：JA "#"7.8#.；?Q>"+ 23466B：JA ">$8+$；?Q-"/$ 23465
6B：JA "99.89+；23466B"：JA #/#/>>；(*.9+" 23466B：GMAE EGL<F；2346：
JA #7>.88；24]：JA >>#>77>U
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核糖体结合位点 !""!紧随 !亚基终止码 #"!之
后，$亚基基因的起始码 !#"与 !亚基基因的终止
码之间仅相隔 %&个碱基，$亚基基因全长 &’()*，编
码 +,个氨基酸，-端的前 %.个氨基酸为信号肽，成
熟肽由 ’+个氨基酸残基组成。
!"# $%&’(()*+,-.!/基因的同源性分析
应用 -/$0 上的 $1234 软件搜索 "56$267 数据

库，得到 .个 89#:005核苷酸序列，其中一个为人源
大肠杆菌噬菌体 ;<2=5&,（=> %+%?&@?’），一个为兔源
大肠杆菌 ABC%D,（=> %’’.+’&），其余 , 个来源于猪。
89#:005E-;.’&%的核苷酸序列与这 .个 89#:005基因
的同源性分别为，! 亚基：.,F’ G .+F%H，$ 亚基：
..F’& G %DDH。
应用 I-!342J 中的 K5=21>=6 软件对 89#:005E

-;.’&%的核苷酸序列和数据库中 &. 种志贺样毒
素、志贺毒素的核苷酸序列进行聚类分析，得到毒素

基因的系统进化树（图 &）。@D个核苷酸序列可分为
四个类群，89#:00为第一类群，89#:00的突变体 89#:
00B、89#:00-L&D’、89#:00M等为第二类群，所有已知的
89#:005为第三类群，89#:0 和志贺毒素 8#N 为第四
类群。89#:005E-;.’&% 基因属于 89#:005 类群，但与
其它已知的 89#:005之间存在一定的差异。

89#:005E-;.’&%基因的推导氨基酸序列与已知
的 .个 89#:005多肽序列相比，!亚基存在 , G . 个
氨基酸的差异，$亚基完全相同，将其中 @个具有代
表性的比较结果列于图 @。结果表明 89#:005E
-;.’&%的氨基酸序列与其它 89#:0053不完全相同，
属于一种新的 89#:005亚型。

图 # $%&’(()*+,-.!/基因的推导氨基酸序列的同源性分析
O>=P@ #<5 2Q>6R 2B>M 35ST56B5 RU 89#:005E-;.’&% BRQ*2J5M V>4< 4<5 R4<5J 89#:0053

# 讨论
产 89#:005大肠杆菌主要感染仔猪，但产生 89#:

005 的 89#A/菌株 W%D%从人和猪中均分离得到［%%］，
表明猪源的 89#:005也可感染人，并与人类 89#病有
关。本文从仔猪水肿病腹泻粪样中分离的菌株

-;.’&%中克隆了 89#:005毒素基因，序列分析表明，
89#:005E-;.’&%属于 89#:005类群中一个新的亚型。
真核细胞内，内质网中的弗林蛋白酶（OTJ>6）可

识别 89# ! 亚基二硫桥附近的胰蛋白酶敏感位点
!J=:N:!J=E9X3:!J=，并将 89#的 !亚基切割为 !% 和
!&两部分，!%为酶活性中心部分，!&为 !亚基与
$亚基组装的结合部位，切割后的 !% 酶活性大

增［?］。本文克隆的 89#:005E-;.’&%的 !亚基成熟肽
中（图 @），两个保守性 /X3分别位于 &(%和 &’D位，
弗林蛋白酶的特异性识别序列位于两个 /X3之间，
其氨基酸序列为 !J=&(,:85J:L21:!J=&?D，第三位氨基
酸不是碱性氨基酸 !J=E9X3，而是疏水的非极性氨基
酸 L21，故 89#:005E-;.’&%中 !亚基的切割可能不是
由内质网中的弗林蛋白酶（OTJ>6）承担，而是需要胞
质中的蛋白酶才能完成。

对 89#:00 !亚基氨基酸进行位点突变，发现特
定部位的氨基酸突变会影响 ! 亚基的酶活性。将
89#:00 !亚基成熟肽的氨基酸从 #<J( 突变为 K54(
可使其口服毒性明显增强［%&］，将 89#:005 中 "1T%’,
和 !J=%,D分别突变为 !3*%’, 和 9X3%,D，酶活力分
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别下降 !""和 #""倍［$%］；&’($)*突变为 +,-$)*使口
服毒性明显下降［$!］。在 ./012234 567*8$ 中分别为
09’!、+,:$*)、&’($)"、&’($)*，大部分为强毒活性的保
守型氨基酸，这与本实验室测定的 ./012234 567*8$
能引起 ;3’< 细胞产生明显病变的结果［7］相一致。

=3,><?1@3,AB等［$#］的研究表明，兔或人小肠粘膜
可激活 ./0毒素，使 ./0毒素的毒性增强，.3’87$和
+,:87)与这种激活作用有关。在 ./012234567*8$
中，+,:87)是保守的，但 .3’87$被 6’<87$代替，这一
改变可能会影响肠粘膜对 ./01223 4567*8$毒素的激
活能力。这一现象在 CD!8（+E $%)""))）、CD*F（+E
$%)""F*）、CD#%（+E $%)""F%）、G88：HF（+E $#$%7F#7）
中也存在，这些毒素可能属于另一种类型。在 ./01
223中存在两种类型，一种是 6’<87$4+,: 87)，一种是
.3’87$4+,: 87)，./012234567*8$属于前者；在其它的
./0122，./0122I，./0122J 中，./01224G$#)：H)、./01224
GK%：H8$、./01224G!F：H8$ 等强毒毒素中为 69387$4
/-A87)，而 ./0122J，./01224G8：H87，./01224G$)!：H8$，
./0122L9I，./01225;8"* 等较强毒素属于保守的
.3’87$4 +,: 87)类型。

./01223主要与靶细胞上的受体 +M!结合，来自
人和牛的 ./0122 主要与 +M% 受体结合。N 亚基的
*!、** 位氨基酸与 +M%4+M! 的结合力有关［$*］，包括
./012234567*8$ 在内的 ./01223 均为 +,?*!1K1/-A**，
与 +M! 的结合能力强，./012、.>O、./0122I，./0122J
和 ./01224G$#)：H)均为 +,:*!1K1+,?**，与 +M%的结
合能力强。对 ./01223 N亚基基因进行位点突变可
改变 ./01223与靶位点的结合，将 ./01223上的 +,?*!
突变为 +,:*!，/-A** 突变为 +,?**，可使 ./01223 与
+M%结合，而不是 +M!，并能产生相应的病变组织部
位的改变，引起更为严重的中枢神经微血管和消化

道病变［)］。

综上所述，本文自贵州省致猪水肿病大肠杆菌

567*8$染色体中克隆的毒素基因 ./01223属于一种
新的 ./01223 亚型，其毒素通过受体 +M!，导致断奶
仔猪出现水肿病。
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《微生物学报》综述文章投稿说明

近一时期，我刊一些综述类来稿存在一些问题，主要表现为：篇幅庞大，罗列文献，内容空泛，缺乏观点。为使此栏目更加

新颖并更具可读性，特提出几点说明，欢迎大家根据要求，踊跃投稿，并提出你们对该栏目的建议和想法。

+<本刊主要刊登微型综述（b)*) ?’K)’C），来稿字数最好控制在 :;;;字以内（不包括参考文献）。
3<综述的选题要有新意，对读者及同行确有一定的启发作用和参考价值。
V<参考文献应控制在 a;篇以内，近 V年发表的文献不少于 +;篇。
a<应结合文献扼要评述国内外学者在本领域的研究进展，不要泛泛罗列文献，只述不评。
:<应结合自己的研究工作，就该研究领域存在的问题和解决的途径提出自己的观点。
B<欢迎投送“能够反映国际研究热点、对学科发展有指导意义”的述评类文章。

+Z+3 期 冉雪琴等：猪水肿病大肠杆菌志贺样毒素!型突变体新基因的分子特征




