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产 !"#$%毒素噬菌体!&’(在大肠杆菌 ) *&染色体上
整合位点的定位研究
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摘 要：鉴定大肠杆菌*%"C产生 G=:?9毒素（G,H）的噬菌体!#6C在大肠杆菌 I%#染色体上的插入位点。采用加接头
JKL方法从与噬菌体 655M的整合酶基因 !"# 同源的核苷酸开始向未知区域进行步移测序，寻找目的基因。将获得
的 N0O序列与核苷酸数据库进行比较，确定了细菌性噬菌体!#6C的 $##% 、$##& 和中心序列位于大肠杆菌 I%#的
’()*基因内。噬菌体!#6C在宿主细胞 * ) )+,! I%#染色体上的整合位点是 ’()*基因。
关键词：噬菌体!#6C，埃希氏大肠杆菌 I%#，特殊位点重组，G=:?9毒素
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肠道出血性埃希氏大肠杆菌（7Q7K）菌株（如
*%"C）是导致出血性腹泻和腹部绞痛的主要菌株。
产生一种或多种 G=:?9 毒素（G,H）是 7Q7K菌株的主
要特征。这些毒素是由"家族的溶源性细菌噬菌体
编码的［% R 5］。这些"噬菌体以特殊位点重组方式插
入埃希氏大肠杆菌（*-).(/!).!$ )+,!）染色体的不同位
置。"噬菌体与大肠杆菌（* ) )+,!）染色体的重组位
点叫附着位点（O,,9+=8.>, <:,.<，9,,）。在细菌染色体
上的附着位点为 $##0，在噬菌体 N0O上的附着位
点为 $##1，插入细菌染色体的前噬菌体有两个边界
位点，分别叫做左边界（$##%）和右边界（$##&）。"噬
菌体要求 $##0 的长度是 #%-S，细菌要求 $##1 的长
度是 #!$-S，$##0 和 $##1 之间重组时，需寻找一段同
源的 N0O序列，这一段共有的序列叫中心序列［!］。
本研究从比利时布鲁塞尔自由大学分子生物学

与免疫学研究所病毒遗传学实验室已部分测序的噬

菌体!#6C的一个 !$个核苷酸序列开始，这段序列几
乎与噬菌体 655M［"］的 !"# 基因是相同的，我们根据这
一序列设计了 JKL 引物，并用加接头 JKL（G:.-./,
JKL）方法［3］在含有噬菌体!#6C的大肠杆菌 I%#株
的 I"%!的染色体 N0O分子步移扩增其旁侧的未知
序列，从而确定了噬菌体!#6C的整合位点。

* 材料和方法

*+* 菌株
本研究使用的菌株为比利时布鲁塞尔自由大学

病毒遗传室保留的菌种（表 %）。

表 * 本研究使用的菌种
19-(. % *T./T:.; ’U ,=. B<.A -9+,./:9( <,/9:><

V9+,./:9( <,/9:> J/’S=9?. */:?:>

* ) )+,! *%"C：QC 7Q#6C !#6C OW4&XV，+(:>:+9( :<’(9,.

* ) )+,! *%"C：QC 7Q55$ !55$ OW4&XV，+(:>:+9( :<’(9,.

* ) )+,! I"%!（!#6C） !#6C Q) N. Y/.T.，B>SB-(:<=.A

* ) )+,! K3$$（655M） 655M *’V/:.> (# $, )（%62!）［C］

* ) )+,! I"%! K’(<’> (# $, )（%63"）［2］

* ) )+,! NQ"# Q9>9=9>（%625）

* ) )+,! I"%!（!5!"） !5!" Q) N. Y/.T.，B>SB-(:<=.A

* ,& 试剂
1=. GB/.+(’>. Z:?9,:’> I:,购自 O8./<=98 J=9/894

+:9 V:’,.+= 公司。N0O V(B>,:>? 和 Z:?9,:’> I:, 购自
[./8.>,9< Z:U. G+:.>+. 公司。P\OS/.S GS:> ]:>:S/.S
I:, 购自 P:9?.> Z:U. G+:.>+.公司。
* ,- 培养基和细菌培养
埃希氏大肠杆菌 I"%!（!#6C）、I"%!（（5!"）、

I"%! 和 NQ"#在 ZV培养基中 5C^培养过夜。筛选
的 * ) )+,! I"%!转化株培养在加有羧苄青霉素（K-，
%$$$?_8Z）、‘4Y9(（!$$?_8Z）和 \J1Y（$a!8’(_Z）的
ZV培养基上。
* ,. !#/0/12 345方法
提取 I"%!（!#6C）菌株染色体 N0O，分别用限

制性内切酶 2/$%、3-4%、*)+L&和 54$%消化染
色体 N0O，再将一个特殊接头连接到 N0O 片段末
端［3］。用少量已加接头的 N0O作为模板，用接头引



物 !"#$$%（&’$）和引物 %()’$进行 ’*+，扩增可能含
有右边界的 ,-&片段。根据已得到的右边界位于
!"#$ 基因的结果，用限制性内切酶 %&’!消化染色
体 ,-&，用引物 .*$/及接头引物 !"#$$%进行 ’*+，
然后用 !"#$ 的特殊引物 .*$% 和接头引物 !"#$$0进
行巢式 ’*+，扩增含有左边界的 ,-&片段。
!"#"! 基因组 ,-& 酶切和提取：核酸酶（()*!，
%&’!，$#++"，,’*!）消化 12$3（#%()）染色体
,-& % 4 35，每$6 染色体 ,-& 加入 0 4 27 酶。
$2/889":6的 -;*"和 %倍体积的 $//<乙醇在 %/=
过夜沉淀 ,-&。$>///?:8#@ 离心 $/8#@，用冰冷的
)/<乙醇洗涤一次，再次离心 $/8#@，干燥并溶解
,-&。
!"#"$ ,-&人工接头连接：$/$6 ,-& 与 $/$6 连
接酶混合物（%$6 $/ A B#CDC?E FGHHC?、$$6 &I;JE9?、$$6
9H K3 ,-& 6#L;MC、>$6 N%!）在 $>= 过夜。接头的一
端是平端，可与限制性内切酶产生的任何 ,-&片段
的任何一端相连。人工接头序列如下：

&I;JE9?：2OP*K&&K&*Q&*K*&*K&K&QQQ*K*Q&Q**P
Q**Q***QQQ*&QQKP0O
0OPN%-P***QK**&P2O

!"#"% ’*+ 方法：’*+ 条件为 (3= 2/M；(3= $/M，
22= 0/M，>R= $8#@:$SD，$/个循环；$/个循环以后，
每增加一个循环，延伸时间延长 $2M；)%= $/8#@，
3=储存。/TR<琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果。
’*+所用引物见表 %。

表 $ &’(引物序列
K;D"C % !UC?U#CV 9H E5C GMCI J?#8C?M

’?#8C?M BCWGC@XC（2OP0O） +CHC?C@XC
%()’$ QQ&&Q&KKK&*KQKKK&K&QQ&&&Q&K &Y$%22%/（(23P(%)）
%()’0 Q&*KQQ&QQQ&&&KK&Q &Z30$0>$（$/>(P$/2%）
%()’3 Q*&&*&&&&&QQ*&&K*K &Z30$0>$（$/2/P$/0%）
!"#$$% QQ&K**K&&K&*Q&*K*&*K&K&QQQ* &’$
!"#$$0 &&K&QQQ*K*Q&Q*QQ* &’%
.*$/ Q**&Q*Q**Q&Q*&Q*&*&&K& &.///%R/（()%2P()3>）
.*$$ QQ*&QQ*&QKKQ*&Q**&QK&K &.///%R/（$/$%2P$/$/3）
.*$% ***QKQKQ**K&Q*QKQQ&&Q& &.///%R/（()))P()(R）
.*$0 Q*Q&&&KQQK*Q**QQ&&&*KK&& &.///%R/（$//%%P(((R）
&.///%R/：$ [ #+-. 1P$% \Q$>22 MCXE#9@ $)/ 9H 3// 9H E5C X98J"CEC LCP
@98C[ &Y$%22%/：F;XEC?#9J5;LC (00] X98J"CEC LC@98C[

!") &’(产物的克隆和序列分析
用 BG?CX"9@C 6#L;E#9@ 1#E 将 ’*+ 扩增的 ,-& 片

段克隆到 J7*$R 中，并转染质粒至 $ [ #+-. 12$3 或
,N2%感受态细胞，再通过 ^PQ;" 筛选细菌克隆，用
限制性核酸内切酶消化筛选重组克隆，再通过 ’*+
进一步筛选细菌克隆。用全自动 ,-&测序仪测序，

并用 BCWGC@XC &@;"_M#M B9HEV;?C ’;XS;LC 对核苷酸序
列进行同源性分析。

$ 结果和分析

$ *! !$+, !"# 基因相邻的 -./ 片段的克隆
用限制性内切核酸酶 %&’!消化 $ [ #+-. 12$3

（#%()）菌株染色体 ,-&，并将特殊接头连接到消化
产物的钝端，以 !"#$$%和 %()’$为引物 ’*+扩增得
到 % SD 的 ,-&片段（图 $）。用 ‘a&WG#XS ’*+ ’G?#H#P
X;E#9@ 1#E 对 ’*+产物进行纯化，然后克隆至 J7*$R
的 %/*!位点，并转染至 $ [ #+-. 12$3 感受态细胞。
用引物 !"#$$% 和 %()’$通过 ’*+分析了 0/个

克隆，用 ‘a&J?CJ BJ#@ \#@#J?CJ 1#E 提取、纯化出含有
插入目的基因的 2个克隆的质粒 ,-&，再通过限制
性酶切分析，确定 J.N.*03R 和 J.N.*03(两个质粒
均含有 %SD的 ’*+产物。

图 ! &’(扩增产物的琼脂糖凝胶电泳
Y#L[$ &L;?9MC LC" C"CXE?9J59?CM#M 9H ’*+ ;8J"#H#X;E#9@

$T\9"CXG";? VC#L5E 8;?SC?（&,-& I#LCMECI V#E5 0&1 !）；%T’*+ J?9IP

GXE（% SD）;8J"#H#CI D_ %&’ ! I#LCMECI ,-& 9H 12$3（#%()）V#E5 J?#8P

C? !"#$$% ;@I %()’$T

$"$ &’(产物的 -./序列
对 J.N.*03R质粒进行测序，用反向测序引物

从 J.N.*03R 质粒测出了 R0% 个核苷酸序列，用正
向引物测出了 R)R个核苷酸序列。将正向引物获得
的序列与核苷酸数据库进行比较，显示出从 %0$ 到
33$、)/%到 R3R、3>3到 2$>与 $ [ #+-. !$2)：N) B;S;#
株（&.///3//）［(］的 22%/$ 到 223$$，22>)$ 到 22R$)
和 22303 到 223R> 的同源性分别为 R$<，R%< 和
(/<。 $ [ #+-. !$2)：N) 的 23>/> 到 22R(%
（&.///3//）序列相当于原噬菌体 bK$PB;S;# 整合酶
基因 .21 的位置。因此证明，J.N.*03R 质粒含有噬
菌体#%() .21 基因。反向引物测出的 J.N.*03R的
R0%个核苷酸序列，从第 >% 位到 R0% 位与 $ [ #+-.
1$% \Q$>22 染色体 !"#$ 基因序列同源性达
((<［$/］。
上述结果表明，J.N.*03R重组质粒的插入片段

既含有噬菌体染色体 ,-&片段又含有细菌染色体
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!"#片段。正向测序引物和反向测序引物测出的
!"#序列没有重叠，说明中间尚有部分 !"#片段序
列尚未测出，而且原噬菌体的附着位点就在其中。

!"# $%&%’#()重组质粒亚克隆和右边界的确定
用限制性内切酶 !"#$ !消化质粒 !"#，琼脂

糖电泳可看到 %&’、’&( 和 ’&)*+ 的条带（图 )），用
,% !"#连接酶自连消化产物并将混合的连接产物
转染至 $ - %&’" ./)，用限制性内切酶分析筛选含有
/&% *+插入片段的两个重组质粒，命名为 012134(/
和 012134()。用正向测序引物从 012134(/ 测得
(5/个核苷酸的序列，!"# 序列分析显示从 / 到
/56+0与 7,/89:*:; 原噬菌体 "#( 基因［<］序列相似，
此段序列包含了噬菌体 )<6 的 "#( 基因和 )((* 区。
从 /55到 (5’与 $ - %&’" ./)（0=>;?;=@> <5<< ?= /’)</，
#1’’’)5’）［/)］序列相似，此片段为 ./) 的 +,%$ 基
因，所以我们可以确定噬菌体")<6 的右边界位于
012134(/的 /55+0附近。

图 ! 质粒 $%&%’#()的限制性酶切分析
A;B-) CD>?E;F?;=@ :@:GH>;> =I ?JD 0G:>K;$ 012134%5

/&L=GDFMG:E ND;BJ? K:E*DE（#!"# $;BD>?D$ N;?J -.($）；)& !"#$! $;8

BD>?;=@ N;?J ) KO 0G:>K;$ !"# =I 012134%5&

!"( 左边界的确定
用 13/’作为 $ - %&’" +,%$ 的特殊引物和 PG;//)

作为特殊接头引物，在用 /.0$处理的 !"#中可获
得 )*+ 和 /*+ 的两条带，用 QR#SM;F* TDG 1U?E:F?;=@
.;?分离提取 /*+的 !"#片段，然后将其连接到质
粒 0V3/5的 /1)$位点。用限制性内切酶消化，筛
选出含有 /*+ 插入片段的克隆，命名为 12134(5、
012134(< 和 012134W’。对质粒 012134(5进行测
序并与 !"#数据库进行序列比较，显示从核苷酸
第 /) 到 /%) 位与 $ - %&’" ./)（0=>;?;=@> <6<< ?=

<<’W，#1’’’)5’）［/’］基因序列相似性为 <5X，<6X与
$ - %&’" P/(6：26 1!O<44（0=>;?;=@> )W<5 ?= )5)6，
#1’’(%’<）［(］基因序列相似。从 /%% 到 </4 显示
<6X与 7,/89:*:;原噬菌体 5’W<到 5546（#Y’’’%’’）
的序列相同，因此证明 /%%附近为原噬菌体")<6的
)((2 序列。
!"* 中心序列的确定
比较 012134(/ 和 012134(5得出 )((2、)((* 和

中心序列：)((2 序列是 33T33#3,,,##3,T3#,T，
而 )((* 序列是 33T,3#3#,,##3,T3T,T，中心序
列相当于 ,,##3,T3。
!"+ 噬菌体!!,-重组位点的验证
用 13/’ 和 13// 作为与整合位点侧面相邻的

基因 +,%$ 的特殊引物，$ - %&’" 株 .(/%（")<6）、.(/%
（"4%(）、3W’’（<44Z）、3W’’（"44’）、.(/% 及 3W’’ 的
染色体 !"#作为模板进行 Y3C，其产物通过琼脂
糖电泳分析发现：.(/%（"4%(）、3W’’（<44Z）、3W’’
（"44’）、.(/%和 3W’’的 !"#均出现了预期长度为
%’’+0的高亮度条带，而 .(/%（")<6）的长度为 %’’+0
的片段则非常浅（图 4）。因为噬菌体 <44Z 和"44’
在 $ - %&’" 的整合位点不是 +,%$ 基因，而是ZE+#基
因［(］。所以出现了清楚的 %’’+0 深色带，非溶源状
态的 .(/%和 3W’’也有相同的 %’’+0的 Y3C扩增产
物。只有 .(/%（")<6）几乎不能出现 %’’+0的产物，
原因是由于噬菌体 !"#的插入使重组基因片段增
大，不能通过 Y3C扩增。

图 # 含有噬菌体 !,- 整合位点的染色体 ./0 片段的
1’2扩增产物
A;B-4 Y3C :K0G;I;F:?;=@ =I ?JD BD@=K;F !"# IE:BKD@? F=@?:;@;@B ?JD

0J:BD )<6 ;@?DBE:?;=@ >;?D

/&L=GDFMG:E ND;BJ? K:E*DE（# !"# $;BD>?D$ N;?J -.($）；)&.(/%
（")<6）；4&.(/%（（4%(）；%&3W’’（<44Z）；(&3W’’（（44’）；W&.(/%；

6&3W’’；5&2)P-

# 讨论
噬菌体与细菌染色体的重组为特异位点重组，

研究噬菌体与细菌染色体整合的机理和过程对研究

真核细胞病毒对宿主细胞染色体的整合也有一定的

参考价值。Z:@B［%］研究表明，#噬菌体通过两个非
常相似的 /< 个核苷酸的序列（33T[3#3Z,,##

6’W( 期 曹奇志等：产 9J;B:毒素噬菌体")<6在大肠杆菌 . /)染色体上整合位点的定位研究



!"#!$"#）与细菌染色体进行同源转换重组，此两
段序列中共同含有 ""%%!"#!中心序列，噬菌体基
因组插入到细菌染色体后，此部分即成为原噬菌体

的左右边界的一部分。本研究结果表明，噬菌体

!&’(符合上述噬菌体与细菌染色体重组的规律。
以往的研究表明，"噬菌体与细菌染色体进行

同源转换重组的同源片段（附着位点）位于"噬菌体
的 !"# 基因附近，噬菌体在大肠杆菌的附着位点通
常在大肠杆菌 $!% 和 &’( 基因之间，不同噬菌体在
大肠杆菌染色体上的附着位点不完全一致。"噬菌
体 ’))*和 +"&,-./.0的附着位点位于 )*$+［1］，"噬
菌体 +"2,-./.0的附着位点位于 ,-./［’］。本研究通
过 34%序列分析表明噬菌体!&’(的附着位点位于
0 5 (%&! 62&的 ,-(0 基因。由于噬菌体 34%的插入
使 ,-(0 基因片段极度增大（"噬菌体基因组为
7891/:），导致利用根据 ,-(0 设计的引物由于待扩
增 34%片段过长而不能正常扩增。而少量的扩增
产物的出现是由于少量的噬菌体从宿主 34%切离
导致 ,-(0 基因恢复原长度的缘故。因此，我们可以
确定噬菌体!&’( 的整合位点在 ,-(0 基因。由于
0 5 (%&! 62& ,-(0 基因与 ;<;! =21(：<( 是完全相
同的，因此可以推断，噬菌体!&’(在 ;<;! =21(：
<(上的整合位点应该在 ,-(0 基因上。
本研究表明"噬菌体除可与细菌染色体在 )*1

$+ 或 ,-./ 基因片段进行同源转换重组，还可在 ,-(0
基因片段中重组。"噬菌体附着位点的多态性表
明，一个大肠杆菌有同时容纳多个溶源性噬菌体的

可能性。
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