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大肠杆菌 !"# 菌毛及其亚型的 $%& 鉴定
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（扬州大学兽医学院 扬州 ##"$$5）

摘 要：:%1 菌毛是产肠毒素大肠杆菌（>8>F）与产 G./’ 细胞毒素大肠杆菌（&8>F）的重要致病因子，可介导细菌对

小肠细胞的黏附，并具有 :%1;- 和 :%1;+ # 个抗原亚型。根据已发表的 :%1;- 菌毛 4 亚单位（:.C49;-）的基因（ !"#$9
;-）设计 3 条引物，建立了 # 种聚合酶链式反应（HFI）扩增方法。通过对 :%1;-J 大肠杆菌、:%1;+J 大肠杆菌、K11J 大

肠杆菌、K55J 大肠杆菌、516HJ 大肠杆菌、:!%J 大肠杆菌的试验，结果表明所建立的 HFI 方法可特异性鉴定 :%1J 大

肠杆菌并区别其亚型 :%1;- 与 :%1;+。
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:%1 菌毛常见于产肠毒素大肠杆菌（ "%&"’(&()*+"%*, -./
,0"’*,0*1 ,(2*，>8>F）与产 G./’ 细胞毒素大肠杆菌（ 3"’(&()*+"%*,
-.,0"’*,0*1 ,(2*，&8>F）的菌体表面，可介导细菌对小肠细胞的

黏附［% M !］，是重要的致病因子之一。I@NN@EO./ 等根据 :%1 的

抗原性，将其分为 :%1;- 和 :%1;+ # 个亚型。其中，;、-9+ 是

指 :%1 的不同抗原因子，有可能是不同抗原决定簇构成的抗

原群，而不是指单个的抗原决定簇。与致水肿病大肠杆菌

&8>F相关的 :%$6 菌毛属于 :%1;-［"］；与致断奶仔猪腹泻大

肠杆菌 >8>F 相关的 #%3!H、1%55、11%3 菌毛属于 :%1;+［2，6］。

目前报道的 :%1;- 菌毛基因有 2 个：!"#$、!"#4、!"#5、!"#6、

!"#- 与 !"#7［6］。其中，!"#$ 编码的主要结构亚单位 7"#$ 构

成 :%1 菌毛的主干；!"#4、!"#5、!"#6 编码与 :%1 菌毛合成、装

配、成熟相关的伴侣蛋白或引导蛋白；!"#- 与 !"#7 编码 :%1
菌毛的次要结构亚单位 :.C> 和 :.C: 为 :%1 菌毛黏附所必

需并影响菌毛的长度［1，5］。本实验室已经完成不同来源的

:%1J 大肠杆菌的 !"#$、!"#-、!"#7 的序列分析，并对其基因多

样性进行了详细研究（已另文发表），结果表明，!"#- 是 :%1
菌毛的保守性亚单位，不同菌株的 7%118 和 7%11, 的 !"#-
仅有个别碱基差异；!"#7 之间存在 55P!Q的同源性，!"#$ 之

间存在 5"P5Q M 52P"Q的同源性；!"#$9 18 和 !"#$9 1, 大小分

别为 "%3-N 和 "%2-N。

:%1 菌毛一般为单克隆抗体鉴定，但由于国内尚无针对

:%1;- 或 :%1;+ 亚型的特异性单抗，因此尚未见鉴定其亚型

的研究报道。本研究在已经完成 :%1;- 或 :%1;+ 基因分析的

基础上，建立了一种快速、敏感和特异的 HFI 鉴定方法。

" 材料和方法

"’" 材料

"’"’" 引物：根据 :%1;- 菌毛 4 亚单位（ !"#$9;-）基因序列设

计的引物由 8;K;I; 合成，引物 !"#$= % 和 !"#$= # 的 "R端分别

引入 419S!和 -,(I!酶切位点，其序列如下：

引 物 T.C4=%："R=F48U48UU48FF48U4444U4F84U8U=
8884888F88=3R；引物 T.C4=#："R=F48U48U4488F884F88U84=
4U844FFUFU844UFF=3R；引 物 T.C4=3："R=FU8U44FUU84=
444F4F4UUU=3R。

"’"’( 菌株：:%1;-J 大肠杆菌的 :%$6912 株、V 株；:%1;+J 大

肠杆菌（-.,0"’*,0*1 ,(2*）的 #%3!H 株、1%55 株、11%3 株；K11J 大

肠杆菌、K55J 大肠杆菌、516HJ 大肠杆菌、:!%J 大肠杆菌菌株

均为扬州大学兽医微生物教研室收藏。

"’"’) 试剂：HFI 试剂盒、V04 W;/X./ VY#$$$、优质琼脂糖

等均购自 8;K;I; 公司。

"’( 模板 *+, 的制备

取 :%1;-J 大肠杆菌的 :%$6912 株、V 株，:%1;+J 大肠杆

菌的 #%3!H 株、1%55 株、11%3 株，K11J 大肠杆菌、K55J 大肠杆

菌、516HJ 大肠杆菌、:!%J 大肠杆菌（对照），采用热煮沸法分

别制备模板 V04［%$］。

"’) ./0! 全基因的 $%& 扩增

各取上述制备的模板 V04 #"Y，引物 T.C4=%、引物 T.C4=#
各 #"Y（浓度均为 "$??’(9Y）、! Z C08H[ !"Y（浓度为 %$??’(9Y）、

:1; 酶 %"Y（"\），将各种成分在 $P"?Y 灭菌 HFI 管内，加 S#*

至整个反应体 系 为 "$"Y。HFI 反 应 条 件：5"] !?@E；5!]
%?@E，"2] %?@E，6#] %?@E，共 3$ 个循环；6#] %$?@E；!]保

存。

"’- ./0! 基因的双重 $%& 扩增

各取上述制备的模板 V04 #"Y，引物 !"#$= %、!"#$= #和

!"#$= 3各 #"Y（浓度均为 "$??’(9Y）。其他成分和 HFI 循环参

数同上。取 HFI 扩增产物 !"Y 进行 %Q琼脂糖凝胶电泳，以



!"# $%&’(& !)*+++ 为参照，溴乙啶染色后在紫外灯下观察

扩增片段大小。

! 结果

!"# !"#$ 全基因的 $%& 扩增

利用引物 !"#$, - 和 !"#$, * 进行的 ./0 扩增产物经琼脂

糖凝胶电泳显示，从 1-2%34 大肠杆菌的 1-+5627 株、! 株，

1-2%84 大肠杆菌的 *-9:. 株、2-;; 株、22-9 株均可扩增到约

为 <*+3= 的片段（图 -），与期望的长度大小相当（ !"#$6%3 片

段为 <-93=，!"#$6%8 片 段 为 <-73=），而 从 >224 大 肠 杆 菌、

>;;4 大肠杆菌、;25.4 大肠杆菌、1:-4 大肠杆菌均不能扩增

到期望的片段。表明将引物 !"#$, -和 !"#$, *组合，可特异性鉴

定 1-24 大肠杆菌。

图 # !"#$ 全序列的 $%& 扩增产物

1?@A- BC( ./0 =&DEF8GH DI !"#$ DI GC( G(HG(E % A &’()

$A!"# $%&’(& !)*+++；- J *K1-+5627 %LE ! &(H=(8G?M(NO；9 J <K22-9，

2-;; %LE *-9:. &(H=(8G?M(NOA

图 ’ 利用 $%& 方法鉴定菌毛 (#)*+ 与 (#)*, 的策略

1?@A9 BC( HG&%G(@O DI ?E(LG?IO?L@ I?P3&?%( 1-2%3 %LE 1-2%8 3O ./0

!"! !"#$ 基因的双重 $%& 扩增

利用引物 !"#$, -、!"#$, * 和 !"#$, 9 进行的双重 ./0 扩增

结果显示，从 1-2%34 大肠杆菌的 1-+5627 株、! 株中均可扩

增到 * 个大小约为 <*+3= 和 -5+3= 的 !"# 片段，与预期大小

一致（图 *）；从 1-2%84 大肠杆菌的 *-9:. 株、2-;; 株、22-9 株

图 ! !"#$ 的双重 $%& 扩增产物

1?@A* BC( EF=N(Q ./0 =&DEF8GH DI !"#$ DI GC( G(HG(E % A &’()

$A!"# $%&’(& !)*+++；- J *K1-+5627 %LE ! &(H=(8G?M(NO；9 J <K22-9，

2-;; %LE *-9:. &(H=(8G?M(NOA

均只能扩增到约为 <*+3= 的片段（图 *），表明将引物 !"#$, -、

!"#$, *和 !"#$, 9组合可特异性鉴别 1-2 菌毛的1-2%3与1-2%8亚

型。

’ 讨论

1-2%3和 1-2%8 是 1-2 菌毛的 * 个不同抗原亚型。1-2
菌毛是由主要结构亚单位 # 和次要结构亚单位 R、1 所共同

组成，本实验室研究结果表明，!"#$6%8 和 !"#$6%3 在下列位置

均存在 -9 个碱基的变异：! 第 ;* 位碱基的 S!# 转换，"
第 -7; 位碱基的 #!S 转换，# 第 -57 位碱基的 #!S 转换，

$ 第 **+、**- 位碱基的 S!# 转换和 /!# 颠换，% 第 **9、

**: 位碱基的 #/!SB 转换，& 第 *:2 位碱基的 #!/ 颠换，

’ 第 9-* 位碱基的 #!/ 颠换（沉默突变），( 第 999 位碱基

的 B!/ 转换（沉默突变），) 第 97:、97< 位碱基的 // 或 /B
的插入突变，* 第 972 位碱基的 / 的插入突变。不仅 !"#$6
%8 与 !"#$6%3 之间存在着共同的突变，而且不同的 !"#$6%8 和

!"#$6%3 之间也存在一定的差异。

本研究所用的 9 条引物是在 1-2 菌毛基因多样性研究

的基础上设计的（图 9），由于 !"#$6%8 在第 97:,97< 位碱基的

// 或 /B 的插入以及第 972 位碱基的 / 的插入，导致引物

!"#$9的 9T末端有 9 个碱基不能与 !"#$6%8 基因模板匹配，而

引物 !"#$-、!"#$* 均能与 !"#$6%3、!"#$6%8 匹配，所以按照此

设计，利用这 9 条引物的组合应该能从 1-2%34 大肠杆菌中

扩增到 * 个大小约为 <*+3= 和 -5+3= 的 !"# 片段，而只能从

1-2%84 大肠杆菌中扩增到 - 个大小约为 <*+3= !"# 片段。

本实验结果证实了引物设计的正确性，且只能从表达 1-24

的大肠杆菌中扩增到期望的片段，这表明将引物 !"#$, -和

!"#$, *组 合 可 特 异 性 鉴 定 1-24 大 肠 杆 菌，将 引 物 !"#$, -、

!"#$, *和 !"#$, 9 组 合 可 特 异 性 区 分 1-2 菌 毛 的 1-2%3 与

1-2%8 亚型。

大肠杆菌 1-2 菌毛一般用单克隆抗体鉴定，但由于国内

尚无针对 1-2%3 或 1-2%8 亚型的特异性单抗，因此未见鉴定

其亚型的详细研究。另外由于菌毛在体外表达受到培养条

件的限制，即使是 1-24 大肠杆菌也不一定能良好地表达菌

毛，所以单抗使用具有一定的局限性。本研究建立的 ./0
方法可快速、敏感和特异地检测 1-2 菌毛和区分 1-2%3 与

1-2%8 亚型，这将为临床应用以及菌毛抗原多样性的研究提
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供一种有用的手段。
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