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摘 要：大肠杆菌 C&& 是一种可在人畜间交叉传染的强致病菌，具有潜在流行性爆发的危险。现完成了 C&& C2抗
原基因簇的破译，筛选和鉴定了多种特异分子标识，并实现了对大肠杆菌 C&& 的快速、灵敏和准确的分子分型检

测。利用鸟枪法测定大肠杆菌 C&& C2抗原基因簇的序列全长为 &!&,%DE，生物信息学方法分析序列结构，共发现 &$
个基因：FGH2I 型岩藻糖合成途径基因（!"#，$%&，!""，"’()，"’(*）、JGH2K 乙酰葡萄糖 L! 异构酶基因（ !(+）、

C2抗原转运酶基因（,-.）、C2抗原聚合酶基因（,-/）和 ! 个糖基转移酶基因；用 HLM 方法筛选出 $ 个针对大肠杆菌

C&& 的特异基因和 ! 对特异引物，并进行环境样品检测实验鉴定了该 HLM 检测方法的灵敏度；设计并筛选出 , 条针

对大肠杆菌 C&& 的特异探针。
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大肠杆菌分为 &A% 余种 C 抗原血清型［&］，C2抗
原由含 $ ’ " 个单糖的寡糖单位重复连接组成，是大

肠杆菌等革兰氏阴性菌脂多糖的最外层结构。在大

肠杆菌、沙门氏菌和志贺氏菌中，大部分编码负责

C2抗原合成的酶的基因相邻排列于两个持家基因

!’&0 和 !(# 之间，在染色体上形成一个基因簇［$，#］。

C2抗原的多样性，使编码合成 C2抗原的基因簇成为

筛选特异分子标识的最佳靶位点之一。

一些大肠杆菌具有较强致病性，可引起腹泻及

尿道炎、败血症等其他非肠道感染疾病，并能引起人

和动物间的交叉传染，尤其在发展中国家非常流行。

在食源性和水源性新发传染病病原中，最重要的是

致病性大肠杆菌，近几年新发现多种非 C&/A 的致病

性大肠杆菌，已被证实引起小规模爆发，并且具有潜

在的大规模流行性爆发的危险性［!，/］。快速、准确

地鉴定这些致病菌是控制其传播的重要防御手段。

传统的血清学检验方法耗时长、灵敏度低、漏检率

高、准确性差，而近年来 HLM 和基因芯片（GK- 芯

片）技术等现代分子生物学方法的出现很大程度上

弥补了传统方法的不足。其中，基因芯片技术发展

迅速，并且由于其可实现对生物样品快速、并行、高

效的检测，而必将成为微生物检测鉴定的最佳手段

之一。目前，许多国家将大量的人力和物力投入到

快速鉴定致病菌的研究，特别是特异 GK- 探针的筛

选工作中［"，$&］。

本文研究的大肠杆菌 C&&，属于产志贺毒素大

肠杆菌（OP9;5 QR69*2ESR?)@9*; 1 > %2&3，O07L），可引起

人肠道和尿道感染［A］等疾病，是一种人畜交叉传染

的较强致病菌，并且多次在某些地区的牛、猪及环境

中被检测到［,，3］，具有潜在的流行性爆发的危险。

目前，尚未有大肠杆菌 C&& 的 C2抗原基因簇序列破

译及其相关研究的报道。本文在破译大肠杆菌 C&&
C2抗原基因簇序列的基础上，筛选和鉴定了多种特

异分子标识，并实现了对大肠杆菌 C&& 的快速、灵

敏和准确分子分型检测。

" 材料和方法

"$" 材料

"$"$" 菌种和质粒：大肠杆菌 C&& 菌株由澳大利亚

悉尼大学 M++T+U 教授实验室提供，受体菌株（大肠

杆菌 14%5+63%53’ %2&3 GV/!）由本室保存；EF7W20275UX
购自 HSR8+;5 公司。

"$"$% 试剂和仪器：76E5*? IR*; 0+8E15Q+ HLM 酶购

自 YR+PS9*;+S W5**P+98 公 司，HLM 纯 化 试 剂 盒、0!
GK- 连 接 酶、Z9[5S? HLM HS+EU 纯 化 试 剂 盒 购 自

HSR8+;5 公司，1%2M\、GK5U+\、]2F51、\H0F、氨苄青霉



素购自上海 !"#$%# 公司，引物和探针由北京奥科生

物技术有限责任公司合成，&’()*+,- 购自 ./0123"/
公司，杂交液由中国军事医学科学院提供。醛基化

玻片为美国 +45 公司产品，6708,2 生物芯片点样仪

为美国 9!: 公司产品，’; 交联仪为 <%0=01 公司产

品。

!"# $%抗原基因簇的鸟枪法测序

采用 >"2?@#［AB］法提取大肠杆菌 CAA 的基因组

DE.。根据 !"#$ 基因和 !%& 基因分别设计上、下游

引物，用长距离 )+F 方法扩增 C*抗原基因簇，合并 G
管 )+F 产物，用 H@I"1& )+F )10J2 纯化试剂盒纯化。

用 DE"20: 消化 )+F 纯化产物，提取大小集中在 AKL
M -NO 之间的片段，与 J94P*(*4"2, 载体在 (Q DE.
连接酶作用下 AGR连接 AS3。取连接产物电转化感

受态大肠杆菌 D<L!，涂布在含有氨苄青霉素、T*9"7
和 :)(9 的 5> 固体培养基上，-UR培养 AS3。筛选

白色克隆，用 VG 孔平板碱裂解法提质粒，用’()F"
酶切挑选插入片段在 ANO 以上的克隆。采用 (UW2JG

通用引物，用 .>:-U-B 型 DE. 自动测序仪测序。

!"& 序列拼接和分析

用英国剑桥 PF+ 分子生物学实验室的 !?"&0#
J"XN"$0 软件包中 )10$"JQW9"JQ 软件拼接和编辑序

列［AA］。用英国 !"#$01 中心 .1?0/@2（UKB 版）发现基因

和完成序列注释［AS］，用美国国家生物技术信息学中

心（E+>:）的 O7"2? 软件搜索 90#>"#N 推测开放的阅

读框架的功能，用 +7Y2?"7H 软件做序列间的全局比

对，用 (P<PP SKB 进行蛋白质跨膜片段的分析。用

>7%XNP"N01 发现基序，用 )="/ 和 )1%2@?0 搜索蛋白质

基序数据库。

!"’ 特异基因的鉴定

在大肠杆菌 CZL C*抗原基因簇的 *+, 和 *+- 基

因内部各设计 S 对引物（表 A），以所有的不同 C*抗原

血清型的 AGG 株大肠杆菌和 Q- 株志贺氏菌（表 S）的

基因组为模板进行 )+F。)+F 反应条件：VLR预变性

S/@#；VLR变性 -B2，退火温度见表 A，退火 -B2，USR延

伸 A/@#，共 -B 个循环；USR L/@#，反应体系为 SL#5。

表 ! 大肠杆菌 $!! 的特异基因 ()* 反应

("O70 A (30 )+F 102Y7?2 %= ’ [ ()#. CAA 2J0X@=@X $0#02

90#0 )Y?"?@\0
=Y#X?@%#

6%1]"1& J1@/012（O"20 J%2@?@%#2），%7@$%#YX70%?@&0 20^Y0#X0
10\0120 J1@/012（O"20 J%2@?@%#2），%7@$%#YX70%?@&0 20^Y0#X0

50#$?3 %= )+F
=1"$/0#?2（OJ）

E%[ %= J%%72 $@\@#$
X%110X? O"#&

.##0"7@#$ ?0/J01"?Y10
%= )+F（R）

*+, C*"#?@$0#
=7@JJ"20

]7*SAGS（ALU-*ALZZ），L_*9+.+9+((.+((.+.+*-_
]7*SAG-（AVLA*AVGU），L_*((++(.((.9(.+(9+(*-_

-VL B! QZ

]7*SAGQ（ASSU*ASQ-），L_*(9..++(.+.99.(.+9*-_
]7*SAGL（AZZZ*AVB-），L_*+9(9.(9((++9+..(*-_

GUU B! LS

*+- C*"#?@$0#
J%7,/01"20

]7*SAGG（-ALQ *-AGV），L_*(((9++(+((9+(((.*-_
]7*SAGU（-VVZ*QBA-），L_*(.+(9+(++9((+(+.*-_

ZGB B! LS

]7*SAGZ（-LSV*-LQQ），L_*..(..9+9(..(+++.*-_
]7*SAGV（QB-Q*QBLA），L_*(+...(9..9....+9.+*-_

LS- B! LS

!C#7, ?30 J%%72 X%#?"@#@#$ ’ [ ()#. CAA $"\0 ?30 )+F J1%&YX?2 %= X%110X? 2@I0[

表 # !++ 株大肠杆菌和 ’& 株志贺氏菌的分组及来源

("O70 S AGG ’ [ ()#. "#& Q- /0.!1##" ?,J0 2?1"@#2 "#& )+F J%%72 Y20& =%1 ?02?@#$
)%%7 E%[ !?1"@#2 %= ]3@X3 X31%/%2%/"7 DE. @#X7Y&0& @# ?30 J%%7 !%Y1X0

AK ’ [ ()#. ?,J0 2?1"@#2 CA，CS，CL，CU，CZ，CV，CAS，CA-，CAQ，CAL，CAG，CAU，CAZ，CAV"O，CSB，CSA，CSS，CS-，CSQ :P;!"

SK ’ [ ()#. ?,J0 2?1"@#2 CQ，CAB，CSL，CSG，CSU，CSZ，CSV，C-B，C-S，C--，C-Q，C-L，C-G，C-U，C-Z，CQB，CQA，CQS，CQ- :P;!"

-K ’ [ ()#. ?,J0 2?1"@#2 CG，CQQ，CQL，CQG，CQZ，CQV，CLB，CLA，CLS，CLQ，CLL，CLG，CLU，CLZ，CGB，CGA，CGS，CL- :P;!"

QK ’ [ ()#. ?,J0 2?1"@#2 CG-，CGL，CGG，CGV，CUB，CUA，CUQ，CUL，CUG，CUU，CUZ，CUV，CZB，CZA，CZS，CZ-，CGZ :P;!"

LK ’ [ ()#. ?,J0 2?1"@#2 CZQ，CZL，CZG，CZU，CZZ，CZV，CVB，CVA，CVS，CVZ，CVV，CABA，CABS，CAB-，CABQ，CABL，CABG，CVU :P;!"

GK ’ [ ()#. ?,J0 2?1"@#2 CABU，CABZ，CABV，CAAA，CAAS"O，CAAS"X，CAA-，CAAL，CAAG，CAAZ，CASB，CAS-，CASL，CASG，CASZ，CAAU :P;!"

UK ’ [ ()#. ?,J0 2?1"@#2 CASV，CA-B，CA-A，CA-S，CA--，CA-Q，CA-L，CA-G，CA-U，CA-Z，CA-V，CAQA，CAQS，CAQ-，CAQQ，CAQL，CAQB :P;!"

ZK ’ [ ()#. ?,J0 2?1"@#2 CAQG，CAQU，CAQZ，CALB，CALS，CALQ，CALG，CALU，CALZ， :P;!"

CALV，CAGB，CAGA，CAG-，CAGQ，CAGL，CAGG，CAL- O
VK ’ [ ()#. ?,J0 2?1"@#2 CAGZ，CAGV，CAUB，CAUA，CAUS，CAU-， X

"#& / [ &-21%314."1 ?,J0 2?1"@#2 DA，DS，D-，DQ，DL，DG，DU，DZ，DV，DAB，DAA，DAS，DA- &
ABK / [ 5)-&.. ?,J0 2?1"@#2 >A，>S，>-，>Q，>G，>U，>Z，>V，>AB，>AA，>AS，>A-，>AQ，>AL，>AG，>AU，>AZ &
AAK / [ 6#1,%14. ?,J0 2?1"@#2 6A"，6AO，6S"，6SO，6-，6Q"，6QO，6L（\：Q），6L（\：U），6G，D!，DF &
ASK ’ [ ()#. ?,J0 2?1"@#2 C-，CAAB，C-V，CLV，CGQ，CU-，CVG，CVL，CAAQ，CALA，CALL， :P;!"

CASQ，CAGU，CAGS，CASA，CASU，CAQV，CAAV
A-K !"/0 "2 J%%7 AS，]@?3 ’ [ ()#. CAA "&&0& :P;!"

"[ :#2?@?Y?0 %= P0&@X"7 "#& ;0?01@#"1, !X@0#X0，.#07"@&0，.Y2?1"7@"；O[ !?"?0#2 !01Y/ :#2?@?Y?0，+%J0#3"$0#，D0#/"1N；X[ CAUS "#& CAU- =1%/ !?"?0#2 !01Y/ :#2?@?Y?0，
+%J0#3"$0#，D0#/"1N，?30 102? =1%/ :P;!；&[ :#2?@?Y?0 %= +%//Y#@X"O70 D@20"20 )10\0#?@%# "#& +%#?1%7，+3@#020 +0#?01 =%1 D@20"20 )10\0#?@%# "#& +%#?1%7，>0@‘@#$，)0%J70’2
F0JYO7@X %= +3@#"[

SQ- H.E9 H0@ 13 "# [ W7(3" 8.(4)5.)#)!.(" /.%.("（SBBG）QG（-）



!"# 环境样品的检测

!"#"! 基因组：将提取的基因组按 !"! # !"$ 分别做

梯度稀释，!" 检测并换算成质量含量。分别取 !!%
稀释好的基因组为模板，用 & 对特异引物进行 ’()
反应。’() 反应条件同上。

!"#"$ 掺入猪肉：分别在 * 份生猪肉馅（+",-份）中

掺入 * . !"/、* . !"+、* . !"!、* 个和 " 个活菌，搅拌

均匀，加入 +""0% %1 培养基，经纱布过滤，滤液于

/23，+""4-056 培养 / # *7。分别取 !!% 培养的菌液

水煮裂解上清液为模板，按上述相同条件进行 ’()
反应。

!"#"% 掺入粪便：将 * . !"/、* . !"+、* . !"!、* 个和

" 个活菌分别掺入 * 份各 "8+, 的粪便样品中，于

/23 +""4-056 培养 / # *7，取 !8+0% 菌液用试剂盒

提取基因组。取 !!% 基因组为模板，按上述相同条

件进行 ’() 反应。

!"& 基因芯片特异探针的筛选

!"&"! 探针设计：用 9:5,;<44=>+8! 在大肠杆菌 9!!
9 抗原基因簇中的 #$% 和 #$& 基因内部的不同位置

各设计 ? 条探针。

!"&"$ 芯片和样品制备：*"@ ABC9 溶解探针，以

醛基化玻片为载体，利用 D:EF>G 生物芯片点样仪点

样制备芯片。室温过夜，在 HI 交联仪中 ?"0J-K0+

下交联 + 次，保存备用；以基因组为模板，特异引物

一步扩增获得被 LHM’N(>/ 标记的双链 ’() 产物。

!"&"% 杂交和扫描：以无菌去离子水冲洗芯片，置

于杂交炉（O>P=5L CM+""，Q6,:=6L）中 &*3烘干并预

热。将烘干的标记 ’() 产物，用 /"!% 杂交液N+ 充

分混合均匀，取 !*!% 于 ’() 仪中 $R3变性 *056，点

至芯片上，&"3杂交 !?7。杂交结束后，分别用洗液

洗涤 并 烘 干，使 用 SE6ET5F &!""< 芯 片 扫 描 仪，以

*/+60 波长的通道扫描芯片，SE6ET5F T4; &8! 软件分

析结果。

$ 结果和讨论

$"! 大肠杆菌 ’!! ’(抗原基因簇的序列测定

以基于 ’()* 基因设计的上游引物（ U V:!*+/：

*WN<MMSMSS(MS(<SSS<M(<<<S<<<MN/W）和 基 于

’+, 基 因 设 计 的 下 游 引 物（ U V:!*+&：*WN
M<SM(S(SMSXS((MSS<MM<<SMM(S(N/W），采 用 长

’() 方法扩增大肠杆菌 9!! 的 9N抗原基因簇，通过

"8R@琼脂糖凝胶电泳检测，在 !*YP 附近的位置出

现一条电泳带。根据帕松公式 -" Z E[ +#-.（ -"：未测

定序列的概率，6：测定序列的克隆数，V：序列平均

长度，%：测序模板总长）［!/］，以序列平均读长 ?""PT
计算，要保证每个碱基 / 倍覆盖的高质量序列并且

获得对 !*YP 测序模板的 $*@的覆盖率，至少要进行

2* 个克隆以上的测序反应。但实际上，需要进行比

理论计算更多的测序反应才能达到预期的效果。本

文对 !"" 个插入片段在 !YP 以上的克隆进行单向

（M2）测序，并对部分克隆进行反向（GT?）测序打通序

列缺口，经 ’4E,=T& 和 S=T& 软件拼接和编辑得到大

肠杆菌 9!! 的 9N抗原基因簇的全序列，序列全长

!&!R"PT。

$"$ 大肠杆菌 ’!! ’(抗原基因簇的序列分析

大肠杆菌的 9N抗原基因簇一般含有 / 类基因：

单糖合成酶基因、糖基转移酶基因和寡糖单位处理

基因。我们用 ;4\\56LE4 在大肠杆菌 9!! 的 9N抗原基

因簇中发现基因，共找到 !+ 个开放的阅读框（除

’()* 和 ’+,）（图 !）。采用生物信息学方法对大肠

杆菌 9!! 的 9N抗原基因簇中基因的功能进行了预

测（表 /）。

图 ! 大肠杆菌 ’!! ’(抗原基因簇结构

D5,]! C^4_K^_4E ;\ / ] 01)2 9!! 9N=6^5,E6 ,E6E K:_G^E4 ]

$"$"! 单糖合成酶基因：大肠杆菌中的常见糖由

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，一般不在 9N抗原基因簇里重复

出现，而罕见糖需由 9N抗原基因簇的单糖合成酶基

因负责合成。单糖合成酶基因由于有极高的同源

性，很容易通过与已知功能基因的序列进行比较而

鉴定。通过检索和比较，在大肠杆菌 9!! 的 9N抗原

基因簇中发现 HA’NX 乙酰葡萄糖 (& 异构酶基因和

一套编码 SA’N% 型岩藻糖合成酶的基因，我们推测

在大肠杆菌 9!! 的 9N抗原的结构中可能存在两种

罕见单糖。

134* 编 码 的 蛋 白 与 小 肠 结 肠 耶 尔 森 氏 菌

（56372+2( 6+863101)2820(）（^>TE " ‘ R）中编码的 HA’NX 乙

酰葡萄糖 (& 异构酶（由 ’+6 基因编码）有 ?!@的氨

基酸序列一致性，2*@的相似性，通过对 ’\=0 蛋白

基序数据库的搜索，发现 134* 编码的蛋白与已知的

HA’NX 乙酰葡萄糖 (& 异构酶的共有序列的同源性
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预期值为 !"!# $ !%&，因此我们将这个基因命名为

!"#。’()*+ 乙酰葡萄糖 ,- 异构酶催化 ’()*+*乙
酰葡萄糖中的第四位碳异构化，形成 ’()*+*乙酰半

乳糖。

表 ! 大肠杆菌 "## " 抗原基因簇中基因的功能

./01# % 23456784 89 :#4#; 74 $ < %&’( =!! = /467:#4 :#4# 513;6#>

?#4# @85/6784 74
;#A3#45#

+8<
89 //

（?B ,）C D7E71/> F>86#74;
（/55#;;784 48< 89 // 74 ?#4G/4H）

CIJ#4675/1KC;7E71/>
（// 8L#>1/F） )36/67L# 93456784

)*+ !!%M $ N%O% -!! %P"P F36/67L# =*/467:#4 6>/4;F8>6#> $,%-#.(%-(/ %&’( Q!N（RR,OSPTM） %MK&N（-P%） =*/467:#4 917FF/;#
&.0N N%MN $ %!PO N-! NM"T F36/67L# :1U58;U1 6>/4;9#>/;# $,%-#.(%-(/ %&’(（RR?-!OSS） %SK&N（NN-） :1U58;U1 6>/4;9#>/;#
)*1 %!P- $ -%%T -!! N&"N =*/467:#4 F81UE#>/;# VWU $,%-#.(%-(/ %&’(（RR(SP-M&） N%K-&（%TM） =*/467:#4 F81UE#>/;#
&.0- -%-! $ S-PM %SS %!"N F36/67L# :1U58;U16>/4;9#>/;# 2/341’&5/%6#. 7#78"(（RRXTP&-%） NMK-T（%--） :1U58;U1 6>/4;9#>/;#
!"# S-NT $ &--S %%M %S"O ?4# 9#.,("(/ #"6#.&%&’(6(%/（6UF# P：M）（RR,&POOO） &!KOS（%%&） :15+R5 -*#F7E#>7W/;#
&.0& &S!- $ OSN! %%S %N"S E/448;U16>/4;9#>/;#*17H# F>86#74 9#.,("(/ 4#,6(,（,RG&%NMP） S!K&T（%%O） :1U58;U1 6>/4;9#>/;#

!3: OS%N $ M&S% %O% %M"M ?()*E/448;#*-，&*J#YUJ>/6/;# 9#.,("(/ 4,#8:&685#.%8’&,(,
（6UF# =：!0）（,RG&%%PP）

M-KT!（%ON） ?()*E/448;#*-，&*J#YUJ>/6/;#

0%’ M&SO $ T&NN %N! %S"% 251 9#.,("(/ #"6#.&%&’(6(%/（6UF# P：M）（RR,&POO-） ONKM&（%NP） ?()*@*9358;# ;U46Y#6/;#
!33 T&NS $ !PPMP !S! %S"% ?()*E/448;# E/448;U1YUJ>81/;# ;’#5,(#’’/ 4"#83&"(/#（GR(P%T-P） SPKON（!-&） ?()*E/448;# E/448;U1YUJ>81/;#
3/"2 !PPTN $ !!-OO -&! %O"% E/448;#*!*FY8;FY/6# :3/4U16>/4;9#>/;# </’3&"#’’/ #"6#.(%/（RRG-T%TP） STKOM（-&%） E/448;#*!*FY8;FY/6# :3/4U16>/4;9#>/;#
&.0!! !!S&! $ !N%PO N-M %N"% F36/67L# :1U58;U1 6>/4;9#>/;# $,%-#.(%-(/ %&’(（RR?-!OSS） !PPK!PP（%N&） :1U58;U1 6>/4;9#>/;#
3/"= !N%%N $ !%OPN -S& S-"S FY8;FY8E/448E36/;# <-(!#’’/ ,&""#(（RR,MPNOP） TMKTT（-S&） FY8;FY8E/448E36/;#

&.0O，M，T，!P，!N 分 别 与 !3:， 0%’， !33，

3/"2，3/"= 基因有很高的序列一致性。?EJ，251，
X/4,，X/4G 是负责合成 ?()*@ 型岩藻糖的重要

酶。&*磷酸果糖在焦磷酸甘露糖异构酶（X/4R）、磷

酸甘露糖变位酶（X/4G）及 !*磷酸甘露糖鸟苷酸转

移酶（X/4,）的作用下形成 ?()*甘露糖，?()*甘露

糖在 ?()*甘露糖 ,-，& 位脱水酶（?X(）和 ?()*@*岩
藻糖合成酶（251）的作用下通过 % 步反应得到 ?()*@
型岩藻糖［!-，!S］。3/"= 和 3/"2 基因一般位于 = 抗

原基因簇中，而 3/"> 基因在基因组的其他位置。

?EE 是 ?()*甘露糖水解酶，普遍存在于含有 ?()*@
型岩藻糖的 = 抗原的基因簇中，其在 ?()*@ 型岩藻

糖合成途径中的具体功能未知。因此我们推测大肠

杆菌 =!! 的 = 抗原中含有 ?()*@ 型岩藻糖，并将

&.0O，M，T，!P，!N 相 应 命 名 为 !3:， 0%’， !33，

3/"2，3/"=。

$%$%$ 寡糖单位处理酶基因：寡糖单位处理酶基因

包括 =*抗原转运酶基因（)*+）和 =*抗原聚合酶基因

（)*1），其编码的蛋白由于有典型的 !P Z !- 个跨膜

片段，可以用生物信息学方 法 鉴 定［!&，!O］。 &.0! 和

&.0% 是大肠杆菌 =!! 中仅有的两个编码存在跨膜片

段的蛋白的基因。&.0! 编码的蛋白与大肠杆菌 Q!N
的 =*抗原转移酶有 %MC的序列一致性，&NC的相似

性，并且有 !N 个均匀的跨膜片段（VW[ 蛋白的典型

特征），所以命名为 )*+。 &.0% 编码的蛋白与大肠杆

菌（RR(SP-M&）的 =*抗原聚合酶有 N%C 的一致性，

-&C的相似性，并且有 !P 个跨膜片段和 ! 个大的胞

质内亲水环（VWU 蛋白的典型特征），所以命名为

)*1。

$%$%! 糖基转移酶基因：&.0N，&.0-，&.0&，&.0!! -
个基因编码的蛋白与其他已知的糖基转移酶有较高

的序列一致性和相似性。通过对 )9/E 中糖基转移

酶基序数据库的搜索，这 - 个基因编码的蛋白与已

知的糖基转移酶家族 ! 和 N 的共有序列具有较高的

同源性，我们推测这 - 个基因编码糖基转移酶，命名

为 &.0N，&.0-，&.0&，&.0!!。通常情况下每个糖基转

移酶特异性催化形成一种二糖键，因此我们推测大

肠杆菌 =!! 的 =*抗原的寡糖单位可能由 S 个单糖

组成。

$%! 大肠杆菌 "## 特异基因的鉴定

大肠杆菌的 =*抗原基因簇中的寡糖单位处理

基因和糖基转移酶基因有很高特异性［!M］。我们针

对这两个基因设计 ),\ 引物，在每个基因内设计两

对引物，每对引物分布在相应基因内的不同区域，以

确保其检测的准确性。对所有 !&& 株大肠杆菌和 -%
株志贺氏菌分组进行 ),\ 反应，并以含有大肠杆菌

=!! 的第 !% 组菌作为正对照（表 !）。每对引物除了

在第 !% 组中得到了正确大小的一条带，在其他组中

都没有扩增到任何电泳可见产物，所以大肠杆菌

=!! 的 )*+ 和 )*1 基因对大肠杆菌 =!! 是高度特异

的（表 %）。本文提供的引物，以及基于这两个基因

设计的其他引物和探针可作为特异分子标识，用于

快速准确地检测人体、畜类和环境中的大肠杆菌

=!! 型菌。

$%& 在环境样品中检测大肠杆菌 "##
传统方法检测食品、粪便、污水等样品中致病菌

的步骤繁琐费时，需经富集培养、分离培养、形态特

征观察、生理生化反应、血清学鉴定以及必要的动物

--% VR+? V#7 #6 /’ < K>%6/ ?(%.&5(&’&!(%/ <("(%/（NPP&）-&（%）



试验等过程，并且无法对那些难以人工培养的微生

物进行检测。!""# 年在美国国家传染病控制中心

召开的世界各国专家和官员参加的讨论如何改进传

统的血清学鉴定方法的会议，其主要结论便是必须

尽快研究可靠的基于 $%& 分子的细菌鉴定方法。

本文在采用特异引物的 ’() 检测方法针对基

因组及掺入猪肉、掺入粪便两种模拟环境样品中的

大肠杆菌 *!! 进行检测，得到检测灵敏度分别为

!+,-!.、/012345-, 和 102 6 !/7 345-,，检测时间为 8 9
!/:。实验结果表明，该方法检测灵敏度高、速度快，

相比传统检测方法具有明显的优势。

!"# 大肠杆菌 $%% 特异探针的筛选

基于探针 !; 值和长度的考虑，通过软件共设

计出 !1 条探针。经过 7 次稳定杂交，筛去 < 条杂交

无信号或信号弱的探针（编号 ’=1，2 和 ’>!，<），最

后筛选鉴定出针对大肠杆菌 *!! 特异的探针 # 条

（表 <，图 1）。

表 & 大肠杆菌 $%% 特异探针的筛选

?@ABC < DCBC3EFGH G4 " I #$%& *!! J+C3F4F3 +KGACJ
?@K,CE
,CHC

%GI G4
+KGACJ .G3@EFGH .CH,E:

-A+
!;-L

)CJ5BE G4
:MAKFNFO@EFGH

’() ’=! !71/P!72# 7" Q"01 R
’=1 !7"!P!<7/ </ #/0/ P
’=7 !2/2P!2<< </ #/0! R
’=< !Q17P!Q81 </ Q"08 R
’=2 !Q</P!QQ8 7Q Q#0" P
’=8 !#!<P!#<" 78 Q"0/ R

’(* ’>! 71"!P777/ </ #/07 P
’>1 7<12P7<8< </ #/01 R
’>7 7<##P7218 7" Q"0# R
’>< 78/7P78<! 7" #/0/ P
’>2 7#!/P7#<2 78 Q#0" R
’>8 7#2"P7#"8 7# Q"01 R

图 ! 大肠杆菌 $%% 特异探针的杂交

SF,I1 TMAKFNFO@EFGH G4 " I #$%& *!! J+C3F4F3 +KGACJI $GEJ 3FK3BCN AM

4K@;CJ @KC " I #$%& !8D K$%& +KGACJI UHNCKBFHCN NGEJ @KC " I #$%& *!!

J+C3F4F3 +KGACJ，’=!，’=7，’=<，’=8（ 4FKJE KGV，4KG; BC4E EG KF,:E）；

’>1，’>7，’>2，’>8（ JC3GHN KGV，4KG; BC4E EG KF,:E）I

随着基因组学的飞速发展，大量动、植物和微生

物的基因组信息相继获得，基因芯片（$%& 芯片）技

术得到广泛重视和快速发展，在食品安全、医疗检

测、药物筛选、生物安全等领域具有巨大的应用价

值［!"，1/］。目前，在基于基因芯片技术对病原微生物

的检测领域，特异 $%& 片段或探针的筛选是最关键

的环节。*W抗原是极强的抗原，是大肠杆菌和志贺

氏菌重要的致病因素之一，同时它又具有极强的多

样性，这启示我们可将其作为重要的研究对象。 +,)
和 -.- 基因是至今除 *W抗原基因簇以外最好的靶基

因［1!］，但它们的特异性远远低于本研究所用的特异

基因。本文筛选的大肠杆菌 *!! 的探针具有很好

的特异性和稳定性，为开发针对致病性大肠杆菌的

快速检测基因芯片提供了必要的基础。
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