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断奶仔猪源大肠杆菌 !""及 #$%毒力岛的检测

成大荣，孙怀昌，徐建生，高 崧
（扬州大学兽医学院 扬州 $$8%%/）

摘 要：应用 D*E2,67FGH方法，对 $!%株断奶仔猪源大肠杆菌分离株的 I99毒力岛的 !"!# 基因和耶尔森菌强毒力
岛核心区的 $%&$基因进行了检测，并对 JFK毒力岛的 ’()#基因及其在大肠杆菌染色体中的插入位置进行了分析，
以及随机选取部分 FGH 产物进行了克隆和序列分析。结果表明：其中 $/ 株（.$L%&M）为 I99N JFKN，#/ 株
（."L$8M）为 I99N，..株（!L8&M）为 JFKN；另外还发现：不同病例来源的分离株之间，两种毒力岛的携带率不同；在
断奶仔猪腹泻源分离株中，$/株（$%L(.M）为 I99N JFKN，$$株（.8L(.M）为 I99N，/株（"L!#M）为 JFKN；断奶仔猪
水肿病源分离株中，仅 8株（"L8&M）为 I99N，$株（$L"#M）为 JFKN，未发现 I99N JFKN 菌株；断奶仔猪水肿病并发
腹泻源分离株中，仅 .$株（8%M）为 I99N，未发现 JFKN及 I99N JFKN菌株。本实验克隆的 !"!#（!$8OE）与已发表序
列完全一致，$%&$（$&%OE）、’()#（/!&OE）、"*+7 ,-.#7 $+,/（.#/.OE）均与已发表的序列高度同源，同源性分别在 /&L$M、
/&L#M、/8L&M以上；!%株 I99N JFKN或 JFKN分离株中，$/株（($L8M）为 ’()# N，且其 JFK毒力岛位于大肠杆菌染色
体 "*+7 CHP-位点。
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毒力岛（F5CRST,+;>;C< ;U25+?，F-K）是指细菌染色体
上分子量较大（通常 V #%WO）、X N G:S2M及密码使用
与宿主菌染色体有明显差异的毒力基因簇。常与

CHP-位点及噬菌体整合位点邻近，两侧常具有同向
重复序列，偶尔为插入序列，携带潜在的可移动成分，

具有不稳定性。毒力岛存在于许多病原菌中，可能与

新发现的病原菌及细菌的毒力进化有关。目前已在

人、牛、兔的腹泻致病性大肠杆菌中发现了 I99毒力
岛和 JFK毒力岛的存在并与致病性密切相关［. ’ "］。
在所有 -99G的染色体上均具有一个致病性基

因簇［.，$］，命名为 I99（IS>*U SY ,+C,@S><C, ,YY5>,:,+C）
毒力岛，约为 #8L8WO，编码 -9（-CC5>R;+T 5+? ,YY5>;+T）
作用所必须的蛋白［(，&］。其中 !"!# 编码的 /! ’
/(WD5外膜蛋白，已证明是与致病密切相关的亲密
素（;+C;:;+）［/］。检测 I99毒力岛通常有：（.）如无特
殊需要，只需检测 !"!#，而无需检测 I99上的其它
基因［(］；（$）体外粘附实验，通常使用 J,E7$ 细胞或
J,I5细胞上粘附试验［.%，..］。与传统血清学方法相
比，FGH方法准确性高，检出时间短，是目前推广使
用的方法。

JFK毒力岛最早发现于耶尔森菌属，因与该属
菌的小鼠致死表型密切相关，故被命名为强毒力岛

（J;TR E5CRST,+;>;C< ;U25+?，JFK）［.$，.#］。鼠疫耶尔森氏
菌染色体上的 JFK 毒力岛，主要包括以下基因：!
色素沉着（ E;T:,+C5C;S+，&01）基因座，大小约为
.%$WO，包括铁载体耶尔森杆菌素基因（ (2,）和氯化
高铁血红素聚积蛋白基因（ 31*）［.!］。" 铁调节蛋
白基因（ $%&. 与 $%&$），编码两种高分子量的蛋白质
KHF.和 KHF$，与 (2, 编码的铁载体耶尔森杆菌素
（ZOC）的合成密切相关；$%&$、$%&.是 JFK毒力岛核心
保守区的主要结构基因，其中 $%&$可以作为 JFK毒
力岛的检测标志［.8，."］。# 鼠疫菌素受体基因（ &*+）
编码鼠疫菌素受体（4<*-），故也称为 ’()#［.( ’ $%］。
[>R*O,@C研究发现一些产大肠杆菌素的大肠杆菌菌
株也携带有 JFK毒力岛，且其 $%&$、’()# 与耶尔森氏
菌几乎相同，这提示JFK毒力岛可在耶尔森氏菌和致
病性大肠杆菌之间水平传播［$. ’ $#］。

断奶仔猪腹泻通常是由产肠毒素大肠杆菌

（9+C,@SCS6;T,+;> 4*53!%$53$" 567$，919G）引起，断奶仔
猪水肿病是由产志贺氏毒素大肠杆菌（\,@SCS6;T,+;>
4*53!%$53$" 567$，[19G）引起，相关的菌毛和毒素是这
两类大肠杆菌常见的毒力因子。为研究这两类疾病

是否还与其他毒力类型的大肠杆菌有关，本研究建

立了一种 D*E2,67FGH方法，用于 I99和 JFK毒力岛



的检测，研究了 !""和 #$%毒力岛在断奶仔猪源大
肠杆菌中的携带情况，并分析了部分菌株的相关基

因序列。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株：来自江苏省（&’’( ) &’’* 年）扬州、盐
城、南通的断奶仔猪腹泻源 +*’株，断奶仔猪水肿病
源 ,-株，断奶仔猪水肿病并发腹泻源 &*株；所有细
菌均采用麦康凯平板划线分离，然后在 !.培养基
上 (,/纯培养 &*0。!""1 大肠杆菌 2**&,+& 株，
#$%1大肠杆菌 2*3&-&+株、2*((’+*株，!""1 #$%1大
肠杆菌 2*-+’(+株，均为扬州大学兽医微生物实验
室分离鉴定。

!"!"# 引物：根据文献［&* ) &,］合成了 *对引物用
于 !""毒力岛 !"!# 基因（部分区域）和 #$%毒力岛
$%&&（部分区域）、’()#、"*+4 ,-.#4 $+,/ 基因的扩增，由
567686公司合成，浓度均为 3’99:;<!，引物序列详
见表 +。

表 ! 本试验中所用的引物
56=;> + ?;@A:BCD;>:E@F> GH@9>HI CI>F @B E0> IECFJ

$H@9>H $H@9>H I>KC>BD>（3L4(L） 56HA>E A>B> $M8 NH6A9>BE
I@O><=G

>6>4! P5P5MMQ5555PP5QQM5P5M5 !"!# *&3
>6>48 PP5M55M5QMQ5PM5Q5Q55MP
@HG&4! PPQQP55MQM5Q55PMMQQPM $%&& &R’
@HG&48 5MQ5MQQQMPQMQ555M55M5
NJCP4! QM555P5MM5M5QQMM55 ’()# S*R
NJCP48 QQMP5P55QPMQP55PPM
@BE.4! QPPMQQMQQPM5Q55PP5 "*+4 ,-.#4 $+,/ +(S+
@BE.48 P5MQM555QMQQQM55M5PQQ

!"!"$ 试剂：0"1 酶、TUP V6HW>H T!&’’’、限制性内
切酶、GQ"V! 45 载体系统、!TUP<2348" 1 5$+F#
V6HW>H、TUP V6HW>H T!&’’’、X4Q6;等均购自 567686
公司；8U6I> P、氨苄青霉素、5H@I4平衡酚、优质琼脂
糖等均购自上海华美生物工程公司。

!"# %&’模板的制备
所有 &*’株断奶仔猪源大肠杆菌均在 !.平板

上 (,/纯培养 &*0，各挑取 +个菌落，分别均匀悬浮
于 3’$!超纯水中；+’’/ +’9@B后，迅速冰浴 39@B，
*/ +’’’’H<9@B离心 39@B。取上清于 */保存作为
$M8的 TUP模板。
!"$ 检测 !"!# 与 $%&#的 %()*+,-./0方法的建立
取 +’ Y $M8 .CNN>H 3$!、VAM;&（&399:;<!）*$!、*

Y FU5$I（+’99:;<!）*$!、引物 >6>4!、>6>48、@HG&4!、
@HG&48（均为 3’$9:;<!）各 +$!、0"1 酶（3Z<$!）+$!、

TUP模板 &$!；加 #&? 至 3’$!。$M8 反应条件：

S*/ (9@B；S*/ ’[39@B，-*/ ’[39@B，,&/ +9@B，每
两个循环降低 +/，共 +& 个循环。然后 S*/
’[39@B，3R/ ’[39@B，,&/ +9@B，,&/ +’9@B，共 &’个
循环，*/保温。
!"1 2.3毒力岛 ’()# 的 ./0检测
取 +’ Y $M8 .CNN>H 3$!、VAM;&（&399:;<!）*$!、

* Y FU5$I（+’99:;<!）*$!、引物（ NJCP4!、NJCP48）（均
为 3’$9:;<!）各 +$!、0"1 酶（3Z<$!）+$!、TUP 模板
&$!；加 #&?至 3’$!；$M8循环参数如下：S*/ (9@B；

S*/ ’[39@B，3R/ ’[39@B，,&/ +9@B，共 (’个循环；
,&/ +’9@B，*/保温。
!"4 2.3毒力岛 "*+- ,-.#- $+,/ 的 ./0检测
取 +’ Y $M8 .CNN>H 3$!、VAM;&（&399:;<!）*$!、

* Y FU5$I（+’99:;<!）*$!、引物 @BE.4!、@BE.48（均为
3’$9:;<!）各 +$!、0"1 酶（3Z<$!）+$!、TUP 模板
&$!；加 #&?至 3’$!；$M8循环参数同 +[*。取 $M8
扩增产物 *$!在 +\琼脂糖凝胶中电泳 +0。以 TUP
V6HW>H T!&’’’为参照，观察扩增片段大小。
!"5 断奶仔猪源大肠杆菌 677和 2.3的分子流行
病学

取上述制备的 &*’ 株断奶仔猪源大肠杆菌的
TUP模板，分别采用方法 +[( 进行 $M8扩增，以确
定 !""和 #$% 在断奶仔猪源大肠杆菌中的分子流
行病学。

!"8 !"!#、$%&#、’()#、"*+- ,-.#- $+,/ 的克隆与序
列分析

随机取检测为 !""1大肠杆菌 3株和 #$%1大肠
杆菌 ,株（ $%&&1 ’()# 1 $+,/ 1 3株、$%&&1 ’()# ] $+,/ ] &
株）的 TUP模板分别用于 !"!#、$%&&、’()#、"*+4 ,-.#4
$+,/ 基因的 $M8扩增。将来自各菌株的 !"!#、$%&&、
’()#、$+,/ 扩增片段分别克隆至 GQ"V! 45载体。将
含有 !"!# 的重组质粒用 2348" 1 6"7"双酶切，将
含有 $%&&基因的重组质粒、含有 ’()# 基因的重组质
粒、含有 "*+4 ,-.#4 $+,/ 基因的重组质粒均用 6&8"
1 6"7"双酶切。所有酶切产物经琼脂糖凝胶电泳，
以 TUP<2348" 1 5$+F# V6HW>H、TUP V6HW>H T!4
&’’’为参照观察酶切片段大小。由 567686对重组
质粒中的插入片段进行序列测定。

# 结果和分析

#"! !"!# 与 $%&# %()*+,-./0产物鉴定
引物 >6>4!、>6>48单独用于 !"!# 的扩增及引物
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!"#$%&、!"#$%’单独用于 !"#$ 的扩增，其特异性相关
文献已有描述［$(，$)］；在此基础上本试验利用引物

*+*%&、*+*%’、!"#$%&、!"#$%’ 建立了 ,-#.*/%01’，并可
从 &223 大肠杆菌中扩增到约 ($)4# 的片段，可从
5063大肠杆菌中扩增到约 $784# 的片段，可从
&223和 5063大肠杆菌中扩增到 $ 个片段，且与期
望的大小相当（图 9），而从其他 &22: 和;或 506: 大
肠杆菌中不能扩增到期望的片段。表明该 ,-#.*/%
01’可特异性扩增 $%$& 与 !"#$ 基因并用于鉴定
&223大肠杆菌与 5063大肠杆菌。

图 ! 检测 !"!#与 $%&"的 #$%&’()*+,产物电泳图
<!=>9 ,-#.*/%01’ +?#.!@ABC D!EF +.. $%$& +BG !"#% $ #"!?*" #+!"C> H>

,IJ H+"K*" ,&$888；9L 01’ #"AG-@E M"A? 506 3 ’ > ()*! N()$O$9

CE"+!B；$L 01’ #"AG-@EC M"A? &223 506 3 ’ > ()*! N(O98P9 CE"+!B；PL

01’ #"AG-@EC M"A? +BG 506 3 ’ > ()*! N(PP89( CE"+!B；(L 01’ #"AG-@E

M"A? &223 ’ > ()*! N(($Q9$ CE"+!B>

"-" .*/毒力岛 ’()# 的 *+,检测
引物 +,-&%&、+,-&%’ 单独用于 +,-& 基因的检

测，其特异性相关文献中已描述［$O，$Q］。本研究利用

此 01’体系也可从部分 5063大肠杆菌中鉴定到相
应的 R(74# 的 ,IJ 片段（图 $），表明引物 +,-&%&、
+,-&%’可用于 +,-& 基因的 01’检测。

图 " 检测 ’()#与 "*+) ,-.#) $+,/的 *+,产物电泳图
<!=>$ 01’ G*E*@E!AB MA" +,-& +BG %./% 012&% !/03 =*B* AM 506 > H>

,IJ H+"K*" ,&$888；9 S $L 01’ #"AG-@EC（R(74#）AM +,-& M"A? ’ >

()*! CE"+!B N()$O$9 +BG N(PP89( "*C#*@E!T*.U；P S (L 01’ #"AG-@EC
（9PR94#）AM %./% 012&% !/03 M"A? ’ > ()*! CE"+!B N()$O$9 +BG N(PP89(

"*C#*@E!T*.U；)L IA 01’ #"AG-@EC M"A? &223 ’ > ()*! N(($Q9$ CE"+!B 4U

-C!B= #"!?*"C AM +,-& +BG %./% 012&% !/03 >

"-0 .*/毒力岛 "*+) ,-.#) $+,/ 的 *+,检测
引物 !BEV%&、!BEV%’ 单独用于 %./% 012&% !/03 基

因的检测，其特异性相关文献已描述［$O，$Q］。本研究

利用此 01’体系也可从部分 5063大肠杆菌中鉴定
到相应的 9PR94#的 ,IJ片段（图 $），表明引物 !BEV%
&、!BEV%’可用于 %./% 012&% !/03 基因的 01’检测，以
确定 506毒力岛在大肠杆菌基因组中的整合位置。
"-1 !"!#、$%&"、’()#、"*+) ,-.#) $+,/ 基因的克隆
重组质粒的酶切分析表明：从含有 $%$& 基因的

重组质粒中均可切出约 ($)4#的 ,IJ片段；从含有
!"#$基因的重组质粒中均可切出约 $784#的 ,IJ片
段；从含有 +,-& 基因的重组质粒中均可切出约
R(74#的 ,IJ片段；从 9个含有 !/03 基因的重组质
粒中可切出约 9P84#和 9$O84#的两个 ,IJ片段，从
其它 ( 个含有 !/03 基因的重组质粒中可切出约
9P84#、PO84#和 R884#的 P个 ,IJ片段。
"-2 重组质粒插入片段的序列分析
重组质粒中插入片段的序列分析表明：! )个

$%$& 序列均为 ($)4#，与已发表的 $%$& 基因的大小
及序列一致；" Q个 !"#$基因均为 $784#，与已发表
的 !"#$ 序列同源性大于 R7L$W；其中 ) 株 !"#$3

+,-& 3 !/03 3 菌株与 $ 株 !"#$3 +,-& : !/03 : 菌株的

!"#$序列的同源性大于 RRLPW；# )个 +,-& 基因均
为 R(74#，与已发表的 +,-& 序列的同源性大于
R7LPW；$ ) 个 %./% 012&% !/03 序列均为 9PR94#，与
已发表的 %./% 012&% !/03 序列的同源性大于 R)L7W；
其中 (个序列分别在第 9PP、(R(位碱基处各有 9个
4#5%酶切位点，而另外一个序列由于在第 (RP S
(R)位碱基处发生了 JXY!1JJ 变异，故只第 9PP
位碱基处有 9个 4#5%酶切位点，这与酶切分析完
全吻合。

"-3 断奶仔猪源大肠杆菌 455和 .*/的分子流行
病学

利用建立的 ,-#.*/%01’对 $(8株断奶仔猪源大
肠杆菌分离株的 &22毒力岛的 $%$& 基因和 506毒
力岛核心区的 !"#$基因进行了检测，结果发现 $R株
为 &223 5063（9$L87W），PR 株为 &223（9OL$)W），
99株为 5063（(L)7W）。进一步分析发现：在断奶仔
猪腹泻源分离株中，&223 5063 菌株共 $R 株
（$8LQ9W），&223菌株共 $$ 株（9)LQ9W），5063 菌株
共 R株（OL(PW）；在断奶仔猪水肿病源分离株中，
&223 菌株共 ) 株（OL)7W），5063 菌株共 $ 株
（$LOPW），没有发现 &223 5063菌株；在断奶仔猪水
肿病并发腹泻源分离株中，&223 菌株共 9$ 株
（)8W），没有发现 5063菌株和 &223 5063菌株。
"-6 ’()# 和 "*+) ,-.#) $+,/ 基因的检测
在 (8 株 5063 分 离 株 中，+,-& 3 有 $R 株

（Q$L)W）；%./% 012&% !/03 3 有 $R 株（Q$L)W）；+,-& 与
%./% 012&% !/03 均是同时出现。耶尔森菌的 506有一
个与 0(噬菌体整合酶基因同源的编码序列 !/03，位
于 %./% 012& 位点，本试验结果也表明断奶仔猪源大
肠杆菌的 506大多数与此位点连锁。
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!"# $%%和 &’(毒力岛与毒素之间的关系
通过 !""和 #$%毒力岛与毒素之间关系的比

较发现：在断奶仔猪源大肠杆菌中，!""&或 #$%&或
!""& #$%&的分离株通常为不产毒素的菌株；’(")*
"(") 携带 !"" 的比率（+,-）明显高于 ’(")
（./00-）和 "(")（1,/.0-）；仅有 1 株 ’(") 为
#$%&，而 "(")均为 #$%2（表 1）。

表 ! 断奶仔猪源大肠杆菌毒力岛 $%%和&’(与毒素之间的关系
(3456 1 789:;84<:8=> =? !"" 3>@ #$% 8> 1A, 89=53:69

?;=B @83;;C68D =; 6@6B3:=<9 9E8>69

%9=53:69 ?;=B (=F8> !""& #$% &
!""&

3>@ #$% &
!""2

3>@ #$% 2

783;;C68D 9E8>6 ’(G% 0
’(G%% A
!(G% & ’(G%% 1 H
’(G% & ’(G%% 0
!(G% & ’(G% & ’(G%% H
(=F8>9 >6I3:8J6 KL M 1M HK

"@6B3:=<9 9E8>6 ’:F16 + 1 +0
(=F8>9 >6I3:8J6 KH

"@6B3:=<9 3>@ ’:F16 & ’(G% H K1
783;;C68D 9E8>6 ’:F16 & !(G% & ’(G% +

’:F16 & !(G% & ’(G%% K

) 讨论

!""和 #$%毒力岛是人源、牛源、兔源致泻性大
肠杆菌的重要毒力因子［K N H，1.，1M］，但在断奶仔猪源大

肠杆菌中的报道尚少。为研究 !""和 #$% 毒力岛
在断奶仔猪源大肠杆菌中的分子流行病学，本试验

基于 !""毒力岛 !"!# 基因和 #$%毒力岛保守基因
$%&1建立了 7<O56FG$)P方法。
本研究结果表明，!""和 #$%毒力岛在断奶仔

猪源大肠杆菌中广泛流行分布，但在致仔猪腹泻和

水肿病菌株之间存在差异。致断奶腹泻大肠杆菌除

了公认的 "(")外，!""&、#$%&以及 !""& #$%&大肠
杆菌也已经占有重要地位，这对今后大肠杆菌病的

防治具有指导意义。至于断奶仔猪源大肠杆菌 !""
和 #$%毒力岛与致病能力的关系有待进一步研究。
肠道菌的大部分毒力岛仅存在于某种细菌甚至

某种致病性的细菌，如 !""毒力岛仅存在于致病性
大肠杆菌，其它细菌中未发现［0,］。但耶尔森菌的

#$%却不同，它不仅存在小鼠致死性耶尔森菌中，而
且也存在于肠杆菌科细菌的基因组（如克雷伯菌、枸

橼酸杆菌和大肠杆菌），提示耶尔森菌 #$%能在肠杆
菌科不同属之间水平转移。本研究发现，KH/HH-的
断奶仔猪源大肠杆菌为 #$%&，而且序列分析也证明

断奶仔猪源大肠杆菌的 $%&1、’()#、"*+G ,-.#G $+,/ 分
别与 Q6>R3>S中已发表的序列高度同源，这不仅进
一步证明了本试验所设计的 $)P方法的可靠性，也
为耶尔森菌 #$%的水平转移提供了重要证据。
现有报道认为，#$%毒力岛具有不稳定性，并含

有潜在的插入序列、整合酶等可移动成分，主要转移

到大肠杆菌染色体的 "*+G ,-.# 位点。#$%的主要结
构基因有 $%&1、$%&K和 ’()#，$%&1和 ’()# 通常同时存
在。而本研究结果表明：在 #$%&断奶仔猪源大肠杆
菌中，某些菌株却为 ’()# 2；约有 L1/+- #$%毒力岛
整合到 "*+G ,-.# 位点，提示大肠杆菌在通过水平转
移获得 #$%的过程中可能对其进行了修饰或重组，
使得 $+,/、’()# 基因片段丢失；"*+G ,-.#G $+,/ 阴性也
有可能与 #$%被整合到其他位置有关。
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