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摘 要：采用鸟枪法破译大肠杆菌 *$1 标准株的 *6抗原基因簇序列，并用生物信息学的方法进行了基因注释和分

析；采用基因缺失和互补的方法鉴定了 *$1 的 KLM6N5+O2+ P! 异构酶（N?/）；用同源建模的方法构建了 *$1 N?/ 的

高级结构并对其活性位点进行了分析；分析了不同血清型大肠杆菌 *6抗原基因簇中 !"# 基因的多样性；根据 *$1
*6抗原基因簇中的特异基因筛选出了可用于大肠杆菌 *$1 快速检测的特异 LO2 序列。
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大肠杆菌是动物和人类肠道中占主导地位的革

兰氏阴性菌，部分菌株为条件致病菌，按其致病机制

分为肠致病性大肠杆菌（ ;?,/0-R9,I-@/?=+ $ C %&’(，
;M;P）、肠侵袭性大肠杆菌（ ;?,/0-=?S9H=S/ $ C %&’(，
;T;P）、肠产毒性大肠杆菌（;?,/0-,-:=@/?=+ $ C %&’(，
;4;P）、肠出血性大肠杆菌（ ;?,/0-I9/<-00I9@=+ $ C
%&’(，;U;P）和肠聚集性大肠杆菌（;?,/0-9@@0/@9,=S/
$ C %&’(，;2;P）等［&］。大肠杆菌 *$1 是一株重要的

;4;P 致 病 菌，能 产 生 热 稳 定 肠 毒 素（I/9,6H,9.5/
,-:=?，V4），引起儿童和家畜的腹泻、皮下组织水肿

和神经系统病，在畜牧业生产上危害很大［$ ( !］。

*6抗原是一类多糖抗原，一般由 1 ( ) 个单糖

重复单位组成，存在于几乎所有革兰氏阴性菌的表

面，与细菌的致病性关系密切，在致病性、信号识别、

黏附、免疫逃避等过程中发挥重要作用。根据 *6抗
原不同，大肠杆菌可分为 &"" 种血清型。*6抗原是

自然界中最具多样性的分子之一，成为研究遗传多

样性和进化机理的理想材料［#］。

本实验破译了大肠杆菌 *$1 的 *6抗原基因簇

全序列，并鉴定了 KLM6N5+O2+ P! 异构酶（N?/），通

过构建并比较其高级结构，分析了 *$1 N?/ 可能的

活性位点。筛选出了对大肠杆菌 *$1 高度特异的

引物，可用于对该菌的快速检测。另外，对来自不同

血清型大肠杆菌的 &1 个 !"# 基因的遗传学分析表

明它们属于 1 个不同的进化来源。

+ 材料和方法

+,+ 材料

+,+,+ 菌种和质粒：大肠杆菌 *$1、*## 标准菌株、

*## 的 !"# 缺失菌株［"］及 W/D 辅助质粒 RXL$%［’］由

悉 尼 大 学 W//S/H 教 授 实 验 室 提 供；大 肠 杆 菌

（$)%*#+(%*(, %&’(）LU#!由 本 实 验 室 保 存；RN;Y646
/9HJ 载体购自 M0-</@9 公司，质粒 RXX$1$6) 和表达

载体 R4WP772 购自 MI90<9+=9 公司。

+,+," 酶和试剂：;:R9?D Z-?@ 4/<R59,/ MPW 酶购自

[-/I0=?@/0 Y9??I/=< 公司，MPW 纯化试剂盒、LO2 胶

回收试剂盒、4! LO2 连接酶、\=]90D MPW M0/RH 纯化

试 剂 盒 购 自 M0-</@9 公 司，$%&WT、-%&T、.,/UT、
0,%T、LO9H/T、̂ 6@95、TM4N、氨苄青霉素和氯霉素购自

上海 V9?@-? 公司。

+," 基因组 &(- 的提取

采用 [9H,=? 法［)］提取细菌染色体 LO2。

+,# !"# !$抗原基因簇的获得

根 据 !,’1 基 因 序 列 设 计 上 游 引 物（ #_6
244N4NNP4NP2NNN24P222N222461_），根 据 !"2
基因设计下游引物（ #_642N4PNPN4NONPP4NN244



!!"##$"$%&’）。以大肠杆菌 ()& 细菌基因组为模

板，用长 *$+ 方法扩增 (%抗原基因簇。*$+ 反应程

序如下：,-. )/01；,-. 234，53. &34，56. 27/01，

共 &3 个循环；56.延伸 8/01，得到 *$+ 产物。合并

5 管长 *$+ 产物，用 90:;<= *$+ *<>?4 纯化试剂盒纯

化 *$+ 产物［,］。

!"# $%& $’抗原基因文库的构建

用 @A;4>B 消化 *$+ 纯化产物，收集大小集中在

2 C &DE 之间的片段，经过补平，尾部补加碱基 !，与

?"FG%#%>;4H 载体在 #- @A! 连接酶作用下 25.连

接 )-I，取连接产物 )!J 电转 化 感 受 态 大 肠 杆 菌

@K7"，涂布在含有氨苄青霉素、L%M;N 和 B*#" 的 JO
固体培养基上，&8.过夜培养，筛选白色克隆，以碱

裂解法用 ,5 孔平板提取质粒，!"#+B 酶切鉴定插入

片段大小，挑选插入片段在 2DE 以上的克隆。采用

#8PQ?5 公用引物，用 !OB&8&3 型 @A! 自动测序仪完

成测序，用英国剑桥 G+$（G>=0R;N +>4>;<RI $ST1R0N）
分子生物学实验室出版的 QU;=>1 ?;RD;M> 软件包的

*<>M;?- 和 ";?- 软件拼接和编辑所有序列。

!"( 生物信息学方法进行序列分析

用英国 Q;1M>< 中心的 !<U>/04 软件发现开放阅

读框（(<V4），用 OJ!Q# 系列软件与 ">1O;1D 中的基

因比较初步确定这些开放阅读框的功能，将相似性

较差的基因搜索 $("，*V;/ 等二级数据库，进一步

确定 其 功 能，并 用 !<U>/04 完 成 基 因 注 释。 用

#GKGG（IUU?：PPWWWX RE4 X =UT X =DP4><Y0R>4P#GKGGP）
和 QG!+#（ IUU?：PP4/;<U X >/EN%I>0=>NE><M X @>P）进行

蛋白质跨膜片段的分析；用 $NT4U;N9 软件精确比对

@A! 和蛋白质序列；用 GF"! &Z3 软件构建系统进

化树；用 !RR>N<H4 公司的分子模拟软件 B140MIUBB 以及

QW044%?=E [0>W>< [&Z8 构建并分析 "1> 的三维结构。

!") 基因缺失

以 ?\\)&)%6 为模板，用大肠杆菌 ()& $%& 缺失

引物扩增氯霉素基因（引物见表 2），该引物 7’端为

根据 ()& $%& 基因上、下游 @A! 设计的用于同源重

组的 -3E? @A! 片段，&’端则根据氯霉素基因上、下

游设计，用于扩增完整的氯霉素基因。预期大小的

*$+ 产物用低熔点胶回收，试剂盒纯化。将纯化产

物电转化含有 ?\@)3 并经 B*#" 诱导的大肠杆菌

()& 感受态细胞。转化细胞在 &8.、)33<P/01 诱导

2I，涂布于含有氯霉素的 JO 固体培养基上，&8.过

夜培养，?\@)3 为温度敏感型辅助质粒，温度高于

&3.培养即自动消除［8］。挑取单克隆，用缺失检测

引物进行 *$+ 检测，筛选大肠杆菌 ()& 的 #’(8 缺失

株［8］。

!"* 体内互补

分别扩增大肠杆菌 ()& 的 #’(8 和 )77 的 $%&
基因（引物见表 2），用 *"#BP+,-KB，.,"BP+,-KB 分

别进行双酶切，克隆至表达载体 ?#+$,,!，构建重组

质粒，并分别电转化 (77 $%& 缺失株和 ()& #’(8 缺

失株的感受态细胞，涂布于含有氨苄青霉素和氯霉

素的 JO 固体培养基上，&8.过夜培养。筛选转化子

转接于 )3/J 含有氨苄青霉素和氯霉素的 JO 液体

培养基，加入 B*#" 诱导过夜。提取脂多糖（J*Q），用

Q@Q%*!"F 和银染方法［23］检测互补情况。

表 ! 大肠杆菌 $%& !"# 基因缺失和体内互补所用引物

#;EN> 2 *<0/><4 T4>= VS< /TU;U0S1 ;1= RS/?N>/>1U;U0S1 U>4U4 SV $%& 01 ! X "#/0 ()&
*<0/><4 (N0MS1TRN>SU0=> 4>]T>1R>4（7’ C &’）

*<0/>< ?;0<4 T4>= US =>N>U> $%& 01 ! X "#/0 ()& !!#!!#$#!!#!#!#!"!##!!$!#$#!$$""!"#"####!#""!"!!!!!!!#$!$#""
!!!#!$$!##"!"$!##$!#"$####!#!#!!$$"##$""#!!!!!!!##!$"$$$$"

*<0/>< ?;0<4 T4>= US RS1V0</ UI> /TU;U0S1 SV $%& 01 ! X "#/0
()&

$!!##"!#"!#!!#$$#""#"
#$!"$!$$##"#$"$$##"$

*<0/>< ?;0<4 T4>= US RNS1> $%& SV ! X "#/0 ()& ##"#$$!#""$#!##$##"##!$#""$
"##""!#$$#"#$!"""#"!#!$#"$"

*<0/>< ?;0<4 T4>= US RNS1> $%& SV ! X "#/0 (77 !#!#!"!"$#$!#"!!$"!#!!$"####"$#$
$"""!#$$##!$#$!"!$!!!!!#"$#!#

!"+ 特异基因的筛选

用 *$+ 方法筛选针对大肠杆菌的特异基因。

分别针对大肠杆菌 ()& (%抗原基因簇中的 123 和

124 基因设计两对引物（表 )），以 2,) 株大肠杆菌和

志贺氏菌的基因组为模板分别进行 *$+（表 &）。

*$+ 扩增条件：,-. )/01；,-. 274，退火温度因引

物的差异而不同（表 )），退火时间 734，8). )/01，共

&3 个循环；8). 8/01，反应体系为 )7!J。

&38程剑松等：大肠杆菌 ()& (%抗原基因簇序列的破译及 ^@*%A%乙酰葡萄糖%$-异构酶的鉴定 X P微生物学报（)335）-5（7）



表 ! 大肠杆菌 "!# "$抗原基因簇中寡糖单位处理基因及其中的引物和 %&’ 数据

!"#$% & ’() *%+*,-. /0 *1% +2%3,0,*4 /0 ! 5 "#$% 6&7 68"-*,.%- 29/3%++,-. .%-%+
:2%3,0,3 .%-%+ 6$,./-;3$%/*,<% +%=;%-3%+（>? @ 7?） A%-.*1 /0 *1% ’() 09".B%-*（#2） C--%"$,-. *%B2%9"*;9%（D）

&’(

!!!!E!!!C!(!!EEE(E
!!!!!!(!!C!E(!E((( F&7 >G

!!CC!C!C(!!E(E((EE
!C!!((C!(!E(EC!EE( 7HI >I

&’)

!E(C!CC(!(!!(CEE(E
E(!!EE!CCEE!C(E(!E FG& >7

!!CEE(CE!(CC!!!((E
CC!(!CE((CC!EC!EEE FIG >&

表 # 用于筛选特异基因的 ()! 株大肠杆菌和志贺氏菌及其来源!

!"#$% 7 J"3*%9,"$ +*9",-+ "-< ’() 2//$+ ;+%< 0/9 *%+*,-. /0 ! 5 "#$% 6&7
’//$ K/5 :*9",-+ /0 L1,31 319/B/+/B"$ MKC ,-3$;<%< ,- *1% 2//$ :/;93%

N ! 5 "#$% *42% +*9",-+ 6N，6&，67，6F，6>，6O，6N&，6N7，6NF，6N>，6NI，6NO，6NP"#，6&G，6&N，6&&，6&7，6&F，6>P QRS:
& ! 5 "#$% *42% +*9",-+ 6&>，6&I，6&O，6&H，6&P，67G，67&，677，67>，67I，67O，67H，6FG，6FN，6F&，6F7 QRS:
7 ! 5 "#$% *42% +*9",-+ 6FF，6F>，6FI，6FH，6FP，6>G，6>N，6>&，6>F，6>>，6>I，6>O，6>H，6IG，6IN，6I& QRS:
F ! 5 "#$% *42% +*9",-+ 6I7，6I>，6II，6IP，6OG，6ON，6OF，6O>，6OI，6OO，6OH，6OP，6HG，6HN，6H&，6H7 QRS:
> ! 5 "#$% *42% +*9",-+ 6HF，6H>，6HI，6HO，6HH，6HP，6PN，6P&，6PH，6PP，6NGN，6NG&，6NG7，6NGF，6NGI QRS:
I ! 5 "#$% *42% +*9",-+ 6NGO，6NGH，6NGP，6NNG，6NNN，6NN&"#，6NN&"3，6NN7，6NN>，6NNI，6NNH，6N&G，6N&7，6N&>，6N&I，6N&H QRS:
O ! 5 "#$% *42% +*9",-+ 6N&P，6N7G，6N7N，6N7&，6N77，6N7F，6N7>，6N7I，6N7O，6N7H，6N7P，6NFN，6NF&，6NF7，6NFF，6NF> QRS:
H ! 5 "#$% *42% +*9",-+ 6NFI，6NFO，6NFH，6N>G，6N>&，6N>F，6N>I，6N>O，6N>H，6N>P，6NIG，6NIN，6NI7，6NIF，6NI>，6NII QRS:T::Q

P ! 5 "#$% *42% +*9",-+ 6NIH，6NIP，6NOG，6NON，6NO&，6NO7
*+%,-$$. /)0-12-3%.- *42% +*9",-+ MN，M&，M7，MF，M>，MI，MO，MH，MP，MNG，MNN，MN&

"
QUR

NG *+%,-$$. 4#)/%% *42% +*9",-+ JN，J&，J7，JF，JI，JO，JH，JP，JNG，JNN，JN&，JN7，JNF，JN>，JNI，JNO，JNH QUR

NN *+%,-$$. 5$-(1-3% *42% +*9",-+ VN"，VN#，V&"，V&#，V7，VF#，V>（W：F），V>（W：O），VI，VX，VY
*+%,-$$. 0#11-% *42% +*9",-+ M:，M) QUR

N& ! 5 "#$% *42% +*9",-+ 67，6NN，67P，6>P，6IF，6O7，6PI，6P>，6NGG，6NNF，6N>N，6N>>，6N&F QRS:
N7 ! 5 "#$% *42% +*9",-+ 6N，6&，67，6F，6>，6O，6N&，6N7，6NF，6N>，6NI，6NO，6NP"#，6&G，6&N，6&&，6&F，6>P QRS:

!C */*"$ /0 N7 2//$+ /0 MKC L%9% B"<%，*1% 2//$ /0 K/5 N7 3/-*",-+ +"B% +*9",-+ L,*1 *1% 2//$ /0 K/5 N %Z3%2* 0/9 ! 5 "#$% 6&7[ QRS:：Q-+*,*;<% /0 R%<,3"$ "-<
S%*%9,-"94 :3,%-3%，C-%$",<%，C;+*9"$,"5 ::Q：:*"*%-+ :%9;B Q-+*,*;*%，(/2%-1".%-，M%-B"9\5 QUR：Q-+*,*;*% /0 U2,<%B,/$/.4 "-< R,39/#,/$/.4，(1,-%+%
C3"<%B4 /0 ’9%W%-*,W% R%<,3,-%5 "：6NO& "-< 6NO7 09/B :*"*%-+ :%9;B Q-+*,*;*%，(/2%-1".%-，M%-B"9\，/*1%9+ 09/B QRS:5

! 结果和分析

!*( 大肠杆菌 "!# "$抗原基因文库的构建与其基

因簇的序列分析

通过鸟枪法构建大肠杆菌 6&7 68抗原基因文

库并测序，得到大肠杆菌 6&7 68抗原基因簇完整序

列。该序列全长 P>G&#2，编码 O 个基因，所有基因的

转录方向一致，均从 ,.$6 基因到 ,1/ 基因。6&7 68
抗原基因簇平均（E ] (）含量为 7>[OP^，显著低于

大肠杆菌基因组的平均（E ] (）含量（>G^）。目前

普遍认为 E( 差异反映了 MKC 片段的外源性［NN］。

,.$6 和 ,1/ 均为大肠杆菌的持家基因，不负责 68抗
原基因簇的合成。大肠杆菌 6&7 68抗原的每个重

复单位 包 括 I 个 单 糖，分 别 为 E"$KC3，E"$，& 个

E$3KC3 和 & 个 E$3［N&］。由于转移第一个单糖 E$3KC3
或 E"$KC3 的糖基转移酶基因位于 68抗原基因簇之

外［N7］，我们推测 6&7 68抗原合成还需要 > 个糖基转

移酶，6&7 68抗原基因簇编码 F 个糖基转移酶基因，

分别为 #35&，#35F，#35> 和 #35I，另外 N 个糖基转移

酶基因可能位于 6&7 68抗原基因簇之外。此外，

6&7 68抗原基因簇还包含 N 个 _M’8K8乙酰葡萄糖8
(F 异构酶基因以及 & 个寡糖单位处理基因 &’( 和

&’)（表 F）。‘aZ 和 ‘a4 均为膜蛋白，分别具有 NN 个

和 P 个潜在的跨膜区段，‘a4 含有一个约 IG 个氨基

酸的亲水环，是 68抗原聚合酶的典型特征。

!*! 大肠杆菌 "!# 特异基因的鉴定

自上世纪 7G 年代，68抗原一直被用作目标分子

用于病原菌的血清学鉴定。但传统的血清学方法耗

时长，灵敏度低。本研究以大肠杆菌 6&7 68抗原基

因簇为基础实现了对 6&7 的分子分型。最近的研

究表明 68抗原基因簇中的寡糖单位处理基因（&’(，

&’)）通常为血清型特异基因［N7］。分别针对 &’(，

&’) 设计 & 对 ’() 引物（表 &）并对 NP& 株大肠杆菌

和志贺氏菌进行 ’() 反应，结果在第 N 组中均产生

了预期的 ’() 产物，片段大小在 &>G @ >GG#2 之间，

在其它 N& 组细菌中都没有扩增出可见的 ’() 产

物，因此说明根据 &’( 和 &’) 基因设计的引物对大

肠杆菌 6&7 是高度特异的，可用于快速准确检测人

FGO (bUKE c,"-8+/-. -2 .$ 5 T7"2. 8%"3#4%#$#,%". *%1%".（&GGI）FI（>）



体和环境中的大肠杆菌 !"#。

表 ! 大肠杆菌 "#$ "%抗原基因簇的基因功能预测

$%&’( ) *+,,%-. /0 1(2(3 42 ! 5 "#$% !"# !6%2741(2 1(2( 8’+37(-

9(2( :/8%74/2 42
!6%2741(2 8’+37(-

;/23(-<(= =/,%42（3）
（>0%, ?/5 @A B%’+(）

*4,4’%- C-/7(42（3），37-%42（3）
（9(2D%2E %88(334/2 2/5 ）

F=(274748%’@*4,4’%- G
（7/7%’ 2/5 /0 %%） >+7%74<( 0+2874/2

&’( H"I" J """K LM.
)*$+#,-$$* -,.-/%"*（NND)O#PQ）

"R@)O（#)"） !6%2741(2 C/’.,(-%3(

#/0" """) J #IO#
9’.8/3.’7-%230(-%3(

（>SIIR#R@) T (U #I）

*+1%- 7-%230(-%3(
1*".#"#""23 $*".%3 3+&3C5 :%8743（NNVI)#H)）

#)@RR（"QO） 9’.8/3.’7-%230(-%3(

&’4 #HIR J )"KH W.C/7X(748%’ 8X’/-/C’%37 YSPH
5-3#3.%6+* 7%/%8-（NNS)#PRK）

"Q@)P（HP"） ! +247 0’4CC%3(

#/0) )"QH J )OHK
9’.8/3.’7-%230(-%3(
3+1%-6&42=421 -(14/2

（>SI))PP@KZK T (U HQ）

;C3FB?
)./-9.#"#""23 *6*$*".%*-（NNV)#QHH）

)I@RQ（"I"） 9’.8/3.’7-%230(-%3(

#/0R )OH) J RQP)
9’.8/3.’7-%230(-%3(

（>SIIR#R@HZH T (U "R）

L&1!
!3":-/%":%* "#$%（NN:QKRRO）

#K@RP（"RR） 9’.8/3.’7-%230(-%3(

#/0Q RPKQ J QOO)
9’.8/3.’7-%230(-%3(3 1-/+C H

（>SIIR#)@"Z# T (U #)）

Y0C
):%6-$$* 8(3-,.-/%*-（NNN"QR#K）

)O@QK（#K#） 9’.8/3.’7-%230(-%3(

6,- KI"R J PI))
?N[ =(C(2=(27
(C4,(-%3(@=(X.=-%7%3(

（>SIH#KI@HZ) T (U HRQ）

92(
;-/3%,%* -,.-/#"#$%.%"*（7.C( !：P）

（NN;QIKKK）
QH@KR（##Q） \[>61%’%87/3( )6(C4,(-%3(

图 & 大肠杆菌 "#$ !"# 的缺失及互补株的 ’() 聚丙烯

酰胺凝胶电泳分析

S415 H [(’(74/2 %2= 8/,C’(,(27%74/2 %2%’.343 /0 ! 5 "#$% !"# 6,-

1(2(5 ](,&-%2( (^7-%873 _(-( -+2 /2 *[*6>N9A 1(’3 %2= 37%42(= &.

34’<(- 37%424215 N：H 5 ! 5 "#$% !RR 7.C( 37-%42；"5 ! 5 "#$% !RR ,433421

473 6,- 1(2(；# 5 ! 5 "#$% !RR ,433421 473 6,- 1(2( %2= 8/,C’(,(27(=

_47X #/0K /0 ! 5 "#$% !"#Z D：H 5 ! 5 "#$% !"# ,433421 473 6,- 1(2(；"5

! 5 "#$% !"# 7.C( 37-%42；#5 ! 5 "#$% !"# ,433421 473 6,- 1(2( %2=

8/,C’(,(27(= _47X 7X( 6,- 1(2( /0 ! 5 "#$% !RRZ

#*$ 大肠杆菌 "#$ 中 +,- 的功能鉴定

野生型大肠杆菌 !"# 和 !RR 均可产生正常的

!6抗原，其脂多糖（:>*）表现为光滑型，:>* 的聚丙

烯酰胺凝胶电泳显示类脂 N 和 !6抗原的典型带谱

（图 H）。采用 [%73(2E/ 等［K］建立的基因缺失方法用

氯霉素基因替换大肠杆菌 !"# 的 #/0K 以构建 !"#
#/0K 的缺失株。大肠杆菌 !"# 的 #/0K 缺失株以及大

肠杆菌 !RR 的 6,- 缺失株均不能合成正常的 !6抗
原，其 :>* 只包含类脂 N，表现为粗糙型，:>* 聚丙

烯酰胺凝胶电泳只显示类脂 N 而缺少 !6抗原的典

型带谱（图 H）。将大肠杆菌 !"# 的 #/0K 转化大肠杆

菌 !RR 的 6,- 缺失株或将大肠杆菌 !RR 的 6,- 转化

大肠杆菌 !"# 的 #/0K 缺失株后，均可使粗糙型 :>*
恢复为光滑型 :>*，即大肠杆菌 !"# 的 #/0K 和 !RR
的 6,- 基因可以实现功能互补（图 H）。因大肠杆菌

!RR 的 92( 已经过实验鉴定，所以可进一步确定大

肠杆菌 !"# 的 #/0K 为 \[>69’8?N8 ;) 异构酶基因，

并命名为 6,-。

#*! 构建大肠杆菌 "#$ 中 +,- 的高级结构

图 # 用同源建模方法构建的大肠杆菌 "#$ +,- 的高级

结构

S415" *7-+87+-(3 /0 ! 5 "#$% !"# 92( 1(2(-%7(= &. X/,/’/1. ,/=(’421

,(7X/=5 N：$X( C-(=487(= 37-+87+-( /0 ! 5 "#$% !"# 92( &%3(= /2 7X(

37-+87+-( /0 9%’A! 8/,C’(^(= _47X ?N[W %2= \[>69’8；D：$X(

C-(=487(= 37-+87+-( /0 ! 5 "#$% !"# 92( &%3(= /2 7X( 37-+87+-( /0 9%’A!
8/,C’(^(= _47X ?N[W %2= \[>69’8?N85

大肠杆菌 !"# 中的 92( 与 "OO 位氨基酸突变的

大肠杆菌 \[>69’+ ;) 异构酶有较高相似性（KIG）。

在此，我们将 "OO 位氨基酸发生突变 \[>69’+ ;) 异

构酶称为 9%’A!，9%’A!的 "OO 位氨基酸由原来的

$-. 突变为 ;.3，导致底物结合位点空间变大。突变

后，9%’A!对 \[>69’+ 的催化活性下降了 R 倍，但对

RIK程剑松等：大肠杆菌 !"# !6抗原基因簇序列的破译及 \[>6?6乙酰葡萄糖6;)异构酶的鉴定 5 @微生物学报（"IIQ）)Q（R）



!"#$%&’()’ 的催化活性提高了 *+, 倍［-.］。%/&0!
的高级结构己知，我们分别采用与 !"#$%&1 和 !"#$
%&’()’ 结晶的 %/&0!为模板构建了大肠杆菌 2*+
%34 的高级结构（图 *）。

2*+ 的 %34 与 %/&0!的高级结构极为相似，虽

然它们表面电势分布有较大差别，但在底物结合位

点附近具有相似的结构和电势分布，前者底物结合

袋状区的入口略大于后者（图 +）。当我们比较大肠

杆菌 2*+ %34 高级结构（以与 !"#$%&1 结晶的 %/&0

!为模板构建）和与 !"#$%&1 结晶的 %/&0!的高级

结构时，发现两者具有相同的活性位点；而比较大肠

杆菌 2*+ %34 高级结构（以 %/&0!为模板构建）和与

!"#$%&’()’ 结晶的 %/&0!的高级结构时，我们发

现，两者在与底物 !"#$%&’()’ 及辅酶 ()"5 相邻的

*6 个氨基酸中，仅有一个氨基酸的差异，即 7+ 位氨

基酸在 2*+ %34 和 %/&0!中分别为 89: 和 ;41（图

.）。因此，我们推测大肠杆菌 2*+ 的 %34 具有 !"#$
%&’()’ <. 异构酶和 !"#$%&1 <. 异构酶的双重活

性。在第一组来源相同的 -- 个 %34 中，来自小肠结

肠炎耶尔森菌 27 的 %34 也具有 !"#$%&’()’ <. 异

构酶和 !"#$%&1 <. 异构酶的双重活性［-6］。在这 --
个 %34 中除大肠杆菌 27= 和 2-*> 的 %34 在 *?? 位

置的氨基酸为 @49 外，其它 %34 在 *?? 位置的氨基酸

均为 <:A，@49 和 <:A 结构相似，且均为不带电荷的极

性氨基酸。因此，我们推测第一组 %34 可能均有

!"#$%&’()’ <. 异构酶和 !"#$%&1 <. 异构酶的双重

活性。

图 ! 大肠杆菌 "#! $%& 和 $’()!的表面静电势分布

BCDE + 0&4’F9GAF/FC’ HGF43FC/& I/HA GJ ! E "#$% 2*+ %34 /3K %/&0! E )：

8L4 KCAF9CM1FCG3 GJ FL4 4&4’F9C’ ’L/9D4 /F FL4 IG&4’1&/9 A19J/’4 GJ ! E "#$%

2*+ %34；N：8L4 KCAF9CM1FCG3 GJ FL4 4&4’F9C’ ’L/9D4 /F FL4 IG&4’1&/9

A19J/’4 GJ %/&0! E 8L4 IG&4’1&/9 A19J/’4A C3 ) /3K N C3KC’/F4 O/3 K49

P//&A A19J/’4A QLC’L Q494 ’/&’1&/F4K M/A4K G3 FL4 O/3 K49 P//&A 9/KC1A

GJ 4/’L /FGI M: @QCAA$HKM OC4Q49 O+R>R PLCF4 94H94A43FA 341F9/&

HGF43FC/&，M&/’S 94H94A43FA HGACFCT4 /3K 34D/FCT4 HGF43FC/&AE 8L4 ’/TCFC4A

’C9’&4K M: M&/’S &C34A Q494 FL4 MC3KC3D ACF4A GJ A1MAF9/F4AE

图 * 大肠杆菌 "#! $%& 和 +’()!活性位点的比较

BCDE. )’FCT4 ACF4 KCJJ4943’4A M4FQ443 %34 GJ ! E "#$% 2*+ /3K %/&0! E

)：8L4 /IC3G /’CK 94ACK14A GJ %34 GJ ! E "#$% 2*+（D9/:）/3K %/&0!
（QLCF4）&G’/F4K QCFLC3 /HH9GUCI/F4&: +R*V GJ /FGIA GJ FL4 ()"5（M&/’S）

/3K !"#$D&1’GA4（M&/’S）IG&4’1&4A；N：8L4 /IC3G /’CK 94ACK14A GJ %34 GJ

! E "#$% 2*+（D9/:）/3K %/&0!（QLCF4）&G’/F4K QCFLC3 /HH9GUCI/F4&:

+R*V GJ /FGIA GJ FL4 ()"5（ M&/’S） /3K !"#$D&’()’（ M&/’S）

IG&4’1&4AE

#,- !"# 的多样性分析

!"#$%&’()’ <. 异 构 酶 基 因，可 催 化 !"#$
%&’()’ 形成 !"#$%/&()’。在此，我们将所有 !"#$
%&’()’ <. 异构酶基因通称为 &’(。目前，已知 -,
种血清型大肠杆菌和 + 种血清型志贺氏菌的 2$抗
原基因簇中存在 &’(，与相应菌株 2$抗原中含有

%&’()’ 结果一致。将这些 &’( 与相似性较高的基

因构建系统进化树，发现它们有 + 个不同的进化来

源（图 6）。其中，包括来自大肠杆菌 2*+ 的大部分

&’( 属于第一组，与另一组旁系同源基因 &)$! 具有

一定的相似性。*)$! 为 !"#$%&’ <. 异构酶，催化

!"#$%&’ 形成 !"#$%/&。 &)$! 在大肠杆菌中为持家

基因，与半乳糖激酶基因（ &)$+），半乳糖$-$磷酸尿

苷酰转移酶基因（&)$,）组成半乳糖操纵元［-=］。 &’(
不是持家基因，在大肠杆菌和志贺氏菌中与 2$抗原

中的单糖合成相关。系统进化树显示的第一组 &’(
和第二组 &’( 均位于相应 2$抗原基因簇的内部，第

三组 &’( 则位于持家基因 &)$- 前面，与相应 2$抗原

基因簇相邻。2$抗原基因簇中存在频繁的基因横向

转移，序列比较的结果显示这种转移主要由于同源

重组或转座子转座导致［->］。由此推测，在大肠杆菌

2$抗原基因簇中存在不同来源的 &’( 可能由于基因

的横向转移造成，这种横向转移进一步造成了大肠

杆菌 2$抗原的多样性，同时可以使宿主在较短时间

内获得更好的适应性。

=,> <50(% WC/3$AG3D (. )$ E X/".) 0%"1#2%#$#&%") 3%’%")（*,,=）.=（6）



图 ! 用邻位加入法构建的 !"# 和 !$%& 的系统进化树

!"#$% &’( )’*+,#(-(."/ .0(( 1,0 !"# 2-3 !$%& #(-(02.(3 4* .’( -("#’4,056,"-"-# 7(.’,3$

8974(0: "- 402/;(.: 0()0(:(-. 2//(::",- -974(0: ,1 .’( :(<9(-/(: "- =(-42-;$

" 讨论

以表面多糖为目标的血清学免疫反应自上世纪

>? 年代以来一直被用于对细菌的分型和鉴定，是鉴

定致病菌的重要手段。这种诊断方法需要大量的抗

血清，而抗血清一般种类不全，数量不足，大量的抗

血清在制备和储存中也存在一些困难。另一方面此

法耗时长、灵敏度低、漏检率高、准确性差，这种传统

的血清学检测方法将逐渐为现代分子生物学方法取

代。我们根据大肠杆菌 @A> 的 @5抗原特异基因设

计的 B 对引物，对大肠杆菌 @A> 有很好的特异性，因

此可利用筛选出的特异 C8D 片段用于基因芯片或

EFG 方法对大肠杆菌 @A> 的快速检测。目前，利用

特异基因对大肠杆菌进行分子分型的方法已被广泛

研究［HI］。

大肠杆菌 @5抗原是自然界中最富多样性的生

物物质之一，@5抗原多样性的遗传学研究成为近年

来的一个热点领域［H>］。@5抗原基因簇的横向转移

是促成 @5抗原多样性的重要原因之一，不同血清型

大肠杆菌 @5抗原基因簇中的 !"# 基因存在 > 个不

同的进化来源，为 @5抗原基因簇中基因的横向转移

提供了很好的例证。在大肠杆菌 > 种不同来源的

!"# 中，只有 @%% 的 !"# 经过鉴定［J］。在本研究中，

我们结合基因缺失和三维建模详细分析了 @A> 中

=-( 的功能。
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