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产志贺毒素大肠杆菌 O18 XZ113 株主要毒力基因 eaeA、stx2、
ehxA 突变株的构建及其对小鼠的致病作用
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摘要:【目的】探讨毒力基因 eaeA、stx2、ehxA 与产志贺毒素大肠杆菌 O18 致病力的关系。【方法】利用 λ-Red
重组系统，构建 STEC XZ113 株 eaeA、stx2、ehxA 基因缺失突变株并进行一系列生物学特性的研究。【结果】
细胞粘附试验表明突变株 XZ113△eaeA 对 HEp-2 细胞的粘附能力明显降低;Vero 细胞毒素试验表明突变株

XZ113△stx2 失去了使 Vero 细胞发生病变的能力;溶血活性试验表明突变株 XZ113△ehxA 无法在血平板上

产生溶血圈，丢失了溶血能力。回复株在以上表型方面与野生株 XZ113 一致;与亲本株的体外竞争试验结

果表明，突变株竞争力减弱，体内竞争结果表明突变株 XZ113△eaeA 被中度致弱;突变株 XZ113△stx2 和突

变株 XZ113△ehxA 被高度致弱。【结论】stx2、ehxA 基因在 STEC O18 XZ113 株的致病过程中发挥着更为重要

的作用。
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由 产 志 贺 毒 素 大 肠 杆 菌 ( Shiga toxin-producing
Escherichia coli，STEC) 所引起的人类疾病不断被报

道。据统计，从患病人体内已经分离到了 472 种 血

清型的 STEC［1］。其中 O157:H7 是典型的致病血清

型，但 在 某 些 地 区，非 O157 STEC 菌 株 比 O157
STEC 菌 株 更 容 易 从 腹 泻 或 HUS 病 人 体 内 分 离

到
［2］。据 WHO 统计显示，从患有 HUS 病人样本所

分离 的 STEC 中，非 O157 STEC 所 占 的 比 例 为

7% － 90%［3］。由于非 O157 STEC 在动物中的带菌

率比较高，因此对食物污染的机率比 O157 更大
［4］。

但对非 O157 STEC 的监测仅局限于少量的实验室，

对它们的认识水平也比较低
［5］。

近年来，肠出血性大肠杆菌 ( entero-hemorrhagic
E． coli，EHEC) O157:H7 毒 力 基 因 的 研 究 取 得 了

突破性进展。据对 GenBank 中 O157: H7 分离株的

全基因组序列进行的不完全统计，迄今至少有 19 株

O157: H7 分离株完成了全基 因 组 测 序 工 作。研 究

表明 O157: H7 的主要毒力基因包括染色体上原噬

菌体编码的志贺毒素基因( stx)、LEE 致病岛上决定

A /E 表型 的 基 因 和 质 粒 编 码 的 肠 溶 血 素 基 因
［6］。

志贺毒素是一种决定 EHEC 特性的最为重要的毒力

因子，是导致 O157 感染病人出 现 HC、HUS 的 主 要

原因
［7］。Stx 毒 素 按 照 抗 原 性 和 免 疫 原 性 的 不 同，

分为 Stx1 和 Stx2 两 种 类 型。LEE 是 位 于 染 色 体 上

编码毒力因子的基因群，它所编码的毒力因子是引

起肠 黏 膜 黏 附 与 脱 落 ( attaching and effacing，A /E)

损伤所必需的。许多研究认为，引起 A /E 损伤最主

要的一个基因就是 eae 基因
［8］。几乎所有的 EHEC
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O157:H7 均含有一个约 90 kb 的大质粒 pO157。肠

溶血素基因就位于这个大质粒上，它由 4 个片段构

成，即 hlyA，hlyB，hlyC 和 hlyD。尽管 HUS 病人能够

产生肠溶血素抗体，但肠溶血素在 EHEC 致病过程

中所扮演的角色现在研究的还不是很清楚
［9］。

虽然非 O157 STEC 和 O157 STEC 同属特定的致

病大肠杆菌类型，但它们在毒力、组织嗜性及致病力

的分子机制方面仍然存在一定的差异
［10］。本文以从

健康奶牛分离的对小鼠具有高致病力的 STEC XZ113
(O18:H-) 株主要毒力基因 eaeA，stx2，ehxA 为研究对

象，运用分子生物学的方法构建 XZ113△eaeA、XZ113
△stx2 及 XZ113△ehxA 基因缺失突变株，评价其致病

性，探讨 eaeA，stx2，ehxA 基因与 STEC XZ113 株致病

性的关系，为研制相应疫苗奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌株和质粒:实验所用的菌株和质粒见表 1。

1. 1. 2 主 要 试 剂 和 仪 器: Agarose Gel DNA
Purification Kit 购 自 大 连 TaKaRa 公 司; Taq DNA
Polymerase、T4 连 接 酶 购 自 Fermentas 公 司; 博 莱 霉

素 ( Zeocin )、卡 那 霉 素 ( Kanamycin )、氯 霉 素

(Chloramphenicol) 购 自 Invitrogen 公 司; 萘 啶 酮 酸

(nalidixic acid，Nal) ，上 海 生 工 生 物 工 程 技 术 有 限

公 司 进 口 分 装。 PCR clean up kit 购 自 杭 州

AXYGEN 公 司; IPTG、 X-gal、氨 苄 青 霉 素

(Ampicillin) 购自德国 Roche 公司;抗生素使用浓度

为:氨苄青霉 素 60 μg /mL、卡 那 霉 素 50 μg /mL、博

莱霉 素 25 μg /mL、氯 霉 素 30 μg /mL、萘 啶 酮 酸

50 mg /L。核酸蛋白检测仪，德国 Eppendoff 公司;恒

温金属浴(CHB-100 型) ，杭州大和热磁电子有限公

司;PCR 仪 2400 型，美 国 Applied biosystem 公 司;

BIO-RAD3000XI 型 电 泳 仪，美 国 BIO-RAD 公 司;

UV-2000 紫 外 分 析 仪，天 能 科 技 ( 上 海) 有 限 公 司;

电 穿 孔 仪，德 国 Eppendoff 公 司; Spectrophotometer
(NanoDropR ND-1000)。

表 1 菌株和质粒

Table 1 Bacterial strains and plasmids used in this study
Strains and plasmids Description Source

bacteria
XZ113 cattle-origin STEC serotype O18:H － this study
DH5α endA1 hsdR17( r －

k m +
k ) supE44 thi-1 recA1 gyrA Invitrogen

(NalR ) RelA1△ ( lacIZYA-argF) U169deoR (ф80d
lac △ ( lacZ) M15) Stable

XZ113△eaeA eaeA mutant of XZ113，ZeoR this study
XZ113△stx2 stx2 mutant of XZ113，KanR this study
XZ113△ehxA ehxA mutant of XZ113，CamR this study

plasmids
pGEM-TR EasyVector TA cloning Vector，ApR Promega
pT-eaeA eaeA cloned into pGEM-TR Easy Vector this study
pT-stx2 stx2 cloned into pGEM-TR Easy Vector this study
pT- ehxA ehxA cloned into pGEM-TR Easy Vector this study
pBluescriptⅡSK( － ) cloning vector Fermentas
pS- eaeA EcoR I-EcoR V eaeA fragment cloned into SK( － ) this study
pS- stx2 EcoR I stx2 fragment cloned into SK( － ) this study
pS- ehxA Pst I ehxA fragment cloned into SK( － ) this study
pEM7 /Zeo Zeocin-resistant cassette Invitrogen
pUC4K Kanamycin-resistant cassette Invitrogen
pKD3 Chloramphenicol-resistant cassette Invitrogen
pS- eaeA-Zeo Zeocin-resistant gene inserted into pS- eaeA this study
pS- stx2-Kana Kanamycin-resistant gene inserted into pS- stx2 this study
pS- ehxA-Cam Chloramphenicol-resistant gene inserted into pS-ehxA this study
pGEX-6p-1 expressing vector for use with E． coli Pharmacia
pGEX-6p-1-eaeA BamH I-Sal I eaeA fragment cloned into pGEX-6p-1 this study
pGEX-6p-1-stx2 BamH I-Sal I stx2 fragment cloned into pGEX-6p-1 this study
pGEX-6p-1-ehxA BamH I-Sal I ehxA fragment cloned into pGEX-6p-1 this study
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1. 1. 3 试验 动 物:清 洁 级 BALB / c 小 鼠，雌 性，3 周

龄，体重 10 g － 12 g，由扬州大学实验动物中心提供。
1. 2 分子生物学及数据分析软件

Primer Premier 5. 0 引物设计软件;Lasergene 序

列分析软件;SPSS 13. 0 数据分析软件。
1. 3 质粒 pS-eaeA-Zeo，pS-stx2-Kana 及 pS-ehxA-
Cam 的构建

用引 物 OeaeA-F /R、Ostx2-F /R、OehxA-F /R ( 见

表 2) 分别扩增 eaeA、stx2、ehxA 基因，并将其分别插

入到 pBSK 载体 的 多 克 隆 位 点 中，再 运 用 基 因 重 组

的方法将三种抗性基因 Zeo、Kan、Cam 分别插入到

各目的基因中，构建出带抗性基因标志的重组质粒

pS-eaeA-Zeo、pS-stx2-Kan 和 pS-ehxA-Cam［11］。

表 2 引物序列

Table 2 Nucleotide sequences of synthetic
oligonucleotide primers

Primer code Primer sequence(5'→3')
Annealing
temp /℃

OeaeA-F GCAGTCGACTTGGTAGCCAGCTCCAGT
Sal I

55

OeaeA-R TCAGGATCCTTTCGGTCATAGGCGCGA
BamH I

55

Ostx2-F CGCGTCGACAAATGGGTACTGTGCCTG
Sal I

55

Ostx2-R TCAGGATCCGAAACGCTGCAGCTGTAT
BamH I

55

OehxA-F TCAGTCGACATCAGGCATGGCTCTTGA
Sal I

55

OehxA-R CGCGGATCCGATGCTCCTGTTGCATCA
BamH I

55

eaeA-Re-F TCAGGATCCATGATTACTCATGGTTTT
BamH I

52

eaeA-Re-R GCAGTCGACTTATTTTACACAAACAGA
Sal I

52

stx2-Re-F TCAGGATCCATGAAGTGTATATTATTT
BamH I

55

stx2-Re-R GCAGTCGACTTATTTACCCGTTGTATA
Sal I

55

ehxA-Re-F TCAGGATCCATGACAGTAAATAAAATA
BamH I

50

ehxA-Re-R GCAGTCGACTCAGACAGTTGTCGTTAA
Sal I

50

1. 4 运 用 Red-重 组 功 能 构 建 基 因 缺 失 突 变 株

XZ113△eaeA、XZ113△stx2 及 XZ113△ehxA
将 PCR 扩增的片段 eaeA-Zeo、stx2-Kan 及 ehxA-

Cam 分 别 电 转 化 到 含 有 pKD46 的 感 受 态 细 胞

XZ113 中，通 过 λ-Red 重 组 系 统 产 生 了 eaeA、stx2、
ehxA 基因缺失突变株

［11］。

1. 5 突变株 XZ113△eaeA、XZ113△stx2 及 XZ113
△ehxA 生物学特性的研究

1. 5. 1 细菌生长 曲 线 的 测 定:LB 肉 汤 中 过 夜 培 养

的野 生 株 XZ113 和 突 变 株 XZ113 △eaeA、XZ113
△stx2 及 XZ113△ehxA 加入 10 mL 的 LB 肉汤中( 调

节 OD600 = 0. 05)。在 37℃ 恒温摇床中，以 220 r /min
摇振培养;在培养后的 0. 5、1、1. 5、2、2. 5、3、3. 5 和 4
h 测定培养物的 OD600 值，并绘制细菌的生长曲线。
1. 5. 2 体内外竞争试验:细菌的培养:将 细 菌 在 麦

康凯平板上 37℃ 静置培养 18 h，挑取 10 个 菌 落 在

LB 固体培养基上划线，37℃ 静置培养 4 h;用 1 mL
含 15% 甘油的 PBS 将 LB 平板上的所有菌落刮下，

将细菌浓度调至 1010 CFU /mL。
在体外竞争试验时，将 XZ113 野生株与突变株

XZ113△eaeA、XZ113△stx2 及 XZ113△ehxA 分 别 以

1∶ 1的比例混匀，接种于 LB 肉汤 37℃ 静置培养 4 h。
分别用有 Zeocin、Kanamycin 或 Chloramphenicol 抗性

的和无抗性 的 LB 固 体 培 养 基 进 行 细 菌 计 数，18 h
后观察结果。

在体内竞争试验时，对 XZ113 野生株与突变株

XZ113△eaeA、XZ113△stx2 及 XZ113△ehxA 分 别 进

行萘啶 酮 酸 的 抗 性 诱 导
［11］。每 组 10 只 3 周 龄

BALB / c 雌鼠，共 分 为 3 组。将 XZ113 野 生 株 与 突

变株 XZ113△eaeA、XZ113△stx2 及 XZ113△ehxA 分

别以 1∶ 1的比例混匀，每只小鼠灌胃接种 0. 2 mL 的

混合菌 液 ( 每 只 小 鼠 最 终 接 种 野 生 株、突 变 株 各

5 × 109CFU)。接种 24 h 和 48 h 后，分 别 扑 杀 4 只

小鼠，无菌取心血及内脏器官中的肝脏、脾脏、肺脏、
肾脏、小 肠、盲 结 肠 称 重 后 研 磨，经 稀 释 后 用 有

Zeocin、Kanamycin 或 Chloramphenicol 抗 性 的 和 Nal
抗性的 LB 固体培养基进行细菌计数，18 h 后 观 察

结果。
竞争指 数 ( CI) 的 计 算 方 法 是: 输 出 量 的 比 率

( 突变株 /野生株) 除以输入量的比率( 突变株 /野生

株)。如 CI 值在 0. 1 － 1 之间，说明突变株的毒力被

轻度致弱;若 CI 值 在 0. 01 － 0. 1 之 间，说 明 突 变 株

的毒力被中度致弱;若 CI 值 在 0 － 0. 01 之 间，说 明

突变株的毒力被高度致弱
［12］。

1. 6 突变株的回复拯救试验

1. 6. 1 重 组 质 粒 pGEX-6p-1-eaeA、pGEX-6p-1-stx2
和 pGEX-6p-1-ehxA 的 构 建: 用 引 物 eaeA-Re-F /R、
stx2-Re-F /R、ehxA-Re-F /R ( 见 表 2 ) 扩 增 完 整 的
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eaeA、stx2、ehxA 基因，克隆入 pGEX-6p-1 载体 中，构

建 重 组 质 粒 pGEX-6p-1-eaeA、pGEX-6p-1-stx2 和

pGEX-6p-1-ehxA。
1. 6. 2 电转化受体菌获得回复拯救株:将重组质粒

pGEX-6p-1-eaeA、pGEX-6p-1-stx2 和 pGEX-6p-1-ehxA
分别 电 转 化 入 感 受 态 细 胞 XZ113 △eaeA、XZ113
△stx2、XZ113 △ehxA 中，电 转 化 菌 液 涂 布 于 含

Ampicillin 的 LB 平板 上，37℃ 培 养 24 h 后，挑 取 单

菌落进行 PCR 鉴定，获得的回复拯救株命名为 Re-
XZ113△eaeA，Re-XZ113△stx2，Re-XZ113△ehxA。
1. 6. 3 回 复 株 生 长 曲 线 的 测 定: 测 定 方 法 同

1. 5. 1。
1. 7 表型鉴定试验

1. 7. 1 XZ113、XZ113△eaeA 及 Re-XZ113△eaeA 对

HEp-2 细胞的黏附试验:将新鲜培养的菌株 XZ113，

XZ113△eaeA，Re-XZ113△eaeA 的 细 菌 量 调 为 2 ×
107

个活菌 ( 菌落计数法定量) ，接种于 HEp-2 细胞

上，在 37℃ 培养 3 h。吸去营养液，固定、染色、干燥

镜检
［13］。

1. 7. 2 XZ113、XZ113△stx2 和 Re-XZ113△stx2 对

Vero 细胞毒性试 验:用 10% 的 DMEM 培 养 Vero 细

胞，待 24 h 长满后，经胰酶消化 30 s － 1 min，分瓶

扩大培养，将未经诱导的 XZ113、XZ113△stx2 和 Re-
XZ113△stx2 细菌培养液的滤液接种已 长 成 单 层 的

Vero 细胞后，观察细胞病变
［14］。

1. 7. 3 XZ113、XZ113△ehxA、Re-XZ113△ehxA 溶血

活 性 的 检 测: 将 菌 株 XZ113、XZ113 △ehxA、Re-
XZ113△ehxA 和 E． coli K12 分 别 涂 布 含 5% 洗 涤 后

的绵羊红细 胞 的 血 平 板，37℃ 培 养 16 h，观 察 溶 血

圈
［15］。

3 结果

3. 1 质 粒 pS- eaeA -Zeo，pS-stx2-Kana 及 pS-
ehxA-Cam 的鉴定结果

经 OeaeA-F /R 引 物 扩 增 鉴 定，得 到 阳 性 质 粒

pS-eaeA-Zeo，条带大小为 1350 bp。用 Ostx2-F /R 引

物鉴定得到阳性质粒 pS-stx2-Kan，条带大小为 1900
bp。经 OehxA-F /R 引 物 扩 增 鉴 定，得 到 阳 性 质 粒

pS-ehxA-Cam，条带 大 小 为 2100 bp。将 3 个 重 组 质

粒 pS-eaeA-Zeo、pS-stx2-Kan 和 pS-ehxA-Cam 分 别 进

行测序，证实 3 个重组质粒构建正确。
3. 2 突 变 株 XZ113△eaeA、XZ113△stx2、XZ113
△ehxA 的鉴定

3 个 突 变 株 XZ113△eaeA、XZ113△stx2、XZ113
△ehxA 经 PCR 鉴定后，条带大小分别为 1350、1900
和 2100 bp，与预期的结果相符。
3. 3 突 变 株 XZ113△eaeA、XZ113△stx2、XZ113
△ehxA 的生物学特性

3. 3. 1 生长曲线:由绘制的生长曲线可以看出突变

株的生长速度与亲本株 XZ113 株基本一致( 图 1)。

图 1 XZ113、XZ113△eaeA、XZ113△stx2、XZ113△ehxA 株生长曲线

Fig． 1 Growth curves of STEC wild-type strain XZ113 (◆ ) ，XZ113△eaeA (■ ) ，

XZ113△stx2 (▲) or XZ113△ehxA (＊) in LB broth at 37℃ ，respectively，and their

optical density was checked at different times．
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3. 3. 2 体外和体内竞争结果:按 1. 5. 2 的方法计算

获得 CI 值，XZ113 和 XZ113△eaeA 的 CI 值为 0. 85，

XZ113 和 XZ113△stx2 的 CI 值 为 0. 42，XZ113 和

XZ113△ehxA 的 CI 值为 0. 65。结果表明，在体外突

变株 XZ113△eaeA、XZ113△stx2、XZ113△ehxA 的毒

力被轻度致弱。
攻毒后 24 小时扑杀鼠各突变株和野生株体内竞

争的 CI 值，见表 3。攻毒后 24 h 的体内竞争结果表明，

与亲本株相比，突变株 XZ113△eaeA 的毒力被中度致

弱，XZ113△stx2、XZ113△ehxA 的毒力被高度致弱。

表 3 野生株 XZ113 和突变株 24 h 体内竞争结果

Table 3 Competition assay between the wild-type strain XZ113 and its mutants 24h in vivo

Strains
Tested organs

Heart Liver Lung Spleen Kidney Small intestine Cecocolon
XZ113 and XZ113△eaeA 0. 028 0. 047 0. 021 ＊＊ 0. 05 0. 028 0. 033
XZ113 and XZ113△stx2 0. 0094 0. 0025 0. 0029 ＊＊ ＊＊ 0. 0024 0. 0053
XZ113 and XZ113△ehxA 0. 0193 0. 0079 0. 0055 ＊＊ ＊＊ 0. 0034 0. 0081

＊＊，no wild and mutant strains were isolated．

攻毒后 48 小时扑杀鼠各突变株和野生株体内竞

争的 CI 值，见表 4。48 h 的体内竞争结果表明，与亲

本株相比，突变株 XZ113△eaeA 的毒力被中度致弱，

XZ113△stx2、XZ113△ehxA 的毒力被高度致弱。

表 4 野生株 XZ113 和突变株 48h 体内竞争结果

Table 4 Competition assay between the wild-type strain XZ113 and its mutants 48h in vivo

Strains
Tested organs

Heart Liver Lung Spleen Kidney Small intestine Cecocolon
XZ113 and XZ113△eaeA 0. 073 0. 039 0. 017 ＊＊ 0. 031 0. 047 0. 016
XZ113 and XZ113△stx2 0 0 0 ＊＊ ＊＊ 0. 000154 0. 0013
XZ113 and XZ113△ehxA 0 0. 0014 0 ＊＊ ＊＊ 0. 0029 0. 001

＊＊，no wild and mutant strains were isolated．

3. 4 突变株回复拯救及回复株生长曲线的测定

回复 株 Re-XZ113△eaeA，Re-XZ113△stx2，Re-
XZ113△ehxA 的 PCR 鉴定和测序结果均正确。

由绘制的生长曲线可以看出回复株的生长速度

与亲本株 XZ113 株基本一致( 图 2)。

图 2 XZ113、Re-XZ113△eaeA、Re-XZ113△stx2、Re-XZ113△ehxA 株生长曲线

Fig． 2 Growth curves of STEC wild-type strain XZ113 (◆) ，Re-XZ113△eaeA (■) ，Re-XZ113△stx2 (▲) or Re-

XZ113△ehxA (＊) in LB broth at 37℃ ，respectively，and their optical density was checked at different times．

3. 5 表型鉴定的结果

3. 5. 1 HEp-2 细 胞 粘 附 试 验 的 结 果: XZ113 和

Re-XZ113△eaeA 对 HEp-2 细 胞 呈 局 灶 性 粘 附 作

用，而突 变 株 XZ113△eaeA 对 HEp-2 细 胞 的 粘 附

能力明 显 降 低，呈 现 少 量 弥 散 性 黏 附 的 状 态 ( 图

3)。

9561



Tao Xue et al． / Acta Microbiologica Sinica(2011)51(12)

图 3 HEp-2 细胞粘附试验 (400 × )

Fig． 3 HEp-2 cells adherence test (400 × ) ． A: HEp-2 cells，B: HEp-2 cells inoculated with STEC XZ113，C: HEp-2 cells inoculated with XZ113

△eaeA，D: HEp-2 cells inoculated with Re-XZ113△eaeA(The arrows pointed to the bacteria attached to HEp-2 cells) ．

3. 5. 2 Vero 细胞毒性试验的结果:10 μL XZ113 和

Re-XZ113△stx2 培养上清即可使培养的 Vero 细胞变

圆，脱落死亡，而 200 μL 缺失突变菌株 XZ113△stx2 培

养上清作用于 Vero 细胞，细胞仍能正常生长 (图 4)。

图 4 Vero 细胞毒性试验 (200 × )

Fig． 4 Vero cytopathic assay (200 × ) ． A: Vero cells inoculated with the culture supernatant of STEC XZ113，B: Vero cells inoculated with the

culture supernatant of XZ113△stx2，C: Vero cells inoculated with the culture supernatant of Re-XZ113△stx2，D: Vero cells．

3. 5. 3 溶血素活性检测结果:突变株 XZ113△ehxA
在血平板上不能形成溶血圈，而 XZ113 和 Re-XZ113
△ehxA 可以在血平板上产生溶血圈。

4 讨论

非 O157 STEC( 如 血 清 型 O26，O111 等) 近 年

来日益引起人们的关注，它们不仅可以引起人类的

腹泻，而且严重的患者会出现 EHEC 感染后的典型

症 状，如 出 血 性 腹 泻 和 溶 血 性 尿 毒 综 合 征

(HUS)［5］。有 报 道 称 非 O157 STEC 血 清 型 ( O8，

O18，O127) 和 人 类 的 出 血 性 肠 炎 和 血 性 腹 泻 有

关
［16 － 17］，并且 Gioffre 等

［18］
从阿根廷的牛 群 粪 便 样

品中分离到了相应的血清型。本文从江苏某奶牛场

分离到了 O18 血清型的 STEC XZ113 株，经 鉴 定 其

对小 鼠 的 致 病 性 和 毒 力 基 因 的 丰 富 程 度 仅 次 于

STEC O157。但对于 O18 血清型的 STEC 分离株毒

力基因的研究目前报道的很少。
STEC 感染最关键的一步是能引起肠道的 粘 附

和脱落 (Attaching and effacing，A /E) 损 伤
［19］。引

起 A /E 损伤最 主 要 的 一 个 基 因 就 是 编 码 紧 密 素 蛋

白的 eae 基因
［8］。我们对 XZ113 株的 eae 基因做了

突变，并将突变株 XZ113△eaeA 进 行 了 细 胞 粘 附 实

验，发现突变株虽然对 HEp-2 细胞的粘附能力较野

生株有所下降，但仍然呈现少量弥散性粘附的状态。
体内竞争实验表明，突 变 株 XZ113△eaeA 被 中 度 致

弱。攻毒后 24 h 和 48 h，突变株 XZ113△eaeA 在各

脏器中的细菌数量较野生株有所下降，但仍有一定

数量的细 菌 存 在。Tatsuno 等
［20］

对 O157 的 紧 密 素

做了突变后，也发现虽然突变株丢失了产生 A /E 损

伤的能力，但 在 体 外 仍 然 可 以 粘 附 组 织 培 养 细 胞。
表明 EHEC 对肠上皮细胞的粘附作用不是一种毒力

因子能起决定性作用的，应该是多种毒力因子共同

作用的结果。
志贺毒素和溶血毒素也是决定 EHEC 特性的最

为重要的毒力 因 子。为 了 更 好 地 研 究 stx 和 ehx 基

因与 O18 血清型的 STEC XZ113 致病力的关系，我

们对上述两种毒素基因分别做了突变，构建了突变

株 XZ113△stx2 和突变株 XZ113△ehxA。Vero 细 胞

毒性试验中，20 μL 野生株 STEC XZ113 的培养上清
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就能使培养的 Vero 细胞变圆，脱落死亡，而 200 μL
缺失突变株培养上清作用于 Vero 细胞，细胞仍能正

常生长，这说明所构建的基因 缺 失 突 变 菌 株 XZ113
△stx2 已不能产生 Stx 毒素。溶血活性检测实验中，

突变株 XZ113△ehxA 在血平板上不能形成溶血圈，

说明我们构建的突变株 XZ113△ehxA 不能产生溶血

毒素。体内 竞 争 实 验 表 明，突 变 株 XZ113△stx2 和

突变株 XZ113△ehxA 被 高 度 致 弱。在 攻 毒 后 24 h
和 48 h，突变株 XZ113△stx2 和突变株 XZ113△ehxA
在各脏器中的细菌数量较野生株显著下降，特别是

攻毒后 48 h，突 变 株 XZ113△stx2 在 心、肝、肺 均 分

离不到相应的突变株;突变株 XZ113△ehxA 在心、肺
分离不到相应的突变株。综上表明，志贺毒素和溶

血毒素在 STEC XZ113 的致病过程中起着更为重要

的作用，为最 终 研 制 STEC O18 的 基 因 工 程 疫 苗 提

供了参考。
虽然已明 确 stx、eae、ehx 基 因 是 EHEC O157 ∶

H7的毒力基因，XZ113 株的上述 3 个基因与后者的

同源性也高达 96% － 99% ，但对非 O157 STEC 的毒

力基因研究仍然有一定意义。2011 年 5 － 6 月德国

STEC O104 ∶ H4 爆 发 案 例 告 诉 我 们，流 行 株 STEC
O104∶ H4是 在 肠 聚 集 性 大 肠 杆 菌 EAggEC55989 基

因组中插入了 stx2 前噬菌体以及引人含 CTX-M-15
的大质粒的基础上形成的，作为其标志毒力基因的

stx2 与 EHEC O157∶ H7 EDL933 株的 stx2 的序列也

仅为 1 个核苷酸之差，但其毒力远远超过后者
［21］，

说明就 STEC 毒力而言，stx 固然重要，但基因组、毒

力质粒等相关毒力基因同样重要，因而对不同基因

组背景的 STEC 的毒力进行研究，有一定意义。
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Construction of the XZ113 △eaeA， XZ113 △stx2 and
XZ113△ehxA mutants of STEC O18 XZ113 and their
pathogenicity in mice

Tao Xue，Xianliang Chen，Song Gao* ，Xiufan Liu
Key Laboratory of Animal Infectious Diseases of Agriculture Ministry， College of Veterinary Medicine， Yangzhou

University，Yangzhou 225009，China

Abstract:［Objective］ To study the contribution of virulence genes of STEC O18 XZ113 isolate to the pathogenicity in

mice． ［Methods］ The eaeA，stx2 and ehxA knock-out mutants of STEC strain XZ113 were generated using λ-Red

recombination system． ［Results］Bacterial adherence test showed that the eaeA mutant adhered to HEp-2 cells in a diffuse

manner with no microcolony formation． Vero cells assay showed that the stx mutant had no cytotoxicity to Vero cells．

Enterohemolytic activity test showed that the ehxA mutant lost the ability to express the enterohemolytic activity．

Competition assay between the wild-type strain XZ113 and its mutants in vivo and in vitro showed that all mutants were

mildly attenuated in vitro，but in vivo，XZ113△eaeA was moderate attenuated，XZ113△stx2 and XZ113△ehxA were all

highly attenuated． ［Conclusions］ These results indicate that the virulence factors encoded by the stx2 and ehxA genes

were important for the pathogenesis of STEC O18 in mice．
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