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禽致病性大肠杆菌 IMT5155 疑似毒力基因在人源及

动物源大肠杆菌中的分布
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摘要:【目的】检测禽致病性大肠杆菌 IMT5155 自分泌黏附素基因等具有代表性的疑似毒力基因在不同来源

大肠杆菌中的分布，为进一步研究其致病机理提供依据。【方法】采用 PCR 和 Dot blot，检测疑似毒力基因在

不同地区(101 株大肠杆菌中国分离株和 121 株大肠杆菌德国分离株)、不同来源( 人源、禽源及猪源) 大肠

杆菌中的分布，并分析其和大肠杆菌系统进化分群的关系。【结果】自分泌黏附素基因 B11 等 11 个疑似毒

力基因在禽致病 性 大 肠 杆 菌 中 分 布 率 较 高，阳 性 率 分 别 为:A1 36. 4% (32 /88)、A8 53. 4% (47 /88)、A10
63. 6% (56 /88)、B11 37. 5% (33 /88)、F3 59. 1% (52 /88) 等，且疑似毒力基因主要存在于大肠杆菌 B2 进化

群中。值得注意的是，D1、E9 和 F11 基因片段在新生儿脑膜炎大肠杆菌中有较高的分布率，分别为 60% (6 /
10)、80% (8 /10) 和 90% (9 /10) ，而在新生儿脑膜炎大肠杆菌中未检测到 B11 基因。【结论】自分泌黏附素

B11 等疑似毒力基因与禽致病性大肠杆菌关系密切，但疑似毒力基因 D1、E9 和 F11 与新生儿脑膜炎大肠杆

菌密切相关，提示禽致病性大肠杆菌可能是新生儿脑膜炎大肠杆菌的毒力基因储库。
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禽 致 病 性 大 肠 杆 菌 ( Avian pathogenic
Escherichia coli，APEC) 可 导 致 鸡、火 鸡 及 其 他 禽 类

的肠道外疾病，如心包炎、肝周炎等，甚至引起败血

症而急 性 死 亡
［1 － 2］。APEC 不 仅 危 害 禽 体 健 康，同

时影响了产蛋量和肉用禽的上市时间，并增加了饲

养成本，对养禽业造成的损失不容忽视，对食品安全

构成极大威胁。
APEC 属于肠 道 外 致 病 菌，自 然 条 件 下 的 发 病

机理目前尚未完全清楚，与其它致病性大肠杆菌一

样，APEC 已 知 的 毒 力 因 子 只 能 用 来 解 释 部 分 感 染

机理，因此需要寻找新的毒力因子，进一步阐述大肠

杆菌的致病机理。

禽致病性大肠杆菌 IMT5155 分离于德国，血清

型为 O2:K1:H5，该菌引起鸡急性败血症，经大肠杆

菌系统进化群分析，该菌属于大肠杆菌 B2 进化群。

动物试验表明，IMT5155 对禽类具有高度致病性，是

禽致病性大肠杆菌的代表株
［3 － 6］。前期试验通过对

禽致病性大 肠 杆 菌 IMT5155 与 人 尿 源 性 大 肠 杆 菌

CFT073［7］
进 行 抑 制 性 差 减 杂 交 ( Suppression

subtractive hybridization ，SSH) ，获得了 28 个禽致病

性大肠杆菌 IMT5155 的疑似毒力基因片段，并针对

自分泌黏附素基因 B11 进行了深入研究，将其命名
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为 aatA［8］。本试验通过比对分析，选择了编码自分

泌黏 附 素、唾 液 酸 酶 及 唾 液 酸 合 成 相 关 蛋 白、DNA
转移蛋白、EntS /YbdA 转运系统相关蛋白 和 糖 基 转

移酶等具有代表性的疑似毒力基因，进一步研究这

些基因在 不 同 地 区 ( 中 国 和 德 国) 和 不 同 来 源 ( 人

源、禽源及猪源) 大肠杆菌中的分布，为进一步研究

大肠杆菌的致病机理提供基础。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌株:禽 致 病 性 大 肠 杆 菌 (Avian pathogenic
Escherichia coli，APEC) IMT5155、尿 源 性 大 肠 杆 菌

(Uropathogenic Escherichia coli，UPEC)CFT073 及非

致 病 大 肠 杆 菌 ( Non-pathogenic Escherichia coli，
NPEC)MG1655 由德国柏林自由大学惠赠。用于疑

似毒力基因检测的大肠杆菌包括 101 株大肠杆菌中

国分离株( 其中禽源 88 株、猪源 5 株、人源 8 株) 以

及 121 株大肠 杆 菌 德 国 分 离 株 ( 其 中 APEC 35 株、
UPEC 66 株、新 生 儿 脑 膜 炎 大 肠 杆 菌 ( Neonatal
meningitis E． coli，NMEC)10 株、禽非致病性大肠杆

菌 10 株)［9 － 11］
分 别 由 南 京 农 业 大 学 动 物 医 学 院 和

德国柏林自由大学微生物研究所保存。
1. 1. 2 主要试 剂 和 仪 器:胰 蛋 白 胨 ( Tryptone)、酵

母抽提物( Yeast extract) 为 OXOID 公司产品;PCR
Master Mix 购 自 天 根 ( TIANGEN) 生 物 科 技 公 司;

DNA Marker 购 自 大 连 宝 ( Takara) 生 物 工 程 公 司。
Biomertra PCR 仪:购 自 Whatman 公 司;凝 胶 成 像 分

析系统:购自 Bio-Rad 公司。
1. 2 大肠杆菌系统进化群分析

大肠杆菌系统进化群 分 析 参 照 Clermont 等
［12］

的方法，根 据 chuA，yiaA 基 因 和 DNA 片 段 TspE4 ．
C2 序列设计 并 合 成 3 对 引 物 ( 表 1) ，由 上 海 英 骏

生物 工 程 有 限 公 司 合 成。采 用 三 重 PCR 方 法 对

101 株 大 肠 杆 菌 中 国 分 离 株 进 行 系 统 进 化 分 群。
在灭 菌 PCR 管 中 依 次 加 入:2 × PCR Master Mix
12. 5 μL，3 对引物各取 0. 8 μL，模板 2. 0 μL，最后

加灭菌 超 纯 水 至 25 μL。PCR 反 应 参 数 为:95℃
4 min;95℃ 30 s，59℃ 30 s，72℃ 30 s，30 个 循 环;

72℃ 10 min。取 PCR 扩增产物 5 μL 进行 1. 0% 琼

脂糖凝胶电泳，以 100 bp DNA Ladder Marker 为参

照，放置紫外灯下 观 察 扩 增 片 断 大 小，并 根 据 结 果

对 大 肠 杆 菌 进 化 群 分 型，具 体 判 定 方 法 参 考

Clermont 等
［12］

的标准。

表 1 大肠杆菌系统进化群鉴定引物

Table 1 The primers used for identification of phylogenetic groups of E． coli
Gene Primers Sequence (5'→3') Annealing Temperature /℃ Product Size / bp

chuA
ChuA. 1
ChuA. 2

GACGAACCAACGGTCAGGAT
TGCCGCCAGTACCAAAGACA

59 279

yjaA
YjaA. 1
YjaA. 2

TGAAGTGTCAGGAGACGCTG
ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC

59 211

TspE4． C2
TspE4C2. 1
TspE4C2. 2

GAGTAATGTCGGGGCATTCA
CGCGCCAACAAAGTATTACG

59 152

1. 3 PCR 检测疑似毒力基因在大肠杆菌中国分离

株中的分布

对禽致病 性 大 肠 杆 菌 IMT5155 疑 似 毒 力 基 因

片段进行比对分析，选择了编码自分泌黏附素、唾液

酸酶及唾液酸合成相关蛋白、DNA 转移蛋白、EntS /
YbdA 转运系统相关蛋白和糖基转移酶等

［8，11，13 － 20］

12 个具有代表性的疑似毒力基因设计引物 ( 表 2) ，

采用 PCR 检测 这 些 疑 似 毒 力 基 因 在 101 株 大 肠 杆

菌中 国 分 离 株 中 的 分 布。 PCR 反 应 体 系 如 下:

2 × PCR Master Mix 12. 5 μL，Primer up、down 各 取

0. 8 μL，模板( 细 菌 培 养 物) 2. 0 μL，最 后 加 灭 菌 超

纯水 至25 μL。PCR 反 应 参 数 为:95℃ 5 min;95℃

30 s，56℃ 30 s，72℃ 30 － 50 s，30 个 循 环; 72℃
10 min。1. 0% 琼脂糖凝胶上电泳各样品5 μL，紫外

灯下拍照，记录 PCR 结果。
1. 4 Dot blot 检 测 疑 似 毒 力 基 因 在 大 肠 杆 菌 德 国

分离株中的分布

根据 D1，E9，B11 和 F11 4 个疑 似 毒 力 基 因 片

段的 序 列，设 计 引 物 ( 表 3 ) ，PCR 扩 增 出 目 的 片

段，然后采用地高辛探针标记 PCR 回 收 产 物，标 记

好的 探 针 置 于 － 20℃ 保 存 备 用。将 待 检 菌 株 的

DNA 转移和 固 定 到 带 正 电 荷 的 尼 龙 膜 上，然 后 和

标记好的 探 针 进 行 杂 交 并 采 用 胶 片 曝 光，冲 洗 胶

片，观察结果。
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表 2 疑似毒力基因的检测引物

Table 2 Primers used for the distribution of putative virulence genes
Gene fragment Primers name Primers sequence (5'→3') Annealing Temperature /℃ Predicted encoded protein

A1
A1up

A1down
TTTTATGGCTGGAGACCGC
CACATCCTGGGTATTTTGCG

53 endo-alpha-sialidase

A8
A8up

A8down
ATAGCGAAAGGACTTAGCCCA
GCCGAGGTACAATCGAGCTAT

52 DNA transfer protein

A10
A10up

A10down
CTCTGGACATTCAGCGATTC
GGGAGTTTACCCAGGAGTTC

52 Unknown

B5
B5up

B5down
AGCTATTTTCATTTATTGCG
CCGAGGTACTGTGTGAATGA

50 Unknown

B11
( aatA)

B11up
B11down

GCCGAGGTACTCTTATACTTTCT
CCGTCAGTAGTTTGCTTATTGTC

51 autotransporter adhesin

D3
D3up

D3down
TAGTTGTTAGTGATTGGAAAA
TCATTTAACAATCTCCGCTA

49
polysialic acid biosynthesis

protein

E6
E6up

E6down
ACATTTTTTACGCCACTTTG
TGATTTTTGTCGATCCTGAA

53
restriction modification system

DNA specificity domain

F3
F3up

F3 down
ATCGTTCAGTTTATCCTCCC
GAGGTACTCGGTGTCTTTGA

50 Unknown

F7
F7up

F7down
CTGGGTCTGAATGAGGCGA
CAATAGCCAACATACCAACG

50 EntS /YbdA MFS transporter

G12
G12up

G12down
GAGCAGTAATCGTCATTCCC
TCTGTTGCAGAAATGACCAT

50 phosphoglycerate dehydrogenase

H7
H7up

H7down
GTTATTGCTTCTGGGATGTT
CCGAGGTACAGCTTTAAAAC

48 Glycosyltransferases

表 3 扩增探针用引物

Table 3 The primers used in Dot blot
Gene fragment Primers Sequence (5'→3') Annealing Temperature /℃ Product size / bp

D1
D1-F
D1-R

CTTTTTTGTCGTTAATCGAGGC
TAACACTAATTGCCTGACGGG

60 151

E9
E9-F
E9-R

CAGGTTGCCATTCAGCAAC
TACATGCTTGATGGTCAGTCG

60 165

B11
( aatA)

B11-F
B11-R

TTCCGCCATGAATGTTCAG
TGGCGTATTAATTCTTGCTGC

60 153

F11
F11-F
F11-R

CAAAATGTGCTGGTATTTGGC
ATTCGATACAGGTTCAGCATG

60 198

2 结果

2. 1 大肠杆菌系统进化群分析

采用 Clermont 等
［12］

建 立 的 大 肠 杆 菌 系 统 进 化

分群方法，对 101 株大肠杆菌中国分离株进行分群

鉴定。PCR 产 物 经 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 可 观 察 到 279

bp、211 bp 和 /或 152 bp 的 chuA、yiaA 基 因 和 DNA
片段 TspE4． C2 特异的电泳条带( 图 1)。根据 PCR
条带进行比较分析，确定菌株的系统进化分群。结

果表明，大肠杆菌中国分离株属于系统进化群 A 群

的菌 株 最 多，占 54. 5% (55 /101 ) ;B2 群 次 之，占

23. 8% (24 /101) ;B1 群 和 D 群 依 次 减 少，分 别 占

11. 9% 和 9. 9% ( 表 4)。

表 4 大肠杆菌中国分离株的系统进化群分析

Table 4 Phylogenetic groups analysis of the E． coli strains isolated from China
Group of E． coli A B1 B2 D

Percent 55 /101 (54. 5% ) 12 /101 (11. 9% ) 24 /101 (23. 8% ) 10 /101 (9. 9% )
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图 1 大肠杆菌系统进化群分析的三重 PCR
Fig． 1 Triplex PCR profiles specific for phylogenetic groups of E． coli．

Lane M: 100bp DNA Ladder Marker; Lane 1，6: group A; Lane 2，4:

group B2; Lane 3，7: group D; Lane 5: group B1．

2. 2 疑似毒力基因在大肠杆菌中国分离株中的分

布

对自分泌黏附素基因 B11 等 11 个疑似毒力基

因进行 PCR 检测，阳性对照 IMT5155 均扩增出与预

期片段大小一致的片段，而在 CFT073 和 MG1655 中

无目的条带( 图略) ，PCR 统计结果见表 5。结果表

明，疑似毒力基因在大肠杆菌中国分离株中广泛分

布，但是在禽致病性大肠杆菌中分布率较高，如自分

泌黏附素基因 B11 的阳性率为 37. 5% (33 /88) 、A1
36. 4% ( 32 /88 )、A8 53. 4% ( 47 /88 )、A10 63. 6%
(56 /88)、F3 59. 1% (52 /88) 等。另外，疑似毒力基

因阳性菌株主要为禽致病性大肠杆菌，其分别占疑

似毒力基因阳性菌株的 97% (A1)、96% (A8)、95%
(A10 )、100% ( B5 )、94. 3% ( B11 )、88. 9% ( D3 )、
72. 2% (E6)、93% (F3)、87. 5% (F7)、85. 7% (G12)

和 100% (H7)。

表 5 禽致病性大肠杆菌 IMT5155 疑似毒力基因在大肠杆菌中国分离株中的分布

Table 5 Distribution of APEC IMT5155 putative virulence genes in E． coli strains isolated from China
Source A1 A8 A10 B5 B11 D3 E6 F3 F7 G12 H7

Human 1 /8 0 /8 0 /8 0 /8 0 /8 1 /8 4 /8 1 /8 1 /8 1 /8 0 /8

Pig 0 /5 2 /5 3 /5 0 /5 2 /5 0 /5 1 /5 3 /5 0 /5 0 /5 0 /5

Poultry 32 /88 47 /88 56 /88 2 /88 33 /88 8 /88 13 /88 52 /88 7 /88 6 /88 6 /88

2. 3 疑似毒力基因分布与大肠杆菌进化群的关系

结合疑似毒力基因的分布和大肠杆菌系统进化

分群，分析两者之间的联系。结果表明，每个疑似毒

力基因在大肠杆菌进化群中分布不尽相同 ( 表 6) ，

但所有疑似毒力基因在大肠杆菌 B2 进化群中的分

布率高 于 其 他 系 统 进 化 群，如 自 分 泌 黏 附 素 基 因

B11 以及 唾 液 酸 酶 基 因 A1 占 大 肠 杆 菌 B2 进 化 群

菌株的比例分别为 54. 2% 和 45. 8%。

表 6 禽致病性大肠杆菌 IMT5155 疑似毒力基因分布和大肠杆菌系统进化群的关系

Table 6 The association of distribution of the APEC IMT5155 putative virulence genes and E． coli Phylogenetic groups
E． coli group Sum A1 A8 A10 B5 B11 D3 E6 F3 F7 G12 H7

A 55 14 36 41 1 12 0 7 36 0 0 0

B1 12 4 4 4 1 4 2 2 4 2 1 1

B2 24 11 7 11 0 13 7 8 14 6 6 5

D 10 4 2 3 0 6 0 1 2 0 0 0

2. 4 疑似毒力基因在大肠杆菌德国分离株中的分

布

Dot blot 检测结果表明，D1、E9 和 F11 疑似毒力

基因 在 新 生 儿 脑 膜 炎 大 肠 杆 菌 中 分 布 率 分 别 为

60% (6 /10)、80% (8 /10) 和 90% (9 /10) ，显著高于

其在禽致病 性 大 肠 杆 菌 和 尿 源 性 大 肠 杆 菌 中 的 分

布。而自分泌 黏 附 素 基 因 B11 则 主 要 分 布 于 禽 致

病性大肠杆菌，其分布率为 40% (14 /35) ，而在新生

儿脑膜炎大肠杆菌中未检测到 B11 基因( 见表 7 和

图 2)。

表 7 禽致病性大肠杆菌 IMT5155 疑似毒力基因

在大肠杆菌德国分离株中的分布

Table 7 Distribution of APEC IMT5155 putative virulence

genes in E． coli strains isolated from Germany
Fragment APEC UPEC NMEC NPEC( chicken)

D1 5 /35 12 /66 6 /10a 1 /10
E9 30 /35 24 /66 8 /10a 1 /10
B11 14 /35a 3 /66 0 /10 3 /10a

F11 19 /35 30 /66 9 /10a 2 /10
a The data were obviously higher than the others (P ＜ 0. 01，X2 -test) ．
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图 2 斑点杂交分析 IMT5155 疑似毒力基因的分布

Fig． 2 Dot-blot hybridization analysis for distribution of the IMT5155 putative

virulence genes．

3 讨论

前 期 试 验 研 究 通 过 对 禽 致 病 性 大 肠 杆 菌

IMT5155 和尿源性大肠杆菌 CFT073 进 行 抑 制 性 差

减杂交
［8，21］，获 得 了 28 个 IMT5155 疑 似 毒 力 基 因

片段。因此本试验选择了自分泌黏附素基因等具有

代表性的疑似毒力基因，通过 PCR 和 Dot blot 两种

方法对其在大肠杆菌中的分布进行研究，为进一步

阐述其致病机理提供依据。PCR 及 Dot blot 检测结

果表明，自分泌黏附素 B11 等疑似毒力基因存在于

禽致病性大肠杆菌 IMT5155，而在人尿源源性大 肠

杆菌 CFT073 及非致病大肠杆菌 MG1655 中阴性，进

一步验证抑制性差减杂交方法的可靠性。
通 过 对 大 肠 杆 菌 中 国 分 离 株 和 德 国 分 离 株 的

PCR 和 Dot blot 检 测，发 现 大 部 分 疑 似 毒 力 基 因 在

中国和德国及不同致病性大肠杆菌中广泛分布，相

关报道也已阐述不同致病性大肠杆菌拥有共同的毒

力基因
［22 － 25］。

值得注意的是，D1、E9 和 F11 疑似毒力基因在

新生儿脑膜炎大肠杆菌中分布率显著高于禽致病性

大肠杆菌和猪源大肠杆菌，提示这些基因在新生儿

脑膜炎的致病过程中可能起作用，且其有可能作为

新生儿脑膜炎大肠杆菌的毒力基因储库。与此类似

的还有脑膜炎侵袭素基因 ibeA，其 在 新 生 儿 脑 膜 炎

大肠杆菌和禽致病性大肠杆菌中都有分布。作者通

过 Red 同源重 组 系 统 构 建 了 侵 袭 素 基 因 ibeA 缺 失

株，并研究了该基因的致病机理
［25］。本试验结果从

另外一方面证明，禽致病性大肠杆菌可作为新生儿

脑膜炎大肠杆菌的毒力基因储库，其具有重要公共

卫生意义，因此应加强对禽致病性大肠杆菌的研究

和防治。
PCR 检测结果表明，自分泌黏附素 B11 等疑似

毒力基因在不同致病性大肠杆菌中广泛分布，但其

在禽致病性大肠杆菌中的分布率显著高于其他致病

性大肠杆菌，说明这些基因主要分布于禽致病性大

肠杆菌。另一方面，疑似毒力基因阳性菌株主要是

禽致病性大肠杆菌，这个结果提示，这些毒力基因有

可能为禽致病性大肠杆菌所特有。比对分析发现，

B11、A1、A8、A10 和 F3 疑似毒力基因分别编码自分

泌黏附素、唾液酸酶及唾液酸合成相关蛋白和 DNA
转移蛋白，已知它们与大肠杆菌的致病性密切相关，

因此推断其在其大肠杆菌的致病过程中发挥作用。
自分泌黏附 素 基 因 B11 在 中 国 和 德 国 大 肠 杆

菌分离株中的分布 结 果 表 明，B11 主 要 分 布 于 禽 致

病性大肠杆菌中，其分布率明显高于猪源大肠杆菌
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和人源大肠杆菌。经测序分析发现该基因两端编码

转移酶，其可能导致 B11 基因在不同菌株之间发生

水平转移，因此它在非致病性大肠杆菌中也有检出。
作者通过一系列试验验证该毒力基因的黏附功能，

证实 了 自 分 泌 黏 附 素 基 因 B11 在 禽 致 病 性 大 肠 杆

菌的致病过程中发挥重要的作用
［8］，而其他疑似毒

力基因的作用机制有待进一步研究。
系统进化群分析结果表明，大肠杆菌中国分离株

的进化群比例依次为:A ＞ B2 ＞ B1 ＞ D，与国外报道的

肠道外大肠杆菌菌株的进化群分布基本一致
［11］。对

大肠杆菌系统进化群及疑似毒力基因的分布综合分

析发现，尽管疑似毒力基因在各个大肠杆菌进化群中

都有分布，但大部分疑似毒力基因在大肠杆菌 B2 进

化群中的分布率较高，证实了以前致病性大肠杆菌主

要属于大肠杆菌进化群 B2 群的推断
［2，10，26］。
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Distribution of putative virulence genes of Avian
pathogenic Escherichia coli IMT5155 in E． coli strains
isolated from human and animal

Shaohui Wang，Jianjun Dai，Chengping Lu*

Key Laboratory of Animal Disease Diagnostics and Immunology of the Ministry of Agriculture，Nanjing Agricultural
University，Nanjing 210095，China

Abstract:［Objective］ We investigated the distribution of autotransporter adhesin gene B11 and other putative virulence
genes of APEC IMT5155，which contributed to study the pathogenic mechanism of Avian pathogenic Escherichia coli
(APEC) ． ［Methods］PCR and Dot blot were used to detect the distribution of putative virulence genes in E． coli strains
isolated from different country (101 Chinese strains and 121 German strains)，which were from different sources (human，

avian and pig) ． The association of E． coli phylogenetic group and distribution of putative virulence genes was also analyzed．
［Results］ The putative virulence genes were most prevalent among APEC isolates，36. 4% (32 /88) of APEC isolates
harboring A1，53. 4% (47 /88) for A8，63. 6% (56 /88) for A10，37. 5% (33 /88) for B11，59. 1% (52 /88) for F3． The
isolates positive for putative virulence genes were linked to E． coli phylogenetic group B2． Among Neonatal meningitis E．
coli isolates，60% ，80% and 80% were positive for putative virulence genes D1，E9 and F11，respectively． However，all
the Neonatal meningitis E． coli strains were negative for B11． ［Conclusion］ Autotransporter adhesin gene B11 and other
putative virulence genes were associated to APEC． However，putative virulence genes D1，E9 and F11 were associated to
Neonatal meningitis E． coli，which indicated that APEC might be a virulence gene reservoir for Neonatal meningitis E． coli．
Keywords: Avian pathogenic Escherichia coli，putative virulent genes，distribution
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