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禽致病性大肠杆菌 Ｅ０５８ 株毒力基因( ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ)与 ｓｉｔ 操纵子
基因突变株的构建及其致病性
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摘要:【目的】探究毒力基因 ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ 与 ｓｉｔ 操纵子与禽致病性大肠杆菌 Ｅ０５８ 株致病作用的相关性ꎮ 【方
法】利用 Ｒｅｄ 同源重组方法ꎬ构建 ＡＰＥＣ Ｅ０５８ 株 ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ 与 ｓｉｔ 操纵子基因缺失株 Ｅ０５８Δｖｉｒꎬ并通过一系列

的体内及体外试验对其生物学特性进行研究ꎮ 【结果】生长曲线测定、细菌侵袭试验及体外竞争等试验结果

表明ꎬ突变株与亲本株差异不显著ꎻ体内动态分布试验结果显示ꎬ突变株 Ｅ０５８Δｖｉｒ 在 ５ 个被检脏器中均极显

著地低于亲本株(Ｐ < ０ ００１)ꎮ 【结论】ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ 与 ｓｉｔ 操纵子与禽致病性大肠杆菌 Ｅ０５８ 株的致病性相关ꎬ
是其重要的致病因子ꎮ
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　 　 禽大肠杆菌病指由禽致病性大肠杆菌( ａｖｉａｎ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬ ＡＰＥＣ)所引起的局部或

全身性、急性或慢性传染性疾病的总称ꎮ 大肠杆菌

病给养禽业造成了严重的经济损失ꎬ已成为最严重

的细菌性传染病之一ꎮ １８９４ 年ꎬＬｉｇｎｉｅｒｓ 首次报道

了鸡的大肠杆菌病ꎬ接着世界上许多地区都有了关

于此病的报道ꎬ大肠杆菌病成为危害养禽业的重要

疾病之一[１]ꎮ 大肠杆菌抗原结构主要包括菌体(Ｏ)
抗原、鞭毛(Ｈ)抗原、荚膜(Ｋ)抗原、菌毛(Ｆ)抗原ꎮ
大肠杆菌主要依靠 Ｏ、Ｋ、Ｈ、Ｆ ４ 种抗原进行血清型

鉴定ꎬ在禽大肠杆菌病的血清型方面ꎬ主要是 Ｏ１、
Ｏ２、Ｏ７８ 最为常见[２]ꎮ 到现在为止ꎬ我国已经报道

的血清型很多ꎬ２０ 世纪 ９０ 年代ꎬ高崧等从大肠杆菌

分离株鉴定出优势血清型主要有六种:Ｏ１８、Ｏ７８、

Ｏ２、Ｏ８８、Ｏ１１ 和 Ｏ２６[３]ꎮ
禽致病性大肠杆菌多产生铁结合性复合物ꎬ这

种复合物称为铁载体(ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ)ꎬ可分为 ２ 种:一
种是 Ｈｙｄｒｏｘｙｍａｔｅ (又称气杆菌素ꎬａｅｒｏｂａｃｔｉｎ)ꎻ另一

种是 Ｐｈｅｎｏｌａｔｅ (又称肠菌素ꎬｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｉｎ)ꎬ气杆菌

素的表达与 ＡＰＥＣ 的致病性有关[４]ꎮ 在 ＡＰＥＣ 的致

病性和持续感染中ꎬ特别是在深部组织损伤中ꎬ气杆

菌素发挥着独立的作用ꎬ因为气杆菌素将运载的铁

释放到细胞内后ꎬ还可以循环利用铁元素[５ － ６]ꎮ 铁

是细菌代谢过程中必不可少的元素ꎬ细菌生长所需

铁(离子)的浓度约为 １０ － ７ｍｏｌ / Ｌꎬ而在宿主体内游

离铁离子的浓度低于 １０ － １２ｍｏｌ / Ｌ[７]ꎬ因此ꎬ细菌在其

生长繁殖过程中形成了利用铁元素的能力ꎬ从而可

以克服低铁离子浓度对生长代谢不利因素的影
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响[８]ꎮ 沙门菌铁转运子(Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｉｒｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒꎬ
ＳｉｔＡＢＣＤ)最早在鼠伤寒沙门菌中鉴定出ꎬ该系统既

可定位于基因组岛ꎬ也可定位于大质粒ꎮ ｓｉｔ 操纵子

主要包括 ｓｉｔＡＢＣＤ 四个基因ꎬ主要功能是转运铁和

锰ꎬ在 ＡＰＥＣ 的毒力方面有着重要的作用ꎬ在一些菌

株中 ｓｉｔ 基因的缺失会导致菌株毒力的减弱[９]ꎮ
Ｗｉｌｌｉａｍｓ 最早在大肠杆菌中发现了致病性大肠杆菌

天然的利用铁元素的特定的系统 ( ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｒｏｎ
ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ) [１０]ꎬ这一系统包括两部分:气杆

菌素(ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ)的合成以及其特定的外膜蛋白受

体(由 ｉｕｔＡ 编码)的表达[１１ － １２]ꎮ 编码气杆菌素合成

的 ４ 个基因为 ｉｕｃＡ、ｉｕｃＢ、ｉｕｃＣ、ｉｕｃＤꎬ而 ＩｕｔＡ 负责其

转运ꎬ是气杆菌素特定的外膜受体蛋白[１３ － １４]ꎮ 其

中ꎬｉｕｔＡ 编码 ７４ ｋＤａ 的气杆菌素受体ꎬ且这一受体

是唯一由质粒编码的[１５]ꎬｉｕｃＡ 编码 ６３ ｋＤａ 的蛋白ꎬ
负责气杆菌素合成的起始ꎻｉｕｃＢ 编码 ３３ ｋＤａ 蛋白ꎬ
为乙酰转移酶( ａｃｅｔｙｌａｓｅ)ꎻ ｉｕｃＣ 主要编码气杆菌素

合成酶( ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ)ꎻ ｉｕｃＤ 可能是赖氨酸

单氧化酶( ｌｙｓｉｎｅ ｍｏｎｏｘｙｇｅｎａｓｅ)ꎬ主要编码 ５３ ｋＤａ
蛋白[１６]ꎮ

Ｊｏｈｎｓｏｎ 等进行全序列测定和分析了在 ＡＰＥＣ
Ｏ２ 分离株中鉴定出的 １８４ ｋｂ 的质粒ꎬ并命名为

ｐＡＰＥＣ￣Ｏ２￣ＣｏｌＶ[１７]ꎬ而 ＡＰＥＣ 的 ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ 操纵子就

位于这一大质粒(ＣｏｌＶ)上ꎮ 流行病学调查研究表

明ꎬ气杆菌素相关基因只存在于有毒力的菌株ꎬ在无

毒力菌株中尚未发现[４]ꎮ 到目前为止ꎬ我们已经对

气杆菌素单个基因开展了研究[１８ － １９]ꎬ但是对编码气

杆菌素及 ｓｉｔ 操纵子与 ＡＰＥＣ 的致病性间的关系还

不明确ꎬＤｏｚｏｉｓ 等认为 ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ 操纵子和温度敏感

血凝素(ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎꎬ ＴＳＨ)基
因的突变ꎬ对 ＡＰＥＣ 的致病性ꎬ尤其是在 ＳＰＦ 鸡体内

的定居、繁殖能力有影响[６]ꎬ而 Ｓｋｙｂｅｒｇ 等则认为

ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ 操纵子基因和 ｓｉｔＡＢＣ 转运系统操纵子的

缺失ꎬ对鸡胚的致死率、抗血清杀伤能力等几乎无影

响[２０]ꎮ 虽然 Ｓａｂｒｉ 等证明 ＡＰＥＣ 株 χ７１２２ ( Ｏ７８:
Ｋ８０:Ｈ９)的 ｓｉｔＡＢＣＤ 整体突变株无论在鸡体内定植

能力ꎬ还是体内竞争能力方面ꎬ与亲本株 χ７１２２ 相

比ꎬ均有下降[９]ꎻ也曾有研究结果表明ꎬχ７１２２ 株的

ｓｉｔＡＢＣＤ 整体突变株所致鸡的病理变化与亲本株相

似[２１]ꎮ 为了探讨 ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ 操纵子与 ｓｉｔＡＢＣＤ 操纵

子两者与 ＡＰＥＣ 致病性的关系ꎬ本文运用 Ｒｅｄ 同源

重组方法ꎬ构建 Ｅ０５８Δｖｉｒ 突变株ꎬ评价其致病性ꎬ进
一步明确气杆菌素、ｓｉｔ 两者对 ＡＰＥＣ 致病作用的影

响ꎮ

１　 材料和方法

１ １　 材料

１ １ １　 菌株和质粒:本研究所用的质粒和菌株见

表 １ꎮ

表 １　 菌株和质粒

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

Ｅ０５８ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｖｉａｎ Ｅ. ｃｏｌｉ ｓｅｒｏｔｙｐｅ Ｏ２ [３]

ＤＨ５α ｅｎｄＡ１ ｈｓｄＲ１７ (ｒｋ￣ｍｋ ＋ )ｓｕｐＥ４４ ｔｈｉ￣１ ｒｅｃＡ１ ｇｙｒＡ (ＮａｌＲ) ＲｅｌＡ１△ (ｌａｃＩＺＹＡ￣ａｒｇＦ) Ｕ１６９ｄｅｏＲ (ϕ８０ｄ ｌａｃΔ(ｌａｃＺ) Ｍ１５) Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

Ｅ０５８Δｖｉｒ ｓｉｔ ｏｐｅｒｏｎ ａｎｄ ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ ｏｐｅｒｏｎ ｍｕｔａｎｔ ｏｆ Ｅ０５８ꎬ ＫａｎＲ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

Ｐｌａｓｍｉｄｓ

ｐＵＣ４Ｋ ｋａｎａｍｙｃｉｎ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｃａｓｓｅｔｔｅ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

Ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ

ＨＤ￣１１ ｃｈｉｃｋｅｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｌｉｎｅꎬ ｃｈｉｃｋｅｎ ｍｙｅｌｏｍｏｎｏｃｙｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｙｃ￣ｅｎｃｏｄｉｎｇ ＭＣ２９ ｖｉｒｕｓ [２９]

１ １ ２　 主要试剂:ｄＮＴＰ、ＤＮＡ 限制性内切酶、ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ 购自大连 ＴａＫａＲａ 公司ꎻ ＰＣＲ ｃｌｅａｎ ｕｐ ｋｉｔ、
Ａｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 购自杭州 Ａｘｙｇｅｎ 公

司ꎻＴａｑ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 购自深圳 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司ꎻ
ＰＣＲ ＤＩＧ ｐｒｏｂｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｉｔ、ＤＩＧ ＤＮＡ Ｌａｂｅｌｉｎｇ ａｎｄ
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ、Ｎｙｌｏｎ Ｍｅｍｂｒａｎｅｓ(ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｈａｒｇｅｄ)购

自德国 Ｒｏｃｈｅ 公司ꎻＬ￣阿拉伯糖购自 Ｂｉｏ Ｂａｓｉｃ 公

司ꎻＤＭＥＭ 细胞培养基、胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ
庆大霉素静脉注射液ꎬ购自山东鲁抗辰欣药业有限

公司ꎻＴｒｙｐｔｏｎｅ、Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ 为 Ｏｘｏｉｄ 产品ꎻ其它试

剂均为国产分析纯级产品ꎻ抗生素使用浓度为:氨苄

青 霉 素 ( Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ) ６０ μｇ / ｍＬ、 卡 那 霉 素

８７６
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(Ｋａｎａｍｙｃｉｎ)５０ μｇ / ｍＬꎮ
１ １ ３　 试验鸡及试验鸡胚:１ 日龄罗曼商品鸡ꎬ购
自江苏省扬州市高邮种鸡场ꎻＳＰＦ 种蛋ꎬ购自北京梅

里亚维通实验动物技术有限公司ꎻＳＰＦ 鸡为本实验

室自行孵化ꎬ其种蛋购自北京梅里亚维通实验动物

技术有限公司ꎮ
１ ２　 分子生物学及数据分析软件

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ５ ０ 引 物 设 计 软 件ꎻ ＤＮＡＳｔａｒ
ｖ１７ ０ 序列分析软件ꎻＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 数据处理

软件ꎮ

１ ３　 运用 Ｒｅｄ 重组功能构建基因缺失突变株

Ｅ０５８Δｖｉｒ
１ ３ １　 ＰＣＲ 引物的设计:用于同源重组的一对引物

ｖｉｒ￣Ｆ / ｖｉｒ￣Ｒꎬ该引物分别由两部分组成ꎬ由于 ｖｉｒ 突变

株缺失了包括 ｓｉｔ 操纵子及 ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ 操纵子在内的

约 １５ ｋｂ 大小的片段ꎬ上游引物 ｖｉｒ￣Ｆ ５′端加划线的序

列与 ｓｉｔＡ 基因序列同源ꎬ３′端未加下划线的序列与质

粒 ｐＵＣ４Ｋ 上 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 序列同源ꎻ下游引物 ｖｉｒ￣Ｒ ５′端
加划线的序列与 ｉｕｔＡ 基因序列互补ꎬ３′端未加下划线

的序列与质粒 ｐＵＣ４Ｋ 上 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 序列互补(表 ２)ꎮ

表 ２. 用于同源重组的引物 ｖｉｒ￣Ｆ / ｖｉｒ￣Ｒ
Ｔａｂｌｅ ２. Ｐｒｉｍｅｒｓ ｖｉｒ￣Ｆ / ｖｉｒ￣Ｒ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)
ｖｉｒ￣Ｆ ＴＧＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＴＡＣＴＡＡＡＴＴＡＴＧＣＡＣＴＣＡＡＴＡＡＡＡＡＡＡＣＴＣＧＴＧＡ ＡＧＡＡＧＧＴＧＴＴＧＣＴ
ｖｉｒ￣Ｒ ＡＴＡＴＣＡＧＣＧＴＡＣＣＴＴＴＧＴＴＧＴＡＡＡＧＧＡＡＴＡＣＣＧＧＴＣＡＧＡＡＣＡＡＡＧＣＣＡＣＧＴＴＧＴＧＴＣＴＣＡ

１ ３ ２　 ｖｉｒ 片段的扩增:以 ｐＵＣ４Ｋ 质粒 ＤＮＡ 为模

板ꎬ应用 ｖｉｒ￣Ｆ / ｖｉｒＲ 引物ꎬＰＣＲ 扩增片段约 １ ３ ｋｂꎬ
ＰＣＲ 产物通过 ０ ８％琼脂糖凝胶电泳进行鉴定ꎮ 经

电泳鉴定为预期长度的 ＰＣＲ 产物ꎬ用 Ａｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌ
ＤＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 回收纯化 ＤＮＡ 片段ꎮ
１ ３ ３　 Ｅ０５８Δｖｉｒ 突变株构建:将 ＰＣＲ 扩增的 ｖｉｒ
片段电转化到含有 ｐＫＤ４６ 的感受态细胞 Ｅ０５８ 中ꎬ
通过 λ￣Ｒｅｄ 重组系统产生了基因缺失突变株

Ｅ０５８Δｖｉｒ[１８]ꎮ
１ ４　 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交

以 ｐＵＣ４Ｋ 质粒 ＤＮＡ 为模板ꎬ应用 Ｋａｎ￣Ｆ / Ｋａｎ￣
Ｒ 引 物 ( Ｋａｎ￣Ｆ: ５′￣ＧＧＴＧＣＧＡＣＡＡＴＣＴＡＴＣＧＡ￣３′ꎻ
Ｋａｎ￣Ｒ: ５′￣ＣＴＣＡＴＣＧＡＧＣＡＴＣＡＡＡＴＧ￣３′) 扩 增 出

Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 抗性基因ꎬ作为探针使用的 ＰＣＲ 产物是

以 ＤＩＧ 标记的ꎬ标记方法参照说明书进行(Ｒｏｃｈｅ)ꎮ
用 ＣＴＡＢ / ＮａＣｌ 法提取细菌大分子 ＤＮＡꎬ参照«分子

克隆»方法ꎬ对 ＤＮＡ 酶切后进行 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 分析ꎮ
Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 操 作 参 照 ＤＩＧ Ｈｉｇｈ Ｐｒｉｍｅ ＤＮＡ
Ｌａｂｅｌｉｎｇ ａｎｄ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔ(Ｒｏｃｈｅ)说明书进行ꎮ
１ ５　 突变株 Ｅ０５８Δｖｉｒ 生物学特性

１ ５ １　 细菌生长曲线的测定:将 ＬＢ 液体培养基中

过夜培养的野生型菌株 Ｅ０５８ 和突变株 Ｅ０５８Δｖｉｒ 加
入 １０ ｍＬ 的 ＬＢ 液体培养基中(调节 ＯＤ６００ ＝ ０ ０５)ꎮ
在 ３７℃恒温摇床中ꎬ以 ２２０ ｒ / ｍｉｎ 摇振培养ꎻ连续

４ ｈꎬ每隔 ０ ５ ｈ 测定培养物的 ＯＤ６００值ꎬ并绘制细菌

的生长曲线ꎬ观察突变株和亲本株的生长速度ꎮ

１ ５ ２　 鸡巨噬细胞 ＨＤ￣１１ 吞噬试验:吞噬实验前ꎬ
细胞以 ２ × １０５ 密度接种到 ２４ 孔板上ꎬ滴加含有

１０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ３７℃ꎬ５％ ＣＯ２ 条件下

培养 ２４ ｈꎬ使细胞贴紧 ２４ 孔板ꎬ２４ ｈ 后ꎬ取出细胞

板ꎬ每孔接种 ２ × １０７ 菌落形成单位(ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍｉｎｇ
ｕｎｉｔｓꎬ ＣＦＵ)的细菌(细菌∶ 细胞 ＝ １００∶ １)ꎬ接种过细

菌的细胞板继续培养 １ ｈꎬ使细菌内吞到细胞内ꎬ取
出细胞板ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ去除胞外细菌ꎬ然后滴

加 １ ｍＬ 含有 １００ μｇ / ｍＬ 庆大霉素的 ＤＭＥＭ 培养

基ꎬ培养 １ ５ ｈꎬ取出ꎬ洗涤 ３ 次ꎬ用 １ ｍＬ ０ １％ 的

Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 裂解细胞ꎬ释放细菌ꎬ经过连续倍比稀

释ꎬ用无抗性的 ＬＢ 平板进行细菌计数ꎬ培养 １８ ｈ 后

观察结果ꎮ
１ ５ ３　 １２ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚的致死率试验:细菌在 ＬＢ
平板上 ３７℃静置培养 １８ ｈꎬ挑取 １０ 个单菌落在 ＬＢ
平板上满板划线ꎬ３７℃ 静置培养 ４ ｈꎻ用 １ ｍＬ 含

１５％甘油的 ＰＢＳ 将 ＬＢ 平板上所有菌落刮下ꎬ调细

菌至相应的浓度ꎮ
将细菌浓度调至 ５ × １０３ ＣＦＵ / ｍＬꎮ ７０ 只 １２ 日

龄的 ＳＰＦ 鸡胚ꎬ随机分为 ４ 组ꎬ其中 ２ 个实验组各

３０ 只ꎬ对照组为 １０ 只ꎮ 实验组由尿囊腔分别接种

０ １ ｍＬ Ｅ０５８ 或 Ｅ０５８Δｖｉｒ 细菌悬液ꎬ对照组不攻毒ꎮ
观察 ９６ ｈ 内的死亡情况ꎬ计算死亡率ꎮ
１ ５ ４　 体外竞争试验:将细菌浓度调至 １ × １０８

ＣＦＵ / ｍＬꎮ 亲本株 Ｅ０５８ 与突变株 Ｅ０５８Δｖｉｒ 以 １∶ １的
比例混合均匀ꎬ接种于 ＬＢ 液体培养基中ꎬ３７℃培养 ４

９７６



Ｊｉｅｌｕ Ｌｉｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１３)５３(７)

ｈꎮ 培养物分别以无抗性的 ＬＢ 平板和含卡那霉素抗

性的 ＬＢ 平板进行细菌计数ꎬ１８ ｈ 后观察结果ꎮ 竞争

指数(ＣＩ)的计算方法是:输出量的比率(突变株 /亲
本株)除以输入量的比率(突变株 /亲本株)ꎮ
１ ５ ５　 体内动态分布试验:细菌浓度调至 １ × １０８

ＣＦＵ / ｍＬꎮ ４０ 只 ２１ 日龄的 ＳＰＦ 鸡ꎬ随机分为 ３ 组ꎬ
实验组 １５ 只 /组ꎬ健康对照组 １０ 只ꎮ 实验组鸡分别

左胸气囊接种 ０ １ ｍＬ 的 Ｅ０５８ 株或 Ｅ０５８Δｖｉｒ 突变

株ꎮ 接种 ２４ ｈ 后ꎬ扑杀ꎬ取扑杀鸡心血及肝脏、脾
脏、肺脏、肾脏ꎬ经过称重后加入含有 １５％ 甘油的

ＰＢＳ 进行研磨ꎬ用含 １５％ 甘油的 ＰＢＳ 连续稀释ꎬ以
无抗性的 ＬＢ 平板或者含有 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 抗性的 ＬＢ
板进行培养计数ꎬ１８ ｈ 后观察细菌计数结果ꎮ 动态

分布试验结果用 Ｍａｎｎ Ｗｈｉｔｎｅｙ ｔｅｓｔ 方法进行统计分

析(∗Ｐ < ０ ０５ꎻ∗∗Ｐ < ０ ０１ꎻ∗∗∗Ｐ < ０ ００１)ꎮ

２　 结果

２ １　 突变株 Ｅ０５８Δｖｉｒ 的鉴定

突变株 Ｅ０５８Δｖｉｒ 经引物 ｖｉｒ￣Ｆ / Ｒ ＰＣＲ 扩增出

１２００ ｂｐ 的条带ꎬ而亲本株 Ｅ０５８ 扩增不出条带ꎮ 与

预期结果一致ꎮ
２ ２　 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交

将突变株 Ｅ０５８Δｖｉｒ 以及亲本株 Ｅ０５８ 提取的基

因组 ＤＮＡꎬ经 ＥｃｏＲ Ｖ 酶切ꎻＫａｎａｍｙｃｉｎ 抗性基因阳

性对照为 ３ μｇ ｐＵＣ４Ｋ 质粒经 ＢａｍＨ Ｉ 酶切的产物ꎮ
３７℃过夜酶切ꎬ通过电泳分离 ＤＮＡꎮ 凝胶过夜转

印ꎬ使其上的 ＤＮＡ 转移至尼龙膜上ꎬ以 ＤＩＧ 标记的

Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 抗性基因作为探针ꎬ杂交后ꎬ经免疫检

测ꎬ显色ꎬ结果如图 １ 所示ꎮ
２ ３　 突变株 Ｅ０５８Δｖｉｒ 的生物学特性

２ ３ １　 从生长曲线的测定结果ꎬ可以看出突变株

Ｅ０５８Δｖｉｒ 的生长速度与亲本株 Ｅ０５８ 株相似(图 ２)ꎮ
２ ３ ２　 ＨＤ￣１１ 细胞吞噬试验:Ｅ０５８ 的内吞率为

０ ２４％ ꎬＥ０５８Δｖｉｒ 的内吞率为 ０ ２５％ ꎮ 与亲本株

Ｅ０５８ 相比ꎬ突变株的抗吞噬的能力并没有显著的差

异(表 ３)ꎮ
２ ３ ３　 １２ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚的致死率:Ｅ０５８ 株接种组

３０ 只鸡胚死亡 ２７ 只ꎬ死亡率为 ９０ ０％ꎻ Ｅ０５８Δｖｉｒ 株
接种组 ３０ 只鸡胚死亡 ２４ 只ꎬ死亡率 ８０ ０％ꎬ对照组

１０ 只鸡胚未有死亡ꎮ 突变株与亲本株 Ｅ０５８ 间差异

不显著(表 ４)ꎮ 致死的鸡胚分离到相应的接种菌株ꎮ

图 １. 突变株 Ｅ０５８Δｖｉｒ 的 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｋａｎｒ ｇｅｎｅ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ Ｅ０５８Δｖｉｒ ｐＡＰＥＣ￣Ｏ２￣
ＣｏｌＶ￣ｌｉｋｅ ｐｌａｓｍｉｄ ＤＮＡ ｂｙ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ. Ｌａｎｅ １ ａｎｄ ２ ｏｆ ｐＡＰＥＣ￣
Ｏ２￣ＣｏｌＶ￣ｌｉｋｅ ｐｌａｓｍｉｄ ＤＮＡ ｆｒｏｍ Ｅ０５８ꎬ Ｅ０５８Δｖｉｒ ｐｌｕｓ ＥｃｏＲ Ｖꎻ ｌａｎｅ ３ꎬ

１ μｇ ｏｆ ｐＵＣ４Ｋ (ａ ｐｌａｓｍｉｄ ｗｉｔｈ ａ Ｋａｎｒ ｃａｓｓｅｔｔｅ ａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ) ｐｌｕｓ
ＢａｍＨ Ｉ. Ｅａｃｈ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ ｒｅｓｏｌｖｅｄ ｏｎ ａ ０ ８％ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ａｎｄ
ｖｉｓｕａｌｉｚｅｄ ｂｙ ｅｔｈｉｄｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ( Ａ). Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ

ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｕｓｉｎｇ ＤＩＧ￣ｌａｂｅｌｅｄ Ｋａｎｒ ｇｅｎｅ ｐｒｏｂｅ ( Ｂ ). Ｌａｍｄａ ＤＮＡ /
ＥｃｏＲＩ￣ｐｌｕｓ￣Ｈｉｎｄ ＩＩＩ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｉｚｅ ｓｔａｎｄａｒｄｓ (Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ) ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ
ｂａｓｅ ｐａｉｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ( ｌａｎｅ Ｍ).

图 ２. Ｅ０５８ 和 Ｅ０５８Δｖｉｒ 株生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＡＰＥＣ ｓｔｒａｉｎ Ｅ０５８ ａｎｄ Ｅ０５８Δｖｉｒ. Ｇｒｏｗｔｈ
ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＡＰＥＣ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ Ｅ０５８ (◆) ａｎｄ Ｅ０５８Δｖｉｒ (▲) ｉｎ ＬＢ
ｂｒｏｔｈ ａｔ ３７℃ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ＯＤ６００ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｗａｓ ｃｈｅｃｋｅｄ

ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ.

表 ３.细胞吞噬试验

Ｔａｂｌｅ ３. Ｉｎｇｅｓｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎｔｏ ＨＤ￣１１
Ｓｔｒａｉｎ Ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｂａｃｔｅｒｉａ / ％
Ｅ０５８ ０ ２４ ± ０ ０００ １９
Ｅ０５８Δｖｉｒ ０ ２５ ± ０ ０００ ２

表 ４. １２ 日龄鸡胚致死试验

Ｔａｂｌｅ ４. Ｅｍｂｒｙｏ ｌｅｔｈａｌｉｔｙ ｏｆ Ｅ０５８ ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ ｉｔｓ ｍｕｔａｎｔ ｄｅｒｉｖａｔｅ
Ｓｔｒａｉｎｓ Ｅｍｂｒｙｏｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ Ｄｅａｔｈｓ Ｅｍｂｒｙｏｌｅｔｈａｌｉｔｙ / ％
ＮＣ １０ ０ ０
Ｅ０５８ ３０ ２７ ９０
Ｅ０５８Δｖｉｒ ３０ ２４ ８０

０８６



凌洁璐等: 禽致病性大肠杆菌 Ｅ０５８ 株毒力基因(ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ)与 ｓｉｔ 操纵子基因. /微生物学报(２０１３)５３(７)

２ ３ ４　 体外竞争试验:对 Ｅ０５８ 及 Ｅ０５８Δｖｉｒ 株分别

细菌计数至 １０８ ＣＦＵ / ｍＬꎬ将等量的 Ｅ０５８Δｖｉｒ 与

Ｅ０５８ 混合ꎬ经 ３７℃培养后ꎬ根据其在有无抗性的 ＬＢ
平板上的计数结果ꎬ计算得到 ＣＩ 值ꎬＥ０５８Δｖｉｒ 和

Ｅ０５８ 体外竞争的的 ＣＩ 值为 ０ ７０ꎮ 体外竞争试验结

果表明ꎬ与亲本株相比ꎬ突变株 Ｅ０５８Δｖｉｒ 的体外生

长能力被轻度致弱ꎮ
２ ３ ５　 动态分布试验结果:２４ ｈ 的动态分布试验结

果表明ꎬ与亲本株相比ꎬ突变株 Ｅ０５８Δｖｉｒ 的毒力被

高度致弱(Ｐ < ０ ００１)(图 ３)ꎮ 接种 ２４ ｈ 后ꎬ亲本株

Ｅ０５８ 在心血、肝脏、脾脏、肺脏以及肾脏中的细菌检

出量分别是 ８ ８ × １０２ ＣＦＵ / ｍＬ、８ ７ × １０４ ＣＦＵ / ｇ、
９ ３ × １０４ ＣＦＵ / ｇ、４ ７ × １０５ ＣＦＵ / ｇ、５ ８ × １０４ ＣＦＵ / ｇꎻ
突变株 Ｅ０５８Δｖｉｒ 在心血、肝脏、脾脏、肺脏以及肾脏

中的细菌检出量分别是 ４５ ＣＦＵ / ｍＬ (Ｐ < ０ ００１)、
１ ０２ × １０２ ＣＦＵ / ｇ (Ｐ < ０ ００１)、６ ４ × １０３ ＣＦＵ / ｇ
(Ｐ < ０ ００１ )、 ６ ５ × １０３ ＣＦＵ / ｇ ( Ｐ < ０ ００１ )、 ９３
ＣＦＵ / ｇ (Ｐ < ０ ００１)ꎮ

图 ３. ２１ 日龄 ＳＰＦ 鸡体内动态分布试验

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅ ｉｎ ｖｉｖｏ ｏｆ ２１￣ｄａｙ￣ｏｌｄ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ(∗∗∗Ｐ < ０ ００１) . Ａ: ｂｌｏｏｄꎻ Ｂ: ｌｉｖｅｒꎻ Ｃ: ｓｐｌｅｅｎꎻ Ｄ: ｌｕｎｇꎻ Ｅ: ｋｉｄｎｅｙ.

３　 讨论

禽大肠杆菌病对世界养禽业造成了巨大的经济

损失ꎬ并且其致病机理复杂ꎬ部分毒力因子的功能还

有待确定ꎮ 运用基因重组方法对可能毒力基因进行

突变ꎬ通过对亲本株和突变株生物学特性及致病性

的比较ꎬ可以使我们初步了解和推测相关基因的生

物学意义和功能ꎬ特别是其在致病性方面的作用ꎮ
因此基因突变技术是病原菌毒力基因生物学功能研

究中的重要方法ꎮ 细菌菌株的毒力很可能是由多种

基因共同作用的ꎬ一些遗传因子如毒力岛或毒力质

粒都会影响病原菌的毒力[２２ － ２５]ꎬ以前研究发现ꎬ许
多 ＡＰＥＣ 分离株携带大质粒ꎬ其中有些编码潜在的

毒力因子ꎬ比如ꎬ ｔｓｈ、铁摄取机制如气杆菌素的产

生ꎬ大肠杆菌素 Ｖ 的产生ꎮ Ｊｏｈｎｓｏｎ 等 ２００６ 年指出

根据从 ５９５ 株 ＡＰＥＣ 分离株中ꎬ得出的基因流行数

据ꎬ可以看出 ｐＡＰＥＣ￣Ｏ２￣ＣｏｌＶ 上存在的 ９３ ｋｂ 的毒

力区域ꎬ可分为保守区及可变区两部分ꎮ 保守区主

要包括 ｓｉｔＡＢＣＤ、 ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ 操纵子以及 ｉｒｏＡ 基因

簇[２６]ꎮ 通过气囊接种发现ꎬ所有的这些因子对
ＡＰＥＣ 菌株 χ７１２２ 的毒力有着重要作用[６ꎬ９]ꎮ 另外ꎬ
荚膜对 ＡＰＥＣ 菌株的致病性很明显ꎬ在一些实验中

研究发现ꎬＫ１ 荚膜突变株彻底失去了致病性[２７]ꎮ
虽然气杆菌素、沙门菌铁转运子(ＳｉｔＡＢＣＤ)与
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Ｊｉｅｌｕ Ｌｉｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１３)５３(７)

ＡＰＥＣ 气杆菌素(ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ)的合成及受体或胞内铁

离子的转运相关ꎬ它们也可能同时定位于 ｐＡＰＥＣ￣
Ｏ２￣ＣｏｌＶ 质粒的保守区[２６]ꎬ但它们分属 ２ 个独立的

系统ꎮ 将其合并研究ꎬ是因为对这 ２ 个系统与

ＡＰＥＣ 致病性间的关系尚不明确ꎬ 甚至存在争

议[６ꎬ９ꎬ２０ － ２１]ꎮ 本文旨在通过对这 ２ 个独立系统的整

体突变ꎬ明确其与 ＡＰＥＣ 间的关系ꎮ
本文以 ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ 与 ｓｉｔ 操纵子作为研究对象ꎬ

利用 λ 噬菌体 Ｒｅｄ 重组系统成功构建了基因突变

株 Ｅ０５８Δｖｉｒꎬ并对它们进行了一系列的致病性研究ꎬ
体外生长试验结果表明ꎬ突变株和亲本株在生长速

度上没有差异ꎬ说明基因的缺失并没有影响细菌的

生长ꎮ 鸡巨噬细胞 ＨＤ￣１１ 的内吞试验、１２ 日龄 ＳＰＦ
鸡胚致死率实验结果表明突变株较亲本株的毒力有

轻度的下降ꎬ但不显著ꎮ ２１ 日龄 ＳＰＦ 鸡动态分布试

验表明ꎬ与亲本株 Ｅ０５８ 相比ꎬ突变株 Ｅ０５８Δｖｉｒ 在试

验鸡脏器中的带菌量显著减少ꎬ差异极显著(Ｐ <
０ ００１)ꎮ 这可能是由于鸡胚致死试验的敏感性不

够[２０]ꎮ 显然ꎬ就 ＡＰＥＣ 致病性研究而言ꎬ体内动态

分布 试 验 的 敏 感 性 比 鸡 胚 致 死 性 试 验 高ꎮ
ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ 与 ｓｉｔ 操纵子与 ＡＰＥＣ 菌株 Ｅ０５８ 的致病

性有关ꎬ是其重要的致病因子ꎮ
值得强调的是ꎬＡＰＥＣ 的致病因子绝非气杆菌

素、沙门菌铁转运子 ２ 个ꎬＡＰＥＣ 的致病性无疑是多

个“因子”共同作用的结果ꎮ 单就摄铁系统而言ꎬ我
们最近以 ＡＰＥＣ Ｅ０５８ 株的血红素、沙门菌素和气杆

菌素 ３ 种铁摄取系统为研究对象ꎬ分别选取其摄铁

相关基因 ｃｈｕＴ、ｉｒｏＤ、ｉｕｃＤꎬ构建了缺失突变株ꎬ开展

了多项体外及体内试验ꎬＳＰＦ 鸡致病性试验表明介

导沙门菌素摄铁的 ｉｒｏＤ 基因和编码气杆菌素合成

的 ｉｕｃＤ 基因与 ＡＰＥＣ 致病性有较强的相关性ꎬ而介

导血红素摄铁基因 ｃｈｕＴ 对其致病性影响不大[２８]ꎮ
再次证明 ＡＰＥＣ 致病因子的复杂性、多样性ꎮ

我们利用 λ 噬菌体 Ｒｅｄ 重组系统构建的突变

株ꎬ对于进一步深入研究大肠杆菌三大铁摄取系统

对大肠杆菌致病性的影响及其相互作用的分子机制

提供了材料ꎮ 试验过程中ꎬ有一些问题需要进一步

进行探讨ꎬ如整个 ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ 和 ｓｉｔ 操纵子中单个基

因及其组合的致病作用等ꎮ 试验中构建的 Ｅ０５８Δｖｉｒ
突变株主要采用 Ｒｅｄ 同源重组方法ꎬ该方法操作简

便ꎬ重组效率高ꎬ无须进行长链 ＰＣＲ 扩增及寻找合

适的酶切位点ꎬ可直接在任何位置进行点突变、缺

失、插入和克隆ꎬ这项技术是构建基因缺失株ꎬ研究

基因功能的重要手段ꎬ这一系统使过去较繁琐的基

因敲除方法变得简单ꎮ 相信随着研究工作的深入ꎬ
该系统将普遍应用于多种菌株基因功能的研究ꎬ为
后基因组时代功能基因组计划的成功实施提供一种

新的工具ꎮ
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ｓｐｅｃｉｆｙｉｎｇ ｔｈｅ ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ ｉｒｏｎ ｕｐｔａｋｅ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ
ＣｏｌＶ￣Ｋ３０. Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｉｔｙꎬ １９８４ꎬ ４６(１): ７￣１２.

[１４] Ｇｒｏｓｓ Ｒꎬ Ｅｎｇｅｌｂｒｅｃｈｔ Ｆꎬ Ｂｒａｕｎ Ｖ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｄ
ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｏｐｅｒｏｎ ｏｎ ｐＣｏｌＶ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ １９８４ꎬ
１９６(１): ７４￣８０.

[１５] ｄｅ Ｌｏｒｅｎｚｏ Ｖꎬ Ｎｅｉｌａｎｄｓ ＪＢ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｕｃＡ ａｎｄ
ｉｕｃＣ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ ＣｏｌＶ￣Ｋ３０
ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ １９８６ꎬ １６７
(１): ３５０￣３５５.

[１６] ｄｅ Ｌｏｒｅｎｚｏ Ｖꎬ Ｂｉｎｄｅｒｅｉｆ Ａꎬ Ｐａｗ ＢＨꎬ Ｎｅｉｌａｎｄｓ ＪＢ.
Ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ
ＣｏｌＶ￣Ｋ３０ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｋ￣１２. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ １９８６ꎬ １６５(２): ５７０￣５７８.

[１７] Ｊｏｈｎｓｏｎ ＴＪꎬ Ｇｉｄｄｉｎｇｓ ＣＷꎬ Ｈｏｒｎｅ ＳＭꎬ Ｇｉｂｂｓ ＰＳꎬ Ｗｏｏｌｅｙ
ＲＥꎬ Ｓｋｙｂｅｒｇ Ｊꎬ Ｏｌａｈ Ｐꎬ Ｋｅｒｃｈｅｒ Ｒꎬ Ｓｈｅｒｗｏｏｄ ＪＳꎬ Ｆｏｌｅｙ
ＳＬꎬ Ｎｏｌａｎ ＬＫ. Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｅｒｕｍ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｇｅｎｅ
ａｎｄ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｔｒａｉｔｓ ｏｎ ａ ｃｏｎｊｕｇａｔｉｖｅ Ｒ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｎ
ａｎ ａｖｉａｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｓｏｌａｔｅ. Ａｖｉａｎ Ｄｉｓｅａｓｅｓꎬ ２００２ꎬ
４６(２): ３４２￣３５２.

[１８] Ｌｉｎｇ Ｊꎬ Ｐａｎ Ｈꎬ Ｇａｏ Ｑꎬ Ｘｉｏｎｇ Ｌꎬ Ｚｈｏｕ Ｙꎬ Ｚｈａｎｇ Ｄꎬ Ｇａｏ
Ｓꎬ Ｌｉｕ Ｘ. Ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｇｅｎｅｓ ｉｕｃＡ ａｎｄ ｉｕｃＣ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｏ２ ｓｔｒａｉｎ Ｅ０５８. ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１３ꎬ ８(２):
ｅ５７７９４ꎬＤＯＩ. １０ １３７１ / ｊｏｕｒｎａｌ. ｐｏｎｅ. ００５７７９４.

[１９] Ｘｉｏｎｇ Ｌꎬ Ｌｉｎｇ Ｊꎬ Ｇａｏ Ｑꎬ Ｚｈｏｕ Ｙꎬ Ｌｉ Ｔꎬ Ｇａｏ Ｓꎬ Ｌｉｕ Ｘ.
Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｕｃＢ ａｎｄ ｉｕｃＢｉｕｔＡ ｍｕｔａｎｔｓ ｏｆ ａｖｉａｎ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｉｒ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ. Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ １５９(３￣４):
４２０￣４３１.

[２０] Ｓｋｙｂｅｒｇ ＪＡꎬ Ｊｏｈｎｓｏｎ ＴＪꎬ Ｎｏｌａｎ ＬＫ. Ｍｕｔａｔｉｏｎａｌ ａｎｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ａｎ ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ ＣｏｌＶ ｐｌａｓｍｉｄ. ＢＭＣ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００８ꎬ ８: ２４.

[２１] Ｓａｂｒｉ Ｍꎬ Ｌｅｖｅｉｌｌｅ Ｓꎬ Ｄｏｚｏｉｓ ＣＭ. Ａ ＳｉｔＡＢＣＤ ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ
ｆｒｏｍ ａｎ ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｓｔｒａｉｎ ｍｅｄｉａｔｅｓ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｏｆ ｉｒｏｎ ａｎｄ ｍａｎｇａｎｅｓｅ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｈｙｄｒｏｇｅｎ
ｐｅｒｏｘｉｄｅ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ １５２(Ｐｔ ３): ７４５￣７５８.

[２２] Ｓｃｈｍｉｄｔ Ｈꎬ Ｈｅｎｓｅｌ Ｍ. Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｉｓｌａｎｄｓ ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ. Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ ２００４ꎬ １７
(１): １４￣５６.

[２３] Ｉｄｅｓｅｓ Ｄꎬ Ｇｏｐｈｎａ Ｕꎬ Ｐａｉｔａｎ Ｙꎬ Ｃｈａｕｄｈｕｒｉ ＲＲꎬ Ｐａｌｌｅｎ
ＭＪꎬ Ｒｏｎ ＥＺ. Ａ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ ｔｙｐｅ ＩＩＩ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｆｒｏｍ
ｓｅｐｔｉｃｅｍｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ.
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ ２００５ꎬ １８７(２３): ８１６４￣８１７１.

[２４] Ｃｈｏｕｉｋｈａ Ｉꎬ Ｇｅｒｍｏｎ Ｐꎬ Ｂｒｅｅ Ａꎬ Ｇｉｌｏｔ Ｐꎬ Ｍｏｕｌｉｎ￣
Ｓｃｈｏｕｌｅｕｒ Ｍꎬ Ｓｃｈｏｕｌｅｒ Ｃ. Ａ ｓｅｌＣ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｅｎｏｍｉｃ
ｉｓｌａｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ ｓｔｒａｉｎ ＢＥＮ２９０８ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｕｐｔａｋｅ
ａｎｄ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ １８８(３):
９７７￣９８７.

[２５] Ｓｋｙｂｅｒｇ ＪＡꎬ Ｊｏｈｎｓｏｎ ＴＪꎬ Ｊｏｈｎｓｏｎ ＪＲꎬ Ｃｌａｂｏｔｓ Ｃꎬ Ｌｏｇｕｅ
ＣＭꎬ Ｎｏｌａｎ ＬＫ. Ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｂｙ ａ ｃｏｍｍｅｎｓａｌ Ｅ. ｃｏｌｉ ｉｓｏｌａｔｅ
ｅｎｈａｎｃｅｓ ｉｔｓ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｔｏ ｋｉｌｌ ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｍｂｒｙｏｓꎬ ｇｒｏｗ ｉｎ
ｈｕｍａｎ ｕｒｉｎｅꎬ ａｎｄ ｃｏｌｏｎｉｚｅ ｔｈｅ ｍｕｒｉｎｅ ｋｉｄｎｅｙ. Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｉｔｙꎬ ２００６ꎬ ７４(１１): ６２８７￣６２９２.

[２６] Ｊｏｈｎｓｏｎ ＴＪꎬ Ｓｉｅｋ ＫＥꎬ Ｊｏｈｎｓｏｎ ＳＪꎬ Ｎｏｌａｎ ＬＫ. ＤＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ａ ＣｏｌＶ ｐｌａｓｍｉｄ ａｎｄ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｅｄ
ｐｌａｓｍｉｄ￣ｅｎｃｏｄｅｄ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｍｏｎｇ ａｖｉａｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ ｓｔｒａｉｎｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ １８８ ( ２ ):
７４５￣７５８.

[２７] Ｍｅｌｌａｔａ Ｍꎬ Ｄｈｏ￣Ｍｏｕｌｉｎ Ｍꎬ Ｄｏｚｏｉｓ ＣＭꎬ Ｃｕｒｔｉｓｓ Ｒꎬ ３ｒｄꎬ
Ｂｒｏｗｎ ＰＫꎬ Ａｒｎｅ Ｐꎬ Ｂｒｅｅ Ａꎬ Ｄｅｓａｕｔｅｌｓ Ｃꎬ Ｆａｉｒｂｒｏｔｈｅｒ
ＪＭ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ａｖｉａｎ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｔｏ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｉｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ.
Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｉｔｙꎬ ２００３ꎬ ７１(１): ５３６￣５４０.

[２８] Ｇａｏ Ｑꎬ Ｗａｎｇ Ｘꎬ Ｘｕ Ｈꎬ Ｘｕ Ｙꎬ Ｌｉｎｇ Ｊꎬ Ｚｈａｎｇ Ｄꎬ Ｇａｏ
Ｓꎬ Ｌｉｕ Ｘ. Ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｉｒｏｎ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ ｉｎ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｏｆ
ｅｘｔｒａｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ: ｓａｌｍｏｃｈｅｌｉｎ
ａｎｄ ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｍｏｒｅ ｔｏ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｔｈａｎ ｈｅｍｅ ｉｎ ａ
ｃｈｉｃｋｅｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ. ＢＭＣ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ １２:
１４３.

[２９] Ｐｈｉ ｖａｎ Ｌ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｉｃｋｅｎ
ｌｙｓｏｚｙｍｅ ｇｅｎｅ ｂｙ ＮＦ￣ｋａｐｐａ Ｂｐ６５ (ＲｅｌＡ) ａｎｄ ｃ￣Ｒｅｌꎬ ｂｕｔ
ｎｏｔ ｂｙ ＮＦ￣ｋａｐｐａ Ｂｐ５０. Ｔｈｅ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ １９９６ꎬ
３１３ ( Ｐｔ １): ３９￣４４.

３８６



Ｊｉｅｌｕ Ｌｉｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１３)５３(７)

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ ａｎｄ ｓｉｔ ｏｐｅｒｏｎ ｍｕｔａｎｔ ｏｆ ａｖｉａｎ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｅ０５８ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｔｓ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

Ｊｉｅｌｕ Ｌｉｎｇꎬ Ｓｉｙｉ Ｃｈｅｎꎬ Ｑｉｎｇｑｉｎｇ Ｇａｏꎬ Ｈｕｉｑｉｎｇ Ｘｕꎬ Ｓｏｎｇ Ｇａｏ∗ꎬ Ｘｉｕｆａｎ Ｌｉｕ
Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｖｉａｎ Ｂｉｏｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｙａｎｇｚｈｏｕ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｙａｎｇｚｈｏｕ ２２５００９ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｔｏ ｅｌｕｃｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＡＰＥＣ Ｏ２ ｓｔｒａｉｎ Ｅ０５８. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｔｈｅ
ｇｅｎｅ ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ / ｓｉｔＡＢＣ ｏｐｅｒｏｎ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｕｔａｎｔｓ Ｅ０５８Δｖｉｒ ｏｆ ＡＰＥＣ Ｅ０５８ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｒｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍ. Ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｃｈｉｃｋ ｅｍｂｒｙｏ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅ ｉｎ ｖｉｖｏ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ＡＰＥＣ Ｅ０５８Δｖｉｒ ａｎｄ ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ Ｅ０５８.
[Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｅ０５８Δｖｉｒ ｗａｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｉｔｓ ｐａｒｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎ Ｅ０５８ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓꎬ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｓｓａｙｓ ｏｆ ＨＤ￣１１ ｃｅｌｌ ａｎｄ ｉｎ
ｖｉｔｒｏ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ ａｓｓａｙ. Ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅ ｔｅｓｔꎬ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｏｆ Ｅ０５８Δｖｉｒ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｇａｎｓ ｔｅｓｔｅｄ (Ｐ < ０ ００１). [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ] Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｆａｃｔｏｒｓ ｅｎｃｏｄｅｄ
ｂｙ ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ / ｓｉｔ ｏｐｅｒｏｎ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ＡＰＥＣ Ｅ０５８.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬ ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ / ｓｉｔ ｏｐｅｒｏｎꎬ ｍｕｔａｎｔꎬ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

(本文责编:张晓丽)

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (３１２７２５５９ꎬ ３０９７２１９６ꎬ ３０７７１６０４ꎬ ３０４７１２８１)ꎬ ｂｙ ｔｈｅ Ｐｒａｃｔｉｃｅ Ｉｎｏｖａｔｉｏｎ Ｔｒａｉｎｎｇ
Ｐｒｏｇｒａｍ Ｐｒｏｊｅｃｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｃｏｌｌｅｇｅ Ｓｔｕｄｅｎｔｓ ａｎｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｐｒｉｏｒｉｔｙ Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｈｉｇｈｅｒ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ(ＰＡＰＤ)
∗Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ. Ｔｅｌ: ＋ ８６￣５１４￣８７９９１４４８ꎻ Ｆａｘ: ＋ ８６￣５１４￣８７９７２２１８ꎻ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｇｓｏｎｇ＠ ｙｚｕ. ｅｄｕ. ｃｎ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: １０ Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１２ / Ｒｅｖｉｓｅｄ: ２６ Ｍａｒｃｈ ２０１３



«微生物学报»审稿程序

　 　 本刊严格遵守“三审制”ꎬ即:编辑部内审ꎬ专家外审ꎬ主编总审ꎮ 从投稿日期开始ꎬ争取在 ２ 个月之内给出审稿结果ꎬ３ － ６
个月之内发表ꎮ
　 　 (１) 收到来稿后ꎬ 首先要由编辑初审ꎬ通过后再送外审ꎮ 将请 ２ 位专家进行审阅ꎬ 再送主编进行最后的总审ꎬ 这个过程一

般不会超过 ２ 个月ꎮ 如果初审 ２ 位专家的意见分歧较大ꎬ 编辑部将再请第 ３ 位专家进行初审ꎬ 之后再送主编总审ꎬ 那

么此稿的审理时间可能会超过 ２ 个月ꎮ
　 　 (２) 完成审稿后(即主编给出总审意见)ꎬ 编辑会给作者发出 Ｅ￣ｍａｉｌ 告知修改意见(包括学术上的和写作格式上的)ꎮ 作

者在返回修改稿后ꎬ经本刊审核合格后方可被录用ꎮ
在此提醒作者ꎬ在没有完成全部审稿之前ꎬ不要在远程系统中看到初审意见时就急于返回修改稿件ꎮ

４８６




