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产毒性和致病性大肠埃希菌中小肠结肠炎

耶尔森菌强毒力岛分布的研究

王勇 王红 向前 孙素霞 俞守义

【摘要】 目的 了解小肠结肠炎耶尔森菌强毒力岛在产毒性（!"!#）和致病性大肠埃希菌

（!$!#）中的分布。方法 用聚合酶链反应扩增和原位杂交方法。结果 在检测的 %& 株 !"!# 和 ’(
株 !$!# 的毒 力 岛 的 检 出 率 分 别 为&)*)+,（&) - %&）和&(*((,（& - ’(），’ 株 肠 聚 集 性 大 肠 埃 希 菌

（!.//!#）也检出了毒力岛，而且这些阳性菌株中的毒力岛大部分连接到天门冬氨酸 012.（345012.）

位点。结论 !"!#、!$!# 以及 !.//!# 是致病性较强的病原菌，而小肠结肠炎耶尔森菌强毒力岛在

!"!# 和 !$!# 中具有阳性率较高的分布，对于进一步研究大肠埃希菌毒力变化和毒力的调控以及细

菌毒力的进化具有重要意义。
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毒力岛［’，)］（<3068/:57;70= 74>359）最早是用来描

述泌尿道致病性大肠埃希菌（D@8<3068/:57; 9 6 =&D-，
N$!#）染色体上两个分子量很大、编码许多毒力相

关基因的、不稳定的外源 J2. 片段。随着研究的不

断深入，在许多病原性细菌中都发现有毒力岛，其

中以 耶 尔 森 菌（ %8?F-’-. * 4<）的 强 毒 力 岛［&］（ 67/6
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<3068/:57;70= 74>359，H$I）的分布较为广泛，在耶尔森

菌中强毒力岛被认为是一个铁摄取系统，由一个 &(
RC 的核心区发挥作用，即生物合成、摄取和鼠疫耶

尔森菌素的调控。这个毒力岛插入到染色体的天门

冬氨酸 012.（345012.）位点，该位点和一个与 $Q 噬

菌体有同源性整合酶的基因（750S）相毗邻。本研究

对产毒性大肠埃希菌（!"!#）、致病性大肠埃希菌

（!$!#）及肠聚集性大肠埃希菌（!.//!#）中是否也

存在小肠结肠炎耶尔森菌强毒力岛，以及其结构和

功能作一初步探讨。结果报道如下。
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材料与方法

! " 菌株：#$ 株 %&%’ 和 !( 株 %)%’ 以及 ! 株

%*++%’ 标本采自某部队腹泻病人粪便，并经血清学

鉴定；标准株 !"#$%&%’,-* 由中国疾病预防控制中心

传染病预防控制所徐建国教授馈赠。

. "聚合酶链反应（)’/）：012. 引物、3456 引物和

678,089: 引物均按小肠结肠炎耶尔森菌毒力岛为模

板序列设计，由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成。引物序列：012.：;)<’**==*&&’=’&=&
&*’’==*’ $ ’；/) < ’&’=&’===’*=’=&&&’&
&’&$’；3456：;)<’=’&&&*&’’&’&==’’&&$’；/)<’

==’*&*&&=*’=*&&**’=$’和 6789/>*,089:：;)<’

*&’=’&&&=’===’&&’&*==$ ’； /)< ’

=**’==’==*’&=&&**&$’。&6? 酶和 @>&) 购自上

海博彩生物工程公司。用 :0ABC916,)’/ 仪：预变性

#DE < B08，变性 #DE ! B08，退火 <.E D( 7，延伸

F.E ! B08，$. 个 循 环，最 后 一 个 循 环 F.E 延 伸

F B08。琼脂糖凝胶电泳采用常规方法。

$ "原位杂交：用地高辛标记的 )’/ 扩增产物为

探针，杂交试剂盒为 /AGHC 公司产品，按说明书操作。

D "I>* 分析：基因测序由上海博彩生物工程公

司测定；序列分析以 I>* J*> 分析。

结 果

! "大肠埃希菌中 K)L 012. 和 3456 基因的 )’/ 检

测：在 #$ 株 %&%’ 中有 $( 株 012. 阳性和 .( 株 3456
阳性，检出率为$. ".<M（$( N #$）和.! "<!M（.( N #$），

012. 和 3456 同时存在的菌株为 .( 株；!( 株 %)%’ 中

有 $ 株 012. 阳 性 和 $ 株 3456 阳 性，检 出 率 均 为

$( "((M（$ N !(），012. 和 3456 同时存在的菌株为 $ 株；

%*++%’ 中同时存在这两个片段（图 !，.），这提示在

毒力岛的转移过程中 3456 基因容易丢失，而在 %)%’
和 %*++%’ 中 3456 相对较为稳定。

J" I>* J61OC1；! " !"#$%&%’ P：Q-* 012.；. R S" %&%’ 012.；

F，Q" %)%’ 012.；#" %*++%’ 012.；!( "阴性对照

图 ! )’/ 扩增 012. 图谱

. " K)L 在阳性菌株中的定位鉴定：在 !"#$%&%’ 72
K)L 基因簇的右端有一个与 )D 噬菌体整合酶基因

有同源性的编码序列 089:，它包含于 6789/>* 位点。

为了进一步鉴定这 .( 株阳性株中毒力岛的整合位

点，本研究设计了一对位于 6789/>* 基因和 089: 基

因中间部分的引物。这些 %&%’ 和 %)%’ 菌株中各

有 !< 株（!< N .(）和 $ 株（$ N !(）扩 增 产 物 阳 性，

%*++%’ 也扩增出阳性产物，这个结果说明 %&%’ 和

%)%’ 的毒力岛大多数连接到这两个位点。在这 !<
株 %&%’ 和 $ 株 %)%’ 以及 %*++%’ 中，各有 F 株

%&%’ 和 . 株 %)%’ 以及 %*++%’ 的扩增出如同阳性

菌株 !"#$%&%’,-* 相似长度（! $#$ T2）的片段，而另

外 Q 株 %&%’ 和 ! 株 %)%’ 的为! ((( T2 左右（图 $），

提示在这个区域大约有 $(( T2 的缺失。. 株 %&%’
扩增结果阴性，这可能与毒力岛整合到染色体的其

他位置或毒力岛的边缘被修饰有关［D］。

J"I>* J61OC1；!" !"#$%&%’ P：Q-* 3456；. R S" %&%’ 3456；F，Q"

%)%’ 3456；#" %*++%’ 3456；!("阴性对照

图 . )’/ 扩增 3456 图谱

J"I>* J61OC1；!" !"#$%&%’ P：Q-* 678,089:；. R D" %&%’ 678,089:；

< " %)%’ 678,089:；S" %*%’ 678,089:；!("阴性对照

图 $ )’/ 扩增 678,089: 图谱

$ "杂交：为进一步检测毒力岛在大肠埃希菌中

分布的真实性，本研究以地高辛标记的 )’/ 产物为

探针对 %&%’ 菌株进行了原位杂交，结果与 )’/ 检

测结果一致（图 D，<）。

*!"阴性对照；:!，’!，I! 为 !"#$%&%’ P：Q-*；%! 和其余为 K)L
阳性的 %&%’

图 D %&%’ 菌株 012. 探针杂交图谱
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!"#阴性对照；$"，%"，&" 为 !"#$%&%’ ’：()!；其余为 *+, 阳性的

-.-%

图 / -.-% 菌株 0123 探针杂交图谱

4 #基因序列分析：基因序列分析结果表明，5 种

大肠埃希菌中毒力岛与小肠结肠炎耶尔森菌中毒力

岛的 6789 基因的相似性为 :/; < :=;，0123 基因相

似性 为 :(;，进 一 步 说 明 大 肠 埃 希 菌 中 *+, 与

!"#$%&%’ >8 *+, 相关联。由具体的分析结果显示：不

同的片段在不同的菌型之间的序列保守程度不同

（0123 的保守程度较高），而且与标准菌株 !"#$%&%’ >8
的同源性也有差异，同源性比较可得出：-+-% 与

-!??-%的同源性较高（::; < "@@;），它们的毒力

岛可能来自同一原始菌；-.-% 与 !"#$%&%’ >8 的同源

性较低（:=; < :(;），其毒力岛很可能是由不同的

原始菌转移而来，结果见表 "。

表 " 毒力岛不同基因片段的序列同源性（;）比较

菌株
6789

-.-% -+-% -!??-%

0123
-.-% -+-% -!??-%

3>AB6AC$
-.-% -+-% -!??-%

!"#$%&%’ >8 := :/ :/ :( :( :( (: :/ :/

-.-% :/ :/ :: :: (: (:

-+-% "@@ :: ::

讨 论

从检测的结果看，本次研究的 -.-% 和 -+-% 中

小肠结肠炎耶尔森菌 *+, 的检出率较高（59 #9/;和

5@ #@@;），而且 6789 和 0123 基因并不一定都同时存

在于同一 -.-% 菌株（9@ D 5@），而在 -+-% 中却同时

存在（5 D 5），经过这些阳性菌株进行重复检测，结果

显示在 -.-% 中仍然存在 0123 基因的丢失，这可能

与 *+, 在菌种之间水平转移过程中发生突变或基因

重组 使 得 0123 片 段 的 丢 失 有 关。另 外 毒 力 岛 在

-.-% 中连接位点大多数连接到如同小肠结肠炎耶

尔森菌的 3>ACEF!B6AC$ 整合酶位点，这说明在肠道

菌群之间存在毒力相关基因的转移；对于在一些毒

力岛阳性的 -.-% 菌株中出现 3>AB6AC$ 基因的部分

缺失，E3G6A 等［/］提出可能是毒力岛在转移过程中发

生丢失或者毒力岛在整合到宿主菌染色体上时被宿

主菌 修 饰 所 致。测 序 结 果 显 示，在 本 次 检 测 的

-.-%、-+-% 和 -!??-% 中毒力岛的同源性较高，而

且在所随机抽取的 -+-%9 和 -!??-% 之间毒力岛的

同源性（::; < "@@;）高于与 -.-% 的同源性（(:;
< ::;），我们可以初步推测 -+-% 和 -!??-% 所携

带的毒力岛可能有不同于 -.-% 的来源。*+, 在

-.-% 和 -+-% 中的广泛分布，提示我们进一步研究

*+, 在这类菌中的结构和功能，为研究细菌毒力的

进化提供有力的证据。

（第一军医大学流行病教研室陈清教授为本次实验提供

菌株，吴爱军、王雅贤及李建栋技师对本研究提供帮助，一并

致谢）
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