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空肠弯曲菌多重聚合酶链反应基因鉴定

及其毒力相关基因分析

张茂俊顾一心 冉陆 张建中

·377·

·实验研究·

【摘要】 目的建立空肠弯曲菌、结肠弯曲菌多重聚合酶链反应(m．PcR)鉴定方法，并对菌株毒

力相关基因mdF、”i眉11、挖nA、cd以、耐坦、c出c的分布进行初步分析。方法 利用m—PCR的方法

对经过传统生物化学方法鉴定的65株弯曲菌进行鉴定，并通过空肠弯曲菌特异基因^ip0、结肠弯曲

菌gz妒基因特异片段的PCR扩增对鉴定的结果进一步验证；利用特异引物PCR方法初步分析其毒

力、毒素相关基因∞dF、讲rBll、，z口A、以趴、耐坦和cd￡C的分布。结果 m—PCR扩增结果发现65株

不同来源的弯曲菌，42株为空肠弯曲菌，23株为结肠弯曲菌。矗i声O、g舭基因PCR扩增结果与
m—PCR扩增结果一致。16．9％菌株PCR鉴定结果与传统的生物化学鉴定结果不一致。100％(65／

65)菌株cndF、，zaA基因阳性，并且PCR扩增片段大小一致。说rB的阳性率为10．8％(7／65)，其中空

肠弯曲菌阳性率11．9％(5／42)，结肠弯曲菌阳性率为8．7％(2／23)。空肠弯嗌菌、结肠弯曲菌以组的

阳性率分别为100％(42／42)和78％(18／23)；空肠弯曲菌翻出扩增的的阳性率为97．6％(41／42)，而

23株结肠弯曲菌扩增结果均为阴性；空肠弯曲菌、结肠弯曲菌耐￡C的阳性率皆为100％，但PCR扩

增产物大小不一致，空肠弯曲菌为555 bp，结肠弯曲菌约为465 bp。结论 m—PCR的方法可以有效的

对空肠弯曲菌和结肠弯曲菌进行属内分型。中国菌株细胞溶涨毒素基因簇础f基因的特征与文献报

道国外菌株存在差异。

【关键词】空肠弯曲菌；结肠弯曲菌；多重聚合酶链反应；毒力、毒素相关基因

Multi—PCR identification and virulence genes detection of I[麓m刀Z06口cfer歹巧”nf isolated I!rom China
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【Abstract】 0bjective This study was to simultaneously identify(五优声∥06忸cfPr歹巧“咒i and

Co”l由、，f06nc￡er co如isolates in China by Multi．PCR assav and to studv the prevalence of six virulence and

toxin genes on them． Methods A multi—PCR method with three sets of primers specifically designed for

application of a 16S rRNA as a universal control，mapA，ceuE based on the specific sequence of C．J巧俐ti

and C．∞Zi，was applied to detect 65 C口m声vZ06口cf已r isolates from China． Another two separately PCR

Primers were directed towards the hippuricase gene(^i户o) characteristic of C．J巧“起i and g舭 gene

characteristic of C．∞Zi were performed for further confirmation．The presence of the c口dF，础irB 11，起口A，

cdtA，fd坦，c出C genes among these 65 strains were investigated by PCR． R嚣ults From multi—PCR

detection，42 is01ates belonged to C．J巧“”i，other 23 isolates belong to C．coZi． Data showing the

identification were 100％in concordance with the separated PCR for矗i声O and∥vA amplification．The

efficiencv(1 00％)of identification by these three primers multi—PCR method was higher than the

biochemical test(83．1％)．The cndF and，Z口A genes were detected from 100％(65／65)of the isolates and

the PCR product of each gene were identical with each isolate．0nly 10．8％(7／65)of the isolates were

positive for叻|B11．The尉以gene was found in 92％(60／65)of the iSolates．97．6％(41／42)of

C．i已i“，zi had cd￡B gene，whereas no PCR product with this primers for all the C．coZi is01ates．cd￡C was

presented in all the isolates but the lengths。f PCR pr。ducts were different．F。r C．J巧“咒i，it was 555 bp，

for C．∞Zi，it was about 465 bp．Conclusion This three primers simultaneous multi—PCR method seemed

to be useful for the identification of C．i8mHi and C．coZi isOlates from China since cndF and理nA genes

were widelv spread in(勿卅声“06盯￡Pr is01ates in this countrv．The present report on可irB 1 1 was similar to

previous reports from。ther countries，but the distribution of cd￡ gene cluster in Ckm力Z06nc￡Pr species

iSOlated frOm China might be different．
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Virulence and toxin genes

空肠弯曲菌感染是夏秋季腹泻和旅行者腹泻的

主要病因之一，尤以学龄前儿童发病率较高，且空肠

弯曲菌感染与格林一巴利综合征(GBS)密切相关u。。

随着生活模式的改变，近年来由于空肠弯曲菌感染

造成的食物中毒事件也迅速增加。空肠弯曲菌的感

染不仅在发展中国家发病率高，也是发达国家食源

性感染的主要病因。空肠弯曲菌的感染在欧美等发

达国家已列居食源性感染的首位，同时也是欧美国

家食源性感染性疾病的主要监测病原菌。目前，世

界各国对于空肠弯曲菌感染的疾病控制工作均给予

了高度重视，包括建立不同的菌株分子生物学分型

与鉴定方法，用于传染源的分析和指导相关疾病控

制。本研究利用多重聚合酶链反应(m—PCR)的方

法‘2 o，对我国不同来源的弯曲菌进行鉴定并对菌株

的毒力、毒素相关基因c口dF、说rBll、形口A、c矗以、

翻媚、以￡C的分布进行初步分析，以期对我国的弯

曲菌的重要基因分布有初步了解。

材料与方法

1．材料：

(1)菌株及背景：实验所用菌株由中国疾病预防

控制中心传染病预防控制所诊断室保存并提供，共

65株。其中分离于腹泻患者粪便标本弯曲菌33

株，分离于GBS患者粪便标本弯曲菌8株，鸡粪便

标本弯曲菌8株，食物标本弯曲菌16株。阳性对照

为空肠弯曲菌测序菌株NCTClll68，结肠弯曲菌

CJ76。阴性对照为大肠埃希菌K12、大肠埃希菌

0157、志贺菌、单核细胞增生李斯特菌、幽门螺杆

菌26695。

(2)试剂：Taq DNA聚合酶是天为时代科技有

限公司产品(cat#ETl01—01)；DNA提取试剂盒为

QIA gene公司DNeasy Tissue Kit(cat#69506)；实

验所用抗生素均为Amresco公司产品，其他化学试

剂均为分析纯试剂。

2．方法：

(1)传统生化鉴定：包括氧化酶试验、过氧化氢

酶试验、H，S产生试验和马尿酸盐水解试验。具体

实验方法按文献[3]进行。

(2)模板制备：单菌落来源的菌株在含100 g／L

绵羊血的选择性培养基(哥伦比亚琼脂含万古霉素

0．25 mg／ml，两性霉素B 20 mg／ml，多粘菌素B

20 mg／ml和TMP 30 mg／m1)上，微需氧环境(体积

分数5％02，10％C0：，85％N2)，37℃培养24 h；收

集细菌悬浮于200肚1 PBS中，DNA提取试剂盒提取

细菌DNA。

(3)PCR反应：实验所用引物及PCR反应体系

和产物大小见表1。m—PCR：20肚l反应体系中

MgCl2(1．5 mm01／L)，dNTP(2．5 mmol／L)，16S

rRNA上下游引物的终浓度分别为10肚mol／L，

MapA上下游引物的终浓度分别为20肛m01／L，CeuE

上下游引物的终浓度分别为20”mol／L，模板DNA

(1肛g)，Taq DNA聚合酶(1 U)。反应程序：95℃预

变性10 min；95℃变性1 min，59℃退火1 min，72℃

延伸1 min，35个循环；72℃延伸5 min。常见PCR：

20肛1反应体系，MgCl2(1．5 mmol／L)，dNTP(2．5

mmol／L)，上下游引物的终浓度分别为10扯m01／L，

模板DNA(1肛g)，Taq DNA聚合酶(1 U)。其他引

物反应程序见表1。

(4)PCR产物检测：扩增反应完毕后，取5肚1反

应液与1肚1 6×载样缓冲液混合，在体积分数1．5％

溴化乙锭预染的琼脂糖凝胶中加样3扯l电泳，

Stratagene Eagle EyeⅡ读胶仪照相记录。

结 果

1．m—PCR鉴定：65株弯曲菌，通过m—PCR方法

鉴定，42株为空肠弯曲菌，23株为结肠弯曲菌。与

传统的生物化学反应鉴定结果相比，11株鉴定结果

有差异。对ll株鉴定结果有差异的菌株应用结肠

弯曲菌、空肠弯曲菌的特异引物GlyA、Hipo分别进

行PCR扩增，结果与m—PCR结果一致。大肠埃希

菌K12株，幽门螺杆菌26695株的PCR扩增结果为

阴性。部分m—PCR扩增鉴定结果见图1。

2．不同分离来源空肠弯曲菌、结肠弯曲菌毒力

相关基因、毒素基因的分布：应用阳扭，说rBll，
形盘A，cd以，cd出，c巩C基因的特异引物进行PCR

扩增，不同分离来源菌株的扩增结果见表2。

讨 论

20世纪80年代以来，随着弯曲菌分离技术的

完善，空肠弯啦菌的感染以其所引起的夏秋季腹泻
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表1 PcR引物序列及扩增条件、产物的片段大小

基因名称 引物序列

16S rRNA 16F：50AI℃7D、芦战XX—砸A(X：AmAA【：一3
(C．砑“竹i&C．∞如)16R：5’一GGACGG融A(了I、A(订1BGm6ⅡT一3’
此f声A(C．砑“ni)HlapA—F：5 7一(]了ⅡYIvI]，江11]_]瞄AG瓜X]rI℃蕊一3’ITHDA．R：5’一GCTrE蛔n爪XX：Arr玎了rIv脚、A 一37

“征(C．“i) ceuE—F：5’一戌rrTGAAAA兀IX]HAACl碎a[G一3
ceLlE—R：5，_TGArrrp口m钢1玳}盼GCA【X](；一3

^旬叫9(C J巧“ni)hipl00F：5’一A(了r(、￡AAApa7D、(i113G(I；一3’
11iDll28R：5’一GAGCrrD气(X、AAA(]CTTOC一3’

g如n(C．c讲i) dyA—F：57一(mAAACCAAAGc，11芦瞅孤一3’
dyAR：5’一TOCAGCA衄GH玳x：A衄、G一3‘

∞dF cadF_F：51—1bGAGGG硝阉硼G阉Ⅺb一3’
cadRR：5’一I：m气AL～0[jD、AA(了兀I；AAAC一3’

“，_B11 vi毋F：5 7一GAACAGGAA(7IIX五气AAAAC]A(X：一3’

、，irBR：5’一T，I_cCGCArr【XXX]≯正pⅡG一3’

，Z口A naA．F：57一GG戌rrrCG，【ⅨmACACAAA工GGlbC一3’

删

c出B

c出C

产物 PCR反应程序
(bp)

857

589

462

1028 95℃5 mn，94℃1 mill，52℃1 111in，72℃1血n，35个循环，72℃5 mm

126 95℃5嘶n，94℃1 H血，55℃45 s，72℃1 r】1in，35个循环，72℃5耐n

400 95℃5谢n，94℃1 mn，45℃1耐n，72℃1 II】in，35个循环，72℃5耐n

708 95℃5洫，95℃1血n，52℃l r血，72℃1试n，35个循环，72℃5 r血

1728 94℃5 mn，94℃l谢n，45℃1 r血，72℃3试n，35个循环，72℃5 r血

165

495舛℃5 r血，94℃1 n曲，42℃l rr】in，72℃1谢n，35个循环，72℃5 n血

555

注：M：100 bp DNA Ladder Marker；1、6～9：结肠弯曲菌扩增结

果；2～5、10：空肠弯曲菌扩增结果；1l～13：阴性对照

图1 空肠弯曲菌、结肠弯曲菌m—PCR扩增结果

表2 不同分离来源空肠弯曲菌和结肠弯曲菌

菌株毒力、毒素相关基因PCR扩增结果

菌株来源 PCR扩增阳性

弯曲菌譬鋈呈譬黎寨翥 。抒拙n“rBll耐m翻出础c
患者患者标本物

⋯1 o⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯。
空肠 28 8 4 2 42 42 5 42 41 42

结肠 5 0 4 14 23 23 2 18 0 23

合计 33 8 8 16 65 65 7 60 41 65

的高发病率越来越受到全球关注。wHO将空肠弯

曲菌感染确定为27种新发传染病之一。研究发现

90％人类弯曲菌感染是空肠弯曲菌和结肠弯曲菌感

染，其中空肠弯曲菌感染占90％以上¨’4|。基于选

择性弯曲菌培养条件下不能很好的区分空肠弯曲菌

和结肠弯曲菌。本研究采用m—PCR的方法，通过

16S rRNA确定为弯曲菌属，同时通过对空肠弯曲

菌和结肠弯曲菌特异基因片段的扩增，确定为空肠

弯曲菌或结肠弯曲菌。其PCR过程一步完成，鉴定

的结果分别通过针对空肠弯曲菌、结肠弯曲菌其他

特异基因的分别扩增和再次确定、核实。PCR均获

得正确扩增片段，同时应用大肠埃希菌K12、大肠埃

希菌0157、志贺菌、单核细胞增生李斯特菌、幽门螺

杆菌作为阴性结果，保证了检测的特异性。m—PCR

方法对于鉴定纯培养菌株的敏感度和特异度均超过

传统的生化鉴定方法，克服了传统生化鉴定方法步

骤烦琐、结果不稳定的缺点，做到快速、经济、准确。

此方法对于这两种主要人类弯曲菌病原体的鉴定，

及其在流行病学的溯源、监测以及食物链中病原的

有效识别都具有重要意义。该方法对于样品的直接

检测应用有待于进一步证实。

目前对于空肠弯曲菌的致病机理不是十分明

确，但许多研究已经证实：细菌的黏附、侵袭能力以

及细菌鞭毛活动力等均与细菌的毒力及致病能力相

关。菌株毒力特点的研究对于菌株毒力的变迁监测

及致病机制的分析具有重要价值。

CadF(campylobacter adhesion to fibronectin)编

码相对分子质量(M，)37×103的外膜蛋白。空肠弯

曲菌通过CadF蛋白与上皮细胞的纤维粘连蛋白

(FN)特异结合，在是空肠弯曲菌与宿主细胞的黏附

与侵袭过程中起重要作用‘5’6|。目前研究发现CadF

普遍存在于空肠弯曲菌和结肠弯曲菌中。由于

CadF的保守性，c口dF基因通常被作为空肠弯曲菌

和结肠弯曲菌感染的产物来检测被污染食物o 7|。本
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研究发现，在包括空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的中国

菌株中广泛存在c口dF基因，其大小与已发表的序

列大小一致。对于CadF在弯曲菌检测中的应用还

有待于进一步研究。

鞭毛是细菌的运动器官，与细菌的黏附侵袭密

切相关，属于细菌的毒力因子之一。空肠弯曲菌的

鞭毛从结构上有∥口A和厂Z以B两个基因组成，分别

编码M，59．5×103和59．9×103的蛋白，有研究发

现只有托盘A的突变显著减少了空肠弯曲菌的定植

能力渖’引。本研究发现中国空肠弯曲菌和结肠弯曲

菌普遍存在邝口A基因。

口irBll是空肠弯曲菌pVir质粒上与幽门螺杆

菌四型分泌系统组成成分virB同源性基因，谢旭“

在弯曲菌的染色体上没有同源序列。pVir质粒上

训irBll的突变导致空肠弯曲菌的黏附和侵袭能力

显著降低110I。pVir质粒是弯曲菌上大小约37．5 kb

的环行质粒，被认为是空肠弯曲菌的主要毒力因子

之一。有研究证实pvir的存在与空肠弯曲菌引起

的血便密切相关，是空肠弯曲菌侵袭性感染的标志。

Bacon等研究发现空肠弯曲菌pVir包含细菌四型分

泌系统的组成成分，在对上皮细胞的黏附和侵袭的

过程中起重要作用。pVir在空肠弯曲菌的阳性率

较低，大约为1％～10％，也有研究发现pVir质粒与

空肠弯曲菌四环素抗性基因携带质粒pTET(O)的

存在相关，pTET(O)阳性菌株pVir的阳性率明显

高于pTET(O)阴性菌株一1I。本研究发现中国菌株

说用11的阳性率为10．8％(7／65)，与相关报道泰国

10％菌株含pVir相似。对于中国菌株pVir质粒与

临床分离个体的病理改变及四环素抗性基因携带质

粒存在的关系有待进一步研究。

细胞溶涨毒素CDT(cyt01ethal distending toxin)

是目前研究证明空肠弯曲菌分泌表达的唯一细胞毒

素，通常由多个亚单位组成。在空肠弯曲菌中，c沈

基因簇由翻姐，翻坦，捌fC串联组成。1⋯。CDT在空

肠弯曲菌感染的时候表达并且具有中和抗体的作

用。有研究表明cd诅，翻粥，cdfC在不同菌株中的

分布不一致，cd楣广泛存在并与CDT毒素滴度相

关，c矗出突变引起空肠弯曲菌对上皮细胞的毒素作

用降低，但也有研究表明以楣突变没有引起CDT

活性滴度的改变H3I。本研究发现中国菌株空肠弯

曲菌以￡C的阳性率为100％(42／42)，大小为

555 bp，结肠弯曲菌翻￡C的PCR产物阳性率为

100％(20／20)，但PCR产物大小与空肠弯曲菌不一

致，约为465 bp。空肠弯曲菌嗣以的阳性率为

100％(42／42)，结肠弯曲菌cd以的阳性率为78％

(18／23)。利用文献报道引物cd出PCR扩增结果

发现中国菌株空肠弯曲菌cd出的阳性率为97．6％

(41／42)，而20株结肠弯曲菌扩增结果为阴性，表明

中国结肠弯曲菌cd出基因的分布或者引物区序列

与国外报道菌株有差异，其差异特点有待于进一步

测序结果的分析。中国菌株细胞毒素的毒素作用滴

度与基因分布的关系需要进一步的细菌细胞相互作

用的研究。

本研究探索了一套在我国弯曲菌菌株鉴定中应用

的m-PCI萌法，分析了菌株毒素、毒力相关基因的分
布，初步获得了我国部分菌株的分子特征的基础资料，

对我国弯曲菌感染的预防与控制工作有一定意义。
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