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福氏痢疾杆菌2b血清型菌株基因组中
SflI和SfX前噬菌体整合位点
及排列方式研究

·实验室研究·

王艺婷孙强正刘凯赵爱兰 王艳金东 李振军 景怀琦叶长芸徐建国

【摘要】 目的研究福氏痢疾杆菌2b血清型菌株中Sill和SfX前噬菌体整合位点及排列方

式。方法根据2b血清型菌株基因组中SflI和SIX前噬菌体町能的整合位点及排列方式，设计引

物，对50株2b血清型菌株进行PCR扩增，并对扩增产物测序，根据扩增和测序结果判断噬菌体的

整合位点和排列方式。结果在2b血清型菌株中，Sill和StX前噬菌体前后相连，整合于宿主菌

染色体proA和yaiC基因间的tb形tRNA基因上；以Sill在前，SfX在后，或SfX在前，SflI在后两种

方式排列；而以后一种方式为主，在共50株检测菌株中，有49株为此方式。结论福氏痢疾杆菌

血清型相关噬菌体的整合位点及排列方式，对研究福氏痢疾杆菌血清型转换及血清型相关噬菌

体的整合机制具有重要意义。
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【Abstract】 Objective To study the integration site and arrangement of SflI and SfX

prophages in ShigeUaflexneri serotype 2b strains．Methods Aseries of primers weTe designed based

0n potential integration site of Sill and SIX prophages in Shigella flexneri serotype 2b strains，and

PCR were performed for 50 serotype 2b strains to amplify special genes located in host and

prophages．PCR products were sequenced to identify integration sites and arrangement of Sill and

SIX．Results In all the serotype 2b strains，prophage SflI and SfX were adjaeerlt to each other，and

integrated into the thrW tRNA gene of the host。which were located between genes proA and yaiC of

host．Prophage SfX was located immediately upstream of prophage SflI in all the detected 50 serotype

2b strains exception for strain 5 125 1．Condusion This Was the f'LrSt report on the integration site and

arrangement of serotype-converting prophages SflI and SfX in Shigetlaflexneri 2b strains．
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病原菌之一⋯。2b血清型是引起福氏痢疾杆菌感染

常见的血清型之一[1。】。2b血清型菌株染色体基因

组中有SflI和SIX前噬菌体，这两个前噬菌体在基

因组中的整合位点及排列方式尚无相关研究。研究

2b血清型菌株中前噬菌体在基因组中的位置及排

列方式，对防控福氏痢疾杆菌感染具有重要意义。

本文采用PCR扩增和测序的方法，研究50株2b血

清型菌株中SflI和SIX前噬菌体的整合位点及在基

因组中的排列方式。
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材料与方法

1．菌株、培养条件和鉴定：5株福氏痢疾杆菌2b

血清型菌株购自中国生物制品药品检定所(51251)

或本室保存(Shi03XZ004，2005010，Shi06HN011，

Shi06QHl5)；45株福氏痢疾杆菌2b血清型菌株(北

京市6株；河南省30株；山西省4株；青海省5株)为

临床分离株。痢疾杆菌在LB琼脂平板上培养，挑取

单菌落进行群抗原和型抗原的血清学鉴定。

2．主要试剂及材料：Taq DNA聚合酶、Pfu DNA

聚合酶购自大连宝生物公司；DNA回收纯化试剂盒

为德国QIAGEN公司产品；染色体DNA提取试剂盒

为美国Promega公司产品；福氏痢疾杆菌群抗原和

型抗原单价抗血清购自日本生研公司(DENKA

SEIKEN CO．，LTD)；DNA Marker(100—6000)为大

连宝生物公司产品；其他试剂均为分析纯。

3．DNA的提取：细菌染色体的提取按照试剂盒

说明书操作。

4．PCR引物设计：根据GenBank上公布的痢疾

杆菌以下基因：proA(NC )，i儿棚(NC ，．004337 004337)

讥Ⅸ(√们56939)，gtrll(AF021347)，gtrBAX(AF056939)，
yaiC(NC )的序列，结合前噬菌体 和．004337 SflI SIX

在基因组中可能的排列方式，采用Primer 5．0软件设

计引物(表1)，引物由上海生物工程公司合成。

表1痢疾杆菌不同基冈的引物及序列

5．PCR扩增：以5株福氏痢疾杆菌2b血清型

菌株51251、Shi03XZ004、2005010、shi06HN0ll、

Shi06QHl5的基因组DNA为模板，采用上述引物进

行PCR扩增，引物组合见图l。PCR反应体系：上下

游引物各1 lamol／L、dNTP 10 mmol／L、10×buffer

2．0“l、Taq DNA聚合酶和Pfh DNA聚合酶的混合物

(1：1)0．2“l(1 u)、DNA模板l山(1 mmol／L)，补充蒸

馏水至20 pl。PCR条件为：94℃预变性5 rain；

94℃30 S，58℃30 S，720C延伸1～3 min，30个循

环；72℃延伸5min。

6．PCR产物纯化、测序及序列比对：上述5株菌

的PCR产物经胶回收纯化后，送上海生物工程公司

测序。所测序列与目的基因序列进行比对，以确定

噬菌体的整合位点序列及排列方式。

7．福氏痢疾杆菌2b血清型临床分离株整合位

点及排列方式检测：提取上述45株福氏痢疾杆菌2b

血清型菌株的基因组DNA，以此DNA作为模板，分

另0采用弓l物对P1一P2、P3一P4、P5一P6、P1一P4、P5一P2、

P3一P6进行PCR扩增，PCR产物进行琼脂糖凝胶电

泳，根据条带长度判断菌株中前噬菌体Sill和SIX

的排列方式。

结 果

1．5株2b血清型菌株PCR扩增结果：在5株2b

血清型菌株中，5125l菌株引物组合对P1一P2、

P3一P4、P5一P6彩‘增阳性，Pl—P4、P5一P2、P3一P6弓I物

对扩增阴性，扩增阳性条带长度与预期片段长度相

符；其他4株2b菌株(Shi03XZ004，2005010，

Shi06HN01l，Shi06QHl5)引物组合对P1一P4、

P5一P2、P3一P6扩增阳性，而P1一P2、P3一P4、P5一P6弓I

物对扩增阴性，扩增阳性条带片段长度与预期片段

长度相符，因4株2b菌株噬菌体排列方式及整合位

点一致，以2005010作为代表菌株(图2)。

2．PCR扩增产物验证及整合位点序列分析：为

验证PCR扩增产物，分别对这5株菌的PCR扩增产

物测序，将所测序列与目的基因序列进行比对，以确

定噬菌体的整合位点序列及排列方式。经序列比对

发现，扩增产物为目的基因片段；在51251中，前噬

菌体SflI和SIX相连，位于宿主基因proA和yaiC间，

而且SflI位于SIX之前；而在其他4株菌中，2个前噬

菌体同样位于proA和yaiC间，但是SfX位于SflI之

注：红箭头表示宿主和前噬菌体中特异基因及方向；绿箭头表示PCR引物位置及方向

图1福氏痢疾杆菌2b血清型菌株51251 2005010前噬菌体整合位点、排列方式结构示意图
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前，整合位点及排列方式如图3所示。51251中SflI

的上游位点与sf301和2457T SflI前噬菌体上游位

点序列完全一致；而在其他4株菌株中，SIX的上游

位点与2002017中SIX的上游位点只有1个碱基不

同(C川，23)。在4株菌所有的SflI、SfX整合位点
中(attR、attL)，都含有相同的核心区序列“ATT CGT

AAT GCG AAG GTC G1=A GGT TCG ACT CCT

ATTATC GGC ACC A”，而且都保留一个完整的

thrW tRNA基因序列。与sf301和2457T及2002017

基因组中一样，在噬菌体基因组与yaiC基因之间，存

在插入序列(IS600和IS629)。

注：M：DNAMarker(100—6000 bp)；1—6：分别代表引物对

P1一P2、P3一P4、P5一P6、Pl—P4、P5一P2、P3一P6扩增产物

图2福氏痢疾杆菌2b血清型菌株51251

和2005010 PCR扩增结果

3．45株2b血清型菌株前噬菌体排列方式检测：

为检测临床分离2b菌株中前噬菌体SflI和SfX的排

列方式，选取本室保存的45株福氏痢疾杆菌2b血清

型临床分离菌株，采用引物对Pl—P2、P3一P4、

P5一P6、P1一P4、P5一P2、P3一P6进行PCR扩增。结果

发现，在所有45株2b血清型福氏痢疾杆菌菌株中，

P1一P4、P5一P2、P3一P6扩增阳性，而P1一P2、P3一P4、

P5一P6引物对扩增阴性，扩增产物长度与2005010菌

株一致。

讨 论

对福氏痢疾杆菌血清型相关噬菌体在宿主菌整

合位点的研究，目前报道较少。Allison等b 3根据整

合酶及attP位点序列的相似性，推测福氏痢疾杆菌

血清型相关噬菌体在宿主菌基因组上应具有相同的

整合位点；早期的研究文献也报道，此类噬菌体整合

在宿主菌的pro．1ac区域H’53；对已经完成全基因组序

列测定的福氏痢疾杆菌sf301(2a)№】、2457T(2a)[71、

2002017(Xv)陋1及部分测序的Y53(1a)归】、NCTC

8296(4a)[zoj等菌株基因组中血清型相关噬菌体整合

位点分析发现，前噬菌体Sfl、Sill、SiX、SfIV整合位

点位于宿主菌proA基因下游的thrW tRNA基因。本

文研究了2b血清型福氏痢疾杆菌基因组中SflI和

爿¨
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CC-CATCGCCCGGT]_AGTlTTMCCTTGTccACCGTG^丌CACG丌CGTGA,ACATGTCCTT
TcAGGGCCGATAl广AGcTCAGlTGGTAGAOCAGCGc△Ⅱ￡口I＆鱼硷￡殳型衄e虹凸Q
虹I篮△盟￡￡丛Ⅱ咝鱼鱼￡缱丝TTT^MTCAATAAGttacacatcattagt

．．---～一。
—姗 舢

ataacttMac甙n娟啉C”aG札j疆CtG}--￡岛C峨G”蕊q峨cⅪCC”强Ct
CAATTGATCGATACTrGCTATGTCTGATGAGACAAAACTGAGACACAT
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注：宿主及前噬菌体基因组中特异基因部分序列以小写字母表

示，箭头代表基因方向；大写字母代表前噬菌体与宿主基因、前噬菌

体与前噬菌体间序列，其中黑色字母为attR或attL序列；下划线及黑

色字母代表整合位点的核心序列

图3福氏痢疾杆菌2b血清型菌株51251和2005010中

前噬菌体SflI和SfX整合位点碱基序列

SfX前噬菌体的整合位点，在所有检测的2b血清型

菌株中，不管噬菌体是何种组合方式，SflI、SIX前噬

菌体均整合于宿主菌基因组中proA和yaiC基因间

的thrWtRNA基因上。本研究也发现，SfI和SⅨ噬

菌体分别感染福氏痢疾杆菌Y血清型后，噬菌体基

因组都整合在宿主菌的proA和yaiC基因间的thrW

tRNA基因上(未发表资料)，这表明proA和yaiC基因

间的琥r形tRNA基因位点为此类噬菌体的整合位

点。本研究发现，在2b菌株基因组的yaiC基因前，

存在IS629和IS600，而且对目前已完成测序的福氏

痢疾杆菌sf301(2a)‘6|、2457T(2a)‘引、2002017(Xv)[8】

yaiC基因前序列分析也发现各种IS，这表明福氏痢

疾杆菌的proA-yaiC区也是IS的插入热点。在目前

已知的6种福氏痢疾杆菌血清型相关噬菌体中，惟
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一例外的是Sf6噬菌体，其血清转换基因结构及整

合位点与前述的噬菌体不同。在大肠埃希菌

(GenBank号：AE000323)argWtRNA基因位点存在1

个隐性噬菌体，由于其整合酶基因与sf6的整合酶一

致，因此Allison等¨1推测Sf6整合到宿主菌的argW

tRNA基因位点，但argWtRNA在福氏痢疾杆菌基因

组上有多拷贝，具体位点目前还是未知的。

本研究发现，福氏痢疾杆菌2b血清型菌株中，

前噬菌体SflI和SIX整合酶和O抗修饰基因簇的糖

基转移酶基因总是以相反的方向位于前噬菌体两

端，而且整合酶基因临近attR位点，这与SflI、SiX等

血清型相关噬菌体具有的保守基因结构有关：噬菌

体的attP位点位于整合酶和O抗修饰基因之间，当

噬菌体基因组插入宿主菌attB位点时，整合酶基因

和糖基转移酶基因分别位于前噬菌体基因组两端与

宿主菌基因相邻。

本研究发现，在自然界分离的2b血清型菌株

中，前噬菌体SflI和SIX基因组总是前后相连，连接

方式有两种：SflI在前，SIX在后；或SIX在前，SflI在

后，但是以SIX在前SflI在后方式为主，在50株所检

测的2b血清型菌株中，共有49株为此方式(51251

菌株为SflI在前，SIX在后)。当一个噬菌体整合入

宿主菌的基因组后，在其上游的attR位点，宿主菌

attB位点与噬菌体的attP位点序列重组，保留一个

完整的thrWtRNA，第二个噬菌体将在此位点整合。

菌株中噬菌体的排列方式反映了噬菌体的整合前后

顺序即时序性，第二个噬菌体总是在第一个整合噬

菌体的上游位点整合，邻近proA基因。以前的研究

也发现，当SIX噬菌体感染2a菌株形成2b血清型

时，SfX基因组整合到SflI前，形成SIX在前，Sill在

后的排列方式(待发表)；当Sfl感染x血清型菌株形

成一新的血清型I：x时，Sfl整合到SIX前，形成Sfl

在前，SiX在后的排列方式(未发表)。2b菌株中

SIX在前，Sill在后为主的排列方式提示2b血清型

菌株主要是由2a血清型菌株通过感染SⅨ噬菌体转

化而来。

本研究分析了福氏痢疾杆菌中多血清相关噬菌

体的整合位点及排列方式，该研究将对阐明福氏痢

疾杆菌血清型转换及相关噬菌体的整合机制，福氏

痢疾杆菌血清型变迁规律具有重要意义，根据噬菌

体排列方式及整合时序性，结合当前流行血清型，就

可以预测可能出现的优势血清型，从而对福氏痢疾

杆菌的流行进行预警。
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