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·实验室研究·

大肠埃希菌0157：H7携带5钇2：：ISl203v
基因研究

罗霞 叶长芸 李芳 汪华 任军 景怀琦 徐建国

【摘要】 目的 了解中国部分地区大肠埃希菌0157：H7菌株携带志贺毒素基因变异状况。方法

采用聚合酶链反应扩增志贺毒素基因，使用核苷酸序列测定判断是否存在志贺毒素的新变种，用

HeLa细胞毒性实验研究其细胞毒性的变化。结果1992—2002年中国部分地区分离到的289株产

志贺毒素的大肠埃希菌0157：H7中有3株菌携带的志贺毒素2(s托2)基因有1．3 kb的插入序列(IS)

插入，且这段IS和ISl203变种(ISl203 variant，ISl203v)有100％的核苷酸序列同源性。ISl203v插

入到3株大肠埃希菌0157：H7 s纰2基因的位置及开放性读码框(ORF)方向有所不同。除此之外，3

株菌原有的s红2基因序列完全一致且为St】【2原型毒素。和Stx2原型毒素相比，这3株携带s红2：：

ISl203v基因的菌株对HeLa细胞的毒性明显降低。结论分离到ISl203v插入s￡z2基因的大肠埃

希菌0157：H7菌株；ISl203v的插入可导致对HeLa细胞的细胞毒性降低。

【关键词】 大肠埃希菌0157：H7；志贺毒素；插入序列1203v
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【Abstract】 Objective To understand the variation of shiga toxin(s红)geneS of Bc^8ri西缸∞zi
0157：H7 strains isolated in China．Methods P01ymerase chain reaction(PCR)was used to identity the

types of 5￡z genes and the nucleotide sequences of the amplified s￡z variants genes were determined．

Compare to the cytotoxicity of StX，variants were tested by HeLa ceU assay．R鹤ults We found novel s￡z2

genes in 3 of 289 strains of Shiga toxin—producing E．coZi 0157：H7 iS0lated from 1999 to 2002 in China．

The novel s缸2 genes were inserted by a 1．3．kb insertion sequence(IS)and the nucleotide sequences of IS

showed 100％homology with that of ISl203 variant(ISl203v)．The ISl203v inserted in the s红2 genes of

three E．cozi 0157：H7 strains at different sites and the direction of the open reading frames(0RFs)of

ISl203v of each strain was different．In addition to the above mentioned findings，the nucleotide sequences

of three s丘z2 genes were∞mpIetely identical and the type of the three Stx2 was Stx2 prototype．Cbmpare to

the cytotoxicity of Stx2 prototype，the novel Stx2 was found to be obviously 10wer．Conclusion E．∞舷

0157：H7 strains harboring 5tz2：：ISl203v genes were iSolated in China．(乃nsequently，the resultS of HeLa

cell assay showed that the insertion of ISl203v coukl lead to low cytotoxicity of Stx2．

【Key words】 B咖8ric矗i口co髓0157：H7；Shiga toxin；Insertion sequence 1203v

肠出血性大肠埃希菌(EHEC)0157：H7能引起

出血性肠炎(HC)、血小板减少性紫癜(TTP)、溶血

性尿毒综合症(HUS)u o。志贺毒素(StX)是EHEC

0157：H7主要致病性毒力因子，具有N一端糖苷酶的

活性，能导致蛋白质合成的终止。本研究对1992—

2002年我国部分地区分离到的289株产志贺毒素

的EHEC 0157：H7菌株，使用s￡z1和s￡z2基因全

作者单位：102206北京，中国疾病预防控制中心传染病预防控

制所传染病预防控制国家重点实验室(罗霞、叶长芸、景怀琦、徐建

国)；大连医科大学基础医学院(李芳)；江苏省疾病预防控制中心(汪

华)；安徽省疾病预防控制中心(任军)

长序列的通用引物进行PCR扩增反应，来检测s￡z

基因型别。

材料与方法

1．材料：实验菌株由江苏省徐州市、安徽省、山

东省、云南省昆明市、西藏自治区、天津市和重庆市

疾病预防控制中心提供(表1)。只携带s￡z2基因

(测序)EHEC 0157：H7菌株“人248”、EHEC

0157：H7国际标准株EDL933和E．∞Zi K。12旧o。

细胞为HeLa。主要试剂及TaqDNA聚合酶购自北

京华美生物工程有限公司。细胞培养基购自
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GIBco公司。细胞乳酸脱氢酶(LDH)释放量检测

试剂盒购自 Promega公司CytoTox96@Non—

Radioactive Cvtoxicity Assav Kit。DNA回收试剂盒

购自QIAGEN公司QIAquick。Gel Extraction Kit。

PCR仪为MG公司的PTC一200。读胶仪为Bio—Rad

公司的Gel Doc xR。酶标仪为Bio—Rad公司。

表1 289株EHEC 0157：H7菌株的来源和携带

志贺毒素型别

注：“只携带5地2基因的菌株数；6携带5船1和s￡z2基因的菌

株数；‘只携带s纽1基因的菌株数；。携带s妞2：：Isl203v基因的

菌株；。来源于蜣螂、兔粪、食品等；7非牛、羊、猪、鸡等动物来源的

菌株

2．实验方法：

(1)PCR扩增旧，4I：①志贺毒素基因：s￡z1全长

基因引物1：5 7一TCG CAT GAG ATC TGA CC一3 7，引

物2：5 7一AACTGACTGAATTGAGATG一37。扩增参

数：94℃预变性10 min，94℃变性1 min，55℃退火

1 min，72℃延伸l min，30个循环，最后72℃延伸

10 min。目的片段为1．47 kb。s￡z2全长基因引物

1：5 7一CCC GGA TCC ATG AAG TGT ATA TTA

TTT AAA TGG一3 7，引物2：5 7一CCC GAA TTC TCA

GTC ATT ATT AAA CTG CAc一37。扩增参数：

94℃预变性10 min，94℃变性1 min，52℃退火

1 min，72℃延伸1 min，30个循环，最后72℃延伸

10 min。目的片段为1．26 kb。②0157抗原

(r硒。。)基因引物1：5 7一CGG ACA TCC ATG TGA

TAT GG一3 7，引物2：57．TTG CCT ATG TAC AGC

TAA TCC一3 7；扩增参数：94℃预变性10 min，94℃变

性1 min，59℃退火1 min，72℃延伸1 min，30个循

环，最后72℃延伸10 min。目的片段为259 bp。③

H7鞭毛(形iC)基因引物1：5 7一ACG ATG CAG GCA

ACT TGA CG一3 7，引物2：5 7一GGG TTG GTC GTT

GCA GAA cc一3 7；扩增参数：94℃预变性10 min，

94℃变性1 min，64℃退火1 min，72℃延伸1 min，30

个循环，最后72℃延伸10 min；目的片段为534 bp。

(2)PCR扩增产物DNA测序：扩大PCR体系

进行反应，PCR产物经胶回收试剂盒进行DNA纯

化，回收纯化后产物送TaKaRa公司测序。

(3)细胞毒性实验：参照文献[5]介绍的志贺毒

素提取和通过细胞LDH释放量来检测其对HeLa

细胞毒性的方法坦一。

3．统计学分析：统计分析St)【2使细胞LDH释

放量的值，结果用平均值±标准差表示。采用两样

本￡检验及单因素方差分析。

结 果

1．PCR扩增结果：经0157抗原(r加吣，)和H7

鞭毛(∥ic)基因检测结果表明，证实我国1992—

2002年部分地区分离到的289株大肠埃希菌均为

EHEC 0157：H7菌株，且携带不同型别5托基因(表

1)；其中有‘3株EHEC 0157：H7菌株(2株分离自江

苏羊粪标本，编号分别为02F044、998113；1株分离

自安徽猪粪标本、编号为9)s￡z2基因全长序列的

PCR扩增结果在目的片段1．26 kb处均为阴性，但在

约2．6 kb处均有一阳性扩增条带(图1)，且它们均

不携带sfzl基因。为了进一步明确这3株菌是否

存在Stx2变种，进行了DNA测序。

2．DNA测序结果：这段长为2554 bp的PCR扩

增产物是一种新型的s托2基因，除具有1242 bp的

s纽2基因全长序列外，还包括一长度为1310 bp的插

入序列(IS)和因插入产生长度为3 bp的同向重复序

列(DR)，形成s纰2：：ISl203v。这段IS与1999年

日本学者发表的插入序列1203变种(ISl203v)具有

100％的核苷酸序列同源性。6 o，暂分别命名为

ISl203v一02F044、ISl203v一998113和ISl203v一9(图

2)。然而，ISl203v插入到3株EHEC 0157：H7菌
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株s纰2基因的位置及开放性读码框(oRF)方向有

所不同，与已发表的s￡z2：：ISl203v插入形式也不

同(图3)。但3株菌原有的s￡z2基因序列完全一

致，属s￡z2原型基因。

注：M：Marker DNA相对分子质量标准(bp)；1～3：EHEC

0157：H7菌株02F044、998113、9；4：阳性对照菌株EDI。933；5：阴性

对照菌株E．co矗K一12

图1 新型5妞2基因PCR产物电泳图

ISl203v属于插入序列IS3家族，具有IS3家族

的共有特征：序列两端拥有25 bp的末端反向重复序

列(IRs)，但存在3 bp的不完全一致；插入到s纽2基

因序列靶位点处形成3 bp的DR；ISl203v基因编码

的2个ORF在0和一1位置上存在重叠(图2)。

3．Stx2的HeLa细胞毒性试验结果：EHEC

· 1121

0157：H7菌株02F044、998113和9的Stx2对HeLa

细胞LDH相对释放量百分比(分别为25．16％、

26．08％、26．07％)比阳性对照菌株(51．62％)降低

了(表2)。①两样本f检验统计学分析细胞释放

LDH值结果：EHEC 0157：H7菌株02F044、998113

和9的stx2对细胞释放LDH值均比阳性对照菌株

低，并差异有统计学意义(￡值分别为10．10、7．40、

7．97，P<0．05)，说明这3株菌Stx2对HeLa细胞

的毒性均低于阳性对照菌株。②单因素方差分析：

这3株菌stx2对HeLa细胞释放LDH值之间没有

差异(P>0．05)，说明3株菌St)【2对HeLa细胞的

毒性未见差异(表2)。

表2 部分携带stx2毒素的EHEc 0157：H7菌株

对HeI。a细胞LDH释放量的结果

高对照(1酒s dutiOn) 无 2 342±0 159

阳性对照(人248) SD(2 1．3印±0．185 51 62

阴性对照(MGl655) 无 0．313±0．019 O．00

低对照(空白对照) 无 0 313±0 013

02F044 5打2：：ISl203v 0 823±0 149 25．16 10．10<0．05

998113趾z2：：ISl203v 0．842±0．241 26．08 7．40<0．05

9 瓤z2：：ISl203v 0 842±0．221 26．07 7．97<0．05

注：。490 nm可见光波长下HeLa细胞释放LDH的读数值为

“牙±s”，每组值的变量均为20个；6细胞LDH相对释放量百分比=

[(实验组值低对照值)／(高对照值 低对照值)]×100％；‘两样

本z检验分析3株菌分别与阳性对照菌株细胞释放LDH值的f伉

，腓T^wccGcc^TM脯^删《㈣e端蝴$龋脚嘲蝴舭二竺!=⋯二竺坠 雌。。黼8龠^觥㈣㈣6槲。衄吣”。瑚“。m^c”。”“一⋯～

删●-一 s扭2B 渊 {蔑向舞复謦脚t强s， l鞋l釜艟知O碰F# 嚣128N刺b 醢翔燕矍謦辩(瑾曲豫{割3叫_●_一st越B

⋯心。m℃cAT秣C冉^cG6^o一⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯一⋯一⋯，．⋯⋯⋯⋯⋯⋯毒雌舳CCAG矸ATAccAcl_C百oC酏⋯⋯
-—_-8‰2^——●p s￡xM
⋯，^黜CAecG^T。丁∞Tc∞盯凯 一⋯⋯ ⋯ ⋯⋯、 ⋯ ⋯ ⋯⋯⋯一 ⋯⋯。 ～o伪黼TA伯粥丁TOMG^G∞GTc ⋯一

__一S∞^——一slx2A
e耵雠TT黼黼好盯^e丁o。^_'．T ⋯ ⋯⋯ ，⋯ 一一⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ ～盯T下触1_TGT|3皇G柏T甜TT∞百GT，w●一＆x2B_-∞踞
图2 0157：H7菌株998113、9、02F044与日本分离株携带的s妃2：：ISl203v核苷酸序列同源性比较

发表的s“2：：Isl203v lsl203V一9

图3 0157：H7菌株02F044、9、998113与日本分离株携带的sfz2：：Isl203v序列模式图
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1992—2002年我国部分地区分离到的289株

EHEC 0157：H7菌株携带不同型别的s￡z基因，s红

基因的存在及有功能活性的Stx是影响疾病发生、

发展及转归的重要因素。众多研究表明，仅携带

Stx2的EHEC 0157：H7菌株比仅携带Stxl或携带

Stxl和Stx2的EHEC 0157：H7菌株与严重疾病的

发生有更密切联系⋯。本研究发现的新型s妞2基

因有ISl203v的插入，且具有三种不同的插入形式，

与日本学者报道的6株携带s红2：：ISl203v的

EHEC 0157：H7菌株只有一种插入形式也不同。这

是在我国第一次发现具有携带s红2：：ISl203v的

EHEC 0157：H7菌株。

IS是一大类存在细菌中、具有自我转位能力的

DNA片段，包括众多家族，一般较短(700～

2000 bp)，只编码与转位功能有关的基因(如转位

酶)而无其他任何无关基因。通过产物自身的转位

能力可引起各种形式的细菌基因重排，如缺失、倒

位、重复或复制子融合等"]。IS3家族是其中一类，

而ISl203v属于IS3家族的一员，也具有相似的性

质。ISl203v包括2个ORF，oRFa及ORFb，分别

编码108及296个氨基酸，且这2个ORF部分重

叠，可在翻译水平上产生一具有转座酶活性的融合

蛋白。到目前为止，已经有多项报道发现多拷贝的

ISl203v存在于大肠埃希菌0157：H7的染色体及致

病性大质粒(p0157)中，但ISl203v插入到具有明

确功能的毒力基因吲z2基因中还是由日本第一次

报道№1。Isl203v依靠自身编码的转座酶活性，可

能影响s尬2基因的翻译和Stx2产物的表达，进而

使St)c2的产量或活性发生改变。

动物可能携带s如2：：ISl203v的EHEC

0157：H7菌株成为长期储存宿主，而且也为

ISl203v转位导致基因的突变提供了可能。我们发

现此类分离株来自羊粪便和猪粪便标本，且我国

EHEC 0157：H7菌株的感染多发生在卫生条件较差

的农村地区，而农村养猪、鸡等比较普遍且散养居

多，所以在环境中可能因ISl203v的转位使s妞2基

因发生插入突变，导致携带此类基因的动物储存

宿主。

同样，ISl203v依靠自身编码的转位酶活性，可

能影响s￡z2基因的转录、翻译或Stx2产物的表达，

进而使Stx2的产量或活性发生改变，细胞毒性实验

就说明了这一点。3株携带s￡z2：：ISl203v的

EHEC 0157：H7菌株制备的St)【2对HeLa细胞

LDH相对释放量百分比均比野生型Stx2的对照株

降低了，而且细胞释放LDH的值也具有显著性降

低。这些结果说明ISl203v的插入可能通过影响

s￡z2基因的表达，引起St)【2产物的部分失活，从而

导致其细胞毒性的减低。这一结论也与日本学者的

报道相一致。6o。除此之外，我们发现的ISl203v在

s￡z2基因中具有三种不同插入形式，但各个菌株对

细胞的毒性未见差异，说明不同插入形式对Stx2的

细胞毒性可能并不起关键性的影响。至于携带

s妞2：：ISl203v的大肠埃希菌0157：H7菌株在我国

的流行病学意义，还有待进一步实验证实。
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