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大肠杆菌 !"# !$抗原基因簇的破译及进化分析

杨静华 于 浩 任 一 王 磊 冯 露"

（南开大学生命科学学院 天津 0###43）

摘 要：破译了大肠杆菌 K2! K8抗原基因簇的序列，序列全长 3!#/"LJ。用生物信息学方法分析序列并鉴定基因，

共确定 3# 个基因，包括鼠李糖合成酶基因 MN) 和 O（ !"#$%& 和 !"#’），糖基转移酶基因，K8抗原转运酶基因，K8抗原

聚合酶基因和合成磷酸丝氨酸侧链的基因及 3 个不能确定功能的开放阅读框。对 !"#’ 的（P Q O）R含量，稀有密

码子含量及进化分析都表明大肠杆菌 K2! K8抗原基因簇是在近期通过 !"#’ 介导的重组形成，而且大肠杆菌 K2!
和鲍氏志贺氏菌 5 型的亲缘关系很近。对 S6T8葡萄糖838磷酸8尿苷转移酶基因（()#*）和 /8 磷酸葡萄糖脱氢酶基因

（(+,）的进化分析揭示志贺氏菌属与大肠杆菌属在进化上属于同一个属。用 TOU 方法筛选出了针对大肠杆菌 K2!
的特异基因，用于基因芯片或 TOU 方法对大肠杆菌 K2! 的快速检测。
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K8抗原是大肠杆菌（-./01!2/02) /3#2）脂多糖的最

外层结构，它一般由重复的寡糖单位组成，每个单位

有 0 W / 个单糖，其中单糖种类的不同、单糖数量的

不同、单糖间键的不同和寡糖单位之间连接键的不

同构成了 K8抗原的多样性。大肠杆菌根据其 K8抗
原分为 34# 种不同的血清型［3］。负责合成 K8抗原的

所有酶分子的基因一般都在染色体上相邻存在，形

成一个基因簇［"］。在大肠杆菌和沙门氏菌（ 4)#"35
+1##)）中，K8抗原基因簇通常位于 ()#* 和 (+, 基因

之间［0］。K8抗原的多样性几乎完全取决于 K8抗原

基因簇的变化。

K8抗原的多样性，使编码合成 K8抗原的基因簇

成为在 N.) 分子水平上研究分子进化的最好材料

之一。目前发现新的 K8抗原基因簇由两种方式产

生。一种是由其他菌的多糖基因簇通过同源重组横

向转移形成，如大肠杆菌和沙门氏菌的 K8抗原基因

簇［0］；另一种方式是由转座因子介导的重组形成［!］。

本文通过与已知功能的序列进行比较，鉴定了大肠

杆菌 K2! K8抗原基因簇的鼠李糖合成酶基因。并

对 !"#’ 基因进行遗传和进化分析，揭示大肠杆菌

K2! K8抗原基因簇是在近期通过 !"#’ 基因介导的

重组形成。

大肠杆菌 K2! 是一种致病菌，在 35$/ 年首先从

患腹泻和水肿的幼猪中分离到［2］。它可产生细胞毒

素坏死因子（OH-&-&;>D @7DX&->,>@+ ?:D-&X，O.9），属于引

起坏死的大肠杆菌（.7DX&-&;>D - ( /3#2，.6<O），潜伏

在猪等家畜中，是侵袭型的病原菌。并且对人也有

潜在的致病性，能引起动物和人腹泻综合症［/，4］，具

有潜在的爆发性流行的危险。因此在农业、食品及

卫生系统上急需一个可以快速、准确检测大肠杆菌

K2! 的方法。本研究用 TOU 的方法筛选出了针对大

肠杆菌 K2! 的特异基因，可用于基因芯片或 TOU 方

法对该菌的快速检测。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 菌株：- ( /3#2 K2! 标准菌株由澳大利亚悉尼

大学 U77I7, 教授提供，受体菌株（- ( /3#2 NY2!）由

本室保存。

%&%&’ 主要试剂：JP<Z868<:,H 购自 TX&=7+: 公司；

<;J:@B [&@+ 67=J’:-7 TOU 酶 购 自 M&7GX>@+7X
Z:@@G7>= 公司；TOU 纯化试剂盒、6! N.) 连接酶、

\>]:XB TOU TX7J, 纯 化 试 剂 盒 购 自 TX&=7+: 公 司；

-/3U"、N.:,7"、̂ 8P:’、_T6P、氨苄青霉素购自上海

生工生物技术服务有限公司。



!"# 基因组 $%& 的提取

采用 !"#$%&［’］法提取细菌基因组 ()*
!"’ ()抗原基因簇的获得

大肠杆菌 +,抗原基因簇位于 !"#$ 基因和 !%&
基因之间。根据 !"#$ 基因设计上游引物（-.,*//,
0/001/01*000*/1***0***/1,2.），根 据 !%& 基

因设 计 下 游 引 物（-.,/*0/10101/0)011/00*//,
**0//101,2.）。以大肠杆菌 +-3 的基因组为模板，

用长 415 方法扩增 +,抗原基因簇。415 反应程序如

下：637 89%&；637 :;#，<;7 2;#，<’7 :-9%&，共 2; 个

循环；<’7 =9%&，得到 415 产物。合并 < 管长 415 产

物，用 >%?"@A 415 4@BC# 纯化试剂盒纯化 415 产物。

!"* ()抗原基因簇文库的构建

通过鸟枪法建库。用 ()"#B!消化 415 纯化产

物，随后经酚 D氯仿 D异戊醇（8- D83 D :）抽提和无水乙

醇沉淀，酶切产物回溶到水中，补平末端，加 A* 尾，

然后与 C0EF,/,E"#G 载体在 /3 ()* 连接酶作用下

:<7连接 83H。取连接产物电转化感受态大肠杆菌

(I-"，涂布在含有氨苄青霉素、J,0"K 和 L4/0 的 M!
固体培养基上，2=7过夜培养，筛选白色克隆，以碱

裂解法用 6< 孔平板大规模提取质粒，用 ’()5L 酶切

鉴定 其 中 的 插 入 片 段 的 大 小，挑 选 插 入 片 段 在

:;;;NC 以上的克隆用于测序。

!"+ 序列测定和拼接

利用双脱氧终止法，采用 /=,#C< 公用引物，用

本实验室的 *!L2=2; 型 ()* 自动测序仪对克隆中

的插入片段进行测序，保证序列达到 2 倍以上的覆

盖率。用英国剑桥 F51（FBA%O"K 5B#B"@OH 1PQ&O%K）分

子生物学实验室出版的 R$"AB& C"OS"TB 软 件 包 的

4@BT"C3 和 0"C3 软件拼接和编辑所有的序列。

!", 生物信息学进行序列分析

用美国国家生物技术信息学中心（/HB )"$%P&"K
1B&$B@ UP@ !%P$BOH&PKPTG L&UP@9"$%P&，)1!L）的 +@U U%&AB@
发现基因，用 !K"#$ 系列软件与 0B&!"&S 中的基因比

较以发现这些开放的阅读框的功能并确定它们是什

么基因，用英国 R"&TB@ 中心的 *@$B9%# 软件完成基因

注释。用 1KQ#$@"K > 8V;（H$$C：WWXXXY BN% Y "O Y QSW1KQ#,
$@"K >W）做 ()* 序列的精确比对，用 !KPOS 9"SB@（H$,
$C：WWXXXY NKPOS# Y UHO@O Y P@TWNKPOS9S@W9"SB,NKPOS# Y H$9K）
寻找 ()* 序列中的保守基序。用 /FIFF 8V;（H$,
$C：W WXXXY ON# Y A$Q Y ASW#B@Z%OB#W/FIFFW）和 IFF/+4

（H$$C：WWXXXY B&?%9Y HQWH99$PC:V:W#B@ZB@W#QN9%$ Y H$9K）
分析蛋白质的疏水性以鉴定蛋白质。同时分析了

*+#, 基因的（0 [ 1）\含量和稀有密码子的含量，并

通过 FBT"8 软件产生 *+#, 基因的进化树及 !"#$ 和

!%& 基因的进化树。

!"- 特异基因的筛选

用 415 方法筛选大肠杆菌 +-3 的特异基因。

针对大肠杆菌 +-3 的 +,抗原基因簇中的 -./ 和 -.0
基因，在每个基因内部各设计两对引物（表 :），所有

:<< 株大肠杆菌和 32 株志贺氏菌被分成 8< 组［6］，在

每一组中含有 < ] :; 个菌，第 6 组含有大肠杆菌

+-3 作为正对照，第 8= 组是由去除大肠杆菌 +-3 的

第 6 组中的菌组成，作为负对照。将每一组中所有

菌的基因组混合后作 模 板 进 行 415。415 条 件：

637 89%&；637 :-#，退火温度因引物的不同而不同

（表 :），退 火 -;#，=87 89%&，共 2; 个 循 环；=87
:;9%&。反应体系是 8-#M。

表 ! 大肠杆菌 (+* 的 ()抗原基因簇的 !"#、!"$ 基因及其中的引物及 ./0 数据

/"NKB : 415 $B#$%&T PU $HB #CBO%U%$G PU ’ Y ()#1 +-3 TB&B#

0B&B ^Q&O$%P& 4P#%$%P& PU TB&B 4P#%$%P& PU CP#%$%ZB C@%9B@ 4P#%$%P& PU &BT"$%ZB C@%9B@ MB&T$H PU 415 C@PAQO$WNC *&&B"K%&T $B9CB@"$Q@BW7

-.0 +,"&$%TB& 4PKG9B@"#B 3;-6 ] -::= 38’6 ] 32;< -;;; ] -;:= =86 <;

326: ] 33;’ 3<6- ] 3=:8 288 <:

-./ +,"&$%TB& UK%CC"#B ’6<: ] :;8:: 6;:6 ] 6;2< 6-6: ] 6<;’ -6; -=

6:8= ] 6:33 :;;3; ] :;;-= 62: <;

# 结果和讨论

#"! ()抗原基因簇的获得及测序

大肠杆菌的 +,抗原基因簇通常位于两个持家

基因 !"#$ 和 !%& 之间。本文根据 !"#$ 和 !%& 基因

设计上下游引物，用长 415 方法扩增 +,抗原基因

簇。长 415 产物通过 ;V’\琼脂糖凝胶电泳检测，

在接近 :-SN 的位置出现一条电泳带。为了保证序

列的准确性，我们合并 < 管长 415 产物构建文库以

避免 415 反应本身的错配。

根据帕松公式（4 _ B‘ 9，4：未测定碱基的概率；

9：测定序列的覆盖率）［:;］，为了保证序列质量，每个
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碱基至少有 ! 个以上高质量（大于 "#$）的序列覆

盖，首先对 "% 个插入片段在 &’( 以上的克隆单向测

序以达到 "#$的碱基测定概率，对余下的 &#$的序

列，挑选克隆进行反向测序。用 )*+,-./ 和 0-./ 软

件拼接和编辑所有序列，从而得到大肠杆菌 12/ 的

13抗原基因簇的全序列，序列全长 &/#%4(.。

!"! #$抗原基因簇的序列分析

在获得大肠杆菌 12/ 13抗原基因簇的全序列

后，用 1*5 5678+* 发现基因，共找到 && 个开放阅读框

（ !"#），都位于 $%&’ 基因和 $() 基因之间且具有相同

的转录方向，都是从 29到 !9方向。用 :*;+<6= 软件完

成基因注释后得到大肠杆菌 12/ 13抗原基因簇的

结构及其（0 > ?）$含量。大肠杆菌 12/ 13抗原基

因簇中的基因从 29到 !9方向依次为 "*&+、"*&,、"*-
&.、/01、!"#2、!"#%、!"#@、!"#A、!"#"、/02 和 "*&3，在 /02
和 "*&3 之间是一段长为 &A4%(. 的非编码区。这些

基因 在 13抗 原 基 因 簇 中 的 位 置、氨 基 酸 个 数 和

（0 > ?）$含量见表 4。$%&’ 基因和 $() 基因分别位

于 13抗原基因簇的 29末端和 !9末端，它们不属于

13抗原基因簇，只是用来扩增 13抗原基因簇。对每

个 !"# 用 BC-=; 系列软件与 0+7B-7’ 中的基因比较预

测出它们的功能（表 4）。

表 ! 大肠杆菌 #%& #$抗原基因簇的基因及其功能预测

D-(C+ 4 EF<<-*G H5 1IJ= 67 4 K 5!&6 12/

0+7+ 7-<+ )H=6;6H7 H5 ,+7+ DH;-C 7F<(+* H5 -- （0 > ?）$ )F;-;6L+ 5F7M;6H7 H5 .*H;+67

"*&+ &&!@ N 4&"A !2! /4O@ 8DP)3P3,CFMH=+ /，%38+QG8*-;-=+

"*&, 444! N !&44 4"" /@O@ 8DP)3%38+HR3S3<-77H=+38+QG8*H,+7-=+

"*&. !&A# N /#2A 4"& /!O2 0CFMH=+3&3.QH=.Q-;+;QG<68GCGC;*-7=5+*-=+

/01 /#%! N /%&/ !24 4AO& 13-7;6,+7 .HCG<+*-=+

!"#2 2&4# N 2"!A 4@4 !&O/ 0CGMH=GC ;*-7=5+*-=+

!"#% 2A"! N %@&& 4@4 4"O/ )*H;+67 H5 F7’7HT7 5F7M;6H7

!"#@ %@#A N @!42 4#2 4%O@ )QH=.QH=+*67+ .QH=.Q-;-=+

!"#A @!44 N A&#@ 4%& 4@O% )QH=.QH=+*67+ ;*-7=5+*-=+

!"#" A&#@ N A"%/ 4A2 !&O2 IQ-<7H=GC ;*-7=5+*-=+

/02 A"%& N &#4&& !/% 4@O2 13-7;6,+7 5C6..-=+

"*&3 &4#!" N &42A& &A# !/O/ 8DP)3%38+HRG3P3,CFMH=+3!，23+.6<+*-=+

!"!"’ 单糖合成酶基因：在 13抗原基因簇中，单糖

合成酶基因由于有极高的同源性，很容易通过与已

知功能的序列进行比较而鉴定。细菌中的常见糖由

于它们为细菌基础代谢底物，其合成酶基因存在于

基因组的其它位置，一般不在 13抗原基因簇里重复

出现。而罕见糖如鼠李糖需由 13抗原基因簇的单

糖合成酶基因负责合成。通过进行 BC-=; 比较发现，

!"#& !"#4、!"#! 和 !"#&& 都与许多菌的合成鼠李糖前

体的 / 个合成酶基因有非常高的相同性，其中 !"#&
与鲍氏志贺氏菌的 I<CB 在 !2! 个氨基酸中有 "A$
的相同性；!"#4 与鲍氏志贺氏菌的 I<CP 在 4"" 个氨

基酸中有 "@$ 的相同性；!"#! 与鲍氏志贺氏菌的

I<C:在 4"& 个氨基酸中有 "@$的相同性；H*5&& 与

鲍氏志贺氏菌的 I<C? 在 &@& 个氨基酸中有 %!$的

相同性，@2$的相似性，说明它们都有很高的同源

性，可以确定 !"#&、!"#4、!"#!、!"#&& 分别为 )7,83鼠

李糖的 "*&+、"*&,、"*&. 、"*&3 基因，因此分别命名

为 "*&+、"*&,、"*&.、"*&3。

目前在大肠杆菌、志贺氏菌（ 9:6$;&&%）、沙门氏

菌（9%&*!(;&&%）和霍乱弧菌（<6="6! 5:!&;"%;）中共发现

有 /# 多株菌的 13抗原中都含有鼠李糖，尽管在不

同菌中合成它的 / 个基因排列顺序不同，但是一般

都是相邻排列，例如在大肠杆菌、志贺氏菌和沙门氏

菌的 13抗原基因簇中是以 "*&+,.3 的顺序相邻排

列［&& N &!］，在霍乱弧菌的 13抗原基因簇中是以 "*&-
+.,3 的顺序相邻排列。/ 个基因在 13抗原基因簇

中分开的情况很少见。只有在霍乱弧菌 1&/% 和

1&/" 中，发现 "*&+, 和 "*&.3 之间有两个基因相

隔［&/］；在鲍氏志贺氏菌 " 型中 "*&3 与 "*&+,. 相距

/ 个基因［&4］。在大肠杆菌 12/ 中，首次发现 "*&3 基

因位于整个 13抗原基因簇的 !9末端，远离 "*&+,.
基因，这不同于其他细菌。沙门氏菌和霍乱弧菌的

研究表明，鼠李糖合成酶基因内的重组在 13抗原基

因簇的横向转移中扮演重要角色，而 "*&3 基因是重

组位点［&!，&/］。因此，大肠杆菌 12/ 中 "*&3 基因的独

特位置暗示它的 13抗原基因簇是在近期由 "*&3 携

带其上游基因通过同源重组介导到 "*&+,. 基因的

一端形成的。另外，BC-=; 比较表明鼠李糖合成酶的
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! 个基因的序列相似性具有极性，其中 "#端序列

（ !"#$%& 基因）达到 $%&以上的相似性，而 ’#端序列

（ !"#’ 基因）有 ("&的相似性，表明 !"#’基因非常不

同，具有更多的可变性和 )*抗原特异性。说明这 !
个基因具有不同的来源，!"#$%& 基因很早进入这个

种中，已进化到与持家基因几乎一样高的相似性，而

!"#’ 基因是后来进入的。

!"!"! 糖基转移酶基因：在 +,-./-0 中寻找保守的

功能域，发现 (!)" 与 1233"’" 糖基转移酶家族相似，

4 值为 565 7 ,8 9$，通过进行 .:/;< 比较发现，(!)" 与

脆弱 拟 杆 菌（ $*+,-!(./-0 )!*1.#.0）的 糖 基 转 移 酶 有

’"&的相同性，""&的相似性；也与霍乱弧菌的糖

基转移酶有 ’=&的相同性，"=&的相似性，因此推

测 (!)" 也是糖基转移酶基因，命名为 (!)"。2!)$ 与

1233"’" 糖基转移酶家族相似，.:/;< 比较发现 (!)$
编码的蛋白与痢疾志贺氏菌的鼠李糖基转移酶!有

5$&的相同性，!%&的相似性；与福氏志贺氏菌的

>?@2 蛋白有 ’9&的相同性，!$&的相似性，而 >?@2
蛋白是 ABC1*鼠李糖的糖基转移酶，所以推测 (!)$
也是一个 ABC1*鼠李糖的糖基转移酶基因，命名为

(!)$。

!"!"# 寡糖单位处理酶基因：在 )*抗原基因簇中，

寡糖单位处理酶基因 包 括 )*抗 原 转 运 酶 基 因 和

)*抗原聚合酶基因，它们编码的蛋白是 )*抗原中仅

有的有典型的 % D 9! 个跨膜片段的蛋白，可以用生

物信息学方法鉴定［9"，9=］。

本文用两个不同的软件分析鉴定寡糖单位处理

基因以保证结果的准确性。用 BEFEE563 表明 GH?!
编码的蛋白中含有 93 个跨膜片段。用 FEEB)1 分

析也发现同样的 93 个潜在的跨膜片段，分别位于氨

基酸序列中的 ’ D 59，5( D !=，%= D 93!，993 D 95%，9"=
D 9%3，9%= D 53"，5’( D 5""，5=9 D 5($，5%= D ’3(，’9’
D ’’5。从 != D %= 是由 !3 个氨基酸组成的茎环结

构（:GGI），位于第二个和第三个跨膜片段之间。这

种大的茎环结构分布 在 周 质 区 是 )*抗 原 聚 合 酶

（JKL）的典型特征［9(］。此外用 .:/;< 比较表明 (!)!
与许多 345 蛋白相似，例如，与大肠杆菌 )93! 在

’!5 个氨基酸中有 5(&的相同性及 !%&相似性；和

鲍氏志贺氏菌 = 型在 ’59 个氨基酸中有 5’&的相同

性及 !%&相似性；和嗜热链球菌在 ’95 个氨基酸中

有 53&的相同性及 !’&相似性。将这 ’ 个菌的 JKL
序列用 .:GM0 N/0,H 软件进行分析，共找到 ! 个保守

的基序，分别由 9’、5$、’"、5" 个氨基酸组成。将它

们的一 致 序 列 在 数 据 库 中 运 行 ’ 个 循 环 的 1OP*

.QROB 程序后，发现除了上述 ’ 个菌外，还和许多其

它菌株的 JKL 相似，所以可以确定 (!)! 就是 645 基

因，命名为 645。

用 BEFEE 563 分析发现 (!)93 编码的蛋白中

含有 93 个跨膜片段。用 FEEB)1 分析也发现同样

的 93 个潜在的跨膜片段，分别位于氨基酸序列中的

9= D ’=，"’ D (’，$5 D 99=，9"! D 9(!，9%5 D 535，5!5 D
5=3，5$! D ’9!，’’" D ’""，’=3 D ’%3，’%" D !3!。而且

.:/;< 比较表明 (!)93 与许多 JKS 蛋白相似，例如，与

热自 养 甲 烷 杆 菌（ 7-,8*9(:*+,-!.;" ,8-!"(*;,(,!(<
=8.+;"）及伴放线菌素放线杆菌（&+,.9(:*+.##;0 *+,.9(<
"5+-,-"+(".,*90）的 )*抗原转运酶（JKS）最相似，分别

有 "’&和 "3&的相似性。将这 ’ 个菌的 JKS 序列

用 .:GM0 N/0,H 软件进行分析，共找到 ( 个保守的基

序，分别为 95、9’、9"、’!、’"、’(、’% 个氨基酸组成。

将它们的一致序列在数据库中运行 ’ 个循环 1OP*
.QROB 程序后，发现除了上述两个菌外，还和许多其

它菌株的 JKS 相似，所以可以确定 (!)! 就是 64> 基

因，命名为 64>。

!"!"$ 合成磷酸丝氨酸侧链的基因：.:/;< 比较发

现，(!)( 与丙酮丁醇梭菌（’#(0,!./.;" *+-,(:;,5#.+;"）

的磷酸丝氨酸磷酸化家族的酶在 9$! 个氨基酸中有

5!&的相同性和 !!&的相似性，推测 (!)( 也是一个

磷酸丝氨酸磷酸化酶，命名为 (!)(。2!)% 与烷烃双

色菌（7-#.=(9* :.+(#(!）的 TC1*5*乙酰甘油*磷酸丝氨

酸转移酶有 5!&的相同性和 "5&的相似性，推测它

是一 个 磷 酸 丝 氨 酸 转 移 酶，命 名 为 (!)(。 (!)( 和

(!)% 负责磷酸丝氨酸前体的合成和 )*抗原寡糖单

位的连接，因此我们推测在大肠杆菌 )"! 的 )*抗原

中存在丝氨酸。在人体细胞质膜的内小叶上发现有

磷脂酰丝氨酸的存在，所以丝氨酸可能是大肠杆菌

)"! 在形成致病菌的过程中，为逃避免疫系统的识

别，模仿寄主的表面成分进化而来。通过对已有数

据库的搜索，不能确定 (!)= 的功能。

!"!"% 非编码区：在 (!)93 和 !"#’ 之间的 9%5=@I
的序列中没有大的开放阅读框。在原核细胞的基因

组中基因排列很紧密，基因多连续排列，基因之间的

间隔区很短。像大肠杆菌 )"! 的 )*抗原基因簇中

如此长的没有功能的序列十分少见。用 B@:/;<S 进

行多序列比对发现，这段非编码区与多形拟杆菌

（$*+,-!(./-0 ,8-,*.(,*(".+!(9）的胞外多糖基因簇中相

邻的糖基转移酶（+,-./-0 获得号 RR)(=!"5）和胞

外多糖合成蛋白 M/IR（+,-./-0 获得号 RR)(=!"’）

的 CUR 序列有 !=&的相同性，局部的相同性已达到
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!"#。因此我们推测这段非编码区是多形拟杆菌

（! $ "#$"%&’"%’(&)*’+）中的糖基转移酶基因和胞外多

糖合成蛋白 %&’( 基因一同重组进 )*抗原基因簇

中，后来在细菌的进化过程中，随着环境的变化不再

需要这 + 个基因所编码的蛋白，因此某些碱基突变

成终止密码子或发生移码突变从而使序列失去原有

的功能。而大肠杆菌 ),- 中长的非编码区的存在

暗示它的 )*抗原基因簇是在很近的时期才形成。

因为进化的时间很短，这段非编码区还没有大段的

丢失，基本还保留着两个基因的长度（./+01’）。

!"!"# *(,- 基因的遗传进化分析：在大肠杆菌 ),-
的 )*抗原基因簇中，23456( 的平均（7 8 9）#含量

为 --:,-#，而 *(,- 的（7 8 9）#含量仅为 ;;:/,#，

（7 8 9）#含量的不同暗示它们是在不同时间进入

到大肠杆菌 ),- 的 )*抗原基因簇中，推测 *(,!./
在大肠杆菌 ),- 中已存在较长时间，而 *(,- 是后来

才从低 79 含量的细菌中重组到大肠杆菌 ),- 的

)*抗原基因簇中。进一步与 7<=5&=> 中已知的大肠

杆菌、志贺氏菌的 *(,- 的（7 8 9）#含量比较，发现

大肠杆菌 ),- 中 *(,- 的（7 8 9）#含量最低。一般

在 )*抗原基因簇重组到基因组上之后，（7 8 9）#含

量将不断改变，向基因组的（78 9）#含量飘移［./］，

而大肠杆菌 ),- 的 *(,- 还保持着很低的（7 8 9）#
含量。因此我们推测大肠杆菌 ),- 的 )*抗原基因簇

是在很近的时期形成的。

另外，稀有密码子的含量也说明基因的外源性。

一个基因的稀有密码子含量高要求其相应的同功

?@A( 的含量高，而其相应的同功 ?@A( 的含量一般

都少，致使相应的蛋白弱表达。而许多稀有密码子

富含 ( 8 B，导致基因的（7 8 9）#含量低。因此用

稀有密码子来调控基因的翻译可能是一种选择压

力，借此来维持编码区的低（7 8 9）#含量［.!］。在大

肠杆菌 ),- 的 )*抗原基因簇中，*(,/ 、*(,! 、*(,.
的稀有密码子的含量分别为 -:!#、;:-#、-:0#，而

*(,- 基因的稀有密码子的含量高达 ."#。这也说明

*(,!./ 很早进入到 )*抗原基因簇中，而 *(,- 基因是

在近期才进入大肠杆菌 ),- 的 )*抗原基因簇中。

我们也对 *(,- 基因做了 进 化 分 析。从 7<=*
5&=> 中提取已知功能的鼠李糖合成酶基因的 *(,-
序列，用 C<D&+ 软件分析、采用 A<EDF1G2*HGE=E=D 方法

得到系统发生树（图 .）。我们发现大肠杆菌 ),- 与

鲍氏志贺氏菌 I 型都落入一个支中，说明它们的亲

缘关系非常近。而且这两个菌的 )*抗原基因簇的

共同特征是 *(,- 基因都远离 *(,!./ 基因。@<<J<K

等［.I］在 +""" 年发现志贺氏菌是从大肠杆菌进化而

来，进化时间在 ; 万 , 千年至 +! 万年之间。鲍氏志

贺氏 菌 I 型 中 *(,- 基 因 的（7 8 9）# 含 量 为

;/:I#，大肠杆菌 ),- 的 *(,- 基因的（7 8 9）#含

量比它低 ,#，更低（7 8 9）#含量表明细菌进化的

时间更短。此外，研究表明鲍氏志贺氏菌 I 型是在

近期新形成的［.+］，由此我们推测，大肠杆菌 ),- 的

)*抗原与鲍氏志贺氏菌 I 型可能起源于共同的祖

先，分化的时间非常短，都是通过 *(,- 基因介导的

重组转移到它们现在所在的细菌中。而大肠杆菌

),- 比鲍氏志贺氏菌 I 型产生的时间更晚，是在很

近的时期才形成的。

图 $ 用 %&’(! 软件产生的 !"#$ 的进化树

LED$. MFN4GD<=<?E% ?2<<K OG2 ?F< *(,- D<=<K D<=<2&?<P 1N C<D&+

Q<RS<=%<K SK<P E=%4SP<P ?FGK< O2G3 <EDF? 0 $ )’,& K?2&E=K（T%),-，M&?<=?

AG$ +"";."."!.,I:,），0 $ )’,& )-I（T%)-I，S=’S14EKF<P P&?& E= GS2

4&1G2&?G2N），0 $ )’,& );0（T%);0，S=’S14EKF<P P&?& E= GS2 4&1G2&?G2N），

0 $ )’,& )!（T%)!，((90;0.,），0 $ )’,& )."!（T%)."!，M&?<=? AG$

";."I,//:!），0 $ )’,& )+0（T%)+0，((A0"-,!），0 $ )’,& U.+（T%>.+，

M;!!-,）， 1 $ 2’34&& ,（T%1P,，((V+!;+,）， 1 $ 2’34&& I（T%1PI，

((V+!;,-），1 $ 2’34&& +（T%1P+，M&?<=? AG$ +"";."."!.,/:"），1 $

435$+"$*&%$ .（6.，S=’S14EKF<P P&?& E= GS2 4&1G2&?G2N），1 $ 6,$7+$*&+%
（L+&，M;!!/"），=E=< 1 $ $+"$*&)% K?2&E=K：C.I,+（((7"I,.0），C.0;,
（ ((7"I,".）， C;+-（ ((7"I,-"）， C.!I"（ ((7"I,", ）， C+/!
（ ((7"I,+I）， C.I..（ ((7"I,.+）， C+I;（ ((7"I,;; ）， C+/,
（((7"I,+,），C+0I（((7"I,+.）$ BF< K%&4< 1&2 E=PE%&?<K ?F< ":", <JG*

4S?EG=&2N PEK?&=%< S=E? $

!"!") 8%,9 基因和 8+4 基因的进化分析：在细菌

中，由于选择压力小，不易发生变异，所以，持家基因

一般都很稳定，更保守，不容易发生重组。因此用持

家基因建立的系统发生树能更好的说明不同种之间

的进化关系［+"］。8%,9 和 8+4 基因是持家基因，在我

们得到的 )*抗原基因簇中从 . 到 !0,1’ 编码 7&4L
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（从第 !! 个 "" 到最后一个氨基酸）；#$抗原基因簇

%&端的 ’%%()* 编码 +,-（从第 ’ 个 "" 到第 !!. 个

""）。我们把这些序列和其他菌的 !"#$ 和 !%& 基因

进行 了 比 较，用 /01"2 软 件 建 立 了 系 统 发 生 树

（图 2）。!"#$ 和 !%& 基因的进化树很清楚的表明大

肠杆菌属和沙门氏菌属形成两个分离的组，而志贺

氏菌都落在大肠杆菌属中。这说明志贺氏菌属与大

肠杆菌属的亲缘关系更近，揭示志贺氏菌属与大肠

杆菌属在进化上属于同一菌属。

图 ! 用 "#$%! 软件产生的 !"#$ 基因的进化树（&）和 !%& 基因的进化树（’）

34152 6789:10,0;4< ;=00> ?:= ;70 !"#$（@）",- !%&（A）10,0> 10,0=";0- )8 /01"2（,0417):=$B:4,4,1 C0;7:-）

D70 90?; ?41 4> 6789:10,0;4< ;=00 ?:= ;70 !"#$ 10,0，;70 =417; ?41 4> 6789:10,0;4< ;=00> ?:= ;70 !%& 10,05 E0FG0,<0> G>0- 4,<9G-0- ;7:>0 ?=:C ’ 5 ()#*

#H!（I<#H!，6";0,; J:5 2KK%’K’KL’H(MH），’ 5 ()#* #!(（I<#!(，G,*G)94>70- -";" 4, :G= 9"):=";:=8），’ 5 ()#* #%.（I<#%.，G,*G)94>70- -";" 4, :G=

9"):=";:=8），’ 5 ()#* #L（I<#L，+0,A",N "<<0>>4:, J:5 @@O.%.’’ ",- @@O2LH!K），’ 5 ()#* #’HK（I<#’HK，6";0,; J:5 K%’K(HP.MK），’ 5 ()#* #’KL
（I<#’KL，6";0,; J:5 K%’K(HPPML），’ 5 ()#* #2.（I<#2.，+0,A",N "<<0>>4:, J:5 @@J.K!H% ",- @@J.K!..），’ 5 ()#* Q’2（I<N’2，+0,A",N "<<0>$

>4:, J:5 @@OLH’K% ",- @@OLHK(K），+ 5 ,)-&** H（I<)-H，+0,A",N "<<0>>4:, J:5 @@R2L%2’ ",- @@R2L%%H），+ 5 ,)-&** (（I<)-(，+0,A",N "<<0>$

>4:, J:5 @@R2L%!. ",- @@R2L%H.），+ 5 ,)-&** 2（I<)-2，6";0,; J:5 2KK%’K’KL’HPMK），+ 5 &-./%0/1*"/ ’（S’，G,*G)94>70- -";" 4, :G= 9"):=";:=8），

+ 5 2#/3%/1* 2"（32"，+0,A",N "<<0>>4:, J:5 J6T P%L..! ",- J6T P%L.!(），+ 5 /%0/1*("（+0,A",N "<<0>>4:, J:5 @@A!(%PH ",- @@A!(%(%）5 D70

><"90 )"= 4,-4<";0> ;70 KMK2 0U:9G;4:,"=8 -4>;",<0 G,4; 5

!() 大肠杆菌 *+, 特异基因的鉴定

我们将大肠杆菌 #H! 的 453、45- 基因通过 A9">;
在 +0,A",N 已有的数据中搜索，预测到它们的特异

性高，因此大肠杆菌 #H! 的 453、45- 基因可用于对

该菌的检测。我们根据它们设计 6OV 引物，在每个

基因内设计两对引物，每对引物分布在相应基因内

的不同地方以确保其检测的准确性。以含有大肠杆

菌 #H! 的第 ( 组菌作为正对照，对所有 ’.. 种大肠

杆菌，!% 株志贺氏菌进行 6OV 反应。每对引物除了

在第 ( 组中做 6OV 后得到了预期大小的正确的一

条带外，在其他组包括去掉大肠杆菌 #H! 的第 2L 组

中都没有扩增到任何 6OV 产物带，所以 453、45- 基

因对大肠杆菌 #H! 是高度特异的。这两个基因内

的 SJ@ 片段可用于快速准确地检测人体和环境中

的大肠杆菌 #H!。

由于一些多糖特殊的存在于致病菌中，以表面

多糖为目标的血清学反应自上世纪 %K 年代一直被

用于对细菌的分型和血清学鉴定。但传统的血清学

方法耗时长，灵敏度低，且血清不全，容易漏检。本

研究从合成 #$抗原的基因簇中筛选特异 SJ@ 分子，

弥补了传统的血清学方法的不足。在这些基因内的

特异的 SJ@ 片段对用现代的分子生物学方法（基因

芯片技术或 6OV 方法）快速鉴定和控制致病菌有重

要意义。
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