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选择性捕获禽病原性大肠杆菌体内转录序列

陈 祥(，$，高 崧("，王晓泉(，$，焦新安(，$，刘秀梵(

（( 扬州大学 农业部畜禽传染病学重点开放实验室 $江苏省人兽共患病学重点实验室 扬州 $$.%%3）

摘 要：采用选择性捕获转录序列（EFG0E）方法鉴定禽病原性大肠杆菌 7%#" 株（血清型 G"-）在感染 EH4 鸡过程中

的转录表达基因。通过总 IJ/ 分离、BKJ/; 合成、HFI 扩增和 EFG0E 对 BKJ/; 选择和致病性特异转录序列的富集，

致病性特异的 BKJ/; 被分离鉴定，共获得 #( 个转录序列（命名为 !"#），其中分别有 $、(、!、(!、$ 和 - 个 !"# 序列与

黏附素、LHE 的合成、铁的摄取系统、质粒编码基因、噬菌体编码基因和一些其它功能基因相关；从气囊中分离到 (&
个 !"# 序列，心包膜中分离到 (. 个 !"# 序列；有 # 种与质粒编码基因相关序列在气囊和心包膜中都被分离到。结

果显示 /H7F 致病性特异序列包括黏附素、LHE 的合成、铁的转运、质粒编码基因、噬菌体编码基因和一些其它功能

基因等。通过 EFG0E 方法建立了一种体内表达致病性特异基因的方法和 /H7F 在自然宿主感染模型中致病性相关

基因的表达谱的筛选方法。
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禽病原性大肠杆菌（/M95+ N5OD<:,+9B $%#&"’(#&(!
#)*(，/H7F）可引起家禽局部或全身性的感染，包括

呼吸道感染（气囊炎和肺炎）、心包炎、肝周炎和败

血症等［(］，其优势血清型为 G(：P(，G$：P( 和 G"-：

P-%，与其致病相关的毒力因子已相继报道，如铁摄

取系统、( 型菌毛、H 菌毛、Q 型大肠杆菌素等［(，$］。

然而，关于禽病原性大肠杆菌引起侵入性感染机理

还没有阐述清楚，一些已知的致病因子仅能解释感

染过程的某些步骤［#］。人们在致力弄清 /H7F 已知

毒力因子的同时，将注意力转移到新的致病基因的

分离与鉴定方面［!］。

自 (333 年首次报道了选择性捕获转录序列

（E,1,BO9M, B5NO*R, <S OR5+;BR9T,A ;,U*,+B,;，EFG0E）方

法以来，EFG0E 已经用于捕获结核分枝杆菌、鼠伤寒

沙门氏菌等在感染组织和细胞中的转录序列［.，&］。

由于宿主细胞有大量自身 IJ/ 的存在，直接分离细

菌在 感 染 宿 主 中 的 表 达 基 因 是 非 常 困 难 的，而

EFG0E 方法在鉴定病原微生物与宿主细胞相互作用

的转录基因方面有其优越性，其主要通过生物素标

记的细菌基因组 KJ/ 与感染细胞或组织中的细菌

BKJ/; 杂交，有选择地捕获细菌 BKJ/;。
本文通过接种 EH4 鸡，使 /H7F 毒力相关基因

在感 染 过 程 中 表 达，运 用 EFG0E 方 法 分 离 /H7F

7%#" 株致病性相关的 BKJ/;。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：禽病原性大肠杆菌高致病株

7%#" 由扬州大学农业部畜禽传染病学重点开放实

验室分离［"］；P2($ VW(&.. 由中国疾病预防与控制

中心病毒基因工程国家重点实验室金奇教授惠赠，

大肠 杆 菌 KX.!由 本 实 验 室 保 存。克 隆 载 体 为

NFI#$Y( Q,BO<R，购自 Z+M9OR<:,+ 公司。

!"!"# 主要试剂：KJ/ 限制性内切酶、$+ ,!-、KJ/
4R5:8,+O H*R9S9B5O9<+ P9O、KJ/ 85R[,R 购 自 大 连

05P5I5 公司；HFI 试剂盒、AJ0H、AF0H、/VQ、K7HF
购自 HR<8,:5 公司；KZW KJ/ L5T,19+: 5+A K,O,BO9<+
P9O、 J>1<+ V,8TR5+,; S<R F<1<+> 5+A H15U*,
X>TR9A9?5O9<+、H7W-%%%、糖 原 购 自 I<BD, 公 司（ 德

国）；总 IJ/ 提 取 试 剂 盒 购 自 上 海 E5+:<+ 公 司；

HD<O<T9<O9+ 5B,O5O,、7HHE 购自 E9:85 公司；链亲和素

的磁珠（K>+5T,5A;#V2$-% EOR,NO5M9A9+）、V5:+,O 购自

K>+51 公司（挪威）；其它常规试剂均为国产分析纯

级产品。

!"# 细菌基因组 $%& 的提取

运 用 大 连 05P5I5 公 司 的 V9+9\7E0 \5BO,R951



!"#$%&’ ()* +,-./’-&$# 0&- 提 取 +123 株 和 0456
7!5899 株的基因组 ()*。

!"# 大肠杆菌 $%&’ 的克隆与大量提取

根据 !"#:/#; 中的 <158=9 设计引物，扩增大肠

杆菌 .()* 基因（含 9>、58> 和 62> 全基因）。引物

序 列 ..#45 为 9?4@!**!AAA**AA@AAA!*!@!A@42?
（5BC3 D 591=EF）；..#486 为 9?4A*@A@*!!*!*!@!
AA@*@@!*@42?（8836 D 88=BEF），采用 91!G 体系，扩

增条件：=BH B1I，96H 81I，36H 211I，共进行 69 个

循环。J@K 产物纯化后与 F@K! 6L5 M"’-$. 进行连

接，获得大肠杆菌 .()* 的克隆 F@K6L54..#，将阳性

克隆进行双酶切鉴定和 ()* 测序（上海联合基因

科技有限公司）。.(*) 克隆 F@K6L54..# 按碱裂解法

提取质粒和 J+! 沉淀法纯化质粒 ()*［C，=］。

!"( )&’ 分离、*%&’+ 合成、,-) 扩增

>JN 鸡由山东家禽所 >JN 种蛋自行孵化，8 只 2
周龄 >JN 鸡，右 胸 气 囊 接 种 *J+@ +123 株 1L5%G

（约 513@NOP%G）；在接种后 8Q 和 6BQ 分别扑杀 >JN
鸡，每次扑杀 2 只，分别取其心包膜和左气囊，称重

后快速剪成匀浆，运用 AKRS$T 试剂盒分别从心包和

气囊中分离总 K)*，每份组织样品单独提取 K)*。

运用核酸蛋白检测仪测定所提取的 K)* 的浓度与

纯度，5U 琼 脂 糖 甲 醛 变 性 胶 鉴 定 总 K)* 完 整

性［C，=］。样品分为心包组和气囊组，每个样品通过随

机引物单独转化为单链 ’()*I（K)* 到 ’()*），其

中 气 囊 组 的 随 机 引 物 为 /&.I’/I4V)=：9?4@!!!*A
@@*!@AA@A!*@!@*)))))))))42?；心包组的随机

引物为 F".&’/.V&W%4V)=：9?4!A!!A*@@!@A@A@@!A@@
!*)))))))))42?。运用 0T"#$X 大片段合成第二

链，双链 ’()*I 纯化后直接用于 J@K 扩增或 Y 61H
保存备用。其中气囊和心包的 J@K 扩增引物分别

为：/&.I’/I 是 9?4@!!!*A@@*!@AA@A!*@!@*42?；
F".&’/.V&W% 是 9?4!A!!A*@@!@A@A@@!A@@!*42?。
反应条件为 =BH 5%&#，99H 5%&#，36H 2%&#，扩增

69 循环［B，59］。

!". /-01/
!"."! 基因组 ()* 的生物素标记和超声波处理：

JQ$-$E&$-&# *’"-/-" 用超纯水稀释至终浓度为 5!ZP!G。

61!G 整数倍的 +123 基因组 ()*（浓度为 1L8!ZP!G）

按文献［B，59］的方法进行光敏化。生物素标记基因

组 ()*（8!Z）中 加 入 511!Z F@K6L54..# 质 粒 ()*
（.()* 克隆于 F@K46L5 载体中），混和物用超声波仪

最大功率的 B1U进行裂解（>*)[\，<*J），每个样

品裂解 2 次，每次 51I。裂解后，混和物被沉淀，用

581!G 的 51%%$TPG +JJ>45%%$TPG +(A* 溶液进行悬

浮，混合物分装为 61 份，每份 C!G（1L2!Z 的 +123 株

生物素标记的基因组 ()* 和 9!Z 的 F@K6L54..# 质

粒 ()*），Y 61H保存。0456 7!5899 的基因组 ()*
（611!Z）溶于 B11!G 超纯水中，依上述方法进行超声

波裂解、沉淀、悬浮和分装，每份 C!G（51!Z 的 0456
7!5899 基因组 ()*），Y 61H保存。

!"."2 样品预杂交：每份 C!G 超声波处理的混合物

加矿物油覆盖，在 =CH作用 2%&#，加 6!G 的 5%$TPG
)/@T，在 83H预杂交 21%&#。扩增感染组织的细胞

和细 菌 的 ’()*I（2!Z）用 C!G 的 51%%$TPG +JJ>4
5%%$TPG +(A* 溶液进行悬浮，沸水浴作用 2%&#，加

上 6!G 的 5%$TPG )/@T，在 83H预杂交 21%&# 后，加入

到生物素标记基因组 ()*4.()* 中，总体积 61!G，在

83H作用 5CQ。细菌的 ’()*I 就杂交到生物素标记

的基因组 ()* 上，形成细菌的 ’()*I4基因组 ()*
杂合子。

!"."# 转录序列的捕获：链亲和素磁珠的处理按其

说明书进行。在 511!Z 包被有链亲和素磁珠的悬浮

溶液 中 加 入 ’()*I4基 因 组 ()* 杂 合 子 混 合 物

（61!G），室温作用 61%&#，来捕获细菌的 ’()*I4基因

组 ()* 杂合子，用 61%%$TPG )/@T41L9U>(> 洗涤磁

珠 2 次，第一次室温洗涤，第二、三次 89H洗涤，每

次 59 D 61%&#。 用 511!G 的 1L69%$TPG )/\]4
1L5%$TPG )/@T 溶液悬浮磁珠，23H作用 21%&#，加入

61!G的 5%$TPG A.&I4]@T（F] 3LB）中和，在上述溶液

中加入 51!G 的 5!ZP!G 糖原，用 6 倍体积的无水乙

醇沉淀 ()*。在第一次 >@\A> 中，同时做 8 个平行

的杂交和 /&.I’/IPF".&’/.V&W% 引物的 J@K 扩增，沉淀，

用 51%%$TPG +JJ>45%%$TPG +(A* 溶液进行悬浮，把

8 个心包样品的 J@K 产物和 8 个气囊样品的 J@K 产

物进行混合，取 2!Z 的 ()* 与被 .()* 封闭的 +123
株生物素标记的基因组 ()* 杂交，按上述同样方法

再进行两次 >@\A>。感染组织的 ’()*I 与生物素标

记的细菌 ()* 基因组杂交，形成带生物素标记的

()*4’()*I 的杂合子。

!"3 致病性特异的细菌 *%&’+ 富集

为了进一步富集细菌 ’()*I 中的致病性特异

序列，生物素标记、超声波处理的 +123 株基因组

()* 片段 1L2!Z，与过量变性的超声波裂解的 0456
7!5899 基 因 组 ()*（51!Z）和 .()* 片 段 9!Z 在

83H进行预杂交 21%&#；变性的 >@\A> 获得的 ’()*I
（5L9!Z）在 83H预变性 21%&# 后，与上面的 ()* 混

合，在 83H杂交 5CQ；’()*I 被磁珠捕获，洗涤，用

C1B @]+) ^&/#Z !" #$ _ P%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（6113）B3（2）



!"#$%!$& ’(#"%!#)"*+ 引物 ,-. 扩增。变性的 /01!2 扩

增 %345$ 按上述相同方法再富集 6 次。通过 7 次阳

性富集，富集的 %345$ 与 ’-.! 60/ 载体进行 85 克

隆，对阳性克隆进行质粒提取和 !"#$%!$& ’(#"%!#)"*+
引物 ,-. 扩增［9，:］。

!"# 斑点杂交筛选阳性克隆

分别对 ;<7= 和 >?/6 @A/B11 基因组 345 的超

声波裂解产物（6!2）进行地高辛标记，调整二者探

针浓度一致，将经捕获的 %345$ 克隆子的质粒 ,-.
扩增产物进行斑点杂交以鉴定捕获序列的特异性，

操作步骤按 3CA 345 D!E(F"G2 !G) 3(H(%H"IG >"H 说明

书进行。

!"$ %&’ 测序

根据 3IH?EFIH 得到的阳性结果，将阳性克隆重

组质粒纯化，345 测序工作由上海联合基因科技有

限 公 司 完 成。345 同 源 比 较 通 过 4-JC 中 的

JD5K84 进行检索。

图 ! ()*# +%&’ 的 ,-. 扩增结果

L"2M / 8N( !+’F"O"() ’#I)*%H$ IO #345 2(G( EP ,-.M /0 8N( !+’F"O"()

O#!2+(GH IO #345 2(G(；@0 3D6<<< Q /1<<< +!#R(# M

/ 结果

/"! 细菌基因组 %&’ 的定量

运 用 大 连 8!>!.! 公 司 @"G"J;K8 J!%H(#"!F
A(GI+"% 345 ;SH#!%H"IG >"H 提取细菌基因组，其中

;<7= 株 345 为：!"6B< &!"69< T /09/，浓 度 为

9<G2&!D；>?/6 @A/B11 株 345 为：!"6B< &!"69< T
/096，浓度为 91G2&!D，样品的 !"6B< &!"69<位于 /09 U
60< 间，表明所提取的基因组中蛋白质和 .45 污染

较少，纯度较高。

/"/ 大肠杆菌 +%&’ 基因的克隆与鉴定

#345 的 ,-. 产物在 <0=V的琼脂糖凝胶上电

泳，扩增的片段约为 16<<E’，与预计长度一致（图

/），,-. 回收产物与 ’-.! 60/ W(%HI# 连接获得的重

组质粒 ’-.60/?##G，经 #$%XC 和 &’(.W 双酶切，琼

脂糖电泳中出现约 7:<<E’ 和 16<<E’ 的条带（图 6）。

重组质粒 ’-.60/?##G 经序列测定，与大肠杆菌 #.45
操纵子（Y</B:1）的同源性为 ::V。

图 / 质粒 0-./"!1++2 的酶切鉴定结果

L"2M 6 C)(GH"O"%!H"IG IO ’-.60/?##G EP )"2($H"IG Z"HN #($H#"%H"IG

(G)IG*%F(!$($M @0 A(G(#*F(# /RE 345 F!))(# +!#R(#；/0 ’-.60/?##G

)"2($H() Z"HN #$%XC !G) &’(.WM

/"* ’,(- ()*# 株接种鸡的 3-453 结果

为了获取 5,;- 致病性特异的转录序列，尽量

减少大肠杆菌 >?/6 的序列，进行 7 次 K-[8K 和 7 次

富集，获得的 %345$ 被克隆，通过斑点杂交共获得

7/ 个 ;<7= 阳性的转录序列（命名为 $)’），其中从气

囊中分离到 /B 个 $)’ 序列，心包膜中分离到 /1 个

$)’ 序列；有 7 种与质粒编码基因相关序列在气囊

和心包膜中都被分离到；在这 7/ 个转录序列中，有

B 个转录序列与肠炎沙门氏菌同源性较高，\ 个转录

序列与福氏志贺氏菌基因有较高同源性，6 个转录

序列与宋内志贺氏菌同源性较高，6 个转录序列与

尿道致病性大肠杆菌基因组同源性较高，6 个转录

序列与肠出血性大肠杆菌基因组同源性较高，分别

有 / 个转录序列与耶尔森菌、莫拉氏杆菌和结核分

支杆菌基因组同源性较高（表 /）。

在这 7/ 个致病性特异序列中，有 6 个 $)’ 序列

与黏附素相关，/ 个 $)’ 序列与 D,K 的合成相关，\
个 $)’ 序列与铁的摄取系统相关，/\ 个 $)’ 序列与

质粒编码基因相关，6 个 $)’ 序列与噬菌体编码基

因相关，9 个 $)’ 序列与一些其它功能基因相关。

这些序列包括了黏附素、D,K 的合成、铁的转运、质

粒编码基因、噬菌体编码基因和一些其它功能基因。

* 讨论

5,;-的致病性是一个多因子相互作用的结

果，其引起侵入性感染的机理还不清楚。分离与鉴

定细菌在感染过程中的表达基因，它们往往与细菌

的感染机理密切相关，这些转录基因可为预防和控

制禽大肠杆菌病提供重要信息。

K-[8K 方法在鉴定病原微生物与宿主细胞相互

作用的转录基因方面有其优越性，其基本原理为生

物素标记、链亲和蛋白结合排除法，它是用生物素来

标 记驱动方345，试验方+.45反转录为单链（或

:<\陈 祥等：选择性捕获禽病原性大肠杆菌体内转录序列 M &微生物学报（6<<=）\=（7）



表 ! "#$%"捕获的 &’(#致病性特异的转录序列

!"#$% & ’()"* ! + "#$% ,"-./0%*12,%3)4)3 &’" 3$/*%2 )5%*-)4)%5 #6 789!7

:;*3-)/*"$ 0</;, =/>/$/0，2/;<3% ’33%22)/* */+ /4
&’" ./>/$/0 :;*3-)/* !)22;%

’5.%<%*3%
&’"1 & (%$%)，?@A& ’BCCADA@ ?@A& ,$);2 "22%>#$6 ’
&’"1 A *+,，,’BE81& ’:A&FC@G =%>"00$;-)*)* ’

HB7 26*-.%2)2
&’"1 G -&&.，! + "#$% :I@C ’:C&J@IK HB7 3/<% #)/26*-.%2)2 ’
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双链）3PV’2 后与驱动方杂交，混合物与链亲和素蛋

白珠子作用，链亲和素与生物素结合形成链亲和素1
生物素1PV’13PV’2 的复合物，抽提该复合物，B8?
扩增。生物素标记核酸技术是该方法的关键，为了

提高 标 记 效 率，采 用 光 激 活 生 物 素（B./-/"3-)(%
O)/-)*）来代替 5W!B1生物素标记核酸，在强光照射条

件下光敏生物素中的 VG 基团释放出 VA 气，生成反

应活性极高的氮烯，它易与核酸中的伯胺基结合而

形成共价标记，这样标记效率可大大提高。

!陈祥 +禽病原性大肠杆菌的生物学特性及其可能毒力相关基因的鉴定 +扬州大学博士学位论文，ACCK+

&JJF \ ACCK 年从我国江苏等 AC 个省、市、自治

区病、死家禽中分离到大肠杆菌 &GD& 株，除 AGK 株

未能定型、AF 株自凝外，测定出 &CF@ 个分离株的血

清型，这些分离株覆盖了 &C& 个血清型，其中 9@F 血

清型有 A@& 株，占定型菌株的 AI]J^，为我国禽源大

肠杆菌最优势血清型。ECG@ 为我们分离的 9@F 血

清型中的代表性菌株，其对 & 日龄 7B: 鸡的致死率

为 FG]G^（DRK）!。本文通过 789!7 从 ’BE8 ECG@
株共获得 G& 个差异片段，经同源序列分析，这些转

录序列可分为 K 组，第 & 组主要为黏附素基因相关

转录 序 列，&’"1 A 转 录 序 列 与 温 度 敏 感 性 血 凝 素

（!2.）相关，!2. 首先发现于 9@F ’BE8 菌株"@&AA
中［&C］。其可能与 ’BE8 的铁摄取能力相关，也可能

起着黏附作用［&C］。

第 A 组主要为黏附素基因相关转录序列，&’"1 G
转录序列与 HB7 合成基因相关，HB7 对致病性大肠

杆菌是非常重要的，与细菌的毒力密切有关，它可以

抑制吞噬作用以及补体结合途径［&&］。9@F 脂多糖不

仅是 ’BE8 的重要保护性抗原，而且是一种主要的

C&I 8=EV N)"*0 ’* &$ + R0"*& B%"1#9%#$#6%"& 5%7%"&（ACC@）I@（G）



毒力因子。

第 ! 组主要为铁摄取系统相关转录序列，许多

种细菌都具备从宿主获取铁的能力，这一能力的大

小亦决定着细菌的致病性，!"#" # 和 !"#" $ 转录序列

与气杆菌素相关，气杆菌素被认为在 %&’( 的致病

性和持续感染中，特别是在深部组织损伤中发挥独

立的作用［#］；!"#" # 和 !"#" $ 转录序列与铁系统相关，

铁系统有两个相向的操纵子，$%&’ 和 %&()*+。铁系

统可能编码铁结合性复合物的受体，其在持续感染

和深部组织损伤中发挥着非常重要的作用［#］。

第 # 组主要为质粒相关转录序列，!"#" )#、!"#"
)$、!"#" )* 和 !"#" )+ 转录序列与肠炎沙门氏菌低分

子量质粒 , 同源性较高，低分子量质粒 , 可使肠炎

沙门氏菌抵抗噬菌体的感染［)-］；血清耐受是 %&’(
致病机理之一，血清耐受与致病力相关，!"#" ).、!"#"
)/ 为 ,%!-、,%!. 的基因，,%!. 基因调控 %&’( 的血清

抗性，0120 存在于细菌的外膜蛋白，使血浆中补体和

其它杀菌因子不能直接作用于菌体，使细菌表现出

血清抗性，0120 蛋白可增强细菌对血清中补体裂解

活性的抗性，从而使细菌的侵袭力加强，0120 与菌体

的补体抗性和致病力关系密切，使血浆中补体和其

它杀菌因子不能直接作用于菌体，使细菌表现出补

体抗性。%&’( 的毒力因子 3(456 可使细菌显著增

加其在宿主组织中摄取铁的能力，使 %&’( 的致病

性增加。产生 (457879 6 的菌株存在 (456 质粒，该质

粒可显著提高细菌的毒力［)!］。(456: 菌株致病力比

(456"菌株强，而且具有补体抗性和特殊的铁摄入机

制，从败血型（或原发性大肠杆菌病）病例分离出的

菌株，有较大的比例含 (456 质粒。

第 $ 组主要为噬菌体相关序列，如 !"#" --、!"#"
-! 为噬菌体的基因成分，细菌噬菌体相关基因可能

编码许多毒力因子（比如毒素和黏附素），有研究表

明在质粒、毒力岛与噬菌体之间存在着进化的连续

性［)#］。但在 %&’( ’;!+ 菌株中，噬菌体是否编码相

应的毒力因子还需进一步鉴定。第 * 组主要为其它

功能相关转录序列。

有趣的是通过 <(=0<、<<> 方法［+，!］，’;!+ 株同

时获得了 ?4@%、A4B、3(45’ 等相关基因。?4@% 能

够 增 强 质 粒 的 接 合 性 转 移 能 力 （ 352CB7D
B4@757E2F749），A4B 为 AG%, 调节蛋白（AG%, B4DH52F41
3141I79），3(45’ 质粒较小（$ J ))K@），高拷贝（每个

细胞 ); J -; 拷贝），高拷贝水平的 (45’ 相关质粒可

导致相应毒力基因的高水平转录［#］，如 !"#" .、!"#" /、

!"#" );、!"#" )) 和 !"#" )-。

通过 <(=0< 方法获得的基因只有一小部分被

克隆，我们的研究仅仅提供了大肠杆菌在感染过程

中的部分转录基因，而且主要为在宿主体内表达的

致病性相关基因。鉴定在体内表达的致病性特异转

录序列可以丰富我们对 %&’( 在宿主感染过程的了

解，进一步明确 %&’( 的致病机理。
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