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摘要：【目的】wzz参与很多革兰氏阴性菌O抗原的合成，并对细菌的致病性具有调控作用。在禽致病性

大肠杆菌(Avian pathogenic Escherichia coli, APEC)中，存在Wzz蛋白超家族基因wzzE，目前尚未开展该

基因对APEC脂多糖(LPS)的合成及致病作用研究，因此本研究开展了wzzE对APEC LPS合成以及生物学

特性影响的研究。【方法】通过构建APEC DE17株的wzzE缺失株，开展对野生型和缺失株的LD50、黏附

与入侵DF-1细胞、脂多糖表型及内毒素毒价等相关生物学特性的影响研究。【结果】结果表明，缺失

wzzE的APEC，不影响细菌的生长特性。野生型、缺失株及回复株的LPS表型无明显差异。DE17ΔwzzE
与DE17的黏附与入侵结果无显著差异。血清型鉴定结果表明，缺失wzzE，不影响细菌的血清型。内毒

素毒力检测结果DE17、DE17ΔwzzE及CΔwzzE内毒素的毒价一致，为4×105 EU/mg。对7日龄樱桃谷鸭进

行攻毒，测定各菌株的LD50，结果表明，与野生型相比，DE17ΔwzzE缺失株毒力下降了10倍。【结论】

wzzE缺失对LPS的表型无显著影响，但wzzE参与APEC的致病过程，然而wzzE 对APEC毒力的调控机制仍

有待进一步研究。
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禽致病性大肠杆菌 ( A v a i n  P a t h o g e n i c

Escherichia coli, APEC)为一类能引起禽类大肠杆

菌病的革兰氏阴性菌，是禽类最常见的传染病之

一。APEC有多种血清型，目前流行的优势血清型

主要有O1、O2和O78等
[1]。

脂多糖(Lipopolysaccharide, LPS)是革兰氏阴

性菌外膜的重要组成成分，对维持细菌的结构完

整性具有重要作用。LPS包括3部分：类脂A、核

心多糖和O抗原[2]。在革兰氏阴性菌中，O抗原的

化学组成和结构是决定细菌血清型的关键因素。
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O抗原具有保护细菌抵抗抗生素的杀菌和逃避宿

主的防御等多种作用[3]。此外，研究表明O抗原在

革兰氏阴性菌对宿主的致病过程中也发挥重要作

用[4–6]。

在LPS合成过程中，有超过40种基因参与该

过程的调控。O抗原合成是一个多酶参与的过

程，包括用于O抗原侧链合成的聚合酶Wzy；将

O抗原连接到类脂A的连接酶Waal以及O抗原翻转

酶W z x；O抗原的链长调节子W z z等。此外，

Wzz和Wzy可以协同调节O抗原侧链长度 [7]。然

而，wzz对APEC LPS合成的调控作用尚不清楚。

此外，研究表明，wzz对细菌的致病性具有重要的

调控作用，Gerald等发现沙门氏菌中存在2种功能

性的wzz，对2种基因分别进行缺失，获得单基因

缺失株，在小鼠感染模型试验中毒力下降不明

显，而双缺失株毒力显著下降 [ 8 ]。在APEC中，

wzz是否具有相同的作用，目前未见相关研究。

本研究利用Red同源重组的方法构建了APEC

DE17株的wzzE缺失株(WzzE属于Wzz超家族蛋白

成员)，对wzzE在APEC中脂多糖的合成过程的作

用研究，并开展对野生株、wzzE突变株和回复株

相关生物学特性研究，为研究wzzE在APEC中的

作用提供参考。

1    材料和方法

1.1    DE17 ΔwzzE基因突变株、回复株的构建及

PCR鉴定

菌株DE17为本实验室保存的1株APEC的临床

分离株，来源于2008年安徽省的1只患病鸭 [ 9 ]。

依据Red同源重组原理并结合overlap PCR的方

法，本实验室成功构建了DE17ΔwzzE突变株[10]。

wzzE回复株构建方法如下：以野生型菌株

DE17为模板，用Primer 5.0软件设计引物wzzE-

CF/wzzE-CR, 使用高保真Taq酶进行PCR扩增，扩

增的核酸片段包含wzzE的启动子，ORF及终止子

序列，其中启动子的预测通过在线预测网站

http://fruitfly.org.9005/seq tools/promoter.html。

PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳后，切胶回收，酶

切，同时对pSTV28质粒进行酶切，连接、转化后

挑取疑似阳性克隆进行PCR鉴定并测序。将测序

正确的回复质粒，电转化至DE17ΔwzzE感受态

中，构建wzzE突变株的回复株CΔwzzE。

参照NCBI上公布的APEC O1 wzzE (CP000468.1)

基因序列设计wzzE内侧鉴定引物wzzE-F1/wzzE-

R1，对DE17、DE17ΔwzzE及CΔwzzE进行PCR

鉴定。

1.2    生长曲线的测定

DE17、DE17ΔwzzE及CΔwzzE培养至对数中

期后，调整OD600=1.0，按1: 100的比例稀释接种

于LB培养基中，37 °C振荡培养至平台期，期间

每隔1 h取样测OD600值，记录并整理数据，绘制

菌株DE17, DE17ΔwzzE及CΔwzzE的生长曲线。

1.3    对 DF-1 细胞的黏附与入侵试验

参照文献[11]方法，DE17、DE17ΔwzzE及

C Δ w z z E 培养至对数中期后，以感染复数

(multiplicity of infection, MOI)=100的剂量感染

2 4孔培养板内的D F - 1细胞，每组重复 3孔。

1000×g低速离心10 min使细菌沉降，置于37 °C

5% CO2培养箱中培养2 h。黏附组每孔加入0.5%

Triton X-100 200 μL, 室温作用10 min裂解细胞，

无菌PBS进行10倍稀释至合适梯度，平板计数法

进行细菌计数。入侵组每孔加入1 mL 100 μg/mL

庆大霉素的DMEM, 37 °C 5% CO2条件下作用1 h,

同法用0.5% Triton X-100裂解细胞，进行细菌

计数。

1.4    血清凝集反应

参照兔抗大肠杆菌O1、O2、O7 8免疫血清

(Staten Serum Institute, Copenhagen, Denmark)说
明书，用0.9% NaCl对O1、O2、O78标准血清进
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行1：8稀释，取80 μL O1、O2、O78标准血清与制

备好的待检样本O抗原等量混合于微量反应板中

反应，以O抗原与0.9% NaCl混合物作为阴性对

照。51 °C孵育过夜，观察细菌凝集情况。

1.5    半数致死量( LD50 )测定

将DE17、DE17ΔwzzE及CΔwzzE培养至对数

中期，收集菌体，以无菌PBS洗2次后重悬，分光

光度计测OD600值，调整OD600至1.0，采用10倍梯

度稀释法，分别将各菌液稀释成5×107、5×106、

5×105、5×104、5×103 CFU/mL 5个稀释度, 腿部肌

肉注射接种7日龄樱桃谷鸭，每组8只，每只0.2

mL。攻毒后观察记录1周内鸭子的发病死亡情

况，采用改良寇氏法计算DE17, DE17ΔwzzE及

CΔwzzE的LD50。

1.6    LPS 提取，银染

LPS提取方法参照文献[12]，采用改进的热酚

水法对DE17、DE17ΔwzzE及ΔwzzE进行脂多糖提

取，收集上述细菌培养物，10000×g离心5 min,
PBS洗2次后，以10 mL PBS将其重悬后，并置于

冰上超声10 min后，加入蛋白酶K、DNase及
RNase作用后。再加入等量预热的90%的苯酚到细

胞悬液中，65–70 °C振荡作用15 min后，再冰浴

10 min后，8500×g离心15 min萃取上清，重复

2 – 3次。以 1 0倍体积的 9 5 %乙醇和终浓度为

0.5 mol/L的醋酸钠与上清混合，–20 °C过夜沉淀

LPS后。再2000×g离心10 min后，取沉淀，用双

蒸水重悬后使用透析袋透析至苯酚被完全除去，

最后将纯化的LPS冻干，室温保存。

双蒸水溶解提取的DE17、DE17△wzzE及

C△wzzE脂多糖样品，调整浓度为1  mg/mL,
100 °C煮沸10 min, 进行SDS-PAGE电泳，上样量

为20 μg/泳道。分别对两块胶进行考染和银染，分

析提取的LPS的表型差异。

表1.  本研究所用引物

Table 1.   Primers used in this study

Primers Sequences (5′→3′) Size/bp

wzzE-F1 GGTGGGCAATAGCAAAGC 543

wzzE-R1 CGCAAATAGCGATAGGTCTG

wzzE-CF CCGGAATTCCGCCATCCTGCCATACATC 1868

wzzE-CR CGGGGTACCGCCCTTCCAGAATCCGAC

wzzE-F ATGACACAACCAATGCCTGGGAAAC 1047

wzzE-R CTATTTCGAGCAACGGCGGGTT

wzzE-UF ATGGCATTGATGGCTTGCTGGGCGG 962

wzzE-UR GAACATTTCTCGCGTCGACCAAACTCTTTATAGGCTTCGTC

wzzE-DF AAAGAGTTTGGTCGACGCGAGAAATGTTCCTGCTTGGG 805

wzzE-DR TTTTGCCGGGAAGTTTCGGTTGGAG

RT-rfe-F GATAATCGCCATTCCGCTAA 238

RT-rfe-R CAAAAAGAGCACCAGCATGA

RT-DnaE-F ATGTCGGAGGCGTAAGGCT 181

RT-DnaE-R TCCAGGGCGTCAGTAAACAA

RT-rffE-F CAAAACTTGCTGCGTGAAAA 176

RT-rffE-R CCGGTCACCAGAATCATCTT
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1.7    wzzE 缺失后对其上下游基因转录水平影响

对NCBI上公布的APEC O1基因组序列分析表

明，wzzE上下游基因分别是rfe和rffE，依据rfe和

rffE序列，分别设计荧光定量PCR引物RT-rfe-

F/RT-rfe-R和RT-rffE-F/RT-rffE-R, 进行Real-time

PCR, 选择DnaE作为内参基因，荧光定量的具体

操作方法参照文献 [ 1 3 – 1 4 ]，数据分析采用

2–ΔΔCT(Livak)法，研究wzzE缺失后，对上下游基因

转录水平的影响。

1.8    内毒素毒力的检测

运 用 凝 胶 法 用 鲎 试 剂 检 测 D E 1 7 和

DE17ΔwzzE内毒素毒价，试剂盒G2250-5购自科

德角国际生物医学科技(北京)有限公司。参照说

明书，无菌称取DE17和DE17ΔwzzE脂多糖1 mg,

并稀释到合适的梯度，取100 μL与等量鲎试剂加

入反应管内，37 °C反应(60±2) min, 观察凝胶形成

情况。同时设置大肠杆菌内毒素标准品作为阳性

对照，不含内毒素的水作为阴性对照。

2    结果和分析

2.1    wzzE 缺失株的鉴定及回复株的构建

运用引物wzzE -F1 /wzzE -R1对DE17及其

wzzE基因缺失株和互补株进行PCR鉴定，结果

(图1)表明，野生型(泳道1)和回复株(泳道3)可以扩

增到500 bp左右的条带，与预期结果一致，而缺

失株(泳道2)不能扩增到相应条带，表明DE17的

wzzE缺失株和回复株构建成功。

2.2    缺失 wzzE 并不影响细菌的生长特性

对DE17、DE17ΔwzzE及CΔwzzE生长曲线

(图2)检测结果表明，3株菌的生长趋势基本保持

一致，无明显差异，表明缺失wzzE并不影响细菌

的生长特性。

2.3    对 DF-1 细胞的黏附与入侵

实 验 结 果 ( 图 3 和 图 4 ) 表 明 ， D E 1 7 、

DE17ΔwzzE 和 CΔwzzE对鸡胚成纤维细胞DF-1的

黏附、入侵能力无明显差异(P>0.05)。

2.4    血清凝集反应

对DE17、DE17ΔwzzE和CΔwzzE血清凝集反

应鉴定结果表明，w z z E缺失株与野生型菌株

DE17的血清凝集结果一致，与O2血清反应，而不

与O1、O78血清不反应，为O2血清型。

2.5    LD50测定

对DE17、DE17ΔwzzE及CΔwzzE的LD50检测

图 1.   DE17、DE17ΔwzzE和CΔwzzE的PCR鉴定

Figure 1.  Identification of the strains of DE17,
DE17ΔwzzE and CΔwzzE by PCR. M: DL5000 DNA
molecular; lane 1: the wild type DE17 strain; lane 2: the
DE17ΔwzzE strain without chloromycetin-resistant
clones; lane 3: CΔwzzE strain; lane 4: negative control.

图 2.  DE17、DE17ΔwzzE和CΔwzzE的生长曲线

Figure 2.  The growth curve of the strains of DE17,
DE17ΔwzzE and CΔwzzE.
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结果 ( 表 2 ) 表明， L D 5 0 值分别为 5 . 6 2 × 1 0 4 、

5.62×105和1.33×105 CFU，与野生型相比，wzzE缺失株

毒力下降了约10倍，CΔwzzE毒力也部分回复。

2.6    LPS 鉴定

对提取的DE17、DE17ΔwzzE 和 CΔwzzE的

LPS进行SDS-PAGE后，考染其中一块胶，脱色无

图 3.  DE17、DE17ΔwzzE及CΔwzzE对DF-1细胞的黏

附结果

Figure 3.   Results of the strains of DE17、DE17ΔwzzE
and CΔwzzE adherence to DF-1. P>0.05.

图 4.  DE17、DE17ΔwzzE及CΔwzzE对DF-1入侵的结果

Figure  4 .   The resul ts  of  the  s t ra ins  of  DE17,
DE17ΔwzzE and CΔwzzE invasion to DF-1. P>0.05.

表2.  DE17、DE17ΔwzzE和CΔwzzE的LD50测定结果

Table 2.  The LD50 of the strains of DE17, DE17ΔwzzE and CΔwzzE

APEC strains Challenge dosage No. of ducks Mortality Living No. Mortality rate LD50 (CFU)
DE17 107 8 8 0 100.0 5.62×104

106 8 7 1 87.5

105 8 5 3 62.5

104 8 2 6 25.0

103 8 0 8 0
DE17ΔwzzE 107 8 8 0 100.0 5.62×105

106 8 5 3 62.5

105 8 1 7 12.5

104 8 0 8 0

103 8 0 8 0
CΔwzzE 107 8 8 0 100.0 1.33×105

106 8 7 1 87.5

105 8 3 5 37.5

104 8 1 7 12.5

103 8 0 8 0
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条带，说明提取的脂多糖没有蛋白的污染。对其

中的一块胶进行银染，结果如图5所示，野生型、

突变株及回复株的脂多糖表型基本一致，表明

wzzE缺失对LPS的表型无显著影响。

2.7    wzzE缺失后对其上下游基因转录水平的影响

运用荧光定量PCR技术，分别检测了野生型

DE17和缺失株DE17ΔwzzE的rfe和rffE的转录水

平，结果表明，缺失wzzE对上游基因rfe的转录水

平无显著影响(P>0.05)，但显著降低下游基因

rf fE转录(P<0.01)，其转录水平约为野生型的

53%(图6)。

2.8    内毒素毒力的计算

将浓度为1 mg/mL的DE17、DE17ΔwzzE及

CΔwzzE脂多糖稀释1.6×106倍时，恰好为鲎试剂

反应检测的λ值，λ=0.25 EU。λ值乘以稀释倍数为 内 毒 素 的 毒 价 ， 检 测 结 果 表 明 D E 1 7 、

DE17ΔwzzE及CΔwzzE内毒素的毒价一致，为

4×105 EU/mg。

3    讨论

在很多革兰氏阴性杆菌中，包括大肠杆菌、

鼠伤寒沙门氏菌及牙龈卟啉单胞菌等，wzz都编码

了O抗原链长调节子，调节O抗原链长的分布[8,15–16]。

Wzz调节O抗原链长分布的机制尚不完全清楚，目

前猜测的Wzz调节模式有2种：一种模式是Wzz蛋

白作为Wzy聚合酶的分子定时器，通过将O多糖

转移给WaaL连接酶决定了Wzz聚合作用的开始或

终止；另一种模式，Wzz作用相当于一种分子伴

侣，能够招募蛋白复合体，包含Wzy和WaaL 等

O抗原连接酶和初始的多聚糖链 [ 1 5 ]。然而目前

Wzz在禽致病性大肠杆菌中对O抗原合成的机制尚

不清楚，需要进一步的研究。

Wzz作为链长调节子，wzz缺失后，能引起

LPS表型发生变化，通过银染试验可以清晰看到

规律的梯状分布 [ 1 7 ]。例如在大肠杆菌O157中，

图 5.  LPS银染结果

Figure 5.  Identification of LPS characteristics of DE17,
DE17ΔwzzE and CΔwzzE by silver staining. lane 1: the
wide type DE17 strain; lane 2: the DE17ΔwzzE strain;
lane 3: CΔwzzE strain.

图 6.  DE17和DE17ΔwzzE中wzzE上下游基因转录水平

的比较

Figure 6.  The changes of transcriptional level of rfe and
rffE in DE17 and DE17ΔwzzE. **P<0.01.
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wzz缺失后，O抗原相较于野生型侧链缺失[7]。在

鼠伤寒沙门氏菌中，对wzzfepE进行了功能鉴定，

发现缺失株的LPS表型同样发生变化，wzzfepE调控

了长侧链的合成 [ 8 ]。本研究运用热酚水法提取

LPS后，对LPS的表型检测结果表明，wzzE缺失

后，突变株与野生型表型一致，这与上述报道相

反，因此推测在DE17中，wzzE突变后，可能不影

响LPS的完整性，wzzE可能不参与LPS长侧链的合

成，这可能与菌株的特异性相关。此外，O抗原

合成基因缺失，有可能造成血清型的变化，本实

验室前期研究结果表明，DE17的脂多糖合成基因

waaL缺失后，血清型发生了改变，本研究中

DE17Δwzz血清型与野生型一致，这与在DE17中

wzzE不影响脂多糖表型的推测是相符的。

细菌感染宿主的第一步就是粘附与入侵。

O抗原的完整性往往能够影响到细菌对宿主的粘

附与入侵能力，本研究中，wzzE缺失后对DF-1细

胞的黏附与入侵能力无显著影响(P>0.05)，进一

步佐证了对LPS银染结果的推测，即在DE17中

wzzE缺失不影响LPS的表型。

O抗原因其为引起宿主免疫反应的主要抗原

之一，具有免疫保护性及交叉保护性，日益引起

人们的关注[18]。O抗原发生变异后，有可能造成

血清型变化，引起交叉反应。本研究中血清凝集

反应结果表明缺失株同野生株及回复株血清型一

致，说明wzzE的突变有可能不影响LPS的完整性。

革兰氏阴性菌内毒素主要与LPS的类脂A有

关，对野生株，wzzE缺失株及回复株内毒素毒力

的检测结果表明，wzzE与LPS类脂A的合成并无直

接或间接联系。

研究表明，作为LPS主要成分之一，O抗原侧

链的变化会影响LPS的表型，进而影响细菌的致

病性。本实验室前期研究结果表明，由于waaL的

缺失，导致APEC的LPS表型发生变化，毒力下降

了42.2倍[6]。而本研究中，wzzE的缺失对APEC的

LPS表型并没有显著影响，对LD50的检测结果表

明，DE17ΔwzzE毒力下降了10倍，因此从致病力

角度推测，由于w z z E的缺失并不能显著影响

LPS的表型，因此与缺失waaL相比，其减毒能力

降低，但具体机制仍有待进一步研究。

在本研究中，荧光定量PCR检测结果表明，

wzzE缺失后上游基因rfe转录不受影响，而下游基

因rffE转录显著降低P＜0.01)。rffE编码尿苷二磷

酸 - N -乙酰葡糖胺 - 2 -异构酶 ( U D P - N - a c e t y l

glucosamine-2-epimerase)，在细菌中能够合成细

胞表面的各种多糖。rffE的转录水平降低可能导致

表面包括脂多糖在内的多糖合成受限。但在本研

究中，虽然wzzE缺失导致rffE转录水平降低，但

并不影响缺失株的LPS表型、生长特性、凝集反

应性、对宿主细胞的黏附和入侵等特性，因此，

APEC毒力降低是否与rffE的转录水平降低有关，

仍需开展进一步的研究。

本研究表明wzzE在APEC中对LPS表型无明显

影响，但能降低APEC的致病性，具体机制仍有待

进一步研究。
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wzzE does not affect lipopolysaccharide phenotype of avian
pathogenic Escherichia coli from clinical ducking
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Abstract: [Objective] wzz is involved in the synthesis of O antigen and plays a role in virulence in many gram-

negative bacteria. However, the function of wzzE in avian pathogenic Escherichia coli (APEC) is unclear. The aim of

this study is to elucidate the role of wzzE in the synthesis of LPS and virulence. [Methods] Mutant strain with wzzE

deletation was constructed. Biological characteristics of the wild and mutant strains, such as LD50, adherence and

invasion to DF-1 cells, phenotype of LPS and endotoxin titer, were detected. [Results] There was no significant

difference in growth, adherence and invasion to DF-1 cells, serotype and the endotoxin titer between the wide strain

and the mutant. However, compared with the wild-type strain, the virulence of DE17ΔwzzE had dropped by 10 times.

[Conclusion] wzzE is not involved in the synthesis of LPS in DE17, but participates in the pathogenic process of

APEC. However, the mechanism of wzzE in APEC virulence needs to be studied in the future.
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