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摘要：【目的】分析致犊牛脑膜炎大肠杆菌分离株ibeB基因的分子生物学信息。【方法】以自脑炎死亡

犊牛脑组织、肝组织分离鉴定的O161-K99-STa致病性大肠杆菌牛-EN株和牛-EG分离株为材料。根据

GenBank中公布的脑膜炎大肠杆菌K1株RS218 ibeB基因序列设计1对引物，采用PCR方法，从分离株中成

功克隆ibeB基因，比较分离株ibeB基因与不同来源大肠杆菌ibeB 基因的部分生物信息学特性。【结果】

分离株ibeB基因序列全长1500 bp，包含1371 bp开放阅读框，共编码457个氨基酸；生物信息学分析显

示，牛-EN株与致人脑膜炎大肠杆菌K1 RS218的核苷酸和氨基酸同源性分别为90.5%和96.9%，牛-EG株

与大肠杆菌K12的核苷酸和氨基酸同源性分别为99.4%和100.0%；ibeB蛋白为亲水性蛋白，分子质量为

50.26 kDa，理论等电点为6.05；该蛋白无跨膜区，但具有信号肽序列；亚细胞定位显示，分泌信号通路

位点(SP)占比例为0.939，说明该蛋白属于分泌型蛋白。【结论】从致脑膜炎大肠杆菌分离株中成功克隆

ibeB基因，该基因与致人脑膜炎大肠杆菌K1 RS218 ibeB基因有较高的同源性，均有相似的生物学特性，

属肠外致病性大肠杆菌。
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细菌性脑膜炎是中枢神经系统(central nerve

system, CNS)最常见最严重的感染性疾病，目前能

够引起动物脑膜炎的细菌主要有肺炎链球菌、大

肠杆菌、金黄色葡萄球菌、产单核细胞增多性李

斯特杆菌、昏睡嗜血杆菌、B族链球菌和奈瑟球

菌等 [1–3 ]。肠外致病性大肠杆菌(Extraintestinal

Pathogenic E. coli, ExPEC) 广泛感染人和动物，

如：新生儿脑膜炎、尿路感染、肺炎、骨髓炎、

败血症、幼畜腹泻及败血症等[4–6]。据报道，大肠

杆菌是引起新生儿败血症和脑膜炎最常见的革兰

氏阴性菌，以含K1荚膜多糖的K1株占多数，大肠

杆菌K1株脑膜炎由血液循环进入大脑而致病[7–9]。

研究表明脑膜炎大肠杆菌K1株RS218毒力岛

GimA全长20.3 kb,  含有4个操作子(ptnIPKC,

cglDTEC, gcxKRCI和ibeRAT)，共15个基因[10]。与

侵袭BMEC相关的基因有ibeA、ibeB、yi jp (ibeC)、
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alsA、ompA、cglE、ppK1等[11–15]，其中对E. coli穿

越血脑屏障起关键作用的ibeA、ibeB、ibeC基因已

成功克隆表达，并构建ibeA、ibeB、ibeC基因缺失

突变株 [ 1 6 ]。目前，对致犊牛脑膜炎大肠杆菌的

GimA 中ibeB基因研究在国内尚未报道。

据报告，脑膜炎大肠杆菌K1株RS218 ibeB 开
放阅读框为1383 bp，共编码460个氨基酸，蛋白

分子质量为50 kDa，与大肠杆菌K12株p77211 核
苷酸同源性为97%，与其他侵袭脑微血管内皮细

胞相关基因无同源性，是一种新型侵袭基因[10]。

ibeB 基因编码1个50 kDa的前体蛋白，该前体可自

我加工成34 kDa的定位于细菌外膜的成熟蛋白，

而且纯化的34 kDa ibeB蛋白的抗体能阻止大肠杆

菌Kl对BMEC的侵袭，并呈剂量依赖性[17]。但目

前关于致脑膜炎大肠杆菌如何穿越由脑微血管内

皮细胞(brain microvascular endothelial cells,

BMEC)等组成的血脑屏障的机制尚不清楚[18–19]。

2013年入冬以来，新疆石河子某规模化奶牛

场1周龄左右的犊牛群相继出现死亡，发病犊牛主

要呈现典型的高热、嗜睡、步态僵硬、头颈僵

直，甚至出现角弓反张现象，病死犊牛出现神经

症状并死亡，抗生素治疗效果不佳 [ 2 0 ]。病程3–
7 d，先后死亡犊牛13头，剖检发现脑膜严重出

血，无菌从病死犊牛脑组织、肝组织中分离培养

获得单一的溶血性大肠杆菌，对分离株ibeB基因

进行克隆及序列的分析，以探讨致犊牛脑膜炎大

肠杆菌的毒力基因，为进一步研究大肠杆菌致犊

牛脑膜炎的分子机制奠定基础。

1    材料和方法

1.1    菌株和质粒

分离株(牛-EN株、牛-EG株)由本实验室分别

从新疆同一发病奶牛场2头脑膜炎死亡病例的脑、

肝组织中同时分离、鉴定并保存，分离株经扬州

大学高崧教授鉴定为O161血清型，PCR鉴定分离

株含有K99-STa、呈β溶血，对小鼠具有高致死

率；大肠杆菌DH5α购自北京全式金生物技术有限

公司。

1.2    试剂和仪器

DL-2000 DNA Marker、2×PCR Mix均购自上

海东盛公司；细菌基因组D N A提取试剂盒、

pMD19-T载体均购自TaKaRa公司；琼脂糖凝胶

DNA回收试剂盒购自诺维森生物公司；质粒小提

试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司；LB培

养基为自配。

生物安全柜(HBC-Ⅱ-A/B3型) 购自Baker公

司；CR22E高速冷冻离心机(HITACHI) 购自日立

公司；PCR扩增仪购自Bio-Rad公司；电泳凝胶成

像仪购自PhotoFilm公司。

1.3    引物

参考GenBank (登录号：AF094824.1)中的大肠

杆菌K1 RS218基因序列，应用Premier 5.0软件设计

一对特异性引物扩增ibeB基因全长，上游引物序

列ibeB-F是5′-ATTTTGTCAATTTTCCTGTCACC-

3′，下游引物序列ibeB-R是5′-GCTTTTTTCATT-

TATTCTCTCCT-3′，预期扩增片段长度大小为

1500 bp，引物由北京六合华大基因科技有限公司

合成。

1.4    分离株的培养及基因组DNA的提取

将实验室保存分离株活化2代后接种于LB固

体平板上培养过夜，挑取单个菌落接种于LB液体

培养基中37 °C、180r/min摇床培养16–18 h, 用

1.5 mL Tube收集菌液，参考细菌基因组DNA提取

试剂盒步骤提取分离株基因组DNA，标记为牛-

EN、牛-EG。提取后的DNA保存于–20 °C备用。

1.5    PCR的扩增

以分离株基因组DNA为模板、ibeB-F和ibeB-

R为上下游引物扩增目的片段。PCR反应体系

20 μL：2×PCR Mix 10 μL、上下引物各1 μL、模
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板2 μL、ddH2O 6 μL。PCR反应条件：95 °C

5 min; 95 °C 40 s, 53 °C 40 s, 72 °C 2 min, 35个循

环；72 °C 10 min。同时设置空白对照组，PCR完

成后，取7 μL扩增产物于φ=1％琼脂糖凝胶中

电泳。

1.6    目的基因的纯化、克隆及筛选鉴定

PCR扩增产物经琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒

回收后，再经φ=1％琼脂糖凝胶电泳鉴定回收阳

性条带，连接pMD19-T载体；冷热激法转化至大

肠杆菌DH5α感受态细胞中，涂布含Amp LB平

板，37 °C过夜培养。挑取单菌落至含Amp LB液

体培养基中37 °C过夜培养，通过菌液PCR筛选阳

性克隆菌；鉴定为阳性克隆菌送北京六合华大基

因科技有限公司测序。

1.7    ibeB基因及其编码蛋白质生物信息学分析

运用DNAStar软件对分离株ibeB基因序列进

行分析，将致犊牛脑膜炎大肠杆菌分离株与标准

株大肠杆菌K1 RS218进行序列比对和同源性分析；

应用ProtScale (http://web.expasy.org/protscale/)、

ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/)、

TMHMM (h t tp : / /www.cbs .d tu .dk / se rv ices /

TMHMM-2.0/)和Swiss-model (http://swissmodel.

expasy.org/)等在线软件对分离株氨基酸序列和蛋

白质特性进行分析。参考菌株信息见表1。

2    结果和分析

2.1    分离株ibeB基因的扩增与克隆

应用ibeB-F和ibeB-R上下游引物扩增ibeB 基

因，其扩增产物经φ=1％琼脂糖凝胶电泳检测得

到约1500 bp的目的片段，与预期片段大小一致

(图1)。克隆表达后，随机挑取单菌落，菌液

P C R扩增产物后经φ = 1％琼脂糖凝胶电泳在

1500 bp处可见清晰条带，结果显示成功获得阳性

转化子。

表1.  参考菌株信息表

Table 1.  The information of reference strains

Strains GenBank accession number Protein accession number

APEC O78 CP004009.1 AGC86020.1

Escherichia coli ACN001 CP007442.1 AKP83286.1

Escherichia coli BL21 (DE3) CP001509.3 ACT42413.1

Escherichia coli K1 RS218 AF094824.1 AAD30205.1

Escherichia coli K12 AG100 LN832404.1 CQR80170.1

Escherichia coli K12 GM1655 p77211 CP009685.1 AIZ92285.1

Escherichia coli O111:H-str. 11128 AP010960.1 BAI34571.1

图 1.  ibeB基因的PCR扩增结果

Figure 1.   PCR amplification of ibeB gene. M: DNA
Marker DL-2000; lane 1–3: ibeB gene amplification
produc ts  o f  E-bovine-N;  lane  4–5:  ibeB  gene
amplification products of E-bovine-G.
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2.2    分离株ibeB基因序列测定结果及遗传进化分析

将PCR鉴定为阳性菌送北京六合华大基因科

技有限公司测序，结果显示分离株ibeB基因已成

功克隆至pMD19-T载体，分离株ibeB基因序列全

长均为1500 bp, 包括1371 bp完整CDs区，该基因

共编码457个氨基酸。应用DNAStar软件对该分离

株ibeB基因与GenBank公布的部分菌株ibeB基因序

列及所编码氨基酸进行同源性比对分析，并采用

NJ法构建系统进化树。由图2可知，本试验获得

的牛 - E N株和牛 - E G株与标准株大肠杆菌K 1

RS218核苷酸和氨基酸同源性分别为90.5%和

96.9%与89.9%和97.2%；分离株牛-EN和牛-EG

ibeB蛋白与非致病性大肠杆菌BL21、大肠杆菌

MG1655菌株ibeB蛋白同源性高达99%以上，故它

们在蛋白结构中可能有极相似特性及结构功能，

但其具体功能还需进一步的研究验证。

2.3    分离株ibeB基因蛋白结构分析

2.3.1    ibeB基因蛋白质理化性质：应用ExPASY在

线软件ProtParam工具对分离株ibeB基因编码蛋白

的理化性质进行分析，结果显示ibeB蛋白分子质量

约为50.26 kDa，其分子式为C2208H3509N631O690S10，

含有41个强碱性氨基酸(R、H、K)、40个强酸性

氨基酸(D、E)、197个疏水性氨基酸(A、I、L、

M、F、P、W、V)；极性氨基酸总数260个：其中

包括179个极性不带电氨基酸(N、C、Q、G、S、
T、Y)、41个极性带正电氨基酸(R、H、K)、40个
极性带负电氨基酸(D、E)；理论等电点(PI)为
6.05；带负电荷的残基总数为38个，带正电荷的

残基总数为40个；不稳定指数为45.52，根据

Guruprasad方法表明ibeB蛋白不稳定；脂溶指数为

92.58，总疏水性平均数为–0.230，预测该蛋白为

亲水性蛋白。ProtScale在线工具进一步预测表

明，ibeB氨基酸序列中疏水最大值为2.544，最小

值为–2.244，但大部分氨基酸属于亲水性氨基

酸，可见该蛋白属于亲水性蛋白(图3)，与上述预

测结果相一致。该分离株ibeB蛋白与致人脑膜炎

大肠杆菌K1株RS218及非致病性大肠杆菌BL21、
MG1655菌株ibeB蛋白理化性质相似，均属于亲水

性蛋白。

2.3.2    跨膜区、信号肽和亚细胞定位：使用在线

工具TMHMM 2.0对ibeB氨基酸序列进行跨膜预测

分析，结果显示分离株 ibeB蛋白无跨膜螺旋，

ibeB蛋白均处于膜外，不存在跨膜结构(图4)。
SignalP 4.1 Server在线分析该蛋白具有信号肽序

图 2.  分离株ibeB基因核苷酸和氨基酸与参考菌株同源性 (%) 比对分析

Figure 2.  The sequence homology of nucleotide and amino acid (%) of ibeB among different strains. The right corner
of ibeB nucleotide homology and the left corner of ibeB gene amino acid homology.
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图 3.  ibeB蛋白疏水性分析

Figure 3.  Analysis hydrophobicity of ibeB protein. The horizontal axis stands for the position of amino acids in this
protein and vertical axis stands for the hydrophobicity. The positive evalue of vertical axis represent hydrophobicity
and the negative value represent hydrophilia.

图 4.  TMHMM预测ibeB蛋白质跨膜分析

Figure 4.  Analysis transmembrane region of ibeB sequence with TMHMM. The horizontal axis stands for the position
of amino acids in this position and vertical axis stands for the probability.

978 Chen Ling et al.  |  Acta Microbiologica Sinica, 2016, 56(6)

actamicro@im.ac.cn



列，具体序列为MSPCKLLPFCVALALTGCSLA,
说明 ibeB蛋白可能在跨膜运输中有信号识别作

用；剪切位点位于第21–22位氨基酸，表明成熟肽

始于第21位氨基酸。

应用ExPASY中TargetP程序对ibeB蛋白进行

亚细胞定位分析，结果分析，线粒体作用位点

(mTP)所占比例很小，而分泌信号通路位点(SP)占
比为0.939，说明该蛋白属于分泌型蛋白。

2.3.3    ibeB蛋白质二级和三级结构预测：应用

ExPASY中SOPMA程序预测分离株ibeB蛋白二级

结构表明，α-螺旋占63.46%；β-折叠占9.19%；无

规则卷曲占18.16%。

Swiss-model预测 ibeB蛋白三级结构表明

( 图 5 ) ，其残基建模范围是从 4 9 到 4 5 7 ，以

4k34.1.A为模板的序列比对相识度达99.77，说明

二者的空间结构大体一致，同时也可以看出

i b e B蛋白具有较多的α -螺旋，与E x P A S Y中

SOPMA程序预测结果一致。

3    讨论

据报道，细菌通过3种方式穿过血脑屏障：跨

细胞穿越，细胞间穿越及通过“木马”机制穿越，

其中大肠杆菌引起脑膜炎的方式是跨细胞穿越[7]。

与侵袭BMEC相关的基因有 ibeA、 ibeB、yi jp

(ibeC) 、alsA、ompA、cglE、ppK1等，而ibeB是

参与大肠杆菌K1侵袭脑微血管内皮细胞、穿越血

脑屏障相关基因[17]。 E. coli K1 RS218 (O18:K1:H7)

i b e B基因开放阅读框 ( O R F )为1 3 8 3  b p ,  编码

50 kDa蛋白，与大肠杆菌K12株p77211氨基酸同

源性为97%[21]。本研究利用PCR方法，在国内首

次成功克隆了犊牛脑膜炎大肠杆菌分离株ibeB基

因，基因全长1500 bp，包括1371 bp完整CDs区，

共编码457个氨基酸。牛-EN株与标准株大肠杆菌

K1 RS218核苷酸和氨基酸同源性分别为90.5%和

96.9%；牛-EG株与大肠杆菌K12 p77211核苷酸和

氨基酸同源性分别为99.4%和100.0%。系统进化

树分析表明，牛 - E N株与标准株大肠杆菌K 1

RS218亲缘性很近，牛-EG株与大肠杆菌K12亲缘

关系很近。初步揭示致新生儿脑膜炎大肠杆菌

K1与致犊牛脑膜炎大肠杆菌分离株在侵袭BMEC

相关ibeB基因上密切相关，但两种不同来源分离

株是否存在交叉致病尚不清楚。

应用ExPASY在线软件ProtParam工具预测分

离株 ibeB基因编码蛋白的理化性质，结果显示

ibeB蛋白分子质量约为50.26 kDa，理论等电点

(PI)为6.05，共包含20种氨基酸，其中丙氨酸和亮

氨酸含量最高，为12.69%，半胱氨酸、组氨酸和

色氨酸含量最低，为0 . 6 6 %；不稳定指数为

45.52，表明ibeB蛋白不稳定，脂溶指数为92.58。

疏水性分析显示，分离株ibeB蛋白总疏水性平均

数为–0.230，表明ibeB蛋白为亲水性蛋白。蛋白跨

膜区和信号肽序列分析发现，ibeB蛋白没有跨膜

螺旋，均处于膜外，不存在跨膜结构；该蛋白具

有信号肽序列，具体序列为MSPCKLLPFCVALA-

LTGCSLA，说明ibeB蛋白可能在跨膜运输中起信

号识别作用。亚细胞定位与蛋白质的功能有着密

切联系，通过氨基酸组成进行亚细胞定位的预

测，其原理为：(1) 不同细胞器多具有不同的理化

环境，它会根据蛋白质的结构及表面理化特性，

图 5.  ibeB蛋白三级建模预测

Figure 5.   Teriary structure of ibeB protein.
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选择性容纳蛋白；(2) 蛋白质表面直接暴露于细胞

器环境中，它由序列折叠过程决定，而后者取决

于氨基酸组成[22]。亚细胞定位分析显示，线粒体

作用位点(mTP)所占比例很小，而分泌信号通路

位点(SP)占比例为0.939，说明ibeB蛋白属于分泌

型蛋白。

致犊牛脑膜炎大肠杆菌分离株均属于肠外致

病性大肠杆菌，ExPEC是一类新的严重致病的大

肠杆菌菌群，定殖于宿主肠道外其它组织，主要

导致肠道外的感染。能够引起新生儿脑膜炎、尿

路感染、肺炎、骨髓炎、败血症、幼畜腹泻及败

血症等，ExPEC的发病率与死亡率都较高，且没

有特定的血清型[4–6,23]。2013年以来，新疆多个规

模化奶牛场在初生犊牛中暴发1种以神经症状和急

性死亡为特征病例，造成近百头犊牛死亡，本实

验室从脑膜炎死亡犊牛脑组织中分离到溶血性、

致小鼠高死亡率且罕见的O161血清型大肠杆菌，

初步揭示由致病性大肠杆菌肠外感染引起的脑膜

炎已成为造成犊牛死亡的病因之一，并将引起奶

牛业兽医学及医学的关注和重视。

4    展望

有关大肠杆菌引起犊牛脑膜炎暴发的病例很

少见，其致病机理尚不清楚。本研究通过对犊牛

脑膜炎大肠杆菌分离株ibeB基因的克隆和部分生

物信息学研究，可为致犊牛脑膜炎大肠杆菌的发

病机理提供前期基础，但要确定分离株ibeB基因

在致犊牛脑膜炎中的作用还需通过构建ibeB基因

缺失株并进行动物试验和侵染细胞来进一步验证。
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Characterization of ibeB gene of meningitic Escherichia coli
strains in calves from Xinjiang

Chen Ling, Jianjun Jiang, Kang Song, Kun Zhang, Yanxia Shi, Guangyu Feng,
Hongbin Ni, Ling Zhu, Pengyan Wang*, Genqiang Yan*

College of Animal Science and Technology, Shihezi University, Shihezi 832000, Xinjiang Uygur Autonomous Region, China

Abstract: [Objective] To understand the molecular biology information of ibeB gene of meningitic Escherichia coli
isolates in calves. [Methods] The strain used was isolated from the brain and liver tissue of calves died from
Meningitis. It was identified to be an O161-K99-STa pathogenic Escherichia coli strain and named as bovine-EN and
bovine-EG. Based on the sequence of ibeB gene of meningitic Escherichia coli K1 RS218 strain in GenBank, a pair of
primers was designed and the ibeB gene was cloned from isolates by PCR. Part molecular biology information of ibeB
among different strains was compared. [Results] The sequence length of isolates ibeB gene was 1500 bp, containing a
1371 bp open reading frame (ORF) encoding 457 amino acids. Bioinformatics analysis showed that the nucleotide and
amino acid homology of ibeB gene of bovine-EN strain shared 90.5% and 96.9% identity with Escherichia coli K1
RS218 ibeB gene, respectively, while bovine-EG strain shared 99.4% and 100.0% identity with Escherichia coli K12
respectively. The ibeB gene of bovine- E strains encoded water-soluble protein whose molecular weight was 50.26
kDa and isoelectric point was 6.05. This protein contained a signal peptide A but no transmembrane domain.
Subcellular localization of ibeB belonged to the secreted protein, which secretory signal path site (SP) proportion was
0.939. [Conclusion] The ibeB gene was cloned from meningitic E. coli isolates and had higher homology and similar
biological characteristics with meningitis E. coli K1 RS218ibeB, which belongs to extraintestinal pathogenic
Escherichia coli.
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