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摘  要: 【目的】为了提高禽源大肠杆菌中耶尔森氏菌强毒力岛(HPI)的检测效率, 了解

高分子量铁调节蛋白 2 基因(irp2)和整合酶基因(int)在不同株禽源 HPI+大肠杆菌间的同源

性, 进一步揭示禽源大肠杆菌 HPI 的转移规律。【方法】利用 L16(4
4)正交试验设计, 建立

针对 HPI 核心基因 irp2 和 fyuA 的双重 PCR, 运用双重 PCR 方法检测禽源大肠杆菌临床

分离株, 并对检出的 7 株 HPI 阳性(HPI+)大肠杆菌进行 irp2 和 int 基因测序及同源性分析, 

同时结合这 7 株大肠杆菌的 ERIC-PCR 分析结果, 对比分析 int 基因的分布特点。【结果】

结果显示, 新建立的双重 PCR 能特异性扩增出 HPI 核心基因; ERIC-PCR 分析显示, HPI+

大肠杆菌间差异均大于 5%; HPI+大肠杆菌 irp2 基因高度保守(同源性大于 99%), 而 int 基

因虽然都位于 asn-tRNA 位点, 但基因序列在部分菌株间存在较大差异。【结论】建立了

一种可以用于 HPI 的流行病学调查和实验室诊断的双重 PCR 方法, 并推测区域外同源重

组可能是 HPI 基因在大肠杆菌间水平转移的主要方式。 
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Abstract: [Objective] In order to improve the detection efficiency of high-pathogenicity is-

land (HPI) in avian Escherichia coli isolates, investigate the homology of its int genes and irp2 

genes, and finally reveal the transfer regularity of HPI in avian E. coli. [Methods] Orthogonal 

experimental design was used to optimize multiple-PCR amplification system for irp2 and 

fyuA, which belong to the core genes of HPI, and avian E. coli clinical isolates were detected 

with this method. The genetic homologies of irp2 and int genes amplified from seven detected 

HPI-positive E. coli strains were analyzed. The distribution characteristic of int was analyzed 

comparing with the ERIC-PCR result of the seven HPI-positive E. coli strains. [Results] The 

core genes of HPI were specifically amplified by the multiple-PCR method. ERIC-PCR 

analysis shows that the degree of difference between the HPI-positive strains was higher than 

5%. A great conservation (higher than 99% homology) of irp2 genes in HPI-positive E. coli 

strains was found, and all of the int genes were located in the vicinity of asn-tRNA, but not all 

of them were highly conserved. [Conclusion] We have established a multiple-PCR method 

which can be applied to the laboratory diagnosis test and epidemiological investigation of HPI, 

and suppose that the way of HPI horizontal transfer may be mainly based on the homologous 

recombination in the HPI-adjacent sequences. 

Keywords: Avian Escherichia coli, High-pathogenicity island, Irp2, Int, Homology analysis 

耶尔森氏菌强毒力岛(HPI)[1]最早发现于耶尔

森菌属, 因与该属菌的小鼠致死表型密切相关而

得名。HPI 约 102 kb, 由许多功能相关的基因组

成, 核心基因由 irp2、irp1、irp3、irp4、irp5 和

fyuA 组成, 其中 irp2 编码的高分子量铁调节蛋白

2 (HMWP2)与耶尔森菌的铁摄取能力有关, 并且

比较保守, 可作为 HPI 的检测标志[2]; 而 fyuA 所

编码的外膜蛋白 FyuA 对大肠杆菌的毒力起着关

键作用, 有时存在缺失的情况[3], 因此同时检测

irp2 和 fyuA 基因对研究 HPI 有着重要的意义。 

ERIC 序 列 (Enterobacterial repetitive inter-

genic consensus)是在肠道细菌中普遍存在的一段

长为 126 bp 的保守性反向重复序列, ERIC-PCR

分型技术是以散布在肠杆菌科整个基因组中的

ERIC 序列为模板进行 PCR 反应, 扩增出多态性

DNA 图谱的一种方法, 通过该技术可以对大肠

杆菌进行基因型相似性分析[4], 为研究大肠杆菌

基因相关性提供基础。目前, 在不同来源和血清

型的大肠杆菌(Escherichia coli)中均发现了 HPI

毒力岛[5], 说明 HPI 可在大肠杆菌之间水平传播。
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Antonenka 等[6]研究表明, HPI 经常是通过整合酶

基因(int)编码的整合酶插入到大肠杆菌基因组的

asn-tRNA 位点; Schubert 等[7]发现大肠杆菌中 HPI

可借助 F 质粒以同源重组方式转移, 但关于 HPI

在大肠杆菌, 特别是禽大肠杆菌中的主要转移方

式未见报道。因此, 设计针对 asn-tRNA 和 int 基

因的引物, 既可确定 HPI 是否整合到 asn-tRNA

位点, 也可通过分析 int 的分布特点揭示 HPI 在基

因组中的整合方式。 

本研究通过正交实验, 建立针对 HPI 核心基

因 irp2 和 fyuA 的双重 PCR 检测方法, 并用于禽

大肠杆菌临床分离株的检测, 以期提高 HPI 的临

床检测效率; 其次聚类分析检出的 HPI+大肠杆菌

irp2 和 int 基因序列及菌株 ERIC-PCR 分型结果, 

比较 irp2、int 及菌株分型间聚类结果的差异性, 

为揭示 HPI 在大肠杆菌中的主要转移方式提供 

基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

本实验室临床分离并保存的 8 株禽源大肠

杆菌(标记为: AE-1–AE-8 号株)。 

1.2  试剂 

基因组抽提试剂盒购于 AxyPrep 公司; 胶回

收试剂盒、琼脂糖、LB 液体培养基、５×TBE

缓冲液等均购自上海生工生物工程技术服务有

限公司; PCR Mix、DNA Marker 购于大连宝生物

公司。 

1.3  引物合成 

根据文献合成 4 对引物分别用于 HPI irp2、

fyuA 基因、int 基因[8]及 ERIC-PCR 基因[4]的扩增, 

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成。引物序列见表 1。 

1.4  菌体培养与基因组提取 

用接种环在无菌条件下分别挑取大肠杆菌菌 

 

表 1  PCR 反应所用引物 
Table 1  Primers used for PCR amplifications 

引物名称 
Primer name

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

irp2 F AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 

irp2 R AACTCCTGATACAGGTGGC 

fyuA F GCTTTATCCTCTGGCCTT 

fyuA R GGCATATTGACGATTAACG 

int F GAACGGCGGACTGTTAAT 

int R ATCGCTTTGCGGGCTTCTAGG 

ERIC-1 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 

ERIC-2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 

 
液, 划线接种于 LB 琼脂平板培养基上, 37 °C 培

养 12 h, 挑取单菌落接种到 LB 液体培养基, 

37 °C 培养至 108−109 CFU/mL。分别取纯培养物

按 DNA 提取试剂盒说明书提取细菌基因组 DNA, 

−20 °C 保存, 备用。 

1.5  HPI核心基因 irp2和 fyuA 双重 PCR 方法

建立及禽大肠杆菌临床分离株的检测 

1.5.1  正交实验建立 HPI 双重 PCR 检测方法: 

为了确定 PCR 反应中 4 个因素(模板浓度、退火

温度及 2 对引物浓度)的最佳水平, 采用 L16(4
4)

正 交 设 计 在 4 个 水 平 上 进 行 实 验 , 引 物       

(10 μmol/mL)上、下游均等体积添加。PCR 扩增

条件为: 95 °C 5 min; 95 °C 30 s, 对应退火温度 

30 s, 72 °C 1 min, 共 30 个循环; 72 °C 10 min。扩

增体系为: 2×PCR Mix 12.5 μL, 两对上、下游引

物及模板 DNA (157 mg/L)量按表 2 添加, 补水至

25 μL。L16(4
4)设计方案见表 2。PCR 产物上样 5 μL

于琼脂糖凝胶中电泳。 

1.5.2  禽大肠杆菌临床分离株 HPI 的单、双重

PCR 检测: 分别对 8 株临床分离株基因组 DNA

进行 irp2 和 fyuA 基因的普通 PCR 扩增, 然后用

优化的双重 PCR 扩增条件进行 PCR 扩增, 检测 8

株禽大肠杆菌临床分离株的 HPI 阳性率, 同时验

证双重 PCR 的特异性及稳定性。 
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表 2  双重 PCR 正交试验 L16(4
4)因素水平表 

Table 2  Factors and levels of orthogonal experiment in multiple-PCR 

处理 
Constitutions 

引物 irp2 
Primers of irp2 (μL) 

引物 fyuA 
Primers of fyuA 

(μL) 

模板浓度 
Template concentration 

(μL) 

退火温度 
Annealing tempera-

ture (°C) 

1 0.5 0.5 0.5 52.0 

2 0.5 1.0 1.0 54.5 

3 0.5 1.5 1.5 57.0 

4 0.5 2.0 2.0 59.5 

5 1.0 0.5 1.0 57.0 

6 1.0 1.0 0.5 59.5 

7 1.0 1.5 2.0 52.0 

8 1.0 2.0 1.5 54.5 

9 1.5 0.5 1.5 59.5 

10 1.5 1.0 2.0 57.0 

11 1.5 1.5 0.5 54.5 

12 1.5 2.0 1.0 52.0 

13 2.0 0.5 2.0 54.5 

14 2.0 1.0 1.5 52.0 

15 2.0 1.5 1.0 59.0 

16 2.0 2.0 0.5 57.0 

 

1.6  HPI+ 禽 大 肠 杆 菌 临 床 分 离 株 的

ERIC-PCR 检测及相关性分析 

ERIC-PCR 反 应 体 系 : 2×Mix (TaKaRa)   

12.5 μL, 引物 ERIC1 和 ERIC2 各 10 pmol, 模板

DNA 1 μL, 最后用灭菌双蒸水补充至 25 μL。反

应参数: 95 °C 10 min; 95 °C 30 s, 40 °C 30 s,   

72 °C 90 s, 共 30 个循环; 72 °C 10 min。1.5%琼脂

糖凝胶电泳鉴定反应产物, 电泳结果在紫外分析

仪上拍照。利用该 PCR 扩增体系, 对 7 株 HPI+

禽大肠杆菌进行 ERIC-PCR 分型分析, 每组试验

重复 3 次, 对多态性和重复性较好的扩增指纹进

行分析, 将相同指纹图谱的分离株归为同一分子

型别。对于不同菌株相同引物扩增出的条带, 在

同一电泳迁移位置上有扩增条带的记为“1”; 没

有出现扩增条带的记为“0”。用电泳图象分析软

件(Gel Image System, Version 4.00)自动生成矩阵

图。采用非加权对数算术平均法(UPGMA), 利用

NTSYS pc2.10 软件构建聚类树状图, 进行聚类

分析。 

1.7  HPI+禽大肠杆菌临床分离株中 irp2 和 int

基因的序列测定及相关性分析 

分别 PCR 扩增 7 株 HPI+禽大肠杆菌的 irp2

和 int, 胶回收纯化后, 将回收的 PCR 产物送至

上海生工生物工程技术服务有限公司进行序列

测 定 。 利 用 DNASTAR 5.01 将 测 得 序 列 与

GenBank 中 已 发 表 的 Escherichia coli 042、

Escherichia coli APEC O1 、 Escherichia coli 

NA114、Yersinia pestis Antiqua、Yersinia pestis 

biovar Microtus str. 910、Yersinia pestis CO92、

Yersinia pestis D182038 ( 登 录 号 分 别 为 : 

FN554766.1 、 CP000468.1 、 CP002797.2 、

CP000308.1 、 AE017042.1 、 AL590842.1 、

CP001589.1) 7 株菌相应基因序列按照 J. Hein 法

进行序列比对, 构建进化树。 
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2  结果与分析 

2.1  HPI 核心基因 irp2 和 fyuA 双重 PCR 方法

建立及禽大肠杆菌临床分离株的检测结果 

2.1.1  HPI 核心基因 irp2 和 fyuA 双重 PCR 正交

实验结果: 不同组合的 PCR 结果如图 1 所示, 16

个 4 因素处理组合存在明显的差异。处理组合 16、

12 效果较好, 其中处理组合 16 的条件最优, 即在

25 μL 反应体系中, irp2 和 fuyA 基因上、下游引物

各 2 μL, 模板为 0.5 μL, 退火温度为 57 °C。 

2.1.2  禽大肠杆菌临床分离株 HPI 的单、双重

PCR 检测: 8 株分离株的 HPI 阳性率检测结果如

图 2 所示。由图 2A 可知,  fyuA 基因除 AE-2、AE-8

以外均为阳性; 由图 2B 可知, irp2 基因除 AE-8

以外, 其余均为阳性。由图 2C 可知, 除 AE-2、

AE-8 以外, 均扩增 2 条目的片段, 而 AE-2 仅有 1

条目的条带。因此, 8 株大肠杆菌临床分离株中有 
 

 

图 1  HPI 双重 PCR 结果 
Fig. 1  Result of the HPI multiple PCR products 

注: M: DNA 分子质量标准; 1−16: 不同处理组合的 PCR 产物. 

Note: M: DL2000 DNA marker; 1−16: PCR products of different constitutions. 

 

图 2  fyuA 基因(A)、irp2 基因(B)及双重(C) PCR 结果 
Fig. 2  PCR products of fyuA gene (A), irp2 gene (B) and multiplex (C) 

注: M: DNA 分子质量标准; 1−8: PCR 模板分别为 AE-1、AE-2、AE-3、AE-4、AE-5、AE-6、AE-7 和 AE-8 的基因组 DNA. 

Note: M: DL2000 DNA marker; 1−8: Templates of PCR are the genome DNA of AE-1, AE-2, AE-3, AE-4, AE-5, AE-6, AE-7 and AE-8 
respectively. 
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7 株为 HPI+, 该多重 PCR 检测方法与普通 PCR

具有相同的特异性, 可用于 HPI irp2 和 fyuA 基因

的同时检测。 

2.2  HPI+禽大肠杆菌临床分离株 ERIC-PCR

相关性分析 

HPI+株 ERIC-PCR 聚类分析结果如图 3 所示, 

7 株大肠杆菌的基因型均存在差异性, 除 AE-5 和                           

AE-6 以外 (7%), 其余 菌株之间 差异度均 较大  

(≥16%), 揭示 7 株菌均为不同菌株。另外, AE-1、

AE-2、AE-3、AE-4、AE-5 和 AE-6 遗传关系相

对较近, 可以聚为一类, 而 AE-7 聚为另外一类, 

说明 HPI 可存在于多个基因型的大肠杆菌中。 

2.3  HPI+禽大肠杆菌临床分离株 irp2 和 int 基

因同源性分析 

用于同源性分析的 irp2 片段均为 388 bp; int

片段除 AE-5 为 938 bp 外, 其余均为 1 285 bp, 聚

类结果如图 4 和图 5 所示。由图 4 可知, irp2 基因

碱基差异数不超过 5 bp, 具有较高的同源性(大于

99%), 揭示了 irp2 基因的高保守性。由图 5 可知, 

除 AE-5 外, int 基因也具有较高的同源性(大于

96%), 并均存在于 asn-tRNA 位点。结果显示, 

irp2 和 fyuA 基因总体表现出较高保守性的特点。

同时, 两个基因均存在菌种间的同源性高于种

内的情况。 

3  讨论 

HPI 是一个编码毒力因子的基因岛, 能在不

同的大肠杆菌间转移, 并且含有 HPI 的耶尔森

菌、大肠杆菌和肺炎克雷伯菌的分离株毒力要高

于不含 HPI 的分离株, HPI 可能增强细菌的致病

力。HPI 的主要结构基因为 irp2、irp1 和 fyuA、

irp1、irp2 编码铁摄取相关蛋白, fyuA 编码鼠疫菌

素受体参与鼠疫菌素的调控和转运[9]。近年来, 

针对 HPI 某一种基因(如 irp1、irp2、fyuA 等[10])

的 PCR 检验方法已被广泛应用, 但关于双重 PCR

方法同时检测 HPI 的两个基因的报道较少。本研

究建立的双重 PCR 技术可以同时检测 HPI 中 irp2

和 fyuA 两个基因, 不仅能检测 HPI 的有无, 同时

可以检测 HPI 的完整性, 对研究细菌的致病性有

重要意义, 也是食源性致病菌快速检测技术的重

要开发方向。本研究通过 4 因素 4 水平的正交试

验, 研究引物浓度、模板浓度及退火温度对双重

PCR 的影响, 具有综合可比性, 克服了单因素试

验的缺陷, 是筛选最优水平组合的较理想选择, 

为双重 PCR 方法的建立及优化提供了前提条件。 

 

图 3  7 株禽源 HPI+大肠杆菌 ERIC-PCR 聚类分析图 
Fig. 3  The dendrogram of seven HPI-positive E. coli isolates by ERIC-PCR 

注: M: DNA 分子质量标准; AE-1–AE-7 为 7 株 HPI+禽大肠杆菌临床分离株; 刻度表示遗传距离. 

Note: M: DL2 000 DNA marker; AE-1–AE-7 are seven HPI-positive clinical E. coli isolates. Scales denote genetic distances. 
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图 4  irp2 基因聚类分析图 
Fig. 4  Clustering analysis chart of irp2 gene 

注: AE-1–AE-7 为 7 株 HPI+禽大肠杆菌临床分离株; 其余为 GenBank 中登录数据, 括号内为基因的登录号; 分支长度代表遗

传距离; 刻度表示差异碱基数. 

Note: AE-1–AE-7 are seven HPI-positive clinical E. coli isolates; Others are the datas published in the GenBank, access numbers are 
in parenthesis. Branch lengths represent genetic distance. Scales denote numbers of different bases. 
 

 

图 5  int 基因聚类分析图 
Fig. 5  Clustering analysis chart of int gene 

注: AE-1–AE-7 为 7 株 HPI+禽大肠杆菌临床分离株; 其余为 GenBank 中登录数据, 括号内为基因的登录号; 分支长度代表遗

传距离; 刻度表示差异碱基数. 

Note: AE-1–AE-7 are seven HPI-positive clinical E. coli isolates; Others are the datas published in the GenBank, access numbers are 
in parenthesis. Branch lengths represent genetic distance. Scales denote numbers of different bases. 
 

ERIC 序列分布于整个基因组中, 具有极强

的保守性, 用 ERIC-PCR 得到的 DNA 条带特征能

反映出细菌整个基因组结构的差异, 能区别包含

有 ERIC 这些重复序列的不同细菌种和株, 因此

具有很强的鉴别种乃至菌株的能力[11]。另外, 由

于 ERIC-PCR 方法具有简易、快速、灵敏和可重

复性等特点, 使得它在细菌分类、分子微生物生

态学研究中有着广阔的应用前景, 对发现新的菌

株以及对已知菌株的进一步分析具有重要的现

实意义。目前该方法已在多种致病菌的鉴别和诊
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断中获得应用。本研究利用该技术对 7 株临床分

离的 HPI+大肠杆菌进行分子分型, 并对其分子分

型相关性进行分析, 发现 7 株 HPI+大肠杆菌的基

因型存在明显的差异性, 说明 HPI 在大肠杆菌中

的分布并无明显的基因型偏好性。 

对 7 株大肠杆菌 irp2 和 int 的序列进行测定

并与 GenBank 中的登录序列比对发现, irp2 在不

同大肠杆菌和耶尔森菌中均有非常高的保守性, 

这与 Petermann 等[12]的研究结果相似。irp2 为 HPI

的核心基因, 其高度保守性也为 HPI 的功能发挥

提供基础。int 是 HPI 中位于 asn-tRNA 后一段可

编码整合酶的基因, 也是 HPI 的整合位点[13], 因

此研究该基因可以为研究 HPI 的转移机制提供基

础。本研究通过对 irp2 及 int 的序列比对和基因

组 ERIC-PCR 分型发现, 不同菌株之间基因型相

关性并不与 int 基因相关性成对应关系, 但不同

菌株 int 基因间相关性与 irp2 基因间相关性比较

接近, 且 int 基因在不同菌种间的保守性比较高, 

提 示 在 大 肠 杆 菌 中 HPI 可 能 并 不 主 要 以 在

asn-tRNA 位点整合的方式发生水平转移, 而是

以一种在整个 HPI 以外区域同源重组的方式进行

水平转移[7,14]。但 HPI 的具体转移方式及其转移

影响因素有待进一步研究。 
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