
%&)&*+,-.*/&+!! 研究报告
微生物学报 !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
"#!$%"#$%"4 &$%40$ ( )*+,-./0%$#
1223%%%$ &40%5$ 63$$ &$55"78
9++:#77;,</=>?@ABCA>*A*=7>*+>CB*/,*=

基金项目#国家自然科学基金!#$%%$%’D% #$#’%%("% #$%’0$4$"
!通信作者& 于圣青% G.?# JD4K0$K#(05#(4$% FKC>B?# R<@N@9X/BA>*A*=$ 韩先干% G.?# JD4K0$K#(05#($0% FKC>B?# 9>=IL>=N$4#A*,C

作者简介!韩月!$5D5 &" %女%河南省辉县人%硕士研究生%主要从事兽医微生物方面的研究& FKC>B?#9aORI0%%%N$04A*,C

收稿日期!0%$#K%#K$5"修回日期!0%$#K%"K0%
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摘要#0目的1构建禽致病性大肠杆菌!QXB>= :>+9,L.=B*./"01’&"0&$ "(*&% QUF6"’A*!基因缺失株%研究该缺失
株的生物学特性& 0方法1利用 .̂O 重组系统构建 ’A*!缺失株$比较野生株与缺失株在生长特性’运动性和
生物被膜形成能力等方面的差异$运用 .̂>?K+BC.U6̂ 技术%比较野生株与 ’A*!缺失株对 QUF6部分毒力基
因转录的影响& 0结果1’A*!缺失株%不影响 QUF6的生长和运动特性%但生物被膜形成能力显著增强%且使
*4Q,’&’6P 基因转录水平分别上调 0 倍’$]D 倍%&4"F’?84!则下调 0" 倍& 0结论1QUF6的 ’A*!基因可以影响
禽致病性大肠杆菌的生物被膜形成能力及部分毒力基因的转录水平$而对 QUF6的生长’运动特性没有影
响&
关键词!禽治病性大肠杆菌% ’A*!基因% 基因缺失% 生物被膜% .̂>?K+BC.U6̂
中图分类号!85#"!!文献标识码!Q!!文章编号!%%%$K40%5 !0%$#"$%K$%"4K%’

!!禽大肠杆菌病是由禽致病性大肠杆菌引起的禽
类不同疾病的总称%其病原复杂%血清型众多%临床
症状和病理变化多变%且多与病毒性疾病和其他细
菌性疾病并发%给养禽业生产带来重大损失 ($) &

影响 QUF6致病性的毒力因子包括#黏附素’外
膜蛋白和摄铁系统等& 这些毒力因子在大肠杆菌侵
袭宿主的过程中起重要作用 (0) & 此外%研究表明大

肠杆菌的内毒素可以与上述毒力因子产生协同效
应%增强对宿主的致病作用& W>B+BR>/等给 $% &$4

周龄来航鸡皮内注射大肠杆菌内毒素%结果发现%内
毒素可引起产蛋鸡急性死亡%病变以出血性坏死和
血管内凝血为特征 (#) & 脂多糖 VU2 是 QUF6的一个

重要致病因子且是内毒素的主要成分 (() & ’A*!基

因编码 YK$K葡萄糖K$K磷酸胸苷转移酶%是 VK鼠李糖
合成中的重要基因%参与 VU2 中 )抗原的合成& 在

对结核分枝杆菌的 ’A*!基因进行缺失后%发现缺失
株因缺乏 YK葡萄糖K$K磷酸胸苷转移酶%而影响其生
长和细胞形态%这提示 ’A*!基因或许可作为抗结核
新药的的靶基因 (") & 而 ’A*!基因在 QUF6中的作
用如何%目前国内外尚未开展该方面的研究&

因此%本研究拟利用 .̂O 同源重组系统构建禽
致病性大肠杆菌YF$45 中的’A*!基因缺失株%研究
该基因是否会影响 QUF6的生物学特性& 为进一步
研究该基因在禽致病性大肠杆菌中的作用提供参
考&

"#材料和方法

"’"#载体’菌株’试剂
禽致病性大肠杆菌 YF$45 株!YF$45"%为本实
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验室 0%%D 年分离自安徽巢湖病鸭肝脏%对 ’ 日龄樱
桃谷雏鸭的半数致死量为 #]4" o$%’6HT& 限制性
内切酶 ,$*1%Y3Q?BL>+B,= WB+f./A0]% 购自大连
G>W>̂>有限公司& VK阿拉伯糖购自 2BLC>公司&
:e./,KE>=‘7-?<=+X.*+,/’ 大 肠 埃 希 氏 菌 YS"!%
G)U$%%质粒小量提取试剂盒均购自天根生化有限
公司& 2dÊ \/..U6̂ Z>@+./ZBI和反转录试剂盒
购于美国 U/,C.L>公司& Y3QK[/..‘B+购于 QC-B,=
公司& Y3QC>/‘./’U6̂ Z>@+./ZBI购自北京康为世
纪公司& 54 和 4 孔细胞板%购自美国 6,/=B=L公司&

V1fF7YFQY E>*VBL9+GZ E>*+./B>?fB>-B?B+RWB+@和
G/Ba,?均购自 1=XB+/,L.= 公司& %]00)C的滤器%购自
美国 ZB??B:,/.公司&
"’$#引物设计

根据 \.=E>=‘ !36k%%D"4#]$ " 公布的 QUF6
’A*!基因序列%分别设计用于扩增 ’A*!上’下游序
列的 0 对引物 /C?QKTH7/C?QKT̂ 和 /C?QKYH7/C?QK
Ŷ & 设计用于鉴定 ’A*!基因缺失株的 # 对引物#
/C?QKH$7/C?QK̂$%/C?QK1H7/C?QK1̂ 和 :WY(K2>?1KH7
:WY(K2>?1K̂&

表 "%FC?扩增所用的引物序列
G>-?.$AU/BC./@<@.O [,/U6̂ B= +9B@@+<OR

U/BC./@ U/BC.@.P<.=*.@!"r# #r" 2Ba.7-: .̂@+/B*+B,= @B+.
/C?QKH 66\\QQGG6QG\QQQQ6\6\GQQQ\\GQGGQGGG D’5 ."(̂ 1
/C?QK̂ 66\\QQGG6GGQQGQQ66GGGQQG6QGGGG6Q\
/C?QKTH \\6G6Q6Q66\6Q\GQ\QGQQ\\6G 5%"
/C?QKT̂ G6Q\G\GQ\QQQ\6\\QGQQGQ\QG
/C?QKYH G\\GGQ\Q6Q6\\\\Q6Q6 $%’(
/C?QKŶ GQGG6GGG\G66G6G6GQGG6G\G\ "00
/C?QKH$ \GGQ\6\\\GQGG6\6\QGQGG6G\
/C?QK̂$ 6666QG6QG\\6QQ6Q\QGQQQ6\
/C?QK1H Q66QQ6QQ6G\66GQG66GQ6Q66Q $0#"
/C?QK1̂ 66G\QQ6QQQGG6QQ6GGG\6\\66
:‘Y(K@>?1KH 6\6\G6\Q6G\GQ\\6G\\Q\6G\6GG6\Q $(’4 ,$*1
:‘Y(K@>?1K̂ 6\6\G6\Q66QGQG\QQGQG66G66GGQ\

"’(#缺失载体的构建
分别用引物 /C?QKTH7/C?QKT̂ ’/C?QKYH7/C?QK

Ŷ 和 :WY(K2>?1KH7:WY(K2>?1K̂ 扩增长度为5%" -:

的 ’A*!上游序列’长度为$%(’ -:的下游序列以及
长度为$(’4 -:的卡那霉素抗性片段& 连接上下游
片段到 a./,K->=‘ 质粒上%构建 a./,K->=‘KT:KY,M=

重组质粒& ,$*1酶切 a./,K->=‘KT:KY,M= 和卡那抗
性片段%酶切产物回收’纯化后%用 G( 酶连接%连接
产物转化大肠杆菌 YS"!感受态细胞%提取 a./,K
->=‘KT:KWCKŶ 重组质粒& 以构建的 a./,K->=‘KT:K
WCKŶ 重组质粒为模板%用引物 /C?QKTH7/C?QKŶ

扩增含有卡那抗性片段的目的片段 T:KWCKY,M=%

切胶回收%将回收片段电转化入含有 :WY(4 的
YF$45 野生菌株中%进行缺失株的构建&
"’)#缺失株的构建及抗性基因的敲除

参照文献进行感受态细胞的制备 (4) %利用 .̂O

同源重组方法进行 ’A*!基因的敲除 !图 $"& 取纯
化好的目的片段约"%% =L与$%% )V感受态细胞混
合%将混合物转入%]0 *C的 EB,K̂>O 电极杯中%进行

电转化& 在电压0]" ‘f%电阻0%% /%脉冲0" )H的
参数下进行电击%电击后迅速加入5%% )V2)6培养
基%0%% /7CB=%#’l培养(" CB=后涂于卡那 VE平板
!卡那霉素浓度为"% )L7CV"%#’l恒温培养$0 9%
U6̂ 鉴定挑取的卡那抗性克隆&
"’*#生长曲线及运动性测定

参照 69>++./;..2 的方法 (’)测定野生株和缺失
株的生长曲线& 参照文献(D)配制泳动!@MBCCB=L"
培养基 ! $_ +/R+,=.% %]"_ 3>6?% %]D_ L?<*,@.%
%]#_ >L>/"%取生长至 5F4%% n$]% 的野生株 YF$45
和缺失株 YF$45K./C?Q各 $% )V滴于板子中间%
#’l恒温培养 $0 9%观察细菌从中央向周围的运动
情况&
"’K#生物被膜检测

参照 WBC的方法 (5) %在无菌 54 孔细胞培养板
!*,/=B=L"中加入 5F4%% n%]$ 的 YF$45 和 YF$45K
./C?Q菌液各0%% )V%用等量的液体 VE作阴性对
照%#’l培养#4 9$弃去培养液并用灭菌 UE2 洗涤 #
次%自然风干$每孔加 $%% )V%]$_结晶紫染色

’"%$
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#% CB=%再用 UE2 洗涤 # 次%自然风干$每孔加
0%% )V5"_乙醇溶解后%酶标仪测定 5F"5"&

参照文献 ($%)%在 4 孔细胞培养板中%放入无
菌的飞片%接种 5F4%% n%]$ 的 YF$45’YF$45K./C?Q
菌液%每孔加入( CV%每组重复 # 孔%对照组为空白
VE培养基& 培养#4 9后%弃去培养物%用 UE2 洗 #
次%用 V1fF7YFQYE>*VBL9+GZE>*+./B>?fB>-B?B+RWB+@
进行染色%每孔加入0%% )V%避光孵育$" CB=%UE2
洗 # 次%将飞片放入载玻片%荧光显微镜观察细菌的
生物被膜形成情况&
"’L#?@+水平检测野生株和缺失株毒力基因转录
情况

参照 S>= g\的方法 ($$)用 G/Ba,?法进行 3̂Q
的提取& 参照本实验室选取并设计的禽致病性大肠
杆菌毒力基因 6?/%(A6!%=$#%*4Q,%#/0%?48!%&4"F%&//
等 ($0)和看家基因 <-$.引物 ($#) & 引物均由上海英
骏生物技术有限公司合成!表 $"& 反应体系0% )V#
.̂>?+BC.U6̂ Z>@+./ZBI$% )V%上游引物!KH"’下
游引物 !K̂ " ! $% )C,?7V" 各 %]" )V%模板 $ )V%
OOS0)D )V& 扩增条件#"%l 0 CB=%5"l $% CB=$
5"l $" @%4%l $ CB=%循环 (% 次& 重复 # 次后采用
0 &..6G!VBX>‘"法 ($()分析数据%计算毒力基因 Ĉ 3Q
转录水平&

$#结果

$’"#&6*,缺失株的构建及鉴定
对疑似缺失株用引物 :‘Y(K@>?1KH7:‘Y(K@>?1K̂

进行 U6̂ 鉴定%结果表明%疑似缺失株可以扩增出
卡那抗性片段!图 0 泳道 $"%而野生株则没有扩增
出条带!图 0 泳道 0"%阴性对照也未扩增出条带!图
0 泳道 #"&

对疑似缺失株用引物 /C?QKH$7/C?QK̂$ 进行
U6̂ 鉴定%结果表明%疑似缺失株未扩增出条带!图
0 泳道 ("%而野生株扩增出大小为"00 -:的片段!泳
道 ""%阴性对照也未扩增出条带!泳道 4"&

对疑似缺失株用引物 /C?QK1H7/C?QK1̂ 进行
U6̂ 鉴定%结果表明%疑似缺失株可扩增出大小为
0$#5 -: 的片段!图 0 泳道 ’"%而野生株扩增的片段
大小为$0#" -:!图 0 泳道 D"%阴性对照也未扩增出
条带!图 0 泳道 5"&

U6̂ 鉴定结果表明%含有卡那霉素抗性的

YF$45K./C?Q缺失株构建成功&

图 "%HV"KG!"945+缺失株构建技术路线图
HBL</.$A2*9.C>+B**9>/+,[+9.@+/>+.LR[,/L.=./>+B=L+9.C<+>=+

@+/>B=YF$45K./C?QA

图 $%含抗性缺失株的 FC?鉴定
HBL</.0A1O.=+B[B*>+B,= ,[+9.‘=,*‘,<+@+/>B= MB+9 W>= /.@B@+>=+L.=.

-RU6̂ AZ# YV0%%% Y3QC,?.*<?>/$ ?>=.$% (% ’# ‘>=>CR*B=K

/.@B@+>=+*?,=.@$ ?>=.0% "% D#MB?O +R:.@+/>B= YF$45$ ?>=.#% 4% 5#

=.L>+BX.*,=+/,?A

$’$#&6*,缺失株的抗性消除
电转 :6U0% 到卡那抗性缺失株中%0Dl培养D 9

后%提高到 (0l过夜培养%通过温度的转换诱导
HVU重组酶的表达%划线接种于固体 VE培养基后%
挑取单克隆点%进行卡那霉素抗性的鉴定&

用 /C?QK1H7/C?QK1̂ 引物进行 U6̂ 扩增结果野
生型扩增出$0#" -:的片段!图 # 泳道 ("%而缺失株
则扩增出大小为’$# -:的片段!图 # 泳道 ""%阴性
对照未扩增出条带!图 # 泳道 4"&

用 /C?QKH$7/C?QK̂$ 引物扩增%结果野生株扩
增出大小为"00 -:的片段!图 # 泳道 ’"%而缺失株
则没有扩增出条带!图 # 泳道 D"%阴性对照未扩增
出条带!图 # 泳道 5"& U6̂ 鉴定结果表明%成功获
得了不含有 W>= 抗性的 QUF6’A*!基因缺失株%并
命名为 YF$45K./C?Q!图 #"&
$’(#生长曲线及运动性检测

用 VE培养基培养细菌%对野生株 YF$45 和缺

D"%$
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图 (%卡那抗性基因消除的 FC?鉴定图
HBL</.#A1O.=+B[B*>+B,= ,[+9.‘=,*‘,<+@+/>B= MB+9,<+W>= /.@B@+>=+

*>@@.++.-RU6̂ AZ# YV0%%% Y3QC,?.*<?>/$ ?>=.$% (% ’# MB?O

+R:.YF$45$ ?>=.0% "% D# +9.‘=,*‘,<+@+/>B= YF$45K./C?Q$ ?>=.

#% 4% 5# =.L>+BX.*,=+/,?A

失株 YF$45K./C?Q的生长和运动能力进行测定%重
复 # 次%绘制生长曲线图并对其运动直径进行测量
!;q%]%""%结果表明%’A*!基因缺失后对 QUF6的
生长和运动能力均没有影响&
$’)#生物被膜检测

生物被膜检测结果表明%’A*!基因缺失后其生
物被膜形成能力增强%是野生株的 $]’D 倍!图 ("%
差异极显著!;s%]%$"&

对生物被膜进行荧光染色时发现%缺失株在荧
光显微镜下观察为大量的细菌相互缠绕聚集在一
起%形成一个致密的结构%相对于野生株 YF$45 生
物被膜要明显浓密!图 ""&

图 )%&6*,对 +FVC生物被膜形成的影响
HBL</.(AG9..[[.*+@,[’A*!,= -B,[B?C[,/C>+B,= ,[QUF6A

$’*#相关毒力基因 4?@+水平转录情况
对野生株 YF$45 和缺失株 YF$45K./C?Q毒力

基因的 Ĉ 3Q转录水平分析显示%’A*!基因缺失后
*4Q,’&’6P 基因转录水平分别上调 0 倍’$]4 倍$&4"F’
?84!均下调 0" 倍$而其他基因的转录水平则无明显
变化!表 0"&

图 *%(K 3生物被膜的荧光照片($NN W)
HBL</."AH?<,/.@*.=*.CB*/,@*,:.BC>L.,[QUF6-B,[B?C

>+#4 9!0%% o"AQ# YF$45$ E# YF$45K./C?QA

表 $%部分毒力基因在 HV"KG 和 HV"KG!"945+中

的转录水平
G>-?.0AFX>?<>+B,= ,[+/>=@*/B:+B,=>??.X.?@,[@.?.*+.O

XB/<?.=+L.=.@B= YF$45 >=O YF$45K./C?Q

\.=.
G9.?.X.?,[Ĉ 3Q

YF$45 YF$45K./C?Q!Z.>= t2Y"
: X>?<.

*4Q, $ 0 t%]%5 %]%%’
&’6P $ $]4 t%]$# %]%%0
(A6! $ %]4 t%]%% %]%%%$
6?/ $ %]D" t%]%( %]%%4D
&)1! $ %]# t%](5 %]$"
#/0 $ %]D t%]$5 %]05
&4"F $ %]%( t%]%%’ $]D5 o$% &5

?84! $ %]%( t%]%$4 "]"D o$% &D

=$# $ %]’ t%]05" %]4(
?&A3 $$]%’ t%]$"# %]D’"

(#讨论

本试验利用 .̂O 同源重组方法成功构建了
’A*!缺失株%并对其生物学特性进行分析%结果表
明 ’A*!基因的缺失并不影响 QUF6YF$45 菌株的
生长%这与文献报道的 ’A*!基因缺失后可以影响结
核分枝杆菌的生长并不相同 (") %分析其原因可能
是#!$"菌株差异造成的#由于菌株不同%推测鼠李

5"%$
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糖对 QUF6的生长不起关键作用%在 QUF6中可能
存在其他的糖合成路径%来代偿因 ’A*!基因缺失导
致的鼠李糖合成缺陷$!0"在 QUF6中%除了 ’A*!%

可能还有其他基因参与鼠李糖的合成& 除了影响细
菌的生长%鼠李糖还参与细菌的群集运动& 但本试
验中将QUF6’A*!基因敲除后并未影响菌株运动形
态和运动能力%具体机制仍有待进一步的研究&

本试验通过结晶紫染色法和荧光染料染色对
QUF6野生株和 /C?Q缺失株的生物被膜形成能力
进行检测%表明缺失株生物被膜形成能力较野生株
增强& 研究表明%细菌群体感应系统!82"在生物被
膜的形成过程中起着重要作用 ($") & 受 82 调节的胞
外多糖’表面活性剂’鼠李糖脂’黏附因子的合成以
及细菌的运动性等%参与细菌生物被膜形成的多个
阶段 ($4 &$D) & 其中%高水平的鼠李糖脂可以阻碍生物

被膜的形成 ($5) & 而 ’A*!是参与鼠李糖合成的重要

基因 (") %因此可能是 ’A*!基因的缺失降低了鼠李糖
脂的合成从而导致了其生物被膜形成能力增强& 此
外%*4Q, 基因是细菌群体感应系统!82"中的重要基
因%*4Q, 基因对细菌的生物被膜具有重要的调控作
用%在表皮葡萄球菌中%*4Q, 基因缺失株形成生物被
膜能力高于野生株 (0%) %在变形链球菌中%*4Q, 基因

缺失后生物被膜形成量较野生株明显减少 (0$) & 在
本研究中%’A*!基因缺失后可以使 *4Q, 基因转录水
平上调& 因此%可能是 ’A*!基因通过影响 *4Q, 调控
的 82 来影响缺失株生物被膜形成能力&

&’6P 基因是耶尔森菌强致病性毒力岛!SU1"中
的保守基因%作为铁调节基因%仅存在于强致病株
中 (00) & 此外%本试验室前期研究结果表明%*4Q, 在
QUF6的致病过程中发挥重要作用 (0#) & ?84!基因是
SU1中的鼠疫菌素受体基因%&4"F是产气杆菌素基
因%两者均与铁的运输及利用有关%组成细菌的铁摄
取系统%在 QUF6的致病性和持续感染中%特别是深
部组织损伤中发挥重要的作用& 本试验中 ’A*!基
因的缺失导致 *4Q, 和 &’6P 转录水平上调%?84!和
&4"F转录水平显著下调%’A*!的缺失能否能导致
QUF6毒力的变化及其对铁摄取功能的影响%仍有
待进一步研究&

本研究对 QUF6的 ’A*!基因缺失株的生物学
特性进行了分析%为进一步研究 ’A*!基因的功能提
供参考&
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