
!! 卷 "期
#$$!年 %#月

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!!
*+,+-.+/

0’)"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$!

基金项目：国家“1"2计划”（#$$#33#4#$5%）；国家杰出青年科学基金资助项目（2$%#5$$%）
"通讯作者：6+(789:：1";##;""##<5<%；=;-9>(：?@’ABCD9DE9> ) +F@) ,D
作者简介：孔庆科（%<G" H），男，山东济宁人，博士研究生，主要从事细菌表面抗原的分子遗传学研究。=;-9>(：E’D?I>D?E+C +J’@) ,’-
其他作者：郭 玺

收稿日期：#$$!;$#;#!，修回日期：#$$!;$5;%2

大肠杆菌 !"#$ !%抗原基因簇的破译及 &’(的生物信息学鉴定
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摘 要：利用鸟枪法对大肠杆菌 ! ) "#$% K%21 K;抗原基因簇进行测序，序列全长 %!%2<.L，用生物信息学的方法进行
序列分析，共发现 %%个基因，分别为鼠李糖合成酶基因（ &’$(，&’$)，&’$*，&’$+）、M*N;O9(03,3合成酶基因（ ,-.，
,-/）、糖基转移酶基因（2个）、K;抗原转运酶基因（012）和 K;抗原聚合酶基因（013）。发现一种稀有单糖 M*N;O9(;
03,3的合成途径，对合成该糖的第一种酶 OD+进行了生物信息学鉴定，另外用 NPQ方法筛选出了针对大肠杆菌
K%21的特异基因。
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大肠杆菌是动物和人类肠道中占主导地位的革

兰氏阴性菌。部分大肠杆菌是条件致病菌，按致病

机制分为肠致病性大肠杆菌（=DS+/’L9SA’?+D>, !45
"6.&%"6%/ "#$%，=N=P）、肠侵袭性大肠杆菌（=DS+/’>DT9;
U>T+ ! ) "#$%，=V=P）、肠产毒性大肠杆菌（=DS+/’S’:>;
?+D>, ! ) "#$%，=6=P）、肠出血性大肠杆菌（=DS+/’A9+;
-’//A9?>, ! ) "#$%，=W=P）和肠聚集性大肠杆菌（=D;
S+/’9??/+?9S>T+ ! ) "#$%，=9??=P）等［%］。大肠杆菌 K%21
是一株非常重要的 =6=P致病菌，既能产生热稳定
毒素 X6，又可以产生细胞性毒素 #+（&6#+），引起家
畜的腹泻、皮下组织水肿和神经系统病，在畜牧业生

产上危害很大［#，2］。

细菌表面多糖与细菌的致病性关系密切，脂多

糖存在于革兰氏阴性细菌表面，是表面多糖的一种。

脂多糖一般由 2部分组成，从内到外分别是脂质 3、
核心寡糖和 K;特异性多糖即 K;抗原，K;抗原一般由
2 Y 1个单糖重复单位组成，K;抗原在细菌外膜的外
侧，是抵御环境变化（如抗生素，胁迫）的第一道屏

障［!，5］，而且，在许多生物互作中，K;抗原在致病性、
信号识别、黏附、免疫逃避等过程中发挥重要作用。

在进化压力的选择下，大肠杆菌产生了数量众多的

K;抗原血清型，到目前为止，已经有超过 %"$种的 K;
抗原被鉴定。K;抗原是自然界中最具多样性的分子
之一，选取大肠杆菌 K;抗原作为材料进行遗传多样
性和进化机理的研究，最具代表性［"］。

本实验破译了大肠杆菌 K%21的 K;抗原基因簇
全序列，筛选出了对大肠杆菌 K%21高度特异性的引
物，可以用于对该菌的快速检测。另外对其进化机

理进行了分析，发现了一种稀有单糖 O9(03,3的合
成路径。

" 材料和方法

")" 材料
")")" 菌种：大肠杆菌 K%21标准菌株购自中国生
物制品鉴定中心，受体菌株（大肠杆菌 ! ) "#$% *W5!）
由本室保存。

")")* 载体质粒：LO=Z;6;+9UJ &+,S’/ 购自 N/’-+?9
公司。

")")# 主要酶和试剂：=:L9DF [’D? 6+-L(9S+ NPQ酶
购自 \’+A/>D?+/ Z9DDA+>-公司，NPQ纯化试剂盒、6!
连接酶、]>^9/F NPQ N/+LU 纯化试剂盒购自 N/’-+?9
公司，!"#Q"、*09U+"、_;O9(、VN6O、氨苄青霉素购
自上海 X9D?’D公司。
")* 基因组 +,-的提取
采用 \9US>D法［G］提取细菌染色体 *03。

")# !%抗原基因簇的获得
参照郭宏杰［1］的实验方法。

"). !%抗原基因文库的构建
用 *09U+"消化 NPQ纯化产物，提取大小集中

在 % Y 2E.之间的片段，经过补平，尾部再加上一个



碱基 !，与 "#$%&’&()*+ 载体在 ’, 连接酶作用下
-./连接 0, 1，取连接产物 0!2电转化感受态大肠
杆菌 345"，涂布在含有氨苄青霉素、6&#)7 和 89’#
的 2:固体培养基上，;</过夜培养，筛选白色克隆，
以碱裂解法用 =. 孔平板提取质粒，!"#>#酶切鉴
定插入片段大小，挑选插入片段在 -?@以上的克隆。
利用双脱氧终止法，采用 ’<&*". 公用引物，用

!:8;<;A型 3B!自动测序仪对 =. 个克隆中的插入
片段进行测序，用英国剑桥 %>C（%(DEF)7 >(*()GF1
CHIJFE7）分子生物学实验室出版的 KL)D(J ")F?)M( 软
件包的 9G(M)",和 #)",软件拼接和编辑所有序列。
!"# 生物信息学方法进行序列分析
用美国国家生物技术信息学中心（’1( B)LEHJ)7

C(JL(G NHG :EHL(F1JH7HM+ 8JNHGO)LEHJ，BC:8）的 P>QNEJD(G
发现基因；用 :2!K’系列软件与 #(J:)J?中的基因
比较以发现这些开放阅读框的功能并确定基因的功

能；用英国 K)JM(G 中心的 !GL(OE* 软件完成基因注
释；用 C7I*L)7 R软件做 3B!和蛋白质序列间的精确
比对；用 4%%’P9（1LL"：SSTTTU (JVEOU 1IS1OOLH"S）和
K%!>’（1LL"：SS*O)GL U (O@7&1(ED(7@(GM U D(S）进行蛋白
质跨膜片段的分析；用%$#!软件产生系统进化树；
用 1LL"：SSFJ U (W")*+ U HGMS中的软件 X"G(D（1LL"：SSTTTU
FHO"@EH U DIJD((U )F U I?S Y TTT&Z"G(DS）作蛋白二级结
构预测。

!"$ 特异基因的筛选
用 9C> 方法筛选针对大肠杆菌的特异基因。

针对大肠杆菌 P-;[抗原基因簇中的 $%& 和 $%’ 基
因，在基因内部各设计两对引物（表 -），分别以 -5A
株大肠杆菌和 ,0株志贺氏菌的基因组为模板进行
9C>。9C> 扩增条件：=,/ 0OEJ；=,/ -5*，退火温
度因引物的不同而不同（表 -），退火时间 5A*，<0/
0OEJ，共 ;A个循环；<0/ -AOEJ，反应体系是 05!2。

表 ! ! % "#$% &!’(的 &)抗原基因簇中寡糖单位处理基因及其中的引物和 *+,数据
’)@7( - 9C> L(*LEJM HN L1( *"(FENEL+ HN ! U "#() P-;[ M(J(*

#(J( :)*( "H*ELEHJ* HN M(J(* :)*( "H*ELEHJ* HN NHGT)GDS>(\(G*( "GEO(G* 2(JML1 HN 9C> "GHDIFLS@" !JJ()7EJM ’ HN 9C>S/

$%& ,.;0 Y 5=A= 5;[[ Y 5,A<S5[0< Y 5[,< ,5= 55

,.=A Y ,<A[S5;=; Y 5,-- <0- 55

$%’ --,.= Y -0,[A --5;. Y --55,S-0A0; Y -0A,- 5A5 55

-0A0, Y -0A,0S-05A0 Y -050A ,=. 55

- 结果和分析

-"! 大肠杆菌 &!’( &)抗原基因簇的序列分析
将获得的测序结果，用 9G(M)", 软件拼接后，留

取的 M)" 用 9C> 方法补完，得到大肠杆菌 P-;[ 的
P&抗原基因簇的全序列，序列全长 -,-;=@"，专利申
请号为（0AA;-A--<[55],）。用 P>QNEJD(G 找到 -- 个
开放阅读框，所有开放阅读框的 5^!;^方向为从
*+(,（- Y <.5）基因到 *-.（-0[AA Y -,-;=）基因，图 -
示 P-;[ P&抗原基因簇的排列顺序和（# _ C）‘含

量。*+(, 和 *-. 两个基因并不负责 P&抗原基因簇
的合成，仅用来扩增 P&抗原基因簇。根据基因的相
似性，所预测的 --个开放阅读框包含有合成鼠李糖
合成酶基因 /0(1234、一种稀有单糖 #)7B!F!合成
酶基因 *-+ 和 *-5，并且预测该单糖的合成途径为

a39&#7FB!F !
#J(

a39&#)7B!F !
#J)

a39&#)7B!F!、以
及 ;个糖基转移酶基因 #/6.，#/6<和 #/6-A。两个寡
糖单位处理基因 $%& 和$%’，其特征为多次跨膜的膜
蛋白，并且 RV+ 含有一个约 .A 个氨基酸的亲水环
（表 0）。

图 ! ! % "#$% &!’(的 &)抗原基因簇结构及（./ +）0含量
QEMU- P&)JLEM(J M(J( F7I*L(G )JD（# _ C）‘ FHJL(JL HN ! U "#() P-;[
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表 ! 大肠杆菌 "#$% "&抗原基因簇的基因功能预测
!"#$% & ’(")"*+%),-+,*- ./ +(% 012- $.*"+%3 ,4 +(% !"#$%&’#$’( #)*’ 0567 08"4+,9%4 9%4% *$:-+%)

;%4% <.*"+,.4
,4 -%=:%4*%

>.? ./
""

; @ ’
*.4+%4+AB

C,D,$") E).+%,4-
F**%--,.4 4:D#%)

G3%4+,*"$ C,D,$")
""（"" .H%)$"E）AB

I:+"+,H% /:4*+,.4
./ E).+%,4

&+*, 556JK ?&&&& 6L5 M6K& 1D$N，-$’.%**( /)01’’（FF<&J6&&） O7AOO（6L5） 3!PI89$:*.-% M，L83%(Q3)"+"-%

&+*2 &&&&K ?65&5 &OO MJK6 1D$P，!"#$%&’#$’( #)*’（NFF5R77&） OJAOO（&OO） !PI8L83%.SQ8<8D"44.-%83%(Q3).9%4"-%

&+*3 65JOK ?MTRJ &O& M&KJ 1D$F -$’.%**( /)01’’（FF<&J65&） O7AOO（&O&） 9$:*.-%858E(.-E("+% +(QD,3Q$Q$+)"4-/%)8
"-%

&+*4 MTL&K ?MRO7 5J7 67K& 1D$’，-$’.%**( /)01’’（FF<&J656） 7MAO5（5JO） 3!PI8L83%.SQ8P89$:*.-%86，R %E,D%)"-%

567 ML6&K ?ROTO M&R 66KO UVS，-$’.%**( 8*%79%&’ &" -+) ? 6T5（FF>M6L6O） MJALO（MTL） 08"4+,9%4 /$,EE"-%

)&8L R7OOK ?L7RR 657 65K& 012 O，-,D,$") +. ;$Q*.-Q$ +)"4-/%)"-%，:"%;1)<
+)9(" %&;.’9)"(（FFW&JL&O） M&AL6（6T&） 9$Q*.-Q$ +)"4-/%)"-%

)&8J L7M7K ?JO&M 6R7 6&KJ 012 5T，-,D,$") +. ;$Q*.-Q$ +)"4-/%)"-%- 9).:E 5
:"%;1)+)9(" (%&;.’9)"(（FFW&JL6T） MMAL5（6MR） 9$Q*.-Q$ +)"4-/%)"-%

.9( JO7RK ?O&L& M&R 6LKR XPI8>8"*%+Q$8P89"$"*+.-"D,4% 3%(Q3).9%4"-%，=’8
/&’) >;*9’8’#;"（FFY5JRTJ） R7AJR（M5R） XPI8>8"*%+Q$8P89"$"*+.-"D,4% 3%(Q3)8

.9%4"-%

.9% O&LMK ?5T&7O 6M5 6MKO Z#EI，:"%;1)+)9(" (%&;.’9)"(（FFW&J75J） LLAJJ（66J） %E,D%)"-%

)&85T 5T666K ?55M7M 676 6MK6 9$Q*.-Q$ +)"4-/%)"-%，9).:E 5 /"D,$Q E).+%,4 -$%<
5(9%**( )9%’1%9"’" W185（FF>RL5JM） R&AJT（6LM） 9$Q*.-Q$ +)"4-/%)"-%

560 55MLOK ?5&L7T MT6 65K& 08"4+,9%4 E.$QD%)"-% -$’.%**( /)01’’（FF<&J657） &&AM6（6OJ） 08"4+,9%4 E.$QD%)"-%

!’! 大肠杆菌 "#$%特异基因的鉴定
08抗原基因簇中的寡糖单位处理基因（ 567、

560）为不同菌的特异基因，可用于对该菌的检测。
根据这一原理，设计针对寡糖单位处理基因的 I’1
引物，表 5示引物序列，退火温度和引物在基因中的
位置，以大肠杆菌 0567 菌株作为正对照，对 5RT 株
大肠杆菌和 M&株志贺氏菌进行 I’1反应。不能产
生正反应产物的基因将极有可能是大肠杆菌 0567

的特异基因。结果显示，在所有待测的细菌中，仅在

0567中产生了正确的大小片段，在其它细菌中都没
有扩增出正确的片段，说明我们根据 567 和 560 基
因设计的引物对 ! ? #)*’ 0567是高度特异的，567 和
560 基因在 ! ? #)*’ 0567中也是特异基因。
!’$ !"# 基因的生物信息学鉴定

0567 08抗原基因簇中的 )&8O命名为 .9%，是一
种 XPI8;$*>F* ’M 异构酶基因，催化 XPI8;$*>F*

图 ! 依据相似蛋白的序列构建的 ()*和 (+,-的系统进化树
2,9? & I(Q$.9%4%+,* +)%%- #"-%3 .4 ;4% "43 ;"$[ E).+%,4- -%=:%4*%- -(.Z,49 +(% )%$"+,.4-(,E #%+Z%%4

! ? #)*’ 0567 ;4% "43 .+(%) )%E)%-%4+"+,H% ;4% .) ;"$[ E).+%,4-

>:D#%)- ,4 E")%4+(%-%- )%E)%-%4+ +(% -%=:%4*%-’"**%--,.4 4:D#%) ,4 ;%4N"4\，4:D#%) ./ 0567 ,4 E")%4+(%-%- )%E)%-%4+- +(% ’(,4%-% E"+%4+ 4:D8

#%) ? !(% -*"$% #") ,43,*"+%- TK& -:#-+,+:+,.4- E%) "D,4. "*,3 E.-,+,.4，+(% 4:D#%) "+ %"*( #)"4*( E.,4+- ./ +(% E%)*%4+"9% -:EE.)+%3 #Q #..+-+)"E?
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形成 !"#$%&’()*。我们通过 +,)-.检索，找到了与
/012同源性较高的蛋白，其中包括 %&’3。利用这些
基因产生的蛋白作系统进化树（图 4），发现 /567
%89蛋白位于一类较特殊的 %89蛋白序列中。
选取晶体结构已经解析的 ! : "#$% /5;< %&’3和

活性位点已知的 &’()%*%+ ’*,’(#"#$%,%"+ /7 的 %89 与
/567的 %89进行比对，寻找其共同的二级结构。共
同的二级结构 ($端有 =个!$>?99@，A$端有 B个!$>?9$
9@。A端结合 !"#，(端结合单糖［2 C 55］，由于这类酶
催化需要辅助因子 ()"#D，而这 6 种酶都有
%EE%EE%位点结合辅助因子。同时我们根据已知
酶的活性位点也找到了 /567 %89的活性位点 -FG，
该催化位点位于两个区域中间。56=和 42<附近位
点的氨基酸大小决定底物的专一性，如果两个位点

的氨基酸体积较小，就可以容纳体积较大的底物，催

化范围较广，HI’J98［2］将 %&’3中 422位的 .K0用 AK>
代替后，%&’3 的催化活性发生变化，能同时催化
!"#$%’L*I>9和 !"#$%’*()*。我们发现 /567的 %89
在 56= 和 42< 位附近的氨基酸体积较小，我们推测
该酶不仅有催化 !"#$%’*()*的功能，可能也有催化
!"#$%’L*I>9的功能。

! 讨论
以表面多糖为目标的血清学免疫反应自上世纪

6M年代以来一直被用于对细菌的分型和鉴定，是鉴
定致病菌的重要手段。这种诊断方法需要大量的抗

血清，而抗血清一般种类不全，数量不足，大量的抗

血清在制备和储存中也存在一些困难。另一方面此

法耗时长、灵敏度低、漏检率高、准确性差，所以，现

在普遍认为这种传统的血清学检测方法将为现代分

子生物学方法取代。我们根据大肠杆菌 /567的 /$
抗原序列，所设计的 B 对引物，仅在大肠杆菌 /567
中扩增出大小与预测结果一致的片段，在其它供试

细菌中都没有扩增出片段。因此可以利用筛选出的

特异 "()片段用于基于基因芯片或 #AN方法对大
肠杆菌的快速检测。

大肠杆菌、致贺氏菌和沙门氏菌 /$抗原基因簇
位于 -+$. 和 -*/ 之间，为低 %A含量的 "() 片段，
这一特征说明它们起源于低 %A含量的细菌，近期
才通过横向转移进入大肠杆菌中。/$抗原中的糖合
成酶基因，两端的持家基因 -+$.、-*/ 及 /$抗原的
调控序列等都可以介导新的 /$抗原的形成。
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生活垃圾综合处理原理与技术（专著）
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读 者 对 象

大专院校相关专业师生、市容环境卫生管理部门、从事城市垃圾处理的相关单位，以及所有关心城市垃圾处理工作的社

会各界读者。

内 容 简 介

环境保护是我国的基本国策，而城市垃圾处理是城市环境保护的重要内容，也是衡量城市文明程度和城市管理水平的重

要标志之一。近几年来，我国的大部分城市都正在积极的进行城市生活垃圾处理工程的探索和实践，但由于国内无系统的垃

圾处理理论和少有成功的实例，而从国外引进的卫生填埋、堆肥、焚烧发电三大处理方式均不合中国国情。照搬国外垃圾处

理方式建设的处理厂，败多成少，造成不小的浪费。至今，全国城市垃圾无公害化处理率尚不足 W;_，在全球重视环保的今
天，城市垃圾处理工作任务十分迫切，任重而道远。

为探索适合中国城市生活垃圾处理的科学方案，在省市有关领导支持和参与下，黑龙江高维企业集团于今年 Y月召开了
全国首次“城市生活垃圾处理方案研讨会”。来自中国科学院、清华大学、哈尔滨工业大学、国家发改委、机械部、中石化的专

家进行了认真热烈的研讨，确定综合处理方式是适合中国国情的最佳方式，是与卫生填埋、堆肥、焚烧发电三大方式并列的第

四种新方式。

本书将依据研讨会学术成果，系统论述生活垃圾综合处理方式的基本原理和使用技术，明确阐述其内涵和外延。全书共

分七章 ";节。
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