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抑制差减杂交筛选禽致病性大肠杆菌基因组差异片段及其分析

陈 祥 赵 娟 高 崧" 焦新安 刘秀梵
（扬州大学 农业部畜禽传染病学重点开放实验室 扬州 ##"$$8）

摘 要：采用抑制差减杂交技术（KELL/.@@>’A @E-,/:+,>M. HC-/>F>D:,>’A，KKN）对禽致病性大肠杆菌 <$35 株（血清型 *51）

与非致病菌株 O7%# PQ%2"" 以及同一 *# 血清型高致病菌株 <$"1 与低致病菌株 <"#2 进行基因组差异片段克隆与

分析。从 <$35 株中共检出 %5 个特异性差异片段，<$"1 株中共检出 3# 个特异性差异片段。经同源分析，这些序列

可分为 ! 类：质粒相关序列、噬菌体相关序列、已知功能序列、未知功能序列。这些差异片段包含许多重要的大肠

杆菌毒力相关基因，如大肠杆菌素、气杆菌素受体、铁基因簇等。!8 个片段中，%! 个片段与其它微生物基因组同源

性较高。结果表明，大肠杆菌高致病株与低致病菌株或非致病菌株基因组间存在较多差异基因，其中包括毒力、毒

力相关基因、代谢以及噬菌体等基因成分。
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禽大肠杆菌病（4M>:A R’(>-:+>((’@>@）指部分或全

部由禽致病性大肠杆菌（4M>:A L:,H’?.A>+ !"#$%&’#$’(
#)*’，4S<R）所引起的局部或全身性感染的疾病，可

以引起胚胎死亡、脐炎、败血症、肉芽肿、卵黄性腹膜

炎、全眼球炎、气囊病（NI://. 氏病）、禽蜂窝织炎、肿

头综合症、输卵管炎、滑膜炎及肺炎T卵黄囊感染等

一系列病征［%，#］，是 # 至 %# 周龄鸡和火鸡的一种常

见传染病，给养禽业造成了严重的经济损失。大肠

杆菌血清型复杂多样，在禽类中致病性大肠杆菌最

常见的血清型是 *%、*# 和 *51，上世纪 8$ 年代高崧

等［#］对江苏等 %1 个省、市、自治区禽大肠杆菌病进

行了流行病学调查，分离到的大肠杆菌以 *%1、*51、

*#、*11、*%%、*#2、*!、*%、*%#5 和 *%3% 等 %$ 个血

清型为主。

遗传关系密切的同种细菌不同菌株的基因组差

异分析对研究菌株分化与变异等方面具有重要意

义。因此，区分高致病株与低致病株或非致病株基

因组差异对于分析大肠杆菌菌株遗传分化关系、毒

力变异、分子流行病学分析等方面具有较高的应用

价值。本文采用抑制差减杂交技术［3，!］分别对 *51
血清型 4S<R <$35 株与 O7%# PQ%2"" 及同一 *# 血

清型高致病菌株 <$"1 与低致病菌株 <"#2 进行了基

因组差异片段的研究与分析。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 株：禽 致 病 性 大 肠 杆 菌 高 致 病 株 <$35
（*51 血清型）、<$"1（*# 血清型）及低致病株 <"#2
（*# 血清型）由扬州大学农业部畜禽传染病学重点

开放实验室分离、鉴定，对 % 日龄 KS9 鸡的致死率：

<$35 为 13J3U（"T2），<$"1 为 %$$U（2T2），<"#2 为

$（$T2）［#，"］，O7%# PQ%2"" 中国疾病预防与控制中心

病毒基因工程国家重点实验室金奇教授惠赠，大肠

杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）VN"!由本实验室保存。菌株

在 WX 液 体 或 平 板 35Y 过 夜 培 养，必 要 时 添 加

4=L>+>((>A %$$"?T=W，ZS6Q %"$"?T=W，[7Q:( %""?T=W。

!"!"# 试剂：抑制差减杂交试剂盒购自 XV R(’A,.+H
公司（产品分类号为 O%1$87%），寡核苷酸接头及 SR\
引物均由试剂盒提供。SR\ 产物纯化试剂盒由大连

6:O:\: 公司提供。克隆载体为 LQ<P76 .:@C &.+,’/，
购自 S/’=.?: 公司。VZQ 探针标记与检测试剂盒购

自 \’+H. 公司。V04 测序工作由上海联合基因科技

有限公司完成。

!"# 抑制差减杂交文库的构建

试验菌株 V04 的制备以 R64XT0:R( 法进行［2］。

抑制差减杂交试验按照 XV R(’A,.+H 公司试剂盒说

明书进行。基因组 V04 经 +"(#酶切、杂交后，进



行二轮 !"# 扩增，在总量为 $%!& 的反应体系中加

入 ’( ) !"# 缓 冲 液（含 ’%**+,-& ./$ 0 ）$1%!&、

$1%**+,-& 的 234! $!&、!"# !56*75’ ’!&、839 模板

’!&（:;/）、!"# 839 聚合酶 ’1%<，加灭菌超纯水至

$%!& 。扩增条件：=>? :(@，A%? :(@，B$? =(@，共进

行 $% 个循环；B$? %*6;。取上述 !"# 产物 ’!& 进

行 ’：>( 稀释，取 ’!& 到 $%!& 的 !"# 反应体系中，加

入 ’( ) !"# 缓 冲 液（含 ’%**+,-& ./$ 0 ）$1%!&、

$1%**+,-& 的 234! $!&、37@C72 !56*75’-$# 各 ’!&、

!"# 839 聚合酶 ’1%<，加灭菌超纯水至 $%!&。扩增

条件：=>? :(@，AB? :(@，B$? =(@，共进行 ’$ 个循

环；B$? %*6;。!"# 产物经纯化后与 DEF.G4 7H@I
J7KC+5 连接并转化至大肠杆菌 8L%"感受态细胞，通

过 9MN 平板筛选阳性克隆建立差减文库。挑选单

个白色菌落，用含 9*D6K6,,6; 的 &O 培养基扩增培养，

碱裂解法［B］提取质粒，用差减杂交试剂盒内的一对

;7@C72 引物扩增插入片段，走琼脂糖电泳。

表 ! "#$% $&’( 株基因组差异片段

4HP,7 ’ QR**H5I +S O&9Q4 @7H5KT +S HU6H; DHCT+/7;6K $ V %&’( @C5H6; F(:BG@D7K6S6K K,+;7@
QQL

S5H/*7;C
M;@75C
@6W7-PD Q7XR7;K7 T+*+,+/I QK+57 F UH,R7 E 0 "Y

K+;C7;C
E7;OH;Z

HKK7@@6+; 3+V
7K@G’ BA% "+,6K6;，6**R;6CI D5+C76;FA，$ V %&’( A:$ 7G’B[ >A1’ .:’[([
7K@G$ A$= *+P9，,+\ *+,7KR,H5 \76/TC D,H@*62 M，) V *+,*-(,(.(/ AA$ ( %(1 A 9]$’[(%’
7K@G: >(= *+P9，,+\ *+,7KR,H5 \76/TC D,H@*62 M，) V *+,*-(,(.(/ [(: ( %(1’ 9]$’[(%’
7K@G> :>$ *+P9，,+\ *+,7KR,H5 \76/TC D,H@*62 M，) V *+,*-(,(.(/ A:[ 7G’[( %’1$ 9]$’[(%’
7K@G% B:A *+P9，D^Q9_’，$ V %&’( ’’%( ( %(1[ 9O(’’%>[
7K@GA %:> 55C，,+\ *+,7KR,H5 \76/TC D,H@*62 M，) V *+,*-(,(.(/ ==B ( :’1[ 9]$’[(%’
7K@GB ’%’= 55C，K@D，R;Z;+\;，,+\ *+,7KR,H5 \76/TC D,H@*62 M，) V *+,*-(,(.(/ ’B(’ ( >B1% 9]$’[(%’
7K@G[ =[> <;Z;+\;，55C，,+\ *+,7KR,H5 \76/TC D,H@*62 M，) V *+,*-(,(.(/ ’BB$ ( :=1> 9]$’[(%’
7K@G= A$= 57D D5+C76;，D"+,F$，$ V %&’( $[% %7GB> %[1% 8:((%B
7K@G’( A>= #7D D5+C76;，D"+,F=，)0(1*’’" /&++*( ’’$$ ( %>1= 8:((A’
7K@G’’ %=> #+*，DQ]8’(，) V %0&’&-"*/2(/ =’A ( %%1A 9‘(>[[%:
7K@G’$ $’% <;Z;+\;，,+\ *+,7KR,H5 \76/TC D,H@*62 M，) V *+,*-(,(.(/ $AA $7GA[ %>1> 9]$’[(%’
7K@G’: A[= <;Z;+\;，D"#!:，3(,-&4"%,*- -&.*+,(25 ’’B= ( %’1’ 9]:’’=($
7K@G’> [(’ <;Z;+\;，D"#!:，3(,-&4"%,*- -&.*+,(25 ’’(> ( %%1$ 9]:’’=($
7K@G’% ’[( O6+9，)0(1*’’" 6’*7+*-( :’B A7G[= %%1 A 9F(’%’(’
7K@G’A ::( "I@E，$ V %&’( A:( 7G’B[ %:1: 9F(((>’$
7K@G’B $$( 7SD，7,+;/HC6+; SHKC+5 D，$ V %&’( :=A 7G’([ %(1= NA’ABA

!)’ *+,-./01 杂交和斑点杂交

分别对 C7@C75 及 256U75 基因组 839 8/"#酶切产

物进行地高辛标记，调整二者探针浓度一致，将经

QQL 得到的差减文库克隆子的质粒 !"# 扩增产物

进行 Q+RCT75; 杂交和斑点杂交以鉴定被检菌差异片

段特异性，具体操作步骤按地高辛试剂盒说明书。

!)2 34" 测序

将鉴定的阳性克隆重组质粒纯化，839 测序工

作由上海联合基因科技有限公司完成。839 同源

比较通过 3HC6+;H, "7;C75 S+5 O6+C7KT;+,+/I M;S+5*HC6+;
（3"OM）中的 O&9Q43 进行检索。

5 结果

5)! "#$% $&’( 株的抑制差减杂交结果

按照 ",+;C7KT 公司差减杂交试剂盒说明书进行

连接效率检测，连接效率大于 $%Y，以 9!F" F(:B
作为 C7@C75，_G’$ .E’A%% 作为 256U75 进行抑制差减杂

交实验，基因组 839 经 8/"#酶切后，进行抑制差

减杂交，差减后的 !"# 产物可见清晰、排列紧密的

条带，大小分布在 $(( a $(((PD。差减杂交后的 !"#
产物分别与 86/GF(:B、86/G_’$ .E’A%% 进行 Q+RCT75;
杂交，被检菌差异片段特异性良好（图 ’），差减杂交

后的 !"# 产物经纯化与 DEF.G4 7H@I J7KC+5 载体连

接转化后获得数千个克隆子，从中随机挑取 :(( 个

克隆，小提质粒，以 ;7@C72 引物进行 !"# 扩增，经斑

点杂交分析后，共获得 ’B 个阳性克隆子，这些克隆

子中 839 插入片段的大小为 ’[( a ’%’=PD，差异片

段 E 0 " 含量为 :’1[Y a %[1%Y（表 ’）。

图 ! 抑制差减杂交 #%6 产物分别与 3789$&’( 和 3789
:!5 ;<!=>> 的 *+,-./01 杂交
]6/V’ Q+RCT75; TIP5626WHC6+; H;H,I@7@ R@6;/ F(:B H;2 _’$ .E’A%%
8/"#G26/7@C72 /7;+*6K 839 H@ D5+P7@ C+ @7K+;2H5I !"# +S @RPC5HKC6U7
TIP5626WHC6+; @H*D,7@
Q+RCT75; TIP5626WHC6+; H;H,I@6@ +S !"# D5+2RKC D5+P72 \6CT 26/,HP7,,72：
’1 F(:B 8/"#G26/7@C72 /7;+*6K 839；$1 _’$ .E’A%% 8/"#G26/7@C72
/7;+*6K 839V
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对 !" 个差异片段作同源分析，其中有 " 个差异

片段与肠炎沙门氏菌低分子量质粒 #$% 同源性较

高，有 & 个片段与枸橼酸菌基因组 #$% 片段同源性

较高，另各有 ! 个差异片段与猪霍乱沙门氏菌、宋内

志贺氏菌、福氏志贺氏菌基因有较高同源性。

!"! #$%& %’() 株的抑制差减杂交结果

从 ’()* 株共获得 +& 个特异性阳性克隆子，插

入片段大小为 &!, - !&(!./，差异片段 0 1 2 含量为

+34,5 - ),4!5（表 &）。+& 个差异片段中，!3 个差

异片段与尿道致病性大肠杆菌基因组 #$% 片段同

源性较高，& 个差异片段与福氏志贺氏菌基因同源

性较高，& 个差异片段与新生儿脑膜炎相关大肠杆

菌基因有较高同源性。

表 ! #$%& %’() 株基因组差异片段

67.89 & :;<<7=> ?@ AB%:6 C97=DE ?@ 7FG7H /7IE?J9HGD ! K "#$% CI=7GH ’()*LC/9DG@GD D8?H9C
::M

@=7J<9HI
NHC9=I
:GO9P./ :9Q;9HD9 E?<?8?J> :D?=9 ’ F78;9 0 1 2 5

D?HI9HI
09HA7HR

7DD9CCG?H $?K
79DL! )", =9/%,，=9/%!，! K "#$% !(S, ( 3*4, %T))(,"S
79DL& !!33 C?/%，C?/A，/87C<GU T，! K "#$% &!*S ( 3,4+ %T))(,"S
79DL+ "&! &#’(#" C/K V22"!&( I=7HC/?C7C9，/87C<GU T，! K "#$% "+! ( 3*43 %T))(,"S
79DL3 S++ @GHV，I=7W，I=7X，/87C<GU T，! K "#$% !*!* ( +34, %T))(,"S
79DL) )*, /2?8YLZ+(，! K "#$% !!&3 ( 334" %W&&+,+!
79DL, ,S" /+((，G=? J9H9 D8;CI9=，! K "#$% !+)( ( 3"4, %X&()),)
79DL" 3!& /+(( G=? J9H9 D8;CI9=，! K "#$% *!" ( 3&4) %X&()),)
79DL* ,)& I=76 8G/?/=?I9GH，! K "#$% S"S ( 3S4& [!3),,
79DLS &)+ %9=?.7DIGH =9D9/I?= J9H9，/2?8Y，! K "#$% 3*, 9L!+3 )+4* [()*"3
79DL!( ))( 2?8GDGH，/87C<GU 2?8N7LNM’+!!+ D?8GDGH，! K "#$% !(,! ( 3&4( \!),&)
79DL!! +&! A7DI9=G?/E7J9 Y，\V’2 )*S 9L!,) ),4! %’(!,",)
79DL!& "S& V;I7IGF9 /=?/E7J9 63L9]D8;CG?H /=?I9GH J9H9，! K "#$% !!"& ( 3!4S %T3S+"S"
79DL!+ ,!, ?=@!)，/E7J9 ^; #$% DG=D;87IG?H /=?I9GH $，)*%+,$$- .$,/0,1%， !(3" ( )34! \*&,!S
79DL!3 )S3 #$% U7<7J9 GHU;DG.89 /=?I9GH !，\V’2 +(! *9L"S 3(4! %’(!,",3
79DL!) +(3 2988 UGFGCG?H /=?I9GH @ICR，\V’2 ,(S 9L!"( )!4+ %’(!,")*
79DL!, +," =H.，9]?=G.?H;D897C9 NN，U9J=7U7IG?H ?@ _$%，\V’2 ,S, ( )34* %’(!,",(
79DL!" 3&3 M>/?IE9IGD78 8G/?/=?I9GH >UU‘ /=9D;=C?=，\V’2 *&) ( )+4+ %’(!,",(
79DL!* +S+ $GI=7I9 C9HC?= /=?I9GH H7=[，\V’2 ""S ( ))4( %’(!,",(
79DL!S *S+ VC9;U?J9H9，\V’2 )!! 9L!3& ),4! %’(!,",!
79DL&( &)S VC9;U?J9H9，\V’2 33* 9L!+) ))43 %’(!,",!
79DL&! &+( V;I7IGF9 7UE9CGH，\V’2 3+& 9L!!* )+4) %’(!,",*
79DL&& 3"* <98_，^98G.G?C9 ?/9=?H =9J;87I?=> /=?I9GH，\V’2 S&* ( )(4( %’(!,""!
79DL&+ +&! M>/?IE9IGD78 /=?I9GH >aaX，\V’2 )S" 9L!,* +34S %’(!,""&
79DL&3 &"( C9=A，:9=GH9 .G?C>HIE9CGC，\V’2 )!! 9L!3& ))4, %’(!,""&
79DL&) ,+S 6C/’!)4#!! H9?H7I78 <9HGHJGIGC，! K "#$% 3!* 9L!!3 334+ %T&&&!,(
79DL&, ,(+ ’* H9?H7I78 <9HGHJGIGC CI=7GH C/9DG@GD #$% C9Q;9HD9，! K "#$% 3)& 9L!&3 3,43 %T&&&(**
79DL&" !(&3 DF7A，IE9 C9D=9IG?H ?@ D?8GDGH Y，! K "#$% ,"* ( )+43 [)")&3
79DL&* &!, :;= ’ J9H9，! K "#$% 3(3 ( ))4! B("S3&
79DL&S 3,) B7=J9 I9=<GH7C9 C;.;HGI，)*%+,$$- .$,/0,1% **3 ( )+4! \*&,!S
79DL+( !&(! \HRH?bH，\V’2 &&S* ( 3(4! %’(!,")S
79DL+! !!SS \HRH?bH，\V’2 &+!+ ( 3(43 %’(!,")S
79DL+& +"& \HH7<9U /=?I9GH，! K "#$% ,"3 ( )!4! #S(")(

* 讨论

%V’2 除了引起鸡胚或鸡的死亡外，还未鉴定

出某一单独的毒力因子可区分所有的致病菌株与非

致病菌株［!］。人们在致力弄清 %V’2 已知毒力因子

同时，将注意力转移到新的致病基因的分离与鉴定

方面［*］。我们在大量禽源大肠杆菌的致病性实验

中，发现有相当比例的分离株并不具备已知的毒力

因子，如 N 型菌毛，却具有较强的致病性［S，!(］，说明

这些分离株还存在其他毒力因子。在同一优势血清

型的分离株，其致病性也有高低之分［&，)］。这使得我

们在同一血清型的分离株中，挑选出低或无致病性

分离株的 #$% 作为 U=GF9=，以高致病株 #$% 作为

I9CI9=，应用 ::M 技术，筛选高致病菌株中可能的毒

力相关基因。

本研究通过抑制差减杂交，从 %V’2 ’(+" 株共

&*, 微生物学报 2"(- 3%"1#4%#$#+%"- )%0%"- &(()，Y?8K3) $?K)



获得 !" 个差异片段，经同源序列分析，这些差异片

段分为 # 组，第 ! 组主要为质粒相关序列，如 $%&’(
片段与 )*+,-. 同源性较高。*+,-. 相关质粒较小

（/ 0 !!12），高拷贝（每个细胞 !3 0 .3 拷贝），高拷贝

水平的 *+,-. 相关质粒可导致相应毒力基因的高水

平转录［4］。$%&’!3 片段与宋内志贺氏菌 )*+,-( 有较

高同源性，其功能类似 )*+,-.。有 " 个差异片段与

肠炎沙门氏菌低分子量质粒 5 同源性较高，低分子

量质粒 5 中包含编码 6$78+9 反转录酶的基因，该反

转录酶是原核生物中极少见的酶，可自我复制低分

子量双链 :;<，低分子量质粒 5 可使肠炎沙门氏菌

抵抗噬菌体的感染［!#］；第 . 组主要为已知功能相关

序列，如 $%&’!! 与猪霍乱沙门氏菌的 6;< 5 分子蛋

白同源性较高，$%&’!" 与延长因子 ) 有较高同源性；

第 # 组主要为未知功能序列，如 $%&’!# 和 $%&’!= 等。

以 <>-* -3/4 株作为被检菌的差减杂交试验

中，共获得 #. 个差异片段，经同源序列分析，这些差

异片段可分为 = 组，第 ! 组主要为质粒相关序列，如

?$%’/、?$%’@、?$%’" 和 ?$%’( 片段为 <>-* 毒力因子

)*+,A 的遗传元件，)*+,A 可使细菌显著增加其在宿

主组织中摄取铁的能力，使 <>-* 的致病性增强。

?$%’@、" 片段为铁基因簇相关序列，铁基因簇可能编

码铁结合性复合物的受体，其在持续感染和深部组

织损伤中发挥着非常重要的作用［4］。血清耐受涉及

<>-* 致病机理之一，血清耐受与致病力相关，?!"’4
为 #$%& 的基因片段，#$%& 基因调控 <>-* 的血清抗

性，该基因产物为 B8?B 蛋白，存在于细菌的外膜蛋

白，使血浆中补体和其它杀菌因子不能直接作用于

菌体，使细菌表现出血清抗性；#$% 基因和 C 质粒（与

?$%’.、?$%’#、?$%’= 同源性较高）编码 C 菌毛蛋白，该

菌毛的输出和质粒转移由一个!型分泌系统完成，

!型分泌系统是许多细菌毒力因子的关键成分［!!］；

第 . 组主要为噬菌体相关序列，如 ?$%’!!、?$%’!. 和

?$%’!# 差异片段为噬菌体的基因成分，细菌噬菌体

相关基因可能编码许多毒力因子（比如毒素和黏附

素），但在 -3/4 菌株中，噬菌体是否编码相应的毒力

因子还需进一步鉴定；第 # 组主要为已知功能相关

序列，如 ?$%’./ 和 ?$%’.@ 片段是新生儿脑膜炎相关

大肠杆菌的特异性 :;< 序列，?$%’." 片段与"型大

肠杆菌素的分泌系统相关；第 = 组主要为未知功能

序列，如 ?$%’#3、?$%’#! 和 ?$%’#. 等。

大肠杆菌素基因片段（$%&’! 和 ?$%’!3）在 -3#"
和 -3/4 菌株中都被筛选到，培养液上清中存在的大

肠杆菌素能增加兔和豚鼠的血管通透性，产生炎性

反应，此外 A 型大肠杆菌素是一种分子量小的可透

性蛋白质，能抑制巨噬细胞活性［!.］。

我们以往对大肠杆菌毒力相关基因分布的检测

及本实验结果都表明大肠杆菌高致病株中存在许多

重要的外源基因片段，然而在细菌进化过程中高致

病株与低致病株或非致病株的外源基因片段差异的

内在机制还有待进一步研究。
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欢迎您来到天为时代探索分子世界的奥秘！

分子生物学基础实验技术培训班

（北京天为时代科技有限公司举办）

培训宗旨：适应科学发展需要，培养分子生物学领域初级技

术人员。

培训时间：周六周日全天

培训内容：分子生物学基本实验技术的原理方法及常见问题

分析和解决方案（包括：理论讲解及实际动手操作）

第一部分：分子生物学基础实验技术

NL W!X 技术原理及应用，包括：模板制备、引物设计、体系建

立和 W!X 反应等

7L 琼脂糖凝胶电泳技术

RL A$+ 片段的纯化回收

YL 质粒的提取（菌体的收集、裂解及质粒的纯化、鉴定）

8L A$+ 片段的克隆（A$+ 片段与载体的连接、转化）

PL 重组菌的鉴定

第二部分：X$+ 的相关实验及 A$+ 的提取

NL 总 X$+ 提取（细菌、酵母、组织、血液）

7L X;3 W!X 反应

RL 基因组 A$+ 的提取

第三部分：荧光定量 W!X 技术

NL 荧光定量 W!X 技术：原理，引物设计，体系建立，反应结

果分析

第四部分：蛋白质免疫反应相关实验（\=D>=B( JQ1>>&()）
NL 变性聚丙烯凝胶电泳技术

7L \=D>=B( JQ1>>&() 实验：原理，方法（蛋白样品的分离、转膜、

封闭、抗体反应、显色）

培训地点：北京天为时代科技有限公司分子生物学实验室

公司地址：北京海淀区成府路 R8 号北陆楼 Y 层 邮编：N999TR
报名方式：电话：9N93P787NSPS P787P9S7；传真：9N93P788NSS:；#3C’&Q：I=1IQ=[ >F3J&1>=EGL E1C

招收人数：N8 ] 79 人^期； 收费标准：询价

有关信息会定期在公司网站上发布 FFFL >F3J&1>=EGL E1C，欢迎大家咨询。

完备的实验设备，富于经验的授课！
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