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西藏牦牛源肠出血性大肠杆菌毒力基因检测与进化分析
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摘
!

要
!

为调查西藏地区牦牛源肠出血性大肠杆菌的流行情况!利用
S/V

检测和生物进化分析方法!对西藏林

芝$拉萨不同地$市
#%$

株牦牛源大肠杆菌的肠出血性大肠杆菌相关毒力基因进行了研究%结果表明&牦牛源肠出

血性大肠杆菌
N

对毒力基因中!只检出
MI"-

基因!检出率为
$@%"R

'对检测到的
#%

株牦牛源肠出血性大肠杆菌进

行克隆测序!经系统发育分析发现牦牛源肠出血性大肠杆菌菌株内同源性达到
$$@$R

左右!与
8̀+M,+I

中所录其

他菌株的同源性达到
$$R

%因此!西藏牦牛源肠出血性大肠杆菌基因确实存在!其毒力基因主要为
MI"-

基因'西

藏林芝$阿里$日喀则$昌都均有分布!拉萨$山南和那曲地区未检出!应引起重视%西藏地区要根据各地实际情况

需要加强监测肠出血性大肠杆菌引起的腹泻!建立流行毒株预警机制并合理用药%

关键词
!

牦牛'肠出血性大肠杆菌'毒力基因'进化分析
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肠 出 血 性 大 肠 杆 菌 "

O+58*(08P(**0,

3

14
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!

OTO/

#是重要的食源性致病菌!

人和动物都可成为其传染源)肠出血性大肠杆菌不

仅能引起严重的胃肠道疾病'

#

(

!感染严重时还可致

命)肠出血性大肠杆菌病自
#$E!

年于美国首次发

现以来!先后在英国*加拿大*瑞典等国家暴发和流

行)我国首次于
#$EN

年在江苏省发现该病!随后蔓

延到中部和东部地区'

!

(

)肠出血大肠杆菌菌株的毒
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力特点有以下几点$一方面是可产生毒力较强的志

贺毒素"

c8*(

毒素#&另一方面是产生亲和素从而粘

附到宿主细胞上!此外还可产生溶血素'

G&J

(

)肠出血

大肠杆菌菌株毒力特点是由多因子决定的!如$志贺

毒素由
+9"#

基因和
+9"!

基因编码'

J

(

&

M.M-

基因编

码的外膜蛋白能产生亲和素&

MI"-

基因编码的溶

血素等同样也是重要的毒力因素'

N

(

)因此!通过

S/V

技术对样品进行毒力相关基因的检测不仅能

作为该病特征性鉴定的一种手段!还可以对由这些

基因编码导致的潜在致病性作出预测)

大肠杆菌
C#JFeTF

是目前最常见的肠出血

性大肠杆菌代表菌株'

F

(

)该菌株除引起腹泻*出血

性肠炎外!还可导致严重的溶血性尿毒症'

!

(

)此外!

还有
CJ

*

C!N

*

C$#

*

C###

和
C##G

等血清型!这些

血清型菌株对公众健康造成的危害也不容忽

视'

G

(

)目前我国部分地区已经加强了对
OTO/

C#JFeTF

的监测!但是其他血清型病原菌的分离

鉴定及其流行病学调查方面的研究还没有完整系

统展开'

E

(

)

已有研究表明
OTO/

主要的自然宿主是反刍

动物!因此牛被认为是人感染
OTO/

的主要来

源'

$

(

)尽管很多国家都有关于
OTO/

在牛群中流

行的报道'

#"&##

(

!然而在牦牛上还未见报道!本研究前

期已做了有关西藏地区牦牛大肠杆菌毒力基因的检

测'

#!

(

!本试验拟通过从西藏
F

个不同地区采集的

牦牛腹泻粪便以及肠粘膜中分离肠出血性大肠杆

菌菌株!后对这些分离菌株进行肠出血性大肠杆

菌的相关毒力基因检测*分型和致病性试验等鉴

定!旨在了解在西藏地区牦牛源肠出血性大肠杆

菌的毒力和毒力基因分型情况!以期为研究西藏

牦牛肠出血性大肠杆菌病的致病机理和防控技术

提供依据)

!

!

材料与方法

!"!

!

细菌分布及分离培养

本试验牦牛源大肠杆菌菌株分别分离自西藏拉

萨*林芝*阿里*那曲*日喀则*山南*昌都等
F

市地区

散养牦牛的腹泻粪便和病死牦牛的肠粘膜)细菌的

分离培养方法见参考文献'

#G&#%

(

)

!"#

!

生化试验

取本试验分离鉴定后的纯培养物分别进行糖发

酵试验*

H&V

*

c&S

*柠檬酸盐利用试验*硝酸盐还原

试验等常规生化试验!并观察反应结果)

!"'

!

血清型试验

将本试验纯培养物分别接种于普通琼脂斜面培

养基中!

!%0

后用
"@JR

石碳酸生理盐水清洗!随后

于高压灭菌锅中高压
!0

制成抗原)按中国兽医药

品监察所提供的血清型鉴定说明书!先后进行平板

凝集反应*试管凝集反应!最后鉴定出血清型)

!"(

!

试剂

_,

Q

BW2

聚合酶*

S/V

试剂*核酸染料
8̀-

c18a

*克隆载体
SHB#E&_

购自
_,h,V,

公司&感

受态细胞
_*,+9J

8

由
_,h,V,

公司制作并保存&胶

回收试剂盒*质粒提取试剂盒由美国
CHÒ 2M1(&

58I

公司生产&麦康凯培养基*琼脂糖*

UM

培养基均

由北京陆桥公司生产)

!"/

!

仪器

高速离心机
48+5*1.)

3

8JE"%

由德国
O

;;

8+=(*.

生产&

S/V

仪
P

:

4

:

4-8

_H

*电泳仪*凝胶成像系统均

由美国
M1(&V,=

生产&移液器由德国
O

;;

8+=(*.

生

产&核酸蛋白测定仪由美国赛默飞世尔
_08*P(

公

司生产)

!"0

!

引物设计

从
8̀+M,+I

中检索已登录的肠出血性大肠杆

菌毒力基因序列"

+9"#

*

+9"!

*

M.M

*

MI"-

*

N..

*

O#JF

#

及
#N+PF8-

基因序列"

:

#信息!用
BW2K5,*

软

件找出保守序列!然后采用
S*1P8*J

设计引物'

#J&#N

(

"表
#

#!由上海生物工程有限公司合成)

!"1

!

<=3

检测

反应体系及反应条件参照参考文献'

#F

(

!反应结

束后!取
N

9

US/V

产物进行
#@JR

琼脂糖凝胶电泳

检测)

!"2

!

扩增产物的克隆测序

将扩增的目的片段进行纯化!纯化后在核酸蛋白

测定仪上测定浓度!取胶回收纯化的
BW2%@J

9

U

!

SHB#E&_

载体
"@J

9

U

!

K(-)51(+J@"

9

U

!加水到

#"@"

9

U

的体系进行!按照试剂盒说明将连接片段

转化到感受态细胞中!转化后挑取单个菌落接种在

保存用平板上!并对单菌落做
S/V

检测)验证正确

的即为阳性克隆!挑取验证正确的单菌落接种于
UM

细菌瓶中过夜培养!吸取足量阳性的克隆菌液送金

斯瑞生物公司进行测序'

#!

(

)

E"#
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期 赵燕娟等$西藏牦牛源肠出血性大肠杆菌毒力基因检测与进化分析

表
!

!

肠出血性大肠杆菌毒力基因及
!0#&:?/

基因序列
<=3

扩增及测序所用引物

_,?-8#

!

S*1P8*9)98=.(*508OTO/

3

8+8,+=#N+PF8-

3

8+8S/V,P

;

-1.14,51(+,+=98

Q

)8+41+

3

基因

8̀+8

引物名称

S*1P8*+,P8

序列"

JZ&GZ

#

K8

Q

)8+48

"

JZ&GZ

#

退火温度%
m

2++8,-1+

3

58P

;

8*,5)*8

产物大小%
?

;

S*(=)45-8+

3

50

+9"# 95>#&[ 2_̀ /̀_/2̀ 2__̀ 22/̀ / N" N#%

95>#&V /2̀ _̀_////_2/̀ _̀_2

+9"! 95>!&[ 2/2/_̀ 2̀_̀ 2_/_/2̀ _̀ ` N! !JJ

95>!&V /_̀ 22_/////_//2__2_̀

M.M 8,8&[ `̀ /2/_̀ _/̀ 222/_̀ /_// NN E$"

8,8&V _/̀ //2̀ __2_/_̀ 2/2__/_̀

MI"- 80>2&[ _̀̀ /̀̀ 22_2/_̀ /̀̀ 2̀ 2/_ N" JG%

80>2&V ////2__/_____/2//̀ _/̀

N.. 9,,&[ /̀2_/2_/22̀ /̀ _2/̀ _// N" #NEE

9,,&V 2__̀ 2̀ //22̀ /_̀ _̀_22̀ /_

O#JF (#JF&[ //_/2/2_/__/_̀ /222_2// N" !J$

(#JF&V _̀_̀ _/̀ __/2_2____2//2_//22_̀ 2̀/2_̀

: S# 2_̀ /̀_/2̀ 2__̀ 22/̀ / J! #J""

S! /2̀ _̀_////_2/̀ _̀_2

#

!

结果与分析

#"!

!

细菌的地理位置分布与培养结果

本试验分离菌株在麦康凯培养基上生长形态为

中等大小*表面光滑*边缘整齐的红色菌落!在伊红

美蓝培养基上生长为深紫黑色*光滑*湿润*带有金

属光泽的圆形菌落!染色镜检结果为革兰氏阴性*短

杆状*两端略圆'

#!

(

)经细菌分离培养*生化鉴定获

得西藏牦牛源大肠杆菌
#%$

株!其中!西藏阿里地区

#G

株*西藏那曲地区
#!

株*西藏日喀则地区
#G

株*

西藏山南地区
!"

株*西藏拉萨地区
#E

株*西藏林芝

地区
FF

株*西藏昌都地区
#

株"图
#

#)

图
!

!

!(B

株大肠杆菌的地理位置分布及菌株数

[1

3

@#

!

8̀(

3

*,

;

014,--(4,51(+=195*1?)51(+(.508#%$95*,1+9(.@NLIMP'LI'.LOC'

#"#

!

生化鉴定结果

#%$

株分离菌经
#J

项生化试验!结果见表
!

!

由表可知本试验分离菌株的生化特性基本保持

一致)

$"#
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表
#

!

生化试验结果

_,?-8!

!

V89)-59(.?1(408P14,-5895

生化特性

M1(408P195*

:;

*(

;

8*5

:

结果

V89)-5

葡萄糖
-̀)4(98

"

乳糖
U,45(98 L

麦芽糖
H,-5(98

"

甘露醇
H,++,

"

蔗糖
K)4*(98 L

甲基红试验
H&V L

二乙酰试验
c&S d

吲哚
D+=(-8 L

硫化氢
T

!

K d

肌醇
D+(915(- d

山梨醇
K(*?1(98

"

柠檬酸盐
/15*,58 d

硝酸盐
W15*,58 L

尿素酶
6*8,98 d

明胶
8̀-,51+ d

!!

注$

"

表示发酵糖既产酸又产气&

L

表示发酵糖产

酸但不产气或阳性反应&

d

表示阴性反应)

W(589

$

"

!

.8*PP8+58=4,*?(0

:

=*,58

;

*(=)48?(50

3

,9,+=,41=

&

L

!

;

*(=)41+

3

,41=+(5

3

,9(*

;

(915178*8,451(+

&

d

!

+8

3

,5178*8,451(+@

#"'

!

血清学试验结果

被检测的
#%$

株大肠杆菌中
C$E

*

CE

*

C#FE

*

C#"%

*

C!N

等
#G

种血清型均有检出!其中
CFE

*

C#%E

*

C$E

*

CE

*

C##J

和
C#FE

检出率最高!分别占

定型菌株的
G#@J%R

*

F@GER

*

!@NER

*

!@"#R

*

E@"JR

*

!@NER

!共占定型菌株的
J%@G%R

!可见优

势血清型为
CFE

*

C#%E

*

C$E

*

CE

*

C##J

和
C#FE

"表
G

#)

#"(

!

肠出血性大肠杆菌的毒力分型鉴定

对
#%$

株牦牛源大肠杆菌进行
N

对毒力基因

检测!只有
#%

株检出
MI"-

基因!检出的毒力基因

菌株的分布情况为林芝市
!

株*日喀则市
G

株*昌

都市
#

株*阿里地区
E

株&拉萨市*山南市和那曲

地区未检出!检出率为
$@%"R

!部分基因检测结果

见图
!

)

#"/

!

!0#&:?/

基因克隆的鉴定

S/V

产物连接*转化后获得阳性重组质粒!经

相应的酶切!切出的各基因片段大小与目的基因片

段和线性
;

HB#E&_

载体大小相符!部分菌株的
#N+

PF8-

基因序列阳性结果见图
G

)

表
'

!

血清型鉴定结果

_,?-8G

!

V89)-59(.98*(5

:;

81=8+51.14,51(+

菌株来源

C*1

3

1+

菌株数

W(@(.

K5*,1+9

C$E CE

C

#FE

C

#"%

C!N

C

#GF

C

#%!

C

##J

C

##F

C

#JE

C

#%E

CEN CFE

阿里
2-1 #G ! ! # # # # # " # # # " #

那曲
W,

3Q

) #! " " " " # " # " # " % # %

日喀则
K01

3

,598 E # # ! " " " " " # # # " #

山南
K,++,+ !" " " " " G ! ! " G ! % " !

拉萨
U0,9, #E " " " " ! ! ! % # ! # " %

林芝
U1+<01 FF # " " " #" F " E N #" " " GJ

昌都
/0,+

3

=) # " " # " " " " " " " " " "

#"0

!

肠出血性大肠杆菌
!0#&:?/

基因序列的同

源性分析

对
#%

株牦牛源大肠杆菌分离株的
#N+PF8-

基因片段进行克隆测序分析!发现
S/V

扩增片段长

度约为
#J""?

;

!与
8̀+M,+I

中登录的
#N+PF8-

基因序列大小一致)本次分离的牦牛源大肠杆菌

#NK*VW2

核苷酸组内同源性为
$$R

"

#""R

!与

8̀+M,+I

中人源*牛源*禽源*猪源*羊源的部分菌

株序列的同源性为
$$R

"

#""R

)采用邻接法设置

?((595*,

;

值
#"""

进行构建进化树'

#!

(

!所有菌株形

成
!

个主要分支!本次分离的其中
#G

株西藏牦牛源

大肠杆菌与人源*牛源*猪源*禽源大肠杆菌形成一

"##
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!!

H

!

BW2

标记
BU!"""

&

#

"

#%MI"-

基因&

W

!阴性对照

H

!

BW2 H,*I8*BU!"""

&

#

"

#%MI"-

3

8+8

&

W

!

+8

3

,51784(+5*(-

图
#

!

*@'/

基因电泳图

[1

3

@!

!

O-845*(

;

0(*8919P,

;

.(*S/V

;

*(=)459(.MI"-

3

8+8

!!

H

!

BW2

标记
BU!"""

&

#

"

N#N+PF8-

重组质粒基因

H

!

BW2 H,*I8*BU!"""

&

#

"

N#N+PF8-*84(P?1+,+5

;

-,9P1=

3

8+8

图
'

!

!0#&:?/

基因重组质粒鉴定的电泳图

[1

3

@G

!

O-845*(

;

0(*8919P,

;

.(*S/V

;

*(=)459(.#N+PF8-

3

8+8

个大的分支&

S40#

单独聚为
#

个分支而且可以看出

其与
8̀+M,+I

登录的
'"#EJ$@#

和
H!%$$@N

同源

性最近)系统发育树图片见图
%

)

#"1

!

肠出血性大肠杆菌毒力基因的同源性分析

通过系统发育分析发现牦牛源肠出血性大肠杆

菌菌株内同源性达到
$$@$R

左右!与
8̀+M,+I

中

所录其他菌株的同源性达到
$$R

)采用邻接法设

置
?((595*,

;

值
#"""

进行构建进化树'

#!

!

#E&#$

(

!并与

8̀+M,+I

已登录的
OTO/

基因序列做了同源性比对

并进行了系统发育分 析!所有菌株形成
!

个主要分

支!本次分离的
#%$

株西藏牦牛源大肠杆菌属于
MI"-

类型的达到
#%

株!与现有的
!E$G

个
K_

序列相比!其

中
B#

*

B!

*

B%

*

BJ

*

B?(

*

B40#

*

BVN

与
8̀+M,+I

登录的

O[!"%$!!

和
2["%G%F#

同源性最近!

B

3

)(

*

BG

*

BN

*

BV#

*

BV!

与
8̀+M,+I

登录的
/S"!%!$#

和
IPEE"#G"@#

同源性最近)系统发育树见图
J

)

###
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'

!

讨论与结论

从西藏
F

个不同地市分离到的
#%$

株菌株!根

据它们的分离培养特性*染色镜检特征及生化反应

特点显示都符合大肠埃希氏菌的基本特征!再结合

#N+PF8-

基因序列鉴定及系统发育分析结果!也

能说明
#%$

株菌株符合大肠埃希氏菌的特征!故可

判断其为大肠杆菌)

大肠杆菌有很多种血清型!目前国内外已发现的

血清型主要是
C#

*

C!

*

CE

*

CGJ

*

CFE

*

CEN

等'

!"&!G

(

)本

试验所分离菌株中
C$E

*

CE

*

C#FE

*

C#"%

等
#G

种血

清型均被检出!其中
CFE

*

C#%E

*

C$E

*

CE

*

C##J

和

C#FE

检出率最高!分别占定型菌株的
G#@J%R

*

F@GER

*

!@NER

*

!@"#R

*

E@"JR

*

!@NER

!共占定型菌

株的
J%@G%R

!可见优势血清型为
CFE

*

C#%E

*

C$E

*

CE

*

C##J

和
C#FE

&

C#"%

*

C#%!

*

C##F

*

CEN

和
C#GF

*

C#JE

*

C!N

均有检出)从中不难看出西藏不同地区

其优势血清型存在差异!这与其他报道一致'

!!

(

)

利用
N

对肠出血性大肠杆菌毒力基因引物进行

S/V

检测!检出
MI"-

基因!共检出
#

株含有
MI"-

基因的大肠杆菌!其在西藏的分布情况为$

MI"-

基

因林芝市
!

株*阿里
E

株*日喀则
G

株*昌都
#

株&拉

萨*那曲*山南未检出)因本次试验设计的引物是肠

出血性大肠杆菌特异性引物!说明西藏林芝市*阿里

地区*日喀则市*昌都市这
%

个地市的牦牛源大肠杆

菌中存在
OTO/

!由于该病危害性较大!有感染养

殖人员的可能性'

!%

(

!应引起当地的关注和重视!需

制定合理的防控措施进行预防本病的发生!特别是

阿里地区养殖户要对本病做好防范)本团队也会密

切关注该病在当地的流行情况!给予长时间的监测!

以掌握其流行规律!为当地养殖业的发展提供科学

依据)

利用
HÒ 2%@"

软件对
#%

株
OTO/

进行遗传

进化分析!本次分离的
#%

株
OT@O/

中
B#

*

B!

*

B%

*

BJ

*

B?(

*

B40#

*

BVN

与
8̀+M,+I

已登录的肠出血

性大肠杆菌菌株
O[!"%$!!

"

C$EeT&

#和
2["%G%F#

"

CEeT#$

#同源性最近!

B

3

)(

*

BG

*

BN

*

BV#

*

BV!

与
8̀+8M,+I

登录的
/S"!%!$#

"

C#FEeT#$

#和

IPEE"#G"@#

"

C#"%eT!#

#同源性最近)这说明此

次分离的菌株大多数与国际流行的
OTO/

血清型

C$EeT&

*

CEeT#$

亲缘关系较近)其次是以

C#FEeT#$

*

C#"%eT!#!

种血清型处在另一个分

支上)

大肠杆菌
C#JFeTF

是重要的肠出血性大肠

杆菌代表菌株!通过本次血清型结果可以看出此经

典血清型菌株在本试验中未曾检出!说明所分菌株

均不是
C#JFeTF

血清型菌株!本次试验中检出的

C$E

*

CE

*

C#FE

*

C#"%

*

C!N

*

C#GF

*

C#%!

*

C##J

*

C##F

*

C#JE

*

C#%E

*

CEN

*

CFE

血清型菌株对西藏地

区牦牛有一定的致病性!与报道对人致病的主要血

清型中只有
C#"%

存在交叉!说明这种血清型的菌

株对人及牦牛都有致病性!应引起重视)目前对该

病的治疗尚无有效办法!最好的防控措施就是加强

对该病的监测!防止宿主的感染'

#N

(
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