
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０２２ꎬ３８(６):１５９４￣１６０２
ｈ ｔｔｐ: / / ｊ ｓ ｎ ｙ ｘ ｂ. ｊａ ａ ｓ.ａ ｃ.ｃ ｎ

陈俊红ꎬ蔡　 煜ꎬ戴　 薇ꎬ等. 禽致病性大肠杆菌 Ｐ 型菌毛 ｐａｐＡ 基因克隆与基因分型分析[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０２２ꎬ３８(６):１５９４￣１６０２.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０２２.０６.０１８

禽致病性大肠杆菌 Ｐ 型菌毛 ｐａｐＡ 基因克隆与基因
分型分析

陈俊红ꎬ　 蔡　 煜ꎬ　 戴　 薇ꎬ　 雷卫强ꎬ　 戴鼎震
(金陵科技学院动物科学与食品工程学院ꎬ江苏 南京 ２１００４６)

收稿日期:２０２２￣０９￣２７
基金项目:江苏省高校自然科学研究面上项目(１９ＫＪＢ２３０００６)ꎻ江苏

省自然科学基金青年基金项目(ＢＫ２０２１０００５)ꎻ金陵科技

学院高层次人才科研启动项目( ｊｉｔ￣ｂ￣２０１９０９)ꎻ金陵科技

学院“创客”虚拟班项目(２０１７００８、２０２１００１)ꎻ大学生创新

训练计划项目(２０２１１３５７３０９０Ｍ)
作者简介:陈俊红(１９９０－)ꎬ女ꎬ安徽宿州人ꎬ博士研究生ꎬ主要从事

预防兽医、中兽医学和比较医学研究ꎮ (Ｅ￣ｍａｉｌ) ｃｈｅｎｊｕｎ￣
ｈｏｎｇ＠ ｊｉｔ.ｅｄｕ.ｃｎ

通讯作者:戴鼎震ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)ｄｚｄａｉ＠ １６３.ｃｏｍ

　 　 摘要:　 为克隆禽致病性大肠杆菌 Ｐ 型菌毛 ｐａｐＡ 基因ꎬ确定其基因分型并分析其变异性ꎬ从 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库

中查找大肠杆菌 Ｐ 型菌毛 ｐａｐＡ 基因ꎬ并运用 Ｓｎａｐ Ｇｅｎｅ ３.２.１ 软件设计合成 ３ 对引物ꎮ 其中ꎬ第 １ 对引物为扩增不

同基因分型通用引物ꎬ预计扩增片段大小为 ２８１ ｂｐꎻ第 ２ 对和第 ３ 对引物是为了扩增完整 ｐａｐＡ 基因并分析有无变

异而设计的ꎬ预计扩增片段大小分别为 ５２２ ｂｐ 和 ９４３ ｂｐꎮ 以禽大肠杆菌 ＨＪ２、ＴＫ３ 菌株的基因组为模板进行 ＰＣＲ
扩增ꎻ将所有扩增片段回收、酶切ꎬ并分别与 ｐＴＧ１９￣Ｔ 载体进行连接ꎬ转化进入 ＤＨ５α 受体菌ꎬ提取获得含扩增片段

的重组质粒ꎬ测序并进行序列分析ꎮ 结果表明ꎬ用引物 １ 从 ＨＪ２、ＴＫ３ 菌株的基因组中均扩增获得接近 ２８１ ｂｐ 大小

的片段ꎬ用引物 ２ 则只从 ＨＪ２ 菌株基因组中扩增获得接近 ５２２ ｂｐ 大小的片段ꎬ而未能从 ＴＫ３ 菌株基因组中扩增出

片段ꎻ用引物 ３ 从 ＴＫ３ 菌株基因组中扩增出接近 ９４３ ｂｐ 大小的片段ꎬ而未能从 ＨＪ２ 菌株基因组中扩增出产物ꎮ 经

过基因碱基序列分析比对ꎬ完整的 ｐａｐＡ 基因则位于 ９４３ ｂｐ 的片段之中ꎬ确定 ＨＪ２ 和 ＴＫ３ 两个菌株 Ｐ 型菌毛 ｐａｐＡ
基因均属基因 １１ 型ꎬ但发现二者 ｐａｐＡ 基因存在一定的碱基差异ꎮ ＰａｐＡ 蛋白氨基酸序列比对发现ꎬ同属于基因 １１
型的 ｐａｐＡ 基因编码的 ＰａｐＡ 蛋白氨基酸序列也存在位点差异ꎮ

关键词:　 禽大肠杆菌ꎻ Ｐ 型菌毛ꎻ ｐａｐＡ 基因

中图分类号:　 Ｑ７８５　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０２２)０６￣１５９４￣０９

Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｏｆ ｐａｐＡ ｇｅｎｅ ｏｆ ｔｙｐｅ Ｐ ｐｉｌｉ ｏｆ ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

ＣＨＥＮ Ｊｕｎ￣ｈｏｎｇꎬ　 ＣＡＩ Ｙｕꎬ　 ＤＡＩ Ｗｅｉꎬ　 ＬＥＩ Ｗｅｉ￣ｑｉａｎｇꎬ　 ＤＡＩ Ｄｉｎｇ￣ｚｈｅｎ
(Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｊｉｎｌｉｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００４６ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｃｌｏｎｅ ｔｈｅ ｐａｐＡ ｇｅｎｅ ｏｆ ｔｙｐｅ Ｐ ｐｉｌｉ ｏｆ ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｉｔｓ ｇｅｎｏｔｙ￣
ｐｉｎｇ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｉｔｓ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙꎬ ｔｈｅ ｐａｐＡ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｐ￣ｔｙｐｅ ｐｉｌｉ ｗａｓ ｓｅａｒｃｈｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＧｅｎＢａｎｋ ｄａｔａｂａｓｅꎬ ａｎｄ
ｔｈｒｅｅ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｎｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｓｎａｐ Ｇｅｎｅ ３.２.１ ｓｏｆｔｗａｒｅ. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍꎬ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｐａｉｒ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ
ｗａｓ ａ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｓｉｚｅ ｗａｓ ２８１ ｂｐ. Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ

ａｎｄ ｔｈｉｒｄ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ
ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｐａｐＡ ｇｅｎｅ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｅｃｔｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ５２２ ｂｐ ａｎｄ ９４３ ｂｐꎬ ｒｅ￣
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ａｖｉａｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＨＪ２ ａｎｄ
ＴＫ３ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ ｆｏｒ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ.
Ａｌｌ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄꎬ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ａｎｄ ｃｏｎ￣
ｎｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐＴＧ１９￣Ｔ ｖｅｃｔｏｒꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｔｒａｎｓ￣
ｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ ＤＨ５α ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂａｃｔｅｒｉａ. Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓ￣
ｍｉｄｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄꎬ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａ ｆｒａｇｍｅｎｔ

４９５１



ｏｆ ２８１ ｂｐ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ＨＪ２ ａｎｄ ＴＫ３ ｓｔｒａｉｎｓ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ １ꎬ ａｎｄ ａ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ５２２ ｂｐ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ
ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ＨＪ２ ｓｔｒａｉｎ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ２ ｂｕｔ ｎｏｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ＴＫ３ ｓｔｒａｉｎ. Ａ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ９４３ ｂｐ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ
ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ＴＫ３ ｓｔｒａｉｎ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ３ ｂｕｔ ｎｏｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ＨＪ２ ｓｔｒａｉｎ. Ａｆｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｐａｐＡ
ｇｅｎｅ ｗａｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ９４３ ｂｐ. Ｉｔ ｗａｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐａｐＡ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｐ￣ｔｙｐｅ ｐｉｌｉ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｓｔｒａｉｎｓ ｂｅｌｏｎｇｅｄ
ｔｏ ｇｅｎｏｔｙｐｅ １１ꎬ ｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｏｍｅ ｂａｓｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅｉｒ ｐａｐＡ ｇｅｎｅｓ. Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＰａｐＡ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｔｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰａｐＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｐａｐＡ ｇｅｎｅꎬ ｗｈｉｃｈ ｂｅｌｏｎｇｅｄ
ｔｏ ｇｅｎｏｔｙｐｅ １１.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎻ ｔｙｐｅ Ｐ ｐｉｌｉꎻ ｐａｐＡ ｇｅｎｅꎻ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

　 　 禽大肠杆菌病是由禽致病性大肠杆菌(ＡＰＥＣ)
引起的细菌性传染病ꎬ对养禽业危害很大ꎬ常可引起

气囊炎、肝周炎、心包炎ꎬ甚至败血症[１￣２]ꎮ 由于大肠

杆菌具有菌毛和毒素等多种致病因子ꎬ尤其是菌毛

可对宿主上皮细胞进行黏附ꎬ有助于大肠杆菌在宿

主组织器官的定居和繁殖ꎬ从而引发上述病理变

化[３￣４]ꎮ 禽大肠杆菌具有 １ 型和 Ｐ 型两类菌毛ꎬ二
者均由染色体基因编码ꎬ绝大多数禽致病性大肠杆

菌表达 １ 型菌毛[５]ꎮ １ 型菌毛能凝集多种动物的红

细胞ꎬ且可被 Ｄ￣甘露糖所抑制ꎬ因此ꎬ１ 型菌毛又称

甘露糖敏感血凝特性菌毛(ＭＳＨＡ)ꎮ Ｐ 型菌毛也能

凝集红细胞ꎬ但不能被 Ｄ￣甘露糖所抑制ꎬ因此又称

之为甘露糖抵抗血凝特性菌毛(ＭＲＨＡ)ꎮ １ 型菌毛

主要黏附禽上呼吸道ꎬ有助于细菌对宿主呼吸道的

初步感染ꎬ而 Ｐ 型菌毛主要黏附禽下呼吸道ꎬ有助

于细菌对宿主呼吸道的深部感染[６￣７]ꎮ Ｐ 型菌毛是

由 ｐａｐＩ、 ｐａｐＢ、 ｐａｐＡ、 ｐａｐＨ、 ｐａｐＣ、 ｐａｐＤ、 ｐａｐＪ、 ｐａｐＫ、
ｐａｐＥ、ｐａｐＦ 及 ｐａｐＧ 等基因构成的基因簇编码的ꎬ
ＰａｐＡ 和 ＰａｐＧ 是大肠杆菌 Ｐ 型菌毛的结构蛋白ꎬ其
中 ＰａｐＡ 是组成 Ｐ 型菌毛的主要结构蛋白ꎬ由１ ０００
多个亚单位通过组合形成螺旋杆状的菌毛杆ꎻＰａｐＧ
是 Ｐ 型菌毛顶端的黏附蛋白[８￣９]ꎮ 研究结果表明ꎬＰ
型菌毛也存在于感染人尿道上皮的大肠杆菌上ꎬ且
其 ｐａｐＡ 基因与禽大肠杆菌 Ｐ 型菌毛 ｐａｐＡ 基因存在

明显的同源性ꎬ反映了它们起源于同一祖先[１０]ꎮ 但

同时ꎬＰ 型菌毛 ｐａｐＡ 基因也处于持续的变异之中ꎬ
先后出现了 １４ 个不同的基因分型ꎬ这些基因分型可

分别用分型 ＰＣＲ 引物进行扩增鉴别ꎬ而所有位于 ５′
端的引物是共同的ꎬ只是 ３′端的引物不同[１１￣１３]ꎮ 然

而ꎬ即使是同样的基因分型ꎬ其相互之间仍然存在微

小的变异[９]ꎮ 禽大肠杆菌 Ｐ 型菌毛 ｐａｐＡ 基因分型

报道较少ꎬ目前报道的 ｐａｐＡ 基因多属于基因 １１ 型ꎮ
但不同分离菌株之间是否存在变异仍有待于通过

ＰＣＲ 扩增和测序予以分析ꎬ这对分析 Ｐ 菌毛抗原并

研制 Ｐ 型菌毛亚单位疫苗非常重要ꎮ 本研究拟以 ２
株禽致病性大肠杆菌为研究对象ꎬ针对其 Ｐ 型菌毛

上的 ｐａｐＡ 基因设计、合成相关引物ꎬ进行 ＰＣＲ 扩

增ꎬ对扩增产物片段进行酶切、连接、转化ꎬ构建 ｐａ￣
ｐＡ 基因重组克隆载体ꎮ 然后对 ｐａｐＡ 基因碱基序列

进行测定ꎬ并与相关序列进行比较分析ꎬ从而推断 Ｐ
型菌毛 ｐａｐＡ 基因是否存在变异以及变异规律ꎬ为 Ｐ
型菌毛的检测ꎬ相关疫苗的制备提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试菌株及主要试剂

禽致病性大肠杆菌 ＴＫ３ 菌株(血清型 Ｏ１)及

ＨＪ２ 菌株(血清型 Ｏ１１４)ꎬ含有 Ｐ 型菌毛ꎬ由金陵科

技学院兽医微生物学实验室提供ꎮ ｐＴＧ１９￣Ｔ ＰＣＲ
产物克隆载体来自上海捷瑞生物工程有限公司ꎬ胶
回收试剂盒购自 ＯＭＥＧＡ 公司ꎬ质粒抽提试剂盒由

深圳逗点生物技术有限公司提供ꎬ琼脂糖购自兰杰

科技有限公司ꎮ
１.２　 引物的设计与合成

鉴于禽大肠杆菌 Ｐ 型菌毛 ｐａｐＡ 基因多为 １１
型ꎬ因此以 ｐａｐＡ 基因 １１ 型 ＰＣＲ 分型通用引物为第

１ 对引物(Ｐ１、Ｐ２)ꎬ预计扩增片段大小为 ２８１ ｂｐꎮ
Ｐ１:５′￣ＧＧＣＡＧＴＧＧＴＧＴＣＴＴＴＴＧＧＴＧ￣３′
Ｐ２:５′￣ＧＧＣＣＣＡＧＴＡＡＡＡＧＡＴＡＡＴＴＧＡＡＣＣ￣３′
第 ２ 对引物(Ｐ３、Ｐ４)为 ｐａｐＡ 基因两端相对保

守区选择的引物ꎬ预计扩增片段大小为 ５２２ ｂｐꎬ位于

ｐａｐＡ 基因碱基序列的第 ４ 至第 ５２５ 位碱基之间ꎬ不
完全包含 ｐａｐＡ 基因全碱基序列ꎮ

Ｐ３:５′￣ＡＴＴＡＡＧＴＣＧＧＴＴＡＴＴＧＣＣＧＧ￣３′
Ｐ４:５′￣ＴＧＣＡＡＣＴＧＣＴＧＡＧＡＡＧＧＣ￣３′
第 ３ 对引物(Ｐ５、Ｐ６)拟用来扩增完整 ｐａｐＡ 基

因 １１ 型基因ꎬ但由于缺少基因 １１ 型可参考的模板ꎬ
需要扩大引物设计的区域ꎮ 拟以亲缘关系相近的其

他 ｐａｐＡ 基因碱基序列作为模板ꎮ 查找文献发现基

５９５１陈俊红等:禽致病性大肠杆菌 Ｐ 型菌毛 ｐａｐＡ 基因克隆与基因分型分析



因 １１ 型(Ｆ１１)与基因 １４ 型(Ｆ１４)、基因 １３ 型(Ｆ１３)
及基因 １６５ 型(Ｆ１６５)亲缘关系相近ꎬ同属于一个进

化分支[５]ꎬ其中ꎬ基因 １４ 型具有完整的 ｐａｐ 基因碱

基序列可供参考ꎮ 遂以基因 １４ 型大肠杆菌８３ ９７２
株中包含 ｐａｐＡ 基因 １４ 型(ＧｅｎＢａｎｋ:ＤＱ１０３１２.１)的
ｐａｐＢ 至 ｐａｐＨ 之间的碱基序列为模板ꎬ分别从 ｐａｐＡ
基因上游的 ｐａｐＢ 基因 ３′末端及 ｐａｐＡ 基因下游的

ｐａｐＨ 基因 ５′末端筛选引物ꎬ预计扩增片段大小为

９４３ ｂｐꎬ中间片段包含了 ｐａｐＡ 基因的全碱基序列ꎮ
Ｐ５:５′￣ＡＣＡＧＡＴＧＡＧＴＣＧＴＣＧＧＣＡＴＴＴＧ￣３′
Ｐ６:５′￣ＧＡＣＣＧＧＣＡＡＡＡＡＣＡＣＣＡＴＧＡＡＣ￣３′

１.３　 ｐａｐＡ 基因 ＤＮＡ 模板提取

提取大肠杆菌 ＴＫ３ 及 ＨＪ２ 菌株染色体 ＤＮＡ 作

为模板ꎮ 取 １􀆰 ５ ｍｌ 过夜培养菌液ꎬ离心后悬于 ０􀆰 ５
ｍｌ 裂解液( ＴＥ ｐＨ ８􀆰 ０ꎬ０􀆰 ５％ ＳＤＳ 和蛋白酶 Ｋ ５０
μｇ / ｍｌ)中ꎬ５５ ℃水浴 １ ｈ 后用等体积饱和酚、氯仿

及１ ∶ １ 苯酚和氯仿混合液抽提ꎬ乙醇沉淀后溶于蒸

馏水中ꎮ
１.４　 反应体系与反应条件

反应体系均为 ３０ μｌ:待检测 ｐａｐＡ 模板 ３ μｌꎬ上
游引物 １ μｌꎬ 下游引物 １ μｌ (终浓度均为 ０. ４
μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ２×ＰＣＲ Ｍｉｘ １５ μｌꎬ灭菌三蒸水 １０ μｌꎮ

反应条件:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ
５６ ℃复性 １０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ共 ３５ 个循环ꎻ最后

７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎬ１６ ℃维持 ５ ｍｉｎꎮ 扩增产物均用

１％琼脂糖凝胶电泳ꎮ
１.５　 目的基因和 Ｔ 载体连接、转化与筛选鉴定

凝胶电泳后切胶:加 ４５０ μｌ 溶胶液ꎬ６５ ℃水浴

至完全融解ꎮ 将溶液转移到 ＤＮＡ 纯化柱上ꎬ１２ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 １ ｍｉｎꎬ加 ６００ μｌ 洗液至 ＤＮＡ 纯化柱中ꎬ
１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １ ｍｉｎꎬ重复洗 １ 次ꎮ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎꎬ室温挥发 ５ ｍｉｎꎬ除去残留的乙醇ꎮ 加

２０ μｌ 预热的洗脱液ꎬ室温静置 ２ ｍｉｎꎬ最大转速离心

收集ꎮ 取 ２００ μｌ ＰＣＲ 管ꎬ加 １ μｌ ｐＴＧ１９￣Ｔ 载体ꎬ再
加 ３ μｌ ＰＣＲ 胶回收产物ꎬ混匀ꎮ 加 ４ μｌ 酶和 Ｂｕｆｆｅｒ
混合的即用型 ２×预混液ꎬ立即混匀ꎮ 在 ＰＣＲ 仪上ꎬ
２５ ℃连接 ３０ ｍｉｎꎮ 冰上融化 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ加
入连接产物ꎬ轻弹管壁混匀ꎬ冰上静置 ３０ ｍｉｎꎬ４２ ℃
热激 ４５ ｓ 后ꎬ立即冰上放置 ３ ｍｉｎꎬ加 ９００ μｌ ＬＢ 培

养基(不含 Ａｍｐ)ꎬ３７ ℃ 摇菌培养 １ ｈ (转速 ２５０
ｒｐｍ)ꎮ Ａｍｐ 抗性的 ＬＢ 固体培养基在 ３７ ℃ 预热ꎮ
５ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ弃 ９００ μｌ ＬＢ 培养基ꎬ用剩余

的培养基重悬细菌ꎬ用无菌的涂布棒涂菌ꎬ３７ ℃培

养箱中倒置培养过夜ꎮ
１.６　 ＰＣＲ 鉴定克隆

用 Ｔ 载体上 Ｍ１３ 上下游引物进行 ＰＣＲ 克隆与

鉴定ꎮ 取无菌的 ２􀆰 ０ ｍｌ 离心管ꎬ加 ２００ μｌ ＬＢ 培养

基(含 Ａｍｐ)ꎬ用无菌的 ２０ μｌ 枪头挑取菌落ꎬ并在培

养基中反复吹打ꎬ ３７ ℃ 摇菌培养 ４ ｈ (转速 ２５０
ｒ / ｍｉｎ)ꎮ 反应体系 １０􀆰 ０ μｌ:待检测 ｐａｐＡ 模板 １􀆰 ０
μｌꎬＭ１３ 上游引物 ０􀆰 ４ μｌꎬ Ｍ１３ 下游引物 ０􀆰 ４ μｌ(终
浓度均为 ０􀆰 ４ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ２×ＰＣＲ Ｍｉｘ ５􀆰 ０ μｌꎬ灭菌三

蒸水 ３􀆰 ２ μｌꎮ ＰＣＲ 反应条件为 ９８ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ
９５ ℃ ３０ ｓꎬ５５ ℃ １０ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ共 ３５ 个循环ꎻ７２
℃延伸 ５ ｍｉｎꎬ１６ ℃ 维持 ５ ｍｉｎꎮ 扩增产物用 １％琼

脂糖凝胶电泳ꎮ
１.７　 ｐａｐＡ 基因碱基序列测定与分析

选取阳性克隆摇菌并抽提质粒:ＰＣＲ 产物凝胶

电泳后选取阳性克隆ꎬ取 ６０ μｌ 菌液加入到 ３ ｍｌ ＬＢ
培养基(含 Ａｍｐ)ꎬ３７ ℃ 摇菌培养过夜(转速 ２５０
ｒ / ｍｉｎ)ꎬ用质粒抽提试剂盒抽提质粒ꎮ 取 １０ μｌ 质
粒送生工生物工程(上海)股份有限公司进行测序ꎮ
通用测序引物:

Ｍ１３ Ｆ:５′￣ＣＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ￣３′
Ｍ１３ Ｒ:５′￣ＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＧＡＧＧＡ￣３′
通过 Ｓｎａｐ Ｇｅｎｅ 和 ＤＮＡ￣Ｓｔａｒ 等生物分析软件对

测定的基因碱基序列进行分析、比对ꎬ鉴定出 ＨＪ２
及 ＴＫ３ 菌株 Ｐ 型菌毛 ｐａｐＡ 基因是否属于基因 １１
型ꎮ 将 ＨＪ２ 及 ＴＫ３ 菌株 Ｐ 型菌毛 ｐａｐＡ 基因碱基序

列进行比对ꎬ分析相互之间的同源性ꎮ 通过模拟翻

译得出 ＨＪ２ 及 ＴＫ３ 菌株 Ｐ 型菌毛 ＰａｐＡ 蛋白的氨基

酸序列进行比对ꎬ同时与亲缘关系相近的基因 １３ 型

(Ｆ１３)、基因 １４ 型(Ｆ１４)和 Ｆ１６５ 基因碱基序列及其

编码的氨基酸序列进行对比ꎬ分析其同源性及其变

异特点ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＰＣＲ 扩增结果

以提取的菌种基因组为模板ꎬ用引物 １ 从 ＨＪ２
及 ＴＫ３ 模板中均扩增出产物ꎬ电泳结果见图 １ꎮ 从

图 １ 可以看出ꎬ电泳泳道 １ 和 ２ 均有 １ 条 ＤＮＡ 条

带ꎬ大小接近 ３００ ｂｐꎬ与预定的 ２８１ ｂｐ 相近ꎮ
　 　 以 ＨＪ２ 和 ＴＫ３ 菌株基因组为模板ꎬ运用引物 ２
和引物 ３ 进行了 ＰＣＲ 扩增ꎬ结果如图 ２ 和图 ３ꎮ 引
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Ｍ:标准 ＤＮＡ 对照ꎻ１:ＨＪ２ꎻ２:ＴＫ３ꎻ３:阴性对照ꎮ
图 １　 引物 １ 扩增 ＨＪ２ 及 ＴＫ３ 菌株基因组 ｐａｐＡ 基因片段电泳

结果

Ｆｉｇ.１ 　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ ｐａｐＡ ｇｅｎｅ ｆｒａｇ￣
ｍｅｎｔｓ ｉｎ ＨＪ２ ａｎｄ ＴＫ３ ｇｅｎｏｍｅｓ ｕｓｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ １

物 ２ 仅从 ＨＪ２ 菌株基因组中扩增出产物ꎬ大小接近

５２２ ｂｐꎻ引物 ２ 未能从 ＴＫ３ 菌株基因组中扩增出产

物ꎮ 引物 ３ 从 ＴＫ３ 菌株基因组扩增出产物ꎬ大小接

近 ９４３ ｂｐꎬ但用引物 ３ 未能从 ＨＪ２ 菌株基因组中扩

增到产物ꎮ

Ｍ:标准 ＤＮＡ 对照ꎻ１:ＨＪ２ꎻ２:ＴＫ３ꎻ３:阴性对照ꎮ
图 ２　 引物 ２ 扩增 ＨＪ２ 及 ＴＫ３ 菌株基因组 ｐａｐＡ 基因片段电泳

结果

Ｆｉｇ.２ 　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ ｐａｐＡ ｇｅｎｅ ｆｒａｇ￣
ｍｅｎｔｓ ｉｎ ＨＪ２ ａｎｄ ＴＫ３ ｇｅｎｏｍｅｓ ｕｓｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ ２

２.２　 ｐａｐＡ 基因克隆与筛选鉴定

ＰＣＲ 扩增产物的连接与转化:以扩增产物为模

板ꎬ再次进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ结果在同样的位置均获得

更粗和更亮的 ＤＮＡ 条带ꎬ将含有扩增产物的可溶性

Ｍ:标准 ＤＮＡ 对照ꎻ１:ＴＫ３ꎻ２:ＨＪ２ꎻ３:为阴性对照ꎮ
图 ３　 引物 ３ 扩增 ＴＫ３ 菌株基因组 ｐａｐＡ 基因片段电泳结果

Ｆｉｇ.３ 　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ ｐａｐＡ ｇｅｎｅ ｆｒａｇ￣
ｍｅｎｔｓ ｉｎ ＴＫ３ ｇｅｎｏｍｅｓ ｕｓｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ ３

胶切块回收 ＤＮＡꎬ连接后获得了待鉴定的重组质

粒ꎮ 以筛选待鉴定的重组质粒为模板ꎬ运用 Ｍ１３ 通

用测序引物进行 ＰＣＲ 扩增、验证ꎬ筛选到 ３ 种扩增

产物阳性克隆ꎬＰＣＲ 所扩增的片段大小与预期的产

物相近ꎮ 以引物 １ 和引物 ３ 扩增产物的重组质粒为

模板ꎬ用 Ｍ１３ 上下游引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ结果见图

４ 和图 ５ꎮ

Ｍ:标准 ＤＮＡ 对照ꎻ１~７:阳性条带ꎻ８:阴性对照ꎮ
图 ４　 以引物 １ 扩增产物的重组质粒为模板进行 ＰＣＲ 鉴定克隆

ｐａｐＡ 基因片段电泳结果

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌｏｎｅｄ ｐａｐＡ ｇｅｎｅ ｆｒａｇ￣
ｍｅｎｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ
ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ １ ａｓ ｔｈｅ ｔｅｍｐｌａｔｅ

２.３　 ｐａｐＡ 扩增产物测序结果

２.３.１　 引物 １ 扩增的产物序列 　 运用 Ｍ１３ 通用测

序引物对所扩增的所有 ＤＮＡ 产物进行序列测定ꎬ获
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Ｍ:标准 ＤＮＡ 对照ꎻ１、３、４:阳性条带ꎻ２:阴性对照ꎮ
图 ５　 以引物 ３ 扩增产物的重组质粒为模板进行 ＰＣＲ 鉴定克隆

ｐａｐＡ 基因片段电泳结果

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌｏｎｅｄ ｐａｐＡ ｇｅｎｅ ｆｒａｇ￣
ｍｅｎｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ
ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ３ ａｓ ｔｈｅ ｔｅｍｐｌａｔｅ

得了不同片段大小的 ｐａｐＡ 基因碱基序列ꎮ 运用

Ｓｎａｐ Ｇｅｎｅ 生物软件分析比对ꎬ发现用基因 １１ 型扩

增引物获得的 ＨＪ２ 和 ＴＫ３ 菌株基因组的扩增产物

大小为 ２８１ ｂｐꎬ两者 ｐａｐＡ 片段相似度达 ９９􀆰 ５％以

上ꎬ仅 １ 个碱基有差异(图 ６)ꎮ 将 ＨＪ２ 和 ＴＫ３ 菌株

基因组扩增产物序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已发表的禽大

肠杆菌 ｐａｐＡ 基因 １１ 型碱基序列(基因序列登记号

Ｌ０７４２０ꎬ含有基因 １１ 型) [１１] 进行比对ꎬ发现 ＨＪ２ 菌

株的 ｐａｐＡ 基因与比对的 ｐａｐＡ 基因 １１ 型区域碱基

序列相同ꎬ但 ＴＫ３ 菌株的 ｐａｐＡ 基因 １１ 型有 １ 个碱

基发生变异ꎬ由 Ａ 变为 Ｃ(图 ７ 阴影标注)ꎬ说明扩

增到 ＡＰＥＣ 菌株 ＨＪ２ 和 ＴＫ３ 的 ｐａｐＡ 基因均属于基

因 １１ 型ꎮ
２.３.２　 引物 ２ 和引物 ３ 扩增的产物序列　 引物 ２ 从

ＨＪ２ 菌株基因组中扩增的产物大小为 ５２２ ｂｐꎬ涵盖

从 ｐａｐＡ 基因序列第 ４ 位至 ５２５ 位碱基位ꎬ有编码 ７
个氨基酸的碱基序列不在扩增范围内ꎮ 引物 ３ 扩增

的产物大小为 ９４３ ｂｐꎬ经碱基序列测定比对发现其

包含了 ｐａｐＡ 全部序列(５４９ 个 ｂｐ)ꎬＴＫ３ 菌株 Ｐ 型

菌毛 ｐａｐＡ 基因共有 ５４９ 个碱基对ꎬ其编码 １８２ 个氨

基酸ꎮ
２.４　 ＡＰＥＣ 菌株 ＴＫ３ 及 ＨＪ２ Ｐ 型菌毛 ｐａｐＡ 基因

变异分析

　 　 经比对ꎬ菌株 ＴＫ３、ＨＪ２ 与 Ｆ１３、Ｆ１４、Ｆ１６５ 之间

存在一定的同源性ꎬ主要表现为 ｐａｐＡ 基因碱基序列

的 ５′ꎬ从起始密码子到基因扩增分型的共同上游引

物(图 ７ 中的阴影部分)的碱基序列完全相同ꎬ这正

是所有基因分型 ｐａｐＡ 扩增可共用同一上游引物的

原因ꎮ 相比之下ꎬ不同分型 ｐａｐＡ 基因碱基序列的的

３′端碱基序列有着明显的差异性ꎬ由图 ８ 可以看出ꎬ
不同分型 ｐａｐＡ 基因碱基序列的 ３′末端近 ６０ 个碱基

差异比较明显ꎬ在可供比较的序列中ꎬ至少有 ６ 处碱

基出现变异ꎬ而同为基因 １１ 型的禽大肠杆菌 ＴＫ３
与 ＨＪ２ꎬ在引物 ２ 所扩增区域间(图 ８ 阴影处)二者

之间有 ２ 处碱基不同ꎬ这可能正是引物 ２ 能够扩增

出 ＨＪ２ 菌株的 ｐａｐＡ 基因片段而不能从 ＴＫ３ 菌株扩

增出片段的原因ꎮ
２.５　 ＴＫ３ 及 ＨＪ２ 菌株 ＰａｐＡ 蛋白氨基酸变异分析

经检测分析ꎬＴＫ３ 与 ＨＪ２ 菌株的 ｐａｐＡ 基因同属

于基因 １１ 型ꎬ而 Ｆ１６５ 与 Ｆ１１ 大肠杆菌 ｐａｐＡ 基因的

之间的相似度达 ９５.３％[１４]ꎬ将 ＴＫ３、ＨＪ２ 与 Ｆ１６５ 和

Ｆ１１ 大肠杆菌 ＰａｐＡ 蛋白氨基酸序列进行比对ꎬ结果

见图 ９ꎮ 结果显示 ＰａｐＡ 蛋白同源性较高ꎬ由 １８２ 个

氨基酸组成ꎬ相互之间绝大多数氨基酸序列一致ꎬ有
５ 处氨基酸变异ꎬ分别位于第 ２０、３１、１０７、１４７、１５１
位ꎬ而在 ＴＫ３ 菌株和 ＨＪ２ 菌株之间ꎬＰａｐＡ 蛋白仅有

３ 处出现氨基酸变异ꎬ位于第 ２０、１４７、１５１ 位(图 ９)ꎮ
ＴＫ３ 菌株和 ＨＪ２ 菌株作为二个不同血清型大肠杆

菌ꎬ拥有同一基因分型的 ｐａｐＡ 基因ꎬ说明 ｐａｐＡ 基因

分型与菌体血清型关联不大ꎮ

３　 讨 论

Ｐ 型菌毛是禽致病性大肠杆菌(ＡＰＥＣ)重要的

毒力因子ꎬ主要起到黏附人和动物宿主细胞的作用ꎬ
从而有助于细菌的定居繁殖ꎬ引发病理变化ꎬ甚至造

成死亡ꎮ 不仅人大肠杆菌具有 Ｐ 型菌毛ꎬ禽大肠杆

菌也有 Ｐ 型菌毛ꎬ所不同的是人大肠杆菌菌毛黏附

的是尿道上皮细胞ꎬ引起尿道感染ꎬ而禽大肠杆菌 Ｐ
型菌毛则是与禽类深部呼吸道结合导致感染[１ꎬ８￣９]ꎮ
研究结果表明ꎬＰ 型菌毛是 ＡＰＥＣ 的重要毒力标记ꎬ
其流行分布率虽然不高[９]ꎬ但可能还有变异类型未

能检出ꎮ 国内很少有关于 ＡＰＥＣ 的 ｐａｐＡ 基因克隆

与基因分型的报道ꎮ 目前国外文献报道的 ＡＰＥＣ 的

Ｐ 型菌毛 ｐａｐＡ 基因均为基因 １１ 型ꎬ因此ꎬ采用基因

１１ 型的扩增引物可以检测出同基因类型的 ｐａｐＡ 基

因片段ꎮ 但基因 １１ 型片段仅有 ２８１ ｂｐꎬ而完整的
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下划线表示引物 １ 所在位置ꎬ有一处碱基变异ꎬ标有阴影ꎬＴＫ３ 菌株中为 ＣꎬＨＪ２ 菌株中为 Ａꎮ
图 ６　 以引物 １ 从 ＴＫ３、ＪＩ２ 菌株基因组中扩增出的 ｐａｐＡ 基因片段与基因 １１ 型碱基序列比较结果

Ｆｉｇ.６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐａｐＡ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ＴＫ３ ａｎｄ ＪＩ２ ｇｅｎｏｍｅｓ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ １ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｙｐｅ １１
ｐａｐＡ ｇｅｎｅ

阴影部分表示基因分型上游通用引物所在区域ꎬ方框内为碱基差异部分ꎮ
图 ７　 ＴＫ３、ＨＪ２ 菌株 ｐａｐＡ 基因与基因 １３ 型(Ｆ１３)、基因 １４ 型(Ｆ１４)及基因 １６５ 型(Ｆ１６５) ｐａｐＡ 基因 ５′端部分碱基序列同源性比较

Ｆｉｇ.７　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐａｐＡ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ＴＫ３ ａｎｄ ＨＪ２ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｉｔｈ ｔｙｐｅ １３ ｐａｐＡ ｇｅｎｅꎬ ｔｙｐｅ １４ ｐａｐＡ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｔｙｐｅ １６５
ｐａｐＡ ｇｅｎｅ ｉｎ ５′ ｅｎｄ

ｐａｐＡ 基因片段为 ５４９ ｂｐꎬ该基因片段则位于完整

ｐａｐＡ 基因的第 ３５ 至 ３１４ 位ꎮ 因此基因 １１ 型扩增引

物检测出的 ｐａｐＡ 基因片段并不能反映完整的 ｐａｐＡ
基因信息ꎮ

本研究采用能够扩增基因 １１ 型的引物扩增到

两个菌株的 ｐａｐＡ 部分基因片段ꎮ 为了弄清 ＡＰＥＣ

的不同分离株 Ｐ 型菌毛完整的 ｐａｐＡ 基因之间的差

异性ꎬ采用了引物 ２ 对位于基因分型片段之外的 ５′
和 ３′之间的序列进行了扩增ꎬ引物 ２ 针对的范围从

起始密码子到终止密码子前 ２３ 个碱基处ꎬ有编码 ７
个氨基酸的碱基序列不在其内ꎬ含有 ｐａｐＡ 绝大多数

碱基序列ꎮ ＰＣＲ 扩增结果发现ꎬ针对 ＨＪ２ 菌株基因

９９５１陈俊红等:禽致病性大肠杆菌 Ｐ 型菌毛 ｐａｐＡ 基因克隆与基因分型分析



○表示未检测ꎻ阴影部分表示引物 ２ 下游引物所在区域ꎬ方框内为碱基差异部分ꎮ
图 ８　 ＴＫ３、ＨＪ２ 与 Ｆ１３ 及 Ｆ１６５ ｐａｐＡ 基因 ３′端部分碱基序列同源性比较

Ｆｉｇ.８　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐａｐＡ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ＴＫ３ ａｎｄ ＨＪ２ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｉｔｈ ｔｙｐｅ １３ ｐａｐＡ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｔｙｐｅ １６５ ｐａｐＡ ｇｅｎｅ ｉｎ ３′ ｅｎｄ

○表示未检测ꎻ阴影部分表示氨基酸差异部分ꎮ
图 ９　 ＴＫ３、ＨＪ２ 与基因型 Ｆ１１ 及 Ｆ１６５ 菌株 ＰａｐＡ 蛋白氨基酸序列比较

Ｆｉｇ.９　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰａｐＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＴＫ３ꎬ ＨＪ２ ａｎｄ ｇｅｎｏｔｙｐｅ Ｆ１１ ａｎｄ Ｆ１６５ ｓｔｒａｉｎｓ

组能够扩增到 ５２２ ｂｐ 片段ꎬ而未能从 ＴＫ３ 菌株中扩

增到产物ꎬ这说明同为基因 １１ 型的 ＡＰＥＣ 的 Ｐ 型菌

毛 ｐａｐＡ 基因碱基序列在基因 １１ 型碱基序列之外的

区域存在一定的差异ꎮ 为进一步弄清不同菌株完整

的 ｐａｐＡ 基因碱基序列的差异ꎬ又运用引物 ３ 对 ＴＫ３
菌株的完整 ｐａｐＡ 基因进行扩增ꎬ并测定了碱基序

列ꎬ但未能从 ＨＪ２ 菌株中扩增到完整的 ｐａｐＡ 基因碱

基序列ꎮ 基因碱基序列比对后发现ꎬＨＪ２ 菌株和
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ＴＫ３ 菌株菌毛 ｐａｐＡ 基因的 ５′端有相同的碱基序列ꎬ
而 ３′则存在多处不同的碱基ꎬ仅在下游引物序列中

就有 ２ 个碱基存在差异ꎬ这就是引物 ３ 能从用 ＨＪ２
菌株中扩增出产物而不能从 ＴＫ３ 菌株中扩增出产

物的根本原因ꎮ 将测得的 ＴＫ３ 菌株和 ＨＪ２ 菌株菌

毛 ＰａｐＡ 蛋白氨基酸序列进行了比对ꎬ发现分型引

物间的区段基因编码的氨基酸序列基本相同ꎬ但对

ＴＫ３ 菌株来说ꎬＰａｐＡ 蛋白氨基酸第 ２０ 位氨基酸为

苏氨酸(Ｔ)ꎬＨＪ２ 的第 ２０ 位则为天冬酰胺(Ｎ)ꎬＴＫ３
菌株和 ＨＪ２ 菌株的其他 ＰａｐＡ 部位也有 ２ 处氨基酸

存在变异ꎬ分别位于第 １４７ 和 １５１ 位ꎮ 这说明即使

同属于同一个基因分型ꎬ不同菌株的 ｐａｐＡ 基因和编

码的氨基酸序列也不是完全相同的ꎬ且 ｐａｐＡ 基因分

型与菌体血清型关系不大ꎮ
为了更全面比较分析不同血清型菌株 ｐａｐＡ 之

间的差异ꎬ通过 ＤＮＡ￣Ｓｔａｒ 软件分析ꎬ将 ＴＫ３ 菌株的

ＰａｐＡ 蛋白氨基酸序列与相似度较高的 Ｆ１６５ ＰａｐＡ
和来自人尿道感染的大肠杆菌 Ｐ 型菌毛 ＰａｐＡ 蛋白

氨基酸序列进行了比对ꎬ结果发现分型引物间的区

段序列基本相同ꎮ 在分型区外的区域ꎬ５′端同源性

较高ꎬ３′端变异非常明显ꎮ 值得注意的是ꎬＴＫ３ 菌株

虽然属于 ｐａｐＡ 基因 １１ 型ꎬ却是以基因 １４ 型的 ｐａｐＡ
上下游序列为模板设计的引物 ３ 扩增出来的ꎮ 该引

物扩增 ｐａｐＡ 区域外的 ｐａｐＢ 和 ｐａｐＨ 之间的序列ꎬ其
５′端位于 ｐａｐＡ 上游 ｐａｐＢ 基因的 ３′端ꎬ３′端则位于

ｐａｐＡ 下游 ｐａｐＨ 基因的 ５′端ꎬ该对引物能够扩增出

完整的 ｐａｐＡ 基因ꎮ 由此可见ꎬ虽然本研究扩增 ｐａｐＡ
具有偶然性ꎬ但恰好说明了 ｐａｐＡ 基因分型不同的菌

株其 ｐａｐＢ 和 ｐａｐＨ 基因却可能存在较大的相似性ꎮ
相反ꎬ运用引物 ３ 却未能从 ＨＪ２ 菌株中扩增到完整

的 ｐａｐＡ 片段ꎬ这反映了即使 ｐａｐＡ 基因分型相同ꎬ其
上下游 ｐａｐＢ 和 ｐａｐＨ 基因却可能存在变异ꎬ从另一

个方面证明了通过现有基因分型划分 ＡＰＥＣ Ｐ 型菌

毛不一定具有代表性ꎬ提示用 ｐａｐＡ 基因扩增分型对

ＡＰＥＣ Ｐ 型菌毛进行检测分类有一定的意义ꎬ但是

其他分子生物学特征则需要综合分析ꎮ
ｐａｐＡ 是编码 Ｐ 型菌毛 ＰａｐＡ 蛋白的基因ꎬ约

１ ０００个 ＰａｐＡ 蛋白亚基组装形成弹簧状菌毛杆ꎬ从
而形成菌毛的主体结构[８ꎬ１０]ꎮ ＰａｐＡ 蛋白虽然不直

接参与细菌的宿主作用ꎬ但仍然与细菌的致病性存

在密切的关系ꎮ 主要表现在菌毛杆连接着黏附性蛋

白 ＰａｐＧꎬ没有 ＰａｐＡ 蛋白ꎬＰａｐＧ 蛋白将失去支撑ꎮ

而弹簧状菌毛杆也可以通过伸缩来调节菌毛的长

度ꎬ便于接近宿主细胞ꎮ 目前ꎬ人源大肠杆菌 ｐａｐＡ
基因分布较广ꎬ且因变异出现 １４ 个基因型ꎬ但这些

变异不影响菌毛的表达和黏附作用ꎮ 禽大肠杆菌

ｐａｐＡ 基因型均属基因 １１ 型ꎬ其变异与致病性的关

系尚不知晓ꎮ 大多数 ＡＰＥＣ 缺乏完整的操纵子基因

簇ꎬ因而较少能够克隆到表达菌毛的基因簇重组载

体[９]ꎮ 究其原因ꎬ可能存在新的变异位点而没有检

测出来ꎮ 有的菌株 ｐａｐＡ 基因还插入了抗生素抗性

基因ꎬ与细菌耐药性保护机制有关[９]ꎬ这也会影响

到 ＰＣＲ 扩增检测结果ꎮ 本研究测定的 ｐａｐＡ 基因未

发现有抗生素抗性基因插入的现象ꎬ有关机制尚需

进一步研究ꎮ
综上ꎬ本研究通过设计合成的多对引物ꎬ获得了

ｐａｐＡ 基因的克隆ꎬ经比对分析发现属于基因 １１ 型ꎬ
从而获得 ｐａｐＡ 基因克隆重组菌ꎬ为致病性大肠杆菌

菌毛毒力因子的检测、菌毛亚单位疫苗的研制提供

了一定的依据ꎮ 研究结果还证实ꎬＡＰＥＣ 不同菌株

Ｐ 型菌毛 ｐａｐＡ 基因虽然同属基因 １１ 型ꎬ但仍然处

于变异过程之中ꎬ随着检测样品数量的不断积累ꎬ新
的变异类型可能还会被发现ꎮ
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