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!摘!要"!为研究鸭疫里氏杆菌%a/&$(. UaJ/变异与C=9/基因之间的关系!提取了a/吉林分

离株H,0a/$ 和H,0a/% 总 J̀/!并设计特异性引物扩增两株a/保护性抗原C=9/全基因序列"

结果显示!扩增出的 $(. UaJ/序列大小均为 $&'2 Y9!C=9/片段序列大小均为 $$(& Y9!与预期结

果一致" 扩增的 $(. UaJ/与bLFc8F^中已知的a/$(. UaJ/序列同源性高达 114#; )1141;!扩

增的C=9/序列与bLFc8F^中已知的a/C=9/序列同源性达 1%4%; )$##;!编码蛋白质的氨基

酸序列同源性为 1(; )$##;"

!关键词"!鸭疫里氏杆菌$$(. UaJ/基因$C=9/基因$系统进化分析
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09;)-*1)$ :BUWETEULSTEVGBWTPLUL?8T>BFSP>9 YLTZLLF TPLX8U>8T>BF BW$(. UaJ/Z>TP TPLC=9/RLFLBW

H,);)*)--$ $%$2,()62,7)*"a/#! TPLTBT8?̀ J/BWTPLa/TP8TZLUL>SB?8TLV WUB=H>?>F ZP>AP F8=LV H,0a/$ 8FV

H,0a/% Z8SL[TU8ATLV! TPL$(. UaJ/SLlELFALZ8S8=9?>W>LV YGY8ATLU>8?EF>XLUS8?9U>=LUS! 8FV YBTP BWTPL

a/9UBTLAT>XL8FT>RLF C=9/RLFLZLUL8=9?>W>LV YGTPLS9LA>W>A9U>=LUS4aLSE?TSSPBZLV TP8TTPL$(. UaJ/

SLlELFALSZLUL$&'2 Y9! 8FV TPLC=9/SLlELFALSZLUL$$(& Y94\PLPB=B?BRGBWTPLa/$(. UaJ/SLlELFALS

Z>TP TPBSL>F bLFc8F^ Z8SWUB=114#; TB1141;!TPLPB=B?BRGBWC=9/SLlELFALSZ8SWUB=1%4%; TB$##;!

8FV TPLPB=B?BRGBW8=>FB8A>V SLlELFALTP8TLFABV>FR9UBTL>FSZ8SWUB=1(; TB$##;4

7"/ ?%-+;$ H,);)*)--$ $%$2,()62,7)*& $(. UaJ/RLFL& C=9/RLFL& 9PG?BRLFLT>A8F8?GS>S

!! 鸭疫里氏杆菌"H,);)*)--$ $%$2,()62,7)*! a/#是

一种能够引起家鸭*鹅*火鸡等禽类高发病率和高

死亡率的传染性疾病($ 0")

% 该病雏鸭较为敏感!对

养鸭业造成严重经济损失(% 0&)

% C=9/蛋白族是革

兰氏阴性菌外膜中的主要成分!其主要作用是维持

外膜的完整% 缺少 C=9/和胞壁脂蛋白的细菌变

异株其形态为球形!细胞膜也不稳定(3)

% 众多试验

研究证明!提纯的外膜蛋白和表达的外膜蛋白具有

'1'
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良好的抗原性(()

!能刺激机体产生细胞免疫和体液

免疫% C=9/是各血清型 a/所共有的外膜蛋白!

具有种内相对保守性!但在不同的血清型之间存

在着差异% 曾有研究认为这种差异不足以影响蛋

白质的抗原特性!因此可以作为保护多种血清型

a/的亚单位疫苗的候选(')

% 而 $(. UaJ/在原

核生物的细胞中普遍存在(2)

!其在常见细菌的鉴

别中发挥着不可忽视的作用% 另外!$(. UaJ/在

鉴别难于区分的细菌*生长速度缓慢的分支杆菌

及微环境中广泛存在的细菌等方面均具有十分重

要的意义(1)

%

因此!本文对从吉林省某鸭场分离出的两株

a/!对其 $(. UaJ/基因的序列进行系统进化分

析!设计特异性引物56a扩增出两株菌各自C=9/

基因进行了序列测定与分析!以寻求a/$(. UaJ/

变异与C=9/基因之间的关系!为进一步研究 a/

的变异及其亚单位疫苗提供一定参考依据%

@A材A料

$4$!菌种!a/吉林分离株 H,0a/$*H,0a/%!

本实验室分离并保存&大肠杆菌 Ǹ3

#

感受态细

胞!北京全式金生物公司%

$4"!主要分子生物学试剂!+c*/=9!北京鼎国生

物工程公司&+[\8l J̀/聚合酶*5GUBYLST̀ J/聚

合 酶* \& J̀/ ,>R8SL* J̀/ _8ÛLU* VJ\5*

9_̀ 0$2\.>=9?L7LATBU*限制性内切酶!日本

\8k8a8公司&质粒小提试剂盒!天根生物公司&胶

回收试剂盒!杭州维特洁生化技术有限公司%

$4%!引物设计!a/$(. UaJ/基因序列的扩增采

用细菌 $(.通用引物($#)

$

\D05$$3+ 0/b/b\\\b/\66\bb6\6/b0%+&

\D05"$3+ 0//bb/bb\b/\66/b660%+%

根据已发表的不同血清型 a/的 C=9/全基

因组序列"HI#2%$('*HJ2'$3#'*HJ2'$3#3 等#利用

J̀/.T8U软件进行对比分析!并根据其保守区域设

计特异性引物!由上海生物工程技术服务有限公司

合成$

C=9/05%$3+ 0b6b/\bbaD//ab//\\\/\b0%+&

C=9/05&$3+ 0b6b\\/\\\\6\\\\6\\\\\\/60%+%

BA方A法

"4$!a/基因组总 J̀/提取!用碱裂解法($$)提

取分离株H,0a/$*H,0a/% 基因组总 J̀/%

"4"!分离株 $(. UaJ/序列扩增与测定

"4"4$!分离株 $(. UaJ/序列扩增!56a反应体

系$模板总 J̀/#43

!
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!
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,!"43 ==B?*,VJ\5S_>[TEUL"4#

!

,!$# g

+[\8l cEWWLU"_R

" f

5?ES#"43

!

,!+[\8l"3 O*

!

,#

#4%
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"

C$24'

!

,!总体积 "3

!

,% 56a反应

条件$1& <预变性 3 =>F&1& <变性 $ =>F!3" <退火

$ =>F!'" <延伸 $ =>F!%# 个循环&'" <再延伸

$# =>F%

"4"4"!分离株 $(. UaJ/序列测定与分析!将两株菌

$(. UaJ/56a产物均送往上海生工生物科技公司进

行双向测序% 测序结果利用 J6c-c,/.\软件于

bLFc8F^中同源性较高的菌株序列进行比对分析!选

取a/各血清型代表菌株及高同源性菌株!并用

J̀/.T8U中_LR/?>RF软件分析构建系统进化树!确定

该菌株的分类学地位%

"4%!分离株C=9/序列扩增与测定

"4%4$!分离株C=9/序列扩增!56a反应体系$模

板总 J̀/#43

!

,!C=9/05% #43

!

,!C=9/05&

#43

!

,!"43 ==B?*,VJ\5S_>[TEUL"4#

!

,!$# g+[

\8l cEWWLU"_R

" f

5?ES# "43

!
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#4%

!
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"

C$24'

!

,!总体积 "3

!

,% 56a反应条

件$1& <预变性 3 =>F&1& <变性 $ =>F!3$ <退火

$ =>F!'" <延伸$ =>F!%#个循环&'" <再延伸$# =>F%

"4%4"!分离株C=9/序列测定与分析!将两株菌

C=9/56a产物均送往上海生工生物科技公司测

序% 测序结果利用 J6c-c,/.\软件于 bLFc8F^

中同源性较高的菌株序列进行比对分析!并用

J̀/.T8U中_LR/?>RF软件分析构建系统进化树!确

定该菌株的分类学地位%

DA结A果

%4$!分离株总 J̀/的提取结果!由图 $ 电泳结

果可知!两株分离株H,0a/$*H,0a/% 总 J̀/!其

核苷酸片段大小约为 "%### Y9!与预期结果相符%

,

$

$H,0a/$ 总 J̀/&,

"

$H,0a/%&_$ J̀/分子量标准"

!

F,%V

%

#

图 @AG0总!P0电泳结果

'#$'
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%4"!分离株 $(. UaJ/序列扩增结果与分析

%4"4$!分离株 $(. UaJ/序列扩增结果!两株分

离株H,0a/$ 和 H,0a/% $(. UaJ/序列扩增结

果见图 "!得到约为 $&'2 Y9 的核苷酸片段!其片段

大小与预期结果相符%

%4"4"!分离株 $(. UaJ/序列测定结果与同源性

分析!H,0a/$*H,0a/% $(. UaJ/56a扩增产物

的测得序列大小均为 $&'2Y9!并将测序结果登陆到

bLFc8F^ 中! 获得登录号分别为 NI%1"3$( 和

NI'#'#'("登录系列为已去掉引物部分#% H,0a/$*

H,0a/% $(.与bLFc8F^中已知的a/$(. UaJ/序

列相似性较高"图 %#% 鸭疫里默氏杆菌分离株系

统进化分析结果如图 & 所示%

,

$

$H,0a/$ $(. UaJ/56a扩增产物&,

"

$H,0a/% $(. UaJ/

56a扩增产物&_$ J̀/分子量标准" ,̀"####

图 BA@N6-GP0,<G扩增结果

注$ 方框内为分离菌株 H,0a/$*H,0a/% $(. UaJ/序列% 序号 $ )"3 对应的菌株基因的登录号为 NI%1"3$(*NI'#'#'(*/D2'$2%3*

/D2'$2%&! O(#$#$* /D2'$2%#* /D2'$2%$* /D2'$2$2* /D2'$2$1* /D2'$2"$* /D2'$2"&* /D2'$2$'* /D2'$2"%* /D2'$2"'* +:(&$3''*

+O#$(3&'*+:(&$3'"*/D2'$2"3*/D2'$2"(*/D2'$2"#*/D2'$2%%*/D2'$2""*/D2'$2%%*:H#%$"&#*/D2'$2"1

图 DA分离株 Q4KG0@*Q4KG0D @N6-GP0矩形图

图 LA分离株 Q4KG0@*Q4KG0D @N6-GP0系统进化树

%4%!分离株C=9/56a序列扩增结果与分析

%4%4$!分离株 C=9/序列扩增结果!H,0a/$*

H,0a/% C=9/基因56a扩增结果显示!仅有一条

目的条带!大小约为 $$2" Y9!56a扩增产物大小与

预计目的片段大小相符!见图 3%

%4%4"!分离株H,0a/$ C=9/序列测定及同源性

分析!将H,0a/$*H,0a/% C=9/基因56a产物

测得序列大小为 $$2" Y9!并将测序结果登陆到

bLFc8F^ 中!获得登录号分别为 NI'#'#'' 和

NI'#'#'2%

'$$'
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_$ J̀/分子量标准" ,̀"####&,

$

$H,0a/$ C=9/56a扩增产物&

,

"

$H,0a/% C=9/56a扩增产物

图 MAQ4KG0@ H'&0*Q4KG0D H'&0扩增结果

!!H,0a/$ 和 H,0a/% C=9/测得长度为 $$(&

个核苷酸的序列组成的Ca:!编码 %2' 个氨基酸组

成的蛋白质!起始密码子均为 /\b!终止密码子均

为\//!其核苷酸序列非常保守% 利用 c,/.\软

件与bLFc8F^ 中已知的鸭疫里默氏杆菌 C=9/序

列进行同源性对比!H,0a/$*H,0a/% 与已报道的

鸭疫里默氏杆菌株 C=9/基因序列相似性较高

"图 (#% 鸭疫里默氏杆菌分离株 C=9/系统进化

分析表明结果如图 ' 所示%

LA讨A论

细菌的 $(. UaJ/基因分子结构是保守区和特

异性区域交替出现!因此针对保守区设计细菌通用

注$方框内为分离菌株H,0a/$*H,0a/% C=9/序列% 序号 $ )"$ 对应的菌株基因的登录号为NI'#'#''*NI'#'#'2*/D(#("$#*+:&#2"($*

:H'(3#&#* /D(#("$'* /D(#(""$* /D(#("""* /D(#(""'* /D(#(""(* Ì3%"$"$* +O#2"$''* /:$#&1%'* /:$#&1%(* +:&#2"("* :H'(3#3#*

+O2"%"'2*/D(#("#'*+:&#2"(%*+:&#2"(&*bI&$3&$1

图 NA分离株 Q4KG0@ H'&0矩形图

注$方框内为分离菌株H,0a/$*H,0a/% C=9/序列

图 RA分离株 Q4KG0@ H'&0系统进化树

引物!将所得的序列与 bLFc8F^ 中已知序列比对!

此方法常用于对细菌的种属鉴定($")

!比常规细菌

生化鉴定更准确快速% 李永峰等($%)根据 _8TSE^>

的研究!认为 $(. UaJ/序列的同源性大于 1';便

可认为是同一种细菌% 本试验分离株 H,0a/$*

H,0a/% 与 a/ 标 准 株 /\66$$2&3 " 登 录 号

O(#$#$#序列同源性高达 114(;和 1143;!进一步

说明两株分离株均为a/% 这种方法可以更加快捷

准确的确定细菌的种属及其分类地位% 程龙飞

等($&)对 "1 株 $ 型和 " 型 a/$(. UaJ/和 $(. 0

"%. UaJ/间隔区的核苷酸序列!亲缘关系比较以

'"$'
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及针对各菌灭活苗进行交叉攻菌保护试验!证明 "

型a/菌株中的a/W$$ 并不处在 " 型菌株的分支

中!与 $ 型菌株非常接近!其对 $ 型菌株的攻击可

产生较高的交叉保护率达 3%42;% 本试验分离株

属于a/$ 型!但与 a/" 型较 $ 型更近!推测分离

株H,0a/$ 和H,0a/%是否具有 $ 型和 " 型的交

叉保护力!将对此进行进一步验证%

C=9/是革兰氏阴性菌外膜的主要组成成分!

具有免疫原性和相对保守性!不仅可激发机体产生

体液免疫!而且还可引起细胞免疫!常被用于试剂

疫苗的研究!如多杀性巴氏杆菌*流感嗜血杆菌*鼠

伤寒沙门氏菌*鸭疫里默氏杆菌*猪胸膜肺炎放线

杆菌等的外膜蛋白!展现出良好的应用前景($3 0$()

%

目前!已有不少学者对 a/的表面免疫蛋白进行了

研究!并认为C=9/基因是所有血清型的 a/所共

有的结构基因!尽管其机理尚未完全清楚!但周祖

涛($')等用56a方法扩增了血清 $ 型 a/0D_株

的主要外膜蛋白C=9/基因!并构建了原核表达载

体 9kb0C=9/!在大肠杆菌中进行了高效表达!融

合蛋白大小约为 (2 ^ !̀KLSTLUF 0Y?BT结果表明该

表达蛋白具有良好的免疫原性% 本研究成功的扩

增了 H,0a/$ 和 H,0a/% 的 C=9/基因!与

bLFc8F^中已报道的 a/C=9/"$ 型#的序列同源

性较高% 从 H,0a/$ $(. 和 C=9/系统进化分析

可以看出!该分离株 $(.和C=9/均与血清型 $ 型

亲缘关系较近!与本试验结果一致%

本试验两株分离株H,0a/$*H,0a/% 分离自

同一发病养鸭场!H,0a/$ 为该鸭场初次发病时分

离得到!病情得以控制后!再次发病时分离得到

H,0a/%!与a/易反复爆发形成地方性疾病这一

特征相符($2)

% 两株菌从 $(. UaJ/基因和 C=9/

基因同源性均为 1142;!由此可以看出!a/的 $(.

UaJ/基因和C=9/保护性基因有微小变异!但其

毒力基因是否发生变异!需进行进一步验证%
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