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［摘　 要］ 　 为了探讨致病性大肠杆菌内 ＨＭＷＰ２ 蛋白的生物学结构和功能，采用 Ｒｅｄ 同源重组技

术，对致病性 Ｅ．ｃｏｌｉ 的 ＨＰＩ ｉｒｐ２ 基因进行敲除，成功构建了致病性 Ｅ．ｃｏｌｉ ｉｒｐ２ 基因缺失株，并利用测

序结果对 ＨＭＷＰ２ 蛋白进行了多重预测分析，以期为致病性大肠杆菌相关疾病的防治和发生机理研

究提供理论基础。
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　 　 耶尔森菌强毒力岛（Ｔｈｅ Ｙｅｒｓｉｎｉａ Ｈｉｇｈ－ｐａｔｈｏ⁃

ｇｅｎｉｔｉｃｉｔｙ ｉｓｌａｎｄ，ＨＰＩ）主要含有与摄铁有关的毒力

基因簇［１－３］。 研究表明，耶尔森杆菌 ＨＰＩ 不仅可以

通过 Ｙｂｔ 的铁载体夺取宿主中的铁元素进而加重

机体的感染，而且可在耶尔森菌和 Ｅ．ｃｏｌｉ 之间水平

传播，与致病性 Ｅ． ｃｏｌｉ 的毒力进化有着密切的关

系［４］。 ｉｒｐ２ 基因是 ＨＰＩ 中主要的功能基因，在铁缺

乏的条件下可表达高分子量蛋白（Ｈｉｇｈ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｗｅｉｇｈｔ Ｐｒｏｔｅｉｎ ２，ＨＭＷＰ２）。 高分子量铁调节蛋白

参与表达耶尔森杆菌素的阳性表型，被认为对铁载

体耶尔杆菌素的合成有着非常重要的作用。 因此，

致病性 Ｅ． ｃｏｌｉ 的 ｉｒｐ２ 基因缺失株的构建对致病机
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制的研究至关重要。
大肠杆菌基因敲除的传统方法是利用其自身

的 ＲｅｃＡ 同源重组系统编码的 ＲｅｃＡ 和 ＲｅｃＢＣＤ 蛋

白介导 ＤＮＡ 的同源重组。 但因该系统存在重组效

率低等较多缺点，目前主要采用更为简单迅速的

Ｒｅｄ 同源重组系统的方法进行基因敲除［５－６］。 利用

该方法构建致病性大肠杆菌 （ Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅ． ｃｏｌｉ，
ＰＥＣ）ＨＰＩ ｉｒｐ２ 基因缺失株，不仅为 ＨＰＩ 毒力致病

机理研究提供技术基础和理论依据，也为大肠杆菌

病的防治奠定基础。
１　 材料与方法

１．１　 试验材料　 质粒 ｐＫＤ４６、ｐＫＤ４、ｐＣＰ２０ 购自优

宝生物，５ 株 Ｅ．ｃｏｌｉ（Ａ－Ｅ）分离株由实验室分离鉴

定保存。 试剂及试剂盒主要包括离心柱型质粒小

提试剂盒、细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒、ＤＮＡ 纯化

试剂盒、 ２ × ｐｏｗｅｒ Ｔａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ、 Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ Ｃｅｌｌ
Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ Ｋｉｔ、 Ｐｈｕｓｉｏｎ Ｆｌａｓｈ Ｈｉｇｈ － Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ、ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔ ＤｐｎＩ 限制性内切酶等。
１．２　 试验方法

１．２．１　 ＤＮＡ 的提取和 ｉｒｐ２ 基因的检测　 利用细菌

基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒的说明提取 ＣＶＣＣ１５６５、
Ｅ．ｃｏｌｉ（Ａ－Ｅ）分离株培养液的 ＤＮＡ，产物保存在

－２０ ℃，作为 ＰＣＲ 模版备用。 根据 ｉｒｐ２ 基因序列

（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号：Ｌ１８８８１．１）的保守区域设计上下

游引物，ｉｒｐ２－Ｆ（５＇－３＇）：ＴＴＣＣＴＴＣＡＧＣＡＴＣＧＣＣＴＧＴ⁃
ＴＡ，ｉｒｐ２－Ｒ（５＇－３＇）：ＣＡＡＧＣＣＣＧＡＣＡＴＡＣＴＣＡＡＴＣＴ，
由华大基因公司合成。 以提取的 ＤＮＡ 为模版，
ｉｒｐ２－Ｆ ／ Ｒ为引物，进行 ＰＣＲ 扩增。 反应条件为：
９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，５４ ℃退火 ３０ ｓ，
７２ ℃延伸 ３０ ｓ，共 ３５ 个循环；７２℃再延伸 ５ ｍｉｎ。
扩增结束后，经 １．０ ％琼脂糖凝胶电泳检测，并在紫

外灯下观察结果，拍照。 选择 Ｅ． ｃｏｌｉ（Ｅ）为试验对

象，送硕擎公司进行 ｉｒｐ２ 基因测序。
１．２．２　 Ｒｅｄ 同源重组引物的设计 　 根据 ｐＫＤ ４ 序

列 ＧＥＮＥＢＡＮＫ（ＡＹ０４８７４３．１）设计引物扩增两侧带

有 ＦＲＴ 位点的卡那霉素抗性基因，在上下游引物 ５＇
端加入 ５０ ｂｐ 和 ４５ ｂｐ 的 ｉｒｐ２ 基因的同源重组臂，
同源重组引物为 Ｑ１ ／ Ｑ２（划线部分为同源臂）；根据

ｐＫＤ ４６ 序列（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号：ＡＹ０４８７４６．１）设计

ｐＫＤ４６ 质粒鉴定引物 ｂｅｔ－Ｆ ／ Ｒ；根据 ｐＣＰ ２０ 序列

（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号：ＨＢ３９３４０２．１）设计 ｐＣＰ ２０ 质粒

鉴定引物 ＦＬＰ－Ｆ ／ Ｒ；敲除鉴定引物为 Ａ１、Ａ２、Ｂ１、
Ｂ２，引物由华大基因合成。 引物序列见表 １：

表 １　 同源重组所用引物

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
名称
Ｎａｍｅ

引物序列（５＇－３＇）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５＇－３＇）

退火温度 ／ ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

Ｑ１ ＡＴＧＡＴＴＴＣＴＧＧＣＧＣＡＣＣＡＴＣＴＣＡＧＧＡＴＴＣＧＣＴＧＴＴＡＣＣＧＧＡＣＡＡＣＣＧＣＣＡ⁃
ＧＴＧＴＡＧＧＣＴＧＧＡＧＣＴＧＣＴＴＣ

Ｑ２ ＣＴＡＴＡＴＣＣＧＣＣＧＣＴＧＡＣＧＡＣＧＧＣＧＡＡＣＡＧＧＧＣＧＡＧＧＴＣＧＴＴＧＴＧＴＡＴＧＧ⁃
ＧＡＡＴＴＡＧＣＣＡＴＧＧＴＣＣ

５０

ｂｅｔ－Ｆ ＴＧＣＧＴＴＡＣＣＧＡＡＴＧＧＡＴＧＧ

ｂｅｔ－Ｒ ＴＧＣＴＣＴＧＣＧＧＣＴＴＴＣＴＧＴＴＴ
５６．７

ＦＬＰ－Ｆ ＧＴＧＣＣＴＡＣＴＡＡＣＧＣＴＴＧＴ

ＦＬＰ－Ｒ ＧＴＧＣＴＧＣＴＧＡＡＣＴＡＡＣＣＴＡ
５２

Ａ１ ＧＡＴＴＣＧＣＴＧＴＴＡＣＣＧＧＡＣ

Ａ２ ＴＣＣＴＣＡＴＣＣＴＧＴＣＴＣＴＴＧＡＴ
５１

Ｂ１ ＣＴＡＡＡＧＧＡＡＧＣＧＧＡＡＣＡＣＧＴＡ

Ｂ２ ＴＡＴＡＴＣＣＧＣＣＧＣＴＧＡＣＧＡ
５０

Ａ１ ＧＡＴＴＣＧＣＴＧＴＴＡＣＣＧＧＡＣ

Ｂ２ ＴＡＴＡＴＣＣＧＣＣＧＣＴＧＡＣＧＡ
５１
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１．２．３　 ｉｒｐ２ 缺失株的构建　 以质粒 ｐＫＤ ４ 为模板，
Ｑ１、Ｑ２ 为引物进行 ＰＣＲ 反应，制备打靶 ＤＮＡ 片

段。 制作 Ｅ．ｃｏｌｉ（Ｅ）细胞感受态，将 ｐＫＤ ４６ 质粒转

化后用特异性鉴定引物 ｂｅｔ－Ｆ ／ Ｒ 鉴定 ｐＫＤ ４６ 阳性

菌株，转化成功的菌株命名为 Ｅ． ｃｏｌｉ（Ｅ） ／ ｐＫＤ ４６。
过夜培养后制备 Ｅ．ｃｏｌｉ（Ｅ） ／ ｐＫＤ ４６ 电转化感受态

细胞并进行电转化，完成后取 １００ μＬ 菌液涂布在

ＬＢ 固体培养基（卡那霉素终浓度为 ５０ μｇ ／ ｍＬ）上，
３７ ℃培养过夜，然后使用鉴定引物 Ａ１、Ａ２ 和 Ｂ１、
Ｂ２ 挑选卡那霉素抗性重组子（图 １）。 挑选含有

Ｋａｎ＋和 Ａｍｐ＋双抗性的阳性转化株通过 ＦＬＰ 重组酶

删除 ＦＲＴ 位点之间的抗性序列。 用鉴定引物 Ａ１、
Ｂ２ 对卡那霉素消失的克隆进行鉴定。 鉴定正确的

菌种命名为 Ｅ．ｃｏｌｉ（Ｅ） ／ Δｉｒｐ２。

图 １　 ＰＣＲ 鉴定引物所在位置

Ｆｉｇ １　 Ｓｃｈｅｍｅ ｏｆ ｐｒｉｍｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

１．２．４　 ＨＭＷＰ２ 蛋白结构及功能预测 　 利用测序

得到的 ｉｒｐ２ 基因序列，通过 ＥｘＰＡＳｙ 开发的在线工

具 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 分析 ＨＭＷＰ２ 的理论分子量和等电点

（ ｐＩ ）； 登 陆 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ． ｏｒｇ ／ ， 对

ＨＭＷＰ２二级结构进行预测；使用 ＥｘＰＡＳｙ 开发的在

线工具 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 分析 ＨＭＷＰ２ 的亲疏水性；使用

ＥｘＰＡＳｙ 开发的在线工具 ＴＭｐｒｅｄ 分析 ＨＭＷＰ２ 的

可能的跨膜螺旋区，最优拓扑结构显示有 ９ 个跨膜

螺旋；使用 ＥｘＰＡＳｙ 开发的在线工具 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤ⁃

ＥＬ，与已知结构的 ＰＤＢ 数据库中的蛋白质序列进

行比对，预测 ＨＭＷＰ２ 的三级结构。

２　 结果与分析

２．１　 Ｅ．ｃｏｌｉ ｉｒｐ２ 基因的 ＰＣＲ 扩增　 Ｅ．ｃｏｌｉ（Ａ－Ｅ）及

阴性对照的 ＰＣＲ 扩增结果如图 ２（Ｍ 为 ２０００ ｂｐ 的

ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１ 为阴性对照，无条带；２－６ 为 Ｅ． ｃｏｌｉ

（Ａ－Ｅ） ｉｒｐ２ 基因 ＰＣＲ 扩增条带，与预期产物大小

一致）。

图 ２　 Ｅ．ｃｏｌｉ 中 ＨＰＩ ｉｒｐ２ 基因的 ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ ２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＰＩ ｉｒｐ２ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｅ．ｃｏｌｉ

２．２　 打靶 ＤＮＡ 片段的制备和纯化　 用于替换 ｉｒｐ２

基因的打靶片段两端的同源序列分别为 ４５ ｂｐ 和

５０ ｂｐ，片段中间部分为两侧带有 ＦＲＴ 位点的卡那

霉素（Ｋａｎ）抗性基因，有利于重组子的筛选。 纯化

回收的产物在高保真酶 ＰＣＲ 扩增后经 ２％的琼脂

糖凝胶电泳分析，与目的片段的大小一致，见图 ３

（Ｍ 为 ２０００ ｂｐ 的 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，１ － ３ 为同源重组

ＤＮＡ 片段）。

图 ３　 融合 ＰＣＲ 构建的同源重组 ＤＮＡ 片段

Ｆｉｇ ３　 ＤＮＡ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

ｆｒａｇｍｅｎｔ ｂｕｉｌｄｅｄ ｂｙ ｆｕｓｉｏｈｎ ＰＣＲ

２．３　 质粒 ｐＫＤ ４６ 转化 Ｅ．ｃｏｌｉ（Ｅ）后的提取验证　

将 ｐＫＤ ４６ 转化导入到 Ｅ．ｃｏｌｉ（Ｅ）中，挑选单个菌落

·４１·
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在 Ａｍｐ＋ ＬＢ 液体培养基中进行扩大培养，提取质

粒后进行电泳验证，转化的鉴定结果见图 ４（Ｍ 为

２０００ ｂｐ 的 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，１－３ 为鉴定结果）：

图 ４　 质粒 ｐＫＤ ４６ 转化的提取验证

Ｆｉｇ ４　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｌａｓｍｉｄ ｐＫＤ ４６

２．４　 电转化后同源重组的鉴定　 电转化后 ｉｒｐ２ 基

因被 Ｋａｎ 抗性基因片段替换后，如图 １ 所示，引物

Ａ１ ／ Ａ２、Ｂ１ ／ Ｂ２ 和 Ａ１ ／ Ｂ２ 分别用于扩增片段 ａ、ｂ、ｃ。

结果显示，有 ３ 个片段的长度和预计的一样（图 ５），

说明 Ｋｍｒ 基因已经取代 ｉｒｐ２ 基因，缺陷株 Ｅ． ｃｏｌｉ

（Ｅ） ／ Ｋｍｒ＋ ／ Δｉｒｐ２ 构建成功，正确重组率为 １０％。

图 ５　 ｉｒｐ２ 基因敲除的 ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ ５　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｒｐ２ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｂｙ ＰＣＲ

２．５　 质粒 ｐＣＰ ２０ 转化 Ｅ．ｃｏｌｉ（Ｅ） ／ Ｋｍｒ＋ ／ Δｉｒｐ２ 后的

提取验证　 将质粒 ｐＣＰ ２０ 转化导入缺陷株 Ｅ．ｃｏｌｉ
（Ｅ） ／ Ｋｍｒ＋ ／ Δｉｒｐ２，涂布于含 Ｋａｎ＋和 Ａｍｐ＋双抗性

ＬＢ 平板上，３０℃培养筛选阳性转化子，挑选单个菌

落在 Ａｍｐ＋ Ｋａｎ＋ ＬＢ 液体培养基中进行扩增，提取

质粒后进行电泳验证，转化的鉴定结果见图 ６（Ｍ
为 ２０００ ｂｐ 的 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，１－３ 为目的基因）。

图 ６　 质粒 ｐＣＰ ２０ 转化的提取验证

Ｆｉｇ ６　 ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＣＰ ２０

２．６　 卡那霉素抗性基因的消除鉴定　 将成功转化

ｐＣＰ ２０ 的缺陷株 Ｅ．ｃｏｌｉ（Ｅ） ／ Ｋｍｒ ＋ ／ Δｉｒｐ２ 接种于无

抗性的 ＬＢ 液体培养基中，４２ ℃下传 ３ ～ ５ 代，再用

卡那霉素抗性进行检测，卡那霉素抗性在能够稳定

遗传的菌株中已经消除，命名为 Ｅ．ｃｏｌｉ（Ｅ） ／ Δｉｒｐ２。
用鉴定引物 Ａ１、Ｂ２ 进行验证 ＰＣＲ 和测序验证，如
图 ７（Ｍ：ＤＮＡ 分子质量标准；１－３：目的基因）。

图 ７　 卡那霉素抗性基因消除后 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ ７　 ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｆｔｅｒ ｋａｎａｍｙｃｉｎ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ ｅｌｉｍｉｎａｔｅｄ
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２．７　 ＨＰＩ ｉｒｐ２ 基因表达的蛋白的预测分析

２．７．１　 ＨＭＷＰ２ 分子量及等电点的预测分析　 使用

ＥｘＰＡＳｙ 开发的在线工具 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 分析 ＨＭＷＰ２ 的

理论分子量和等电点（ｐＩ）分别为：２２８８２６．６０ Ｄａ，
５．８５。

２．７． ２ 　 ＨＭＷＰ２ 二 级 结 构 的 预 测 分 析 　 登陆

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ． ｏｒｇ ／ ，对 ＨＭＷＰ２ 二级结

构进行预测，二级结构中 α 螺旋、β 折叠和无规则

卷曲 所 占 的 百 分 比 分 别 为： ４３． ５％、 １０． ７６％、
４６．１９％，如图 ８。

图 ８　 ＨＭＷＰ２ 二级结构预测

Ｆｉｇ ８　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＭＷＰ２＇ｓ Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

２．７．３　 ＨＭＷＰ２ 亲疏水性分析　 使用 ＥｘＰＡＳｙ 开发

的在线工具 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 分析 ＨＭＷＰ２ 的亲疏水性。
结果显示总平均疏水指数为：－０．２２１，为疏水性蛋

白，如图 ９。

图 ９　 ＨＭＷＰ２ 疏水性预测

Ｆｉｇ ９　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＭＷＰ２＇ｓ Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ
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２．７．４　 ＨＭＷＰ２ 跨膜区分析　 使用 ＥｘＰＡＳｙ 开发的

在线工具 ＴＭｐｒｅｄ 分析 ＨＭＷＰ２ 的可能的跨膜螺旋

区，最优拓扑结构显示有 ９ 个跨膜螺旋，如图 １０。

图 １０　 ＨＭＷＰ２ 跨膜螺旋预测

Ｆｉｇ １０　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＭＷＰ２＇ｓ Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ Ｈｅｌｉｃｅｓ

２．７． ５ 　 ＨＭＷＰ２ 三 级 结 构 的 预 测 分 析 　 使用

ＥｘＰＡＳｙ开发的在线工具 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ，与已知结

构的 ＰＤＢ 数据库中的蛋白质序列进行比对，来预

测 ＨＭＷＰ２ 的三级结构，结果如图 １１。

图 １１　 ＨＭＷＰ２ 三级结构预测

Ｆｉｇ １１　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＭＷＰ２＇ｓ Ｔｅｒｔｉａｒｙ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

３　 讨论与小结

１９９８ 年，Ｍｕｒｐｈｙ［７］ 首次报道了将 λ 噬菌体的

ｅｘｏ、ｂｅｔ、ｇａｍ 三个重组功能基因在质粒上进行表

达，从而利用 λ 噬菌体的 Ｒｅｄ 功能在 Ｅ．ｃｏｌｉ 染色体

上进行基因替换。 与 ＲｅｃＡ 同源重组体系相比，由
于 Ｒｅｄ 重组发生在细胞内，Ｅ．ｃｏｌｉ 的复制和修复系

统保证了克隆的子代分子完全忠实于亲代分子［８］。

Ｒｅｄ 同源重组系统是由 λ 噬菌体的分别编码 Ｅｘｏ、
Ｂｅｔａ、Ｇａｍ 三种蛋白质的 ｅｘｏ、ｂｅｔ、ｇａｍ 三个基因组

成的。 Ｅｘｏ 蛋白是一种单亚基分子量为 ２４ ｋＤ 的核

酸外切酶，它的活性形式是一种环状的三聚物分

子，中间有一个一端能容纳双链 ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ），另
一端能容纳单链 ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）的中空通道［９］。 Ｅｘｏ
蛋白可以结合在 ｄｓＤＮＡ 的末端，从双链 ＤＮＡ 从 ５＇
端向 ３＇端降解，从而产生 ３＇端突出。 Ｂｅｔａ 蛋白是一

种单亚基分子量为 ２５．８ ｋＤ 的退火蛋白，它可以通

过自发地形成环状结构而结合到由 Ｅｘｏ 降解产生

的 ｓｓＤＮＡ 的 ３＇突出端，从而促进ｓｓＤＮＡ末端与互补

链之间的退火，同时 Ｂｅｔａ 蛋白还能防止单链核酸酶

降解外源线性 ＤＮＡ［１０］。 Ｇａｍ 蛋白是 Ｅｘｏ 和 Ｂｅｔａ
的辅助蛋白， 功能是防止外源 ＤＮＡ 片段被降

解掉［１１］。
目前用的最多的 Ｒｅｄ 重组质粒是 Ｄａｔｓｅｎｋｏ［１２］

构建的具有高效重组能力的的低拷贝质粒 ｐＫＤ
４６。 ｐＫＤ ４６ 在 ３０℃培养时能够正常地复制，当温

度高于 ３７ ℃时质粒自动丢失，它含有温敏型的复

制起点 ｏｒｉＲ１０１ 和受 ＰａｒａＢ 启动子调控的 ｅｘｏ、ｂｅｔ、
ｇａｍ 基因［１３］，这三个基因携带氨苄青霉素抗性基因

作为筛选标记，在 Ｌ－阿拉伯糖的诱导下表达。 ｐＫＤ

·７１·
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４ 在 Ｒｅｄ 同源重组系统中作为抗性标记使用，它含

有卡那霉素抗性基因，以及在抗性基因的两侧有

ＦＲＴ 位点。 ｐＣＰ ２０ 同时含有氨苄青霉素和氯霉素

抗性，且含有温敏型的复制起点。 ｐＣＰ ２０ 上还含

有一个能产生与 ＦＲＴ 位点结合的翻转酶重组酶

（Ｆｌｉｐａｓｅ Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ Ｅｎｚｙｍｅ，ＦＬＰ）的基因，从而

使 ＦＲＴ 位点发生自身同源重组，消除一个 ＦＲＴ 位

点和抗性基因。 ＦＬＰ 重组酶可以在 ４２ ℃时诱导表

达，同时质粒逐渐丢失［１２，１４］。
ＨＰＩ 是耶尔森菌的一个基因组，含有 １１ 个基

因的功能核心区，携带的基因与铁载体—耶尔森杆

菌素的合成、调节和转运有关。 其中， ｉｒｐ２ 基因为

ＨＰＩ 的标志基因，与摄铁功能相关，该基因表达的

ＨＭＷＰ２ 蛋白对 Ｙｂｔ 的合成具有重要作用，被认为

是 Ｙｂｔ 阳性表型表达所必需。 预测结果表明，
ＨＭＷＰ２蛋白在 ｐＨ 为 ５．８５ 时溶解度最小，易于析

出。 其中 α 螺旋、β 折叠和无规则卷曲所占的百分

比分别为 ４３．５％、１０．７６％和 ４６．１９％，ＨＭＷＰ２ 蛋白

为疏水性跨膜蛋白。 这些性质可能与该蛋白的摄

铁转运相关。 ｉｒｐ２ 作为铁调节基因，仅在致病性耶

尔森菌中表达，编码的分子量为 ２２８ ＫＤ 的 ＨＭＷＰ２
蛋白可参与 Ｙｂｔ 的合成，诱导鼠疫菌素受体和 Ｙｂｔ
表达，与耶尔森菌的铁摄取能力有关。 试验利用

Ｒｅｄ 同源重组的方法对 ｉｒｐ２ 基因进行了敲除，并通

过测序，对 ｉｒｐ２ 基因表达的 ＨＭＷＰ２ 蛋白进行了结

构及功能预测，不仅为研究 ｉｒｐ２ 基因在 ＰＥＣ 致病

机制中的作用及 Ｒｅｄ 重组系统研究 ＨＰＩ 的其他基

因奠定了基础，也为制备肠道感染病疫苗和粘膜免

疫佐剂等提供了更多的理论依据。
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