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Abstract : According to the nucleotide sequences of t he v t1 and v t2 toxin genes in GenBank , four

pair of p rimers were designed and synt hesized. vt1 and v t2 were detected in E. col i O157 : H7

st rains. Bacteriop hage was induced and released f rom t he st rain only carrying v t2. Phage DNA

was ext racted and used as PCR template for t he detection of the vt2 , v t22A and vt22B genes. The

p urified v t22A and vt22B fragment s were inserted into p MD182T vector . Sequencing proved t hat

two sequences were genes of subunit A and B of vt2. The homologies of two sequences compared

to their corresponding sequences coding V T2 toxin in GenBank (accession numbers X07865 , NC_

002655 , BA000007 , A F291819) were 98 %～99 % , 96 %～100 % , respectively. Our result s re2
vealed t hat vt2 gene was encoded by bacteriop hage , which p rovides a foundation for f urt her re2
search on horizontal t ransmission of V T p hage carrying virulent gene.
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摘要 : 根据 GenBank中毒素基因 vt1、vt2序列设计合成 4对引物 ,以大肠杆菌 O157菌株 DNA为模板 ,扩增 vt1、

vt2 ,从只含有 vt2的菌株中诱导释放噬菌体 ,以噬菌体DNA为模板进行 PCR扩增 ,获得 vt2、vt22A、vt22B 3条特异

性 DNA带 ;将 vt22A、vt22B扩增产物纯化后 ,分别插入 pMD182T载体 ,测序结果与相应序列比较 , vt22A 和 vt22 B

亚单位的基因序列与 GenBank中编码 V T2 毒素的 A、B亚单位的核苷酸序列 ( X07865 ,NC_002655 ,BA000007 ,

A F291819)的同源性分别为 98 %～99 %、96 %～100 % ,确定 vt2位于噬菌体 ,并为进一步研究大肠杆菌 O157 中

V T噬菌体的毒力转导、V T2毒素的表达和应用奠定基础。
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　　1982年美国亚特兰大疾病控制与预防中心首

次报道了由一种罕见的大肠杆菌血清型即 O157 :

H7引起的出血性肠炎[1 ] ,此后的 20多年中由 O157

所致的疾病在全世界范围内都有散发和暴发 ,尤其

以 1996年在日本的暴发流行最为大家熟知 ,我国也

有从患者、畜禽及肉制品中分离到该菌的报道[2 ]。

已知 Vero毒素 (Vero toxin , V T)为该菌的主要毒

力因子之一 ,包括两类生物学特性相似而理化特性

及免疫学特性有很大差异的 V T1和 V T2。流行病

调查结果显示[3 ,4 ] ,绝大多数临床分离的高毒力

O157 : H7菌株都单独或联合表达 V T2 毒素 ,因此

对大肠杆菌 O157的毒素基因 vt2 的研究是尤为重

要。据报道编码 V T2毒素的基因可能位于温和噬

菌体上 (编码 V T的噬菌体称为 V T噬菌体) ,这些

噬菌体具有毒力传递能力 ,感染宿主菌后能将噬菌

体基因整合到细菌染色体上 ,使宿主菌获得产生相

应毒素的能力[5 ,6 ]。国外已有不少有关携带毒力基

因噬菌体的研究[ 7 ,8 ] ,但目前国内对大肠杆菌 O157

的 v t 研究均集中在细菌的染色体 ,而未涉及

V T噬菌体。本文通过对O 1 5 7菌株中噬菌体的

　　收稿日期 :2004206230 ,修回日期 :2004209213
作者简介 :张慧英 (19782) ,女 ,上海松江籍 ,硕士生 ,专业 :预防兽医学 ;021264789734 ,021264199675

3 3 通讯作者. Corresponding aut hor . Tel : 021264785797 , E2mail : yanyaxian @sjtu. edu. cn

© 1995-2006 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.



vt22A , v t22B亚单位基因扩增、克隆及序列分析 ,确

定了 v t2基因位于噬菌体上 ,并为进一步研究噬菌

体的毒力传导、毒素表达奠定基础。

1　材料与方法

1 . 1　菌株

大肠杆菌 O157 : H7 010920、020324、020403株

由本实验室分离鉴定[9 ] ,大肠杆菌 T G1由上海交通

大学生物技术研究所保存 ,pMD182T载体购自大连

宝生物工程有限公司。

1 . 2　引物设计与合成

根据 GenBank中大肠杆菌 O157 : H7的基因的

核苷酸序列 (Accession number :NC_002655) ,设计

2对引物扩增 v t1和 v t2片断 ,根据 933W噬菌体的

sl t2II 基因的核苷酸序列 ( Accession number :

X07865)设计扩增 vt22A 亚单位、vt22B亚单位基因

的引物 ,引物由上海生工生物工程技术有限公司合

成。

v t1基因片断引物 ,扩增片段为 302bp , vt12上
游 : 5′2CGCT GAA T GTCA T TCGCTCT GC23′; v t12
下游 :5′2CGT GGTA TA GCTACT GTCACC23′。vt2

基因片断引物 ,扩增片段为 516bp , vt22上游 :5′2CT2
TCGGTA TCCTA T TCCCGG23 ; vt22下游 :5′2CT G

CT GT GACA GT GACAAAACGC23′。 vt22A 亚单

位基因引物 ,扩增全长 A 亚单位基因为 1015bp ,在

两端引入限制性酶切位点 X baI和 EcoRI , v t22A2上
游 : 5′2CCCCTCTA GACT TCA GCCAAAA GGAA2
CACC23′; vt22A2下游 : 5′2CGCCGAA T TC CT TAA

CTCCT T TA T T TACCCG23’。v t22B 亚单位基因引

物 ,扩增全长 B亚单位基因为 303bp ,在两端引入限

制性酶切位点 X baI 和 EcoRI , v t22B2上游 :5′2GG

GCTCTA GAA T GAA GAA GA T GT T TA T GGC23′;

vt22B2上游 :5′2GCGGGAA T TCAA TCA GGT TA T2
GCCTCA GTC23′。

1. 3　菌株 vt基因检测

采用 DNA粗提法获取大肠杆菌 O157 菌株的

DNA ,采用多重 PCR法同时检测 v t1 , v t2基因。反

应总体积 50μL : Premix Taq   ( Ta KaRa 公司产品)

25μL ,2对引物各 1μL (60μmol/ L ) ,去离子水 19.

8μL ,菌株模板 DNA 1. 2μL。反应参数 : 94℃, 2

min预变性 ;94℃,1 min ;55℃,1 min ; 72℃,1 min

35个循环 ,最后 72℃延伸 10 min。PCR产物用 3 %

琼脂糖凝胶电泳 ,并记录结果。

1 . 4　噬菌体的诱导[10 ]

将只检测到 v t2基因的菌株接种 LB 液体培养

基 ,37℃振摇过夜 ,加入 4倍体积的新鲜 LB液体培

养基 ,加入丝裂霉素 C ,37℃120 r/ min 继续振荡培

养 6h ,加入氯仿后再振荡 15 min ,4℃4000g离心 30

min ,上清液用 0. 22μm滤膜过滤除菌 ,滤液为噬菌

体液 ,于 4℃保存。

1. 5　噬菌体的提纯和 D NA的制备

按参考文献稍作改良[11 ]。在噬菌体滤液中加

入 RNA 酶消化 RNA ,DNA 酶消化 DNA ,经氯化

钠冰浴 1h ,离心收集上清 ;上清中加入聚乙二醇

8000冰浴 1h ,离心后沉淀用 SM (每升含 5. 8g

NaCl ,2g MgSO4. 7 H2O , 50mL 1mol/ L Tris2Cl ,

p H7. 5)重悬过夜 ,即为纯化的噬菌体。用氯仿抽提

含噬菌体颗粒的亲水相 ,在收集的亲水相中加入蛋

白酶 K ,37℃温浴 30 min ,加入 10 %SDS 56℃孵育

30 min ,用酚和氯仿抽提 ,最后再用等体积的氯仿抽

提以去除残留酚 ,获取的亲水相用乙醇沉淀法回收

噬菌体 DNA ,DNA 沉淀用适量 TE (p H7. 6)溶解 ,

- 20℃保存备用。

1. 6　噬菌体中 vt2和 vt22A、vt22B亚单位基因检测

反应总体积均为 50μL : Premix Taq   25μL ,

vt2 , vt22A 或 vt22B 的引物各 1μL (60μmol/ L ) ,去

离子水 22μL ,噬菌体模板 DNA 1μL。扩增 vt2 的

参数同 1. 3 ,扩增 vt22A的参数 :94℃3 min预变性 ,

94℃80s ,56℃60s ,72℃75s 35个循环 ,最后 72℃延

伸 10 min。扩增 vt22B的参数 :94℃3 min预变性 ,

94℃30s ,56℃30s ,72℃30s 35个循环 ,最后 72℃延

伸 10 min。PCR产物检测同 1. 3。

1. 7　噬菌体 vt22A和 vt22B亚单位基因的克隆

利用小量胶回收试剂盒 (上海华舜生物工程有

限公司)分别提纯 vt22A 和 vt22B的 PCR扩增产物

(按试剂盒的操作说明进行) 。与 pMD182T载体连

接 ,将连接产物转化至制备的感受态受体菌 T G1

中 ,以含 Amp/ X2Gal/ IP T G的 LB 琼脂平板筛选 ,

37℃过夜培养 ,挑取白色菌落用 PCR法鉴定以确认

T载体中确实插入了外源基因片断。

1 . 8　测序与序列分析

分别取 1mL 上述菌液由上海基康生物技术有

限公司负责测序 ,结果用 BLAST进行序列分析。

2　结果

2. 1　菌株 vt基因检测

PCR检测 3株 O157菌株中的 vt1和 vt2 ,发现

020324只具有 vt2基因、而 010920同时具有 vt1和

vt2基因 ,020403株 v t1和 vt2均未检测到 (图 1) 。
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图 1　菌株 vt1和 vt2基因的 PCR检测

Fig. 1 Detection of vt1 and vt2 gene in O157 st rains

M ,100bp DNA Ladder marker ; 1 , E. coli O157 020324 ; 2 , E. coli
O157 010920 ; 3 , E. coli O157 020403.

2. 2　噬菌体 vt2、vt22A和 vt22B亚单位基因检测

选取 020324菌株诱导释放噬菌体 ,提纯的噬菌

体 DNA 进行 vt2 片断和 vt22A , v t22B 亚单位全基

因的扩增 ,电泳后可见清晰的特异性 DNA 带 ,所得

产物片段大小分别为 516bp ,1015bp 和 303bp ,与引

物设计的扩增片断相符 (图 2) 。

2 . 3　噬菌体 vt22A 和 vt22B 亚单位基因的克隆与

核苷酸序列分析

v t22A和 vt22B亚单位基因 PCR扩增产物克隆

后进行测序 ,结果提交 Gen Bank ( vt22A登录号 A Y

739670 , v t22B登录号 A Y739671)并与 GenBank中

序列号为 X07865 (933W噬菌体) ,NC_002655

图 2　噬菌体 vt2、vt22A和 vt22B亚单位基因的检测

Fig. 2　Detection of vt2 gene for subunit A ,B in phage

M ,100bp DNA Ladder Marker ; 1 , vt22A subunit gene ; 2 , vt22B sub2
unit gene ; 3 , vt2 gene.

(O157 eDL933 株) , BA000007 ( O157 Sakai 株 ) ,

A F291819 (O157 台湾株)的编码 V T 毒素的 A、B

亚单位序列进行比较分析 ,发现 vt22A 亚单位基因

序列与 X07865 同源性为 98 % ,与 NC_ 002655 和

BA000007同源性也均为 98 % ,与 A F291819 同源

性为 99 % ; v t22B亚单位基因序列与 X07865同源性

为 96 % ,与 NC_002655和BA000007同源性也均为

96 % ,与 A F291819 同源性达到了 100 %。本实验

诱导释放的噬菌体中 vt22A 和 v t22B亚单位全基因

序列与 X07865的核苷酸序列具体的差异见图 3、图

4 ,推导出的氨基酸同源性分别为 98. 8 %和 96. 7 % ,

见图 5、图 6。

图 3　vt22A全序列同源性比较

Fig. 3　Homology comparison of the vt2 subunit A complete sequence

vt22A , vt2 gene for subunit A complete sequence f rom phage ; X07865 , Accession number of bacteriophage
933W vt2 gene for subunit A in GenBank ;‘⋯⋯’, Meaning identical nucleotide sequence.

图 4　vt22B全序列同源性比较

Fig. 4　Homology Comparison of the vt2 subunit B complete

sequence

vt22B , vt2 gene for subunit B complete sequence f rom phage ;
X07865 , Accession number of bacteriophage 933W vt2 gene for sub2
unit B in GenBank ;‘⋯⋯’, Meaning identical nucleotide sequence.

图 5　vt22A亚单位基因编码氨基酸序列比较

Fig. 5　Comparison of amino acid sequence of vt2 subunit A

vt22A , Amino acid sequence of vt2 subunit A from phage ; X07865 ,
Amino acid sequence of vt2 subunit A from bacteriophage 933W ;
‘⋯⋯’, Meaning identical amino acid sequence ;‘2’, Meaning stop
codon

图 6　vt22B亚单位基因编码氨基酸序列同源性比较

Fig. 6　Comparison of amino acid sequence of vt2 subunit B

vt22B , Amino acid sequence of vt2 subunit B from phage ; X07865 , Amino
acid sequence of vt2 subunit B from bacteriophage 933W;‘⋯⋯’, Mean2
ing identical amino acid sequence ;‘2’, Meaning stop codon

3　讨论

Vero 毒素是 O157 : H7及其他出血性大肠杆菌

的主要致病因子 ,包括两类毒素 :V T1和 V T2 ,均为

典型的 1A + 5B 生物毒素结构类型 ,即有一个 A 亚

单位 (32kDa)和一个五聚体 B 亚单位 (7. 7kDa 单聚

体)组成。A亚单位是毒素的活性部分 ,具有 N糖苷
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酶活性 ,B亚单位与靶细胞特异性受体结合 ,介导毒

素内在化。A 亚单位进入细胞后裂解成 A1 和 A2

两条肽链 ,A1 链具糖苷酶作用 ,切断参与蛋白合成

的 60s亚单位的 28s rRNA 中 4324 位腺嘌呤的 N

糖苷键 ,腺嘌呤残基因此脱落 ,从而导致蛋白合成受

阻 ,细胞死亡。V T2 毒素为细菌胞外分泌 ,毒力较

强 ,而 V T1毒素存在于胞内 , V T2对人的肾小球微

血管内皮细胞的 50 %致死剂量是 V T1的 1/ 400 ,在

HC和 HU S的发展过程中 V T2 表现出比 V T1 更

具决定性作用[12 ]。因此 ,尽管本实验中检测了实验

菌株的 v t1和 vt2 ,但筛选只具有 v t2基因的菌株进

行噬菌体诱导 ,对噬菌体 DNA 进行 vt22A 和 vt22B

亚单位基因的检测与克隆 ,实验结果表明释放的噬

菌体 DNA 中能扩增出 v t22A 和 v t22B特异性 DNA

条带 ,经测序和序列比较证实了扩增产物为 vt2 基

因 ,从而确定了 vt2基因位于噬菌体上。

本实验噬菌体 DNA 中 vt22A 和 vt22B 序列与

Genbank中对应基因的核苷酸序列相比发现 ,与

O157 Sakai株和 EDL933株的 vt22A 亚单位基因的

同源性为 98 %299 % , v t22B 亚单位基因的同源性均

为 96 % ,而与台湾分离株的同源性略高 ,A、B 亚基

的同源性分别为 99 %和 100 % ,表明毒素的核苷酸

序列也具有地区差异。在与登录号为 X07865 的

933W噬菌体的 vt22A 基因序列相比 ,发现共有 14

个碱基发生变化 , vt22B 基因序列有 11 个碱基发生

变化 ,但其同源性均在 96 %以上 ;A亚基编码的氨基

酸仅在第 75、131、162、277位发生改变 ,同源性 98.

8 % ,而 B亚基编码的氨基酸仅在第 13、35、43 位发

生改变 ,同源性 96. 7 %。由此推知 , vt 基因序列具

有相当的保守性 ,这为疫苗研制和可能的免疫诊断

试剂的开发提供理论依据。而在设计引物时两端加

上常用的酶切位点 ,为下一步的 V T22A ,V T22B 蛋

白的表达奠定了基础。
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