
书书书

畜牧兽医学报
!

!"#"

!

$#

"

%

#$

%!!!%!&

!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$-()("$

鸡大肠杆菌活的非可培养状态发生

相关基因克隆与分析

李
!

影"

!段
!

锐#

!王伟利$

!孙晓媛"

!钱爱东"

"

"

"%

吉林农业大学动物科学技术学院!长春
"$&""'

%

#%

吉林省辽源市畜牧总站!辽源
"$(#&&

%

$%

吉林出入境检验检疫局检验检疫技术中心!长春
"$&&(#

#

摘
!

要!本研究旨在从分子水平探究细菌活的非可培养状态"

)*+,

#的发生机制&应用冰乙酸和
-.

联合诱导条

件!使鸡大肠杆菌进入
)*+,

状态!并利用
/0+1

差异显示技术"

2203!4,0

#获得
)*+,

相关基因&结果表明!

从
)*+,

大肠杆菌中筛选得到的
$

个差异片段与大肠杆菌
#$5

核糖体
0+1

基因序列具有较高的核苷酸同源性!

分别为
6'7

'

6'7

和
667

!而氨基酸的同源性也均在
687

以上!表明这
$

个序列是大肠杆菌
#$5

核糖体
90+1

基

因的部分序列!同时也是与大肠杆菌
)*+,

状态发生密切相关的基因&由此推知!当正常大肠杆菌在未暴露任何

压力下时!其转录水平较低!特别是
#$590+1

的某一"些#基因不显示或受到强烈抑制&当进入
)*+,

状态后!面

临生存压力时!这一"些#基因转录水平明显强于正常状态!而核糖体作为蛋白质合成的主要结构与场所!其某些基

因也将积极参与新蛋白质的生物合成&

关键词!

)*+,

状态%大肠杆菌%

/0+1

差异显示"

2203!4,0

#%作用机制

中图分类号!

5':#%("#

!!!!

文献标识码!

1

!!!!

文章编号!

&$((!(6(-

"

#&"&

#

&$!&$##!&8

收稿日期!

#&&6!""!&#

基金项目!国家自然科学基金项目"

$&8&&:6-

#%高等院校博士点科研基金联合资助项目"

#&&8"&"6$&&#

#%国家质检总局科技计划项目

"

#&&6;<"('

#

作者简介!李
!

影"

"688!

#!女!吉林通化人!副教授!博士!主要从事动物微生物学研究!

3=>

$

&-$"!'-:$$-#(

!

?!/@A>

$

BC>A

D

AE

F!

"($%GH/

"

通讯作者!钱爱东!

?!/@A>

$

I

A@EJAJHE

F

&"":

!

"($%GH/

'()*+*

,

-*./0

1

20*304*-(

5

6+6)78+-9(092:;)*<32(:2=-9(0

/:-:0>0(-:0.?0*06+*!"#$%&'#$'(#)*'

K;LAE

F

"

!

2M1+0NA

#

!

O1+P O=A!>A

$

!

5M+QA@H!

D

N@E

"

!

R;1+1A!JHE

F

"

"

"

"./+00&

1

&+

2

!)(3$0-"(&)"&$)45&",)+0+

16

!

7(0()!

1

'("80#8'$09)(:&';(#

6

!

/,$)

1

",8)"$&""'

!

/,()$

%

#.<($+

6

8$)!)(3$0=8;>$)4'

6

-#$#(+)$'

6

!

<($+

6

8$)"$(#&&

!

/,()$

%

$.7(0()?)#'

6

@?A(#B);

C

&"#(+)$)4D8$'$)#()&E8'&$8

!

/,$)

1

",8)"$&&(#

!

/,()$

#

496:=-3:

$

3CAS=T

U

=9A/=EBV@SGHEJNGB=JBHSBNJ

D

BC=/H>=GN>@9/=GC@EAS/SHWX@GB=9A@AEYA@X>=

XNBEHE!GN>BN9@X>=

"

)*+,

#

SB@B=%3C9==JAWW=9=EBA@>W9@

F

/=EBS

"

1"

!

1#@EJ,"

#

V=9=G>HE=J

W9H/?."+0(AE)*+,AEJNG=JX

D

@G=BAG@GAJ@EJ- . VABC/0+1JAWW=9=EBA@>JAS

U

>@

D

4,0%

3C=S=W9@

F

/=EBSV=9=@>>=TB9@GB=JW9H/?."+0(AE)*+,X

D

9=Y=9S=EH9BC=9EC

D

X9AJAZ@BAHE%3C=

ENG>=HBAJ=CH/H>H

FD

X=BV==EBC9==S=

I

N=EG=S@EJ?."+0(#$590+1

F

=E=SV@S6'7

!

6'7@EJ

667

!

9=S

U

=GBAY=>

D

%

@EJ@/AEH@GAJSCH/H>H

FD

V=9=@>>@XHY=687%3C=S=9=SN>BSAEJAG@B=JBC@B

EH9/@>?."+0(VABCHNB@E

D

S=>=GBAY=

U

9=SSN9=

!

ABS0+1B9@ESG9A

U

BV@S>HV=9

!

@EJSH/=#$5

90+1

F

=E=SV=9=AECAXAB=J%*NBVC=EAE)*+,

!

SH/=9=>@B=J

F

=E=S=T

U

9=SSAHEV=9=CA

F

C=9BC@E

BC@BHWEH9/@>SB@B=%3C=S=

F

=E=S/@

D

X=

U

@9BAGA

U

@B=AEB9@ESG9A

U

BAHEH9

U

9HB=AES

D

EBC=SASHW?."+@

0(AE)*+,%

@0

5

A)=.6

$

YA@X>=XNBEHE!GN>BN9@X>=SB@B=

%

?;",&'(",($"+0(

%

/0+1JAWW=9=EBA@>JAS

U

>@

D

4,0

%

/=GC@EAS/S



!

$

期 李
!

影等$鸡大肠杆菌活的非可培养状态发生相关基因克隆与分析

!!

细菌(活的非可培养状态)"

)A@X>=XNBEHE!GN>!

BN9@X>=

!

)*+,

#自
"6'#

年被正式提出至今!有关这

一状态的认定一直存在争议*

"[#

+

&究其原因!主要

在于没有统一的'令人信服的(活细胞)判定标准&

但是随着分子生物学技术的广泛应用!以
/0+1

作

为活细胞判定标准!得到普遍认同&因为
/0+1

在

细胞内不稳定!易被核酸酶快速降解!属于细胞内生

存期较短的分子!是活细胞的信号分子&因此!将

03!4,0

技术应用于细菌
)*+,

状态的研究迅速

增加*

$!8

+

&纵观这些报道!多数研究所确定的(活细

胞)标志基因都是已知基因!是通过比较该基因在
#

种不同状态下所呈现的变化或发挥的作用而确立

的!这些基因只能作为检测
)*+,

细菌的充分而非

必要条件&也就是说!这些基因并非
)*+,

特异性

基因!那么依靠这些基因所建立的检测方法的特异

性和敏感性也将会大大降低&因此!寻找与细菌

)*+,

状态发生相关的基因彰显重要&目前!寻找

和发现新基因的主要技术手段是
/0+1

差异显示

技术"

2203!4,0

#!但由于原核细胞
/0+1$\

端不

存在
4>H

D

"

1

#结构!设计差异基因扩增引物的难度

较大*

'

+

!因而此项技术较少用于细菌等原核细胞!而

在国内外未见将其用于细菌
)*+,

状态研究的相

关报道&作者此次将
2203!4,0

技术引入大肠杆

菌
)*+,

状态的研究中!不但可以充分证明大肠杆

菌
)*+,

状态的存在!而且还能获得
)*+,

状态发

生相关基因!为细菌
)*+,

作用机制的研究奠定基

础&

#

!

材料与方法

#B#

!

材料

"%"%"

!

试验菌株
!!

对照组为从鸡肠道中分离!用

常规方法培养的正常状态大肠杆菌
]$#

"

?"

#!由作

者实验室保存&试验组为经冰乙酸和
-.

低温联合

诱导!通过平板计数'

K;)?

,

2?12*@GB=9A@>)A@!

XA>AB

D

<AB

荧光染色和流式细胞仪鉴定!证实为已经

进入
)*+,

状态的大肠杆菌
]$#

"

)?"

#

*

6

+

&

"%"%#

!

主要试剂
!!

0+1

提取分离试剂"

0+1ASH

0=@

F

=EB

#'

0+1

酶抑制剂'

2+@S=

"

'

J+34S

'

?T!

5$

F

2+1

聚合酶'

U

^2"'!3 )=GBH9

'

"&&X

U

2+1

K@JJ=9 @̂9_=9

'

1

F

@9HS=P=>2+14N9AWAG@BAHE<AB

等!均购自
3@<@0@

公司"日本#&

1^)

反转录酶

购自
49H/=

F

@

公司"美国#&

2;P 2+1 K@X=>AE

F

@EJ2=B=GBAHE<AB

和
2;P?@S

D

`

D

X

!购自
0HGC=

公

司"瑞士#&亲和硅烷'剥离硅烷'

39AS

'过硫酸铵等均

购自北京鼎国生物技术有限责任公司&相关引物*

"&

+

的合成及测序由
3@<@0@

"大连#公司完成"表
"

#&

表
#

!

>C<D'>

引物

C-9(0#

!

/0

1

20*306)7

E

=+F0=67)=>C<D'>

锚定引物

1EGCH9

U

9A/=9S

序列"

:\

#

$\

#

5=

I

N=EG=S

随机引物

19XAB9@9

D

U

9A/=9S

序列"

:\

#

$\

#

5=

I

N=EG=S

"̂ 333313,,1P, 5" P,3PP11111

#̂ 1,3331,P,1P 5# P,3P,3PP,P

$̂ 33313,,1P,P 5$ P11P3P,3PP

-̂ 3,1P,P33331 5- 3PP,PP,PP,

:̂ 333,1P,P,,3 5: 11,3PP,P11

(̂ 333333,1P,1 5( 13P,P,3PP,

8̂ 3,3333331,, 58 3P,,P13P11

'̂ 13,13,,1P,1 5' ,3PP11P11P

6̂ 33331,,,1P, 56 13PP,P,3PP

"̂& 33,1P,,1P,P 5"& 13PP,P13P1

#B!

!

方法

"%#%"

!

/0+1

差异显示分离差异片段
!!

取
?"

和
)?"

菌液各
#&/K

!

-.

!

(&&&9

-

/AE

["离心
"&

/AE

!弃上清!使用
0+1ASH0=@

F

=EB

提取细菌总

0+1

&为消除细胞总
0+1

中污染的痕量
2+1

!按

文献*

""

+方法对
0+1

进行纯化&取总
0+1:

#

K

于
8&.

温育
:/AE

!立刻冰浴&然后加入下列成

分$

0+1

酶抑制剂"

-&M

-

#

K

["

#

&%:

#

K

!

1^)

*NWW=9#

#

K

!

J+34S

"

#://H>

-

K

["

#

#

#

K

!锚定引

物"

"&

U

/H>

-

#

K

["

#

&%'

#

K

!补水至
#&

#

K

&轻弹

使其混合!瞬间离心!

-#.

感作
"C

&将锚定引物与

随机引物随机组合!对上述反转录产物进行
4,0

扩

增&

:&

#

K4,0

体系中加入下列各成分$

G2+1

模

板
#

#

K

!

J+34S

"

#://H>

-

K

["

#

#

#

K

!

^

F

,>

#

"

#:

//H>

-

K

["

#

"%:

#

K

!

?T!5$

F

*NWW=9#%:

#

K

!锚定引物

"

"&

U

/H>

-

#

K

["

#

"%:

#

K

!随机引物"

"&

U

/H>

-

#

K

["

#

#%:

#

K

!

?T!5$

F

酶"

"&M

-

#

K

["

#

&%:

#

K

!补水至

:&

#

K

&反应程序$

6(.

预变性
'/AE

%

6(.-&S

!

$'.:&S

!

8#.-&S

!

$&

个循环%

8#."&/AE

!

":

."&/AE

&

4,0

产物先用
#7

琼脂糖凝胶初步电

泳检测!若产物较多则需用
-7

中性聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离!便于挑选差异条带&

"%#%#

!

差异条带二次
4,0

扩增
!!

二次
4,0

模

板的来源可以有多种!如一次
4,0

产物的
"&

倍系

列稀释物'目的片段的琼脂糖凝胶回收纯化产物以

及含有差异片段的琼脂糖凝胶或聚丙烯酰胺凝胶

$#$



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
-"

卷
!

等&其中前
#

种均需清洁或纯化!后
"

种可直接使

用&二次
4,0

时!所用引物应与一次
4,0

相同&

反应参数也可调整!特别是要提高退火温度!以确保

反应特异性&

:&

#

K4,0

体系中加入下列各成分$

一次
4,0

模板
#

#

K

!

J+34S

"

#://H>

-

K

["

#

"

#

K

!

^

F

,>

#

"

#://H>

-

K

["

#

"%:

#

K

!

?T!5$

F

*NWW!

=9#%:

#

K

!锚定引物"

"&

U

/H>

-

#

K

["

#

"

#

K

!随机引

物"

"&

U

/H>

-

#

K

["

#

"

#

K

!

?T!5$

F

酶"

"&M

-

#

K

["

#

&%:

#

K

!补水至
:&

#

K

&反应程序$

6( .

预变性
'

/AE

%

6(.-&S

!

:&.:&S

!

8#.-&S

!共
$&

个循

环%

8#."&/AE

!

":."&/AE

&产物经
#7

琼脂糖

凝胶电泳检测!剩余产物在
[#&.

保存!以备克隆

与杂交用&

"%#%$

!

差异片段克隆与重组质粒
4,0

鉴定
!!

二

次
4,0

产物纯化后!与
U

^2"'!3

载体连接!而后

转入大肠杆菌感受态细胞中!取培养物涂布含

1/

U

'

T!

F

@>

'

;43P

的琼脂平板&无菌条件下!用牙

签挑取平板上生长的白色菌落!接种含
1/

U

"终浓

度为
:&

#

F

-

/K

["

#的液体
K*

中!

$8.

!振摇培养过

夜!小量提取质粒进行
4,0

鉴定&在
:&

#

K4,0

反应

体系中加入下列各成分$重组质粒模板
"

#

K

!

J+34S

"

#://H>

-

K

["

#

"

#

K

!

^

F

,>

#

"

#://H>

-

K

["

#

"%:

#

K

!

?T!5$

F

*NWW=9#%:

#

K

!锚定引物"

"&

U

/H>

-

#

K

["

#

"

#

K

!随机引物"

"&

U

/H>

-

#

K

["

#

"

#

K

!

?T!5$

F

酶

"

"&M

-

#

K

["

#

&%-

#

K

!补水至
:&

#

K

&反应程序$

6(.

预变性
'/AE

%

6(.-&S

!

:&.:&S

!

8#.-&

S

!

#'

个循环%

8#."&/AE

!

":."&/AE

&同时设

立空载体对照!产物在
"7

琼脂糖凝胶上检测&

"%#%-

!

差异片段反向
+H9BC=9E

杂交验证
!!

用

酚,氯仿对
?"

和
)?"

反转录产物"

G2+1

#抽提纯

化后!按
0HGC=

公司的
2;P2+1K@X=>AE

F

@EJ2=!

B=GBAHE<AB

说明书!将其标记为探针&然后取
"

#

K

样品"重组质粒或重组质粒
4,0

扩增产物#均匀点

在带正电荷的尼龙膜上!

'&.

固定
$&

$

-:/AE

!再

加入预热的
2;P ?@S

D

`

D

X

!于
-: .

预杂交
$&

/AE

&同时取适当体积的已标记探针在
4,0

仪上

6-.

变性
:/AE

!迅速置冰上冷却!而后将膜移至含

有探针的杂交液中!

-:.

杂交
"(C

&洗膜和免疫检

测后!待显色完毕!用
3?

"

U

'̀%&

#终止反应&

"%#%:

!

差异片段序列分析
!!

将验证的差异片段

测序后!登录
+,*;

网站进行在线分析&首先利用

网站提供的
ENG>=HBAJ=X>@SB

功能在
E9

库中对差异

片段进行核苷酸序列比较!然后再利用
BX>@SBT

功能

在
*@GB=9A@>""

库中进行氨基酸序列比较&

!

!

结
!

果

!B#

!

>C<D'>

琼脂糖凝胶检测结果

在
"&&

个引物组合中!只有
#̂

与
5(

'

$̂

与
5(

和
"̂&

与
5-

组合能同时将
#

种状态大肠杆菌的

G2+1

片段扩出"图
"

#&其中引物
$̂

与
5(

从

)?"

中扩增出了约
(&&

"

1

#和
""&&X

U

"

*

#

#

个片

段!引物
#̂

与
5(

扩增出
"

条约
(&&X

U

"

,

#的片段!

而
"̂&

与
5-

则扩增出
"

条
:&&X

U

"

2

#左右的片

段&这些片段均在
?"

电泳图谱中不可见"不排除

因琼脂糖凝胶分辨率低!出现此片段的可能性#!而

在
)?"

电泳图谱中则为其特有片段!故将这些片段

暂定为(差异片段)&为减少反应假阳性对试验结果

的干扰!保证所获得的差异显示图谱和片段的稳定

性!降低后续验证工作的难度!再次应用上述
$

对引

物进行重复扩增&结果证实!重复扩增图像与图
"

完全一致!重复性较高!并且
)?"

所呈现的差异条

带也比较稳定&

"

'

#%

引物
#̂

,

5(

组合%

$

'

-%

引物
$̂

,

5(

组合%

:

'

(%

引物

"̂&

,

5-

组合%

^%"&&X

U

相对分子质量标准%

"

'

$

'

:%?"

%

#

'

-

'

(%)?"

"

!

#%49A/=9S #̂

,

5(

%

$

!

-%49A/=9S $̂

,

5(

%

:

!

(%49A/=9S

"̂&

,

5-

%

^%"&&X

U

>@JJ=9

%

"

!

$

!

:%?"

%

#

!

-

!

(%)?"

图
#

!

>C<D'>

扩增结果

G+

,

H#

!

CI0-F

E

(+7+3-:+)*=062(:6)7>C<D'>

!B!

!

差异片段二次
D'>

扩增结果

经一次
4,0

扩增!引物
#̂

与
5(

'

$̂

与
5(

和

"̂&

与
5-

组合可扩增得到
-

条差异条带"

1

'

*

'

,

'

2

#!并且可重复出现&但这
-

条差异片段!经二次

4,0

扩增后!只有
1

'

,#

条片段"大于
:&&X

U

#可重

复出现!并且没有出现杂带!予以保留&而
*

'

2#

条片段的二次
4,0

扩增产物中均存在杂带!且片段

长度也与其不一致!予以剔除&

-#$



!

$

期 李
!

影等$鸡大肠杆菌活的非可培养状态发生相关基因克隆与分析

"

'

#%

片段
1

二次
4,0

产物%

$

'

-%

片段
,

二次
4,0

产

物%

^%2K#&&&2+1

相对分子质量标准

"

!

#%5=GHEJ4,0

U

9HJNGBSHWJAWW=9=EBW9@

F

/=EB1

%

$

!

-%5=GHEJ4,0

U

9HJNGBSHWW9@

F

/=EB,

%

^%2K#&&&

2+1/@9_=9

图
!

!

差异片段
4

和
'

二次
D'>

扩增结果

G+

,

H!

!

/03)*.D'> -F

E

(+7+3-:+)*=062(:6)7.+770=0*:

7=-

,

F0*:4-*.'

!B%

!

差异片段重组质粒
D'>

鉴定结果

将纯化后的差异显示片段"

1

'

,

#连接到载体

上!经过
4,0

鉴定可知!图
$

中空载体对照组没有

出现
2+1

条带!而
"

'

$

'

-

'

'

泳道中的重组质粒均

出现产物!且其大小与插入片段大小相同!说明差异

片段
1

已与载体
2+1

重组&第
#

泳道约
#&&&X

U

的扩增产物与插入片段大小不符!故将其剔除&

图
-

中!空载体对照组没有出现
2+1

条带!

"

'

$

'

:

'

(

'

8

泳道中的重组质粒均出现产物!且其大小

与插入片段大小相同!同样说明差异片段已与载体

2+1

发生重组&但第
#

泳道产物出现弥散现象!故

将其剔除&

"

$

-

'

(

$

'%

重组质粒%

:%3

载体对照组%

^%2K#&&&2+1

相对分子质量标准

"!-

!

(!'%4,0

U

9HJNGBSW9H/'JAWW=9=EBA@>B9@ESWH9/@B=J?."+@

0(

%

:%3!)=GBH9GHEB9H>

F

9HN

U

%

^%2K#&&&2+1/@9_=9

图
%

!

片段
4

重组质粒
D'>

鉴定结果

G+

,

H%

!

CI0=062(:6)7.+770=0*:+-(7=-

,

F0*:4=03)F9+*-*:

E

(-6F+.69

5

D'>.0:03:+)*

"

$

$

'

:

$

8%

重组质粒%

-%3

载体对照组%

^%"&&X

U

相对分

子质量标准

"!$

!

:!8%4,0

U

9HJNGBSW9H/(JAWW=9=EBA@>B9@ESWH9/@B=J?.

"+0(

%

-%3!)=GBH9GHEB9H>

F

9HN

U

%

^%"&&X

U

>@JJ=9

图
$

!

片段
'

重组质粒
D'>

鉴定结果

G+

,

H$

!

CI0=062(:6)7.+770=0*:+-(7=-

,

F0*:'=03)F9+*-*:

E

(-6F+.69

5

D'>.0:03:+)*

!B$

!

差异片段反向
;)=:I0=*

杂交验证结果

将含有差异片段的阳性重组质粒'二次
4,0

回

收纯化产物点样于尼龙膜!然后分别与
?"

和
)?"

的
G2+1

探针进行杂交&其中!片段
1

和
,

的二次

4,0

回收纯化产物'

(

个含有
1

片段的阳性重组质

粒以及
8

个含有
,

片段的阳性重组质粒均与
)?"

的
G2+1

探针杂交有信号!为阳性"图
:

'

(

#&而与

?"

的
G2+1

探针杂交则无信号!为阴性"结果未列

出#!说明这
#

个片段是大肠杆菌进入
)*+,

状态

所表达的主要差异基因&

!BJ

!

差异片段序列分析结果

对经验证的
(

个含有
1

片段的阳性重组质粒

和
8

个含有
,

片段的阳性重组质粒进行了序列测

定!共得到
"$

条序列&序列分析结果表明!在含有

1

片段的
(

条序列中!有
$

条完全相同!有
#

条不含

引物"应将其剔除#!最后得到
#

条序列"

1"

'

1#

#!这

#

条序列的核苷酸同源性较高!为
66%#7

&而在含

有
,

片段的
8

条序列中!有
-

条完全相同!有
$

条不

含引物序列!最后只得到
"

条序列
,"

&故本试验共

得到
$

条差异片段"

1"

'

1#

和
,"

#!分别为
(""

'

("&

和
(&&X

U

&

将这
$

个序列在线输入
+NG>=HBAJ=X>@SB

和

BX>@SBT

搜索对话框内!要求精确匹配"

=

值为
&

#&

表
#

显示!

$

个序列均与大肠杆菌
#$5

核糖体
0+1

基因具有较高的核苷酸同源性!其中
,"

最高!可达

667

!

1"

和
1#

次之!但两者也均在
6'7

以上!氨基

酸的同源性也均在
687

以上&此外!

$

个序列还与

志贺氏菌'沙门氏菌'肺炎克雷伯杆菌'产气肠杆菌'

鼠疫耶尔森菌'弗罗因德"氏#枸橼酸杆菌等细菌的

:#$



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
-"

卷
!

#$5

核糖体
0+1

有较高的同源性!而同源性的高低

与种属亲缘关系远近密切相关&综合以上结果!作

者所获差异序列实为编码大肠杆菌
#$5

核糖体

0+1

的部分
92+1

基因!这是一种中等重复并有

转录活性的保守基因!广泛存在于大肠杆菌及其相

近的种属中&

"%

片段
1

的
4,0

纯化产物%

#

$

8%

片段
1

的阳性重组质粒

"%5=GHEJ4,0

U

N9AWAG@BAHE

U

9HJNBS

%

#!8%0=GH/XAE@EB

U

>@S!

/AJSHWJAWW=9=EBA@>W9@

F

/=EB1

图
J

!

片段
4

反向杂交检测结果

G+

,

HJ

!

CI0I

5

9=+.+K-:+)*=062(:6)7.+770=0*:+-(7=-

,

F0*:4

-*.8L#3M;4

E

=)9069

5

=0N0=60*)=:I0=*9():

"%

片段
,

的
4,0

纯化产物%

#

$

'%

片段
,

的阳性重组质粒

"%5=GHEJ 4,0

U

N9AWAG@BAHE

U

9HJNGBS

%

#!'%0=GH/XAE@B=J

U

>@S/AJSHWJAWW=9=EBA@>W9@

F

/=EB,

图
O

!

片段
'

反向杂交检测结果

G+

,

HO

!

CI0I

5

9=+.+K-:+)*=062(:6)7.+770=0*:+-(7=-

,

F0*:'

-*.8LP3M;4

E

=)9069

5

=0N0=60*)=:I0=*9():

%

!

讨
!

论

众所周知!核糖体是生物体蛋白质合成和装配

的场所!由
90+1

和核糖体蛋白组成!编码
90+1

的基因称为
92+1

*

"#

+

&在原核生物中!

#$5

核糖体

0+1

基因"

92+1

#!由
#6&-

个核苷酸组成!含量相

对稳定!约占
2+1

总量的
&%"7

$

&%:7

*

"$

+

&

92!

+1

在基因组中有多个拷贝!拷贝数从
"

到
"-

不

等!其数目与基因组的
90+1

操纵子"

99E

#数目一

致*

"-

+

!因此认为这个基因是一种中等重复并有转录

活性的基因&显然!作者所获得的
$

个同源性较高

的
)*+,

发生相关基因不但有可能参与自身核糖

体大亚基的构成!还有可能参与转录&尽管目前国

内外关于细菌
)*+,

状态发生机制的报道较少!但

5@XAE@

*

":

+

'

1X==

*

"(

+和
=̀AS_@E=E

*

"8

+等人在研究细菌

)*+,

状态发生机制时!均认为
)*+,

状态可能是

由一个或一组基因控制的!这些基因在生长快速且

未暴露任何压力下!表达水平较低!但是在自然环境

或不良人为环境中时却能被大量表达&在利用

2203!4,0

获取
)*+,

差显片段时!作者发现从

)*+,

菌中所扩增出的产物较少&一般地!一对随

机引物仅能扩出
"

或
#

条片段!即便是用
4?P?

凝

胶分离!也未获成功&而且!此种情况在研究沙门氏

菌和志贺氏菌时也遇到过!似乎这些随机引物已成

了
)*+,

细菌的(特异性)引物&但从引物对正常

状态细菌
G2+1

的扩增结果看!不但产物多而且随

机分布!故不能质疑引物的随机性!这反而证实了细

菌在
)*+,

状态下所启动的相关基因少的结论&

另外!研究所选用的随机引物是根据大肠杆菌基因

组中高频出现的重复序列设计而来!对大肠杆菌的

研究针对性很强!因而对表达较少基因的
)*+,

细

菌
G2+1

的(特异性)扩增是可能的&因此!作者对

于大肠杆菌
)*+,

状态发生机制作如下理解$当正

常大肠杆菌在未暴露任何压力下时!其转录水平较

低!特别是
#$590+1

的某一"些#基因不显示或受

到强烈抑制&当进入
)*+,

状态后!面临生存压力

时!这一"些#基因转录水平明显强于正常状态!而核

糖体作为蛋白质合成的主要结构与场所!这一"些#

基因也将积极参与新蛋白质的生物合成&

此外!本研究发现大肠杆菌
)*+,

发生相关基

因广泛存在于大肠杆菌及其相近菌属中!属于种群

基因!因而一旦证明该组基因为
)*+,

状态发生的

特异性(种群基因)!就可以建立针对该基因的检测

方法!必将具有显著的实际意义&例如!目前畜产品

中的食源性病原菌"大肠杆菌
]":8

'沙门氏菌'志贺

氏菌'李氏杆菌等#常会造成群发性伤害!引起严重

的公共卫生危机&但是对于一些进入了
)*+,

状

态的病原菌而言!依靠传统的培养技术'敏感的

4,0

技术乃至高通量的基因芯片技术也很难将其

检测出来!并且极易被认定是(死)菌*

"'[#&

+

&因为病

原菌在不良环境中进入
)*+,

状态后!不但丧失了

在培养基中生长繁殖的能力!而且还能够启动与原

菌不同的基因!但仍旧具有与原菌相似的致病性!可

以逃避检测!成为隐性传染源&显然建立针对畜产

品相关病原菌
)*+,

状态基因的检测方法!对于保

障动物源性食品质量与安全将起到积极作用&因

而!继续加强(

)*+,

种属特异性基因)的筛选与鉴

定方面的研究!将是进一步研究的重要内容之一&

(#$
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表
!

!

差异片段在线
"#$%&

比对结果

'$(#)!

!

*$+&,$#+)%-#&%.//+$

0

1)2&34

!

3!$2564(#$%&&.2+$25($7&)+,$445$&$($%)8)2"$29

收录号

!""#$$%&'

'()*#+

描述

,#$"+%

-

.%&'

!/ !0 1/

'("2#&.%3#*24$.

!

'+

"

.*24$.5

!

*4".#+%4//

"

'("2#&.%3#*24$.

!

'+

"

.*24$.5

!

*4".#+%4//

"

'("2#&.%3#*24$.

!

'+

"

.*24$.5

!

*4".#+%4//

"

6742(# 845%3#'.6742(# 845%3#'.6742(# 845%3#'.6742(# 845%3#'.6742(# 845%3#'.6742(# 845%3#'.

基因功能

9#'#:('".%&'

!;<<=<>?@/ !"#$%&'#$'(#)*'AB//<

#

,C! <@< ==D =#E//F =?D <@< =?D F#E//F =?D <@< ==D B#E/<0 ==D 0BG+HC!#'"&3%'

II

#'#

J<<<=K@0 !"#$%&'#$'(#)*'L/089/KFF

#

,C! <@< ==D =#E//F =?D <@< =?D F#E//F =?D <@< ==D B#E/<0 ==D 0BG+HC!#'"&3%'

II

#'#

!6</><MF@/ !"#$%&'#$'(#)*'1NO<MB

#

,C! <@< =?D >#E//> =MD <@< =?D >#E//> =MD <@< ==D B#E/<0 ==D 0BG+HC!#'"&3%'

II

#'#

1;<<<>K?@/ !"#$%&'#$'(#)*'!;61P/

#

,C! <@< =?D >#E//> =MD <@< =?D >#E//> =MD <@< ==D B#E/<0 ==D 0BG+HC!#'"&3%'

II

#'#

Q<<BB/@/ !@#)*'

I

#'#++'R

#

,C! <@< =?D >#E//> =MD <@< =?D >#E//> =MD <@< ==D B#E/<0 ==D 0BG+HC!#'"&3%'

II

#'#

!N<FB=KK@/ !"#$%&'#$'(#)*'++2,&

-

#+&'

#

,C! <@< =?D >#E//> =MD <@< =?D >#E//> =MD <@< ==D B#E/<0 ==D 0BG+HC!#'"&3%'

II

#'#

J/?==M@/ !"#$%&'#$'(#)*'LE/0

#

,C! <@< =?D >#E//> =MD <@< =?D >#E//> =MD <@< ==D B#E/<0 ==D 0BG+HC!#'"&3%'

II

#'#

S</K=F@/ !@#)*'+HC!&

-

#+&'

!

++'R

"

"&3%'

I

#

,C! <@< =?D >#E//> =MD <@< =?D >#E//> =MD <@< ==D B#E/<0 ==D 0BG+HC!#'"&3%'

II

#'#

1;<<<<B?@/ +$'

,

%**(")--%'G$<>K

#

,C! <@< =?D K#E//> =MD <@< =?D /#E//B =KD <@< =?D /#E//? =MD 0BG+HC!#'"&3%'

II

#'#
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,

%**(.

/

"%-0%&'(%$.+4%'6LB

#

,C! <@< =?D F#E//B =MD <@< =?D K#E/// =KD <@< =?D 0#E//K =FD 0BG+HC!#'"&3%'

II

#'#

,TK?0K0B@/ +$'

,

%**(")--%'$.+4%'/>0BG+%*&$&)42HC!

I

#'#

#

,C! <@< =?D F#E//B =MD <@< =?D K#E/// =KD <@< =?D 0#E//K =>D 0BG+HC!#'"&3%'

II

#'#

,TK?0K0<@/ +$'

,

%**(1)

/

.''$.+4%'6L00BG+%*&$&)42HC!

I

#'#

#

,C! <@< =?D F#E//B =MD <@< =?D K#E/// =KD <@< =?D 0#E//K =FD 0BG+HC!#'"&3%'

II

#'#

!6<<FKM>@/ +$'

,

%**(

2

*%3-%&'04$.+@B</

#

,C! <@< =?D F#E//B =MD <@< =?D K#E/// =KD <@< =?D 0#E//K =>D 0BG+HC!#'"&3%'

II

#'#

!6</><MB@/ +$'

,

%**(

2

*%3-%&'04$.+@0>FMO

#

,C! <@< =?D F#E//B =MD <@< =?D K#E/// =KD <@< =?D 0#E//K =>D 0BG+HC!#'"&3%'
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