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编

码产物进行生物信息学分析)*方法+采用传统的细菌鉴定方法和分子生物学方法(分别对采自麝粪便的
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产物由
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肺炎克雷伯氏菌(
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肺炎克雷伯氏菌 !
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"属于

肠杆菌科克雷伯菌属)自
7*93@-,+@3*

%

#

&于
#MM$

年

首次从患大叶性肺炎病人的肺组织中分离到该菌以

来(在家禽,家畜以及野生动物机体中也分离到了该

菌%

$

&

)该菌是定殖于人和动物肠道,呼吸道内的条

件性致病菌(在人或动物机体免疫力下降或长期使

用抗生素导致菌群失调时可引起感染(从而引发人

或动物感染脑膜炎,肺炎,支气管炎,肝脓肿,肠炎,

腹膜炎以及败血症等多种疾病%

E

&

)随着菌株耐药性

的增强(肺炎克雷伯氏菌病发病率,死亡率都大大增

加%

!

&

(给临床治疗带来了很大困难)

在肺炎克雷伯氏菌等原核生物中(分布着大量

转录调控因子(其中
[OOU

是最大的调节蛋白家

族%
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)

[OOU

最早出现在
3̀+9I(..
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#LMM

年"的研

究报道中%
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(其结构相当保守(基本上均为
E%%

个左

右的氨基酸)相比较而言(

/

端保守性较强(由
#

个

结构为
`Ò

的保守
B/5

结合区域构成(具有识

别靶基因启动子的功能'而
V

端有
#

个辅助诱导物

配体的结合区域(保守性相对较差(该区域具有感受

信号分子的功能)

[OOU

的功能广泛(可以对具有

不同功能的基因进行调控(且常与靶基因相邻但转

录方向相反(二者启动子区域相互重叠)其调控的

目的基因参与了细菌的毒力%

&

&

,新陈代谢%

M

&

,群体感

应%

L

&

,运动性%
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,抗氧化%
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,固氮%

#$
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,粘附和分泌%

D
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等生理过程)

本研究从四川养麝研究所林麝白沙养殖场患化

脓性肺炎和腹泻的林麝粪便中分离出
#

株肺炎克雷

伯氏菌(对该菌进行全基因组扫描图测序分析后(在

其基因组数据的第
E$

个
V(+09

S

中发现了一段核苷

酸序列大小为
L%L]

J

!

#%D##RL&%E

"的编码序列(

以该序列为基础(对其编码蛋白进行了一系列生物

信息学分析(以期为进一步研究该蛋白功能及分离

菌的致病性提供参考)
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材料与方法
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主要试剂

营养琼脂!
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"培养基,
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!
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"培

养基以及药敏纸片(均购自杭州微生物试剂有限公

司'

$f@'

J

XVU W,403*W9c N90

和细菌基因组

B/5

提取试剂盒(购自天根生化试剂!北京"有限公

司'

XVU

反应的引物合成及产物测序(均由生工生

物工程!上海"有限公司完成)

#<$

!

样品采集与菌株分离

采集四川养麝研究所患化脓性肺炎和腹泻的林

麝粪便(保存于
!^

冻存盒中(并立即送往实验室进

行细菌分离)将粪便样品进行梯度稀释后涂布于

/5

平板(每个梯度做
E

个重复(

/5

平板置于
E&^

恒温培养箱(培养
$!1

后挑选单菌落进行划线纯

化(然后进行革兰氏染色(确定为纯培养物后(以甘

油封存于
R&%^

冰箱中备用)

#<E

!

菌种的生理生化鉴定

将菌种划线接种于
[Z

琼脂培养基(培养
#D1

后观察菌落颜色,形态(并采用细菌微量生化反应

管,依据2伯杰氏细菌鉴定手册3进行生理生化鉴定(

操作步骤按照细菌微量生化反应管的说明书进行)

#<!
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菌种的分子生物学鉴定

将纯化好的菌种接种于
[Z

培养基(

E&^

培养

#D1

(然后利用细菌
B/5

提取试剂盒提取基因组

B/5

(作为
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反应模板(应用通用引物 !
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扩增)
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反应体系为#
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引物
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模板
#

'

[

(

@@̀

$

F$%

'

[

)

XVU

反应程序为#
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预变性
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变性
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K9+
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退火
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个循环'

&$
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延伸
#%K9+
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保温)

XVU

产物用
#g

琼脂糖

凝胶电泳检测并送至生工生物工程!上海"有限公司

进行测序)将测序结果与
T3+Z,+I

数据库中收录

的肺炎克雷伯氏菌标准菌株
#D=*U/5

序列进行比

对)
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菌种对小鼠的致病性试验

将鉴定过的菌株划线接种于
[Z

固体培养基(

培养
#M1

后用无菌生理盐水洗下(制成菌液)然后

用平板计数法测定浓度(将菌液浓度调整为
#%

#%

V78

$

K[

(进行小鼠感染试验)同时设
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& 和
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V78
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个梯度(分别腹

腔注射
M

只昆明小鼠 !雌雄各半"(

%<"K[

$只(同时

设置生理盐水对照)记录小鼠死亡数量和死亡时

间(按
Z-944

法%

#E

&计算小鼠
[B

"%

(并对感染死亡小鼠
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进行剖检(观察并记录内部脏器的病理变化)
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菌株的全基因组测序

采用
G--)K9+,W943

b

测序技术完成
TXNX

菌株

的基因组扫描测序工作(构建
G--)K9+,X?

文库!
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=F5X@3+(:(:$<%!

对测序
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T,

J
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软件对组装

结果进行局部内洞填充和碱基校正'其次(分别采用
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软件对基

因组中的
*U/5
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进行预测(采用
T-9KK3*
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VFT

注释结果(并根据
VFT

注释

结果对蛋白进行功能归类!表
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启动子预测
X*(K(03*

J

*3@9>09(+

#<&

!

基因
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的生物信息学分析
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核酸序列分析
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以全基因组测序所得的
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序列为基础(设计
#

对引物!

7

#

"eC5OT55V

TTT5OV5TOOOV55VVCEe

(

U

#

"eCOO5TVOTVT5V

TVOVVOTCEe

"(以分离菌基因组
B/5

为模板(对

S

I

%"E&$

进行
XVU

扩增)

XVU

反应体系为#

$f

@'

J

XVUW,403*W9c#$<"

'

[

(

#%KK(-

$

[7

引物
#

'

[

(

#% KK(-

$

[ U

引物
#

'

[

(

B/5

模板
#

'

[

(

@@̀

$

FL<"

'

[

)

XVU

反应程序为#

L!^

预变性
"

K9+

'

L!^

变性
E%4

(

DE^

退火
#K9+

(

&$^

延伸
#

K9+

(

E%

个循环'最后
&$^

延伸
#%K9+

(

!^

保温)

将扩增所得片段进行凝胶电泳和测序(测序结

果与全基因组测序所得的
S

I

%"E&$

基因序列进行比

对,验证)利用
/VZG

网站提供的
Z-,40+

程序进行

S

I

%"E&$

基因序列比对(查找同源序列)

#<&<$

!

蛋白质序列分析
!

用软件
X*(0X,*,K

对蛋

白的一级结构及理化参数进行预测(用软件
=9

S

+,-X

!<#

进行信号肽预测(用软件
X=GXU?B

预测蛋白的

二级结构(用软件
VB5UO

预测其结构域(用软件

X1

;

*3$

进行三级结构预测(用软件
=(.0]3**

;

预测

启动子!表
#

")

$

!

结果与分析

$<#

!

细菌的分离培养

对患化脓性肺炎和腹泻的林麝粪便培养
#D1

后(在
[Z

琼脂培养基上形成大量乳白色,边缘光

滑,湿润,直径约
$KK

的菌落(用接种环可拉出细

长的丝(革兰氏染色可见红染的短杆菌)

$<$

!

菌种的生理生化性质

由各项生理生化指标检测试验发现(分离菌株

发酵葡萄糖,棉籽糖,木糖,乳糖产酸产气'接触酶,

尿素酶和赖氨酸脱羧酶呈阳性'苯丙氨酸,鸟氨酸,

山梨醇和侧金盏花醇呈阴性'不产
`

$

=

和吲哚(

WU

试验为阴性)以上结果符合肺炎克雷伯氏菌的生理

生化特征)

$<E

!

菌种
#D=*U/5

序列的分析

分离菌株的
#D=*U/5

基因
XVU

扩增产物大

小约为
#!%%]

J

(琼脂糖凝胶电泳结果见图
#

)将目

的条带胶回收后测序(结果表明该菌
#D=*U/5

基

因大小为
#!!&]

J

)将序列提交至
T3+Z,+I

数据

库!登录号#

'7DL%M&!

"(并在
/VZG

上对该序列进行

Z-,40

比对分析(结果显示(该分离菌的
#D=*U/5

52
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基因序列与肺炎克雷伯氏菌标准株
B=WE%#%!

的

#D=*U/5

基因序列相似性达
LL<E%g

(因此确定该

菌种为肺炎克雷伯氏菌(命名为
TXNX

)

W<B/5 W,*I3*B[$%%%

'

#<#D=*U/5

基因序列'

$<

空白对照

W<B/5 W,*I3*B[$%%%

'

#<#D=*U/5

S

3+3

'

$<V(+0*(-

S

*()

J

图
#

!

林麝粪便分离菌
#D=*U/5

基因

序列的
XVU

扩增

79

S

<#

!

XVU,K

J

-9.9>,09(+(.#D=*U/5

S

3+3.*(K

.(*340K)4I@33*.3>3494(-,03

$<!

!

菌种对小鼠的致病性

经
#M1

培养后的菌液(平板计数得知其浓度为

$<#f#%

#!

V78

$

K[

)

#%

#$

(

#%

##和
#%

#%梯度处理的
M

只小鼠
!@

内全部死亡(

#!@

内
#%

L

(

#%

M 和
#%

& 梯度

处理的小鼠死亡数量分别为
&

(

D

和
#

只(

#%

D

V78

$

K[

梯度和生理盐水组小鼠全部存活)按照
Z-944

法(计算出该菌对小鼠的
[B

"%

为
D<Ef#%

&

V78

$

K[

)死亡小鼠剖检可见肝脏肿大,肺脏肿大,肠内

充满黄色液体等病理症状)

$<"

!

菌种
TXNX

的全基因组测序

测序结果显示(

TXNX

基因组大小为
!M&L&%&

]

J

(包含
D%

个
V(+09

S

4

!

""=>,..(-@4

"(

V(+09

S

/"%

为
E&LLEL]

J

(

TYV

含量为
"M<"%g

)基因组包含

"!L%

个开放阅读框(平均长度为
MMM]

J

(共预测到

M%

个
U/5

)将预测的
"!L%

个开放阅读框的蛋白

序列同
=0*9+

S

数据库进行比对注释(发现
!!$$

个

开放阅读框匹配到了
$$

组
VFT

功能中!表
$

"(其

中有
!%#"

个开放阅读框与已知蛋白或已知的假设

蛋白同源(

!%&

个开放阅读框功能未知)将
TXNX

全基因组序列提交至
T3+Z,+I

数据库(登录号为
[U

Fl%%%%%%%%

(

V(+09

S

#CV(+09

S

D%

#

/P

5

[UFl%#%%%%%#C

/P

5

[UFl%#%%%%D%

)

表
$

!

TXNX

菌株的
VFT

功能分类

O,]-3$

!

VFT.)+>09(+>-,449.9>,09(+(.

S

3+349+TXNX40*,9+

VFT

功能分类

VFT.)+>09(+>-,44

基因数量

/)K]3*(.K,0>13@

S

3+34

VFT

功能分类

VFT.)+>09(+>-,44

基因数量

/)K]3*(.K,0>13@

S

3+34

U/5

的加工与修饰

U/5

J

*(>3449+

S

,+@K(@9.9>,09(+

#

核质结构与动力学

V1*(K,09+40*)>0)*3,+@@

;

+,K9>4

#

翻译,核糖体结构与生物合成

O*,+4-,09(+

(

*9](4(K,-40*)>0)*3,+@]9C

(

S

3+3494

#&E

转录

O*,+4>*9

J

09(+

!E%

复制,重组与修复

U3

J

-9>,09(+

(

*3>(K]9+,09(+,+@*3

J

,9*

#DM

细胞周期控制,细胞分化与染色体分区

V3-->

;

>-3>(+0*(-

(

>3--@9:949(+

(

>1*(K(4(K3

J

,*0909(+9+

S

EL

细胞壁,细胞膜,包膜的生成

V3--2,--

$

K3K]*,+3

$

3+:3-(

J

3]9(

S

3+3C

494

$!$

细胞移动性

V3--K(09-90

;

E$

翻译后修饰,蛋白质折叠和伴侣蛋白

X(400*,+4-,09(+,- K(@9.9>,09(+

(

J

*(039+

0)*+(:3*

(

>1,

J

3*(+34

#"!

信号转导机制

=9

S

+,-0*,+4@)>09(+K3>1,+94K4

#"!

细胞内运输,分泌和泡囊转运

G+0*,>3--)-,*0*,..9>I9+

S

(

43>*309(+

(

,+@

:349>)-,*0*,+4

J

(*0

&L

防御机制

B3.3+43K3>1,+94K4

!L

细胞骨架

V

;

0(4I3-30(+

%

能量的产生与转换

?+3*

S;J

*(@)>09(+,+@>(+:3*49(+

E#D

氨基酸运输与代谢

5K9+(,>9@0*,+4

J

(*0,+@K30,](-94K

"%L

核酸运输与代谢

/)>-3(09@30*,+4

J

(*0,+@K30,](-94K

L!

碳水化合物的运输与代谢

V,*](1

;

@*,030*,+4

J

(*0,+@K30,](-94K

"%&

辅酶运输与代谢

V(3+d

;

K30*,+4

J

(*0,+@K30,](-94K

#""

脂类运输与代谢

[9

J

9@0*,+4

J

(*0,+@K30,](-94K

#E#

无机离子运输与代谢

G+(*

S

,+9>9(+0*,+4

J

(*0,+@K30,](-94K

EDL

次级代谢物生物合成,运输与分解

=3>(+@,*

;

K30,](-9034 ]9(4

;

+013494

(

0*,+4

J

(*0,+@>,0,](-94K

#%&

R

般性功能预测

T3+3*,-.)+>09(+

J

*3@9>09(+(+-

;

E%"

功能未知

7)+>09(+)+I+(2+

!%&

!
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$<D

!

S

I

%"E&$

基因的
XVU

扩增及序列分析

目的基因的
XVU

产物经琼脂糖凝胶电泳后(获

得
#

条大小约
L%%]

J

的条带 !图
$

")经测序(该片

段大小为
L%L]

J

(将测序结果与
S

I

%"E&$

基因全基

因组测序结果进行比对(其一致性高达
#%%g

)将

S

I

%"E&$

基因序列提交至
T3+Z,+I

(获得登录号为

Nl%$DD"L

)

S

I

%"E&$

序列全长
L%L]

J

(编码
E%$

个

氨基 酸)利 用
/VZG

网 站 的
Z-,40

服 务 器 对

S

I

%"E&$

基因序列进行比对分析发现(与
S

I

%"E&$

基因序列同源性最高的是
+C2:?->-('CC

3

,*(

9

'2

VV#""&

的一段核苷酸序列(其
G@3+0

为
&Eg

(

a)3C

*

;

>(:3*

为
EEg

)

W<B/5 W,*I3*B[$%%%

'

#<S

I

%"E&$

基因序列'

$<

空白对照

W<B/5 W,*I3*B[$%%%

'

#<S

I

%"E&$

S

3+3

'

$<V(+0*(-

S

*()

J

图
$

!

S

I

%"E&$

基因序列的
XVU

扩增

79

S

<$

!

XVU,K

J

-9.9>,09(+(.S

I

%"E&$

S

3+3

$<&

!

S

I

%"E&$

编码产物的生物信息学分析

$<&<#

!

基本理化性质
!

通过
X*(0X,*,K

软件对

NX%"E&$

蛋白的理化性质进行预测(结果显示(该

蛋白的分子式为
V

#"#"

`

$!"&

/

!EL

F

!ED

=

D

(蛋白分子质

量为
EE<LL%$I)

(理论等电点
J

G

为
M<!!

(不稳定系

数为
!!<$&

(属于不稳定蛋白%

#!

&

)蛋白分子中亮氨

酸!

[3)

"和异亮氨酸!

G-3

"含量相对较多(分别为

#E<$g

和
L<Eg

'半胱氨酸!

V

;

4

"和蛋氨酸!

W30

"含

量均为
#<%g

(相对较少(不含色氨酸!

O*

J

")带正

电荷的氨基酸残基!

5*

S

和
[

;

4

"总数为
EE

(带负电

荷的氨基酸残基!

54

J

和
T-)

"总数为
E#

(疏水性平

均系数为
R%<%&M

(预测该蛋白为亲水性蛋白)

$<&<$

!

信号肽
!

编码蛋白信号肽由
#D

(

E%

个氨基

酸组成(通常位于分泌蛋白
/

端(能够引导蛋白质

跨膜转移到特定亚细胞结构或分泌至胞外)通过

=9

S

+,-X!<#

在线软件对
NX%"E&$

蛋白进行信号肽

预测(结果显示
K3,+=4>(*3

值为
%<$E%

(依据分泌

蛋白质的判断标准
K3,+=4>(*3

"

%<"

(推测

NX%"E&$

蛋白不具信号肽(说明该蛋白是在细胞内

发挥生理作用的蛋白质)

$<&<E

!

二级结构
!

采用
X=GXU?B

通过
X49CZ-,40

搜索同源序列预测
NX%"E&$

蛋白的二级结构(该编

码产物二级结构中螺旋占
!!<E&g

(无规则卷曲占

!%<%&g

(折叠延伸链占
#"<"Dg

(该产物二级结构

的主要构成元件是螺旋和无规则卷曲)

$<&<!

!

结构域
!

通过
/VZG

网站的
VB5UO

对

S

I

%"E&$

基因理论产物的结构域进行预测(发现该

产物具有
B/5

结合结构域和
[

;

4U

底物结合结构

域(即
/

端
DRD"

位氨基酸是识别靶基因启动子的

一个结构为
`O`

的保守区域'

V

端
LDR$L$

位氨

基酸为辅助诱导物配体的结合区域(其预测结果见

图
E

)

图
E

!

S

I

%"E&$

基因理论产物的结构域预测

79

S

<E

!

V(+43*:3@@(K,9+

J

*3@9>09(+(.013NX%"E&$

J

*(039+

$<&<"

!

三级结构
!

本研究采用
X1

;

*3$

对
S

I

%"E&$

编码产物进行结构预测)结果显示(与该序列同源

性最高的模板是
[OOU>*

S

5

(基于该模板(将
$L#

个氨基酸残基用于建模(可信度为
#%%g

(覆盖率为

LDg

)经过
=2944CX@]A9323*!<#<%

软件分析显

示(该蛋白主要由螺旋和无规则卷曲构成(与二级结

构预测结果一致)

$<&<D

!

启动子
!

为了研究
S

I

%"E&$

基因与其他基

因之间的关系(对染色体上
S

I

%"E&$

基因的位置进

行理论分析发现(

S

I

%"E&$

与其上游相邻的
&

个基

因转录方向相反(且与上游相邻的第
#

个基因之间

间隔
!&"]

J

)通过启动子预测网站分析显示(该段

序列具有启动子活性(且
S

I

%"E&$

基因的启动子区

域与
-,

7

%"E&E

基因的启动子区域是重叠的(分别预

72
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测了它们的
RE"

盒,

R#%

盒和转录起始位点的位置

!图
!

中用
$

标识"(二者间隔的碱基序列具有明显

的正反双向启动子特征!图
!

中箭头所示为转录方

向"(说明它们之间可能存在调控关系)

$

<

转录起始位点'箭头方向代表转录方向

$

<O*,+4>*9

J

09(+,-40,*04903

'

,**(29+@9>,034013@9*3>09(+(.0*,+4>*9

J

09(+

图
!

!

S

I

%"E&$

基因启动子预测

79

S

<!

!

X*3@9>03@

J

*(K(03*(.S

I

%"E&$

E

!

讨
!

论

目前对于麝类的研究(国内外主要集中在人工

养殖技术,麝香的开发与应用以及野生麝类资源的

保护方面%

#"C#D

&

(对于麝的化脓性疾病和肠道微生物

的研究相对较少)而化脓性疾病和肠炎在麝的养殖

中一直比较常见(严重阻碍着麝养殖业的发展%

#&

&

)

所以加大对麝化脓性疾病和肠炎性疾病的研究(是

促进麝人工养殖的重要途径)长期以来(作为一种

条件性致病菌(肺炎克雷伯氏菌对畜禽的危害并没

有引起重视(随着养殖业的发展(肺炎克雷伯氏菌致

病菌株的检出率也不断升高)本研究在患化脓性肺

炎和腹泻的林麝粪便中分离到
#

株肺炎克雷伯氏

菌(分析显示该菌具有致病性)在其他患肺炎和腹

泻的动物病例中(也有关于致病性肺炎克雷伯氏菌

的报道)如邓绍基等%

#M

&通过细菌检查,生化反应,

动物回归试验等方法证实(肺炎克雷伯氏菌能够引

起猪的肺部感染和腹泻)金天明%

#L

&在对肉鸡病例

的报道中证实(肺炎克雷伯氏菌能引起肉鸡的肺炎

和腹泻)

$%##

年(出现了关于肺炎克雷伯氏菌引起

梅花鹿感染肺炎和腹泻的报道%

$%

&

)在水产养殖中(

肺炎克雷伯氏菌造成的肺炎和腹泻引起了中华鳖的

大量死亡%

$#

&

)而目前对于肺炎克雷伯氏菌所引起

的肺炎和肠炎性疾病的致病机理的研究尚不深入)

本研究对基因
S

I

%"E&$

编码产物的相关理化特

性及结构预测表明(

S

I

%"E&$

编码蛋白是一个典型

的
[OOU

)目前对肺炎克雷伯氏菌
[OOU

研究较

多的是
/5V

蛋白%

$$C$E

&

)

U(4,*9(

等%

$!

&研究认为(

;2
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!"

卷



/5V

能够充当
&:6

,

:,2

等操纵子的转录激活剂(促

进氨的生成(同时当
/5V

形成四聚体时就能够对

9

?&8

产生强烈的抑制作用(从而抑制氨的消除)

7*94>1

等%

$"

&通过对肺炎克雷伯氏菌氮胁迫应答的

研究发现(

/5V

不仅是氮代谢的调节因子(而且还

对维持碳氮平衡和调节生长速率都具有重要作用)

此外(

=*9+9:,4,+

等%

$D

&在
1G

I

(2:>-(*'2 /O8 C̀

N$%!!

基因组中发现
#

种新的
[OOU(c

;

U

(通过构

建缺失株(发现
(c

;

U

对细菌的药物敏感性和毒性

具有显著影响)对脑膜炎球菌%

$&

&

,鼠疫耶尔森菌%

#%

&

以及大肠杆菌%

$M

&的研究发现(

[OOU

中的
V*

S

5

,

[*15

和
U(:W

对调控病原菌粘附性具有显著作

用)在病原菌的感染过程中(粘附性是决定其侵入

宿主,定居和致病的基础%

$L

&

(而粘附性对肺炎克雷

伯氏菌在呼吸道和肠道内的感染尤为重要%

E%CE#

&

)可

见(研究
[OOUNX%"E&$

对探究
TXNX

侵入林麝肺

部和肠道细胞引起的感染具有重要意义(也为肺炎

克雷伯氏菌所引起的化脓性肺炎和肠炎防治提供了

线索)

!

!

结
!

论

在患化脓性肺炎和腹泻的林麝粪便中分离出
#

株肺炎克雷伯氏菌致病菌株
TXNX

(对该菌基因组

中的新基因
S

I

%"E&$

编码产物的一级结构及理化参

数,信号肽,二级结构,结构域,三级结构以及相关启

动子的分析表明(新基因
S

I

%"E&$

编码产物属于典

型的
[OOU

)这为研究其功能奠定了基础(也为研

究肺炎克雷伯氏菌在机体肺脏和肠道内的感染及致

病机理提供了线索)
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