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　　摘要：采用ＫＯＤ酶和ｒＴａｑ酶，分别通过套式ＰＣＲ检测１０株大肠杆菌ｉｓｓ基因，以探讨ＰＣＲ检测大肠杆菌ｉｓｓ基因
的缺陷及改进方法。结果表明，ｒＴａｑ酶、ＫＯＤ酶对大肠杆菌ｉｓｓ基因１次 ＰＣＲ检出率分别为４０％、７０％，套式 ＰＣＲ检
出率分别为８０％、１００％；ＫＯＤ酶１次ＰＣＲ检出率高于ｒＴａｑ酶，但未达１００％，采用ＫＯＤ酶套式ＰＣＲ可降低大肠杆菌
ｉｓｓ基因的漏检可能性。
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　　ｉｓｓ基因（ｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｅｒｕｍｓｕｒｖｉｖａｌｇｅｎｅ）是编码大肠杆菌
补体抗性的基因，大小为３０９ｂｐ，在人源、禽源大肠杆菌中皆
有发现。１９７９年，Ｂｉｎｎｓ等从人源大肠杆菌 ＣｏｌＶ、Ｉ－Ｋ９４质
粒获得ｉｓｓ基因表达，能显著增强含此基因大肠杆菌对１日龄
雏鸡的毒力，还能增强转化菌的血清抗性［１－２］。目前，国外相

关研究者大多将ｉｓｓ基因检测作为大肠杆菌毒力检测的参考
指标之一，以１次ＰＣＲ检测结果ｉｓｓ＋或ｉｓｓ－来判定ｉｓｓ基因在
大肠杆菌中的存在情况。大肠杆菌ｉｓｓ基因通常采用ＰＣＲ方
法或ＤＮＡ探针方法检测，这２种方法检测结果可能出现不符
合性，即某菌株 ＰＣＲ检测可能为 ｉｓｓ＋而探针检测为 ｉｓｓ－，或
ＰＣＲ检测为ｉｓｓ－而探针检测为ｉｓｓ＋［３－５］。而在实际应用中，多
以ＰＣＲ检测结果判定ｉｓｓ在大肠杆菌中的存在情况。本试验

探讨ＰＣＲ方法检测大肠杆菌 ｉｓｓ基因缺陷的原因和改进方
法，以提高ＰＣＲ检测大肠杆菌ｉｓｓ基因的准确性。

１　材料与方法

１．１　菌株及其来源
１０株大肠杆菌，分别采自黑龙江省、山东省、贵州省、新

疆维吾尔自治区、北京市等地的鸡场。

１．２　引物合成
参考已发表的禽大肠杆菌ｉｓｓ基因核酸序列（ＧｅｎＢａｎｋ序

列号ＡＦ０４２２７９）及樊琛等的试验结果［４－５］，设计２对引物（表
１）进行套式ＰＣＲ检测。

表１　套式ＰＣＲ检测的引物设计

引物编号 上游引物（５′→３′）　　　 下游引物（５′→３′）　　　　
１ ＡＧＣＴＡＴＣＧＴＴＴＡＡＴＴＡＴＴＡＴＣＡＣ ＧＴＡＧＧＧＡＧＣＣＣＡＧＡＡＧＴＡＴ
２ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＧＧＡＴＴＣＴＧＣＣＧＴＴＴＴＴＡ ＣＧＣＧＴＣＧＡＣＣＡＴＡＴＣＧＡＴＧＧＧＣＡＡＣＴＡ

１．３　酶类及主要生化试剂
蛋白酶 Ｋ、ＲｎａｓｅＡ、ｒＴａｑ酶、ＫＯＤ酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、

ｐＭＤ１９－Ｔｖｅｃｔｏｒ克隆载体及相关试剂，均购自宝泰克生物工
程公司；ＤＮＡ胶回收试剂盒，购自上海华舜生物工程有限公
司；所用试验试剂均为分析纯。

１．４　大肠杆菌ＤＮＡ提取
将待测菌琼脂板划线分离，挑取平板上菌落直径２ｍｍ

的单菌落；加入４０μＬ裂解液（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－Ｃｌ、ｐＨ值为
７．５，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）和５０μｇ／ｍＬ蛋白酶Ｋ，混匀；５５℃温育
１０ｍｉｎ，再于８０℃温育１０ｍｉｎ，加８０μＬ灭菌三蒸水，－２０℃
保存。

１．５　ｉｓｓ基因检测扩增反应体系
ｉｓｓＰＣＲ扩增反应体系为：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５μＬ、ｄＮＴＰ

４μＬ、５０ｐｍｏｌ／μＬ上游和下游引物各１μＬ、大肠杆菌ＤＮＡ模
板５μＬ、灭菌三蒸水３３．５μＬ，ｒＴａｑ酶０．５μＬ，共５０μＬ。套
式ＰＣＲ扩增反应体系为：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５μＬ、ｄＮＴＰ４μＬ、
５０ｐｍｏｌ／μＬ上游和下游引物各 １μＬ、大肠杆菌 ＤＮＡ模板
２μＬ、灭菌三蒸水３３．５μＬ、ｒＴａｑ酶０．５μＬ，共５０μＬ。
１．６　扩增反应程序
１．６．１　ｒＴａｑ酶 ＰＣＲ扩增反应程序　９７℃预变性 ５ｍｉｎ；
９７℃１ｍｉｎ、４７℃ １ｍｉｎ、７２℃ ３０ｓ，９个循环；９５℃ １ｍｉｎ、
４８℃１ｍｉｎ、７２℃ ３０ｓ，２５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ；４℃ 保存。
重复２次。对ＰＣＲ扩增反应未得到目的片段的菌株进行套
式ＰＣＲ扩增反应，反应程序为：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９５℃
３０ｓ、５７．５℃３０ｓ、７２℃ ３０ｓ，２８个循环；７２℃ １０ｍｉｎ；４℃
保存。经连接转化，送生工生物工程（上海）股份有限公司进

行测序。

１．６．２　ＫＯＤ酶 ＰＣＲ扩增反应程序　９７℃预变性 ５ｍｉｎ；
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９７℃１ｍｉｎ、４７℃ １ｍｉｎ、６８℃ ３０ｓ，９个循环；９５℃ １ｍｉｎ、
６８℃１ｍｉｎ、７２℃ ３０ｓ，２５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ；４℃ 保存。
重复１次。对ＰＣＲ扩增反应未得到目的片段的菌株进行套
式ＰＣＲ扩增反应，反应程序为：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９５℃
３０ｓ、５７．５℃ ３０ｓ、６８℃ ３０ｓ，２８个循环；７２℃ １０ｍｉｎ；４℃
保存。同时做空白对照。经连接转化，送生工生物工程（上

海）股份有限公司进行测序。

２　结果与分析

由表１可见，１０株大肠杆菌都含有ｉｓｓ基因；ｒＴａｑ酶１次
ＰＣＲ检测４株菌株为阳性，６株为阴性，检测率为４０％；套式
ＰＣＲ检测出现特异条带，２株菌株检测为阴性，扩增出的 ｉｓｓ
基因经序列测定，其核苷酸序列符合已发表的ｉｓｓ基因核苷酸
序列，ｒＴａｑ酶套式ＰＣＲ检出率为８０％；ＫＯＤ酶１次ＰＣＲ检测
７株菌株为阳性，３株为阴性，检出率为７０％，但重复性上有
差异，阴性、阳性菌株有所不同，套式ＰＣＲ检测也出现特异条
带，１０株大肠杆菌都含有ｉｓｓ基因，检出率为１００％，扩增出的
ｉｓｓ基因经序列测定，其核苷酸序列与已发表的 ｉｓｓ基因核苷
酸序列也相符。

表１　ｒＴａｑ酶、ＫＯＤ酶ＰＣＲ检测结果

编号

ｒＴａｑ酶 ＫＯＤ酶

１次ＰＣＲ套式ＰＣＲ１次ＰＣＲ
（重复１）

１次ＰＣＲ
（重复２）

套式ＰＣＲ
（重复１）

套式ＰＣＲ
（重复２）

１ － ＋ ＋ － ＋ ＋
２ － ＋ － ＋ ＋ ＋
３ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
４ － ＋ － － ＋ ＋
５ － ＋ － － ＋ ＋
６ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
７ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
８ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
９ － － ＋ ＋ ＋ ＋
１０ － － ＋ ＋ ＋ ＋

　　注：“＋”表示检测菌株为阳性；“－”表示检测菌株为阴性。

３　结论与讨论

研究发现，ｉｓｓ基因在致病性大肠杆菌中的存在率要高于
非致病性大肠杆菌。Ｊｏｈｎｓｏｎ等对２０株禽大肠杆菌进行 ｉｓｓ
基因扩增及致病性试验，结果表明，６株致病性菌株为 ｉｓｓ基
因扩增阳性，１４株非致病性菌株中有 １１株未扩增出 ｉｓｓ基
因、３株扩增出ｉｓｓ基因［７］。关于ｉｓｓ基因的定位，近来普遍认
为ｉｓｓ基因是定位在 ＣｏｌＶ质粒上。有研究表明，在产生大肠
菌素Ｖ（ｃｏｌｉｃｉｎＶ）的菌株中，人血液中有９５．５％的菌株携带
ｉｓｓ基因，肠道中有６８．８％的菌株携带ｉｓｓ基因；禽源大肠杆菌
ｉｓｓ基因与ＣｏｌＶ同时出现的概率很高，ｉｓｓ基因很可能与 ＣｏｌＶ
质粒连在一起［８－９］。大肠杆菌 ＣｏｌＶ质粒是低拷贝的大质
粒［１０－１１］。本试验ＰＣＲ所用模板为菌体经蛋白酶Ｋ消化后的
粗提物，菌体消化程度可能影响 ＰＣＲ扩增效率，采用常规质
粒提取及大质粒提取方法均未获得 ＣｏｌＶ质粒。另外，由于
ＣｏｌＶ质粒在各菌株中的拷贝数可能有所差异，也会导致ＣｏｌＶ

质粒极低拷贝的菌株在１次ＰＣＲ时未能扩增出目的条带。
试验结果表明，ｒＴａｑ酶与ＫＯＤ酶１次ＰＣＲ时，ｉｓｓ基因的

检出率分别为 ４０％、７０％，套式 ＰＣＲ检出率分别为 ８０％、
１００％，ＫＯＤ酶检测大肠杆菌 ｉｓｓ基因的检出率均高于 ｒＴａｑ
酶，ＫＯＤ酶对大肠杆菌 ｉｓｓ基因扩增效率优于 ｒＴａｑ酶。在重
复性方面，ＫＯＤ酶１次 ＰＣＲ检测１０株菌株中有２株菌株出
现差异，可能与模板制备中菌体消化裂解程度及操作误差有

关；ＫＯＤ酶套式ＰＣＲ结果无差异，采用 ＫＯＤ酶套式 ＰＣＲ检
测能降低大肠杆菌ｉｓｓ基因的漏检率。
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