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摘要 � 目的:克隆并分析细菌性噬菌体 �297的整合酶基因( int )。方法:采用加接头的基因 DNA

片断为模板进行步移 PCR, 根据溶源性噬菌体 �297的染色体 DNA上类似于噬菌体 933W的整合

酶基因的一个 40个核苷酸设计引物,进行扩增、克隆、亚克隆、测序和序列分析。结果:得到了噬

菌体 �297编码的整合酶基因( int )的完整序列,它的长度是 1287bp,编码了 428个氨基酸的 Int蛋

白质。将它们的序列与�噬菌体的整合酶家族其它成员进行了比较,发现噬菌体 �297的整合酶

基因( int )与噬菌体VT1�Sakai的整合酶基因有 79%的同源性,噬菌体 �297的 Int蛋白与噬菌体

VT1�Sakai的 Int蛋白在氨基酸序列上有 82%的同源性。N�末端的氨基酸区域是完全保守的,而

中心区和 C�末端则显示出较大差异。结论:噬菌体 �297与�噬菌体的 int 基因来源于同一基因

库,噬菌体 �297可能属于�噬菌体家族。
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� � 肠道出血性埃希氏大肠杆菌( Enterohemorrhagic

Escherichia coli , EHEC)是导致出血性腹泻和腹部绞

痛的主要原因, 严重时还可导致溶血性尿毒症

( hemolytic uremic syndrome, HUS)等并发症
[ 1]
。其致

病机理是产生一种或多种志贺样毒素( Shiga�toxin,
Stx)。这些毒素是由�家族的溶源性细菌噬菌体编

码的
[ 2, 3]

,这些噬菌体在整合酶的作用下通过特殊

位点的重组整合到埃希氏菌属大肠杆菌( E . coli )

染色体 DNA 的不同位置, �噬菌体的整合酶

( intergrase, Int)有同源的基因序列和类似的作用机

制
[ 4,5]
。

EHEC O157: H7 菌株 EH297已经从比利时临

床病人中分离出来, 并发现它产生的Stx2 是由溶源

性噬菌体 �297编码的。到目前为止, 还没有发现

关于噬菌体�297的研究报道。

噬菌体的存在方式有两种,即溶源和溶菌。这

两种形式的转换是通过整合和切除两个不同的过

程来完成的。整合过程是由噬菌体编码的整合酶

和宿主编码的整合宿主因子( integration host factor,

IHF)共同完成的。�噬菌体以一个特殊位点重组

方式通过整合插入埃希氏菌属大肠杆菌( E . coli )

染色体的不同位置。

�噬菌体与大肠杆菌( E . coli )染色体的重组位

点叫附着位点 ( attachment sites, att )。在细菌染色

体上的附着位点叫 attB, 是由 BOB�组成的; 在噬菌

体上的重组位点叫 attP, 是由 POP�组成的;序列 O

是 attB 和attP 所共有的,叫中心序列,重组即在此

序列进行。与 B、B�和P、P�侧面相邻的区域叫臂

(arms)。噬菌体与细菌的重组产物溶源性噬菌体

有两个新的边界位点,分别叫做 attL 和attR
[ 6]
。

整合酶的N�末端在特殊位点重组过程中识别
attP 的臂片段, 而 C�末端则能特异地识别 attB 和

attP 的中心序列,并发挥催化作用
[ 5~ 7]
。因此,�噬

菌体家族不同整合酶的 C�末端具有不同的氨基酸
序列和不同的蛋白质结构;但是�噬菌体家族的每

一个整合酶都具有保守的 R�H( Y)�R�Y模序并形
成催化位点

[ 8]
。

�噬菌体含有相同的基因图谱
[ 9]
, 功能相同的

基因位于噬菌体染色体的相似位置。我们假设噬

菌体 �297也是一种 �噬菌体, 并与其它的 �噬菌

体含有相似的基因结构。据此,我们分析了本实验
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室已经测序的噬菌体 �297的一个 40个核苷酸序

列,这段序列与噬菌体 933W的 int 基因有 36个碱

基相同,我们根据这一序列设计了引物 297P1并用

Siebert PCR方法
[ 10]
在未克隆的 DNA分子上步移扩

增与之相邻的未知序列, 又经过克隆、亚克隆和测

序等手段确定了噬菌体 �297的整合酶基因( int )。

1 � 材料和方法

1�1 � 材 � 料

1�1�1� 菌株 EHEC O157: H7菌株 � EH297分离自

比利时布鲁塞尔自由大学附属医院的临床样本,

E . coli K514 (�297)、K514和 E . coli DH5为比利时

布鲁塞尔自由大学病毒遗传室保留的菌种 (由

Henri De Greve教授惠赠)。

1�1�2 � 引物 � 使用的 PCR引物

297P1 5�GGAAGATTTACTGTTTATAGGAAAGAT 3�

297P2 5�CGGCGTTGTTTTTCCGTTAGA 3�

297P3 5�CTGACCTCCCTTTAATC 3�

Oli112 5�GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGC 3�

Oli113 5�AATAGGGCTCGAGCGGC 3�

1�1�3 � 试剂 � The Sureclone Ligation Kit 购自

Amersham Pharmacia Biotech 公司。DNA Blunt ing 和

Ligation Kit 购 自 Fermentas life science 公 司。

QIAprep Spin Miniprep Kit 购自Qiagen life science公

司。

1�2 � 方 � 法

1�2�1 � 寻找目的基因 � 提取 K514( �297)菌株染色

体 DNA。分别用限制性内切酶 Dra  , Ssp  ,

EcoR !和 Hpa  .消化染色体 DNA,再将一个特

殊接头连接到 DNA片段末端
[ 10]

,用少量已加接头

的DNA 作为 PCR模板,用接头引物Oli112(AP1)和

右边界引物 297P1进行PCR,扩增可能含有右边界

的DNA片段。

接头的一端是平端, 以便可以与限制性内切

酶产生的任何 DNA片段的任何一端相连。接头的

碱基序列如下:

Adaptor 5��CTAATACGACTCACTATAGGGCTCG�
AGCCGCCGCCCGGGCAGGT�3� H2N�CCCGTCCA�5�

1�2�2 � PCR产物的克隆、转化、筛选 � 用 Sureclone

ligation kit 将 PCR 产物克隆到 pUC18 或 pUC19。

CaCl2方法转化质粒至 E. coli K514 或 DH5 , 再通

过 X�gal 筛选阳性细菌克隆, 用 QIAprep Spin

Miniprep Kit 分离质粒 DNA, 用限制性核酸内切酶

消化分析阳性克隆的质粒 DNA, 再通过 PCR验证

阳性克隆。

1�2�3 � DNA 测序和序列分析 � 用自动测序仪测
序。利用 GENBANK 的 blastn 程序 和 Sequence

Analysis Software Package软件对核苷酸序列进行同

源性分析。

2 � 结果与分析

2�1 � 寻找 int 基因

用限制性内切酶 Ssp  处理的 E. coli K514

(�297)菌株染色体 DNA,以其为模板采用 Oli112和

297P1引物扩增得到 2kb 的 PCR 片段 (图 1)。将

PCR产物克隆 E . coli K514细胞。在含有羧苄青霉

素的 LB琼脂培养基筛选, 用引物 Oli112 和 297P1

通过 PCR 扩增了 30个阳性克隆, 用 QIAprep Spin

Miniprep Kit纯化出了含有插入的 2kb 的 5个克隆

的质粒DNA,将其中一个命名为 pEHEC348。

图 1 � 用 Oli112和 297P1作为引物获得的 PCR产物

的琼脂糖电泳图

Fig. 1� The PCR product of Ssp �digested K514 total

DNA with primers Oli112 and 297P1

Lane 1: molecular weight marker (�DNA digested with Pst I) ; lane 2:

PCR product ( 2kb ) from SspI�digested DNA of K514 ( �297 ) w ith

� � � primer Oli112 and 297P1
�

2�2 � PCR产物的测序
对 pEHEC348质粒进行测序, 用反向测序引物

从 pEHEC348质粒的获得了 832个核苷酸序列,用

正向引物获得了878个核苷酸序列。

将正向引物获得的 pEHEC348的 878bp序列与
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核苷酸数据库进行比较, 显示出从 231到 441、702

到 848、464 到 516 与 E. coli O157: H7 Sakai 株的

55201到 55411, 55671 到 55817 和 55434 到 55486

(AE000400)
[ 11]
相似性为 81% , 82% 和 90%, 位于

54606到 55892( AE000400)序列相当于原噬菌体

VT1�Sakai整合酶基因 int 的位置。但与 VT1�Sakai
整合酶基因比较,显示克隆的噬菌体�297的 int基

因不完整。

图3 � 噬菌体 �297 和 VT1�Sakai的 Int蛋白的氨基酸序列比较

Fig. 3 � Alignment of the Int proteins of phage �297 and VT1�Sakai

The R�H ( Y)�R�Y mot if is framed. Ident ical amino acids are indicated by dashes

2�3 � 噬菌体 �297的 int 基因的克隆

为了得到全部的噬菌体 �297的 int 基因序列,

我们根据与 pEHEC348 的起始部位相邻的序列设

计了引物 297P3和 297P2。以 Oli113和 297P3为引

物,以 Oli113和 297P2为巢式引物, 用加上接头的

Ssp I消化的K514(�297)的染色体 DNA 作为模板,

通过巢式 PCR 可得到 1kb的片段(图 2)。然后将

此片段克隆到 pUC19的 SmaI 位点, 再转染到 E.

coli DH5 中,得到含有 1kb插入片段的质粒 4个克

隆,指定其中的一个作为 pEHEC368, 并对它进行

测序。

2�4 � 噬菌体 �297的 int 基因的分析

将 pEHEC368的插入序列与核苷酸数据库比

较发现 了含有 int 基 因开 始的 片段, 综合

pEHEC368、pEHEC348 的序列, 可得到一个 2320bp

的序列( AJ431361) , 用 blastx 程序对此序列与 NCBI

的不含多余氨基酸的序列数据进行同源性分析,显

示出含有噬菌体 �297 的 int 基因( start at position

594, stop at 1881) (AJ431361) , 其长度是 1287个核

苷酸,编码了 428个氨基酸的 Int蛋白质(图 3)。

图 2� 用 Oli113 和 297P2 作为引物获得的 PCR 产物的

琼脂糖电泳图

Fig. 2� PCR product of SspI�digested DNA of K514

(�297) with primer Oli113 and 297P2

Lane 1: PCR product of water as templete; lane 2, 3 and 4: PCR

products ( 1kb ) of Ssp I�digested DNA of K514 ( �297 ) with primer

Oli113 and 297P2; lane 5: molecular weight marker( DL�2000)

3 � 讨 � 论

整合酶在特异性重组中发挥着非常重要的作

用,研究整合酶的基因结构对研究病毒的进化、病

毒的致病方式及防治某些病毒感染提供理论基础。

目前已经发现细菌性噬菌体、逆转录病毒(如禽白

血病病毒、人和动物的免疫缺陷病毒、牛泡沫病毒
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Simian foamy virus)的基因组中均存在整合酶基因,

而在疱疹病毒和嗜肝病毒的基因组中尚未发现整

合酶基因的存在。整合酶及其基因结构的研究已

成为分子病毒学和抗病毒药物学的研究热点。

不同病毒整合酶的基因的结构不完全相同,将

噬菌体 �297 的 int 基因 ( 1287bp)与噬菌体 VT1�
Sakai的 int基因的核苷酸序列进行比较显示高度

一致( 79% )。这两种整合酶的氨基酸序列是非常

相似的( 82%)。氨基端的 99个氨基酸残基是完全

相同的,而从295到 347个氨基酸残基是高度变化

的,同样 C�末端也显示出明显的差异, 但两个整合

酶的RH( Y) R�Y模序存在于相同的位置(图 3)。

由于 �噬菌体的整合酶蛋白分为三个区域, N�末端
区识别 attP 的 arms 序列, 中间区特异地识别 attB

和attP 的中心序列, 而整合酶蛋白的 C�末端区则
劈开并连接 DNA

[ 11]
, 所以 Int蛋白 C�末端的这部分

变化可以解释不同的噬菌体整合酶在特异性重组

中识别不同的 attB 的中心序列, 从而使噬菌体整

合到 E. coli 的不同基因。噬菌体 VT1�Sakai整合
到 E . coli K12 的 yehV 基 因 ( map position

47�7min) [ 12] , 而噬菌体 �297 则整合到 E. coli K12

的 yecE 基因( map position 39min) (本实验室的另一

项研究结果,待发表)。

原噬菌体VT1�Sakai的基因序列和构造与细菌
性噬菌体 933W

[ 13]
、细菌性噬菌体 H�19B [14]

及 �噬

菌体
[ 9]
有很多相似之处, 原噬菌体 VT1�Sakai的许

多开放性阅读框架( ORF)与存在于上述三种噬菌

体的ORF 相似, 且一些主要的蛋白质的 ORF 是同

源的
[ 15]
。

噬菌体 VT1�Sakai有 2个独立的基因, 它们编

码了 H0001和 H0002两种蛋白质
[ 15]

, 噬菌体 VT1�
Sakai的 H0001与 E . coli K12的一个 SOS基因的产

物DinI 相似(在 83个氨基酸的区域中有 43�3%相
同) , 它抑制 RecA蛋白的辅助蛋白酶活性

[ 16]
;噬菌

体VT1�Sakai的H0002的氨基端一半与 E. coli K12

的YkgJ相似(在 31个氨基酸区域中有 67�7%的相
同)。将噬菌体 �297的 attL 序列与噬菌体 VT1�
Sakai进行比较,发现噬菌体 �297也含有这两种基

因(而这两种 ORF 在其它细菌性噬菌体中均没有

发现) ,它们与 H0001和H0002的基因有 97%的相

似性。因为 H0001和H0002在 E . coli 基因组中有

同源性且位于附加位点attL 的附近, 这一发现暗示

着这些基因可能是从 E . coli 上通过重组得来的。

这一结果又支持了噬菌体 �297与 VT1�Sakai来源
于同一基因库,同时表明可能噬菌体�297也属于�

噬菌体家族。
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Cloning and Analysis of Integrase Gene ( int ) of Shiga

Toxin�producing Bacteriophages �297
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Abstract � Aim: To clone and analyse the integrase ( int ) gene of bacteriophages �297 from Enterohemorrhagic

Escherichia coli ( EHEC) strains, which produce Shiga toxin ( Stx) encoded by the lysogenic bacteriophages.Method:

A special adaptor is ligated to the ends of DNA fragments generated by digestion of genomic DNA with restriction

enzymes that generates blunt ended fragments. Siebert PCR walking from the 40 nucleot ide of prophage�297, Similar to
that int gene of phage 933W to an unknown region in genomic DNA. Cloning and subcloning of PCR products, DNA

sequencing and data analysis were used in this study. Results: The complete sequence of the intergrase gene ( int ) was

obtained that encoded by the phages �297. The int gene was 1287bp long and the product was a protein of 428 amino

acids. Comparing the nucleotide sequence of the int gene of phage �297 with the int gene of phage VT1�Sakai showed
the highest identity ( 79%) .The Int protein of the phages �297 and VT1�Sakai are similar but not identical. The overall

identity at the amino acid level is 82% . Amino acid regions of N�terminal are completely conserved, whereas a much

higher divergence in the central and C�terminal region. Conclusion: The phage �297 and VT1�Sakai have a common

ancestor.

Key words � Phage �297 � Escherichia coli O157 � Shiga�toxin � Site�specific recombination � Integrase gene

( int )

科学出版社新书
更多精彩图书请登陆网站 http:��www. lifescience. com. cn

生物芯片分析(中译版)

(美) M 谢纳 著, 张亮 等译, 2004 年 10月出版 ,定价: 88 元, ISBN 7�03�013661�6�Q. 1437
本书是微阵列技术的创始人 Schena( M . 谢纳)的最新力作,由生物芯片北京国家工程研究中心组织翻译。本书内容全

面,尤其是对概念及理论基础进行了较为透彻的阐释,兼具理论性和实用性。涵盖范围从生物化学原理一直到方法学的讨

论以及研究中所用的基因数据的分析,内容涉及生物芯片技术相关信息、基因表达、遗传聚类以及新创建的芯片技术。本

书适用于从事生物芯片研发应用以及分子生物学、生物化学、细胞生物学、免疫学、细胞生物学、生物信息学、生物技术、生物

工程、蛋白质组学、基因组学等生命科学相关研究领域的教学科研人员参考, 也可用作教材。

现代食品安全检测技术

唐英章主编, 2004 年 10月出版, 定价: 68 元, ISBN 7�03�014121�0�Q. 1458
本书主要选编目前食品安全分析中经常使用的现代分析技术和检测仪器, 从这些技术的原理、种类、发展到具体应用和展

望等方面分别进行了全面分析与评价,重点介绍了食品安全领域中有害物质的分析方法和实践操作。本书可作为商品检验系

统的培训教材、食品安全管理和检测技术人员的工具书,也可作为大专院校、研究机构相关专业学生的教学参考书。

动物细胞培养 ∃ ∃ ∃ 基本技术指南(第四版)

R. I. 弗雷谢尼著, 章静波、徐存拴等译, 2004年 10 月出版,定价: 88元, ISBN 7�03�013522�9�Q. 1433
本书是一本基础技术手册,阐述了有关动物细胞培养方面的基本原理和技术, 是迄今为止最为全面和权威的一部实验

指导书。内容包括培养基、特殊技术、生物技术、DNA转移、肿瘤培养等内容, 还有无血清培养基、规模培养、生物发酵器、分

子技术、永生性和困难的克服等目前研究所需的信息。本书还客观地指出组织培养的优越性和局限性, 以及不同类型组织

培养的各自特性。本书可供生物学、医学等相关动物细胞培养实验人员参考。

磁共振成像

赵喜平著, 2004 年 12月出版, ISBN 7�03�013302�1�Q. 1409,定价: 170 元

本书是一部全面介绍磁共振成像系统的物理原理、工程原理、设备构成、成像技术、医学应用、生物效应、安全性和最新

研究成果的学术专著。各种成像技术的临床应用贯穿于全书有关章节中。内容丰富、理论严谨、图文并茂、跟踪最新发展动

态,是从事医学成像、医学仪器、磁共振波谱和医学信息学研究的学者以及现代化医院里各类维修人员的必读书和工具书。

还可作为核磁共振、医学影像、生物医学工程及相近各专业学生的教科书或参考书。也可作为磁共振成像设备使用人员

(影像医师、工程师和操作技师)上岗资格考试的教材或辅助教材。

邮购地址: 100717 北京东黄城根北街 16号科学出版社科学分社,联系人: 阮芯,电话�传真: 010�64034622
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