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空肠弯曲菌 Lulei 株WaaF基因克隆与序列分析
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【摘要】 目的 克隆空肠弯曲菌 Lulei 株WaaF基因，并分析其遗传进化关系。方法 聚合酶链反

应扩增空肠弯曲菌 Lulei 株WaaF基因，构建 pGEM⁃T⁃WaaF质粒，选择正确克隆质粒测序。自美国国家

生物技术信息中心 Nucleotide 数据库下载 5 株吉兰⁃巴雷综合征相关菌株WaaF序列，1 株非吉兰⁃巴雷综

合征相关菌株WaaF序列，利用 DNAstar v7.1 软件建立进化树，分析不同菌株间WaaF基因遗传关系。结

果 完成了空肠弯曲菌 Lulei 株WaaF基因的克隆，发现WaaF基因在吉兰⁃巴雷综合征相关菌株间存在

聚类现象。结论 空肠弯曲菌 Lulei 株WaaF基因是 807 bp 的片段，与 Lichang 株遗传进化关系最近。
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【Abstract】 Objective To clone the WaaF gene of Campylobacter jejuni, and analyse its
relationship with WaaF genetic evolution. Methods Amplified WaaF gene of Campylobacter jejuni Lulei
by PCR, and constructed pGEM⁃T⁃WaaF cloning plasmid. Downloaded five WaaF associated with Guillain⁃
Barré syndrome (GBS) and one WaaF not associated with GBS, and then constructed phylogenetic tree.
Results pGEM ⁃ T ⁃ WaaF cloning plasmid was constructed successfully. WaaF presented cluster
phenomenon in Campylobacter jejuni associated with GBS. Conclusion WaaF gene of Campylobacter
jejuni Lulei is the fragment of 807 bp, and has the nearest relationship with the genetic evolution of Lichang.
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空肠弯曲菌（Cj）被认为是吉兰 ⁃巴雷综合征

（GBS）的主要前驱致病因子，而由空肠弯曲菌所导

致的神经系统疾病主要源于其脂寡糖（LOS）与神经

节苷脂之间的分子模拟。不同空肠弯曲菌菌株间

LOS基因高度变异，河北省神经病学重点实验室迄

今业已完成了 LOS 基因序列中的 Cj1136、Cj1138 和

Cj1139基因的比对分析［1］，以及 cstⅡ基因序列的实

验室比对研究［2］。在本实验中，我们完成了空肠弯

曲菌 Lulei 株 WaaF 基因的克隆，并对 WaaF 基因在

不同菌株之间的遗传进化关系进行对比分析。

材料与方法

一、材料

1. 菌株来源 空肠弯曲菌 Lulei 株于 1993 年由

河北医科大学第二医院神经内科住院的急性运动

轴索性神经病（AMAN）患者分离获得，由本实验室

保存。E.Coli Top10 菌种、真核表达质粒 pEGFP⁃N1
及 293T 细胞由清华大学医学院常智杰教授惠赠。

2. 主要试剂 细菌基因组提取试剂盒购自北京

天根生化科技有限公司。TaqTM 和 dNTP Mixture 由

大连宝生物工程有限公司提供。琼脂糖凝胶回收

试剂盒和质粒小量提取试剂盒购自美国 Omega 公
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司。pGEM⁃T 载体购自美国 Promega 公司。限制性

内切酶 KpnⅠ和 BamHⅠ均由大连宝生物工程有限

公司提供。

3. WaaF基因引物设计与合成 引物和聚合酶

链反应（PCR）产物测序均由上海生工生物工程技术

服务有限公司完成。以空肠弯曲菌 Lulei 株WaaF基

因 序 列 分 别 合 成 上 游 引 物（Pfor：5 ⁃ TATAGGT ⁃
ACCATGAAAATTTTTATACATC ⁃ 3）和 下 游 引 物

（Prev：5 ⁃ TATAGGATCCTCATAGATGAGAGTTTTT ⁃
AAG⁃3），PCR 扩增产物预期为 807 bp。

二、研究方法

1. 细菌基因组提取 空肠弯曲菌 Lulei 株接种

于哥伦比亚血培养基，42 ℃微需氧（体积分数为

85%氮气、10%二氧化碳和 5%氧气）培养 24 ~ 48 h，
刮取菌苔。采用细菌基因组提取试剂盒提取空肠

弯曲菌基因组 DNA，质量浓度为 0.8%琼脂糖凝胶电

泳鉴定 DNA 序列的完整性，分光光度计检测 DNA
质量浓度和纯度。

2. 聚合酶链反应 PCR 反应体系含模板 1 μl、
Taq 1.25 U、引物各 20 μmol/L、dNTP 10 μmol/L 和

10 × PCR Buffer 5 μ l，蒸馏水补充至 50 μ l。PCR 反

应条件为：94 ℃ 5 min，94 ℃ 30 s，53 ℃ 30 s，72 ℃

1 min，共循环 30 次，72 ℃延伸 10 min 结束

反应。将 PCR 扩增产物加样于质量浓度为

1%的琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下检测，以

DNA Marker 作为对照判断扩增产物相对分

子质量。

3. 空 肠 弯 曲 菌 Lulei 株 WaaF 基 因 克

隆 PCR 扩增产物电泳分离后，以琼脂糖凝

胶电泳回收试剂盒回收相应片段，连接于

pGEM ⁃T 载体，转化后提取 pGEM ⁃T⁃WaaF，
采用引物酶切位点 KpnⅠ和 Bam HⅠ双酶

切鉴定，选择正确插入的 WaaF基因克隆进

行测序分析。基因测序工作由上海生工生

物工程技术服务有限公司完成。

4. 构建空肠弯曲菌 Lulei 株 WaaF 基因

进化树 从美国国家生物技术信息中心

（NCBI）Nucleotide 数据库下载 5 株自吉兰 ⁃
巴雷综合征患者粪便分离获得的空肠弯曲

菌 WaaF 基因序列，以及 1 株由腹泻患者粪

便分离获得的空肠弯曲菌 WaaF基因序列，

采用 DNAstar v7.1 软件构建不同菌株间聚

类进化树。

结 果

以空肠弯曲菌基因组 DNA 为模板扩增WaaF基

因片段，扩增后的 PCR 产物经质量浓度 1%琼脂糖

凝胶电泳，于紫外灯下可见约 800 bp 的 DNA 片段

（图 1）。将克隆后的 WaaF 基因连接到 pGEM ⁃T 载

体，利用酶切位点 KpnⅠ和 BamHⅠ双酶切鉴定克隆

载体（图 2），并将准确克隆的载体进行 DNA 测序，证

实WaaF基因为 807 bp 片段。测序后的空肠弯曲菌

Lulei 株WaaF基因与下载的 5 株吉兰⁃巴雷综合征相

关和 1 株非吉兰⁃巴雷综合征患者相关菌株的WaaF
基因建立进化树，显示吉兰⁃巴雷综合征相关菌株间

存在聚类现象（图 3）。

讨 论

空肠弯曲菌是广泛分布于自然界的重要的食

源性人兽共患病病原菌［3］，人被感染后可引起发热、

急性肠炎、反应性关节炎和吉兰 ⁃巴雷综合征等疾

病。为了研究空肠弯曲菌 Lulei 株的特性，区别其表

型分型和基因分型成为主要研究手段。常用的基

因 分 型 方 法 包 括 限 制 性 酶 切 片 段 长 度 多 态 性
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图 1 琼脂糖凝胶电泳鉴定
WaaF基因 PCR 扩增产物

Figuer 1 Amplify WaaF gene
of Campylobacter jejuni by PCR,
identify the WaaF gene PCR
production by Agarose gel
electrophoresis (M: DNA Ladder;
1-2: WaaF)
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图 2 KpnI、BamHI 双酶切鉴定克隆质粒 pGEM⁃T⁃WaaF基因

Figure 2 Identify pGEM ⁃ T ⁃ WaaF by double digestion
analysis using KpnI and BamHI double digestion (M: DNA
Ladder; 1-14: WaaF double digestion)
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（RFLP）分型、脉冲场凝胶电泳（PFGE）分型、扩增片

段多态性（AFLP）分型、核糖体分型、随机扩增多态

性 DNA 分型（RAPD）、多位点序列分型（MLST）及测

序分型等，而遗传进化树则分析研究了不同菌株间

的进化关系及亲缘关系。

系统发生（phylogeny）系指一群有机体发生或

进化的历史。系统发生树（phylogenetic tree）则是描

述有机体发生或进化顺序的拓扑结构，可研究不同

物种间的进化关系，重构生命的进化史并以系统树

的形式描述进化史，此为目前生物学的研究热点。

系统进化树的构建方法有距离法［4］、最大似然法、最

大简约法［5］等。本实验室目前已经完成了空肠弯曲

菌 Qiaoyuntao 株、Zhanxing 株和 Lulei 株的全基因组

测序研究［6］，并建立此 3 株空肠弯曲菌与已知菌株

的比对分析及遗传学分析，对菌株间的遗传进化关

系进行分析。

空肠弯曲菌脂寡糖与神经节苷脂间的分子模

拟现象是空肠弯曲菌诱导吉兰⁃巴雷综合征的主要

致病因素。Susuki 等［7］经对空肠弯曲菌致吉兰 ⁃巴
雷综合征动物模型进行研究发现，脊神经根、周围

神经沉积 IgG 型 GM1 单克隆抗体；光谱分析证明二

者的模拟成分为 Galβ1⁃3GalNAcβ1⁃4（NeuAcα2⁃3）
Galβ1。脂寡糖主要分为 A ~ H 共 8 型［8］，Godschalk
等［9］的研究结果证实，LOS基因可以作为吉兰⁃巴雷

综合征相关空肠弯曲菌的分子标志物；孙世超等［2］

对进化树的研究进一步阐述了 cstⅡ基因在吉兰⁃巴
雷综合征相关菌株间的聚类现象；李鑫等［1］亦对

Cj1136、Cj1138和 Cj1139基因在吉兰⁃巴雷综合征相

关菌株间的聚类现象进行了研究。在本实验中，我

们完成了空肠弯曲菌 WaaF 基因的克隆及测序，经

与已知序列比对分析建立了进化树，研究结果显

示：吉兰⁃巴雷综合征相关菌株间存在聚类现象，其

中空肠弯曲菌 Lulei 株与 Lichang 株 WaaF 基因间的

亲缘关系最近。推测 WaaF 基因可能是致吉兰 ⁃巴
雷综合征菌株的致病基因之一。
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