
第 25 卷第 l 期

2∞4 年 1 月
华南农业大学学报(自然科学版)

Journal of South China AgrictÙtural University( Natural Science Edition) 

禽大肠杆菌 O2 、 078菌株外膜蛋白 A

基因扩增及序列分析
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摘要:根据Genbank 中大肠杆菌 K-12 外膜蛋白 A 基因的核昔酸序列设计引物，从禽大肠杆菌乌、Û?8及它们的融合

株乌，78 (Chl' Nor')中分别扩增得到外膜蛋白 A基因 (ompA) ，进行序列测定及分析发现 3 个菌株的 ompA 均由2276 nt 

组成，核昔酸序列完全相同，只有一个大的开放性阅读框 (0盯) ，长 1 041 坤，编码由 346 个氨基酸组成的前外膜蛋

白 A(p叶伽pA) ，前 21 个氨基酸残基组成信号肤，成熟的OmpA 由 325 个氨基酸残基组成，相对分子质量为37 则.

其氨基酸序列也完全相同.从基因水平上证明了禽大肠杆菌<h和岛B菌株存在相同的外膜蛋白 A 抗原.
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Amplified and sequence analysis of the outer membrane protein A 
gene of avian Escherich归 coli O2 , 0 78 

CAO Su-fang , HUANG Qing-归n ， WEN Na-xiang , CHEN Hong-ying 

(College of Veterinary Medicine , South China Agric. Univ. , Guangzhou 51凶42 ， China) 

Abs揭仕a缸ct七:A p归al让r of prim巳囚 were desigI伊led based on the DNA s忧eqI甲lenc臼e of the outer membrane prot忧町ein A gene 

(ωom呻pA趴)讪in Ge由ar丑此1

s阳tl恤ram百白i

钮in 2 2刀76 n川t. Starti吨 at nucleotide 1 037 and ending at nucleot尬 2077 ， an 0严n reading frarr时 ORF) of 

1 041 bp encodes the pro-OmpA protein consisting of 346 arnino acid residues. Hydrophobicity analysis sug­

gested 出at 出e preceeding 21 arnino acid constitute a typical signal seψence ， and 由at the mature form of Om­

pA is 325 arnino acid long with a relative molecular mass of 37α)(). Analysis of the nucleotide seqIIences of 

the three ompA genes of avian Escherichia coli showed 出at 出ey were all identical. 咀lese results indicated 出at

O2 and 0 78 have the same outer membrane protein A antigen. 

Key words: avian Escherichiα coli; outer membrane protein A gene; nucleotide se年lence analysis; arnino acid 

seqIIence analysis 

禽大肠杆菌病是全球家禽最常见的一种重要的

细菌病.它是由禽大肠杆菌引起的家禽胚胎死亡、脐

炎、败血症、肉芽肿、卵黄性腹膜炎和全眼球炎等一

系列疾病[1] 且能引起继发感染，给世界养禽业带来

了巨大的经济损失.由于耐药菌株尤其是多重耐药

菌株的日益增多、灭活苗具有明显的菌体(0)血清

型，限制了抗菌药和灭活茵的使用.解决此问题的关

键在于找出禽大肠杆菌共同的保护性抗原，以制备

对不同血清型菌株均有保护作用的疫苗.陈红英[2]

研究发现，禽 O2 、 078 和它们的融合双价弱毒菌株

O2,78 (Chlr Norr ) 的主要外膜蛋白电泳条带相同，且具

有良好的免疫原性及交叉免疫保护性，为制备具有
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保护性的广谱抗原疫苗提示了可能.为从基因水平

上证实上述研究结果，我们进一步对上述 3 株禽大

肠杆菌外膜蛋白 A (outer membrane protein A, OmpA) 

进行基因扩增、序列测定与比较分析.

1 材料与方法

1. 1 材料

1.1. 1 菌株禽大肠杆菌标准强毒菌株 O2 、 078 由中

国兽药监查所提供，融合双价弱毒菌株 O2 ， 78 ( Chr 

Nor') 由华南农业大学兽医学院微生物教研室培

育[3 ， 4J保存.

1.1. 2 试剂 LA Tiαq DNA 聚合酶购自 TaKaRa 公

司，dNTP、 PCR 片段回收试剂盒购自上海生物工程有

限公司， LB 培养基购自Oxoid Ltd. 

1.1. 3 引物 根据Genbank 中大肠杆菌 K-12 株的

ompA 基因核昔酸序列设计 1 对特异性引物，跨幅约

2.3 kb，引物由上海博亚生物工程有限公司合成，其

序列分别为:上游引物 (P1): 5'-GATCCGπ'AACTAC­

GAAAATAG-3' ;下游引物(凹): 5'-GCG­

GTAAAACGCTTTCTGAAA-3' . 

1.2 方法

1. 2.1 DNA 的制备与纯化 禽大肠杆菌 O2 、 078及

O2 78 ( Chlr Nor) DNA 的制备、纯化参照周天鸿等(周

天鸿，李月琴.基因工程技术实验.暨南大学生物系

遗传室， 2∞1 ， 16-17)介绍的方法进行.

1. 2.2 ompA 基因的 PCR 扩增 于 25μL 体系中分

别加入以下成分: 10 x LA Taq DNA 聚合酶 Buffer 2.5 

μL，.，4副?混合物 lμL、 20 pmol 的上、下游引物各 l

μL、模板 DNA 1μL、 LA Tiαq DNA 聚合酶 0.25μL 及

ddH2018.25 件， t.昆匀，表面覆盖石蜡油，进行 PCR

扩增.扩增条件为 :94 "c 5 min , 94 "c 1 min , 51 "c 1 

min , 72 "c 1. 5 min , 35 个循环， 72 "c延伸 10 min. 扩

增产物经 O.∞9 g1mL琼脂糖凝胶电泳检测.

1.2.3 PCR 产物纯化及序列测定 按照 PCR 片段

回收试剂盒使用说明书进行.纯化后的 PCR 产物序

列测定由日本宝生物工程(大连)公司完成.

1. 2 .4 ompA 基因及其推导的氨基酸序列分析 用

DNAsis 2.5 分子生物学软件对禽大肠杆菌-02 、 078及

02 ,78( Chlr Nor')的 ompA(命名为 ompA] 、 ompA2 及 om­

pA3 ) 的测序结果及其推导的氨基酸(命名为 OmpA] 、

OmpA2 及 OmpA3 )序列进行比较、分析.

1. 2.5 疏水性分析 用Antheprot 4.0 分析软件对

ompA[ 、 ompA2 及 ompA3 所推导的氨基酸序列的疏水

性进行分析.

2 结果与分析

2.1 PCR 扩增结果

用合成的特异引物分别对 3 株禽大肠杆菌总

DNA 进行扩增，电泳结果表明均得到 r 约 2.3 陆的

片段，见图l.
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l:~ 菌株的 ompA，; 2: 0，8菌株的。叫乱2 ; 

3: 马.78 ( ChY Nor') 融合菌株的 ompA3 ;

1: ompA, of ~; 2: ompA2 of 0,8; 

3: ompA3 of 乌， 78( Chl' Nor'); M: EωTl41 Marker 

图 1 禽大肠杆菌岛、ÛJ8及~.邓( Chl' Nor') ompA 基因的 PCR

扩增结果

Fig. 1 PCR amplification of ompA genes of avian E. coli ~， ÛJ8 

and 马，78( Chl' Nor') 

2.2 序列分析

PCR 产物测序结果表明， ompA] 、 ompA2 及 ompA3

的核昔酸序列均由2276 nt 组成，均只有 I 个大的开

放性阅读框(0盯) ，起于 1 037位核昔酸，止于2077位

核昔酸，长 1 041 峙，编码 1 个由 346 个氨基酸组成的

前外膜蛋白 A(pro-臼npA) .对 ompA] 、 ompA2 及 ompA3
的核昔酸序列进行比较，结果见图 2. 从比较结果可

看出，它们的核昔酸组成完全相同，因此氨基酸组成

亦相同(图略) . 

olllpA, 1 GATCCGl寸、AACTACG八八AATAGGCAAC下TAl寸CTrAAGGG GCAAGATrA八

。 mpA! J *****尊*申非事丰申丰*拿蜻丰事丰>1<**>1<**串串非巾咿市********非非*申非事丰非*亨布

ompA ,'\ I 丰*布***事扉*"'*****巾非事********阜******血********申阜"'.**>10+

olllpA , 51 TTr A TGTrTrCCCGTCACC AACGACAAAA T1TGCGAGGCTCI1TCCG八AA
ompA: 51*****+* 瞻晦珠*****非串...丰巾:!O******啤幸卓非非****丰"'*"'******串*

o ll1 pA
J 
51**** 丰丰丰#丰丰非非非丰"本企"非命非非丰********事非非非拿幸幸丰丰非非非非****

olllpA , 1U 1ATAGAGT1'GATClTTGTCGTCACTGG,\TGTACTGTACATC CATACAGTAA 
o ll1 pA~ 101******** 牢牢牢****非**咏**申，.事申**事************.啡+****精**

olllpA 飞 1 () 1 事非申丰*非非>1< *"* * '"丰*李车非非非非非.*'丰牛非非非非拿********幸牢丰丰非丰丰事非非幸

。mpA， 151CTCACAGGGG CTGGA TrGATrATGTACACTGCAGGCTATGCACA TCGTGA 
ornpA: 151 牛非*丰"在拿非啡拿牢非*******丰*非非丰*丰非******丰*中幸非非非非步非桐拿非幸味地

ompAl 151 平本市布咿..咿由*申丰*"'*申*丰*****丰>I<'Í'>I<竿*非非非******市..丰*非市*毗咿牛非

olllpA ,20 1 TTCGTCGTrCTC A TCC AC AGC AAGTA AAA T1'GCGCGTGTCTCTACGGAA A 
olllpA 、 101* 非咯丰培非"非非非丰才取丰喝牢牢本***丰车拿幸非咿非非本略丰亨*'略略*亭亭丰吟丰 tH 非事非

OlllpA.\ 101 '"丰尊卑事咿牛拘*部*串*串*唱丰申*申***非事指丰咖啡*丰咏*牟非非******草*早*尊丰丰丰

。II1pA ， 251 ACACTACAGCCGGGCTrATCAGTGAAGTTGTCTATCGCGAAGATCAGCCC 
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ompA~ 251 略略事*事尊咿*"事事阜丰丰'*'略·咿事申丰事事邸'丰牛车事丰事非咿*事事丰丰*尊粤布事事事*事

olllpA 1 25J 晦布曲曲"'*"'*.'"事啡"'*"''''.巾嗡血事.*'凉亭咿咿命拿曲阜".草'晴戴晴，..事命布事...

O Il~)A ， 101 ATGATGACGCAACTTCTACT GTTGCCA TTGTT ACAGCAACTCGGTCAGCA 

olllpA~ 301* 事咱尊申*事阳.，阜*事摩*尊*巾*事卑..唰事嘟事*串串*申..略布串串融事融*糊咿咿，.，巾*

o111pA
J 

)0 I '" '"串串*****中，..稍事串串丰***"'****事****阜事事******'"事晦**'巾拿毗*

o l1lpA ， 15IATCGCGCTGGCAACTCTGGT八八C八CCGCA ACAAAAACTG ,\GTCGCGAAT 

OlllpA 、:ì 51** 咿*非非事事，.熔平非尊丰申申丰丰早*****略非事非*非丰事啡啡嘛事事事啡嘟嘟中非申丰*尊*事

o ll1 pA) 151 丰*******排丰非牢牢事事非本..，非本事牢牢平"非本*****非草本*******丰牢丰平非

omp八， 4Ul GGCiITCAGGCATCTGGGCTACCι飞 ]TA八CGA 气八GT!'v八TGCAG八 ITAGCCAG

ompA: -1 υl' 布尊卑咱咿...串串巾串咿咿丰尊啡唰咱咖啡巾咿咿嘲市申融咖非非事市*摩*尊咿摩尊咿嘟啡丰啡巾咿事事

OlllpA 、 4υl 丰事*非平平咽..非非尊丰事申牛牛非丰平非..早丰丰亨非** >1<串串早中事#阳平*耶非*亭亭非非早丰平

0 1l1pA I 4号 ICTCTCCCCTTGCCACACCGTGGAGTCAATGGTTCGCGCTTTACGCACGGG

olllpA~ -1-王 1"''''**'''''** 府非事*毗咿冷..雄*陈*牟丰牛嘲*事慨喉牟"事珠."丰鼎阜粤'"早事事

ompA 飞-l SI 非非丰丰*丰审牢非事..略幸事在丰享事珠丰晴丰丰事亭亭非事享亨非丰*丰牢牢阳唯布亭亭非非丰事拿事拿*

ompA l 50] CAA1TAC^GCGTGCìTG八 rCGGγTGG1TGGCAGATGAllTGACTGA 气GA 孔G

ompA: 501** 丰丰事丰非咿***'"丰尊卑申平丰咿丰非丰丰取申申布丰 W 丰唱*输*'尊*'阜*事事亭亭审帽丰尊**

ompA 、 501 丰啡尊丰尊丰厚亨*中丰咿啡'事丰略*丰啡中部丰厚丰丰丰丰厚非尊亨咿亨丰亭亭亭丰咿尊*略布*阳非事亭亭

ompA) :\号 IAGCATGCTGAACTTGTTGATGCGGCAAATGAAGGTA八CGCTATGGGGTI寸

ompA ， 551 事*阜****喉..，部事****市血*掌"尊卑****事."'...*******尊******>1<昨

。 IIIpAl ':;51 事事*事糊*嗡事*******地嘛事*柿>i<****>i<根*'粤****事"扉."掌..>1<.**阜*阜

olllpA , (,01 A TT ATGCGTCCGGT AA(;CGCATCCTCTCACGCAACGAGACAACTTTCCG 

ompA;. ()(l I 摩拳丰丰非哮平事幸事...亨幸拿亨非，市丰...拿*苟'命非非牟丰市****尊毒丰..非本帷丰略事事

ompA
3 

ó() 1 丰拿平事等事*卒$丰事牟*事阜丰咱事孙孙丰尊事掌亭亭丰享享丰亨丰拿事事...辱拿部事*'事略本事车丰

ompA i 651 GGCTAAA 气A丁寸CACTCTAA丁寸寸 GTATCA1寸AAGTAAA TTT AGGA 1TA.'\ TC 

ompA ‘ 651 事丰事拿事湖事早事 M 事亭亭事啡事 M 丰非事事平事事事牟亭亭亭事尊*啡尊非 W 非事咽丰审拿温*啡碑'市 .. 

ompA:, (J) 1 尊平丰平丰事*咖啡*早丰平咿*咿*早丰事*申事..丰..嘲平咿比*平咿''*且"融难尊嘲..，事非

olllpA I 70 I CTGGAACl寸TTTTTGTCGCCCA GCCA A TGCn-CAGTCGTGACTAA1-门丁

olllpA: ïOl**** 嘟嘟 ."κ* 雄事非**..***率. ，撑"'*********事******>1<*事事"'**"''''

ompA 飞 701*** 拿丰*事*****求*本*卑享'*'事****辱卑*****'"牟事*..本*牢牢享事榕在本事本

OIllJlAI i号 ICC丁TGCGGAGGCTTGTCTGAAGCGGTTTCCGCGATTTTCTTC丁GTAAATT

ompA 、 751 丰丰本丰*丰丰****幸亨*丰，车不丰车车*非不啦牛亭亭..本丰非非*事. .丰..命事...事丰非事

ompA 、 751* 审嘛事******丰*****-..****丰"市岖... "'". '"丰*事****牢******概市*咿亨*

ompA ， 8111GTCGCTGACAAAAAAG 气TTAAACGTACC丁fATACAAGACITlTm寸CAT

ompA; XO 1 *"'***申*********.*~******咖啡却**..****OÞ=丰事*非*******"'**事

o ll1 pA 飞 X01* 尊卑尊..事*牛尊"事摩..事*单事#在伞融事...事民"融事**>1<*申串在牢."'**血事事事

ompA 1 ~当 1 ATGCCTGACGGAGTTCAC ACTTGT AAGT丁寸TCAACTACGTTGTAGACTTT

ompA~ X51***** 事非***'*'***非*******************丰****本本*牟...本军掌*

o l11 pA 3 1-: 51 丰丰丰事木牟平丰丰事事*亭亭丰丰亭亭幸凉亭*丰事事 H 享丰在丰丰*事非草本. *亭亭丰阜事事卒*事事事

0ll1pA 1 叽 11 ACATCGCCAGGGσrGCTCGG CATAAGCCGAAGATi\TCGGTi\GAGTrAATA 

ompA 1 IJ01******-'**** 事..丰事*****>10事事事审'布单..事，咖啡阳丰厚咿咿事粤事*事****布

ompA 飞 IJO]* 摩尊*串*事"非平*市>10>1<**尊萨布..眼事摩丰*晦*取*'草..布尊****尊牢唱**'啡尊丰'

ompA , YSI1TGAGCAGATCCCC-GGTGAAGGATITAACCGTGTrATCTCGlTGGAGAT 

ompA 1 t) 51 >1<*****'*''''****摊*************'"丰** '" >1< *醉...尊..申*****"'***

olllpA 飞 951****** 即*血*************************事***************

011ψAI ](旧 IATTCATGGCGTATTTTGGATGATAACGAGGCGC八八AAAATGi\AAAAGACA

olllpA~ 1001***** 非拿非非".事非非丰****非非*********************丰丰丰牢布非非

olllpA 、 11101 丰丰非非丰幸"非*丰*丰牟丰*丰*非本丰*丰事非*非丰*丰**事非".丰*丰愈*非*取本车"非

ompA , 11151GCTATCGCGATIGC八GTGGCACTGGCTGGTr丁CGCTACCGTAGCGCAGGC

o ll1 pA~ 10 王 j' 丰事事唰事..丰*串巾咿咿事*丰..巾*申嘲*市市事**布喻..事事啡咿布非事咿丰帷咿略非事丰尊丰

ompA 、 111 王 l 中丰事巾事*咖啡...非非*咿啡'非晦牛申啦啦丰'丰非中丰丰..丰牛阵联*非巾非命中事咱事非非丰牢中

ompA , 1 101 CGCTCCGAAAGATAACACCTGGTACACTGGTGCTAAACTGGGCTGGTCCC 

o ll1 pA~ 1101**** 事束串*事，..扉..串串扉*******串**************翩*巾*******

ompA J 1101***** 非*丰***********非*******丰".幸*****非本丰."丰******

ompA 1 门负 IAGTACCATGACACTGGn厅CATCA八CAACAATGGTCCGACCCATGAAAAC

ompA~1151* 丰丰咿咿咿亨丰咿事..事丰丰事*中****丰丰丰事*丰亨事'"丰丰啡非丰丰事*申***ot<***事

ompA 、 1151 *巾*峭申审非咖啡申*摩*硝巾尊*事丰事*亨*事事..楠..咿咿*申*申嘲串串丰丰丰事咿亨咿咱市'却

ompA , 120lCAACTGGGCGCTGGTGCTTT丁 GGTGGHACCAGGTTAACCCGT.八TGTTGG

ompA::>. 12()1**"''''*'~ 牢"'****丰..申**"'**"'......非阜*阜非...非湖丰..事*阜事*****事...

ompA 、 1201*** 剩牛申布牢墩布****'"取***+巾*巾**"''''取***"'*尊丰*事>1<*+*摩****'"事*事

olllpA1 1251ι:n寸GAAATGGGTTATGACTGGTTAGGTCGTATGCCATACAAAGGCAGCG

olllpA~ 1251*********************** 丰**'丰丰非*丰伞非非非*非丰*非非丰非事*非非事非

ompA) 1251* 丰丰丰拿丰丰非事拿丰丰丰牟拿丰丰非非，非非非非非非非非非*非事非事，.丰丰丰非非非*丰*丰****

。mpA 1 ] 刀IITTG 气AA八CGGTGCATATAAAGCTCAGGGCσTTC八GCTGACCGCTAAACTG

ompA::>. 1301***"'*********** 审*********咿丰亨****牢******咿..事申拿申瑜阜咿申

ompA 飞 130 I '" ** >1<申********申*串唱*********咏*串*市...市丰非***"'*阜*市..丰*丰

OJ1lpA1 t 飞 51 GGTT ACCCAA TC ACTGACGA丁CTGGACGTATACACTCGTCTGGGTGGTAT

o ll1 pA:> 1 .1当 l 巾***巾...巾，..取*牢取*取"'..***申..丰牛*眼*糊*********巾...啡蝴...

D l1J pA.l 11 号 l 掌本摩早*本事事事毗事郁拿市*本幸事牟丰*****丰丰幕布取..丰事牟非事非非..非非*非非凡非事牟

。mpA1l制 1 GGTATGGCGTGC AGAC ACTAAA TCCA八CGTTT 孔T(ìC汀八八八八ACCACG八CA

olllpA 、 1401 事学丰啡拿事本非#啡，牛啡，丰非拿牟非在本..非***>1<非平夺地争*喝..尊非*非*命命非非丰平"

ompAl 1401'" 咖啡*咿咿丰审咿哈咿唰事丰*事...尊*尊***事*丰牢阳*咿丰咿>I<>i<"''''.市*丰*尊申*"''''咿牛

omp八， 14 号 1 CCGGCGTrI 'CTCCGGTCTrCGCTGGCGGTG1'rGA G1-A l'GCGATC AC1('U 

ompA ~ 1 -1主 l 申申***"'**+**丰申亨巾牛事事丰丰咿串串串..丰丰*"'*"'**非蝇阜*丰布啡丰咿事非非咱郁..

ompA 飞 1 -1 51 巾禀咖啡布事事牟取事事...申******卑*附啡事息息*际市除非和事翩事酬丰，单串串净净非雄瓢草帽

ompA1 I 吨。 1 GAAATCGCTACCCGTCTGGAAT ACCAGTGGACCA ~CAACA CGGTGi\CGC 

olllpA~ J 50 I 事牢靠 A 丰却本哈卑、牟矿牟亨牛，..牟地*忐本才 4 事牛、+平 4 每斗句牛 A 咽仇 4 严 ι'" 牛牛早..."'....

olllpA 唱 lSO 1" "'..卒咿丰亨布非本 4 非牛非尊 H 事非事*非非"非乎占住，布本来 4 署有，.布非，冲唱事布亨 4 亨，.

ompA, 1551ACACA('C八'rCCjGCACTCGlrCGGACAACGGCλTCìCI'Cj八(jC'('TGGGTG门-1

。/lJ pA 、 155 I "'*甲部...亨啡'*'￥*'亨..事非 W 丰亨亨丰*事非啡争事丰*平协串"‘*事 M 事非非..巾，"O!<o'

。 mpA 、 15 当 1" 幡*亨布事非尊'嘛事事事事丰事*部...革"''''''''''****航，..，...'"相.，横罩市*事"'''''''，..亨 h

ompA 1 lúOJCCTACCGTT寸 CGGTCAGGGCG.\AGC 八GCTCC 气Gl'AGT'I'GCI'CCGGC1'CCA

。川 pA~ lCJol****"'* 帽响事摩血*阜*巾串军事牛车...摩..卑*原丰 W 丰宇*年币"'* '"阳肉串 M 郁郁非平..本

O l1l pA , 1(, 0 I 毗".略事串阜眼...阜牟串卑事事事拿*事*事*****>i<>i<>i<肉摩血..事眠郁刷事 k 牟平丰...丰

01111'.'1, 1(,51 GCTCCGGCACCGGAAGT AC!\GACCA 气GCACT丁CACTC'T(;AGTCTG.ACCT

ompA 吨 1(，气 1 .牛事事亭亭尊..丰岖'申萨*帽*尊布布阳丰咿丰*航事尊丰拿丰*尊卑+丰*协事*非非事丰事**事布际

ompA) I (J 号 l 丰丰丰在丰亭亭尊东非非非*非非非咱丰略事牟平丰 4 咱协事非 4 牛汕事 4 伞 "ν 非非非导丰"丰非非 .;1'+'

ompAI17υ1 TCTGTTCACCTrC /v八CAMGCAACCCTGAN气CCGG八八GGTAGGCTGCTι

olllpA~ 170 I 事感事牢事*事* >io * * **阜事牟事非*牛拿幸丰*事概率革与事*尊卑摩丰民粮棉卑本*草帽*事部峭身靡，

Olllp 八、 1701** 丰丰非非丰尊丰事丰*牟'拿牢丰珞*非非守."尊非非掌亨牟牛啡、，.牟丰丰非坏非+咖啡年事 h 牛#

ompA , 17王 ITGGATCAGCTGTACAGCCAGCTGAGCAACCTGGATCCGAAGACGG丁TC(

olllpA:1751 享晦拿丰. "丰*牛*事本亨草丰*丰丰".咯*牛草刷本率啡..，. • ~ ..巷，尊单可牛牛丰有平等咽幸『牛 V

ompA 飞 1751 *嘲 M 瑞萃，蝴尊亭"事 M 掌握握*郭丰耀"帽"事唱*亨'"撞罩栩栩*皿牢眼想嘟"'据粤单量丰绿草槽-，

oll'pA , 18 1J 1 GTAGTTGTTCTGGGTTACACTGACCGC A TCGGTTCTG ArG CTT A T!\ACCA 

ompA 、 J XO 1 非事平原丰丰尊拿"''''+*事 M 亭亭莓'事非命*东撞*哮，、*才*非伞，喝~ i- ~ 't在中，.非事 a 非...

olllpA ， IKOI 戴眼.，，，. *>1<" '"血辱."'..."'....事摩掌....掬拿庭困监 R 拿回撞撞在监..皿施以'在恒地业扭身..嚣

olllpA, 1 K5 1 GGCTCTGTCCGAGCGTCGTGCTCAGTCCGTTGTTG ，飞TT入CCTGATCTCT八

Oll1 pAi IX) 1'" 事事"''''***厚...事嘟嘟丰*丰咿啡事尊事审*尊 k 事亭亭乎指申阳 M 布咏唱**拙市咿..担事早牟平

olllpA .1 1 R 号 1* '" * >1< '"牢禽事..事，事事..阜事事事事阜丰厚**....1:'"*罪事在属森帆*军事"'*阜粮丰罩，，*"'*尊

ompA ， IYOIAAGGTATCCCGGCAGAC八/V~飞TCTCCGCACGrGGT 气 rGGGCG，气A飞 rCCA，气E

ompA! 1 1)0 1 事阜尊..丰事非难事事事*审*丰"丰*Ijc***事幕布Ijc"，亨血*牢牢李郭..丰￥南非尊非事庐牛嗖 .. 

o l1l pA 飞 1901 非非*牟平事咿丰本*亭'丰丰"早丰丰非*丰喝坏事有事拿'非*丰."汩汩 P 句牛略布丰不}步丰..，

omp八， IY气 1 CCGG丁T!\CTGGCA!\CACCTTGACAACGTG八AACAGCGrGC丁 G( 八CTG.~l

。IIl pA~1951 幸事"'*'"亭"'''''''..****民*"**革非*事...***"'........*事'非 R 事嘛幸牟·牟离事事幸鑫冀拿，

ompA-, 1 Y 号 1 *.. *尊丰**'咿早*尊*曹 M 事丰审鑫咿*皿事 4 事峭唱本 W 本'"'**~丰皿才 h 非难事才厚略*尊*-"' ... 

01111】A12{旧 1 CGA TTGCCTGGCTCCGGA TCG可 CGCGTAGAGATC'GAACγrAAAGGCA TC A 

ompA l 2001 拿享享掌却非*丰导非非 4 牢，丰非事非命牛 4 李非布命车，幸在丰丰非"斗 b 牟‘'地 4 非本..牛-+ ., 01- ~ 

ompA 飞 .:!O (J 1 湖事部略布事*'精年牢损*毗**事*尊*晦*事业*帽事非刷申*丰牟阳*事病哑雄丰田事 M 布单早平川*鸡

olllpA , 2051 AAGACGTTGTAACTCAGCCGCAGGCTTAAGTTCTCGTCTG TAG八八八A'\{

ompA , 20:; 1 **丰尊卑**申事航丰椒'审市*丰*￥*********，..*￥非非 W 非》非."￥非 M 丰非事*"...'"

ompA 飞 2051'" 取廓*非非"'''''''**'''*....事*在*****~*"'..***"'*"'**~*庐"'..-车难丰丰帆..伞，

olllpA , 2101 CCCGCAGCTG CGGGGTlllTITITCGCC1Tr八G丁 A八/\.nTì八八crc;，\(丁门

olllpA~ ll fJ l*"'''' 丰事"''''''''''****扉*丰"'*'"丰串串事丰..刷丰牛*市比*部仨 φ* 千"'*培*"'**'"本￥，.

。II1 pA j 2 101'" '" '"丰拿拿*幸事丰幸***'"幸 ψ"'**** 非本噜萃..非咯"司非哺呻，丰功非年本非摒*非非非..

ompA I 2151TGACAσHATTCCTTAιCCA GCAATGCCTG C\G 气 rccrGCfTc..v气AG，~气。

olllpA: 2151**"'****"'*** 事.-.幸身*****"'****"''''**林非且非..属丰事军*市丰丰..珠本网

ompA 、 2151'" * * * * -r* '"非非*'啡拿丰. "事非司*平丰本显牟"年非非非咱万+非牛非丰牟非*丰丰非丰非牛夺

olllpA I 2201ACA1T丁TATTCGCGTATTTCTCT丁I'GTTTTCCGCATCTTCAATCAGCTGλ 

ompA: 2101 非非."非常，..本丰*非丰...非非非*幸'" *** * '"非本非非咿丰民非非本非非非"丰东啥也*地

ompA 、 22U1*'" 巾*'拿喻晦眼*扉事事膨眼*申** *.. '"事丰*辘"'*"'*'"阵惊"平原*耀非.;.><*协...和 M 东民

olllpA , 2251 ACAATCGTTTC !\GAAAGCGTTTT ACCGC 

ompA 1 2251***** 丰李...非非*非非牙非草本事丰非非丰..丰丰

0111 P A 、 22 弓 1'" 事.. ，串"'*"'''''''*事...摘单布阿根融市* '" ,;: '" 

图 2 ompA1 、 ompA2 及 ompA3 核音酸序列比较

Fig. 2 Sequence comparison of ompA1 , ompA2 and ompA3 

2.3 疏水性分析

对 ompA] 、 ompA2 及 ompA3 推导的氨基酸序列进

行疏水性分析[5] 结果显示前 21 个氨基酸残基均构

成一明显的疏水区，根据信号肤的共同特征，前 21

个氨基酸残基组成信号肤.故成熟的 OmpA] 、 OmpA2
及 OmpA3 均由 325 个氨基酸残基组成，相对分子质
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量均为370∞.

3 讨论

目前控制禽大肠杆菌病主要是使用抗菌药和疫

苗.抗菌药的使用又面临着耐药菌株和药物残留的

困扰.现行疫苗的研制又是建立在 O 血清学分型基

础上.由于 O 血清学分型并不能反映禽大肠杆菌分

离株的遗传多态性，因此，以 O 血清型为依据研制的

疫苗难以获得理想的免疫效果.研究表明，大肠杆菌

外膜蛋白具有良好的免疫原性，不仅可加快巨噬细

胞对抗原的提呈作用[6] 刺激机体产生体液和细胞

免疫[7] 而且不同血清型分离株具有交叉保护作用.

陈红英[2]对禽大肠杆菌菌株 O2 、 078及融合双价弱毒
株 O2 ，78 (Chlr Nor')的外膜蛋白进行了电泳及免疫原

性研究，结果表明，上述菌株的 OMP 具有相同电泳

条带，均具有免疫原性，且对 O2 、 078强毒攻击具有交

叉保护作用.韦莉等[8]用 westem-blotting 分析了。78

免疫血清对 0，、 O2 、 O2广及 035菌株外膜蛋白抗原识
别，也证明不同血清型主要外膜蛋白间有交叉免疫

原性 . Carole 等 [9]证实，针对大肠杆菌铁调节外膜蛋

白的抗体可对火鸡大肠杆菌败血症提供被动免疫保

护. Melaned[lO]也证明外膜蛋白具有免疫原性.这为

研制禽大肠杆菌外膜蛋白疫苗提供了理论基础.但

是由于大肠杆菌外膜蛋白结构复杂，分离纯化困难.

应用遗传工程技术对外膜蛋白进行表达，为防制禽

大肠杆菌病提供新的思路. DNA 序列的测定与分析

是分子病理学和新型疫苗研究的基础之一.全基因

序列的解读将为疾病提供新的方法和手段.本文对

3 株禽大肠杆菌外膜蛋白 A 基因进行了全基因序列

测定并进行了比较，它们的核昔酸序列完全相同，推

导的氨基酸序列亦相同.从基因水平上证实了。2、

078存在相同的外膜蛋白 A 抗原，为研制广谱的禽大

肠杆菌外膜蛋白基因工程疫苗提供了科学的理论依

据.
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