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两株刚果红结合突变型志贺菌大质粒 
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摘要    对福氏志贺菌(Shigella flexneri)5型及志贺氏志贺菌(Shigella dysenteriae)1型两株与刚果
红结合突变菌株的大质粒 pSF5及 pSD1进行了全基因组测序及分析. pSF5全长 136694 bp, 包含
165个 ORFs, 其中 133个功能明确, 32个功能未知. pSD1全长 182726 bp, 共有 224个 ORFs, 其
中 181个功能明确, 43个功能未知. pSF5中 IS序列为 53787 bp, pSD1中为 49616 bp, 分别占整个
基因组的 39.3%, 27.2%. 二者中共有 22种不同类型的 IS出现, 其中 ISEc8, ISSbo6在志贺菌大质
粒中为首次报道. 与 pCP301相比, pSF5和 pSD1都发生了大范围基因缺失, 并在多处发生基因片
段倒置等现象. pSF5中除与侵袭相关 ipa-mxi-spa基因岛完全缺失外, 与 O-抗原生物合成密切相
关的 shf-rfbU-msbB基因也部分缺失, 而在 pSD1中上述基因则完整存在, 但 pSD1中与侵袭基因
表达调控相关的 virF基因缺失. 结果表明, 在 pSF5和 pSD1中与侵袭相关的调控因子及侵袭基因
的缺失是导致刚果红结合突变的原因之一, 但是否是唯一的原因还需进一步的验证.  
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作为一类具有高度传染性和严重危害性的革兰

氏阴性肠道致病菌 , 志贺菌属(Shigella)从 1898 年
Shiga首先发现到今天的一个多世纪里, 人们已经从
遗传与进化、致病机制、与宿主的关系等方面对其作

了许多研究[1~4]. 志贺菌的致病性与其所携带的 220 
kb大质粒密切相关, 其中, 30 kb的ipa-mxi-spa区域被
认为是志贺菌的主要毒力相关区, 该区域编码III型
分泌系统及介导细菌进入宿主细胞的侵袭蛋白. 迄
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今为止, 已有对福氏志贺菌 5a型(Shigella flexneri 5a)
大质粒pWR100, pWR501, 2型大质粒pMYSH- 6000, 
宋内氏志贺菌 1型(Shigella sonnei 1)大质粒pSS120及
福氏志贺菌 2a型大质粒pCP301等从看家基因到全基
因序列方面的相关报道[5]. 具有细胞侵袭力的志贺菌
在含刚果红的平板上培养具有与刚果红结合的能力, 
而丧失这一特性的菌则不具有侵袭力. 因而能否与
刚果红结合成为筛选菌株是否具有侵袭力的快捷而

有效的方法[6]. 在自然状况下, 这种与刚果红结合力
丧失的突变率约在 10−4左右[7], 而通过与具有结合能
力的菌体裂解物之间的共培养以及在含铁的培养基

上可以部分恢复这种结合能力, 但其侵袭能力却不
能恢复. 此外, 并非所有具有与刚果红结合力的菌株
都具有侵袭性, 但与正常具有侵袭力的野生菌株只
在 37℃生长条件下能够与刚果红结合不同的是, 这
种类型的菌在 30℃及 37℃生长条件下都能够与刚果
红结合[8]. 同时也有实验显示, 与细胞壁和膜蛋白相
关的一些基因同样影响菌体与刚果红的结合. 因此, 
与刚果红结合的分子调控机制不但涉及与毒力相关

基因的表达调控, 同时也可能存在另外的调控机制. 
这种与刚果红结合能力与侵袭力之间的关系在耶尔

森氏菌属、微气单胞菌属等一些革兰氏阴性菌中也普

遍存在[9,10], 因此, 对于这一结合机理的探讨与阐明
具有重要的理论意义. 由于人们对细菌大质粒的报
道大多集中在与致病性相关的机理研究方面, 而对
这一特性所涉及的分子机理的研究则相对较少, 同
时, 由于志贺菌属基因组中大量插入重复序列的存
在也为这一机理的阐明增加了难度. 本研究中我们
通过对两株自然突变失去与刚果红结合能力的福氏

志贺菌 5 型 (S. flexner 5), 痢疾志贺菌 1 型 (S. 
dysenteriae 1)的基因组全序列的研究比较来探讨此
问题.  

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 

(1) 菌株: 志贺菌福氏 5 (S. flexneri 5)型 8401分
离株及痢疾志贺菌 1型 197 分离株(S. dysenteriae 1)
由中国疾病预防控制中心传染病研究所提供.  

(2) 大质粒的制备: 志贺菌福氏 5型 8401菌株及
痢疾志贺菌 1 型 197 菌株在 LB 培养基中培养过夜, 
用 QIAGEN试剂盒(QIAGEN公司)提取质粒, 纯化得
到的大质粒分别命名为 pSF5及 pSD1.  

1.2  亚克隆文库构建与序列测定 

将质粒 DNA 进行超声, 用葡萄糖凝胶回收 1~5 
kb的片段, 纯化并连接到 pBluescript载体上, 构建随
机 Shotgun DNA文库, 连接产物转化 DH5α细胞, 将
转化产物涂在含有氨卞青霉素 IPTG和Xgal的培养基
上, 37℃温箱培养 12 h 后, 挑取白斑进行模板扩增. 
模板提取按照大规模制备方法, 用 Vitagene 试剂盒
(Vitagene 公司, 中国)提取. 测序模板进行 PCR (96
℃, 2 min, 50℃, 10 s, 60℃, 4 min, 共 30个循环)扩增, 
序列测定用 BigDye 化学法(PE Applied Biosystems, 
美国)在 ABI3700 (Perkin Elemer)自动测序仪上进行. 
共双向测定 1500 个克隆(约 3000 个测序反应), 所测
定序列碱基数约分别为二者质粒DNA总长度10倍的
覆盖率.  

1.3  序列拼接与注释 

(1) 序列拼接: 应用 Phred和 Phrap软件, 选择合
理的参数和分值在计算机工作站进行, 拼接生成合
理的 Contig, 序列中 Gap 的补平通过用 Consed 软件
对 Contig 末端进行编辑和对跨 Gap 质粒进行引物延
伸来完成.  

(2) 注释: 先用 Glimmer2.01 软件对序列中可能

的蛋白质编码区进行预测, 选择长度大于 50 个氨基

酸的 ORF, 每个 ORF 用 Blastp 通过在 NR(the non- 

redundant protein)和 COG (clusters of orthologous 

groups of proteins)库中进行蛋白质同源性搜索, 比较

序列和目标序列达到大于 30%的同源性和具有 60%

以上的同源序列则认为显著同源. 所有注释基因在

pSF5及 pSD1中分别用 SLFP, SDYP表示.  

1.4  核酸序列登记号 

pSF5 及 pSD1 核苷酸序列数据已提交 GenBank, 
pSF5登记号为 AY879342, pSD1为 CP000035.  
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2  结果 未知(图 1). 除在 pSF5 中缺少毒力相关基因外, 二者
所包含的基因大致可以分为 12类(表 1). 在 pSF5中, 
与侵袭相关的调控基因 virB 及 ipa-mxi-spa 基因岛全
部缺失; 而 pSD1 中, 则缺失了 virF 调控基因. pSF5
与 pSD1基因组中 IS (insertion sequence element)总计
长度分别为 53787 bp和 49616 bp, 约分别占全序列的
39.3%和 27.2%, 共有 22种不同类型的 IS在 pSF5与
pSD1. 其中 ISEc8, ISSbo6 为在志贺菌大质粒中首次
报道(表 2). 这些可移动遗传成分的大量存在, 提示

2.1  基因组结构 

全序列分析表明, 福氏志贺菌 5 型大质粒 pSF5

全长 136694 bp, 环状结构, 包含 165个 ORFs, 其中
133个 ORFs与数据库中已知基因或产物具有 95%以
上的同源性, 功能明确; 32个为功能不明确ORFs. 痢
疾志贺菌1型大质粒pSD1全长182726 bp, 环状结构, 
共包括 224个ORFs, 其中 181中功能明确, 43种功能 

 
图 1  pSF5与 pSD1全基因组环状图谱 

环状图谱中由外向内不同圈分别代表的基因为: 第 1圈, 正链上编码的基因; 第 2圈, 负链上编码的基因; 第 3圈, IS序列;  
第 4圈, G＋C含量; 第 5圈, GC偏斜 

 

表 1  pSF5及 pSD1基因组中主要的基因簇及相关功能 
基因功能 pSF5 中基因名称 pSD1 中基因名称 

质粒复制、分配及稳定相关基因 repA, repB, ccdA, ccdB, parA, parB repA, repB, ccdA, ccdB, parA, parB, stbA, stbB, mvpT 
ipaH1.4, ipaH4.5, ipaH7.8, ipaH9.8, ipgB2 

质粒侵袭相关基因 ipaH1.4, ipaH2.5, ipaH4.5, ipaH7.8, ipaH9.8, 
ipgB2, sepA 

mxiACDEGHIJKLMN, spa 9个, sopA(icsP) 

Mxi-spa分泌蛋白相关基因 ospC1-ospC3;ospD1-ospD3;ospE1-ospE2;  
ospF,ospG 

ospC1-ospC4;ospD1-ospD3;ospE2;ospF,ospG 

能量代谢相关基因 phoN2/apy  phoN2/apy, phoN1 
DNA, 脂转运蛋白相关基因 traD, MsbB2 traD, MsbB2 
鞭毛蛋白乙酰化相关基因 traX traX 
调控基因 virF, virK, virA, virB, virK, 
IS相关 ORF  78个 73个 
与生殖有关的 finO finO 
糖代谢相关基因 −a) shf, ushA, rfbU, Acp 
质粒移动蛋白 mob9  −a) 
功能未知 trbH, yacB, yigA, yigB, hmo等 33种 trbH, yacA, yigA, yihA, hmo等 44种 

a) 无相应基因及其产物 
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表 2  与 pCP301相比, pSF5及 pSD1中 IS序列的类型及数目 

完整 IS数目 部分 IS数目 a) 
 ORF数目 

pCP301 pSD1 pSF5 pCP301 pSD1 pSF5 
IS1 2 2 3 3 1 0 1 

iso-IS1(IS1N) 2 0 8 0 5 5 5 
IS2 2 1 2 2 2 4 5 
IS3 2 0 1 0 7 6 5 
IS4 1 1 1 1 1 1 1 

iso-IS10R 1 2 0 0 0 0 0 
IS21 2 0 0 0 3 3 1 
IS91 1 0 0 0 6 4 4 

IS100 2 0 1 0 7 3 5 
IS150 3 0 0 0 2 0 2 
IS186 1 0 0 0 0 1 0 
IS600 2 3 2 1 10 8 6 
IS629 2 8 4 3 3 5 8 
IS630 1 1 0 1 2 2 2 
IS911 2 1 0 1 0 1 1 

IS1294 1 1 0 2 7 2 3 
ISSfl1 2 1 3 0 2 0 3 
ISSfl2 1 2 1 1 1 0 0 
ISSfl3 1 1 0 1 1 0 1 
ISSfl4 3 2 0 1 2 5 4 
ISEc8 3 0 0 0 0 1 1 
ISSbo6 3 0 0 0 0 1 3 
总计  26 26 17 62 52 61 

a) IS片段≥100 bp被列出 

 
图 2  pSF5及 pSD1与 pCP301全基因组比较图示 

 

其质粒结构的不稳定性. 与 pCP301 相比, 二者都在
一定程度上发生了大范围基因缺失, 并在多处发生
了基因片段倒置等现象(图 2). 

2.2  与质粒复制、稳定相关基因 

pSF5中含有 ccdA, ccdB, parA和 parB等多种与
质粒分配与稳定相关的基因, 与之相比, pSD1中除含 

上述基因外, 还含有stbA, stbB和mvpT等与质粒稳定
相关的基因. pCP301 中存在的质粒稳定相关基因为
mvpT及mvpA, 而在pSD1 中则缺失了后者. mvpT和
mvpA是维持质粒稳定的自杀因子, 对于保证每一子
代具有相同的质粒数有重要的作用, mvpT如果发生
突变将会丧失质粒的稳定性, 而只有mvpT基因的表
达将是致死的, 除非能够从染色体或另外的质粒获
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取mvpA, 因此可以认为 , mvpT编码毒素蛋白 , 而
mvpA编码解毒剂蛋白. ccdA和ccdB也具有类似的功
能, 前者为毒素蛋白编码基因, 后者为解毒剂蛋白编
码基因, 也正是这种互补制约机制才保证了每一个
子代都会得到质粒. mvp基因在一些病原菌中普遍存
在, 与致病性有密切关系, 而质粒的丢失则意味着致
病性的丧失, 因此质粒的这种特性往往与致病性的
维持密不可分, 在病原菌的繁殖与进化中有着重要
的意义. 是否在丢失侵袭性的质粒中mvpT和mvpA的
部分或全部丧失具有普遍性, 还需进一步的研  究
[11].  

过程中, 这些基因的来源和出现时间比较一致; 在该
区域的两端, 有两个断裂的插入序列IS600 和IS100,
这与pCP301中ipa-mxi-spa两端的IS600有所不同. 这
种结构与耶尔森属质粒Pcd1 中yscM-yopD基因族两
端分别为IS100 和IS825 也有所不同[13]. 说明细菌或
是从不同来源获得了这些基因, 或从外界获取这些
基因后, 在这个位点发生了基因重排. 在pSF5 中与
侵袭相关的基因则全部丢失, 在基因组中高达 39.3%
的IS序列反映了极其复杂频繁的序列改变, 从而导致
大面积的基因缺失.  

 

2.3  毒力相关基因 
(1) ipa-mxi-spa 区域: pSD1 中, 在 126261~ 

157540 bp之间为一个长度为 31512 bp的区域(图 3), 
其中所含的ORFs与数据库中的已知产物高度同源. 
该区域的基因主要包括ipa, mxi和spa 3类, 共 34~36
个基因. 与pCP301 相比, 该区域几乎完全一致 [12] . 
该区域核苷酸的G+C 含量为 34.25%, 明显低于整个
质粒的平均G+C含量(44.8%)(图  4), 这提示在进行 

图 3  pSD1中 ipa-mxi-spa (124000~159000)区域及侧翼 IS
序列图示 

 

(2) ShET基因: ShET2 在部分福氏志贺菌, 宋内
氏志贺菌及全部志贺氏亚群菌中都有存在 [ 14 ] . 在
pCP301 编码肠毒素的基因为ShET2-1 和ShET2-2,  

 
图 4  pSF5(a), pSD1(b)全基因组 G+C含量及 GC倾斜图示 

(a) pSF5; (b) pSD1 
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在 pWR501 为 ShET2-2, 而在 pSF5, pSD1 中为
OspD3(SenA). pSF5和 pSD1中OspD3基因与 pCP301
中 ShET2-1 同源性分别为 100%, 97%, 而与 pCP301
中 ShET2-2 在核苷酸水平上都无同源性. pSF5 中
ShET2 基因与 pCP301 中 ShET2-1 基因的 G+C 含量
为 54.7%, 而 pSD1中 ShET2基因为 36.42%, 表明二
者在来源方面有着明显的不同.  

(3) ipaH基因: pSF5中与pCP301一样有 5个ipaH
等位基因, 即ipaH1.4, ipaH2.5, ipaH4.5, ipaH7.8 和
ipaH9.8, 而pSD1 中则缺少ipaH2.5. 三种质粒之间相
同类型的ipaH在氨基酸水平上的同源性都在 95%以
上, 不同ipaH中ipaH1.4与ipaH2.5之间的同源性最高, 
达到 99.9%. 序列分析结果明 5个ipaH中具有明显的
5端 600~700 bp的可变区和 3端为 839 bp恒定区, 与
pWR501 和pCP301 中的结果完全一致. 研究表明, 
ipaH基因转录水平在刚果红存或ipaD突变体中会提
高或当菌体侵入上皮细胞时被瞬时激活. 近来研究
表明, ipaH7.8 产物有助于菌体逃离鼠巨噬细胞及人
单核细胞液泡的功能[15].  

(4) vir基因: virF, virB, virA和virG在大质粒的毒
力基因表达中起着调控作用, 且这种表达与温度调
节有关. 在 37℃下, 转录抑制因子H-NS(组氨酸结合
蛋白)释放, 使得virF与virB和icsA(virG)启动子相结
合从而启动virB基因的表达, 作为正调控因子, VirB
又促进ipa, mxi, spa基因的表达[16]. 与pCP301 相比, 
pSF5 中除virF外的所有调节基因及ipa-mxi-spa缺失, 
pSD1中virF缺失, virF的存在与否与志贺菌和刚果红
结合能力有着密切的关系, 研究表明, 在福氏志贺菌
2457T中 97.7%的Crb−突变与virF的缺失有关[17].  

2.4  shf-rfbU-msbB基因 

rfbU(capU), virK和msbB, 位于同一个操纵子下, 
与 O-抗原的生物合成有密切的关系, RfbU 是 UDP-
糖水解酶, 如在霍乱菌中为 O-抗原生物合成的辅助
蛋白. MsbB 为乙酰转移酶, 与 O-抗原合成相关的脂
肪乙酰化修饰相关, 此基因在志贺菌和大肠杆菌的
染色体上也存在, 它的突变可以降低二者对细胞的
毒性. 而 VirK突变可以降低 virG mRNA水平, 此基 
因在shf-capU-msbB操纵子之下, 因此与O-抗原合成

有一定的关系[18]. 志贺菌在原始质粒获得后, 在与宿
主不断侵袭与反侵袭过程中要不断通过水平转移的

方式从外界得到能够逃逸宿主免疫系统的“武器”. 如
决定志贺菌血清型的O-抗原的获得, 而这种血清型
的多样性也为逃避宿主体液免疫系统的攻击提供了

有力的保证. 在pSF5 中与O-抗原合成相关的基因与
pSD1 及pCP301 相比除msbB基因外, 其余完全缺失, 
这主要是由于IS介导的基因缺失引起的, 相关基因两
端残存的 IS域区能够很好的反映这一事件 . 而在
pSD1中shf, rfbU, virK和msbB完整存在.  

2.5  IS基因  

就目前已知的基因组来说, 志贺菌大质粒中所
包含的IS比例最高, 甚至可以占整个基因组的 50%左
右[19]. pSF5, pSD1中与IS相关的ORF分别占总ORF的
47%, 32%, IS序列分别占整个基因组长度的 39.3%, 
27.2%. 与pCP301, pSD1相比, 在pSF5中IS序列的比
例非常高, 因而基因密度较小, 也反映出IS参与多次
基因重排, 从而导致诸如调控因子、侵袭基因等的大
面积缺失. 二者中共有 22种不同类型的IS出现, 其中
ISEc8, ISSbo6 在 pWR100, pWR501, pMYSH6000, 
pSS120 及pCP301 中没有报道过. 在pSF5 中无IS186, 
pSD1中无IS150, ISSF13, 除此之外, 二者在IS类型上
都一样, 其中完整及部分IS数目分别为 17, 61个和 26, 
52个(表 2).  

2.6  功能未知基因 

pSF5 中, 推测的功能未知基因如 trbH, YacB, 
YigA, YigB共有 33个(占 ORF的 20%), pSD1中属于
此类基因包括 trbH, YacA, YigA, YihA和 spa-orf10在
内, 共计 44个(占 ORF的 19.6%). 此类基因到目前为
止其功能不太明确.  

3  讨论 
痢疾志贺菌(S. dysenteriae)1 型与福氏志贺菌(S. 

flexner)5 型在分类上分属于志贺菌第一亚群和第三
亚群, 这种系统演化关系反映了志贺菌从共同祖先
演化来源的过程中所发生的不同历史事件. 大质粒
与染色体在此分类中具有很好的一致性 [20], 通过整
个基因组序列比较可以看出, pSF5, pSD1在一些基因
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来源上具有明显的差异, 但其菌体在表型上都表现
为不能与刚果红结合. 刚果红在化学结构上与血晶
素具有一定的相似性, 而后者作为铁源对细菌在宿
主细胞内的生长繁殖极其重要, 竞争结合实验表明
刚果红和血晶素在志贺菌表面具有相同的结合位  
点[21]. Crb+(刚果红结合阳性)与Crb−(刚果红结合阴性)
志贺菌都能够利用血晶素作为唯一的铁源, 而血晶
素与Crb+菌的结合与Crb−菌的结合相比, 更能增加对
HeLa细胞的侵袭力, 提示与刚果红结合相关的基因
产物与该病原菌对肠上皮细胞的侵袭有关, 而在此
过程中IpaB, IpaC, IpaD起着主要的功能. 此外, IpaA
和IpgD在刚果红的诱导下能够分泌, 二者失活能够
减弱但并不丧失细菌进入HeLa细胞的能力, 他们与
膜的结合不够紧密, 而只是存在于膜外围, 并且进入
宿主也依赖于IpaB和IpaC的存在. 上述Ipa基因的表
达与virF调控基因的激活有着直接的关系. 全序列分
析表明, 二者质粒都存在不同程度的基因缺失, 在
p SF5 中 ,  除调控基因v i rF外 ,  与侵袭性相关的
ipa-mxi-spa毒力岛全部缺失, 这也意味着丧失了与刚
果红结合的物质基础; 而在pSD1 中则缺少了virF调
控因子, 这也导致与刚果红结合相关的基因不能表
达, 从而也丧失了与刚果红结合的能力. 这些缺失都
是由IS介导的基因缺失引起, 与以往报道的由于IS1
插入导致virF失活有所不同. 在正常传代培养条件下, 
这种侵袭力的丢失对于菌体本身来讲是一种摆脱基

因复制、代谢中能量消耗等负担的表现形式, 从而有
利于菌体在宿主外生活, 这也通过丧失侵袭力的菌
在培养基上生长旺盛、生长速率提高等方面得到了很

好的验证[18]. 在实验室条件下, 细菌丢失侵袭性的原
因 97%与virF和virB的缺失有关, 即有明显的倾向性. 
此外, 这种缺失的难易程度与培养温度有着密切的
关系: 在 37℃条件下, 连续传代 3 天的福氏志贺菌
2457T出现 50%的Crb−; 而在 30℃条件下, 发生Crb−

突变的只有 0.09%, 7天以后也维持相同的突变率. 这
主要是由于在 30℃条件下毒力表达调控基因virF, 
virB不能正常发挥功能从而导致毒力基因表达被抑
制的缘故. 通过能够诱导表达virF, virB的重组菌株
实验表明 ,  在 3 0℃条件同样能够导致C r b −突 
变, 这进一步说明, 毒力基因的表达是引起刚果红结

合突变的主要原因. 自然发生IS1 插入突变导致virF
失活的菌株则能够相对保持大质粒的稳定性, 因而
较少发生基因重排、缺失等, 这也许是在不利的生存
条件下保持侵袭质粒的一种策略. 此外, 在virF, virB
缺失中二者只具其一的情况最为常见, 而二者同时
缺失的情况很少发生, 在pSF5, pSD1 中也表现如此. 
是何种因素诱导出现这样的结果, 还有待更进一步
的研究探讨. 另外, 在Crb−的突变体中有部分可以通

过与Crb+菌体裂解物的共同培养得到恢复, 我们认为, 
这主要由于重新得到调控因子, 而非通过基因重组
得到ipa-mxi-spa毒力岛有关. 因为, 尽管大量IS序列
的存在及其编码的转座酶为基因重组提供有利的条

件, 但同时得到大片段的基因并非易事. 因此, 这类
突变体的产生主要由缺失或插入导致调控基因的功

能丧失而引起. 具有侵袭力的志贺菌同时与刚果红
具有结合能力, 也有与刚果红能够结合的菌株却没
有侵袭性这一特殊情况 [8]. 但这些菌株在 30℃和
37℃条件下都表现能够与刚果红结合, 这预示在这
种情况下virF并非是与刚果红结合与否的决定因子. 
在福氏 2a中gaIU::Tn10(葡萄糖-1-磷酸-尿苷酰转移酶)
突变体也能够导致Crb−的出现. gaIU的主要功能是催
化将特殊的多糖侧链添加到细胞壁上的脂多糖上 , 
即与O-抗原的生物合成有密切的关系, 因此某些与
细胞壁或外膜合成相关的基因也与刚果红的结合有

关. 在pSF5 中, 与O-抗原合成相关的shf-rfbU- msbB
基因除msbB外, 其余缺失, 而在pSD1 中则完整存在. 
通过对pSF5, pSD1 两株不同类型的刚果红结合突变
体的志贺菌大质粒的全基因组序列分析比较表明 , 
与侵袭性相关的调控基因及侵袭基因的缺失与该两

种菌株的刚果红结合突变有着密切的关系, 但virF, 
virB等调控基因是否是导致这种突变体出现的唯一
原因还需进一步的验证. 总之, 上述两种不同类型刚
果红结合突变型大质粒全基因组的完成为这一问题

的彻底阐明奠定了良好的基础.  
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