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要!目的
!

构建化脓性链球菌毒力基因文库"克隆和筛选化脓性链球菌高毒力株特异表达基因'方法
!

采用抑制消减杂

交方法"以从患者体内分离的链球菌作为毒力菌株"分离毒力基因"将其与
S>M!#/I

载体进行
I

*

1

连接构建文库"将连接产物

转化感受态大肠杆菌
IDS!%

进行文库扩增后"将转化菌液涂布于
QJ

固体平板"构建化脓性链球菌毒力株特异基因消减文库"用

斑点杂交初步筛选后"将获得的阳性克隆进行测序和同源性分析'结果
!

酶切产物为
!%%

!

$%%%U

E

"连接效率大于
0%O

"成功构

建了化脓性链球菌毒力基因消减文库"所得阳性克隆经斑点杂交筛选后测序"与
a:.:UA.X

数据库进行同源性比对"

0

个未知序列

可能为新基因"

(

个与已知基因有高度的同源性'结论
!

用抑制消减杂交技术及
I

*

1

克隆技术成功构建了化脓性链球菌毒力基

因文库+

0

个未知的新序列可能与化脓性链球菌的高毒力有关'

关键词!链球菌科+
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抑制消减杂交+

!
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群链球菌又称化脓性链球菌/

!

0

!主要引起化脓性炎性

反应!其引起的主要疾病有扁桃体炎#咽炎#蜂窝组织炎#亚急

性细菌性心内膜炎及产褥感染等"因链球菌的
>

蛋白与心

肌#肾小球基底膜有共同的抗原!可引起风湿热和急性肾小球

肾炎等超敏反应性疾病.还可引起猩红热#毒性休克综合征等

中毒性疾病!严重威胁人类健康/

$

0

"一些菌株的毒性强于其他

菌株!研究认为可能与菌株的毒力变异有关/

)

0

"比较毒力株和

标准菌株的基因组
MK1

!鉴别毒力差异基因!有助于对感染性

疾病的分子发病机制进一步深入了解"本研究采用抑制消减

杂交技术'

RRC

(构建化脓性链球菌毒力基因文库!筛选毒力相

关基因!探讨基因表达差异与化脓性链球菌高毒力之间的

关系"

B

!

材料与方法

B*B

!

材料
!

化脓性链球菌取自本院化脓性链球菌感染患者

'征得患者同意(!标准菌株购于中国工业微生物菌种保藏管理

中心!菌种编号为
!%)()

.

RRC

试剂盒购自
=QDIC

公司.细菌

基因组提取试剂盒购自海门市碧云天公司.异丙基
/

#

/M/

硫代

吡喃半乳糖苷'

HSIa

($

j/

?

A3

!购于
R,

?

9A

公司!氨苄西林

'

1>S

(购自
S;49:

?

A

公司.感受态大肠杆菌
IDS!%

购自

I1L1Y1

公司.

S>M!#/I

载体购自
I1L1Y1

公司.

S=Y

产

物纯化试剂盒购自
D9:

?

A

公司.

1@[A.8A

?

:S=Y=34.,.

?

试剂

盒购自
=34.8:6F

公司"

B*C

!

方法

B*C*B

!

细菌培养
!

在血琼脂固体培养基上接种化脓性链球

菌!在培养箱中
)(g

#

0O =D

$

培养过夜"

B*C*C

!

细菌基因组
MK1

的提取
!

根据细菌基因组提取试剂

盒操作手册!分别对毒力菌株和标准菌株提取
MK1

!并用紫外

分光光度计对所提取的
MK1

进行浓度#纯度测定"

B*C*D

!

基因组
MK1

酶切
!

Y-A

$

!*0

&

Q

'

!%k

$

&

Q

(!

!%c

Y-A

$

缓冲液
0

&

Q

!基因组
MK1$

&

?

!灭菌水加至
0%

&

Q

!

)(g

酶切
!'F

!然后加入
$*0

&

Q%*$943

$

Q]MI1

终止反应"

将酶切产物
0

&

Q

用于琼脂糖凝胶电泳分析!其余用
"0O

乙醇

及
&943

$

QKC

&

D16

进行沉淀!将沉淀物溶于
0*0

&

Q

灭菌水

中!使终浓度达到
)%%.

?

$

&

Q

"毒力菌株酶切产物命名为

&

!%(!

&

国际检验医学杂志
$%!!

年
"

月第
)$

卷第
!0

期
!

H.8TQAU>:@

!

R:

E

8:9U:;$%!!

!

V43*)$

!

K4*!0

$

基金项目%南京市卫生局医学科技发展项目'

iLL%(%&(

("

!

"

!

通讯作者!

]/9A,3

%

!#"0!'(%!)%

%

!#"*6.

"



I:-8:;

!标准菌株酶切产物命名为
M;,[:;

"

B*C*E

!

接头连接及其效率分析
!

将
I:-8:;!

&

Q

用
(*0

&

Q

灭

菌水稀释"分为
$

份!一份加入接头
!$

&

Q

连接!另一份加入

接头
$Y$

&

Q

!

!'g

过夜连接!分别加入
!

&

Q]MI1

终止反

应!

'#g09,.

灭活连接酶!产物分别为
I:-8:;!

#

I:-8:;$

"按

照
RRC

使用手册中的检测方法检测连接效率!在新的离心管

中!混合
$

&

QI:-8:;!

和
I:-8:;$

!作为非消减对照组"接头
!

与接头
$Y

序列分别为%

0W/=I1 1I1=a1=I=1=I 1I1

aaa=I=a1a=aa==a=== aaa=1a aI/)W

#

)W/aa=

==aI== 1/0W

.

0W/=I1 1I1 =a1 =I= 1=I 1I1 aaa

=1a=aIaaI=a=aa==a1aaI/)W

#

)W/a==aa=I==

1/0W

"

B*C*F

!

两轮
RRC

!

用
M;,[:;$

&

Q

分别与
!

&

QI:-8:;!

#

!

&

Q

I:-8:;$

杂交!在
S=Y

仪中!

"# g !*09,.

!然后
'# g

杂交

!%F

!完成第
!

次杂交"立刻进行第
$

次杂交!将新鲜变性的

M;,[:;!

&

Q

同以上完成杂交的
$

种产物杂交!

')g

过夜!两轮

杂交完成"

B*C*U

!

两轮选择性
S=Y

扩增
!

将杂交产物溶于
$%%

&

Q

稀释

缓冲液中!取
!

&

Q

作为模板!

S=Y

引物
!

作为引物进行第
!

轮

S=Y

!扩增条件为%

"&g)%-

!

''g)%-

!

($g!*09,.

!

$0

个

循环"将第
!

次
S=Y

产物稀释
&%

倍作为第
$

次
S=Y

的模

板!以巢式引物
!

和巢式引物
$Y

为引物进行第
$

轮扩增!扩增

条件为%

"&g)%-

!

'#g)%-

!

($g!*09,.

!

!0

个循环"取

#

&

Q

产物进行
$O

琼脂糖凝胶电泳"非消减对照组按相同条

件扩增两轮"

S=Y

引物
!

序列%

0W/=I11I1=a1=I=1=I

1I1aaa=/)W

"巢式引物
!

和巢式引物
$Y

序列分别为%

0W/

I=a 1a= aa= =a= ==a aa= 1aa I/)W

!

0W/1a= aIa

aI=a=aa==a1aaI/)W

"

B*C*V

!

消减效率的分析
!

将消减和非消减的第
$

次
S=Y

产

物稀释
!%

倍作为模板!以
$)R;YK1

正向引物和
$)R;YK1

反向引物为引物!

S=Y

扩增条件为%

"& g )%-

!

'% g )%-

!

'#g$9,.

!

!#

个循环"完成后取
0

&

Q

!其余再扩增
0

个循

环!重复
)

次!最后将消减和非消减的扩增
!#

#

$)

#

$#

#

))

个循

环的产物进行
$O

琼脂糖凝胶电泳分析"

$)R;YK1

正向引物

和
$)R;YK1

反向引物序列分别为
0W/=I1==II1aa1=

=aII1I1aII1=/)W

#

0W/a11aa11=I1aa=1111I

aaIa==/)W

"

B*C*W

!

S=Y

产物的
I

$

1

克隆
!

取
$

&

Q

第
$

轮
S=Y

产物与

$

&

Q

线性化的
S>M!#/I

载体混合!在
!

&

QI&MK1

连接酶作

用下!

!&g

连接
!'F

!

P$%g

保存"取
!%

&

Q

连接反应产物与

!%%

&

Q

感受态大肠杆菌
IDS!%

于离心管中混匀!用热激法将

连接产物导入感受态大肠杆菌
IDS!%

!向离心管中加入
#"%

&

QQJ

培养基!混匀后置于摇床!

)( g

#

!0%;

$

9,.

培养
&0

9,.

!涂布
$%%

&

Q

菌液在含有
!%%

&

?

$

9Q1>S

的
HSIa

$

j/

?

A3

琼脂平板上!

)(g

培养
!#F

!随机挑选直径大于
!99

的白色

克隆菌落!点种于含
!%%

&

?

$

9Q1>S

的
QJ

培养基的
"'

孔板

中!

)(g

培养过夜!加
!0O

甘油!

P(%g

保存"

B*C*X

!

菌液斑点杂交筛选
!

取
P(% g

保存菌株!点种于含

!%%

&

?

$

9Q1>S

的
QJ

培养基的
"'

孔板中!

)(g

培养过夜"

取
!

&

Q

菌液接种于尼龙膜'

Y46F:

公司(!在含
!%%

&

?

$

9Q

1>S

的琼脂平板上
)(g

培养
!#F

!尼龙膜上的菌斑!经变性#

中和#

#%g

固定
$F

后备用"取纯化的正向和反向
RRC

第
$

轮
S=Y

产物各
#%.

?

'

)

&

Q

(!用
0

&

Q

/

"

/

)$

S

0

@/1IS

随机引物

法标记纯化后备用"

&$ g

预杂交
!F

#杂交
!#F

后洗膜!

P(%g

放射自显影
!$F

"

B*D

!

阳性克隆的测序与同源性分析
!

取斑点杂交初步筛选的

阳性克隆!用巢式引物
!

和巢式引物
$Y

为引物!进行
S=Y

扩

增!

$O

琼脂糖凝胶电泳分析确认有插入片断后!以
>!)

为正

向引物!

S]1JHSYHR>)(%%

测序仪'美国
1JH

公司(测序"

测序结果用
S;,9:;0*%

分析后!在
a:.:UA.X

'

F88

E

%$$

555*.6/

U,*.39*

?

4[

$

JQ1RI

(中进行序列同源性检索分析"

C

!

结
!!

果

C*B

!

细菌基因组的提取
!

经过紫外分光光度计测定!毒力菌

株和标准菌株所提取的
MK1

浓度分别为
!$%

#

!'%.

?

$

&

Q

!

DM

$'%

$

DM

$#%

分别为
!*()

#

!*#!

"

C*C

!

基因组
MK1

酶切
!

酶切后为小于
$%%%U

E

的片段!酶切

效果较好!见图
!

"

!!

!

%

I:-8:;

.

$

%

M;,[:;

.

>

%

MQ$%%%MK1

标记"

图
!

!!

细菌基因组
MK1

酶切

C*D

!

接头连接效率分析
!

结果显示
S=Y

引物
!

与
$)R;YK1

引物扩增所得条带亮度较
$)R;YK1

正#反向引物扩增所得条

带亮度相差小于
$

倍!表明连接效率大于
0%O

!连接效率较

高!见图
$

"

!!

!

%以
I:-8:;!

为模板!

$)RYK1

正向引物和
S=Y

引物
!

为引物的

S=Y

产物.

$

%以
I:-8:;!

为模板!

$)RYK1

正#反向引物为引物的
S=Y

产物.

)

%以
I:-8:;$

为模板!

$)RYK1

正向引物和
S=Y

引物
!

为引物

的
S=Y

产物.

&

%以
I:-8:;$

为模板!

$)RYK1

正#反向引物为引物的

S=Y

产物.

>

%

>M!%!MK1

标记"

图
$

!!

连接效率检测结果

C*E

!

消减效率的分析
!

将消减和非消减的扩增
!#

#

$)

#

$#

#

))

个循环的产物进行
$O

琼脂糖凝胶电泳分析!未消减过的产物

在
!#

个循环时就已出现清晰条带!消减过的产物在
$#

个循环

时才出现条带!表明消减效果理想!见图
)

"

C*F

!

RRC

文库的构建筛选结果
!

!%%

&

?

$

9Q1>S

的
HSIa

$

j/

?

A3

琼脂平板上!

)(g

培养
!#F

后!平板可见
$0&

个白色及

蓝色菌落生长!以白色菌落为主'约占
#%O

(!菌落饱满清晰!

&

$%(!

&
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直径
!99

左右"随机挑选
!(0

个白色菌落!保存"斑点杂交

信号对比!获得
1!

#

1$

#

1'

#

J0

#

=0

#

=(

#

M)

#

]&

#

]#

#

<0

#

a0

#

C$

共
!$

个差异基因片段!且这
!$

个基因片段均表现为毒力株

MK1

片段标记的探针信号增强"

C*U

!

MK1

测序与同源性分析结果
!

对
!$

个含有差异基因片

段的阳性克隆进行
>!)

双向引物测序!与
a:.:UA.X

数据库初

步比对!结果显示
!$

个差异片段中有
0

个未检索到同源序列!

可能代表了化脓性链球菌的新的毒力基因!其余
(

个序列均与

已知基因有高度的同源性!见表
!

"

!!

!

!

&

%非消减第
$

次
S=Y

产物
$)R;YK1

基因扩增
!#

#

$)

#

$#

#

))

个循环的产物.

0

!

#

%消减第
$

次
S=Y

产物
$)R;YK1

基因扩增
!#

#

$)

#

$#

#

))

个循环的产物.

>

%

!XU

E

3G-MK1

标记"

图
)

!!

消减效率分析

表
!

!!

差异基因片段的生物学信息检索结果

差异片

段序号

序列长度

'

U

E

(

序列检索结果
杂交信

号强度

1! 0!#

预测的
;:S

蛋白质/解螺旋酶0 增强

1$ $)# 8.

E

1

'

R]6

E

!/3,X:8;A.-

E

4-A-:

(转座酶基因 增强

1' &#!

未知序列 增强

J0 0()

未知序列 增强

=0 !(&%

预测的膜融合蛋白流出泵 增强

=( $"#

未知序列 增强

M) 0#&

部分的
MK1

解旋酶
U

亚单位 增强

]& &&) $)R;YK1

核糖体核糖核酸 增强

]# )!(

未知序列 增强

<0 &%%

前
'$

及后
&!

个为
!'RYK1

核糖体基因 增强

a0 "!'

位点特异性
$

型脱氧核糖核酸酶 增强

C$ $%'

未知序列 增强

D

!

讨
!!

论

近几年!随着
S=Y

技术的不断发展!涌现了许多基于
S=Y

的分离差别表达基因的新方法"

!""$

年
Q,A.

?

和
SA;@::

/

&

0提

出
9YK1

差异显示技术!

!""&

年有学者提出代表性差示分析

技术及
RRC

!有力地推动了基因克隆工作的深入和发展/

0

0

"

在抑制性
S=Y

基础上建立起来的
MK1

消减杂交方法!克服了

差异显示技术假阳性较高和代表性差示分析技术消减杂交轮

次较多的缺点!十分适用于克隆分析造成某种特殊表型的目的

基因及其功能"

化脓性链球菌是一类在世界范围内广泛分布的革兰阳性

菌!是许多疾病的重要病原之一!与其他病原微生物一样!化脓

性链球菌的致病性与其产生的许多毒力因子息息相关!毒力基

因是产生各种毒力因子的物质基础!因此发现毒力基因是很有

必要的"

RRC

已经被应用于许多致病菌毒力基因的发现/

0/(

0

!

都得到了理想的效果"

RRC

目前还应用于鉴定细菌/

#

0

#鉴定

毒力岛/

"

0

#发现插入序列/

!%

0及构建检测探针/

!!

0等多方面!表

明该技术是一个简单#有效的鉴定细菌间遗传差异的方法"

本研究首次将
RRC

技术应用于化脓性链球菌毒力基因的

研究!以标准菌株作为对比材料!严格检测基因组
MK1

提取

质量!又经基因组
MK1

酶切#接头连接#两轮消减杂交及两次

抑制
S=Y

等反应步骤!使
I:-8:;

与
M;,[:;

中共有的基因片段

得到消减!存在于
I:-8:;

中的毒力基因得到特异性扩增"通

过
I

$

1

克隆技术!将两轮扩增
S=Y

产物纯化后直接与

S>M!#/I

载体连接!成功构建化脓性链球菌毒力基因文库"

用斑点杂交初步筛选消减文库后!将获得的阳性克隆进行测

序!测序结果与
a:.:UA.X

数据库进行同源性比对!发现其中
(

个序列与已知基因有高度的同源性!

0

个未知序列可能为新的

毒力基因"化脓性链球菌毒力基因文库的建立避免了筛选#鉴

定特有基因的盲目性!有利于克隆出低丰度的稀有基因!为进

一步研究化脓性链球菌致病的分子机制及临床治疗方法奠定

了基础"
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