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反向ＰＣＲ扩增Ⅰ类整合酶基因侧翼序列

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　　摘　要：目的　采用反向ＰＣＲ对Ⅰ类整合酶基因侧翼序列进行检测分析。方法　以临床分离的Ⅰ类整合子阳性大肠埃希菌

为研究对象，用限制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ对基因组ＤＮＡ进行酶切，Ｔ４ＤＮＡ连接酶使酶切产物自身环化，设计Ⅰ类整合酶基因反向

引物扩增Ⅰ类整合酶基因侧翼序列。结果　临床分离大肠埃希菌中Ⅰ类整合子检出率为６８．１％，反向ＰＣＲ扩增得到１８００ｂｐ

大小的Ⅰ类整合酶基因侧翼序列。结论　Ⅰ类整合子在临床分离大肠埃希菌中广泛存在，反向ＰＣＲ对Ⅰ类整合酶基因侧翼序列

检测进一步明确了Ⅰ类整合子的结构，并发现其侧翼序列存在ＲＮＡ聚合酶基因β亚基，为Ⅰ类整合子调控基因分析及克隆奠定

了研究基础。
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　　整合子在整合酶的作用下能够识别并俘获或删除移动性

基因盒［１］。近年来整合子系统对细菌耐药形成的作用备受关

注［２６］。以往对Ⅰ类整合酶阳性菌株的耐药基因盒分析较

多［７８］，而对整合酶基因的表达调控机制研究甚少。一个基因

的表达很大程度上是由它的侧翼序列调控的，因此，克隆整合

酶基因的侧翼序列对研究整合酶的表达调控就显得尤其重要。

本研究以临床分离的Ⅰ类整合子阳性菌株为研究对象，采用反

向ＰＣＲ扩增Ⅰ类整合酶基因的侧翼序列。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　２００９年６～１２月中南大学湘雅三医院住院

患者痰、尿和血液等标本中连续分离的不重复大肠埃希菌７２

株。Ｏ１群霍乱弧菌ＳＫ１０为Ⅰ类整合子阳性对照菌，大肠埃

希菌Ｃ６００为Ⅰ类整合子阴性对照菌。

１．２　仪器与试剂　ＴｒａｎｓＴａｑＰＣＲ混合物、ＴｒａｎｓＤＮＡ 标记

物、基因组ＤＮＡ提取试剂盒、ＰＣＲ产物纯化试剂盒（北京全式

金生物技术有限公司），限制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ、Ｔ４ＤＮＡ连接

酶（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司），ＶＩＴＥＫ２微生物分析仪（法国生物梅里

埃公司），基因扩增ＰＣＲ仪（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司），电

泳仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司），ＳｙｎｇｅｎｅＧｅｎｅＧｅｎｉｕｓ全自动凝胶成

像系统（英国ＳＹＮＧＥＮＥ公司）。

１．３　引物序列　用于扩增Ⅰ类整合子整合酶基因ｉｎｔＩ１及侧

翼序列的引物由上海生工生物工程技术有限公司合成。ｉｎｔＩ１

引物序列（５′→３′）Ｆ：ＧＧＴＣＡＡＧＧＡＴＣＴＧＧＡＴＴＴＣＧ；Ｒ：

ＡＣＡＴＧＣＧＴＧＴＡＡＡＴＣＡＴＣＧＴＣ
［９］。

１．４　Ⅰ类整合子检测　以基因组ＤＮＡ提取试剂盒提取临床

分离的大肠埃希菌总ＤＮＡ，用Ⅰ类整合酶基因ｉｎｔＩ１上、下游

引物进行扩增检测Ⅰ类整合子。ＰＣＲ反应体系为２０μＬ：２×

ＴｒａｎｓＴａｑＰＣＲＳｕｐｅｒｍｉｘ１０μＬ；上、下游引物各０．２μＬ（２０

μｍｏｌ／Ｌ）；模板１．６μＬ；双蒸水８μＬ。ＰＣＲ扩增ＩｎｔＩ１循环参

数为：预变性９４℃５ｍｉｎ；变性９４℃３０ｓ，退火６２℃３０ｓ，延

伸７２℃４５ｓ，３０个循环；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产

物行１５ｇ／Ｌ的琼脂糖凝胶电泳观察结果。

１．５　反向ＰＣＲ扩增Ⅰ类整合酶基因侧翼序列

１．５．１　基因组ＤＮＡ限制性酶切　在５０μＬ酶切体系中加入

如下组分：基因组ＤＮＡ２０μＬ，１０×ＢｕｆｆｅｒＴａｎｇｏ５μＬ，ＨｉｎｄⅢ

内切酶２μＬ，双蒸水２３μＬ，轻轻混匀后点离数秒置３７℃温育
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４ｈ，８０℃反应２０ｍｉｎ灭活 ＨｉｎｄⅢ内切酶。

１．５．２　酶切ＤＮＡ自身环化　在２５μＬ反应体系中加入如下

组分：酶切 ＤＮＡ产物２０μＬ，１０×ＢｕｆｆｅｒＴａｎｇｏ２．５μＬ，Ｔ４

ＤＮＡ连接酶１μＬ，双蒸水１．５μＬ，轻轻混匀后点离数秒置

ＰＣＲ仪２２℃反应１０ｍｉｎ，６５℃反应１０ｍｉｎ灭活Ｔ４ＤＮＡ连

接酶。

１．５．３　反向ＰＣＲ反应　根据扩增Ⅰ类整合酶基因ｉｎｔＩ１的

引物设计其反向引物，引物序列见表１，扩增ｉｎｔＩ１的侧翼序

列。在５０μＬ反应体系中加入如下组分：２×ＰｆｕＰＣＲ混合物

２５μＬ，上、下游引物各０．５μＬ（２０μｍｏｌ／Ｌ），环化ＤＮＡ２μＬ，

加蒸馏水至总体积２２μＬ。ＰＣＲ扩增循环参数：预变性９４℃

５ｍｉｎ；变性９４℃１ｍｉｎ，退火５６℃１ｍｉｎ，延伸７２℃２ｍｉｎ，３５

个循环；最后７２℃延伸７ｍｉｎ。反向ＰＣＲ扩增产物行１０ｇ／Ｌ

的琼脂糖凝胶电泳观察结果。

１．６　扩增产物纯化及序列分析　将扩增产物用ＰＣＲ产物纯

化试剂盒进行纯化，送ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（上海）公司测序分析，测序结

果用ＤＮＡＳｔａｒ软件进行分析，并在基因库中用ＢＬＡＳＴ工具进

行基因同源性比对，确定Ⅰ类整合酶基因ｉｎｔＩ１和反向ＰＣＲ

产物中基因。

２　结　　果

２．１　Ⅰ类整合子检测结果　通过对临床分离的７２株大肠埃

希菌ｉｎｔＩ１扩增，４９株得到接近５００ｂｐ的扩增产物，与预期的

４８４ｂｐ大小相符，如图１。测序结果在基因库中进行ＤＮＡ序

列同源性比对分析，与已知的Ⅰ类整合酶基因（ＡＪ７０４８６３．３）

同源性为９９％，确定为Ⅰ类整合子阳性菌株，检出率为６８．１％

（４９／７２）。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１：阳性对照；２：阴性对照；３９：临床菌株。

图１　　ＰＣＲ扩增ｉｎｔＩ１基因电泳图

２．２　Ⅰ类整合酶基因侧翼序列检测结果　对Ⅰ类整合子阳性

菌株整合子５′ＣＳ端ｉｎｔＩ１的侧翼序列进行检测，以ｉｎｔＩ１阴性

菌株为阴性对照，结果Ⅰ类整合子阳性菌株侧翼序列反向

ＰＣＲ扩增出１８００ｂｐ大小的片段，如图２。测序结果在基因库

中进行ＢＬＡＳＴ比对分析，结果显示１８００ｂｐ的ＤＮＡ片段上

包括Ⅰ类整合酶基因的部分片段，ＲＮＡ聚合酶基因β亚基部

分片段及未知功能基因片段。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１：ｉｎｔＩ１阴性菌株；２～８：ｉｎｔＩ１阳性菌株。

图２　　反向ＰＣＲ扩增ｉｎｔＩ１基因侧翼序列电泳图

３　讨　　论

本研究临床分离的大肠埃希菌中Ⅰ类整合子的检出率为

６８．１％，国内有７０．９％的报道，二者基本一致
［１０］，表明Ⅰ类整

合子在临床分离大肠埃希菌中广泛存在。

在一个基因的表达过程中，侧翼序列在一定程度上起到了

调控作用，因而整合酶基因的侧翼序列对整合酶基因的表达也

具有一定的调控作用。常规的ＰＣＲ只能扩增两个引物之间的

ＤＮＡ序列，而反向ＰＣＲ设计反向互补引物可扩增已知序列两

侧的ＤＮＡ片段。反向ＰＣＲ测序结果显示１８００ｂｐ的ＤＮＡ

片段上包括Ⅰ类整合酶基因的部分片段、部分ＲＮＡ聚合酶基

因β亚基及未知基因片段。ＲＮＡ聚合酶是以一条ＤＮＡ链或

ＲＮＡ为模板催化由核苷５′三磷酸合成 ＲＮＡ的酶
［１１］，含有

α，β，β′，δ等不同的亚基，β亚基含有核苷三磷酸的结合位点，

是酶和核苷酸底物结合的部位，但其是否在整合酶基因的表达

中发挥作用还有待研究。目前，Ⅰ类整合酶基因表达的调控机

制尚不十分清楚，因此，对Ⅰ类整合酶基因侧翼序列的研究，不

仅使Ⅰ类整合子的结构更加明确，而且为进一步分析Ⅰ类整合

酶基因上游的未知ＤＮＡ片段的结构和功能，深入了解整合酶

基因的表达调控机制奠定了基础。
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