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　　摘　要：目的　克隆人细胞空泡蛋白分选因子４Ａ（ｈｕｍａｎｖａｃｕｏｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｓｏｒｔｉｎｇ４Ａ，ｈＶＰＳ４Ａ）基因，构建其真核表达质粒。

方法　以 Ｈｕｈ７细胞ｃＤＮＡ为模板，设计引物扩增全长ｈＶＰＳ４Ａ基因，再将目的基因插入到真核载体ｐＲＫ５中。重组质粒经

ＰＣＲ、酶切和ＤＮＡ测序确认。结果　从 Ｈｕｈ７细胞ｃＤＮＡ中扩增得到约１３５０ｂｐ大小的目的片段，经回收、纯化、酶切后与载体

ｐＲＫ５连接，转化ＤＨ５α大肠杆菌。选择ＰＣＲ鉴定阳性的重组质粒，经ＥｃｏＲⅠ单酶切可见约一条５９００ｂｐ片段；经ＥｃｏＲⅠ和

ＨｉｎｄⅢ双酶切可得到４６００ｂｐ和１３５０ｂｐ两个片段，分别与载体ｐＲＫ５和目的片段ｈＶＰＳ４Ａ预期大小一致；ＤＮＡ测序结果显示

插入片段与ｈＶＰＳ４Ａ参考序列一致。结论　成功构建了含ｈＶＰＳ４Ａ基因的真核表达载体，为进一步研究ｈＶＰＳ４Ａ的生物学功能

提供了条件。
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　　细胞空泡蛋白分选因子４（Ｖａｃｕｏｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｓｏｒｔｉｎｇ４，

ＶＰＳ４）是ＡＴＰ酶ＡＡＡ家族（ＡＴＰａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈａｖａｒｉｅｔｙ

ｏｆｃｅｌｌｕｌａｒａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ）成员之一，其生物学功能主要是参与细胞

蛋白分选、胞膜融合和蛋白降解等多种细胞活动 ［１２］。在病毒

与宿主细胞的相互作用中，ＶＰＳ４扮演着重要的角色。ＶＰＳ４

是病毒蛋白在宿主体内的合成及运输不可缺少的因子，ＶＰＳ４

功能障碍可能抑止病毒的运转和释放［３］。ｈＶＰＳ４基因编码两

种同源蛋白即 ｈＶＰＳ４Ａ 和 ｈＶＰＳ４Ｂ。为了更深入地探索

ｈＶＰＳ４的生物学功能，本研究从细胞中克隆得到ｈＶＰＳ４Ａ基

因，并构建真核表达载体。

１　材料与方法

１．１　主要仪器和试剂　ＰＣＲ扩增仪ＰＴＣ２００型为美国 ＭＪ

公司提供，凝胶成像系统为美国ＵＶＰ公司提供；ＭＭＬＶ逆转

录酶、ＲＮａｓｉｎ和Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；限制性

内切酶ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ、高保真ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＤＮＡ 聚合

酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＰＣＲ产物纯化试剂盒、ＤＮＡ凝胶回收试

剂盒和质粒小量提取试剂盒均为日本ＴａＫａＲａ公司生产；Ｔｒ

ｉｚｏｌ试剂、ＤＭＥＤ细胞培养基购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｅ公司；ＤＮＡ

分子量标准ＤＬ２０００和１ｋｂＤＮＡＬａｄｄｅｒ购自上海天根公司；

真核表达载体ｐＲＫ５和大肠杆菌ＤＨ５α均为本科室保存；引物

合成及ＤＮＡ测序送交北京华大基因公司完成。

１．２　引物设计　参照 Ｇｅｎｂａｎｋ中 ＶＰＳ４Ａ基因的参照序列

（ＮＭ＿０１３２４５．２），采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件分析，分别设

计扩增ｈＶＰＳ４Ａ全长基因的引物。上游引物序列为：５′ＣＧＧ

ＡＡＴＴＣＡＴＧＡＣＡＡＣＧＴＣＡＡＣＣＣＴＣＣＡＧ３′（引入ＥｃｏＲ

Ⅰ酶切位点，下划线部分）；下游引物为：５′ＣＣＣＡＡＧＣＴＴ

ＡＣＣＴＣＣＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＡＴＴＧ３′（引入 ＨｉｎｄⅢ酶切位

点，下划线部分）。扩增区域为ｈＶＰＳ４Ａ核苷酸１２９～１４７９

ｎｔ，包含全长ｈＶＰＳ４Ａ编码区，扩增长度为１３５１ｂｐ。

１．３　ｈＶＰＳ４Ａ基因克隆、重组质粒构建及鉴定　Ｔｒｉｚｏｌ试剂

提取 Ｈｕｈ７细胞总 ＲＮＡ，逆转录获得ｃＤＮＡ，再经ＰＣＲ获得

ｈＶＰＳ４Ａ基因全长编码序列的 ＤＮＡ片段。逆转录反应体系

为２５μＬ：细胞总ＲＮＡ１μｇ和Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５引物０．５μｇ用８

μＬ二乙基焦磷酸酰胺水溶解，然后７０℃孵育５ｍｉｎ，迅速置于

冰上冷却，短暂离心后加入５×缓冲液５μＬ、１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ

１μＬ、ＲＮａｓｉｎ０．５μＬ、ＭＭＬＶ逆转录酶１μＬ，加水补齐至２５
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μＬ，混匀后３７℃反应１ｈ。逆转录产物ｃＤＮＡ为模板用高保

真ＤＮＡ聚合酶进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应体系为５０μＬ：５×

ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ反应缓冲液１０μＬ、ｄＮＴＰ４μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ上下

游引物各１μＬ，ＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．５μＬ，模板２μＬ，加水

至５０μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９５℃３ｍｉｎ；随后９８℃１０ｓ，５８

℃１５ｓ，７２℃ ６０ｓ，共３０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物纯化后与ｐＲＫ５载体分别用ＥｃｏＲⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶

切，ＤＮＡ经凝胶回收纯化，两者混合后用Ｔ４ＤＮＡ酶１６℃连

接过夜。连接产物转化ＤＨ５α菌，在含氨苄青霉素的ＬＢ平板

上培养１６ｈ后挑取单个菌落，扩菌提取质粒，ＰＣＲ阳性克隆再

用酶切和ＤＮＡ测序鉴定。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲ扩增ｈＶＰＳ４Ａ基因　以 Ｈｕｈ７细胞的总ＲＮＡ为模

板，ＲＴＰＣＲ扩增产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳，在约１３５０ｂｐ

处可见一条特异的条带，与ｈＶＰＳ４Ａ片段预期大小一致，见

图１。

　　Ａ：ＤＬ２０００；Ｂ：目的片段。

图１　　ｈＶＰＳ４Ａ基因ＰＣＲ扩增产物电泳图

２．２　重组质粒的酶切鉴定　取经ＰＣＲ鉴定的阳性重组菌，提

取质粒，酶切后经１．０％琼脂糖凝胶电泳。用ＥｃｏＲⅠ单酶切

可见一条约５９００ｂｐ的条带，与预期的重组质粒大小一致。用

ＥｃｏＲⅠ＋ＨｉｎｄⅢ双酶切可得到的一条约４６００ｂｐ的载体片段

和一条约１３５０ｂｐ的插入片段，大小均与预期一致，如图２所

示。重组质粒命名为ｐＲＫ５ｈＶＰＳ４Ａ。

　　Ａ：１ｋｂＤＮＡＬａｄｄｅｒ；Ｂ：重组质粒单酶切片段；Ｃ：重组质粒双酶切

片段。

图２　　重组质粒ｐＲＫ５ｈＶＰＳ４Ａ酶切鉴定凝胶电泳图

２．３　重组质粒ｐＲＫ５ｈＶＰＳ４Ａ测序结果　经ＰＣＲ及酶切鉴

定正确的重组质粒送测序，通过与参照序列比对，真核质粒中

插入的ｈＶＰＳ４Ａ目的片段与参照序列完全一致，且其读码框

正确，证明真核表达质粒ｐＲＫ５ｈＶＰＳ４Ａ构建成功。

３　讨　　论

包膜病毒感染宿主后，病毒包膜可与宿主细胞膜融合，病

毒得以进入宿主细胞。病毒将核衣壳释放入细胞内，再经脱壳

和生物合成阶段，子代病毒与宿主细胞上的一些结构蛋白装配

成核衣壳，从宿主细胞膜获得包膜，组成完整的具有感染性的

子代病毒，以出芽方式释放到细胞外［４］。科学家研究发现宿主

因子ＶＰＳ４在此过程中起有重要作用。已有许多研究对ＨＩＶ、

ＨＢＶ和 ＨＳＶ 等病毒感染与 ＶＰＳ４的关系进行的相关研

究［５７］。有研究通过对 ＶＰＳ４Ｂ单体进行了晶体分析，发现

ＶＰＳ４Ｂ蛋白由５个不同结构区组成，包括能与ＥＳＣＲＴⅢ底物

结合的Ｎ末端 ＭＩＴ结构域、大ＡＡＡＡＴＰ酶结构域、小ＡＡＡ

ＡＴＰ酶结构域、反向三链的β结构域和一个 Ｃ末端螺旋。

ＶＰＳ４可在溶液中形成复合体，并可与 ＡＴＰ结合
［８］。ＶＰＳ４Ａ

和ＶＰＳ４Ｂ某些显性负相突变体由于反应位点失去功能，所以

失去了ＡＴＰ酶结合和ＡＴＰ酶水解的生物学功能，进而使其与

ＡＴＰ的结合受到抑制，从而影响体内病毒的复制或释放过

程［９］。

由于ｈＶＰＳ４Ａ和ｈＶＰＳ４Ｂ是同一基因编码，且两者约有

８０％同源性。因此，ｈＶＰＳ４Ａ与ｈＶＰＳ４Ｂ在结构和功能上有诸

多相同之处，本文作者在以前的研究中，成功构建ｈＶＰＳ４Ｂ质

粒和其负性突变体，并且在对ｈＶＰＳ４Ｂ与 ＨＢＶ的研究中也发

现，失去活性的ｈＶＰＳ４Ｂ负性突变体在体内和体外均可抑制

ＨＢＶ的复制
［１０１１］。当前为了对ｈＶＰＳ４基因有更深入地研究，

本文克隆了ｈＶＰＳ４Ｂ的另外一个同源基因ｈＶＰＳ４Ａ，并成功获

得真核表达载体，经鉴定其序列与ｈＶＰＳ４Ａ参照序列完全一

致，这为下一步研究ｈＶＰＳ４Ａ提供了必要的工具。
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疗也十分棘手［２］。

本研究显示从嗜麦芽窄食单胞菌的病区分布看，重症监护

室（ＩＣＵ）和呼吸内科所占的比 例 最 高，达 到 ３９．２２％ 和

２５．４９％，原因是这２个病房患者往往年龄偏大，多有严重的基

础疾病，且住院时间较长，普遍应用广谱抗菌药物，并发严重呼

吸衰竭时需要进行气管插管和机械通气等侵入性操作。干部

病房住院患者也存在年龄偏大、抵抗力弱等因素，故其所占比

例也较高，为１１．７６％。从标本来源分布看，呼吸道标本所占

比例最高，为８０．３９％，占总量的五分之四，在各种标本中具绝

对优势，说明嗜麦芽窄食单胞菌以引起呼吸道感染为主。另

外，尿液、脓液、血液和其他组织液等多种标本均分离出嗜麦芽

窄食单胞菌，说明它可以引起多种部位感染。因此，应该引起

临床足够的重视，积极做好预防和治疗措施，避免该菌的发展

和蔓延。

嗜麦芽窄食单胞菌对大多数常用抗菌药物都耐药，对临床

使用的全部抗菌药物几乎都有耐药的报道，对部分抗菌药物甚

至表现出高度耐药［３］。嗜麦芽窄食单胞菌自身可产生金属β

内酰胺酶，故绝大多数嗜麦芽窄食单胞菌都表现出对亚胺培南

和美洛培南天然耐药。国内外很多研究都发现嗜麦芽窄食单

胞菌对亚胺培南耐药率高于９０％，甚至高达１００％
［４］。本研究

显示，５１株嗜麦芽窄食单胞菌对亚胺培南和美洛培南耐药率

均高达到 １００％，多重耐药菌株为 ４５ 株，占细菌总数的

８８．２％。这给临床治疗带来很大的困难，应该引起临床医生的

高度关注。

嗜麦芽窄食单胞菌经常表现出对３种或３种以上结构不

相关的抗菌药物耐药，即多重耐药性。导致其出现多重耐药的

机制很多，质粒、整合子、转座子等可转移元件携带耐药基因转

移便是其中之一。

近年来整合子介导的耐药性越来越受到学者们关注。整

合子基因盒
［５］系统属于可移动的基因元件，它由两侧的保守

区及中间的可变区构成，可变区可含有一个或多个耐药基因。

在整合酶的作用下，整合子可以捕获外源性耐药基因并通过自

身的转移使携带的基因盒共同转移。整合子可位于细菌的染

色体上，也可借助可移动的质粒、转座子在不同细菌之间水平

传播，在细菌耐药性的传播中起着重要作用。目前已发现的整

合子有１０多种，其中Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类整合子最常见并且与细菌耐

药基因的传播关系密切，被合称为耐药整合子（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｔｅ

ｇｒｏｎ，ＲＩ），整合子所携带的耐药基因盒现已发现超过８０种
［６］。

已有研究证实，Ⅰ类整合子广泛存在于革兰阴性杆菌中，与细

菌的多重耐药密切相关。本研究共检测５１株临床分离的嗜麦

芽窄食单胞菌，其中Ⅰ类整合子阳性７株菌，占１３．７％，未检

测到Ⅱ、Ⅲ类整合子说明现阶段在本地区嗜麦芽窄食单胞菌中

传播以Ⅰ类整合子为主。

从本院临床标本中分离的嗜麦芽窄食单胞菌Ⅰ类整合子

携带５种耐药基因分别是ａａｃＡ４、ａａｄＡ１、ａｐｈＡ１５、ｃａｔＢ８和

ｄｆｒＡ１７。其中ａａｃＡ４编码６′Ｎ氨基糖苷乙酰转移酶，ａａｄＡ１

编码氨基糖苷核苷转移酶，ａｐｈＡ１５编码磷酸转移酶，都引起对

氨基糖苷类抗菌药物耐药；ｃａｔＢ８编码氯霉素乙酰转移酶，引

起对氯霉素耐药；ｄｆｒＡ１７编码二氢叶酸还原酶主要介导甲氧

苄啶耐药。这与７株Ⅰ整合子阳性嗜麦芽窄食单胞菌耐药表

型相吻合。

尽管有文献报道显示整合子在细菌耐药机制的发展和传

播中具有非常重要的作用，但是细菌的耐药性并不完全是由整

合子介导的，细菌的耐药机制复杂而多样，在细菌的耐药机制

中整合子的介导作用只是一小部分［７］。整合子基因盒系统的

发现，为细菌的耐药机制研究指出了新的方向，耐药基因的捕

获和表达系统并能在不同细菌间水平和垂直传播，成为细菌抵

抗抗菌药物的又一个强有力的武器。因此，研究临床菌株中整

合子的种类、性质和作用机制有利于了解细菌多重耐药的发生

和转移机制，更好地控制细菌耐药性的发展，加强临床合理使

用抗菌药物，有效防止细菌耐药性的产生并阻止耐药性的

传播。
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