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要"目的
!

在大肠杆菌中克隆表达金黄色葡萄球菌氨基糖苷类耐药基因#即腺苷酰转移酶基因#为其功能研究奠定基础$

方法
!

按金黄色葡萄球菌腺苷酰转移酶蛋白编码序列设计引物#以金黄色葡萄球菌基因组
340

为模板#扩增腺苷酰转移酶基

因#所得片段与
J

a,b5+@5"

!

X

"载体连接#转化至感受态大肠杆菌
&-6"

!

3,8

"#提取质粒进行双酶切及测序鉴定#

.Q=a

诱导重组

蛋白表达#

/3/5Q0a,

及
e21@2F;5LM>@

对重组蛋白作鉴定$结果
!

使用金黄色葡萄球菌基因组为模板#成功扩增约
$̂$L

J

目的

片段#重组质粒双酶切见目的片段#测序显示腺苷酰转移酶基因长
<̂8L
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#始于
0=a

#止于
=0a

#预测的等电点和相对分子质量

分别为
<7<!

和
6#Y"$

8

#目的基因与
a2;LA;I

腺苷酰转移酶同源性为
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#

/3/5Q0a,

及
e21@2F;5LM>@

显示在
!!Y"$

8见重组蛋

白表达$结论
!

在大肠杆菌中成功克隆表达了金黄色葡萄球菌腺苷酰转移酶基因$
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金黄色葡萄球菌是机体化脓感染中最常见的病原菌$随着

氨基糖苷类药物的广泛应用$耐药性日益严重)腺苷酰转移酶

是一种跨膜多重药物外排蛋白$介导葡萄球菌对氨基糖苷类药

物及多种结构上近似甚至无关的药物耐药'
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(

)本研究对腺苷

酰转移酶基因进行克隆及原核表达$为其功能研究奠定基础)
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材料与方法
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!

一般材料
!

金黄色葡萄球菌菌株#

""""68$8!

%分离自广

州市妇女儿童医疗中心内科病区$

""

岁儿童患者的全身多发

软组织感染脓液)

?7@

!

仪器与试剂
!

上海力申公司
%T1AC25"6$$

型生物安全

柜$德国
&)>H2@FA

公司
QRS

$英国
?̀)@2E

公司
a0/<!$̂5=6$

紫外凝胶成像分析系统$德国
/>F?AMM

公司
H)EF>"<S

台式高

速冷冻离心机)

J

a,b5+@5"

质粒载体购自法国马来亚公司&质

粒提取试剂盒*

340

纯化试剂盒*

F=A

P

340

聚合酶*

,E>S

$

和
bB>M

$

限制性内切酶*

=+340

连接酶
340 HAFI2F

等购

自
=AIAFA

公司)

.Q=a

*丙烯酰胺*

=F)1

碱*预染蛋白
(AFI2F

和
30&

显色剂等购自鼎国生物公司)鼠抗
a/=

标签单克隆

抗体购自北京康为世纪生物有限公司)

?7A

!

方法

?7A7?

!

最低抑菌浓度#

(.R

%

!

按照美国临床和实验室标准化

协会
6$"6

年发布的+抗微生物药物敏感试验的执行标准,$采

用琼脂
6

倍稀释法进行
(.R

检测)

?7A7@

!

腺苷酰转移酶基因
QRS

扩增
!

根据
a2;&A;I

金黄色

葡萄球菌腺苷酰转移酶基因序列#

RQ$$6"6$7"

%$设计特异性

引物
"

对)

Q"

!

!h5RaR a00 ==R 0=a 0aR 00= ==a

0==00R aa58h

$

Q6

!

!h5RaR R=R a0a R=0 0== a0a

0a00a===R=058h

)引物序列分别加入
,E>S

$

*

bB>M

$

酶切位点)挑取金黄色葡萄球菌单菌落于
!$

%

-

水中$煮沸

-
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"!H);
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"6$$$F
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H);

离心
"H);

$取上清液作为
QRS

模板)

QRS

反应条件!

#+[

热变性
!H);

后$

#+[

变性
+!1

$

!8[

退

火
+!1

$

<6 [

延伸
"H);

$共
8+

个循环$最后
<6 [

延伸
"!

H);

)

?7A7A

!

腺苷酰转移酶基因克隆至
J

a,b5+@5"

表达载体
!

腺苷

酰转移酶基因
QRS

产物纯化后$经
,E>S

$

*

bB>M

$

酶切纯化

后$与相同酶切的
J

a,b5+@5"

质粒连接$转化至大肠杆菌

&-6"

)挑取经氨苄霉素筛选的阳性菌落提取质粒进行
QRS

及双酶切鉴定)

?7A7B

!

腺苷酰转移酶基因在大肠杆菌
&-6"

"

3,8

的诱导表

达
!

将含有重组质粒的
&-6"

"

3,8

工程菌接种至含氨苄霉素

#

!$

%

*

"

H-

%的
-&

琼脂板$培养过夜后挑单菌落于
-&

液体培

养基中#含氨苄霉素
!$

%

*

"

H-

%$

8<[

培养至
]3

值
$7+

左右$

加
.Q=a

至终浓度
"HH>M

"

-8$[

诱导表达
9B

$

$̂$$F

"

H);+

[

离心
6$H);

$收集菌体$

/3/5Q0a,

电泳鉴定)

?7A7C

!

重组蛋白
e21@2F;5LM>@

分析
!

重组蛋白表达产物经

"6g/3/5Q0a,

后转移至
Q'3T

膜$使用
%SQ

标记的
a/=

标签鼠单克隆抗体#

"i"$$$

稀释%$

30&

显色液显色)

@

!

结
!!

果

@7?

!

氨基糖苷类抗菌药物的
(.R

!

金黄色葡萄球菌菌株

#

""""68$8!

%对庆大霉素*阿米卡星的
(.R

分别为
"̂

*

"9

%

*

"

H-

)均为耐药)头孢西丁
(.R

值为
"̂

%

*

"

H-

$该菌株为耐

甲氧西林金黄色葡萄球菌菌株)

@7@

!

腺苷酰转移酶基因的
QRS

扩增
!

以
""""68$8!

菌株基

因组
340

为模板$

QRS

扩增产物进行
"g

琼脂糖凝胶电泳$在

$̂$

"

"$$$L

J

间见明显特异性条带$与目的基因#

<̂8L

J

%大

小相似)见图
"

)

图
"

!!

腺苷酰转移酶基因的
QRS

扩增

@7A

!

重组质粒的鉴定
!

从转化的大肠杆菌
&-6"

提取的重组

质粒$经
,E>S

$

和
bB>M

$

酶切后见目的条带)见图
6

)测序

显示腺苷酰转移酶基因长
<̂8L

J

$启始于
0=a

$终止于
=0a

$

预测的等电点为
<7<!

$相对分子质量约为
6#Y"$

8

$与
a2;5

&A;I

中编号为
4R

0

$"<8+"7"

的基因同源性为
##g

)氨基酸

比对结果显示仅见第
+#

位氨基酸
3

改变为
d

)

@7B

!

/3/5Q,a,

电泳及
e21@2F;5LM>@

!

$7!HH>M

的
.Q=a

诱

导
^B

后$重组菌体经
/3/5Q,a,

电泳后$在
!!Y"$

8 可见明

显表达带$这与融合重组蛋白的理论相对分子质量相符#

69Y

"$

8

a/=X6#Y"$

8

AG2;

N

M

N

M@FA;1C2FA12

%)见图
8

)

!!

注!

"

表示
340

标记&

6

表示重组质粒双酶消化&

8

表示重组质粒&

+

表示双亲
J

a,b5+=5"

#

X

%重组)

图
6

!!

重组质粒双酶切鉴定电泳图

!!

注!

"

表示蛋白质标记&

6

表示
J

,ab5+=5"

#

X

%"

&-6"

#

3,8

%诱导

.Q=a

&

8

表示质粒
J

,ab5+=5"

#

X

%

5

腺苷酰转移酶"
&-6"

#

3,8

%诱导

.Q=a

&

+

表示质粒
J

,ab5+=5"

#

X

%

5

腺苷酰转移酶"
&-6"

#

3,8

%无

.Q=a

诱导)

图
8

!!

重组腺苷酰转移酶
"6g/3/5Q0a,

电泳图

@7C

!

重组腺苷酰转移酶
e21@2F;5LM>@

分析鉴定
!

使用鼠抗

a/=

标签单克隆抗体进行
e21@2F;5LM>@

$结果显示在
!!Y"$

8

左右见目的蛋白)见图
+

)

!!

注!

"

表示蛋白质标记&

6

表示质粒
J

,ab5+=5"

#

X

%

5

腺苷酰转移

酶"
&-6"

诱导)

图
+

!!

重组蛋白表达产物
e21@2F;5LM>@

检测

-
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讨
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论
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本研究从患者全身多发软组织感染脓液标本分离出
"

株

高耐药菌株#

""""68$8!

%$为耐甲氧西林金黄色葡萄球菌$对庆

大霉素*阿米卡星的
(.R

分别为
"̂

*

"9

%

*

"

H-

$结果表明对氨

基糖苷类药物高度耐药)对氨基糖苷抗菌药物耐药是因细菌

产生氨基糖苷类双功能修饰酶#

00R

#

9h

%

50Q%

#

6j

%钝化酶

所致'

85!

(

)该种耐药性的决定因子为
Q/c5"

样质粒'

+

(

)

\>FG25

;1

等研究报道金黄色葡萄球菌对庆大霉素的耐药性并非质粒

携带$而是染色体携带)

有学者在大肠杆菌*酵母菌等进行了腺苷酰转移酶耐药基

因的分离及鉴定$结果显示腺苷酰转移酶基因序列和蛋白相对

分子质量与报道相符'

95<

(

)本研究首次对金黄色葡萄球菌腺苷

酰转移酶耐药基因进行克隆表达$从基因组扩增出的腺苷酰转

移酶目的片段经双酶切与质粒载体
J

a,b5+=5"

#

X

%成功重

组$测序结果表明目的基因片段与
a2;&A;I

中金黄色葡萄球

菌菌株腺苷酰转移酶基因的一致性高达
##7#g

$仅第
"+!

位
=

碱基突变成
a

和第
6<+

位
a

碱基突变成
0

$说明该基因具有

高度保守性)

构建表达系统时选择了
J

a,b

表达系统$该系统是目前广

泛使用的一种融合蛋白表达系统$可用于表达和纯化$作为免

疫原和生物*生化制剂的多肽$或构建
E340

表达文库'

5̂"$

(

)

a/=

标签体系具有蛋白表达产率高*表达产物纯化方便$以及

有利于
a/=

抗体制备等特点)

a/=

融合蛋白可溶于水溶液$

可从细菌裂解液中提取$在不变性的条件下通过亲和层析得

到)

a/=

融合蛋白可被位点特异性蛋白酶裂解$从而除去

a/=

蛋白)融合蛋白又是一个良好的强免疫原$因此很容易

制备抗新蛋白的抗体'

""5"6

(

)本组实验结果显示$在
.Q=a

的诱

导下$重组表达质粒表达出约
!!Y"$

8 的融合蛋白$其中腺苷

酰转移酶蛋白约为
6#Y"$

8

$与由核苷酸序列推导的蛋白质相

对分子质量大小相符)

本研究成功对染色体介导的氨基糖苷耐药基因腺苷酰转

移酶进行了克隆和原核表达$获得腺苷酰转移酶蛋白$为进一

步进行腺苷酰转移酶蛋白高级结构测定做好了准备$为了解腺

苷酰转移酶蛋白的特性和功能及其对细菌耐药机制的深入研

究奠定了基础'
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