
#''9

#

"'

!

#

"(

&:/&%$

)

7

* 关幼华#肖志超#李毅坚
$!/*)+

%

V*)+

及
V

&

!

比值在前

列腺癌及前列腺增生诊断与鉴别诊断中的应用)

_

*

$

国际

检验医学杂志#

#''9

#

#8

!

8

"(

97&$

!收稿日期(

#'"'/'8/#%

"

!检验技术与方法!

,

R

P+

金黄色葡萄球菌原核表达的构建和鉴定

郭强忠!程态英!张肄鹏!李文郎!李
!

伟!谭卫民!王春燕

"广东省深圳市观澜人民医院检验科
!

("9""'

$

!!

摘
!

要"目的
!

金黄色葡萄球菌耐药株扩增
I

R

P+

基因!构建原核表达载体
J

)X8('/,

R

PL

质粒!并在大肠杆菌中表达%方法

按金黄色葡萄球菌多重耐药转运蛋白
,

R

P+

的编码序列设计引物!以金黄色葡萄球菌基因组
3W+

为模板!扩增出基因
I

R

P+

中

约
777-3W+

片段!将所得片段与
J

)X8('/,

R

PL

载体连接!转化到感受态
1H/#"

筛选到阳性克隆%结果
!

从阳性克隆中提取质

粒!质粒测序结果与文献报道一致!成功筛选到阳性克隆%结论
!

本实验成功构建
,

R

P+

温敏穿梭载体!为下一步研究
,

R

P+

的

耐药性提供方便'廉价'特异性的研究工具%

关键词"葡萄球菌!金黄色#

!

基因表达#

!

基因

!"#

(

"'$&8:8

&

;

$<==>$":%&/7"&'$#'""$'"$'(&

文献标识码"

+

文章编号"

":%&/7"&'

"

#'""

$

'"/'"'8/'#

!!

近年来#临床革兰阳性菌的感染呈上升趋势#其中金黄色

葡萄球菌感染占很大比例#而金黄色葡萄球菌的耐药性也越来

越普遍#特别是耐甲氧西林金黄色葡萄球菌!

,O)+

"几乎对所

有抗生素均耐药#给治疗带来很大困难$金黄色葡萄球菌的耐

药机制至少有
&

个方面(!

"

"编码
3W+

旋转酶
+

亚基和拓扑

异构酶
W+

亚基基因!

RC

P+

和
R

PK+

"的突变'!

#

"

3W+

旋转酶

1

亚基!

RC

P1

"的突变'!

&

"编码
W?P+

蛋白的基因!

>?P+

"的超

水平表达)

"/#

*

$近来的研究中又发现
"

种新的与金黄色葡萄球

菌多药耐药性有关的基因
I

R

P+

#它可从多个途径对耐药性进

行调节$

I

R

P+

基因及其编码蛋白
I

R

P+

基因结构的
I

R

P+

基

因位于金黄色葡萄球菌染色体中#包含
777.

J

的碱基对#编码

"7%

个氨基酸的
,

R

P+

蛋白$研究发现#

I

R

P+

高表达时#细胞

壁合成蛋白
J

.

J

7

基因的表达受影响#

J

.

J

7

被认为参与细胞壁

的合成#影响肽聚糖的二级结构#与细菌的耐药性相关)

&

*

$连

建奇等)

7

*用高效液相分析表明#

I

R

P+

基因敲除株细菌细胞壁

的交联度明显降低#

J

.

J

7

的
IOW+

的量明显增加#因此#推测

I

R

P+

基因可能调控细胞壁合成基因$另外#

I

R

P+

高表达时

还可上调
)$LAPEA=

荚膜多糖
9

%核酸酶的转录#抑制蛋白
+

%

+

毒素%脂肪酶%蛋白酶等的转录#因此认为
I

R

P+

基因是一个多

功能调节基因$

A

!

材料与方法

A$A

!

材料
!

1H/#"

!

30&

"菌株购自
W?NL

R

E>

公司#耐药
)$LA/

PEA=

临床株由湖南省人民医院临床医学研究所分子生物学实

验室馈赠#

#]!

培养基分别购自
Z

C

-G?>E

公司和
K>N<@P?

R

E>

公

司#

3W+OL=<>

%

!7

连接酶购自
*P?IE

R

L

公司#

!L

M

3W+

聚合

酶%

*=@

&

%

0-?O

&

和
1LIZ

&

核酸内切酶%

3W+ ,LPSEP

%琼脂

糖凝胶
3W+

回收试剂盒购自
!LSLPL

公司$

J

)X8('

质粒载

体购自
K>N<@P?

R

E>

公司$酶及主要试剂限制性内切酶%

0h!L

M

3W+

聚合酶%

3W+H<

R

L@<?>X<@ ÈP$#$'

购自
!LXLOL

!大连"

公司$

*2O

引物由上海生工公司合成$

A$B

!

细菌培养基
!

#]!

培养基'蛋白胨#

"'

R

&

H

酵母粉#

#

R

&

H

磷酸二氢钾#

"#$(

R

&

H

磷酸氢二钠$

A$C

!

3W+

测序
!

挑取的阳性克隆质粒
J

)X8('/,

R

PL

#质粒测

序送往
K>N<@P?

R

E>

上海公司$

A$D

!

方法
!

!

"

"引物设计及合成(据
W21KfE>E1L>S

的

I

R

P+

基因序列!

W2

1

''8%9#

"#全长共
777.

J

#使用
*P<IEP($'

软件设计合成引物#引物序列为
(T!f2+ 2!f2+f !f2+

!!+!!!!!22!!!f!!&T

#

(T

端%

&T

端斜体分别为
*=@K

%

1LIZK

内切酶黏性末端'合成负链序列为
(Tf+!+22f!22

!!2!!2f22!2!f!2f2!f2!!2!2+f2!&T

$!

#

"重

组
J

)X8('

载体构建(以获得耐药
)$LAPEA=

临床株经
#]!

培

养基培养后#为进行
*2O

扩增#扩增体系取约
#

#

H

耐药
)$LA/

PEA=

#

7

#

H

混合#

'$(

#

H

高保真热启动
!L

R

酶#加双蒸水补齐

至
#'

#

H

混匀$使用
+1K8%''*2O

仪器扩增#条件为(

89i7

I<>

'

89i&'=

#

(9i"$8=

#

%#i"'=

#

&(

个循环'

%#i "'

I<>

$实验结束后#经琼脂糖凝胶电泳观察
*2O

产物#并回收

目的片段$将获得的
I

R

P+

片段和
J

)X8('

分别进行
*=@K

%

1LIZK

双酶切#回收酶切片段并用
!7

连接酶进行连接反应$

将连接产物转化#过夜培养后挑取阳性菌落进行鉴定#最后将

鉴定结果为阳性的样本送测序$!

&

"转化喹诺酮类药物敏感的

)$LAPEA=

临床株(通过电穿孔温敏穿梭质粒
J

)X8('

电转化重

组
J

)X8('

载体到喹诺酮类药物敏感的
)$LAPEA=

临床株$脉

冲电压为
#''`

'时间常数为
(=

'次数为
:

次$

B

!

结
!!

果

B$A

!

金黄色葡萄球菌耐药株经
,

R

P+

特异性引物
*2O

扩增

后#扩增产物经
'$(c

琼脂糖凝胶电泳#结果显示片段长度约

(''.

J

$选择扩增最亮的
&

号片段#经重组连接
J

)X8('

载体

后#再将测序鉴定质粒扩增后构建原核表达载体#再转化采用

带四环素抗性基因的
J

)X8('

载体#第
#

天挑取阳性克隆$将

挑取的阳性克隆扩增培养#并提取质粒进行酶切鉴定#质粒扩

增后测序$

B$B

!

电转化重组
J

)X8('

质粒到
)$LAPEA=W&"(

和喹诺酮类

药物敏感
)$LAPEA=

临床株中#在
&%i

含
(

#

R

&

IH

四环素的

平板上培养#同时转化空质粒作为对照$挑取阳性克隆进行细

菌扩增#酶切鉴定的阳性克隆测序$

B$C

!

电转化重组
J

)X8('

质粒到喹诺酮类药物敏感
)$LAPEA=

的表达检测显示#敏感株金黄色葡萄球菌转
,

R

P+

经特异性引

物
*2O

扩增后#扩增产物经
'$(c

琼脂糖凝胶电泳#结果显示

片段长度约
(''.

J

#表明经电转
,

R

P+

金黄色葡萄球菌敏感株

,

R

P+

表达明显增强$

,

8'"

,

国际检验医学杂志
#'""

年
"

月第
&#

卷第
"

期
!

K>@_HL.,EB

!

_L>ALP

C

#'""

!

?̀G$&#

!

W?$"



C

!

讨
!!

论

研究显示#医院感染的
)$LAPEA=

#特别是耐甲氧西林
)$

LAPEA=

!

,O)+

"对抗生素有很高的耐药性#

#'

世纪
9'

年代出

现的氟喹诺酮类药物在治疗
,O)+

导致的感染上曾一度被寄

予很高期望#目前其耐药率达
(:$&c

$因此#加强细菌对抗生

素敏感性的监测#阐明细菌的耐药机制#对研制新的%有效的抗

生素及耐药抑制剂显得尤为重要$

本研究采用生物工程技术#构建
I

R

P+

温敏穿梭载体#为下

一步研究
I

R

P+

的耐药性及致病性提供方便%廉价%特异性的研

究工具$将该重组载体电转化到
)$LAPEA=

标准株和临床株中#

为研究
,

R

P+

蛋白在
)$LAPEA=

中高表达时#对喹诺酮类药物的

敏感性%凝固酶活性及其基因序列影响#同时也为阐明
)$LAPEA=

I

R

P+

基因耐喹诺酮类药物的可能作用机制%研制新的%有效的

抗生素及耐药抑制剂提供新的靶位等奠定实验基础$
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!检验技术与方法!

0h-EG

软件对
W22H)0*"'/+

#

实验数据的处理及应用

程明刚

"南方医科大学附属宝安医院检验科!深圳
("9"'"

$

!!

摘
!

要"目的
!

探讨用
0h-EG

软件处理美国国家临床实验室标准化委员会"

W22H)

$

0*"'/+

#

文件的实验数据的可行性%方

法
!

按照
0*"'/+

#

文件对实验数据记录和处理的方法!用
0h-EG

软件中的各种函数和表格制作的工具!制作表格并完成数据的处

理%结果
!

采用
0h-EG

软件的各种函数!可以准确完成
0*"'/+

#

文件各种表格中的数据处理%结论
!

0*"'/+

#

文件对实验数据

的采集与统计处理有严格的要求!虽然常用的函数型计算器也能解决这套方案中有关数据的统计处理!但是显得有点复杂和繁

琐!工作量较大%应用
0h-EG

软件对各种评价目的的数据进行处理!有快速'简便'自动化程度高的优点%

关键词"数据处理#软件#

!

W22H)0*"'/+

#

文件

!"#

(

"'$&8:8

&

;

$<==>$":%&/7"&'$#'""$'"$'((

文献标识码"

+

文章编号"

":%&/7"&'

"

#'""

$

'"/'""'/'&

!!

W22H)

的
0*"'/+

#

文件全称为定量临床实验方法的初步

评价)

"/#

*

$此文件的目的是帮助分析仪器的性能和检查实验方

法#以保证仪器和实验方法的准确性$其研究内容包括偏差

图%偏差%总不精密度%临床可接受性评价以及多元回归分析

!截距%斜率%交叉污染%非线性和漂移"等#文件对实验数据的

采集与统计处理有严格的要求#虽然常用的函数型计算器也能

解决这套方案中有关的数据的统计处理#但是操作复杂%繁琐%

工作量较大#尤其是需要复验时更是如此$

0h-EG

软件是美国微软!

,<-P?=?F@

"公司的一种办公系列

软件#具备卓越的数据处理和数据分析能力#它预装的各种函

数多达
#7(

个#单是统计函数就有
9'

个#用户还可以自行编辑

各种公式或将多个函数组合使用#各种图标化的提示与仅用鼠

标就可进行的操作#使一般人无需培训即可掌握其基本的操

作$方便的智能型复制功能#极大地减轻了计算工作量#并使

大部分结果可以自动生成$现介绍采用
0h-EG

软件#对
0*"'/

+

#

评价方案中的各种评价目的的数据进行处理#报道如下$

A

!

原始数据小结及数据处理

A$A

!

原始数据小结
!

依照文件#每天按中%高%低%中%中%低%

低%高%高%中的特定顺序测定各浓度样品#其中第
"

个中值样

品作为测定起始用#不作统计$至少测定
(B

$首先#采用
0h/

-EG

软件制定一张每日原始数据小结的表格#整页称为/每日原

始数据小结表0#每一小格是单元格#可用坐标表示其地址!如

19

%

3"'

"#单元格中可以输入文字%数字和符号等#也可输入公

式%函数进行计算和处理$

A$B

!

数据处理
!

将第
"

天的测定值!

]

"按序输入
29/2"%

单

元格#然后按下述方法进行操作(!

"

"在
3"'

%

V""

和
Z8

单元格

中分别输入公式(

52"'

%

52""

%

528

#复制
3"'

单元格#黏贴

到
3"&

和
3"7

单元格#可得到低值各栏的数据#依此法处理中

值%高值栏中的数据$!

#

"在
3"9

%

3"8

%

3#'

和
3#"

单元格分别

输入公式(

5)̂ ,

!

39

(

3"%

"%

5+̀ 0O+f0

!

39

(

3"%

"%

5

)!30̀

!

39

(

3"%

"和
5*\Y0O

!

3#'

(

#

"'用鼠标选定
3"9

!

3#"

单元格#向右拖动复制到
V

%

Z

栏相应的区域#即可得到各

浓度的合计%均值%批内标准差和批内方差的计算结果$将表

"

所有的内容选定后#按复制按钮#均在最右侧黏贴共
7

次#即

可以得到第
#

!

(B

的每日原始数据小结!但需要修改测定日

期%天数以及测定值
]

的数值"$

B

!

所有测定的偏差计算及数据处理

B$A

!

所有测定的偏差计算
!

以各浓度
(B

的测定结果总均值

与其对应质控物靶值之差计算偏差#允许偏差由实验室主任设

定#偏差的绝对值不超过允许偏差#即可判定为临床可接受$

,

'""

,
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