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摘
!

要"目的
!

比较肺炎链球菌多重耐药株与敏感株标准参考菌之间的差异基因$方法
!

使用抑制性消减杂交技术构建多

重耐药肺炎链球菌差异
1]<

消减文库!经斑点杂交筛选阳性克隆后对部分
1]<

片段进行测序和同源分析$结果
!

成功的构建

了肺炎链球菌多重耐药株差异
1]<

消减文库!经斑点杂交的初步筛选!有
$0

个仅能与多重耐药株
1]<

探针杂交!而不能与敏

感株
1]<

探针杂交$对这
$0

个克隆片段测序及基因库检索分析!发现
/

个未知新序列$结论
!

从全基因角度研究肺炎链球菌

多耐药菌株与标准菌株基因组
1]<

分子遗传差异!为发现%克隆肺炎链球菌多重耐药相关基因提供依据$

关键词"序列分析'

!

抗药性!多药'
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肺炎链球菌'
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抑制消减杂交'
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肺炎链球菌是社区获得性感染的常见疾病如肺炎(中耳

炎(脑膜炎(败血病等的主要病原体)

$

*

'近年来#肺炎链球菌对

青霉素和大环内酯类抗菌剂表现出很高的耐药性#并呈现逐年

上升的趋势#而且出现对其他抗菌剂$如喹诺酮类抗菌剂等%的

多重耐药性)

/*3

*

'为了探讨肺炎链球菌多耐药的分子机制#本

研究以临床分离的肺炎链球菌多耐药菌株和抗生素敏感的标

准菌株为研究对象#选用了抑制消减杂交技术从全基因水平对

肺炎链球菌多重耐药机制进行研究'

B

!

材料与方法

B4B

!

材料

B4B4B

!

菌株与质粒
!

肺炎链球菌多重耐药菌株
%8%#/3%0

分

离自四川大学华西医院#多重耐药株
$%%8$$

分离自四川省第

五人民医院'

U*T

法药敏试验结果显示对阿奇霉素(四环素(

克林霉素(氯霉素(复方磺胺甲唑均耐药'肺炎链球菌标准

菌株
<"!!38#$8

由四川大学华西医院微生物实验室提供#为

上述抗菌剂敏感株'

E

P<.d*"'

线性
"<

质粒购自北京全氏

金公司'

B4B4C

!

试剂
!

,!+

选择性细菌基因组消减试剂盒购自
!C=;*

BAK(

公司#地高辛探针标记试剂盒购自
+=K(A

公司#

Y*

H

DC

(

-,"W

购自
.:

H

;D

公司'

TZ/%%%

相对分子质量标准(

O=B*

.BD@BB(

G

1]<

聚合酶(三磷酸脱氧核糖核苷$

L]",

%(

B(

G

1]<

聚合酶(多功能
1]<

回收试剂盒(柱式质粒
1]<

提取

试剂盒均购自博迈德公司'测序在北京博迈德公司进行'实

验中所用接头及引物见表
$

'

B4C

!

方法

B4C4B

!

抑制性消减杂交构建多重耐药肺炎链球菌差异
1]<

消减文库
!

采用
,!+

选择性细菌基因组消减试剂盒#原理详

见参考文献)

5*#

*按说明书方法进行'被检菌$

BA)BA@

%为多耐

药菌株
%8%#/3%0

#

$%%8$$

基因组
1]<

#参考菌$

L@:IA@

%为标准

菌株
<"!!38#$8

基因组
1]<

'采用
!"<T

"

]D!C

法提取细

菌基因组
1]<

'将被检菌基因组
1]<

经
C(?

$

酶切后分成

两份分别连接接头
$

(接头
/+

#然后分别以两种连接产物为模

板#以
/'.+]<

引物检查接头连接效率'接头连接后取出
5

)

V

连接有接头
$

(接头
/+

的样品混合作为未消减对照待用'

第
$

轮杂交!接有两种接头的被检菌
1]<

片段分别与酶切后

过量的参考菌
1]<

片段在
8& b

变性
$45M:;

(

#' b

杂交

+

$3'/

+

国际检验医学杂志
/%$$

年
$/

月第
'/

卷第
/%

期
!

-;B[VDFZAL

!

1AKAMFA@/%$$

!

\=C4'/

!

]=4/%



$45(

#立即进入第
/

轮杂交'两组第
$

轮杂交体系混合后加

入过量的变性后参考菌
1]<

片段#

#'b

杂交过夜'以稀释后

第
/

轮杂交产物为模板#用接头外侧引物$

,!+

引物
$

%进行第

$

次
,!+

扩增'以第
$

次
,!+

稀释后产物为模板用巢式引物

$

和巢式引物
/+

进行第
/

次
,!+

扩增#同时进行
,!+

产物

消减效率检测'将上一步得到的第
/

次
,!+

产物经柱式

1]<

回收试剂盒回收纯化后#与
E

P<.d*"'

线性化
"<

质粒

进行连接反应#连接产物转化
"$

感受态细胞#通过含
Y*

H

DC

(

异丙基
*

,

*1*

硫代吡喃半乳糖苷$

-,"W

%的氨苄西林
VT

平板筛

选阳性克隆#建立消减文库'

表
$

!!

接头和引物序列

接头及引物 序列

接头
C 5R*!"<<"<!W<!"!<!"<"<WWW!"WW<W!WW!!W!!!WWW!<WW"*'R

'R*WW!!!W"!!<*5R

接头
/+ 5R*!"<<"<!W<!"!<!"<"<WWW!<W!W"WW"!W!WW!!W<WW"*'R

'R*W!!WW!"!!<*5R

,!+

引物
$ 5R*!"<<"<!W<!"!<!"<"<WWW!*'R

巢式引物
$ 5R*"!W<W!WW!!W!!!WWW!<WW"*'R

巢式引物
/+ 5R*<W!W"WW"!W!WW!!W<WW"*'R

/'.

上游引物
5R*!"<!!""<WW<!!W""<"<W""<!*'R

/'.

下游引物
5R*W<<WW<<!"<WW!<<<<"WW"W!!*'R

B4C4C

!

基因组
1]<

消减文库的初步筛选及鉴定阳性克隆
!

随机挑选
/%%

个白色菌落'以巢式引物
C

和巢式引物
/+

进行

菌落
,!+

初步鉴定阳性克隆'斑点杂交!取
C?(

$

消化的耐

药株和
<"!!

株基因组
1]<

#用地高辛标记试剂盒进行探针

标记'然后将被检菌消减文库克隆的质粒
1]<

经变性后点

到硝酸纤维膜上#

$/%b

固定
'%M:;

#进行预杂交和杂交'最

后经
]T"

"

T!-,

检测试剂盒显色'

B4C4D

!

测序
!

将斑点杂交鉴定后的
$0

个阳性克隆以
Z$'X

#

Z$'+

为引物进行双向测序#测序结果在
WA;TD;Q

中进行

TV<."

检索分析'

C

!

结
!!

果

C4B

!

基因组
1]<C?(

$

酶切质量分析
!

将经过
C?(

$

酶酶切

过后的
$%

)

V

产物和
5

)

V

的未酶切的肺炎链球菌基因组

1]<

进行
$45̂

的琼脂糖凝胶电泳'未酶切的基因组
1]<

在
5%%%

E

F

左右#

C?(

$

酶酶切后的产物带呈弥漫性条带在

/%%

!

/%%%

E

F

左右'酶切效果良好#可以进行后续实验#见

图
$

'

!!

$

!未酶切的基因组
1]<

&

Z

!相对分子质量标准
/%%%

(

$%%%

(

05%

(

5%%

(

/5%

(

$%%F

E

&

/

!

C?(

$

酶切后的基因组
1]<

'

图
$

!!

基因组
1]<

提取及
C?(

$

酶切结果

C4C

!

接头连接效率(消减效率及
,!+

结果
!

将
C?(

$

酶酶切

的被检菌
1]<

分别与接头
$

和接头
/+

连接后#按试剂盒方

法以
/'.+]<

引物做
,!+

检查接头连接效率'连有接头与

未连接头的
/'.+]<

基因的荧光强度相差之比小于
3

倍#说

明连接效率大于
5%̂

#结果符合要求'连接有接头的被检菌

1]<

与参考菌
1]<

进行两轮消减杂交和两轮
,!+

后得到消

减后富集了差异片段的
,!+

产物'电泳结果出现弥散分布

带#大小
'%%

!

$%%%F

E

#其中有明显富集的条带$图
/

%'消减

效率检测分析#以
/'.+]<

管家基因在抑制性消减杂交产物

中的丰度为参考#通过电泳条带的荧光强度检测显示#消减后

的
,!+

产物相对于未消减的
,!+

产物明显减少#说明消减效

率符合要求#见图
'

'

!!

$

!肺炎链球菌多重耐药菌株
%8%#/3%0

第
/

次
,!+

结果&

/

!多重

耐药株
$%%8$$

第
/

次
,!+

结果&

Z

!相对分子质量标准
/%%%

(

$%%%

(

05%

(

5%%

(

/5%

(

$%%F

E

'

图
/

!!

抑制消减杂交结果

C4D

!

消减文库构建及初步筛选结果
!

纯化回收第
/

次
,!+

产物后取
3

)

V

和
E

P<.d*"'

载体
$

)

V

连接后转化
"$

感受

态细胞#经蓝白斑筛选的消减文库'直径大于
/MM

的白色菌

落约
$5%%

个#约占蓝白菌总数的
&%̂

'随机挑取
/%%

个白色

克隆#用巢式引物
C

和巢式引物
/+

进行
,!+

后有
$55

个克隆

能扩增出大小
'%%

!

$%%%F

E

的单一片段#阳性克隆率达

+

/3'/

+

国际检验医学杂志
/%$$

年
$/

月第
'/

卷第
/%

期
!

-;B[VDFZAL

!

1AKAMFA@/%$$

!

\=C4'/

!

]=4/%



0045̂

'

C4E

!

斑点杂交分析结果
!

随机挑选的
5#

个白色菌落经碱裂

解法制备质粒#每个质粒变性后印迹到两张硝酸纤维膜同一位

置上'分别与经地高辛标记的
C?(

$

酶酶切后的被检菌和参

考菌
1]<

探针杂交'结果发现
$0

个仅能与被检菌即多重耐

药株
1]<

探针杂交#而不能与参考菌即敏感株
1]<

探针杂

交#见图
3

'

!!

以消减的第
/

轮
,!+

产物$

$

!

3

%和未消减的对照$

$

!

3

%为模板#

用
/'.

上下游引物扩增&

$

(

5

!

$&

次循环产物&

/

(

#

!

/'

次循环产物&

'

(

0

!

/&

次循环产物&

3

(

&

!

''

次循环产物'

图
'

!!

消减效率检测结果

!!

白色圆圈!被检菌即多重耐药菌特有的克隆'

图
3

!!

斑点杂交差异分析结果

C4F

!

序列分析及初步结果
!

将上述
$0

个阳性克隆菌落送博

迈德公司测序部测定其序列#将测得的序列在基因库中进行

TV<."

比对#查找同源序列'其中
/

株未发现其同源或是相

匹配的基因#说明可能发现了
/

个和多重耐药相关的新的肺炎

链球菌
1]<

片段'

D

!

讨
!!

论

近年来#肺炎链球菌对抗生素的耐药研究主要集中在介导

青霉素耐药的
4

)

4

基因和介导红霉素耐药
T"6

基因上'但肺

炎链球菌耐药菌株中与多重耐药相关的基因尚不明确'因此#

在全基因水平上筛选肺炎链球菌多重耐药相关基因进行研究#

有助于探讨肺炎链球菌多重耐药的分子机制&新发现的可能与

耐药相关的基因为后续的研究提供实验依据'

抑制消减杂交技术是一种基因差示筛选方法#它将消减杂

交与
,!+

结合#可凭表型直接分离基因#目前已成为分离未知

新基因的主要方法'此方法通过两次杂交(两次
,!+

后经
"<

克隆建立消减文库可以可同时分离上百个差异基因#程序相对

简单#不需要特殊的昂贵仪器#操作简便易行)

0

*

'目前#抑制消

减杂交技术主要应用在肿瘤基因差异基因表达谱的筛选'经

<Q=

EJ

D;B)

等)

5

*对抑制消减杂交技术进行改良#用于细菌基因

组比较分析#为病原体中未知基因的筛选(细菌致病性和种属

进化研究提供了重要的技术手段'
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