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耐甲氧西林金黄色葡萄球菌$

#7S"

&是医院感染的重要

病原菌之一#该菌对多种
)

A

内酰胺类抗菌药物具有内在耐药

性#给临床治疗带来严重困难(

%A&

)

*主要耐药机制为
#7S"

获

得
K0H"

基因#编码青霉素结合蛋白
&3

$

$2$&3

&#

$2$&3

与
)

A

内酰胺类抗菌药物亲和力很低#因而使得
#7S"

对大多数抗

菌药物耐药(

'

)

*

$2$&3

由
9A

末端跨膜区'非青霉素结合区和

转肽酶区
'

部分组成*本研究采用从临床分离鉴定的
#7S"

菌株#应用基因重组技术将编码
$2$&3

转肽酶区的
89"

片段

克隆至大肠杆菌表达载体#实现了其在大肠杆菌中的高效表

达#并对重组蛋白进行了纯化和鉴定#为后续相关研究打下

基础*

B

!

材料与方法

B)B

!

菌株来源
!

#7S"

临床分离株'质粒
F

YB&Z3

$

i

&均由

本室保存%大肠杆菌
8\,

$

及
2!&%

$

8Y'

&

F

E

O

@S

株购自全式金

生物技术有限公司*

B)C

!

材料与方法
!

聚合酶链式反应$

$67

&所用试剂
B3

Q

#U]

'限制性核酸内切酶
23K\

%

'

YHC7

%

及
B(89"

连接酶

均购自日本
B343G3

公司%

$67

纯化'质粒提取及胶回收试剂

盒购自上海生物工程股份有限公司%

9?

亲和层析预装柱购自

美国
9C-3

P

01

公司%

$67

扩增仪购自杭州博日科技有限公司%

+

5=,

+

国际检验医学杂志
&*%+

年
'

月第
'5

卷第
,

期
!

U1IW!3M#0D

!

#3GH.&*%+

!

LCE)'5

!

9C),

"

基金项目!福建省科技计划社会发展重点项目$

&*%&a**,Z

&*

!

作者简介!马洪玉#女#主管检验技师#主要从事临床微生物与检验研究*

!

#

!

通讯作者#
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!

JcHK?1

!QQ
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*



凝胶成像仪购自珠海黑马医学仪器有限公司%兔抗
$2$&3

抗

体购自
7?C73

O

公司*

B)D

!

方法

B)D)B

!

$67

扩增目的基因片段
!

根据已公布的
K0H"

基因序

列#由
U1-?IGC

P

01

$上海&公司合成一对寡核苷酸引物#上游引

物!

,̀A6///"B66"6B" BB/ "B/6B" ""/BB6"A

'̀

%下游引物!

,̀A//""BB6/6""666"6/BB"66//

"BB/A'̀

(

(

)

*用接种针挑取本院检验科微生物实验室保留的

#7S"

菌落#加入双蒸水
%Z

#

!

#

B3

Q

#U]&*

#

!

#上下游引物

各
%

#

!

#混匀#

=([

预变性
%*K?1

#

=(['*@

#

,,[(,@

#

5&

[+*@

#

',

个循环#

5&[

延伸
,K?1

*

B)D)C

!

重组表达载体的构建
!

$67

所获得的目的基因片段

经
%V

琼酯糖凝胶电泳#按胶回收试剂盒说明书回收纯化后用

23K\

%

'

YHC7

%

酶切#并与同样酶切的
F

YB&Z3

$

i

&载体
B(

89"

连接酶连接#转化大肠杆菌
8\,3

感受态菌*通过酶切

鉴定筛选出阳性重组子#并将阳性重组子送至
U1-?IGC

P

01

$上

海&公司进行序列测定*

B)D)D

!

重组蛋白的表达
!

将重组质粒转化表达菌株
2!&%

$

8Y'

&

F

E

O

@S

#然后挑取单个菌落#接种至含卡那霉素抗性的
!2

培养基中#

'5[&&*G

"

K?1

振荡培养过夜后#以
%j%**

转接于

新鲜的含卡那霉素的
!2

培养基中#

'5[

培养至吸光度值$

"

值&为
*)+

#取
%K!

作为对照#其余加
%**KKCE

"

!

的异丙基硫

代
A

)

A8A

半乳糖苷$

U$B/

&至终浓度为
*)5KKC!

"

!

#继续诱导

培养
,.

#取
%K!

培养液离心收集细菌#重悬于
,*

#

!

磷酸盐

缓冲液$

$2S

&中#加等体积
&:

上样缓冲液#

%**[

煮沸
,K?1

#

取
%*

#

!

进行十二烷基硫酸钠
A

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

S8SA

$"/Y

&分析*

B)D)E

!

重组蛋白的复性
!

将
%K!

过夜培养的菌液转接种于

%**K!

含卡那霉素的
!2

培养基中#按上述方法诱导目的蛋

白的产生%

([

离心收集沉淀物#将沉淀用
(*K!

的缓冲液
"

$

&*KKCE

"

!BG?@A\6E

#

F

\5),

#

%*KKCE

"

!

乙二胺四乙酸#

%V

BG?IC1]A%**

&重悬#冰浴中超声破碎#

%****G

"

K?1

离心
%*

K?1

收集沉淀%以
(*K!

的缓冲液
"

洗涤包涵体两次#离心去

上清#称量包涵体净重%加入
(*K!

缓冲液
2

(

,*KKCE

"

!'A

环

己基氨基
A%A

丙磺酸#

F

\%%)*

#

'V 9A

十二烷基肌胺酸钠和
%

KCE

"

!

二硫苏糖醇$

8BB

&)轻轻混匀#室温孵育
%,K?1

#

%****

G

"

K?1

离心
%*K?1

至溶液澄清*将含有可溶蛋白的上清转入

透析袋中#每次透析所用缓冲液体积为
&***K!

缓冲液
6

$

*)*&KCEBG?@A\6E

#

F

\Z),

#

*)%KKCE

"

!8BB

&

([

透析
'.

#

透析两次#以缓冲液
8

$即不加
8BB

的缓冲液
6

&继续透析两

次#以加入终浓度分别为
%)*

'

*)&KKCE

"

!

的还原型谷胱甘肽

和氧化型谷胱甘肽缓冲液
8

#

([

透析过夜%

([%***G

"

K?1

离心
%*K?1

去除沉淀#

*)(,

#

K

滤器过滤*

B)D)F

!

重组蛋白的纯化
!

预装柱经结合缓冲液$

*),KCE

936E

#

,KKCE

"

!?K?D3cCE0

#

&*KKCE

"

!BG?@A\6E

#

F

\5)=

&平衡

后#

([

条件下#将透析后的液体上样#控制流速为
%*K!

"

.

#

依次用
%*K!

结合缓冲液'

%*K!

漂洗缓冲液$

*),KCE936E

#

+*KKCE

"

!?K?D3cCE0

#

&*KKCE

"

!BG?@A\6E

#

F

\5)=

&'

,K!

洗

脱缓冲液$

*),KCE936E

#

%KCE?K?D3cCE0

#

&*KKCE

"

!BG?@A

\6E

#

F

\5)=

&洗柱#分别收集洗脱液*分别取
%*

#

!

洗脱液加

入等量
&:S8S

上样缓冲液#混匀#

%** [

煮沸
,K?1

#

S8SA

$"/Y

电泳*

B)D)G

!

蛋白免疫印迹法$

X2

&鉴定重组蛋白
!

取
,

#

!

纯化蛋

白液#加等体积
&:S8S

上样缓冲液#

%**[

煮沸
,K?1

#

S8SA

$"/Y

电泳#以未诱导菌的提取液做对照#经转膜'封闭'结合

稀释
%***

倍兔抗
$2$&3

一抗'稀释
&***

倍的羊抗兔二抗体

后#发光鉴定#标定标记物#进行扫描*

C

!

结
!!

果

C)B

!

$67

扩增目的基因片段
!

扩增产物经
%V

琼脂糖凝胶电

泳#约
%***M

F

附近可见清晰的扩增条带#与目的片段预期大

小一致*见图
%

*

!!

#

!

89"

分子量标记物*

图
%

!!

$67

扩增目的基因片段

C)C

!

重组表达载体的酶切鉴定和测序
!

重组表达载体经

23K\

%

'

YHC7

%

酶切#产物在预期大小$

%*&+M

F

&处出现条

带#见图
&

*测序结果与基因文库登录的目的片段序列$

/01A

2314

!

],&,='

&仅有两个碱基位点不一致#无移码突变#核酸同

源性为
==)ZV

*见图
&

*

!!

#

!

89"

分子量标记物%

%

'

&

!非目的克隆酶切产物%

'

!目的克隆酶

切产物*

图
&

!!

23K\

%

(

YHC7

%

酶切重组表达载体

C)D

!

重组蛋白的表达与纯化
!

重组质粒转化菌经
U$B/

诱导

后#在相对分子质量约
'Z:%*

' 处新增明显条带#与理论相对

分子质量一致*

*)5KKC!

"

!U$B/

诱导的蛋白条带最深*见

图
'

$见.国际检验医学杂志/网站主页,论文附件-&*

C)E

!

重组蛋白的鉴定
!

经过
X2

纯化的重组蛋白在
'Z:%*

'

附近有明显的阳性条带#而对照菌的提取液则为阴性*见图
(

$见.国际检验医学杂志/网站主页,论文附件-&*

D

!

讨
!!

论

!!

自
&*

世纪
+*

年代报道
#7S"

以来#

#7S"

所致的医院

感染率逐年上升#成为全球关注的严重医院和社区感染病原

+

Z=,

+

国际检验医学杂志
&*%+

年
'

月第
'5

卷第
,

期
!

U1IW!3M#0D

!

#3GH.&*%+

!

LCE)'5

!

9C),



菌(

,A+

)
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