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金黄色葡萄球菌R N 13 04 及其变株的质粒消除与转导

陈小英 陈知本

( 细菌耐药性研究组 )

摘 要 从 一支保存多年的金黄色葡萄球菌 R N 3 14 0( r eC 一 ) 的冷冻干燥菌种管户分离得黄色 ( Y)

菌株及其白色 ( W) 变株
,

它们都具有 T c r

表型及一条质粒带
。

通过 S D S 处理
.

消除了它们的 T cl 表

型及质粒带
,

获得质粒消除株 R N 13 04 (Y
一

1) (T c `

)及 R N 13 O4( W
一

1) (T cs) 将具价为受体菌
,

二株临床分

离的金黄色葡萄球菌多剂耐药株 ( 8 2 0 2 2及 8 5 0 3。 ) 作为供体菌
,

通过葡萄球菌噬菌体 80 进行 T c r

质

粒的转导
,

证明二株质粒消除菌能在葡萄球菌的质粒转移中作为有效的受体菌
,

它们的转导频 率为

10 一
几 工。一 8 。

通过转导
,

同时鉴定了金黄色葡萄球菌 820 2 2及 8 5 0 3。都具有 T c ”

质粒
。

质粒大小与原始

R N 1 30 4株及已知金黄色葡萄球菌 ( 22 ) 的 T c ”

质粒相近似
。

关键词 葡萄球菌
;

耐药性质粒
;

转导

金黄色葡萄球菌 R N 1 3 04 株是一株重组缺

陷型菌 ( r ec
一
) 〔 ’ 〕 。

我们从一支保存多年的金

黄色葡萄球菌 R N 招 04 冷冻干燥管中活化该菌

株时发现其中约有半数呈 白色菌落
。

经鉴定和

纯化后的黄色 ( Y ) 及 白色 ( W ) 菌株均具有

T cr 表型
,

再经质粒提取及琼脂糖凝胶电泳证

明均具有一条质粒带
,

大小相同
,

分别传代多

次
,

耐药性
、

质粒带及色素特征稳定
。

为使该

菌株成为更有效的遗传转移受体菌
,

以 S D S 消

除其原有质粒带
,

再以该质粒消除菌为受体菌

用转导证明 二菌株接受供体质粒的有效性
。

材 料 与 方 法

一
、

菌株与培养基

金黄色葡萄球菌 R N 1 3 0 4 ( Y ) ( T e
r

) ;

R N 1 3 04 ( W ) ( T c
”

) 系 自上述菌株同一冷冻

干燥管中分离而得的白色变株
;
金黄色葡萄球

菌 ( 2 2) 为本组保存的已知多剂耐药菌株
;
金

黄色葡萄球菌 2 09 P ; 金黄色葡萄球菌 8 2 0 2级
8 5 0 3 0

,

均为临床分离的多剂耐药菌
。

B P Y 培养基 〔 2 〕 ;
脑心浸汁培养基 ( B H )I

` 3 , 4几

陈 10 9
,

氯化钠 5 9
,

葡萄糖 2 9
,

磷酸氢二

钠 2
.

5 9
,

猪心浸汁 20 0 m l ( 新鲜猪心除去心

头和脂肪
,

搅碎
,

称取 1。。 g
,

加蒸馏水至 10 0 0

m l )
,

猪脑 浸汁 8 ()0 m l ( 新鲜猪脑去除血管
,

称取 20 0 9
,

力[l蒸馏水至 10 0 ( ) m l
,

5 0
“

C保温
’

1

h
,

煮沸 15 m in
,

冷却后纱布过滤 ) , p H 7
.

2

二
、

质粒提取及电泳

方法参见文献 〔5 ) ,

采用微量法进行
。

三
、

质粒消除试验

方法参见文献 〔 2〕 ,

所用 S D S 为 S e r v a (进

口分装 )
。

四
、

转导试验叨
, 7〕

1
.

转导噬菌体的纯化及增殖 金黄色葡

萄球菌噬菌体 80 用作转导噬菌体
,

采用双层平

板法
,

应用 B P Y 培养基
,

上层狄琼脂内加入
不同稀释度的噬菌体及供体菌 B P Y 肉 汤 培养

物
。

培养后挑取孤立噬斑进行纯化
,

连续二次
,

纯化后所得的噬菌体液保存于冰箱供增殖用
。

噬菌体的增殖采 用同样的双层平 板法
,

培 养

6 h
,

选取噬斑融合的平板 加入 稀 释 液 ( 10

m m o l / L T r is
一 IO m m o l / 1

`

M g S O 4
·

7 H Z O
,

州 7
.

5) 3 m l
,

置冰箱内浸泡过夜
,

吸出稀

释液
,

加氯仿 2一 3滴
,

经 4 0 0 O r / m 珍离心

20 m in
,

膜滤器除菌
,

效价达 1 0 9一 1。业 o P F I J/

m l 时用于转导
。

2
.

转导 受体菌培养于含 C a CI
:

·

Z H : O

40 0 拜只 / m l的 B P Y 肉汤内
,

3 7
O

C静 置培 养
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至对数期末期 n (h )
,

菌数约为 10 七 1沪C F U /

m l
。

取受体菌悬液及噬菌体等量湿合
,

于 37

℃水浴内缓慢振摇 30 m in
,

加入 4 倍量冷 B H I

肉汤 (含 。
.

01 m ol / L 构椽酸钠 ) 以终止噬菌体

的作用
。

4 00 O r /m in 离心 ZO m in
,

菌体重悬

于含 0
.

01 m ol / L 构椽酸钠的 B H I 内使恢 复原

始量
,

再置于 3 7
O

C保温 4 h
。

取一定量 以 L 棒

涂布于含 T c ( 10 声 g / m l) 及 0
.

5 % 拘椽酸钠

的 B H I平板上
,

盯
。

C培养 24 一 40 h 后计数转导

子
,

转导子数 / P F U 为转导频率
。

同时进行以

下对照
:

噬菌体无菌试验
;
受体菌在含 T cr 及

拘栋酸钠的 B H I平板上的无菌试验
;
受体菌在

无药的构椽酸钠 B H I平板上的生长试验
。

3
.

转导子检测 所得转导 子进行耐药性

复测 ( T c s 一 10 产 g /m l ; P c l一 5 产 g /m l ; K m

1 0 产
`

g / m l ; G m 毛O 产 g / m l ; S M l o 产 g /m l )
,

再进行质粒检测
。

T a b l
.

T e 『 e l im in a t io n o f s t r a i n s R N 12 04 ( Y a n d w ) b y S D S

S D S
,

产 g / m l

T o t a l

C 0 10

n o
_

o f

n l e s

N o
.

o f T e ,

e o lo n i e s

R N `3 。̀ (W )

:: 昊;
5

戛
9

:
.

;;
100 别0 2 0

.

8 3

l

带的质粒大小相同
,

近

似金黄色葡萄球菌 (欢 )
-

的 T cr 质粒
,

质粒消除

株进行琼脂糖凝胶电

泳的结果见图 1
。

据 B r o e k 〔 8〕报道
,

葡萄球菌的色素可由

质粒编码产生
。

本实验

结 果 与 讨 论

一
、

质粒消除试验

S D S对原始菌株 R N 1 3 0 4 ( Y ) ( T e r

) 及

R N 13 0 4 ( W ) ( T e
r

) 的 M IC 均为 1 50 产 g /

m l
。

从 S D S亚抑菌浓度 ( 9 0
, 10 0 声 g / m l ) 及

30 产 g / m l管分离单菌落
,

逐个点种于含 T c( 10

产 g /m l) 及无药的 B P Y 平 板上
,

培养后选 出

T c
s

菌落
,

再经耐药性复测
。

在耐药性筛选及

复测时用原始菌株 ( Y 及 W )
,

以金黄色葡萄

球菌 ( 22 )及 2 09 P 作对照
,

结果见表 1
。

用 S D S处理 Y 及 W株
,

T cr 表型都 较易

消除
,

W株的消除率高于 Y 株
。

S D S 浓 度 为

90 产 g / m l时 W株的 T cr 表型消除率达 96
,

9 %
,

100 声 g/ m l时消除率明显 下降
。

证明最高消除

率不一定获得于最高浓度
。

从 Y 及 W株的 T c
r

消除株内各选四株
,

测

定 T c 对它们的 M IC
。

结果 丁c对原始 Y 及 W

株的 M IC 均为 40 产 g/ m l
,

而对二者的 T cr 消

除株均小于 0
.

62 5 产 g/ m l
。

经质粒检测
,

证明

T cr 株在 T cr 表型消除后质粒带也随之消除
。

说明原始菌株的质粒与 T c r

有关
。

Y 及 W株所

证明 R N 13 04 株 的色

素产生与质粒无关
。

在

以高浓度 S D (S 100 尸 g/

m l) 处理 W株日寸
,

部

分菌落出现黄色
,

因而

这种 回复突变现象可

能由染色体编码基 因

的突变或某些调节机

制所致
。

所得的 Y 及

W株的 T cr 消除株经

一 _

仁 2
_

一

3 一 4 5 孚

F ig z
.

A g a r o 3 e g e l e le e t r o p h。
-

代
s协 o f 亡h e P la s m xd e l i nr in a -

t e d s t r a in s R N I 3O4 ( Y ) ( T c s

)

a
idt R N 1 3 04 ( W ) ( T e s )

1
.

R N 13 O4 ( Y , ( T e弓 ) ;

2
.

R N 王3 04 ( W ) ( T e S

) ;

3
.

R N 13 04 ( Y ) ( T e r ) ;

4 R N 13 04 〔 W ) ( 丁 e r 夕;

5
.

s
.

a 况犷已码 ( 2 2 )
.

二年来反复传代及
一

20
“

C冷冻保藏
,

其色素及对

T c 的敏感性均稳定
:

二
、

转导试验
以二株临床分离的金黄色葡萄球菌 ( 8 2 0 2 2

及 8 5 0 3 0 ) 为供体菌
,

R N 13 04 ( Y 一 ) ( T e ` )

及 R N 13 0 4 ( W
一 1 ) ( T e s

) 为受体菌
,

葡萄

球菌噬菌体 80 型为转导噬菌体
,

进行转导
。

应

用 Y
一 1或 W

一 1株为受体菌
,

分别对 8 2 0 2 2及

85 03 。菌株 T c r

表型的转导
,

结果见表 2 ,

其转

导频率为 1。一 7一 1。一 a
。

由表 2 可见
,

在相似 M O I条件下
,

不同受

体菌的转导频率相似
。

在利用不同 M O琏行转
导时

,

合适的 M O I约为 .0 1一 5
,

高于 5 ,

未能
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T ah2 T r 泣n s d ue t io n o f T e r

82 02 2 n ad

13 0 4 (W
-

8 50 3 0 t o r e e 1 Pl e n t s

l )

in
s. 洲邝粼

5f r o m d o n o r

R N13 0 4Y (
一 1 )n ad R N

得的 S m
r

T c
r

共转导子与单独 T c
r

转导子在琼

脂糖凝胶电泳中的迁移率未有改变
。

是否共存

于一个质粒中尚待进一步实验
。

R e e i
_

Do n o r

Pl e n t

R e e iP ie n t ,

N
o

.

o f T e r

T r a n s d u e
-

C F U 厂m l
,

M O I t r a n s d u e t a n t f r e q u
-

x 10
一 8 t a n t P e r m l e n e y

,

x 10 7

丫 一 1 3
.

0 2 3 1

14
.

5

3 7

0
.

1

0
.

3 3

0
.

14 6

0
.

74 8

0 24 0

0
.

33 5

0
.

4 8 9

…

勺JOJ一̀no召口」1nt了1
土口山戒4OJJl es

J
l es, 11土

Y 一 1 3

5

27 5 0
.

12

致菌

球萄

W一 1 3
.

7 0
.

6 10 0
.

40

5
.

9 0 5 6 3 2
.

0

提高转导频率
,

低于 0
.

1则所得的转导子过少
,

对鉴定供体菌的质粒编码特征不利
。

曾在选择

平板 B H I中应用进 口陈
,

使受 体 菌数 达 1。 ”

C F U / m l
,

M OI 为 1 3 ,

在此条件下的转导子数

可达 1 4 9 0/ m l
,

但转导频率仍为 10 一 “ 。

因而
,

提高受体菌数
、

噬菌体数以及改善选择平板的

营养条件可以提高转导子数
,

但转导频率未能

提高
。

据文献报道 〔 ”
,

葡萄球菌 噬菌体的基因

组大小近 45 胶 b
,

因而转导噬菌体可 以携带多

个小质粒基因组
,

呈线性链环体型存在
,

当转

移入受体菌后
,

再分解为单体
。

在本实验 中
,

经琼脂糖凝胶电泳检测多个 T c
r

转导子的质粒

D N A
,

发现不论是用 Y
一 1或是 W

一 1作为受体

菌
,

它们经转导都只获得供体菌的一条小质粒

带
,

此质粒带与金黄色葡萄球菌 ( 22) 的一条

质粒带有相似的迁移率
。

T c r

质粒转导的琼脂

糖凝胶 电泳结果见图 2 及图 3
。

随机选择 54 株的 Y
一 1为受体菌而得的转

导子 ( 8 0 / 8 5 0 3 0 / Y
一 1 )

,

测定它们对其它抗生

素的共转导性
。

发现有 53 株带有 S m
r

共转导
。

L y o n 〔 9 ’认为在转导噬菌体形成时
,

S m
r

及

T c
r

质粒可以重组形成整合型
,

在共转导入受

体菌后又可解离或保持整合型
。

在本实验中所

下苍一声 丁
一飞 已

F 19 2
.

A g a r o s e g e l e le e tor
-

P h o r e s i s o f T e r t r a n s
du

e -

t a n t f r o m d o n o r s t m in

82 O2 2 t o er c iP ie爪 R N 1 3 04

( Y
一 1 ) ( T c s )

1
.

S a u
er 璐 5 2 02 2 , 2

.

RN 飞息04

` Y
一 2 夕 ( T c , 少: 3 一 6

.

T r a n s d u e t a n t 80 / 8 2 0 2 2 /

Y
一 1

.

F ig 召扩 A g a r o s e g e l e l e c t r份
p h

o r e s i s o f T e , t r an s d u e -

e t a n t f r o m d o n o r s t r a i n

8 5 0 30 t o r e e i P i e n t R N 13以
( Y

一 1 ) ( T e s ) a n d R N 130 4

(W
一 l ) ( T e “

)

1
.

.s a “ 仰“ 5 8 5 0 3 0 ; 2
.

R N 13O4

( Y
一 l ) 〔 T e s ) ; 3 , 4

.

T r a百s d u e
-

t a n t 8 0 / 85 03 0 / Y
一 1 ; 5

.

R N

13 0` ( w
一 1 ) ( T e “ ) ; 6 , 7

.

T r
-

a n s d u Ct a n t
’

8 0 /吕5 0 3 0 / w
一
飞

.

;

小 结

以质粒消除菌 R N 1 3 0 4 ( Y
一 1 ) ( T e

s

)及

R N z 3 o4 ( W
一 z ) ( T e

s

) 为受体菌进行转导
,

它们对临床分离的金黄色葡萄球菌多剂耐药株

( 8 2 0 2 2及 8 5 0 3 0 ) T e
r

表型的转导频率相似
,

均为 10 一 7 一 10 一” 。

通过试验证明该二质粒消除

株均可用于葡萄球菌质粒的遗传转移
。

白色株

更可在实验中提供白色标记
。

通过转导鉴定 了金 黄 色 葡萄球菌 8 2 0 2 2

及 8 5 0 3 0均具有 T c
r

质粒
,

与本实验所用的金黄

色葡萄球菌 ( 2 2 )
、

R N 1 50 4株的 T cr 质 粒 大

小均近似
。

谢 承福建医学院包幼迪教授惠赠金黄色葡

R N 13 0 4 菌体
。
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