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金黄色葡萄球菌 C C C 型及 O C 型质粒的检测

舒 泉
,

陈小英 陈知本

(生物技术研究中心 )

摘 要

床分离的 1 31

报道的金黄色葡萄球菌质粒 D N A 的检测方法 (简称 L L 法 )
。

从 ] 9 8 2年在南京地 区临

色葡萄球菌中的 125 株 ( 95
.

月% )中检出质粒
,

可分为21 质粒谱
。

经单向及双向二步琼脂

糖凝胶电泳法鉴别
,

按分子量共有 16 个 cc C 型质粒带 (P
且

~ P
: 。
)

。

用改良的 L L 法制备 E
.

叻 v s l7 菌株质粒

D N A
,

建立了简便的测定金黄色葡萄球菌质粒 D N A 分子量的参考系统
.

结果表明
:

要本实验条件下
,
P

,

~

P : .

的分子量为 1
.

魂2 M d ~ 2 2
.

2 4士 0
.

7 3 M d ; 以含有 1 4
.

8 8
、

2
.

6 6 士 0
.

0 6 M d 质粒谱的菌株较常见
,

占总数的

25
.

2 % ; 2
.

66 士 0
.

0 6 Md 的质粒最常见
,

在73
.

3 %的菌株中检出
。

关镇词 金黄色葡萄球菌
;

质粒
;
二步琼脂糖凝胶电泳法

金黄色葡萄球菌是引起 医院 内感染的主要

病原菌之一
。

目前 已经证实其耐药性与耐药质

粒有很大的关系 〔’〕 ,

由于耐药质粒的存在和传

播
,

导致耐药菌株不断增加
,

给临床治疗带来了

很大的麻烦 2[]
。

近十多年来
,

由于溶葡萄球菌素

(L ys os at hP in ) 的运用 及多种 微量
、

快 速检测 金

黄色葡萄球菌质粒 D N A 方法的建立 〔卜
5〕 ,

对于

金黄 色葡萄球菌耐药 质粒的研究工作 日益广

泛
、

深入
。

本文报道应用单 向及双向二步电泳法 ( 另

文报道 )检测 19 8 2年从南京地区临床分离的 131

株金黄色葡萄球菌所含 c c c 型及 oc 型 质粒

的结果以及各 C C C 型质粒的分子量
。

材料与方法

1
.

1 实验 菌株

1
.

1
.

1 金黄 色葡萄球 菌 19 8 2年从南京地区

医院临床分离菌株 1 31 株
,

江苏省卫生防疫站徐

凌云同志赠与
。

实验前进行 了纯化和耐 药性测

定
。

1
.

1
.

2 质粒分子量参考菌 E
.
c

诫 v s l7 株 ( 含

有 已知分子量 35
.

8
,

4
.

8
,

3
.

7
,

.3 4
,

.2 6
,

.2 0
,

1
.

8和 1
.

4 M d 的 8个质粒 )
,

中国科学院 微生物

研究所提供
。

1
.

2 试 剂与培养基

质粒检测的试剂参见文献川
; L B 培养基

:

1%蛋 白陈
,

0
.

5 %酵母 浸膏 粉
,

0
.

5%氛 化钠
,

P H 7
.

5
。

1
.

3 质拉制备方法

1
.

3
.

! 金黄色荀萄球 菌质拉 D N A 的 制备 参

见本室报道的方法川
。

x
.

3
.

2 君
. 〔
汉

: v 5 1 7 菌株质粒 o N A 的 制备 少

量新鲜斜面培养物在高渗 条件下
,

经溶菌酶高

渗液 (溶菌酶终浓度 为 7 m g / m l ) 3 7 〔
’ ·

4 5 m in

破壁处理
,

其它步骤同 L L 法
,

即得 E
.

耐
` V S 17

菌株的质粒提取物
。

1
.

4 质粒 D N A 电泳检浏

将提 取所得 的 D N A 沉 淀物溶 于适童 T E

溶 液a[] 中
,

取 25 川 点 样进 行琼脂 糖 凝 胶 ( 含

E t B : 1 0 9 / m l 及 0
.

7% ^ g a r

ose
,

上 海 东海制 药

厂 ) 电泳 ;
电泳液 T B E [ 6

·
’ ]

,

电压 7
.

s v /
e m

,

时间

2
.

5 h
.

用 0
.

0 5 %嗅酚蓝甘油溶液作为前沿指示

朴
。

在 2 5 3
.

7 n m 波长的紫外线下激发荧光
,

经

红色滤色片
,

照相记录
。

1
.

5 质拉构型鉴 别

运用单向和双向二步琼脂糖凝胶电泳法进
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行鉴别 ( 另文报道 )
。

1
.

6质拉 DN A 分子 1 计葬

参 照 妇以n se n 和 ol se n
报 道的 方法困

,

以

D N 人 凝胶电泳 区带照 片测定各质粒带的 电泳

迁移距离
。

将质粒分子量参考菌株 .E 劝 v s l7

的最远一质粒区带的迁移距离定为 1 0
,

并依次

换算出其它各 C C C 型 质粒带 的相对迁移率

( R M )
。

以相对迁移率的对数值 (肠 9 R M ) 为自

变量
,

分子量 ( Mw )的对数值为因变量
,

建立直

线回归方程
。

便可计算出其相应的分子量
。

为使

条件一致
,

每次电泳时均有分子量参考质粒在

同一凝胶板上进行
。

2 结 果

2
.

1 质杜讲

对受试的 1 31 株金黄色葡萄球菌均进行 了

质粒检测
,

并对质粒谱中被染色体 D N A 带所掩

蔽的质粒及质粒谱带的构型进行了单向及双向

二步琼脂糖凝胶电泳法鉴别
,

结果除 6株菌未发

现质粒外
,

其余 1 25 株均携带质粒
,

分为 21 谱型

(图 1 )
。

以菌株 召
.

~
8 2 1 3 9

,

5
.

~
5 2 0 3 0

,

5
.

一
8 2 0 9 0

,

5
.

~
8 2 1 4 5

,

5
.

一
8 2 1 0 7

和 5
.

~
5 2 1 8 4为代表的 C

、

D
、

J
、

K
、

o 和 T 质

粒谱中均含有被染色体 D N A 带所掩蔽的质粒

( p
: 3

和 p 、 2
) ; 以菌 株 5

.

~
8 2 0 8 3

,

5
.

, ,
8 2 0 4 6

,
S
二

口曰绍 8 2 15 5
,

5
.

。刀甲 e . 吕 8 2 1 19
,

5
.

因口改绍 8 2 0 6 2
,

5
.

口别 , 已比 , 8 2 0 3 1
,

5
.

` 的丫公 , 8 2 05 2
,

习
.

~
8 2 0 9 7和 5

.

~
8 2 1 4 3为代表 的 G

、

H
、

I
、

M
、

p
、

Q
、

R
、

U 和 v 质粒谱中均有清晰的

以二型质粒带
,

这些 ( x { 型带经检测分别为 P . 、

P : 、

P
7

和 P :

质粒在提取或保存过程中构型受破

坏所致
。

从图 1可知
,

1 31 株金黄色葡萄球菌中检

出迁移 率不 同的共有 16 个 c c c 型质粒 ( P
I

~

P , 。
)

。

各 C C C 型质粒在不同菌株中的分布情况

如表 1所示
.

从该表中看出
,

7 4
.

8%的菌株携带 2

个 以上的质粒
,

携带质粒最多的达 5个
,

以含有

lP
, ,

P ,

质粒谱的菌株最 多
,

达 33 株
,

占总数的

2 5
.

2%
。

F场
^ 全

2
.

2
。

1
.

P】as m记 脚 。 fl l̀ j n 13 1 s r
ar j n s o f s

.

~
i so l a t目 五n N a n j i n g 五n 19 8 2

召“ 刘` V 15 7 . B~ V : 习二
口曰招 s t ar i n s ; 0 : 峨X 了加 n d

2

2
。

1

建立

D N A

质拉分子贵

分子黄浏定 参考体系 ( E
.

毗 v 5 17) 的

用本室报道的制备金黄色葡萄球菌质粒

的方法
,

通过 适当的改进
;
省去溶葡 萄球

菌 素
,

提高溶菌酶的浓度到终浓度为 7 m s/ ml

时
,

37 ℃作用 45 m in
,

结果较好
。

提取所得的 .E

碱
v 5 17 D N A 经琼脂糖凝胶 电泳后

,

质粒区带

清晰可辨 (图 2 ( B) )
。

图 2 ( A )所示 为溶菌酶终浓
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B
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C h
r

4
.

8

3
、
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3
.

4

.

2
。

6

·

2
.

0

·

l
。

8
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.

4

10 6

F弓̀ 2
.

P l队
`
川 d P r o f i皿璐 i n E

.

伐建̀ V s l 7 b y L L m e t h `川 w i t h

口O山f阮泊 t i o n

A : 1 m g /m l o f L y so Z y m e . B : 7 m吕 / m一fO L y so 砂 m e

度为 1 m s/ lm 时
,

提取所得的质粒 D N A 的琼脂

锗凝胶电泳图谱
。

各质粒相对迁移率的对数值

与相应分子量的对数值呈密切负相关关系 (见

图 3 )
。

2
.

2
.

2 金黄色荀萄球菌质粒 D N A 的分子 1

精确量取金黄色葡萄球菌各 c c c 型质粒带的

O` ~ 门尸~ ~ ~ ~

一
~

尸
~ ~ ~ ~

50 叹 ! 0 0 %

L o g r e l
.

m
o b il

.

F 19 3
.

S t a n山盯 d e u r v e o f IP 口̀ m ids i n E
. 。成 V 5 17

L 招MW = 一 1
.

9 6 6 ` 唱 R M + 8
.

1 8 1
,

( r = 一 0
.

9 9 4 0 )

迁移距离
,

换算出其相对迁移率
,

代入各次电泳

参 考 菌 株 E
.

。油 v 51 7 质粒 。 N A L 招只M 与

oL g M w 所建立的直线回归方程
,

计算出各 C c c

型质粒的分子量
,

表 2 所示为几次电泳所得的

分子量范围值
,

分子量为 2
.

66 士 0
.

06 M d 的 P .
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hrl 6曰12

质粒最为常见
,

在总数的 73
.

3%菌株中检出
,

其次为 1 4
.

8 8 和 1
.

7 9士 0
.

o 6 dM 的 p , 3和 P 3

质

粒
,

分别在 38
.

9%和 37
.

4%的菌株中检出
;
分

子 t 为 1
.

42 M d 的 P ;

质粒较为少见
,

仅在 l

株菌中检出
,

其中被染色体 D N 人 带所掩蔽的质

校的迁移率是估测的
,

因此
,

计算所得的分子量

是大致值
。

T . b 2
.

M d . 翔 Iat w . i的 st of P l
asm 池

in 1 3 1 str 目 sn of 5
.

一

B C

_

~
“ N .O of %

山目即M川。 n s t r . 】n旧
, -

M 、 V ( M d )
. ,

云土 8

竺
.r

旧 j

2 2
.

2 4士 0
.

7 3

2 0
.

29 士 0
.

8 6

19
.

27土 0
.

8 6

1 4
.

8 8
6

1 1
.

5 5
.

1 0
.

2 2士 0
.

3 5

2
.

77士 0
.

0 1

2
.

6 6土 0
.

0 6

2
.

5 1士 0
.

0 8

2
.

3 3士 0
.

0 3

2
.

1 7士 0
.

0 5

1
.

9 7士 0
.

0 4

l
。

8 4

1
.

7 9士 0
.

0 6

1
.

6 9士 0
.

0 5

1
.

4 2

粒
,

是 目前运用较广的测定

质粒分子量的参考菌株
,

其

质 粒 制 备 可 用 多 种 方

法 .st
“ ·

71
,

但这些方法所用的

试剂与提取流程均与制备金

黄色葡萄球菌质粒 D N A 的

方法有所 不 同〔卜
5〕 ,

本实验

利用改 良 L L 法制备 E
.

动
v 5 1 7菌株的质粒 D N ^

,

可与

制备金黄色葡萄球 菌质粒

D N A 同时进行
,

方 法简化
,

不需加配试剂
。

值得注意的

是
,

用琼脂糖凝胶电泳法测

定质粒 D N A 的分子量时
,

各

参考质粒的原始座标并非完

F 19 4
.

P t公m i d rP o f i lcs

i n 5
.

“ “找 , 店 ( t h e s t ar i n s

宜n s lo t B
、

C
、

D w e r e

s im i二盯 w i t h t h e S t r挂i n s

诬n t h e s l oI B
、

C
、

D j n

F is l )

全落在回归直线上 (图 3 )
。

因此不可避免导致测

定值存在一定范围的误差
。

例如
,

从图 l ( 3) 可看

出
, P Z

质粒与 E
.

碱
v 5 17 中 1

.

4 M d 质粒迁移率

极接近
,

而通过 回归方程计算所得 P
Z

的分子量

却 为 1
.

6 9 士 0
.

0 5 M d
。

另外
,

P
,

质粒的迁移率 明

显大于 E
.

毗 v s l7 中分子量最小的质粒的迁移

率
,

由于它不在回归方程的线性范围内
,

故其分

子量测定值 1
.

42 M d 存在进一步的误差
。
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l

用琼脂糖凝胶电泳检测细菌质粒时
,

要获

得菌株所含有的准确质粒数目
,

必须排除非

C c c 型质粒带和鉴别质粒谱中是否存在被染色

体 D N 人 带所掩蔽的质粒
。

前述 21 型质粒谱中

lP :和 lP ,
被染色体 D N A 带所掩蔽

。

值得注意的

是
,

在不同 电泳条件 下染色体 D N A 带 与质粒

。 N A 带的相对迁移位置不同
,

这样
,

在一种 电

泳条件下被掩蔽的质粒在另一种电泳条件下可

能与染色体带分开
。
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应用固定化细胞酶工程技术生产 L
一

天冬氨酸技术成果通过鉴定

中国药科大学生物化学教研室研究应用固定化细胞酶工程技术生产 L
一

天冬氨酸获得成功
。

该
护 工艺的小试技术在中国药科大学制药厂进行 了中试放大

,

并制定了适合连续化工业生产的工艺路

线及工艺操作规程
。

目前已形成了年产 100 吨 L
一

天冬氨酸的规模
。

19 9 2 年 3 月 20 日国家医药管

理局主持召开了《应用固定化细胞酶工程技术生产 L
一

天冬氨酸 》成果鉴定会
,

与会专家一致认为该

工艺是一项先进的新型生物技术
,

整个成果数据可靠
、

工艺合理
、

经济效益高
。

该工艺具有稳定
、

操

作简便
、

成品质量高
、

原材料 国产化等优点
,

且投资小
、

成本低
、

见效快
。

已达到国际上同类工艺的技

术水平
,

属国内领先
。

利用酶工程技术生产 L
一

天冬氨酸使其生产成本大大下降
,

必将产生较大的经

济效益和社会效益
。

固定化细胞酶技术的 日趋完善为生物技术的产业化开辟了很好的途径
。


