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摘要"目的 筛选!分离!鉴定乳链菌肽抗性"$%&#基因$ 方法 从 ’# 份经巴氏消毒的牛奶及未经任何处理的若干新鲜牛

奶的混合样品中%在含有添加剂的选择性培养基上筛选含有 $%& 基因的乳酸乳球菌%用乳酸乳球菌特异性 "(%)*&$+
的 ,-& 方法对菌株进行鉴定%进一步用一段保守序列进行 $%& 基因筛选%并扩增其全序列%分析其基因特征$ 结果 两

种牛奶样品中均可以分离到乳酸乳球菌%并在从新鲜牛奶中分离到的乳酸乳球菌中筛选出 .# 株乳链菌肽抗性菌株%其

中 . 株扩增出 $%& 基因%琼脂糖凝胶电泳确定其大小为 "###)/0 左右%进一步酶切鉴定及测序确定其确为 $%& 基因%

定位于质粒上$ 结论 从来源于鲜牛奶的抗乳酸乳球菌菌株中扩增出完整 $%& 基因%定位于质粒上$
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乳酸链球菌素%又名乳链菌肽%是某些乳酸乳球

菌"!"#$%#%##&’ ("#$)’%!*!#产生的一种小分子多肽抗

菌物质%为一种无毒性的天然食品防腐剂%能杀死大

部分革兰氏阳性菌"V‘ 菌#’ 乳酸乳球菌亦为一种 Va

菌F可被乳酸链球菌素所杀灭%但部分乳酸乳球菌可

抵抗乳酸链球菌素对其的杀灭作用’ 研究证明%部分

乳酸乳球菌含有乳链菌肽抗性基因%从而产生对乳酸

链球菌素的抵抗作用’ 由于该抗性基因来源于益生

菌%国外已有报道将其用作筛选标记替代传统抗生素

抗性选择标记构建载体% 发挥食品级载体特有的优

势 ("F’)’ 目 前% 国 内 少 有 利 用 乳 链 菌 肽 抗 性"D?U?D:
*=U?UI@DS=:M=I=*J?D@DI%$%&#进行研究的报道’为构建

具有自主知识产权的食品级载体%本实验从牛奶场采

取的鲜奶样品中筛选具有对乳酸链球菌素抗性的乳

酸乳球菌%并进一步从中分离和鉴定 $%& 基因’

"::材料和方法

"]":::材料

"]"]" 菌 株 !*! 标 准 株 R+bb: 5##’#. 及 R+bb:
!"(#.’:由 日 本 R+bb:VG$G:c+$d:XKO@WK:%@IK:博
士惠赠%其他乳酸乳球菌均为本实验筛选获得’ 大肠

杆菌 +*#%() 553". 由本实验室保存%购于卫生部生物

制品鉴定研究所’
"]"]’ 培养基 乳酸乳球菌培养用 GNN?\=* 琼脂培养基

及液体培养液%配方见文献(.)’ 大肠杆菌培养用 ec
培养基’
"]"]. 主要试剂 乳酸链球菌素购自天津耀彭生物技

术有限公司""###:f9gJE#%,-& 试剂及琼脂糖购自上

海生工生物技术有限公司% 相对分子质量标准物及

H$+ 纯化回收试剂盒% 溶菌酶等均购自北京鼎国生

物技术公司% 限制性内切酶为 Xh8hch 公司产品%
其他化学试剂均为分析纯’
"]’::方法

"]’]":::乳酸链球菌素储存液的配制 用 #]#’:JKNge 的

B-N"0B’]##溶 解 F浓 度 为 ":JEgJN%#]’’:!J 滤 膜 除

菌%于!’#!"保存(5)’
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!"#"#$$乳酸链球菌素活性验证 分别在添加

%&’$()*+, 及不添加乳酸链球菌素的 -,,./01
琼脂平板上! 接种 2344$5’’#’% 及 2344$
&!6’%#!观察是否有菌落生长"
!"#"%$$含 789 基因的乳酸乳球菌的初步筛

选 参照文献#&$%在乳酸乳球菌选择性培养

基:含乳糖;上加入两种一定浓度的添加剂%
%&’$()*+,$乳酸链球菌素及溴甲酚紫指示剂

&使培养基显示紫色’!#’ 份经巴氏消毒牛奶

及广州燕塘牛奶场采取的未经任何处理的混合新鲜

牛奶样品!每份均从 !’<!=!’<> 稀释成不同浓度!分别

在上述选择性培养基上取 !’’!!, 涂布及划线培养!
%#$!培养 !6=#5$?" 选取培养基上可以生长并使周围

培养基变黄的菌落!反复划线纯培养!获得单菌落!镜

下观察呈球状或者链球状的菌株于 -,,./01 液体培养

基中增菌培养!%’@甘油"#’$!保存!备用"
!"#"5$$$A73 提取!质粒提取!BC9 反应见文献"6#$
!"#"&$$乳酸乳球菌的鉴定 参照文献#D$发表的乳酸

乳球菌 !68$1973 基因的保守序列设计引物 EFG$<$B!
及 EFG<B#:表 !;" 以 2344$5’’#’% 及 2344$&!6’%#
为阳性对照! 以大肠杆菌 !""#$% 55>!% 为阴性对照!
进行乳酸乳球菌特异性 !68$1973 的 BC9 扩增" 反

应条件%H&$!预变性 %$+.I!H5!! !$+.I!&#$! !$+.I!
%’ 个循环!D#!! &’$J"
!"#"6$$$789 基因的 BC9 扩增性筛选 根 据 41KJ0L?
等#>$发表的 789 基因序列中一段保守序列设计引物

7J1<B! 及 7J1"B#:表 !;!扩增抗性基因的保守序列!
从而在表型筛选的基础上进一步用 BC9 扩增性筛选

含 抗 性 基 因 的 菌 株 " 以 2344$ 5’’#’% 及 2344$
&!6’%# 为阴性对照" 反应条件%H&!!预变性 %$+.I!
H5$! !$+.I!&&$! !$+.I!%’ 个循环!D#!! &’$J"
!"#"D$$含有转录起始子及终止子的 789 基因的全序

列扩增 为后期克隆表达等实验的需要!根据 41KJ0L?
等 #>$发表的 789 的全序列!用 B1.+01$M10+.01$&"’ 设

计 一 对 引 物% 7J1G<B!$!7J1G<B#&表 !’!引 入 &’(NO($
及 !"#9$( 两个酶切位点! 对上述扩增出 5’’$PM 的菌

株进一步扩增其全序列!并对产物进行纯化回收!以备

后续使用" 反应条件%H&$!预变性 %$+.I!H5$! !$+.I!
&&$! !$+.I!%’ 个循环" 以上 BC9 反应均以细菌总

A73 为模板"
!"#">$$789$基因的定位 革兰氏阳性菌细胞壁厚!故

根据 QKI$R1.S?L$#H$的方法提取抗性菌株的质粒!用作

BC9 反应的模板!扩增 789 基因!验证其基因定位"
!"#"H$$789 基因限制性酶切位点分析及酶切鉴定 登

陆 T0I0UFK 分析其酶切位点!并用 )’" ( 单酶切!鉴定

扩增产物"

!"#"!’$$序列测定 对 BC9 产物纯化回收! 具体步骤

按试剂盒操作说明进行! 送 (IQ.L1KS0I 公司测序!软

件对比分析其序列!确定是否为 789 基因"

#$$结果

#"! 乳链菌肽杀菌作用验证

在 含 有 乳 链 菌 肽 的 选 择 性 培 养 基 上 !2344$
5’’#’% 及 2344$&!6’%# 均无菌落生长!而在不含乳

链菌肽的培养基上生长良好"
#"#$$抗性菌株的表型筛选结果

文献报道乳链菌肽抗性基因与乳糖发酵基因位

于同一质粒上 #!’$!故在添加了乳链菌肽(乳糖及指示

剂的选择性培养基上! 菌株既对乳链菌肽有抗性!又

可以发酵乳糖使指示剂变色!二者紧密连锁" 表现为

含 有 乳 链 菌 肽 抗 性 基 因 的 菌 株 可 在 含 乳 链 菌 肽 的

-,,./01 选择性培养基上生长!同时!发酵乳糖使培养

基由紫变黄"通过此表型!对经过巴氏消毒的 #’ 份新

鲜牛奶及未经消毒的新鲜混合牛奶样品进行初步筛

选V 从新鲜牛奶样品中筛选到 %’ 株乳链菌肽抗性的

乳酸乳球菌!依次命名为 *’"+#"#"",- $’"+%- -M’5’!!
-M’5’#))-M’5%’$" 革兰氏染色镜检显示该菌为革

兰氏阳性菌!形态呈单个球状或者几个黏附在一起的

链 球 状 &图 !’! 与 标 准 株 2344$5’’#’% 及 2344$
&!6’%# 镜下形态完全一致"

#"%$$乳酸乳球菌的分子生物学鉴定

对筛选出的 %’ 株菌进行乳酸乳球菌特异性 !68$
1973 的 BC9 扩增!结果显示!均扩增出预期 H’$PM

表 !$$$引物序列

!"#$% &’()’*+’ ,- ./’ 0123’14 -,1 567
B1.+01J$$$80WX0IG0:$&<%Y;$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$8.Z0$K[$M1KUXGLJ&PM’

EFG<$B!$$$$&Y<CC\C3T33T\3\T\\CT3T\<%Y$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$H’
EFG<$B#$$$$&Y<3\33T\C\CC3CC\C\3\\C<%Y
7J1M<B!$$$&Y<CC\C3T33T\3\T\\CT3T\<%Y$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$5’’
7J1M<B#$$$&Y<3\33T\C\CC3CC\C\3\\C<%Y
7J1G<B!$$$&Y<3TT$TT3\CC$3\T3333\3TT\33TCTC3<%Y$&&’(N$(’ !’!!
7J1G<B#$$$&Y<CTC$T33\\C$T\\\\T3C\3TC333333T3C<%Y:!"#9$($;

图 !$$$分离的乳酸乳球菌镜下形态

829$% !"#$%#%##&’ ("#$)’ )*:’1 32+1,4+,0’&T1F+$JLF.I.ISV$$
K1.S.IF,$+FSI.[.GFL.KI]$#5’’
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大小的片段!图 !"# 从而确定分离出的 "# 株菌确为

乳酸乳球菌#

!$%&&’() 基因保守序列的扩增结果

由于基因两端序列的可变区域$不利于扩增性筛

选$故根据文献报道的全序列中的保守序列$用特异

性引物进行 *+) 扩增$有 ,# 株扩增出预期的 %##&-.
片断$标记该 ,# 株菌$用于进一步扩增 ’() 的全序

列!图 ""#

!$/&&’() 基因全序列的扩增及单酶切鉴定

对扩增出 %##&-. 保守序列的 ,# 株乳酸乳球菌

用 ’0123*, 及 ’0124*! 扩增全序列$结果 !"!5.#%#%$
5.#%#/6 75.#%!%&&扩增出预期的 ,$#&8- 左右的片断$
用 #$%9 单酶切$ 得到两个片段$ 分别约为 :;#%,!#&
-.$与预期的片断大小完全相符!图 %"#
!$<&&测序结果

用 =’>7(?>) 软件对序列进行分析$证明该基

因确为乳链菌肽抗性基因#
!$@77’() 基因定位初步分析

用提取的乳酸乳 球 菌 质 粒 为 模 板 扩 增 ’() 基

因$均可扩增出 ,$#78- 的片断A图 /B$从而证明 ’()
确实定位于质粒上$其在质粒上的精确定位有待进一

步研究#

"&&讨论

近年来$食品级载体逐渐成为分子生物领域研究

的热点$食品级筛选标记是构建该载体的关键$它可

以避免传统抗生素抗性选择标记的缺点抗性基因水

平转移到胃肠道菌群中$使其产生耐药性$导致肠道

微生态的破坏#国外一些研究者用不同的筛选标记构

建了食品级载体$例如&!4 半乳糖苷酶 ’,,(6&胸腺嘧啶

核苷酸合酶’,!($镉抗性基因 ’,"(等$均显示了传统载体

所没有的优势#而细菌素!如乳酸链球菌素"抗性做筛

选标记构建载体$国外也有一些报道 ’,($由于其来源

及特性等的特有优势$作为食品级筛选标记具有重要

的意义#
部分乳酸链球菌对乳酸链球菌素的抵抗作用主

要由两种机制决定 ’!(C一种是在产乳酸链球菌素的乳

酸乳球菌株中$由于表达自身免疫基因!DE09"及其他

三个基因 D0EF5G 共同作用 ’,%6,/($另一种是单一基因

发挥作用$即抗性基因 ’()$为了后续实验的需要$
故本实验筛选单一 ’() 抗性基因做研究对象#

牛奶中富含乳酸乳球菌$ 但只有部分菌株含有

’()#按传统方法鉴定每株分离出的乳酸乳球菌是否

含有抗性基因$工作量巨大$国内外也有一些报道显

示该基因筛选几率较小#本实验采用表型特征与分子

生物学方法相结合的方法进行筛选和鉴定#先在选择

性培养基上粗筛牛奶样本中具有乳链菌肽抗性的乳
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图 !7乳酸乳球菌的 ,<(71)’> 的 *+) 扩增

!"#$% &’( )*+,-./0 +1 !"#$%#%##&’ ("#$)’ 234 *567
89):"1";, <"/= 0);."1". )*"9;*0

IJDK7,C !!" &$%’() H>FF7%##!#"L 7IJDK7@C !!" &$%’() H>FF7/,<#"!L 7HC 7
,##4-.7=’>7MJNNK1LOIJDK07!$"67/67<C!!" &$%’() 5.#%#,$5.#%#!675.#%#"67
JDN75.#%!!L7IJDK7%C7’KPJQERK72SDQ1SM777

H77777,777777!77777"777777%777777/777777<777777@77777H
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图 "7’() 基因的保守序列的 *+) 扩增

>"?$@ &’5 )*+,-./0 +1 /=; .+A0;*B;, 0;C-;AD; +1 645 ?;A;
HC7,##4-.7=’>7MJNNK1L7IJDK07,67!67"67/67<67@C!!" &$%’() 5.#%#,675.#%#!67
5.#%#"675.#%#%675.#%#/675.#%!!75.#%!%7L77IJDK7%C7’KPJQERK72SDQ1SM777

图 %777’()7全序列的扩增及 #$% 97单酶切

>"?$E &’5 )*+,-./0 +1 /=; .+9):;/; 0;C-;A.; +1 645 ?;A;
FA, ;AGH9; ,"?;0/"+A

HC7,78-7=’>7MJNNK1L7IJDK7,C7#$%97NEPK0QESDL7IJDK07!4%C!!" &$%’() 5.#%#%67

5.#%#/67JDN75.#%!%777

H77777777777,777777777!777777777"7777777777%
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图 /777% 号乳酸乳球菌质粒及其为模板扩增的 *+) 产物
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酸乳球菌!然后!用特异性 !"#$%&’( 鉴定其为乳酸

乳球菌!进一步用保守序列进行筛选!排除了部分表

型筛选的假阳性株! 从而在较小范围内进行 ’#& 基

因的分离鉴定!大大简化了筛选程序!减少了工作量"
本实验还表明是否经过巴氏消毒的牛奶均可分离出

乳酸乳球菌!但只有从未经消毒的牛奶中分离到了乳

链菌肽抗性菌株"
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艾滋病 M 例临床分析
丁 莉 !!谢知兵 I!周 轲 !"! 卫生部纳米重点实验室!湖南 长沙 Z!JJRM#I 怀化市第一人民医院感染科!湖南 怀

化 Z!MJJJ$

摘要!对 M 例艾滋病病毒感染合并机会性感染患者进行研究!观察高效联合抗病毒&\((&T’治疗效果" 在 M 例艾滋病

患者坚持 \((&T 的治疗中!症状好转出院!出院后分别因为其毒副作用(休眠艾滋病病毒的存在((费用昂贵等问题而

不能坚持系统治疗!再次出现机会性感染而死亡"

关键词!艾滋病)高效联合抗病毒治疗)活病毒载体疫苗

中图分类号!&KLS9SIQQQQQQQQ文献标识码!XQQQQQQQQ文章编号!!"RSAZIKZ&IJJ"’J"AJMZIAJI

自 !LLS 年以来!在我国一些非法采血%有偿供血%娱乐服

务业和吸毒人群中不断发现艾滋病病毒感染者! 近几年艾滋

病发病呈迅速上升趋势! 艾滋病疫情已经处在由高危人群向

普通人群大面积扩散的临界点! 它已成为一个严峻的公共卫

生问题和社会问题& 为了解这类患者的临床特征!找到更好的

预防和治疗方案! 现对 IJJI 年 S 月 dIJJK 年 !J 月发现的 M

例艾滋病病人进行分析&

!QQ临床资料

!9!QQ一般资料

M 例患者中男 Z 例%女 Z 例#年龄 I"dZR 岁!平均 S" 岁#静

脉吸毒 ! 例!性伴侣吸毒 ! 例!静脉输血感染 ! 例!性乱交者 Z
例!性伴侣有性乱交者 ! 例#农民 K 例!职工 ! 例!家庭主妇 !
例!个体户 ! 例& 所有病例均符合艾滋病国家诊断标准 ’!(&

!9IQQ症状和体征

M 例均有体质性疾病!即发热%乏力%盗汗%厌食%体质量下

收稿日期!IJJ"AJ!A!M
基金项目!国家 M"S 高技术研究发展计划项目

作者简介!丁 莉&!LMIA’!女!在读硕士研究生!研究方向%艾滋病重组

脊髓灰质炎病毒疫苗的研制!UA>3*8P8*8VCE+e1<7>3*89C<>
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