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可以携带同种耐药基因盒，如 1T和 3T质粒均携带 

了afra17一ORF5一aadA5基因盒，这种现象反映了耐 

药基因盒的频繁流动性。此外，在产 AmpC酶大肠 

埃希菌和肺炎克雷伯菌中发现同样类型的整合子， 

表明携带多重耐药基因的整合子不仅可以在种内传 

播，不同种属间也可以发生转移，说明整合子转移的 

广泛性，这些都给多重耐药产 AmpC酶细菌的抗感 

染治疗带来巨大的威胁。整合子存在方式和传播的 

灵活性，加速了多重耐药性的扩散，应引起足够的重 

视。临床实践中应加强抗生素的合理使用，减少整 

合子发生，以利于延缓多重耐药菌株的产生。 
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幽门螺杆菌 NCTC11639标准株 ~,p2o基因的克隆、 

表达及其抗原性的鉴定 

李妍 宁云山 龙敏 董文其 李明 

是 一种高度保守的膜蛋 

白，有研究表明其具有较强的免疫活性 

和免疫保护性，是一种理想的疫苗侯选 

抗原。本研究利用基因工程技术构建了 

含 枷2o基因的重组质粒，并进行 了表 

达。为 疫苗的研究奠定了基础。 

本研究参考 GenBank收录的 肋 国 

际标准株 26695的基因序列，应用 Prim— 

er5．0设计 枷2o基因的PCR引物：P1 

5 ·G^̂ 1．I℃A11GAAAAA1℃AAe rrAAAAA． 

3 ，P2 5'-G ℃ACCrACn’兀-I!AACCA C 

C-3 ，在上、下游引物中分别加入 EeoR I 

和 SalI酶切位点，以提取的 标准株 

I~ICIE11639的基因组 DNA为模板进 行 

PCR反应，预变性 95℃ 5 min，变性 95℃ 

60 B，退 火 58℃ 50 B，延伸 72℃ 5o s。 
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共进行 35个循环，最后一个循环结束后 

72℃再延伸6 min。反应产物于 1％琼脂 

糖凝胶电泳进行分析。PCR扩增 目的条 

带大小约为500 bp。首先将目的基因进 

行 T．A克隆，即 Lpp2O／pt,m-is连接产物 

转化到 E．co／／DH5r,感受态 中，挑取单 

个菌落，于 37℃，以 220 r／min摇过夜菌， 

提取质粒 。进行 EcoRI和 SalI双酶切鉴 

定。将 鉴定正确的重组质粒 I．pro．o- 

pMD18-T送上 海博 亚公 司进 行 测 序， 

2o全长 528 bp，登录到 GenBank上(登 

录号为 OQ1O69OZ)，与 GenBank上公布的 

其他 菌株 (26695，NEL-HF27，J99，CH- 

crx1，17874，60190，cho,~ ,g)的 枷2o核 

酸序列相比同源性为 96％～9r7％。将重 

组质粒 Lpp20／pMI)18-T和表达载体质粒 

r．1都用 EeoR I和 Sal I双酶切 ， 

切胶纯化后按 4：1用 T4连接酶 16~C连 

接过夜，产物转化到 E．co／i TOPIO感受 

态中，涂于含氨苄青霉素(100 f,#m1)LB 

固体培养基平皿过夜培养。挑取单菌 

落，37℃ 220 dmin，摇过夜菌，提取质粒， 

用 EeoRI和 SalI进行双酶切鉴定，切出 

．细 菌 学 ． 

大约 5OOO bp表达载体和 528 bp目的基 

因片段。将含 Lpp20／pGD T．1的工程 

菌用 Ifr (1 mmo]JI．)诱导 4 h，温度为 

30℃。经 SDS-PAGE分析表达出相对分子 

质量( )约为48X lO3的融合蛋白。表 

达菌体超声破菌后，在上清和沉淀中都 

存在目的蛋白。取上清进行GsI．亲和层 

析纯化。将纯化后的 Lp 行 Western 

blot， 先进行 12％ SDS-PAGE，转移 

至 NC膜上 ，分别与全菌 免疫的小鼠 

血清(1：2OO)、正常人血清(1：IO0)、 患 

者血清(1：lOO)反应，二抗为HRP标记的 

羊抗鼠或羊抗人 IgC，结果为Lpp2o与全 

菌免疫的小鼠血清和 患者血清都有 

反应，而与正常人血清没有反应。间接 

麟 鉴定 29株抗 的鼠单克隆抗体 

( 全菌免疫 BALB／e小鼠)，Lov2o蛋 白 

(5 Ild)包被酶标板 ，依次加入 29株 

MeAlo6，二抗为 姗l哺 ；记的羊抗 鼠 IgC。 

测定波长450啪 时的吸光度 (A)值 ，共 

有4株针对 i．m2o蛋白，说明了重组 

Lpp2o具有很好的抗原性。 
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