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金黄色葡萄球菌Ｎ３１５Ｔ７噬菌体ｃＤＮＡ展示文库的构建
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　　［摘要］　目的　构建ＭＲＳＡＮ３１５菌株的Ｔ７噬菌体ｃＤＮＡ展示文库，以筛选和鉴定影响Ｎ３１５ｃｃｒ基因表达的调节因
子。方法 　 采用Ｔｒｉｐｕｒｅ试剂提取Ｎ３１５总ＲＮＡ，逆转录合成双链ｃＤＮＡ，经末端修平、接头连接、酶切后柱洗脱等处理后，
连接Ｔ７Ｓｅｌｅｃｔ１０３载体，体外包装扩增获得Ｎ３１５Ｔ７噬菌体ｃＤＮＡ展示文库；通过双层平板实验鉴定所建原始文库及扩增
文库的库容；ＰＣＲ鉴定文库插入片段质量。结果　原始文库重组克隆数为１．３３５×１０６ｐｆｕ，扩增文库的噬菌体滴度为３．２６×
１０１０ｐｆｕ／ｍＬ。随机ＰＣＲ扩增显示文库阳性重组率为１００％，插入片段在３００～１５００ｂｐ之间。结论 　ＭＲＳＡＮ３１５的Ｔ７噬
菌体ｃＤＮＡ展示文库构建成功。
　　［关键词］　 噬菌体展示；ｃＤＮＡ文库；耐甲氧西林金黄色葡萄球菌；Ｎ３１５
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　　金黄色葡萄球菌（简称金葡菌；Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ）是医院内感染和社区获得性感染的重要病原
菌之一，既可引起皮肤、黏膜等处的轻型化脓性感染，

也可导致菌血症、毒性休克综合征等危及患者生命的

严重疾病。而耐药性的产生与广泛传播严重干扰着金
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葡菌的临床防治，使得近年来金葡菌感染逐步呈现发

病率高、耐药性强、治疗困难、病死率高的态势。据美

国疾病控制中心报道：仅美国每年就有近１０万例金葡
菌感染的住院患者，仅次于大肠埃希菌，位居第二［１］；

因耐药性金葡菌感染导致的患者病死率甚至超过了乙

型肝炎患者及艾滋病患者的总和，成为严重的全球性

社会卫生问题［２］。在中国，耐药性金葡菌的感染率和

致死率也一直居高不下［３－４］。因此，能否有效的控制

耐药性产生与传播成为影响金葡菌感染防治工作的关

键。以往研究显示：金葡菌，尤其是耐甲氧西林金葡菌

（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）多
重耐药性的获得与其染色体上携带的葡萄球菌盒式染

色体元件（ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｃａｓｓｅｔｔｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，ＳＣＣ）密
切相关［５］。ＳＣＣ元件自基因组上解离、转移与重组直
接导致了ＭＲＳＡ耐药性的扩散，而 ＭＲＳＡ的盒式染色
体重组酶（ｃａｓｓｅｔｔｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ，Ｃｃｒ）则在
此解离、重组过程中发挥着主导作用［６］。但 Ｃｃｒ蛋白
的表达调控机制至今仍不清楚。本实验采用噬菌体展

示技术构建ＭＲＳＡ（Ｎ３１５菌株）的ｃＤＮＡ文库，用以筛
选能与ｃｃｒ基因启动子序列结合的蛋白质，旨在为进
一步研究影响Ｃｃｒ重组酶表达的转录调控因素奠定前
期实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料
　　金葡菌Ｎ３１５标准株由第四军医大学唐都医院连建奇教授
惠赠，本室长期保存。Ｔｒｉｐｕｒｅ试剂购自 Ｒｏｃｈｅ公司；Ｔ７Ｓｅｌｅｃｔ
ＯｒｉｅｎｔＥｘｐｒｅｓｓＲａｎｄｏｍＰｒｉｍｅｒｃＤＮＡＣｌｏｎｉｎｇＳｙｓｔｅｍ购自 Ｎｏｖａ
ｇｅｎ公司；ＭＩＣＲＯＢＥｘｐｒｅｓｓＢａｃｔｅｒｉａｌｍＲＮＡＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔＫｉｔ购自
Ａｍｂｉｏｎ公司；ＤＮａｓｅⅠ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；其
他试剂购自大连ＴａＫａＲａ、上海生工等公司。
１．２　方法
１．２．１　金葡菌总 ＲＮＡ提取　　将过夜培养的 Ｎ３１５菌液按
１∶１００比例新鲜培养至光密度Ｄ（６００）值为０．６～１．０。取１ｍＬ
菌液离心集菌，重悬于１００μＬＴＥ缓冲液（含３ｍｇ／ｍＬ溶菌酶
和１０μＬ１ｍｇ／ｍＬ溶葡萄球菌素），３７℃作用１ｈ后加入１ｍＬ
Ｔｒｉｐｕｒｅ试剂进行总ＲＮＡ抽提（参照试剂说明书进行），采用甲
醛变性琼脂糖电泳鉴定总ＲＮＡ质量。获得的 Ｎ３１５总 ＲＮＡ用
ＤＮａｓｅⅠ消化去除基因组 ＤＮＡ污染（参照试剂说明书进行），
并以消化处理前后的总 ＲＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增金葡菌看家基
因（ｍｅｃＡ）以评价总ＲＮＡ中基因组ＤＮＡ污染情况。最后，采用
ＭＩＣＲＯＢＥｘｐｒｅｓｓＢａｃｔｅｒｉａｌｍＲＮＡＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔＫｉｔ（ＡＭ１９０５）分离
纯化Ｎ３１５ｍＲＮＡ（参照说明书进行）。
１．２．２　ｃＤＮＡ文库的构建
１．２．２．１　ｃＤＮＡ的合成　　采用 ＯｒｉｅｎｔＥｘｐｒｅｓｓＲａｎｄｏｍＰｒｉｍｅｒ
ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔｓ（Ｎｏｖａｇｅｎ，６９９９２３）进行 ｃＤＮＡ的反转录制
备。以４μｇｍＲＮＡ为模板，使用 ＨｉｎｄⅢ ＲａｎｄｏｍＰｒｉｍｅｒ以
ＭＭＬＶ逆转录酶反转录合成 ｃＤＮＡ第 １链。为兼顾大片段
ｃＤＮＡ的合成，我们同时采用０．１μｇ和１μｇ两种浓度的引物

进行反转录，并在ＲＮａｓｅＨ和ＤＮＡ聚合酶Ⅰ作用下合成 ｃＤＮＡ
第２链。而后，将两个反应得到的 ｃＤＮＡ混合，等体积苯酚／氯
仿／异戊醇抽提后，乙醇沉淀。
１．２．２．２　ｃＤＮＡ末端处理　　采用 ＥｃｏＲⅠ／ＨｉｎｄⅢ ＥｎｄＭｏｄｉ
ｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（Ｎｏｖａｇｅｎ，６９９９４３）和 ＤＮＡＬｉｇａｔｉｏｎＫｉｔ（６９８３８３）进
行ｃＤＮＡ末端的处理：先用Ｔ４ＤＮＡ聚合酶补平ｃＤＮＡ末端；接
着，在Ｔ４多核苷酸激酶和Ｔ４ＤＮＡ连接酶作用下于ｃＤＮＡ末端
定向添加ＥｃｏＲⅠ／ＨｉｎｄⅢ接头；而后采用 ＥｃｏＲⅠ／ＨｉｎｄⅢ双酶
切处理获得粘端ｃＤＮＡ片段。最后，采用ＭｉｎｉＣｏｌｕｍｎＦｒａｃｔｉｏｎ
ａｔｉｏｎ试剂盒（Ｎｏｖａｇｅｎ，６９９９５３）去除冗余接头及长度在３００ｂｐ
以下的小片段ｃＤＮＡ。
１．２．２．３　文库构建　　采用Ｔ７Ｓｅｌｅｃｔ１０３ＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ（Ｎｏｖａｇｅｎ，
７０５５０３）进行Ｎ３１５ｃＤＮＡ噬菌体展示文库的构建。按１∶２（载
体∶插入片段）的摩尔比加入处理好的 ｃＤＮＡ片段（０．０４ｐｍｏｌ）
及Ｔ７Ｓｅｌｅｃｔｖｅｃｔｏｒａｒｍｓ（０．０２ｐｍｏｌ），Ｔ４连接酶１６℃连接过夜。
取５μＬ连接产物加入２５μＬＴ７噬菌体包装物中，２２℃温育
２ｈ进行体外包装，所得包装产物即为原始文库。双层琼脂平
板试验铺板检测文库滴度。

　　将所有原始重组克隆铺板并用噬菌体洗脱缓冲液
（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ８．０，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，６ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４）
洗脱噬菌体，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ回收上清，即获得噬菌体
扩增文库。扩增文库经双层平板试验检测滴度后加入１０％灭
菌甘油，－７０℃保存。
１．２．３　双层平板试验测定文库库容　　采用 Ｍ９ＴＢ培养基
３７℃ 振荡培养宿主菌ＢＬＴ５４０３至Ｄ（６００）≈１．０；用灭菌ＬＢ培
养基稀释噬菌体文库（１０－６～１０－３倍）。取１００μＬ文库稀释液
加入２５０μＬＢＬＴ５４０３培养物中，轻摇混匀后室温吸附５ｍｉｎ，而
后加入３ｍＬ预热至５０℃左右的０．５％半固体ＬＢ琼脂培养基，
混匀后均匀铺于含１００μｇ／ｍＬ羧苄青霉素的 ＬＢ琼脂平板上，
３７℃孵箱培养３～４ｈ，通过噬斑计数计算文库库容。
１．２．４　ＰＣＲ扩增及测序鉴定文库质量　　从平板上随机挑选
２４个分离良好的单个噬菌斑，用灭菌尖头蘸取少量噬菌体分别
加入１００μＬ新鲜配制的１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）中，涡旋震
荡混匀，６５℃作用１０ｍｉｎ，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ去除不溶
物，取２μＬ作为模板，采用Ｔ７Ｓｅｌｅｃｔ引物进行ＰＣＲ扩增（上游
引物：５′ＧＧＡＧＣＴＧＴＣＧＴＡＴＴＣＣＡＧＴＣ３′，下游引物：５′ＡＡＣ
ＣＣＣＴＣＡＡＧＡＣＣＣＧＴＴＴＡ３′；ＰＣＲ循环参数：９４℃ ５０ｓ，５０℃
１ｍｉｎ，７２℃ ２ｍｉｎ，３５个循环后７２℃延伸１０ｍｉｎ）。ＰＣＲ产物
经０．８％琼脂糖凝胶电泳分析文库构建质量。

２　结果

２．１　总ＲＮＡ提取
　　采用Ｔｒｉｐｕｒｅ试剂分离总 ＲＮＡ，紫外分光光度计检测显示
总ＲＮＡＤ（２６０）／Ｄ（２８０）比值约２．０５；甲醛变性凝胶电泳显示
总ＲＮＡ２３Ｓ、１６Ｓ及５Ｓ条带明亮清晰、边缘锐利，无明显降解，
２３Ｓ条带亮度为１６Ｓ亮度的１～２倍（图１Ａ），提示ＲＮＡ质量良
好。用ＤＮａｓｅⅠ消化处理前后的总 ＲＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增金
葡菌看家基因（ｍｅｃＡ）评估基因组 ＤＮＡ污染去除情况，电泳结
果显示未用ＤＮａｓｅⅠ处理者 ｍｅｃＡＰＣＲ扩增呈阳性（图１Ｂ泳
道３），提示初提的总ＲＮＡ中有一定程度基因组污染。这是由
于细菌基因组无成型的细胞核包裹，以原始拟核状态存在于细
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菌细胞质内，故在分离细菌 ＲＮＡ时难免出现基因组 ＤＮＡ污
染。但以ＤＮａｓｅＩ消化后，ｍｅｃＡ基因转为阴性（图１Ｂ泳道２），
表明总 ＲＮＡ中基因组 ＤＮＡ的污染已被去除。采用 ＭＩ
ＣＲＯＢＥｘｐｒｅｓｓＢａｃｔｅｒｉａｌｍＲＮＡＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔＫｉｔ分离纯化 ｍＲＮＡ
片段，用于ｃＤＮＡ的制备及文库的构建。

! " #

" $$$ %&!

! $$$ %&!

"'$ %&!

! " #

" $$$ %&!

! $$$ %&!

"'$ %&!

!

"

Ａ：Ｎ３１５总 ＲＮＡ电泳　　１：ＤＮＡ标准；２、３：均为抽提的细菌总
ＲＮＡ样本；Ｂ：Ｎ３１５总 ＲＮＡｍｅｃＡ基因 ＰＣＲ扩增　　１：ＤＮＡ标
准；２：总ＲＮＡＤＮａｓｅⅠ消化后；３：总ＲＮＡＤＮａｓｅⅠ消化前

图１　Ｎ３１５总ＲＮＡ质量鉴定

２．２　ｃＤＮＡ合成
　　由于细菌 ｍＲＮＡ不带 ｐｏｌｙＡ尾，故本实验中采用 ＨｉｎｄⅢ
ＲａｎｄｏｍＰｒｉｍｅｒ进行ｃＤＮＡ第１链的反转录合成。根据试剂盒
说明书介绍，在ｃＤＮＡ逆转录合成时，随机引物的用量可影响
合成ｃＤＮＡ分子的长度：较高的引物浓度可增加ｃＤＮＡ产量，但
合成的ｃＤＮＡ平均长度较短；相反，降低引物浓度有利于长片
段ｃＤＮＡ的合成，但 ｃＤＮＡ产量会降低。因此，我们以 ４μｇ
ｍＲＮＡ为模板，采用１μｇ及０．１μｇ两种浓度的随机引物分别
进行ｃＤＮＡ逆转录，使获得的ｃＤＮＡ片段分布更为均衡和完整；
将两组ＤＮＡ合并后用于 ｃＤＮＡ文库的构建，既能确保文库拥
有足够的库容，又能保证其良好的覆盖面和质量。

２．３　文库构建和鉴定
　　添加了ＥｃｏＲⅠ／ＨｉｎｄⅢ接头的ｃＤＮＡ产物经双酶切后连接
Ｔ７噬菌体载体Ｔ７Ｓｅｌｅｃｔ１０３，连接产物加入Ｔ７噬菌体体外包装
试剂中室温下进行噬菌体体外包装，构建 Ｎ３１５的 Ｔ７Ｓｅｌｅｃｔ噬
菌体ｃＤＮＡ展示文库，并用双层琼脂平板实验检测文库库容。
结果显示原始文库的重组克隆数为１．３３５×１０６ｐｆｕ，扩增文库
的噬菌体滴度为３．２６×１０１０ｐｆｕ／ｍＬ。从双层琼脂平板上随机
抽取２４个噬斑，采用Ｔ７Ｓｅｌｅｃｔ引物进行ＰＣＲ扩增，评估所建文
库的阳性插入率及文库质量。３次独立实验结果均显示所有克
隆中都有片段插入，提示文库阳性插入率为１００％；插入片段大

小分布在３００～１５００ｂｐ之间（图２），符合实验设计与要求，可
用于后续的筛选实验。
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１：ＤＮＡ标准；２～２５：２４个随机噬斑的ＰＣＲ扩增鉴定
图２　Ｎ３１５Ｔ７噬菌体ｃＤＮＡ展示文库质量鉴定

３　讨论

　　耐药性的不断增加与广泛传播一直是困扰金葡菌
临床防治工作的一大难题。随着耐青霉素金葡菌、

ＭＲＳＡ、耐万古霉素金葡菌等耐药菌甚至是多重耐药
性金葡菌的出现，临床上耐药性金葡菌的防治工作面

临前所未有的困境。

　　细菌耐药性的获得大致可分为基因突变及耐药基
因水平转移两种机制［５］。就 ＭＲＳＡ而言，其耐药性主
要源于染色体上携带的 ＳＣＣ元件。ＳＣＣ元件广泛存
在于ＭＲＳＡ等耐药金葡菌染色体复制起始区附近的
固定位置，除携带与甲氧西林耐受相关的 ｍｅｃＡ基因
（也称为ＳＣＣｍｅｃ元件）外，还带有针对四环素类、氨基
糖甙类、β内酰胺类、大环内酯类等抗菌药物的耐受基
因，因而也被称作金葡菌的耐药岛，是 ＭＲＳＡ等耐药
菌具有多重耐药性的重要原因［５，７］。ＳＣＣｍｅｃ耐药岛
由三部分组成：ｍｅｃ复合物区域、ｃｃｒ复合物区域以及
功能未知的非ｍｅｃ非ｃｃｒ区域［５，７－８］。依据ｍｅｃ复合物
组成及ｃｃｒ复合物类型的不同，目前已鉴定出１１种不
同的ＳＣＣｍｅｃ类型（ＳＣＣｍｅｃⅠⅪ）［８］，其中，Ⅰ型、Ⅳ
型、Ⅴ型、Ⅵ型、Ⅶ型、Ⅸ型及Ⅹ型 ＳＣＣｍｅｃ元件的存在
仅导致金葡菌对 β内酰胺类抗生素耐受（由 ｍｅｃＡ基
因编码）；而Ⅱ型、Ⅲ型、Ⅷ型及Ⅺ型 ＳＣＣｍｅｃ序列中还
整合有额外的质粒耐药基因（ｐＵＢ１１０、ｐＩ２５８和
ｐＴ１８１）和转座子耐药基因（Ｔｎ５５４及ψＴｎ５５４）等，使得
相应ＭＲＳＡ菌株表现出多重耐药性［５］。

　　ＳＣＣｍｅｃ元件在金葡菌染色体中并不是稳定存在
的。即便是正常状态下，ＳＣＣｍｅｃ元件也可自发从ＭＲＳＡ
基因组中脱落［９］，头尾相连形成闭合环状结构游离于

菌细胞内［１０］，并能在不同种属葡萄球菌之间转移，是

一种可移动遗传元件，扮演着金葡菌耐药性传递者的

角色。而Ｃｃｒ复合物与ＳＣＣｍｅｃ元件的解离、脱落以及
重新整合密切相关：ｃｃｒ基因编码位点及方向特异性重
组酶，参与 ＳＣＣｍｅｃ元件从 ＭＲＳＡ供体菌基因组上精
确切离过程并介导游离 ＳＣＣｍｅｃ元件以正确的方向精
确整合入受体菌基因组的 ＳＣＣｍｅｃ附着位点［６，１１］。研

究显示Ｃｃｒ重组酶的过表达能显著提高 ＳＣＣｍｅｃ元件
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的解离率［１２－１３］；临床上某些常用抗生素（如青霉素、

氨苄青霉素、新青霉素Ⅱ、头孢西丁、万古霉素等）的
高浓度使用也可导致 ｃｃｒ基因表达明显上调［１４］，提示

Ｃｃｒ重组酶表达的高低受着调控因素的影响，若能采
取措施降低 ＭＲＳＡ等耐药金葡菌 ｃｃｒ基因的表达，则
可能抑制其 ＳＣＣｍｅｃ耐药元件的解离与传播，从而控
制ＭＲＳＡ耐药性的扩散。然而，ｃｃｒ基因表达的调控机
制至今仍不清楚，本实验通过构建 ＭＲＳＡ的 Ｔ７Ｓｅｌｅｃｔ
噬菌体ｃＤＮＡ展示文库，希望能借之筛选到能与ｃｃｒ基
因启动子区域结合并对其表达起调控作用的调节子，

以促进人们对ＳＣＣｍｅｃ元件 Ｃｃｒ重组酶表达调控机制
及ＭＲＳＡ多重耐药性播散的深入认识，对今后制定有
效措施从源头上抑制金葡菌耐药性的扩散也有着十分

重要的意义。

　　噬菌体展示技术通过将外源基因插入噬菌体展示
载体，使其与编码噬菌体外壳蛋白的基因相连接；随着

子代噬菌体的重新组装，与噬菌体外壳蛋白融合表达

的外源基因编码蛋白即被展示于噬菌体的表面。当以

一组随机多肽编码序列或基因群插入噬菌体展示载

体，即可构建噬菌体展示文库。结合亲和筛选技术，将

靶蛋白或ＤＮＡ片段固定于固相支持物上，通过亲和富
集及多次反复淘洗可从噬菌体展示文库中筛选出能与

靶蛋白或ＤＮＡ分子特异性结合的噬菌体，进而分析出
相应的外源基因序列，是研究蛋白质与蛋白质间、蛋白

质与ＤＮＡ分子间相互作用的重要工具。到目前为止，
人们已开发出了单链丝状噬菌体展示系统（如Ｍ１３噬
菌体），λ噬菌体展示系统、Ｔ４噬菌体展示系统及 Ｔ７
噬菌体展示系统等数种噬菌体展示系统［１５］。目前市

售的噬菌体展示试剂盒主要为 Ｍ１３单链丝状噬菌体
展示系统和Ｔ７噬菌体展示系统。相比而言，Ｔ７噬菌
体展示系统具有噬菌体生长迅速，筛选周期短（仅３ｈ
形成噬斑），稳定性好，操作和储存方便，包装效率高，

文库代表性好等优点，是构建 ｃＤＮＡ展示文库的理想
工具。并且，Ｔ７噬菌体在细胞质中完成组装后直接从
细胞裂解释放，克服了丝状噬菌体只能通过穿膜展示

分泌蛋白的局限性，对于具有抑制分泌过程作用的蛋

白和多肽也能很好的展示和表达，因此，相对丝状噬菌

体展示系统而言，利用 Ｔ７噬菌体展示系统构建的
ｃＤＮＡ文库表达的蛋白或多肽种类更多，文库的信息
量更大更完整。在本实验中，我们将ＭＲＳＡＮ３１５菌株
的 ｃＤＮＡ片段克隆入 Ｔ７Ｓｅｌｅｃｔ１０３载体构建 Ｎ３１５Ｔ７
噬菌体展示文库。经鉴定，原始文库库容约为１．３３５×
１０６ｐｆｕ，扩增文库滴度为３．２６×１０１０ｐｆｕ／ｍＬ；随机噬斑
ＰＣＲ鉴定显示文库插入率为１００％，插入片段大小在
３００～１５００ｂｐ之间，表明构建的文库具有良好的库容

和质量，可用于后续ＭＲＳＡＮ３１５Ｃｃｒ重组酶转录调节
子的筛选。目前，我们正以 ｃｃｒ基因启动子 ＤＮＡ片段
为诱饵对构建的文库进行生物淘洗筛选，希望能找到

影响ＭＲＳＡＣｃｒ重组酶表达的调控因子，为进一步探
讨ＭＲＳＡＳＣＣｍｅｃ元件的水平转移机制及金葡菌耐药
性播散的原理奠定前期实验基础。
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