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Q热立克次体A D N酶切片段的电泳分析

万泽生 张邦燮 张 雪( 微生物学教研室 )

提 要 本文采用限制性核酸内切酶技术
,

对本室分离的 Q热立克次体七医株
,

进行了D N A

酶切片段的电泳分析
,

并以国外标准株 ( G r i at 株 ) 作为参照
。

Q热立克次体经泛影葡胺密度梯度

离心法进行分离纯化
。

提纯的立克次体D N A
,

用限制性核酸内切 酶 ( H ae l 和 B g l l) 分 别 消解

后
,

再经琼脂搪凝胶电泳法分析
。

本文结果证实
,

七医株和G r i at 株的酶切 电泳图谱存在差异
。

这

种差异在H ae l 酶谱上尤为明显
。

不仅两株立克次体 D N A的绝大多数酶切片段的迁移距离不 同
,

而且 G r i at 株明显比七医株缺少包括4
.

3 k b在内的几个H ae l 片段
。

关扭词 脱氧核糖核酸 , 柯克斯氏体属 , 核酸内切酶类 , 脱氧核糖核酸限制酶类

Q 热是一种人兽共患疾病
,

遍及世界大

部份地区
,

在我国分布也十分广泛
。

Q 热的病

原体为 Q 热立克次体 ( C o x i e l l
a b o r n e t i i ) “ )

。

近年来
,
D N A 限制性片段的电泳分析

,

已较广泛地应用于微生物的核酸研究中
。

它

在 D N A的结构分析
,

探讨基因与表 达 的 关

系
,

以及微生物的分类工作中都已显示出优

越性
。

但在国内
,

目前尚未见有关 Q 热立克

次体这方面工作的报道
。

为此
,

我们对本室

分离的 Q 热立克次体七医 株 进 行了 D N A 酶

切片段的电泳分析
,

并以国外标准株作为参

照
,

为今后开展 Q 热立克次体分子遗传学的

研究打下基础
。

入D N A / E C o R I + H i n d l 消解 物 ) 为 华 美生 物工

程公司产品
。

整个消解过程按厂方说明 书进 行
,

D N A的酶

切片段经琼脂糖凝胶电泳法分析
。

结 果

立 克次体在 泛影葡胺 中的浮力密度

经泛影葡胺密度梯度离
,

合后
,

发现 Q热立克次

体七医株位于浮 力 密 度 1
。

1 9 0 9 / m l处 ,
Q热 G r it a

株主要位于浮力密 度 1
.

1 9 0 9 / nt l处
,

但 在1
.

1了29 /

m l处也查见与少量的卵黄囊组织碎片混在一起的立

克次体存在 (图 1 )
。

分别 吸 取 位 于 浮 力 密 度
1

.

1 9 09 / m l处的七医株和 G r i at 株 Q热立克次体
,

进

行 D N A 的抽提
。

` ir at 株 七医株

材 料 与 方 法

菌种

七医株
:

为我室 1 9 6 2年由四川一慢性 Q热病人

分离 ( 2 ’ ,

传代情况为
: E P z o / M P 3 / E P i / M P魂g

。

经单克隆抗体证实为 I 相
。

G r i t a株
: 1 9 5 7年由军科院引自苏 联

,
1 9 6 1年

引进我室
。

原始传代情况不明
,

在我室连续 E P 84
。

经单克隆抗体证实为 l 相
。

立 克次体及其 D N A 的提纯

Q热立克次体的分离纯化参照张邦燮泛影葡胺

密度梯度沉降法 s(
,

进行
。

立克次体 D N人的提 取基

本参照 M a n i a t i s的方法 (` ) 。

立克次体 D N A 的膝切 电泳

实验中使用的限制性核酸 内 切 酶 ( H ae !
、

B g l l )
,

D N A分子盘标准 品 (人D N A / H i n d l
、

图 i 土克次休在泛影萄胺梯度液中的区带

( A ) 鸡胚 卵黄囊组 织 , ( B ) 立克次

体
,

浮力密度为1
.

1翔g / m b ( C ) 立

充次体
,

浮力密度为 1
。

加 09 /功 1
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立克次体D NA的纯度

提取的 Q热立克次体D A N
,

经紫外分光光度计

的测量
,

最高吸收峰在2 6 o n m
,

O D 2 6o / O D Z s o的比

值介于 1
.

8 ~ 2
。 。之间

,

同于天然 D N A 的比值
。

此提

取物经 0
.

7% 琼脂糖凝胶电游分离后
,

未 见 除 染色

体 D N A 以外的区带出现
。

限制性核酸 内切酶酶切 电泳结果

当用识别四个碱基对 ( G G 杏C C )的 H ae l 酶捎

解后
,

发现七医株和G r i at 株的 D N A
.

均被特异性

切割成许多密集的片段
,

分子量 均 低 于 4
.

4 k b
。

在

1 % 琼脂糖凝胶上
,

经过 4 v/ c m 电压
,

1 h1 的 电 泳

后
,

得出 4
.

4 k b~ 2
.

3 k b之间较为清晰的酶切电 泳图

谱 (图 2 )
。

它表明
: ( 1 ) 在这一区间内

,

七医

株可较清晰地分出 10 条区带
,

根据制出的入 D N A /

H i n d l 酶解物分子量的标准曲线
,

测出 这 些酶切

片段的分子量在 ;
.

3 k b~ 2
.

s k b之间 , G r i t a株为 ;

条区带
,

分子 量 在 3
.

k6 b ~ 2
.

s k b之 间
。

( 2 ) 此

区间内
,

七医株绝大多数酶切片段的电 泳 迁 移 距

离
,

均不同于 G r i at 株
,

表现出彼此间的酶切 电泳

图谱差别甚大
。

此外
, 一

七医株的一些酶切片段也为

G r it a 株所缺少
,

其中明显可见的是片段 1和 片段

5
.

1 5 k b封司
.

创沟伦
; 止父 抓付

、

D帕 、的的 切电
、心目

谱较为清晰
。

在这一 区问内
,

两株 Q热立克次体的

绝大多数 B g ll 酶切 D瓦八片段的 甩从图谱比较相似
。

但存在干七医株中 明 片 段
.

刃 为G r i at 株所块少

(图 3 )
。

人 B C

图 3 立 克次体 D N A B gl l 酶解物 的电泳 图语

( A ) 七 医株
, ( B ) G r

i t a

林
, ( C )

分子量标 准品
,

入D N A / E c O R I 十

H i n d l

一力
.

1泳b

一 ,
.

4 1凭卜

一 ` 5 5珠 l】

一 4
.

盯 I kb

_ 2

一 2

图 2 立克次休 D N A H a e l 酶解物 的电泳

图语 ( A ) 七 医株 , ( B ) G r i t a 林 ,

( C ) 分子量标 准品
,

入D N A / H i n d l

七医株和G r i at 株的 B g ll 酶切电泳 图 谱
,

则存

在较为细微的差异
。

用识别六个碱基 对 ( G C C N N

N N 杏N G G C ) 的 B g l l酶
,

对 七医株和G r i t a 株的

D N A分别进行酶切及 电泳 后
,

发 现 在21
.

7 kb至

讨 论

限制性核酸内切酶与D N A 的反 应 具有

位点特异性
,

因此在 D N A分子上 产 生 的切

口的位置是高度专一的
,

酶切片段的大小和

数目都是固定的 (“ )
。

我们采用限制性核酸内

切酶技术
,

对木室分离的 Q热 立 克 次体株

(七医株 ) 和国外标准株 ( G r i at 株 )
,

进行

了 D N A 酶切片段的电泳分析
。

在 我们 所进

行的多次重复性实验中
,

没有发现同一株立

克次体 D N A 的同种酶切 电 泳 图 谱有 何 改

变
,

说明 Q 热立克次体 D N A 的限制 性 核 酸

内切酶实验
,

具有很好的重现性
。

由于它能

够直接进行 D N A 的比较
,

因而可 以 为进一

步揭示 Q 热立克次体间的某些表型差异的本

质提供方便
。

本实验结果表 明
,

Q 热立克次体七医株
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和 G
r it a株的D N A酶切电泳 图谱不一 致

。

这

种差别在H ael 酶谱上尤为明显
。

据此 实验

结果我们认为
,

七医株和 G r iat 株 的D N A结

构可能存在差别
。

因为 只 有D N A一级 结构

的不同
,

才会造成在相同实验条件下
,

出现

的这一酶切电泳图谱的差异
。

这种结构的改

变
,

或许是由于组成D N A大分子 的碱 基排

列顺序发生变化
,

或许是由于 染 色 体D N A

发生了部份缺失
。

本实验采用的本室分离株 (七医株 ) 和
`

国外标准株 ( G r iat 株 )
,

存在 着 相别的不

同
。

经单克隆 抗体 证 实 七 医 株 为 I 相
,

G ir at 株为 亚相
。

在随后的泛影葡胺 密 度梯

度离心实验中
,

也观察到七医株表现为 I 相

性状
,

G ir at 株表现为 五相 性 状
。

为此
,

本

实验的结果是否与这两株 Q 热立克次体的相

位改变有关
,

值得考虑
。

O
’ r o u r k e (

。
) ,

v o d k
-

i n(
7 )都曾先后报道

,

经 90 代鸡胚传代后空斑

挑选的九里 五相株 ( C B g M 五 C 4 )
,

比与它

具同源基 因对 ( i s o g e n i e p a i r
) 的九里 I 相

株 ( C B g M 1 C 7 )
,

至少缺少 4
.

4 k b 左 右的
一

H ae l 片段
。

同时 V o d k i创 ? )在与九 里 株不

同地区来源的 I 相株 ( C B P A V )I 中
,

也发

现 缺 少 4
.

k4 b左 右 的 H ae 皿片 段
。

但 以后

W i l l i a m s ( a )又在另一同九里 I 相 株 ( C Bg M

I C 7 )具同源基因对的 I相株 ( C B g M I 5 1 4 )

中
,

又发现存在同样的酶切片 段 的 丢 失
。

C B g M 1 5 14 株虽仍保留 I 相血清 学 特 性
,

但其 L P S的化学结构却 已介于 I 相菌和 卫相

菌之间
。

这些不同株 的 I 相 菌 中 发 生 的

D N A结构的改变
,

可能为一种潜在 性 的 相

变异机制
。

即可能存在着遗传与表达之间的

时相问题
,

以致这 些 菌 株 虽 有 D N A 的改

变
,

但性状上尚未有明显表达而仍表现为 I

相
。

至于本文两株立克次体存在 着 的D N A

酶切图谱的差异
,

究竟是由于不同地区来源

的株间差异造成
,

还是由于相 位 的改 变引

起
,

值得进一步研究
。

同时采用同源基因对

的 I 相株及 五相株试验
,

可能有利于此问题

的进一步明确
。
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产手幸乍

肺炎引起特殊心电图表现的心肌炎 1例报告

李 凯 . 李隆贵 (新桥医院心内科 )

心肌炎患者心电图 S T
、

T改变虽无特异性
,

但

出现广泛急性心肌损伤者究属少见
。

现将所遇的 1

例报道于
一
卜

。

患者男性
,

27 岁
,

因受凉后突感畏寒
、

发热伴

咳嗽 1天入院
。

入院前 曾咳出 铁锈色 痰数口
。

体

检
: T s s

.

5℃
,

P i 2 0 / m i n ,

B P 9 6 / 50
。

急性病容
,

神志清
。

无发绪
,

皮肤无出血点及黄痘
,

颈静脉不

怒张
。

胸廓无畸形
,

右前胸第 4 肋以下语颤增强
,

叩浊音
。

心界不扩大
,

心率 120 次 / m in
,

律齐
,

心

音尚有力
,

未闻及摩擦音或杂音
。

肝
、

脾未触及
,

下肢不肿
。

X 线胸片示双肺纹理增重
,

右肺中叶可

见大片状三角形密度增高阴影
,

尖端向外
,

上缘边

界清晰
,

规整 多 下缘模糊
。

心影未见异常
。

血常规

W B C 1 4 4 0 0 / m m
,

N 76 %
。

心电图正常
。

予青
、

链霉

素治疗
。

入院第 3 日下午患者突感胸闷
、

心慌
、

气

短
,

无胸痛
。

心界稍向左下扩大
,

心率 81 次 / m 初
,

律齐
,

未闻及心包摩擦音
,

亦无奇脉
。

X 线检查左

心缘稍饱满
,

心尖园钝
,

搏动正常
。

心电图示窦性

心律
,

左室高电压
,

各导联 (除 a V R
、

V : _ ,外 )

S T段均呈弓背向下型抬高 i ~ 6 m m
。

M型超声心

动图未见心包积液
。

血清 G O T 13 s u ,

C P K o o林
,

血沉
、

血钾均正常
。

加用肾上腺皮质激素及心朋营

养药物
,

胸闷
、

心慌逐渐缓解
,

2 周后 X 线
、

心电

图及心肌酶谱均恢复正常
。
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