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摘要：【目的】寡发酵链球菌（ ,#’./#("(""01 (*&+(2.’3.-#$-1）是从无龋人的口腔中分离到的一株链球菌，好氧条件

下产生、同时也耐受高浓度（! P! AA+=5Q）的过氧化氢。本研究探讨 4/’ 基因对寡发酵链球菌抗过氧化氢的贡

献。【方法】克隆和表达寡发酵链球菌 4/’ 基因，分析 R8. 蛋 白 的 功 能；构 建 寡 发 酵 链 球 菌 的 4/’ 基 因 突 变

株，比较野生株和突变株对不同浓度过氧化氢的耐受程度；并将寡发酵链球菌 4/’ 基因克隆到对过氧化氢耐

受力低的变形链球菌中，分析其对变形链球菌过氧化氢耐受能力的影响。【结果】与野生株相比，寡发酵链

球菌 4/’ 突变株对过氧化氢十分敏感；同时寡发酵链球菌 4/’ 基因提高了变形链球菌的 过 氧 化 氢 耐 受 力。

R8. 蛋白螯合铁离子，但不结合 R2D。【结论】4/’ 基因在寡发酵链球菌抗过氧化氢胁迫中起 重 要 作 用，R8.
蛋白除了螯合铁离子可能还存在其他作用机制。
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过氧化氢是强氧化物，对细胞具有很强的伤害

作用。但兼性厌氧细菌，如链球菌不能合成有氧代

谢所需的多数细胞色素蛋白，同时也不具有过氧化

氢酶体系［#］。但是，它们能在好氧条件 下 产 生 过 氧

化氢并能存活，原因是具有保护细胞免受各种活性

氧分子（S-<)*@T- +HUM-; >8-)@->，S(1），如超氧负离子

（·(/ & ），羟自由基（·(V）和过氧化氢（V/(/ ）伤害的

多种机制，因此链球菌抗氧胁迫机制成为研究的热

点。寡发酵链球菌（ ,#’./#("(""01 (*&+(2.’3.-#$-1）是本

实验室 /$$% 年从无龋人 口 腔 中 分 离 的 一 株 新 的 链

球菌［/］，前期研究表明，该菌产生比其他链球菌的水

平均高的过氧化氢（! P% AA+=5Q）［%］，因而抑制致龋菌

—变形链球菌的生长［!］。因此寡发酵链球菌是研究

细菌耐受过氧化氢胁迫机制的好材料。

生理 8V 条 件 下，微 生 物 细 胞 内 的 过 氧 化 氢 以

分子形式存在，对细胞相对温和。但游离的铁离子

促使 V/(/ 发生 G-;*+; 反应（V/(/ I G-/ I "·(V I &

(V I G-% I ）［4］而产生强氧化性的羟自由基，对蛋白、

核酸和脂类分子造成严 重 的 伤 害。R8> 蛋 白（R2DJ
,@;L@;M 8.+*-@; W.+A >*<.T-L )-==>）首 次 在 处 于 静 止 期

的大肠杆菌细胞中被鉴定，该蛋白可螯合自由的铁

离子 从 而 阻 止 G-;*+; 反 应 的 发 生，降 低 V/(/ 的 危

害［’］。另外 R8> 蛋白还能够进行序列非特异性地结

合 R2D，保护其免受活性氧分子的伤害［C］。 4/’（R8>

=@X- 8-.+H@L- .->@>*<;)- M-;-）基 因 是 链 球 菌 中 4/1 的

同源基因，已有报道变形链球菌的 R8. 蛋 白 对 细 胞

耐受过氧 化 氢 有 作 用［B & "］，然 而 其 作 用 机 制 还 不 完

全清楚［#$］。我们的前期研究表明寡发酵链球菌对过

氧化氢耐受能力远高于变形链球菌，因此本文分析了

寡发酵链球菌的 4/’ 基因在其耐受过氧化氢中的作

用，并比较了寡发酵链球菌的 R8. 蛋白（1+JR8.）与变



形链球菌 !"# 蛋白（$%&!"#）的作用方式。结果证明

寡发酵链球菌 !"# 是该细菌耐受过氧化氢的主要功

能蛋白，但其作用机制还有待于进一步研究。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 菌 株 和 质 粒： 寡 发 酵 链 球 菌 （ ! ’
"#$%"&’()’*+,*-）($ ) *+,-.、大 肠 杆 菌 !/0!和 123)

（!4+）为 本 实 验 室 保 存，变 形 链 球 菌（ ! ’ ).+,*-）

5()6, 及质粒 "780&9:; 由美国 5<2( 大学 $=> 教授

惠赠［))］，质粒 "4?)0@ 由微生物研究所黄 力 研 究 员

惠赠。 链 球 菌 在 1/A（1#B>C /DB#E ACF:G>HC，!>F;H，

1!）中 +IJ 静 置 培 养；大 肠 杆 菌 在 21 中 +IJ 摇 床

培养。

! "! "# 主要试剂和仪器：1/A 培养基购于 1! 公司；

各种核酸内切酶和 ?6 连接酶购于 K41 公司；咪唑、

巯基乙酸和 7D#DCD&$ 购于 $>L%B 公 司。M<N 扩 增 引

物为上海生工合成，!K( 测序由北京诺赛基因公司

完 成。 蛋 白 纯 化 仪 器 为 (%D#G=B% 公 司 的 OP?(
7M2<；预装 K> 柱购于 Q4 公司。

! "# 构建寡发酵链球菌 !"# 基因突变株

! "# "! 构建寡 发 酵 链 球 菌 /0( 基 因 插 入 整 合 质 粒

"780&9:;：：R"#：为构建寡发酵链球菌 /0( 基因 突 变

株，根 据 ! ’ ).+,*- 5()0.，! ’ 01"%’*’- S)Q($ 和

! ’ 0*’.)"*$,’ NT 的 /0( 基因序列，设计一对简并引

物，以寡发酵链球菌基因组 !K( 为模板，扩增出 /0(
基因中间部分 +,, @" 左右的片段，胶回收后克隆到

"1$%? 载体上。然后将 2,)/A 和 34" A 双酶切回收

的 /0( 基因片段连接到 "780&9:; 上，构建成 /0( 基

因插入整合质粒 "780&9:;：：R"#。
! "# "# 转化和筛选寡发酵链球菌 /0( 基因突变株：

采用 感 受 态 激 发 肽（<H%"DEDC;D $E>%:9BE>CL MD"E>RD，

<$M）的 方 法［)3］，用 构 建 好 的 插 入 整 合 质 粒 "780&
9:;：：R"# 转化寡发酵链球菌。整合质粒 "780&9:;：：

R"# 通过单交叉同源重组，插入寡发酵链球菌 /0( 基

因中，使之失活。将转化后的寡发酵链球菌涂到含

有 -,,"LU%2 壮 观 霉 素 的 1/A 琼 脂 糖 平 板 上，在 蜡

烛缸中 +IJ 培 养 过 夜。阳 性 克 隆 即 为 寡 发 酵 链 球

菌 /0( 基因突变株 $H!R"#。
! "$ 构建整合有完整寡发 酵 链 球 菌 !"# 基 因 的 变

形链球菌菌株和寡发酵链球菌 !"# 基因互补菌株

为了分析寡 发 酵 链 球 菌 /0( 基 因 的 功 能，根 据

! ’ ).+,*- 5()0. 基因组序列，设计一对引物扩增到

0,, @" 左 右 的 变 形 链 球 菌 /0( 基 因 的 启 动 子 区 域

$%&R"#& 0，将 完 整 的 寡 发 酵 链 球 菌 /0( 结 构 基 因 连

接到 $% R"#& 0 下游，之后将其连接到 "780&9:; 上，

构建质粒 "780&$% R"#& 0& $H R"#。用与 ) *3 *3 相同的

方法转化变形 链 球 菌，获 得 阳 性 克 隆 !)&!" R"#，该

菌株基因 组 中 除 了 一 个 完 整 的 变 形 链 球 菌 /0( 基

因，还整合了变形链球菌 /0( 基 因 启 动 子 和 完 整 的

寡发酵链 球 菌 /0( 融 合 的 基 因。同 时，构 建 一 株 含

两个拷贝 的 变 形 链 球 菌 /0( 基 因 的 变 形 链 球 菌 菌

株，! ’ )&!) R"#，作为 !)&!" R"# 的对照菌株。

用相同的方 法，克 隆 寡 发 酵 链 球 菌 /0( 基 因 和

其启动 子 序 列，连 接 到 带 有 卡 那 霉 素 抗 性 基 因 的

"780 质粒上，构建成寡发酵链球菌 /0( 基因互补质

粒 "780&VBC&R"#; 。将该质粒转化寡发酵链球菌 /0(
基因突变株，在壮观霉素和卡那霉素双抗平板上，筛

选阳性克隆，记作 ! ’ " R"#; 。

! "% 测定链球菌各菌株的过氧化氢耐受能力

为了比较寡发酵链球菌和变形链球菌各种突变

菌株对过氧化氢的敏感性，采用参考文献［)+］的方法

并稍加修改，分析各菌株经过不同浓度过氧化氢处

理 后 的 存 活 率。 菌 株 过 夜 培 养，调 整 其 56T,, 到

) *,，然后 ) W 6, 稀释到新鲜 1/A 液体培养基中，+IJ
静止培养 0 =。取 3,,"2 菌液到无菌 4M 管中，加入

过氧化氢，终浓度分别为 ,，) *,，3 *0 和 6 *6 %%H9U2。

在蜡烛缸中 +IJ 培 养 ) =，然 后 将 处 理 后 的 菌 液 梯

度稀 释 ),6 X ),I 倍，涂 1/A 平 板，进 行 菌 落 计 数。

以不加 /3Y3 处 理 的 菌 液 为 对 照，计 算 经 不 同 浓 度

/3Y3 处理后的各菌株的存活率。

! "& ’() 蛋白的异源表达和纯化

为了在体外研究 !"# 蛋白的性质，通过 M<N 扩

增获得完 整 的 寡 发 酵 链 球 菌 和 变 形 链 球 菌 /0( 基

因，经 2,)/A 和 7/’ A 双酶切回收 /0( 基因，连接到

"4?)0@ 上，构建表达质粒 "4?&$H R"# 和 "4?&$% R"#，
测序验 证 基 因 序 列 的 正 确 性。 分 别 将 质 粒 "4?&$H
R"# 和 "4?&$% R"# 转 化 到 表 达 菌 株 123)（!4+）中。

将过夜培养的含有 "4?&$H R"# 和 "4?&$% R"# 质粒的

123) 菌株 ) W ),, 稀 释 新 鲜 的 21 中，培 养 + = 后 再

) W 0,稀释到 0,, %2 新鲜 21 中，当 56T,, 到 , *T 左右

时，加入 ) *, %%H9U2 AM?Q，+IJ诱导 + Z 6 =。离心收

集菌 体，用 1>CR>CL @:FFD#（, *0 %H9U2 KB<9，+, %%H9U2
咪唑，3, %%H9U2 M1$，"/ I *6）洗 3 次 后，重 悬 到

6, %2 1>CR>CL 1:FFD# 中，超声破碎细胞，无细胞抽体

液过滤后经 K> 柱纯化蛋白。纯化的蛋白通过 $!$&
M(Q4 和肽质谱进一步鉴定。

36+) 1BH9> [=: DE B9 ’ U 89+, :$9(";$"#"%$9, !$*$9,（3,,.）6.（),）



! "# $%& 蛋白结合铁离子实验

为了检测 !"# 蛋白 是 否 结 合 铁 离 子，纯 化 后 的

!"# 蛋白经过 $%&’()*+,-. 之后，用铁离子特异性的

/)#)0)*1 法 进 行 染 色［23］。其 操 作 如 下：$%&’()*+,-.
完成后，把 胶 放 到 新 鲜 配 制 的 染 色 液（4 567 889:;<
/)#)0)*1，27 889:;< 巯 基 乙 酸，=>（?;?）乙 酸）中 染

色 = @ 左右，然 后 放 到 => 的 乙 酸 中 脱 色 A4 8’0 左

右，去除背景。

! "’ 凝胶阻滞实验

为了检测 !"# 是否能够结合 !$,，将纯化好的

!"# 蛋白分别与质粒 "BC2D 和 !"# 基因在 24 889:;<
E#’F*GC:（"G6 5H）缓冲液中混合，A4I温育 A4 8’0 后

在琼脂糖凝胶上进行电泳，.J 染色后观察条带迁移

情况。用古菌的染色体蛋白 C#)06 做阳性对照［27］。

( 结果

( "! 寡发酵链球菌 !"# 基因 突 变 株 对 过 氧 化 氢 敏

感，而 !"# 基因提高变形链球菌的过氧化氢耐受力

为了检测 !"# 蛋白在寡发酵链球菌耐过氧化氢

中的作用，将 !"# 基因突变株用 不 同 浓 度 的 过 氧 化

氢处理 2 @ 后，检测其存活率。结果显示（图 2），寡

发酵链 球 菌 野 生 株 在 经 3 53 889:;< G=K= 处 理 2 @
后，仍有 D4> 左 右 的 存 活 率，这 解 释 了 该 菌 能 产 高

浓度的过氧化氢但对生长影响不大的原因。变形链

球菌野生株用 3 53 889:;< G=K= 处理后，存活率不足

24>。寡 发 酵 链 球 菌 的 !"# 突 变 株 用 2 54 889:;<
G=K= 处 理 后，存 活 率 降 至 A4> 左 右，用 = 57 889:;<

G= K= 处 理 后 ，存 活 率 已 不 足7 > ，而 寡 发 酵 链 球 菌

图 ! 寡发酵链球菌和变形链球菌各菌株经不同浓度过氧化氢处理后的存活率
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!"# 基因互补 菌 株 用 不 同 浓 度 过 氧 化 氢 处 理 后，存

活率都在H4> 左右，这说明 !"# 基因在寡发酵链 球

菌耐受过氧化氢中起着重要作用。在不同浓度过氧

化氢处理的 情 况 下，$+*$% R"# 存 活 率 都 比 $+* $+
R"# 菌 株 高 24> 左 右。该 结 果 提 示，寡 发 酵 链 球 菌

!"# 蛋 白 比 变 形 链 球 菌 !"# 蛋 白 对 细 菌 耐 受 G=K=

起更大的作用。

( "( 寡发酵链球菌 $%& 蛋白螯合铁离子，但低于变

形链球菌 $%& 蛋白的螯合率

为探讨寡发酵链 球 菌 !"# 蛋 白 的 作 用 机 制，将

重组表达纯化的 !"# 蛋白在非变性聚丙烯酰胺凝胶

电泳后，用 /)#)0)*1 法 染 色。结 果 显 示 寡 发 酵 链 球

菌和变形链球菌 !"# 蛋白均结合铁离 子，而 变 形 链

球菌 !"# 蛋白 结 合 的 铁 离 子 更 多（图 =*,）。= 种 细

菌 !"# 蛋白结合铁离子的定量测定也 显 示，寡 发 酵

链球菌的 !"# 蛋 白 结 合 铁 离 子 的 浓 度（6 542!L;8L
蛋白），低 于 变 形 链 球 菌 !"# 蛋 白（A4 543 !L;8L 蛋

白）。

异源 表 达 的 寡 发 酵 链 球 菌 !"# 蛋 白 在 1!1*
+,-. 上显示的分子量约为 =3 V!% 和 2D V!% 两条带

（图 =*J），而其理论值应为 =4 V!% 左 右。肽 质 谱 分

析结果显示两条带均是寡发酵链球菌 !"# 蛋白（未

显示数据）。由于重组表达的 !"# 蛋白在 G’F*&%L 标

签和 $ 端 之 间 具 有 凝 血 素（E@#98T’0）识 别 位 点，通

A3A2朱宝利等：!"# 蛋白在寡发酵链球菌抗过氧化氢中的作用 M ;微生物学报（=44D）3D（24）
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图 ! 异源表达的 "#$ 蛋白。%：&’()*+,-%./ 上的铁离子染色；0：纯化后的 "#$ 蛋白的 1"1,-%./ 电泳

!"# $ % &’(’)*#’+’*,-./ ’01)’--’2 31) 1)*(’"+- $ 4：!’)’+’56 -(7"+ *8 31) *+ 97(":’5;4<= $ >7+’?，6 $ * 31)；.7+’%，6 $ @ 31)；.7+’A，B64 7- C*+()*. $ B：

6365;4<= $ >7+’?，6 $ * 31)；.7+’%，6 $ @ 31)；.7+’A，;)*(’"+ @7-- @7)D’) $

过凝血酶消化证明 ?E D37 的 31) 蛋白不带 &"-5(7#，

表明是不完整的 31) 蛋白。其结合铁离子的功能有

待证明。

! 23 "#$ 蛋 白 在 寡 发 酵 链 球 菌 细 胞 中 以 大 小 不 同

的两种形式存在

为了了解寡发酵链球菌 31) 蛋白在细胞内的状

态，我们制备了 31) 的抗体。对 寡 发 酵 链 球 菌 全 细

胞蛋白 F’-(’)+ G.*( 分析，显示其在细胞内也呈两条

带形式（图 A，实体箭头）。而且寡发酵链球菌 !"# 基

因在变形链球菌 $ $ %5 6 $ * 21) 菌 株 中 也 呈 大 小 不

同的两条带（图 A，空心箭头）。

全细胞蛋白的 F’-(’)+ G.*( 结果还显示，寡发酵

链球菌 !"# 基因的表达，似乎与分子量为 HI D37 左

右的蛋白（图 A 实体三角所示）高表达相关，而且 6*5

21) 基因在变形链球菌中表达时也导致了分子量同

样大小蛋白的高表达。这暗示寡发酵链球菌的 31)
蛋白除结合铁离子外，可能还有其他作用机制。

图 3 4+5(+$6 789( 检测寡发酵链球菌 "#$ 蛋白在细胞内

的存在状态

!"# $A F’-(’)+ B.*( *8 (J’ KJ*.’ C’.. 1)*(’"+ K"(J 6 $ * 31) 7+("G*2/ $

>7+’ ?： $ $ &’()&*+#%+,-.,/ K".2 (/1’； .7+’ %： $ $ &’()&*+#%+,-.,/

!21)；.7+’ A：$ $ %0-.,/ K".2 (/1’；.7+’ H：$ $ %5 6 $ * 21) $

! 2: 寡发酵链球菌 "#$ 和变形链球菌 "#$ 蛋白均

不结合 "&%
凝胶阻滞 实 验 结 果（图 H）显 示，寡 发 酵 链 球 菌

31) 蛋白 和 变 形 链 球 菌 31) 蛋 白 既 不 能 结 合 质 粒

图 : 凝胶阻滞实验分析 "#$ 蛋白能否结合 "&%
!"# $ H <’. -J"8( 7--7/ *8 31) 1)*(’"+ $ 4：1LM?E 394；B：$ $ &’()&*+#%+,-.,/ #’+*@’ 394 8)7#@’+( $ >7+’?，+* 31) 722"("*+；.7+’%，M)’+N 7- 1*-"(":’

C*+()*.；.7+’A5I，722"+# $ $ &’()&*+#%+,-.,/ 31) 1)*(’"+ 7( ?，% 7+2 A!#，)’-1’C(":’./；.7+’O，A!# 31) *8 $ $ %0-.,/ 722’2 $

HHA? B7*." PJ, ’( 7. $ Q 12-. 3(2#&4(&’&)(2. $(,(2.（%RRE）HE（?R）
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!"#，也不能 结 合 寡 发 酵 链 球 菌 基 因 组 !"# 片 段。

该结 果 表 明 寡 发 酵 链 球 菌 !$% 蛋 白 和 变 形 链 球 菌

!$% 蛋白都不具有非特异性 !"# 结合功能。这说明

!$% 蛋白不是通过结合 !"# 发挥其保护作用。

! 讨论

寡发酵链球菌是我们实验室从健康人口腔中分

离的一株链球菌，到目前为止，未发现它和龋齿的发

生有相关性。我们的前期研究还发现，寡发酵链球

菌能利用乳酸盐产生大量过氧化氢，特异地抑制致

龋菌———变形链球菌的生长，因此在维持口腔生 态

平衡中可能起重要作用。寡发酵链球菌产生高浓度

的过氧化氢，也必然有耐受高浓度过氧化氢胁迫的

相应机制。本文的结果表明，寡发酵链球菌耐受过

氧化氢的能力比变形链球菌 高，并 证 明 !"# 基 因 在

寡发酵链球菌抗过氧化氢中起重要作用。

但是，寡发酵 链 球 菌 !"# 基 因 导 入 变 形 链 球 菌

后，并没有使其对过氧化氢的耐受力达到寡发酵链

球菌的水平，原因可能是寡发 酵 链 球 菌 !"# 基 因 整

合在变形链 球 菌 !"# 基 因 启 动 子 下，表 达 量 比 在 寡

发酵链球菌野生株中低（见图 &）所导致。

对寡发酵链球菌 !$% 蛋 白 序 列 分 析 发 现，它 具

有 !$’ 家族的 ( 个与 !"# 结合相关的保 守 氨 基 酸

残基（)*+ ，,** ，-*. ，)/0 ，1.2 ，3.0 ，!244 ），因此 寡 发

酵链球菌 !$% 蛋白也属于 !$’ 家 族 成 员［.］，但 我 们

的实验结果 表 明，寡 发 酵 链 球 菌 和 变 形 链 球 菌 !$%
蛋白均不能结合 !"#。寡发酵链球菌 !$% 蛋白具有

铁蛋白中与铁离子结合相关的 * 个保守的氨基酸残

基（)&2 ，)4& ，!4( ，!*. ，1/0 ）［2/］，因 此 属 于 细 菌 铁 蛋

白家族。在链球菌过氧化氢耐受机制中，控制游离

的铁离子浓度很关键。目前研究认为 !$% 蛋白通过

螯合游离的二价铁离子，并将其氧化为不溶的三价

铁离子 保 存 起 来，因 此 螯 合 铁 离 子 的 能 力 可 反 映

!$% 蛋白的 功 能。 然 而，寡 发 酵 链 球 菌 !$% 蛋 白 比

变形链球菌 !$% 蛋白结合铁离子能力 弱，前 者 每 分

子 !$% 蛋白螯合 0 5/ 个铁离子，而每分子的变 形 链

球菌 !$% 蛋 白 可 螯 合 22 5* 个 铁 离 子。根 据 寡 发 酵

链球菌对过氧化氢强的耐受能力，和 !$% 蛋 白 在 抗

过氧化氢中的贡献，暗示 !$% 蛋白除螯 合 铁 离 子 外

可能还 有 其 他 作 用 机 制。 最 新 研 究 发 现 大 肠 杆 菌

!$’ 与 !67# 蛋白有相互作用，从而调节细菌对活性

氧分子 造 成 的 !"# 损 伤 突 变 的 修 复［2(］。 因 此 !$%
蛋白的作用机制尚有待于进一步研究。
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