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!"#$ 基因缺失对肺炎链球菌毒力的影响

张群，尹楠林，胥文春，王虹，庞丹，杨晓亮，尹一兵，张雪梅!

（重庆医科大学医学临床检验诊断学教育部重点实验室，重庆 !...23）

摘要：【目的】探索 "*./ 基因缺失对肺炎链球菌毒力的影响。【方法】用长臂同源多聚酶链式反应（M’NG
O4P）方法失活 "*./ 基因，用 O4P、测序鉴定缺失菌株，通过动物实验观察 "*./ 基因缺失株毒力改变情况，同

时用细胞实验比较 "*./ 基因缺失株和野生菌对宿主细胞的粘附和侵袭能力，最后用实时荧光定量 O4P 分析

自溶素（B,;<* ,+9<>-?A= Q，*0#!）、表面黏附素 Q（:=(+B<C<CC,> ?+*R,C( ,S8(?A<= Q，.1$!）、溶血素（:=(+B<>-?A=，

.*0）、肺炎球菌表面蛋白 Q（:=(+B<C<CC,> ?+*R,C( :*<9(A= Q，.1.!）和神经氨酸酶（=(+*,BA=AS,?(，-$-!）的表达。

【结果】小鼠毒力实验表明野生菌株半数致死时间 5! 8，而缺失株半数致死时间为 #2 S，两者比较有统计学差

异（2 T .U.2）；缺失菌在对宿主细胞的粘附能力明显低于野生菌株（2 T .U.5）。实时荧光定量 O4P 显示 "*.H
缺失株的五个毒力因子 BP1Q 表达水平均低于野生菌，两者比较有统计学差异（2 T .U.5）；【结论】4>:H 通过

调控肺炎链球菌多种毒力因子表达，而影响其毒力。
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肺炎链球菌（?9*(:9<C<CC+? :=(+B<=A,(，, @ .-）是

一种常见的条件致病菌，是引起肺炎、脑膜炎和中耳

炎最常见的病原菌［2］。肺炎链球菌从定植到引起疾

病，它必须适应宿主体内各种变化的环境。4>:QEO
酶在这一过程中扮演着重要角色，它帮助细菌适应

各种环境变化，从而让细菌穿过宿主的防御系统。

4>:H 是一种仅存在于革兰氏阳性菌中的 N0OG2..6
4>: QEO 酶［#］，它与 4>:O 一起可形成 4>: 蛋白酶复合

体，可通过清除细胞异常或错误折叠的蛋白质以调

控某些功能蛋白的稳定性和活性，从而影响细菌的

多种生物学性质。因此 4>:H 可能在肺炎链球菌的

致病过程中发挥重要的作用。本研究拟首先通过

M’NGO4P（ ><=K R>,=VA=K 8<B<><K- :<>-B(*,?( C8,A=
*(,C9A<=）方法失活肺炎链球菌的 "*./ 基因，获得肺

炎链球菌的 "*./ 缺失菌株；再分别从整体水平、细

胞水平和分子水平比较该缺失株与野生菌的毒力表

达差异，分析 4>:H 影响肺炎链球菌毒力的机制，为

深入了解 4>: 蛋白酶在细菌致病过程中的作用奠定

基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 材料来源：雌性 WQMW6C 小鼠 #! 只，体质量

2& X ## K，购自重庆医大学实验动物中心。肺炎链

球菌 Y$"，购 于 英 国 的 国 家 典 型 菌 种 保 藏 中 心

（1,9A<=,> 4<>>(C9A<= <R E-:( 4+>9+*(，14E4）。肺!型上

皮细胞（Q5!"），购自中国科学院上海细胞研究所细

胞库。人脐静脉内皮细胞（NZH4[）购自美国典型

物种 保 藏 中 心（QB(*AC,= 9-:AC,> C+>9+*( C<>>(C9A<=，

QE44）。



!"!"# 主要试剂和仪器：! " # 半合成培养基；$%&
血平板；肺炎链球菌 !’() 染色体 *+&（含有红霉素

抗性基因 !"#）、感受肽刺激肽（!%’）由美国 (,--./,0
*& 教授惠赠。胎牛血清（1!%）（2.34,）；5678 培养基

（9:4;,0< 公司）；$-:=/.0（*.>>.4, 进口分装）；?+& 提取

试剂（@A.BC 公司）；*+& 提取试剂盒、胶回收试剂盒

（上海化舜公司）；实时荧光定量 ’!? 试剂（$CDC?C
公司）；引物由宝生物工程（大连）有限公司合成，序

列见表 5。

表 ! 各基因引物序列

$C3;< 5 $E< =-.A<- /<FG<04</ >,- CA=;.>:.0B H.>><-<0I B<0</
2<0< ’-.A<-/（JK!LK）

’5 &!2&$2&!2&2!2&!$$$

’M &2!&2&&$$&2!2&2&&&

’L &$!&&&!&&&$$$$222!!!22!$$2!!!$$$2$!!&$$&

’7 &$$!$&$2&2$!2!$2!!2&!$$$&2&!&$2!&222&!&&

!"# >,-NC-H：!!222!!!&&&&$$$2$$$2&$ -<O<-/<：&2$!22!&2!2&!$!&$&2&&$
$%&’ >,-NC-H：2!$$!22$!$$$!!$2$& -<O<-/<：!$2&$&2$&$2&$$!2!$$$
&%( >,-NC-H：2!&!!&!$&$2&$!!&2!&2$& -<O<-/<：!&22!$$2!!2&$$$!!$&$&!
%()* >,-NC-H：!&22!&!!&$$&$!&&!&22$! -<O<-/<：&!2!&!&!$!&&!$222&&$!
&+,* >,-NC-H：!$&&&2!!$&$22$2$!!!&&2 -<O<-/<：!22$!&$!!&!&$$2&$$!$&!
&+&* >,-NC-H：!$&22&&&2&2!&&!&22&!$$2 -<O<-/<：$!2!$&2$2!$&!!$$$&2&2$$2
-,-* >,-NC-H：&2$!$!$2&&2&&22!$22!$!$ -<O<-/<：2&2!&2$22$&$$$22&&!2$!
56% -?+& >,-NC-H：2$&2$!!&!2!$2$&&&!2&$2&2$ -<O<-/<：!$2$!!!2&&22&&&&!$!$&$!$

!"! 连接片段的制备

首先用 ’!? 分别扩增出 *LP 的上游片断 $%&’Q
R’（’5、’L）、下游片段 $%&’Q*S（’7、’M）和 !(’) 的

!"# 基因，引物 ’L、’7 分别带有 MM T ML 个与 !"# 基因

JU、LU端两侧互补的碱基，这样扩增出的上、下游片段就

分别带有一段与 !"# 基因互补的序列；胶回收 L 个片

段，并定量；再通过 ’!? 用外侧引物（’5、’M）将这 L 个

片段连接起来。胶回收连接片段，一份用于转化，一

份送宝生物工程（大连）有限公司测序部测序。

!"$ 肺炎链球菌实验室转化

取 V W8X保存的 *LP 菌株 M88!Y 培养于 !$(
培养基（58 AY ! " # 中含 ; AA,; Z Y 的 !C!;M和 M B Z Y

[%&）中，当细菌达到一定菌密度时（./J78 \ 8]8) T

8]5），加入 !%’，冰上放 L8 A.0，加连接片段，LWX孵

育 P8 A.0，然后铺于含红霉素（8]MJ AB^Y）的 $%& 上，

LWX孵箱培养 M7 T 7) E，挑取血平板上的转化菌落，

于含红霉素（8]MJ AB Z Y）的 ! " # 中增菌，保存并提

取 *+&。

!"% 缺失菌株的鉴定

缺失菌株的 ’!?、测序鉴定：分别以 *LP、$%&’
缺失菌株（" $%&’）的染色体 *+& 为模板，用 !"#、

$%&’ 的引物扩增 !"#（约 W)8 3=）基因和 $%&’（L8L
3=）基因；用 ’5、’M 扩增 R’Q !"#Q*S（5JJM 3=）。将

’5、’M 扩增的 R’Q !"#Q*S 作胶回收，送宝生物工程

（大连）有限公司测序部测序。

!"& 缺失菌株的生长情况

分别挑取 *LP、" $%&’ 的单个菌落接种于 ! " #
培养基中，LWX培养 5M E，转接于 M8 AY ! " # 培养

基中，LWX培养。定时测定吸光度值 ./6M8，以吸光

度为纵坐标，时间为横坐标绘制细菌的生长曲线。

!"’ 小鼠毒力实验

将 *LP 及" $%&’ 在 ! " # 培 养 基 中 培 养 至

./6M8 \ 8]7P)（菌 密 度 约 5 _ 58) !1R^AY）。M7 只

[&Y[^4 小鼠采用随机数目表随机分为 M 组，每组 5M
只，分别腹腔注射 588!Y *LP 菌液和 588!Y " $%&’
菌液，均含 5 _ 58M !1R^AY，记录小鼠死亡时间，计算

半数致死时间。

!"( 肺炎链球菌粘附、侵袭实验

将细胞 &J7P、9R‘!a 分别接种于 M7 孔培养板

板孔，接种密度为 M _ 587 ^孔，单层贴壁（约 J _ 586 ^
孔）后，吸出孔内液体，用 ’[%（W]M）洗涤 L 次，细菌

LW 度培养致对数生长期中期 58) !1R^AY，用 5678
（58b 1!%）稀释 58W !1R^AY（3C4I<-.GA^4<;; -CI.,，58 c
5），取 5 AY 的菌液接种 M7 孔板，和细胞共同孵育

M E，没有加细 胞 的 孔 作 为 对 照。移 出 培 养 基，用

’[% 洗涤 L 次，加入 5 AY 含有 5b1!%、安卞青霉素

（58!B^AY）和庆大霉素（M88!B^AY）的 5678 到 M7 孔

板中同细胞孵育 5 E，杀死细胞外的细菌。用 ’[% 洗

涤 L 次后，用 588!Y ,> 8]MJb I-:=/.0Q8]8Mb ‘*$&
消化细胞。然后用 788!Y ,> 8]8MJb $-.I,0 dQ588 裂

7LM eG0 fEC0B <I C; g ^*$), 01$"2312%241$, 51-1$,（M88P）7P（M）



解细胞。将裂解液适当的稀释，接种到血平板，计数

菌落，以得到细胞内的细菌数（即细菌的侵袭数），试

验重复 ! 次。按以上步骤操作，不加抗生素进行处

理，可获取粘附和细胞内细菌的总数，将粘附和细胞

内细菌总数减去细菌侵袭数，获得细菌的粘附数。

!"# 实时荧光定量 $%& 测定毒力因子的 ’&() 表

达水平

!"#"! 荧光定量 "#$ 标准品的制备：在普通 "#$
仪上分别对 %&’ ($)* 和毒力基因进行扩增，胶回收

"#$ 产物，并与 "+,%-./ 载体连接，产生 "+,%-./
载体 0 毒力基因片断的质粒；将质粒转入感受态细

菌，进行蓝白斑筛选；抽提纯化质粒，做酶切、"#$、

测序鉴定。用紫外分光光度计 !"1&2 检测质粒浓度

并计算及换算拷贝数。梯度稀释质粒，得到几个毒

力基因的标准品。

!"#"* 实时荧光定量 "#$：将野生株和缺失株在 #
0 3 培养基中增菌至相同菌密度，提取细菌总 $)*，

并逆转录成 4,)*。然后以 4,)* 为模板，分别扩增

%&’ ($)* 和毒力基因，扩增反应条件：567 %2 8，
567 %6 8，&27 !2 8 收集荧光信号，917 !2 8，共 :2
循环。每 % 个样本做 ! 个平行管。每次扩增需同时

做 %&’ ($)* 和目的基因的标准曲线，根据标准曲线

可获得毒力因子 ;$)* 的相对水平。

!"+ 统计学方法

数据以 # < $ 表示，方差齐同时采用 % 检验，方

差不齐时采用 = 检验，小鼠毒力实验结果采用 >?@A.
(B@C 检验，以 ’*’ 统计软件进行分析。

* 结果

*"! 肺炎链球菌 !"#$ 基因缺失菌株的获取

分别以 ,!5、#+"- 的 ,)* 为模板，用 "#$ 扩增

出了 &’().,D（:%& EF）、&’().G"（!6& EF）和 *+,
（9-2 EF）! 个 片 段。>HI."#$ 连 接 ! 个 片 段：G".
*+,.,D（%661 EF），测序结果显示 ! 个片段连接正

确。利用同源重组，将连接片断转化入 ,!5 野生菌

株，红霉素血平板筛选出 &’() 缺失菌株。

*"* !!"#$ 缺失菌株的 $%&、测序鉴定

,!5 野生菌株在转化了连接片段后，通过同源

重组，*+, 基因替代染色体上的 &’() 基因，因此缺失

菌株在 9-2 EF 处可见目的片段，!2! EF 处无目的片

段；而野生菌株在 9-2 EF 处无目的片段，!2! EF 处有

目的片段；"%、"1 扩增缺失菌株，在约 %661 EF 处可

见目的片断（图 %.*、J）。测序列结果证明 ! 个片段

连接正确，&’() 基因已被 *+, 基因所替代。

图 ! !"#$ 缺失菌株的 $%& 鉴定结果

HKAL% "#$ B@BMN8K8 ?= - L (. O(B@8=?(;PQ RKOS >HI."#$ F(?QT4O L

*：>B@P8 +L ;?MP4TMB( 8KUP ;B(CP(；>B@P % L P(; ?= ,!5（@PABOKVP

4?@O(?M）；>B@P 1 L P(; ?= #"+-（F?8KOKVP 4?@O(?M）；>B@P ! L P(; ?=

! &’()；>B@P : L &’().,D0 *+, ?=! &’()；>B@P 6 L &’().G" 0 *+, ?=

! &’()；>B@P & L G". *+,.,D =(BA;P@O B;FMK=KPQ RKOS "% B@Q "1 K@ OSP

! &’()；J：>B@P8 % L &’() ?= ,!5；>B@P 1 L &’() ?= ! &’()；+L

;?MP4TMB( 8KUP ;B(CP( L

*", -,+ 和!!"#$ 的生长曲线

从生长曲线可以看出在液体培养基中缺失菌株

较野生株生长缓慢趋势，表明 &’() 基因缺失后影响

细菌的生长（图 1）。

图 * % . #& 在 %/ 0 培养基中生长曲线

HKAL 1 /SP A(?ROS 4T(VP ?= - L (. ,!5 B@Q &’().QPMPOK?@ 8O(BK@ K@ # 0

3 ;PQKBL

*"1 小鼠毒力实验

同野生菌相比较，缺失菌株在小鼠体内的生存

时间大大延长，野生菌株半数致死时间 W ! Q，而缺

失菌株"1% Q。两者毒力具有统计学差异（>?@A.
(B@C 分析：/1 X !%Y1&，0 W 2Y2%）（图 !）。实验结果

6!1张群等：&’() 基因缺失对肺炎链球菌毒力的影响 L Z微生物学报（1225）:5（1）
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表明 !"#$ 缺失可显著降低肺炎链球菌的毒力。

图 ! 小鼠腹腔注射肺炎链球菌后毒力实验结果

!"#$% &’()")*+ ,"-./ 01 -"2. *1,.( "3,(*4.(",03.*+ 25*++.3#.$

"#$ 肺炎链球菌细胞粘附、侵袭实验

为了比较野生菌和! !"#$ 对宿主细胞的粘附、

侵袭能力的差异，我们分别检测了野生菌和! !"#$
对 6789 和 :;<=> 的粘附、侵袭能力。实验结果表

明! !"#$ 对这两种宿主细胞的粘附和侵袭能力均

显著降低 % ? @A@7（图 8）。结果提示 =+4< 可影响肺

炎球菌对宿主细胞的粘附、侵袭。

图 % 肺炎球菌对宿主细胞的粘附（&）、侵袭（’）实验

!"#$8 6B5.(.32.（6 ） ,0 *3B "3)*/"03（C）01 50/, 2.++/ DE & $

#’()*+’,-( F%9 *3B ",/ "/0#.3"2 !"#$ B.+.,"03 "3 )",(0$

"#( 实时荧光定量 )*+
分别测定 F%9 和! !"#$ 几个毒力因子的 -GH6

水平，结果见图 7。实时荧光定量 I=G 结果显示毒

力基因 #".、#/-0、’-’0、".10 和 #/#0 在野生菌株和缺

失菌株中都有一定量的表达，但在! !"#$ 中的表达

量较在野生株中明显下降（% ? @A@7）。实验结果表

明 =+4< 参与了调控毒力因子的表达。

图 $ 毒力基因表达量与相应 ,(- .+/& 表达量的比值

!"#$7 G.+*,"). -GH6 2032.3,(*,"03/ 01 )"(’+.32. #.3. "3 F%9 *3B ",/

"/0#.3"2 2+4< B.+.,"03 J.(. B.,.(-"3.B DE (.*+K,"-. GLKI=G$

! 讨论

M9NO 年通过双向凝胶电泳首次发现了 =+4<，后

经确定它属于 :&IM@@6LI 超家族，是 =,/G 调节子的

一部分［% P 8］。在对单核细胞增多性李司氏菌的研究

中发现，=+4< 在细菌毒力、高温下生长、细胞分化等

方面扮演着重要角色［7］。以前的研究仅发现，=+4<
是肺炎链球菌主要的耐热性 =+46LI 酶，它同和肺炎

链球菌毒力的关系并不清楚［Q］。本研究就 =+4< 对

肺炎链球菌毒力的影响及其机制做了初步研究。

本研究结果显示 !"#$ 缺失菌株的生长繁殖能

力大大下降，小鼠毒力试验结果显示 !"#$ 基因缺失

菌株感染小鼠的生存时间较野生菌株显著延长，可

见 !"#$ 基因缺失可显著减弱肺炎链球菌的毒力。

为更进一步理解 !"#$ 缺失导致肺炎链球菌毒

力下降的原因，我们分别从细胞水平和分子水平探

索 !"#$ 影响肺炎球菌毒力的机制。肺炎链球菌对

宿主细胞的粘附是其定居的生物基础，同时也是引

起宿主发病的第一关键步骤，它主要依赖于细菌表

面蛋白质和真核细胞表面的糖基的结合。我们的研

究结果显示 !"#$ 缺失菌在 6789 和 :;=> 中的粘

附、侵袭能力都显著下降。其原因可能是 =+4< 影响

了细菌表面与粘附和侵袭相关蛋白的表达，从而导
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致 !"#$ 缺失菌对宿主细胞的粘附的下降。

从毒力基因的 !"#$ 表达来看，!"#$ 缺失后

#"%、#&’(、"%)(、*’*( 和 #&#( % 种毒力因子的表达均

下降。&’( 是肺炎链球菌的一个重要的毒力因子，属

于巯基激活毒素家族，可引起广泛的毒性效应［)］。

研究显示 &’( 是小鼠败血症或菌血症死亡的重要原

因［)，*+］。&,-$ 存在与肺炎球菌的细胞壁上，也是一

个重要的毒力因子。它在逃避补体介导的吞噬作用

中发挥着重要作用，同时还可结合乳铁蛋白，防止细

菌被杀［** . */］。本实验结果显示 !"#$ 缺失菌 #"% 和

#&#( 的表达比野生菌分别降低了 *+0) 倍、%+0) 倍，

这可能是导致感染了 !"#$ 缺失菌小鼠存活时间延

长的重要原因。我们研究还显示几种与粘附相关的

毒力因子在 !"#$ 缺失菌中的表达也降低，如 #12$、

&,-$、&,1$。#12$ 可分解细胞表面或体液中的多

糖、糖蛋白、低聚糖上的唾液酸残基，暴露宿主细胞

表面的 30 -2 粘附受体，从而促进细菌的粘附［*%］。

&,1$ 也是肺炎链球菌的一种黏附分子，其与血链球

菌的黏附素 3,14 和副血链球菌黏附素 56!$ 的 7#$
序列有高度的同源性［*89*)］。因此 !"#$ 缺失菌对宿

主细胞的粘附、侵袭能力显著下降与这些毒力因子

表达下降密切相关。

总之，:’-; 可调控了毒力基因的表达，导致细

菌毒力的改变。$<& 依赖的蛋白酶 :’- 系统是一个

复杂的调控网络，本研究对 :’-; 影响细菌毒力的作

用机制做了初步分析，这为我们进一步理解 $<& 依

赖的蛋白酶 :’- 系统的作用及其机制奠定基础；同

时也为我们预防和治疗肺炎链球菌提供了新的思

路。
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