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!!'摘要(!!目的!研究>0,<蛋白的激酶活性对变异链球菌!B$I'@1,?"生理及毒力因子的调控作用)方法!

使用D(V连接突变技术构建H*<U基因敲出株&利用质粒搭载+表达>0,<激酶活性废除蛋白)研究实验株菌落形

态+隔夜培养菌液的变化+生物膜形成以及生物膜形成相关重要基因转录水平的改变)结果!>0,<:"!WC
的菌落表

面较野生株fC!KX及互补株;G(>0,<平滑&且菌落也较之高耸#>0,<:"!WC
隔夜培养的菌液中细胞共聚堆积在玻

璃管底部#>0,<:"!WC
形成的生物膜未发生明显改变#-JLT+C@C+-@C0 的表达受抑制而-@CT*A基因的表达上调

!!$&$&K")结论!>0,<的激酶活性对变异链球菌正常生长+生物膜形成及与编码生物膜形成相关蛋白基因的表

达起着重要的调节作用)

'关键词(!变异链球菌!双组分信号传导系统!>0,<!生物学作用
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%,*H7D?*@:+CK+D+,@+&I-*-13-&=132*0-GKZ!Z%&(21282

# (-**+4@-18017263L-*&MA.205$)N(O03S-O03,L"8+13043*PN63-*-13-N,2

'E=B>F'$>(!H=I,$>#*,!I-01O+430723+3L+*+76523-*PH61,30-1-1@LP40-5-7P218O0*65+1,+-H>0,<S0124+

2,30O03P01B@D7L@+<+<<'?I'@1,?N+,>%;-B!D(V507230-1.6327+1+404Q2464+83-,-143*6,32H*<U S1-,SA-63

.63213&218S0124+2,30O03P2/-504L+8>0,<Q24+R@*+44+8/P243*+@3-,-,,25O+,3-*013L04H*<U1655.63213N(-5-1P

.-*@L-5-7P&-O+*107L3,6536*+&/0-H05.H-*.230-12187+1++R@*+440-101O-5O+801/0-H05.H-*.230-1Q+*+2125PT+8N

4>0,<&43*2014L2*/-*0172,-.@5+.+13+8Q058A3P@+H*<U&2182O+,3-*Q03L-63014+*3Q+*+64+824,-13*-54N

:,B&?>B(-5-10+4-H>0,<:"!WC Q+*+4.--3L+*218.-*++5+O23+83L213L23-HQ058A3P@+fC!KX218,-.@5+.+132*P

43*201;G(>0,<#,+554H*-. >0,<:"!WC -O+*107L3,6536*+,-277*+723+8-13L+/-33-.-H7524436/+4#1--/O0-64

253+*230-1Q24-/4+*O+801>0,<:"!WC/0-H05.#+R@*+440-14-H-JLT&C@C&-@C0 Q+*+*+@*+44+8QL05+-@CT*AQ+*+

6@A*+76523+8!!$&N&K"N8;($?&B#;(!>0,<S0124+2,30O03P040.@-*3213H-*.20132010171-*.257*-Q3L&/0-H05.

H-*.230-1218+R@*+440-1-H7+1+401O-5O+801/0-H05.H-*.230-101B@D7L@+<+<<'?I'@1,?>

'J,GK;F-B(!!B@D7L@+<+<<'?I'@1,?!!IQ-A,-.@-1+134071253*21486,30-14P43+.4!!>0,<!!Y0-5-70,25

H61,30-1

! ! 变 异 链 球 菌 !B@D7L@+<+<<'? I'@1,?&

B$I'@1,?"是公认的与龋病发生+发展密切相关的

细菌之一&其毒力因子主要包括有利用膳食碳水化

合物快速产生有机酸的能力+耐酸的能力以及生成

细菌生物膜的能力)已发现变异链球菌的基因组中

包含编码!'对完整双组分信号传导系统!3Q-A

,-.@-1+134071253*21486,30-14P43+.4&I(;I;4"

以及!个缺失同源组氨酸蛋白激酶的效应调节因子

的基因
/! B0)>0,V<作为变异链球菌基因组里其

中一对I(;I;&主体由组氨酸蛋白激酶>0,<及效

" 国家自然科学基金!J-$B!!W&XKX"资助

# 通讯作者&MA.205$)N(O03S-O03,L"8+13043*PN63-*-13-N,2

应调节因子 >0,V组成)过去我们对 >0,<蛋白结

构认识有限&只能将H*<U 基因完整敲除而笼统地

分析整个蛋白对变异链球菌生理的作用&而无法分

别对其激酶和磷酸酶活性进行讨论)本研究在近期

>0,<蛋白胞内部分晶体结构解码的基础上&运用基

因定点突变的方法将 >0,<蛋白 :04"!W突变为丙

氨酸&在不影响 >0,<磷酸酶活性的前提下针对性

地废除了其激酶活性&对包含这一点突变的 >0,<

蛋白对变异链球菌产生的影响进行了一般生物学表

型及基因转录水平的分析)

1!材料和方法

1L1!菌株+质粒以及培养基
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本研究所使用的菌株+质粒见表!)变异链球

菌野生株 fC!KX!由加拿大多伦多大学牙学院

)+1104(O03S-O03,L实验室提供"以及其衍生物常规

保存在包含特定抗生素以及不含抗生素的I:cM

6I-88A:+Q033!Y+,3-1 )0,S014-1&G)"̀ &$#[

P+243+R3*2,3!)0H,-92/-*23-*0+4"7琼脂平板上)对

突变株使用的抗生素浓度分别为$红霉素!&#7*

.9&氯霉素"&#7*.9)各菌株常规接种于不含抗

生素的I:cM培养基中&在#W\+含K[(=" 需氧

培养箱过夜培养!!"%!%L")包含不同构建质粒

@(VIW*JI+@UY!%%的大肠杆菌):K!常规保存在

含特定抗生素的 96*02AY+*3210!9Y"琼脂平板上)

抗生素浓度分别为$氨苄西林!C.@0,055501"!&&#7*

.9&氯霉素"&#7*.9)经转化后的):K!大肠杆

菌常规被接种于含对应抗生素的9Y培养基中&在

#W\+""K**.01摇床过夜培养!!"%!%L")

表1!实验菌株及质粒

Q'=?,1!">F'#(B'(-W?'B<#-B&B-#(>%#BB>&-G

;3*201-*@524.08 V+5+O213,L2*2,3+*0430,4 ;-6*,+

;3*2014

!>0,<:"!WC (-14+*O+8L0430801+H-*@L-4@L-*P5230-1*+@52,+8/P252101+-H>0,<
!@*-3+0101B$I'@1,?#M*.*q(.*

IL044368P

!;G(>0,< 4>0,<43*201,-.@5+.+13+8Q03L3L+Q0583P@+H*<U7+1+#

!M*.*q(.*
IL044368P

!;GDUY!%% 4>0,<43*201L2*/-*017+.@3PO+,3-*@UY!%%#M*.*q(.* IL044368P

!4>0,< H*<UA1655.63213#M*.* IL044368P

!fC!KX ?0583P@+B$I'@1,? )+1104(O03S-O03,L&f10O+*403P-HI-*-13-

!M$B!" 3$<+8*,+55):K!L2*/-*017@524.08B!"#C.@* IL044368P

D524.084

!B!" ;03+A80*+,3+8.6323+8!:"!WC"H*<U7+1+01@524.08@(VIW*JI#

!C.@*
C08-17:21&f10O+*403P-Hg02.+1

!@UYB!" ;03+A80*+,3+8.6323+8!:"!WC"H*<U7+1+01@524.08@UY!%%#(.* IL044368P

!@UY!%% ;3*+@3-,-,,254L6335+O+,3-*#(.* )+1104(O03S-O03,L&f10O+*403P-HI-*-13-

!@UY>0,< ?0583P@+H*<U7+1+01@524.08@UY!%% IL044368P

1L/!方法

1L/L1!H*<U 基因敲除株的建立!基于J(YU数据

库中变异链球菌野生株 fC!KX的染色体序列&利

用 G2,>+,-*软件设计引物&以D(V连接突变诱导

技术!D(V507230-1.6327+1+40443*23+7P"将H*<U

基因主体序列同红霉素抗性基因相置换)突变克隆

由红霉素筛选&经D(V初步确定红霉素抗性基因将

H*<U 取代&并由核苷酸测序确认H*<U 上下游基因

序列以选出最终突变株
/K0)基因敲出相关引物见表

")

表/!X8:连接突变引物

Q'=?,/!XF#<,FBR;FX8:D?#A'>#;(<&>'A,(,B#B

D*0.+*12.+ J6,5+-308+4+j6+1,+!Kh3-#h" I2*7+37+1+

>0,<AD! ZIIC((CZCC(ICZC(ZZI(IIZCCZ H*<U6@43*+2.*+70-1!K'W/@"

>0,<AD" ]]r8]8]88IICZI(CICIZCIII(CIZICCICC((CC(

>0,<AD# ]]88]]r88CIZC(CZCCC(CZZIIIICZCIC( H*<U8-Q143*+2.*+70-1!KKW/@"

>0,<AD' CCC(I((CCZZZICZCIC((IZ

M*.,43AF ]]r8]8]88((ZZZ(((CCCCIIIZIIIZCI M*P3L*-.P,01,244+33+

M*.,43AV ]]88]]r88CZI(ZZ(CZ(ZC(I(CICZCCI

1L/L/!点突变质粒载体的构建及表达!编码包含

点突变 :"!WC的H*<U 基因由厦门大学生命科学

学院韩爱东教授课题组根据截短>0,<蛋白晶体结

构设 计 诱 导 并 构 建 于 克 隆 质 粒 @(VIW*JI

!U1O03*-7+1"中&命名为B!"&转化):K!后命名为

M$B!")本研究中野生型H*<U 基因被连接在链球

菌穿梭质粒@UY!%%的T1I:5及3<+V5酶切位点

之间&作为野生型互补组载体&命名为@UY>0,<#为

在不影响>0,<磷酸酶活性的前提下探究该蛋白激

酶活性对变异链球菌生理的影响&质粒B!"中包含

:"!WC突变的H*<U 基因片段以同样的方式被构建

于@UY!%%上&作为实验组载体&命名为@UYB!")以

上两个构建质粒及空质粒被分别转化):K!大肠杆

菌+筛选+繁殖培养约!"L后提取并纯化质粒&在感

受态刺激肽!,-.@+3+1,+A430.6523017@+@308+"的辅

助下被导入变异链球菌H*<U 基因缺失株!4>0,<")

"!X
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经转化后的突变株在含有红霉素及氯霉素的

I:cM琼脂平板上被筛选出来&H*<U 基因以引物

@UY!%%AF$ KhA(CZC((ICCZC(IZCIZC(A#h+

@UY!%%AV$ KhA((IZIC(CCIIZI(CI(C((A#h

经D(V反应扩增&由核苷酸测序确认野生型互补株

!;G(>0,<"及>0,<激酶活性废除株!>0,<:"!WC")

同时空质粒@UY!%%也以同样的方法导入4>0,<&

作为阴性对照&被命名为;GDUY!%%)

1L/L2!菌落形态+过夜培养细胞共聚观察及生物膜

形成分析!使用划线分离法将各实验株+对照株及

野生株接种于不含抗生素的同一批I:cM琼脂平

板上&#W\+含K[(=" 需氧培养箱培养'BL后于

体式显微镜下观察独立菌落形态并保存图像资料)

该实验至少重复 " 次)上述菌株被接种于含

I:cM培养基的玻璃培养管中&在#W\+含K[

(=" 需氧培养箱过夜培养!!"%!%L"&次日观察细

菌在培养管中的生长状态及共聚现象)"&#9过夜

培养菌液被接种于每孔含有" .9!*'I:cM`

!&..-5*9蔗糖培养基的聚苯乙烯!"孔板&在#W

\+含K[(=" 需氧培养箱培养!%L后用移液枪小

心移除上液&干燥后用&$![的结晶紫染色观察)

以上两项实验每菌株每次含#个技术重复&#个生

物学重复&分#8独立完成
/K0)

1L/L3!VJC 提取及实时定量 D(V! 为检测

>0,V<系统调节子-@CT+-@CA+-@C0+C@C+-JLT

以及H*<U 基因的转录水平&菌株 fC!KX+4>0,<+

>0,<:"!WC
的总VJC被提取+纯化+合成,)JC并进

行VIAD(V的分析)简要来说&各菌株被接种于不

含抗生素的!&.9I:cM液体培养基过夜培养&次

日以!_"&稀释于预热!#W \"的!X .9 新鲜

I:cM液体培养基&常规条件下培养至指数生长中

期!光密度=)%&&1.值&$'左右"&用提前冷却至'\

的离心机以'K&&**.01收集细菌菌体&将菌体标

本立即放入液氮中固定&标本置于bB&\保存或直

接进行总 VJC 的提取)菌体被重悬浮于 IVUT-5

试剂!U1O03*-7+1"&总 VJC 用 F243D*+@系统!Y0-

!&!F243D*+@"提取&随后进行 )J24+处理+,)JC

合成
/K0)最后进行实时定量D(V分析&目的基因的

相对拷贝数以管家基因!%;*VJC的转录水平作为

内参+以野生株 fC!KX中待测基因的转录水平作

为标准&进行"b44(3
法比较计算)实验保证每菌株

至少#个生物学重复&且每生物学重复含#个技术

重复)用于检测对应基因转录水平的引物见表#)

1L/L6!统计学方法!各突变株与野生株 fC!KX

数据之间两两比较使用@检验&!]&$&K)

/!结果

/L1!N#$J激酶活性的缺失对变异链球菌的菌落形

态及生长的影响

表2!实时定量X8:引物

Q'=?,2!XF#<,FBR;FF,'?>#<,DX8:

D*0.+*
12.+

J6,5+-308+4+j6+1,+!Kh3-#h"
I2*7+3
7+1+

>0,<AVIAFQ8 (C(IIIC(Z(CII(ZIIIIZ(( H*<U

>0,<AVIAV+O (ZII(II(IIIII((IZII(ZZI(

Z3HYAFQ8 C(C(III(ZZZIZZ(IIZ -@CT

Z3HYAV+O Z(IICZCIZI(C(II(ZZIIZ

!%;AFQ8 (IIC((CZZI(IIZC(CI(((Z !%;*VJC

!%;AV+O C(((CC(CI(I(C(ZC(C(ZCZ

Z3H(AFQ8 ((CCCCIZZICIICIZZ(IZI(Z -@CA

Z3H(AV+O IZCZI(I(ICI(CCCZICC(Z(CZ

F3HAFQ8 CIIZZ(ZCC(ZZ(ZC(IIC(I( C@C

F3HAV+O ((IZ(ZC(II(CIIC(ZCIIZZI(

Z/@YAVIAF C(CZ(CC(CZCCZ(C(CC((CI( -JLT

Z/@YAVIAV ((C((CIIC((((CZICZIII((

Z3H)AVIAF (C(CZZ(CCCCZ(IZCCIICC(C -@C0

Z3H)AVIAV ZCCIZZ((Z(ICCZI(CC(CZ

!!见图!)对 I:cM琼脂平板上各实验菌株的

观察发现&4>0,<+空质粒对照株 ;GDUY!%% 及

>0,<激酶活性废除株>0,<:"!WC
的菌落表面均较野

生型 fC!KX平滑&且菌落较之高耸)而野生型互

补株;G(>0,<的菌落形态介于上述#个菌株与野

图1!变异链球菌表型分析$菌落形态!E"&生物膜形成!U"以及14%

浮游细菌生长状态!8"

T#A1!X%,(;>GW#$'('?GB#B;R4LA?9@!*$$;?;(G<;FW%;?;AG !E"&

=#;R#?<R;F<'>#;(!U"'(-14%W?'(d>;(#$$&?>&F,!8"

fC!KX$ ?058A3P@+43*201#4>0,<$H*<U S1-,SA-6343*201#

;GDUY!%%$4>0,< Q03L+.@3PO+,3-*43*201#;G(>0,<$Q058A3P@+

H*<U ,-.@5+.+132*P 43*201# >0,<:"!WC$ >0,< S0124+ 2,30O03P

2/-504L+8.63213

#!X
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生株fC!KX之间&它的菌落除略较野生型 fC!KX

高耸外&其表面粗糙程度没有明显改变)观察过夜

培养的菌液发现当H*<U 基因被敲除后&与分布均

匀的野生株 fC!KX不同&4>0,<细胞共聚并堆积

在玻璃管的底部&相似的现象同样出现在空质粒对

照株;GDUY!%%&而载有野生型H*<U 基因的互补株

;G(>0,< 在这一表型上得到部分的恢复)在

>0,<:"!WC
中&当激酶核心中用于磷酸化的保守组氨

酸被丙氨酸替代后&大量细胞共聚堆积在玻璃管底

部&此表型与4>0,<及;GDUY!%%十分相似)

/L/!N#$J激酶活性的缺失对变异链球菌生物膜形

成的影响

见图!)观察在孔板中形成的生物膜&空质粒

对照株;GDUY!%%与H*<U 基因敲除株 4>0,< 相

似&几乎没有细胞粘附于孔板底部形成生物膜)而

在这 种 实 验 条 件 下&>0,< 激 酶 活 性 的 缺 失

!>0,<:"!WC"并未对变异链球菌生物膜的形成造成

明显的影响)载有野生型H*<U 基因的互补株

;G(>0,<的生物膜形成能力与 fC!KX相比没有

得到明显的恢复)

/L2!N#$:J调节子以及BC>7基因转录水平测定

VIAD(V分析表明在指数生长中期&4>0,<+

>0,<激酶活性废除株!>0,<:"!WC"中-@C0+C@C基

因的表达量与野生株 fC!KX相比均受到了明显抑

制&基因表达下调!!$&$&K")与野生株 fC!KX相

比&-@CA基因在4>0,<和 >0,<:"!WC
中转录上调&

得到了高表达!!$&$&K")在4>0,<里上调不明

显的 -@CT 基因6约为 fC!KX 的 !$'" 倍!!]

&$#!"7在 >0,<:"!WC
中表达明显上调&约为 fC!KX

的#$&B倍!!]&$&&"")而4>0,<里下调明显的

-JLT基因6约为 fC!KX的&$#'!!]&$&""7&在

>0,<:"!WC
中下调无统计学意义6约为 fC!KX的

&$%%!!]&$!%"7!图"C")此外&对H*<U 基因在突

变株中的表达检测显示&4>0,<中H*<U 的表达量

与野生株 fC!KX相比下调!!]&$&&&!"&再次印

证了H*<U 基因的成功敲除#而>0,<:"!WC
与 fC!KX

中H*<U 基因的表达差异没有统计学意义!!'

&$&K"&见图"Y)

图/!指数生长期变异链球菌基因转录水平检测 !E"&各实验菌株在指数生长期BC>7基因表达水平分析 !U"!"%$0L06&*B_)E167"

T#A/!QF'(B$F#W>#;('?'('?GB#B;R4LA?9@!*'>,YW;(,(>#'?AF;K>%W%'B,!E"&,YWF,BB#;(;RBC>7'>,YW;(,(>#'?AF;K>%W%'B,;R,'$%,YW,F#<,(>'?

B>F'#(!U"!"%$0L06&*B_)E167"

2!讨论

I(;I;4通常由一个跨膜的组氨酸蛋白激酶

!L0430801+S0124+&:<"以及与其同源的胞内的效应

调节因子!*+4@-14+*+76523-*&VV"组成)I(;I;4

广泛分布于原核生物基因组中&其功能像-分子开

关.&精确控制着细菌的遗传及生理应答&帮助它们

适应 不 断 变 化 的 外 部 环 境)大 量 证 据 显 示&

I(;I;4在细菌适应环境+维持自身存活和调整毒

力等方面起着至关重要的调节作用&因此它们被考

虑为治疗细菌性感染性疾病的潜在靶点
/X !!0)

!!>0,V<是变异链球菌基因组编码的一对重要

的I(;I;&其中>0,V对变异链球菌的调节作用是

不可或缺的&而作为编码其同源组氨酸激酶的H*<U

基因则可以被移除
/K&%0)近年来对变异链球菌

>0,<的研究分为体外结构及活性+体内功能分析两

大部分)其中体外分析主要包括>0,<蛋白结构及

其生物学活性的关系+不同条件下 >0,<与同源及

非同源效应调节因子间磷酸基团的转移等#体内研

究主要是对 >0,< 突变株表型的分析)而由于

>0,V的不可敲除性&对它的研究主要集中在分析其

与下游基因启动子序列的结合作用以及不同刺激条

件下相关基因的转录水平变化
/K B&!" !'0)前期结

果显示>0,V<I(;I;4全局性地调控着变异链球

'!X
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菌毒力因子的表达&其调控的范围包括$生物膜的形

成+胞外多糖合成+糖酵解速率+耐酸性+遗传感受

态+细菌素的表达+氧化应急+胞壁质的生物合成及

完整性
/K B&!"0)凝胶电泳迁移率改变分析!MG;C"

显示>0,V蛋白直接与-@CT*A+-JLT+C@C等与变

异链球菌生物膜形成密切相关蛋白基因的启动子区

域相 结 合
/K0)作 为 一 对 典 型 I(;I; 的 主 体&

>0,V<系统对变异链球菌的调节作用被认为与该

系统磷酸基团的转移相关)因此&了解>0,V<系统

磷酸基团的转移在变异链球菌生理及应激状态下的

传递机制&对于人类控制变异链球菌的毒力因子进

而加强对龋病的预防十分必要)

最近 >0,<蛋白晶体结构被解析&体外激酶活

性实验证明位于):@结构域上的 :04"!W为>0,<

上用于接受磷酸基团的保守组氨酸&当它被丙氨酸

取代后&>0,<蛋白失去其激酶活性&但其磷酸酶活

性没有明显变化
/!'0)基于这一特点&本研究运用基

因定点突变的方法&对 >0,<蛋白上用于接受磷酸

基团的保守组氨酸进行了丙氨酸的置换!:"!WC"&

从而针对性地废除了其激酶活性&并对它对变异链

球菌产生的影响进行了一般生物学表型及基因转录

水平的分析)菌落形态+过夜培养菌液状态以及生

物膜相关基因转录水平研究发现&>0,<激酶活性废

除株!>0,<:"!WC"与野生株fC!KX之间存在着明显

的差 异&而 与 4>0,< 十 分 相 似)与 此 同 时&

>0,<:"!WC与 >0,<磷酸酶活性缺失时的表型明

显不同!未公布数据"&这些结果均提示 >0,<的激

酶活性在维持变异链球菌正常生理活动中发挥着重

要作用)而在这种实验条件下&>0,<激酶活性的缺

失并未对变异链球菌生物膜的形成造成明显的影

响&这一现象并不能用本研究对生物膜形成相关基

因的转录水平的测定结果进行直接解释&提示

>0,V<这对I(;I;的复杂性)

综上所述&>0,<蛋白上具有的激酶活性对变异

链球菌正常生长+生物膜形成及与生物膜形成密切

相关基因的转录起着重要的调节作用)失去 >0,<

激酶活性的变异链球菌产生了明显的表型改变&而

这些改变是否由 >0,<同源效应调节因子 >0,V的

磷酸化水平的变化所直接介导尚需进一步研究)另

一方面>0,<蛋白的磷酸酶活性在变异链球菌体内

的作用也有待讨论)
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