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β毒素促进金黄色葡萄球菌破坏血脑屏障的实验研究
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　　［摘要］　目的　探讨β毒素（Ｈｌｂ）在金黄色葡萄球菌通过血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）中
的作用。方法　通过血琼脂平板划线筛选金葡菌 ＭＷ２的 Ｈｌｂ高产菌株，验证其对 ｈＣＭＥＣ／Ｄ３模拟
ＢＢＢ细胞模型通透性的影响。采用生物信息学分析筛选 ｈｌｂ基因完整的金葡菌菌株，利用同源重组的
方法构建ｈｌｂ敲除株，血琼脂平板法检测溶血活性改变。利用ＢＢＢ细胞模型比较不同菌株对其通透性
的影响，再将野生株与ｈｌｂ敲除株经尾静脉注射构建小鼠血源性脑膜炎／脑微脓肿模型并比较感染７２ｈ
脑组织中菌载量。结果　金葡菌ＭＷ２的 Ｈｌｂ高产菌株对 ＢＢＢ细胞模型破坏导致 ＢＢＢ细胞模型通透
性增加的能力较野生株明显增强。ＮＣＴＣ８３２５４、ＣＯＬ和 ＲＮ４２２０菌株 ｈｌｂ基因无噬菌体插入。成功构
建ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ株，血平板证实敲除株的β溶血缺失。ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ株对ＢＢＢ模型细胞破坏导
致ＢＢＢ细胞模型通透性增加的作用较野生株下降，在小鼠血源性脑膜炎／脑微脓肿模型脑组织中菌载
量也较野生株明显降低。结论　β毒素具有促进金葡菌破坏ＢＢＢ的作用。
　　［关键词］　金黄色葡萄球菌；β毒素；血脑屏障；血源性脑膜炎／脑微脓肿模型；血脑屏障细胞模型
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　　金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，简称金葡
菌）是一种重要的机会致病性细菌，约２０％～３０％正常
人群皮肤和鼻咽腔中存在金葡菌定植，增加了宿主发

生侵袭性感染的风险［１，２］。金葡菌可产生多种毒力因

子，能够侵袭多个器官系统，引发皮肤感染、肺炎、败血

症、深部脓肿，甚至导致中枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓ
ｓｙｓｔｅｒｍ，ＣＮＳ）的致命感染性疾病，如脑膜炎和脑脓
肿［３］。最近的一项荟萃分析显示，在脑脊液和脓液

培养呈阳性的脑脓肿病例中，金葡菌占比达 １８％
（１，０７６／５，８９４）［４］。
　　金葡菌分泌多种溶素（如α，β，γ，δ毒素等），
通过破坏宿主细胞，增强细菌的侵袭能力［５］。我们前

期研究发现金葡菌在脑脓肿致病过程中 β毒素
（βｈｅｍｏｌｙｓｉｎ）编码基因ｈｌｂ在小鼠脑脓肿中表达明显
上调，为该菌致脑脓肿的关键毒力因子［６］。金葡菌

β毒素是一种可分泌的细胞溶素，通过分解细胞膜上
的鞘磷脂，导致宿主细胞死亡［７］。研究表明，ｈｌｂ基因
位于金葡菌基因组上，临床分离金葡菌的 ｈｌｂ基因常
常被φＳａ３噬菌体插入而失活；当噬菌体基因组切离后
ｈｌｂ基因可被激活而发生致病作用［８－９］。因此，金葡菌

β毒素的致病作用常常被低估［１０］。为了深入研究β毒
素的功能，本研究中我们通过 ｈｌｂ基因比对的方法，筛
选到无 φＳａ３噬菌体插入的 ＮＣＴＣ８３２５４金葡菌株用
于构建敲除 ｈｌｂ基因的菌株（ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ），发现
敲除株血脑屏障细胞模型通透性增加的能力以及引起

小鼠脑膜炎／脑微脓肿的能力均较野生株显著下降。
结果表明，β毒素在金葡菌感染 ＣＮＳ中发挥重要作
用，其功能的发挥有利于金葡菌破坏并通过血脑屏障，

实现金葡菌中枢神经系统感染。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　 菌株、细胞及动物 　 　 金葡菌 ＭＷ２、
ＮＣＴＣ８３２３４和ＲＮ４２２０菌株（陆军军医大学微生物学
教研室保存）；大肠埃希菌 ＤＨ５α感受态细菌购自北

京天根生物，大肠埃希菌金葡菌温敏穿梭质粒 ｐＢＴ２
［氨苄青霉素（Ａｍｐｒ）及氯霉素（Ｃｍｒ）抗性］由中国科
学技术大学孙宝林教授惠赠。人脑微血管内皮细胞

ｈＣＭＥＣ／Ｄ３购自重庆巴尔思公司，ＣＤ１小鼠购自陆军
军医大学实验动物中心。

１．１．２　仪器与试剂　　ＰＣＲ仪（美国ＢｉｏＲａｄ）；倒置
显微镜（美国Ｏｌｙｍｐｕｓ）；多功能酶标仪（美国美谷分子）；
１０％胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ），ＤＭＥＭ高糖培
养基（美国ＨｙＣｌｏｎｅ）；分子量４０ｋＤａ的异硫氰酸荧光
素葡聚糖（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅｄｅｘｔｒａｎ４０ｋＤａ，
ＦＤ４０，美国Ｓｉｇｍａ）；细菌基因组提取试剂盒（北京天根
生物）；溶葡菌素（美国 Ｓｉｇｍａ）；ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ 高保真
ＤＮＡ聚合酶、Ｔ４　ＤＮＡ连接酶、限制性内切酶（美国
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）；２×Ｔａｑ酶混合液（康为世纪）；高保真
ＤＮＡ聚合酶（大连宝生生物）；ＰＣＲ产物回收试剂盒、
细菌质粒提取试剂盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ）；ＰＢＳ粉（无锡傲
锐东源）；琼脂糖（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；氨苄青霉素、氯霉
素（上海生工）；金葡菌ＢＨＩ（ＢｒａｉｎＨｅａｒｔＩｎｆｕｓｉｏｎ）培养
基、ＴＳＢ（ＴｒｙｐｔｏｎｅＳｏｙａＢｒｏｔｈ）培养基，大肠埃希菌ＬＢ
胰蛋白胨（Ｔｒｙｐｔｏｎｅ）培养基及酵母提取物 （Ｙｅａｓｔ
Ｅｘｔｒａｃｔ）（英国 Ｏｘｏｉｄ）；血琼脂平板（重庆庞通）；
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞培养小室、聚苯乙烯 ９６孔板（美国
Ｃｏｒｎｉｎｇ）。
１．２　实验方法
１．２．１　金葡菌ＭＷ２的Ｈｌｂ高产菌株筛选　　自ＴＳＢ
琼脂平板上挑取 ＭＷ２菌株［为社区相关耐甲氧西林
金葡菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅＳ．ａｕｒｅｕｓ，ＭＳＳＡ）代表
性菌株）］单菌落，接种于 ２ｍＬＴＳＢ液体培养基中，
３７℃摇床，２００转／ｍｉｎ培养过夜。将细菌培养液以三
区划线法接种于血琼脂平板上，３７℃培养箱培养至单
菌落可见。肉眼观察，筛选到菌落周围呈现宽大 β溶
血环的Ｈｌｂ高产菌株 Ｈｙｐｅｒβ株［１０］。分别挑取野生

株与 Ｈｙｐｅｒβ株单菌落，接种于 ＴＳＢ液体培养基，
３７℃摇床，２００ｒ／ｍｉｎ培养过夜，三区划线法接种于血
琼脂平板后培养观察菌落的溶血现象。

９７５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）



１．２．２　金葡菌ＭＷ２菌株及Ｈｙｐｅｒβ株对ｈＣＭＥＣ／Ｄ３
细胞模拟血脑屏障模型通透性的影响　　ｈＣＭＥＣ／Ｄ３
细胞系源自癫痫手术切除的人脑组织分离的颞叶微血

管，常用于构建血脑屏障细胞模型。采用 １０％ ＦＢＳ＋
ＤＭＥＭ高糖培养基在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞培养小室（６孔，
孔径为０．４μｍ，过滤器直径为２４ｍｍ）培养 ｈＣＭＥＣ／
Ｄ３细胞模拟血脑屏障模型［１１］。在悬挂插入培养膜上

接种细胞（５×１０５个／孔），细胞培养箱中培养，倒置显
微镜下观察见细胞融合。更换新鲜培养基，上室

２ｍＬ，下室４ｍＬ。将金葡菌 ＭＷ２野生株、Ｈｙｐｅｒβ株
（３０ＭＯＩ），或 ＮＣＴＣ８３２５４野生型、ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ
敲除株（３０ＭＯＩ）分别接种于上室中，ＰＢＳ为对照，同
时将ＦＤ４０添加到上腔室（工作浓度为 ２５０μｇ／ｍＬ）。
作用１ｈ后，从下室收集培养基样品（２８μＬ）以完全培
养基稀释至４００μＬ，置入９６孔板中，多功能酶标仪检
测ＦＤ４０荧光强度，激发和发射波长分别为４９０ｎｍ和
５２０ｎｍ。血脑屏障通透性表示为 ＦＤ４０的跨内皮交换
百分比（％ｔｒａｎｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｅｘｃｈａｎｇｅｏｆＦＤ４０，％ＴＥＥ
ＦＤ４０）。
１．２．３　金葡菌 ｈｌｂ基因无噬菌体插入菌株的筛选　
　构建 ｈｌｂ基因敲除株，有利于进一步研究该基因的
功能。然而，金葡菌 ＭＷ２菌株 ｈｌｂ基因被 φＳａ３噬菌
体插入，无法构建 ｈｌｂ基因敲除株。因此，我们通过
Ｐｕｂｍｅｄ中ＧｅｎＢａｎｋ功能查找实验室常用 ＮＣＴＣ８３２５、
ＮＣＴＣ８３２５４、ＣＯＬ、Ｍｕ３、ＭＷ２、Ｎ３１５、Ｎｅｗｍａｎ、ＲＮ４２２０、
ＴＷ２０和ＵＳＡ３００共１０个不同金葡菌株基因组序列，
采用ＣＬＣＧｅｎｏｍｉｃｓＷｏｒｋｂｅｎｃｈ软件进行 ｈｌｂ基因生物
信息学比对，筛选出含有完整ｈｌｂ基因的菌株。
１．２．４　金葡菌ＮＣＴＣ８３２５４菌株的ｈｌｂ基因敲除株构
建及鉴定　　根据同源重组替换的原理，利用大肠埃
希菌金葡菌温度敏感穿梭质粒 ｐＢＴ２，在金葡菌
ＮＣＴＣ８３２５４菌株中实施ｈｌｂ基因的无痕敲除［１２］，具体

步骤如下所述：①构建同源重组质粒 ｐＢＴ２Δｈｌｂ：查询
ＮＣＴＣ８３２５４菌株基因组为模板，在 ｈｌｂ基因序列上、
下游分别设计左、右臂引物（见表１），并在引物上加入
适当的限制性内切酶酶切位点。ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ高保真
ＤＮＡ聚合酶扩增上述同源臂序列，各扩增约１０００ｂｐ
（含限制性酶切位点及保护性碱基）。限制性内切酶

分别双酶切左、右臂及ｐＢＴ２质粒后，ＰＣＲ产物回收试
剂盒回收备用。以 Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接左臂片段及
ｐＢＴ２质粒后，化学转化大肠埃希菌 ＤＨ５α感受态细
胞，涂布ＬＢＡｍｐｒ琼脂平板（Ａｍｐ浓度为１００μｇ／ｍＬ），
３７℃孵箱培养过夜。次日挑取单菌落，提取质粒，经
双酶切鉴定片段大小正确。以相同的方法将右臂片段

连接入上述含有左臂片段的ｐＢＴ２质粒中，转化ＤＨ５α

后提取质粒、酶切筛选出左、右臂正确连接的敲除质粒

ｐＢＴ２Δｈｌｂ。②制备ＲＮ４２２０菌株感受态细胞：将ＲＮ４２２０
单菌落，接种于ＴＳＢ液体培养基，３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ培养
过夜。再将菌悬液以 １∶１００比例接种至 ＢＨＩ液体培
养基，３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ培养２ｈ至ＯＤ６００≈０．５。菌液
冰浴３０ｍｉｎ，随后４℃，５０００ｇ×１０ｍｉｎ离心，弃去上
清培养基。加入 ０．５Ｍ蔗糖溶液（冰浴灭菌）重悬菌
体，冰浴１０ｍｉｎ。重复上述离心、蔗糖溶液重悬步骤
３次。最后，加入 １ｍＬ０．５Ｍ蔗糖溶液重悬全部菌
体，即获得 ＲＮ４２２０菌株感受态细胞，置于－８０℃保
存。③ 敲除质粒 ｐＢＴ２Δｈｌｂ电穿孔转化金葡菌
ＲＮ４２２０进行限制性修饰：将 ｐＢＴ２ｈｌｂ敲除质粒加入
ＲＮ４２２０感受态细胞中，电穿孔仪转化条件为电压
２．５ＫＶ，电阻２００Ω，电容５０μＦ。结束后将感受态细
胞涂布至含５μｇ／ｍＬＣｍ的ＢＨＩ琼脂平板上，３０℃培
养至单菌落肉眼可见。挑取单菌落接种于含 Ｃｍｒ的
ＴＳＢ液体培养基质，提取质粒进行ＰＣＲ及双酶切鉴定
正确。④经 ＲＮ４２２０限制修饰后的敲除质粒 ｐＢＴ２
Δｈｌｂ转化ＮＣＴＣ８３２５４菌株：按照步骤③条件，将质粒
ｐＢＴ２Δｈｌｂ电转化至 ＮＣＴＣ８３２５４菌株感受态细胞，提
取质粒，经 ＰＣＲ及双酶切鉴定正确。⑤金葡菌
ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ敲除株的筛选与鉴定：利用 ｐＢＴ２质
粒，４２℃诱导整合入金葡菌基因组，２５℃诱导自基因
组切离的温度敏感特点，不同温度条件诱导，对

ＮＣＴＣ８３２５４株ｈｌｂ基因实施无痕敲除。将含有ｐＢＴ２
Δｈｌｂ敲除质粒的 ＮＣＴＣ８３２５４菌株接种到含 ＣｍｒＴＳＢ
液体培养基，４２℃，２００ｒ／ｍｉｎ培养 １６ｈ，划三线法接
种于ＴＳＢＣｍｒ琼脂平板。４２℃培养，挑取约 １０个单
菌落分别接种到 ＴＳＢＣｍｒ液体培养基，振荡培养过
夜。提取细菌基因组，利用下述两对引物分别进行

ＰＣＲ扩增：ｈｌｂ基因上游外侧Ｆ及 ｐＢＴ２多克隆区外
侧Ｒ，ｐＢＴ２多克隆区外侧Ｆ及 ｈｌｂ基因下游外侧Ｒ
（见表１），筛选出发生左臂或右臂重组的单克隆，分别
接种到ＴＳＢ液体培养基，２５℃，２００ｒ／ｍｉｎ培养 １６ｈ。
划三线法接种于 ＴＳＢ琼脂平板，３７℃培养后，将单克
隆菌液同时接种至ＴＳＢＣｍｒ平板和ＴＳＢ平板上，３７℃
培养。在ＴＳＢＣｍｒ平板不生长，而在 ＴＳＢ平板生长的
菌株，筛选出可能的 ｈｌｂ敲除株。提取待鉴定敲除株
基因组，ｈｌｂ外侧、内侧引物分别 ＰＣＲ扩增。与
ＮＣＴＣ８３２５４野生株相比较，ｈｌｂ外侧引物 ＰＣＲ产物缺
失ｈｌｂ片段，并且内侧引物 ＰＣＲ无扩增的即为 ｈｌｂ基
因敲除株。取ｈｌｂ外侧引物ＰＣＲ产物测序，仅残存左、
右侧同源臂处的酶切位点序列，进一步确认目的基因

敲除，即ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ敲除株构建成功。

０８５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



表１　ＮＣＴＣ８３２５４菌株ｈｌｂ基因敲除株构建ＰＣＲ引物表

名称　　　　　 引物序列（５′→３′） 片段长度

Ｕｐｈｌｂ（ＢａｍＨＩ）Ｆ ＣＡＡＧＧＡＴＣＣＡＡＴＣＧＡＴＡＡＣＴＴＴＣＴＴＣＧＴＴＣＣＡ ９６９ｂｐ
Ｕｐｈｌｂ（ＳａｌＩ）Ｒ ＧＧＣＧＴＣＧＡＣＧＡＴＧＣＴＧＴＡＡＡＴＡＴＡＡＴＣＧＡＣＡＡＡＴＣ
Ｄｏｗｎｈｌｂ（ＳａｌＩ）Ｆ ＧＣＴＧＴＣＧＡＣＧＣＴＣＡＡＣＴＡＡＣＴＡＡＴＡＡＣＴＴＧＣＴＴＣＧ ９９３ｂｐ
Ｄｏｗｎｈｌｂ（ＰｓｔＩ）Ｒ ＴＴＧＣＴＧＣＡＧＧＧＴＡＣＡＡＴＴＧＧＴＡＧＴＧＧＴＴＴＧＡＧＡ
ＯｕｔｈｌｂＦ ＣＧＣＡＴＧＡＡＣＴＡＡＧＴＴＴＧＣＴＧＴＧＴ １４９８ｂｐ
ＯｕｔｈｌｂＲ ＣＡＣＧＴＡＣＡＧＣＴＡＣＡＡＣＡＡＧＴＧＡＴＡＧＴＣ
ＩｎｈｌｂＦ ＧＧＴＧＧＧＡＣＡＡＡＡＣＴＧＡＡＧＧＴＡＧＣ １３３ｂｐ
ＩｎｈｌｂＲ ＴＧＣＴＡＴＣＡＴＴＡＴＣＧＡＡＴＣＣＡＣＡＡＣＣ
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Ａ：ＭＷ２野生株菌落周围见黑色窄带 β溶血环（黄色箭头所示）；Ｂ：Ｈｙｐｅｒβ株菌落周围见宽大 β溶血环（黄色箭头所
示）；Ｃ：ＢＢＢ细胞模型ＦＤ４０跨膜交换通透性比较　ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．０００１

图１　金葡菌ＭＷ２和Ｈｙｐｅｒβ株的β溶血现象及其对血脑屏障通透性的影响

１．２．５　金葡菌 ＮＣＴＣ８３２５４野生株及其 Δｈｌｂ株、
ＲＮ４２２０菌株溶血活性鉴定　　将 ＲＮ４２２０菌株垂直
划线于血琼脂平板，ＮＣＴＣ８３２５４野生株、Δｈｌｂ株分别
划线于左侧和右侧，与中间的ＲＮ４２２０菌株垂直交叉。
３７℃培养过夜，观察溶血现象差异［１３］。

１．２．６　金葡菌感染小鼠血源性脑膜炎／脑微脓肿模型
构建及鉴定　　取对数生长期金葡菌 ＮＣＴＣ８３２５４野
生株菌悬液，离心弃去培养基，随后加入灭菌的 ＰＢＳ
溶液，清洗、离心共 ２次，再加入 ＰＢＳ制备菌悬液备
用。将１００μＬ含 ＮＣＴＣ８３２５４菌株 １×１０７ＣＦＵ的菌
悬液经尾静脉注射至６～８周龄雄性ＣＤ１小鼠，ＳＰＦ级
动物房饲养［１４］。注射 ７２ｈ后将小鼠安乐死，采集脑
组织，经病理切片Ｈ＆Ｅ染色，显微镜下观察病理改变。
１．２．７　金葡菌 ＮＣＴＣ８３２５４野生株与 ＮＣＴＣ８３２５
４Δｈｌｂ株感染小鼠血源性脑膜炎／脑微脓肿模型菌载
量比较　　将ＮＣＴＣ８３２５４野生株与ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ
菌株按照前述方法（见１．２．６），分别构建小鼠血源性
脑膜炎／脑微脓肿模型。饲养７２ｈ后安乐死，将脑组
织加入灭菌０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的ＰＢＳ溶液制成匀浆，
梯度稀释、铺板计数，比较小鼠脑组织的细菌载量。

１．２．８　统计学方法　　ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９软件对实验

结果进行统计学分析，两组间比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔｓ’ｔ检
验，脑组织细菌载量各组间采用曼惠特尼检验（Ｍａｎｎ
Ｗｈｉｔｎｅｙｔｅｓｔ）。Ｐ＜０．０５为具有统计学差异。

２　结果

２．１　Ｈｌｂ高产菌株 Ｈｙｐｅｒβ导致血脑屏障通透性增
加的能力增强

　　整合至 ｈｌｂ基因中的噬菌体可以随机切离［９，１５］。

通过血平板培养金葡菌ＭＷ２，筛选到β溶血现象能力
明显增强的 Ｈｙｐｅｒβ株（图 １Ａ，Ｂ）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养
ｈＣＭＥＣ／Ｄ３细胞以模拟血脑屏障，经金葡菌 ＭＷ２、
Ｈｙｐｅｒβ株（３０ＭＯＩ）及ＰＢＳ处理１ｈ，荧光染料透过实
验表明Ｈｙｐｅｒβ株所致 ＦＤ４０的跨内皮交换百分比显
著高于野生株及 ＰＢＳ对照组（图１Ｃ），提示 β毒素可
能具有增加血脑屏障通透性的作用。

２．２　金葡菌ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ菌株的构建与鉴定
　　选择 １０个不同类型金葡菌菌株：ＭＳＳＡ菌株
ＮＣＴＣ８３２５及其衍生株ＮＣＴＣ８３２５４和ＲＮ４２２０，Ｎｅｗｍａｎ；
耐甲氧西林金葡菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳ．ａｕｒｅｕｓ，
ＭＲＳＡ）菌株ＣＯＬ、ＭＷ２、Ｎ３１５、ＴＷ２０和ＵＳＡ３００；万古霉
素中介耐药 （ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅＳ．
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ａｕｒｅｕｓ，ＶＩＳＡ）菌株 Ｍｕ３，筛选 ｈｌｂ基因完整的菌株作
为亲本株。在 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中下载上述菌株基因
组序列，比较分析其 ｈｌｂ基因，发现 ＮＣＴＣ８３２５４、ＣＯＬ
和ＲＮ４２２０菌株具有完整 ｈｌｂ基因，无噬菌体插入
（图２），可稳定产生Ｈｌｂ。
　　我们选择 ＲＮ４２２０的亲本菌株 ＮＣＴＣ８３２５４进行
ｈｌｂ基因敲除［１６］。通过同源重组的方法，筛选到

ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ菌株，用 ｈｌｂ基因的外侧引物和内侧
引物进行 ＰＣＲ鉴定，结果如图 ３Ａ所示。ＮＣＴＣ８３２５
４Δｈｌｂ菌株用 ｈｌｂ基因外侧引物得到的 ＰＣＲ产物与野
生株相比，片段减少１０２３ｂｐ，相当于ｈｌｂ基因长度；内
侧引物ＰＣＲ扩增时，野生株ｈｌｂ基因正常扩增，片段约
１３３ｂｐ，而ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ菌株无扩增产物。ＰＣＲ产

物进一步经测序鉴定，发现仅在基因组上留下相应的酶

切位点（图３Ｂ），表明ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ菌株构建成功。
２．３　敲除ｈｌｂ对金葡菌ＮＣＴＣ８３２５４溶血活性的影响
　　金葡菌 ＲＮ４２２０仅产生 β溶血素，在血平板上呈
现典型略浑浊的 β溶血现象（图 ４黄色箭头所示）。
ＮＣＴＣ８３２５４野生株为 α，β及 δ溶血共存，由于 Ｈｌｂ
对α溶血具有抑制作用，故表现为浑浊的不完全溶血
现象（图４蓝色箭头所示）；而β溶血素还与δ溶血素
相互作用，产生围绕细菌划线条纹的狭窄清晰溶血区

域（图４绿色箭头所示）。ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ株 β溶血
缺如，对 α溶血抑制及与 δ溶血素的相互作用均消
失，仅表现为典型的透明α溶血现象（图３Ｃ红色箭头
所示）［１３］。
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Ａ：１０个金葡菌株的ｈｌｂ基因序列比对，８３２５４、ＣＯＬ和ＲＮ４２２０的ｈｌｂ基因完整，无噬菌体插入，其余菌株在距离起始密码
子约１７０ｂｐ或２００ｂｐ处被噬菌体插入；Ｂ：蓝色箭头表示ｈｌｂ基因，红色箭头表示前噬菌体基因组。蓝色箭头之间有红色
箭头者为噬菌体插入的截断ｈｌｂ示意图

图２　不同金葡菌株ｈｌｂ基因中前噬菌体插入的比较分析
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Ａ：ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ菌株ｈｌｂ基因外侧引物ＰＣＲ扩增产物电泳图，敲除菌株 ＰＣＲ产物与野生株相比，片段减少 １０２３ｂｐ
（左）；用内侧引物扩增时，野生株 ｈｌｂ基因正常扩增，片段１３３ｂｐ，ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ菌株无扩增产物；Ｂ：ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ
菌株的测序鉴定，外侧引物ＰＣＲ产物测序表明基因组上仅留下相应的酶切位点

图３　金葡菌ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ菌株的构建及鉴定
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左侧野生株α及β溶血共存，呈现不完全溶血区（蓝色箭
头所示），β与 δ溶血素相互作用，产生狭窄清晰溶血区
（绿色箭头所示）；右侧Δｈｌｂ株β溶血缺如，表现为清晰的

α溶血（红色箭头所示）；中间为 ＲＮ４２２０，表现为浑浊的

β溶血（黄色箭头所示）

图４　ＮＣＴＣ８３２５４野生株与ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ株溶血活性
比较

２．４　敲除ｈｌｂ影响金葡菌ＮＣＴＣ８３２５４穿透血脑屏障
　　采用 ３０ＭＯＩ的金葡菌 ＮＣＴＣ８３２５４野生株与
ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ株 分 别 处 理 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培 养 的
ｈＣＭＥＣ／Ｄ３血脑屏障模型细胞，以 ＰＢＳ处理组为对
照，作用１ｈ后，观察到野生株所致血脑屏障对 ＦＤ４０
通透性增加程度显著高于敲除株及ＰＢＳ对照组（图５），
表明ｈｌｂ敲除后金葡菌导致血脑屏障通透性增加的能
力降低。
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以ＰＢＳ为对照，比较ＮＣＴＣ８３２５４野生株及Δｈｌｂ株对ＢＢＢ
细胞模型 ＦＤ４０跨膜交换通透性　ａ：Ｐ＜０．００１，ｂ：Ｐ＜
０．０５，ｎｓ：无统计学差异

图 ５　金葡菌 ＮＣＴＣ８３２５４和 ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ株对
ｈＣＭＥＣ／Ｄ３细胞模型ＢＢＢ通透性的检测

２．５　敲除ｈｌｂ影响金葡菌ＮＣＴＣ８３２５４在脑组织中定
植量

　　用１×１０７ＣＦＵ的ＮＣＴＣ８３２５４野生株经尾静脉注
射至雄性ＣＤ１小鼠构建金葡菌感染血源性脑膜炎／脑
微脓肿模型，７２ｈ后处死小鼠，将脑组织送检病理切片，
经Ｈ＆Ｅ染色，观察到软脑膜增厚，大脑皮质及髓质交界
部见脑微脓肿形成（图６Ａ－Ｄ），提示模型构建成功。
　　分别用 １×１０７ＣＦＵ的 ＮＣＴＣ８３２５４野生株和
ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ株经尾静脉注射构建小鼠血源性脑
膜炎／脑微脓肿模型，７２ｈ后取脑组织计数菌载量。
与野生株相比，ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ株感染后在脑组织中
的菌载量明显下降（图 ６Ｅ），提示敲除 ｈｌｂ后葡菌
ＮＣＴＣ８３２５４感染脑组织能力显著降低。
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Ａ，Ｂ：Ｈ＆Ｅ染色，可见小鼠大脑表面软脑膜增厚，充血性炎症（黑色箭头指示），Ａ为４０×，Ｂ为１００×；Ｃ，Ｄ：Ｈ＆Ｅ染色，可见小鼠
大脑皮质与髓质交界处炎症细胞聚集，脑微脓肿形成，边界清楚（黑色箭头指示），并可见软脑膜增厚，Ｃ为 ４０×，Ｄ为 １００×；
Ｅ：ＮＣＴＣ８３２５４野生株及ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ株构建小鼠血源性脑膜炎／脑微脓肿模型脑组织菌载量比较　ｎ＝９，ａ：Ｐ＜０．００１

图６　金葡菌感染小鼠构建血源性脑膜炎／脑微脓肿模型病理改变及ｈｌｂ敲除对ＮＣＴＣ８３２５４在脑组织中定植量的影响
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３　讨论

　　金葡菌是人类常驻菌群，定植于宿主皮肤、鼻咽部
和消化道［１７］。在一定条件下，转变为致病菌，引发皮

肤、肺炎，并可经血流播散导致败血症，从而引发致命

性脑膜炎和脑脓肿［１，３］。然而，金葡菌如何从定植状

态转变为致病状态，通过血流播散入侵中枢的机制仍

不清。

　　金葡菌产生大量毒力因子，如毒素、黏附素和免疫
逃逸因子等。毒理因子间相互配合以适应宿主体内不

同环境，发挥定植、感染等功能［５］。我们前期研究发

现，金葡菌感染脑脓肿致病过程中 ｈｌｂ基因在小鼠脑
脓肿模型中表达明显上调，为脑脓肿的关键毒力因

子［６］。然而，研究采用的 Ｎｅｗｍａｎ株 ｈｌｂ基因被 φＳａ３
噬菌体插入而失活［１８］。因此，Ｈｌｂ的致病功能研究较
少。β毒素由ｈｌｂ基因编码，该基因位于金葡菌基因
组上，约７７％临床分离株和９６％的人鼻腔金葡菌分离
株携带φＳａ３噬菌体［９，１５］。本研究选择 １０个金葡菌
菌株进行生物信息学比对，其中７个菌株均存在噬菌
体插入，与文献报道相一致。然而，噬菌体溶原是一个

可逆过程，侵入性金葡菌分离株往往会丢失噬菌体，

φＳａ３噬菌体发挥“分子开关”作用，调控金葡菌的定植
与侵袭状态，调控感染过程［１５，１９］。噬菌体等可移动遗

传元件与金葡菌在不同宿主内生存，发挥致病作用密

切相关，前噬菌体的插入和切除可能赋予细菌这种适

应性进化优势［９］。我们筛选到金葡菌 ＭＷ２的 Ｈｙｐｅｒ
β株，证实了φＳａ３噬菌体主动溶原现象的存在，并发
现其破坏血脑屏障能力较野生株增强。

　　中枢神经系统受 ＢＢＢ保护，通常情况下毒素、微
生物等不能进入。在一定条件下，金葡菌自血液播散

穿透ＢＢＢ入侵中枢。小鼠金葡菌脑脓肿模型证实金
葡菌中枢感染伴随血脑屏障的持续破坏和炎症因子持

续升高［２０］。其致病作用的发挥可分为以下四个步骤：

血流存活、黏附和侵袭、免疫逃逸及细胞内存活［１７，２１］。

金葡菌穿透血脑屏障感染中枢相关的机制研究报道较

少。ｙｐｆｐ基因敲除后导致脂磷壁酸（ｌｉｐｏｔｅｉｃｈｏｉｃａｃｉｄ，
ＬＴＡ）膜锚定缺陷，表现出侵入 ｈＢＭＥＣ模拟 ＢＢＢ细胞
模型的能力下降，并与体内发生脑膜炎的风险降低相

关［１４］。葡萄球菌Ａ蛋白（ＳｐＡ）能够增加人脑微血管
内皮细胞（ｈＢＭＶＥＣ）通透性，同时伴随金葡菌导致的
紧密连接蛋白 ＶＥＣａｄｈｅｒｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ５和 ＺＯ１表达减
少，促炎细胞因子产生、氧化应激反应和 ＮＦκＢ通路
激活［１１］。上述研究均聚焦在金葡菌入侵 ＢＢＢ的黏附
和免疫调节环节。而 β毒素则可能是作用于细菌侵
袭过程。

　　β毒素分子量３５ｋＤａ，属成孔毒素，并具有 Ｍｇ２＋

依赖的中性鞘磷脂酶 （ｎｅｕｔｒａｌｓｐｈｉｎｇｏｍｙｅｌｉｎａｓｅ，
ｎＳＭａｓｅ）活性，分解细胞膜的鞘磷脂，造成宿主细胞死
亡，是特定感染条件下的重要毒力因子［９］。既往研究

报道，金葡菌 β毒素在肺损伤、兔感染性脑膜炎动物
模型中发挥致病作用［２２－２３］。对人单核巨噬细胞、兔纤

毛鼻上皮细胞、牛乳腺上皮细胞具有破坏作用，促进鼠

巨噬细胞凋亡，而对人粒细胞、成纤维细胞、淋巴细胞、

红细胞，大剂量仍无明显毒性［２４－２７］。因此，β毒素的
致病作用具有宿主和组织特异性［６，１７］，而对血脑屏障

细胞是否具有致病作用尚未见报道。

　　为进一步研究 β毒素的生物学功能，构建了
ＮＣＴＣ８３２５４的 ｈｌｂ敲 除 株 ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ株。
ＮＣＴＣ８３２５４野生株可产生α、β、γ和 δ溶血素。四种
溶血素之间存在相互作用，在血琼脂平板上呈现不同

的溶血现象。由于Ｈｌｂ对 α溶血具有抑制作用，在血
平板上表现为宽大浑浊的不完全溶血环；δ溶血素与
Ｈｌｂ相互作用，产生一个围绕菌条纹的狭窄清晰溶血
区。ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ株呈现透明的α溶血环，与δ溶
血环融合，是Ｈｌｂ对α溶血抑制作用消失出现的。因
此，证实敲除株确实不能产生β溶血素。
　　构建ｈＣＭＥＣ／Ｄ３血脑屏障细胞模型，验证 Ｈｌｂ在
金葡菌感染中枢神经系统中的作用，比较发现

ＮＣＴＣ８３２５４野生株所致血脑屏障通透性增加程度显
著高于ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ株及 ＰＢＳ对照组。再构建金
葡菌感染小鼠血源性脑膜炎／脑微脓肿模型，观察到小
鼠脑组织ＮＣＴＣ８３２５４Δｈｌｂ株脑组织菌载量较野生株
明显减少，进一步证明 ｈｌｂ基因敲除后金葡菌穿透
ＢＢＢ进入小鼠的能力减弱。β溶血素为成孔毒素，可
在细胞膜上打孔，直接裂解宿主细胞；具有 ｎＳＭａｓｅ活
性，分解细胞膜的鞘磷脂，导致宿主细胞损伤［２８］。鞘

磷脂是细胞膜磷脂双分子层的重要结构和信号成分。

鞘磷脂生物合成的破坏与炎症、感染、神经退行性疾

病、糖尿病和癌症等人类疾病有关。许多病原微生物

利用和操纵鞘磷脂途径入侵宿主细胞，并存活和增

殖［２９－３０］。我们推测金葡菌Ｈｌｂ破坏血脑屏障，促进细
菌感染中枢神经系统的作用可能是通过上述机制发挥

的，该假设有待进一步研究验证。

　　综上所述，金葡菌 β毒素编码基因 ｈｌｂ常被噬菌
体插入失活，导致致病作用被低估。噬菌体发挥“分

子开关”作用，切离后 ｈｌｂ基因被激活而发挥致病作
用。本研究通过生物信息学比对，筛选到无φＳａ３噬菌
体插入的金葡菌菌株，构建 ｈｌｂ基因敲除株，发现敲除
株引起ＢＢＢ细胞模型透性增加的能力和导致小鼠脑
膜炎／脑微脓肿的能力均较野生株显著下降。首次证

４８５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



明β毒素在金葡菌感染ＣＮＳ中发挥重要作用，其功能
的发挥有助于金葡菌破坏并通过血脑屏障。
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