
书书书

论著 ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１４０９２０３

重复序列致ａｇｒＣ突变对金黄色葡萄球菌致病性的影响
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　　［摘要］　目的　探讨金黄色葡萄球菌 ＸＱ株毒力变异的机制。方法　 以金黄色葡萄球菌

ＡＴＣＣ２５９２３为对照，采用动物实验观察临床分离的金葡菌ＸＱ株在体外传代后的毒力改变；通过聚丙烯
酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分析菌体及培养上清的蛋白谱变化，应用ＰＣＲ进行金葡菌附属调节基因ａｇｒ
扩增并测序，分析菌株毒力变异的机制，并进一步通过ｑＲＴＰＣＲ检测ＸＱ株ａｇｒ调控的毒力因子变化情
况。结果　 动物毒力实验证实ＸＱ株的毒力较对照菌ＡＴＣＣ２５９２３强，体外传代培养后，ＸＱ株第１８０代
菌株（ＸＱ１８０）的毒力明显下降，ＳＤＳＰＡＧＥ分析发现毒力下降的ＸＱ株（ＸＱＭ株）培养上清的蛋白表达谱
较ＸＱ株有明显改变，对金葡菌ａｇｒ基因进行测序分析发现ＸＱＭ株的ａｇｒＣ基因第４４３位有一段１８８ｂｐ
的序列插入，而该插入序列就是ａｇｒＣ基因２５５～４４２间序列，正是该１８８ｂｐ重复序列导致ＡｇｒＣ蛋白的
截短型突变，引起新桥株的致病性降低，ｑＲＴＰＣＲ检测结果证实ＸＱＭ株中受ａｇｒ调控的毒力基因表达水
平显著下降。结论　 临床分离的金葡菌 ＸＱ株毒力强，在体外传代中易发生毒力变异，这种变异与重
复序列导致的ａｇｒＣ突变有关。
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　　金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，简称金葡
菌），是一种重要的人畜共患病原菌，可引起侵袭性化

脓感染、食物中毒、心包炎等，危害人和动物健康［１－２］。

流行病学调查证实，在我国重庆地区，医院临床分离的

革兰阳性菌中，葡萄球菌居首位［３］。我国耐药监测网

的１２家医院２０１１年向美国ＪＭＩ实验室提供的２２７８株
医院感染细菌中，金葡菌分离率排第１位（占１５１％，
３４３／２２７８）［４］。可见金葡菌感染已成为我国重要的公
共卫生问题。

　　金葡菌的致病性与其产生的多种毒力因子有关，
如产生毒素休克综合征毒素１可致毒素休克综合征，
产生表皮剥脱毒素导致葡萄球菌烫伤样皮肤综合征，

分泌肠毒素引起葡萄球菌食物中毒等；此外，金葡菌还

可产生溶血素、杀白细胞素、血浆凝固酶等毒力因子参

与致病［５－６］。毒力因子是细菌致病的“武器”，金葡菌

致病性的强弱取决于菌株携带毒力因子的种类和数

量。通常认为携带的毒力因子越多，致病性越强，即临

床感染中存在一些毒力较强的金葡菌菌株，可引起高

致死性疾病［７］。如美国明尼苏达大学医学院 Ｋｒａｖｉｔｚ
等报道了一种新出现的致死性疾病，称为葡萄球菌性

暴发性紫癜，该病患者表现为在呼吸道感染的康复过

程中突然发生病情恶化，患者多死于中毒性休克综合

征，研究称，在此前５年发现的１２例该病患者中，仅２例
生存［８］。当然，金葡菌毒力因子的表达受着 ｓｉｇｍａ因
子、附属调节因子（ａｃｃｅｓｓｏｒｙｇｅｎｅｒｅｇｕｌａｔｏｒ，ａｇｒ）等的
严格调控，调控因子的突变将直接影响其下游毒力因

子的表达，进而引起菌株的毒力变化。监测金葡菌强

致病性菌株的出现和流行，探讨其毒力的变异对控制

金葡菌感染具有重要意义。

　　本课题组前期从我校新桥医院分离到１株甲氧西
林敏感金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅＳｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＭＳＳＡ），命名为ＸＱ株，该菌感染一１７岁
男性少年，患者１０ｄ内因严重脓毒症而死亡。ＸＱ株
经分子生物学鉴定为一株 ｓｐａｔ１５９、ａｇｒⅣ、ＰＶＬ＋、
ＳＴ１２１型金葡菌，动物实验表明其致病性强，但体外传
代后菌株毒力明显减弱。本研究采用体外传代、毒力

实验、蛋白谱分析、调控基因及毒力因子检测等方法探

讨了ＸＱ株毒力变异的机制，揭示重复序列引起的
ａｇｒＣ突变是ＸＱ株毒力变异的重要原因。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株及实验动物　　金葡菌 ＸＱ株分离自我
校新桥医院急救部，ＡＴＣＣ２５９２３为 ＭＳＳＡ对照菌，
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自本校实验动物中心，雌性，６～８周龄
（２０ｇ左右），ＳＰＦ级。
１．１．２　培养基及试剂　　胰蛋白胨大豆肉汤培养基
（ｔｒｙｐｔｏｎｅｓｏｙａｂｒｏｔｈ，ＴＳＢ）、脑心浸液肉汤培养基
（ｂｒａｉｎｈｅａｒｔｉｎｆｕｓｉｏｎ，ＢＨＩ）、胰蛋白胨、酵母提取物购
自英国 Ｏｘｉｏｄ公司；溶葡萄球菌素购自 Ｓｉｇｍａ公司；
ＴｒｉｔｏｎＸ１００、细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒购自北京
天根生化科技有限公司；ＴｒｉＰｕｒｅ试剂购于罗氏公司；
痕量ＤＮＡ降解试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；逆转录试剂
盒购于ＴａＫａＲａ公司。
１．２　方法
１．２．１　引物设计　　根据已报道的金葡菌 ＲＮ４８５０
（ａｇｒ型别与 ＸＱ株相同）的 ａｇｒ基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ
ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．ＤＱ２２９８５３），利用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软
件设计ＰＣＲ及ｑＲＴＰＣＲ引物，具体序列见表１。

表１　ＰＣＲ和ｑＲＴＰＣＲ引物及序列
引物名称 引物序列（５′→３′） 扩增靶标 片段大小（ｂｐ）
ａｇｒＡＬ ＧＡＡＴＡＣＡＣＡＴＴＡＡＡＧＡＴＴＧＡＡＧＣＡ ＡｇｒＡ １４５４
ａｇｒＡＲ ＧＣＣＡＧＣＴＡＴＡＣＡＧＴＧＣＡＴＴＴＧ
ａｇｒＢＬ ＴＧＡＣＣＴＴＴＴＣＣＡＡＣＡＴＴＡＧＡＣ ＡｇｒＢ １４９５
ａｇｒＢＲ ＡＴＴＣＴＴＴＡＧＧＴＡＴＴＴＣＡＡＣＴＴＣＧ
ａｇｒＣＬ ＡＴＧＡＣＡＧＴＴＡＴＣＧＣＣＡＴＡＧＧＴＡ ＡｇｒＣ ２５１４
ａｇｒＣＲ ＧＣＣＡＧＣＴＡＴＡＣＡＧＴＧＣＡＴＴＴＧ
ａｇｒＤＬ ＡＴＧＡＣＡＧＴＴＡＴＣＧＣＣＡＴＡＧＧＴＡ ＡｇｒＤ １４０９
ａｇｒＤＲ ＣＡＡＧＡＡＴＡＡＴＡＣＣＡＡＴＡＣＴＧＣＧＡ
ｓｉｇＢＬ ＣＴＴＡＡＴＴＡＡＡＴＴＡＡＡＡＡＴＡＣＣＣＣＴＣＧ 　毒力调节σＢ因子 １５４５
ｓｉｇＢＲ ＣＣＴＡＴＧＡＧＡＣＡＡＧＡＴＧＧＡＡＣＴＣＧＴＧ
ｈｌａＬ ＡＡＧＴＧＧＴＴＴＡＧＣＣＴＧＧＣＣＴＴＣＡ α溶血素 ２００
ｈｌａＲ ＴＣＧＡＡＡＣＡＴＴＴＧＣＡＣＣＡＡＴＡＡＧＧ
ｈｌｇＬ ＴＴＣＧＣＴＴＧＴＡＴＣＧＣＴＴＧＡＡＣＣＴ δ溶血素 １９２
ｈｌｇＲ ＴＣＡＴＴＣＧＣＣＡＣＴＧＡＡＴＣＡＧＧＴＣ
ｓｅｂＬ ＴＧＴＡＴＧＴＡＴＧＧＴＧＧＴＧＴＡＡＣＴＧＡＧＣ 　葡萄球菌肠毒素Ｂ ２０７
ｓｅｂＲ ＡＧＧＣＧＡＧＴＴＧＴＴＡＡＡＴＴＣＡＴＡＧＡＧＴ
ｓｓｐＡＬ ＣＴＡＣＡＡＣＴＡＣＡＣＣＧＧＡＡＧＣＡＡＴＡＡＡ 丝氨酸蛋白酶 １９９
ｓｓｐＡＲ ＡＣＡＧＡＣＡＡＡＣＡＧＣＡＡＡＣＡＣＣＴＡＡＧＡ
ＲＮＡⅢＬ ＣＡＴＧＧＴＴＡＴＴＡＡＧＴＴＧＧＧＡＴＧＧＣ ＲＮＡⅢ １８８
ＲＮＡⅢＲ ＧＡＡＧＧＡＧＴＧＡＴＴＴＣＡＡＴＧＧＣＡＣＡ
ＬｉｐＡＬ ＡＣＡＣＡＡＴＧＴＴＡＧＧＧＴＴＣＡＡＣＧＡＣＧ 脂酶Ａ １８５
ＬｉｐＡＲ ＡＡＧＡＧＴＡＧＡＣＴＴＣＧＧＧＴＴＧＧＣＴＣ
１６ＳｒＲＮＡＬＧＣＴＣＧＴＧＴＣＧＴＧＡＧＡＴＧＴＴＧＧ １６ＳｒＲＮＡ １９５
１６ＳｒＲＮＡＲＴＴＴＣＧＣＴＧＣＣＣＴＴＴＧＴＡＴＴＧＴ
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１．２．２　细菌培养与传代　　金葡菌 ＸＱ株接种于
２ｍＬＬＢ培养基中，３７℃培养过夜，次日按１∶１００比例
接种于２ｍＬ新鲜无菌的ＬＢ培养基中，３７℃振荡培养
过夜，重复上述操作传代２００次，分别保存每代细菌。
金葡菌ＡＴＣＣ２５９２３接种于２ｍＬＬＢ培养基中，３７℃培
养过夜备用。

１．２．３　动物毒力实验　　将 ＸＱ株、传代１８０次 ＸＱ
株（ＸＱ１８０）、ＡＴＣＣ２５９２３分别按 １∶１００比例接种于
２ｍＬＴＳＢ中，３７℃培养至对数生长期（约６ｈ），用无
菌生理盐水稀释至 Ｄ（６００）等于１．０（细菌浓度约为
１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ），按 １００μＬ／只剂量皮下注射感染
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，常规条件下养殖，观察小鼠皮肤的溃烂
程度；同时按上述方法将菌浓度调至１×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，
按１００μＬ／只剂量尾静脉注射感染小鼠，观察并统计小
鼠死亡情况。通过动物毒力实验，将毒力下降的 ＸＱ
株命名为ＸＱＭ株。
１．２．４　聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）　　将过
夜菌接种于ＢＨＩ培养基，３７℃培养至Ｄ（６００）为０．８，
取１．５ｍＬ菌液１００００×ｇ离心１ｍｉｎ，吸取上清１ｍＬ
加入１００μＬ预冷的饱和 ＴＣＡ溶液，冰浴１ｈ，制备标
本，参见文献［９］方法进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，考马
斯亮蓝染色并观察［１０］。

１．２．５　目标基因的ＰＣＲ扩增及核酸测序分析　　过
夜培养ＸＱ株和ＸＱＭ株，次日吸取１ｍＬ菌液，１００００×ｇ
离心５ｍｉｎ，采用细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒分别提
取ＸＱ株及 ＸＱＭ株的基因组 ＤＮＡ，具体步骤参见细菌
基因组提取试剂盒说明书。以提取的细菌基因组

ＤＮＡ为模板，用２×Ｔａｑ酶及相应的引物分别扩增各
毒力调节基因，回收 ＰＣＲ扩增片段，送上海立菲生物

技术有限公司进行 ＤＮＡ测序，测序结果用 ＢｉｏＥｄｉｔ软
件进行比对分析。

１．２．６　ｑＲＴＰＣＲ检测毒力因子表达　　取过夜培养
菌按１∶１００比例接种于２ｍＬ无菌 ＢＨＩ中，３７℃振荡
培养至对数生长中期（约６ｈ），使用 ＴｒｉＰｕｒｅ法按试剂
盒说明书抽提金葡菌总 ＲＮＡ，利用 ＤＮＡ降解试剂盒
进行痕量ＤＮＡ的去除，再用 ＴａＫａＲａ公司的逆转录试
剂盒将ＲＮＡ逆转录合成 ｃＤＮＡ，用各毒力因子的引物
进行荧光定量ＰＣＲ检测。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１８．０软件，经独立样本ｔ检验进行统计
学分析。

２　结果

２．１　ＸＱ株毒力实验
　　以１×１０７ＣＦＵ细菌接种小鼠皮下，２周后 ＸＱ株
感染 小 鼠 的 皮 肤 溃 烂 程 度 明 显 高 于 对 照 菌

ＡＴＣＣ２５９２３（图１Ａ）；１×１０５ＣＦＵ细菌经尾静脉感染小
鼠，１周内小鼠的存活率如图 １Ｂ所示，对照菌
ＡＴＣＣ２５９２３感染小鼠７ｄ存活率１００％，而ＸＱ株感染
组小鼠在第２天即全部死亡，７ｄ存活率为０％，表明
ＸＱ株的毒力较强；分别收集 ＸＱ株和 ＡＴＣＣ２５９２３的
菌体和培养上清，经 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后发现两者的菌
体蛋白组成没有明显差异，而在上清中，ＸＱ株的蛋白
条带与 ＡＴＣＣ２５９２３有显著差异（图１Ｃ），表明 ＸＱ株
的强毒性可能与其分泌的多种毒力因子有关。

　　为观察ＸＱ的毒力变异，在体外，用ＬＢ培养基将ＸＱ
株传代培养至２００代，用第１８０代菌株（ＸＱ１８０）进行小鼠
毒力实验，结果发现ＸＱ１８０的毒力明显下降（图１Ｄ）。
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Ａ、Ｂ：分别为相同剂量的ＸＱ株及ＡＴＣＣ２５９２３感染小鼠２周后的伤口情况；Ｃ：１×１０５ＣＦＵ金葡菌经尾静脉感染小鼠的存活率；Ｄ：ＸＱ株
和ＡＴＣＣ２５９２３菌体及培养上清的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果，１：ＸＱ菌体，２：ＡＴＣＣ２５９２３菌体，３：ＸＱ培养上清，４：ＡＴＣＣ２５９２３培养上清；
Ｅ、Ｆ：分别为相同剂量的ＸＱ株及ＸＱ１８０株感染小鼠２周后的伤口情况

图１　金葡菌ＸＱ株及其体外传代株毒力实验
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２．２　ＸＱ株连续传代后培养上清的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分
析

　　为探索传代菌株分泌毒力因子的变化，将每传
２０代的菌株培养上清进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析，结果
见图２，可见第２０代菌株培养上清中的蛋白谱较野生
株有很大差异，而２０～２００代菌株上清的蛋白谱没
有明显改变，表明 ＸＱ的毒力变化在２０代之前已经
发生。
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图２　ＸＱ株每隔２０代培养上清的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果

２．３　毒力变异的ＸＱＭ株
　　对ＸＱ株的１～２０代培养上清进行 ＳＤＳＰＡＧＥ分
析，发现传至第５代，其上清中的蛋白表达谱即发生改
变，毒力下降，将其命名为ＸＱＭ（图３Ａ）。在ＴＳＢ琼脂
平板上，ＸＱＭ株生长较快、菌落较大，呈淡黄色，而野生
ＸＱ株菌落较小，呈金黄色（图３Ｂ）。
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Ａ：ＸＱ株与ＸＱＭ株培养上清蛋白 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果；
Ｂ、Ｃ：分别为ＸＱ株与ＸＱＭ株菌落形态
图３　ＸＱＭ株与ＸＱ株的培养上清蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳结果及菌落形态观察

２．４　重复序列导致ＸＱＭ株ａｇｒＣ突变
　　通过对ＸＱ株及ＸＱＭ株ｓｉｇＢ（编码ｓｉｇｍａ因子Ｂ）、
ａｇｒＡ、ａｇｒＢ、ａｇｒＣ及ａｇｒＤ等毒力调控基因的 ＰＣＲ扩增
及核酸测序分析，发现两者的 ｓｉｇＢ、ａｇｒＡ、ａｇｒＢ及 ａｇｒＤ
序列相同，而ＸＱＭ株的ａｇｒＣ基因第４４３位被一段１８８ｂｐ
序列插入，该插入序列为 ａｇｒＣ基因第２５５～４４２间的
序列，且为正向插入，即自身序列重复插入导致 ＡｇｒＣ
蛋白的截短型突变（图４），这种突变可能是 ＸＱＭ株毒
力下降的重要原因。ＸＱＭ株在体外用ＴＳＢ传代２０次，
对传代后的菌株之ａｇｒＣ基因进行了重新扩增和测序，
发现１８８ｂｐ的插入序列依然存在，表明ＸＱＭ株具有遗
传稳定性。

ＸＱＭ株的ａｇｒＣ基因第４４３位插入一段１８８ｂｐ的序列，该插
入序列为ａｇｒＣ基因的第２５５～４４２之间的序列；ＲＮ４８５０和
ＸＱ株的ａｇｒＣ基因全长为１２９３ｂｐ，编码４３０ａａ，蛋白质理论
相对分子质量为４９．７×１０３；ＸＱＭ株ａｇｒＣ基因由于重复序列
的插入导致蛋白质翻译提前终止，只编码１５９ａａ，产生一个
截短型蛋白，蛋白质理论相对分子质量为１８．５×１０３

图４　金葡菌ａｇｒＣ基因的重复序列插入突变

２．５　ａｇｒＣ突变导致ＸＱＭ株毒力因子表达降低
　　Ａｇｒ作为金葡菌毒力的重要调控系统，其组分
ＡｇｒＣ的突变可能引起Ａｇｒ调控靶基因表达水平下降。
我们采用 ｑＲＴＰＣＲ检测了 ＲＮＡⅢ、α溶血素、γ溶血
素、肠毒素 Ｂ、脂酶等毒力基因的表达情况，以 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因的检测结果为内参，将ＸＱ株各毒力基因的
表达水平进行标准化，即在同一份标本中，用毒力基因

表达量／１６ＳｒＲＮＡ基因表达量，将得到的比值量化为
１，再计算ＸＱＭ中各毒力基因表达量与１６ＳｒＲＮＡ基因
表达量的比值，进行量化后的结果如图５所示，将两株
菌毒力基因的相对表达量进行统计学分析，结果显示

ＸＱ株和ＸＱＭ受ａｇｒ调控的各毒力基因表达水平差异
显著（Ｐ＜０．０１）。表明ＸＱＭ的致病性降低与其 Ａｇｒ调
控的多种毒力因子表达水平显著下降有关。
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１：ＲＮＡⅢ；２：α溶血素；３：γ溶血素；４：葡萄球菌肠毒素Ｂ；
５：丝氨酸蛋白酶；６：脂酶Ａ
图５　ｑＲＴＰＣＲ检测金葡菌ＸＱ株和ＸＱＭ株毒力因子

编码基因结果

３　讨论

　　金葡菌是一种重要的社区获得性和医院获得性感
染病原菌，可产生５０多种毒力因子，引起人类的多种
疾病［１１－１２］。通常金葡菌携带的毒力基因种类和数量

决定着其致病性的强弱，即临床分离的金葡菌菌株可

因携带毒力基因不同而致病性不一，存在强毒株与弱

毒株之别。然而，某些菌株即使携带多种毒力基因也

并不表示其致病性就一定强，因细菌毒力因子的表达

还受着多种调控基因的调控，只有毒力因子表达了才

能参与致病。细菌的毒力调控系统是复杂的，且往往

形成网络式调控。如１９８４年在金葡菌中发现了全局
性的附属调节系统 ａｇｒ［１３］，该系统由 Ｐ２和 Ｐ３两个操
纵子组成，控制ＲＮＡⅡ和ＲＮＡⅢ的转录。ＲＮＡⅡ包含
ＡｇｒＡ、ＡｇｒＢ、ＡｇｒＣ和 ＡｇｒＤ４个开放的阅读框［１４］。

ＡｇｒＣ和 ＡｇｒＡ可构成一个双组分信号转导系统，当
ＡｇｒＣ被信号分子激活后，可激活转录效应分子 ＡｇｒＡ，
反馈式促进Ｐ２和Ｐ３操纵子的转录［１５］。Ｐ３操纵子表
达的ＲＮＡⅢ是一种ＲＮＡ调节分子，调节７０多个基因
的表达，包括３０多个已知的毒力基因［１６］。另外，ｓｉｇＢ
基因编码的σＢ因子通过控制转录因子 ＳａｒＡ的表达而
参与金葡菌毒力因子的表达调控，ＳａｒＡ可与 ａｇｒ系统
的 ＡｇｒＡ相互作用，协同调节 ＲＮＡⅢ的表达［１７］。这

些毒力调控分子的缺失或突变势必会影响金葡菌的

致病性。

　　本课题组前期从一１７岁男性脓毒症患者（感染
１０ｄ死亡）血液中分离出１株金葡菌（ＸＱ株），经鉴定
为ｓｐａｔ１５９、ａｇｒⅣ、ＰＶＬ＋、ＳＴ１２１型菌株。ＳＴ１２１型金
葡菌是一类强致病性菌株，２００７年，德国 Ｓｃｈｅｆｏｌｄ
等［１８］首次报道了ＳＴ１２１型金葡菌（ｓｐａ分型为ｔ２８４）导
致１例５１岁患者肺、肾等多器官功能衰竭的病例。
Ｃｏｎｃｅｉｃａｏ等［１９］的研究证实 ＳＴ１２１型菌株在欧洲国家
主要感染儿童，常引起多种器官的侵袭性损害，致病能

力强。ＸＱ株感染的患者所在的重庆地区以金葡菌

ＳＴ２３９型为主［９］，我国目前尚未见对 ＳＴ１２１型金葡菌
致病性的研究报道。采用小鼠毒力实验，发现１×１０７

ＣＦＵ的ＸＱ株感染小鼠２周后，动物创口出现深而宽
的溃疡，而对照株ＡＴＣＣ２５９２３已趋于恢复；１×１０５ＣＦＵ
的ＸＱ株经尾静脉注射感染小鼠２ｄ全部死亡，显示出
ＸＱ株的强致病性。有意义的是，将ＸＱ株在体外传代
２００次，毒力实验证实第１８０代菌株较野生株毒力显
著下降，推测可能是菌株在传代过程中出现了毒力变

异，于是对 ＸＱ株及其传代菌株培养上清进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳，发现传至第５代，菌株培养上清蛋白表达
谱即发生了明显改变，菌株生长快，呈淡黄色，毒力也

明显下降（ＸＱＭ株）。
　　在对细菌致病性研究中，通常是针对某一毒力因
子展开，探索某一种毒力因子的缺失或突变对病原菌

致病性的影响。本研究发现，ＸＱ株毒力下降后（变为
ＸＱＭ株），其培养上清的多个蛋白因子表达量下降，说
明ＸＱＭ株的毒力下降是由一组毒力因子表达下调引
起的，即 ＸＱＭ株调控毒力因子表达的调控基因可能发
生了改变。于是，我们对 ＸＱＭ株的 ｓｉｇＢ、ａｇｒＡ、ａｇｒＢ、
ａｇｒＣ和 ａｇｒＤ等金葡菌全局性调控分子基因进行了
ＰＣＲ扩增和核酸测序分析，结果发现 ＸＱＭ株 ａｇｒＣ基
因的第４４３位核苷酸处出现了一１８８ｂｐ的插入序列，
有趣的是该插入序列正好是 ａｇｒＣ基因２５５～４４２ｂｐ
间的序列，这种自身序列正向重复插入导致ＡｇｒＣ蛋白
的截短型突变，影响了 ＡｇｒＣ的激活和功能，进而导致
Ａｇｒ的活性下降，毒力基因表达水平普遍下调，最终使
得ＸＱＭ株毒力下降。已有文献报道过，Ａｇｒ是金黄色
葡萄球菌化脓性关节炎诱导和复发的关键决定因

素［２０］，Ａｇｒ的突变可以减少疾病的发生率和严重程度，
Ａｇｒ的突变也可明显减弱金黄色葡萄球菌的入侵能
力［２１］。然而，在已报道的 Ａｇｒ突变中，主要是个别位
点的点突变；如金葡菌 ＲＮ４２２０的 ａｇｒＡ基因之３′端多
插入一个Ａ，可导致移码突变，引起ａｇｒ活性的发挥滞
后２～３ｈ［２２］。还有研究发现，金葡菌 ＫＳＩ９０５１的 ａｇｒ
操纵子基因４６９～４７４位为６个 Ｔ，当插入１个 Ｔ后，
导致１个截短型ＡｇｒＣ蛋白的产生，影响了菌株的致病
性［２３］。金葡菌 ８３２５４株的 ａｇｒＡ基因其 １２４位发生
Ｔ／Ａ突变后，不能合成完整的 ＡｇｒＣ蛋白，会导致毒力
因子表达受影响［２４］。本研究发现的ＸＱＭ株ａｇｒＣ基因
被自身重复序列插入而引起的突变尚少见文献报道。

在课题研究中，我们也试探性地对 ＸＱ株进行重组质
粒的转化，试图用基因替换的方法在野生 ＸＱ株 ａｇｒＣ
基因中插入本研究发现的１８８ｂｐ序列，探讨插入序列
对菌株毒力的影响，但未获成功，可能金葡菌临床菌株

对ＤＮＡ转化存在多种限制。
　　总之，本研究通过动物毒力实验证实 ＸＱ株为一
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ＳＴ１２１型强致病性金葡菌，此类强致病性金葡菌毒株
在我国的出现应引起临床上的高度重视。通过细菌培

养上清的ＳＤＳＰＡＧＥ分析，发现 ＸＱ株的致病性与多
种毒力因子的表达有关，在体外传代后，ＸＱ株易发生
毒力变异，变异的ＸＱＭ株因ａｇｒＣ基因被自身重复序列
插入引起的突变而致，ａｇｒＣ基因被插入序列突变后，
ＸＱＭ株的多种毒力因子表达下调，是导致 ＸＱＭ株致病
性明显降低的主要原因。至于插入序列致 ａｇｒＣ基因
突变的具体机制以及 ａｇｒＣ突变对 ＸＱＭ株毒力的调控
作用还有待进一步深入研究。
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