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　　［摘要］　目的　利用同源重组技术构建金黄色葡萄球菌ＮｅｗｍａｎＲＮＡⅢ基因敲除株，探究ＲＮＡⅢ
敲除对金葡菌γ溶血素表达调控的影响。方法　分别扩增ＲＮＡⅢ基因的上下游同源臂，根据同源重组
原理，构建ｐＢＴ２基因敲除载体，利用同源重组技术，构建 ＲＮＡⅢ敲除株。并对野生株和敲除株 γ溶血
素的转录水平和蛋白水平进行研究。结果　实时荧光定量 ＰＣＲ结果显示 ＲＮＡⅢ敲除株 γ溶血素
Ａ／Ｂ／Ｃ亚基的转录水平较野生株显著降低，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果也显示敲除株 γ溶血素蛋白表达水
平较野生株明显减少。结论　ＲＮＡⅢ敲除可显著影响金葡菌γ溶血素的表达。
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　　金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，简称金葡
菌）是一种既可引起医院流行感染又可导致社区散发

感染的重要病原菌［１］。金葡菌可产生大量的穿孔毒

素（ｐｏｒｅｆｏｒｍｉｎｇｔｏｘｉｎｓ，ＰＦＴｓ）溶解细胞。γ溶血素（γ
ｈｅｍｏｌｙｓｉｎ）是葡萄球菌产生的一种双组分穿孔毒素，类
似杀白细胞素，主要作用于人类和其他哺乳动物的血
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细胞等，从而在金葡菌的致病、免疫逃逸等方面发挥重

要作用［２－３］。

　　附属调节系统（ａｃｃｅｓｓｏｒｙｇｅｎｅｒｅｇｕｌａｔｏｒ，Ａｇｒ）是金
葡菌中非常重要的双组分调节系统，控制着多种毒力

因子的表达。ＲＮＡⅢ是金葡菌Ａｇｒ群体感应调控系统
的组成成分，也是Ａｇｒ系统关键的效应分子［４］。在主要

的毒力因子中，α溶血素、杀白细胞素、肠毒素、脂酶都
受到ＲＮＡⅢ的直接调控，而γ溶血素是否受到ＲＮＡⅢ
的调控尚不明确。

　　为研究ＲＮＡⅢ的敲除是否会影响 γ溶血素的表
达，我们利用同源重组技术构建了 ＮｅｗｍａｎＲＮＡⅢ敲
除株，ＲＴＰＣＲ表明ＲＮＡⅢ敲除株的 γ溶血素 Ａ亚基
和ＢＣ亚基转录均降低，进一步对 Ｎｅｗｍａｎ野生株及
ＲＮＡⅢ敲除株培养上清的蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ比较
分析，发现ＲＮＡⅢ的敲除可导致γ溶血素蛋白表达水
平显著降低，提示 ＲＮＡⅢ可调控 γ溶血素蛋白的表
达，也为进一步研究ＲＮＡⅢ调控γ溶血素的表达具体
机制提供了研究基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　金葡菌 ＲＮ４２２０为限制性内切酶缺陷菌株，可接
受并修饰来自大肠埃希菌的穿梭质粒，由中国科学技

术大学孙宝林教授惠赠。质粒 ｐＢＴ２为温度敏感型穿
梭质粒，具有氨苄和氯霉素抗性。金葡菌 Ｎｅｗｍａｎ购
自中国菌种保藏中心。

１．２　主要试剂和实验仪器
　　氯霉素（ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ，Ｃｈｌ）和氨苄（ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ，
Ａｍｐ）、溶葡萄球菌素购自上海生工生物工程技术服务
有限公司；ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ高保真聚合酶、限制性内切酶、
ＤＮＡ连接酶购自 ＴａＫａＲａ公司；琼脂糖凝胶回收试剂

盒、质粒抽提试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；胰蛋白胨大豆
肉汤培养基（ｔｒｙｐｔｏｎｅｓｏｙａｂｒｏｔｈ，ＴＳＢ）、胰蛋白胨、酵母
提取物等购自英国Ｏｘｉｏｄ公司。
１．３　实验方法
１．３．１　引物设计　　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中金葡菌 Ｎｅｗ
ｍａｎ基因组序列利用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计
ＲＮＡⅢ基因上下游片段引物（引物 ＲＮＡⅢ上游正向
和ＲＮＡⅢ上游反向用于扩增 ＲＮＡⅢ上游片段，片段
长度８５２ｂｐ；ＲＮＡⅢ下游正向和 ＲＮＡⅢ下游反向
用于扩增下游片段，片段长度 １００２ｂｐ）。为克隆需
要，分别在引物序列中引入不同的酶切位点。并依据

ＲＮＡⅢ基因上下游片段的外侧序列设计引物 ＲＮＡⅢ
外侧正向和ＲＮＡⅢ外侧反向，用于ＲＮＡⅢ敲除株的
鉴定。根据Ｎｅｗｍａｎ基因组中 γ溶血素基因 ＡＢＣ亚
基序列设计实时荧光定量ＰＣＲ引物，所设计的引物均
交由重庆百诺合一生物科技有限公司合成。各引物具

体序列详见表１。
１．３．２　ＲＮＡⅢ／Ｎｅｗｍａｎ敲除株的构建　　分别扩增
ＲＮＡⅢ左臂同源片段及右臂同源片段，经限制性内切
酶酶切后克隆插入质粒 ｐＢＴ２，构建基因敲除载体
（ｐＢＴ２∷ＲＮＡⅢ）。然后电穿孔转化限制系统缺陷型
金葡菌ＲＮ４２２０，涂布于氯霉素平板进行筛选。将经过
ＲＮ４２２０修饰后的阳性菌株质粒，电转化Ｎｅｗｍａｎ感受
态，置于３０℃孵箱培养。过夜培养经酶切鉴定的阳性
Ｎｅｗｍａｎ菌株，次日以１∶１００比例接种于 ＴＳＢ氯霉素
抗性培养基中，４２℃过夜培养，过夜菌划平板于４２℃
孵箱培养。挑单菌落过夜纯培养后提取基因组，ＰＣＲ
扩增筛选含有整合质粒的单交换菌株，于 ２５℃无抗
ＴＳＢ液体培养基连续诱导培养３轮，划平板于３７℃孵
箱培养。挑单菌落分别接种无抗ＴＳＢ和氯霉素抗性ＴＳＢ

表１　ＰＣＲ引物及序列

引物名称 序列　　　　 用途

ＲＮＡⅢ上游正向 ５′ＣＧＧＡＡＧＣＴＴＡＧＴＣＧＡＴＡＴＣＧＴＡＧＣＴＧＧ３′ 扩增ＲＮＡⅢ上游序列

ＲＮＡⅢ上游反向 ５′ＡＡＡＣＧＴＣＧＡＣＴＡＴＧＧＴＣＧＴＧＡＧＣＣ３′

ＲＮＡⅢ下游正向 ５′ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＣＡＡＣＴＡＴＴＴＴＣＣＡＴＣ３′ 扩增ＲＮＡⅢ下游序列

ＲＮＡⅢ下游反向 ５′ＣＧＣＧＡＡＴＴＣＡＴＴＣＣＡＣＣＴＡＣＴＡＴＣＡＣＡＣ３′

ＲＮＡⅢ外侧正向 ５′ＧＴＴＴＴＴＣＡＴＴＴＡＴＴＡＡＡＣＡＴＴＴＡＧＣＴＧＡＡＡＡＡＴＡＴＡＡ３′ 鉴定ＲＮＡⅢ是否敲除成功

ＲＮＡⅢ外侧反向 ５′ＴＧＧＴＡＴＴＧＴＡＡＡＣＡＴＴＡＡＴＡＴＣＡＴＴＴＧＡＧＴＴＡＡＴＡＣ３′

γＡ正向 ５′ＧＣＴＴＴＣＡＣＴＣＣＣＣＡＴＴＴＡＡＣＡＣＣ３′ 检测ＨｅｍｏｌｙｓｉｎγＡ转录水平

γＡ反向 ５′ＣＣＡＴＣＡＡＴＣＧＧＡＧＧＣＡＧＴＧＧ３′

γＢ正向 ５′ＴＴＧＣＧＣＴＡＴＧＡＡＧＴＴＴＴＧＧＣ３′ 检测ＨｅｍｏｌｙｓｉｎγＢＣ转录水平

γＢ反向 ５′ＣＧＡＧＡＴＡＧＣＴＴＣＣＡＣＣＣＡＡＣＡＴ３′

１６Ｓ正向 ５′ＣＧＡＣＡＡＣＣＡＴＧＣＡＣＣＡＣＣＴＧ３′ 扩增内参基因１６ｓｒＲＮＡ

１６Ｓ反向 ５′ＴＧＡＣＧＴＣＡＴＣＣＣＣＡＣＣＴＴＣＣ３′
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平板，３７℃培养，挑取在无抗培养基上生长而在氯霉素
抗性ＴＳＢ平板上不生长的菌落于无抗ＴＳＢ中培养后提
取基因组，ＰＣＲ及测序筛选鉴定双交换敲除株。
１．３．３　实时荧光定量ＰＣＲ　　 分别挑取 Ｎｅｗｍａｎ野
生株、△ＲＮＡⅢ／Ｎｅｗｍａｎ敲除株单菌落，接种于 ２ｍＬ
ＴＳＢ液体培养基中，３７℃振荡培养过夜。次日将过夜
菌按１∶１００比例转种２ｍＬ新鲜ＴＳＢ液体培养基，３７℃
振摇培养至对数生长期抽提细菌总 ＲＮＡ：将菌液离心
集菌后，重悬于１００μＬＴＥ缓冲液（含３ｍｇ／ｍＬ溶菌
酶和１０μＬ１ｍｇ／ｍＬ溶葡萄球菌素），３７℃作用０．５ｈ
破坏细菌细胞壁，而后用１ｍＬＴｒｉｐｕｒｅ试剂（Ｒｏｃｈｅ公
司）进行细菌总ＲＮＡ抽提（参照试剂说明书进行），并
以ＤｎａｓｅⅠ（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）处理去除ＲＮＡ中细菌基因
组污染。而后取细菌总 ＲＮＡ取５００ｎｇ，用 ｐｒｉｍｅｓｃｒｉｐｔ
ＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ（ＴａＫａＲａ公司）分别进行 ｃＤＮＡ逆转录
（参照试剂盒说明书进行）。ｃＤＮＡ样本经１００倍稀释
后取２μＬ作为模板，用ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ （Ｔｌｉ
ＲＮａｓｅＨｐｌｕｓ）试剂（ＴａＫａＲａ公司）对 Ｎｅｗｍａｎ野生株
及△ＲＮＡⅢ／Ｎｅｗｍａｎ敲除株 γ溶血素 Ａ亚基、Ｂ亚基
以及Ｃ亚基基因转录水平进行定量ＲＴＰＣＲ分析比对
（所用引物详见表１）。ＲＴＰＣＲ反应条件：９５℃ ３０ｓ；
９５℃ ５ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ ２０ｓ，４０ｃｙｃｌｅｓ。
１．３．４　野生株和敲除株上清蛋白 ＳＤＳＰＡＧＥ分析及
Ｗｅｒｎｔｅｒｂｌｏｔ检测　　分别挑取 Ｎｅｗｍａｎ野生株、
△ＲＮＡⅢ／Ｎｅｗｍａｎ敲除株单菌落，接种于２ｍＬＴＳＢ液
体培养基中，３７℃振荡培养过夜。次日将过夜菌按
１∶１００比例转种 ２ｍＬ新鲜 ＴＳＢ液体培养基，３７℃振
摇培养１６ｈ，取１ｍＬ菌液用 ＴＣＡ丙酮蛋白浓缩法浓
缩沉淀上清蛋白。蛋白样品加入上样 ｂｕｆｆｅｒ，５ｍｉｎ煮
沸处理后，进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析。取出电泳后的 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶，放入转膜缓冲液中，平衡１０ｍｉｎ。剪取适
宜大小的ＰＶＤＦ膜，放入甲醇中浸泡１ｍｉｎ中后，与滤
纸一起，放入转膜缓冲液中平衡１０ｍｉｎ。将电泳槽中
夹板取出打开，将海绵层，滤纸，凝胶，ＰＶＤＦ膜，滤纸，
海绵，依次按顺序叠加好，将夹板对应好正负极放入电

泳槽中，加入转膜缓冲液，１５Ｖ转膜 ３０ｍｉｎ。转膜结
束后，切断电源，取出ＰＶＤＦ膜。将ＰＶＤＦ膜放入封闭
液中过夜封闭，而后将 ＰＶＤＦ膜放入 ＰＢＳＴ缓冲液中，
置于水平振荡器震荡洗涤 ５ｍｉｎ。按 １∶２５００比例稀
释一抗（用ＰＢＳＴ稀释），室温下震荡孵育１ｈ，然后用
ＰＢＳＴ震荡洗ＰＶＤＦ膜５次，每次５ｍｉｎ。按１∶２５００比
例稀释二抗（ＰＢＳＴ稀释），室温孵育 ３０ｍｉｎ，然后用
ＰＢＳＴ震荡洗 ＰＶＤＦ膜５次，每次５ｍｉｎ。最后将显影
剂与曝光液按１∶１混合，均匀铺于 ＰＶＤＦ膜表面，放入
曝光仪曝光。

２　结果

２．１　ＲＮＡⅢ同源左右臂扩增及重组质粒构建
　　以金葡菌Ｎｅｗｍａｎ为模板，分别扩增ＲＮＡⅢ基因同
源左右臂，得到片段大小为８５２ｂｐ的上游片段，１００２ｂｐ
的下游片段。分别将上下游片段先后经酶切位点克隆

至ｐＢＴ２中，构建敲除质粒ｐＢＴ２∷ΔＲＮＡⅢ（图１），转化
大肠杆菌经双酶切和三酶切验证正确（图１），证实目的
片段插入成功，重组质粒命名为ｐＢＴ２∷ΔＲＮＡⅢ。
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Ｍ：ＤＮＡ分子量标准；１：重组质粒；２：重组质粒双酶切验
证；３：重组质粒三酶切验证

图１　 ｐＢＴ２∷ΔＲＮＡⅢ重组质粒构建

２．２　△ＲＮＡⅢ／Ｎｅｗｍａｎ敲除株的筛选与鉴定
　　将鉴定正确的 ｐＢＴ２∷ΔＲＮＡⅢ质粒先后电转
ＲＮ４２２０及Ｎｅｗｍａｎ感受态。利用质粒温度敏感性特
征进行敲除株的筛选，并对获得的阳性重组菌株进行

ＰＣＲ鉴定。结果显示：敲除株采用 ＲＮＡⅢ外侧正向
以及 ＲＮＡⅢ外侧反向引物对扩增所得 ＰＣＲ产物约
２０００ｂｐ（图２泳道１），较Ｎｅｗｍａｎ野生株相应扩增产
物（约２５００ｂｐ，见图 ２泳道 ２）短 ５００ｂｐ（ＲＮＡⅢ长
度），提示 ＲＮＡⅢ基因已从 Ｎｅｗｍａｎ基因组中成功敲
除。将敲除株ＲＮＡⅢ外侧正向以及 ＲＮＡⅢ外侧反
向引物对ＰＣＲ扩增产物送测序，测序结果证实ＲＮＡⅢ
被敲掉，△ＲＮＡⅢ／Ｎｅｗｍａｎ敲除株构建成功。
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Ａ：ＰＣＲ鉴定△ＲＮＡⅢ／Ｎｅｗｍａｎ敲除株示意图；Ｂ：ＰＣＲ电泳
鉴定敲除株；Ｍ：ＤＮＡ分子量标准；１：△ＲＮＡⅢ／Ｎｅｗｍａｎ敲
除株；２：Ｎｅｗｍａｎ野生株

图２　△ＲＮＡⅢ／Ｎｅｗｍａｎ敲除株的ＰＣＲ鉴定
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２．３　△ＲＮＡⅢ／Ｎｅｗｍａｎ敲除株γ溶血素转录水平分析
　　培养Ｎｅｗｍａｎ野生株及 ＲＮＡⅢ敲除株，于对数生
长期收集菌液，离心集菌后提取细菌总 ＲＮＡ，逆转录
生成ｃＤＮＡ，采用实时荧光定量 ＰＣＲ技术对 γ溶血素
亚基ｈｌｇＡ、ｈｌｇＢＣ基因的转录水平进行分析。结果表
明ＲＮＡⅢ敲除后，ｈｌｇＡ、ｈｌｇＢＣ（ｈｌｇ２）的表达均显著下
调（Ｐ＜０．０１，图３），证明 ＲＮＡⅢ可以正调控 γ溶血素
的转录。
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图３　Ｎｅｗｍａｎ野生株及ＲＮＡⅢ敲除株γ溶血素
基因转录水平分析

２．４　△ＲＮＡⅢ／Ｎｅｗｍａｎ敲除株培养上清蛋白分析
　　过夜培养Ｎｅｗｍａｎ野生株及 ＲＮＡⅢ敲除株，次日
按１∶１００转种新鲜培养基，１６ｈ后回收菌液，离心收集
培养上清，ＴＣＡ法沉淀上清蛋白，而后经 １２％ ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳，考马斯亮蓝染色。结果显示：与 Ｎｅｗｍａｎ
野生株相比，ＲＮＡⅢ的敲除可导致多种蛋白表达量明
显降低，也可导致部分蛋白表达量上升（图４）。为进
一步明确ＲＮＡⅢ对γ溶血素的表达调控作用，将γ溶
血素免疫兔子制备ｈｌｇＣ多克隆抗体。Ｗｅｒｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测ＲＮＡⅢ敲除株γ溶血素的表达水平。Ｗｅｒｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果显示，相对于野生株，ＲＮＡⅢ敲除株 γ溶血素蛋
白表达水平（３２×１０３处条带）明显下调（图４），和转录
水平的结果一致。
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Ｍ：蛋白分子量标准；ＷＴ：Ｎｅｗｍａｎ野生株；△ＲＮＡⅢ：
△ＲＮＡⅢ／Ｎｅｗｍａｎ敲除株；Ａ：Ｗｅｒｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；
Ｂ：１ｍＬ上清蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果

图４　Ｎｅｗｍａｎ野生株及ＲＮＡⅢ敲除株蛋白表达分析

３　讨论

　　金葡菌可以分泌多种 β桶状结构的毒素，包括
α溶血素（αＨＬ），γ溶血素 （γＨＬ），杀白细胞素
（ＬＵＫ）以及ＰＶＬ来裂解细胞。其中，γ溶血素基因座
（ｈｌｇ）含有 ３个开放阅读框，包含 ３个基因（ｈｌｇＡ、
ｈｌｇＣ、ｈｌｇＢ）。ｈｌｇＡ由１个开放读码框组成；ｈｌｇＣ、ｈｌｇＢ
为共转录基因（ｈｌｇ２），因此 γ溶血素由两种组合方式
（Ａ＋Ｂ，Ｃ＋Ｂ）［５］，其中 ｈｌｇＢ（Ｆ组分）绑定目标细胞的
磷脂酰胆碱，Ｓ组分绑定到宿主细胞膜，导致细胞裂
解［６－７］。当γ溶血素的每种水溶性组分低聚合成后，
由４种Ｆ组分和４种Ｓ组分交替排列形成预孔结合至
细胞表面，成熟的异源八聚体形成跨膜 β桶孔后穿过
质膜导致宿主细胞裂解［８］。临床分离的菌株 ９９％会
产生γ溶血素［９］。γ溶血素主要是通过破坏红细胞，
有助于发挥免疫逃逸功能。有研究表明老鼠感染野生

型金黄色葡萄球菌后，相对于 ｈｌｇ敲除株，小鼠炎症巨
噬细胞 ＣＣＲ２的比例明显下降。在人血液中培养
ＵＳＡ３００，发现ｈｌｇＡ、ｈｌｇＢ、ｈｌｇＣ基因的转录水平显著升
高。进一步敲除 ｈｌｇ后小鼠菌血症模型的存活率升
高［１０－１１］。

　　以往的研究表明Ｓａｅ二元调控系统参与了γ溶血
素的表达调控［１２］。本实验结果也提示 Ａｇｒ系统的效
应分子ＲＮＡⅢ可以调控γ溶血素的表达。Ａｇｒ系统是
金葡菌中重要的二元调控系统，控制１００多种毒力基
因的表达。包括两个相反的转录单元 ＲＮＡⅡ和 ＲＮＡ
Ⅲ，分别由 Ｐ２和 Ｐ３启动子转录。其中 Ａｇｒ直接和
ＰＳＭ的启动子结合，激活 ＰＳＭ毒素基因的合成［１３］。

ＲＮＡⅢ是Ａｇｒ的关键效应分子。在转录和翻译水平调
控许多毒素、酶以及表面蛋白的表达。在金葡菌高表

达的毒力因子中，α溶素、杀白细胞素、肠毒素、脂酶都
受到ＲＮＡⅢ的直接调控，而γ溶素是否受到ＲＮＡⅢ的
调控尚不明确。

　　我们采用基因重组的方法对金葡菌 Ｎｅｗｍａｎ的
ＲＮＡⅢ基因进行敲除，并检测了其对金葡菌 γ溶血素
表达调控的影响。结果显示，ＲＮＡⅢ对金葡菌 γ溶血
素的表达具有正调控作用。虽然 ＲＮＡⅢ对 γ溶血素
调控的具体机制不清楚，但 ＲＮＡⅢ作为效应分子，可
通过直接的碱基配对方式正调控或负调控多种毒力因

子的表达。如ＲＮＡⅢ可通过３′端茎环结构与多个靶
ｍＲＮＡｓ核糖体结合位点的结合从而阻止翻译的开始。
通过这种机制，ＲＮＡⅢ抑制主要表面蛋白的合成，例如
蛋白 Ａ、凝固酶、ＳＢＩ和纤维蛋白原结合蛋白
（ＳＡ１０００）［１４－１５］；亦可通过其５′端茎环结构与靶基因
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ｍＲＮＡ的结合促进其表达，如 ＲＮＡⅢ ５′端茎环结构
与α溶血素ｍＲＮＡ的结合促进α溶血素表达［１４］。除

此之外，ＲＮＡⅢ也可通过同样的机制，抑制 Ｒｏｔ／ｍｇｒＡ
基因的翻译、编码，间接激活许多外毒素的转录［１６］。

γ溶血素也属于 β桶状结构的毒素，因此，我们推测
ＲＮＡⅢ对 γ溶血素基因的表达调控极有可能是通过
与ｈｌｇＡ、ｈｌｇＢＣ亚基的一个或多个 ｍＲＮＡ配对结合的
方式激活 γ溶血素的转录来发挥作用的。当然，这样
的推测还尚需要后续的实验研究予以验证。

　　深入研究ＲＮＡⅢ对 γ溶血素地具体调控机制既
能够促进人们对 γ溶血素在金葡菌致病中重要作用
的认识，又有可能阐明一种新的受 ＲＮＡⅢ调控的金葡
菌的毒力因子，有望为临床致病性金葡菌感染的防治

提供新的思路及候选靶标。本研究通过成功构建金葡

菌ＮｅｗｍａｎＲＮＡⅢ敲除株，观察到敲除株产生的上清
蛋白数量及表达量显著降低，转录水平及翻译水平观

察到ＲＮＡⅢ敲除株中 γ溶血素显著降低。本研究构
建的敲除株与初步验证的结论为进一步深入研究

ＲＮＡⅢ调控γ溶血素的具体分子机制奠定了基础。
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