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　　［摘要］　目的　探究ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变促进金葡菌荚膜产生的作用及可能机制。方法　采用转
录组测序（ＲＮＡｓｅｑ）分析ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变对金葡菌基因表达的影响，采用ＲＴｑＰＣＲ检测荚膜合成基
因的表达变化。利用荚膜染色和透射电镜观察确认ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变促进金葡菌荚膜产生的作用，再
用ＲＴｑＰＣＲ筛选参与介导ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）促进荚膜合成的调控分子，通过结合位点分析和凝胶迁移阻
滞实验（ＥＭＳＡ）证实ＷａｌＫＲ对目标分子的调控作用。结果　ＲＮＡｓｅｑ分析显示 ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变对
１９６个金葡菌基因的表达水平影响显著，其中１６个荚膜合成操纵子基因在 ＸＮ１０８中的表达均显著上
调。ＲＴｑＰＣＲ检测显示荚膜合成相关 ｃａｐＡ，ｃａｐＨ和 ｃａｐＫ在含有 ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变的 ＸＮ１０８及
ＫＮｅｗｍａｎ菌株中分别较回复株ＸＮ１０８Ｒ和野生型Ｎｅｗｍａｎ菌株显著上调。荚膜染色和透射电镜观察
显示ＸＮ１０８的荚膜合成相比于回复株ＸＮ１０８Ｒ明显增多，增厚。ＲＴｑＰＣＲ筛选提示 ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）促
进金葡菌荚膜合成可能是通过上调ＭｇｒＡ表达水平实现的，结合位点检索分析及 ＥＭＳＡ实验证实 ＷａｌＫ
激活的ＷａｌＲ具有直接结合ｍｇｒＡ基因调控区的功能。结论　金葡菌ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变具有促进金葡
菌荚膜产生的作用，该作用的发挥可能通过上调ＭｇｒＡ的表达而实现。
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　　金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，简称金葡
菌）是临床感染的重要机会致病菌，既可引起皮肤／软
组织感染、肺炎、心肌炎、食物中毒、脓毒症等疾病，也

可在新冠、流感等病毒性疾病中继发感染［１－３］。在美

国，金葡菌感染导致的死亡病例超过艾滋病和肝炎死

亡的总和［４］；在我国，金葡菌的临床分离率长期稳居

革兰氏阳性菌首位。据中国耐药监测网２０２２年度报
告，金葡菌的分离率占临床病原性细菌总分离率的９．
４７％，仅次于革兰氏阴性大肠埃希菌（１８．６９％）和肺炎
克雷伯菌（１３．９９％），位列临床分离菌第三位，革兰阳
性菌 分 离 率 第 一 位 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｈｉｎｅｔｓ．ｃｏｍ／
Ｄｏｃｕｍｅｎｔ）。深入阐明金葡菌的致病机制，对建立新型
防控金葡菌感染策略具有重要意义。

　　荚膜（ｃａｐｓｕｌｅ）是金葡菌致病的重要毒力因子之
一，具有抗吞噬和促进细菌免疫逃逸的功能［５］。研究

表明，金葡菌可自行调节荚膜的产生和水平，以适应不

同环境的生存需求［６］。如超过 ８０％的金葡菌能在体
内感染过程中产生荚膜，而在体外培养时则荚膜产生

下降［７］。金葡菌荚膜为氨基己糖醛酸和单糖分子规

则重复亚单位组成的一种线性多糖，结构复杂而多样，

分子量１００～２，０００ｋＤａ，至少有１１种血清型［６］。临床

分离菌株主要产生５型和８型荚膜［７］。金葡菌荚膜的

合成受 １６个基因（ｃａｐＡ－ｃａｐＰ）组成的 ｃａｐ操纵子控
制，这些功能基因的编码产物参与单糖分子添加、多糖

乙酰化、转运等荚膜合成过程［６］。调控金葡菌荚膜合

成之ｃａｐ操纵子表达的因子较多，如转录因子 ＭｇｒＡ，
ＳｐｏＶＧ和ＲｂｓＲ可正调控 ｃａｐ操纵子的表达，而 Ｒｏｔ，
ＣｏｄＹ和ＳａｅＳＲ则发挥抑制 ｃａｐ基因的功能［８］。如此

复杂的调控机制，一方面表明荚膜在金葡菌生长繁殖

和免疫逃逸中具有重要意义；另一方面说明金葡菌可

及时调整荚膜的合成以适应环境，体现了该菌极强的

环境适应能力。

　　我们在前期工作中分离鉴定了一株万古霉素中等
耐药 金 葡 菌 （ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅＳ． ａｕｒｅｕｓ，
ＶＩＳＡ），该菌株也是甲氧西林耐药菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔＳ．ａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ），命名为 ＸＮ１０８［９］。进一
步研究发现二元调控系统（ｔｗｏｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｙｓｔｅｍ，
ＴＣＳ）元件ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变是ＸＮ１０８耐受万古霉素
的关键机制［１０］。有意义的是，将耐药菌 ＸＮ１０８菌株
中的ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变回复后，ＲＮＡｓｅｑ分析表明野
生株与突变回复菌株ＸＮ１０８Ｒ相比，荚膜合成基因表
达显著上调。本研究对 ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变促进金葡
菌荚膜合成的作用进行了探讨，并初步探索了可能的

调控机制，为深入阐明ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变对金葡菌致
病性的影响奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　金葡菌菌株与试剂
　　金葡菌ＶＩＳＡ及ＭＲＳＡ菌株ＸＮ１０８（荚膜８型）由
本室分离并保存［９］，甲氧西林敏感 （ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ
ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅＳ．ａｕｒｅｕｓ，ＭＳＳＡ）金葡菌 Ｎｅｗｍａｎ（ＮＣＴＣ
８１７８，荚膜 ５型）由吉林大学于录教授惠赠。ＷａｌＫ
（Ｓ２２１Ｐ）突变回复菌株 ＸＮ１０８Ｒ及突变引入菌株 Ｋ
Ｎｅｗｍａｎ由本室构建［１０］。细菌基因组提取试剂盒及

ＲＮＡ逆转录试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＲＮＡ提取试剂
盒购自天根公司，荚膜染色试剂盒购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；
金葡菌脑心浸液（ｂｒａｉｎｈｅａｒｔｉｎｆｕｓｉｏｎ，ＢＨＩ）培养基购
自Ｏｘｏｉｄ公司。重组蛋白 ＷａｌＫ和 ＷａｌＲ由本室制备
并保存［１０］。

１．２　转录组测序
　　为探讨 ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变对金葡菌基因表达的
影响，我们对ＸＮ１０８及其突变回复菌株ＸＮ１０８Ｒ进行
转录组测序（ＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＲＮＡｓｅｑ）。将金葡菌
接种于ＢＨＩ液体培养基置于３７℃过夜振荡培养。次
日按１∶１００比例转种于新鲜 ＢＨＩ培养基，在细菌生长
对数早期（培养６ｈ，ＯＤ６００值约为１．０），５０００×ｇ于
４℃离心１０ｍｉｎ收集菌体，用ＲＮＡｐｒｅｐ试剂盒提取细
菌总ＲＮＡ，设置３个生物学样本重复。收集的样本送
北京Ｎｏｖｏｇｅｎｅ公司建库并采用 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＴＭ２５００
进行ＲＮＡｓｅｑ。测序原始数据存储于ＧＥＯＤａｔａＳｅｔｓ公

１６４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２３）



共数据库，检索号为 ＧＳＥ１２７７０６。菌株间差异表达基
因采用ＤＥＳｅｑｖｅｒｓｉｏｎ１．１０．１软件进行分析，遴选差异
２倍以上的基因进行深入分析。
１．３　ＲＴｑＰＣＲ检测
　　根据金葡菌 ＸＮ１０８基因组（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：
ＣＰ００７４４７．１）中目标基因序列设计 ＲＴｑＰＣＲ引物，具
体目标基因及引物序列如表１所示。培养金葡菌，提
取总ＲＮＡ，再用逆转录试剂盒参照说明书进行 ＲＮＡ
逆转录，随后用设计的引物进行 ＰＣＲ扩增，以金葡菌
保守的ｇｙｒＢ基因为内参，各基因对内参基因的相对表
达水平纳入最后分析。

表１　目标基因的ＲＴｑＰＣＲ检测引物

基因名称 引物序列（５′－３′） 扩增长度

ｃａｐＡ
上游：ＡＡＴＴＡＴＴＡＧＣＧＣＴＡＴＴＧＴＴＡＣＡＴＴＴＴＴＣＧ

下游：ＣＡＴＴＴＡＡＧＴＣＣＴＴＴＧＡＣＡＣＣＴＣＡＴＣＴ
２００ｂｐ

ｃａｐＨ
上游：ＡＡＴＣＧＴＴＧＡＴＧＣＴＡＧＣＡＧＧＣＴＧ

下游：ＣＣＡＡＴＡＡＡＡＣＣＴＡＴＡＴＴＡＡＴＴＧＧＣＣＡＴ
１７１ｂｐ

ｃａｐＫ
上游：ＡＡＴＣＡＴＣＡＣＴＡＣＣＣＣＡＡＴＴＡＴＴＡＣＡＡＧＡＣ

下游：ＴＴＧＴＧＡＡＡＧＴＡＴＡＴＴＡＧＣＡＣＴＡＣＧＧＴＣＡＴＴ
１６６ｂｐ

ｍｇｒＡ
上游：ＡＴＣＡＡＡＴＧＣＡＴＧＡＡＴＧＡＣＴＴＴＡＣＣＴＡＡＴ

下游：ＣＣＧＡＡＧＴＣＧＡＴＣＡＡＣＧＴＧＡＡＧＴＡＴ
１６７ｂｐ

ｓａｅＲ
上游：ＣＧＣＣＴＴＡＡＣＴＴＴＡＧＧＴＧＣＡＧＡＴＧＡＣ

下游：ＡＣＧＣＡＴＡＧＧＧＡＣＴＴＣＧＴＧＡＣＣＡＴＴ
１９６ｂｐ

ｓａｅＳ
上游：ＣＡＣＣＴＴＴＡＧＣＡＡＧＣＡＴＴＡＴＴＴＣＡＴＡＴＴＣＴＧＡＡＧ

下游：ＧＴＡＡＴＴＧＧＴＣＴＡＧＴＴＧＴＡＴＴＡＡＴＴＣＴＧＧＧＧＧ
２０１ｂｐ

ｒｏｔ
上游：ＴＣＡＧＣＧＡＧＡＴＴＧＡＡＡＧＣＧＡＡＴＡＣ

下游：ＣＴＧＴＣＣＡＴＴＴＣＴＴＴＡＡＧＣＧＴＣＡＴＡＧ
１００ｂｐ

ｓｐｏＶＧ
上游：ＣＧＴＡＡＴＴＣＡＴＧＡＴＴＴＡＣＧＴＧＴＡＡＴＴＧＡＡＧＧＡ

下游：ＣＴＧＡＡＴＣＴＴＣＴＧＡＴＧＴＡＧＣＧＴＴＴＴＴＡＴＣＴ
２０６ｂｐ

ｒｂｓＲ
上游：ＧＡＴＧＧＣＧＡＡＴＡＴＧＴＣＧＡＣＴＣＧ

下游：ＣＴＧＡＴＧＣＣＡＴＧＴＴＣＡＡＴＴＡＧＴＣＣＴＣ
２１３ｂｐ

ｃｏｄＹ
上游：ＧＴＡＴＴＴＡＴＴＧＴＡＴＣＧＣＧＴＣＧＡＧＧＴＡＡ

下游：ＡＴＧＡＡＴＡＡＴＴＣＴＣＴＧＴＴＴＴＣＡＧＧＴＧＧＧ
２０６ｂｐ

ｇｙｒＢ（内参）
上游：ＡＡＡＴＣＧＣＣＴＧＣＧＴＴＣＴＡＧＡＧ

下游：ＣＣＡＧＧＴＡＡＡＴＴＡＧＣＣＧＡＴＴＧＣ
１２１ｂｐ

１．４　荚膜染色
　　取金葡菌ＸＮ１０８及 ＸＮ１０８Ｒ的过夜培养物进行
涂片，自然干燥后，用细菌荚膜染色试剂盒进行染色。

具体方法为：在固定好的标本上滴加结晶紫染液，染色

５～７ｍｉｎ后，用硫酸铜溶液冲洗涂片 ２～３次，用吸水
纸吸干，滴加香柏油于涂片处，在奥林帕斯显微镜

（ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５３）下进行观察并摄像。
１．５　透射电镜观察
　　挑取ＢＨＩ平板上生长的 ＸＮ１０８及 ＸＮ１０８Ｒ单菌
落接种于２ｍＬＢＨＩ液体培养基中，３７℃，２００ｒｐｍ，振
荡培养过夜。次日取过夜培养菌液按１∶１００比例接
种到２ｍＬ新鲜的ＢＨＩ培养基中，３７℃振荡培养６ｈ，取
５００μＬ培养菌液于无菌ＥＰ管中５０００×ｇ离心３０ｍｉｎ，

弃上清。在细菌沉淀中加入１ｍＬ２．５％戊二醛进行固
定，４℃冰箱中静置过夜，将固定后的样品送大学分析
测试中心制作电镜切片，采用ＴＥＣＮＡＩ１０透射电子显微
镜（Ｐｈｉｌｉｐｓ）进行观察，选取合适的视野进行摄像。
１．６　调控因子结合位点分析
　　据文献报道，ＷａｌＫＲ是金葡菌生长唯一必需的
ＴＣＳ［１１］，其效应分子 ＷａｌＲ通过识别下游靶基因启动
子区的“５′ＴＧＴＷＡＨＮ５ＴＧＴＷＡＨ３′”（Ｗ和 Ｈ为任
一碱基）顺式反应元件而发挥调控功能［１２］。我们在金

葡菌荚膜操纵子 ｃａｐＡ基因上游 ５００ｂｐ的调控区域内
进行检索，分析可能的调控位点。如果发生间接调控，

则对可疑目标分子编码基因的调控区进行检索，分析

可能的结合位点，为后续开展ＥＭＳＡ实验奠定基础。
１．７　ＥＭＳＡ实验
　　凝胶迁移阻滞实验（ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃＭｏｂｉｌｉｔｙＳｈｉｆｔ
Ａｓｓａｙ，ＥＭＳＡ）是检测转录因子结合 ＤＮＡ能力的有效
方法［１０］。根据 ＸＮ１０８基因组中可疑目标基因 ｍｇｒＡ
的上游编码序列（含预测的 ＷａｌＫＲ调控位点）设计一
对探针引物，其中一条上游引物用生物素进行标记

（表２），另设计一对引物扩增１２５ｂｐ的金葡菌ＤＮＡ片
段作为无关探针对照。常规培养金葡菌 ＸＮ１０８，采用
基因组提取试剂盒制备细菌基因组 ＤＮＡ；以此为模
板，用 ｍｇｒＡ５ｂｉｏｔｉｎ／ｍｇｒＡ３引物扩增标记探针，以无
生物素标记的 ｍｇｒＡ５／ｍｇｒＡ３引物扩增竞争性探针，
以ｈｕ５／ｈｕ３引物扩增 ｈｕ基因（编码未知 ＤＮＡ结合
蛋白）片段作为无关对照探针。

　　参照文献报道的方法［１０］，体外用实验室前期制备

的ＷａｌＫ激活不同剂量的 ＷａｌＲ重组蛋白，将标记的
ｍｇｒＡ探针与上述激活的不同浓度的ＷａｌＲ效应蛋白在
体外进行结合反应；同时设置加入３００倍剂量的无关ｈｕ
探针为阴性对照，加入３００倍剂量的未标记ｍｇｒＡ探针
作为阳性竞争对照。反应结束后，将样品进行非变性聚

丙烯酰胺凝胶电泳，观察ＤＮＡ探针迁移阻滞现象，判断
ＷａｌＫＲ对目标基因启动子区的直接结合能力。

表２　ＥＭＳＡ探针的扩增引物

探针引物名称 引物序列（５′－３′） 扩增长度

ｍｇｒＡ５ｂｉｏｔｉｎＴＴＴＡＴＡＴＴＣＴＣＴＴＴＴＣＴＡＴＴＡＣＡＧＴＴＡＴＴＴＴＴＡＡＡ ２２７ｂｐ

ｍｇｒＡ５ ＴＴＴＡＴＡＴＴＣＴＣＴＴＴＴＣＴＡＴＴＡＣＡＧＴＴＡＴＴＴＴＴＡＡＡ ２２７ｂｐ

ｍｇｒＡ３ ＴＡＡＡＧＴＴＣＴＣＣＴＣＣＡＧＡＣＡＴＡＣＴＡＴＣＣ

ｈｕ５ ＡＡＡＡＡＧＡＡＧＣＴＧＧＴＴＣＡＧＣＡＧＴＡＧ １２５ｂｐ

ｈｕ３ ＴＴＴＡＣＧＴＧＣＡＧＣＡＣＧＴＴＣＡＣ

１．８　统计学处理
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件对差异表达基因的
数据进行统计学处理，数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素方

２６４２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



差分析，检验水准Ｐ＝０．０５。

２　结果

２．１　金葡菌ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变导致荚膜基因簇表达
上调

　　ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变是金葡菌ＶＩＳＡ菌株ＸＮ１０８耐
受万古霉素的重要原因［１０］，将该突变回复为正常基因

型ＷａｌＫ（Ｐ２２１Ｓ）后导致回复菌株 ＸＮ１０８Ｒ的万古霉
素ＭＩＣ从野生株的１２μｇ／ｍＬ下降为４μｇ／ｍＬ［１０］。为
探讨ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变对金葡菌基因表达的影响，我
们对 ＸＮ１０８和 ＸＮ１０８Ｒ进行了转录组测序和分析。
结果发现，相较于回复菌株 ＸＮ１０８Ｒ，野生型菌株
ＸＮ１０８有１２０个基因发生２倍以上的表达下调，７６个
基因表达上调；在这些上调的基因中，金葡菌荚膜操纵

子中１６个基因的表达水平均显著上调（Ｐ＜０．００１），平
均上调４．５４（３．２６～５．９５）倍（图１）。
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Ａ：热图显示金葡菌荚膜 ｃａｐ操纵子基因在 ＸＮ１０８和
ＸＮ１０８Ｒ中的表达水平，１，２，３表示３个生物学重复样
本；Ｂ：１６个荚膜 ｃａｐ基因在野生株 ＸＮ１０８相较于 ＷａｌＫ
（Ｓ２２１Ｐ）突变回复株ＸＮ１０８Ｒ的表达倍数变化，将每个目
标基因在ＸＮ１０８Ｒ中的平均表达水平调整为１，该基因在
ＸＮ１０８中的相对表达水平如图所示（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ），与在
ＸＮ１０８Ｒ中的表达水平相比，ａ：Ｐ＜０．００１

图１　ＲＮＡｓｅｑ分析金葡菌ＸＮ１０８与ＸＮ１０８Ｒ中荚膜操纵子
基因的表达变化

　　为验证ＲＮＡｓｅｑ的检测结果，采用ＲＴｑＰＣＲ检测
了荚膜合成ｃａｐＡ，ｃａｐＨ和ｃａｐＫ在ＸＮ１０８和ＸＮ１０８Ｒ
中的表达水平，结果显示３个基因相对于ｇｙｒＢ内参的
表达水平在 ＸＮ１０８（产 ８型荚膜）中显著升高（图
２Ａ）。接着，采用ＲＴｑＰＣＲ检测了上述荚膜合成基因
在 ＭＳＳＡ菌株 Ｎｅｗｍａｎ（产 ５型荚膜）及含 ＷａｌＫ
（Ｓ２２１Ｐ）突变的ＫＮｅｗｍａｎ中的表达差异。结果如图
２Ｂ所示，ｃａｐＡ，ｃａｐＨ和ｃａｐＫ在ＫＮｅｗｍａｎ中的表达水

平相较于野生株 Ｎｅｗｍａｎ也显著升高。上述结果表
明，ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变具有促进金葡菌荚膜合成基因
表达上调的作用。
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Ａ：荚膜合成基因在 ＸＮ１０８相对于 ＸＮ１０８Ｒ中的表达变
化，将目标基因与内参基因 ｇｙｒＢ在回复株 ＸＮ１０８Ｒ中的
平均相对表达水平调整为１，该基因在ＸＮ１０８中的相对表
达水平如图所示（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ），与在ＸＮ１０８Ｒ中的表达水平
相比，ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．００１；Ｂ：在 Ｎｅｗｍａｎ菌株中引入
ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变对荚膜基因表达的影响。将每个目标
基因与内参基因ｇｙｒＢ在 Ｎｅｗｍａｎ中的相对平均表达水平
调整为１，该基因在 ＫＮｅｗｍａｎ中的相对表达水平如图所
示（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ），与在Ｎｅｗｍａｎ中表达水平相比，ａ：Ｐ＜０．０１，
ｂ：Ｐ＜０．０５

图２　ＲＴｑＰＣＲ检测金葡菌荚膜操纵子基因的表达水平

２．２　ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变导致金葡菌荚膜合成增加
　　为探究 ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变所致的荚膜合成基因
表达上调是否引起金葡菌荚膜合成增加，采用荚膜染

色试剂盒对ＸＮ１０８和ＸＮ１０８Ｒ进行了染色观察，结果
显示较多的金葡菌 ＸＮ１０８菌体周围可见不易着色的
较厚的透明状荚膜（图３Ａ），而少数 ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突
变回复株ＸＮ１０８Ｒ菌体外存在荚膜，且较薄（图３Ｂ）。
进一步透射电镜观察显示，ＸＮ１０８菌株的细胞壁肽聚
糖层外可见明显的絮状荚膜，较厚（图３Ｃ），而回复株
ＸＮ１０８Ｒ菌体的肽聚糖层裸露，仅有散在的微量荚膜
存在（图 ３Ｄ）。上述结果均提示，ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变
具有促进金葡菌荚膜产生的作用。

３６４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２３）
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Ａ：金葡菌ＸＮ１０８的荚膜染色，红色箭头显示荚膜；Ｂ：金葡
菌ＸＮ１０８Ｒ的荚膜染色；Ｃ：金葡菌 ＸＮ１０８的透射电镜观
察；Ｄ：金葡菌ＸＮ１０８Ｒ的透射电镜观察

图３　ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变促进金葡菌的荚膜合成

２．３　ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变通过间接途径促进金葡菌荚
膜合成

　　ＷａｌＫＲ为金葡菌生长必需的二元调控系统，组氨
酸蛋白激酶ＷａｌＫ接受外界信号刺激后可发生自磷酸
化，而后将磷酸基团转移给效应分子 ＷａｌＲ，磷酸化激
活的 ＷａｌＲ再通过靶基因调控区的结合位点发挥功
能［１１，１２］。我们在金葡菌荚膜合成操纵子 ｃａｐＡ基因上
游５００ｂｐ的调控区域内进行检索，未发现典型的效应
分子 ＷａｌＲ结合位点，提示 ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变促进金
葡菌荚膜合成可能是间接的。

　　文献表明，细菌转录因子 ＭｇｒＡ，ＳｐｏＶＧ和 ＲｂｓＲ
具有促进金葡菌荚膜合成的作用，而 Ｒｏｔ，ＣｏｄＹ和
ＳａｅＳＲ则抑制金葡菌的荚膜合成［６，８］。采用 ＲＴｑＰＣＲ
检测了上述转录因子在 ＸＮ１０８和 ＸＮ１０８Ｒ中的表达
差异，结果发现 ｍｇｒＡ在 ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变菌 ＸＮ１０８
中表达显著上调（Ｐ＜０．００１），ｓｐｏＶＧ也明显上调（Ｐ＜
０．０５），而其他转录因子的表达无明显差异（图４），提
示ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变促进金葡菌荚膜合成极有可能
是通过调控ｍｇｒＡ表达来实现的。
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将目标基因与内参基因ｇｙｒＢ在回复株ＸＮ１０８Ｒ中的平均
相对表达水平调整为１，该基因在ＸＮ１０８中的相对表达水
平如图所示（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ），与在 ＸＮ１０８Ｒ中表达水平相比，
ａ：Ｐ＜０．００１，ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＞０．０５

图４　金葡菌荚膜合成调控因子的表达水平ＲＴｑＰＣＲ检测

２．４　ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变通过 ＭｇｒＡ促进金葡菌荚膜
合成

　　ＲＴｑＰＣＲ检测显示 ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变导致 ｍｇｒＡ
基因表达上调，于是对 ｍｇｒＡ基因上游调控区域进行
检索，结果发现该区域存在典型的 ＷａｌＫＲ调控位点
（图５Ａ），提示ＷａｌＫＲ可能通过直接调控ｍｇｒＡ基因而
影响金葡菌荚膜的产生。

　　为证实 ＷａｌＫＲ对 ｍｇｒＡ基因的直接调控作用，我
们合成了含有潜在结合位点的ｍｇｒＡ基因上游ＤＮＡ探
针（含预测的ＷａｌＫＲ调控位点），利用重组蛋白 ＷａｌＫ
和ＷａｌＲ在体外进行 ＥＭＳＡ实验。结果表明，一定量
的重组蛋白ＷａｌＫ（２０ｐｍｏｌ）在体外激活不同剂量的效
应分子ＷａｌＲ（０～１６０ｐｍｏｌ）可结合标记的 ｍｇｒＡ探针，
且存在剂量依赖效应（图５Ｂ），利用３００倍剂量的无标
记ｍｇｒＡ探针进行竞争，则活化的ＷａｌＲ结合标记探针
的能力被显著抑制，而加入３００倍剂量的无关ｈｕ探针
则对特异性结合无明显抑制作用。这些结果表明，

ＷａｌＫＲ对ｍｇｒＡ具有直接调控作用，ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变
促进金葡菌荚膜产生可通过上调ＭｇｒＡ的表达而实现。

!
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Ａ：金葡菌ｍｇｒＡ基因调控区ＷａｌＫＲ调控位点预测；Ｂ：ＥＭＳＡ实验

图５　金葡菌ＷａｌＫＲ对ｍｇｒＡ基因的直接调控作用

３　讨论

　　作为重要的机会致病菌，金葡菌可产生荚膜、溶血
素、肠毒素、凝固酶、毒性休克综合征毒素等毒力因子

参与致病［４，１３］。其中，荚膜可帮助细菌抵抗吞噬细胞

的吞噬和杀灭，促进金葡菌免疫逃逸［１４］。金葡菌

ＸＮ１０８为分离自一烧伤患者慢性感染的创口分泌物标
本，既是一株 ＭＲＳＡ菌（头孢西丁 ＭＩＣ＞２５６μｇ／ｍＬ），

４６４２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



也是一株 ＶＩＳＡ菌（万古霉素 ＭＩＣ＝１２μｇ／ｍＬ），携带
８型荚膜合成基因簇［９］。本研究通过转录组和 ＲＴ
ｑＰＣＲ检测发现万古霉素耐药性相关ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突
变可促进ＸＮ１０８荚膜基因表达显著上调；将该点突变
引入到５型荚膜产生菌 Ｎｅｗｍａｎ（ＭＳＳＡ菌株）后，导
致ＫＮｅｗｍａｎ的荚膜编码基因也表达上调，表明 ＷａｌＫ
（Ｓ２２１Ｐ）突变可上调荚膜产生基因的表达水平，可能
在金葡菌致病性中发挥作用。

　　荚膜的检测方法有多种，包括荚膜染色法、电镜观
察、酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）及荚膜定量分析法
等［１５－１６］。其中ＥＬＩＳＡ法需要荚膜型特异性抗体，获取
比较困难［１５］；荚膜定量分析法通常用苯酚硫酸染色
或质谱进行定量检测，需要定购多种糖标准品［１６］。本

研究首先采用荚膜染色法对 ＸＮ１０８及突变回复菌株
ＸＮ１０８Ｒ的荚膜进行检测，可见携带ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突
变的ＸＮ１０８菌株荚膜产生能力明显强于回复株；进一
步透射电镜观察也证实 ＸＮ１０８产生的荚膜无论在数
量，还是在厚度上都显著优于 ＸＮ１０８Ｒ。这一荚膜产
生能力的差异对菌株致病性的影响是我们接下来重点

关注的工作。

　　金葡菌荚膜合成复杂而多样，ｃａｐ操纵子含有 １６
个基因，可合成 １１种荚膜［１６－１７］。临床主要的 ５型荚
膜和８型荚膜合成操纵子中除 ｃａｐＨ，ｃａｐＩ，ｃａｐＪ和
ｃａｐＫ基因存在差异外，其余基因序列完全一致［１７］。研

究表明，多种转录因子可对金葡菌 ｃａｐ操纵子进行调
控，形成复杂的调控网络［６，８］。为探讨 ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）
突变促进金葡菌荚膜产生的机制，我们对 ｃａｐ操纵子
的上游调控区进行了搜索，但未发现典型的ＷａｌＫＲ调
控位点，推测ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变对金葡菌荚膜产生的
调控可能是间接的。于是，采用ＲＴｑＰＣＲ检测了７种
已知的金葡菌荚膜调控因子基因在 ＸＮ１０８和 ＸＮ１０８
Ｒ中的表达水平差异，结果发现金葡菌荚膜的正调控
因子ＭｇｒＡ在 ＸＮ１０８相较于回复株 ＸＮ１０８Ｒ中的表
达差异最显著。进一步分析发现，ｍｇｒＡ基因调控区存
在典型的 ＷａｌＫＲ调控位点，利用 ＥＭＳＡ实验也证实
ＷａｌＫ激活的ＷａｌＲ能呈剂量依赖性地结合 ｍｇｒＡ基因
调控区ＤＮＡ探针，表明 ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变促进金葡
菌荚膜产生主要是通过调控ＭｇｒＡ实现的。
　　综上所述，本研究率先发现ＷａｌＫ（Ｓ２２１Ｐ）突变具
有促进金葡菌荚膜产生的作用，进一步通过信息学检

索分析、ＲＴｑＰＣＲ检测、ＥＭＳＡ实验等阐明了 ＷａｌＫ
（Ｓ２２１Ｐ）突变通过上调 ＭｇｒＡ促进金葡菌荚膜产生的
分子机制。这一作用机制的阐明不仅对深入理解金葡

菌荚膜调控网络有现实意义，而且可为临床金葡菌感

染的防控提供新的潜在靶标。
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