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肺炎链球菌体内诱导基因的筛选及初步鉴定

孟江萍，尹一兵"，张雪梅，黄远帅，蓝 锴
（重庆医科大学医学检验系 临床检验诊断学省部共建教育部重点实验室 重庆 !$$$*"）

摘 要：为筛选鉴定肺炎链球菌宿主体内诱导的基因，寻找潜在的抗生素作用靶点和疫苗候选者，应用体内表达技

术，以肺炎链球菌荚膜合成的关键基因 !"#$ 作为体内报告基因，利用其缺陷体不能合成荚膜多糖，从而不能在宿

主体内存活的特点，筛选鉴定肺炎链球菌体内诱导基因。首先，把肺炎链球菌基因组 BC+ 的随机酶切片段（#$$ )
&$$9D）克隆到含有体内、体外双重报告基因（!"#$3 #"%&）的报告载体 D4EF’3!"#$ 的 ’!#!位点，将获得的质粒库转化

肺炎链球菌 !"#$ 缺陷菌株，得到肺炎链球菌体内启动子诱捕文库，将此文库去感染 G+HGI= 小鼠，经过两轮体内筛

选，在涂布有 J3-62 的 0K+ 血清平板上得到了 *"& 个白色菌落，对插入的随机片段进行测序及生物信息学分析，共

证实 *& 个不同的体内诱导基因片段，% 个为单独的 LMN，( 个为含有多个 LMN. 的操纵子结构，它们分别参与细菌

在宿主体内的定植与粘附、能量代谢、物质转运、转录调节、BC+ 复制与重组、细胞壁合成等，另外还包括功能不明

的假想蛋白。其中部分 LMN. 可能与细菌毒力相关，可以作为候选疫苗和药物的靶标。
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肺炎链球菌（ ()*+,)-%-%%./ ,0+.1-02"+，( < ,0）是

上呼吸道感染和严重侵袭性感染（脓毒症、脑膜炎）

的最重要的病原体之一。目前全球每年死于 ( < ,0
感染的总人数大致与结核相仿，高达 ’$$ 万至 &$$
万人，其 中 "$ 岁 以 上 患 者 的 病 死 率 可 以 达 到

#$P［*］。近年来全世界范围内 ( < ,0 耐药菌株的感

染发病率显著增加，使得 ( < ,0 感染的治疗面临越

来越大的困难。而目前常用的 ( < ,0 #’ 价多糖荚膜

疫苗只对某些型别 ( < ,0 的感染有效；而且对两岁

以下的小孩以及老年人的保护性都较弱［#］。因此要

彻底解决 ( < ,0 感染的防治，需要全面理解肺炎链

球菌分子的致病机理，为新的药物和疫苗的研发提

供可靠的理论依据。

病原菌感染宿主的每一个阶段都需要特异的基

因表达，这些基因的表达通常是受宿主体内不同环

境所调节的。这些在宿主体内被诱导表达的基因简

称为体内诱导基因（7Q7 -1:1），在致病过程中起重要

作用，是良好的候选疫苗和药物靶标［’］。那么，如何

才能确定哪些基因只在宿主体内表达，研究细菌在

宿主体内的真实表现呢？目前用来筛选病原菌 7Q7
基因 的 方 法 主 要 包 括：体 内 表 达 技 术（ 7: Q7Q>

1RDS1..7>: /1=T:>2>-8，UE40 ）［!］、笔 迹 标 识 诱 变

（.7-:6/,S13/6--1V 5,/6-1:1.7.，K0W）［&］、BC+ 芯片（BC+
=T7D.）［"］和体内诱导抗原技术（7: Q7Q>37:V,=1V 6:/7-1:
/1=T:>2>-8，UEU+0）［(］，其中基于启动子诱捕策略的

UE40 是一种鉴定 7Q7 基因的有力工具，近年来这种

技术经不断地改良应用于鉴定多种革兰阳性、阴性

致病菌、放线菌和真菌等的 7Q7 基因。

UE40 的原理：首先将细菌基因组随机片段 JX与
无启动子的报告基因融合，构建启动子诱捕文库；然

后将此文库转化入宿主菌，由于随机片段 JX与宿主

菌染色体上的相应片段 J 具有同源性，可发生同源

重组，通过插入复制的方式整合入宿主菌染色体，构

建可随机报告体内基因表达的细菌库；用构建好的

细菌库去感染动物，如果随机片段 JX中含有体内诱

导基因的启动子，那么它将会激活这些基因及报告

基因，用相应的方法筛选，就可得到细菌在宿主体内

被激活的基因，最后剔除那些在体外也表达的基因，

就得到真正只在宿主体内表达的基因。

本研究利用无荚膜 ( < ,0 在宿主体内毒力下

降，不能存活这一特点，选用参与荚膜多糖合成的关

键基因 !"#$ 作为体内报告基因，从 ( < ,0 启动子诱



捕文库中筛选出在宿主体内诱导表达的基因，并用

!"#$ 作为体外报告基因，剔除那些在体外也表达的

基因，最终鉴定出肺炎链球菌只在宿主体内诱导表

达的基因。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株、质粒和培养基：肺炎链球菌血清 ! 型

标准菌株 "#""（$）!%&’! 购自中国药品生物制品检

定所医学微生物菌种保存中心；% ( &’ !%&’! ("!) )

缺陷菌株由本课题组构建；大肠杆菌（ *+#,-./#,/"
#0!/，* ( #0!/）*+,!由本室保存；穿梭质粒 -./0!（含

无启 动 子 的 !"#$ 基 因，氯 霉 素 抗 性 ）由 美 国

#1223415 *6 教授惠赠。报告质粒 -./0!7 ("!)（将无

启动子的 ("!) 基因融合到 !"#$ 上游）由本课题组

构建。" 8 9 半合成培养基，用于 % ( &’ 的培养，含

’:,;9<=4> 提取物（?=@A4 =5B +1>@CA344，%DE’）；FG6
血平板，含 ,;新生小牛血清和 &:,"HIJ? 氯霉素；

?$ 培养基用于 * ( #0!/ *+,!的培养，氯霉素终浓度

为 &,"HIJ?。

!"!"# $6?$I@ 小鼠：雌性，%K L &&H，购自第三军医

大学动物中心。

!"!"$ 主要试剂：*M6 限制性内切酶、"N60、*M6
连接试剂盒、1"2 *M6 聚合酶、细菌 *M6 提取试剂

盒、胶回收及质粒提取试剂盒均购自 F=O=P= 公司。

质粒 -./0! 多 克 隆 位 点 两 侧 测 序 引 物 0%：,Q7
"""6"FFF6F""66FFFF"R7!Q；0&：,76RR"R6FF66
RFFRRRF67!Q由上海生物工程有限公司合成。感受

肽刺激肽（"G0），由美国 #1223415 *6 教授惠赠。氯

霉素、S7H=T、二甲基甲酰胺等购自上海生物工程有

限公司。

!"# 肺炎链球菌启动子诱捕文库的构建

用 %"3!6N 部分酶切 % ( &’ !%&’! 基因组 *M6，

回收 &’’ L ,’’U- 的片段。质粒 -./0!7("!) 用4(!#
酶切后，用 "6N0 酶去磷酸化。将两部分 *M6 连接

起来，转化 *+,!，收集转化菌落，提取质粒，得到含

% ( &’ 基因组 *M6 随机片段的质粒库。将此质粒库

转化 % ( &’ !%&’! ("!) ) 缺陷菌株，得到可用 ("!) 报

告 % ( &’ 体内基因表达的菌株库。

!"$ 小鼠感染模型筛选肺炎链球菌体内表达基因

用构 建 好 的 启 动 子 诱 捕 文 库 鼻 腔 感 染 ! 只

$6?$I@ 小鼠，同时用 ("!) 缺陷菌株以同样方式感

染 ! 只 $6?$I@ 小鼠作对照；感染 &VC 后，分别处死

小鼠取肺组织，0$G 洗涤，匀浆，系列稀释后，铺涂布

有 S7H=T 的 FG6 血清平板，!WX孵育 &V L VKC，挑取

所有白色菌落。再以同样方法进行第二轮筛选，分

别挑取最后一轮 S7H=T 平板上的白色菌落于 " 8 9
培养基中增菌，,’;甘油保存。

!"% 体内诱导基因片段的克隆和测序

应用酶切自连法，使整合到染色体上重组自杀

质粒脱落下来并重新环化，首先提取白色菌落的染

色体 *M6，用 4"5+$酶切，回收酶切片段后，用

*M6 连接酶使酶切片段自身环化，在含 &,"HIJ? 氯

霉素的 ?$ 平板上筛选含重组质粒的菌落，增菌后

送上海生物工程有限公司，用 -./0! 多克隆位点上

游引物 0% 对 ("!) 基因前所插入序列进行单向测

序。

!"& 生物信息学分析

基因序列同源性分析采用 M"$N 的 $?6GF 软件

（UT=4>5 和 UT=4>Y）：C>>-：IIZZZ( 5@U3 ( 5TJ( H1[I$?6GFI；
开放 读 码 框 搜 索 采 用 M"$N 的 \P] ]35B<2 软 件：

C>>-：IIZZZ( 5@U3 ( 5TJ( 53C ( H1[IH12^IH12^ ( C>JT；开放读码

框的分类与描述通过检索肺炎链球菌 FNRPV 基因组

数据库获得：C>>-：IIZZZ( 5@U3 ( 5TJ( 53C ( H1[IH<51J<4I
T-21A4( @H3；%6.-&60#0##3+ &’-350’/"- FNRPV，@1J-T<><
H<51J<，登陆号 6.’’,EW&。

!"’ 确证所筛选出的体内诱导基因只在体内表达

体外测定含体内诱导基因的肺炎链球菌菌株的

%7半乳糖苷酶活性，证实这些基因在体外不表达；将

所筛选出的白色菌落体外增菌后，以同样方式分别

感染小鼠，证实这些基因在体内表达。

# 结果

#"! 启动子诱捕文库的构建

胶回收 &’’ L ,’’U- 的基因组 *M6 酶切片段，与

报告质粒 -./0!7("!) 按 ! L %’：% 的比例连接，转化

*+,!，共获得约 W,’’’ 个转化子，即为含 % ( &’ 基因

组 *M6 随机片段的质粒库（-./0!7S7("!)）。

由于文库质量取决于文库的容量与插入率，考

虑到片段插入方向和片段平均大小（!’’U-），% ( &’
的基因组全长约为 &:&#U，我们的文库大约覆盖基

因组全长的 , 倍。文库的插入率：随机挑取 !’ 个独

立克隆，用质粒 -./0! 多克隆位点两侧测序引物

0%，0& 进行 0"P 鉴定，-./0!7("!) 为对照。!’ 个克

隆中，有两个克隆 0"P 产物与对照在同一泳动位

置，表明没有随机片段插入，其余 &K 个克隆含有插

入片段，文库插入率达到 D’;以上，表明文库质量

较好。将此质粒库转化 % ( &’ !%&’! ("!) ) 缺陷菌

K!, #.MR _3=5H7-35H -6 "! ( I7#6" 8/#.09/0!0(/#" %/’/#"（&’’E）VE（V）



株，得到约 !"#### 个 ! $ "# 转化菌落，收集这些菌

落，即为可用 $%&’ 随机报告 ! $ "# 体内诱导基因的

菌株库。

!"! 体内诱导基因的筛选

经过小鼠腹腔感染模型的两轮筛选，我们得到

了 %&" 个白色菌落，即包含只在体内表达基因的融

合重组子，并用酶切自连法获得所有含体内诱导基

因的重组质粒的克隆。

!"# 体内诱导基因的生物信息学分析

应用 ’()*+ 对这些基因片段进行了同源性分

析，共发现 %" 个不同的体内诱导基因片段，其中 ,
个为已知基因，- 个为编码假想蛋白的基因，! 个为

未知功能基因。对这 %" 个体内诱导基因片段进行

开放读码框（./0）的搜索，总共发现 1& 个开放阅读

框，其中 2 个为单独的 ./0，3 个为含有多个 ./04
的操纵元结构（表 %）。

表 $ %&’( 鉴定的 $) 个肺炎链球菌小鼠体内诱导基因

+5678 % %" ! $ "# 9:9 ;8<84 9=8<>9?98= 6@ ABC+
0D<E>9F< *>G59< )EE8449F< HF$ I8<8 JGF=DE>9F< ./04
8<8G;@ K8>56F794K 4L<#,# )C##31!! ()!M*++ J+* 4@4>8K，4D;5GM4L8E9?9E AAN EFKLF<8<> 3

4L<%13 )C##3!,% ",-. J+* 4@4>8K，E877F69F48M4L8E9?9E AAN EFKLF<8<> !
4L<#", )C##3!3, /01! LD>5>9:8 =8O>G5< ;7DEF49=548 %

4D?5E8 LGF>89<4 4L<%#" )C##31"% -2"3 EPF79<8 69<=9<; LGF>89< 0 -
4L<%"% )C##313& 45"6 LD>5>9:8 Q9<E K8>577FLGF>8548 RKL’ -

L8L>9=F;7@E5<
4@<>P8494 9< E877 S577 4L<##" )C##3!!1 "$/7 L8L>9=F;7@E5< I7EH)E =85E8>@7548 ) %

4L<%1# )C##31!, "2"7 L8<9E9779<M69<=9<; LGF>89< %) -
TH) 4@<>P8494 4L<#%% )C##31!# "8&. TH) LF7@K8G548 AAA，57LP5 4D6D<9> %
K5>8G957 >G5<4LFG> 4L<%!" )C##3!,& )’NMHJ )’N >G5<4LFG>8G，)+JM69<=9<;UK8K6G5<8 4L5<<9<; %
LD>5>9:8 ?D<E>9F<4 4L<#-& )C##3!#- P@LF>P8>9E57 LGF>89<，"-VPFKF7F;@ S9>P 8<=F7@49< F? %

!,90",8-8--:; ,<0958"<=&:;
4L<%%! )C##31&# P@LF>P8>9E57 LGF>89<，"%VPFKF7F;@ S9>P W94>F<8 5E8>@7>G5<4?8G548 &

WJ)- F? !,90",8-8--:; ;:=;
D<X<FS< ?D<E>9F<4 4L<##% )C##3!2- P@LF>P8>9E57 LGF>89< "

4L<#!% )C##31"& P@LF>P8>9E57 LGF>89< %
4L<%#2 )C##3!"3 P@LF>P8>9E57 LGF>89< %
4L<%1, )C##3!2# P@LF>P8>9E57 LGF>89< %

!"* 体内、体外实验证实所筛选出的体内诱导基因

只在体内表达

体外!M半乳糖苷酶活性分析结果显示，%" 个含

体内诱导基因的肺炎链球菌菌株 >?!-# 读数均低于

线性范围下限，说明这些菌株基本没有!M半乳糖苷

酶活性，与之在 YM;57 平板上呈现白色菌落一致，证

实这些基因在体外不表达；将所筛选出的白色菌落

体外增菌后，以同样浓度（" Z %#&）分别感染小鼠，从

小鼠血中分离到 ! $ "#，而且在 YM;57 [ +*) 平板上

为均已的白色菌落，证实这些基因在体内表达。

# 讨论

对于 ABC+ 而言，报告基因的选择是一个关键问

题，它不仅会影响到筛选的可信度，还会影响到筛选

的可行性。目前 ABC+ 中应用的报告基因主要有：管

家基因、抗生素耐药基因、"#解离酶基因和绿色荧

光蛋白基因。这几种报告基因各有优缺点：采用病

原菌所必需的管家基因作为报告基因的 ABC+ 系统

又可称为营养缺陷型，是由 \5P5< 等［!］最早建立，它

筛选严格，假阳性率低，但是由于并非所有的病原菌

都存在减毒的营养缺陷型，限制了它的应用。采用

宿主耐受的抗生素基因作为报告基因，可以对不存

在营养缺陷型的病原菌进行筛选，并且调整抗生素

的剂量可以分离到不同活性水平的体内诱导启动

子，这一策略的缺点在于必须给足够浓度的抗生素

给宿主动物并保证能到达感染部位，会干扰病原菌

体内的感染过程。在严格的筛选压力下，管家基因

和抗生素筛选所鉴定的体内诱导基因都是在感染过

程中高水平表达的，这样就会漏掉一些弱表达或一

过性表达的启动子。而采用"#解离酶基因作为报

告系统可解决这个问题，这一体系比前两种 ABC+ 系

统敏感，并且可以检测到感染不同时刻，不同组织中

细菌特异表达的基因，但是需要将解离酶的底物引

入相应菌株的染色体。用绿色荧光蛋白作为报告基

因的方法，是一种新的鉴定体内诱导基因的方法，它

在分析弱启动子和瞬时表达的启动子方面优于其它

ABC+，还能对单个细菌内基因的表达水平进行相对

定量，但需要昂贵的分选细菌的流式细胞小颗粒分

,1"孟江萍等：肺炎链球菌体内诱导基因的筛选及初步鉴定 $ U微生物学报（-##&）!&（!）



选器，限制了它在国内的应用。

本研究中我们对 !"#"$ 等最早建立的 %&’( 进

行了改良，选择参与病原菌生物合成的基因作为报

告基因。肺炎链球菌是有一种有荚膜的条件致病

菌，)*+, 年著名的 -./00/1# 实验就证实荚膜多糖是肺

炎链球菌的主要毒力因子，无荚膜的肺炎链球菌不

能在小鼠体内存活。有研究表明在所有肺炎链球菌

中都存在 !"#$ 基因，其编码的 2345葡萄糖焦磷酸

化酶（234-：44）是荚膜多糖生物合成途径中的关键

酶［,］。利用荚膜缺陷菌株，只有报告基因 !"#$ 被激

活，病原菌才能在宿主体内存活的特点，我们构建了

以 !"#$5 #"%& 双重报告基因系统。从感染小鼠体内

筛选到了 )6 个体内诱导基因。

根据目前的研究资料，’ 7 () 的毒力因子主要

有：荚膜多糖、溶血素、表面粘附蛋白、自溶素、神经

氨酸酶等。人们研究 ’ 7 () 致病机制已有多年，虽

然鉴定了一些与毒力相关的基因，并且不断有新的

毒力基因被鉴定，但是对其毒力因子的具体数量、本

质和最终致病的分子机理还远不明了。根据对这些

基因的生物信息学分析，为我们对肺炎链球菌致病

的分子机理带来了新的认识。定植与粘附是肺炎链

球菌致病的首要步骤。与革兰阴性菌和其它链球菌

不同，肺炎链球菌表面没有菌毛、纤毛等结构，因此

它裸露的表面与宿主细胞相互作用的机制一直是研

究者关注的焦点。’ 7 () 表面有多种蛋白质修饰，它

们共价或非共价结合于细胞壁上，其中最独特的一

类蛋白质是胆碱结合蛋白，它们就象 ’ 7 () 表面胆

碱和宿主细胞之间的“分子桥”，8 端锚定在胆碱上，

9 端暴露在细菌表面，对 ’ 7 () 的粘附、侵袭非常重

要。在我们所鉴定的 /:/ 基因片段中有一个胆碱结

合蛋白基因（ %*(+），虽然 %*(+ 缺陷菌株无明显的表

型改变［*］，但是它和上游 ); 个 <= 处的 %*(, 在同一

个操纵元结构中，受 %*(, 上游同一启动子的调控，

因此这个启动子是在体内诱导表达的。8<=- 的这

种在粘附和引起败血症中的双重作用以及它在体内

诱导表达的特点提示这个蛋白可以作为肺炎链球菌

新的疫苗候选者。

我们所鉴定的 /:/ 基因 -.(/，编码的锌金属蛋

白酶 >?=@，可通过 A4B(-’ 序列与细胞壁肽聚糖共

价结合。有研究表明 >?=@ 可能参与肺炎链球菌表

面蛋白的分选或靶向作用［)C］，-.(/ 缺陷的菌株表

面 8<=D、8<=’、8<=E、8<=F、AG1D 表达缺失，8<=D 定

位到胞浆，细菌粘附力下降，体外培养不能形成链

状，失去自溶能力，自然转化能力也下降［))］。

肽聚糖是革兰阳性菌细胞壁的主要成分，分裂

形成新细胞，必然需要大量新合成的肽聚糖，其中青

霉素 结 合 蛋 白（4@4H）参 与 了 细 胞 壁 肽 聚 糖 的 合

成［)+］。现已明确肺炎链球菌基因组中有 I 个编码

青霉素结合蛋白的基因，分别为：=<=B、=<=D、=<=+<、

=<=+"、=<=)<= 和 =<=;［);］，其中 =<=D 是我们鉴定的

/:/ 基因，表明细菌 在 宿 主 体 内 分 裂 过 程 中，需 要

4<=D 参与合成细胞壁肽聚糖。

在哺乳动物体内存在大量的溶菌酶，细菌入侵

宿主体内后，感染部位溶菌酶浓度急剧升高，可以破

坏细菌细胞壁上的肽聚糖，而 ’ 7 () 细胞壁含有高

比例的己糖胺单位（ J ,CK的葡萄糖胺和约 )CK的

胞壁酸）都没有被乙酰化，可以抵抗溶菌酶对肽聚糖

的破坏作用［)L］。我们鉴定的 /:/ 基因 (!01 编码肽

聚糖乙酰葡萄糖胺脱乙酰基酶 D，催化细胞壁肽聚

糖乙酰葡萄糖胺的脱乙酰基作用，参与细胞壁肽聚

糖抗溶菌酶作用。正是 4MND 的脱乙酰基作用增强

了细菌在宿主体内的毒力，使细菌能够抵抗宿主溶

菌酶的攻击。

磷酸转移酶系统（4(O）广泛存在于各种细菌中，

具有多样性，反映出细菌在生长过程中优先利用碳

源的不同。在我们鉴定的 /:/ 基因中包括 + 个含

4(O 的操纵元和葡聚糖苷酶（NPQO），主要参与葡萄

糖的磷酸化和水解。肺炎链球菌可以比其它细菌更

高效地利用糖原，这与它的定植部位，生活方式有

关。在体内鉴定的 + 个 4(O 系统分别为纤维二糖和

蔗糖特异性，表明肺炎链球菌在小鼠体内可以高效

利用这两种碳源，对其在体内存活比较关键。营养

物质如氨基酸等的摄取是肺炎链球菌在宿主体内的

存活是关键的，我们所鉴定的 ; 个 D@8 转运蛋白，

具有转运细胞生长、代谢等基本生命活动所需物质

的功能，但是这 ; 个转运蛋白的作用底物目前还不

是很清楚，它们在肺炎链球菌致病中的作用有待进

一步的研究。

我们所鉴定的 )6 个 /:/ 基因中不包括一些已知

的毒力因子，比如溶血素，自溶素等，分析可能的原

因有：!一些毒力因子是肺炎链球菌体外生存必需

的，在体外筛选中被剔除；"一些基因可能在感染的

不同阶段表达具有时间特异性，一些基因的表达还

具有组织特异性；#这种筛选方式严格，假阳性少，

筛选到的都是高活性的诱导启动子，但是可能漏掉

那些表达较弱的或一过性表达的启动子。

应用 %&’( 鉴定的 /:/ 基因不一定是病原菌的毒

力基因，也就是说要对这些 /:/ 基因进行功能分析才
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能有助于阐明它们在致病过程中的重要性及更好地

理解宿主!病原菌之间复杂的关系。因此，还需要通

过基因缺失技术构建突变体，进一步分析其功能。

我们在获得肺炎链球菌的 "# 个 $%$ 基因后，进一步

的工作就是要通过插入失活方法构建这些基因的突

变体，对其功能进行深入分析。
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