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摘要:【目的】明确肺炎链球菌荚膜多糖合成操纵子的启动子序列出现的点突变 313713 T→C 是否可导致细
菌荚膜缺失。【方法】Western blot 检测肺炎链球菌突变株 SPY1(NC_008533. 1 313713 T→C)荚膜多糖含
量;实时定量荧光 PCＲ 分析荚膜多糖合成基因 cps2A、cps2B、cps2C 以及 cps2D 的表达量;构建重组质粒
pEVP3-cps promoterD39和 pEVP3-cps promoterSPY1，分别转化 D39 和 SPY1 菌株，通过 β-半乳糖苷酶活性检测来
验证转入的启动子序列对细菌荚膜合成的影响，并通过电镜观察荚膜结构和荚膜肿胀试验进一步验证。
【结果】肺炎链球菌 SPY1 的荚膜多糖含量较野生型显著下降，其相关基因 cps2A、cps2B、cps2C 以及 cps2D 的
表达量较野生型 D39 均显著降低;与 D39-pEVP3-cps promoterD39对比，D39-pEVP3-cps promoterSPY1的 β-半乳
糖苷酶活性下降了 76%，与 SPY1-pEVP3-cps promoterD39相比，SPY1-pEVP3-cps promoterSPY1的 β-半乳糖苷酶活
性下降了约 79% ;电镜结果显示，重组 SPY1-pEVP3-cps promoterD39荚膜可恢复至野生型水平，并且重组 D39-
pEVP3-cps promoterSPY1(NC_008533. 1 313713 T→C) 荚膜肿胀试验呈阴性。【结论】荚膜多糖合成操纵子的
启动子序列点突变 313713 T→C 可导致荚膜多糖合成基因表达显著下调，从而引起菌株 SPY1 的荚膜显著减
少甚至缺失。
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革 兰 阳 性 细 菌 肺 炎 链 球 菌 ( Streptococcus
pneumoniae，S． pneumoniae)，是一种人上呼吸道的共
生菌。它常引起中耳炎、鼻窦炎、社区获得性肺炎
等，严重者可引起菌血症、脑膜炎等，常伴有高发病
率和死亡率［1］。荚膜是肺炎链球菌重要的毒力因

子，在肺炎链球菌的致病过程中发挥重要作用［2］。
从人体血液、脑脊液等样本中分离得到的肺炎链球
菌都含有荚膜，通常流行血清型的菌株的荚膜相对
较厚，而荚膜缺失菌株毒力基本丧失［3］。

荚膜的合成是一个复杂的过程，目前的研究显
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示，肺炎链球菌荚膜合成主要受荚膜多糖合成
( capsular polysaccharide biosynthesis，cps)操纵子调
控。其中血清型 3 型和 37 型为合成酶依赖的荚膜
多糖合成途径;其余 91 种血清型均为 Wzy-依赖的
荚膜多糖合成途径，相关基因位于 dexB 和 aliA 基因
之间，构成一个完整转录单位，受上游启动子调
控［4］。该操纵子的启动子序列由 87 bp 寡核苷酸片
段构成，包含经典的 － 35 区和 － 10 区。研究人员发
现，采用不同效率的启动子序列替代该序列后，cps
基因的表达水平可发生改变，并表现出相应的荚膜
多糖含量的改变［5］，提示，该启动子序列确实可影
响细菌荚膜的合成，但目前尚未见该启动子本身序
列的突变对肺炎链球菌荚膜合成影响的报道。

本课题组前期在构建肺炎链球菌 D39(血清型
2 型)基因 SPD_1672 缺陷菌的实验过程中获得了一
株荚膜缺失的突变株，命名为 SPY1［6］。研究发现基
因 SPD_1672 可影响细菌磷壁酸的合成，但其基因
缺陷并不能引起细菌荚膜的改变［7］。为了探寻该
菌株荚膜缺失的原因，我们对其进行了全基因组测
序。测序结果提示 SPY1 的 cps 操纵子中 cps 基因与
野生 D39 完全一致，只是其启动子序列中存在一个
点突变 313713 T→ C ( NC _008533. 1 )，位于 － 10
区，那么这个点突变是否就是导致 SPY1 荚膜缺失
的原因呢? 为了验证这一猜想，我们设计了多个实
验从基因表达水平和荚膜含量表型方面进行了详细
分析，最终验证了该突变可导致荚膜合成基因表达
显著下调从而引起细菌荚膜多糖合成量显著下降，
本研究结果为肺炎链球菌荚膜合成的调控提供了新
的实验证据。

1 材料和方法

1. 1 菌株和质粒
肺炎链球菌标准菌株 D39(NCTC 7466，血清型

2 型)购买于欧洲菌种保存中心;2 型肺炎链球菌无
荚膜突变株 Ｒ6(ATCC BAA-255)购买于美国模式培
养物保存中心;2 型肺炎链球菌突变株 SPY1 (D39
SPD_1672∷Erm，313713 T→C)由本实验室在 D39
传代过程中获得并保存，它的表型特征是:荚膜以
及磷壁酸表达量较野生型明显降低;2 型肺炎链球
菌缺陷株 D39△CPS-1672 ( D39 cps2A-2H∷ Tet，
SPD_16725Erm)为本课题组前期构建，它的表型特

征与 SPY1 基本一致。
大肠杆菌 BL21 由本实验室保存，质粒 pEVP3

(Cmr，lacZ)由美国加州大学 Morrison 教授惠赠［8］。
质粒 pEVP3 的多克隆位点位于报告基因 lacZ(编码
β-半乳糖苷酶)的上游，由于 lacZ 缺乏启动子，LacZ
则随插入基因的表达而同时表达，或在插入启动子
的调控下启动自身表达。因此通过检测 β-半乳糖
苷酶的活性，即可反映插入基因的表达水平或插入
启动子序列的调控能力。
1. 2 主要实验试剂

DNA 纯化试剂盒购自美国罗氏公司;质粒抽提
试剂盒购自美国 Omega 公司; PCＲ 试剂、高保真
DNA 聚合酶、rTaq 酶、T4 连接酶、限制性内切酶购
买于宝生物(大连)公司;配制 Western blot 所需试
剂、脱氧胆酸盐购自上海生工生物有限公司;ＲNase
A、蛋白酶 K、溶菌酶、酵母提取物、胰蛋白胨购买于
美国 Sigma 公司;抗 2 型肺炎链球菌荚膜抗体和
omni 荚膜抗体购买于丹麦血清研究所;β-半乳糖苷
酶活性检测试剂盒购自碧云天生物技术研究所;血
平板购买于重庆庞通公司。
1. 3 肺炎链球菌的培养

将肺炎链球菌 D39、Ｒ6、SPY1 和 D39△CPS-
1672 接种于 C + Y 培养基中［9］，置 37℃，5% CO2 培
养箱中培养至 OD620为 0. 4 － 0. 5。
1. 4 Western blot 检测荚膜多糖含量

培养至 OD620为 0. 4 － 0. 5 的肺炎链球菌 D39、
Ｒ6、SPY1 和 D39△CPS-1672 菌液各 30 mL，离心集
菌，裂解产物经 8% SDS-PAGE 分离后，转移至聚偏
二氟乙烯膜上，5%的 BSA 37℃封闭 2 h;加入兔抗 2
型肺炎链球菌荚膜多糖一抗(1 ∶ 2000 稀释)，4℃孵
育过夜;0. 05% TBST 洗膜 4 次，每次 15 min;加入
HＲP 标记的羊抗兔二抗 (1 ∶ 5000 稀释)，37℃孵育
45 min;0. 05% TBST 洗膜 4 次，每次 15 min;利用
EnlightTM Western 特异发光检测试剂盒化学发光成
像分析。
1. 5 实时定量荧光 PCＲ 检测荚膜多糖合成基因表
达量

Trizol 法分别提取肺炎链球菌 D39 和 SPY1
的细菌总 ＲNA，以其为模板，Oligo dT 为引物，逆
转录制备 D39 和 SPY1 的 cDNA。反应条件为:
37℃ 15 min，85℃ 5 s。利用所制备的 cDNA 为
模板，实时定量荧光 PCＲ 分别扩增 16 S rＲNA、
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cps2A、cps2B、cps2C、cps2D，并 以 神 经 氨 酸 酶
nanA、胆碱结合蛋白 A cbpA 和自溶酶 A lytA 作为
对照参考基因。所使用引物序列见表 1。反应条
件:95℃ 30 s;95℃ 10 s，55℃ 30 s，72℃ 10 s，共
40 个循环;72℃ 10 s。

表 1． PCＲ 引物序列

Table 1． The primer sequences for PCＲ

Target Gene Sequence of Primers(5'→ 3')

16S rＲNA F:GTAGTCCACGCTGAAACGATGATG

Ｒ:CTGTCCCGAAGGAAAACTCTATCT

cps2A F:CGTCAACCGAAGCACTG

Ｒ: GATCCATCCGACCTGTCC

cps2B F: TCGTTATGCCTTGATAGAAT

Ｒ: ATTTACTTGCGTGTAACAGC

cps2C F: TTTGCAGGCAGGATCTTATC

Ｒ: GGCTTCCTCTGGCTGTTTAT

cps2D F: AAAGCAAGGGATAAGATTACAGG

Ｒ: TTTACGCAAGGTTTCAAGCA

nanA F: TACCAGTCTCTGTGGCGGGC

Ｒ:GCTGGCTCTTCGCCGGATGT

cbpA F:GCTTGACTCAACAGCAACCGCC

Ｒ: TGGAGCCATCCTGTCGCCAT

lytA F: CCTCAAGTCGGCGTGCAACCA

cps promoter

cps promoter-cps2A

Ｒ: TTCCAACCGCCCCCAACGTC

F: GAAGATCTAAGAAATCCTCTGATATCTTCTTCC

Ｒ: TCCCCCGGGCATGATTAACACCTATACATTGAAC

F:AAAAAGATTATACCACATTGTGTAC

Ｒ:TCTACCCTCCATCACATCCTGTATA

F: Forward; Ｒ: Ｒeverse．

1. 6 PCＲ 扩增目的片段
采用酚氯仿法提取肺炎链球菌 D39 和 SPY1 细

菌基因组 DNA。以所提基因组 DNA 为模板，Pcps
promoter F 和 Pcps promoter Ｒ 为引物，PCＲ 特异性
扩增包含 cps 启动子序列的目的片段 cps promoter
(NC_008533. 1 312985． ． 313722，约 750 bp)，引物
序列见表 1。反应条件:98℃ 10 s，55℃ 15 s，72℃
60 s，共 30 个循环，72℃ 10 min。PCＲ 反应产物经
1%琼脂糖凝胶电泳鉴定。
1. 7 构建重组质粒

纯化回收的 PCＲ 产物和 pEVP3 空质粒分别用
Sma I 和 Bgl II 双酶切，纯化后回收目的基因片段和
载体片段，T4 连接酶 16℃ 连接 13 h。连接产物转
化大肠杆菌 BL21 感受态，筛选阳性克隆，提质粒进

行双酶切及测序鉴定，鉴定正确的质粒命名为:
pEVP3 － cps promoterD39和 pEVP3-cps promoterSPY1。
1. 8 β-半乳糖苷酶活性检测

参照试剂盒说明书进行。收集 0. 5 mL 对数生
长早期的 D39-pEVP3-cps promoterD39、D39-pEVP3-
cps promoterSPY1、 SPY1-pEVP3-cps promoterD39 和
SPY1-pEVP3-cps promoterSPY1 菌 液，菌 体 沉 淀 用
0. 5 mL含 0. 1% Triton 的 PBS 溶液室温作用 15 min
裂解细菌;细菌裂解液加入 96 孔板，每孔 50 μL，再
加入 50 μL β-半乳糖苷酶检测试剂，混匀，37℃避光
反应 30 min;加入 150 μL β-半乳糖苷酶反应终止液
终止反应，于 420 nm 测定吸光度。
1. 9 透射电镜观察肺炎链球菌的荚膜结构

D39、Ｒ6、SPY1 和 SPY1-pEVP3-cps promoterD39

菌株，分别接种于哥伦比亚血平板，37℃，5% CO2

孵箱中培养 12 h，收集细菌，4℃，9000 × g 离心
10 min，弃上清后缓慢加入 1. 3 mL 4% 戊二醛固定
液。送重庆医科大学电镜中心进行透射电镜检查。
1. 10 荚膜肿胀实验

D39、Ｒ6、SPY1、D39-pEVP3-cps promoterD39 和
D39-pEVP3-cps promoterSPY1菌株，分别接种于哥伦比
亚血平板，37℃、5% CO2 孵箱中培养 18 h。载玻片上
滴加 3 μL 生理盐水，无菌接种环分别挑取以上菌株
样本 3 － 5 个菌落，均匀涂布。滴加 3 μL 抗 91 种血
清型肺炎链球菌荚膜多糖的抗血清(omni serum)，与
载玻片上的细菌悬液涂布均匀。反应5 min后，加盖
盖玻片，油镜下观察各株细菌的荚膜肿胀情况。
1. 11 cps promoter-cps2A 长片段测序鉴定

D39、Ｒ6、SPY1、D39-pEVP3-cps promoterD39 和
D39-pEVP3-cps promoterSPY1菌株，分别接种于哥伦比
亚血平板，37℃、5% CO2 孵箱中培养 18 h。挑取菌
落进行菌液 PCＲ。引物为 Pcps promoter-cps2A F 和
Pcps promoter-cps2A Ｒ，特异性扩增各菌株基因组中
cps promoter 和 cps2A 的 长 片 段 ( NC _ 008533. 1
313494． ． 315186，1693 bp)。条件如下:98℃ 10 s，
55℃ 15 s，72℃ 1 min 30 s，共 30 个循环，72℃
10 min。PCＲ 反应产物经 1%琼脂糖凝胶电泳初步
鉴定正确后，送华大基因公司测序进一步鉴定。
1. 12 统计学分析

数据统计分析和作图采用 Graph Pad Prism
5. 01 软件，数据采用非配对 t 检验统计分析。以 P
＜ 0. 05 为有统计学意义。
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2 结果

2. 1 肺炎链球菌突变株 SPY1 的荚膜多糖含量
为验证我们前期研究所发现的 SPY1 的荚膜缺

陷表型，我们利用 Western blot 分析了 SPY1 这一突
变菌的荚膜多糖表达量。如图 1 所示，与野生型相
比，SPY1 的荚膜多糖表达量显著下降，且以小分子
组分为主;与无荚膜突变株 Ｒ6 相比，荚膜多糖的表
达量无显著性差异。同时，SPY1 的荚膜多糖表达量
也与我们前期构建的荚膜缺陷株 D39ΔCPS-1672 无
显著性差异。

图 1． 不同菌株荚膜多糖表达量的 Western-blot 检测
Figure 1． Detection of capsular polysaccharides in different

strains by Western blotting． Lane 1: Ｒ6; lane 2: SPY1; lane 3:

D39△CPS-1672; lane 4: D39．

2. 2 SPY1 的荚膜多糖合成基因表达量分析
我们通过测序得知，cps 操纵子的启动子序列存

在点突变 313713 T→C，为分析该突变能否降低所
在序列的调控能力，影响下游 cps 基因的表达，我们
检测了 SPY1 的荚膜多糖合成基因 cps2A、cps2B、
cps2C 以及 cps2D 的 mＲNA 水平。如图 2 所示，
SPY1 的 cps2A、cps2B、cps2C 以及 cps2D 的 mＲNA 水
平均显著降低，约为野生型水平的 15% ;而与荚膜
合成无关的基因 cbpA、lytA 和 nanA，其 mＲNA 表达
量与野生型无明显差异。这些结果提示，cps 操纵子
的启动子序列点突变 313713 T→C 可能引起了下游
cps 基因表达的下调。
2. 3 SPY1 的 cps 操纵子的启动子序列点突变
313713 T→C 导致 cps 基因表达量下调

为验证 cps 操纵子的启动子序列点突变

图 2． SPY1 与 D39 菌株的 cps2A、cps2B、cps2C 以及
cps2D 差异表达的实时定量荧光 PCＲ 分析
Figure 2． Detection of differential expression of cps genes between

wild strain D39 and mutant strain SPY1 by real － time

quantitative PCＲ． A: Ｒeal - time quantitative PCＲ of cps2A，

cps2B，cps2C and cps2D; B: Ｒeal － time quantitative PCＲ of

cbpA，lytA and nanA．

313713 T→C 可导致 cps 表达量下降，我们选用质粒
pEVP3 中的 lacZ 作为报告基因对 SPY1 的 cps 启动
子的调控能力进行分析。

首先，PCＲ 分别扩增 D39 和 SPY1 的 cps 启动子
序列片段(图 3-A)，双酶切后分别连接质粒 pEVP3，
并转化大肠杆菌 BL21 感受态。提取质粒经双酶切鉴
定(图 3-B)，证实目的片段已正确插入 lacZ 的上游，
进一步测序证实成功构建重组质粒 pEVP3-cps
promoterD39和 pEVP3-cps promoterSPY1 ( NC _ 008533. 1
313713 T→C)。将重组质粒分别转化 SPY1 和 D39
菌株，得到重组 SPY1-pEVP3-cps promoterD39、SPY1-
pEVP3-cps promoterSPY1和 D39-pEVP3-cps promoterD39、
D39-pEVP3-cps promoterSPY1菌株，并通过测序证实转
入的启动子序列正确。

如图 4-A 所示，与 SPY1-pEVP3-cps promoterD39

相比，SPY1-pEVP3-cps promoterSPY1的 β-半乳糖苷酶
活 性 显 著 下 降 约 79%，且 SPY1-pEVP3-cps
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图 3． cps 操纵子的启动子序列片段扩增和重组质粒双酶

切鉴定
Figure 3． Amplication of fragment cps promoter ( A ) and double

digestion of recombinant plasmid (B) ． A: Lane 1: cps promoterD39 ;

Lane 2: cps promoterSPY1 ; M: DL2000 DNA Marker; B: Lane 1:

pEVP3-cps promoterD39 ; lane 2: pEVP3-cps promoterD39 digested with

Sma I and Bgl II; lane 3: pEVP3-cps promoterSPY1 ; lane 4: pEVP3-

cps promoterSPY1 digested with Sma I and Bgl II; M: DL2000 DNA

Marker．

promoterD39的 β-半乳糖苷酶活性与 D39-pEVP3-cps

promoterD39基本一致。

我们同时比较了 D39-pEVP3-cps promoterSPY1和

D39-pEVP3-cps promoterD39菌株中 β-半乳糖苷酶活

性，由图 4-B 可知，前者的 β-半乳糖苷酶活性较后
者显著下降约 76%。

这些结果再次表明，点突变 313713 T→C 会引
起 cps 启动子序列调控能力下降。

图 5． SPY1 及 SPY1-pEVP3-cps promoterSPY1菌株的透射电镜图(12000 × )

Figure 5． Transmission electron micrographs of SPY1 and SPY1-pEVP3-cps promoterSPY1 strains (12000 × ) ． A: D39; B: Ｒ6; C:

SPY1; D: SPY1-Pevp3-cps promoterD39 ．

2. 4 SPY1 的 cps 操纵子的启动子序列点突变导
致荚膜缺失

cps 操纵子的启动子序列点突变 313713 T→C

导致 cps 表达量下降是否就是该菌株荚膜缺失的原
因呢? 我们首先通过透射电镜对 SPY1 及 SPY1-

图 4． 不同重组质粒转染菌株的 β-半乳糖苷酶活

性检测
Figure 4． Detection of β-galactosidase activities in

recombinant vector-transformed strains． A: 1: D39-pEVP3-

cps promoterD39 ; 2: SPY1-pEVP3-cps promoterD39 ; 3:

SPY1-pEVP3-cps promoterSPY1 ; B: 1: D39-pEVP3-cps

promoterD39 ; 2: D39-pEVP3-cps promoterSPY1 ．

pEVP3-cps promoterD39的荚膜结构进行了观察。如
图 5 所示，SPY1 菌株荚膜缺失，与 Ｒ6 菌株类似;而
SPY1-pEVP3-cps promoterD39菌株荚膜得以恢复，与
野生型 D39 菌株水平相当。由此可见，cps 操纵子
的启动子序列点突变 313713 T→ C 会导致荚膜
缺失。
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为了进一步确证这一结果，我们采用抗荚膜多
糖的抗体进行了荚膜肿胀实验。结果如图 6 所示，
在油镜下观察，D39-pEVP3-cps promoterSPY1菌株呈现
两种不同的表型，一种菌体较小，多数单个或成对排
列，较少呈长链状，菌体周围无透明荚膜肿胀层，荚
膜肿胀实验阴性 (图 6-F)，与无荚膜菌株 Ｒ6 类似
(图 6-B);而另一种菌体较大，多数呈长链状，菌体
周围可见明显透明荚膜肿胀层，荚膜肿胀实验阳性
(图 6-E)，与野生型 D39 类似(图 6-A)。我们利用

特异性的引物扩增 D39-pEVP3-cps promoterSPY1菌株
基因组中 cps promoter 和 cps2A 片段，测序证实荚膜
肿胀实验呈阴性的菌株其 cps2A 上游启动子序列存
在点突变 313713 T→C，而荚膜肿胀实验呈阳性的
菌株序列与野生型一致，没有发生突变。这些结果
进一步证明了 SPY1 的荚膜显著减少甚至缺失的确
是由 cps 操纵子的启动子序列点突变 313713 T→C
造成的。

图 6． 各株肺炎链球菌的荚膜肿胀结果(1000 × )

Figure 6． Neufeld test of different pneumococcal strains (1000 × ) ． A: D39; B: Ｒ6; C: SPY1; D: D39-pEVP3-cps promoterD39 ; E: D39-pEVP3-

cps promoterSPY1 (NC_008533. 1 313713 T→T) ; F: D39-pEVP3-cps promoterSPY1 (NC_008533. 1 313713 T→C) ．

3 讨论

荚膜作为肺炎链球菌最主要的毒力因子，其主

要成分是荚膜多糖，由荚膜多糖合成操纵子合成。

荚膜多糖的合成调节是一个由调节蛋白相互作用的

复杂过程，多发生在转录水平［10］。早期研究发现，

cps 操纵子可能由 cpsA 上游的单个启动子转录形
成，并且在 91 种采用 Wzy-依赖途径合成荚膜多糖
的血清型中，cps 操纵子的前四个基因即 cpsA-D 具

有高度保守性且可调控荚膜水平［11 － 12］。肺炎链球

菌可能通过 cpsA-D 所编码的多蛋白磷酸化系统在
翻译后水平调控荚膜的总量。有文献报道在肺炎链
球菌 Ｒ6、血清型 33D、18C 和 6B 中均发现 cps 操纵
子上游调控序列中存在不同位点的点突变，并猜测
这些点突变都可能降低 cps 调控序列的启动能力，

影响 CPS 的 表达 合成 量，但 并 无 实 验 证 据 证
实［13 － 14］。

我们在实验过程中意外地获得了一株荚膜缺失
的菌株 SPY1，该菌株来源于荚膜含量较高的 D39 菌
株，且并未对其进行荚膜编码序列的改造，这引起了
我们的极大关注，推测其荚膜的缺失可能存在新的
机制。因此，我们将该菌株进行了全基因组测序，结
果显示，其荚膜编码序列并无任何突变，但在 cps 启
动子序列中存在点突变 313713 T→C，这提示该突
变很可能导致了细菌荚膜缺失的表型发生。我们首
先通过实时定量荧光 PCＲ 检测 SPY1 菌株的荚膜合
成相关基因 cps2A-D 的表达量，发现较野生型均显
著降低;利用报告基因 lacZ 分析发现，该菌株 cps 启
动子序列转录活性较野生型明显降低;进一步通过
扫描电镜观察荚膜的结构和荚膜肿胀实验证实该点
突变确实可导致细菌荚膜缺失。这些结果提示该点
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突变可引起荚膜合成基因的表达显著下调，从而导
致细菌的荚膜缺失。 － 10 区为 ＲNA 聚合酶的牢固
结合位点，主要负责转录的精确起始，并且其碱基序
列还可通过影响开放性启动子复合物的形成速度而
控制转录的强度。本文研究的点突变位于 － 10 区，
很有可能影响了 ＲNA 聚合酶的结合，使得该启动子
的下游基因转录活性下降，这有待进一步的实验证
实。

cps 操纵子究竟受到哪些调控子的调节? 这些
调控子以何种方式调节荚膜多糖的表达并影响毒
力? 目前并不清楚。生物信息学分析显示，cps 启动
子区存在与调控子 ComX1、ＲegM、CopY、ＲitＲ 结合
位点相似的基序，但尚缺乏相关直接实验证据支
持［14］。另有学者发现转录因子 GlnＲ 的结合位点也
与 cps 启动子序列有相似性，然而对比分析野生菌
和其缺陷菌的 cps 转录水平，结果显示二者并无显
著差异［15］。我们通过实验证明 cps 启动子序列确实
具有调控 cps 基因的作用，为后续通过该序列筛查
其调控蛋白分子提供了坚实的基础。同时，肺炎链
球菌荚膜多糖也是目前市售 23 价疫苗的主要成分，
本研究的结果为提高荚膜生产量提供了一种新的思
路，有潜在的实用价值。
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Identification of a point mutation in the promoter region
of cps operon responsible for capsular polysaccharide
deficiency in Streptococcus pneumniae SPY1

Jianmin Wang1，Xiuyu Xu2，Feng Ma3，Hongmei Xu1，Libin Wang1，Yan Xing3，
Yufeng Su1，Xuemei Zhang1*
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2 Department of Laboratory Medicine，The First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University，Chongqing 400016，

China
3 The First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University，Chongqing 400016，China

Abstract:［Objective］ To determine if the point mutation of nt313713 T→ C in the promoter region of capsular

polysaccharide biosynthesis ( cps) operon is responsible for the deficiency of capsular polysaccharide in S． pneumoniae

SPY1 strain． ［Methods］Western blot was used to compare the amounts of capsular polysaccharide between the wild-type

strain and SPY1 strain． Ｒeal-time quantitative PCＲ was used to determine transcription levels of the first four genes of cps

operon，cps2A，cps2B，cps2C and cps2D． The lacZ gene was used as a reporter gene to report the strength of the promoters

on cps transcription． The cps promoter was amplified by PCＲ from the wild-type strain or SPY1 strain． The amplified
fragments were cloned into shuttle vector pEVP3，transformed into S． pneumoniae D39 or SPY1 strain． The transcription

activities of the promoters on capsular polysaccharide biosynthesis were determined by using β-galactosidase as the

reporter． Transmission electron microscopy and the Neufeld test were used to reveal the changes in capsule． ［Ｒesults］

Compared to that in the wild-type strain，mＲNA levels of the cps genes were significantly decreased in SPY1 strain． The

amount of CPS was also decreased in SPY1 strain． β-galactosidase activities in SPY1-pEVP3-cps promoterSPY1 and D39-
pEVP3-cps promoterSPY1 were decreased by about 79% and 76%， respectively， compared to that of the control．

Transmission electron microscopy showed that the amount of the capsular polysaccharide of SPY1-pEVP3-cps promoterD39

strain was restored to the wild-type level． In addition，capsular polysaccharide was absent in the D39-pEVP3-cps

promoterSPY1(NC_008533. 1 313713 T→C) strain as determined by Neufeld test． ［Conclusion］ The point mutation of

nt313713 T→ C in the cps promoter region results in a significantly reduced transcription of the cps genes，which is
responsible for the significant reduction or even absence of the biosynthesis of capsular polysaccharide in SPY1 strain．
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