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冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌修复机制
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摘要:【目的】 研究冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌修复过程中的细胞修复机制ꎮ 【方法】 本文以冷冻

致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)为研究对象ꎬ探讨了不同修复时间细胞的修复情况ꎻ
利用透射电子显微镜观察修复启动过程中超微结构的变化ꎻ通过实时荧光定量 ＰＣＲ(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ)方法测

定了修复过程中转录弱化子(ｍｓｒＲ)、铁离子 ＡＢＣ 转运 ＡＴＰ 结合蛋白( ｆｈｕＣ)、细胞色素 ｂ( ｃｙｔＢ)基因表达量

的变化ꎬ通过紫外分光光度法测定细胞外泄漏物含量、细胞活性氧(ＲＯＳ)和超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)活性ꎮ
【结果】 修复 ３ ｈ 后ꎬ９９％以上冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌完成修复ꎬ修复后细胞对高盐胁迫抗性

恢复ꎮ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析结果表明ꎬｍｓｒＲ 和 ｆｈｕＣ 基因表达量显著下调ꎬ而 ｃｙｔＢ 表达量显著上调ꎮ 修复过程

中冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌细胞表面超微结构变化比较明显ꎬ细胞表面从光滑透明变得致密结

实ꎬ细胞内紫外吸收物质泄漏速度也在逐渐变慢ꎬ同时细胞中的 ＲＯＳ 含量降低ꎬＳＯＤ 酶活性减弱ꎮ 【结论】
冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌修复过程中ꎬ可能是通过细胞膜完整性的修复ꎬ细胞恢复对高盐胁迫的

抵抗能力ꎻ通过基因调控降低细胞内 ＲＯＳ 的含量ꎬ降低活性氧(Ｏ －
２ )对细胞的毒害作用ꎮ 同时通过产能代谢

相关基因(ｃｙｔＢ)的调控为细胞提供修复所需要的能量ꎬ最终冷冻致亚致死损伤的细胞得到修复ꎮ
关键词:冷冻致亚致死损伤ꎬ金黄色葡萄球菌ꎬ细胞膜完整性ꎬ修复启动
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　 　 金黄色葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)能够引

起人类各种各样的疾病ꎬ从轻微的皮肤感染到严重

的如败血症、中毒性休克、心内膜炎和肺炎等疾

病[１]ꎮ 金黄色葡萄球菌是一种革兰氏阳性致病菌ꎬ
能够生长在一个广泛的温度范围从 ７ ℃到 ４８ ５ ℃
之间ꎬｐＨ 范围在 ４ ０ 到 １０ ０ 之间[２]ꎬＮａＣｌ 浓度小

于 ２５％的条件下都能够正常生长[３]ꎬ这些特征能够

确保金黄色葡萄球菌在广泛的食品环境和胁迫条件

下长时间存活下去ꎮ
低温被广泛应用于确保食品的质量与安全ꎬ

但是金黄色葡萄球菌在低温贮藏时能够处于冷冻

致亚致死损伤状态[４ꎬ５] (菌体细胞受到外界不利环

境胁迫如冷冻、高压、干旱、饥饿时ꎬ造成自身细胞

损伤但并未死亡)ꎬ这种受损细胞不易被检出ꎬ待
食品置于适宜环境下时ꎬ亚致死休眠细胞便可修

复[６ － ７] ꎬ为食品安全监测与控制带来很大隐患ꎮ
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Ｂｒａｓｈｅａｒｓ 等通过对大肠杆菌 Ｏ１５７:Ｈ７ 和沙门氏

菌的研究发现ꎬ亚致死损伤细胞表现为细胞壁和

细胞膜的结构性损伤ꎬ进而影响了细胞膜渗透调

节能力[８] ꎮ Ｅｓｔｅｆａｎｉａ 等研究了细胞固定化对热诱

导亚致死损伤的大肠杆菌、沙门氏菌、单增李斯特

菌的影响ꎬ发现累积的亚致死损伤能够引起细胞

的失活ꎬ而亚致死损伤细胞能够在适宜的条件下

修复为正常细胞[９] ꎮ
目前的研究大多集中在胁迫失活条件下金黄色

葡萄球菌的细胞生理变化ꎬ但是对于冷冻致亚致死

损伤细胞的修复机制还鲜有研究ꎬ本文以冷冻致亚

致死损伤的金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ６５３８ 为研究对

象ꎬ研究冷冻致亚致死损伤细胞修复过程中细胞活

性变化规律ꎬ通过透射电镜(ＴＥＭ)观察细胞超微结

构的变化、细胞内外核酸及蛋白质的泄漏情况ꎬ细胞

中 ＲＯＳ 和 ＳＯＤ 含量的变化以及相关基因的转录表

达水平ꎬ从而探讨冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄

球菌修复机制ꎬ旨在为食品中冷冻致亚致死损伤致

病菌的检测提供理论依据ꎮ

１　 材料和方法

１ １　 材料

１ １ １ 　 菌 种 和 试 剂: 金 黄 色 葡 萄 球 菌

(ＡＴＣＣ６５３８) ꎬ来源于美国标准菌种收藏所ꎻ添加

了酵母浸膏的胰酪胨大豆酵母浸膏琼脂培养基

( ＴＳＡ ＋ ０ ６％ ＹＥ) ꎬ添加了酵母浸膏的胰酪胨大

豆酵母浸膏肉汤培养基( ＴＳＢ ＋ ０ ６％ ＹＥ) ꎬ购自

北京路桥生物公司ꎮ
１ １ ２　 主要仪器: － １８ ℃冰箱ꎬ上海市美菱有限公

司ꎻ恒温恒湿培养箱ꎬ上海鸿都电子科技有限公司ꎻ
透射电子显微镜ꎬＪＥＭ￣１４００ꎬ日本 ＪＥＯＬ 公司ꎻ紫外

可见光分光光度计 － ７２２ 型ꎬ上海光谱仪器公司ꎻ日
本 ＳＡＮＹＯ:３ － ３０Ｋ 台式高速离心机ꎬＳｉｇｍａꎮ

１ ２　 金黄色葡萄球菌的培养及其冷冻处理

从 － ８０ ℃冰箱中取出保藏的金黄色葡萄球菌

菌种ꎬ在 ＴＳＡ ＋ ０ ６％ ＹＥ 平板划线培养 １ ｄ 后获得

单菌落ꎬ挑取一个单菌落于 ５ ｍＬ 的 ＴＳＢ ＋ ０ ６％ ＹＥ
中ꎬ３７ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ 摇床培养 ６ ｈꎬ使细菌生长到对

数期ꎬ调整细菌浓度达到大约 １０９ － １０１０ ＣＦＵ / ｍＬꎬ直
接置于 － １８ ℃冰箱中ꎬ冻藏 ９０ ｄ 备用ꎮ
１ ３　 冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌修复规律

冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌在 ＴＳＡ ＋
０ ６％ ＹＥ 培养基上能够正常生长ꎬ而在添加 １０％
ＮａＣｌ 的高盐度 ｓｔｒｅｓｓｉｎｇＴＳＡ ＋ ０ ６％ ＹＥ 培养基中不

能生长[４ꎬ１０]ꎬ因此ꎬ在这两种培养基上所得或细胞数

目的差值为亚致死损伤细胞数目ꎮ 样品在室温下解

冻后置于 ３７ ℃ 培养箱中ꎬ在 ０、０ ５、１ ０、２ ０ 和

３ ０ ｈ分别用这两种培养基计数冷冻致亚致死损伤

的金黄色葡萄球菌ꎮ
亚致死损伤率通过公式(１) [１１]计算ꎮ

％ Ｓｕｂｌｅｔｈａｌｄａｍａｇｅ ＝

１ － (ＣＦＵ / ｍＬ)ｓｔｒｅｓｓｉｎｇＴＳＡ ＋０ ６％ＹＥ
(ＣＦＵ / ｍＬ)ＴＳＡ ＋０ ６％ＹＥ ×１００％ (１)

１ ４　 总 ＲＮＡ 的提取及 ｍｓｒＲ、ｆｈｕＣ、ｃｙｔＢ 基因的转

录表达量测定

参照 Ｘｉｅ 等[１２]的方法进行ꎬ分别通过离心的方

法收集 １ ｍＬ 冷冻 ９０ ｄ 和修复 １ ｈ 的金黄色葡萄球

菌细胞ꎬ采用 ＲＮｅａｓｙ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 试剂盒提取总 ＲＮＡꎬ
经 ＤｎａｓｅⅠ处理后ꎬ用反转录试剂盒将 ｍＲＮＡ 反转

录成 ｃＤＮＡꎮ ｃＤＮＡ 的 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 定量测定采用

ＡＢＩ Ｓｔｅｐｏｎｅ ｐｌｕｓ 型实时荧光 ＰＣＲ 仪进行ꎬ扩增程序

为:５０ ℃ ２ｍｉｎꎬ９５ ℃ １０ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃
１ ｍｉｎꎬ４０ 个循环ꎮ 本实验所采用的各扩增引物如

表 １ 所示ꎬ根据各扩增曲线的 Ｃ ｔ值ꎬ以 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基

因的表达为内参ꎬ计算各基因转录表达的相对量ꎬ结
果用 ２ － ΔΔＣｔ法表示[１７]ꎮ

表 １. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物设计

Ｔａｂｌｅ １. Ｐｒｉｍｅｒｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅｓ (Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ) Ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ Ｐｒｉｍｅｒｓ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ (５′→３′) Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｔｔｅｎｕａｔｏｒ
ＭｓｒＲ (ｍｓｒＲ)

Ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｆ
Ｒ

ＡＡＧＣＡＣＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＡＴ
ＡＴＡＴＣＡＣＧＣＡＴＧＡＣＡＧＡＣ

[１３]

Ｉｒｏｎ (Ｆｅ３ ＋ ) ＡＢＣ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
ＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ( ｆｈｕＣ)

Ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｓｔｒｅｓｓ
ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｆ
Ｒ

ＴＡＴＴＧＡＧＣＧＴＣＣＴＣＣＴＴＴ
ＧＡＴＡＣＴＣＧＴＧＣＴＴＧＴＴＧＣ

[１４]

Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｂ
(ｃｙｔＢ)

Ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｆ
Ｒ

ＴＴＴＧＧＴＧＧＡＡＣＴＴＴＧＧＧＴＣ
ＴＡＴＣＣＴＣＡＴＧＧＧＣＣＧＴＡＴ

[１５]

１６Ｓ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡ (１６Ｓ ｒＲＮＡ) Ｅｎｃｏｄｉｎｇ １６Ｓ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡ Ｆ
Ｒ

ＧＣＴＣＧＴＧＴＣＧＴＧＡＧＡＴＧＴＴＧ
ＧＣＴＧＣＣＣＴＴＴＧＴＡＴＴＧＴＣＣＡ

[１６]

０１４１
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１ ５　 修复过程中金黄色葡萄球菌细胞内核酸物质

泄漏量的测定

将 ３７ ℃修复 ０、０ ５、１ ０、２ ０、３ ０ ｈ 的样品于

４ ℃、２６１６ × ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ置于石英比

色皿中ꎬ使用紫外分光光度计测定 ２６０ ｎｍ 和２８０ ｎｍ
处的吸光值[１８]ꎮ
１ ６　 冷冻亚致死修复启动过程中细胞超微结构变

化

分别取 － １８ ℃贮藏 ９０ ｄ 的冷冻致亚致死损伤

的金黄色葡萄球菌和 １ ｈ 修复启动过程中的金黄色

葡萄球菌菌液各 １０ ｍＬꎬ４ ℃、７２６７ × ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ
弃去上清液ꎬ将重悬的菌体细胞转移至 １ ５ ｍＬ 的离

心管中ꎬ再次 ４ ℃、７２６７ × ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ最后将菌体

置于 ４％戊二醛溶液固定 ４ ｈꎬ用 ０ ２ ｍｏｌ / ＬꎬｐＨ７ ２
的磷酸缓冲液(ＰＢＳ)漂洗 ４ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ然后用

１％的锇酸固定 １ ５ ｈꎬ倒掉固定液ꎬ用 ＰＢＳ 缓冲液

漂洗 ４ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ用梯度浓度(３０％ 、５０％ 、
７０％ 、９０％ 、１００％ )的丙酮对样品进行脱水处理ꎬ每
种浓度处理 １０ ｍｉｎꎬ再用 １００％ 的丙酮处理样品 ２
次ꎬ每次 ４５ ｍｉｎꎬ用环氧树脂包埋剂处理样品 ４ ｈꎬ最
后置于 ３７ ℃、１２ ｈꎬ４５ ℃、１２ ｈ 和 ６０℃、２４ － ４８ ｈ 聚

合ꎮ 样品在 Ｒｅｉｃｈｅｒｔ 超薄切片机中切片ꎬ获得 ７０ －
９０ ｎｍ 的切片ꎬ该切片经柠檬酸铅溶液和醋酸双氧

铀 ５０％乙醇饱和溶液分别染色 １５ ｍｉｎ 后ꎬ使用透射

电镜观察细胞超微结构的变化ꎮ
１ ７　 活性氧(ＲＯＳ)的测定

参照文献[１９]的方法ꎬ分别取 － １８ ℃贮藏 ９０ ｄ
的冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌和修复 ０ ５、
１ ０、２ ０、３ ０ ｈ 的细菌悬浮在 ＰＢＳ 缓冲液中ꎬ加入 ０ ５
ｍＬ 氮蓝四唑(ＮＢＴ)(１ ｍｇ / ｍＬ)３７ ℃培养 ３０ ｍｉｎꎬ接
着添加 ０ １ ｍＬ ＨＣｌ(０ １ ｍｏｌ / Ｌ)在 １６４ × ｇ 离心 １０
ｍｉｎꎮ 蓝色的悬浮液(ＲＯＳ 胞外组分)在 ５７５ ｎｍ 测

定ꎮ 分离的菌体用 ０ ６ ｍＬ ＤＭＳＯ 处理去提取减少

的 ＮＢＴꎬ最后加入 ０ ８ ｍＬ ＰＢＳ 缓冲液在 ５７５ ｎｍ 下

测定胞内活性氧(ＲＯＳ)ꎮ
１ ８　 超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)活性的测定

参照文献[１９ － ２０]的方法ꎬ分别取 － １８ ℃贮藏

９０ ｄ 的冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌和修

复 ０ ５、１ ０、２ ０、３ ０ ｈ 的细菌ꎬ分别 ４ ℃、１６３５０ × ｇ
离心 １５ ｍｉｎꎬ分离菌体(胞内组分)和上清液(胞外

组分)ꎮ 菌体在功率 ５０ Ｗ 超声 １ ｍｉｎ 后ꎬ在 ｐＨ７ ８ꎬ
含 ５ ｍｇ / ｍＬ 溶菌酶的 ＰＢＳ 缓冲液中 ３７ ℃ 培养

３０ ｍｉｎꎮ 分别取 １００ μＬ 胞内和胞外组分ꎬ加入

１３ ｍｍｏｌ / Ｌ的甲硫氨酸 ０ ５ ｍＬ、 ７５ μｍｏｌ / Ｌ ＮＢＴ
０ ５ ｍＬ、１００ ｎｍｏｌ / Ｌ 乙二胺四乙酸(ＥＤＴＡ)０ ５ ｍＬ、
５０ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＰＢＳ 缓冲液 ３ ５ ｍＬꎬ最后加入 ２ μｍｏｌ / Ｌ
的核黄素 ０ ５ ｍＬꎬ混匀后将对照管包于双侧锡箔纸

中避光ꎬ其他各管均于日光灯下反应 １５ ｍｉｎꎮ 反应

结束以后ꎬ用黑布盖上终止反应ꎮ 以避光管作为空

白调零ꎬ以未加酶液的光照管作为对照ꎬ在 ５６０ ｎｍ
波长下测定各管吸光度ꎮ 以抑制 ＮＢＴ 光还原反应

所需酶量作为酶活性的单位ꎮ ＳＯＤ 总活计算公

式[２０]如下:
ＳＯＤ 活性 [Ｕ / ( ｇＦｗｈ)] ＝ (Ａ０ － Ａｓ) × Ｖｔ ×

６０ / (Ａ０ × ０ ５ × Ｆｗ × Ｖｓ × ｔ)
式中 Ａ０ －照光对照管的光吸收值ꎻＡｓ － 样品管

的光吸收值ꎻＶｔ － 样液的总体积(ｍＬ)ꎻＶｓ － 测定时

样品用量ꎻＦｗ －样品鲜重(ｇ)ꎻｔ －反应时间(ｍｉｎ)ꎮ
１ ９　 数据分析

文中数据为 ３ 次平行测定的平均值ꎮ 采用

Ｏｒｉｇｉｎ ８ ０ 绘图ꎬ显著性分析采用 ＳＰＳＳ １８ ０ 的单因

素方差分析(Ｏｎｅ￣Ｗａｙ ＡＮＯＶＡꎬＴｕｒｋｅｙ)ꎬ在显著性

水平 Ｐ < ０ ０５ 下进行数据分析与统计ꎮ

２　 结果和讨论

２ １　 冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌活性修

复规律

从图 １ 可以看出ꎬ通过公式计算得到在 － １８
℃贮藏 ９０ ｄ(修复 ０ ｈ)之后ꎬ金黄色葡萄球菌的冷

冻致亚致死损伤率达到 ９９％ 以上ꎬ因此我们选择

－ １８ ℃贮藏 ９０ ｄ 的冷冻致亚致死损伤的金黄色

葡萄球菌做为对照菌株ꎮ 冷冻致亚致死损伤的细

胞在 ０ － １ ｈ 修复速度比较快ꎬ随后逐渐减慢ꎬ３ ｈ
后大部分冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌都

完成修复ꎮ 随着细胞的修复ꎬ冷冻致亚致死损伤

的金黄色葡萄球菌的耐盐胁迫能力逐渐增强ꎬ我
们推测可能是冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球

菌的细胞膜逐渐修复ꎬ细胞膜渗透调节能力逐渐

增强[７] ꎮ
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图 １. 冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌亚致死损伤

修复规律

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｂｌｅｔｈａｌ ｒｅｐａｉｒ ｏｆ ｆｒｏｚｅｎ ｓｕｂｌｅｔｈａｌｌｙ

ｄａｍａｇｅｄ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ.

２ ２　 冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌修复过

程中 ＲＯＳ 含量及 ＳＯＤ 活性变化

活性氧(ＲＯＳ)参与了许多重要的生命活动ꎬ比
如信号转导、细胞凋亡、组织损伤等[２０]ꎮ 从图 ２￣Ａ
可以看出ꎬ细胞 ＮＢＴ 的减少量表明冷冻致亚致死损

伤修复过程中细胞内的活性氧的含量远远大于细胞

外ꎬ细胞内活性氧的含量随着细胞活性的修复而逐

渐减少ꎬ而胞外活性氧的含量无明显变化 ( Ｐ >
０ ０５)ꎮ 本研究结果表明ꎬ在冷冻致亚致死损伤修

复过程中ꎬ细胞活性氧含量的逐渐减少ꎬ其所遭受的

氧化胁迫也逐渐减弱ꎬ细胞活性得以恢复[２１]ꎮ

图 ２. 冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌修复过程中 ＲＯＳ 含量(Ａ)和 ＳＯＤ 活性的(Ｂ)变化

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ ＲＯＳ ｃｏｎｔｅｎｔ ( Ａ) ａｎｄ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ( Ｂ) ｄｕｒｉｎｇ ｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｒｏｚｅｎ ｓｕｂｌｅｔｈａｌｌｙ

ｄａｍａｇｅｄ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ.

在生物体内的 ＳＯＤ 功能主要是催化超氧化物

的阴离子自由基(Ｏ －
２ )产生歧化反应生成 Ｈ２Ｏ２ꎬ而

Ｈ２Ｏ２ 可再由谷胱甘肽过氧化物酶(ＧＰＸ) 转化为

Ｈ２ＯꎬＳＯＤ 能专一地清除超氧阴离子自由基ꎬ从而防

止 Ｏ －
２ 对细胞和细胞膜系统造成损伤[２２]ꎮ 从图 ２￣Ｂ

可以看出ꎬ冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌修

复过程中ꎬ细胞 ＳＯＤ 活性表现出逐渐下降的趋势ꎮ
在冷冻致亚致死损伤修复前细胞内 ＳＯＤ 活性为

６４７ ３ Ｕ / (ｇＦｗｈ)ꎬ修复前期 ＳＯＤ 活性变化幅度较

大ꎬ随着修复时间的延长ꎬ细胞 ＳＯＤ 活性减少的幅

度明显降低ꎬ说明随着细胞修复的进行ꎬ细胞质基质

中活性氧的含量逐渐减少ꎬ细胞中 ＳＯＤ 活性也相应

降低ꎮ
２ ３　 冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌修复相

关基因 ｍｓｒＲ、ｆｈｕＣ、ｃｙｔＢ 相对表达量

本实验以金黄色葡萄球菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因表

达为内参ꎬ研究了冷冻致亚致死损伤的细胞修复过

程中ꎬ细胞膜相关基因 ｍｓｒＲ、抗氧化应激相关基因

ｆｈｕＣ、产能代谢相关基因 ｃｙｔＢ 的相对表达量ꎮ ｍｓｒＲ
基因编码的 ＭｓｒＲ 蛋白ꎬ属于细胞膜相关蛋白 ＬｙｔＲ￣
ＣｐｓＡ￣Ｐｓｒ 家族的成员之一[２３]ꎬ该蛋白在细胞中主要

参与细胞分裂和隔膜的形成[１３ꎬ２４]ꎬ同时该蛋白还参

与金黄色葡萄球菌毒力因子的合成[２５]ꎮ ｆｈｕＣ 基因

编码一个 ＡＴＰ 结合蛋白ꎬ该蛋白主要参与促进宿主

细胞对 Ｆｅ３ ＋ 离子的吸收ꎬＦｅ３ ＋ 与 Ｍｎ２ ＋ 构成致病菌

抗氧化应激酶(过氧化氢酶、过氧化物酶、超氧化物

歧化酶等)的辅酶因子[２６]ꎬ研究发现金黄色葡萄球

菌缺失该基因片段后发现高铁离子吸收系统出现损

伤[２７ － ２８]ꎮ ｃｙｔＢ 是与能量代谢相关的细胞色素类遗

传因子ꎬ作为氧化还原和能量代谢的媒介来实现细

胞内能量供给的偶联反应[２９ － ３０]ꎮ
如图 ３ 所示ꎬ冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄
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球菌修复启动 １ ｈ 后ꎬｍｓｒＲ 和 ｆｈｕＣ 基因表达量分别

显著下调 ２ １１ 和 １ ４６ 倍ꎬ而 ｃｙｔＢ 基因表达量显著

上调 ３ ９３ 倍ꎮ ｍｓｒＲ 基因作为膜蛋白调控基因的一

员表达量下调ꎬ可能与亚致死损伤细胞膜对冷冻胁

迫的耐受性减弱有关[１３]ꎬ说明冷冻对金黄色葡萄球

菌的损伤作用主要在于细胞结构的破坏ꎬ细胞通过

调节膜相关基因的表达而达到对这种破坏的耐受

性ꎬ即可长期抵御冷冻胁迫ꎬ而在修复启动过程中该

基因的表达量下降ꎬ这可能与细胞膜的修复有关ꎮ
亚致死损伤修复过程中抗氧化应激相关基因 ｆｈｕＣ
表达量下调促进了细胞中 ＲＯＳ 的减少ꎬ有助于降低

修复后 ＲＯＳ 对细胞的毒害作用ꎮ 亚致死损伤修复

过程中产能代谢相关基因 ｃｙｔＢ 表达量显著上调ꎬ表
明在细胞修复过程中细胞的耗能在逐渐增加ꎬ细胞

从休眠状态逐渐恢复到正常状态ꎬ需要大量的能量

供应ꎮ 因此ꎬ在这些相关基因的调节作用下ꎬ冷冻致

亚致死损伤的细胞活性逐渐恢复ꎮ

图 ４. 冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌修复过程中细胞超微结构的变化(Ａ / Ｂ:３００００ × ꎬＣ / Ｄ:５００００ × )
Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｆｒｏｚｅｎ ｓｕｂｌｅｔｈａｌｌｙ ｄａｍａｇｅｄ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｄｕｒｉｎｇ ｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎ (Ａ / Ｂ: ３００００ × ꎬ

Ｃ / Ｄ: ５００００ × ).

２ ４　 冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌修复过

程中细胞超微结构变化

冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌修复过程

图 ３. 冷冻致亚致死损伤的细胞修复启动过程中

ｍｓｒＲ、ｆｈｕＣ 和 ｃｙｔＢ 基因的相对表达量

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｓｒＲꎬ ｆｈｕＣ ａｎｄ ｃｙｔＢ ｇｅｎｅｓ

ｉｎ ｆｒｏｚｅｎ ｓｕｂｌｅｔｈａｌｌｙ ｄａｍａｇｅｄ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｄｕｒｉｎｇ

ｒｅｐａｉｒ ｓｔａｒｔ (１ ｈ) .

中细胞超微结构的变化如图 ４ 所示ꎬ冷冻致亚致死

损伤的金黄色葡萄球菌细胞呈球形ꎬ表面光滑、透
明ꎬ细胞壁膜出现破损同时伴有细胞内的物质出现
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泄露(图 ４￣ＡꎬＣ)ꎬ而修复 １ ｈ 后虽然细胞形态变化

不明显ꎬ但细胞表面变得粗糙、模糊ꎬ同时细胞壁膜

的破损和泄露明显减少(图 ４￣ＢꎬＤ) [３１ － ３２]ꎮ 致病菌

细胞遭受冷冻致亚致死损伤时ꎬ细胞内的自由水形

成冰晶ꎬ导致细胞光滑、透明ꎬ但是细胞膜的完整性

遭到破坏ꎬ部分出现缺口ꎬ出现细胞内物质的泄漏ꎬ
而在适宜条件下细胞修复过程中ꎬ冰晶融化ꎬ细胞膜

逐渐修复ꎬ说明冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球

菌修复过程中细胞膜的修复是非常重要的环节ꎮ
２ ５　 冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌修复过

程中细胞内紫外吸收物质泄漏量的变化

由于致病菌细胞组成中含有嘌呤、嘧啶碱基ꎬ蛋
白质中酪氨酸和色氨酸残基的苯环ꎬ这些结构都具

有共轭双键ꎬ所以在紫外区有强烈的光吸收作用ꎬ核
酸和蛋白质的最大吸收峰分别在 ２６０ ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ
附近[３３]ꎮ 因此可以通过测定 ２６０ ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ 处

的紫外吸收强度来确定细胞内核酸和蛋白质物质的

泄露情况ꎮ
从图 ５ 中可以看出ꎬ冷冻致亚致死损伤的金黄

色葡萄球菌修复过程中ꎬ细胞外液中核酸(ＯＤ２６０)、
蛋白质(ＯＤ２８０)两种物质的含量随时间的延长逐渐

增加ꎬ尤其是在 ０ － １ ｈ 内核酸和蛋白泄露速度较

快ꎬ而随后细胞内紫外物质泄漏速度逐渐变慢并趋

于稳定ꎮ 已知冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌

的细胞膜受到严重损伤ꎬ因而在修复前期细胞内核

酸和蛋白质的泄露量较大ꎬ而随着修复时间的增加ꎬ
细胞内的核酸和蛋白质的泄漏速度明显变慢ꎬ可能

与细胞膜的修复有重要的联系ꎬ这也与细胞膜超微

结构的研究结果相一致(图 ４)ꎮ

３　 结论

本文以修复过程中的冷冻致亚致死损伤的金黄

色葡萄球菌为研究对象ꎬ采用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法测

定了细胞膜相关基因 ｍｓｒＲ、抗氧化应激相关基因

ｆｈｕＣ 和产能代谢相关基因 ｃｙｔＢ 表达量变化ꎬ并测定

了细菌超微结构、细胞膜的完整性、细胞 ＲＯＳ 含量、
ＳＯＤ 活性以及紫外吸收物质泄漏量等生理指标ꎬ从
而探讨了冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌修复

机制ꎮ (１)冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌在

图 ５. 冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌修复过程中

细胞外紫外吸收物质的泄漏量

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｍａｔｅｒｉａｌ ｌｅａｋａｇｅ ｏｆ ｆｒｏｚｅｎ

ｓｕｂｌｅｔｈａｌｌｙ ｄａｍａｇｅｄ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｄｕｒｉｎｇ ｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎ.

适宜的条件下是可以在短时间内得到修复的ꎮ (２)
冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌修复启动过程

中细胞膜相关基因 ｍｓｒＲ 和抗氧化应激相关基因

ｆｈｕＣ 表达量显著下调ꎬ而产能代谢相关基因 ｃｙｔＢ 表

达量显著上调ꎮ (３)冷冻致亚致死损伤的金黄色葡

萄球菌细胞表面出现缺口ꎬ细胞膜完整性被破坏ꎬ修
复过程中细胞的超微结构逐渐恢复ꎬ因而细胞耐盐

胁迫能力也逐渐回复为正常状态ꎮ (４)金黄色葡萄

球菌修复过程中细胞内的核酸、蛋白质等物质流出ꎬ
随着修复过程的进行ꎬ细胞膜完整性得以恢复ꎬ细胞

内物质泄漏速度逐渐减慢ꎮ (５)细胞修复过程中细

胞中的 ＲＯＳ 含量和 ＳＯＤ 活性逐渐降低ꎬ说明细胞

在修复过程中降低了活性氧的毒害作用ꎬ有利于细

胞的正常生长ꎮ
综上所述ꎬ冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄

球菌的修复可能与细胞表面的修复、细胞中活性

氧含量降低以及产能代谢活动逐渐增强有关ꎬ随
着细胞膜的逐渐修复ꎬ细胞的耐盐胁迫能力逐渐

增强ꎬ对维持细胞内外渗透压的稳定性起到非常

重要的作用ꎮ 细胞内超氧阴离子逐渐减少ꎬ降低

了对细胞的毒害作用ꎬ同时细胞的产能代谢逐渐

增强ꎬ有助于为细胞活动加强提供足够的能量ꎮ
然而ꎬ冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌修复

机制是一个复杂的过程ꎬ可能包含多个相关基因

表达的参与ꎮ 因此ꎬ该机制有待从分子水平上做

进一步的深入研究ꎮ
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[１６] Ｍａｔｓｕｄａ Ｋꎬ Ｔｓｕｊｉ Ｈꎬ Ａｓａｈａｒａ Ｔꎬ Ｋａｄｏ Ｙꎬ Ｎｏｍｏｔｏ Ｋ.
Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｅｎｓａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂｙ
ｒＲＮＡ￣ｔａｒｇｅｔｅｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣ＰＣＲ. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００７ꎬ ７３(１): ３２￣３９.

[１７] Ｌｏｅｗｅｎ ＰＣꎬ Ｈｅｎｇｇｅ￣Ａｒｏｎｉｓ Ｒ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｇｍａ
ｆａｃｔｏｒ ｓｉｇｍａｓ ( ＫａｔＦ ) ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｌｏｂａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ.
Ａｎｎｕａｌ Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ １９９４ꎬ ４８(１): ５３￣８０.

[１８] Ｌｕ ＨＸꎬ Ｈｕａｎｇ ＸＭꎬ Ｚｈｕ ＪＬ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａ ｈｉｇｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ
ｏｎ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅａｔｈ ｏｆ Ｌｉｓｔｅｒｉａ
ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ. Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａꎬ ２０１４ꎬ ５４
(７): ７４６￣７５３. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
陆海霞ꎬ 黄小鸣ꎬ 朱军莉. 超高压对单增李斯特菌细

胞膜的损伤和致死机理. 微生物学报ꎬ ２０１４ꎬ ５４(７):
７４６￣７５３.

[１９] Ｂｅｃｅｒｒａ ＭＣꎬ Ａｌｂｅｓａ Ｉ. Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｉｎ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ. Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ
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Ｚｈｏｎｇｍｉｎ Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(１１)

Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ ２００２ꎬ ２９７(４):
１００３￣１００７.

[２０] Ｋｒｉｓｈｎａ ＭＣꎬ Ｒｕｓｓｏ Ａꎬ Ｍｉｔｃｈｅｌｌ ＪＢꎬ Ｇｏｌｄｓｔｅｉｎ Ｓꎬ Ｄａｆｎｉ
Ｈꎬ Ｓａｍｕｎｉ Ａ. Ｄｏ ｎｉｔｒｏｘｉｄｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ ａｃｔ ａｓ ｓｃａｖｅｎｇｅｒｓ
ｏｆ Ｏ２

－ ｏｒ ａｓ ＳＯＤ ｍｉｍｉｃｓ? Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ １９９６ꎬ ２７１(４２): ２６０２６￣２６０３１.

[２１] Ｖｉｒ Ｐꎬ Ｇｕｐｔａ Ｄꎬ Ａｇａｒｗａｌ Ｒꎬ Ｖｅｒｍａ Ｉ.
Ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ
ｍａｎｎｏｓｉｄｅｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. ＡＰＭＩＳꎬ ２０１４ꎬ １２２(４):
２６８￣２８２.

[２２] Ｒｏｔｒｕｃｋ ＪＴꎬ Ｐｏｐｅ ＡＬꎬ Ｇａｎｔｈｅｒ ＨＥꎬ Ｓｗａｎｓｏｎ ＡＢꎬ
Ｈａｆｅｍａｎ ＤＧꎬ Ｈｏｅｋｓｔｒａ ＷＧ. Ｓｅｌｅｎｉｕｍ: ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｏｌｅ
ａｓ ａ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ. Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ １９７３ꎬ
１７９(４０７３): ５８８￣５９０.

[２３] Ｏｖｅｒ Ｂꎬ Ｈｅｕｓｓｅｒ Ｒꎬ ＭｃＣａｌｌｕｍ Ｎꎬ Ｓｃｈｕｌｔｈｅｓｓ Ｂꎬ
Ｋｕｐｆｅｒｓｃｈｍｉｅｄ Ｐꎬ Ｇａｉａｎｉ ＪＭꎬ Ｓｉｆｒｉ ＣＤꎬ Ｂｅｒｇｅｒ￣Ｂäｃｈｉ Ｂꎬ
Ｍｅｉｅｒ ＰＳ. ＬｙｔＲ￣ＣｐｓＡ￣Ｐｓｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ ｄｉｓｐｌａｙ ｐａｒｔｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎｄ ｔｈｅ
ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｌ ｔｈｒｅｅ ｓｅｖｅｒｅｌｙ ｉｍｐａｉｒｓ ｓｅｐｔｕｍ ｐｌａｃｅｍｅｎｔ
ａｎｄ ｃｅｌｌ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ. ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ ２０１１ꎬ
３２０(２): １４２￣１５１.

[２４] Ｄｅｎｇｌｅｒ Ｖꎬ Ｍｅｉｅｒ ＰＳꎬ Ｈｅｕｓｓｅｒ Ｒꎬ Ｋｕｐｆｅｒｓｃｈｍｉｅｄ Ｐꎬ
Ｆａｚｅｋａｓ Ｊꎬ Ｆｒｉｅｂｅ Ｓꎬ Ｓｔａｕｆｅｒ ＳＢꎬ Ｍａｊｃｈｅｒｃｚｙｋ ＰＡꎬ
Ｍｏｒｅｉｌｌｏｎ Ｐꎬ Ｂｅｒｇｅｒ￣Ｂäｃｈｉ Ｂꎬ ＭｃＣａｌｌｕｍ Ｎ. Ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｗａｌｌ ｔｅｉｃｈｏｉｃ ａｃｉｄ ｌｉｇａｓｅｓ ｉｎ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ. ＦＥＭＳ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ ２０１２ꎬ ３３３(２): １０９￣１２０.

[２５] Ｒｏｓｓｉ Ｊꎬ Ｂｉｓｃｈｏｆｆ Ｍꎬ Ｗａｄａ Ａꎬ Ｂｅｒｇｅｒ￣Ｂäｃｈｉ Ｂ. ＭｓｒＲꎬ ａ
ｐｕｔａｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｅｎｖｅｌｏｐｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｓａｒＡ ａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎ. Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ
Ａｇｅｎｔｓ ａｎｄ Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙꎬ ２００３ꎬ ４７(８): ２５５８￣２５６４.

[２６] Ａｇｒａｎｏｆｆ ＤＤꎬ Ｋｒｉｓｈｎａ Ｓ. Ｍｅｔａｌ ｉｏｎ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ａｎｄ
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐａｒａｓｉｔｉｓｍ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ １９９８ꎬ
２８(３): ４０３￣４１２.

[２７] Ｃａｂｒｅｒａ Ｇꎬ Ｘｉｏｎｇ ＡＭꎬ Ｕｅｂｅｌ Ｍꎬ Ｓｉｎｇｈ ＶＫꎬ Ｊａｙａｓｗａｌ

ＲＫ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｒｏｎ￣ｈｙｄｒｏｘａｍａｔｅ
ｕｐｔａｋｅ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００１ꎬ ６７(２): １００１￣１００３.

[２８] Ｂｕｒｋｈａｒｄｔ Ｒꎬ Ｂｒａｕｎ Ｖ. Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｈｕＣ
ａｎｄ ｆｈｕＤ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｉｒｏｎ ( ＩＩＩ ) ｈｙｄｒｏｘａｍａｔｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔ: Ｄｏｍａｉｎｓ ｉｎ ＦｈｕＣ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｔｏ ＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ １９８７ꎬ ２０９
(１): ４９￣５５.

[２９] Ｗａｌｌｉｓ ＭＧꎬ Ｇｒｏｕｄｉｎｓｋｙ Ｏꎬ Ｓｌｏｎｉｍｓｋｉ ＰＰꎬ Ｄｕｊｉａｒｄｉｎ Ｇ.
Ｔｈｅ ＮＡＭ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ( ＮＡＭ１ｐ )ꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙ
ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｃｏｘｌꎬ ｃｙｔｂ ａｎｄ ａｌｐ６ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ /
ｓｔａｂｉｌｉｓａｔｉｏｎꎬ ｉｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｙｅａｓｔ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍａｔｒｉｘ.
Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ １９９４ꎬ ２２２ (１): ２７￣
３２.

[３０] Ｔａｙｌｏｒ ＣＴꎬ Ｍｏｎｃａｄａ Ｓ. Ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎬ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｃ
ｏｘｉｄａｓｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｈｙｐｏｘｉａ.
Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ Ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓꎬ ａｎｄ Ｖａｓｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ
３０(４): ６４３￣６４７.

[３１] Ｍｉｈｏｕｂ Ｍꎬ Ａｌｏｕｉ Ａꎬ Ｅｌ Ｍａｙ Ａꎬ Ｓｅｔｈｏｍ ＭＭꎬ ｂｅｎ
Ａｍｍａｒ Ａꎬ Ｊａａｆｏｕｒａ ＭＨꎬ Ｋａｃｅｍ Ｒꎬ Ｌａｎｄｏｕｌｓｉ Ａ. Ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆ ｇａｒｌｉｃ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ｏｆ Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ. Ａｎｎｕａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ ６０(４): ６３７￣
６４３.

[３２] Ｃａｒｒａｎｚａ Ｐꎬ Ｇｒｕｎａｕ Ａꎬ Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ Ｔꎬ Ｈａｒｔｍａｎｎ Ｉꎬ Ｌｅｈｎｅｒ
Ａꎬ Ｓｔｅｐｈａｎ Ｒꎬ Ｇｅｈｒｉｇ Ｐꎬ Ｇｒｏｓｓｍａｎｎ Ｊꎬ Ｇｒｏｅｂｅｌ Ｋꎬ
Ｈｏｅｌｚｌｅ ＬＥꎬ Ｅｂｅｒｌ Ｌꎬ Ｒｉｅｄｅｌ Ｋ. Ａ ｇｅｌ￣ｆｒｅｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｏｄ￣ｂｏｒｎｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ｔｕｒｉｃｅｎｓｉｓ ３０３２.
Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓꎬ ２０１０ꎬ １０(１８): ３２４８￣３２６１.

[３３] Ｚｈｏｕ Ｗꎬ Ｌｉｕ ＧＲꎬ Ｌｉ ＰＬꎬ Ｄａｉ ＹＱꎬ Ｚｈｏｕ Ｋ. Ｍｏｄｅ ｏｆ
ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｎｔａｒｉｃｉｎ Ｌ￣１ꎬ ａｎ ａｎｔｉｌｉｓｔｅｒｉａ ｂａｃｔｅｒｉｏｃｉｎ
ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ. Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ
Ｓｉｎｉｃａꎬ ２００７ꎬ ４７(２): ２６０￣２６４. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
周伟ꎬ 刘国荣ꎬ 李平兰ꎬ 戴蕴青ꎬ 周康. 植物乳杆菌素

Ｌ￣１ 对单核细胞增生李斯特氏菌作用机理的研究. 微

生物学报ꎬ ２００７ꎬ ４７(２): ２６０￣２６４.
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黄忠民等: 冷冻致亚致死损伤的金黄色葡萄球菌修复机制. /微生物学报(２０１５)５５(１１)

Ｒｅｐａｉｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｆｒｏｚｅｎ ｓｕｂｌｅｔｈａｌｌｙ ｄａｍａｇｅｄ
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ

Ｚｈｏｎｇｍｉｎ Ｈｕａｎｇ１ꎬ２ꎬ３ꎬＨａｉｐｅｎｇ Ｌｖ１ꎬＺｈｉｌｕ Ａｉ１ꎬ２ꎬ３ꎬＮａ Ｗａｎｇ３ꎬＸｉｎｈｕａ Ｘｉｅ１ꎬ
Ｈｕｉｐｉｎｇ Ｆａｎ３ꎬ Ｚｈｉｌｉ Ｐａｎ１ꎬ Ｂｉａｏ Ｓｕｏ１ꎬ２ꎬ３∗

１Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｈｅｎａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５０００２ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
２Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｇｒａｉｎ Ｃｒｏｐｓꎬ Ｈｅｎａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５０００２ꎬ Ｈｅｎａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
３Ｈｅｎａｎ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｑｕｉｃｋ￣Ｆｒｏｚｅｎ Ｆｌｏｕｒ￣Ｒｉｃｅ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｐｒｅｐａｒｅｄ Ｆｏｏｄꎬ Ｈｅｎａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５０００２ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｒｅｐａｉｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｆｒｏｚｅｎ ｓｕｂｌｅｔｈａｌｌｙ ｄａｍａｇｅｄ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｏｕｓ ｃｅｌｌｓ.
[Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｗｅ ｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｅｄ ｆｒｏｚｅｎ ｓｕｂｌｅｔｈａｌｌｙ ｄａｍａｇｅｄ Ｓ. ａｕｒｅｕｓ ａｔ ３７ ℃ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｗｉｔｈｉｎ ３ ｈ. Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｗｅ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｏｚｅｎ ｓｕｂｌｅｔｈａｌｌｙ ｄａｍａｇｅｄ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ １ ｈ ｏｆ ｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ
ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｓｓａｙ (ＴＥＭ). Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｔｔｅｎｕａｔｏｒ ＭｓｒＲ (ｍｓｒＲ)ꎬ ｉｒｏｎ ( Ｆｅ３ ＋ ) ＡＢＣ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ( ｆｈｕＣ)ꎬ ａｎｄ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｂ ( ｃｙｔＢ) ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ (Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ) ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｏｕｔｓｉｄｅ ｌｅａｋａｇｅꎬ ａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ (ＲＯＳ)ꎬ ａｎｄ
ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ (ＳＯＤ) ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９９％ ｏｆ
ｔｈｅ ｆｒｏｚｅｎ ｓｕｂｌｅｔｈａｌｌｙ ｄａｍａｇｅｄ Ｓ. ａｕｒｅｕｓ ｒｅｐａｉｒｅｄ ａｆｔｅｒ ３ ｈ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｎ ｅｑｕａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｈｉｇｈ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＮａＣｌ. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｓｒＲ ａｎｄ ｆｈｕＣ ｇｅｎｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ
ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｃｙｔＢ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ. Ｔｈｅ ｆｒｏｚｅｎ ｓｕｂｌｅｔｈａｌｌｙ ｄａｍａｇｅｄ Ｓ. ａｕｒｅｕｓ ｃｅｌｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ
ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｂｅｃａｍｅ ｃｏｍｐａｃｔ ａｎｄ ｓｔｕｒｄｙ ｆｒｏｍ ｓｍｏｏｔｈ ａｎｄ
ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｌｅａｋａｇｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｍａｔｅｒｉａｌ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ. Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＲＯＳ
ｌｅｖｅｌ ｄｅｃｌｉｎｅｄ ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] Ｆｒｏｚｅｎ ｓｕｂｌｅｔｈａｌｌｙ ｄａｍａｇｅｄ ｃｅｌｌｓ ｍａｙ ｒｅｇａｉｎ ｔｈｅ
ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｈｉｇｈ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｂｙ ｒｅｐａｉｒｉｎｇ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙꎬ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＲＯＳ ｔｈｒｏｕｇｈ ｇｅｎｅ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎꎬ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｔｏ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ. Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ
(ｃｙｔＢ) ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｔｈｅ ｅｎｅｒｇｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌｓꎬ ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｆｒｏｚｅｎ ｓｕｂｌｅｔｈａｌｌｙ ｄａｍａｇｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｒｅｐａｉｒｅｄ
ｆｉｎａｌｌｙ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｆｒｏｚｅｎ ｓｕｂｌｅｔｈａｌｌｙ ｄａｍａｇｅｄꎬ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓꎬ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙꎬ ｒｅｐａｉｒ

(本文责编:李磊ꎬ王晋芳)

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (Ｕ１２０４３３１)ꎬ ｂｙ ｔｈｅ １２ ｔｈ Ｆｉｖｅ￣Ｙｅａｒ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｐｒｏｇｒａｍ ｆｏｒ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｈｉｎａ Ｐｌａｎ Ｇｒａｎｔ (２０１２ＢＡＤ３７Ｂ０７)ꎬ ｂｙ ｔｈｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (１５２１０２１１００５５) ａｎｄ ｂｙ
ｔｈｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｂｕｒｅａｕ ｏｆ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ Ｃｉｔｙ (１３１ＰＺＤＺＸ０７５)
∗Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ. Ｔｅｌ: ＋ ８６￣３７１￣６３５５８１５０ꎻ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｓｕｏｂｉａｏ１９８２＠１２６. ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: １３ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１５ / Ｒｅｖｉｓｅｄ: ２４ Ａｐｒｉｌ ２０１５

７１４１


