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摘  要：【背景】金黄色葡萄球菌是重要的致病菌，其中促凝聚是重要的致病机制之一，可能存在

新的基因参与其中。【目的】通过采用血浆凝集降低方法筛选及鉴定促凝相关基因。【方法】利用

转座子随机插入突变技术建立金黄色葡萄球菌转座子突变文库，采用动态比浊及试管凝集技术

筛选凝集能力降低的突变株；应用抗性标记挽救法鉴定突变基因并应用生物信息学预测基因的

功能。【结果】通过观察血浆凝集能力降低共计筛选到突变菌株 82 个。鉴定其中的 76 个突变

菌株的转座子插入位点，涉及基因 13 个，包括报道的与促凝集有关基因 4 个(占筛选基因的

30.8%)。【结论】从金黄色葡萄球菌凝集能力降低筛选与促凝集可能有关的基因，为金黄色葡

萄球菌促凝集基因的筛选提供了新策略，同时为了解该菌促凝集过程提供了候选基因。 
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A novel method of screening procoagulant genes from decreased 
agglutination phenotype in Staphylococcus aureus 
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Abstract: [Background] Staphylococcus aureus is an important pathogen, and procoagulation is one 
of the most important pathogenic mechanism, possibly novel genes in this approach. [Objective] To 
screen and identify procoagulant genes of Staphylococcus aureus by observing the decreased 
agglutination of colony phenotype. [Methods] Random mutagenesis library was constructed by 
using Tn917 transposon system, and mutants would be screened by combining dynamic turbidimetry 
and tube agglutination. The related genes were identified, and putative function of these genes was 
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predicted through bioinformatics analysis. [Results] A total of 82 mutants were selected in a way of 
decreased agglutination phenotypes, and insertion sites of 76 mutants were successfully identified 
with 13 mutated genes, including 4 were reported in previous studies (which is 30.8% of these genes 
identified). [Conclusion] We acquired related genes based on decreased agglutination of mutants, 
and this was a new method of identifying potential genes involved in procoagulant ability, at the 
same time, new agglutination candidates obtained were reserved for further study. 

Keywords: Staphylococcus aureus, Tn917, Decreased aggregation, Procoagulant genes 

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)，简称

金葡菌，是临床上重要的致病菌，可引起心内膜炎、

脑膜炎、脓毒血症等重症感染，也可导致创面、呼

吸道及尿路等常见感染[1-2]。金葡菌可产生多种致病

物质，如凝固酶、透明质酸酶、溶纤维蛋白酶、溶

血素、肠毒素等多种毒性蛋白质。这些物质有利于

细菌逃避机体固有免疫应答，如补体抑制、吞噬细

胞趋化、活化和杀菌作用抑制；也可溶解中性粒细

胞、中和防御素和抑制调理作用等[3-4]。 

分泌促凝因子导致血液或血浆凝集是金葡菌

重要的致病机制，其作用是通过机械性屏障隔断免

疫细胞和细菌间的接触，从而导致菌体杀伤受抑

制，有利于形成脓肿及菌体被包裹而出现远处转移

等现象。目前公认的参与促凝集有关的基因包括

Coa、VWbp 和 ClfA[5-7]，但研究证实这些基因的有

效清除并不能完全抑制脓肿的形成，而脓肿形成的

重要条件之一是局部血液或血浆出现凝集，提示还

存在其它基因参与到金葡菌的凝集过程中[8]。例如，

Walker 等的研究表明 ebh 基因编码的金葡菌表面大

蛋白(Giant staphylococcal surface protein，GSSP)对

凝聚起抑制作用[9]。最近的研究也证实，细菌细胞

壁增厚可影响金葡菌促血浆凝集能力，可能的原因

是细胞壁增厚、血浆凝固酶分泌受限[10]。虽然 Agr、

SarA、ArIRS 和 SaeRS[11-13]等全局性调控因子对血

浆凝固酶的分泌具有重要影响，但相互间作用如何

及是否还有其它调控因子参与目前并没有详细的

数据。虽然国际上金葡菌致病机理仍然是研究热

点，但对该菌的促血(液)浆凝集的具体机制仍然不

清楚，因此有必要进行深入研究。 

筛选金葡菌促凝因子及对应基因的方法有定

向突变、基因敲除、转录组及蛋白谱分析等。转座

子突变技术利用转座子插入染色体，并导致插入位

点基因失活的特性为研究基因功能较好的方法。转

座子 Tn917 常用于构建革兰氏阳性菌突变文库，包

括葡萄球菌、肠球菌和革兰氏阳性杆菌等[14]。当在

高温及红霉素诱导下该转座子可发生转座反应，从

而构建随机突变文库，并在全基因组水平上筛选与

促凝集有关基因成为可能[15]。 

本研究采用 Tn917 转座子建立了金葡菌随机插

入突变文库，通过凝集能力降低筛选并鉴定了 13 个

凝集能力降低的不同基因，其中已有报道与凝集增

加有关基因 4 个，占总筛查基因的 30.8%。本研究

为深入了解金葡菌促凝集相关基因提供了思路，为

该菌的致病基因研究提供了候选基因。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

金葡菌 Newman 株由第三军医大学胡晓梅教授

惠赠，金葡菌 RN4220 及转座子 Tn917 质粒 pID408

由上海仁济医院李敏惠赠，大肠埃希菌 DH5α 感受

态购于北京天根生物技术有限公司，大肠埃希菌

DH5α 由本实验室保存。 

1.1.2  主要仪器和试剂 

聚合酶链反应(PCR)仪、动态比浊仪及电转

仪，Bio-Rad 公司；紫外凝集成像仪，北京六一公

司。PCR Master Mix，生工生物工程(上海)股份有

限公司；细菌基因组 DNA 提取纯化试剂盒及红霉

素、氯霉素及氨苄青霉素，北京天根生物技术有

限公司；BHI 培养基，Oxiod 公司；溶葡萄球菌

素，江苏碧云天生物有限公司；限制性核酸内切
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酶及 T4 DNA 连接酶，大连宝生物有限公司；血平

板及 MH 平板，上海科玛嘉公司；混合血浆，本

院健康体检者。 

1.2  方法 

1.2.1  金葡菌 RN4220 和 Newman 株的培养 

金葡菌 RN4220 和 Newman 株划线接种于 

5%羊血平板上，35 °C 培养 16−18 h，挑取单个菌

落(RN4220/Newman)接种于 100 mL BHI 培养基

中，37 °C、200 r/min 培养 1 h 至 OD600 值约 0.4，

4 °C、10 000×g 离心 5 min 收集对数生长期细菌，

待用。 

1.2.2  Newman 随机突变文库的建立 

将菌液4 °C、5 000 r/min 离心10 min，以0.5 mol/L

蔗糖溶液轻柔重悬、洗涤，重复 3 次，最终以 500 μL 

0.5 mol/L 蔗糖溶液重悬，制备金葡菌感受态。提    

取 MH 培养基上生长的含有质粒 pID408 的大肠埃

希菌 DH5α 的质粒 pID408，经过 RN4220 修饰后电

转入 Newman 株中，电转条件为：0.4 cm 电转杯，

2.5 kV，200 Q，25 μF。电转体系为质粒 10 μL+90 μL 

(金葡菌 RN4220 或 Newman 株)。电转完成后将菌

液涂布于 ERY+CHL 双抗平板上，30 °C 培养过夜。

收集平板上的菌落到 100 mL BHI 中，摇匀则制备

成突变文库。 

1.2.3  金葡菌随机突变文库的建立 

参照姜北等[15]，具体过程如下：将含有噬菌体

Tn917 的 pID408 质粒在大肠埃希菌 DH5α 中进行

增殖培养，收集高浓度质粒电转入 RN4220 进行

修饰，随后将修饰的质粒电转入金葡菌 Newman

中，然后高温+红霉素诱导 Tn917 转座，最后将

转座后菌液接种于红霉素平板上进行培养，收集

菌落则获得转座子文库。 

1.2.4  血浆凝集能力降低克隆菌株的筛选 

挑取血平板上克隆划线接种到 MH 平板上增

菌，随后制备菌液浓度为 2.0 麦氏单位。取健康体

检者无黄疸混合血浆 150 μL 及上述菌液 50 μL 到微

量反应孔中，混匀后 340 nm 下动态比浊测定吸光

度值的变化[16]。此外，吸取混合血浆 1.5 mL 到小

试管中，加入 0.5 mL 上述菌液，混合后反应过夜，

观察时间点为 1、2、3、6 及 18 h。动态比浊及试

管凝集同时表明突变克隆的凝集能力降低则鉴定

突变基因，若两者不一致则重复测定，结果一致才

纳入突变基因的鉴定中。   

1.2.5  突变基因的鉴定   

通过抗性标志检测法确认转座子插入位点。

首先提取突变菌株基因组 DNA，再用 EcoR I 酶

对基因组进行单酶切，酶切产物使用 T4 DNA 连

接酶自连，形成无数个自连片段。由于金葡菌中

含有数千个 EcoR I 酶切位点，Tn917 转座子含有

一个 EcoR I 酶切位点，形成目的片段将含有来源

于金葡菌基因序列及来源于转座子的抗性基因以

及自我复制起点。将所有自连片段化学法转入大

肠埃希菌 DH5α 感受态细胞，利用 AMP 抗性筛

选得到含有转座子自连片段质粒，抽取质粒，利

用 距 Tn917 近红霉素抗性基因端 (Em-proximal)     

77 bp 处 的 反 向 重 复 区 域 设 计 测 序 引 物

(5′-AGAGAGATGTCACCGTCAAGT-3′) 进 行 测

序，完成测序后将序列与 Newman 标准株基因组

进行比对即可获得转座子插入的位点，从而确认

突变的基因。 

1.2.6  生物信息学分析 

测 序 所 得 到 的 插 入 位 点 序 列 通 过 BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nil.gocv/-Blast.cgi)局部相似查

询，分析、预测基因的可能功能。 

2  结果与分析 

2.1  突变文库的建立及血浆凝集能力降低克隆

的筛选   

利用 Tn917 转座子对 Newman 标准株随机突变

构建了突变文库，随后联合采用动态比浊技术及试

管凝集技术筛选凝集能力消失或降低的克隆株，共

计鉴别了 1 000 个克隆株，发现 82 株表现为凝集能

力降低或消失(图 1、2)。 

2.2  突变基因的鉴定   

为确定各突变菌株中转座子所插入的失活基 
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图 1  凝集能力降低或无凝集能力图 
Figure 1  Map of reduced or non agglutinating ability 
注：A：完全凝聚；B：凝聚减弱；C：不凝聚. 

Note: A: Complete agglutination; B: Decreased agglutination; C: 
No agglutination. 
 

因，抗性挽救标记法对各转座子插入位点进行鉴

定，测序得到金葡菌插入位点下游的核苷酸序列。

通过与 Newman 标准株全基因组序列比对分析确认

转座子在金葡菌基因组中的插入位点，分析获得相

应的插入突变的预测基因编号，82 株菌进行了插入

位点的鉴别，鉴定出 76 株凝集能力降低或消失的

突变株。6 株未鉴定出菌株，可能由于 DNA 模板提

取质量不合格或插入位点附近酶切片段过长导致

质粒形成过大而不易转化等原因导致。 

2.3  基因生物信息学分析   

为了解插入突变基因的信息，根据插入突变位

点和 Newman 测序基因在 NCBI 中的注释，将鉴定

出的突变基因及其可能的功能进行了比较分析。在

鉴定出的 76 个突变菌株中共涉及 13 个预测的功能

基因(表 1)。其中 19 株突变转座子都插在预测基因

NWMN_0674 上；19 株突变转座子都插在预测基因

NWMN_0952 上；7 株突变转座子都插在预测基因

NWMN_0166 上；5 株突变转座子都插在预测基因

NWMN_0756 上；3 株突变转座子都插在预测基因

NWMN_1345 上；3 株突变转座子都插在预测基因

NWMN_1282 上；1 株突变转座子插在预测基因

NWMN_1228 上。此外，16 株突变转座子都插在预

测基因 NWMN_RS15340 或 NWMN_RS15335 上；

2 株突变转座子都插在预测基因 NWMN_1276 及

NWMN_1277 间；1 株突变转座子插在预测基因

NWMN_RSO4585 及 NWMN_RSO4590 上，上述

6 个临近基因都可能受到影响。 

 

 
 

图 2  凝集能力消失或降低的动态比浊曲线 
Figure 2  Dynamic turbidimetric curve of no or decreased agglutination 
注：Agg：聚集. 

Note: Agg: Agglutination. 
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表 1  筛选出的突变基因生物信息结果 
Table 1  The biological information of the mutated genes 
鉴定次数 

Quantity 

凝聚程度 

Agglutinant ability 

定位基因 

Located gene 

基因的功能 

Predictive function 

19 不凝集 NWMN_0674 SaeRS 系统 

3 凝集减弱 NWMN_1345 高渗透压抗性蛋白 Ebh 

5 不凝集 NWMN_0756 聚集因子 A 

7 不凝集 NWMN_0166 凝固酶 

19 不凝集 NWMN_0952 泛醌细胞色素还原酶亚单位Ⅰ 

1 凝集减弱 NWMN_RSO4585 与 NWMN_RSO4590 间 铁硫簇装配附件蛋白 NADH 脱氢酶 

3 凝集减弱 NWMN_1282 吲哚-3-甘油磷酸合酶 

1 凝集减弱 NWMN_1228 苏氨酸醛缩酶 

2 凝集减弱 NWMN_1276 与 NWMN_1277 间 DNA 修复蛋白 MucB 预苯酸脱氢酶 

16 不凝集 NWMN_RS15340 与 NWMN_RS15535 间 功能未知蛋白与 IS5/IS1182 家族转座酶间 

 

在鉴定的插入突变中，预测与全局调控系统的

突变株共计 19 株，涉及 1 个基因；外分泌蛋白共

计 15 株，涉及 3 个基因；与能量代谢突变株 20 个，

涉及 2 个基因；与生理代谢突变株 6 个，涉及 3 个

基因；另外 16 个突变株位于未知功能蛋白及转座

酶 IS5/IS1182 间，具体功能不明。 

3  讨论与结论 

金葡菌由于分布广泛、致病力强及常导致临床

患者感染而倍受关注，其中皮肤粘膜及软组织的局

部化脓性感染常由该菌导致。由于局部免疫力的受

限及该菌分泌的粘性物质导致该菌被包裹从而避

免了免疫细胞的有效杀伤，该过程常由各种因子联

合作用导致，而促凝集相关蛋白在其中发挥了重要

作用[17]。目前已知的这些相关外分泌蛋白包括血浆

凝固酶、ClfA 及 VWbp，然而是否存在其它蛋白及

该过程如何受到控制仍然尚不明确。 

通过采用 Tn917 转座子建立的突变文库并观

察血浆凝集能力降低的突变菌株，我们共筛选到

13 个可能与促凝集有关的基因，其中聚集因子 A

及血浆凝固酶基因为已知的促凝集基因[5,7]。另外，

NWMN_1345 编码的高渗透压抗性蛋白 Ebh 为近年

来发现的另一个参与血浆凝集的蛋白，该基因的敲

除将导致该菌的凝集能力降低[9]，本研究的结果与

其一致。虽然文献调查发现多种调控系统参与了

凝集过程，但部分调节因子为抑制凝集产生，因

此本研究采用的凝集能力降低菌株不适合这些基

因的筛选而被漏检。SaeRS 双组分调节系统的相

关基因被多次检出，可能与其参与促凝有关。另

外，本研究还发现较多的新基因参与血浆凝集，

例如 NWMN_0952 编码的泛醌细胞色素还原酶主

要参与物质代谢及能量传递，但该基因的突变失活

并没有影响到细菌的生长(生长曲线已确认)，因此

该基因为重要的促凝集基因。除能量传递及代谢有

关基因外，我们还发现了多个未知功能的基因也参

与到促凝集过程，具体的过程需进一步研究。 

令人遗憾的是，本突变文库并没有筛选到所有

已知参与血浆凝集的基因，例如 Rot、MgrA 及

VWbp，原因可能与我们建立的突变文库量较低或

突变随机性不够或筛选克隆较少等有关。另一不可

忽视的原因是血浆凝集受多种因素的影响，例如

Cheng 等[18]的研究表明 vWbp 单基因突变后金葡菌

仍然能够使血浆凝集。总之，本研究为致病基因的

快速筛选提供了新方法，为进一步阐明金葡菌致病

机制奠定了基础。 
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