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肺炎链球菌 pcsB 组成型表达的 yycF 缺陷菌株的构建及其致

病能力 
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摘  要：【背景】YycFG 双组分系统是肺炎链球菌(Streptococcus pneumoniae，S. pn)应对外界环境的

重要信息传递系统，其中表达反应调节子 YycF 的编码基因是肺炎链球菌生长的必需基因，但其是

否调控细菌毒力尚不清楚。【目的】构建肺炎链球菌 pcsB 组成型表达及 yycF 缺陷菌，分析 YycF 对

肺炎链球菌生物学特征和毒力的影响。【方法】采用 Janus cassette (JC)反选的方法构建 pcsB 组成型

表达菌株(Pc-PcsB+)，从该菌株出发用替代失活的方法构建 yycF 缺陷菌株(Pc-PcsB+yycF)，比较野

生株 D39rpsl41、pcsB 组成型表达株及 yycF 缺陷株的生长特性、荚膜多糖(capsular polysaccharide，

CPS)含量、粘附侵袭能力和致病性的差异。【结果】成功构建 pcsB 组成型表达的 yycF 缺陷菌株

(Pc-PcsB+yycF)；yycF 缺陷导致细菌生长缓慢、分裂异常、胞内荚膜多糖和小分子荚膜多糖增多；

体外实验结果显示，yycF 缺陷菌株粘附能力较 Pc-PcsB+菌株减弱(P=0.006)。体内毒力实验显示，感

染野生菌的小鼠全部死亡，感染 Pc-PcsB+和 Pc-PcsB+yycF 菌株的小鼠死亡率分别为 91.7%、75%，

二者没有统计学差异(P=0.183)，但 Pc-PcsB+yycF 菌株感染组有降低趋势；定殖结果显示，yycF 缺

陷菌株感染组的肺匀浆菌载量显著低于对照组(P=0.033)。【结论】成功构建 yycF 缺陷菌株，并初步

证明 yycF 基因会影响肺炎链球菌的生物性状和致病能力，为后续探讨 YycFG 双组分系统对肺炎链

球菌致病能力调控机制的研究奠定了基础。 
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Abstract: [Background] The YycFG two-component regulatory system plays a critical role in the 
Streptococcus pneumoniae response to the external environment. The response regulator protein 
YycF(VicR) is essential for the growth of Streptococcus pneumoniae, but the function of YycF in 
regulating bacterial virulence is unclear. [Objective] To analyze the effect of the response regulator protein 
YycF on biological characteristics and pathogenicity, the pcsB constitutive-expressing, yycF-deficient 
mutant strain of Streptococcus pneumoniae was constructed and characterized. [Methods] First, the pcsB 
constitutive expression strain (Pc-PcsB+) was constructed by janus cassette (JC) counter selection, and the 
yycF gene in Pc-PcsB+ was replaced with an erythromycin resistance gene (erm). The growth 
characteristics, the contents of capsular polysaccharide, cell adhesion and invasion abilities, and 
pathogenicity of D39rpsl41, Pc-PcsB+ and Pc-PcsB+yycF were assessed. [Results] The yycF-deficient 
mutant strain (Pc-PcsB+yycF) was derived from Pc-PcsB+. Compared with Pc-PcsB+, we observed slower 
growth, abnormal division, increasing amount of capsular polysaccharide in intracellular and smaller 
molecule capsular polysaccharide in the Pc-PcsB+yycF. In vitro studies showed that the adherence ability 
of Pc-PcsB+yycF was significantly reduced than that of Pc-PcsB+ (P=0.006). The virulence test suggested 
that all mice infected with D39rpsl41 died, while the mortality rates of mice challenged with Pc-PcsB+, 
Pc-PcsB+yycF were decreased to 91.7% and 75% respectively, though no statistical significance between 
them was observed (P=0.183). The colonization study revealed that the bacterial burden of Pc-PcsB+yycF 
in the lung tissue was significantly lower than that of Pc-PcsB+ (P=0.033). [Conclusion] In this study, the 
yycF-deficient mutant Streptococcus pneumoniae D39 was constructed successfully, and the biological 
characteristics and pathogenicity of Pc-PcsB+yycF were identified, which provide a theoretical basis for 
further study on the regulatory mechanism of YycFG on the pathogenicity of Streptococcus pneumoniae. 

Keywords: Streptococcus pneumoniae, YycFG two-component regulatory system, Adhesion, Invasion, 
Resistance to phagocytosis 

肺炎链球菌(Streptococcus pneumonia，S. pn)

是人类呼吸道的常见病原体，可引起肺炎、中耳炎、

脑膜炎、菌血症和败血症等疾病[1-4]。儿童、老年

人以及免疫力低下的慢性病患者或接受免疫抑制

治疗的患者是肺炎链球菌感染的高危人群[5-7]。同

时，肺炎链球菌也可以无症状地定殖于健康人的鼻

咽部，细菌的定殖和侵袭需要肺炎链球菌调控其  

相关基因的表达以适应宿主体内不同的环境条  

件[8-9]。双组分信号转导系统(two-component signal 

transduction systems，TCS)在细菌适应外界环境中扮

演了重要角色[10]。 

最早发现于枯草芽孢杆菌中的 YycFG (也被称

作 VicRK、WalRK、MicAB、TCS02)系统广泛存在

于低(G+C)mol%含量的革兰氏阳性菌中，其基因高

度保守[11-12]。该系统对细胞存活至关重要，在芽孢

杆菌和葡萄球菌属中，表达组氨酸激酶 YycG 和反

应调节蛋白 YycF 的基因都是生长必需基因，不能

被敲除[13-14]。但在链球菌中，只有反应调节蛋白
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YycF 是细菌生长所必需的，而组氨酸激酶 YycG

是非必需的，所以 yycG 可以被敲除而 yycF 不能直

接敲除[10,15]。目前的研究表明，在枯草芽孢杆菌、

金黄色葡萄球菌和肺炎链球菌中 YycFG 双组分  

系统参与维持细胞壁稳态、细胞膜形成和细胞分裂  

等[11,16-17]。 

研究显示，YycFG 也参与肺炎链球菌对宿主感

染能力的调控，YycG 缺陷导致其感染小鼠的致死

率降低[18]。双组分系统对细菌性状的调控不完全是

二者同时发挥作用，双组分系统 ComDE 中，ComE

对细菌的某些性状的调控并不依赖于 ComD[19]。因

此，YycF 是否参与肺炎链球菌感染宿主能力的调

控尚需进一步研究。   

与枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌不同，肺炎

链球菌的 YycFG 双组分系统中，仅有 yycF 是必需

基因。PcsB 作为一种肺炎链球菌细胞壁水解酶，受

YycFG 双组分系统调控，有研究表明，YycFG 系统

通过调控 pcsB 影响细胞壁的分裂，pcsB 对细菌来

说同样是必不可少的，过表达 pcsB 可以消除 YycF

的必需作用[10]。因此，本研究拟通过 pcsB 组成型

表达构建肺炎链球菌 yycF 缺陷菌株，观察 yycF

基因缺陷后细菌的体外生长情况，并建立体内外

细菌感染模型，探究 yycF 基因缺陷后细菌感染宿

主能力的变化，以鉴定 YycF 在调控肺炎链球菌

致病能力中的作用，为后续的分子调控机制研究

奠定基础。 

1  材料与方法  

1.1  实验动物 

SPF 级 C57BL/6 小鼠，6−8 周龄，雌性，购买

于重庆医科大学实验动物中心，所有动物实验操 

作均遵照重庆医科大学实验动物中心规范和要求

执行。 

1.2  菌株、培养基、主要试剂和仪器 

肺炎链球菌 D39、TH4702 菌株(含 JC 片段)由

清华大学张敬仁教授惠赠。D39 链霉素抗性菌株

(D39rpsl41)是通过在 S. pn D39 中单碱基突变(A→C) 

rpsL 基因的 Lys56(AAA)为 Thr(ACA)获得。C+Y 半

合或培养基：常规 C+Y 培养基[20-21]中加 5.0 g/L 

Yeast 提取物。CTM 培养基：10 mL C+Y 半合成培

养基中含 1 mmol/L CaCl2 和 0.2% BSA。哥伦比亚

血平板，重庆庞通公司。 

感受态刺激因子 CSP1，上海强耀生物技术有

限公司；Prime-STAR DNA 高保真聚合酶试剂盒、

PCR 产物纯化试剂盒、DNA Marker、蛋白 Marker、

RNA 逆转录试剂盒、SYBR Premix ExTaq 试剂盒，

宝生物工程(大连)有限公司；ECL 试剂盒，MillPore

公司；细菌基因组 DNA 提取试剂盒、细胞/细菌总

RNA 提取试剂盒，天根生化科技(北京)技术有限公

司；引物合成及测序，生工生物工程(上海)股份有

限公司。 

PCR 仪、蛋白电泳仪、凝胶成像系统，Bio-Rad

公司；琼脂糖水平电泳仪，北京六一生物科技有限

公司；分光光度计，Amersham Biosciences 公司。

NanoDrop 1000，Thermo Fisher Scientific 公司。 

1.3  插入片段的制备 

以肺炎链球菌 D39 全基因组 DNA 为模板，PCR

扩增 mreCD (950 bp)和 pcsB/1 (889 bp)，以 TH4702

菌株为模板扩增 JC 片段(1 465 bp)，Pc 启动子   

(100 bp)由生工生物工程(上海)股份有限公司合成，

序列见表 1，通过 Overlap-PCR 连接 mreCD-JC-Pc- 

pcsB/1，胶回收连接片段。 

以肺炎链球菌 Pc-PcsB+全基因组 DNA 为模板，

PCR 扩增 mreD (518 bp)和 Pc-pcsB/2 (594 bp)，通过

Overlap-PCR 连接 mreD-Pc-pcsB/2，胶回收连接片段。 

以肺炎链球菌 D39 全基因组 DNA 为模板，PCR

扩增 yycF-up (497 bp)和 yycF-dw (453 bp)，以 CMP8

红 霉 素 基 因 作 模 板 扩 增 erm (738 bp) ， 通 过

Overlap-PCR 连接 yycF-up-erm-yycF-dw，胶回收连

接片段。 

1.4  肺炎链球菌的实验室转化与鉴定 

取−80 °C 保存的肺炎链球菌 D39rpsl41 接种于

哥伦比亚血平板，置于含 5% CO2 的 37 °C 孵箱活

化过夜，用接种环挑取血平板上的菌落接种到新的

C+Y 培养基中待 OD600 为 0.5 左右，取 50 µL 菌液
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接种于 5 mL CTM 培养基，当细菌生长至 OD600 为

0.08−0.10 时，加入感受态刺激因子 CSP1，37 °C

孵育 10 min，加入 400 ng 连接片段，冰上放置     

30 min，37 °C 孵育 90 min 后涂布于含相应筛选抗生

素(红霉素 0.25 µg/mL，卡那霉素 200 µg/mL，链霉

素 150 µg/mL)的平板上，37 °C 孵育培养 24 h 得到

相应的转化子。挑取平板上的单克隆作模板，分别

使用外侧引物用 PCR 鉴定阳性转化子，并将阳性

PCR 片段送测序鉴定。 

1.5  实时荧光定量 PCR (RT-qPCR) 

细菌生长于 C+Y 培养基中，6 000 r/min 离心

10 min 收集菌体，提取 RNA 使用细菌总 RNA 提取

试剂盒，用 1%琼脂糖凝胶鉴定提取的总 RNA 样本

降解程度，NanoDrop 1000 测定 RNA 浓度，RNA

逆转录试剂盒进行逆转录。将逆转录得到的 cDNA

使用 SYBR Premix ExTaq 试剂盒进行实时定量分

析，PCR条件和体系参考文献[22]，数据处理时以gyrB

作为内参基因，实验中涉及的实时定量引物见表 1。 

1.6  绘制生长曲线 

细菌血平板上培养过夜，用无菌 PBS 冲洗血平

板上活化的菌落，PBS 洗 2 遍，调整 OD600 为 0.5，

取 100 μL 接种于 5 mL 新的 C+Y 培养基中，每    

30 min 测定 OD600 的吸光度值，以 OD600 吸光度值

为纵坐标，时间为横坐标，绘制生长曲线。 

 
表 1  引物序列 
Table 1  Primers sequence 

引物 

Primers 

序列 

Sequence (5′→3′) 

模板 

Template 

扩增产物 

Amplicon product 
Pr1001 tctccggtatcttggaagcagga D39rpsl41 mreCD 

Pr1002 caaggagttttcagcattatccttatagataatatttttcaaa D39rpsl41 mreCD 

Pr1003 tttgaaaaatattatctataaggataatgctgaaaactccttg TH4702 JC 

Pr1004 caaacaaattttgggcccggcctttccttatgcttttggacgtt TH4702 JC 

Pr1005 aacgtccaaaagcataaggaaaggccgggcccaaaatttgtttg T1T2Pc Pc 

Pr1006 gtaatcactccttcttaattacaaa T1T2Pc Pc 

Pr1007 tttgtaattaagaaggagtgattac-atgaagaaaaaaatcttagcgtca D39rpsl41 pcsB/1 

Pr1008 gtcaatgcttgagcatcatcagcc D39rpsl41 pcsB/1 

Pr1009 tacaaatcaaacaaattttgggcccggttatagataatatttttcaa D39rpsl41 mreD 

Pr1010 atgagacagttgaagcgagttgg D39rpsl41 mreD 

Pr1011 ttgaaaaatattatctataaccgggcccaaaatttgtttgatttgta Pc-PcsB+(JC) Pc-pcsB/2 

Pr1012 ggctgatgatgctcaagcattgac Pc-PcsB+(JC) Pc-pcsB/2 

Pr1013 ccatggaccgttatccaatta D39rpsl41 yycF-up 

Pr1014 atcaaacaaattttgggcccggtagctagtcttggctactgtctaag D39rpsl41 yycF-up 

Pr1015 attctatgagtcgctgccgactgtccgcacagttgatgtgac D39rpsl41 yycF-dw 

Pr1016 ccccgacggttagtcgcaagaacccc D39rpsl41 yycF-dw 

Erm-F atgaacaaaaatataaaatatt fabT(erm) erm 

Erm-R ttatttcctcccgttaaataat fabT(erm) erm 

q-PCR     

Pr1066 cattggcaccttgggctggag pcsB(cDNA)  

Pr1067 cctgtacggaaacctgctgctg pcsB(cDNA)  

Pr1068 tcagcagaccagggtggata mutY(cDNA)  

Pr1069 gtaaactctcctcaggcgca mutY(cDNA)  

Pr1070 agcaggagaaggaagaacgc yycG(cDNA)  

Pr1071 tggaggagatcctccgtcaccat yycG(cDNA)  

Pc  ccgggcccaaaatttgtttgatttgtatctaaaattttgtataataggaattgaagttaaattagatgcta 
aaaatttgtaattaagaaggagtgattac 
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1.7  ELISA 检测细菌表面荚膜多糖含量 

将细菌培养至 C+Y 培养基中，待 OD600 为 0.5

左右，收集 5 mL 菌液，4 °C、12 000 r/min 离心 5 min，

上清通过滤器收集到 EP 管，细菌沉淀用 PBS 洗   

2 遍，重悬后 58 °C 水浴处理 45 min，12 000 r/min

离心 5 min，PBS 重悬菌体。将上述样本于 96 孔板

中 4 °C 包被过夜，以二型荚膜多抗为一抗(1000 5׃)，

羊抗兔 IgG-HRP 为二抗(1000 8׃)，显色后通过检测

OD450 吸光度水平测定细菌表面荚膜多糖含量。 

1.8  FITC-葡聚糖法检测荚膜多糖含量 

将细菌培养至 C+Y 培养基中，待 OD600 为 0.5

时收集菌体，PBS 重悬，10 µL 菌液加入 2 µL FITC-

葡聚糖(10 mg/mL)，吸取 2 µL 到载玻片上，盖玻片

封片后在荧光显微镜下观察细菌排除 FITC 的面积。 

1.9  Western blot 分析荚膜多糖条带模式 

将细菌培养至 C+Y 培养基中，待 OD600 为 0.5

左右，收集 5 mL 菌液，4 °C、12 000 r/min 离心 5 min，

PBS 洗 2 次，离心弃上清，在菌体沉淀中加入 200 µL 

0.5% DOC 重悬，37 °C 水浴 15 min，使菌悬液裂解

完全。各取 60 µL 裂解后的菌液，加 1×Loading buffer

于沸水煮 10 min。全菌裂解产物经 SDS-PAGE 电泳

分离后转膜。以二型荚膜多抗为一抗(1000 2׃)，羊

抗兔 IgG-HRP 为二抗(1000 8׃)，使用 ECL 显示剂检

测菌体中荚膜多糖的条带分布。 

1.10  体外细菌粘附侵袭与抗吞噬实验 

将腺癌人类肺泡基底上皮细胞 A549 接种至 

12 孔板中，约 5×105 cell/孔；将 S. pn 培养于 C+Y

中至 OD600 为 0.5 左右，收集菌体 PBS 洗 2 遍，

DMEM 重悬细菌。使用无菌的 PBS 将 A549 细胞洗

2 遍 ， 分 别 加 入 2107 CFU/ 孔 的 D39rpsl41 、

Pc-PcsB+、Pc-PcsB+yycF 菌液，37 °C 孵育 30 min；

粘附实验：吸尽 PBS，加入 200 µL ddH2O，室温放

置 10 min 使细胞裂解，并彻底刮下细胞，将裂解液

梯度稀释并铺血平板，次日计数。侵袭实验：弃菌

液，用 PBS 冲洗细胞 5 遍，加入 100 µg/mL 的庆大

霉素，37 °C 孵育 15 min，然后弃抗生素，PBS 冲洗

细菌 5 遍，破菌后铺板计数。将没有加抗生素处理组

铺板计数的细菌数计为粘附和入侵的总细菌数，抗生

素处理组铺板计数的细菌数计为入侵的细菌数，侵袭

率(%)=入侵的细菌计数/加入的总细菌数100。 

小鼠腹腔注射 1 mL 无菌石蜡油募集巨噬细

胞，5−7 d 断颈处死小鼠，用无菌 PBS 灌洗腹腔

提取原代巨噬细胞，红细胞裂解液处理 2 min，

铺至 12 孔板，约 1×106 cell/孔，培养原代巨噬细

胞过夜。将 S. pn 培养于 C+Y 中至 OD600 为 0.5

左右，收取菌体用 PBS 洗 2 遍，DMEM 重悬细

菌。培养过夜的巨噬细胞使用无菌的 PBS 洗两

遍，分别加入 2107 CFU/孔 D39rpsl41、Pc-PcsB+、

Pc-PcsB+yycF，37 °C 孵育 30 min；后续实验同

粘附侵袭，分抗生素处理组和无抗生素处理组，

破菌后铺板计数。吞噬率(%)=吞入的细菌数/加入

的总细菌数100。 

1.11  体内生存率和定殖实验 

将 D39rpsl41、Pc-PcsB+、Pc-PcsB+yycF 于 C+Y

中培养至 OD600 为 0.5 时收集菌体，无菌 PBS 洗 2 遍，

用无菌生理盐水重悬调至菌浓度为 108 CFU/20 µL。

将 36 只 6−8 周的雌性 C57BL/6 小鼠随机分为 3 组，

每组 12 只，分别鼻腔滴注 20 µL D39rpsl41、

Pc-PcsB+和 Pc-PcsB+yycF 菌液，构建肺炎模型，

每天观察小鼠的生存状态，连续观察 14 d。18 只

6−8 周的雌性 C57BL/6 小鼠随机分为 3 组，每组    

6 只，分别鼻腔滴注 2×107 CFU 的 D39rpsl41、

Pc-PcsB+和 Pc-PcsB+yycF 菌液，构建肺炎模型，

攻毒 48 h 后分别取小鼠的鼻腔灌洗液、心脏血、肺

匀浆进行连续梯度稀释并铺板计数。 

1.12  统计学分析 

小鼠毒力实验和小鼠定殖实验采用非配对 t 检

验；以 Graphpad 统计软件进行分析；小鼠存活    

率比较采用 Log-rank 检验；以 P<0.05 为有统计学

意义。 

2  结果与分析 

2.1  S. pn Pc-PcsB+菌株的构建及鉴定 

通过 pcsB 组成型表达构建肺炎链球菌 yycF 缺
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陷均(图 1)，通过 PCR 重组得到 mreCD-JC-Pc-pcsB/1     

(3 404 bp)和 mreD-Pc-pcsB/2 (1 202 bp)片段(图 2A、

B)，利用肺炎链球菌自然转化，将带同源臂的连接

片段 mreCD-JC-Pc-pcsB/1 重组到链霉素抗性的肺

炎链球菌(D39rpsl41)中，由于 JC 片段含有卡那霉 

素抗性基因和 rpsl+ (未突变的 rpsl 基因)，当 JC 片

段整合到 D39rpsl41 背景菌株后，细菌表现为链霉

素敏感，卡那霉素抗性(图 1A)，用卡那霉素血平板

筛选阳性菌株。以 Pr1001、Pr1008 为引物进行 PCR

扩增，D39rpsl41 菌株扩增出 1 932 bp 大小的目的

片段，JC-Pc-PcsB+菌株扩增出 3 404 bp 大小的目的

片段(图 2C)。 

 
 
 

 
 
 
 

图 1   Pc-PcsB+yycF 菌株构建原理示意图  
Figure 1  The construction theory of the yycF-deficient mutant strain 

注：A：JC 反选构建 Pc-PcsB+菌株示意图；B：LFH-PCR 断裂失活构建 Pc-PcsB+yycF 菌株示意图. 
Note: A: Construction of pcsB constitutive expression strain (Pc-PcsB+) by Janus cassette (JC) counter selection; B: Construction of 
yycF-deficient mutant strain (Pc-PcsB+yycF) by LFH-PCR. 
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图 2  PCR 鉴定 Pc-PcsB+菌株 
Figure 2  Identification of the Pc-PcsB+ strain by PCR 

注：A：M：DNA Marker，1：mreCD-JC-Pc-pcsB/1 重组片段；B：M：DNA Marker，1−3：mreD、Pc-PcsB/2、mreD-Pc-pcsB/2 重组

片段；C：M：DNA Marker，1−3：mreCD-pcsB/1、mreCD-JC-Pc-pcsB/1、mreCD-Pc-pcsB/1. 
Note: A: M: DNA Marker, 1: recombinant mreCD-JC-Pc-pcsB/1 fragment; B: M: DNA Marker, 1−3: mreD, Pc-PcsB/2, recombinant 
mreD-Pc-pcsB/2 fragment; C: M: DNA Marker, 1−3: mreCD-pcsB/1, mreCD-JC-Pc-pcsB/1, mreCD-Pc-pcsB/1. 
 

成功插入 JC-Pc 片段后，再次利用同源重组敲

除 JC 片段(图 1A)。当 JC 片段置换出来后，用链霉

素抗性血平板筛选阳性菌株。以 Pr1001、Pr1008 引

物进行 PCR 扩增，JC-Pc-PcsB+菌株扩增出 3 404 bp

大小的目的片段，Pc-PcsB+菌株扩增出 2 032 bp 大

小的目的片段(图 2C)，PCR 扩增及测序结果表明

Pc-PcsB+菌株构建成功。 

2.2  S. pn Pc-PcsB+yycF 菌株的构建及鉴定 

PCR 扩增 yycF-up、erm、yycF-dw 片段并进行

重组(图 3A)，将 yycF-up-erm-yycF-dw 重组片段转

到 Pc-PcsB+菌株，用红霉素抗性平板筛选阳性菌落

PCR 鉴定，以 Pr1013、erm-R 为引物，yycF 缺陷菌

株为模板扩增出 1 235 bp 大小的目的片段，以

erm-F、Pr1016 为引物，yycFx 缺陷菌株为模板扩增

出 1 191 bp 大小的目的片段，以 Pr1013、Pr1016 为

引物，yycF 缺陷菌株为模板扩增出 1 688 bp 大小的

目 的 片 段 ( 图 3B) ， PCR 扩 增 及 测 序 结 果 表 明

Pc-PcsB+yycF 菌株构建成功。 

2.3  细菌体外生长情况 

生 长 曲 线 结 果 显 示 ， Pc-PcsB+ 的 生 长 较

D39rpsl41 缓慢，Pc-PcsB+yycF 与 Pc-PcsB+相比生

长显著迟缓(图 4A)，3 个菌株在血平板上的菌落形

态无显著差异(图 4B−D)。镜下观察细菌未染色和革

兰染色标本，发现 Pc-PcsB+yycF 有明显的分裂异

常，呈现为长链状梭形细菌(图 4E)。 

 

 
 
图 3  PCR 鉴定 Pc-PcsB+yycF 菌株 

Figure 3  Identification of the Pc-PcsB+yycF strain by PCR 

注：A：M：DNA Marker，1−4：yycF-up、erm、yycF-dw、

yycF-up-erm-yycF-dw 重组片段；B：M：DNA marker，1−4：阴

性对照、yycF-up-erm、erm-yycF-dw、yycF-up-erm-yycF-dw. 
Note: A: M: DNA Marker, 1−4: yycF-up, erm, yycF-dw, recombinant 
yycF-up-erm-yycF-dw fragment; B: M: DNA marker, 1−4: Negative 
control, yyc-upF-erm, erm-yycF-dw, yycF-up-erm-yycF-dw. 
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图 4  D39rpsl41、Pc-PcsB+、Pc-PcsB+yycF 生长曲线和形态 

Figure 4  The growth curves and morphological of D39rpsl41, Pc-PcsB+, Pc-PcsB+yycF 

注：A：生长曲线；B−D：血平板上的菌落形态；E：显微镜下未染色(上排)和革兰染色(下排)的细菌形态. 
Note: A: Growth curves; B−D: Colony morphology on blood plate; E: Morphological observation of bacteria under the phase contrast 
microscope, unstained (upper) and Gram stained (bottom). 
 

2.4  D39rpsl41、Pc-PcsB+、Pc-PcsB+yycF 菌株

中 pcsB 基因的转录水平和 yycF 上下游基因的转

录水平 

为明确 D39rpsl41、Pc-PcsB+、Pc-PcsB+yycF

菌株中 pcsB 基因的转录水平，提取 3 组菌株不同

时间点的 RNA 进行荧光定量 PCR 分析。结果显示，

D39rpsl41、Pc-PcsB+和 Pc-PcsB+yycF 菌株在 OD600

为 0.3 时的 pcsB 的转录水平与相应菌株在 OD600 为

0.6 时的水平均没有显著差异，提示无论是 pcsB 基

因野生启动子还是原位整合 Pc 启动子，pcsB 

基因均为恒定表达，但 Pc-PcsB+和 Pc-PcsB+yycF

菌株在不同 OD600值时的 pcsB 的转录水平均显著高

于 D39rpsl41 菌株，提示 Pc 启动子较 pcsB 野生启

动子的效率高(图 5A)。 

为明确 yycF 是否影响其邻近基因的表达，

检测 yycF 上下游基因的转录水平，结果显示   

3 个菌株中 yycF 上游基因 mutY 和下游基因 yycG

的转录水平没有显著差异，提示 yycF 基因缺陷

后不影响上下游基因的表达，不存在极性效应

(图 5B)。 
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图 5   D39rpsl41、Pc-PcsB+和 Pc-PcsB+yycF 菌株中 pcsB、mutY、yycG 基因的转录水平 

Figure 5  Transcription levels of the pcsB, mutY and yycG genes in D39rpsl41, Pc-PcsB+ and Pc-PcsB+yycF 

注：A：pcsB 的相对转录水平；B：mutY 和 yycG 的相对转录水平. gyrB 作为内参基因. **：P <0.01. ns：无统计学差异.          
Note: A: The relative transcription levels (n-fold) of pcsB; B: The relative transcription levels (n-fold) of mutY and yycG. gyrB is the 
reference gene. **: P<0.01. ns: No significance.         
 

2.5  yycF 缺陷后菌株中胞内荚膜多糖和小分子

荚膜多糖增多 

荚膜多糖(capsular polysaccharide，CPS)是肺炎

链球菌重要的毒力因子，无荚膜的肺炎链球菌基本

无致病能力。我们前期发现 yycG 缺陷时，细菌荚

膜合成异常[23]，因此，推测 YycF 可能参与荚膜多

糖的合成调控。研究显示，CPS 分布于细胞表面才

能发挥其功能[24]，因此，我们首先分析了 yycF 缺

陷前后细菌表面 CPS 的含量。分别采用 ELISA 和

FITC- 葡 聚 糖 法 检 测 D39rpsl41 、 Pc-PcsB+ 和

Pc-PcsB+yycF 表面荚膜多糖含量，结果均显示

Pc-PcsB+yycF 菌株表面 CPS 的含量与 Pc-PcsB+菌

株没有显著差异(图 6A−C)，提示 YycF 并不影响细

菌表面 CPS 的含量。 
 

 
 

图 6  荚膜多糖含量分析 
Figure 6  Analysis on the content of capsular polysaccharide 

注：A：ELISA 检测细菌培养上清中荚膜多糖含量；B：ELISA 检测细菌表面荚膜多糖含；C：FITC-葡聚糖法检测细菌表面荚膜多

糖含量；D：Western blot 分析全菌的荚膜多糖的条带分布模式. 
Note: A: The content of CPS in bacteria culture supernatant was detected by ELISA; B: The content of CPS on the surface of bacteria was 
detected by ELISA; C: The content of CPS on the surface of bacteria was detected by Dextran-FITC; D: The banding pattern of CPS of the 
whole bacteria lysate was detected by Western blot. 
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为进一步观察 YycF 是否影响荚膜分子的构

成，采用可显示分子大小的 Western blot 分析 CPS。

为了减少操作误差，直接分析全菌裂解的总 CPS 含

量，包含细菌表面 CPS 和细胞内 CPS。结果显示，

Pc-PcsB+yycF 菌株 CPS 总量和小分子条带较

Pc-PcsB+菌株明显增多(图 6D)，结合 ELISA 和

FITC-葡聚糖法的检测结果，提示 yycF 缺陷后可导

致细胞内小分子 CPS 合成增多。 

2.6  yycF 缺陷菌株体外粘附能力减弱 

为初步探究细菌的体外粘附侵袭能力的变化，

检测了 3 组细菌对 A549 细胞株的粘附和侵袭能力。

实验结果显示 Pc-PcsB+yycF 菌株对 A549 细胞的

粘附能力较亲本菌株显著减弱(P=0.006)，但 3 组菌

株侵袭率无显著差异(图 7)。 

2.7  yycF 缺陷菌株粘附巨噬细胞的能力减弱 

对比 D39rpsl41、Pc-PcsB+和 Pc-PcsB+ yycF 在

巨噬细胞中的抗吞噬能力，结果显示，Pc-PcsB+ 

yycF 组粘附在巨噬细胞表面以及被吞噬入巨噬细

胞内的细菌量较 D39rpsl41、Pc-PcsB+均显著减少。

同时，观察到巨噬细胞对 Pc-PcsB+yycF 的吞噬率

较 Pc-PcsB+菌株升高，但无统计学差异(P=0.14)   

(图 8)。该结果提示 Pc-PcsB+菌株缺陷 yycF 后，其

对巨噬细胞的粘附能力减弱，但抗吞噬能力无显著

改变。 
 

 
 

图 7  A549 细胞体外粘附与侵袭试验 
Figure 7  Adhesion and invasion ability to A549 cells 

注：A：A549 细胞表面粘附及胞内侵袭的细菌总数；B：侵袭率. **：P<0.01. ns：无统计学差异. 
Note: A: Total number of bacteria adhering to the surface of A549 cells and invading to 549 cells; B: The ratio of invasion. **: P<0.01. ns: 
No significance. 

 

 
图 8  抗巨噬细胞吞噬能力 
Figure 8  The ability of anti-macrophage phagocytosis 

注：A：巨噬细胞表面粘附及胞内吞噬的细菌总数；B：吞噬率. *：P<0.05. ns：无统计学差异. 
Note: A: Total number of bacteria adhering to the surface of macrophages and invading to macrophages; B: The ratio of phagocytosis.      
*: P<0.05. ns: No significance. 
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2.8  yycF 缺陷后菌株在小鼠体内肺部定殖能力

减弱 

为进一步验证缺陷菌株在体内的毒力，通过鼻

腔攻毒的方式感染小鼠构建小鼠肺炎模型，在 14 d

的观察时间中，感染 Pc-PcsB+yycF、Pc-PcsB+的小

鼠 生 存 率 高 于 D39rpsl41 ， 但 Pc-PcsB+yycF 、

Pc-PcsB+之间无显著差异(图 9A)。菌载量结果显示，

3 组小鼠鼻腔灌洗液的细菌载量无显著差异，

Pc-PcsB+yycF 感染组的肺匀浆菌载量显著低于对

照组(P=0.033)，心脏血菌载量结果显示，野生菌感

染组和 Pc-PcsB+感染组均有细菌入血，但 yycF 缺

陷菌株感染组均未入血，该结果提示 yycF 缺陷后

细菌的播散能力降低(图 9B−D)。 

3  讨论与结论 

研究显示，恒定表达 pcsB 基因能够获得 yycF

基因缺陷菌株。在本研究中，我们通过 JC 反选法

用恒定表达的 Pc 启动子替代 pcsB 基因天然启动

子，构建无插入基因的 pcsB 组成型表达菌株

Pc-PcsB+，使 pcsB 基因能在较高水平上恒定表达。

在此基础上，用红霉素抗性基因替代 yycF 基因获

得 yycF 缺陷菌株 Pc-PcsB+yycF，该菌株的获得有

助于 YycF 蛋白对细菌毒力调控的确证性研究。 

生长曲线测定结果显示 Pc-PcsB+的生长较

D39rpsl41 缓慢，在 Ng 等[10]的研究中提到 Pc 启动

子较天然启动子弱，但我们通过在不同生长期间定

量分析 pcsB 转录水平结果可以观察到，插入的 Pc

启动子导致 pcsB 的转录水平较野生菌株恒定增加，

但 pcsB 转录水平的改变如何影响细菌的生长尚不

清楚。缺失 yycF 基因后细菌生长显著减慢，我们

推测 pcsB 的恒定表达可能不能完全屏蔽 yycF 
 

 
 

图 9  小鼠生存率和细菌定殖能力 
Figure 9  Survival rates of mice and the bacterial ability of colonization 

注：A：小鼠肺炎模型的生存率；B–D：鼻腔灌洗液，肺匀浆和血液中的细菌载量. ns：无统计学差异. *：P<0.05. 
Note: A: Survival rates of mice in pneumonia model; B–D: Bacteria number (CFU) in nasal wash, lung homogenate and blood. ns: No 
significance. *: P<0.05. 
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基因对细菌生长的影响，但尚需实验进一步确定。

革兰染色镜下观察，Pc-PcsB+yycF 有明显的分裂

异常，有研究显示，YycF 能够上调细胞分裂操纵

子 ftsAZ 的表达，过表达 yycF 导致短小细胞的形  

成[25]。在本研究中，我们发现 yycF 缺失导致长链

状梭状细胞的形成，该结果确证了 YycF 参与调控

细菌的分裂，但其是否是通过正调控 ftsAZ 而实现

的尚需进一步研究。 

荚膜多糖是细菌生物膜主要的组成成分，能够

保护细菌免受机体吞噬细胞的破坏，帮助病原体逃

避宿主免疫[26-28]。荚膜多糖也是肺炎链球菌重要的

毒力因子，无荚膜的肺炎链球菌基本无致病能   

力[29]。我们前期研究提示 YycG 可能参与荚膜多糖

的合成调控[23]，为验证 YycF 是否参与荚膜多糖的

合成调控，我们通过 ELISA 和 FITC-葡聚糖法检测

细菌表面荚膜多糖含量，发现 yycF 缺陷菌株与

Pc-PcsB+相比细菌表面的荚膜多糖没有显著差异，

但 Western blot 发现 yycF 缺失后胞内荚膜多糖和小

分子荚膜多糖条带增多。研究报道，肺炎链球菌荚

膜多糖的合成分为前体的合成、重复单元的聚合、

多聚物的翻转和最终定位几个阶段[26,30]。我们研究

结果显示 YycF 影响胞内荚膜多糖合成和小分子荚

膜多糖的调控，因此可以推测，YycF 参与的调节

阶段可能为荚膜多糖前体的合成或重复单元的聚

合过程，但其具体调控的靶基因目前尚不明确。 

荚膜多糖的变化对细菌毒力有重要影响，当细

菌表面的荚膜多糖减少时，细菌的粘附和入侵能力

显著增强。但是，荚膜多糖减少也可能导致细菌逃

避宿主免疫能力减弱从而降低肺炎链球菌的致病

性[31-33]。体外抗吞噬实验显示 yycF 缺陷菌株抗吞

噬能力没有显著差异，这与 yycF 缺陷后细菌表面

的荚膜多糖含量无显著变化相一致，同时也可解释

yycF 缺陷菌株感染小鼠的死亡率并未增加的现象。

但我们发现 yycF 缺陷菌株粘附到巨噬细胞表面的

细菌数量较其亲本菌相比显著减少，推测可能与

yycF 缺陷后小分子的荚膜多糖增多相关，小分子荚

膜多糖的增多可能导致细菌表面的负电荷增加，从

而导致 yycF 缺陷菌株粘附到巨噬细胞表面的细菌

数量减少。 

体外粘附侵袭实验中我们发现 yycF 缺陷菌株

对 A549 细胞株的粘附能力减弱，但侵袭能力没有

显著差异。体内毒力实验显示 yycF 缺陷菌株与其

背景菌株 Pc-PcsB+相比较，鼻腔灌洗液的细菌载量

无显著差异，肺匀浆载量显著降低，这应该与缺陷

菌株对粘附肺上皮细胞能力下调相关，在相同侵袭

能力的情况下，细菌粘附减少，其进入肺和血的总

量也就随之减少。 

荚膜的增多会减少细菌的粘附，但除此之外还

有很多因子参与细菌粘附的调控，如磷壁酸、CbpA、

PsaA、PspA 等多种蛋白。我们研究发现 yycF 缺陷

后小分子荚膜多糖增多，而有研究显示 YycF 可正

调控 PspA[34]，那么 YycF 是通过对荚膜多糖和 PspA

的调控而影响细菌的粘附能力还是有其他因素参

与呢？这尚需进一步研究。 

综上所述，通过本研究成功构建了 yycF 缺陷

菌株，确证了 yycF 缺陷影响细菌的生长和分裂，

并且导致细菌粘附能力和肺部定殖能力减弱。同

时，本研究提示 YycF 参与了肺炎链球菌荚膜多糖

的合成调控，为后续探讨 YycFG 双组分系统对肺

炎链球菌致病能力调控机制的研究奠定了基础。 
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