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摘   要：【背景】形成生物被膜是表皮葡萄球菌的主要致病方式，双组分系统 (two-component 
regulatory system, TCS) VraSR 和 SrrAB 与细菌的生长、生物被膜形成等多种生物学表型密切相关。

敲除表皮葡萄球菌 SE1457 vraSR 后细胞壁变薄，生物被膜形成量降低，而敲除 srrAB 后生长进入

稳定期的时间延长，生物被膜形成量也降低，且 TCS-VraSR 和 SrrAB 均通过 ica 途径调控表皮葡

萄球菌生物被膜的形成。ica 操作子是表皮葡萄球菌生物被膜形成的重要调节元件，由 icaADBC
这 4 个开放阅读框(open reading frame, ORF)和 1 个转录方向相反的 icaR 组成，IcaR 是 icaADBC
的抑制子。【目的】探索 TCS-VraSR 和 SrrAB 协同调控表皮葡萄球菌生长及生物被膜形成中的作

用，为防控表皮葡萄球菌引起的持续性感染奠定基础。【方法】构建 pKOR1-ΔvraSR 重组质粒，经

大肠杆菌 DC10B 修饰后转入 ΔsrrAB，通过同源重组在 ΔsrrAB 突变株的基础上进一步敲除 vraSR
基因，疑似 ΔvraSR-srrAB 突变株经 PCR、RT-PCR 和测序验证。检测 ΔvraSR-srrAB 突变株的生长、

生物被膜形成及药物敏感性。【结果】成功构建表皮葡萄球菌 ΔvraSR-srrAB 突变株。与表皮葡萄

球菌 SE1457 野生株、ΔvraSR 和 ΔsrrAB 突变株相比，ΔvraSR-srrAB 突变株生长更为迟缓，药物敏

感性增强，几乎不能形成生物被膜；RT-qPCR 显示，ΔvraSR 和 ΔsrrAB 突变株中 icaA 转录水平较

SE1457 下调约 13%−17%，icaR 转录水平上调约 5−9 倍，而 ΔvraSR-srrAB 突变株中 icaA 转录水平

较 SE1457 下调约 6%，icaR 转录水平上调约 14 倍。【结论】VraSR-SrrAB 可能通过 ica 途径协同
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调控表皮葡萄球菌生物被膜形成，对压力应激胁迫作用还需进一步研究。 

关键词：VraSR；SrrAB；双组分信号转导系统；生物被膜；表皮葡萄球菌  
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Abstract: [Background] Biofilm formation is the major pathogenic factor of Staphylococcus 
epidermidis. The two-component regulatory system (TCS) composed of VraSR and SrrAB is 
involved in the growth, biofilm formation and the other biological phenotypes of bacteria. The 
deletion of vraSR leads to thinner cell wall and decreased biofilm formation, and the deletion of 
srrAB results in lagged growth before the stationary phase and decreased biofilm formation of  
S. epidermidis 1457 (SE1457). Both VraSR and SrrAB modulate biofilm formation in an 
ica-dependent manner. The ica operon is a key regulatory element of biofilm formation in    
S. epidermidis, which is composed of four genes (icaADBC) and a transcriptional repressor 
(icaR). [Objective] To explore the synergistic regulation of TCS-VraSR and SrrAB on the 
growth and biofilm formation of S. epidermidis, so as to lay a foundation for the prevention and 
control of persistent infection caused by S. epidermidis. [Methods] The recombinant plasmid 
pKOR1-ΔvraSR was constructed, modified by E. coli DC10B, and transformed into ΔsrrAB. 
The vraSR gene was deleted from the genome of ΔsrrAB by homologous recombination. The 
suspected ΔvraSR-srrAB was verified by PCR, RT-PCR, and sequencing. The growth, biofilm 
formation, and drug susceptibility of ΔvraSR-srrAB were examined. [Results] ΔvraSR-srrAB 
was successfully constructed. Compared with SE1457, ΔvraSR, and ΔsrrAB, ΔvraSR-srrAB 
exhibited retarded growth, increased drug susceptibility, and decreased biofilm formation. The 
RT-qPCR showed that the deletion of vraSR or srrAB down-regulated the transcriptional level 
of icaA by 13%–17% and up-regulated that of icaR by 5–9 folds compared with that in SE1457. 
The deletion of both vraSR and srrAB down-regulated the transcriptional level of icaA by    
6% and up-regulated that of icaR by 14 folds compared with that in SE1457. [Conclusion] 
VraSR and SrrAB may cooperatively regulate the biofilm formation of S. epidermidis through 
the ica pathway, and the mechanism of VraSR and SrrAB in modulating the responses to stress 
remains to be studied. 
Keywords: VraSR; SrrAB; two-component regulatory system; biofilm; Staphylococcus epidermidis 
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表皮葡萄球菌(Staphylococcus epidermidis)
是一种机会致病菌，其主要在介入性生物材料

(人工瓣膜、心脏起搏器、假体关节等)表面形成

生物被膜而致病。作为细菌的巢穴，生物被膜

结构的形成能庇护细菌抵抗抗生素的作用和宿

主免疫防御攻击，进而引起耐药性增加和持续

性感染[1-3]。目前尚无有效治疗细菌生物被膜感

染的方法，唯一可行的办法是更换植入物，但

会给患者带来巨大的经济负担和精神压力[4-6]。 
双组分信号转导系统(two-component regulatory 

system, TCS)由 2 个蛋白组成，膜蛋白感受器

(sensor)能感应环境中压力因子的变化，并通过

磷酸化形式将压力因素传递至胞浆内的反应调

节蛋白(regulator)，进而调控靶基因的转录，参与

细菌的多种生物学功能，如生长代谢、生物被膜

形成、药物敏感性、毒力和自溶等[7-8]。万古霉

素耐药相关双组分系统(vancomycin resistance- 
associated sensor and regulator, VraSR)感应的信

号是细胞壁压力因子(如万古霉素、青霉素等)，
表皮葡萄球菌 VraSR 主要通过代谢间接调控药

物敏感性，并通过 ica 途径调控生物被膜的形

成，敲除 vraSR 后表皮葡萄球菌细胞壁变薄，

抵抗环境压力的耐受性降低，生物被膜形成量

减少 40%−60%[9-10]。葡萄球菌呼吸相关双组分

系统(staphylococcal respiratory response, SrrAB)
能感应环境中的氧浓度变化。有氧条件下，表

皮葡萄球菌 SrrAB主要通过 qoxBACD调控细菌

的生长，厌氧条件下通过 nrdDG 和 pflBA 调控

细菌的生长。此外，表皮葡萄球菌 SrrAB 以 ica
依赖的方式调控生物被膜的形成：有氧条件下

SrrAB 通过上调 icaA 转录，促进表皮葡萄球菌

生物被膜的形成；厌氧条件下通过上调 icaR 的

转录，部分抑制了 icaA 的转录，导致生物被膜

形成量较有氧条件下明显减少，敲除 srrAB 后

生物被膜形成量减少约 80%[11-13]。 

上述两组 TCS 均与表皮葡萄球菌的重要生

物学表型(如生长、生物被膜形成及药物敏感性)
相关，且均通过 ica 途径调控表皮葡萄球菌生物

被膜形成[14]。然而 VraSR 与 SrrAB 共同调控

表皮葡萄球菌生长及生物被膜形成的机制尚

不清楚。本文在前期研究基础上，通过同源重

组技术进一步构建∆vraSR-srrAB 突变株，以探

索 TCS-VraSR 与 SrrAB 在表皮葡萄球菌生长及

生物被膜形成中的相互作用，为研发抗葡萄球

菌生物被膜药靶提供参考[15-16]。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株与质粒 

大肠埃希菌(Escherichia coli) DH5α 购自生

工生物工程 (上海 )股份有限公司；表达载体 
pET28a(+)购自 Novagen 公司；表皮葡萄球菌标

准株 ATCC 35984 (BF+)、ATCC 12228 (BF‒)和
SE1457 野生株由本实验室保存；vraSR 基因敲除

株(∆vraSR)、icaC 基因敲除株(∆icaC)、atlE 基因

敲除株(∆atlE)和 srrAB 基因敲除株(∆srrAB)[11]是

在 SE1457 菌株的基础上通过同源重组的方法

得到，由本实验室保存；金黄色葡萄球菌

RN4220、大肠杆菌 DC10B 和穿梭质粒 pKOR1
由本实验室保存。 
1.1.2  培养基、主要试剂和仪器 

胰 蛋 白 胨 大 豆 酵 母 浸 膏 肉 汤 培 养 基

(tryptone soya broth, TSB)、MH 琼脂培养基

(mueller-Hinton, MH)、β-巯基乙醇、结晶紫均

购自北京 Solarbio 公司；B2 培养基参考文献[17]
配制。质粒小提试剂盒、琼脂糖凝胶 DNA 回收

试剂盒、2×Taq PCR Master Mix、DNA Marker，
北京 Tiangen 生物公司；限制性内切酶(Xho I、
EcoR I、BamH I)、T4 DNA 连接酶，Thermo 
Scientific 公司；氨苄青霉素、卡那霉素、氯霉



 
陈晓婷等: 表皮葡萄球菌 vraSR-srrAB 突变株的构建及生物学表型 3565 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

素、环丙沙星、万古霉素，生工生物工程(上海)
股份有限公司；溶葡萄球菌酶 (lysostaphin)，
Sigma 公司；RNA 小量抽提试剂盒(RNeasy-mini 
Kit)，Qiagen 公司；BP ClonaseTM II Enzyme Mix，
Invitrogen 公司；HiScript RT SuperMix for qPCR 
(+gDNAwiper)、ChamQ Universal SYBR qPCR 
Master Mix、细菌 DNA 提取试剂盒、高保真酶，

南京 Vazyme 生物公司；引物合成及 DNA 测序

由生工生物工程 (上海 )股份有限公司完成。

StepOne Real-Time PCR System 和 PCR 仪，

Applied Biosystems 公司；恒温培养箱、恒温摇

床，上海一恒科技有限公司；微量移液器、高

速冷冻离心机、小型高速离心机，Eppendorf 公
司；琼脂糖凝胶电泳仪，北京市六一仪器厂；

组织匀浆仪、电击转化仪，Bio-Rad 公司；酶标

仪，Beckman 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  vraSR 基因上、下游同源臂克隆及融合

片段获取 
将表皮葡萄球菌 SE1457 基因组 DNA 作为

模板，以 SR-U-EcoR I-F/SR-U-Xho I-R 为引物

对扩增 vraSR 基因上游同源臂(up stream, US)，
以 SR-D-BamH I-F/SR-D-EcoR I-R 为引物对扩

增 vraSR 基因下游同源臂 (down stream, DS)   
(表 1)，切胶回收。PCR 反应条件：94 ℃ 5 min；
94 ℃ 30 s，52 ℃ 2 min，72 ℃ 2 min，30 个循环；

72 ℃ 5 min。PCR 反应体系(25 μL)：模板 DNA 
(500 ng/μL) 1 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各
0.5 μL，2×Taq PCR Master Mix 12.5 μL，超纯水

10.5 μL。将纯化的 pET28a 和 DS 分别双酶切

(BamH I/EcoR I)后连接，热激转化并获得阳性

克隆后筛选鉴定，与 US 纯化片段分别进行双

酶切(EcoR I/Xho I)，在 T4 连接酶的作用下进行

连接反应，构建 pET28a-DS-US 重组质粒。PCR
反应体系(50 μL)：pET28a-DS-US 1 μL，引物对

SR-D-attB1-F/SR-U-attB2-R (10 μmol/L)各 0.5 μL，
5×Primer STAR Buffer (mg2+ plus) 10 μL，dNTP 
Mixture 4 μL，超纯水 34 μL。PCR 反应条件：

98 ℃ 5 min；98 ℃ 10 s，55 ℃ 15 s，72 ℃ 2 min，
30 个循环；72 ℃ 7 min。扩增获得的 PCR 片段

(attB1-DS-US-attB2)与质粒 pKOR1 进行 BP 反应

(BP Clonase)以获得 pKOR1-ΔvraSR 重组质粒[17]。 
1.2.2  表皮葡萄球菌 1457ΔsrrAB 突变株感受

态细胞制备 
取 500 μL 37 ℃、220 r/min、TSB 培养基培

养过夜菌按 1% (体积分数)接种量稀释转接于

50 mL 锥形瓶中，37 ℃、220 r/min 振荡培养至

OD600 约为 0.5；将菌液冰浴 10 min，4 ℃、4 000×g

离心 10 min 弃上清；加入预冷的 50 mL 0.5 mol/L
蔗糖溶液重悬浮细胞，4 ℃冰浴 15 min，4 000×g

离心 10 min 弃上清；重复洗涤 1 次；加入 800 μL
预冷的 0.5 mol/L 蔗糖溶液悬浮细胞，冰浴 10 min，
混匀后分装(100 μL/管)，−80 ℃保存。 
1.2.3  重组质粒 pKOR1-ΔvraSR 修饰、电击转

化及突变株的筛选 
重组质粒 pKOR1-ΔvraSR 热激转化入大肠

杆菌 DC10B 后，提取质粒再电击(电压 2.5 kV，

电容 25 μF，电阻 100 Ω)转入表皮葡萄球菌

ΔsrrAB 突变株，加入 B2 培养基复苏，30 ℃、

220 r/min培养1 h后涂板(含10 μg/mL氯霉素TSA)，
30 ℃培养48 h。阳性克隆培养后1:10 000倍稀释，

涂板(含 50 ng/mL 脱水四环素 TSA)后 30 ℃培养，

在含氯霉素 TSA 平板上不生长，无抗性 TSA 平

板上生长的菌落为 ΔvraSR-srrAB 疑似突变株。 
1.2.4  ΔvraSR-srrAB 突变株的鉴定 

采用细菌 D N A 提取试剂盒抽提疑似

ΔvraSR-srrAB 突变株基因组 DNA，以 vraSR-U-F/ 
vraSR-D-R 为引物对进行 PCR 扩增，SE1457 基

因组作为对照。采用RNeasy-mini Kit抽提SE1457
及其同源性突变株的 RNA 并逆转录为 cDNA， 
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表 1  用于基因敲除 vraSR-srrAB 突变株构建和验证的引物 
Table 1  Primers used in the construction and validation of vraSR-srrAB knockout mutant 
Primer Sequence (5′→3′) Location Restriction 

enzyme 
Product 
size (bp) 

Construction of vraSR-srrAB knockout mutant    
SR-D-BamH I-F CGCGGATCCTATTAGCACTTTTCCCAATG 1 483 778−1 483 797 BamH I 1 019 
SR-D-EcoR I-R CCGGAATTCTAATTCAATAAATTATTAAAGGCG  1 484 726−1 484 749 EcoR I 1 019 
SR-U-EcoR I-F CCGGAATTCTAGTGATTCATCTGTAAATC 1 486 394−1 486 413 EcoR I 1 019 
SR-U-Xho I-R CCGCTCGAGTAGATTTAGTAAACA ATCAA 1 487 294−1 487 313 Xho I 1 019 
SR-D-attB1-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTATTAG 

CACTTTTCCCAATG 
1 483 778−1 483 797 attB1 2 038 

SR-U-attB2-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTAGATT 
TAGTAAACAATCAA 

1 487 294−1 487 313 attB2 2 038 

vraSR-U-F TGGTTCCGAAGCCTATTT  1 487 560−1 487 577  3 833 
vraSR-D-R CAGGTTTAGCAGCACAGA 1 483 745−1 483 762  3 833 

Identification of vraSR-srrAB knockout mutant by RT-PCR    
qpcr-srrA-F TGTTAGATTCACTTGTTG 1 101 960−1 101 977  197 
qpcr-srrA-R GAGCAGATGATTATATTGT 1 102 138−1 102 156  197 
qpcr-srrB-F GAAGGTGTTGAATAGGTT 1 100 407−1 100 424  172 
qpcr-srrB-R TCCATAGTAGACGGTATAG 1 100 506−1 100 520  172 
qpcr-vraSR-F GTTAAGGCACCATTGAATAAG 1 485 382−1 485 402  133 
qpcr-vraSR-R CTCACCTACTACTTCTATATCTTC 1 485 270−1 485 293  133 
gyrB-F TAACAGCAGTCGTATCAA 2 610 741−2 610 758  148 
gyrB-R CCTACAGATGGATTCTCAT 2 610 611−2 610 629  148 

Identification of transcription level of icaA/icaR gene in ΔvraSR-srrAB mutant by RT-qPCR 
icaA-F GTATCAAGCGAAGTCAATC 2 334 779−2 334 797  130 
icaA-R ACAGCAATATCCTCAGTAAT 2 334 889−2 334 908  130 
icaR-F CCTTACATGATGAATTGATA 2 333 681−2 333 700  178 
icaR-R AGTGAATATACTTGGTCTT 2 333 523−2 333 541  178 

F 表示正向引物，R 表示反向引物，下划线表示酶切位点和 attB 位点 
F indicates forward primer, R indicates reverse primer, and the underlined italics in the table indicate restriction sites and attB 
sites. 
 
以 cDNA 为模板，qpcr-srrA-F/R、qpcr-srrB-F/R、

qpcr-vraSR-F/R、qpcr-gyrB-F/R 为引物对进行

RT-PCR (表 1)，反应条件：95 ℃ 5 min；95 ℃  
10 s，48 ℃ 10 s，72 ℃ 1 min，25 个循环；72 ℃ 
5 min。反应体系(25 μL)：模板 cDNA (800 ng/μL) 
1 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，2×Taq 
PCR Master Mix 12.5 μL，超纯水 9.5 μL。 
1.2.5  表皮葡萄球菌生长曲线检测 

挑取表皮葡萄球菌单个菌落接种于 TSB 培

养基，37 ℃、220 r/min 培养过夜，用 PBS 稀释

至 OD600 为 1.0，1:200 接种于 TSB 培养基，不同

温度(25、37、40 ℃)条件下振荡(200 r/min)培养，

每 1 h 取样加于 96 孔培养板(200 μL/孔，3 复孔)
中检测吸光度值(OD600)，直至平台期(12 h)。 
1.2.6  表皮葡萄球菌生物被膜形成半定量检测 

采用微量平板半定量法检测表皮葡萄球菌

生物被膜形成能力，取 SE35984、ΔicaC、SE1457、
ΔvraSR、ΔsrrAB 和 ΔvraSR-srrAB 各菌株培养过

夜后用 TSB 培养基(含 0.5%葡萄糖) 1:200 稀释

后加于 96 孔培养板(200 μL/孔，3 复孔)，37 ℃
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静置孵育 6、12、24、48 h。弃上清后用 PBS
洗板，甲醇固定 15 min，2%结晶紫染色，流水

冲洗，晾干后检测吸光度值(OD570)。 
1.2.7  表皮葡萄球菌药物敏感性检测 

根据美国临床和实验室标准协会(Clinical 
and Laboratory Standards Institute, CLSI)指南，

测定表皮葡萄球菌对万古霉素 (vancomycin, 
Van)、氨苄青霉素(ampicillin, Amp)、卡那霉素

(kanamycin, Kan)、氯霉素 (chloroamphenicol, 
Cm)、环丙沙星(ciprofloxacin, Cip)的药物敏感

性。菌株两次激活后接种于 TSB 培养基，对数生

长期菌液(OD600 约为 0.6‒0.8)调至 0.5 麦氏单位

(1.5×108 CFU/mL)，以 1:200 接种于 2 mL 含不

同药物(32 μg/mL)的 MH 培养基，35 ℃培养

16−20 h 观察结果，设置空白对照和生长对照。 
1.2.8  RT-qPCR 检测表皮葡萄球菌 icaA/icaR
基因转录水平 

于 4 ℃、4 000×g 离心 10 min 收集对数生长

期(6 h)菌体，振荡破碎(4 ℃)后抽提 RNA，经

DNase I 处理后逆转录(HiScript III RT SuperMix)
为 cDNA。使用 SYBR green 荧光染料进行定量

PCR，RT-qPCR 反应条件：95 ℃ 30 s；95 ℃   
10 s，60 ℃ 30 s，40 个循环；95 ℃ 15 s，60 ℃ 
60 s，95 ℃ 15 s。反应体系(20 μL)：模板 cDNA 
(800 ng/μL) 1 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各
0.4 μL，ChamQ Universal SYBR qPCR Master 
Mix 10 μL，无酶水 8.2 μL。溶解曲线单一性峰

值判断为扩增特异性。以 gyrB (DNA 解旋酶 B
亚单位)基因作为内参，以 2−∆∆Ct 计算相对表达

量，重复 3 次，引物序列见表 1[18-19]。 

2  结果与分析 
2.1  重组质粒 pKOR1-ΔvraSR 的构建 

以表皮葡萄球菌 SE1457 基因组为基础，在

vraSR 基因上、下游约 1 kb 位置设计引物，构

建同源序列，在 ΔsrrAB 突变株的基础上进一步

敲除 vraSR 基因(图 1A)。PCR 扩增表皮葡萄球

菌 SE1457 vraSR 基因的上游(up stream, US)和下

游同源臂(down stream, DS)，大小均为 1 019 bp。
US 和 DS 片段分别克隆至 pET28a 后获得重组

质粒 pET28a-DS-US，再以 SR-D-attB1-F/SR-U- 
attB2-R 为引物对PCR 扩增获得 attB1-US-DS-attB2
片段 (2 038 bp) 。在 BP 克隆酶的作用下

attB1-US-DS-attB2 片段与 pKOR1 整合获得

pKOR1-ΔvraSR 重组质粒，并经 PCR 和酶切鉴

定(图 1B、1C)。 

2.2  表皮葡萄球菌ΔvraSR-srrAB突变株的

鉴定 
分别以表皮葡萄球菌ΔsrrAB及ΔvraSR-srrAB

突变株基因组 DNA 为模板，在 vraSR 基因两侧

设计引物(vraSR-U-F/vraSR-D-R)进行 PCR 扩增，

分别可见大小为 3 833 bp 和 2 156 bp 片段，两者

相差 1 677 bp (为敲除的 vraSR 基因长度) (图 2A)。
测序证明 2 156 bp PCR 片段中无 vraSR 基因序

列。上述结果表明在 ΔsrrAB 突变株基础上敲除

vraSR 基因，成功获得 ΔvraSR-srrAB 突变株。 
提取 SE1457、ΔvraSR、ΔsrrAB 和 ΔvraSR-srrAB

的 RNA 并逆转录为 cDNA 进行 RT-PCR 鉴定

(引物序列见表 1)，以 gyrB 基因为内参。结果

表明表皮葡萄球菌 SE1457可正常转录 vraSR和

srrAB 基因，ΔvraSR 突变株中 vraSR 未见转录，

ΔsrrAB 突变株中 srrA 和 srrB 未见转录，而

ΔvraSR-srrAB 突变株中 srrA、srrB 和 vraSR 均

未见转录(图 2B)。 

2.3  vraSR-srrAB 敲除降低表皮葡萄球菌

的生长 
在 25 ℃培养条件下，SE1457 生长到 OD600

为0.15时需要8 h，ΔvraSR与ΔsrrAB生长到OD600

为 0.13 时需要大约 8 h，而 ΔvraSR-srrAB 生长到

OD600 为 0.15 时需要 11 h (图 3A)。在 37 ℃培 
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图 1  重组质粒 pKOR1-ΔvraSR 构建和鉴定   A：表皮葡萄球菌 SE1457 基因组，箭头为引物位置；DS：
下游同源臂；US：上游同源臂. B：pKOR1-ΔvraSR 重组质粒 PCR 鉴定，分别以质粒 pKOR1-ΔvraSR       
(泳道 1)和 pKOR1 (泳道 2，阴性对照) DNA 为模板，以 SR-D-attB1-F/SR-U-attB2-R 为引物对进行 PCR
扩增，M：DL7000 DNA Marker. C：pKOR1-ΔvraSR 重组质粒酶切鉴定，M：DL15000 DNA Marker；1：
pKOR1-ΔvraSR 重组质粒(未加限制性内切酶)；2：pKOR1-ΔvraSR 重组质粒经 Xho I 酶切；3：pKOR1- 
ΔvraSR 重组质粒经 Xho I/Kpn I 双酶切 
Figure 1  Construction and identification of recombinant plasmid pKOR1-ΔvraSR. A: Staphylococcus 
epidermidis 1457 genome, arrows represent primer positions; DS: Down stream; US: Up stream. B: 
Identification of pKOR1-ΔvraSR recombinant plasmid by PCR using the primer pairs 
SR-D-attB1-F/SR-U-attB2-R; M: DL7000 DNA Marker; 1, 2: pKOR1-ΔvraSR and pKOR1 (negative control) 
plasmid DNA as templates, respectively. C: Identification of recombinant plasmid pKOR1-ΔvraSR using 
restriction enzyme digestion; M: DL15000 DNA Marker; 1: pKOR1-ΔvraSR recombinant plasmid (no 
restriction enzyme); 2: The recombinant plasmid pKOR1-ΔvraSR was digested with Xho I; 3: The 
recombinant plasmid pKOR1-ΔvraSR was digested with Xho I and Kpn I. 
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图 2  表皮葡萄球菌ΔvraSR-srrAB突变株的鉴定   A：表皮葡萄球菌 SE1457 ΔvraSR-srrAB突变株 PCR
鉴定，M：DL7000 DNA Marker，1：蒸馏水为模板(空白对照)；2：SE1457 ΔsrrAB 突变株基因组 DNA
为模板(阳性对照)；3−5：疑似 ΔvraSR-srrAB 突变株基因组 DNA 为模板. B：SE1457 ΔvraSR-srrAB 突

变株 RT-PCR 鉴定；检测 SE1457 及其同源性 ΔvraSR-srrAB 突变株中 srrA 基因、srrB 基因和 vraSR 基

因的转录水平，gyrB 为看家基因；M：DL2000 DNA Marker 
Figure 2  Verification of ΔvraSR-srrAB mutant. A: PCR identification of ΔvraSR-srrAB mutant; M: DL7000 
DNA Marker; Lane 1 using distilled water as template (blank control); Lane 2 using ΔsrrAB mutant genomic 
DNA as template (positive control); Lanes 3−5 using genomic DNA of the suspected ΔvraSR-srrAB mutant 
strains as template. B: Identification of ΔvraSR-srrAB mutant by RT-PCR, transcriptional levels of srrA, srrB 
and vraSR were detected, gyrB was designated as house-keeping gene. M: DL2000 DNA Marker. 
 
养条件下，SE1457 生长到 OD600 为 0.65 时需要  
5 h，ΔvraSR 与 ΔsrrAB 生长到 OD600 为 0.7 需要

大约 5.5 h，而 ΔvraSR-srrAB 生长到 OD600 为 0.7
则需要 9 h (图 3B)。在 40 ℃培养条件下，SE1457
与 ΔvraSR 接种后约 7 h 进入平台期，ΔsrrAB 需

要 8 h，而 ΔvraSR-srrAB 接种后约 12 h 后进入平

台期(图 3C)。 

2.4  vraSR-srrAB 敲除增强表皮葡萄球菌

的药物敏感性 
采用试管稀释法测定表皮葡萄球菌的药物

敏感性(表 2)。与 SE1457 相比，ΔvraSR 或 ΔsrrAB

突变株对万古霉素、氨苄青霉素的敏感性均显 
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图 3  表皮葡萄球菌 SE1457及其同源性突变株生

长曲线 
Figure 3  Growth curve of SE1457 and its isogenic 
mutants. A: 25 ℃. B: 37 ℃. C: 40 ℃. 
 
著增强(约 2−8 倍)，而对卡那霉素、氯霉素和

环丙沙星的药物敏感性无明显差异；与 ΔvraSR
或 ΔsrrAB 突变株相比，ΔvraSR-srrAB 突变株对

上述抗生素的药物敏感性无明显差异，较

SE1457 药物敏感性显著增强。 

表 2  表皮葡萄球菌 SE1457及其同源性突变株的

药物敏感性分析 
Table 2  Susceptibility of SE1457 and its isogenic 
mutants 
Strains MIC (μg/mL)  

Van Amp Kan Cm Cip 

SE1457 4 0.40 1.60 8 0.25 
ΔvraSR 0.50−1.00 0.10−0.20 1.60 8 0.25 
ΔsrrAB 2 0.20 1.60 4 0.25−0.50 
ΔvraSR-srrAB 2 0.05 1.60 4 0.25 

Van：万古霉素；Amp：氨苄青霉素；Kan：卡那霉素；

Cm：氯霉素；Cip：环丙沙星 
Van: Vancomycin; Amp: Ampicillin; Kan: Kanamycin; Cm: 
Chloroamphenicol; Cip: Ciprofloxacin. 
 
2.5  vraSR-srrAB 敲除协同调控表皮葡萄

球菌生物被膜的形成 
微量平板定量法检测表皮葡萄球菌生物被

膜形成能力，SE1457 野生株在孔底形成致密的

生物被膜结构，与阳性对照 SE35984 生物被膜形

成量相似；ΔvraSR 和 ΔsrrAB 突变株生物被膜形

成能力显著降低，ΔvraSR-srrAB 突变株与阴性对

照 ΔicaC 相似，几乎不形成生物被膜(图 4A)。结

晶紫染色后进行定量(OD570)分析，ΔvraSR 生物

被膜形成量是 SE1457 野生株的 40%−60%，

ΔsrrAB 突变株为 SE1457 的 20%−30%，而

ΔvraSR-srrAB 突变株低于 SE1457 野生株的

10% (图 4B)。 

2.6  表皮葡萄球菌ΔvraSR-srrAB突变株改

变 icaA/icaR 基因的转录水平 
RT-qPCR 检测 SE1457 及其同源性突变株

中 icaA 和 icaR 基因的转录水平，结果表明与

SE1457相比，ΔvraSR和ΔsrrAB单一突变株中 icaA
转录水平分别下调 17%和 13%，而 ΔvraSR-srrAB
双突变株 icaA 转录水平下调 6%；另外，ΔvraSR
和 ΔsrrAB 突变株中 icaR 转录水平分别上调 9.1 倍

和 5.2 倍，而 ΔvraSR-srrAB 突变株 icaR 转录水

平上调 14.1 倍(图 5)。 
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图 4  敲除 vraSR-srrAB 对表皮葡萄球菌生物被

膜形成的影响   A：PBS 清洗后结晶紫染色观察. 
B：吸光度值(OD570)  
Figure 4  Effect of vraSR-srrAB deletion on the 
biofilm formation of Staphylococcus epidermidis. A: 
After washing with PBS, the results of crystal violet 
staining were observed. B: Optical density (OD570). 
 

3  讨论与结论 
基因敲除是研究基因功能最常用且可靠的

方法之一[20]。本文选用同源重组发生概率高、

突变株筛选效率高、筛选程序简单的质粒

pKOR1[21]，采用 Gateway 克隆技术构建同源重

组质粒并结合大肠杆菌 DC10B 修饰菌株高效

易获取的特点[22-23]，首次获得两组 TCS 同时缺

失的表皮葡萄球菌 ΔvraSR-srrAB 突变株。 

 
 
图 5  表皮葡萄球菌 ΔvraSR-srrAB 突变株 icaA/icaR
基因的转录水平情况   通过 RT-qPCR 检测 icaA
和 icaR 转录水平，以 gyrB 为内参，采用相对定量

(2‒ΔΔCt)检测目的基因的转录水平差异，重复 3 次，

以平均值±标准差表示 
Figure 5  Transcription levels of icaA/icaR gene in 
ΔvraSR-srrAB mutant. The transcription levels of 
icaA and icaR were detected by RT-qPCR using 
gyrB as the internal reference, relative quantification 
(2‒ΔΔCt) was used to detect the differences in 
transcription levels of target genes, data represented 
the mean±standard deviation from three 
independent experiments. 

 
通过菌株生长曲线测定发现，表皮葡萄球

菌 SE1457ΔvraSR-srrAB 突变株相较于其他菌

株生长明显滞后，尤其在高温 (40 ℃)和低温

(25 ℃)条件下更为明显。前期研究发现，SrrAB
通过调控呼吸代谢相关基因的转录而影响表皮

葡萄球菌的生长[11]，而 VraSR 与表皮葡萄球菌

的生长无直接关系，可能通过调控糖和氨基酸代

谢影响细胞壁的合成，进而增强表皮葡萄球菌的

耐药性和对环境压力的耐受性[9]。ΔvraSR-srrAB
突变株较 ΔvraSR 和 ΔsrrAB 单一突变株生长更

为迟缓，对温度压力(高温或低温)较为敏感。这

可能与 VraSR 与 SrrAB 的协同作用有关，两组

TCS 同时缺失导致表皮葡萄球菌应对压力应激

能力下降，改变的生物学表型相互叠加。此外，
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进一步选用 5 种不同作用机制的抗生素测定

ΔvraSR-srrAB 突变株对环境中抗生素压力的应

激能力，结果表明 ΔvraSR-srrAB 突变株对氨苄

青霉素和万古霉素的敏感性较 SE1457 野生株、

ΔvraSR 或 ΔsrrAB 单一突变株显著提高，而对

氯霉素、卡那霉素和环丙沙星的敏感性无显著

差异，提示 VraSR 和 SrrAB 可能在表皮葡萄球

菌应对靶向细胞壁的压力应激作用中发挥一定

的协同作用，具体机制有待进一步研究。 
细胞间多糖黏附素(polysaccharide intercellular 

adhesion, PIA)是表皮葡萄球菌生物被膜基质的

重要成分，在 PIA介导下生物被膜细胞聚集成熟，

形成细菌生长的巢穴[24]。PIA 的合成、转运和修

饰均依赖 ica 操作子的表达产物。icaADBC 的编

码产物 IcaADBC 在 PIA 的合成、转移及修饰中

发挥重要作用，而 IcaR 则抑制 ica 操作子的转

录，使 PIA 合成减少[25-26]。前期研究发现[9,11]，

TCS-VraSR 和 SrrAB 均通过 ica 途径调控表皮

葡萄球菌生物被膜的形成，单一敲除 vraSR 或

srrAB 基因均不能完全控制表皮葡萄球菌生物

被膜的形成。同时对 ΔvraSR 突变株和 ΔsrrAB
突变株分别做了 vraSR 和 srrAB 基因的回补，

明确了 TCS-VraSR 和 SrrAB 分别在表皮葡萄球

菌单基因敲除后对其生物被膜形成的作用[9,11]。

而同时敲除 vraSR 和 srrAB 对表皮葡萄球菌  
ica 操作子的影响强于单一敲除一组 TCS，

ΔvraSR-srrAB 突变株几乎不能形成生物被膜，

提示 TCS-VraSR 与 SrrAB 在调控表皮葡萄球菌

生物被膜形成中存在协同作用。为排除生长对

生物被膜形成的影响，我们延长生物被膜检测

的时间，在培养 48 h 后 SE1457 野生株、ΔvraSR
突变株、ΔsrrAB 突变株和 ΔvraSR-srrAB 突变株

上清中菌液浓度(OD600 值)相近，ΔvraSR-srrAB
突变株生物被膜形成量仍与 ΔicaC 突变株类

似，几乎不形成生物被膜，提示 VraSR 和 SrrAB

并非通过调控表皮葡萄球菌的生长而影响生物

被膜的形成。此外，TCS-VraSR 和 SrrAB 是否

还通过非 ica 途径协同调控表皮葡萄球菌生物

被膜的形成有待进一步研究。 
本文选取两组关键 TCS 来探索其在表皮葡

萄球菌生长及生物被膜形成中的作用，初步发

现针对两组具有协同作用的 TCS 是控制表皮葡

萄球菌生物被膜形成有效的措施，在控制生物

被膜形成的同时给予抗生素治疗可能效果更

佳，此结果对研发抗葡萄球菌生物被膜药靶具

有一定指导意义。 
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