
    

ArlR 反应调节蛋白在表皮葡萄球菌不同生长期表达
的检测
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摘 要: 表皮葡萄球菌( Staphylococcus epidermidis, SE) 是寄居在人体和黏膜表面的条件致病菌, 因可在医疗植

入材料表面形成生物膜( biofilm) 而具有致病性。细菌双组分信号转导系统可调控生物膜形成,但其调控机制

在 SE中研究甚少。本课题对 arlRS双组分信号转导系统的反应蛋白 ArlR 在细菌不同生长期的表达情况进

行初步研究。首先构建ArlR 原核表达质粒, 用纯化重组 ArlR 免疫小鼠, 获得多克隆抗-ArlR 抗体,免疫 Dot方

法检测结果显示小鼠抗-ArlR 血清效价 >1∶100 000。进一步采用蛋白免疫印迹法检测 ArlR 在 SE1457 野生株

不同生长期中的表达水平,结果显示, ArlR 在2 h表达量较低,到 4 h达高峰, 6 ～10 h表达量较 4 h降低。利

用反转录实时荧光定量聚合酶链反应检测 arlR基因在不同生长期的转录水平, 结果显示相应时间点 ArlR 蛋

白表达水平与 arlR基因转录水平一致。本研究结果为后期研究双组分信号转导系统 arlRS对 SE生物膜形成

的影响奠定基础。
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Abstract: Staphylococcus epidermidis ( S. epidermidis) is an opportunistic pathogen that colonizes on the surface of
human skin and in mucous membranes. It can form biofilms by adhering to indwelling medical devices, often causing
biofilm-associated infection. Two-component signal transduction systems ( TCSs) play an important role in modulating
biofilm formation in bacteria. However, regulation mechanisms of TCSs in S. epidermidis are still poorly understood. In
this study, the expression of response regulator ArlR of arlRS TCS in S. epidermidis growth phases was
investigated. The prokaryotic expression plasmid pET28a-arlR was constructed, and ArlR protein was expressed and
purified. The purified ArlR was used to immunize mice for inducing anti-ArlR antibodies. The titers of anti-ArlR in the
immune sera were over 1: 100 000, as determined by immune dot blot technique. ArlR expression in the different
growth phases in bacteria was detected by Western blot analysis. Results showed that the expression level of ArlR was
lowest at 2-hour culture and highest at 4-hour culture, and declined at 6-hour and 10-hour cultures. Western blot
analysis results were confirmed by the transcriptional levels of arlR determined by real-time reverse transcriptase-
polymerase chain reaction ( RT-PCR) analysis. It would help to get additional insight into arlRS TCS regulation
functions in the formation of biofilms in S. epidermidis.
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  表皮葡萄球菌( Staphylococcus epidermidis, SE)
是寄居在人体和黏膜表面的正常菌群, 一般不致

病
[ 1]

。但 它 可 通 过 产 生 多 糖 胞 间 黏 附

( polysaccharide intercellular adhesion, PIA) 因子
[ 2 ] ,

黏附于医学材料表面( 如人工晶体、假肢等
[ 3 , 4]

) , 相
互粘连产生生物膜, 该结构能够抵御宿主的免疫应
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答,增强对抗生素的耐药性, 产生多重耐药, 导致所

引发的感染难以治愈
[ 5 -7 ]

。双组分信号转导系统在

细菌生长及生物膜的形成过程中发挥重要的调节作

用。该系统由组氨酸激酶和反应调节因子组成, 两

者共同作用以传递信号, 使原核生物对外界信号变

化作出有效反应
[ 8]

。目前研究表明, 当金黄色葡萄

球菌 arlS基因或 arlRS基因被敲除后, 细菌生物膜

形成能力增强,胞外蛋白酶水解能力下降, 多种毒力

因子的表达水平发生改变
[ 9 ]

, 但其在 SE 生物学活

性中的调控功能尚不清楚。在 SE 基因组中双组分

信号转导系统 arlRS由 arlS ( 1 371 bp, 编码组氨酸

激酶) 和 arlR ( 660 bp, 编码反应蛋白) 2 个基因所

构成, 两者转录方向一致, 共用 1 个启动子, 且基因

序列存在部分重叠, 重叠部分包括编码 ArlR 的终止

密码子。因此若敲除 arlS基因, 将同时敲除编码反

应调节蛋白 ArlR 的终止密码子。本课题组构建的

SE1457株的 arlS基因删除突变株,生物膜形成能力

显著下降,同时 ArlR 表达也受到影响, 表明双组分

信号转导系统 arlRS 在 SE生物膜形成中发挥重要

作用
[ 10]

。为进一步研究 arlRS在 SE 生长过程中的

表达情况,本实验自 SE ATCC 35984 菌株克隆和构

建 ArlR 重组表达质粒并纯化 ArlR 蛋白,免疫小鼠,

获得抗-ArlR 免疫血清, 检测 1457 野生株在生长期

不同时间点 ArlR 的表达水平,同时检测在对应时间

点 arlR mRNA 的转录水平, 从而在蛋白和转录水平

研究 ArlR 的表达,为进一步研究 arlRS双组分信号

转导系统在 SE 生长过程中的调控功能研究奠定基

础。

1 材料和方法

1.1 材料

1. 1. 1 实验菌株和质粒 临床菌株 SE1457 由高谦

教授惠赠。SE生物膜形成的阳性菌株 ATCC 35984
购于美国国家标准菌种保藏中心, 表达载体 pET28a

( +) 购自 Novagen公司。

1. 1. 2 主要试剂 胰蛋白胨大豆酵母浸膏肉汤

( tryptone soya broth, TSB) 购于英国 Oxiod 公司, 牛
血清白蛋白购于天根生化科技有限公司, G250 购于

碧云天生物研究所, 质粒小提试剂盒购于上海申能

博彩生物技术有限公司, RNeasy-mini RNA 抽提试

剂盒购于 Qiagen公司, 羊抗鼠 IgG-HRP购于上海华

美生物制品有限公司, Ni-NTA agarose 购于 Qiagen公

司,限制性内切酶 NcoⅠ和 XhoⅠ购于 TaKaRa公司。

1.2 方法

1. 2. 1 ArlR 原核表达载体的构建 用细菌基因组

DNA 提取试剂盒提取 SE1457 菌株基因组, 根据美

国国立 生物技术信息 中心 ( National Center for
Biotechnology Information, NCBI) 上公布的 SE ATCC

35984 菌 株 的 基 因 组 ( GenBank 收 录 号:
CP000029)

[ 11 ]
arlR基因的序列,设计引物 arlR-s:5′-

CATG CCATGG GC TGA GGT GCA AAT ATG ACA

A-3′和 arlR-as:5′-CCG CTCGAG TCG AATCAC ATA
CCC TAC G-3′。以 SE1457 基因组 DNA 作为模板,

进行聚合酶链反应( polymerase chain reaction, PCR)
扩增,条件为: 94 ℃预变性 5 min, 94 ℃变性 30 s,

50 ℃复性30 s, 72 ℃延伸1 min, 25 个循环, 72 ℃延

伸7 min。经 NcoⅠ和 XhoⅠ双酶切后连入表达载体

pET-28a( +) ,转入大肠埃希菌 BL21( DE3) 。

1. 2. 2 重组 ArlR 的表达和纯化 将含有 pET28a-
arlR的 BL21( DE3) 菌液分 2 组, 以1∶200 接种至

250 ml 含 50 μg/ml 卡那霉素的 LB培养基中, 37 ℃

220 次/min振荡培养 5 h 后, OD60 0达 2. 0, 加入 8%

异 丙 基-β-D-硫 代 半 乳 糖 苷 ( isopropyl β-D-1-
thiogalactopyranoside, IPTG) 至终浓度为 0. 4 mmol/

L, 25 ℃诱导过夜。然后将大肠埃希菌 4 ℃ 8 000 g
离心 5 min, 弃上清液, 沉淀用 PBS 洗涤, 4 ℃

8 000 g离心 5 min, 10 mmol/L 咪唑悬浮沉淀, 超声

裂解细菌( 超声 5 s,间歇 10 s, 功率 200 ～300 W, 共
40 个循环) , 4 ℃ 13 000 g 离心 15 min。取上清液,

加入已平衡好的 Ni-NTA 树脂蛋白纯化柱中, 待上

清液流尽后,分别加入 10 mmol/L 咪唑、30 mmol/L

咪唑洗脱,最后加入 200 mmol /L 咪唑洗脱蛋白, 收
集 His-ArlR 融合蛋白, 并取 20 μl 进行电泳检测。

1. 2. 3 重组 ArlR 免疫小鼠及多克隆抗-ArlR 抗体

的效价检测 取纯化的重组 ArlR 5 μg 和 25 μg, 分
别用生理盐水稀释到80 μl, 与 2 mg/ml 氢氧化铝凝

胶按体积 1∶1比例混合。取 6 只小鼠分 2 组, 分别

用5 μg 和 25 μg 重组 ArlR 免疫。腹腔免疫( 总体

积160 μl/只) , 每隔 3周等量抗原加强免疫 1 次, 共
加强2 次, 最后 1 次免疫后 10 d 自小鼠眼底取血

100 μl,分离抗血清并利用免疫 Dot 方法检测抗-
ArlR 抗体效价。将纯化的 ArlR 1 μg 点在硝酸纤维

素膜上, 将小鼠血清按1∶100、1∶1 000、1∶10 000、
1∶100 000稀释后加入杂交袋中, 与膜室温反应 2 h,

PBS-吐温 20( PBST) 洗涤。将 HRP 标记的羊抗鼠

IgG按 1∶200 稀释, 室温下于杂交袋中与膜反应

1 h。PBST洗膜。将膜放入底物显色液中, 避光显色

约10 min, 用 ddd H2 O终止反应。
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1. 2. 4 SE 菌体蛋白的提取  将过夜培养的

SE1457 株按 1∶100 接种到 100 ml TSB 液体培养基

中,37 ℃ 摇床培养。根据 SE生长曲线
[ 10 ]

, 分别取

细菌对数生长早期( 2 h) 、中期( 4 h) 、晚期( 6 h) 和

平台期( 10 h) 的细菌菌液, 8 000 g离心 5 min, 弃上

清液。用去离子水重悬沉淀,8 000 g 离心 5 min, 弃

上清液,重复 1 次。最后用 2 ml PBS 重悬, 并加入

100 ml 1 mg/ml 溶葡萄球菌酶, 37 ℃水浴30 min, 超

声破碎 1 h。13 000 g 离心 10 min, 取上清液, - 20
℃ 冻存。

1. 2. 5 SE ArlR 表达的检测  将所提蛋白进行

12% SDS-PAGE 凝胶电泳, 然后以 1 mA/cm2
恒流

90 min, 转 移 到 聚 偏 二 氟 乙 烯 ( polyvinylidene
fluoride, PVDF) 膜上。用 5% 脱脂奶粉封闭 2 h, 加

入鼠抗-ArlR ( 1∶1 000) 稀释, 室温孵育 2 h, PBST 洗

涤3 次; 羊抗鼠 IgG-HRP ( 1∶5 000) 稀释, 室温孵育

1 h, PBST洗涤 3 次, 放射性自显影观察结果。

1. 2. 6 SE arlR mRNA 转录水平的检测 分别收集

SE1457 菌株对数生长早期( 2 h) 、中期( 4 h) 、晚期

( 6 h) 和平台期 ( 10 h) 的细菌 2 ml, 加入半量的

0. 1 mm Ziconia-silica bead ( BioSpec Products Inc. ) ,
同时加入 RNA 抽提试剂盒( RNeasy-mini kit) 中溶

菌缓冲 液 RLT buffer, 混匀, 将试管放 入 Mini-
Beadbeater ( BioSpec Products Inc. ) , 高速振摇破裂

细菌细胞壁,4 800 次/min, 40 s/次, 冰浴40 s。重复

3 次, 然后按照 RNA 抽提试剂盒的说明书对 RNA

进行抽提和纯化。将 DNaseⅠ处理过的 RNA 用反

转录酶 M-MLV DNA 聚合酶反转录成 cDNA, PCR 扩

增。条件为: 94 ℃预变性5 min, 94 ℃变性 30 s, 47
℃复性 30 s, 72 ℃延伸 1 min,25 个循环,72 ℃延伸

7 min。检测 arlRS在上述 4 个时间点的转录水平。

2 结果

2.1 SE ArlR 原核表达质粒的构建和重组蛋白的

鉴定

根据 NCBI上公布的 SE ATCC 35984 菌株 arlR

的基因序列,设计引物并进行 PCR扩增, 经 NcoⅠ和

XhoⅠ双酶切后连入表达载体 pET28a( +) , 转入大

肠埃希菌 BL21( DE3) 。构建 ArlR 的原核表达质

粒,25 ℃ 0. 4 mmol /L IPTG 诱导 4 h,获得重组 His-

ArlR 融合蛋白( r-ArlR) 。电泳检测, 其相对分子质

量为27 ×103( 图 1) 。

2.2 免疫血清抗-ArlR效价的检测

用重组 ArlR 免疫小鼠,利用免疫 Dot方法检测

抗-ArlR 抗体效价。结果显示, 免疫小鼠血清中抗-
rArlR 的效价达 1∶10 000, 而生理盐水对照组的小

鼠血清( 1∶100) 不能与重组 ArlR 特异性结合。

The arlR gene was cloned into the expression vector pET28a( + ) to form

pET-arlR, induced by 0. 4 mmol /L IPTG for 4 h at 25 ℃ , and purified by

Ni-NTA agarose affinity chromatography.

图1 重组 ArlR 的纯化

Fig 1.  Purificationof recombinant ArlR by Ni-NTA

agarose affinity chromatography

2.3 不同生长时点 SE ArlR表达的检测

为观察 SE ArlR 在生长不同时点的蛋白表达水

平,分别提取 SE1457 菌株对数生长早期( 2 h) 、中期

( 4 h) 、晚期 ( 6 h) 的菌体蛋白, 蛋白浓度分别为

2. 10 μg /μl、5. 30 μg/μl、10. 00 μg/μl。取早、中、

晚各期菌体蛋白样品 63 μg 进行蛋白免疫印迹

( Western blot) 检测。以 0. 2 μg 纯化重组 ArlR 为阳

性对照,曝光时间1 min。结果显示, ArlR蛋白在2 h

开始表达, 4 h 达到高峰, 6 h 后降低至平台期( 图
2A) 。由于1 min曝光时间较短, 细菌对数生长早期

( 2 h) 表达的 ArlR 蛋白条带的信号较弱,不易观察。

Expression of ArlR in different growth phases of SE1457 was abstracted

and then detected by Western blot. Purified recombinant ArlR ( 0. 2 μg)

was used as positive control( + ) .

图 2 ArlR 在 SE1457株生长不同时相的表达水平

Fig 2.  Detectionof ArlR expression

in different growth phases of SE1457 by Westernblot

  进一步利用反转录实时荧光 PCR 方法验证 SE
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ArlR 蛋白在细菌对数生长早期、中期、晚期和平台

期表达水平的差异。分别提取 SE1457 菌株对数生

长早期( 2 h) 、中期( 4 h) 、晚期( 6 h) 和平台期( 10
h) 的总 RNA,并反转录成 cDNA。以管家基因 gyrB

作为内参, 用实时荧光定量 PCR 检测 arlR 在上述

4 个时间点的转录水平。结果显示, arlR在2 h转录

较弱, 4 h转录达最高峰, 6 h开始降低, 直至平台期

保持稳定( 图 3) 。

The cDNA templates were used for detection of gene transcription at

different phases. ‘ + ’ represents the PCR products amplified from

SE1457 genome ( positive control) . The housekeeping gene gyrB was

used as an internal reference.

图 3 arlR在 SE1457株生长不同时相的转录水平

Fig 3.  Transcription level of arlR indifferent growth

phases of SE1457 byRT-PCR

3 讨论

SE是寄居在人体皮肤和黏膜表面的条件致病

菌,一般不致病。由于 SE 可以在许多医疗材料表

面形成生物膜,抵抗抗生素的治疗, 成为近几年来医

源性感染的主要致病菌之一。因此, 研究 SE 生物

膜的形成机制及影响因素成为解决上述问题的关

键。

目前有研究表明, 双组分信号转导系统在细菌

生长、生物膜形成过程中起重要作用, 它最初是由

Ninfa和 Magasanik 在研究对基因表达进行调控的大

肠埃希菌 NR 系统时发现的
[ 8]

。反应调节蛋白与组

氨酸激酶蛋白是双组分信号转导系统的核心组成部

分。外界信号通过与组氨酸激酶蛋白结合, 激活

ATP 释放能量,发生自身磷酸化。然后, 反应调节蛋

白与磷酸化的组氨酸激酶蛋白结合, 发生自身磷酸

化,传递信号
[ 10 ]

。

在金黄色葡萄球菌中, 双组分信号转导系统

( arl, agr, sae 等) 参与调控细菌自溶, 细胞生长、分

裂,生物膜形成以及致病性等多种重要的生物学功

能。Toledo-Arana 等发现金黄色葡萄球菌 arlRS 基

因删除株的生物膜形成能力增强
[ 9]
。Ji 等

[ 12]
和

Liang等
[ 13 ]

采用基因芯片技术, 分析金黄色葡萄球

菌中 arlR基因缺失后的表达谱, 发现 ArlRS可直接

或间接调控至少114 个基因的表达,其中 agrA和 rot
的表达水平明显下降,提示 ArlRS可上调 agrA和 rot

的表达。ArlRS可负调控 agr 系统及相关基因的转

录,从而降低毒力因子( 毒素、溶血素、凝固酶、丝氨

酸蛋白酶尤其是蛋白 A) 的产生。Rot具有调节 agr
系统的功能,可能是通过对 RNA Ⅲ等基因的调控发

挥作用,但具体机制尚不清楚。葡萄球菌中 RNA Ⅲ

分子是 agr基因座毒力基因调控的效应分子。RNA

Ⅲ除编码溶血素外,还可与其他因子相互作用, 正调

控许多胞外蛋白基因的转录, 负调控多种表面蛋白

的表达。同时 RNA Ⅲ可增加几种分泌型毒力因子

包括中毒性休克毒素-1( toxic shock syndrome toxin

1, TSST-1) 和其他溶血素等基因的转录
[ 14 , 15]

。因

此,金黄色葡萄球菌 arlR基因删除突变株中细菌毒

素、蛋白酶以及毒力因子表达的下调可能是 ArlR 直

接作用的结果, 也可能是通过间接调节 Rot、Agr 完

成
[ 13]

。在 SE中,李敏等
[ 1 6]

研究发现细菌 agr 基因

的敲除可导致细菌突变株黏附能力、生物膜形成能

力明显增强, 提示 agr基因可以下调 SE生物膜的形

成,是生物膜形成的抑制因子, 推测 agr基因敲除后

导致 atlE和 clpP 的表达下调,从而影响细菌生物膜

的形成。然而, 该过程是否也与 arlRS 双组分信号

转导系统的调控有关尚不清楚。尽管目前对于金黄

色葡萄球菌 ArlRS功能的研究已经较为深入, 但 SE

中 ArlRS相应功能的研究未见相关报道。本课题组

为了研究 arlRS双组分信号转导系统在 SE 中的作

用,在前期研究中构建了 SE1457 临床菌株的 arlS
基因删除突变株,发现细菌生物膜形成能力显著下

降,而 arlS基因删除株的生长曲线与野生株无明显

差异,提示 arlRS双组分信号转导系统在 SE生物膜

的形成中发挥重要作用。我们的实验结果显示,
arlRS在 SE 中的调控功能不同于其在金黄色葡萄

球菌中的作用。为了进一步研究 arlRS在 SE 生长

过程中的表达情况, 本研究首先构建 ArlR 的原核表

达质粒,并以纯化 ArlR 作为抗原免疫小鼠, 获得相

应的多克隆抗体; 然后采用蛋白免疫印迹法检测

SE1457 野生株在生长期不同时间点 ArlR 的表达水

平。结果显示, 在细菌生长期不同时间点, ArlR 表

达水平有明显的差异: ArlR 在对数生长早期( 2 h)
表达较低,在对数生长中期( 4 h) 表达达到高峰, 在

对数生长晚期( 6 h) 至平台期( 10 h) 表达量较对数

生长中期有所降低。ArlR 蛋白表达高峰出现的时
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间与 arlR 转录水平达高峰的时间相一致, 提示

arlRS双组分信号转导系统可能参与调节 SE 生物

膜形成的第二阶段,即细胞间黏附的过程。SE通过

产生 PIA, 黏附于医学材料表面, 而 ica 操纵子的编

码产物在 PIA 的合成中起关键作用
[ 17 ]

。在后续研

究中, SE基因芯片检测结果显示, SE arlS基因删除

突变株中 ica操纵子等基因表达下调( 未发表) , 提
示 ica操纵子可能是 arlRS双组分信号转导系统的

下游效应基因之一。在金黄色葡萄球菌中, ArlRS
可作为全面调控因子, 直接或间接调控多基因的表

达,而在 SE 中 arlRS双组分信号转导系统对这些因

子的表达是否也具有调控作用有待深入研究。此

外,我们利用抗-ArlR 抗体证明,在 SE arlS基因删除

突变株中 ArlR 表达也受到影响。推测可能由于 SE

中 arlS基因与 arlR基因序列存在部分重叠, 在敲除

arlS基因的同时, 也删除了 arlR 基因的部分序列

( 包括编码 ArlR 的终止密码子) , 导致 ArlR 无法表

达。本研究结果将为后期进一步研究 arlRS双组分

信号转导系统对 SE 生物膜形成的影响奠定基础。

同时, 为今后进一步研究 SE 临床菌株及其引发的

顽固性感染的治疗提供理论基础及方法。
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