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摘要：针对金黄色葡萄球菌ｓａｅ基因前后两段序列设计两对引物，ＰＣＲ扩增出ｓａｅ基因上下游同
源臂序列，克隆到穿梭载体ｐＢＴ２ 中；两段序列之间用来自质粒ｐ６４６的Ｅｍ抗性基因片段连接，
作为筛选标记，从而构建同源重组穿梭质粒ｐＢＴ２Δｓａｅ；将ｐＢＴ２Δｓａｅ电转化到金黄色葡萄球菌
菌株ＲＮ４２２０中，４０℃经过七轮培养，进行抗性培养基筛选和ＰＣＲ验证，以及ＲＴ－ＰＣＲ观察基
因表达水平。获得一株金黄色葡萄球菌ｓａｅ基因缺失突变株ＲＮΔｓａｅ，为进一步研究ｓａｅ基因的
调控机制等提供有用的实验材料。
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唐俊妮，等：采用同源重组技术构建金黄色葡萄球菌ｓａｅ基因缺失突变株

　　金黄色葡萄球菌是一个重要的病原菌，致病机
制复杂，引起感染的主要原因是其能够分泌几十种
不同的外毒素、酶和细胞表面蛋白，在感染的过程
中涉及到这一系列胞外蛋白和细胞壁结合蛋白等

毒力因子的协调表达［１］。这些调控位点的相互作
用决定着许多不相邻目标基因的表达，因此，调节
基因形成立体调控网络，可同时激活多种毒力基因
的表达。金黄色葡萄球菌的毒力就是由多种基因
和蛋白质相互反馈形成的立体网络系统共同作用

的结果。

ｓａｅ基因是金黄色葡萄球菌毒力因子的重要调
节子之一。ｓａｅ基因座是一个双组分调节系统，由
两个共转录基因：ｓａｅＲ（６８７ｂｐ）和ｓａｅＳ（１　０６２ｂｐ）
组成，其间被两个核苷酸分开［２］。双组分信号转导
系统ｓａｅＲＳ是金黄色葡萄球菌引起感染所必须的
调节元［３］。ｓａｅＲＳ调节涉及到粘附和入侵基因的表
达（如编码纤维结合蛋白和纤维蛋白素原结合蛋
白）以及 －溶血素、－溶血素、－溶血素等相关蛋白的
表达［４，５，６］。ｓａｅ基因与其它结构基因之间的关系尚
有待于进一步研究。因此，本研究利用温敏性穿梭
质粒ｐＢＴ２ 构建同源重组质粒ｐＢＴ２Δｓａｅ，通过电转
化进入金黄色葡萄球菌ＲＮ４２２０菌株，利用该质粒
对温度敏感的特点，含有重组质粒的金黄色葡萄球
菌ＲＮ４２２０在４０℃多次传代，最终筛选出了一株金
黄色葡萄球菌ｓａｅ缺失菌株，为进一步研究ｓａｅ基
因与毒力因子的相互作用和了解ｓａｅ基因调节机制
的精确知识打下基础。

１．１　材料

１．１．１　菌株和质粒 　大肠杆菌Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α由作

者所在实验室保存；金黄色葡萄球菌 Ｓ．ａｕｒｅｕｓ
ＲＮ４２２０（出发菌株，在含 Ｅｍ（２．５μｇ／ｍＬ）和 Ｃｍ
（１０μｇ／ｍＬ）抗性平板上不生长）由Ｄｒ．Ｋａｒｅｎ　Ｂａｔ－
ｔｉｓｔａ惠赠（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　Ｆｏｏｄ　Ｐｒｏ－
ｔｅｃｔｉｏｎ，Ｎｏｒｔｈ　Ａｍｅｒｉｃａ）；质 粒 ｐＢＴ２ （Ａｍｐｒ 和

Ｃｍｒ）由Ｂｒüｃｋｎｅｒ，Ｒ．惠赠（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｋａｉｓｅｒｓ－
ｌａｕｔｅｒｎ）；质粒ｐ６４６（Ｅｍｒ）由华中农业大学微生物

重点实验室赵昌明博士提供。

１．１．２　培养基　ＬＢ液体和固体培养基；ＢＭ 液体

和固体培养基。

１．１．３　主要试剂　ＤＮＡ 聚合酶、高保真ＤＮＡ聚
合酶、ＤＮＡ 回收试剂盒及限制性核酸内切酶
（ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ、ＰｓｔⅠ）购自大连宝生物（ＴａＫａ－
Ｒａ）公司，Ｔ４ＤＮＡ 连接酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，氨
苄青霉素（Ａｍｐ），氯霉素（Ｃｍ），红霉素（Ｅｒｍ）等购
自晶美生物公司。

１．１．４　引物　表１为作者所在实验室所用引物。
表１　用于扩增相关基因的引物

Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒ　ｐａｉｒｓ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ａｍｐｌｉｆｙ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｇｅｎｅｓ

引物名称 引物序列 （５′－３′）
大小
（ｂｐ）

ｓａｅＦ１ ５＇－ＣｇＴ　ＡＣｇ　ｇＡＡ　ＴＴＣ　ｇＴＡ
ＴＴＡ　ＣｇＴ　Ｔｇｇ　ＣＡＴ　ＴＴＡ　ｇＣ－３＇ １　２９３

ｓａｅＦ２ ５＇－ＣｇＣ　Ｔａｇ　ｇｇＡ　ＴＣＣ　ＡＣＴ　ＴＴＡ
Ｔｇｇ　ｇＴＡ　ＴＣＣ　ＴＴＣ　ＴＣ－３＇

ｓａｅＢ１ ５＇－ＣｇＴ　ＡＣｇ　ｇｇＡ　ＴＣＣ　ＣＴＣ　ＴｇＴ
ＴＣＴ　ＴＡＣ　ｇＡＣ　ＣＴＣ　ＴＡ－３＇ １　１８５

ｓａｅＢ２ ５＇－ＣｇＣ　Ｔａｇ　ＣＴｇ　ＣＡｇ　ＡｇＴ　Ｔｇｇ
ＴｇＣ　ＴｇＴ　ＴｇＣ　ＣＴＣ　Ｔｇ－３＇

ｓａｅＳ－ｉｎ－０１ ５＇－ＡＴＣ　ｇＡＡ　ＣｇＣ　ＣＡＣ　ＴＴｇ
ＡｇＣ ２３５

ｓａｅＳ－ｉｎ－０２ ５＇－ＣＣＴ　ＡＡＴ　ＣＣＡ　ｇＡＡ　ＣＣＡ
ＣＣＣ

１．２　同源重组载体ｐＢＴ２Δｓａｅ的构建
分别用引物ｓａｅＦ１、ｓａｅＦ２及ｓａｅＢ１、ｓａｅＢ２进行

ＰＣＲ扩增，获得ｓａｅ基因的上下游同源片段，再以

ＥｃｏＲＩ、ＢａｍＨＩ及ＢａｍＨＩ、ＰｓｔＩ分别双酶切ｓａｅ基
因上下游片段和ｐＢＴ２载体，回收后用Ｔ４ＤＮＡ 连
接酶进行连接、转化入大肠杆菌ＤＨ５α，用含 Ａｍｐｒ
的ＬＢ固体培养基筛选和鉴定。将测序正确的阳性
克隆分别命名为：ｐＢＴ２－ｓａｅＦ和ｐＢＴ２－ｓａｅＦ－ｓａｅＢ。
进一步用ＢａｍＨＩ酶切载体ｐ６４６，获得红霉素片段
（１　５００ｂｐ），经过与ｐＢＴ２－ｓａｅＦ－ｓａｅＢ连接和转化筛
选出阳性克隆，最 终 的 同 源 重 组 载 体 命 名 为

ｐＢＴ２Δｓａｅ。

１．３　Ｓ．ａｕｒｅｕｓ　ＲＮ４２２０Δｓａｅ的筛选
采用电转化方法将重组穿梭质粒ｐＢＴ２Δｓａｅ导

入金黄色葡萄球菌ＲＮ４２２０菌株中，通过温度和红
霉素抗性压力进行同源重组。具体操作如下：挑取
含重组质粒的金黄色葡萄球菌单菌落于ＢＭ（Ｃｍ
２０μｇ／ｍｌ）的液体培养基中，３７℃过夜培养。取１
ｍＬ菌液接种于新鲜的１００ｍＬ　ＢＭ（Ｅｍ　２．５μｇ／

ｍＬ）的液体培养基中，４０℃，振荡培养２４ｈ。共重
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ＴＡＮＧ　Ｊｕｎ－ｎｉ，ｅｔ　ａｌ：Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　Ｓａｅ－Ｄｅｌｅｔｅｄ　Ｍｕｔａｎｔ　ｏｆ　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ
ｂｙ　Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

复７次，每天按１∶１００接种于新鲜的１００ｍＬ　ＢＭ
（Ｅｍ　２．５μｇ／ｍＬ）的液体培养基中，４０℃培养２４ｈ
（２００ｒ／ｍｉｎ）。最后一轮，取１ｍＬ菌液加入１００ｍＬ
不含抗生素的ＢＭ液体培养基中，４０℃，揺菌２４ｈ。
取该瓶中的１００μＬ菌液以１０倍梯度稀释，稀释到

１０－７后，取适量的稀释菌液涂布于含Ｅｍ　２．５μｇ／ｍＬ
的ＬＢ平板上，３７℃，过夜培养。挑取单菌落分别
点到含有Ｅｍ　２．５μｇ／ｍｌ的ＢＭ 平板上和Ｃｍ　１０

μｇ／ｍＬ的ＢＭ平板上相应的位置上，过夜培养。其
中在Ｅｍ　２．５μｇ／ｍＬ的ＬＢ平板上生长，而在Ｃｍ
１０μｇ／ｍＬ的ＬＢ平板上不能生长为初步筛选的金
黄色葡萄球菌ｓａｅ缺失突变株［７］。最终ｅｒｍ片段重
组于Ｓ．ａｕｒｅｕｓ　ＲＮ４２２０基因组中替换ｓａｅ基因片
段，获得Ｓ．ａｕｒｅｕｓ的ｓａｅ基因缺失菌株，并将阳性
菌 株 命 名 为 Ｓ．ａｕｒｅｕｓ　ＲＮ４２２０Δｓａｅ （简 称

ＲＮΔｓａｅ）。

１．４　ＰＣＲ分析

以提取的金黄色葡萄球菌缺失突变株和亲本

株的基因组ＤＮＡ为模板，应用ｓａｅ基因内部引物

ｓａｅ－ｉｎ－０１和ｓａｅ－ｉｎ－０２进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应条

件为：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５２℃４０ｓ，７２℃３０

ｓ，３５个循环；７２℃５ｍｉｎ。取１０μＬ进行琼脂糖凝

胶电泳检测，以ＤＬ　２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ为对照，确

认反应产物。

１．５　ＲＴ－ＰＣＲ分析

以提取的金黄色葡萄球菌缺失突变株和对照

菌株的ＲＮＡ（经ＤＮａｓｅＩ消化）为模板，首先反转录

为ｃＤＮＡ，再以ｃＤＮＡ为模板，以引物ｓａｅ－ｉｎ－０１和

ｓａｅ－ｉｎ－０２进行ＲＴ－ＰＣＲ扩增。取１０μＬ进行琼脂

糖凝胶电泳检测，以 ＤＬ　２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ为对

照，确认反应产物。

２．１　ｓａｅ基因上下游同源片段的ＰＣＲ扩增
根据ＧｅｎＢａｎｋ金黄色葡萄球菌全基因组序列

中ｓａｅ上下游序列设计的引物ｓａｅＦ和ｓａｅＢ，使用

Ｔａｑ酶扩增ｓａｅ基因同源臂这两段序列，ＰＣＲ产物
经质量分数１％的琼脂糖凝胶电泳（图１），扩出条带
的分子量与预期吻合，分别为１　２９３ｂｐ （上游：

ｓａｅＦ）和１　１８５ｂｐ（下游：ｓａｅＢ）。

图１　ｓａｅ基因上下游同源臂的 ＰＣＲ 扩增 １：上游片段
（ｓａｅＦ：１　２９３ｂｐ）；２：下游片段（ｓａｅＢ：１　１８５ｂｐ）Ｍ：２００
ｂｐ　ＤＮＡ　ｌａｄｄｅｒ

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｕｐｓｔｒｅａｍ　ａｎｄ　ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ
ｆｒａｇｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ｓａｅ　ｇｅｎｅ　１，ｕｐｓｔｒｅａｍ　ｆｒａｇｍｅｎｔ（１　２９３
ｂｐ）；２，ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ　ｆｒａｇｍｅｎｔ（１　１８５ｂｐ）；Ｍ，２００
ｂｐ　ＤＮＡ　ｌａｄｄｅｒ

２．２　同源重组质粒ｐＢＴ２Δｓａｅ的构建及鉴定结果
将ＰＣＲ扩增的ｓａｅＦ（上游）克隆入ｐＢＴ２载体

中，经限制性内切酶（ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ）后得到１
２９３ｂｐ的ＤＮＡ片段和６．９７ｋｂ的质粒片段，证明
重组质粒为ｐＢＴ２－ｓａｅＦ；将ＰＣＲ扩增的ｓａｅＢ（下
游）克隆入ｐＢＴ２－ｓａｅＦ载体中，经限制性内切酶
（ＢａｍＨⅠ和Ｐｓｔ）双酶切和ＢａｍＨⅠ单酶切后，分
别得到１　１８５ｂｐ的ＤＮＡ片段和８　２６３ｂｐ的片段
（双酶切），单切得到９　４４８ｂｐ的片段，证明重组质
粒ｐＢＴ２－ｓａｅＦ－ｓａｅＢ构建正确；将ＢａｍＨ 酶切的红
霉素 片 段 插 入 到 ｐＢＴ２ －ｓａｅＦ－ｓａｅＢ 载 体 中，经

ＢａｍＨⅠ酶切后得到１　５００ｂｐ和９　４５９ｂｐ的片段
（图２），证明为阳性克隆，经过以上步骤获得同源重
组质粒并命名为ｐＢＴ２Δｓａｅ。

Ｍ：ＤＬ１５０００Ｍａｒｋｅｒ；１，２，３，４，５，６ａｎｄ　７－ｔｈｅ　ｓｅｌｅｃｔｅｄ　ｒｅｃｏｍｂｉ－

ｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄｓ－－ｐＢＴ２Δｓａｅ　ｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｂｙ　ＢａｍＨⅠ

图２　重组质粒ｐＢＴ２Δｓａｅ酶切鉴定
Ｆｉｇ．２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｐＢＴ２Δｓａｅ　ｂｙ

ＢａｍＨⅠｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
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２．３　金黄色葡萄球菌ｓａｅ缺失突变株的获得
含重组质粒的金黄色葡萄球菌 ＲＮ４２２０经过

４０℃，７次传代，重组质粒在此过程中逐渐丢失并
逐渐实现同源基因的替换。基因替换成功菌株的
质粒完全丢失，Ｅｍ 抗性基因替换ｓａｅ基因的全部
序列，因此能在含Ｅｍ（２．５μｇ／ｍＬ）平板上生长。
质粒本身所含的Ｃｍ 抗性基因却因质粒完全丢失
而使宿主菌对Ｃｍ敏感，在含Ｃｍ（１０μｇ／ｍＬ）平板
上不生长。通过挑选３５４个单菌落，最后得到了５
株对Ｃｍ敏感，对Ｅｍ具有抗性的菌株（３９、６６、９１、

９５和１１６号）。初步表明这５株菌株可能产生双交
换。５株菌在对应的Ｃｍ平板和Ｅｍ平板上划线，
进一步确认这５株菌确实对Ｃｍ 敏感，而对Ｅｍ具
有抗性（见图３）。

图３　重组菌落在Ｃｍ平板和Ｅｍ平板上划线生长情况
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｓｅｌｅｃｔｅｄ　ｓｅｖｅｎ　ｃｏｌｏｎｉｅｓ（Ｎｏ．３９，６６，９１，９５ａｎｄ

１１６）ｗｅｒｅ　Ｃｍ－ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ａｎｄ　Ｅｍ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

２．４　金黄色葡萄球菌ｓａｅ缺失突变株的ＰＣＲ鉴定
挑取在Ｅｍ的平板上生长在Ｃｍ平板上不生长

的５株菌落，接液体ＬＢ培养基，提取基因组，应用

ｓａｅ基因内部引物ｓａｅ－ｉｎ－０１和ｓａｅ－ｉｎ－０２扩增基因
组上ｓａｅ基因，ＰＣＲ产物经质量分数１％的琼脂糖
凝胶电泳，如图４，泳道６的第９５号菌株无ｓａｅ扩增
片段，初步证实该菌的ｓａｅ基因已缺失，命名为

ＲＮ４２２０　ｓａｅ。

Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１，阴性对照；２，阳性对照；３，３９；４，６６；５，９１；６，

９５；７，１１６。其中９５号未扩出ｓａｅＳ基因

图４　金黄色葡萄球菌ｓａｅ缺失突变株的ＰＣＲ鉴定
Ｆｉｇ．４　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓ．ａｕｒｅｕ　ｓａｅ　ｄｅｌｅｔｉｏｎ　ｍｕａｎｔ　ｂｙ　ＰＣＲ

２．５　金黄色葡萄球菌缺失突变株和对照菌株的

ｓａｅ基因ＲＴ－ＰＣＲ分析
以筛选到的９５号菌和 ＲＮ４２２０菌株提取的

ＲＮＡ为反转录模板，进行ＲＴ－ＰＣＲ，其结果如图５，

１号为对照菌株 ＲＮ４２２０的 ＲＴ－ＰＣＲ结果，２号为
筛选到的突变株（９５号）的ＲＴ－ＰＣＲ结果。２号未
扩增出ｓａｅ基因带，表明ｓａｅ基因没有在９５号菌株
中转录表达，从侧面反映了ｓａｅ基因的成功敲出。

Ｍ：相对分子质量标准；１：对照菌株；２：筛选到的突变株（９５号）

图５　突变株和对照菌株的ＲＴ－ＰＣＲ结果
Ｆｉｇ．５　ａｇａｒｏｓｅ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｓｈｏｗｉｎｇ　ｔｈｅ　ａｍｐｌｉｃｏｎｓ　ｏｂ－

ｔａｉｎｅｄ　ａｆｔｅｒ　ＲＴ－ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐａｒｅｎｔ
ｓｔｒａｉｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｍｕｔａｎｔ　ｓａｍｐｌｅｓ　ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ　ＲＮＡ　ｅｘ－
ｔｒａｃｔｉｏｎ

　　近几年来，金黄色葡萄球菌一直是医院感染和
食源性疾病的重要病原体之一［８］。对金黄色葡萄
球菌感染进行有效的治疗和控制，必须明确其毒力
因子、致病机理和调节机制。ｓａｅ基因是金黄色葡
萄球菌重要调节系统之一，对它的研究还处于起步
阶段。目前，人们已经逐渐认识到ｓａｅ在金黄色葡
萄球菌致病中的重要性，如ｓａｅ是ｈｌａ（编码α－毒素）
的转录所必须的［５，６］；ｓａｅ对Ｅａｐ和Ｅｍｐ（金黄色葡
萄球菌细胞表面配基，与吸附和侵入有关）表达有
影响［９］；以及ｓａｅ与其它基因相互作用共同调节毒
力基因的表达等。因此构建金黄色葡萄球菌ｓａｅ基
因缺失菌株具有必要性和重要性。
为了对金黄色葡萄球菌ｓａｅ基因进行敲出，本

研究在构建重组质粒时分别在金黄色葡萄球菌ｓａｅ
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ＴＡＮＧ　Ｊｕｎ－ｎｉ，ｅｔ　ａｌ：Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　Ｓａｅ－Ｄｅｌｅｔｅｄ　Ｍｕｔａｎｔ　ｏｆ　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ
ｂｙ　Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

的上下游设计两对引物，扩增与ｓａｅ上下游同源臂
序列，克隆到载体ｐＢＴ２中。两段序列之间用Ｅｍ抗
性基因片段连接，作为筛选标记，载体ｐＢＴ２ 自身含
有Ａｍｐ（ｂｌａ）和Ｃｍ（ｃａｔ）抗性基因，这两个抗性基
因在构建重组质粒过程中非常关键，Ａｍｐ能在Ｇ－

菌中较好表达，用于在ＤＨ－５中的克隆筛选；Ｃｍ抗
性基因可以用于Ｇ＋菌中筛选，成功建立金黄色葡
萄球菌的基因重组构建平台。
作者通过对缺失突变株采用内部引物扩增法

进行鉴定，采用 ＲＴ－ＰＣＲ进行基因表达水平的观

察，初步证明了突变株的构建成功。后续研究还需
进一步确认同源重组区引物或外部引物扩增产物

的长度变化和测序数据。
金黄色葡萄球菌ｓａｅ突变株的成功获得，为进

一步研究ｓａｅ基因与毒力相关蛋白，ｓａｅ基因与重要
的结构基因表达关系以及ｓａｅ基因的调控机制等方
面提供良好的实验工具。ｓａｅ基因和金黄色葡萄球
菌致病性之间的关系明确，也对指导金黄色葡萄球
菌的感染和药物的合理应用等都有重要的意义。
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