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摘　要：为了研究金黄色葡萄球菌一氧化氮合酶的功能和作用，克隆该基因的全长序列，在一氧化氮合酶基
因缺陷菌株的基础上，构建一氧化氮合酶过表达菌株，进行表型验证，研究 ＮＯ对细菌表型的影响。结果显
示：一氧化氮合酶缺失使细菌自溶速率加快，抗氧化杀伤能力减弱，生物被膜生成能力降低、缺失和过表达均

会影响细菌正常的生长周期和速率。外源性ＮＯ对野生菌株、敲除菌株和过表达菌株生物被膜有不同影响显
示，金黄色葡萄球菌一氧化氮合酶还参与了外源性ＮＯ对生物被膜的调控。一系列表型结果表明：金黄色葡
萄球菌内源性ＮＯ作用不仅仅阻断Ｆｅｎｔｏｎ反应、增强过氧化氢酶活性，还可以作为一种信号分子调控细菌基
因的转录和表达。
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　　金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）是皮
肤、软组织和血液感染的主要病原菌之一，导致

局部或全身性的多种感染［１］，其严重程度从皮肤

脓肿和伤口感染到深部组织脓肿，如肺炎、中毒

性休克综合征［２３］。

在哺乳动物中，一氧化氮（ＮＯ）参与许多生
物过程，从血压调节到机体对病原体免疫应

答［４］。细菌突破黏膜屏障入侵宿主细胞，宿主吞

噬细胞响应病原体感染而产生大量的 ＮＯ、活性
氧和氮物质。一方面，ＮＯ可以直接抑制病原菌
的有氧呼吸和能量代谢，并抑制细菌的 ＤＮＡ复
制［５］；另一方面，ＮＯ在与自由基中超氧离子反应
时，会生成强杀菌复合物过氧硝酸盐，进而起到

抗菌作用。然而，金黄色葡萄球菌一氧化氮合酶

（Ｓ．ａｕｒｅｕｓｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｓａＮＯＳ）基因缺失
实验表明 ｓａＮＯＳ为致病菌提供抗氧化杀伤的保
护功能。在感染的早期阶段，细菌内源性 ＮＯ保
护细菌来自宿主的杀伤，但宿主也产生ＮＯ，作为其

自身保护性氧化杀伤的组分［６］。

　　关于这种宿主病原体相互作用中 ＮＯ所起
的精确调控成为当下研究的热点。ＮＯ在参与宿
主和病原信号级联反应中间接影响病原菌的感

染，在杀伤和清除入侵的病原菌及在炎症反应方

面起着十分重要的作用［７］。然而，细菌内源性

ＮＯ和哺乳动物产生的 ＮＯ起着不同的功能和作
用，链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ）内源性 ＮＯ参与植
物毒素合成，亚硝化单胞菌（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ）ＮＯ在
调控细菌生长代谢中作为信号分子，金黄色葡萄

球菌ＮＯ抗生素敏感性实验表明细菌的 ＮＯＳ还
可能是抗生素良好的靶标［８９］。此外，外源性 ＮＯ
影响金黄色葡萄球菌生物被膜的合成，但是关于

ｓａＮＯＳ是否可以感应外源性ＮＯ并进行适应性调
控仍需要进一步的证据［１０］。

为了进一步探究 ｓａＮＯＳ的功能，本研究利用
质粒构建了ｎｏｓ过表达菌株，并比较野生型菌株、
ｎｏｓ缺失突变株和过表达菌株的表型差异。
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１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株、质粒和培养基

大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α购自天根
生化科技有限公司，金黄色葡萄球菌 ＲＮ４２２０是
限制性核酸内切酶缺陷菌株，可以接受并修饰外

来的质粒ＤＮＡ，购自北京派瑞金生物科技有限公
司。金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２９２１３标准菌株从中
国工业微生物菌种保藏管理中心订购，金黄色葡

萄球菌２９２１３ｎｏｓ缺失突变株（ｎｏｓｍｕｔａｎｔ，Δｎｏｓ）
为本实验室构建。单拷贝整合质粒ｐＬＩ５０购自武
汉淼灵生物科技有限公司。培养大肠杆菌和金

黄色葡萄球菌所用的 ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ培养基（ＬＢ）
和胰酪胨大豆肉汤培养基（ＴｒｙｐｔｉｃａｓｅＳｏｙＢｒｏｔｈ，
ＴＳＢ）为实验室自制，脑心浸液肉汤（ＢｒａｉｎＨｅａｒｔ
ＩｎｆｕｓｉｏｎＢｒｏｔｈ，ＢＨＩ）培养基购自青岛海博生物技
术有限公司。

１．１．２　试剂
蛋白酶 Ｋ购自德国 Ｍｅｒｋ公司，革兰氏阳性

菌质粒大量提取试剂盒购自北京索莱宝科技有

限公司，ＰＣＲＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ购自 ＱＩＡＧＥＮ。溶菌
酶、溶葡球菌酶、蔗糖、氨苄青霉素和氯霉素从生

工生物工程（上海）股份有限公司订购。ＢＰ
ｃｌｏｎａｓｅⅡ酶和 ＥｃｏＲⅠ，ＢａｍＨⅠ内切酶购自
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。过氧化氢酶购自
ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，ＲＮＡｐｒｅｐｐｕｒｅ细菌总ＲＮＡ提

取试剂盒，质粒小提中量试剂盒及普通琼脂糖凝

胶 ＤＮＡ回收试剂盒购自天根生化科技有限公
司。亚硝基铁氰化钠和结晶紫（Ｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔ）购
自上海兰拓生物科技有限公司。

１．２　过表达载体ｐＬＩ５０ｎｏｓ的构建
ｐＬＩ５０质粒是一个金黄色葡萄球菌单拷贝整

合载体，在大肠杆菌内具有氨苄抗性，在金黄色

葡萄球菌内具有氯霉素抗性。以金黄色葡萄球

菌ＡＴＣＣ２９２１３基因组 ＤＮＡ为模板，通过 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ６，设计２９２１３ｎｏｓ基因及上游启动子区域
的引物，命名为 ｐＬＩ５０ｎｏｓＦ和 ｐＬＩ５０ｎｏｓＲ（表
１），ＰＣＲ扩增ｎｏｓ及其启动子序列。ＰＣＲ反应条
件：９５℃ ３ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ，５２℃ １５ｓ，７２℃ １
ｍｉｎ５０ｓ，７２℃８ｍｉｎ，共３５个循环。ＰＣＲ产物纯
化后和ｐＬＩ５０质粒分别用 ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ双
酶切（３７℃，２ｈ），琼脂糖电泳后用凝胶回收试剂
盒割胶回收。使用 ＮＡＮＯＤＲＯＰ２０００分别测定
ＰＣＲ产物和ｐＬＩ５０质粒回收的浓度，以３∶１（ＰＣＲ
产物∶质粒）的摩尔浓度比在Ｔ４接酶作用下４℃
过夜［１１］。连接产物转化 Ｅ．ｃｏｉｌＤＨ５α，氨苄（１００
μｇ／ｍＬ）ＬＢ平板上挑取单菌落，扩增菌株并提取
质粒［１２］。从ｐＬＩ５０的ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ酶切位
点上下游设计引物ｐＬＩ５０ＺＹＦ和ｐＬＩ５０ＺＹＲ，通
过ＰＣＲ验证插入片段大小，测序验证序列。ＰＣＲ
反应条件：９５℃ ３ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ，５２℃ １５ｓ，７２
℃ ２ｍｉｎ１５ｓ，７２℃ ８ｍｉｎ，４℃ 保持，共３５个循
环。

表１　实验中所用的ＰＣＲ引物
Ｔａｂ．１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ
酶切位点

Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅ
长度

Ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ
用途

Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｐＬＩ５０ｎｏｓＦ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＴＧＡＣＧＡＡＴＴＣＴＡＣＴＡＧＣＣＴ ＢａｍＨⅠ １７０４ ｎｏｓ基因和启动子序列扩增 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｐＬＩ５０ｎｏｓＲ ＧＣＣＧＧＡＡＴＴＣＴＴＡＡＴＧＡＴＧＧＡＡＡＧＧＧＣＡＣＴＧＧ ＥｃｏＲⅠ ｏｆｎｏｓｇｅｎｅａｎｄｉｔｓｐｒｏｍｏｔｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｐＬＩ５０ＺＹＦ ＧＧＴＴＣＴＴＣＴＣＡＡＣＧＣＡＣＡＡＴＡＡ ２２６６ 插入片段验证 Ｖｅｒｉｆｙｔｈｅ
ｐＬＩ５０ＺＹＲ ＧＡＡＴＡＡＧＧＧＣＧＡＣＡＣＧＧＡ ｓｉｚｅｏｆｔｈｅｉｎｓｅｒｔｏｎｔｈｅｐｌａｓｍｉｄ
ＲＴｎｏｓＦ ＡＧＣＡＣＣＧＣＣＡＴＴＡＴＣＴＣＣＡＡＣＡＴＴ １２４ ｎｏｓ基因表达水平 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅ
ＲＴｎｏｓＲ ＡＴＧＡＴＧＧＡＡＡＧＧＧＣＡＣＴＧＧＴＴＡＧＣ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｎｏｓｇｅｎｅ

１．３　过表达质粒的电转化
野生型的金黄色葡萄球菌不能接受来自革

兰氏阴性菌的质粒，敲除载体需先导入金黄色葡

萄球菌ＲＮ４２２０中进行修饰。金黄色葡萄球菌的
感受态的制备参考文献［１３］中的步骤，１０μＬ的
１００～３００ｎｇ／μＬ的质粒加入１６０μＬ的金黄色葡

萄球菌ＲＮ４２２０感受态细胞中，轻弹混匀，加入预
冷的电击杯中，冰上孵育１５ｍｉｎ。参照文献［１４］
中的电击参数，用电转仪电击感受态细菌，参数

为：电压２．５ｋＶ，电阻２００Ｏｈｍｓ，电容２５μＦ。电
击后，立即加入１ｍＬＢＨＩ培养基到电击杯中，充
分混合之后吸出移入到 ＥＰ管中，３０℃震荡培养

２１４
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２ｈ（１２０～１５０ｒ／ｍｉｎ），吸取１００μＬ涂在１０μｇ／
ｍＬ氯霉素的ＴＳＡ板上，３０℃培养箱静置培养２ｄ
（３０℃细菌基因组可以稳定遗传不容易发生变
异）。用１０μｇ／ｍＬ氯霉素（ｃｈｌ１０）将细胞铺在
ＴＳＡ上［１５］，在３０℃培养箱中孵育平板。３０℃在
３ｍＬＴＳＢ（ｃｈｌ１０）中培养转化的ＲＮ４２２０，溶葡萄
球菌酶３７℃处理１ｈ溶解细胞壁，提取质粒，并
在琼脂糖凝胶上检查质粒。确认质粒完好，将经

ＲＮ４２２０修饰的质粒电穿孔到目标菌株 Δｎｏｓ中，
操作步骤同上。在３０℃培养转化的目标菌株，
提取纯化质粒，然后在琼脂糖凝胶上检查质粒。

１．４　金黄色葡萄球菌ｎｏｓ基因过表达菌株鉴定
１．４．１　ＰＣＲ鉴定

为了筛选 ｎｏｓ过表达菌株，分别以６个待筛
选的菌株的质粒 ＤＮＡ为模板，采用 ｐＬＩ５０ＺＹＦ
和ｐＬＩ５０ＺＹＲ为引物进行 ＰＣＲ扩增，筛选出的
ｎｏｓ过表达菌株命名为ΔｎｏｓｐＬＩ５０ｎｏｓ。
１．４．２　荧光定量检测ｎｏｓ转录水平

反转录样品适当稀释为模板，每个样品３个
平行，采用默认的 ＰＣＲ程序，进行定量 ＰＣＲ检
测，分析ｎｏｓ基因的相对表达量（以野生型菌株
ＷＴ转录水平为 １，测定 Δｎｏｓ和 ΔｎｏｓｐＬＩ５０ｎｏｓ
的转录水平）。内参基因选择１６ＳｒＤＮＡ，计算并
取平均 Ｃｔ值，以 ＡＴＣＣ２９２１３中的 ｎｏｓ基因扩增
的Ｃｔ值为基准值［１０］，计算 ΔｎｏｓｐＬＩ５０ｎｏｓ中 ｎｏｓ
的相对表达量。

１．５　内源性ＮＯ对生长速率的影响
将保种的菌液在新制的 ＴＳＡ板上划线。３７

℃培养箱培养１２～１６ｈ，分别挑取ＷＴ和Δｎｏｓ各
３个单菌落，接种到 ＴＳＢ液体培养基中，３７℃摇
床中震荡培养（２００～３００ｒ／ｍｉｎ）。将过夜生长的
菌液转接到含有５０ｍＬＴＳＢ的２５０ｍＬ锥形瓶，初
始ＯＤ值均为０．０５，ＷＴ和 Δｎｏｓ菌株各接种３瓶
（３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ）［１６］。测定每小时各瓶菌液
ＯＤ６００值，并结合活菌平板菌落计数法测定培养中
细菌浓度［１７］，直至稳定期吸光度不再变化。采用

ＧｒａｐｈＰａｄ．Ｐｒｉｓｍ．ｖ５．０软件，以培养时间ｔ为横坐
标，各实验组３个平行的活菌数的对数的均值为
纵坐标绘制 ＷＴ和 Δｎｏｓ，ｎｏｓｐＬＩ５０ｎｏｓ的生长曲
线。根据文献中对比生长速率 μ（每小时单位质
量的菌体所增加的菌体量）的描述［１８］，以培养时

间ｔ为横坐标，ｌｎ２除以菌体倍增时间的均值为纵
坐标，绘制比生长速率曲线。两组曲线的数据均

使用Ｔ检验测定显著性差异。
１．６　ＴｒｉｔｏｎＸ１００诱导的自溶分析

使 ＷＴ和 Δｎｏｓ在 ＴＳＢ中于 ３７℃振荡至
ＯＤ６００为１．２至 １．３

［１９２０］，然后将细菌培养物以

１∶１００进行传代稀释。新鲜 ＴＳＢ含有 １ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，并在３７℃下孵育至ＯＤ６００为０．６～０．８。通
过５０００ｍｏｌ／Ｌ离心５ｍｉｎ收获细菌细胞，用预冷
的无菌去离子洗细胞，重复操作两次［２１］。并重悬

于相同体积的缓冲液中含有５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ
（ｐＨ７．５）和０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００。然后将细菌细胞
在３０℃下振荡温育，并测量 ＯＤ６００的变化。结果
在零时刻（ＯＤ０）标准化为ＯＤ６００，即每个阶段裂解
的百分比＝［（ＯＤ０－ＯＤｔ）／ＯＤ０］×１００

［２０］，过３０
ｍｉｎ测量１次ＯＤ６００的值，所有实验组设置３个平
行。

１．７　过氧化氢杀灭试验
在Ｈ２Ｏ２处理之前，将 ＷＴ和 Δｎｏｓ菌株在阳

离子调节的 ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ肉汤（ＣＡＭＨＢ）中培
养过夜（３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ）。并在新鲜的 ＣＡＭＨＢ
中以２％稀释进行传代培养［９］。使菌株生长至对

数中期（ＯＤ６００≈０．６），通过离心沉淀，在 ＰＢＳ中
重悬两次，并在ＣＡＭＨＢ中稀释至预定浓度，密度
接近２×１０７ｃｆｕ／ｍＬ。将２５μＬ（约５×１０５ｃｆｕ）的
菌液加入以 ２００μＬ等体积的 ＣＡＭＨＢ和含 ３０
ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２的ＣＡＭＨＢ。在３７℃，低速（１２０ｒ／
ｍｉｎ）孵育２０ｍｉｎ，４０ｍｉｎ。样品将其在 ＰＢＳ中稀
释并涂布在ＴＳＢ琼脂板上进行计数，稀释液中含
有２５００Ｕ／ｍＬ过氧化氢酶以进行猝灭残留的
Ｈ２Ｏ２，孵育平板过夜，通过计数计算培养物 ｃｆｕ／
ｍＬ菌落并乘以稀释因子［２２］。所有条件为一式３
份取样，显示的值为平均值±标准差（ＳＤ）。统计
分析在（ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２２）中使用 Ｓｔｕｄｅｎｔｔ
检验进行。ＮＯ抑制剂 ＬＮＮＡ对 Ｈ２Ｏ２杀伤的影
响：Ｈ２Ｏ２处理前准备步骤 Ｈ２Ｏ２杀灭实验相同。
２５μＬ菌液分别加入等体积的 ＣＡＭＨＢ，含 １０
ｍｍｏｌ／ＬＬＮＮＡ 的 ＣＡＭＨＢ，１０ｍＭ Ｈ２Ｏ２ 的
ＣＡＭＨＢ，１０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２和 ＬＮＮＡ的 ＣＡＭＨＢ
中。涂板、计数及分析方法同上所述。

１．８　结晶紫染色法检测静态生物被膜
取ＴＳＢ平板上单克隆接入ＴＳＢ中，摇床中３７

℃过夜培养（２００ｒ／ｍｉｎ）［２３］。用 ＴＳＢ稀释菌液
（１％体积），测定 ＯＤ５９０的数值。用 ＴＳＢ稀释菌
液，使ＯＤ５９０到０．０１。９６微孔板中每孔加入１００
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μＬ稀释菌液，避免液体残留在臂边缘，用湿布沿
孔板边缘包裹，３７℃培养２４ｈ。用１５０μＬＰＢＳ
无菌溶液处理３次（用２５％甲醛固定１０ｍｉｎ，吸
出液体自然风干），２００μＬ１％结晶紫染色 １０
ｍｉｎ［２４］。吸出结晶紫染液后，用无菌生理盐水缓
慢冲洗残余的染料，至溶液无色，吸出残液，超净

台下吹干。干燥彻底后，每个样孔加入 １００μＬ
３３％冰醋酸液体，２０ｍｉｎ以溶解结晶紫［２５］；５９０
ｎｍ测定吸光度，用酶标仪测量样品孔中液体的
ＯＤ数值；每种菌株设４个平行组。
１．８．１　外源性 ＮＯ对金黄色葡萄球菌生物被膜
形成的影响

为了研究ＮＯ对金黄色葡萄球菌生物被膜的
影响，培养基中加入不同浓度的ＮＯ供体ＳＮＰ，检
测外源ＮＯ其对被膜生成的作用。按照之前所述
的生物被膜检测方法，在稀释后的菌液中加入１
ｍｏｌ／Ｌ的 ＳＮＰ浓溶液至终浓度为 ２５０μｍｏｌ／Ｌ、
５００μｍｏｌ／Ｌ，检测生物被膜的变化。

１．８．２　内源性 ＮＯ对金黄色葡萄球菌生物被膜
形成的影响

按照所述的方法，检测 ＷＴ、Δｎｏｓ和 Δｎｏｓ
ｐＬＩ５０ｎｏｓ静置培养后生物被膜的变化，统计分析
方法同上。

２　结果与分析

２．１　过表达菌株的鉴定
以过表达质粒为模板，通过位于质粒酶切位

点ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ两端的引物进行 ＰＣＲ，成功
插入 ｎｏｓ基因起启动子区域的质粒 ＰＣＲ片段大
小为２２６６ｂｐ（１７０４ｂｐ加质粒上的５６２ｂｐ）。６
株待筛选菌株有两株成功转入了过表达质粒，如

图１ａ所示。荧光定量结果如图 １ｂ所示，Δｎｏｓ
ｐＬＩ５０ｎｏｓ中ｎｏｓ基因成功表达，表达量接近野生
菌株ＷＴ的１８倍，证明在Δｎｏｓ菌株过表达成功，
可以作为过表达菌株用于进一步检测内源性 ＮＯ
对金黄色葡萄球菌的作用。

（ａ）ｎｏｓ基因ＰＣＲ检测，１～５泳道为ΔｎｏｓｐＬＩ５０ｎｏｓ菌株，６泳道是以ＷＴ基因组ＤＮＡ为模板的阳性对照；（ｂ）荧光定量测定３种菌

株ｎｏｓ的表达量

（ａ）ｎｏｓｇｅｎｅＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ｌａｎｅｓ１ｔｏ５ｗｅｒｅΔｎｏｓｐＬＩ５０ｎｏｓｓｔｒａｉｎ，ａｎｄｌａｎｅ６ｗａｓａｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｕｓｉｎｇＷＴｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡａｓａ

ｔｅｍｐｌａｔｅ；（ｂ）Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｎｏｓｇｅｎｅｏｆｔｈｒｅｅｓｔｒａｉｎｓ

图１　ｎｏｓ过表达菌株ΔｎｏｓｐＬＩ５０ｎｏｓ的ＰＣＲ和ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测
Ｆｉｇ．１　ＰＣＲａｎｄＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｎｏｓｉｎｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｔｒａｉｎΔｎｏｓｐＬＩ５０ｎｏｓ

２．２　内源性ＮＯ对生长速率的影响
由图２可知，同等的接种量，ＷＴ与 Δｎｏｓ菌

株相比，ＷＴ在１～３ｈ细菌浓度均高于Δｎｏｓ菌株
（Ｐ＜０．０５），在 ３ｈ时浓度差值达到最大（Ｐ＜
０．００１）。ＷＴ与过表达菌株相比 ΔｎｏｓｐＬＩ５０ｎｏｓ，
仅在３ｈ时 ＷＴ菌株明显高于过表达菌株（Ｐ＜
０．００１）。３种菌株都在培养６ｈ左右细菌浓度接

近最大值，进入稳定期。

为了进一步了解 ３株细菌各时间段生长速
率的差异，排除接种量的细微差异对实验结果造

成的干扰，本实验检测野生菌 ＷＴ、ｎｏｓ缺失菌
Δｎｏｓ和过表达菌株ΔｎｏｓｐＬＩ５０ｎｏｓ的比生长速率
（图３）。结果显示，ＷＴ在１ｈ时比生长速率接近
最大值，１～３ｈ维持在０．９５左右，随后比生长速
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率开始下降，６ｈ比生长速率接近０。Δｎｏｓ菌株
在０～３ｈ比生长速率均低于 ＷＴ，３～４ｈ比生长
速率再次提高并在４ｈ时达到最大值，接近 ＷＴ
的最大比生长速率，随后开始降低。过表达菌株

０～２ｈ比生长速率持续增加，并在２ｈ是达到最
大值（明显高于ＷＴ），２～３ｈ比生长速率急剧下
降，３ｈ的比生长速率比２ｈ下降了３．８３倍，３～４
ｈ比生长速率回升，之后持续降低。

总而言之，内源性 ＮＯ缺失和过表达均导致
金黄色葡萄球菌在迟缓期和对数期比生长速率

（倍增时间）剧烈地上下波动，过表达造成的影响

更大。

图２　ＷＴ，Δｎｏｓ，ΔｎｏｓｐＬＩ５０ｎｏｓ生长曲线
Ｆｉｇ．２　ＷＴ，Δｎｏｓ，ΔｎｏｓｐＬＩ５０ｎｏｓｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅ

图３　ＷＴ，Δｎｏｓ，ΔｎｏｓｐＬＩ５０ｎｏｓ比生长速率
Ｆｉｇ．３　ＷＴ，Δｎｏｓ，ΔｎｏｓｐＬＩ５０ｎｏｓｓｐｅｃｉｆｉｃｇｒｏｗｔｈｒａｔｅ

２．３　内源性ＮＯ对自溶的影响
如图４所示，Δｎｏｓ菌株自溶率在各个时间段

均高于野生菌株 ＷＴ。ＷＴ在８ｈ左右时自溶速
率基本不再发生变化，Δｎｏｓ比 ＷＴ要推迟 １ｈ。
从图４，图５可以看出，０～６０ｍｉｎ自溶率差值在
３％以内，９０～１５０ｍｉｎ差值一直维持在 １１％左
右，１８０～２７０ｍｉｎ，随着Δｎｏｓ自溶率接近最大值，

而ＷＴ自溶率趋于稳定，自溶率差值趋于减小，最
终的自溶率差值为４．１４３％。

图４　ＴｒｉｔｏｎＸ１００诱导条件下的野生菌株（ＷＴ）
和ｎｏｓ缺失菌株（Δｎｏｓ）的自溶率

Ｆｉｇ．４　Ａｕｔｏｌｙｓｉｓｏｆｗｉｌｄａｎｄｎｏｓｄｅｆｉｃｉｅｎｔｓｔｒａｉｎｓ
ｕｎｄｅｒＴｒｉｔｏｎＸ１００ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

自溶率差值为ｎｏｓ缺失菌株减野生型，数值为３个平行组的菌

株±标准差，ｔ检验表明ｎｏｓ缺失菌株和野生菌株自溶率的显

著性差异，．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１；．Ｐ＜０．００１

Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆａｕｔｏｌｙｓｉｓｒａｔｅｗａｓｎｏｓｍｉｓｓｉｎｇｓｔｒａｉｎｍｉｎｕｓｗｉｌｄ

ｔｙｐｅ，ａｎｄｔｈｅｖａｌｕｅｗａｓｔｈｅｓｔｒａｉｎｏｆｔｈｒｅｅｐａｒａｌｌｅｌｇｒｏｕｐｓ±

ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ．ＴｈｅＴｔｅｓｔｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎ

ａｕｔｏｌｙｓｉｓｒａｔｅｏｆｎｏｓｄｅｌｅｔｅｄｓｔｒａｉｎａｎｄｗｉｌｄｓｔｒａｉｎ，．Ｐ＜０．０５；

．Ｐ＜０．０１；．Ｐ＜０．００１

图５　时间段ｎｏｓ缺失菌株和野生菌株自溶率的差值
Ｆｉｇ．５　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎａｕｔｏｌｙｓｉｓｒａｔｅｂｅｔｗｅｅｎｎｏｓ
ｄｅｌｅｔｅｄｓｔｒａｉｎｓａｎｄｗｉｌｄｓｔｒａｉｎｓｉｎｅａｃｈｔｉｍｅｐｅｒｉｏｄ

２．４　ＮＯＳ对细菌抗氧化杀伤的影响
如图６所示，与野生菌株 ＷＴ相比较，Ｈ２Ｏ２

处理２０ｍｉｎ后Δｎｏｓ存活率为ＷＴ的２４．９８％，处
理４０ｍｉｎ后存活率为 ＷＴ的９．１１％。，过表达菌
株ΔｎｏｓｐＬＩ５０ｎｏｓ两个时间段的存活率与 ＷＴ接
近。随着Ｈ２Ｏ２杀伤时间的持续，ｓａＮＯＳ介导的
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ＮＯ保护作用越发的明显。

将对数期细菌暴露于３０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２，并通过连续稀释平板

每２０ｍｉｎ监测存活。误差线代表３次重复的平均值 ±标准

差，Ｔ检验表明显著性差异

Ｌｏｇｐｈａｓｅｂａｃｔｅｒｉａｗｅｒｅｅｘｐｏｓｅｄｔｏ３０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２，ａｎｄ

ｓｕｒｖｉｖａｌｗａｓｍｏｎｉｔｏｒｅｄｅｖｅｒｙ２０ｍｉｎｂｙｓｅｒｉａｌｄｉｌｕｔｉｏｎｐｌａｔｉｎｇ．

Ｅｒｒｏｒｂａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｍｅａｎ±ＳＤｄｅｖｉａｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ，

ａｎｄｔｈｅＴｔｅｓｔｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

图６　不同ＮＯＳ表达水平细菌的
氧化应激的存活率

Ｆｉｇ．６　Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ＮＯＳｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｕｎｄｅｒｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ

２．５　ＬＮＮＡ对过氧化氢杀伤影响
从图７可以看出单独用二氧化氮合酶抑制

剂ＬＮＮＡ处理金黄色葡萄球菌时，无论是野生型
ＷＴ或是 Δｎｏｓ均未表现出细胞毒性，但和 Ｈ２Ｏ２
一起处理时，可以显著增强 Ｈ２Ｏ２的氧化杀伤作
用。ＬＮＮＡ增强 Ｈ２Ｏ２杀伤金黄色葡萄球菌在
ＷＴ和Δｎｏｓ中都存在显著效果。
２．６　ＮＯ对生物被膜的影响
２．６．１　内源性ＮＯ对生物被膜的影响

如图８所示，Δｎｏｓ和野生菌株 ＷＴ所相比，
生物被膜生成能力减弱。用质粒对ｎｏｓ基因进行
过表达之后，被膜形成能力得到回复，说明内源

性ＮＯ对金黄色球菌生物被膜有加强作用。与内
源性ＮＯ影响生长速率不同，ｎｏｓ过表达并不会影
响生物被膜的形成，而且过表达菌株的成膜能力

还有轻微的提升。

用１０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２，１０ｍｍｏｌ／ＬＬＮＮＡ，１０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２＋Ｌ

ＮＮＡ处理２０ｍｉｎ计算存活率。误差线代表３次重复的平均

值±标准差，Ｔ检验表明显著性差异

Ｓｕｒｖｉｖａｌｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ１０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２，１０

ｍＭＬＮＮＡ，１０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２＋ＬＮＮＡｆｏｒ２０ｍｉｎ．Ｅｒｒｏｒｂａｒｓ

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｍｅａｎ±ＳＤｄｅｖｉａｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ，ａｎｄｔｈｅＴ

ｔｅｓｔｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

图７　ＮＯＳ抑制剂ＬＮＮＡ和Ｈ２Ｏ２对

不同ＮＯＳ表达水平的细菌存活率的影响
Ｆｉｇ．７　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＮＯＳｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓＬＮＮＡａｎｄＨ２Ｏ２

ｏｎｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔＮＯＳｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ

图８　ＷＴ、Δｎｏｓ、ΔｎｏｓｐＬＩ５０ｎｏｓ
菌株生物被膜形成能力比较

Ｆｉｇ．８　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＷＴ，ΔｎｏｓａｎｄΔｎｏｓ
ｒｅｐｌｅｎｉｓｈｍｅｎｔｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ

２．６．２　外源性ＮＯ对生物被膜的影响
目前大多数关于细胞 ＮＯＳ功能的报道都集

中在ＮＯ的直接生物学作用上，如氧化应激介导
的Ｆｅｎｔｏｎ反应上。为了验证 ｓａＮＯＳ是否影响外
源ＮＯ介导的作用，向培养基中添加 ＳＮＰ，检测
ｎｏｓ缺失是否影响外源性 ＮＯ对生物被膜的增进
效果。
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３期 吴从文，等：金黄色葡萄球菌一氧化氮合酶生理功能分析

　　如图９所示，对野生菌株 ＷＴ，在２５０～５００
μｍｏｌ／ＬＳＮＰ添加范围内，生物被膜的量随着ＳＮＰ
的提高而增加，表现出明显的 ＮＯ抗性（ＮＯ对细
菌也是有细胞毒性的）。对于 Δｎｏｓ和过表达菌
株，添加２５０μｍｏｌ／Ｌ的 ＳＮＰ后生物被膜有明显
增加，生物被膜的量明显高于野生菌株。但是当

ＳＮＰ浓度升高到５００μｍｏｌ／Ｌ时，生物被膜的量又
明显下降，其中Δｎｏｓ成膜能力降到低于ＷＴ的水
平。Δｎｏｓ过表达菌株可能是因为 ｎｏｓ基因在质
粒上表达，内源性表达相对稳定，和ＷＴ基因组上
ｎｏｓ的调控方式不同。

图９　不同浓度ＳＮＰ对３种菌株生物被膜的影响
Ｆｉｇ．９　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆＳＮＰｏｎｂｉｏｆｉｌｍｏｆｔｈｒｅｅｓｔｒａｉｎｓ

３　讨论

金黄色葡萄球菌属于为数不多的拥有和

ｉＮＯＳ同源物的革兰氏阳性菌［２６］。此外，金黄色

葡萄球菌通过对毒力的转录适应从而对亚硝化

应激，即外源 ＮＯ具有相对抗性［２７２８］。目前的研

究对内源ＮＯ一氧化氮的调控作用了解得很少，
ｓａＮＯＳ的功能和作用也仅限于ＮＯ的直接生物学
作用［８］，即充当细菌应激反应保护剂。本研究结

果表明金黄色葡萄球菌２９２１３内源性ＮＯ缺失和
过表达并没有直接影响指数期的金黄色葡萄球

菌的总体生长速率，但是细菌的比生长速率剧烈

的上下波动，表明正常的生长周期被打乱，内源

性ＮＯ不仅参与了细菌的生长周期的调控，还可
以影响细菌从一个生长阶段向下一个阶段的转

变［２９］，推测金黄色葡萄球菌ＮＯＳ（ｓａＮＯＳ）和哺乳
动物ＮＯＳ（ｍＮＯＳ）一样是个严格调控表达的蛋
白。自溶率实验结果表明内源性ＮＯ对金黄色葡
萄球菌自溶的主要作用是抑制。ＷＴ和 Δｎｏｓ出
现的自溶率差值短暂的降低，可能是非 ＮＯ依赖

性的自溶素基因调控系统短暂抑制了细菌的自

溶。

先前已有实验室证明内源性 ＮＯ保护 ＭＲＳＡ
减少Ｈ２Ｏ２引起的损伤，同样我们证明内源ＮＯ对
甲氧西林敏感型菌株同样起保护作用。在本文

中，ｎｏｓ缺失的菌株对氧化应激的应激的敏感性
明显增加，通过质粒过表达 ｎｏｓ基因菌株存活率
恢复到ＷＴ，但是ｎｏｓ过表达并不能提高细菌的抗
氧化杀伤能力。

越来越多的研究表明内源性ＮＯ可以为病原
菌提供抗氧化应激的保护机制，细菌 ｂＮＯＳ也就
成为了潜在药物靶标之一。本实验中，使用 Ｌ
ＮＮＡ作为 ｓａＮＯＳ抑制剂，结果表明 ＬＮＮＡ和
Ｈ２Ｏ２的协同杀菌作用并不完全依赖抑制 ＮＯＳ的
活性，推测ＬＮＮＡ作为ＬＡｒｇ类似物可能还可以
抑制其它和抗氧化杀伤相关的酶，如过氧化氢酶

或者ＳＯＤ。从另一个方面也表明ＮＯ并不是过氧
化氢酶和ＳＯＤ唯一的激活途径。ｎｏｓ的缺失和过
表达对细菌生物被膜的影响并不大，这与 ｓａＮＯＳ
的催化能力较 ｍＮＯＳ比较低的有关［３０］。有意思

的是，ｎｏｓ的缺失和过表达还显著影响外源性 ＮＯ
对生物被膜的作用，这些结果表明金黄色葡萄球

菌可以共同选择宿主来源的 ＮＯ来补充 ｂＮＯＳ衍
生的ＮＯ在与活化的吞噬细胞相遇时减轻活性氧
应激带来的损伤［３１］，更重要的是外源性 ＮＯ对生
物被膜的作用受到ｓａＮＯＳ的调控，说明金黄色葡
萄球菌通过感应外界环境的ＮＯ增加生物被膜的
生成，从而逃避宿主的免疫攻击［３２］，这对金黄色

葡萄球菌是否能在宿主体类存活有重要作用。

ｎｏｓ的缺失和过表达对金黄色葡萄球菌生长周期
调控、自溶速率、抗应激反应和生物被膜生成能

力造成一系列影响，引起的表型变化类似于真核

生物中ＮＯ调控引起的级联反应，表明金黄色葡
萄球菌可以通过产生内源性 ＮＯ和感应外源 ＮＯ
调整自身生长代谢，提高抗应激反应杀伤的能

力，说明ＮＯ不仅作为金黄色葡萄球菌的一种保
护剂，更是一种重要的信号分子。
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