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龋病是常见的口腔疾病，变异链球菌（S. mutans）作
为最主要的致龋菌之一，在龋病的发生发展中起着重要

的作用。S. mutans可通过酵解食物中的多种碳水化合

物产生有机酸，使菌斑pH下降，导致牙面硬组织脱矿与

再矿化的失衡，形成龋齿。同时S. mutans是产酸耐酸

菌，其能在亚致死性酸环境中生长，并通过引起自身基

因表达的变化提高在致死酸性环境中的生存能力，即

酸耐受反应（ATR），从而较其他不耐酸菌更具有生存

优势［1］。

SMU.2055蛋白被认为是假想的乙酰基转移酶，通

过同源性序列比对属于GNAT家族，这类酶的主要作用

是将乙酰辅酶A（AcCoA）上的乙酰基转移给底物上的

氨基，选择性乙酰化4~5个氨基之一。而乙酰化修饰与

细菌的形态、生长代谢、应激反应等方面有着密切的关

系［2-3］。第一个确定的GNAT家族蛋白是细菌的乙酰基

转移酶［4］。GNAT家族是蛋白乙酰基转移酶中极为重要

的一个家族，该家族的乙酰基转移酶参与了细胞生长调

控、基因转录激活和DNA损伤修复［5］。因此，我们推测

SMU.2055蛋白与变异链球菌的生长、应激等有关。本
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摘要：目的 构建变异链球菌（Streptococcus mutans, S. mutans）SMU.2055基因缺陷菌株，确定SMU.2055基因对S.mutans形态及

与致龋性相关的生物学特性的影响。方法 利用同源重组的方法，构建SMU.2055基因缺陷菌株。在扫描电子显微镜及透射电

子显微镜下观察野生菌株及基因缺陷菌株的形态结构。连续监测野生菌株及基因缺陷菌株的菌液A600值及pH值，比较其生长

能力及产酸能力。对两种菌株进行酸适应后，分别进行酸冲击，评价其耐酸能力。结果 经过聚合酶链反应及测序鉴定，变异链

球菌SMU.2055基因缺陷菌株构建成功。扫描电子显微镜结果显示，与野生菌株相比，基因缺陷菌株菌体形态发生改变，菌体

间不规则物质较少。透射电子显微镜下观察，基因缺陷菌株细胞膜较模糊，细胞膜完整性被破坏。基因缺陷菌株的生长能力及

耐酸能力较野生菌株均有所下降，而基因缺陷菌株与野生菌株间的产酸能力未见明显差异。结论 SMU.2055基因与变异链球

菌的形态、生长及耐酸能力密切相关，而对其产酸能力不造成明显影响。
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Abstract: Objective To construct a SMU.2055-dificient mutant strain of Streptococcus mutans (S. mutans) and evaluate its
cariogenic capacity in comparison with wild-type S. mutans. Methods The SMU.2055-dificient mutant strain of S. mutans was
constructed using homologous recombination technique and observed with scanning electron microscopy (SEM) and
transmission electron microscopy (TEM). The absorbance at 600 nm and pH values of the wild-type and mutant strains were
monitored to evaluate their growth and acid production. After acid adaption, the two strains were challenged with acid shock
and their survival rates were determined. Results PCR and sequence analyses verified the successful construction of the
SMU.2055-dificient mutant strain. Observation with SEM revealed obvious changes in the morphology of the mutant strain,
which showed reduced irregular substances between the individual bacteria as compared with the wild-type strain. TEM
revealed major alterations in the cellular architecture of the mutant strain with blurry cell membrane and disruption of the
membrane integrity. The growth capacity of the mutant strain decreased in both normal and acidic conditions but its acid
production capacity remained unaffected. Conclusion SMU.2055 gene is associated with morphology maintenance, growth
capacity and acid resistance of S. mutans but is not related to the acid production capacity of the bacterium.
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课题组前期已通过结构生物学方法对SMU.2055蛋白

进行研究，培养蛋白晶体并成功解析其三维晶体结构，

晶体衍射率为2.3 Å，属于C2221 空间群，晶胞参数为a=

92.0 Å，b=95.0 Å，c=192.2 Å［6］。对该蛋白进行结构分

析，确定底物的结合位点，筛选出一部分与靶标蛋白具

有较好结合活性的小分子抑制剂，旨在通过小分子抑制

剂改变S. mutans的生物表型和生物学行为，进而改变

其致龋性，达到防龋的效果［7］。目前，国内外对

SMU.2055基因的功能尚缺乏研究。因此，本研究拟构

建SMU.2055基因缺陷菌株，观察其形态、生长能力、产

酸能力及耐酸能力的变化，探讨SMU.2055基因在S.
mutans的形态及与致龋性相关的生物学特性中发挥的

功能作用。

1 材料和方法

1.1 菌株及培养条件

本实验所用菌株S.mutans UA159（北京大学口腔

医学院中心实验室）采用脑心浸液（BHI）培养基（青岛

海博生物技术有限公司）培养。基因缺陷菌株采用含

1 mg/mL壮观霉素（spectinomycin, spe）（Sigma公司，

美国）选择性BHI培养基培养。S. mutans的培养条件为

37 ℃、静置厌氧培养（10% CO2、10% H2、80% N2）。大

肠杆菌（E.coli）DH5α［天根生化科技（北京）有限公司］

采用Luria-Bertani（LB）培养基（青岛海博生物技术有限

公司）培养，选择性LB培养基采用含0.1 mg/mLspe抗

性培养基。E. coli的培养条件为37 ℃、200 r/min振荡

需氧培养。

1.2 SMU.2055基因缺陷菌株的构建

根据 NCBI 提供的 S.mutans UA159 全基因组序

列，利用Primer Premier 5.0软件设计SMU.2055基因上

下游引物，具体见表1。

表1 SMU.2055基因缺陷菌株构建所用引物序列
Tab.1 Sequences of primers of constructing SMU.2055-deficient mutant

Primers

SMU.2055-UP

SMU.2055-DOWN

Nucleotide sequence (5'- 3')

F: CGGGATCCTTGCTCACCTCGCCCTTGT

R: CCCAAGCTTCCTTCCTACGCTCTTTCTC

F: CATGCCATGGATTAGGTTTTGATTTAGAAGC

R: GGAATTCCATATGAGCAAGACCAAACCACCT

Uses

Amplify the upstream fragment of SMU.2055

Amplify the downstream fragment of SMU.2055

The underlined sequences indicate restriction enzyme cutting site.

采用PCR扩增SMU.2055基因上下游片段，并对

该片段进行双酶切。经纯化后，在T4连接酶作用下，分

别将SMU.2055基因上下游片段与pFW5质粒（第四军

医大学口腔医学院余擎教授惠赠）进行连接，并使用

E.coli DH5α感受态细胞进行转化。采用选择性LB培

养基过夜培养，筛选阳性克隆，并提取阳性克隆的质粒

进行测序鉴定。使用1 μg/mL的感受态刺激肽对野生

型 S. mutans UA159 进行刺激，并将构建成功的

SMU.2055基因缺陷质粒与其混合进行转化。采用选

择性BHI培养基过夜培养，筛选阳性克隆，并提取阳性

克隆的DNA进行PCR及测序鉴定［8］。

1.3 SMU.2055基因缺陷菌株生长能力检测

将野生型S. mutans UA159及SMU.2055基因缺陷

菌株复苏后，调节菌液A600≈0.8，按1∶100比例分别加入

BHI液体培养基中，并在SMU.2055基因缺陷菌株菌液

中加入终浓度为 1 mg/mL的spe，37 ℃厌氧培养16 h，每

隔 1 h测量菌液A600值，重复3次，绘制S. mutans UA159

及SMU.2055基因缺陷菌株的生长曲线［7］。

1.4 SMU.2055基因缺陷菌株的形态结构观察

1.4.1 扫描电镜观察 将野生型 S. mutans UA159 及

SMU.2055基因缺陷菌株复苏后，调节菌液A600≈0.8，在

6孔板中放入2 cm×2 cm大小的盖玻片，每孔加入菌液

40 μL及BHI液体培养基4 mL。SMU.2055基因缺陷

菌株菌液中另外加入终浓度为 1 mg/mL 的 spe。在

37 ℃厌氧环境中培养16 h后，小心弃去菌液，取出盖玻

片，2%戊二醛固定1 h，乙醇梯度脱水30 min，干燥，喷

金，扫描电子显微镜下观察细菌形态。

1.4.2 透射电镜观察 将野生型 S. mutans UA159 及

SMU.2055基因缺陷菌株复苏后，调节菌液A600≈0.8，按

1∶100加入液体培养基中，37 ℃厌氧培养至对数生长

期，3000 r/min离心，去上清液后加入0.3%戊二醛预固

定15~30 mim，10 000 r/min离心15 min，采用2%戊二

醛固定，1%四氧化锇再固定，丙酮梯度脱水，包埋，切

片，醋酸铀及枸橼酸铅双重染色，透射电子显微镜观察。

1.5 SMU.2055基因缺陷菌株产酸能力检测

将野生型S. mutans UA159及SMU.2055基因缺陷
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菌株复苏后，使用无菌PBS溶液洗涤菌体 3 次，重悬，调

节菌液A600≈0.8，按1∶100加入BHI液体培养基中，37 ℃
厌氧培养16 h。测量培养前菌液的pH值，并从第 4 h

起，每隔 2 h测量 1 次菌液pH值，计算每个测量时间点

菌液与培养前菌液的△pH值，实验重复 3 次。使用

SPSS 20.0软件进行两独立样本t检验，检验水平α=0.05。

1.6 SMU.2055基因缺陷菌株耐酸能力检测

将野生型S. mutans UA159及SMU.2055基因缺陷

菌株置于BHI 液体培养基中（pH7.0），培养至A600≈0.2。

将菌液于4000 r/min、4 ℃下离心10 min，弃上清液。加

入等体积的BHI液体培养基（pH5.0）预酸化处理，培养

2 h，调整至A600≈0.3。离心，弃上清液，漂洗，置于甘氨酸

缓冲液（1 mol/L，pH2.8）（上海生工生物工程有限公司）

中酸化 0、15、30、45 min 后进行梯度稀释，并涂板。培

养24 h后进行菌落计数，计算生存率。实验重复 3 次。

使用SPSS 20.0软件进行两独立样本 t检验，检验水准

α=0.05。

2 结果

2.1 SMU.2055基因缺陷菌株的鉴定

SMU.2055基因缺陷菌株 PCR鉴定结果见图 1。

如图1所示，SMU.2055基因缺陷菌株的PCR扩增片段

大小与以SMU.2055重组质粒为模板所扩增的片段大

小一致，且与预计相符。对片段进行测序，并将结果在

NCBI 上进行 BLAST 比对，结果显示 99%相符。

SMU.2055基因缺陷菌株构建成功。

2.2 SMU.2055基因缺陷菌株生长能力

SMU.2055基因缺陷菌株在BHI培养基中，与野生

菌株相比，该基因缺陷菌株的生长受到明显的影响。如

图 2 所示，野生菌株在约第4 h进入对数生长期，约第 8 h

达到平台期，而缺陷菌株的迟缓期明显延长，在约第 7 h

开始进入对数生长期，约第 13 h达到平台期。

2.3 SMU.2055基因缺陷菌株的形态结构观察

两种菌株经过16 h培养后，在SEM下随机选取一

个视野，观察其表面形态结果，如图 3 所示，SMU.2055

基因缺陷株形态及菌体间物质出现明显的改变。野生

型S. mutans UA159细菌形态规则，包膜光滑完整，呈球

杆状，菌体间存在不规则物质。而SMU.2055基因缺陷

菌株菌体较野生型的长，部分细菌呈团块状分布，菌体

间不规则物质较少。

将制备好的切片在TEM下观察，随机选取一个视

野，结果如图 4 所示，野生型S. mutans UA159形态正

常，细胞膜结构完整，分裂状态下细菌两级对称，分裂后

细菌形态一致。SMU.2055基因缺陷菌株细胞膜较模

糊，完整性被破坏。

2.4 SMU.2055基因缺陷菌株产酸能力

如图 5 所示，两种菌株的菌液pH值均下降，但野生

株ΔpH值更大，即产酸能力更强。野生菌株在前8 h菌

液 pH值下降明显，到达第 8 h后，下降幅度减小，而

SMU.2055基因缺陷菌株在第6~12 h pH值下降明显，

随后下降幅度逐渐减小。在第6、8、10 h时，两种菌株的

ΔpH值间的差异具有统计学意义（P<0.05）。

2.5 SMU.2055基因缺陷菌株耐酸能力

在对两种菌株进行预酸化处理后，进行酸冲击，结

果如图 6 所示。可见随着酸冲击时间的延长，两种菌株

生存率均明显下降，缺陷菌株下降幅度较大。在作用时

间为15及30 min时，两种菌株的细菌生存率间的差异具

有统计学意义（P<0.05），且当酸作用时间为30及45 min

时，SMU.2055基因缺陷菌株未见生长。

图1 SMU.2055基因缺陷菌株的PCR鉴定
Fig.1 Identification of SMU.2055-deficient mutant by PCR.
M: 1kb ladder; Lane 1: Wild-type S. mutans UA159; Lane 2:
SMU.2055 recombinant plasmid; 3: SMU.2055-deletion
mutants. All amplifications used the primers SMU.2055-UP-F
and SMU.2055-DOWN-R.
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Fig.2 Growth curve of wild-type S. mutans UA159 and
SMU.2055-deficient mutant.
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3 讨论

变异链球菌SMU.2055蛋白被认为是假定的乙酰基

转移酶，属于GNAT超家族。乙酰化过程广泛存在于真核

生物及原核生物中，并参与蛋白质合成等多个过程［10-11］。

Zhang等［12］在大肠杆菌中发现91个乙酰化修饰的蛋白，

其中超过70%的蛋白质是与代谢相关的酶类和翻译调

节蛋白，提示乙酰化修饰与细菌代谢密切相关。除此之

外，乙酰基转移酶在多种生命活动过程中如生长、氧化

应激耐受、蛋白质活性调控等均具有重要作用［13-17］。因

此，我们推测SMU.2055基因在变异链球菌的生长及其

生物学特性中发挥一定的作用。本课题组前期通过靶

基因筛选、高通量自动化基因克隆和表达、蛋白纯化、晶

体筛选、晶体衍射数据收集和晶体结构解析等方法，成功

解析了变异链球菌SMU.2055蛋白的三维晶体结构［6］，

且该结构已被蛋白质数据库接受，编号为3LD2。并基

于该结构设计与筛选出一部分与该蛋白结构相匹配的

小分子化合物抑制剂，建立S.mutans UA159蛋白抑制

剂虚拟筛选模型［7］，因此，有必要研究SMU.2055蛋白在

S. mutans的生长及致龋中发挥的作用。

本研究采用同源重组的方法，将目的基因上下游两

A B

C D

图3 野生型S. mutans UA159及SMU.2055基因缺陷菌株细菌SEM观察
Fig.3 Observation of wild-type S. mutans UA159 and SMU.2055-deficient mutant by scanning
electron microscopy. A: Wild-type S. mutans UA159 (Original magnification: × 12 500); B:
SMU.2055-deletion mutants (× 12 500); C: Wild-type S. mutans UA159 (× 25 000); D:
SMU.2055-deletion mutants (×25 000).

A B

图4 野生型S. mutans UA159及SMU.2055基因缺陷菌株细菌TEM观察
Fig.4 Morphological observation of wild-type S. mutans UA159 (A) and
SMU.2055-deficient mutant (B) by transmission electron microscopy (×40 000).
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片段分别插入拥有壮观霉素抗性基因aad9的Pfw5载

体的两个多克隆位点中，使目的基因被抗性基因替换。

经过PCR及测序鉴定，成功构建带有壮观霉素抗性的

SMU.2055基因缺陷菌株。

在SMU.2055基因缺陷菌株生长能力研究中，从生

长曲线可以看出，缺陷菌株的迟缓期明显延长，在观察的

前8 h内未见明显生长，表明SMU.2055基因在变异链球

菌的生长过程中起着一定的作用，这可能是因为乙酰化

修饰参与了细菌糖酵解、三羧酸循环等生长代谢过程［18］，

当乙酰化修饰受到影响时，细菌的生长代谢受到影响。

但在8 h后，缺陷菌株开始生长，且终末菌量与野生菌株

基本相同，推测当SMU.2055基因缺陷导致生长缓慢

时，存在代偿机制对其生长进行补偿以维持生命。

扫描电镜及透射电镜下观察野生型 S. mutans

UA159及SMU.2055基因缺陷菌株形态结构，结果显

示，SMU.2055基因缺陷菌株结构与野生菌株相比，细

菌细胞膜完整性及不规则物质的形成均受到影响。这

可能与乙酰化修饰可改变细菌细胞壁结构和通透性有

关［19］。S. mutans菌体间的不规则物质主要由胞外多糖、

蛋白质等组成［20］，本研究中，SMU.2055基因缺陷菌株菌

体间不规则物质减少，推测SMU.2055基因可能通过影

响变异链球菌细胞膜结构完整性及通透性，进一步影响

其合成胞外多糖、蛋白质等能力。

S. mutans的致龋性与其产酸特性密切相关。S.
mutans可依赖糖酵解途径，在代谢过程中产生大量有机

酸，导致牙体硬组织脱矿，形成龋齿［21］。由生长曲线可

知，在第12~16小时，SMU.2055基因缺陷菌株与野生型

UA159菌株均处于平台期，菌量相同，而两种菌株的菌

液△pH值未见明显的差异，推测SMU.2055基因对S.
mutans的产酸能力不造成明显影响。在第6、8、10小

时，缺陷菌株与野生菌株的△pH值间的差异具有统计

学意义，这可能与缺陷菌株的生长受到影响有关。

细菌在亚致死性的低pH值环境中生长一定时间，

可产生酸适应，耐酸能力会有所提高［22］。当对野生型S.
mutans UA159及SMU.2055基因缺陷菌株进行酸适应

后，加入酸冲击，结果显示缺陷菌株较野生菌株对酸环

境更敏感，在酸性条件下的生长受到明显的抑制。有研

究表明，变异链球菌为应对酸性环境，会降低自身细菌

细胞膜的质子通透性［23］，从而能在较低pH的环境下生

存。在本研究中，透射电镜及扫描电镜结果显示，

SMU.2055基因缺陷菌株细菌细胞膜结构发生改变。

我们推测SMU.2055基因可能通过影响细菌细胞膜结

构，进一步影响变异链球菌质子通透性和质子移位膜腺

苷三磷酸酶的活性［24］，从而使变异链球菌SMU.2055基

因缺陷菌株在应对酸环境时，降低自身质子通透性能力

下降，进而对酸的耐受力下降。

本研究成功构建了变异链球菌SMU.2055基因缺

陷菌株，并初步探讨了该基因对S. mutans的形态及与

致龋性相关的生物学特性的影响。SMU.2055基因影

响S. mutans的形态、生长能力及耐酸能力，但其具体调

控机制仍有待进一步研究。
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