
doi 10.3969/j.issn.1673-4254.2017.06.15 J South Med Univ, 2017, 37(6): 802-806

变异链球菌（SM）是人类口腔中的首要致龋菌，可

承受持续的宿主防御反应并适应口腔内环境的变化。

变异链球菌在动态的口腔唾液环境中可获得最优的生

长，分解代谢多种糖类，尤其是适应酸环境的能力较
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摘要：目的 研究在不同pH培养条件下，变异链球菌菌株的sRNA SpR19及其潜在靶向的GroEL蛋白在不同致龋力菌株中的表

达变化，探讨其作为高致龋变异链球菌的分子鉴别标志物的可能性。方法 提取高致龋性变异链球菌的临床分离株（菌株17）和

低致龋性变异链球菌的临床分离株（菌株5）的总RNA，建库后进行高通量测序获得差异表达的sRNA；结合生物信息学与文献，

挑选关键sRNA与蛋白进行不同致龋菌株表达水平的研究：qRT-PCR验证目的sRNA SpR19在pH5.5和pH7培养条件下不同致

龋能力菌株中的表达水平；合成变异链球菌GroEL蛋白抗原多肽并制备多克隆抗体，Western blotting鉴定不同pH培养条件下

高、低致龋菌中GroEL的表达水平；qRT-PCR验证不同pH培养条件下不同致龋能力菌株GroEL的mRNA的表达水平。结果

生物信息学提示SpR19可能靶向GroEL的mRNA及上下游基因间区；不同pH条件下，相较于低致龋菌，高致龋菌中 sRNA

SpR19表达下降（P<0.05），而GroEL蛋白与mRNA高表达（P<0.05），二者表达趋势相反。结论 不同pH条件培养的高致龋性变

异链球菌中，sRNA SpR19均低表达，GroEL的蛋白水平与RNA水平均存在高表达，结合生物信息学分析提示sRNA SpR19可

能通过靶向GroEL负调控变异链球菌的致龋能力。

关键词：变异链球菌；GroEL；sRNA SpR19；致龋

Abstract: Objective To investigate the changes in the expression level of sRNA SpR19 and its potential target protein GroEL in
clinical isolates of Streptococcus mutans with different cariogenicity exposed to different pH conditions and explore the
possibility of using these molecules as biomarkers for assessing the cariogenicity of the bacteria. Methods The total RNAs
were extracted from the clinical isolates of Streptococcus mutans with high (strain 17) and low cariogenicity (strain 5) for
high-throughput sequencing for profiling of the differentially expressed sRNAs. The candidate sRNA, SpR19, was selected for
further study on the basis of bioinformatics analysis considering the role of its potential target in the cariogenic process. The
differential expression levels of SpR19 in the strains exposed to both pH5.5 and pH7 culture conditions were verified by
quantitative real-time PCR. The expression of the potential target of SpR19, GroEL, was also investigated at both the protein
and mRNA level using Western blotting and quantitative real-time PCR. Results Bioinformatic analysis suggested multiple
potential target sites of SpR19 both in GroEL mRNA and in the upstream and downstream inter-genic regions. Under different
pH conditions, the highly cariogenic strain 17 expressed consistently low levels of SpR19 as compared with the strain 5 with a
low cariogenicity; GroEL showed a reverse expression pattern in the 2 strains. An inverse correlation was found between the
expressions of SpR19 and GroEL. Conclusion The highly cariogenic strain 17 expressed low levels of SpR19 and high levels of
GroEL in both acidic and neutral culture conditions. SpR19 may negatively regulate the cariogenicity of Streptococcus mutants
by targeting at GroEL.
Keywords: Streptococcus mutans; GroEL; SpR19; cariogenicity
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强［1-3］。针对变异链球菌中不同致龋性菌株间致龋能力

的分子差异的研究及在耐酸适应性反应中的表达调控

是研究变异链球菌致龋机制的一个热点内容，包括蛋白

质及调控RNA尤其是小分子RNA等的研究［4-8］。

本课题组通过前期实验已经分离、鉴定出高致龋性

变异链球菌临床分离株17和低致龋性变异链球菌临床

分离株5［9］，并通过SELEX技术成功获得特异识别高致龋

性变异链球菌临床分离株的ssDNA适配体H19［10］，采用

pull-down技术钓取的差异蛋白SDS-PAGE胶银染后经

质谱测序的结果表明，GroEL是该适配体的候选靶标，提

示了GroEL在致龋方面的关键作用。文献报道［11-14］酸性

环境下变异链球菌通过上调分子伴侣GroEL的表达来

完成其适应机制。但该蛋白参与致龋过程的分子机制

及其调控机制并未得到清晰的诠释。

细菌的非编码小RNA通常被称为sRNA是一类长

度在50~500个核苷酸，不能编码蛋白质的RNA，能通

过与靶基因互补配对，调节mRNA 的翻译和转录等途

径调控靶基因的表达及蛋白质的稳定性 15］。我们课题

组通过提取细菌总RNA及高通量测序的方法分析获得

一组在高低致龋变异链球菌中具有表达差异的小分子

RNA（未发表数据）。在分析已经标注过的差异表达

sRNAs过程中，生物信息学分析发现sRNA SpR19可能

靶向GroEL的mRNA及上下游调控区。因此，对该

SpR19及GroEL的表达水平的详尽研究具有重要意义，

不仅可以探讨这一对分子联合应用作为高低致龋变异

链球菌的标志物，还可以揭示GroEL在酸性环境下的

sRNA调控机制。

1 材料和方法

1.1 实验菌株和实验动物

已获得的高致龋性变异链球菌临床分离株17，低

致龋性临床分离株5［9］50%甘油条件，-70 ℃冰箱，军事

医学科院保存；新西兰大白兔，2.5~3 kg雌性。同时选

用两只进行免疫。动物来自军事医学科学院实验动物

中心。

1.2 细菌纯化培养

将冻存的变异链球菌的高致龋性临床分离株17和

低致龋性临床分离株5在添加了1%杆菌肽和亚碲酸钾

的含有20%无菌蔗糖溶液的MSB轻唾液链球菌培养

基中，37 ℃厌氧环境（80% N2、10% H2、10% CO2），培养

24 h。挑取单克隆菌株，分别接种于以 HCl 调节的

pH5.5及pH7的5 mL BHI培养液中，扩大培养，依据变

异链球菌生长规律，于37 ℃厌氧袋（三菱，MGC）内培养

至对数生长期，紫外分光光度计下计量A600浓度［9］。

1.3 生物信息学分析

应用NCBI中的BLAST软件（http://blast.ncbi.nlm.

nih.gov/Blast.cgi）分别将GroEL位于1 833 204~1 834 832

的全部1629 bp序列并取其上游下游各1000 bp序列

（含GroEL的共伴侣分子GroES区段）与 sRNA SpR19

序列使用GUUGle软件进行序列比对，分别得到连续匹

配的种子序列数据，取其中位点匹配范围从11~13 bp

的具有高匹配率的数据［16］。

1.4 细菌RNA的提取

分别取培养的变异链球菌菌液1 mL，离心收集细

菌，用 0.1% DEPC水洗涤1次。-70 ℃冰箱中反复冻融

3次，50 µL DEPC H2O重悬，加50 µL溶菌酶液50 g/L

溶菌酶的TE缓冲液（DEPC水配制，pH=8.0），37 ℃水浴

30 min，加20% SDS沸水浴1 min，于冰上冷却并加入

1 mL Trizol（Sigma）依产品RNA提取说明书操作，乙醇

洗涤、干燥后用42 µL DEPC H2O溶解，分光光度计测

定 A260/280计算 RNA 浓度及纯度。RNase-Free DNase

（Progema公司的M6101）依产品说明处理上述RNA样

品。处理后进行酚氯仿抽提、乙醇沉淀，DEPC水溶解

RNA，A260/280定量，-70 ℃保存。

1.5 qRT-PCR检测

取1 µg所提总RNA 进行一步法加尾及反转录反

应：M-MLV逆转录酶0.5 µL，100 mmol/L ATP 2.5 µL，

Poly（A）聚合酶，10×PAP buffer 2.5 µL，MnCl2 2.5 µL，

RNase抑制剂 0.5 µL，加尾法RNA通用反转引物RT-

Primer（参表1，500 ng/µL）1 µL，DEPC 水补至21 µL，

37 ℃水浴90 min。95 ℃处理5 min灭活酶，放-20 ℃保

存。反转录产物进行荧光定量 PCR：95 ℃ 10 min；

95 ℃20 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 32 s，扩增40 个循环，95 ℃
20 s，56 ℃ 1 min，95 ℃ 32 s，采集熔解曲线。选用

16sRNA 为内参，sRNA SpR19 引物见表 1。GroEL

mRNA水平的荧光定量PCR检测基本同上，提取细菌总

RNA后随机引物反转录，荧光定量PCR 反应条件如下：

95 ℃ 3 min；95 ℃ 15 s，57 ℃ 20 s，72 ℃ 30 s，扩增45

个循环；95 ℃ 15 s，57 ℃ 1 min，95 ℃ 30 s，采集熔解曲

线。GroEL引物序列见表 1，内参引物仍为 16sRNA。

将4次实验结果采用two way-ANOVA对数据标准差和

均值进行统计学分析，计算P值。

1.6 抗体制备方法

根据 GroEL 蛋白序列设计两段抗原多肽：

NVTAGANPIGIR；N端肽：MAKDIKFSADAR，合成多

肽，以合成多肽为抗原，免疫兔子，免疫前采血，免疫前

每只家兔耳缘静脉采集1 mL正常全血。以背部皮下多

点注射（10点）的方式完成第1次免疫，抗原的免疫剂量

为400 g/只，注射体积为2 mL/只（即每点200 µL）间隔

两周同样的方式完成第2次免疫。采用ELISA间接法

检测1周后血清效价并完成第3次免疫，大量采集血清

（第3次免疫3~5 d后，效价大于50 000），完成血清的后
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处理和保存、效价检测，纯化后分装，获得抗体［17-18］。

1.7 细菌蛋白的提取及Western bolt实验验证GroEL表

达水平

HCl调节配制pH5.5及pH7的BHI培养基，以1∶50

分别将低致龋性临床分离株4，高致龋性临床分离株17

接种于10 mL BHI中，37 ℃厌氧袋（三菱，MGC）中培养

至A600=0.7，5000 r/min离心5 min，弃培养液，0.5×PBS

漂洗1次，得白色菌体沉淀，加入350 µL RIPA裂解液

（普利莱，北京）及 0.35 µL 10 mg/mL 溶菌酶溶液

（TIANGEN）及0.35 µL蛋白酶抑制剂（Progema），低

速下摇床冰浴30 min，超声裂解10次，超5 s，停10 s。

4 ℃ 12 000 r/min离心15 min。取上清并进行蛋白定

量。等量匀浆上样，进行 0.75 mm 厚度的 12% SDS

PAGE。电泳结束后，余胶作考马斯亮蓝R250染色，鉴

定电泳效果。电转仪恒流200 mA将蛋白转移到硝酸

纤维素膜（NC膜）1 h。丽春红染色，NC膜经5%牛奶封

闭液封闭，漂洗后，1∶5000孵育一抗（兔源多克隆GroEl

抗体），洗膜 3次后 1∶8000孵育羊抗兔 Igg（CWBio）。

应用化学发光成像仪（Clinx Scirnce Instruments Co.,

Ltd）显示。

2 结果

2.1 sRNA SpR19潜在靶标GroEL mRNA序列分析

groEL的全长1629 bp，取其上下游各1000 bp调控

序列区段（含GroES区段），起始密码子为AUG，终止密

码子UAA。取高致龋菌株17及低致龋菌株5经过高通

量测序得到的差异sRNA SpR19序列，经过生物信息学

分析，表 2 罗列出了预测得到的可能性最大的 7 条

SpR19与groEL靶向的结合位点。

2.2 qRT-PCR验证在不同pH情况下高、低致龋性变异

链球菌sRNA SpR19的表达情况

分别比较高致龋性变异链球菌临床分离株17和低

致龋性变异链球菌临床分离株5在pH5.5和pH7情况下

sRNA SpR19的表达差异，发现无论是正常培养条件，

还是模拟致龋关键因素的酸性培养条件，相较于低致龋

菌，高致龋菌中sRNA SpR19表达下降（P<0.05，图1）。

2.3 Western blot 实验鉴定高、低致龋菌中GroEL的蛋

白表达水平及其在酸性培养条件下的表达变化

因为没有商品化变异链球菌内参蛋白抗体，准确定

量后，取相同量蛋白电泳并转膜，丽春红染色后进行抗

体免疫印记。结果显示，GroEL在不同致龋能力的临床

分离株中存在明显的表达差异，且在与致龋密切相关的

酸性培养条件（pH5.5）下高致龋性变异链球菌中GroEL

表达呈明显优势（P<0.05，图2）。

表1 引物序列
Tab.1 Primer sequences

Gene

RT-Primer

sRNA SpR19

Forward

Reverse

16s RNA

Forward

Reverse

groEL

Forward

Reverse

Sequence

5'-GCGAGCACAGAATTAATACGACTCACT
ATAGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTVN-3'

5'-GCGTTTCTGCAGCGAACCTG-3'

5'-CGTTTGAAAC GCGGTTCCAC-3'

5'-CTTACCAGGTCTTGACATCCCG-3'

5'-ACCCAACATCTCACGACACGAG-3'

5'-GCGGATGATGTAGATGGTGAAGC-3'

5'-CAGCAATATCTTCAAGCATAGCCT-3'

Binding site

Site1

sRNA SpR19

GroEL

Site2

sRNA SpR19

GroEL

Site3

sRNA SpR19

GroEL

Site4

sRNA SpR19

GroEL

Site5

sRNA SpR19

GroEL

Site6

sRNA SpR19

GroEL

Site7

sRNA SpR19

GroEL

95: 5' auaAAUGAAGUAAUAAauu 3'

2908: 3' cuaUUGUUUUAUUAUUguu 5'

107: 5' aUAAAUUAGGGUGGa 3'

315: 3' cAUUUAGUUUUGCUg 5'

111: 5' auuAGGGUGGAACCGCguu 3'

681: 3' cguUCCUGCCCCGGUGguu 5'

26: 5' gugUAAGUCAGGUGaaa 3'

2290: 3' acaAUUUAGUUCACgac 5'

108: 5' uaaAUUAGGGUGGAa 3'

281: 3' uugUAAUUUCAUUUg 5'

47: 5' auaAAGGACUGGCAcuu 3'

396: 3' uggUUUCUGAUUGUauc 5'

1: 5' GCGUUUCUGCA 3'

819: 3' CGCAAGGAUGU 5'

表2 sRNA SpR19潜在靶向groEL的种子区序列与靶向位点的
生物信息学预测结果
Tab.2 Seed sequences of sRNA SpR19 and their corresponding
potential target sites in groEL mRNA and inter-genic regions
predicted by bioinformatics analysis
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2.4 qRT-PCR验证在pH5.5及pH7情况下高、低致龋性

变异链球菌GroEL mRNA的表达水平

提取不同培养条件下的高、低致龋变异链球菌的细

菌总RNA，随机引物反转录后荧光定量PCR检测目的

基因的mRNA表达水平变化。结果显示，无论是正常

（pH7）培养条件下还是在与致龋密切相关的酸性培养

条件（pH5.5）下，高致龋性变异链球菌中GroEL mRNA

均高表达（P<0.05），与蛋白表达趋势一致（图3）。

3 讨论

酸性环境可以直接导致牙釉质脱钙并诱发龋齿。

变异链球菌的致龋性主要取决于其耐酸性。目前大部

分研究关注在酸性环境下变异链球菌的生存机理。研

究已证实多个与耐酸性相关的热休克蛋白家族基因

htrA，dnaK，groEL，起到关键作用［6-7］。这些耐酸基因的

调控机制，尤其是蛋白-蛋白以及sRNAs在转录后的基

因表达过程中起到的调控作用也逐步得以解析［8, 19］。

Liu等［8］首次通过构建酸性条件下变异链球菌（18~50 nt）

sRNAs文库、高通量测序分析及生物信息学分析得到

srn884837和srn133480及其靶向的5种匹配的基因，证

实其对靶基因的调控影响变异链球菌的耐酸特性。但

对于变异链球菌致病相关的关键蛋白及其酸性环境中

的调控机制尚需要更多的数据。本研究从致龋力不同

的变异链球菌的sRNA高通量测序比较分析数据入手，

针对变异链球菌耐酸相关的蛋白GroEL，利用生物信息

学手段，筛选出一条可能靶向GroEL的 sRNA SpR19。

本研究进一步检测了上述分子的表达水平及其在酸性

条件下的表达变化，为获得区分变异链球菌致龋能力的

分子标志物及致龋相关分子的sRNA调控机制提供数

据支持。

高龋患者与无龋健康变异链球菌临床分离株蛋白表

达谱提示二者在 60 000左右蛋白表达量上存在差异［20］；

GroEL又称CH60或60 000伴侣分子，由含有高度保守

性的 groES和 groEL两个相距 111 bp的基因构成，由

groE操纵子表达，是属于热休克蛋白（HSP）60家族的一

种可溶性蛋白，相对分子质量为60 000左右，它可捕捉

并重折叠50 000~60 000非自身底物蛋白，防止其与其

它非自身蛋白相互聚集、辅助新合成的及变性的蛋白折

叠、组装、转运及降解，从而增强其酸适应性［7, 21］。本研

究通过制备GroEL的抗体和免疫印迹，进一步验证了

GroEL在高致龋性变异链球菌中的高表达，与上述报道

一致。另外，高致龋变异链球菌临床分离株中GroEL蛋

白在酸性培养条件下无明显下降，而在低致龋变异链球

菌中降低明显，也支持了GroEL蛋白在耐酸与致龋方面

的重要作用。

但GroEL蛋白的调控机制，尤其是与致龋相关的

sRNA调控机制并未见报道。我们进一步通过高、低致

龋菌株的差异sRNA高通量测序数据，结合生物信息学

手段，筛选出一条可能靶向GroEL的sRNA SpR19。细

菌 sRNA根据作用机制的不同主要可以分为3类：第1

类 sRNA 称为核糖体开关，常位于 mRNA 前导序列

5'-UTR区，随着结构改变调节下游基因表达［22］；第2类

图1 不同pH培养条件下高低致龋性变异链球菌中 sRNA
SpR19表达水平
Fig.1 SpR19 expression level in Streptococcus mutans strains
with different cariogenicities under different pH condition.
*P<0.05; **P<0.05.
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图2 不同pH培养条件下高低致龋变异链球菌中GroEL蛋白
表达水平
Fig.2 GroEL protein expression level of different cariogenic
Streptococcus mutans strains under different pH culture
condition.
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图3 不同pH培养条件下高低致龋性变异链球菌中GroEL
mRNA表达水平
Fig.3 GroEL mRNA expression in Streptococcus mutans strains
with different cariogenicities under different pH condition
detected by qRT-PCR. *P<0.05, **P<0.05.
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sRNA主要通过与靶核苷酸碱基特异性配对或与伴侣

蛋白结合来发挥调节作用，如大肠杆菌中发现的大部分

sRNA都与伴侣分子Hfq结合［23］；第3类为成簇规律性

间隔的重复短回文序列CRISPRs，是基因组上的短回文

序列串联排列重复规律间隔，目前认为可以在DNA的

复制环节干扰噬菌体或质粒［24］。

细菌中最为普遍存在的是第2类sRNA，也是研究

最广泛的一类。在细菌中以trans-sRNA作用为主［23］，通

常由基因间隔区转录产生，在基因组中存在多个结合靶

点。处于基因间隔区的 sRNA SpR19可能是上述第2

类调控机制的 sRNA。生物信息学分析发现在GroEL

的基因编码区及上下游调控区（基因间区）均存在多组

高度匹配的SpR19的种子区。随后的数据证实，二者在

酸性环境下的表达在高低致龋菌中存在负相关。由于

缺乏针对变异链球菌有效的转染技术手段，本研究没有

进一步的SpR19直接靶向GroEL的实验。下一步，我

们将利用体外实验相关技术手段，包括构建荧光报告系

统，提供SpR19直接靶向GroEL的实验数据支持。另

外，我们的结果证实，在模拟致龋的耐酸环境下，GroEL

与sRNA SpR19在高低致龋变异链球菌临床分离株中

的明显表达差异，提示这一对分子可以作为分子标志物

用于区分变异链球菌致龋能力。本研究目前正在搜集

临床变异链球菌分离株，生化分析其高低致龋性，并与

该一对潜在靶向的分子标志物鉴定结果比较，从而为临

床变异链球菌致龋能力的鉴定提供更加便捷、细致的分

子诊断手段。综上，本文从致龋高低不同菌株入手，结

合高通量测序与耐酸关键蛋白，筛选到了与致龋、耐酸

相关的一对具有潜在调控作用的分子标志物。
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