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【摘要】 目的 rnc基因敲除后，观察变异链球菌的耐酸、耐氧化、耐高渗透压性能的改变及其可能的调节机

制。方法 通过长链 PCR连接诱变技术，构建 rnc基因缺失突变株，分别对比突变菌株与野生菌株对氧化环

境、酸性环境及高渗透压环境的耐受能力；采用 real⁃time RT⁃PCR验证 rnc缺失后变异链球菌环境耐受相关基

因的转录水平表达变化。结果 rnc基因缺失后，变异链球菌的耐酸性(c2＝13.464, P＝0.001)及耐氧化性(c2＝

4.505, P＝0.048)较野生菌株显著下降，但耐高渗透压性显著增加(c2＝11.971, P ＝ 0.001)。环境耐受相关基因

luxS与 ropA的表达水平显著下调(P< 0.001)，分别为野生菌株的 0.64倍、0.51倍；而 htrA与 brpA的表达水平显

著上调(P < 0.001)，分别为野生菌株的 1.56倍、1.80倍。结论 rnc基因缺失影响变异链球菌环境耐受相关基

因的表达，降低了变异链球菌耐酸、耐氧化能力，增强了对高渗透压的耐受能力。
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Regulation mechanism of rnc gene on Streptococcus mutans environmental tolerance and its mechanism
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【Abstract】 Objective To study the changes of acid resistance, oxidation resistance and high osmotic pressure resis⁃
tance of Streptococcus mutans after knockout of rnc gene and its possible regulatory mechanism. Methods Through
PCR ligation mutagenesis, an rnc knockout mutant (Smurnc) was constructed. Acid tolerance, oxidation tolerance and
high osmotic pressure tolerance were compared between Smurnc and the wild strain respectively. Real⁃ time RT⁃PCR
was used to verify the changes in expression of stress tolerance related genes at the transcriptional level. Results
When rnc gene was knocked out, the acid tolerance (c2=13.464, P=0.001) and oxidation tolerance (c2=4.505, P=0.048)
of Streptococcus mutans was significantly decreased, but the high osmotic pressure tolerance was significantly increased
(c2=11.971, P=0.001). Expression of stress tolerance related genes luxS and ropA (0.64 and 0.51 times expression of the
wild strain) had been significantly downregulated (P<0.001). Expression of htrA and brpA (1.56 and 1.80 times expres⁃
sion of the wild strain) had been significantly upregulated (P<0.001). Conclusion The deletion of rnc gene affects the
expression of the environmental tolerance related genes of Streptococcus mutans, which reduces its acid resistance and
oxidation resistance, and enhances its tolerance to hypertonic pressure.
【Key words】 Streptococcus mutans； rnc gene； Acid tolerance； Oxidative stress； Stress tolerance
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对环境压力的耐受能力在一定程度上显示了变

异链球菌在生物膜内的生存竞争力。耐酸、耐氧化、

耐高渗透压力是变异链球菌作为优势菌在口腔内持

续存在的主要原因［1-2］。变异链球菌因其独特的耐

酸性能、可以在生物膜酸化时，存在选择性优势［3］。

高浓度营养物质的渗入可以为生物膜内细菌带来渗

透压力［4］。另外，口腔生物膜内的变异链球菌还承

受着来自于活性氧及一些细菌代谢产生的过氧化氢

带来的氧化压力。

前期实验证实了变异链球菌 rnc基因可以通过

调控 vicRKX影响胞外多糖及生物膜形成，结合 rnc
基因在其他细菌中表现出的全局调控作用［5-6］，提

示其可能广泛而系统地影响变异链球菌的致龋

性。本实验旨在比较 rnc基因缺失后对变异链球

菌环境耐受及相关基因表达水平的影响，探讨其

参与变异链球菌对环境压力的耐受性及调控

机制。

1 材料和方法

1.1 实验菌株

变异链球菌UA159 由口腔疾病研究国家重点

实验室提供，保存于⁃80 ℃。rnc基因缺失突变株

（Smurnc）由变异链球菌 UA159通过长臂同源 PCR
连接诱变技术构建；分别接种于牛脑心浸液（BHI）
培养基（Sigma⁃Aldrich Corp，美国），其中 Smurnc接

种于补充 10 μg/mL红霉素（Sigma⁃Aldrich Corp，美

国）的BHI培养基；细菌常规传代培养于DY⁃2型厌

氧培养箱（浙江省义乌冷冻机总厂，中国）。

1.2 耐酸实验

离心收集对数生长中期变异链球菌UA159和

Smurnc细菌，重悬于 2 mL生长培养基（pH值 5.0）、

厌氧 37 ℃培养 2 h。培养前后分别从反应体系吸

取 100 μL菌液，梯度稀释后接种于BHI培养基，厌

氧 37 ℃培养 48 h，进行活菌菌落计数，分别计算野

生菌株与 Smurnc的活菌百分比。

1.3 耐氧化实验

离心收集对数生长中期变异链球菌UA159和

Smurnc细菌，重悬于 2 mL含 0.34 g/mL过氧化氢的

培养基、厌氧 37 ℃培养 1 h。培养前后分别从反应

体系吸取 100 μL菌液，梯度稀释后接种于 BHI培
养基，厌氧 37 ℃培养 48 h，进行活菌菌落计数，分

别计算野生菌株与 Smurnc的活菌百分比。

1.4 耐高渗透压实验

离心收集对数生长中期变异链球菌UA159和

Smurnc细菌，重悬于 2 mL含 29.25 g/L氯化钠的培

养基、厌氧 37 ℃培养 0.5 h。培养前后分别从反应

体系吸取 100 μL菌液，梯度稀释后接种于 BHI培
养基，厌氧 37 ℃培养 48 h，进行活菌菌落计数，分

别计算野生菌株与 Smurnc的活菌百分比。

1.5 环境耐受相关基因的表达水平

取 1.5 mL 对数生长中期菌悬液，加入 3 mL
RNA 稳定剂（QIAGEN，德国）混匀，室温放置 5
min。4 ℃ 12 000 rpm 离心 2 min 收集菌体。用含

有 30 mg/mL溶菌酶的 200 μL TE缓冲液重悬菌体，

37 ℃孵育 10 min后，采用 Trizol法提取细菌 RNA。

按照 PrimeScript RT reagent Kit With gDNA Eraser
（TaKaRa，日 本）说 明 进 行 逆 转 录 反 应 。 按 照

SYBR Premix Ex Taq II（TaKaRa，日本）说明进行反

应体系加样和两步法 PCR扩增程序进行目的基因

的 real⁃time RT⁃PCR扩增（目的基因扩增引物见表

1），扩增后获得各目的基因 Ct（cycle threshold）
值。选取细菌 gyrA基因作为内参，实验结果通过 3
个独立的扩增实验获得。阴性对照为不含 cDNA
的Master Mix和相应的基因引物。采用相对定量

的方法，通过 2⁃ΔΔCt法对目的基因的相对表达水平

进行计算分析，获得变异链球菌 UA159与 Smurnc

目的基因的表达差异。

1.6 统计学分析

数据采用 SPSS Statistics 21专业统计软件分析

处理，计数资料采用 c2检验，计量资料采用独立样

本 t检验。P < 0.05为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 rnc基因缺失突变株形态改变

显微镜下观察突变株 Smurnc的细菌形态与变

表 1 Real⁃time PCR引物序列

Table 1 Real⁃time PCR primer sequence
Primers
htrA⁃F
htrA⁃R
clpP⁃F
clpP⁃R
luxS⁃F
luxS⁃R
ropA⁃F
ropA⁃R
brpA⁃F
brpA⁃R

Sequences（5′⁃3′）
GGTGAAGTTGTTAGACCCGC
ACGCTACCTTCTTCCCATCA
TGACTGGTCCTGTTGAAGAC
CCATGGAAGCAGCAATACCC
ACTCTATTCCGACTGCAGGC
TTGCTTTGATGACTGTGGCT
TGATGTTGTCACTCAGCCGA
TCACCTTCAACTGCTGCATC
GTAGCTCCAGTGCCTCAGAT
TACCAATTCCCGTTCCTGCA
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异链球菌 UA159明显不同，突变株的长链状结构

较为明显。由液体培养基内的生长情况可以看

出，S. mutans UA159在培养基内分布均匀，显示出

均质的混浊悬液，而 Smurnc则形成团块，悬浮于较

为清亮的培养基内（图 1）。

a：UA159细菌形态(×2000)；b：Smurnc细菌形态(×2000)；c：UA159与Smurnc液体培养的生长状态。

图 1 UA159 与 Smurnc 革兰染色显微镜下细菌形态及液体培养的生长状态

Figure 1 Morphology of S. mutans UA159 and Smurnc observed by microscope and
bacterial growth behavior of S. mutans UA159 and Smurnc in liquid culture

cba

2.2 rnc基因缺失突变株耐酸、耐氧化能力下降

pH值 5.0环境中暴露 2 h后，野生菌株的活菌

百 分 比（42.33%）显 著 高 于 rnc 缺 失 突 变 菌 株

（18.67%）（图 2）。0.34 g/mL过氧化氢处理 1 h后，

野生菌株的活菌百分比（75.00%）显著高于 rnc缺
失突变菌株（61.00%）。两菌株之间在耐酸性（c2＝

13.464，P＝0.001）、耐氧化能力（c2＝4.505，P＝

0.048）上差异均具有统计学意义。

2.3 rnc基因缺失突变株耐高渗透压能力增加

含 29.25 g/L 氯化钠的高渗透环境处理 0.5 h
后 ，Smurnc 活 菌 数 比 例（96.67% ）较 UA159
（81.67%）多，两者之间差异具有统计学意义（c2＝

11.971，P＝0.001）。

2.4 环境耐受相关基因表达水平

与 UA159 相比，Smurnc 的 luxS（t＝⁃ 10.803，
P < 0.001）与 ropA基因（t＝⁃123.303，P < 0.001）的

表达水平显著下调，分别为野生菌株的 0.64 倍、

0.51倍，而 htrA（t＝67.000，P < 0.001）与 brpA基因

（t＝96.885，P < 0.001）的表达水平显著上调，分别

为野生菌株的 1.56倍、1.80倍。

3 讨 论

口腔是一个快速剧烈变化的动态环境，变异

链球菌依靠生物膜的方式持续在口腔内存活，形

成和发展了复杂的机制来应对环境压力［7-8］。本实

验通过对比 rnc基因缺失突变株与 UA159在酸性

环境、高渗透压及氧化环境的耐受性，证明 rnc基
因参与了变异链球菌对环境压力耐受能力的调

节。变异链球菌对酸的耐受性，可以保证其在生

物膜内低 pH值的酸性环境中继续存活与进行代

谢活动，成为生物膜的优势菌发挥其致龋作用［9］。

变异链球菌可以通过多种调控途径来适应生存环

境中活性氧分压的变化，这也是其作为主要致龋

菌的重要毒力因子。本实验中，rnc缺失突变株的

耐酸性与耐氧化能力较野生株显著下降，对高渗

透压的耐受能力显著增加，说明 rnc基因参与调节

了变异链球菌环境耐受相关毒力。实验观察到突

变株细菌在培养基内呈团块状生长，可能长链状

细菌形态与相互集中的生存方式使环境中的物质

难以渗透其中，从而导致其对高渗透压的耐受能

力增强。同时，Smurnc细菌对 29.25 g/L 氯化钠渗

a: pH 5.0酸处理前活菌菌落培养；b: pH 5.0酸处理后活

菌菌落培养

图 2 细菌在 pH值 5.0环境中处理前后

Figure 2 Living bacterial colonies untreated and
treated with acid（pH 5.0）

ba

·· 506



口腔疾病防治 2018年 8月 第 26卷 第 8期

透压力的耐受性较 UA159强，而耐酸和耐氧化能

力弱于UA159，也说明了 rnc基因对变异链球菌环

境压力耐受的协调上存在一定的异质性，rnc可能

通过不同的路径来调节不同环境压力下的反应。

影响变异链球菌环境压力耐受的调控因素较

为复杂，众多基因产物同时影响一种或多种环境耐

受反应［10］。对环境压力耐受的基因又不仅仅参与

细菌的生长与自稳状态，还可能影响到其他的毒力

因子，在基因转录、转录后表达、蛋白质形成等不同

阶段发挥调控作用［10］。其中，LuxS酶可以合成自体

诱导物（autoinducer AIs），在高细胞密度下产生群体

感应信号分子，进而调控相关基因的表达［7］。本实

验中，rnc基因缺失后，luxS的表达水平显著下调，细

菌的耐酸与耐氧化性能也明显下降。RopA具有与

蛋白质生物合成和逆境生存有关的功能，ropA缺失

后会导致细菌生物膜形成障碍及对环境压力敏感

增加［8］。本实验中 Smurnc菌株 ropA表达显著下调，

其对酸性环境及氧化环境的敏感性也显著增加，也

证实了相关结论。rnc基因缺失后，变异链球菌的

耐酸性能下降，会导致生物膜 pH值降低时，细菌对

酸性环境的适应能力下降，影响其在生物膜内的正

常代谢活动及致龋能力。另外，rnc缺失突变株对

氧化环境的耐受能力也显著降低，使其在口腔内或

生物膜中面对氧化环境时更加敏感。

变异链球菌对不同环境耐受之间的反应存在

一定的交互作用。变异链球菌能够迅速适应突然

的环境波动，与其具有多种和相互交叉重叠的调

控路径密不可分。brpA与细菌表面蛋白与生物膜

形成有关，也是影响变异链球菌环境压力耐受性

的重要基因［7］。前期研究表明 luxS失活突变株内

brpA表达水平下调［7］。本实验中，rnc缺失后 luxS
下调，而 brpA出现显著上调，说明 brpA可能受多

个基因表达水平的影响。HtrA在维持细菌应对外

界环境改变的生理平衡中起着重要的作用，包括

酸性环境、氧化和高渗透压环境［11］。本实验中，rnc
缺失后，突变株对高渗透压的耐受能力明显增加，

可能与 htrA的表达水平显著上调有关。

clpP与蛋白质活化及特异性蛋白降解的靶向有

关，被认为参与了变异链球菌的氧化耐受性［12］。

Smurnc中 clpP表达水平略有上调，但不具有统计学

意义。由此可见，变异链球菌应对环境压力的反应

涉及众多的调控通路，是一个复杂而精细的调控

网络。

rnc缺失后，变异链球菌的耐酸性能及耐氧化

能力下降，耐高渗透压能力增加。通过对相关基

因的表达水平进行测定，证实 rnc基因参与了变异

链球菌应对多种环境压力的应激反应；探讨了 rnc
对变异链球菌环境压力耐受的可能调节机制；证

明 rnc基因可作为潜在的防龋靶点，为临床生态防

龋的可行性提供一定依据。但是 rnc对变异链球

菌环境耐受能力的具体调控通路还有待于更进一

步的研究。
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