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不同龋敏感儿童口腔变异链球菌临床分离株与ＨｔｒＡ关系的研究
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　　摘　要：目的　探讨不同龋敏感儿童口腔变异链球菌 ＨｔｒＡｍＲＮＡ和蛋白质的表达情况与乳牙龋坏程度和 ＨｔｒＡ的关系。

方法　以高龋、中龋和无龋儿童口腔中分离得到的变异链球菌为实验菌株，复苏，增菌，分离纯化核酸，采用逆转录ＰＣＲ（ＲＴ

ＰＣＲ）法，提取变异链球菌临床分离株总ＲＮＡ，凝胶电泳检测ＲＮＡ完整性，合成ｃＤＮＡ，ＰＣＲ扩增，将扩增产物凝胶成像系统下观

察记录结果，将目的基因ＨｔｒＡ及内参的电泳图像利用凝胶定量分析软件ＧｅｌＰｒｏａｎａｌｙｚｅｒ４．０进行灰度扫描，分析计算基因相对

表达值；采用蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法，验证变异链球菌临床分离株总蛋白，结果用ＢｉｏＲａｄ凝胶摄像分析系统扫描入计算机

中，凝胶定量分析软件ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．４．０分析其灰度值，计算蛋白的相对表达水平。结果　高龋、中龋及无龋儿童口腔变异链

球菌临床分离株ＨｔｒＡｍＲＮＡ的表达和ＨｔｒＡ蛋白的表达均存在差异，从高到低为高龋组、中龋组、无龋组，差异有统计学意义（犘

＜０．０５）。结论　不同龋敏感儿童口腔变异链球菌临床分离菌株 ＨｔｒＡｍＲＮＡ的表达和 ＨｔｒＡ蛋白的表达均存在差异，龋敏感性

越高，ＨｔｒＡｍＲＮＡ的表达和 ＨｔｒＡ蛋白的表达越高。
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　　龋病是世界范围内的常见病和多发病，而乳牙龋又是儿童

常见的多发病，不仅直接破坏儿童的咀嚼器官，还可以影响全

身的营养和发育，同时可以成为某些慢性疾病的病灶，并导致

颌面部发育障碍及各种口腔疾病，对小儿心理造成不良的影

响，使儿童身心健康受到严重损害［１４］。因此，如何有效预防乳

牙龋的发生具有重要意义，但龋病的病因复杂，发病机制尚不

十分清楚，目前仍未找到一种十分有效的预防方法，龋病的防

治存在相当大的难度［５］。变异链球菌（ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｍｕｔａｎｓ，

Ｓ．ｍｕｔａｎｓ）作为人类龋病主要的致病菌和致龋生物膜形成的必

需细菌，在人类口腔中占有重要的生态地位，具备了在牙面定

植的多种特性，是牙菌斑生物膜的重要组成成分，也是致龋生

物膜中数量较多的细菌之一。高温需要 Ａ（ｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔＡ，ＨｔｒＡ）蛋白是细菌体内一种热休克蛋白质分

子，为丝氨酸蛋白酶家族成员。ＨｔｒＡ在细菌的耐热特性中发

４３８２ 重庆医学２０１３年８月第４２卷第２４期
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挥着重要的作用，当环境温度正常时作为分子伴侣存在，当环

境温度升高时则作为蛋白酶参与细胞质内异常蛋白的降解。

研究显示，变异链球菌表面同样存在 ＨｔｒＡ，不同细菌 ＨｔｒＡ基

因位点不同，通过插入复制失活方式使链球菌 ＨｔｒＡ基因缺陷

后，可以改变菌细胞的分化，引起生长的缺陷，毒力因子表达减

弱，自然转化能力下降，毒力下降，因此可以推测，ＨｔｒＡ作为

细菌表面的蛋白酶，调控着其它毒力因子的产生，在细菌致病

过程中发挥着关键作用，是关键的毒力因子。以变异链球菌表

面丝氨酸蛋白酶ＨｔｒＡ为靶点探索龋病发病的关键环节具有

重要的意义。

本实验在前期研究的基础上，对不同龋敏感儿童口腔变异

链球菌临床分离株 ＨｔｒＡ信使核糖核酸（ｍｅｓｓｅｎｇｅｒＲＮＡ，ｍＲ

ＮＡ）和 ＨｔｒＡ蛋白质的表达进行分析研究，初步分析乳牙龋破

坏程度和 ＨｔｒＡ之间的关系，为进一步完善龋危险性预测方法

提供有力的理论和实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验菌株及细菌培养　前期实验从３～５岁学龄前儿童

口腔中分离得到的不同龋敏感患儿变异链球菌４５株，龋失补

牙数（ｄｅｃａｙｍｉｓｓｆｉｌｌｔｅｅｔｈ，ｄｍｆｔ），其中，高龋（ｄｍｆｔ≥６）组１５

株；中龋（ｄｍｆｔ４～６）组１５株；无龋（ｄｍｆｔ＝０）组１５株。变异链

球菌国际标准菌株（Ｓ．ｍｕｔａｎｓ）ＡＴＣＣ２５１７５（血清型Ｃ）即ＳＭ

组，由四川大学口腔疾病研究国家重点实验室提供。

　　将前期实验甘油保种的变异链球菌临床分离株分别接种

于 ＭＳ（ＭｕｒａｓｈｉｇｅａｎｄＳｋｏｏｇ）固体培养基，３７℃，厌氧（８０％

Ｎ２、１０％ Ｈ２、１０％ＣＯ２）复苏４８ｈ，检查生长情况，镜检鉴定无

污染后，挑取单个菌落转种于 ＢＨＩ液体培养基增菌，厌氧

（８０％ Ｎ２、１０％ Ｈ２、１０％ＣＯ２）培养２４ｈ，涂片检查为纯培养并

经生化鉴定为变异链球菌后，离心，收集细菌。

１．２　主要的仪器和设备　厌氧培养箱 ＹＱＸ型（上海跃进医

疗器械厂）；ＳＷＬＪＩＦ超净工作台（苏州安泰空气技术有限公

司）；８７５１超低温冰箱（美国Ｆｏｒｍａ公司）；超声波细胞粉碎机

（宁波新芝生物科技股份有限公司）；ＧｅｎｅＡｍｐ９７００型ＰＣＲ仪

（ＡＢＩ）；ＮＤ１０００核酸蛋白检测仪（美国Ｎａｎｏｄｒｏｐ公司）；Ｔａｎ

ｎｏｎ２５００凝胶图像扫描系统（美国ＢＩＯＲＡＤ公司）；ＭｉｎｉＰ３垂

直电泳仪（美国Ｂｉｏｒａｄ公司）；湿转电转移仪（美国Ｂｉｏｒａｄ公

司）；高速多功能冷冻离心机（ＴＨＥＲＭＯＢｉｏｆμｇｅｓｔｒａｔｏｓ）；电

子天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｏμｓ公司）；涡轮震荡器（北京六一仪器

厂）；塑料薄膜封口机（温州正雄包装机械有限公司）；侧摆摇床

（碧云天生物技术研究所）；水浴锅（余姚市东方电工仪器厂）；

电热恒温鼓风干燥箱（上海跃进医用光学仪器厂）；ＭＳＥＭｉ

ｃｒｏＣｅｎｔａｕｒＣｅｎｔｒｉｆｕｇｅ微型台式离心机（日本Ｓａｎｙｏ公司）；水

平电泳仪（美国Ｂｉｏｒａｄ公司）；ＦＵＪＩ凝胶成像系统（美国冷泉港

公司）；微量移液器（法国Ｇｉｌｓｏｎ公司）；ＭａｘｉＭｉｘＩＩ试管震荡

器（美国Ｂａｒｎｓｔｅａｄ／Ｔｈｅｒｍｏｌｙｎｅ公司）。

１．３　实验方法

１．３．１　不同龋敏感儿童变异链球菌临床分离株 ＨｔｒＡｍＲＮＡ

的表达　提取变异链球菌临床分离株总ＲＮＡ，在核酸蛋白检

测仪上检测提取的各分离株总ＲＮＡ浓度、纯度，用１％琼脂糖

凝胶电泳检测ＲＮＡ完整性，合成ｃＤＮＡ，进行ＰＣＲ反应，反应

结束后将扩增产物进行２．０％的琼脂糖凝胶电泳，以 ＤＬ５００

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ为分子量参照标准，凝胶成像系统下观察记录结

果。将所得的目的基因 ＨｔｒＡ及内参的电泳图像利用凝胶定

量分析软件进行灰度扫描，分析计算基因相对表达值。

１．３．２　不同龋敏感儿童变异链球菌临床分离株 ＨｔｒＡ蛋白的

表达　提取细菌总蛋白，检测总蛋白样品浓度，聚丙烯酰胺凝

胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏ

ｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）分离，考马斯亮蓝染色、转膜（槽式湿转法）、

封闭及杂交，化学发光显影后进行图像处理分析，结果用Ｂｉｏ

Ｒａｄ凝胶摄像分析系统扫描入计算机中，凝胶定量分析软件分

析其灰度值，表示蛋白的相对表达水平。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件对所得数据进行统计

分析，方差齐性检验后多组间的比较采用单因素方差分析法，

实验结果以狓±狊表示，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　不同龋敏感儿童变异链球菌临床分离株ＨｔｒＡｍＲＮＡ的

表达　目的基因 ＨｔｒＡ和内参βａｃｔｉｎ在各样品中均能被特异

性扩增，产物大小与设计相符（图１）。

　　１～５：高龋组；６～８：无龋组；９～１１：ＳＭ组；１２～１５：中龋组。

图１　　变异链球菌ＲＴＰＣＲ扩增结果

　　不同龋敏感儿童口腔变异链球菌临床分离株 ＨｔｒＡ基因

表达的比较见表１。

从表１可以看出，高龋、中龋和无龋儿童口腔中变异链球

菌临床分离株 ＨｔｒＡ基因表达量是有差异的，从高到低为ＳＭ

组、高龋组、中龋组、无龋组，且差异有统计学意义（犉＝２７．８０，

犘＜０．０５）。

表１　　不同龋敏感儿童变异链球菌 ＨｔｒＡ基因的表达（狓±狊）

组别 ＩＯＤＨｔｒＡ／ＩＯＤβａｃｔｉｎ

高龋组 ０．５８±０．０８

中龋组 ０．４８±０．０４

无龋组 ０．２８±０．０３

ＳＭ组 ０．７３±０．０８

２．２　不同龋敏感儿童变异链球菌临床分离株 ＨｔｒＡ蛋白的表

达　不同组 ＨｔｒＡ蛋白表达的电泳图，见图２。

图２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析不同龋敏感儿童变异链球菌

ＨｔｒＡ的表达情况

　　不同龋敏感儿童口腔变异链球菌临床分离株 ＨｔｒＡ蛋白

表达的比较见表２。

从表２可以看出，高龋、中龋和无龋儿童口腔中变异链球

菌临床分离株蛋白表达量是有差异的，从高到低为ＳＭ 组、高
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龋组、中龋组、无龋组，且差异有统计学意义（犉＝１０８．９７，犘＜

０．０５）。

表２　　不同龋敏感儿童变异链球菌 ＨｔｒＡ蛋白的

　　　　表达（狓±狊，狀＝３）

组别 ＩＯＤＨｔｒＡ／ＩＯＤβａｃｔｉｎ

高龋组 ０．１３±０．０１

中龋组 ０．１０±０．０１

无龋组 ０．０２±０．０１

ＳＭ组 ０．１５±０．０２

３　讨　　论

乳牙龋是儿童最常见的口腔疾病，其中变异链球菌是主要

的致龋菌之一。龋损发生的直接原因是牙菌斑生物膜内致龋

菌的产酸活动。变异链球菌的致龋性主要是通过其毒力因子

来完成的，而 ＨｔｒＡ作为细菌表面的蛋白酶，调控着其它毒力

因子的产生，在细菌致病过程中发挥着关键作用，是关键的毒

力因子。本实验正是以不同龋敏感儿童口腔变异链球菌临床

分离株 ＨｔｒＡ表达差异为研究点，探索 ＨｔｒＡ与乳牙龋发生的

关系。

国内外的研究表明变异链球菌ＤＮＡ和毒力因子存在基

因多态性，并且与其致龋力关系密切［６７］，在发生龋病的过程

中，高龋组个体所携带的部分产酸能力强的菌株的作用可能起

重要作用，基因型或其他表达的不同可能是导致菌株致龋性差

异的因素。变异链球菌不同菌株的致龋毒力存在很大差异，有

研究认为这种差异主要与该菌致龋毒力因子的表达水平密切

相关［８］。曹元书等［９］以高龋、中龋和无龋儿童口腔中分离得到

的变异链球菌为实验菌株，配制菌悬液，在不同ｐＨ值的ＢＨＩ

液体培养基中厌氧培养，比较细菌的产酸能力和细菌的生长情

况，发现儿童高、中龋患者口腔中分离出的变异链球菌临床分

离株的产酸和耐酸能力明显高于无龋者，龋敏感性高者的变异

链球菌临床分离株具有高致龋性。杨铁崎等［１０］收集了不同龋

敏感性儿童口腔分离的变异链球菌，通过逆转录ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ）方法对所有菌株 ＨｔｒＡ的 ｍＲＮＡ

的表达水平进行了检测；此外，还检测了在分别含有１０、２０

ｍｍｏｌ／Ｌ乳酸的培养基中生长的变异链球菌ＵＡｌ５９菌株ＨｔｒＡ

ｍＲＮＡ的表达变化，发现ＨｔｒＡ基因的表达与变异链球菌的致

龋性和耐酸性有着一定的相关性。本实验在前期对不同龋敏

感儿童口腔变异链球菌临床分离株基因分型研究的基础上，检

测不同龋敏感儿童变异链球菌 ＨｔｒＡｍＲＮＡ和蛋白的表达情

况，结果发现，不同龋敏感儿童口腔变异链球菌临床分离株

ＨｔｒＡ基因表达量和蛋白表达量是有差异的，从高到低为高龋

组、中龋组、无龋组，且差异有统计学意义，龋敏感性越高，

ＨｔｒＡ基因和蛋白表达越高。这一结论可以为龋病疫苗的研

发和有效的药物作用靶点寻找提供方向，并可根据靶点的特点

设计出相关的疫苗和药物进行靶向治疗。

季晓黎等［１１］研究发现 ＨｔｒＡ、ｃｌｐＰ基因单独或同时缺失可

抑制变异链球菌的生长。黄远帅等［１２］通过插入复制失活的方

式使肺炎链球菌 ＨｔｒＡ基因缺失，通过ＲＴＰＣＲ分析毒力因子

表达，并用动物试验观察 ＨｔｒＡ基因缺陷株毒力改变情况，结

果显示 ＨｔｒＡ缺陷株毒力因子表达低于野毒株，转化试验发现

缺陷菌株转化力下降；ＨｔｒＡ基因缺陷使肺炎链球菌多种毒力

因子表达减弱，自然转化能力下降，毒力降低，由此可以推测，

变异链球菌 ＨｔｒＡ基因缺陷是否也会使细菌的毒力降低，致龋

性下降，目前国内外还未见相关报道，对这一方面的深入认识

有待进一步的研究和探索。
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对其 ＨｔｒＡ表达情况的影响［Ｊ］．口腔医学研究，２０１３，２９

（２）：１６４１６６．

［１１］季晓黎，于丹妮，王拓，等．ＨｔｒＡ、ｃｌｐＰ基因缺失对变异链

球菌生长影响的初步观察［Ｊ］．天津医药，２０１２，４０（４）：

３３０３３３．

［１２］黄远帅，许颂霄，朱旦，等．ＨｔｒＡ基因缺陷对肺炎链球菌

毒力影响的研究［Ｊ］．第四军医大学学报，２００６，２７（１７）：

１５４２１５４６．
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