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高温对体外唾液链球菌 ｃｌｐＰ基因表达的影响
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［摘　要］目的：探讨高温对体外培养的唾液链球菌（Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ）ｃｌｐＰ基因表达的影响。方法：取１０例人唾
液样本在５５℃培养，挑选生成的菌落进行分离培养、１６ＳｒＤＮＡ扩增及ＤＮＡ序列测定，采用ＢＬＡＳＴ分析及构建系
统发育树，鉴定得到Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ临床株；采用ＰＣＲ方法对Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ１３４１９模式株（阳性对照）和获得的
Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ临床株进行 ｃｌｐＰ基因的片段克隆及序列分析，再用实时荧光定量 ＰＣＲ方法比较 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ在
３７℃及５５℃下培养２ｈ时的ｃｌｐＰ基因相对表达水平。结果：在５５℃培养下，１０例唾液样本中仅有２例有少量
菌落生成，最终经分离鉴定得到２株 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ临床株，分别命名为 ＨＳ＿０１和 ＨＳ＿０２；利用 ＰＣＲ方法克隆 Ｓ．
ｓａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ１３４１９模式株、ＨＳ＿０１及 ＨＳ＿０２菌株的ｃｌｐＰ基因片段，经实时荧光定量ＰＣＲ方法检测显示，３个
Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ菌株在５５℃条件下ｃｌｐＰ基因的相对表达水平高于３７℃培养时，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结
论：高温刺激下获得的Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ临床株的ＣｌｐＰ基因表达水平升高。
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　　自从１９６９年，Ｂｒｏｃｋ等［１］在美国黄石公园发

现了能在７０℃以上生长的水生栖热菌以来，越来
越多的耐高温微生物及温度调节基因被发现，细菌

耐热的相关研究也成为了热点。口腔作为消化道

的最始端，最容易受到外界的刺激，其中温度变化

是最常见的刺激之一。口腔中存在８００多种细菌，
其中链球菌群所占的比例最高，约占 ３０％。
Ｋａｗａｍｕｒａ等［２］通过链球菌的１６ＳｒＲＮＡ序列构建
了系统发育树，将主要的口腔链球菌分为６类，其
中的唾液链链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｓａｌｉｖａｒｉｕｓ，Ｓ．ｓａｌｉ
ｖａｒｉｕｓ）与嗜热链球菌的亲缘关系和同源性最接近，
２者都被划分入了唾液链球菌群，但 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ
是否具备某些嗜热链球菌的耐高温特性尚不清楚。

研究发现，当细菌遭遇不同程度的热刺激时，热休

克蛋白组起着重要作用。热休克蛋白组又称为热

休克蛋白（ＨＳＰ），包括伴侣分子、蛋白酶及调节因
子［３］。所有的链球菌都具有 ５个 ｃｌｐＡＴＰ酶
（ｃｌｐＢ、ｃｌｐＣ、ｃｌｐＥ、ｃｌｐＬ及 ｃｌｐＸ），它们都只编码一
个ｃｌｐＰ蛋白酶［４］。已有研究发现，缺少 ｃｌｐＰ基因
的细菌突变株，在高温的条件下生长会受限制，比

如枯草芽孢杆菌，单核细胞增生性李斯特杆菌，金

黄色葡萄球菌及变异链球菌及无乳链球菌［５－９］。

基于ｃｌｐＰ基因在细菌高温应激耐受中表现出重要
作用，本研究取人唾液样本在５５℃培养，获得２株
Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ临床株，采用实时荧光定量 ＰＣＲ方法
比较２株 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ临床株和１株 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ
模式株在３７℃及５５℃条件下培养２ｈ时的 ｃｌｐＰ
基因相对表达水平，报道如下。

１　材料与方法

１．１　主要材料与仪器
ＭＳ培养基（ＢＤＤｉｆｃｏＴＭ，ＵＳＡ）、ＢＨＩ培养基

（ＯｘｏｉｄＬｔｄ，Ｂａｓｉｎｇｓｔｏｋｅ，Ｈａｍｐｓｈｉｒｅ，Ｅｎｇｌａｎｄ）、厌氧
培养箱 ＹＱＸ－Ⅱ型（上海新苗医疗器械有限公
司）、ＰＣＲ基因扩增仪 ＧｒａｄｉｅｎｔＰＣＲＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅ
（Ｂｉｏ－ＲＡＤＬｔｄ，ＵＳＡ）、Ｂｉｏ－Ｒａｄ凝胶成像系统
（Ｇｅｌ－Ｄｏｃ２０００，ＵＳＡ）、７３００型荧光定量 ＰＣＲ仪
（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）。
１．２　方法
１．２．１　高温下分离鉴定唾液中 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ　采
集１０名健康人唾液样本，稀释后接种于 ＭＳ培养
基，５５℃、８０％ Ｎ２、１０％ Ｈ２及１０％ ＣＯ２兼性厌氧
培养１８ｈ，实验设２个相同平行组，并重复３次。

观察培养基上菌落生长情况。并用形态学特征、革

兰染色及生理生化检测对挑选菌落进行粗筛，再将

选出的分离株进行１６ＳｒＤＮＡ扩增及序列测定，并
将测定出的序列提交 Ｇｅｎｂａｎｋ，获得登录号。进入
ＮＣＢＩ，输入分离株序列，运用 ＢＬＡＳＴ程序在 Ｇｅｎ
ｂａｎｋ中比对，从结果中挑选同源性最高的菌株，并
下载其它口腔常见链球菌和同属中与耐热有关链

球菌的 １６ＳｒＤＮＡ基因公认标准全序列数据作为
外群，用ＭＥＧＡ７．０软件包以ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎ法绘制
系统发育树，最终鉴定获得的２株 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ临
床株，命名为ＨＳ＿０１和ＨＳ＿０２。
１．２．２　Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ的 ｃｌｐＰ基因片段克隆及序列
分析　根据 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ的 ｃｌｐＰ基因的保守序列
设计特异性引物，具体为从 Ｇｅｎｅｂａｎｋ中下载 Ｓ．
ｓａｌｉｖａｒｉｕｓＳＫ１２６和 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ２５９７５（Ｇｅｎ
ｂａｎｋ：Ｌ０７７９３）的ｃｌｐＰ基因序列，根据其保守区域，
利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计引物。在 Ｇｅｎｅｂａｎｋ上用
ＢＬＡＳＴ程序检测引物，结果显示引物特异性较高。
引物由 ＴａＫａＲａ公司（ＴａＫａＲａ，大连，中国）合成，
引物上游序列为 ＣＡＣＧＣＧＧＴＧＡＧＧＣＴＴＣＴＴＡＴ，下
游序列为 ＣＣＡＴＡＴＴＣＡＡＧＣＧＴＴＴＣＴＴＧＡＧ，产物大
小为５２３ｂｐ。将 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ１３４１９模式株
（阳性对照，四川大学口腔疾病研究国家重点实验

室提供），临床株ＨＳ＿０１和ＨＳ＿０２置于ＢＨＩ琼脂培
养基３７℃复苏，兼性厌氧培养２４ｈ后传代，接种
于液体ＢＨＩ培养基，３７℃兼性厌氧培养１２ｈ，调节
菌液终浓度为５×１０１１ＣＦＵ／Ｌ备用。细菌总 ＲＮＡ
抽提按 Ｔｒｉｚｏｌ总 ＲＮＡ抽提试剂说明进行，逆转录
ｃＤＮＡ采用ＴａＫａＲａ公司的ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴｒｅａｇｅｎｔ
ＫｉｔＷｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂盒，
ＰＣＲ采用ＴａＫａＲａ公司的 ＰｒｅｍｉｘＴａｑ Ｖｅｒｓｉｏｎ２．０
试剂进行，扩增获得的ＰＣＲ产物送至ＴａＫａＲａ宝生
物（大连）有限公司进行 ＤＮＡ序列测定，测序结果
与 Ｇｅｎｂａｎｋ中 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ２５９５７的 ｃｌｐＰ基
因序列进行比较，用 Ｃｌｕｓｔａｌ软件进行序列比对。
结果证明 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ的标准株及临床株中存在
ｃｌｐＰ基因，获得ｃｌｐＰ基因的核苷酸序列。
１．２．３　高温下 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ中 ｃｌｐＰ基因表达　以
Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ的１６Ｓ基因为内参，检测在３７℃和将
温度提高到 ５５℃作用 ２ｈ后 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ
１３４１９模式株、临床株 ＨＳ＿０１及 ＨＳ＿０２中 ｃｌｐＰ基
因的基因表达水平，根据３个样本的 ｃｌｐＰ基因片
段的核苷酸序列，利用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计引物
（表１），在Ｇｅｎｅｂａｎｋ上用ＢＬＡＳＴ程序检测引物特
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表１　３株Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ中ｃｌｐＰ及内参基因
ＰＣＲ扩增引物序列及产物大小

Ｔａｂ．１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅｓｏｆｃｌｐＰａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｇｅｎｅｓｉｎ３ｓｔｒａｉｎｓｏｆＳ．Ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ

引物名称 引物序列（５′→３′） 产物（ｂｐ）
Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ１３４１９ ＡＴＧＧＣＡＧＣＡＴＣＴＡＴＧＧＧＡＡＣＡ １３３

ＣＣＡＴＧＴＣＴＧＴＴＴＧＴＴＧＣＧＴＡＣＣ
ＨＳ＿０１ ＣＡＡＡＣＴＣＡＡＴＴＡＴＣＧＣＣＣＡＡＣＴＣ １１９

ＴＧＴＡＴＣＡＡＣＡＡＴＧＧＣＡＡＧＡＣＣＴＧ
ＨＳ＿０２ ＡＴＧＧＣＡＧＣＡＴＣＴＡＴＧＧＧＡＡＣＡ １３３

ＣＣＡＴＧＴＣＴＧＴＴＴＧＴＴＧＣＧＴＡＣＣ
１６Ｓ内参 ＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧＴＡＧＧＧＡＡＴＣＴ １２１

ＣＣＡＣＴＣＴＣＡＣＡＣＴＣＧＴＴＣＴＴＧＡＣ

异性，结果显示其与 ｃｌｐＰ基因的匹配率最高。引
物由ＴａＫａＲａ公司（ＴａＫａＲａ，大连，中国）合成。实
时荧光定量 ＰＣＲ反应采用 ＴａＫａＲａ公司的 ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂盒进行。
以上步骤重复３次。实验结果用２－ΔΔＣｔ法计算。
１．３　统计学分析

实验结果使用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，
数据用平均值±标准差（ｘ±ｓ）表示，数据比较采用
单因素方差分析，两两比较采用 ｔ检验，Ｐ＜００５
为有统计学意义。

２　结果
２．１　高温下分离纯化唾液中Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ

１０例唾液样本经５５℃高温培养后，观察仅有
２号和６号样本有菌落生成，每次生成菌落＜５个，
重复性高。经形态学观察、革兰染色及生理生化检

测筛选后，２号和６号样本均成功分离纯化到１株
菌株，初步鉴定为 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ，分别编号为 ＨＳ＿０１
和ＨＳ＿０２，并进一步行１６ＳｒＤＮＡ序列测定。
２．２　临床株的１６ＳｒＤＮＡ扩增及序列测定

１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析显示，ＨＳ＿０１和 ＨＳ＿
０２的１６ＳｒＤＮＡ基因序列长度均为１４６２ｂｐ。将
ＨＳ＿０１和ＨＳ＿０２测定序列提交到Ｇｅｎｂａｎｋ，获得登
录号分别为ＨＳ＿０１（Ｇｅｎｂａｎｋ：ＨＱ８７７７６５）和ＨＳ＿０２
（Ｇｅｎｂａｎｋ：ＨＱ８７７７６６）。
２．３　构建系统发育树

从１６ＳｒＤＮＡ构建的系统发育树可见（图１），
ＨＳ＿０１和ＨＳ＿０２与Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ７０７３分在同
一个簇中。而Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ在这些链球菌中，与嗜
热链球菌的亲缘关系最接近。ＢＬＡＳＴ序列比对结
果显示，ＨＳ＿０１与 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ７０７３（Ｇｅｎ
ｂａｎｋ：ＡＹ１８８３５２）序列的同源性为１００％，ＨＳ＿０２与
Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ７０７３同源性为９９％，最终可鉴
定以上两个临床株均为Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ。

图１　２株唾液样本分离的临床菌株１６ＳｒＤＮＡ基因序列系统发育树
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｒａｉｎ１６ＳｒＤＮＡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｆｒｏｍｔｗｏｓａｌｉｖａｓａｍｐｌｅｓ

２．４　ｃｌｐＰ基因片段克隆及测序分析
将 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ１３４１９模式株、临床株

ＨＳ＿０１及ＨＳ＿０２样本的 ｃｌｐＰ基因进行 ＰＣＲ扩增、
并对产物纯化后进行ＤＮＡ序列测定，最后用Ｃｌｕｓｔ

ａｌ软件比对３个样本的 ｃｌｐＰ基因片段核苷酸序列
与Ｓ．ＳａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ２５９７５ｃｌｐＰ基因的核苷酸序
列，结果显示 Ｓ．ＳａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ２５９７５的 ｃｌｐＰ基
因全长为 ５９１ｂｐ，Ｓ．ＳａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ１３４１９模式

８９３１

贵 州 医 科 大 学 学 报　 ４３卷　



株、临床株ＨＳ＿０１及 ＨＳ＿０２的 ｃｌｐＰ基因克隆片段
长度分别为５２５、５２５及５２４ｂｐ；ＢＬＡＳＴ比对结果显
示，Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ１３４１９、ＨＳ＿０１及 ＨＳ＿０２的

ｃｌｐＰ基因片段与 Ｓ．ＳａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ２５９７５的 ｃｌｐＰ
基因片段的同源性分别为１００％、９７％及９９％，提示
３个样本中的ｃｌｐＰ基因均扩增成功。见图２。

图２　Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ１３４１９、ＨＳ＿０１、ＨＳ＿０２及Ｓ．Ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ
ＡＴＣＣ２５９７５的ｃｌｐＰ基因核苷酸系列比对结果

Ｆｉｇ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｌｐＰｇｅｎｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎＳ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ１３４１９，
ＨＳ＿０１，ＨＳ＿０２ａｎｄＳ．ＳａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ２５９７５
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２．５　高温下Ｓ．Ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ中ｃｌｐＰ基因表达
如图 ３所示，Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ１３４１９模式

株、临床株ＨＳ＿０１及ＨＳ＿０２中ｃｌｐＰ基因在５５℃刺
激２ｈ后的表达水平均高于３７℃时表达水平，分
别达到 ４５３±０５８倍、３９６±０６３倍及 ３７２±
０２２倍，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。

（１）与３７℃比较，Ｐ＜０．０５

图３　热刺激对Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓｃｌｐＰ基因表达的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｒｍａｌｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｎｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｌｐＰｇｅｎｅｉｎＳ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ

３　讨论

温度是影响生物生命活动的最重要的环境因

子之一。一般能在４５℃以上生长和繁殖的细菌可
称为高温菌，主要包括部分细菌，古菌和真菌［１０］。

ＣｌｐＰ存在于细菌和真核生物中，除了柔膜细菌和
部分真菌外［１１］。它是高度保守的丝氨酸蛋白酶。

ＣｌｐＰ最早发现于大肠杆菌中［１２］。ＣｌｐＰ的结构有
一个共同点：它包含了１４个亚单元，有两个七瓣环
形成一个圆柱样结构，该结构围成一个大腔室内含

蛋白酶的活性部位［１３］。ＣｌｐＰ能形成 ＡＡＡ＋（ＡＴＰ
酶联合不同细胞间的活性）伴侣蛋白复合物，它可

以使底物变性以及通过轴孔把它们转移到蛋白酶

的蛋白水解腔室中进行降解，将蛋白降解成７～８
个残基后从腔室中释放出来［１４］。

在革兰阳性细菌中，应激基因分为 ４类［１５］。

第一类，编码经典的分子伴侣（ＤａｎＫ，ＧｒｏＥＳ和
ＧｒｏＥＬ），由具有高度保守的 ＣＩＲＣＥ操纵子序列
（ＴＴＡＧＣＡＣＴＣＮ９ＧＡＧＴＧＣＴＡＡ）的 ＨｒｃＡ抑制子
控制。第二类，编码一般的应激蛋白，它们的表达

需要σＢ应激σ因子。第三类，热休克基因受ＣｔｓＲ
抑制，ＣｔｓＲ有一前一后重复的７个核苷酸序列（Ａ／
ＧＧＴＣＡＡＡＮＡＮＡ／ＧＧＴＣＡＡＡ）。第四类，不受 Ｈｒ
ｃＡ，σＢａ或ＣｔｓＲ所控制。ＣｌｐＰ属于第三类热休克

基因［１６］。Ｃｈａｓｔａｎｅｔ等［１７］研究发现，把枯草芽孢杆

菌作为同源性宿主，发现 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ的 ｃｌｐＰ基因
既受ＣｔｓＲ的负向调控，同时也受 ＨｒｃＡ抑制，但当
Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ在４８℃的高温中生长时，ＣｔｓＲ的负向
调控不起作用。

Ｇａｉｌｌｏｔ等［６］学者研究发现，单核细胞增生性李

斯特杆菌的ｃｌｐＰ在４２℃条件下生长表达升高了４
倍。再将野生株和敲除 ｃｌｐＰ的突变株置于４２℃
条件下，观察２０ｈ发现，对比野生株，突变株的生
长受到严重破坏，几乎不能生长。突变株最高只能

在４０℃下生长。还有研究发现，将肺炎链球菌的
ｃｌｐＰ突变株分别置于４０℃、４２℃、４４℃观察３ｈ，
发现随温度的升高，菌株生长量是递减的［１８］。

Ｍｓａｄｅｋ［５］将枯草芽孢杆菌的模式株和敲除 ｃｌｐＰ基
因的突变株，同时放在３７℃和５４℃的环境下观察
５ｈ并测定生长曲线。结果发现在３７℃和５４℃时
模式株都能正常生长，但突变株只能在３７℃下生
长，５４℃时不生长。

Ｌｅｍｏｓ等［８］学者研究发现，变异链球菌 ＵＡ１５９
在受到４２℃热刺激３０ｍｉｎ后，ｃｌｐＰ基因 ｍＲＮＡ的
水平升高了３倍，而敲除 ｃｌｐＰ的变异链球菌突变
株能够在４０℃以上生长，但生长很慢，在４２℃时
有菌体被破坏的表现。把ｃｌｐＰ缺陷突变株和野生
株均置于４２℃的条件下观察了８ｈ，发现两种菌株
都能生长，但突变株生长量明显低于野生株。Ｋａｊ
ｆａｓｚ等［１９］也有同样发现，变异链球菌的 ｃｌｐＰ突变
株在４２℃和ｐＨ５．５的条件下，生长很慢，且最终
达到的生长量比野生株低。为了更好的认识变异

链球菌的ｃｌｐＰ蛋白酶在细胞的自身调节中起的整
体作用，Ｃｈａｔｔｏｒａｊ等［２０］学者用敲除 ｃｌｐＰ的突变株
来进行转录物组研究，结果发现，与野生株相比，

１００多个基因的表达水平上调或下调了，其中有几
种与应激相关的基因，基因编码的细菌素以及许多

转录因子也发生了改变。ＬｉｕＴＹ等［２１］发现在５１℃
热刺激时敲除 ｃｌｐＰ的枯草芽孢杆菌会严重损害
ｓｉｇｌ表达，而 ｓｉｇｌ在热刺激时能对其自身表达及参
与细胞壁稳态和耐热性的表达起正向调节作用。

ＸｉｅＦ等［２２］在电镜下观察敲除 ｃｌｐＰ的胸膜肺炎放
线杆菌，其表面较野生型菌株更粗糙和不规则且细

胞体积会增大。在５２℃下培养２０ｍｉｎ的胸膜肺
炎放线杆菌野生株存活率为８１．４％，而敲除 ｃｌｐＰ
的突变株存活率仅为５０．５％，表明 ｃｌｐＰ的缺失削
弱了胸膜肺炎放线杆菌应对热休克的能力。在本

研究中，将 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ置于５５℃下培养过夜，光
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镜下观察菌体胀大，同一条链上的菌体大小不一，

与以往研究类似。ＨｕａｎｇＪ等［２３］研究发现敲除

ｃｌｐＰ的猪副嗜血杆菌突变株对于热，氧化和渗透压
的抵抗力下降。ＫｎｕｄｓｅｎＧＭ等［２４］发现鼠伤寒沙

门氏菌的 ｃｌｐＰ突变株在１０℃低温时生长也会受
到严重影响，表现为针尖状菌落。以上研究充分说

明ｃｌｐＰ会对细菌的抗温度应激能力产生影响。
本研究在细菌初筛阶段先利用高温培养，再通

过传统的微生物系统分类法，用选择性培养基培养

唾液样本，根据细菌形态学以及生理生化检测，对

待测菌种进行分离培养的粗筛后，在此基础上，结

合１６ＳｒＤＮＡ序列分析法进一步准确鉴定获得 Ｓ．
ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ临床株，结果准确可靠。进一步通过实时
荧光定量ＰＣＲ技术，测定Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ的ｃｌｐＰ基因
在３７℃下培养以及５５℃高温刺激２ｈ后的相对
表达量，结果发现 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓＡＴＣＣ１３４１９，ＨＳ＿
０１，ＨＳ＿０２的ｃｌｐＰ基因，在５５℃刺激２ｈ后的表
达量均比 ３７℃时高。该结果与 Ｇａｉｌｌｏｔ等［６］及

Ｌｅｍｏｓ等［８］学者研究报道的 ｃｌｐＰ基因在热刺激下
表达升高的研究结果相类似。根据实验结果推测，

Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ在受到高温的刺激时，胞内可能产生
异常蛋白，这时ｃｌｐＰ蛋白酶的表达量及活性升高，
来降解这些异常蛋白，使细菌在高温下还能够存

活。尽管ｃｌｐＰ有着高度的保守性，但它在不同细
菌处于热休克时的表现和调节机制却是不同的。

本研究初步探索了 Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ的 ｃｌｐＰ基因在不
同温度下基因表达水平上的差异，结果对进一步研

究Ｓ．ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ的耐热机制和 ｃｌｐＰ基因应对高温
刺激的作用机制打下了基础。
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