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龋病是牙菌斑生物膜依赖性疾病，对酸性环境

的耐受是牙菌斑的重要生态特征，在龋病的病因学

研究中占主要地位。酸耐受直接与菌斑细菌的质子

移位膜ATP酶（membrane bound proton- translocating

ATPase, F0F1ATPase，简称F- ATPase）相关，而变形

链球菌（Streptococcus mutans S mutans）简称变链
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[摘要] 目的 研究变形链球菌临床分离株耐酸因子F- ATPase亚基c、a、b联合基因uncEBF的遗传多态性，并探

讨基因多态与细菌耐酸力的关系。方法 选取18株变形链球菌高耐酸株、20株低耐酸株，以特异引物从细菌组

DNA扩增uncEBF，行限制性内切酶长度多态性分析（RFLP）和测序比较。结果 不同限制性内切酶RFLP产生不同

的基因型，测序证实了导致多态出现的基因变异；其中内切酶AluⅠ产生的A、B基因型在不同耐酸力菌株的分布

不同（P<0.05），高耐酸性菌株中A型基因uncEBF的检出高于低耐酸力菌株。结论 变形链球菌F- ATPase亚基联合

基因uncEBF具有明显基因多态性，酸性环境下生存力强的菌株可能出现基因的适应性变异，可认为不同基因型

uncEBF分布与耐酸力不同相关。
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[Abstract] Objective The purpose of this research was to study the genetic diversity of F- ATPase subunit gene

uncEBF derived from Streptococcus mutans（S.mutans）clinical isolates, furthermore to investigate the relationship between

the genetic diversity of F- ATPase and S.mutans aciduric ability. Methods 38 S.mutans strains included 18 high

acid tolerance strains and 20 low acid tolerance strains. Gene uncEBF of these isolates were amplified with specific

primers from S.mutans genomic DNA, and the PCR products were analyzed by RFLP and sequenced. SPSS 11.0

statistic software assayed the results. Results It was testified that two genotypes A and B of PCR - RFLP were

revealed when digested with AluⅠand DdeⅠdigested fragments of uncEBF displayed two different patterns C and D.

Fisher exact two- tail test showed that the distributions of A and B genotype strains with different acidurance were

different（P<0.05）, and the proportion of A genotype strains from high acidurance group was higher than that from

low acidurance one. Some of these amplified uncEBF genes from different genotype were sequenced and testified that

there existed variation of AluⅠand DdeⅠrecognized sites. Conclusion This study indicated that uncEBF gene of

S.mutans F- ATPase obviously exhibited genetic diversity.

[Key words] Streptococcus mutans； aciduric； genetic diversity
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菌，是牙菌斑中的主要致龋菌之一，变链菌F-

ATPase是重要致龋毒力因子[1]。

牙菌斑中变链菌依靠酵解糖类生存，酵解产物

有机酸导致环境pH降低，酸攻击牙面发生龋齿，牙

菌斑低pH下细菌的致龋性主要由其酸耐性所决定。

不同耐酸力的变链菌株致龋性不同，F- ATPase是其

耐酸力的主要调节机制之一 [2]。

细菌的生物学功能在很大程度上由其遗传特征

决定，诸多研究[3- 4]基因表型上证实了变链菌组DNA

和致龋毒力因子的基因多态性及其与致龋力的关

系。本课题组[5- 7]在基因型和基因表达水平上系统探

讨了血清c型变链菌临床株产酸因子乳酸脱氢酶、

耐酸因子F- ATPase的质子通道cab结构亚基基因[8]、

催化亚基α的结构基因[9]及旋转中心亚基γ[10]与细菌

产酸耐酸力的关系。本研究选取18株变形链球菌高

耐酸株、20株低耐酸株，以特异引物从细菌组DNA

扩增uncEBF，行限制性内切酶长度多态性分析和测

序比较，从而探讨血清c型变链菌临床株F- ATPase

的亚基基因uncEBF多态性及其与细菌耐酸力的关

系。

1 材料和方法

1.1 菌株和培养基

本课题组前期获得的38株变链菌临床分离株[3]：

18株表现高耐酸性、20株表现低耐酸性（pH为4～7不

同培养条件下变链菌的生长浓度和曲线为指标）。

TPY（tryptone polypepton yeast）培养基（自配）。

1.2 试剂

PCR反应试剂盒（大连宝生物有限公司），ultra-

PureTM基因组DNA快速提取试剂盒（北京赛百盛有限

公司），限制性内切酶（Fermentas公司，美国），DNA

相对分子质量Marker：DL2000（大连宝生物有限公

司），pGEM- 7zf（+）DNA/HaeⅢ（华美生物有限公

司），1×TBE buffer和5×TBE buffer（自配）。

1.3 仪器和设备

UV- 265型紫外分光光度计（日本岛津公司），

MR1812低温超速离心机（Jouan公司，法国），梯PCR

仪（Eppendorf Mastercycle Gradient公司，德国）。

1.4 细菌基因组DNA抽提

冻干变链菌临床株复苏、形态学鉴定后接种于

TPY固体平板，37℃、80%N2、10%H2和10%CO2条

件下培养48 h，挑取单菌落于20 mL TPY液体培养

基在相同条件培养12~16 h, 增菌。按ultraPureTM试剂

盒说明书提取DNA，- 20℃保存。测定A260 nm/A280 nm，

确定DNA纯度和浓度。1%琼脂糖凝胶电泳100 V，

25 min检测。

1.5 PCR扩增uncEBF基因

根据GS- 5的F- ATPase亚基c、a、b编码基因unc-

EBF全序列（Genbank accession number U31170），

用Primer 3在线设计并合成uncEBF特异引物5′-

AGCACTTGGGATTGCTGTTT- 3′， 5′- TGCCTTAA -

CGCTTGATAGGG- 3′（上海申能博采有限公司），

oligo 5.0评价引物。按PCR试剂盒说明书体系加样，

循环参数如下：94℃预变性5 min，94℃变性30 s，

60℃退火45 s，72℃延伸2 min，35个循环，72℃总

延伸5 min。产物uncEBF（21~1 360 bp）行1%琼脂糖

凝胶电泳，凝胶成像系统分析，产物- 20 ℃保存，

备用。

1.6 变链菌uncEBF基因RFLP分析

clone3.1 version软件（Scientific Education Soft-

ware公司，美国）分析基因酶切位点，选择限制性内

切酶DdeⅠ、SspⅠ和 AluⅠ分别消化PCR产物：产

物5μL，酶0.5μL，10×buffer 2μL，灭菌去离子水

加至20μL体系，按内切酶说明书控制酶切条件和

时间。酶消化产物行6%聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳，

银染显色分析带型。

1.7 统计方法

对所获得的数据采用SPSS 11.0统计软件确切概

率法分析。

1.8 PCR产物测序分析

从RFLP分析不同基因型菌株中，各选择6个扩

增样本进行纯化和测序（上海稽康有限公司）。序列

行同源性分析，并与Genbank序列比较。clone3.1

version软件分析测序结果的变异位点。

2 结果

2.1 变链菌F- ATPase亚基uncEBF基因扩增

以达到纯度和浓度标准的变链菌临床株细菌组

DNA为模板，特异引物扩增的基因uncEBF约1.34 kb

（图1）。

M：DL2000 Marker；1~5：变链菌F- ATPase亚基uncEBF基因

图 1 变链菌临床株F- ATPase亚基uncEBF基因扩增

Fig 1 uncEBF of S.mutans F- ATPase amplified by PCR

2.2 变链菌F- ATPase亚基uncEBF基因的RFLP分析

图2显示uncEBF基因RFLP分析发现AluⅠ消化
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产物获得2种基因型A和B，而DdeⅠ酶切扩增产物出

现C、D 2种基因带型（图3）。A、B 2种基因型在不

同耐酸力菌株中的分布为：A基因型在高、低耐酸

力菌株中的分布分别为6和1株，B基因型在高、低

耐酸力菌株中的分布分别为12和19株，以确切概率

法双侧检验A、B基因型在高、低耐酸菌株中的差异

具有统计学意义（P=0.038，P<0.05）。RFLP的DdeⅠ

的酶切产物检出的D基因型只有3株，没有统计学意

义。SspⅠ酶切产物未表现多态带型。

M：pGEM- 7zf（+）DNA/HaeⅢ Marker；1~12：变链菌临床株F-

ATPase亚基uncEBF基因，其中1、3、4、5、8、9、11、12为B基因

型，2、6、7、10为A基因型

图 2 变链菌临床株F- ATPase亚基uncEBF基因PCR- RFLP分析

（AluⅠ酶切）

Fig 2 PCR- RFLP patterns of uncEBF of S.mutans isolates（di-

gested with AluⅠ）

M：pGEM- 7zf（+）DNA/HaeⅢ Marker; 1~9：变链菌临床株F-

ATPase亚基uncEBF基因，其中1~5、8、9为C基因型，6、7为D基因

型

图 3 变链菌临床株F- ATPase亚基uncEBF基因PCR- RFLP分析

（DdeⅠ酶切）

Fig 3 PCR-RFLP patterns of uncEBF of S.mutans isolates（diges-

ted with DdeⅠ）

2.3 变链菌F- ATPase亚基uncEBF基因clone3.1 ver-

sion软件分析

根据clone3.1 version软件分析，变链菌的F-

ATPase- uncEBF经AluⅠ酶切后可观察到至少5条片

段，为6%PAGE胶垂直电泳证实。

变链菌临床株的扩增产物uncEBF经AluⅠ酶切

后，对呈现的2种基因型A、B各6株进行测序，发现

B基因型的AluⅠ位点和参考株GS- 5相同，而A基因

型多出1个AluⅠ位点：uncEBF在GS- 5的1 279~

1 282位5′- AGCC- 3′突变为5′- AG↓CT- 3′，从而出

现约80 bp小片段。

对DdeⅠ酶切产生的D、C基因型uncEBF测序结

果进行比较和分析发现，D型基因在1 190~1 194 bp

的识别位点5′- C↓TAAG- 3′突变为5′- CTAAA- 3′,

因而C型基因有9个酶切位点，观察到6个片段，其

余过小片段不可见，而D型基因只有8个识别位点，

除了C型表现的6个片段还出现了约80 bp的可见片

段。

3 讨论

F- ATPase位于细胞质，由两个功能不同结构域

共同构成，即细胞质部分（F1）和胞膜结合部分（F0）。

F0多聚体包含a、b、c、d和e 5个亚基，此部分形成

结合运输质子的特异通道。a、b、c亚基是构成质子

通道、提供F1和F0结构连接的主要亚基，F- ATPase

通过质子通道逐出质子, 调节口腔链球菌群的胞内

pH，以维持内外环境间ΔpH[11- 12]：依照不同的膜电

化学势能，当环境pH较高时运输膜外质子入胞内，

同时将ADP和Pi合成ATP；当环境pH较低时则逆向

移质子于胞外，并水解ATP以行使细胞功能。编码

变链菌F- ATPase构成质子通道的这3个亚基的结构

基因在操纵子（Genebank∶U31170）上的以 c（757 ~

976 bp）、a（990~1 079 bp）、b（1 727~2 224 bp）顺序

排列，与大多数微生物的典型a、c、b排列不同，命

名为uncEBF[1]。

和其他细菌结构基因的研究[1，13]表明，变链菌F-

ATPase的胞膜结合部分F0同源性低于细胞质部分F1，

又因为F0主要亚基c、a、b的操纵子排列与其他细菌

相反，故对其编码基因uncEBF同源性研究一直广受

关注，但针对不同耐酸力菌株的分析至今未见相关

报道。本研究首次对来源于不同龋敏感人群的变链

菌及不同酸耐受力菌株的uncEBF进行遗传多态性分

析，证实uncEBF具有明显的基因异质性。

有研究证实，不同细菌F- ATPase耐酸能力不

同，首先在于其膜结合结构域F0的特异区别，变链

菌c亚基的质子结合区及环状氨基酸构成的螺旋结
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构和其他链球菌一致，c亚基的前30个氨基酸序列

与枯草杆菌相似，而a亚基则与粪链球菌同源 [1，14]，

即c、a亚基基因同源性较高。本实验也发现导致基

因多态的碱基变异位点在b亚基的编码基因段，而

c、a亚基基因较为高度保守。

A、B基因型uncEBF的分布在高低耐酸力菌株

的分布不同，A基因型在高耐酸力菌株的检出较低

耐酸菌株高，表明A型uncEBF基因的特殊位点的突

变与致龋菌的耐酸力有关。可以认为变链菌在低pH

环境中能够生存的菌株，需要加强F- ATPase这个重

要的H+泵逐出胞内质子的能力，变链菌这种渐进的

生理适应主要通过提高F- ATPase的活性，维持菌细

胞跨膜ΔpH来实现的。

以c、a、b亚基为主要结构形成的质子通道在质

子移位和维持细胞内外环境间的ΔpH起着必不可少

的重要作用，编码基因位点的突变可能是一种细菌

对环境耐酸性增强的相应的调节和适应[15]，但这种

突变是否导致基因表达以及所编码的亚基蛋白表达

改变尚有待进一步探索。
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