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A型产气荚膜梭菌KdpD/E双组份系统调节毒素
基因表达的研究*
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【摘要】 目的 明确kdpD基因编码的蛋白结构特点,探究A型产气荚膜梭菌中KdpD/E系统与alpha和cpe毒素基因

表达趋势的关联性。 方法 用试剂盒法提取A型Cp菌的基因组DNA,PCR扩增kdpD基因并测序,对该基因测序结

果进行分析及蛋白结构预测;分别提取A型产气荚膜梭菌培养2-9
 

h
 

8个时间段的总RNA,采用电泳和核酸蛋白检测

仪,测定各个时间段总RNA的浓度和纯度;将RNA反转录为cDNA,用实时荧光定量PCR检测kdpD、kdpE双组份系

统与alpha、cpe毒素编码基因的相对表达量。 结果 生物信息学预测 KdpD蛋白结构中α-螺旋占76.1%,β-折叠占
 

23.1%,β-转角占0.855%,无规则卷曲占0.427%,无跨膜区;提取总RNA的质量较高,其 A260/A280 值在1.8~2.1之

间;实时荧光定量PCR检测kdpD、kdpE、alpha、cpe基因扩增产物溶解曲线单一,同时kdpD/E基因与alpha和cpe毒素

基因表达趋势相似,即随着细菌的生长,信号基因和毒素基因的表达量均增加,且在3
 

h和4
 

h增幅明显,并在4
 

h时表

达量最高,随后逐渐降低,其中alpha毒素基因表达量的变化更为明显。 结论 产气荚膜梭菌kdpE基因的蛋白结构

预测符合其作为应答调节蛋白的结构功能,A型Cp菌中KdpD/E双组份信号系统与alpha和cpe毒素基因的表达存在

一定的相关性,alpha毒素作为A型产气荚膜梭菌产生的主要毒素与KdpD/E系统的相关性更显著。
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【Abstract】 Objective In
 

order
 

to
 

clarify
 

the
 

protein
 

structure
 

characteristics
 

of
 

kdpD
 

gene
 

synthesis.
 

To
 

explore
 

the
 

correlation
 

of
 

the
 

KdpD/E
 

system
 

to
 

the
 

gene
 

expression
 

trends
 

of
 

alpha
 

and
 

cpe
 

toxins
 

in
 

C.
 

perfringens
 

type
 

A. 
Methods The

 

genomic
 

DNA
 

of
 

C.
 

perfringens
 

type
 

A
 

bacteria
 

was
 

extracted
 

by
 

kit
 

method.
 

The
 

kdpD
 

gene
 

was
 

ampli-
fied

 

by
 

PCR
 

and
 

sequence.
 

Gene
 

sequence
 

results
 

were
 

analyzed
 

and
 

protein
 

structure
 

predicted.
 

Total
 

RNA
 

was
 

extrac-
ted

 

from
 

C.
 

perfringens
 

type
 

A
 

cultured
 

for
 

2-9
 

h
 

for
 

8
 

times
 

periods.
 

Electrophoresis
 

and
 

nuclei
 

acid
 

protein
 

detector
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

concentration
 

and
 

purity
 

of
 

total
 

RNA
 

in
 

each
 

time
 

period.
 

RNA
 

was
 

reversing
 

transcribed
 

for
 

cD-
NA.

 

The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

kdpD,kdpE
 

two-component
 

system
 

and
 

alpha,cpe
 

toxin
 

encoding
 

genes
 

were
 

detec-
ted

 

by
 

RT-qPCR. Results Bioinformatics
 

predicts
 

that
 

α-helix
 

accounts
 

for
 

76.1%,β-sheet
 

accounts
 

for
 

23.1%,β-turn
 

accounts
 

for
 

0.855%,random
 

coil
 

accounts
 

for
 

0.427%,and
 

there
 

is
 

no
 

transmembrane
 

region
 

in
 

the
 

structure
 

of
 

KdpD
 

protein.
 

The
 

A260/A280 value
 

of
 

the
 

extracted
 

total
 

RNA
 

was
 

between
 

1.8
 

and
 

2.1.
 

Real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

detection
 

of
 

kdpD,kdpE,alpha,cpe
 

gene
 

amplification
 

products
 

has
 

a
 

single
 

dissolution
 

curve.
 

At
 

the
 

same
 

time,the
 

expression
 

trend
 

of
 

kdpD/E
 

gene
 

and
 

alpha
 

and
 

cpe
 

toxin
 

gene
 

was
 

similar.
 

That
 

is,with
 

the
 

growth
 

of
 

bacteria,the
 

ex-

pression
 

levels
 

of
 

both
 

signal
 

genes
 

and
 

toxin
 

genes
 

increase.
 

And
 

the
 

increase
 

was
 

obvious
 

at
 

3
 

h
 

and
 

4
 

h,and
 

the
 

expres-
sion

 

level
 

was
 

the
 

highest
 

at
 

4
 

h,and
 

then
 

gradually
 

decreased.
 

Among
 

them,the
 

expression
 

level
 

of
 

alpha
 

toxin
 

gene
 

changed
 

more
 

obviously. Conclusion The
 

protein
 

structure
 

prediction
 

of
 

the
 

kdpE
 

gene
 

of
 

Clostridium
 

perfringens
 

is
 

consistent
 

with
 

its
 

structural
 

function
 

as
 

a
 

response
 

regulator
 

protein.
 

There
 

is
 

a
 

certain
 

correlation
 

between
 

the
 

KdpD/E
 

two-component
 

signaling
 

system
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

alpha
 

and
 

cpe
 

toxin
 

genes
 

in
 

C.
 

perfringens
 

type
 

A.
 

The
 

alpha
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toxin
 

produced
 

by
 

C.
 

perfringens
 

type
 

A
 

was
 

more
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

KdpD/E
 

system.
【Key

 

words】 Clostridium
 

perfringens
 

type
 

A;Two-component
 

system;alpha
 

toxin
 

gene;cpe
 

toxin
 

gene

  产气荚膜梭菌(Clostridium
 

perfringens,Cp)是
一种可产生孢子的革兰阳性菌条件致病菌,在自然界

和动物肠道内广泛存在,主要引起人类和动物气性坏

疽、肠道感染等疾病[1],还能诱发人的食物中毒。其中

A型Cp菌被认为是人类和动物最易感的病原体之

一[2],主要通过产生alpha毒素和肠毒素CPE,引起肠

绒毛上皮及内皮细胞损伤,破坏细胞膜结构完整性,引
发肠炎[3];同时alpha毒素能诱导内皮细胞死亡导致

严重的肌坏死[4]。Cp菌中存在许多参与生命活动调

控的关键系统,其中双组份信号系统在感知、响应环境

刺激和调控毒力基因表达方面发挥着核心作用。
双组分信号(Two-component

 

signal,TCS)系统

参与调控细菌的绝大部分生理活动,是细菌最基本、最
关键的信号转导系统,主要参与调节细菌的生长繁殖、
黏附、毒力、耐药性和宿主-病原体相互作用的反应

等[5]。迄今为止在微生物中已发现有数百种TCS系

统[6],不同菌中TCS系统的数目差异显著,常见细菌

一般含有20种以上的TCS系统,且不同的TCS系统

间存在相互调控作用,共同维持细菌的各类生理活动。
一个完整的TCS系统包含两个部分:组氨酸蛋白激酶

(Histine
 

Kinase,HK)和 应 答 调 节 蛋 白(Response
 

Regulator,RR)[7]。HK通常是一个跨膜蛋白,由信号

感应结构域、跨膜区和信号传导结构域三部分构成[8],
该蛋白能通过感受外界环境刺激,激活自身产生信号

转导。RR一般是由一个保守的N-末端接受区域和一

个多变的C-末端输出区域组成[9],该蛋白通常存在于

胞膜内,无跨膜区,通过磷酸级联反应起作用。

KdpD/E双组份系统最初在大肠埃希菌中被发

现,该系统感应环境中K+浓度和渗透压的变化[10-11],
通过调节下游相关基因的表达来适应胞外环境变化。

KdpD/E系统参与Kdp-ATPase
 

K+ 转运系统的功能

调控
 [12],对细菌细胞内存活机制也具有调节作用,同

时与致病菌毒力基因的表达相关[13]。大量研究表明

TCS系 统 的 缺 失 会 导 致 致 病 菌 株 毒 力 的 普 遍 减

弱[14-15],致病性降低[16]。本研究对KdpD蛋白进行结

构预测,同时采用实时荧光定量PCR(RT-qPCR)技术

对kdpD、kdpE、alpha和cpe毒素基因表达水平进行

检测,旨在为Cp菌 KdpD/E双组份系统调控机制的

研究提供基础数据,为Cp菌的感染防治提供思路。

材料与方法

1 材料

1.1 菌 种  试 验 用 A 型 产 气 荚 膜 梭 菌 (Cp)

CICC22949于中国工业微生物菌种保藏管理中心购

买。

1.2 主要试剂 液体硫乙醇(FT)培养基购自北京陆

桥公司;细菌基因组 DNA 提取试剂盒购自 TIAN-
GEN(中国)公司;EASYspin

 

Plus细菌RNA快速提

取试剂盒,购自艾德莱(北京)生物科技公司;Premix
 

Ex
 

TaqⅡ和反转录试剂盒购自TaKaRa(中国)公司。

2 方法

2.1 A型Cp菌基因组DNA提取 复苏A型Cp菌

株,然后按1%接种量接种于FT
 

培养基,在170
 

r/

min、37
 

℃条件恒温过夜培养。吸取3-5
 

mL菌液,

10
 

000
 

r/min离心5
 

min,收集菌体。用试剂盒提取A
型Cp菌基因组DNA,并通过1%琼脂糖凝胶电泳检

测DNA的质量。

2.2 Cp菌kdpE基因PCR扩增和序列测定 根据

NCBI中已发表的Cp菌kdpE基因序列设计引物,引
物序列为kdpE-F:5'-ATGAAACCAGCAATTTTA-
3';kdpE-R:5'-TTAAAGTTCACTATCCTTAT-3',
并交由生工生物工程(上海)公司合成,kdpE基因扩增

片段大小为704
 

bp。PCR扩增以Cp菌基因组DNA
为模板。PCR反应条件:95

 

℃
 

1
 

min;47
 

℃
 

1
 

min,72
 

℃
 

1
 

min,共35个循环;72
 

℃
 

10
 

min,PCR产物4
 

℃
保存。用胶回收法纯化PCR,纯化产物交由生工公司

测序。

2.3 KdpE蛋白结构分析 用DNA
 

Star软件分析

KdpE蛋白的二级结构,SWISS-MODEL分析 KdpE
蛋白的三级结构。

2.4 Cp菌总RNA的提取 复苏Cp菌株,然后按1
∶100比例接种于FT

 

培养基,在170
 

r/min、37
 

℃条

件培养。收集培养2-9
 

h的菌液,10
 

000
 

r/min离心5
 

min,收集菌沉淀,用试剂盒法分别提取不同时间段细

菌总RNA。用1%的琼脂糖凝胶电泳和核酸蛋白检

测仪测定所提取RNA的纯度和浓度,并将 RNA放

至-80
 

℃保存。

2.5 cDNA的合成 对培养各时间段提取的Cp菌

株总RNA 稀释到均一浓度后,用反转录试剂盒将

RNA反转录成cDNA,于-20
 

℃保存。

2.6 引物合成和RT-qPCR检测 根据 NCBI中已

发表的Cp菌kdpD/E、alpha和cpe基因序列设计荧

光定量引物。kdpD-F:5'-ATGAGGGAAACTCGTC-
CTAA-3'; kdpD-R: 5'-TCAATAACTAAAATT-
GCTGGTTTCA-3'。kdpE-F:5'-ATGAAACCAG-
CAATTTTA-3'; kdpE-R: 5'-TTAAAGTTCAC-

·726·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2022年06月 第17卷第06期

Jun.2022, Vol.17,No.06



TATCCTTAT-3'。alpha-F:5'-
 

GTGGTGAGAA-
AGATGCTGGAAC-3'。alpha-R:5'-TTCCTGGGT-
TGTCCATTTCCC-3';cpe-F:5'-TCCAATGGTGT-
TCGAAAATGCT-3'。cpe-R:5'-GGGTTCCCCTA-
ATATCCAACCA-3'。RT-qPCR 反应以16S

 

rRNA
基因为内参基因。反应体系(25

 

μL):12.5
 

μL
 

TB
 

Green
 

Premix
 

Ex
 

TaqⅡ(Tli
 

RNaseH
 

Plus)(2×),
上、下游引物(10

 

μmol/L)各1
 

μL,2
 

μL
 

cDNA溶液,

8.5
 

μL
 

RNase
 

free
 

dH2O。反应条件:95
 

℃
 

30
 

s;95
 

℃
 

5
 

s,50
 

℃
 

34
 

s,共40个循环;95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

1
 

min,95
 

℃
 

15
 

s,应用2-ΔΔCT 法计算目的基因的相对表

达量。

结 果

1 Cp菌株基因组DNA的提取与鉴定

提取的A型Cp菌基因组DNA经电泳检测结果

显示,目的条带单一,亮度合适(图1)。

M DNA标志物 1~3 A型Cp菌基因组
 

DNA
图

 

1 Cp菌基因组DNA电泳图

M DNA
 

Marker 1-3 Type
 

A
 

Cp
 

bacterial
 

genome
 

DNA
Fig.1 Cp

 

bacteria
 

genomic
 

DNA
 

electrophoresis

2 Cp菌kdpE基因的扩增

PCR
 

扩增Cp菌kdpE基因,扩增片段大小约704
 

bp(图2),与预期相符。阴性对照无相应扩增片段。

3 KdpE蛋白结构预测

Garnier法预测蛋白的二级结构(图3),KdpE蛋

白中存在许多α-螺旋和β-折叠,以及少量β-转角和无

规则卷曲;其中α-螺旋占76.1%,β-折叠占23.1%,β-
转角占0.855%,无规则卷曲占0.427%。

通过SWISS-MODEL工具对 KdpE蛋白进行三

级结构预测(图4)。KdpE蛋白结构中α螺旋占据绝

大部分,存在部分β转角,可见少量的β折叠和无规则

卷曲。

M DNA标志物 1 阴性对照 2 kdpE基因PCR产物
图

 

2 kdpE基因PCR产物1%琼脂糖凝胶电泳分析

M DNA
 

Marker 1 Negative
 

Control 2 kdpE
 

gene
 

PCR
 

product
Fig.2 Agarose

 

gel
 

electrophoresis
 

of
 

kdpE
 

gene

图
 

3 KdpE蛋白二级结构预测

Fig.3 Secondary
 

structure
 

of
 

KdpE
 

protein

图
 

4 KdpE蛋白三级结构

Fig.4 Tertiary
 

structure
 

of
 

KdpE
 

protein

4 Cp菌株总RNA的提取及鉴定

提取的Cp菌株总RNA电泳结果显示(图5),不
同时间段RNA条带均明亮,浓度和纯度较高。不同

时间段RNA的 A260/A280 值均在1.8~2.1之间,表
明提取的RNA纯度较好。

1~8 分别为2-9
 

h
图

 

5 培养2-9
 

h
 

的Cp菌总RNA提取物1%琼脂糖凝胶电泳分析
1-8 2-9

 

h
 

respectively
Fig.5 2-9

 

h
 

total
 

RNA
 

electrophoresis
 

results
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5 RT-qPCR检测kdpD、kdpE、alpha和cpe毒素基因

表达情况

kdpD和kdpE基因的RT-qPCR熔解曲线峰值均

较窄且单一,说明扩增产物单一,不存在非特异性扩增

(图6)。随着Cp菌培养时间的增加,kdpD和kdpE
基因的相对表达量均逐渐升高,培养4

 

h时达到峰值,
随后逐渐降低(图7)。

图
 

6 kdpD和kdpE基因溶解曲线

Fig.6 Dissolution
 

curves
 

of
 

kdpD
 

and
 

kdpE
 

gene

图
 

7 kdpD和kdpE基因相对表达量

Fig.7 Relative
 

expression
 

of
 

kdpD
 

and
 

kdpE
 

gene

kdpD、kdpE、alpha毒素基因RT-qPCR检测溶解

曲线见图8。kdpD/E双组份信号基因与alpha毒素

基因表达趋势相同,随着培养时间的延长,kdpD、

kdpE、alpha毒素基因呈现先上调表达,后下调表达,
在培养4

 

h时均呈现表达量最大,随后均表现为下调

表达(图9),表明Cp菌kdpD/E双组份信号系统对

alpha毒素基因有一定的正向调节作用。

图
 

8 kdpD、kdpE和alpha毒素基因溶解曲线

Fig.8 kdpD,kdpE
 

and
 

alpha
 

toxin
 

gene
 

dissolution
 

curves

kdpD、kdpE、cpe毒素基因RT-qPCR检测溶解曲

线见图10。kdpE双组份信号基因与cpe毒素基因表

达趋势相同,随着培养时间的延长,kdpE和cpe基因

呈先上调表达,后下调表达,在培养4
 

h时基因表达量

达到最大,随后均表现为下调表达,其中kdpD基因的

表达除了在6
 

h时出现一定波动,其余时间段均与

kdpE基因的表达一致(图11)。

图
 

9 kdpD、kdpE和alpha毒素基因相对表达量

Fig.9 Relative
 

expression
 

of
 

kdpD,kdpE
 

and
 

alpha
 

toxin
 

gene

图
 

10 kdpD、kdpE和cpe基因溶解曲线

Fig.10 kdpD,kdpE
 

and
 

cpe
 

gene
 

dissolution
 

curves

图
 

11 kdpD、kdpE和cpe基因相对表达量

Fig.11 Relative
 

expression
 

of
 

kdpD,kdpE
 

and
 

cpe
 

gene

讨 论

TCS系统是细菌感受细胞内外环境最普遍的一

个系统,由HK和RR组成。在KdpD/E系统中,Kd-
pD作为一个跨膜蛋白通常位于细胞膜上,该蛋白主要

作用是捕捉并且翻译细胞外的环境信号[17];RR仅存

在于胞膜内,无跨膜区,其功能主要是依据胞外信号分

子的变化对特定基因进行调控或使细菌作出一系列适

应性行为[18]。KdpD/E系统参与细菌对环境耐受力

的调控[19],也对部分细菌的运动和毒素产生密切相

关[20]。在金黄色葡萄球菌,KdpD/E系统参与调控荚

膜多糖毒素的产生[21-22]。在结核分枝杆菌,kdpD/E
基因缺失导致其毒力增强[9]。在溶藻弧菌,KdpD/E
系统参与毒力因子的调控及致病过程[23]。本研究中

Cp菌株的 KdpE蛋白预测结果符合其作为RR的结

构功能。
本实验中,kdpD和kdpE基因在A型Cp菌生长

过程中的表达趋势相同,在4
 

h表达量达到最高,这也

被认为与2-4
 

h作为Cp菌快速生长期相关。kdpD/E
基因对A型Cp菌alpha毒素和cpe毒素基因具有一
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程度的的正相关作用,且作用趋势相同,均在4
 

h时表

达量达到最大值,其中可能由于alpha毒素作为A型

Cp菌主要的毒素,所以 KdpD/E系统对其调控作用

相对要加突出。以上表明 KdpD/E双组份信号系统

对A型产气荚膜梭菌主要毒素基因的表达具有一定

的调控作用。建议在此基础上构建A型Cp菌kdpD/

E基因缺失菌株,进一步了解KdpD/E双组份信号系

统对Cp菌的调控机制,从而为A型Cp菌新型活苗的

研究提供理论支撑。
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