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·论著·

金黄色葡萄球菌和纤维连接蛋白结合

蛋白A对血管内皮细胞紧密连接的

破坏作用
冯洒然 1  李德志 2  林殿杰 2  朱玲 2 

【摘要】目的  观察金黄色葡萄球菌和纤维连接蛋白结合蛋白A基因（fnBA）敲除金黄色葡萄

球菌菌株对人微血管内皮细胞（HMEC-1）紧密连接蛋白ZO-1、Claudin-5的影响，并探讨金黄色葡

萄球菌侵袭血管内皮细胞的机制。方法  将野生金黄色葡萄球菌菌株NCTC8325与HMEC-1按100︰1
比例共培养，实时定量RT-PCR检测共培养30 min、60 min和120 min时HMEC-1紧密连接成份ZO-1和
Claudin-5 mRNA的表达，同时应用Western blot分析和免疫组织化学染色观察共培养不同时间紧密连

接蛋白ZO-1和Claudin-5的表达。构建fnBA基因敲除突变菌株NCTC8325ΔfnbA，以野生金黄色葡萄

球菌菌株NCTC8325为阳性对照，观察突变株NCTC8325ΔfnbA与HMEC-1共培养120 min后紧密连接

蛋白ZO-1和Claudin-5的变化。结果  金黄色葡萄球菌NCTC8325与HMEC-1共培养30 min、60 min和                    
120 min后紧密连接蛋白ZO-1、Claudin-5 mRNA的表达在30 min、120 min时较对照组显著下降[30 min 
时与对照组比较：ZO-1：t = 4.104、P = 0.015，Claudin-5 mRNA：t = 2.802、P = 0.049；120 min时
与对照组比较：ZO-1：t = 3.478、P = 0.025，Claudin-5 mRNA：t = 1.802、P = 0.261]，但60 min时
ZO-1、Claudin-5 mRNA的表达有一过性升高。与金黄色葡萄球菌NCTC8325共培养后，免疫组织化

学结果发现在30 min时ZO-1和Claudin-5两种紧密连接蛋白较对照组表达显著下降（t = 33.6、59.03，
P均 ＜ 0.001），120 min时ZO-1和Claudin-5两种紧密连接蛋白较对照组表达亦显著下降（t = 31.8、
60.75，P均 ＜ 0.001）；Western blot与免疫组组织化学结果一致。与突变菌株NCTC8325ΔfnbA共培养

30 min、  60 min和120 min后，在30 min和60 min时ZO-1、Claudin-5蛋白的表达与NCTC8325组差异无

统计学意义（P均＞ 0.05），在120 min时ZO-1和Claudin-5蛋白的表达较NCTC8325组显著升高，差异

均有统计学意义（ZO-1：t = 14.89、P ＜ 0.001，Claudin-5：t = 7.008、P = 0.002）。结论  金黄色葡萄

球菌能通过下调紧密连接蛋白破坏HMEC-1紧密连接屏障，且其表面蛋白FnBPA发挥了重要作用。

【关键词】金黄色葡萄球菌；基因敲除；纤维连接蛋白结合蛋白A基因；紧密连接；闭锁小带蛋

白1；紧密连接整合膜蛋白5 
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【Abstract】Objective  To investigate the changes of tight junction protein ZO-1 and Claudin-5 of human 
microvascular endothelial cells (HMEC-1) after incubation with Staphylococcus aureus (S. aureus) and fnbA 
knockout strains, and to explore the mechanism of S. aureus invading the vascular endothelial cells. Methods  
Wild NCTC8325 S. aureus strain were co-cultured with HMEC-1 in 100:1 ratio for 30 min, 60 min and 120 min. 
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Quantitative real-time-PCR analyses were performed to examine the expressions of ZO-1 and Claudin-5 
mRNA. At the same time, the expressions of protein ZO-1 and Claudin-5 were also analyzed by western 
blot and immunohistochemistry methods. The strain NCTC8325Δ fnbA with fnbA gene knockout was 
generated and co-cultured with HMEC-1 for 120 min. Western blot and immunohistochemistry were used to 
measure the expressions of ZO-1 and Claudin-5. Results  The mRNA expression at different times showed a 
pronounced transcription of ZO-1 and Claudin-5 (P = 0.0017). The transcriptional level at 60 min was higher. 
At 30 min, transcriptional levels of ZO-1 and Claudin-5 were higher than 0 min (ZO-1: t = 4.104, P = 0.0148; 
Claudin-5: t = 2.802, P = 0.0487). At 120 min, transcriptional levels of ZO-1 and Claudin-5 were higher than 0 min 
(ZO-1: t = 3.478, P = 0.0254; Claudin-5: t = 1.802, P = 0.2611). After incubation with S. aureus NCTC8325, 
the levels of tight junction proteins ZO-1 and Claudin-5 were significantly down-regulated at 30 min and 120 
min examined by immunohistochemistry (30 min: ZO-1: t = 33.6, P = 0.0001; Claudin-5: t = 59.03, P = 0.0001; 
120min: ZO-1: t = 31.8, P = 0.0001; Claudin-5: t = 60.75, P = 0.0001). The levels of tight junction proteins 
ZO-1 and Claudin-5 were consistent with the results of immunohistochemistry. After incubation with S. 
aureus NCTC8325Δ fnbA for 30 min, 60 min and 120 min, there were no differences in S. aureus NCTC8325 
and S. aureus NCTC8325Δ fnbA group at 30 min and 60 min, but the levels of tight junction proteins ZO-1 
and Claudin-5 were significantly up-regulated than the control at 120 min (ZO-1: t = 14.89, P = 0.0001; 
Claudin-5: t = 7.008, P = 0.0022). Conclusions  S. aureus could breach the microvascular endothelial cells so 
as to favor themselves shuttling by disrupting tight junction proteins ZO-1 and Claudin-5, and FnBPA might 
play an important role in the process.

【Key words】Staphylococcus aureus; Gene knockout; Fn-binding protein A gene; Tight junction; 
Zonula occludens-1; Claudin-5 

 金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus，      
S. aureus）是全世界社区获得性感染和院内感染的

主要致病菌之一。随着静脉导管、各种外科介入

治疗的增多和植入材料的应用，金黄色葡萄球菌血

流感染发生率越来越高。金黄色葡萄球菌血流感染

是指细菌经由体表或是感染部位入口进入血液后在

血液内生长繁殖并随血流播散全身，可引起全身多

种组织器官感染，甚至导致休克、严重脓毒症甚至

多脏器功能衰竭，传播快，抗菌治疗时间长，病死

率高，尤其是随着多重耐药菌的出现，治疗难度

增加，尽管采取积极治疗，感染者病死率仍高达

20%～30%[1-2]。

金黄色葡萄球菌侵袭血管内皮的分子机制仍未

明确。近年来研究发现部分细菌、病毒感染过程中

病原体通过特异性蛋白与其受体结合介导了血管内

皮细胞紧密连接结构的破坏，从而导致血管内皮完

整性的破坏。研究表明金黄色葡萄球菌纤维连接蛋

白结合蛋白（fibronectin binding proteins，FnBPs）
尤其是金黄色葡萄球菌纤维连接蛋白结合蛋白A
（fibronectin binding proteins A，FnBPA）在金黄色

葡萄球菌侵袭细胞的过程中起重要作用[3-4]。本研究

检测金黄色葡萄球菌对人微血管内皮细胞紧密连接

蛋白的影响，并通过构建纤维连接蛋白结合蛋白A
（fnbA）基因缺失突变体菌株，观察FnBPA在其中

的作用，为进一步研究金黄色葡萄球菌的血流感染

机制奠定基础。

材料与方法

一、主要试剂

人微血管内皮细胞H M E C - 1（苏州大学

赠送）；羊抗人ZO-1、兔抗人Claudin-5抗体

（Abcam公司）；羊抗兔IgG抗体、驴抗羊IgG
抗体（Bioswamp公司）；IMDEM培养基（美国

Gibco公司产品）；胎牛血清（杭州四季青生物

有限公司）；蛋白质Marker（Thermo公司）；

组织细胞快速裂解液、BCA蛋白浓度测定试剂盒

（Bioswamp公司）；TritonX-100（Bioswamp公
司）；DAB浓缩型试剂盒（Bioswamp公司）；

YBR Green PCR试剂盒（KAPA Biosystems）；

RNaseⅠ（Fermentas）；金黄色葡萄球菌菌株

NCTC8325（美国芝加哥大学赠送），金黄色葡萄

球菌fnbA基因敲除菌株NCTC8325ΔfnbA（本室自

行构建）。

二、方法

1. 不同菌株金黄色葡萄球菌与HMEC-1共培

养：人HMEC-1接种于6孔培养板，用含20%胎牛

血清的IMDM培养基在37 ℃、5% CO2，饱和湿度
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条件下培养，当细胞融合成单层细胞时，用PBS洗
涤3次，将细胞浓度调整为2.5 × 105个/孔。用无血

清的培养液将金黄色葡萄球菌NCTC8325和fnbA基

因敲除金黄色葡萄球菌NCTC8325ΔfnbA分别稀释成

2.5 × 107 cfu/ml，接种于HMEC-1单层细胞，即菌体

细胞与HMEC-1细胞比例为100︰1，进行实验。

2 .  金黄色葡萄球菌 f n b A 基因敲除菌株

NCTC8325ΔfnbA的构建：提取金黄色葡萄球菌

NCTC8325菌株的基因组，以合成的含有GGGG-
attB1的基因特异性序列为引物，采用PCR技术

分别扩增目的基因片段，应用Gateway基因克隆

技术，通过同源重组反应[5]与含有attP1和attP2的
pKOR1质粒载体混合，在attB和attP间发生位点特

异性重组，构建成含有fnbA基因敲除的质粒，再

电转到金黄色葡萄球菌菌株NCTC8325并鉴定[5]。

3. 实时定量RT-PCR（qRT-PCR）检测与不

同金黄色葡萄球菌菌株共培养时HMEC-1 ZO-1、
Claudin-5 mRNA的表达：应用Primer Express 2.0设计

引物。ZO-1正义链：5'-GCTCCAGGTAGTGAAT-3'，
反义链：5'-GCTCCAGGTAGTGAAT-3'；Claudin-5
正义链：5 ' -CAGGTGCCCAGTGTA-3 '，反义

链：5'-ACCAGGGGGTTGTAG-3'；β-Actin正义

链：5'-ACACTGTGCCCATCTACG-3'，反义链

5'-TGTCACGCACGATTTCC-3'。
TRIzol一步法提取总RNA，M-MLV逆转录酶

逆转成cDNA，MJ Research Opticonm 2荧光定量

PCR仪进行PCR检测。20 µl的反应体系包括：样品

cDNA 1 µl、上下游引物各0.5 µl、SYBR Green Mix 
10 µl、灭菌双蒸水8 µl。反应条件为95 ℃、10 s，
56 ℃、10 s，72 ℃、25 s共39个循环。以β-actin作
为内参照标定各基因表达量，结果循环阈（cycle 
threshold，CT）值以2－△CT表示。各标本每个基因

检测3个复孔。CT值即qRT-PCR扩增过程中，扩增

产物的荧光信号达到设定的荧光阈值时的所对应的

扩增循环数。

4. 免疫组织化学方法检测与不同金黄色葡萄

球菌菌株共培养时HMEC-1紧密连接蛋白的变化：

在孔板中加入对应大小的细胞爬片，将细胞消化

成单个细胞，接种到12孔板中，按分组处理细

胞：空白细胞对照组；野生株细菌感染30 min、
60 min、120 min组和基因敲除菌株组。37 ℃，5% 
CO2培养过夜；加入95%酒精（加2～3滴冰醋酸）

固定15 min；PBS/0.05% Tween 20洗涤3次；加通

透液20 min；PBS/0.05% Tween 20洗涤2次，每次

5 min；3%过氧化氢室温封闭10 min；PBS/0.05% 
Tween 20洗涤2次，加封闭血清10 min；甩掉封

闭血清，加兔抗人ZO-1、Claudin-5一抗稀释液，

置湿盒内，4 ℃过夜；滴加maxvision 二抗，湿盒

孵育，室温下放置20～30 min。PBS冲洗3 min × 3 
次。DAB 显色，观察到切片有颜色改变时，立即

用自来水洗去染色液。苏木素复染3 min，1%盐酸酒

精分化，显微镜下观察，控制染色程度。显色充分

后及时将标本置于蒸馏水中终止反应。将玻片置于

二甲苯中透明3 min × 2 次，放入65 ℃烘箱中15 min，
中性树胶封片。通过显微镜拍照，采集分析样本

相关部位。采用Imagepro Plus 6.0图像分析软件对

免疫组织化学图片进行累积光密度（integral light 
density，IOD）测定分析。 

5. Western blot检测与不同金黄色葡萄球菌菌

株共培养时HMEC-1紧密连接蛋白的变化：收集

各组细胞，加入细胞裂解液（50 mmol/L Tris-Cl，
pH 7.5，含150 mmo/L NaCl、l% Triton X-100、1% 
NP-40、l mmol/L PMSF、5 µg/ml抑肽酶、5 µg/ml
亮肽素），4 ℃裂解60 min，12 000 r/min（离心r = 
13.5 cm）、4 ℃离心5 min，收集上清，BCA试剂

盒检测蛋白浓度（按试剂盒说明书操作进行）。取

60 µg总蛋白，经10% SDS-PAGE电泳后，100V 1 h
电转移至PVDF膜，再以10%脱脂奶封闭过夜，兔

抗人ZO-1和Claudin-5蛋白抗体（1︰1 000）作为一

抗杂交1 h，洗膜后与辣根过氧化物酶偶联的羊抗

兔IgG（1︰10 000）二抗结合1 h，洗膜后经ECL显
色，暗室曝光显影。应用图像分析软件（Gel. Pro 
Analyzer 4.5）对条带进行分析。

三、统计学处理

采用Graphpad 5 .0软件进行统计学分析。

ZO-1、Claudin-5 mRNA及蛋白表达量为计量资

料，均呈正态分布，以 x ± s表示，组间两两比较

采用成组设计t检验；多组间比较采用单因素方差

分析。以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。 

结    果

一、金黄色葡萄球菌NCTC8325与HMEC-1共培

养不同时间对ZO-1和Claudin-5 mRNA表达的影响

以空白HMEC-1为对照，金黄色葡萄球菌

NCTC8325与HMEC-1分别共培养30 min、60 min、
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120 min时，qRT-PCR检测金黄色葡萄球菌NCTC8325
对ZO-1、Claudin-5 mRNA表达的影响，结果显示30 
min、120 min两个时间点ZO-1、Claudin-5 mRNA较对

照组表达均显著下降（P ＜ 0.05），30 min时ZO-1、
Claudin-5 mRNA表达显著下降（P = 0.0148、0.0487，
t = 4.104、2.802），120 min时ZO-1、Claudin-5 mRNA
表达亦显著下降（P = 0.0254和0.2611，t = 3.478和
1.802），但在60 min时ZO-1和Claudin-5 mRNA表达显

著升高（图1）。

二、金黄色葡萄球菌NCTC8325与HMEC-1共
培养不同时间对ZO-1和Claudin-5 蛋白表达的影响

以空白HMEC-1为对照，金黄色葡萄球菌

NCTC8325与HMEC-1分别共培养30 min、60 min、
120 min时，免疫组织化学染色和Western blot检测

金黄色葡萄球菌NCTC8325对紧密连接是否有破

坏作用。免疫组织化学结果发现在30 min时ZO-1
和Claudin-5两种紧密连接蛋白较对照组表达显著

下降（P均= 0.0001，t = 33.6、59.03），同样，

120 min时ZO-1和Claudin-5两种紧密连接蛋白较

对照组表达明显下降（P均= 0.0001，t = 31.8、
60.75），但60 min时ZO-1表达反而较对照组显著

升高，Claudin-5表达虽有下降（P = 0.0004），但

较30 min 、120 min时显著升高（P均= 0.0001，t = 
22.29、28.84）（图2）。Western blot结果与免疫

组化结果相一致（图3～4）。

三 、 免 疫 组 织 化 学 方 法 观 察 突 变 株

NCTC8325ΔfnbA与HMEC-1共培养不同时间对

ZO-1和Claudin-5蛋白表达的影响

以不加金黄色葡萄球菌的HMEC-1为阴性对

照、金黄色葡萄球菌NCTC8325为阳性对照，免疫

组化方法观察突变株NCTC8325ΔfnbA与HMEC-1
共培养30 min、60 min、120 min，结果发现在共培

养30 min、60 min时金黄色葡萄球菌NCTC8325与
突变株NCTC8325ΔfnbA比较紧密连接蛋白ZO-1、
Claudin-5的表达均无显著变化（P = 0.0612）。

在120  min时NCTC8325ΔfnbA紧密连接蛋白

ZO-1、Claudin-5较阳性对照组表达显著增强（P = 
0.0001、0.0022，t = 14.89、7.008）（图5）。

注：*：与对照组（0 min）比较，P ＜ 0.05；△：与30 min、120 min组比较，P ＜ 0.05

图1  金黄色葡萄球菌NCTC8325在不同时间对HMEC-1 ZO-1和Claudin-5 mRNA的影响（免疫组织化学染色）

注：* 表示与对照组比较，P ＜ 0.05；△表示与 30 min、120 min 组比较，P ＜ 0.05

图2 金黄色葡萄球菌NCTC8325在不同时间对HMEC-1紧密连接蛋白ZO-1和Claudin-5的影响（免疫组织化学染色）
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四、Western blot检测突变株NCTC8325ΔfnbA
与HMEC-1共培养不同时间对ZO-1和Claudin-5蛋白

表达的影响

以不加金黄色葡萄球菌的H M E C - 1为阴

性对照、金黄色葡萄球菌NCTC8325为阳性对

照，Western blot检测突变株NCTC8325ΔfnbA与 
HMEC-1共培养120min时紧密连接蛋白ZO-1、
Claudin-5的表达，结果示NCTC8325ΔfnbA紧密连

接蛋白ZO-1、Claudin-5的表达较阳性对照组增强

（图6）。

图4   金黄色葡萄球菌NCTC8325在不同时间对HMEC-1紧密连接蛋白ZO-1和Claudin-5的影响（Western blot分析）

注：* 表示与阴性对照组比较，P ＜ 0.05；△表示与阳性对照组比较，P ＜ 0.05

图5  金黄色葡萄球菌NCTC8325和NCTC8325ΔfnbA在120 min时对HMEC-1紧密连接蛋白ZO-1和Claudin-5的影响（免疫组织

化学染色） 

注：A：金黄色葡萄球菌 NCTC8325 在不同时间对 HMEC-1 紧密连接蛋白 ZO-1 的影响：Aa：为单独培养的 HMEC-1 ZO-1 的表达；Ab、c、d：金黄

色葡萄球菌 NCTC8325 与 HMEC-1 分别共培养 30 min、60 min、120 min 时 ZO-1 的表达。B：金黄色葡萄球菌 NCTC8325 在不同时间对 HMEC-1
紧密连接蛋白 Claudin-5 的影响。Ba：为单独培养的 HMEC-1 Claudin-5 的表达；Bb、c、d：金黄色葡萄球菌 NCTC8325 与 HMEC-1 分别共培养 30 min、      
60 min、120 min 时 Claudin-5 的表达 

图3  金黄色葡萄球菌NCTC8325在不同时间对HMEC-1紧密连接蛋白ZO-1和Claudin-5的影响（200 ×）
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讨    论

金黄色葡萄球菌侵袭组织细胞的过程十分复

杂，其通过不断进化逃避宿主的免疫攻击，通过多

种细胞表面蛋白和细胞外分泌蛋白包括各种黏附蛋

白、毒力因子、蛋白酶等参与细菌的定植、黏附，

并破坏和降解各种宿主细胞和细胞外基质等[6-7]。

血流感染时，血液循环中的金黄色葡萄球菌在不断

繁殖复制的同时侵出血管，进一步播散到各组织器

官形成脓肿。但金黄色葡萄球菌侵出血管内皮的机

制尚不清楚，尚待进一步研究。

内皮细胞间的紧密连接对维持内皮细胞的正常

结构和功能起重要作用，除屏障功能外，对维持细

胞极性和细胞的增殖、分化起重要作用[8-9]。紧密连

接主要由跨膜蛋白（如Claudins和Occludins等）和

胞质附着蛋白（ZO-1和ZO-2等）组成。Claudins共
有24种成员，其中Claudin-5为血管内皮细胞的主要

紧密连接蛋白之一[10]。胞质附着蛋白ZO-1下游连接

细胞内相关信号转导酶类和细胞激动蛋白，对维持

细胞极性及稳定性起到重要作用[11]。有研究发现，

上皮或内皮细胞紧密连接蛋白形成的这种屏障结

构，能够有效地限制大多数细菌等微生物的入侵，

但一些病原体已经展示出更多的策略来改变或破坏

这些结构从而侵入宿主组织细胞，成为其致病机

制的一部分[12-13]。大肠埃希菌、沙门菌以及幽门螺

杆菌等均被发现可通过某种方式破坏紧密连接蛋白

Claudins和ZO-1等从而改变紧密连接的通透性，导

致其屏障功能破坏[14-17]。金黄色葡萄球菌也被发现

在皮肤感染过程中能通过破坏上皮细胞紧密连接蛋

白Claudin-1、Claudin-4和ZO-1而侵入上皮组织[18-20]。

本研究发现，金黄色葡萄球菌菌株NCTC8325能够

破坏HMEC-1的紧密连接蛋白Claudin-5和ZO-1，尤

其是在共培养30 min和120 min时，但在60 min时
两种紧密连接蛋白的表达均较30 min显著上升，

Claudin-5和ZO-1 mRNA的表达亦显著增加，与

Bäsler等[18]研究相一致。Bäsler等将金黄色葡萄球

菌作用于人角质形成细胞，发现在接种数小时内

紧密连接屏障功能明显增强，而且紧密连接蛋白

Occludin和Claudin-4出现明显磷酸化，但随后出现

紧密连接蛋白的下调及紧密连接屏障功能的破坏，

Bäsler考虑这种短暂的增强是人角质形成细胞的一

种早期保护反应，而时间的长短与接种细菌数量也

有关[18-20]。紧密连接屏障的破坏也导致血管通透性

下降，为金黄色葡萄球菌侵入或侵出血管内皮细胞

提供了通路。   
在感染过程中各种病原体会利用自身的优势通

过演变各种策略来突破紧密连接屏障，某些病原菌

将紧密连接作为自己的受体介导细胞内化，某些病

原体通过直接攻击破坏紧密连接屏障。不同细菌也

通过不同的方式破坏紧密连接蛋白而发挥作用[21]。

金黄色葡萄球菌破坏紧密连接屏障的作用机制尚

未明确，研究也相对较少。黏附是金黄色葡萄球

菌侵袭组织细胞的重要步骤[19]，而FnBP是介导金

黄色葡萄球菌黏附作用的主要细胞表面蛋白。绝

大多数金黄色葡萄球菌均有2种FnBP，即FnBPA
和FnBPB，分别由2个相近的fnbA和fnbB基因所编

码。虽然FnBPA和FnBPB共同作用可增强金黄色葡

萄球菌的侵袭作用，但FnBPA介导作用更强[22-25]。

本研究假设FnBPA在金黄色葡萄球菌破坏内皮细胞

紧密连接的过程中发挥一定作用，将fnbA基因敲

除突变菌株NCTC8325ΔfnbA与HMEC-1共培养，观

察紧密连接蛋白Claudin-5和ZO-1相对于野生菌株

NCTC8325的变化，共培养120 min时突变株对紧密

连接蛋白的破坏较野生株明显减轻，验证本研究假

设的正确性，但其具体作用机制尚需进一步研究。

综上，本研究通过将金黄色葡萄球菌与微血

管内皮细胞共培养来探讨金黄色葡萄球菌侵袭血

管内皮细胞的机制，发现金黄色葡萄球菌可以通

过下调紧密连接蛋白的表达破坏紧密连接屏障，

从而导致血管内皮细胞通透性增强，利于细菌的

入侵。fnbA基因敲除突变菌株对紧密连接蛋白

的破坏明显减轻，提示金黄色葡萄球菌表面蛋白

FnBPA在金黄色葡萄球菌破坏紧密连接的过程中

起重要作用，为寻找治疗金黄色葡萄球菌感染的

注：1：阴性对照；2：NCTC8325阳性对照；3：NCTC8325ΔfnbA

图6  金黄色葡萄球菌NCTC8325和NCTC8325ΔfnbA在120 
min时对HMEC-1紧密连接蛋白ZO-1和Claudin-5的影响

（Western blot分析）
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新策略提供依据。
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