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［摘 要］ 目的：阐述单克隆抗体anti⁃SraPL⁃Lectin在小鼠巨噬细胞吞噬杀伤金黄色葡萄球菌过程中的功能。方法：PCR扩增 sraP
相应基因片段，并克隆至pET28a表达载体，用0.1 mmol/L 异丙基硫代半乳糖苷（isopropyl β⁃D⁃thiogalactoside，IPTG）诱导表达，

镍柱纯化重组蛋白，经Western blot分析anti⁃SraPL⁃Lectin的特异性，采用qPCR检测巨噬细胞炎症因子诱导表达水平，CCK8检测金

黄色葡萄球菌的增殖抑制率，涂板计数巨噬细胞上清和裂解液中金黄色葡萄球菌的菌落数。结果：anti⁃SraPL⁃Lectin不仅能与不同

截短类型的SraP重组蛋白结合，而且能与金黄色葡萄球菌细胞壁蛋白发生特异性结合；anti⁃SraPL⁃Lectin能下调小鼠巨噬细胞促炎

因子［肿瘤坏死因子⁃α（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）、白介素（interleukin，IL）⁃1β、IL⁃12p40］的表达并上调抑炎因子（IL⁃10）的
表达。庆大霉素和anti⁃SraPL⁃Lectin共同作用下，未见金黄色葡萄球菌出现明显的增殖。anti⁃SraPL⁃Lectin能降低巨噬细胞上清中金黄

色葡萄球菌的载量。结论：单克隆抗体 anti⁃SraPL⁃Lectin与金黄色葡萄球菌形成免疫复合物能减轻巨噬细胞的炎症反应，促进巨

噬细胞对金黄色葡萄球菌的清除。
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［Abstract］ Objective：To determin the functions of an anti⁃SraPL⁃Lectin monoclonal antibody in the process of phagocytosis and killing
Staphylococcus aureus（S.aureus）in the mouse macrophages. Methods：Differernt gene sequence of sraP was amplied by PCR and
specific amplification products were inserted into pET28a plasmid. The rpET28a⁃SraPL ⁃ Lectin plasmid was transferred into E.coli.BL21
and induced by 0.1 mmol/L IPTG at 25 ℃. The recombinant protein was purified by nickel column and the specificity of this antibody
was detected by Western blot. The expression level of inflammatory factors in macrophages was detected by qPCR. CCK8 assay was
carried out to assess the inhibition rate of S.aureus proliferation. The number of S.aureus colonies in the supernatant and lysate of
macrophages was counted on the coated plate. Results：Anti⁃SraPL⁃Lectin monoclonal antibody could specifically bind to recombinant SraP
truncated proteins and cell wall protein of S.aureus. The co ⁃ incubation of monoclonal antibody with S.aureus could induce the down ⁃
regulation of pro⁃inflammatory cytokine（TNF⁃α，IL⁃1β，IL⁃12p40）and up⁃regulation of anti⁃inflammatory cytokine（IL⁃10）in macrophages.
The proliferation of S.aureus USA300 LAC was obviously inhibited in the co⁃effect of gentamicin and antibody. Anti⁃SraPL⁃Lectin reduced the
amount of S.aureus in macrophage supernatant. Conclusion：The immune complex of anti⁃SraPL⁃Lectin antibody and S.aureus can alleviate
the immune response of macrophages and promote the clearance of macrophages to S.aureus.
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金黄色葡萄球菌既可引起医院感染，也可造成

社区感染，是医院感染防控中的重点监控菌株。金

黄色葡萄球菌可引起皮肤软组织、呼吸系统、泌尿

系统及血流等感染［1-3］，毒力因子在其致病过程中起

着重要作用，其中富丝氨酸重复蛋白SraP是细胞壁

锚定蛋白，也是金黄色葡萄球菌的毒力因子。SraP
配体结合区的L⁃Lectin模序为其活性位点，能够识

别并结合宿主细胞表面的唾液酸化受体［4］。我们前

期采用细胞融合技术筛选出能稳定表达的杂交瘤

细胞株并制备了单克隆抗体 anti⁃SraPL⁃Lectin，该抗体

能阻断金黄色葡萄球菌黏附和侵入A549细胞［5］。

巨噬细胞能快速识别病原菌并发挥免疫调节和吞噬

杀伤功能。本研究进行了巨噬细胞炎症因子诱导实

验和吞噬实验，从而了解anti⁃SraPL⁃Lectin在巨噬细胞吞

噬杀伤金黄色葡萄球菌过程中的作用，初步明确其

在抗感染过程中的功能，为研发有效防控金黄色葡

萄球菌感染的疫苗提供理论依据和有效靶点。

1 材料和方法

1.1 材料

金黄色葡萄球菌USA300 LAC由第四军医大学

罗晓星教授惠赠；大肠杆菌DH5α、BL21由本实验室

保存，分别用于克隆实验和蛋白表达研究；除非特

殊说明，DH5α、BL21以肉汤 LB（Oxoid公司，英国）

作为培养基，培养条件为37 ℃，200 r/min，金黄色葡

萄球菌以胰酪大豆胨液体TSB（Oxoid公司，英国）作

为液体培养基，以胰酪大豆胨琼脂TSA（Oxoid公司，

英国）作为固体培养基，培养条件为37 ℃，200 r/min；
溶葡萄球菌酶、ExtaqDNA聚合酶、脱氧核糖核酸酶

DNase Ⅰ、反转录试剂盒RTmix、荧光定量试剂盒TB、
质粒提取试剂盒（Sigma公司，美国），溶菌酶（Biosharp
公司，韩国），细菌基因组提取试剂盒（北京天根公

司），胶回收提取试剂盒（Promega公司，美国），庆大霉

素、卡那霉素（Biofroxx公司，德国），蛋白酶抑制剂

（Roche公司，瑞士），HRP标记羊抗鼠单克隆抗体

（Abcam公司，英国），RPMI1640培养基（Gibco公司，

美国），胎牛血清（上海四季青公司），RNA提取试剂盒

（上海飞捷公司），化学发光显色液ECL（Thermo公司，

美国），细胞增殖与毒性检测试剂盒CCK8（DOJINDO
公司，日本）；C57BL/6小鼠购于上海史莱克公司。

1.2 方法

1.2.1 金黄色葡萄球菌SraP截短蛋白的制备

针对金黄色葡萄球菌 SraP 的 4 个截短类型

（SraP90⁃751、SraP245⁃751、SraP245⁃572、SraP245⁃492）的相应核酸

序列，以USA300 LAC基因组为模板分别设计引物

（表 1），PCR扩增后，分别克隆至 pET28a，经 DH5α
扩增、抽提质粒并测序正确后，转化入表达菌

BL21，37 ℃，200 r/min 摇床培养至 D（600 nm）为

0.8，加入 0.1 mmol/L 异丙基硫代半乳糖苷（isopro⁃
pyl β⁃D⁃thiogalactoside，IPTG）25 ℃诱导过夜（表达

过程中培养基均含有卡那霉素），4 000 r/min离心

20 min收集菌体，PBS洗1遍，PBS重悬超声处理后，

4 ℃ 12 000 g 离心 10 min收集上清，0.22 μm滤膜过

滤后，利用镍柱亲和层析纯化重组His标签蛋白。

表1 PCR引物

Table 1 Primers for PCR
引物名称

SraP245⁃492aa⁃F
SraP245⁃492aa⁃R
SraP245⁃572aa⁃R
SraP245⁃751aa⁃R
SraP90⁃751aa⁃F
β⁃actin⁃F
β⁃actin⁃R
IL⁃1β⁃F
IL⁃1β⁃R
IL⁃12p40⁃F
IL⁃12p40⁃R
TNF⁃α⁃F
TNF⁃α⁃R
IL⁃10⁃F
IL⁃10⁃R

引物序列（5′→3′）
CTTAGCTATGTCAACAGAGTCTGCTGTTACACAAG
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
CACAAGCTT TTACATCAGTAAAATAATATG
CACAAGCTTTTAATTTCTTGTTACTTCATATTTA
CACAAGCTTTTAAATGTTTGTTGGTGTACC
AGTGTGACGTTGACATCCGT
GCAGCTCAGTAACAGTCCGC
GCTCTTACTGACTGGCATGAG
ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT
TGGTTTGCCATCGTTTTGCTG
ACAGGTGAGGTTCACTGTTTCT
CTGAACTTCGGGGTGATCGG
GGCTTGTCACTCGAATTTTGAGA
GCTCTTACTGACTGGCATGAG
CGCAGCTCTAGGAGCATGTG
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1.2.2 金黄色葡萄球菌细胞壁蛋白的提取

配制提取缓冲液：Buffer A 900 mL（50 mmol/L
Tris⁃HCl，30% raffinose，145 mmol/L NaCl pH7.5），蛋

白酶抑制剂（每片 1 mL ddH2O溶解）；Buffer B（900
mL Buffer A中加入蛋白酶抑制剂20 μL，终浓度100
μg/mL的溶葡萄球菌酶，终浓度 80 μg/mL DNaseⅠ及

10×DNaseⅠBuffer）。
过夜培养金黄色葡萄球菌1∶100转接6 mL TSB

培养至对数生长后期，4 000 r/min离心20 min收集菌

体，PBS洗2遍，取1 mL Buffer B充分重悬，37 ℃ 孵育

30 min后，4 ℃ 12 000 g离心10 min，收集上清［6］。

1.2.3 Western blot检测

取上述SraP截短蛋白或细胞壁蛋白提取物煮样，

电泳，转膜及封闭后，实验组室温孵育 anti⁃SraPL⁃Lectin

2 h，洗膜后，室温孵育HRP标记羊抗鼠单克隆抗体

IgG 1 h，PBST洗膜3遍，每遍15 min。阴性对照封闭

后室温孵育HRP标记羊抗鼠单克隆抗体 IgG 1 h，洗
膜后曝光。

1.2.4 qPCR检测巨噬细胞炎症因子表达水平

培养过夜的金黄色葡萄球菌 1∶100转接 TSB，
培养 3~4 h，用 TSB 调整 D（600 nm）为 2.0（2.6×109

CFU/mL），取100 μL离心并用PBS清洗1次，1 mL的

RPMI1640培养基重悬用于后续实验。

小鼠腹腔巨噬细胞的诱导与提取方法见参考

文献［7］。含 10% FBS的RPMI1640培养基充分重悬

巨噬细胞，3×105个/孔铺于 24孔细胞培养板，次日

换液后分为实验组、细菌对照组、抗体对照组和空

白对照组，每组3个复孔；实验组每孔加入终浓度为

100 μg/mL的单克隆抗体anti⁃SraPL⁃Lectin和75×105 CFU
（约 30 μL）的金黄色葡萄球菌（MOI=25）；细菌对照

组每孔加入75×105 CFU的金黄色葡萄球菌；抗体对

照组每孔加入终浓度为100 μg/mL的 anti⁃SraPL⁃Lectin；

空白对照组加入等体积的 RPMI1640培养基。摇

匀，37 ℃ 5% CO2培养箱孵育 1 h后，500 r/min离心

5 min，孵育 1 h，加入庆大霉素 100 μg/mL，摇匀，继

续孵育 4 h后，按RNA提取试剂盒说明提取巨噬细

胞RNA，反转录为cDNA，反转录程序：37 ℃ 20 min，
95℃ 30 s。cDNA模板稀释后进行炎症因子qPCR检

测，引物见表 1，qPCR程序：95 ℃预变性 30 s，1个
循环；95 ℃变性 5 s，58 ℃退火 10 s，72 ℃延伸 30 s，
40个循环。以β⁃actin作为 qPCR检测的内参，使用

2-ΔΔCT 的方法进行目的基因表达的统计与分析。

1.2.5 CCK8增殖抑制实验

96孔细胞培养板加入含 10% FBS的RPMI1640

培养基 100 μL/孔，设置 0 μg/mL、100 μg/mL 2个抗

体浓度梯度，阴性对照组（不加庆大霉素）及空白对

照组（仅加RPMI1640培养基作为检测本底），每组

3个复孔。向 0 μg/mL、100 μg/mL浓度抗体组及阴

性对照组加入细菌悬液 3 μL摇匀，RPMI1640培养

基为空白对照，37 ℃ 5% CO2培养箱孵育1 h后，分别

向0 μg/mL、100 μg/mL 抗体组加入 100 μg/mL庆大

霉素，摇匀，37 ℃ 5% CO2培养箱孵育 3 h，向各组加

入CCK8试剂10 μL/孔，分别于1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 h
后酶标仪检测 450 nm吸光度。增殖抑制率=（对照

组吸光度-实验组吸光度）/（对照组吸光度-空白对

照组吸光度）×100%。

1.2.6 小鼠巨噬细胞吞噬实验

含 10% FBS RPMI1640培养基充分重悬小鼠巨

噬细胞，3×104个/孔铺于96孔细胞培养板，次日换液

后，实验组加入终浓度为100 μg/mL的anti⁃SraPL⁃Lectin，

对照组加入相应体积的RPMI1640基础培养基（每组

3个复孔）。各孔分别加入细菌悬液3 μL（MOI=25），
摇匀，37 ℃ 5% CO2培养箱孵育1 h后，500 r/min离心

5 min，孵育 1 h，加入 100 μg/mL庆大霉素，摇匀，继

续孵育3 h，RPMI1640培养基洗2遍，加入10 μg/mL
庆大霉素，19 h后吸尽上清，无菌 PBS洗 1遍，加入

0.02% Triton X⁃100裂解细胞，将细胞裂解液和细胞

上清用无菌PBS稀释后分别涂板计数。

1.3 统计学方法

采用GraphPad Prism 6.0统计软件进行统计分

析。计量资料用均数±标准差（x ± s）表示，两组间比

较采用 t检验。多组间比较采用方差分析，两两比

较采用LSD法，细菌增殖抑制率的比较采用重复测

定的方差分析。P ≤ 0.05为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 anti⁃SraPL⁃Lectin能特异结合不同截短类型的SraP
重组蛋白及金黄色葡萄球菌细胞壁蛋白

Western blot结果显示，anti⁃SraPL⁃Lectin检测的抗

原蛋白分子量大小分别约为 35、40、55、80 kDa，与
本实验所表达含 L⁃Lectin模序的不同截短类型的

SraP蛋白理论分子量相符（图1A），表明anti⁃SraPL⁃Lectin

能够特异性识别L⁃Lectin模序。为了解anti⁃SraPL⁃Lectin

与金黄色葡萄球菌细胞壁蛋白中SraP的结合能力，

本实验提取金黄色葡萄球菌USA300 LAC菌株的细

胞壁蛋白进行Western blot，结果显示，实验组在约

55、60、80 kDa处呈现明显条带，而阴性对照组仅在

40~50 kDa处呈现少量非特异性结合（图 1B），由此
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图2 金黄色葡萄球菌诱导小鼠巨噬细胞炎症因子的表达

Figure 2 Cytokine expression in mouse macrophages induced by S. aureus

说明 anti⁃SraPL⁃Lectin具有与金黄色葡萄球菌细胞壁蛋

白组分结合的能力。

2.2 anti⁃SraPL⁃Lectin能减轻金黄色葡萄球菌刺激小鼠

巨噬细胞介导的炎症反应

结果表明（图2），所有组别与空白对照组比较，

炎症因子表达量都有所增高（P < 0.001），可能系金

黄色葡萄球菌毒力因子刺激巨噬细胞和（或）抗体

作用于巨噬细胞表面 IgG Fc 段受体（FcγR）相关。

另外，与单独加入金黄色葡萄球菌的细菌对照组相

比，提前加入抗体再加金黄色葡萄球菌的实验组巨

噬细胞促炎因子的表达量更低（TNF⁃α：P < 0.05；IL⁃
1β：P < 0.05；IL⁃12p40：P < 0.01），而抑炎因子的表

达更高（IL⁃10：P < 0.01）；与抗体对照组相比，实验

组诱导巨噬细胞促炎因子的表达量均更低（TNF⁃α：
P < 0.001；IL⁃12p40：P < 0.001），而诱导抑炎因子的

A：截短 SraP重组蛋白与 anti⁃SraPL ⁃ Lectin的结合；M：Marker；1：
SraP245⁃492；2：SraP245⁃572；3：SraP245⁃751；4：SraP90⁃751；B：金黄色葡萄球菌细

胞壁蛋白与anti⁃SraPL⁃Lectin的结合。

图1 Anti⁃SraPL⁃Lectin单克隆抗体特异性的鉴定

Figure 1 Identification of specificity of anti⁃SraPL⁃Lectin an⁃
tibody
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表达则更高（IL⁃10：P < 0.05）。表明 anti⁃SraPL⁃Lectin作

用于金黄色葡萄球菌能减轻其诱导鼠巨噬细胞产生

的炎症反应。

2.3 CCK8检测金黄色葡萄球菌增殖

CCK8结果显示（图 3），当抗体浓度为 0 μg/mL
时（即仅有庆大霉素作用于金黄色葡萄球菌），与未

加庆大霉素组相比，初始时间点金黄色葡萄球菌的

增殖抑制率达 85%以上，且随着时间的延长而增

加；当抗体浓度为100 μg/mL时，与未加庆大霉素组

相比，初始时间点金黄色葡萄球菌的增殖抑制率已

超过95%，但各时间梯度增加不明显，两浓度抗体组

间的抑制率差异具有统计学意义（P < 0.001），但两组

吸光度皆低于CCK8实验最佳计数值下限（1.0）。
2.4 anti⁃SraPL⁃Lectin能减少小鼠巨噬细胞上清中金黄

色葡萄球菌数量

将金黄色葡萄球菌与小鼠巨噬细胞共同孵育

24 h后的细胞上清和细胞裂解液分别进行涂板计

数，结果显示，加入 anti⁃SraPL⁃Lectin的巨噬细胞上清中

的金黄色葡萄球菌数量远低于对照组（P < 0.01），而
细胞裂解液中的细菌数量虽高于对照组，但差异无

统计学意义（P > 0.05，图4）。

图3 细菌增殖抑制实验

Figure 3 Proliferation inhibition of S. aureus
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图4 小鼠巨噬细胞内外细菌计数

Figure 4 Bacteria count in supernatant and lysates of
macrophages

3 讨 论

金黄色葡萄球菌富丝氨酸重复蛋白 SraP主要

通过其配体结合区的L⁃Lectin模序识别并结合宿主

细胞表面的唾液酸化受体，继而黏附并侵入宿主细

胞。本实验中的单克隆抗体特异性检测结果表明，

anti⁃SraPL⁃Lectin能够特异性结合包含 L⁃Lectin模块的

各类截短 SraP重组蛋白。在金黄色葡萄球菌细胞

壁蛋白提取物中发现多个蛋白条带能与 anti⁃SraPL⁃

Lectin结合，表明该单克隆抗体能够识别并结合金黄色

葡萄球菌，而出现多个条带可能系SraP蛋白各模块

间由不同的化学键连接，稳定性不尽相同，高温变

性过程中，部分蛋白在不同的模块间发生断裂［8-9］，

致使Western blot试验结果呈现多个蛋白条带，此现

象从图 1A重组蛋白 SraP90⁃751在约 55、40 kDa处也出

现条带可以印证；另一种可能的解释是金黄色葡萄

球菌的细胞壁上存在含有 L⁃Lectin模序的其他蛋

白，从而与anti⁃SraPL⁃Lectin结合，尚需研究证实。

在小鼠巨噬细胞炎症因子诱导实验中，发现提

前加入 anti⁃SraPL⁃Lectin后，金黄色葡萄球菌刺激巨噬

细胞产生的3种促炎因子（TNF⁃α、IL⁃1β、IL⁃12p40）
低于对照组（单独细菌或抗体刺激），而抑炎因子 IL⁃
10则明显高于对照组。由于 IL⁃10的释放依赖于免

疫球蛋白FcγR及Toll样受体 2（TLR2）的激活［10-11］，

因此，我们对巨噬细胞 TLR2受体的转录组进行了

检测，实验结果表明，与单独加入金黄色葡萄球菌

相比，加入抗体与金黄色葡萄球菌的巨噬细胞TLR2
表达水平升高（资料未展示），但差异无统计学意

义。因此，在本研究中TLR2可能并非巨噬细胞 IL⁃
10释放的主要依赖性受体，但实验组巨噬细胞促炎

因子 TNF⁃α、IL⁃1β、IL⁃12p40较低水平的表达可能

与 IL⁃10的抑炎效应相关［12-13］。先前的研究表明被

病原菌激活的巨噬细胞会产生大量的炎症因子，从

而加快对病原菌的清除速率［14］，然而，过强的炎症

反应不仅不利于病原菌的清除，反而易造成机体损

伤，因此，适度的炎症反应对于机体清除病原菌显得

尤为重要［15］。实验组与对照组巨噬细胞炎症因子表

达存在差异，可能是由于金黄色葡萄球菌与anti⁃Sra⁃
PL⁃Lectin形成抗原抗体复合物，激活或共激活了巨噬细

胞表面的 IgG FcR和（或）模式识别受体，改变了巨

噬细胞炎症反应通路［16］，最终减轻了金黄色葡萄球

菌诱导的巨噬细胞炎症反应；也可能是抗体作用于

金黄色葡萄球菌，使其增殖率和致病力下降，导致

巨噬细胞的炎症反应减弱。

本研究采用CCK8实验探讨anti⁃SraPL⁃Lectin对金黄

色葡萄球菌增殖速率的影响。结果显示100 μg/mL
anti⁃SraPL⁃Lectin对金黄色葡萄球菌的增殖抑制率达

95%以上，庆大霉素单独作用于金黄色葡萄球菌能使

其增殖抑制率达85%以上，表明庆大霉素单独作用能

显著抑制金黄色葡萄球菌的增殖，且anti⁃SraPL⁃Lectin与

庆大霉素对金黄色葡萄球菌的增殖抑制具有协同作

用。本研究进行的吞噬实验结果显示，anti⁃SraPL⁃Lectin

处理的细胞上清细菌计数远低于对照组，可能的原

因是：①anti⁃SraPL⁃Lectin与金黄色葡萄球菌结合后，阻

碍了其黏附于巨噬细胞表面，从而使其在更换细胞

培养液过程中被清除；②抗体结合金黄色葡萄球菌

后抑制了其增殖，从而使上清中细菌数量减少；③
anti⁃SraPL⁃Lectin与金黄色葡萄球菌形成抗原抗体复合

物，促进了巨噬细胞的调理吞噬作用［17］，从而减少

上清中金黄色葡萄球菌的数量。这可能也是巨噬

细胞内金黄色葡萄球菌计数略高于对照组的原因，

但此差异并不明显，可能与抗体作用于金黄色葡萄

球菌从而抑制其在巨噬细胞内增殖与免疫逃逸，使

其对巨噬细胞杀伤作用的抵抗力减弱相关。另一

方面，金黄色葡萄球菌亦能被巨噬细胞吞噬但不

被杀灭［18］，如细胞壁肽聚糖被乙酰化修饰的金黄色

葡萄球菌能产生溶菌酶抵抗［19］。因此，本实验未加

入抗体组可能造成巨噬细胞对金黄色葡萄球菌的

不完全吞噬，使其可在胞内增殖，吞噬细胞死亡后

又释放到上清，且在10 μg/mL庆大霉素下能够以较

快的速率增殖，最终培养上清中金黄色葡萄球菌数

量增多，而胞内增殖不明显。因此，延长巨噬细胞

吞噬时间再进行细菌计数或对巨噬细胞的存活数

量与状态进行量化比较，将有助于进一步明确 anti⁃
SraPL⁃Lectin在巨噬细胞吞噬杀伤金黄色葡萄球菌过程

中的作用。

在金黄色葡萄球菌临床耐药日益严峻的当下，

··476



寻找新的抗感染治疗方案已成为当务之急。金黄

色葡萄球菌富丝氨酸重复蛋白 SraP是其定植与感

染宿主的重要毒力因子，anti⁃SraPL⁃Lectin能特异结合金

黄色葡萄球菌富丝氨酸重复蛋白 SraP并有效降低

巨噬细胞上清中金黄色葡萄球菌载量，表明该抗体

可作为抗金黄色葡萄球菌感染的治疗策略，为研发

有效防控其感染的疫苗提供理论依据和有效靶点。
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