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猪链球菌2型反应调控因子R已刁S

突变株的构建

鞠爱萍王长军 李明 程功 郑峰潘秀珍陆承平唐家琪

·实验室研究·

【摘要】 目的 构建猪链球菌2刊强毒株05zYm3反应渊控因子R。"s基因敲除突变体，研究

基因敲除后对细菌基本生物学性状投对小鼠和猪的致病降的影响。方；去构建中间为壮观霉索抗性

基因，两侧为Re”s编码基因上、下游同源序列的基幽敲除裁体，通过同源重组和PCR法鉴定，获得

Re。5编码基因完全被壮观霉素抗降基幽替代的突生株。体外观察基凶敲除后细菌的稳定性、牛长曲

线、茼落形态、溶血件、染色情况、镜下彤忐及蛋白表达等基本生物学性状有无发牛明显改变。以

l(户cFu野毒株和缺先株分别感染BALBk小鼠和20日龄仟猪．观察致病忡有允明品区别。结果

I，(：R分析显示Re硌编码基因完全被壮观霉素抗性基因替代，丛凶敲除后细菌的基本生物学眭状尤

明显改变。动物感染实验显示，R删s缺失株对小鼠的致病件显著减弱，但对其主要宿主猪的致病性

未见显著改变。结论成功构建了猪链球菌2型强毒株05zYH33反应调控斟子R稍基崮敲除突
变株．基因敲除后末明显影响细酶的基奉生物学性状，但对小鼠和猪的致病性有所减弱。

【关键词】猪链球菌2型；反应调控因子；基因敲除；致病件
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【Abstract】 0bjec廿ve To construct a gcnc knock—out mutant of re印onse regulator named RP佶ln

S￡朋p￡㈣⋯“㈧crotvpc 2 vlrulenL sLrmn 05ZYH33，and Lo investigate the effects of jts deletlon on the

biologlcal characLe洲r Lh“paLhogen and Lhe pathogenesls t。mice and piglets Methods Recomblnant

gcnc knock_out vcctor consmLing of S∞。casseLLe was c。nstructed and nanki“g was。。nstructed conslstlng of

鼽’㈣cttcwlth nanklllg honlukgy regloIb Lo Lhe Re稿genes whlle the is。genic RP"S deficient mutant

was screened by alIellc replacenlent The effects of RB_S deletion on the ba《c biolo丹cal characte碍of

05ZYm3 1ncludlng gro叫h stabmty，colonlal morphology，haemolysIs，Gram st鲥nlng，gmwth cⅢcand
pmLan expresslon were exⅢlrlod in oi￡m The mlceand plglets were mfected with 10。CFU wiIdⅢllent
and mutant isolates Results PCR analy画s confimed that the coding genes(订RPtlS wcrc rcplaccd

conlple【e【y by S印‘cassette and the baslc b帕iogLcal characters of 05ZⅥ133 did not unde。印any aPp眦nt
change B出b／c mlce lnfectlon asSay Indlcated that Re"s play a role jn the pathogcncslsof sf朋声f㈣㈣s
mfectlons，whiie no remarkable dlffer眦e wasob㈣cd 1n thc plglcts’path()genes诂lnIectlon rates between

murant i∞Iates△05ZYH33 and wild—t帅㈨laLes 05ZYH33 C蛐cI瑚ion The mutant of S￡rPp批帆“s
s“2』I】5ZYH33 rcsponse reguhL眦was successfullv c。nstructed，wllile the mu协tjon d试not obvlouslv affect

thc bactcnal bi0109lcal characterS，while the knock—out mutant 0f尺P“㈣shown to bc attcnuatcd in

paLhogenesls t。mice and plglets

【K坷删s】 ＆州∥∞1)c：f“5 5“㈣m‘ypc 2；Rcsp0砧e r瞎ulator；Gene k，lock-。ut；Pathogen髑ls

1998年和2005年，我国江苏省和四川省先后

发生猪链球菌病暴发感染猪和人的公共卫生事件，

感染者出现了链球菌中毒性休克综合征(sTss)“。

基金项目：国家自然科学基金资助项目(30600533，30670105)；

江苏肯自然科学基金掰助项目(BK2006014)

作者单位：210002南京军区军事医学研究所(鞠爱萍、王＆军、

李明、程功、郑峰、徭秀珍、唐家琪)；南京农业大学动物医学院(陆

承甲)

为了对造成这两次公共卫生事件的猪链球菌

(s￡M钟ococc“5 J“缸，ss)2型流行菌株的致病性进行

深入研究，南京军区军事医学研究所对1998年江苏

省流行的强致病株98HAHl2、2005年四川省流行

的强致病株05zYH33(两株均分离自STSS患者)及

无毒株05HAS68(分离自江苏省健康猪)进行了全

基因组测序和功能注释，发现05zYH33基因组巾存

在15个二元信号转导系统(two一∞mponent signal
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transduction svstems，TcsTs)，为开展基因功能研究

奠定了基础”。TCSTS町在多种致病菌感染宿主

的过程中凋控细菌多种毒力因子的表达，参与细菌

的致病过程⋯。de Greeff等”’报道“孤儿”反应调节

因子(orphan response regulator)R删S基因敲除的

s、s2在猪的主要组纵器官中的定植能力减弱，作用

机制不明。同源性分析发现，同内毒力株05zYH33

的Rens基因与出Greeff等报道的猪链球荫反应调

节幽子RP"S基凶同源性为l㈣％。为探讨尺P"S

基冈对05zYH33致病性的影响及其可能的机制，木

研究通过构建Re”s基因敲除突变体，对其进行系

统的生物学研究。

材料与方法

1菌株、质粒及引物：本实验所用的菌株、质粒

及引物见嵌1。引物南上海赛自盛基因技术有限公

司合成。

表1 实验所用的曲株、质牲及日f物

菌株、质粒及0【物 表型及相荧特征 来源

苗株

05ZⅥD3

△05ZYH"

05ZYs68

E c“i【Ⅱ巧a

质粒

uMDl8T

I】U(、18

DUCl8．R?调

引物

血清型2型，强致病株，胁话+本室保存

皿清型2型唧”7，Rn一 本研究构建

『『}【清理4 2到，弱毒株 木室保存

2：：：嚣?苫寰?譬移’ 奉室保存

T载体，m拦，A州， ．BII(止8

E n饿克隆载体，缸以，^哪。 奉室保存

E(nfps s“¨穿棱质粒，s出7 l址ammsⅡ，d d

＆嘏基冈敲除质粒，山7妒7，s牟7本研究构建

GAAl。I℃rrTCCCAAl”rlA(托CtrrI‘H

GGATCCCA丁TTTCTAACCTGCTCTGC

CTGCAGGTTTCTGGTcGGCACTTTTTC

AAG(丌TCl、ACCAA(X：_cCCA【X：GCATAC

(j(jⅣI(1[、(；‘¨C(汀(；AATA(：A’IWl”【'ATA

CTGCAGGTTTTCTAAAATCTGAT

CAGC|，fTAG^^^ATGCrAT

AAAT(谴CTTTATGAATCG

GA(m【：A(：(；(’AACAlbAAC从GTC
4．44．4r秘Gr—J二“{删白挑¨尬l∞

注：下划线分别引人。EmR T酶切位电；6 mmHI酶切位点；

PnI酶切位点；“聊以Ⅲ酶训位点

2．实验动物：BALB／c小鼠15只，购自上海中科

院动物中心；20日龄仔猪9头，购自姜堰某猪场。

3主要试剂和仪器：Ex Taq DNA聚合酶、DNA

限制性内切酶、T4 DNA连接酶、质粒DNA抽提试

剂盒均为TaKaRa公司产品；DNA marker、protein

marker SM0441为品美公司产品。胶【里I收试剂盒为

Promega公司产品；’l、odd—Hewltt Ijroth(THB)培养

基购于Difco公司；GeIle Pulscr xcclrrM型电穿孔

仪为B幻一Rad公司产品；ultm印ec2000型紫外分光

光度计为Pharn·acia公司产品。

4．05zYfB3 RP口s基因敲除突变株的构建和

鉴定：

(1)基因敲除质粒的构建：以05zYIl33基因组

DNA为模板，分别用引物LAl／LA2、RAl／RA2进行

PCR，扩增Re”S的上、下游片段IA和RA；同时以

ps卜r12质粒为模板，川引物spcl／spc2进行PcR，扩

增壮观霉素抗件基因(s以。casⅫLe)。在限制性内

切酶和T4 DNA连接酶的作用F，将它们依次克隆

到puCl8载体的EfoR工、BⅡ”zH I、nf l和

崩”dⅢ4个多克降位点r，形成-个s加。基因两

侧具有与Reus上下游同源序列的基囚敲除质粒

DUCl8 RewS，如图1所示。

E∞R、8㈣H＼P3t、Hlnd W

图l Re”s基因敲除质粒构建示意幽

(2)基因敲除突变体的筛选和鉴定：参照smith

等”。的方法制备05zYH33感受态细凶，在

22．5 kv／cm、200 n和25心电转参数F，用构建好

的基因敲除质粒puCl8尺e”s电转化感受态细菌，

电转结束后将菌液涂布于THB甲板(含100“g『ml

壮观霉素)，37℃培养48}、，挑取可疑单菌落进行增

菌培养并取芮液2"l作模板，用引物INl／IN2(位于

Rews内部)进行PcR宅U步筛选，然后再对疑似阳性

菌采用交叉引物进行PcR验证。

5．突变株与野毒株05zYH33生物学性状的

比较：

(1)牛长稳定性的比较：参照rIhroup等“1的方

法进行，略有改动。在相同培养条件r，挑取突变株

和野毒株单个菌落分别接种于5 ml含壮观霉素

(100“g／m1)和不含壮观霉素的THB培养基，37℃

振荡培养至A。≈0．3，取100“I菌液转接于5 ml新

鲜的T}Ⅲ培养基，继续振荡培养。雨复3次后各敢

4

6

d

6

￡

r

F∞饕洲鬻蒜一
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100 f。l菌液，倍比稀释后通过平板计数比较二者的

稳定性有无差异。

(2)生长曲线的比较：在相同培养条件下，分别

接种同等数量的突变株和野毒株于5 ml THB培养

基中，每隔1 h分别取样测定600 nm下的A值，实验

重复测定两次，计算均值、，以培养时间为横坐标，

A。。为纵坐标，分别绘制突变株和野毒株的生长曲

线，比较二者有无显著差别。

(3)革兰染色和镜下形态的比较：根据突变株和

野毒株的生长曲线，分别于对数期取样进行革兰染

色和镜F形态观察，观察二者有无显著差异。

(4)菌落形态和溶血性的比较：取稳定生艮期的

突变株和野毒株菌液划线接种5％绵羊血新鲜琼脂

平板，比较二者的菌落形态和溶血情况有无明显

差别。

(5)蛋白表达水平的比较：分别收集稳定生长期

的突变株和野毒株的全菌裂解产物进行sDs—PAGF

电泳，考马斯亮监染色后观察突变株和野毒株的蛋

白表达水平有无明显差异。

6．突变株与野毒株05zYH33动物致病性的

比较：

(1)对BAI卫／c小鼠致病性的比较：分别取

05zYH33和RP口s△05zYH33 THB培养物，腹腔接

种BALB／c小鼠5只(体重20 g左右，接种荆革含1×

108cFu炽)，接种后动物隔离饲养，观察发病及死

亡情况。死产动物立即解剖，无菌采集肝脏、脾脏等

病料，涂片，革兰染色，镜检。病料在鲜血琼脂平板

上划线分离培养。设05zYH33 THn培养上清及

THB培养基作为对照。

(2)对20日龄仔猪致病性的比较：20 E{龄仔猪

9头，分成3组，每组3头。A组接种野毒株

05zYH33，B组接种突变株Re口s△05zYH33，c组接

种弱毒株05zYs68。每头耳缘静脉注射O 3 m1 PBs

悬液(约108CFu)。接种后每日3次观测受试动物

呼吸、运动、饮食、体温和发病等情况。死亡猪立即

进行病理解剖，观察脏器病变情况。无菌取血液、淋

巴结、脾脏、肺脏、肝脏、肾脏以及脑等器官和组织等

病料在鲜血琼脂培养基上分别划线培养，置37℃恒

温箱培养。

鉴定

结 果

1．05zYH33 R8鸿基因敲除突变株的构建和

(1)Reus基因敲除质粒的构建：以05zYH33

基因组DNA为模板，用引物LAl／LA2、RAl／RA2

成功扩增出RPⅫS的上游片段LA(1009 bp)和下游

片段RA(1093 bp)，同时用引物spcl／spc2从

psET2质粒中扩增出s舡7基因(1130 bp)。将这二

个片段分别装人T载体后，根据引入的相应酶切位

点，在限制性内切酶和T4 DNA连接酶的作用F，

将它们依次连接到pucl8载体的EcoR工、BnmH

I、R￡I和Hind¨【4个多克隆位点上，形成基因敲

除质粒pucl8一R目s。对构建好的重组质粒进行

PcR及双酶切验证，结果见图2、3，对重组质粒进行

测序，结果均显示3个片段连接次序『F确，重组质粒

构建成功。

注：1：以LAl，LA2扩增的PcR产物；2：眦RAl，RA2扩增的

PcR产物；3：以s11cl，SI)c2扩增的PcR产物；4：以LAl，spc2扩增

的PcR产物；5：以spcl，RA2扩增的P(：R产物；6：以LAl，RA2打

增的PcR产物：7：l kbDNA LaddcrMarkcr

图2 PCR扩增产物凝胶电泳

注：l：质粒pucl8地埔以nx，RI和BⅡmHI酶剀后产物；

2：质粒pucl8一RP佰以髓ⅢH l和Pn I酶四后产物；3：质粒

pUCl8 Re岱咀n￡T和衄”d m酶切后产物；4：质粒pUCl8，RF。s

以E伽RI和风￡I酶切后产物；5：质聪puCl8 R删s以出槲T和
HindlⅡ酶切后产物；6：质粒pucl8．m话以BY)R I和MndⅢ酶切

后产物；7：1 kbDNA LadderMarkcr

图3 基因敲除质粒pucl8一Re口S的双酶切罄定

(2)R8vS基因敲除突变株的筛选：取5 rtl基因

敲除质粒pucl8一RP口s电转化05zYH33感受态细

菌，转化平板经37℃培养48 h后，从平板挑取单菌

落摇菌培养，使用引物INl／IN2进行菌液PcR。由

于引物INl／IN2位于R8口S内部(产物大小

471 bp)，如果R8口S被敲除，PcR扩增应呈阴性结
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果，否则说明R8口s未被敲掉。通过上述筛选方法，

在一组菌液PcR中，发现2株扩增结果为阴性(图

4，泳道12、14)，挑出第12泳道对应的菌株

mutantl2，重命名为△05zY}{33，并做进一步验证。

(3)R8口s基因敲除突变体△05zY}B3的PcR

鉴定：分别于Rgus卜、下游片段LA和RA的两侧

再设计一对引物0uTl／ouT2，引物的位置如(图

5A)所示。如果发生等位基因置换，s抛。基因将取

代Reus，用引物ouTl／spc2、spcI／OuT2进行PCR

能够均能扩增山约2200 bp的片段，用引物spcl／

sUc2进行PcR能扩增出s由(·。基因，而在05zYH33

中，用以上引物进行PcR都应得到阴性结果。而原

来以05zYH33基因组为模板，用引物INl／IN2能

扩增出的471 bp的目的片段，在突变株中扩增为阴

性，说明突变株中尺e”s已经缺失。各PcR产物的

大小与理论值相符(图5B)。

2突变株与野毒株05zYH33生物学性状的

比较：

(1)生长稳定性的比较：在相同的培养条件下，

突变株和野毒株经过3次连续稀释培养后，分别取

100“l菌液进行倍比稀释并取10“稀释的萧液各

100 u1涂布于THB平板，37℃孵育24 h后，突变株和

野毒株在平板上平均长出105个和120个菌落，表

明RewS敲除后并未明显影响细菌的生长稳定。

(2)生长曲线的比较：在相同培养条件下，以培

养时间为横坐标，A。。为纵坐标，绘制得到突变株

△05zYH33和野毒株05zYH33的生长曲线(图6)，

结果发现二者并无显著差别。

(3)革兰染色和镜F形态的比较：取对数生长期

的突变株△05ZYH33和野毒株05ZYH33茼液进行

涂片和革兰染色，显微镜F观察发现，二者均为革兰

染色阳性，菌体形态为圆形或椭圆形，呈链状或成双

排列。

(4)菌落形态和溶血性的比较：将稳定生长划的

突变株△05zYH33和野毒株05zYH33菌液接种j：

|血平板并于37℃孵育24 h后，可见二者均呈灰白

色、圆形半透明、湿润、表面光滑的细小菌落，菌落周

围有明显的B_溶血环，直径约2～3 mm。

(5)蛋白表达水平的比较：将突变株△05ZYH33

和野毒株05zYH33的伞菌裂解产物进行sDs—

PAGE电泳，采用考马斯亮蓝进行染色，结果发现突

变株△05zYH33和野毒株05zYH33的蛋白表达条

带并无明显差异(图7)。

3．突变株与野毒株05zYH33动物致病性的

比较：

(1)对BALB／c小鼠致病性：5只BALB／c小鼠

感染05zYH33后8 h开始死L，军12 h全部死亡；而

感染突变株组小鼠3只健活，2只分别j一20 h、24 h

死亡。解剖病理佩示，突变株组与野毒株组死L小

鼠没有明显区别，均可见肝、脾、肾淤|f『【、肿大，涂片

革兰染色镜检相似，均可见大量单个或成对的节兰

阳性球菌。对照组小鼠均未见异常。

(2)仔猪致病性的比较：A组动物攻毒24 h后，

先后出现全身颤抖、体温升高(达42℃)、呼吸困难、

腿关节肿胀、不能站立等症状，其中1头双眼呈急

性化脓性感染。B组动物用突变株攻击24 h后，其中

1头体温一过性升高，未山现明显的临床症状，精神

状态正常，其余2头发生严重感染，有明显的神经系

统损害表现，上要表现为体温升高(可高达42℃)、

全身颧抖、呼吸困难、腿关节肿胀明显等，与野毒株

相比，动物发病进程和病损程度方面均没有明显差

异。C组动物弱毒株攻击后，呈一过性体温升高，1

日后恢复正常。病理变化显示A组和n组发病动

物的眼、嘴角有大量黏性分泌物。肺淤血、肿大，脾

脏呈暗紫色，边缘暗黑色，肝脏可见灶性坏死，肾脏

水肿淤血。喉头和气管环有黏液。脑回充血水肿。

沣：1～16：烈引物INl／IN2进行PcR拶增结果；17：阴性对照；18：1 kbDNAkdd盯Marker

圊4 Re”s基困敲除突变体的部分PcR初步筛选结果
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A组和B组病死动物心血、脑、脾、肝JjJ_|：、肾、淋巴结

等样品接种绵羊鲜血琼脂平板上，培养24 h后划线

处可见灰闩色、光滑、整齐、半透明、针尖大小的菌

落。经PcR检测鉴定，基因表型特征均与接种菌株

一致。

注：1，2：以INl／IN2分别扩增t】5zYH33和突变株△05zYH33

蕞睦j组；3，4：以0L丌1／sp【2分别扩增【)5zYH33和突盘株

△05zⅥ133基吲组；5，6：以spcl／s r)c2分别扩增05ZYH33和突变楝

凸05zYIl33基凼组；7，8：以S口c1幻UT2分别扩增05zYH33和突变

株△05zYH33基吲组；9-1 kb DNA Laddcr Marker

图5 RP"s基因敞除突变体△05zYH33的PCR验证

图6 突变株△05zYII粥和野毒株057YIf”的生长f}}I线

注：1：突变株△05zYIl33；2：野毒株05zYH33；3：蛋白Markef

图7 全菌裂解蛋白sDs-PAGE分析

讨 论

TcsTs是在细菌中普遍存在的一种跨膜信号

传导系统，由组氨酸激酶(histi(1ine kinase)及其相邻

的反应调节因子(response regulator)组成，可感受外

界环境变化并做出适应性反应，广泛参与病原菌的

信号传递及毒力因子表达调控过程，在细菌致病过

程中发挥着重要作用”“。研究显示，部分TcsTs

有时会缺失组氨酸激酶，只以单个“孤儿”反应调节

因子的形式存在，但其在细菌致病过程中作用同样

不可忽视。Thr￡)up等’“运用生物信息学的方法，从

肺炎链球菌基蚓组中鉴定出13个TcsTs和1个

“孤儿”反应调控凶子，通过基凶敲除突变研究发现，

“孤儿”反应凋控罔子在肺炎链球菌的黏附性及细胞

信号转导方面发挥重要作用。

deGreeff等”。2002年首次报道反应调节因子

Reus，该基因r游缺失组氨酸激酶，是典型的“孤

儿”反应调控因子，Re。s基因的缺失突变体毒力佩

著减弱，证实该因子在ss致病性方面发挥重要作

用。既往研究发现，围内强毒力株05zYH33在毒力

和致病谱方而与国外菌株有显著的篮异，其感染所

致独特的S，I、sS机制尚不明确。奉研究通过同源性

分析发现，国内强毒力株05zYH33的尺。。s基因与

deGreeff等报道完全相同(同源性100％)，提示其

对菌株的致病性町能发挥作用。此外，浚基因还与

多种病原曲毒力调节因子具有一定的同源性，如与

化脓链球菌(sfwpⅫwf“5细ogF"dJ)的反应调节因

子№sA基因同源性约58％，与金黄色葡萄球菌

(s缸砷yzo删c“s d“胛“s)的AgrA基因也有一定的

同源性。其中而幽负向调控链激酶

(streptokinase)、链球菌溶素s(streptulysin s)等毒

力冈子的表达”1，而A2艄为金黄色葡萄球菌．元

信号传导通路中的反应调控蛋白，该蛋白町激活靶

基因启动子P2和P3，进而分别启动RNAl【【和

RNAⅡ的转录，上调毒素的表达和分泌”’⋯。基于

以上分析，本研究应用同源重组方法成功获得

05zYH33的Re。S基因缺失突变体，突变蔺株的基

本生物学性状无明显改变。动物感染实验显示，

Re”s突变体对小鼠的致病性显著减弱，但对其丰

要宿主猪的致病性未见显著改变，一方面提示猪链

球菌的致病性可能具有宿丰特异性，同一菌株的致

病性与不同宿主的易感性相关，另一方面也提示该
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病原菌致病机制的复杂性。国内强毒株R8”S突变

体对猪致病性无明显减弱，这种差异可能与实验动

物的种类、大小、接种途径和剂量的不同有关，同时

不排除国内毒株存在独特的致病因子和致病机制的

可能。

值得关注的是，除Reus基因外，05zYH33基

因组中还有一“孤儿”反应调控因子，其氨基酸序列

与化脓链球菌csrR同源性为46％，而csrR／S

((=ovR／s)可负向调控化脓链球菌多种毒山罔子如

透明质酸荚膜(hyalumnic acid capsuk)、链球菌溶素

s及化脓性外毒素B(pyrogenic exotoxin B)的表

达“，该反应调控因子的作用值得进一步探讨。
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