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高致病性 2 型猪链球菌 IV 型样分泌系统 virB1-89K 基因的敲
除及其对毒力的影响
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摘要:【目的】构建高致病性 2 型猪链球菌 IV 型样分泌系统 virB1-89K 基因的敲除株和互补株，研究
virB1-89K 基因缺失对细菌毒力的影响。【方法】通过同源重组技术敲除 virB1-89K 基因，多重 PCR 筛
选敲除株并测序鉴定。再将 virB1-89K 基因克隆到穿梭质粒 pSET1 后转入 virB1-89K 敲除株中，构建
互补株。比较野生株 05ZYH33、突变株△ virB1-89K 和互补株 CvirB1-89K 三者基本生物学特性的差
异，小鼠实验分析 virB1-89K 基因敲除后对细菌毒力的影响。【结果】成功构建突变株△ virB1-89K 和
互补株 CvirB1-89K，在基本生物学性状无明显改变的情况下，敲除株的毒性降低到野生株的 30% ，互
补株可恢复其毒性。【结论】virB1-89K 基因作为 2 型猪链球菌高致病性菌株 05ZYH33 的 IV 样分泌
系统的重要组分，与其高致病性密切相关。
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2 型猪链球菌 ( Streptococcus suis serotype 2，
SS2)是一种重要的人畜共患传染病病原菌，它不仅
可以导致猪出现急性败血症、脑膜炎、关节炎、心内
膜炎及急性死亡，还可以通过伤口和呼吸道等传播
途径，导致人的感染［1］。既往国内外报道人感染
SS2 均为散发病例，且临床表现多为败血症或脑膜
炎，愈后较好。然而，1998 年和 2005 年我国江苏和
四川两省分别爆发的大规模 SS2 感染猪和人的公共
卫生事件，病人中出现高比例的链球菌中毒性休克
综合征( Streptococcal toxic shock syndrome，STSS)，
临床表现为高热、休克、多器官衰竭，病程短而凶险，
病死率高达 62. 7% － 81. 3%，引发严重的公共卫生
事件，受到了国内外高度关注［2-3］。目前，对高致病

性 SS2 引发 STSS 的机制尚不清楚。
为了对造成这两次重大公共卫生事件的 SS2 流

行菌株的高致病性进行深入研究，本课题组前期通
过全基因组测序和比较基因组学分析，发现一个
89K 毒力岛( PAI89K)是引起两次大爆发的 SS2 菌
株所特有的［4］。对 PAI89K 进一步研究，发现其 5'
端编码 了一 个 IV 型样 分 泌系 统 ( type IV-like
secretion system，T4SS-like)［5］。T4SS 是与细菌接
合机制有关的一种分泌系统，在革兰阳性菌和革兰
阴性菌中都有存在。T4SS 具有广泛的分泌底物，包
括单个的蛋白，蛋白-蛋白复合体，蛋白-DNA 复合
体。一方面它能通过接合作用介导基因水平转移，
在细菌间传递抗性基因和毒力基因，有利于细菌进
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化;另一方面，T4SS 还可跨膜转运效应蛋白分子并
将其注入宿主靶细胞，直接参与细菌致病过程［6 － 7］。
根据生物信息学分析，发现 PAI89K 上的 T4SS-like
系统编码组分分别与根癌农杆菌 ( Agrobacterium
tumefacien) VirB /D4 系统的 VirB1、VirB4、VirB6 和
VirD4 蛋白具有一定的相似性。因 此，我们 将
PAI89K 上 T4SS-like 系统的各组分分别命名为
VirB1-89K、VirB4-89K、VirB6-89K 和 VirD4-89K。大
量文献表明，VirB1 参与致病菌毒力因子的释放，在
细菌致病过程中发挥了重要的作用［8］。因此，本研
究拟通过同源重组技术构建 virB1-89K 基因缺失的
SS2 敲除菌株，研究 virB1-89K 与 SS2 高致病性之间
的关系，揭示 T4SS-like 系统在高致病性 SS2 中的生
物学作用。

1 材料和方法

1. 1 菌株、质粒、引物、实验动物及培养方法
本实验所用的菌株、质粒及引物见表 1、2，引物

由华大基因合成。BALB / c 品系小鼠购自本校实验
动物中心，雌性，4 － 5 周龄 (15 g 左右 )，SPF 级。
SS2 培养于 THY 培养基即 Todd-Hewitt-Broth(THB)
培养基(购于 Difco 公司)加 2%酵母提取物。微孔
板检 测 仪 ( 酶 标 仪 ) SpectraMax M2 /M2e 购 于
Molecular Devices 公司。大肠埃希菌培养于 LB 培
养基。所 用 抗 生 素 浓 度 分 别 为: 壮 观 霉 素
100 μg /mL; 氨 苄 青 霉 素 100 μg /mL; 四 环 素
10 μg /mL;氯霉素 17 μg /mL。

表 1 本实验所用菌株和质粒
Table 1 Bacterial strains and plasmids used in this study

Bacterial strains / plasmids Characteristics / function Source
S． suis 05ZYH33 Virulent strain of SS2 isolated from patients with a toxic shock-like syndrome Collected in our laboratory
S． suis△virB1-89K The deletion mutant of virB1-89K with background of 05ZYH33，Spcr In this study
S． suis CvirB1-89K Complemented strain of virB1-89K; Spcr; Cmr In this study
E． coli DH5α Cloning host for maintaining the recombinant plasmids Collected in our laboratory
pMD19-T Cloning vector; Ampr TaKaRa
pUC18 Cloning vector; Ampr TaKaRa

pUC18-LARA
A recombinant vector with the background of pUC18，designed for knockout of virB1-

89K; Ampr; Spcr
In this study

pSET1 E． coli-S． suis shuttle vector; Cmr Collected in our laboratory
pSET1-virB1-89K pSET1 inserted with the intact virB1-89K gene and the upstream promoter; Cmr; Spcr In this study
pSET2 E． coli-S． suis shuttle vector; Spcr Collected in our laboratory

Note: Ampr，ampicillin resistant; Cmr，chloromycetin resistant; Spcr，spectinomycin resistant

表 2 本实验所用引物
Table 2 Primers used in this study

Primers Sequence of primers (5'→3') Restriction sites
spc-F GGATCCGTTTTCTAAAATCTGATT BamH I
spc-R CTGCAGGTTCGTGAATACATGTTA Pst I
LA-F GAATTCCTATGGGAAACGAGGTA EcoR I
LA-R GGATCCAAAAAGGATATGCTAACAA BamH I
RA-F CTGCAGACTTGCGATTAACTACCTGT Pst I
RA-R AAGCTTATCCGAATTTCTCTTGTCT Hind III
inside-F TAGGCATACCCCATACCGTCAC
inside-R AGGGCTGGCTCTCACTCAATG
out-F GACTACGACGAATACTACTT
out-R TTTGGTGGGGAGAGTATTGA
sly-F CTGCAGGAAGCTAGTCGGGG Pst I
sly-R GGATCCGTTTTATCCTTTCAT BamH I
virB1-F GGATCCTTGAAGGCAACAGGGCCGCT BamH I
virB1-R GAATTCTTGCGGACCTCCTTGATTTA EcoR I
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1. 2 生物信息学分析
利用美国国家生物技术信息中心 ( National

Center of Biotechnology Information，NCBI)上所提供
的蛋白质相似性比对工具 ( basic local alignment
search tool，BLAST) 对 89K 毒力岛上的 VirB1-89K
组分(编码基因为 05SSU0968)进行检索分析，再运
用 Pfam 软件(http: / / pfam． sanger． ac． uk /)预测其功
能。
1. 3 基因敲除株及互补株的构建
1. 3. 1 敲除质粒的构建:以 05ZYH33 野生株基因
组为模板，分别扩增 virB1-89K 左右两侧约 1100bp
大小的同源片段。以质粒 pSET2 为模板，spc-F / spc-
R 为引物，扩增 spcr基因，然后依次克隆到 pUC18
中，形成一个 spcr两侧具有 virB1-89K 上下游同源臂
的敲除质粒 pUC18-LARA［9］，如图 1 所示。

图 1 virB1-89K 基因敲除质粒 pUC18-LARA 示意图
Fig． 1 Construction of the gene knockout vector pUC18-LARA．

Strategy for deletion mutagenesis of virB1-89K by allelic replacement

with a spectinomycin resistance cassette ( spcr ) ． LA and RA

represent the upstream and downstream region of the virB1-89K gene

respectively．

1. 3. 2 virB1-89K 敲除株的筛选和鉴定:参考
Smith［10］的方法制备 05ZYH33 的感受态细胞。在
25 μF，2. 25 kV，200 Ω 参数条件下，将敲除质粒
pUC18-LARA 电转到 05ZYH33 感受态细胞内，并涂
板于 Spc 抗性的 THY 平板上，挑取平板上的单菌落
用 virB1-89K 内部引物 inside-F / inside-R 进行 PCR
初筛，再将可疑的突变菌株进行多重交叉 PCR 并将
PCR 产物送测序鉴定。
1. 3. 3 互补质粒的构建:以 05ZYH33 为模板，分别
扩增 SS2 的 sly 基因启动子和 virB1-89K 基因，分别
克隆到 pSET1 的 Pst I /BamH I 和 BamH I /EcoR I
多克隆位点处，即将 virB1-89K 基因置于 sly 启动子
之下，即为构建的互补质粒 pSET1-virB1-89K。

1. 3. 4 互补株的构建:将构建好的互补质粒电转入
virB1-89K 缺失株感受态细胞中，用 Cm 和 Spc 双重
抗性平板初筛互补株，并进行 PCR 验证，获得互补
株 CvirB1-89K。
1. 4 野生株、基因敲除株及互补株基本生物学性状
的比较
1. 4. 1 生长速率的比较:在相同培养条件下，挑取
野生株 05ZYH33、突变株 △virB1-89K 和互补株
CvirB1-89K 单菌落，分别接种于 5 mL THY 培养基
中，37℃振动培养 18 h，次日取过夜菌液测 OD600。
用 THY 培养基将三者稀释成相同的浓度。接种于
0. 5 mL 的 THY 中，用酶标仪每 2 h 测一次 OD600并
绘制生长曲线，比较三者有无差异。
1. 4. 2 形态结构的比较:将 05ZYH33、△virB1-89K
和 CvirB1-89K 培养于含有 10%胎牛血清的 THY 中
至 OD600 = 0. 8 － 1. 0 后，进行革兰染色和荚膜鞣酸
染色，于显微镜下观察细菌形态有无差异。
1. 4. 3 溶血性的比较:将 05ZYH33、△virB1-89K 和
CvirB1-89K 用三线法分别接种于 THY 琼脂血平板
上(含 6%山羊血)，于 37°培养 24 － 36 h，观察菌落
形态和溶血活性有无差异。
1. 5 动物实验

参考 赵 岩［11］ 的 方 法，从 平 板 上 分 别 挑 取
05ZYH33、△virB1-89K 和 CvirB1-89K 单 菌落，于
THY 培养基中 37℃振荡培养 18 － 24 h。以 1 ∶ 100
传代接种于新鲜的不含抗性的 THY 培养基中，37℃
静置培养至 OD600 = 1. 0 (5. 0 × 108 CFU /mL)，再用
新鲜 的 培 养 基 将 菌 液 稀 释 5 倍 ( 即 菌 液 为
108 CFU /mL)。通过腹腔注射的方法，取三种菌株
各 1 mL 分别攻击 BALA /c 小鼠，每组 10 只。密切
观察动物感染后的体征，比较各组小鼠的发病情况
及存活时间的差异。

2 结果

2. 1 生物信息学分析
氨基酸同源性比对结果表明，VirB1-89K 与根

癌农杆菌 VirB1 蛋白相似性不高，如表 3 所示。为
了进一步确定 virB1-89K 基因的功能，我们又对
VirB1-89K 进行了蛋白结构域分析(图 2)。结果显
示:在 VirB1-89K 上除了有一个跨膜区以外，还存在
一个 CHAP 功能域。该结构域在细菌中主要执行水
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解细胞壁肽聚糖的功能。这与根癌农杆菌中 VirB1
蛋白裂解肽聚糖中 β-1，4 糖苷键，生成 β-1，6 糖苷
键有相似之处。此外，本课题组前期通过实验证实，
89K 毒力岛上的 T4SS-like 系统所在的编码区

05SSU0968-05SSU0982 这 15 个基因是共转录的，提
示 05SSU0968( virB1-89K)基因很有可能就是 virB1-
like 基因。

表 3 2 型猪链球菌与根癌农杆菌 IV 分泌系统同源性比较
Table 3 The homologous components of T4SS in A． tumefaciens and S． suis 2

The components of T4SS in A． tumefaciens The components of T4SS-like in S． suis 2 Similarity ( aa)
VirB1 VirB1-89K 10. 3%
VirB4 VirB4-89K 9. 64%
VirB6 VirB6-89K 13. 62%
VirD4 VirD4-89K 41. 67%

图 2 VirB1-89K 蛋白结构域分析
Fig． 2 The analysis of the domain of VirB1-89K． The transmembrane region and the functional domain of VirB1-89K are

shown in red and blue respectively．

2. 2 virB1-89K 基因敲除株和互补株的构建
为了更好的研究 virB1-89K 的生物学作用，我们

将构建好的敲除质粒 pUC18-LARA 电转化 05ZYH33
感受态细胞，于 Spc 抗性的平板上初筛敲除突变株，
分别用 7 对引物进行 PCR 鉴定，结果如图 3 所示，在
virB1-89K 敲除株中未能有 virB1-89K 内部引物扩
出，而是被大小为 1100 bp 左右的 spcr基因所取代，
且多重 PCR 排除了单交换的可能。再以野生株和
突变株基因组为模板，以 out-F / out-R 为引物扩增产
物克隆到 pMD19-T 载体后送往华大基因测序，结果
也显示 virB1-89K 被 spcr基因替代。

为了进一步证实 virB1-89K 的功能，我们将构建
的互补质粒 pSET1-virB1-89K 电转化入 ΔvirB1-89K
敲除株中，用含氯霉素和壮观霉素双重抗性的琼脂
平板筛选互补株，最后经 PCR 证实互补株 CvirB1-

89K 构建成功。
2. 3 野生株、基因敲除株及互补株基本生物学性状
的比较结果

将野生株 05ZYH33、敲除株△virB1-89K 和互补
株 CvirB1-89K 接种于 THY 液体培养基 37℃ 培养
48 h后，三者的生长速率相近，生长情况相仿，并无
显著差异(图 4-C)。经革兰染色后，三者均被染成
紫色，细胞壁厚度没有明显差异。荚膜染色可见，细
菌菌体呈深红色，荚膜则被染成了浅绿色，三者之间
并无明显差异(图 4-B)。血平板上所观察到的三者
的菌落形态和溶血环大小也都没有明显差异，三者
均长出圆形半透明、灰白色、表面光滑湿润的小菌
落，直径约为 1 － 2 mm，且菌落周围能明显的观察到
溶血环，直径约为 2 － 3 mm(图 4 － A)，提示 virB1-
89K 基因与细菌的溶血性无直接关系。
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图 3 敲除突变株 Δ virB1-89K 的构建及鉴定
Fig． 3 Construction and confirmation analysis of the knockout mutant strain ΔvirB1-89K． A: Strategy for deletion

mutagenesis of virB1-89K by allelic replacement with a spectinomycin resistance cassette ( spcr) ; B: Confirmatory PCRs

of the virB1-89K mutant． The primer pairs used in the multiple-PCR analysis are indicated above the lanes． Genomic

DNAs from the mutant virB1-89K strain ( lanes 1，3，5，7) and the wild-type strain，05ZYH33 ( lanes 2，4，6，8)，

were used as templates． The Gene Ruler Mix DNA ladder marker is shown to the left (M) ．

图 4 野生株、基因敲除株及互补株基本生物学特征比较
Fig． 4 The basic biological characteristics of indicated S． suis 2 strains． A: The hemolytic characteristic of indicated S．

suis 2 strains; B: The capsule staining of indicated S． suis 2 strains; C: The growth curve of indicated S． suis 2 strains．

2. 4 动物实验结果
如图 5 所示，用致死剂量的野生株 05ZYH33 攻

击小鼠 12 h 后，10 只小鼠全部死亡，而用相同剂量
敲除株△virB1-89K 攻击小鼠 12 h 后却全部存活，
24 h 后仍有 8 只存活，延至 48 h 后，共死亡 3 只，存
活 7 只;存活小鼠观察至 7 天实验结束时，均未发现

有任何发病症状。互补株 CvirB1-89K 的情况与野
生株基本吻合，24 h 后小鼠全部死亡。统计学分析
显示突变株感染组与野生株感染组的存活率有显著
差异(P ＜ 0. 05)，表明 virB1-89K 与细菌的致病性相
关。
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图 5 S． suis 2 野生株 05ZYH33、敲除株 ΔvirB1-

89K、互补株 CvirB1-89K 感染小鼠后的存活曲线
Fig． 5 Survival curves of mice infected with indicated S． suis 2

strains．

3 讨论

1998 年和 2005 年在中国爆发两起 SS2 感染人
的重大公共事件以来，其特有的 STSS 高致病性和高
致死率引起了社会各界的高度重视，但其致病机制
至今尚未完全阐明。为了对我国高致病性 SS2 进行
研究，本课题组于 2007 年对这两次爆发流行的菌株
进行了全基因组测序和注释，并发现这两株 SS2 含
有一个独特的 PAI89K，因此高度怀疑与 SS2 的高致
病性密切相关。通过进一步研究发现，PAI89K 上存
在一个 T4SS-like 系统，它不仅参与到介导 PAI89K
的水平转移过程，在介导炎性因子大量释放引发
STSS 的过程中也起到了至关重要的作用［11］，为我
们研究 SS2 高致病性提供了新的线索。

细菌分泌系统目前发现至少有 7 种，但只有
T4SS 能贯穿广泛的原核界，在革兰阳性菌、革兰阴
性菌、无细胞壁的细菌以及古细菌中都存在［12］。
T4SS 包括以根癌农杆菌 VirB /D4 为代表的 IVA 亚
型，以嗜肺军团菌 Dot / Icm 为代表的 IVB 亚型，以及
与细菌基因组岛相关的 GI 亚型等。其功能主要是
摄取和释放一些裸露的 DNA，传播基因和基因组
岛，转运效应分子到宿主细胞内。在根癌农杆菌
VirB /D4 系统中，VirB1 作为一种胞质蛋白，除了具
有促进菌毛亚单位形成的功能之外［13］，主要是通过
裂解 GlcNAc 和 MurNAc 之间的 β-1，4 糖苷键分解
细胞壁肽聚糖，为效应分子的转移和表面结构的装
配提供通道［14-15］。敲除根癌农杆菌 virB1 基因后，

细菌的毒力下降到野生株的 1% － 10%［16-17］;R1 质
粒中，根癌农杆菌 virB1 的同源体 P19 缺失株使得

R17 噬菌体的感染能力降低 90%［18］;pKM101 质粒
中，同 源 体 traL 缺 失 株 毒 力 降 低 到 野 生 株 的
5%［19］。这提示在 89K 上的 virB1-89K 基因可能同
样具有打孔、帮助毒力因子转运的作用，但是同源性
比对结果显示 virB1-89K 与根癌农杆菌中的 virB1

基因相似性不高，这使得我们对 virB1-89K 的真实
身份和功能深感兴趣。

为了验证我们的假设，我们构建了 virB1-89K
基因的敲除株和互补株。实验结果显示:当敲除
virB1-89K 基因后，细菌的基本生物学特性(即生长
情况，荚膜形态、溶血性等)并没有发生明显改变，
这说明 virB1-89K 基因并不是影响细菌基本形态和
细菌维持基本生命活动所必需的，而可能与满足其
额外的功能(如毒力、抗生素抵抗)等相关。用相同
剂量的三个菌株分别感染小鼠时，virB1-89K 敲除株
的致死率降低了 70% ;而在功能互补实验中，将
virB1-89K 基因重新导入到敲除株后，细菌的致死率
又恢复到野生株的 100%。这个实验结果与我们设
想的 T4SS-like 中 virB1-89K 具有打孔作用，帮助效
应分子释放的假设是吻合的。与此同时，我们对
VirB1-89K 进行了蛋白功能的预测，分析结果表明
VirB1-89K 含有一个 CHAP 功能域，此功能域是作
用于细胞壁肽聚糖的一种水解酶，这也提示我们
VirB1-89K 确实具有打孔的作用。所以当 virB1-89K

基因被敲除后，T4SS-like 的通道结构不能有效的建
立，效应分子不能释放到细菌细胞外发挥作用，实验
结果才能观察到细菌的毒力显著下降。但是未释放
的效应分子堆积在细胞的哪个位置? 是细胞内还是
细胞周质以及 VirB1-89K 与哪些蛋白存在相互作用
等一系列问题还需要进一步的探究。接下来本课题
组将针对 VirB1-89K 蛋白的酶学功能进行验证，并
对其晶体结构进行解析，对比革兰阴性菌 VirB1 结
构上的差异，也为揭示 T4SS-like 在 89K 上的作用机
制以及 SS2 高致病性的研究奠定理论基础。
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Construction and virulence evaluation of the virB1-89K
gene knockout mutant of type IV-like secretion system of
Streptococcus suis serotype 2

Qiu Zhong，Ming Li，Yan Zhao，Tian Chen，Supeng Yin，Min Wang，Xiancai Rao，
Yinling Tan，Fuquan Hu*

Department of Microbiology，Third Military Medical University，Chongqing 400038，China

Abstract:［Objective］ To construct the virB1-89K gene knockout mutant and its complementary strain of Streptococcus
suis serotype 2 ( SS2) highly virulent strain 05ZYH33 and evaluate the role of virB1-89K in the pathogenesis of SS2．
［Methods］ The virB1-89K gene was knocked out by homologous recombination， then multiple-PCR and sequence
analysis were used to identify the knockout strain ΔvirB1-89K． The virB1-89K gene and its upstream promoter were cloned
into the E． coli-S． suis shuttle vector pSET1，and the recombinant plasmid was electrotransformed into the ΔvirB1-89K
mutant to generate the complementary strain CvirB1-89K． The effects of virB1-89K deletion on the basic biological
characteristics and virulence of SS2 were then determined in this study． ［Results］ The isogenic mutant ΔvirB1-89K and
its complementary strain CvirB1-89K were successfully constructed． No significant differences in biological characteristics
were found among the three strains． However，the virulence of the ΔvirB1-89K mutant was reduced to 30% of the wild-
type level and functional complementation of virB1-89K restored its pathogenicity． ［Conclusion］ The virB1-89K gene
plays an important role in the pathogenesis of S． suis 2 infection．
Keywords: Streptococcus suis serotype 2，type IV-like secretion system，virB1 gene，knockout
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