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摘要： 【目的】马链球菌兽疫亚种是工业上生产透明质酸的主要菌种，该菌能产生引起宿主细胞溶血的

链球菌溶血素S (streptolysin S，SLS）毒素，因而其产品的安全性一直是人们所担心的问题。本实验的目

的就是通过基因敲除的方法构建不产SLS的透明质酸生产工程菌，同时探讨溶血素sagA基因缺失对菌株

透明质酸合成和其他毒力因子的影响。【方法】利用温度敏感/自杀性质粒pJR700载体系统，构建马链球

菌兽疫亚种sagA基因缺失突变株；通过PCR扩增，溶血平板和SLS含量测定等方法确定sagA基因缺失；

采用分光光度、SDS-PAGE和细胞毒性试验等分析方法，对野生菌株和sagA基因缺失突变菌株透明质酸

含量、透明质酸分子量、溶血素Hylc、透明质酸分解酶、甘油醛-3-磷酸脱氢酶和菌体表面蛋白等相关毒

力因子进行对比研究。【结果】获得了透明质酸产量提高30%而溶血活性极低的马链球菌兽疫亚种

sagA基因缺失突变株。该突变株与野生菌株相比较，透明质酸分解酶活性增加而透明质酸相对分子量降

低，此外，与毒力相关的表面蛋白含量、溶血素Hylc和甘油醛-3-磷酸脱氢酶活性也显著降低。细胞毒性

实验结果表明，野生菌株与sagA基因缺失突变菌株的培养物上清液，对细胞活性的影响存在显著差异。

【结论】在马链球菌兽疫亚种中sagA不仅是表达溶血素SLS的基因，同时sagA基因对菌株透明质酸合

成、透明质酸分解酶、菌体表面蛋白、溶血素Hylc和甘油醛-3-磷酸脱氢酶等都具有调节作用。
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透明质酸(hyaluronic acid，HA)是一种由N-乙

酰氨基葡萄糖与葡萄糖醛酸为双糖单位聚合而成

的酸性黏多糖，广泛的应用于临床治疗、医学研

究、日化和食品添加剂等领域[1–2]。工业上主要通

过动物组织提取和微生物发酵2种方法获得HA产

品，目前发酵法为工业化生产HA的主要方式[1]。

马链球菌兽疫亚种(Streptococcus equi  subsp.

zooepidemicus, GCS)是发酵法生产透明质酸的主

要菌种，由于该菌有一定的致病性，因此，利用

该菌发酵法生产透明质酸的安全性是人们一直担

心的问题[2–4]。特别是链球菌所产生的SLS能损坏

细胞膜，引起典型的细胞溶血现象[5–6]，因此，通
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过发酵法生产的透明质酸产品，不能含链球菌

SLS毒素。目前通过物理、化学诱变的方法获得

不产SLS的透明质酸生产菌种[7–9]，由于传统诱变

方法得到的可能只是一个或者多个碱基发生变异

得到的变异株，这种变异株具有遗传的不稳定

性，通过基因敲除的方法可以获得遗传性能稳定

的基因缺失突变株[10]。

前期我们通过温度敏感自杀性载体系统

pJR700成功的构建了不含抗生素基因的马链球菌

兽疫亚种血红素受体基因shr缺失突变株[10]和透明

质酸产率显著提高的透明质酸合成酶双拷贝基因

工程菌[11]。这里我们报道通过基因敲除方法成功

构建遗传性能稳定、产SLS基因完全缺失突变菌

株，该菌株的其他毒力因子如表面蛋白、溶血素

Hylc、甘油醛-3-磷酸脱氢酶等显著降低，但透明

质酸生产却显著提高。研究的结果为今后进一步

通过基因工程方法改造透明质酸生产菌提供了一

种选择。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1    质粒和菌株及细胞：质粒pJR700(美国

Georgia州立大学Dr. Eichenbaum实验室惠赠)，卡

拉霉素抗性，温度敏感；马链球菌兽疫亚种和大

肠杆菌(E. coli) DH5α为本实验室保存[9]。HepG2细

胞为本学院茆灿泉教授实验室惠赠。

1.1.2    培养基和菌株培养：(1) 链球菌THY液体培

养基[10]：3% Todd-Hewitt，0.2% Yeast extract；(2)
THY固体培养基：THY液体培养基加2%琼脂粉；

(3) 大肠杆菌(E. coli) DH5α培养基：LB (Luria-
Bertani)培养基。培养方法及培养条件[10]：马链球

菌兽疫亚种及其构建菌种和大肠杆菌(E. coli) DH5α
均37 °C、200 r/min摇瓶培养；根据细菌培养的需

要，固体或液体培养基中加入终浓度70 μg/mL的

卡拉霉素。

1.1.3    主要试剂：Todd-Hewitt (Bacto公司)；限制

性内切酶NheⅠ、ClaⅠ，T4连接酶，PCR试剂(宝
生物工程公司)；透明质酸酶、G-3-P、D-葡萄糖

醛酸、小牛血清(Sigma公司)，质粒提取试剂盒、

PCR纯化试剂盒，胶回收试剂盒、革兰氏阳性菌

DNA提取试剂盒(Omega公司)。

1.2    马链球菌兽疫亚种sagA缺失基因工程菌的构建

1.2.1    引物设计：根据GenBank数据库中报道的

Streptococcus equi subsp. zooepidemicus MGCS10565
全基因组序列，使用Vector NTI Advance™11软件

(Invitrogen 公司)，在溶血素S基因(sagA)上游1039 bp
和下游881 bp位点(图 1-A) 设计扩增包括sagA基因

在内的2080 bp DNA片段的一对引物(5′端含有内

切酶ClaⅠ，下横线)：YLS1(5′-AAAAAATCGAT
GAAGCATAAGGCTAAGCAG-3′)和YLR1(5′-
AAAAAATCGATCTAAGATGATGACACCTC
AG-3′)。

1.2.2    马链球菌兽疫亚种基因组DNA的提取：马

链球菌兽疫亚种基因组 D N A 的提取方法按

Omega生物技术公司革兰氏阳性DNA提取试剂盒

指导进行。

1.2.3    sagA基因缺失质粒载体pYL2的构建：参考

文献[10–11]，以基因组DNA为模板，PCR扩增

sagA，ClaⅠ酶切PCR产物和pJR700，T4连接酶连

接，获得pYL1(pJR-sagA)质粒载体。由于在距

sagA基因上游121 bp和下游54 bp处有NheⅠ酶切

位点，用NheⅠ酶切pYL1质粒后，连接质粒片

段，获得携带sagA基因缺失的温度敏感性质粒载

体pYL2 (图 1-A和图 1-B)。

1.2.4    sagA基因缺失质粒载体pYL2的电转化和

sagA缺失突变株的筛选：参考文献[10–11]，电转

化缺失质粒到马链球菌兽疫亚种感受态细胞中，

在37 °C卡拉霉素THY平板筛选重组子；在含卡拉

霉素的培养基中37 °C传代3次，再转接到不含卡

拉霉素的培养基中，30 °C传代5次，涂添加5%–7%
的无菌绵羊血血平板，挑取抗生素敏感并且不产
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生溶血透明圈的单菌落进行下一步确定菌株的

sagA基因的缺失。

1.2.5    sagA基因缺失突变菌的确定：以马链球菌

兽疫亚种野生菌株和上述初步确定的不产溶血透

明圈的溶血缺失突变菌基因组DNA为模板，以

Y L S 1和Y L R 1为引物，进行P C R扩增，比较

PCR扩增片段，确定不产溶血透明圈的单菌落染

色体DNA上sagA基因的缺失。

1.3    sagA缺失突变菌与野生菌SLS含量的测定

参照文献[12]介绍的方法，过夜培养液体菌

种按10%接种量转接到THY培养基(含有10%的小

牛血清)，37 °C摇瓶培养8 h取菌液5 mL，7500 r/min

离心 10 min，上清液用0.25 μm滤膜过滤除菌，备

用。将兔血血细胞200 r/min离心2 min，用生理盐

水洗血细胞沉淀物3次，再用生理盐水稀释成

0.8%血细胞溶液，取制备好的细菌过滤液500 μL加

500 μL生理盐水稀释，加入终浓度为5 mg/mL 的

HYLC活性抑制剂(胆固醇)，再加入500 μL 0.8%的

红细胞，37 °C孵育1 h，1000 r/min离心5 min去除

未破碎的红细胞，取上清液，在分光光度计540 nm

处，测光吸收值(OD540)。

1.4    sagA基因缺失突变菌遗传稳定性及缺失突变

回复菌株的构建

将sagA基因缺失突变菌株在斜面传代10次以

后，检测突变株溶血透明圈和按1.3介绍的方法测

定溶血素SLS活性。

sagA基因缺失突变株回复菌株构建参考文献[13]
进行，将pYL1质粒电转到sagA基因缺失突变株，

在37 °C含5%–7%的绵羊血的卡拉霉素THY平板筛

选回复菌株，将产生溶血透明圈的单菌落进行

SLS溶血素活性测定和PCR检测菌株含有野生和

图 1.    构建马链球菌兽疫亚种sagA缺失突变菌的原理及结果

Figure 1.   The strategy and result of constructing sagA mutant. A: map of the sag genetic locus in sag operon of GCS
strains; B: the strategy of constructing sagA mutant; C: analysis of sagA PCR product by agarose gel electrophoresis;
D: agarose gel electrophoresis analyzed the recombinant plasmid pYL1 carrying sagA fragment and plasmid pYL2
with the deleted-sagA DNA fragment; E: the PCR analysis of sagA fragment on chromosome DNA in GCS strains. M:
DNA maker; lane 1: sagA; lane 2: pYL1.pJR700 with sagA; lane 3: pYL2.pJR700 carrying the inframe deletion sagA;
lane 4: wild-type strain; lane 5: the deleted-sagA mutant strain.

刘玉川等  |  微生物学报, 2016, 56(11) 1757

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn



缺失sagA基因的DNA条带。

1.5    马链球菌兽疫亚种sagA缺失突变菌与野生菌

毒力因子的测定

1.5.1    透明质酸产量和分子量的测定：将过夜培

养液体菌种按10%接种量转接到THY培养基中，

37 °C摇瓶培养8 h，取培养菌液20 mL野生菌液和

sagA基因缺失突变株菌液，5000 r/min离心10 min，

取上清液10 mL加入2.3倍无水乙醇(23 mL)混匀，

5000 r/min离心10 min，沉淀用1 mL ddH2O溶解，

采用Bitter-Muir法[14]测定菌株透明质酸产量；

参照文献[15–16]介绍的方法测定HA的平均

分子量，用内径为0.5 mm的乌氏粘度计，在25 °C
下测定重复3次，并根据公式(1)计算的平均分

子量。

[´] =3:6£ 10¡4Mr0:78                             公式(1)

1.5.2    菌体表面蛋白的测定：利用热酸法[17–18]提

取马链球菌兽疫亚种的表面蛋白即：将过夜培养

液体菌种按10%接种量转接到THY培养基中，37 °C

摇瓶培养18 h，取培养菌液10 mL，4000 r/min

离心10 min收集菌体，用pH 7.2 浓度为10 mmol/L

的PBS缓冲液洗涤菌体2次，用PBS缓冲液10 mL

重新悬浮菌体，用盐酸调悬浮液pH至2.5。95 °C水

浴15 min，冷却至室温后将pH调至中性，12000 r/min

离心5 min收集上清。用取20 μL上清液与上样缓

冲液混合液用SDS-PAGE电泳检测。

1.5.3    菌体溶血素Hylc的测定：Hylc测定方法与

SLS类似，由于Hylc对氧敏感，Hylc测定需在半

胱氨酸终浓度20 mmol/L还原条件进行，同时加入

终浓度0.05 mg/mL台盼蓝抑制SLS活性。在制备

好的细菌过滤液500 μL中加500 μL生理盐水稀

释，按浓度要求加入半胱氨酸和台盼蓝后，室温

放置10 min，再加入0.8%红细胞悬浮液，后续方

法同SLS。

1.5.4    菌体透明质酸分解酶(Hyl)的测定：采用对

二甲基氨基苯甲醛测定透明质酸分解酶酶活的方

法[19]。将过夜培养液体菌种按10%接种量转接到

THY培养基中，37 °C摇瓶培养8 h，取培养菌液

7500 r/min离心5 min收集菌体，超声破碎细胞，

0.1 mol/L的乙酸缓冲液(pH 4)重悬，7500 r/min离

心5 min去除菌体，取上清100 μL与100 μL浓度为

0.04%底物HA混合，加200 μL乙酸缓冲液混匀，

37 °C孵育1 h。加入100 μL 0.4 mol/L的NaOH溶液

终止反应，冰浴至冷却，加入100 μL 硼酸缓冲液

(pH 9.1)混匀，100 °C沸水浴3 min后，冰浴冷却。

再加入0.9 mL的对二甲基氨基苯甲醛溶液，混

匀，37 °C孵育20 min，放入水中冷却。分光光度

计测定585 nm 处OD值。

1.5.5    菌体甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)的测

定：参照文献[20]介绍的方法，将过夜培养液体

菌种按10%接种量转接到THY培养基中，37 °C摇

瓶培养6 h达到对数末期，将菌液7500 r/min离心

5 min，收集菌体沉淀，然后用PBS洗2次菌体

沉淀，再用PBS调整菌体悬浮液OD600为1。取

1 mL菌体悬浮液加入600 μL酶反应液(由pH 7.4的

50 mmol/L Tris-HCl，4 mmol/L NaH2PO4，4 mmol/L

NAD，4 mmol/L G-3-P组成)，混匀室温5 min，离

心取上清在OD340测定。

1.5.6    HepG2 细胞毒性实验：参考文献[21–22]稍

作修改，HepG2细胞用新鲜培养基(RPMI1640，

10% FBS，1%青霉素，1%链霉素，3%谷氨酰胺)

复苏及传代培养。接种浓度为1×105/mL HepG2 细

胞于24 孔板中，每孔1 mL，37 °C、5% CO2 过夜

孵育。将过夜培养的马链球菌兽疫亚种野生菌株

和突变菌株培养液按10%接种量转接到THY培养

基中，37 °C摇瓶培养8 h，用培养基调整菌液到相

同细胞单位，然后取相同体积的培养菌液，4 °C、

7500 r/min 离心10 min，0.22 μm 滤器过滤取上清

备用。生长为单层的细胞板用无血清PRMI1640

洗2次，每孔加900 μL新鲜细胞培养基，然后分别

加入细菌培养基(作对照)、野生菌株和sagA突变
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菌株培养上清液100 μL，37 °C、5% CO2 孵箱中

培养，于24、48、72 h终止培养，弃孔内培养液

加入100 μL 0.2%结晶紫染2 min，弃孔内液体，用

PBS液洗3遍，加入100 μL 1%的 SDS液，37 °C裂

解30 min，酶标仪630 nm处测定OD值。

1.6    数据处理及分析方法

所有数据重复3次，实验数据的处理与作图使

用IBM SPSS Statistics 20软件完成，采用t检验得

到显著性。

2    结果和分析

2.1    马链球菌兽疫亚种sagA缺失基因工程菌的构建

生物信息分析GenBank数据库中Streptococcus
equi subsp. zooepidemicus菌株基因组序列中表达

链球菌溶血素S的基因(sagA)定位与结构显示，马

链球菌兽疫亚种与目前研究的比较清楚的化脓性

链球菌溶血素sagA基因相似，溶血素S基因与其后

边的sagB、sagC、sagD、sagE、sagF、sagG、

sagH和sagI 共同组成sag 操纵子(图 1-A)。不同实

验室所研究的结果证实，在化脓性链球菌中，溶

血素sagA基因缺失导致菌株 失去溶血活性[5–6,23]。

为了构建无溶血活性的马链球菌兽疫亚种透明质

酸生产菌，我们以马链球菌兽疫亚种基因组

DNA为模板，通过PCR扩增获得了包括sagA基因

在内的2080 bp DNA片段(图 1-C)，将该片段连接

到温度敏感自杀性载体系统pJR700，获得携带

sagA基因的质粒pYL1(图  1-D)，由于2080 bp
DNA片段sagA基因上游121 bp和下游54 bp处含有

NheⅠ内切酶酶切位点，用NheⅠ内切酶酶切

pYL1质粒，连接含质粒的酶切片段，获得敲除

sagA基因，但仍含有sagA基因上游918 bp和下游

827 bp的能进行同源重组的染色体DNA片段的质

粒pYL2 (图 1-D)，将sagA基因缺失质粒pYL2电转

化到马链球菌兽疫亚种感受态细胞中，通过含卡

拉霉素的培养基中37 °C和不含卡拉霉素的培养基

中30 °C传代，使菌株自杀性温度敏感质粒载体上

携带的sagA基因缺失染色体DNA片段与菌株染色

体正常的sagA基因DNA进行同源重组交换，温度

敏感质粒从染色体上切离(原理图 1-B所示)，在

5%–7%的无菌绵羊血血平板上，挑取抗生素敏感

并且不产生溶血透明圈的单菌落进行进一步对其

染色体上的sagA基因进行PCR鉴定，结果如图 1-
E表明，sagA缺失突变株与野生株相比缺失了一

段约300 bp DNA片段。将PCR产物送测序公司测

序结果证实，突变株sagA基因缺失。

2.2    sagA基因缺失对菌株SLS的影响

将野生型菌株和sagA缺失突变菌株接种到含

5%–7%的无菌绵羊血血平板培养24 h，结果图 2-A
所示，sagA缺失突变菌没有产生溶血透明圈，表

明sagA基因缺失确实影响链球菌兽疫亚种SLS的
产生。进一步检测细菌培养物上清液溶血活性结

果如图 2-B所示，相对于野生菌株的SLS溶血活

性，sagA缺失菌株溶血活性降低将近90%。为了

进一步证实所构建的sagA基因缺失突变株遗传稳

定性，将突变株转接10代，进行溶血素S活性检

测，结果图 2-A-4和2-B-4显示，本实验所构建的

sagA缺失菌株转接10代仍然维持极低的溶血活

性。图 2-A-3和2-B-3为sagA缺失回复菌株溶血素

S活性检测实验结果，sagA缺失回复菌株SLS溶血

活性完全恢复，进一步证实，本实验所构建的马

链球菌兽疫亚种突变株溶血活性降低的确是由

sagA基因缺失所致。因此，上述几方面的实验结

果可以得到的结论是，通过基因敲除的方法，所

构建马链球菌兽疫亚种溶血素S活性缺失突变菌

株，遗传性能十分稳定，由该菌株发酵所生产透

明质酸产品极大地降低了含溶血素S的可能性，因

而减轻了人们对马链球菌兽疫亚种发酵法生产透

明质酸产品可能含溶血素S的担心。

2.3    sagA基因缺失对菌株HA的影响

Salim等[24]研究化脓链球菌时发现，sagA基因

作为一调控元件，除能够影响化脓链球菌的毒力

因子表达外，对细菌密度也会产生影响。而我们
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比较马链球菌兽疫亚种野生菌株和sagA基因缺失

菌株生长动力学发现，两者之间不存在显著差异

(图 3)，sagA基因缺失对马链球菌兽疫亚种的生长

没有明显影响。进一步分析野生菌和sagA缺失突

变菌HA含量结果如图 4所示，sagA缺失突变菌

HA产量比野生菌HA产量提高30%左右，两者之

间存在显著差异(P<0.001)。而sagA缺失突变菌产

生的H A的平均分子量 ( 0 . 4 7 5 × 1 0 5 )比野生菌

(0.475×105)要小将近一个数量级(表 1)。虽然马链

球菌兽疫亚种sagA基因缺失不像化脓链球菌那

样，影响细菌的生长繁殖，但马链球菌兽疫亚种

sagA基因缺失会导致透明质酸含量提高，所产生

的HA分子量降低，我们推测，马链球菌兽疫亚种

的sagA基因可能与化脓链球菌sagA基因一样，对

图 2.  GCS野生菌株与sagA缺失突变菌株的SLS溶血

Figure 2.   SLS hemolytic activities in GCS strains of wild type and sagA mutant. A: zones of hemolysis for the GCS
strains on 5% sheep blood agar plates after growth at 37 °C; B: assay of SLS hemolytic activities of culture
supermentant from GCS strains in the early stationary phase. 1: wild-type; 2: sagA mutant; 3: sagA -complemented
strain; 4: 10th passage of sagA mutant. ***: P＜0.001.

图 3.  GCS野生菌和sagA缺失突变菌生长曲线

Figure 3.   Growth curve of GCS strains of wild type
and sagA mutant.

图 4.  GCS野生菌株和sagA缺失突变菌株HA含量

Figure 4.   The concentration of HA in GCS strains of
wild type and sagA mutant. ***: P＜0.001.

表1.  GCS野生菌和sagA缺失突变菌HA平均分子量
比较

Table 1.  Comparation average molecular weight of HA
produced by wild type with that of sagA mutant

Strains Intrinsic viscosity/(η) Average molecular weight

Wild type 8.032 3.759×105

sagA mutant 1.601 0.4753×105**

**: P＜0.01.
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某些毒力因子具有调控作用。

2.4    sagA基因缺失对菌株其它毒力因子的影响

为了证实马链球菌兽疫亚种的sagA基因可

能与化脓链球菌sagA基因一样，对某些毒力因子

具有调控作用，为此，进一步比较了野生菌株与

sagA基因缺失菌株其他一些重要相关毒力因子

活性。

2.4.1    sagA基因缺失对菌体Hylc活性的影响：链

球菌除分泌SLS溶血素(Streptolysin S)外，还分泌

另一种溶血素含-SH基、对氧敏感溶血素，到目

前为止，该类链球菌溶血素的研究，主要集中在

一些致病性很强的如化脓性链球菌、猪链球菌

等。由于Hylc对氧不稳定，很难在血平板上观察

到溶血现象，为此，本研究在培养物上清液中添

加还原剂半胱氨酸和溶血素SLS抑制剂台盼蓝，

通过检测培养物上清液溶血活性来评价马链球菌

兽疫亚种溶血素Hylc在裂解血红细胞过程中的作

用，实验所测得的Hylc溶血活性结果如图  5所

示，与野生菌相比较，sagA缺失突变菌株显著降

低了Hylc溶血活性，sagA缺失突变菌的Hylc相对

活性比野生菌株降低了20%以上(图 5)，具有显著

差异P<0.05。将测得溶血素SLS和Hylc数据进行

比较，结果表 2所示，在马链球菌兽疫亚种血红

细胞溶血活性中，主要表现的是溶血素SLS溶

血，而Hylc溶血活性只有SLS的10%左右，因此推

测马链球菌兽疫亚种裂解血红细胞的主要毒力因

子是溶血素SLS，而Hylc则相对较弱。

2.4.2    sagA基因缺失对菌体透明质酸分解酶

(Hyl)活性的影响：在马链球菌兽疫亚种中既存在

透明质酸，也有透明质酸分解酶。而透明质酸分

解酶的主要作用是能够在透明质酸内部随机切割

透明质酸分子，产生透明质酸小片段，造成透明

质酸酶的存在会造成透明质酸的产率降低，而且

分子量下降[19]。由于sagA基因缺失导致马链球菌

兽疫亚种透明质酸产量提高而分子量却下降，因

此，推测分子量下降可能是透明质酸分解酶造成

的，同时sagA基因缺失有可能影响透明质酸分解

酶的活性。为了印证推测对野生菌和sagA缺失突

变菌透明质酸分解酶酶活进行测定，结果如图 6

可见sagA基因缺失的确导致突变菌透明质酸分解

酶酶活增加，进而造成突变菌透明质酸分子量下

降。实验结果证实，透明质酸分解酶的活性与透

明质酸分子量大小具有相关性，sagA基因缺失会

提高透明质酸分解酶的活性。

2.4.3    sagA基因缺失对菌体甘油醛-3-磷酸脱氢酶

(GAPDH)活性的影响：甘油醛-3-磷酸脱氢酶存在

于链球菌表面，具有粘附活性，能够吸附到宿主

的纤维蛋白酶、纤连蛋白和肌动蛋白等细胞表面

与体液蛋白上，在细菌的感染和侵入过程中起重

要作用[25]。分析马链球菌兽疫亚种野生菌和sagA

图 5.  野生菌和sagA缺失突变菌Hylc溶血活性分析结果

Figure 5.   Hylc hemolytic activity assay in GCS strains
of wild type and sagA mutant. *: P＜0.05.

表2.  GCS野生菌株和sagA缺失突变菌株溶血素SLS和
Hylc溶血活性比较

Table 2.  Comparation the hemolytic activity of SLS
and Hylc in culture supermentant of wild type with that

of sagA mutant

Strains Relative activity of
SLS/%

Relative activity of
Hylc/%

Wild type 100 9.8**

sagA
mutant 12.2** 7.5*

**: P＜0.01，*: P＜0.05.
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缺失突变菌GAPDH酶酶活结果图 7表明，sagA

缺失突变菌GAPDH酶活比野生菌显著降低(P<

0.05)。因此，有理由推测sagA基因缺失会导致

GAPDH酶活活性降低，进而导致细菌粘附下降，

毒力下降。

2.4.4    sagA基因缺失对菌体表面蛋白的影响：范

红结等[4]认为，马链球菌兽疫亚种表面蛋白能够

介导细菌与宿主细胞的相互粘附作用，其表面所

带的负电荷可排斥吞噬细胞的吞噬作用，此外表

面蛋白与诸如败血症、关节炎、肾小球肾炎等人

的多种疫病可能有关。由于sagA基因缺失会导致

表面蛋白GAPDH活性降低(图 7)，因此，有必要

进一步研究sagA基因缺失菌株表面蛋白的变化。

热酸法提取的马链球菌兽疫亚种表面蛋白SDS-

PAGE电泳结果如图 8所示，图中野生菌7条蛋白

条带明显可见，相对分子量分别为80、62、55、

50、48、46、40 kDa，而sagA缺失突变菌明显可

见的只有6条蛋白带，且sagA缺失突变菌和野生菌

相比，表面蛋白量下降，特别是在62 kDa处的蛋

白含量下降最明显。sagA缺失突变菌表面蛋白表

达下降，进一步证实，sagA基因缺失影响菌株的

毒力。先前王国勤等[18]在马链球菌马亚种中提取

的表面蛋白只有5条，其分子量大小也与本实验中

所提取的马链球菌兽疫亚种表面蛋白有所不同，

因此我们推测表面蛋白表达受多种因素影响，当

然也包括种属特异性。

2.4.5    野生菌株与sagA基因缺失菌株对细胞毒性

比较：在细胞培养过程中添加野生菌株和sagA

基因缺失菌株培养上清液，对细胞生长影响研究

结果表 3表明，无论是野生菌株还是sagA基因缺

失菌株在细胞培养的早期对细胞的生长抑制都较

轻，当细胞培养到72 h，上清液表现出明显抑制

图 6.  野生菌和sagA缺失突变菌Hyl酶活活性分析结果

Figure 6.   Hyl activity assay in GCS strains of wild
type and sagA mutant. *: P＜0.05.

图 7.  野生菌和sagA缺失突变菌GAPDH酶活活性分析

结果

Figure 7.   GAPDH activity assay in GCS strains of
wild type and sagA mutant. *: P＜0.05.

图 8.  SDS-PAGE电泳分析野生菌和sagA缺失突变菌表

面蛋白

Figure 8.   Surface protein assay of wild type and sagA
mutant by SDS-PAGE electrophoresis. M: protein
marker.
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作用，相对于野生菌株，sagA基因缺失能显著降

低细胞的抑制作用，两者的差异有统计学意义

(P<0.05)。细胞培养的结果进一步证实，马链

球菌兽疫亚种sagA基因缺失的确能减轻菌株的

毒力。

3    讨论

透明质酸在医疗、化妆品、食品等领域有着

越来越大的需求，目前工业上大规模生产主要是

通过马链球菌兽疫亚种发酵生产获得，过去相当

一段时间，研究的重点主要集中在马链球菌兽疫

亚种发酵生产透明质酸高产菌种选育、发酵工艺

条件优化以及其合成途径等方面[2]。近年来，随

着透明质酸应用领域的不断扩大，人们开始关注

透明质酸生产菌本身及其产品的安全性问题。在

化脓性链球菌中，sagA基因表达产物SLS目前研

究得比较清楚，SLS毒素对氧稳定、无免疫原

性，除能引起红细胞的典型溶血外，还能损坏包

括淋巴细胞，中性粒细胞和血小板，某些肿瘤细

胞以及亚细胞器如溶酶体和线粒体等的细胞膜结

构[6]。但目前人们对SLS在马链球菌兽疫亚种中的

作用还不十分清楚。我们的研究结果表明，在马

链球菌兽疫亚种细胞溶血活性中，溶血素SLS溶
血占主导地位，而Hylc相对较弱。sagA基因对透

明质酸合成起着调控作用，sagA基因缺失能提高

透明质酸产量，先前有研究结果显示，在化脓性

链球菌中，ABC转运操纵子基因的缺失，会使菌

株通透性增强，导致透明质酸产量的提高 [ 2 6 ]，

sag操纵子sagA基因缺失导致突变株透明质酸含量

的提高，是否与菌株通透性相关，还有待今后研

究所证实。与马链球菌兽疫亚种野生型菌株相比

较，sagA基因缺失突变株中，病原菌毒力相关因

子如菌体表面蛋白含量，溶血素Hylc和甘油醛-3-
磷酸脱氢酶活性都显著降低，而透明质酸分解酶

活性提高，因此，本实验结果表明，在马链球菌

兽疫亚种中sagA基因，也像在化脓性链球菌中一

样，对毒力因子具有调控作用。

综上所述，本实验所构建的马链球菌兽疫亚

种sagA基因缺失突变株，不仅极大的降低了HA生

产菌株溶血素活性，提高了透明质酸的产率，而

且突变株其他相关毒力因子活性也显著下降，将

该菌株用于工业化生产透明质酸，对减轻人们对

发酵法生产的透明质酸产品的安全性的担心必将

起到积极的作用，同时实验结果也为今后进一步

通过基因工程方法获得安全高产的透明质酸基因

工程菌提供了更多的选择。
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Abstract: [Objective] Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (GCS) is mainly used to produce hyaluronic acid

(HA) in the industry. GCS secretes the hemolysis toxin (streptolysin S, SLS) that causes hemolysis in the host cells.

Therefore, the safety of HA produced by GCS is concerned. We constructed an engineering strain, to produce

commercial HA without SLS by knocking out sagA. [Method] The sagA of GCS was knocked out by the

thermosensitive delivery vector system pJR700. The sagA mutant was identified through PCR with primers

homologous to the flanking regions and SLS analysis. The yield of HA, HA molecular weight and virulence factors

such as streptolysin Hylc, hyaluronate lyase, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase and cell surface proteins

were determined by spectrophotometer and SDS-PAGE. [Result] We constructed successfully the in-frame deletion

sagA mutant strain of GCS. In the sagA mutant, HA titer increased more than 30% than that of the wild type strain and

no SLS hemolytic activity was detected. Compared to the wild type strain the sagA mutant decreased the quality of

surface proteins, hemolytic Hylc activity and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase activity. The activities of

hyaluronidase and cell were increased in the sagA mutant. [Conclusion] The sagA not only expressed hemolysis S but

also regulated production of HA, the quality of surface proteins and activities of hyaluronidase, hemolysis Hylc and

glyceraldehydes -3-phosphate dehydrogenase in Streptococcus equi subsp. zooepidemicus.

Keywords: Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, gene deletion mutants, hyaluronic acid, streptolysin S, virulence
factors
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