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摘  要: 利用同源重组基因敲除方法构建猪链球菌 2型(Streptococcus suis serotype 2, S. suis 2)中国

强毒株 05ZYH33 菌毛骨架蛋白(Backbone protein, BP)编码基因 SSU2101 敲除突变株。采用引物特

异性 PCR 分析、Southern 杂交及 RT-PCR 等方法鉴定, 证实成功构建了 BP 基因缺失突变株。生

物学特性显示, 突变株的菌落形态、溶血活性以及染色特性方面与野生株之间均无明显差异。小

鼠致病性试验结果显示, 突变株的毒力比野生株显著减弱。研究结果提示菌毛在 S. suis 2 感染致

病过程中起重要作用, 为系统研究 S. suis 2 菌毛分子装配机制及其生物学功能奠定了基础。 
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Construction and Characterization of Pilus Backbone Gene 
Knock-out Mutant of Streptococcus suis Serotype 2 
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Abstract: Based on the principle of homologous recombination, we construct gene knock-out mutant of 
the pilus backbone gene in Streptococcus suis serotype 2 virulent strain 05ZYH33. PCR analysis, 
Southern hybridization and RT-PCR analysis showed that the target gene was replaced by SpcR cassette. 
Analysis of biological characteristics showed that there were no differences in mycelial morphology, 
hemolytic activity and dyeing properties between the mutant and the wild type strain 05ZYH33. Viru-
lence assays with murine model confirmed that the mutant is significantly less virulent than the wild 
type strain. The results suggest pili plays an important role in the pathogenesis, which laid the founda-
tion for the study of the mechanisms of pilus assembly and biological function in the S. suis serotype 2. 
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猪链球菌 2 型(Streptococcus suis serotype 2)是
一种重要的人兽共患病病原体, 不仅可致猪急性败

血症、脑膜炎、关节炎、心内膜炎及急性死亡, 而

且可通过伤口等传播途径, 导致人的感染发病和死

亡, 对养猪业及相关从业人员均造成严重威胁[1−2]。

特别值得关注的是, 1998 年和 2005 年我国江苏省和

四川省分别暴发大规模 S. suis 2 感染疫情, 患者出

现 链 球 菌 中 毒 性 休 克 综 合 征 (Streptococcal toxic 
shock syndrome, STSS), 病 情 凶 险 , 病 死 率 高

(62.7%−81.3%), 具体致病机制尚不清楚[3]。 
细菌对宿主细胞的粘附是其定植、侵入机体及

其引发宿主致病的关键一步, 菌毛在革兰阴性菌中

主要涉及对宿主的黏附和侵袭, 是一个重要的毒力

因子[4]。近几年, 对 A 群链球菌、B 群链球菌和肺

炎链球菌的研究发现, 不仅菌毛组分蛋白能够在其

动物模型中产生免疫保护作用, 作为疫苗的候选靶

标, 而且菌毛在黏附、侵袭和致病过程中也起到关

键作用[5]。 
通过对本实验室保存的 S. suis 2 中国强毒株

05ZYH33 的全基因组注释分析, 发现在 SrtBCD 基

因簇上游毗邻的表面蛋白 SSU2101 N-末端具有信

号肽序列, 中间片段含有特征性菌毛结构蛋白基序

(VYPKN)和“E-box”保守基序, C-末端具有 IPXTG 膜

锚定基序, 这种结构与多种革兰阳性病原菌的菌毛

骨架蛋白特征完全一致, 认为是 S. suis 2 中国强毒

株 05ZYH33 SrtBCD 菌 毛 的 骨 架 蛋 白 (Backbone 
protein, BP)[6] 。 前 期 研 究 表 明 , 菌 毛 样 结 构 蛋 白

SSU2101 具有良好的免疫原性, 对 S. suis 2 强致病

株感染小鼠具有显著的免疫保护作用[7]。本研究利

用同源重组原理, 对菌毛骨架蛋白编码基因进行敲

除获得突变株∆BP, 为进一步研究菌毛在 S. suis 2
致病机制中的作用奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  菌株、质粒、引物   
本实验所用的菌株、质粒及引物见表 1, 引物由

上海赛百盛基因技术有限公司合成。 

1.2  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、RNA 反转录 
 

表 1  实验所用的菌株、质粒及引物 
Table 1  Bacterial strains, plasmids and primers used in this study 

菌株、质粒及引物 
Bacterial strains,  

plasmids and primers 

表型及相关特征 
Phenotypes and correlative characters 

来源 
Sources 

Bacterial Strains   
05ZYH33 Virulent strain isolated from a dead patient with STSS Lab collection 
∆BP 05ZYH33 with replacement of BP with SpcR gene cassette This study 
E. coli DH5α Cloning host for maintaining the recombinant plasmids Promega 
Plasmids   
pMD18-T TA cloning vector, AmpR TaKaRa 
pUC18 Cloning vector; AmpR Promega 
pSET2 E. coli-S. suis shuttle vector, SpcR Takamatsu et al.(2001) 

pUC18::BP A recombinant vector with the background of pUC18, designed for 
knockout of BP; AmpR; SpcR This study 

Plasmids Sequence(5′-3′)                    Restriction sites* Functions 
L1 GAATTCTATAAAATCCCCTACATT        EcoR I 
L2 GGATCCTAATTATTACTAGAAAGG       BamH I 

Upstream border of BP 

R1 CTGCAGTGTATACTCCTATTTTTA         Pst I 
R2 AAGCTTACAGTTGTTCCTACGGGA       Hind Ⅲ 

Downstream border of BP 

SPC1 GGATCCGTTCGTGAATACATGTTATA      BamH I 
SPC2 CTGCAGGTTTTCTAAAATCTGAT           Pst I 

SpcR gene cassette 

IN1 ACACGTACACCAGTTCCTTTTTCA           / 
IN2 GTCAGGAAATTGGTTACACTATTA           / 

Internal fragment of BP 

OUT1 AAGGCTAGTTGACAACGGATAATT          / 
OUT2 GACAACAGTATCACCTTCTCGAAC          / 

For PCR assay 

Note: AmpR: Ampicillin resistant; SpcR: Spectinomycin resistant. Unique restriction sites are underlined. 
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试剂盒均购于 TaKaRa 公司; 胶回收试剂盒、基因组

及 RNA 提 取 试 剂 盒 为 Promega 公 司 产 品 ; 
Todd-Hewitt Broth (THB) 培养基购于 Difco 公司; 
North & South DNA 随机引物生物素标记和化学发

光 检 测 试 剂 盒 为 Pierce 公 司 产 品 。 Gene Pulser 
XcellTM 型电穿孔仪及电转杯均为 BIO-RAD 公司产

品; Ultrospec2000 型紫外分光光度计为 Pharmacia 公

司产品。 

1.3  实验动物 
BALB/c 雌性小鼠, SPF 级, 4 周龄, 购自军事医

学科学院实验动物中心。 

1.4  ∆BP 的构建与鉴定 
1.4.1  构建重组敲除质粒 pUC18::BP: 以 05ZYH33

基因组 DNA 为模板, 分别用引物 L1/L2、R1/R2 进

行 PCR 扩增 BP 的上、下游片段 L 和 R, 同时以

pSET2 质粒为模板, 用引物 SPC1/SPC2 进行 PCR, 

扩增壮观霉素抗性基因(SpcR cassette)。在限制性内

切酶和 T4 DNA 连接酶的作用下, 将它们依次克隆

到 pUC18 载体的 EcoR I、BamH I、Pst I 和 Hind Ⅲ 
4 个多克隆位点上, 形成一个 SpcR 基因两侧具有与

BP 基因上下游同源序列的重组敲除质粒 pUC18::BP, 
并送至南京金思特生物技术有限公司进行测序。 
1.4.2  基因敲除突变株∆BP 的筛选和 PCR 初步鉴

定: 参照 Smith 等[8]的方法制备 S. suis 05ZYH33 感

受态细胞, 在 2150 V/cm、200 Ω 和 25 μF 电转参数

下, 用构建好的重组质粒电转化 05ZYH33 感受态细

胞, 菌液涂布于含 100 mg/L SpcR 的 THB 平板上进

行初步筛选, 37°C 孵育 48 h 后, 增殖培养所有的单

菌落。先用位于 BP 内部的引物 IN1/IN2 进行 PCR
初次筛选, 疑似阳性菌进一步用引物 SPC1/SPC2、

OUT1/SPC2、SPC1/OUT2 进行组合 PCR 鉴定。 
1.4.3  基因敲除突变株∆BP 的 Southern 杂交及

RT-PCR 鉴定: 为进一步验证敲除株的正确性, 提

取基因组进行 Southern 杂交, 在基因水平上对野生

型 05ZYH33 和突变株∆BP 进行鉴定。提取野生型和

∆BP 的总 RNA 并进行反转录, 在转录水平上进行

RT-PCR 验证。 

1.5  生物学特性分析 
1.5.1  划线培养: 采用分区划线法, 将过夜培养的

突变株和野生型分别接种于 THB 血平板(含 5%绵羊

血)上, 37°C 培养箱孵育 24 h, 观察二者的菌落形态

和溶血活性。 

1.5.2  Gram 染色 : 分别将突变株和野生型接种

THB 培养基(含 10% 胎牛血清)中于 37°C 培养至对

数中期, 用接种环取样均匀涂布于载玻片上, 自然

晾干后进行常规革兰氏染色, 于显微镜下观察菌落

形态。 

1.6  小鼠感染实验 
从 THB (含 5%羊血) 平板上挑取单菌落, 转接

于 THB (含 10%灭活小牛血清) 液体培养基中振荡

培养 2 代, 取 1 mL 活化的突变株和野生型分别腹腔

注射小鼠各 10 只(约 108 CFU/只), 并设 THB 阴性对

照组 10 只(1 mL/只)。每日 2 次观察记录小鼠发病

及死亡情况, 观察 1 周。 
1.6.1  统计学分析: 统计学分析用 SPSS15.0 统计软

件, 使用 Kaplan-Meier 生存函数分析方法比较小鼠

存活率并绘制存活曲线, P < 0.05 为差异显著。 

2  结果 

2.1  ∆BP 的构建与鉴定 
2.1.1  重组敲除质粒 pUC18::BP的鉴定: 对重组敲

除质粒进行组合 PCR (图 1)及交叉双酶切验证(图 2), 

结果显示, 各条带大小均与理论值相符。测序结果

亦显示 3 个片段序列及连接顺序正确。 
 

 
图 1  重组敲除质粒 pUC18::BP 的组合 PCR 
Fig. 1  Multiple-PCR analysis of the recombinant plasmid 
pUC18::BP 
Note: 1: PCR products with L1/L2; 2: PCR products with SPC1/ 
SPC2; 3: PCR products with R1/R2; 4: PCR products with L1/ 
SPC2; 5: PCR products with SPC1/R2; 6: PCR products with 
L1/R2; 7: PCR products without any primer; 8: 1 kb DNA ladder 
Marker. 
 
2.1.2  敲除突变株∆BP 的筛选及 PCR 初步鉴定: 
取 5 μL 构建好的重组质粒 pUC18::BP 电转化 S. suis 

05ZYH33 感受态细胞, 转化平板经 37°C 培养 48 h

后 , 从 平 板 上 挑 取 单 菌 落 摇 菌 培 养 , 对 于 引 物

IN1/IN2 的 PCR 产物为阴性者(图 3), 考虑 BP 基因
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已经不存在, 认为是疑似阳性株, 提取基因组进行

组合 PCR 验证。如果发生双向同源重组, SpcR 基因

将替代 BP, 用引物 SPC1/SPC2 进行 PCR 能扩增出

SpcR 基因, 引物 IN1/IN2 不能扩增出目的片段, 引物

OUT1/SPC2 进行 PCR 能扩增出约 2169 bp 的片段, 

引物 SPC1/OUT2 进行 PCR 能扩增出 2184 bp 的片

段。而在 05ZYH33 中, 用以上引物进行 PCR 都应

得到阴性结果, 而用引物 IN1/IN2 能扩增出 478 bp

的目的片段, 结果如图 4 所示。 
 

 

图 2  重组敲除质粒 pUC18::BP 的交叉酶切鉴定 
Fig. 2  Restriction enzyme digesting of the recombinant 
plasmid pUC18::BP 
Note: 1: Digested by EcoR I and BamH I; 2: Digested by BamH I 
and Pst I; 3: Digested by Pst I and HindⅢ; 4: Digested by EcoR I 

and Pst I; 5: Digested by BamH I and HindⅢ ; 6: Digested by 

EcoR I and HindⅢ; 7: 1 kb DNA ladder Marker. 

 

 

图 3  突变株∆BP 的初步筛选 
Fig. 3  Preliminary PCR screening of gene knock-out mu-
tant of BP 
Note: 1−14: Mutant 1−14; 15: Positive control; 16: Negtive control; 
17: 1 kb DNA ladder marker. 
 
2.1.3  敲 除 突 变 株 ∆BP 的 Southern 杂 交 及

RT-PCR 鉴定: 为进一步验证∆BP 的正确性, 通过

Southern 杂交对∆BP 基因组上的突变基因进行定位

分析, 使用 BP 基因中间片段作为标记探针, 结果如

图 5 所示, 探针可以与 05ZYH33 基因组杂交出约

8200 bp 的 Spe I 单酶切片段, 与双向同源重组的

∆BP 未出现杂交条带, 表明在基因水平 BP 基因已

被敲除 ; 分别提取 05ZYH33 和敲除株∆BP 的总

RNA, 以反转录得到的 cDNA 为模板, 以 IN1/IN2
为引物进行 PCR 扩增, 结果如图 6 所示, 在野生型

05ZYH33 中 BP 基因正常转录, 而在突变株中 BP 基

因不能正常转录, 进而在转录水平证实了 BP 基因

确实已经被敲除。 
 

 

图 4  ∆BP 的组合 PCR 验证 
Fig. 4  Multiple-PCR analysis of ∆BP and 05ZYH33 
Note: 1: IN1/IN2 PCR amplification using △BP genomic DNA as 
template; 2: IN1/IN2 PCR amplification using 05ZYH33 genomic 
DNA as template; 3: SPC1/SPC2 PCR amplification using △BP 
genomic DNA as template; 4: SPC1/SPC2 PCR amplification using 
05ZYH33 genomic DNA as template; 5: OUT1/SPC2 PCR ampli-
fication using △BP genomic DNA as template; 6: OUT1/SPC2 
PCR amplification using 05ZYH33 genomic DNA as template; 7: 
SPC1/OUT2 PCR amplification using △ BP genomic DNA as 
template; 8: SPC1/OUT2 PCR amplification using 05ZYH33 ge-
nomic DNA as template; 9: 1 kb DNA ladder marker. 
 

 

图 5  ∆BP 的 Southern 杂交分析 
Fig. 5  Southern hybridization analysis of ∆BP 
Note: 1: ∆BP genome/Spe I; 2: Wild type strain 05ZYH33 ge-
nome/Spe I. 
 

 

图 6  ∆BP 的 RT-PCR 分析 
Fig. 6  RT-PCR analysis of ∆BP 
Note: 1: 1 kb DNA ladder marker; 2: IN1/IN2 PCR amplification 
using cDNA of 05ZYH33; 3: IN1/IN2 PCR amplification using 
cDNA of ∆BP. 
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2.2  生物学特性分析 
2.2.1  划线培养: 采用分区划线法, 将过夜培养的

突变株∆BP 与野生型 05ZYH33 接种于 THB 血平板

(含 5%绵羊血)上, 37°C 培养箱孵育 24 h 后, 可见二

者均长出灰白色、圆形半透明、湿润、表面光滑的细

小菌落(直径为 1 mm−2 mm), 菌落周围均有明显的

β-溶血环, 宽度为 1 mm−2 mm。表明与野毒株相比, 
突变株的菌落形态和溶血活性没有发生明显变化。 
2.2.2  Gram 染色: 取对数生长的突变株∆BP 和野

毒株05ZYH33进行革兰染色 , 显微镜下观察发现 , 
二者均为典型的革兰阳性菌, 菌体形态为圆形或椭

圆形, 呈短链状排列, 无明显差异。 

2.3  小鼠感染实验 
为进一步研究菌毛的缺失是否会影响野毒株

05ZYH33 的致病性, 我们对野生型 05ZYH33 和突

变株∆BP 的毒力进行了比较。野生型组 10 只小鼠在

攻毒 12 h 内全部死亡; 突变株组在攻毒 12 h 内死亡

2 只, 另有一只发病较重, 有结膜炎症状, 48 h 内死

亡, 余 7 只一周内状态良好; THB 阴性对照组观察一

周, 均无明显发病或异常表现。用 Kaplan-Meier 生

存函数分析方法比较小鼠存活率并绘制存活曲线 , 
结果如图 7 所示, 突变株组与野生型组存活率 P 值 
< 0.05, 说明与野生型相比, 突变株的毒力比野生型

明显下降。 
 

 
图 7  小鼠生存曲线 
Fig. 7  Survival curves for BALB/c mice infected with the 
wild-type 05ZYH33, ∆BP and THB 

3  讨论 

猪链球菌 2 型具体的致病机制尚不清楚, 对毒

力因子的研究一直是个热点, 目前已知的毒力相关

因 子 主 要 有 荚 膜 多 糖 (Capsular polysaccharide, 
CPS)、溶菌酶释放蛋白(Muramidase-released protein, 

MRP)、胞外因子(Extracellular factor, EF)、溶血素

(Suilysin, SLY)等[9−10], 其中只有荚膜多糖是唯一被

明确的毒力因子, 然而 S. suis 2 强毒株、弱毒株及无

毒株都有荚膜多糖包被 , 提示该因子只能作为 S. 

suis 2 的一种必需毒力成分, 在其致病过程中还需

其他因子的参与, 潜在的毒力因子尚有待发现。 
黏附及侵入内皮细胞是细菌在宿主体内存活和

扩散的重要一步, 菌毛在革兰阴性菌中主要涉及对

宿主的黏附和侵袭, 是一个重要的毒力因子。近几

年在对革兰阳性菌−白喉棒状杆菌、无乳链球菌、化

脓链球菌、肺炎链球菌等的研究中, 发现菌毛在致

病过程中也起着黏附、侵袭、共聚合、生物被膜形

成和免疫调节等作用[11]。研究表明有菌毛岛的肺炎

链球菌株与缺失了菌毛岛基因的肺炎链球菌株相比

能够更好的黏附于肺脏上皮细胞, 鼻内混合感染小

鼠有菌毛的菌株毒力更强, 在组织定殖、引发肺炎

和菌血症方面比突变体更具有竞争优势, 并能诱发

宿主的促炎症反应[12]。 

关于猪链球菌菌毛的研究, 早在 1990 年加拿大

学者 Jacques 等[13]通过电子显微镜在菌体表面发现

存在直径大约为 2 nm, 长 250 nm 的菌毛样结构。本

课题组通过对本实验室保存的 S. suis 2 中国强毒株

05ZYH33 的全基因组注释分析, 发现了两个在结构

特征上与已知革兰阳性菌菌毛编码基因完全一致的

基因簇——SrtBCD 和 SrtF 菌毛岛[6]。研究表明多种

革兰阳性病原菌的菌毛骨架蛋白具有相似的肽链结

构 [14]——N-末端具有信号肽序列, 中间片段含有特

征性菌毛结构蛋白基序(VYPKN)和“E-box”保守基

序, C-末端具有 IPXTG 膜锚定基序, SrtBCD 基因簇

上游毗邻的表面蛋白 SSU2101 也有此结构特征, 被

预测为 S. suis 2 型中国强毒株 05ZYH33 SrtBCD 菌

毛的骨架蛋白。 

为了探讨菌毛在 S. suis 2 型致病过程中发挥的

作用, 本研究利用同源重组基因敲除方法构建了中

国强毒株 05ZYH33 菌毛骨架蛋白编码基因敲除株。

Southern 杂交及 RT-PCR 结果显示无论在基因水平

还是在转录水平上均成功敲除了 BP 基因; 生物学

特性显示, 突变株的菌落形态、溶血活性以及染色

特性方面与野生型之间均无明显差异; 小鼠致病实
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验结果说明突变株的毒力比野生型明显下降。鉴于

仔猪是 S. suis 2 的自然感染宿主, 本实验的结果还

需要进一步通过仔猪模型加以验证。有研究表明 , 

虽然敲除 B 群链球菌的菌毛骨架蛋白编码基因不影

响病原菌的黏附作用, 但是降低了病原菌的穿细胞

跨膜扩散能力[15], 菌毛在 S. suis 2 的致病过程中是

如何发挥作用的, 对于这个问题, 本课题组将在细

菌与内皮细胞黏附及侵袭能力、对巨噬细胞的抗吞

噬能力、全血存活能力以及电镜下细菌超微结构的

改变等方面进一步深入研究。 
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稿件书写规范 

论文中有关正、斜体的约定 

物种的学名: 菌株的属名、种名(包括亚种、变种)用拉丁文斜体。属的首字母大写, 其余小写, 属

以上用拉丁文正体。病毒一律用正体, 首字母大写。 

限制性内切酶: 前 3 个字母用斜体, 后面的字母和编码正体平排, 例如: BamH I、Msp I、Sau3A I 等。 

氨基酸和碱基的缩写: 氨基酸缩写用 3 个字母表示时, 仅第 1 个字母大写, 其余小写, 正体。碱基

缩写为大写正体。 

基因符号用小写斜体, 蛋白质符号首字母大写, 用正体。 


