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摘   要：【背景】碳水化合物的利用与猪链球菌在宿主体内的定殖和致病性密切相关。感染期间，

宿主细胞释放的糖原可能是猪链球菌重要的碳源。【目的】从转录组学角度解析猪链球菌全基因转

录水平对外源糖原诱导的响应，特别是毒力基因。【方法】将猪链球菌 2 型强毒株分别用糖原和葡

萄糖进行液体培养，通过高通量转录组测序，比较分析糖原对猪链球菌代谢通路和毒力基因差异

表达的影响，并通过体外试验和攻毒试验进行验证。【结果】猪链球菌在糖原培养基中生长良好。

转录组数据显示，糖原培养条件下的猪链球菌共有 908 个基因差异表达，基因组占比 46.07%，其

中 501 个基因上调表达，407 个基因下调表达。富集分析结果表明，糖原影响了猪链球菌广泛的基

础代谢过程，但糖酵解途径保持稳定。30 个毒力基因的表达水平发生变化，重要的毒力因子 SLY、

ApuA、ArcABC 等的基因转录水平大幅度升高(倍数>20)。糖原培养后的猪链球菌的溶血活性、黏

附和侵入能力显著上升，对受试动物的毒力增强，证实猪链球菌能够响应糖原诱导，糖原能调控

猪链球菌的致病性。【结论】外源糖原的利用显著影响了猪链球菌的基因表达谱，这种对碳源的响

应是细菌对不断变化的生存环境的适应性，也反映了细菌对碳水化合物的利用与其致病性之间的

紧密联系。 

关键词：猪链球菌；碳水化合物；糖原；转录组；毒力基因  
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Abstract: [Background] Carbohydrate is closely related to the colonization and pathogenicity of 

Streptococcus suis in hosts, and the glycogen released from host cells may be an important carbon 

source of S. suis. [Objective] This paper aims to analyze the effect of exogenous glycogen on the 

transcriptome response of S. suis, especially the virulence genes. [Methods] The virulent S. suis type 2 

SC19 strain was cultured in the glycogen and glucose medium, respectively. Through high-throughput 

transcriptome sequencing, the effect of glycogen on the metabolic pathways and virulence genes of S. 

suis were identified and analyzed, followed by verification through in vitro experiment and challenge 

test. [Results] S. suis grew well in the medium containing glycogen as the carbon source. Transcriptome 

data showed 908 (46.07% of the whole genome) differentially expressed genes under the glycogen 

culture condition, with 501 up-regulated and 407 down-regulated. Enrichment analysis revealed that 

glycogen affected a wide range of basic metabolic pathways in S. suis, but the glycolysis pathway 

remained stable. The expression levels of 30 virulence genes significantly changed. In particular, a 

series of known and important virulence factors, such as SLY, ApuA, and ArcABC, were highly 

up-regulated (fold change>20). Moreover, results showed that the hemolytic activity, adhesion, and 

invasion of S. suis cultured in glycogen significantly enhanced, and that its virulence to the tested animal 

model predictably increased. Thus, it was confirmed that S. suis responded to glycogen and glycogen 

regulated the pathogenicity of S. suis. [Conclusion] Exogenous glycogen significantly affected the 

genome expression profile of S. suis. Such response to the carbon source suggests the adaptability of the 

bacteria to the changing habitats and the close relationship between the carbohydrate and S. suis 

pathogenicity. 

Keywords: Streptococcus suis; carbohydrate; glycogen; transcriptome; virulence gene 

猪链球菌(Streptococcus suis)是一种具有荚

膜的革兰氏阳性椭球菌，作为条件性致病菌，

其自然定殖部位主要位于猪的上呼吸道，特别

是鼻腔和扁桃体，也包括消化道和生殖道。感

染猪、康复猪或健康猪均可携带病原体，病原

可通过呼吸道传播，常引起断奶仔猪或育肥猪

呼吸困难、发绀或消减等症状，病程发展严重

后，以脑膜炎、肺炎、关节炎、败血症等为主

要临床特征，给全球养猪业造成了重大的危害

和经济损失[1]。猪链球菌也是重要的人畜共患

病病原菌，能通过伤口或消化道感染人类，导

致脑膜炎、心内膜炎、化脓性关节炎或中毒性

休克综合征等，危害公共健康[2]。 

碳水化合物的利用与病原菌的致病性密切

相关。病原菌进化出一些机制来适应生长环境

(温度、盐浓度、氧气、营养素等)的不断变化，
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对可用碳源的适应性机制是其中的重要方面，

碳源是细菌对复杂环境做出适应反应的信号之

一[3]。碳水化合物可为细菌提供所需的能量和

元素，是所有异养型细菌必须从外界摄取的营

养物质，以保证其生命活动和生长繁殖。对于

病原菌来说，能够适应和感受宿主体内不同的

环境，并从中获取和利用碳水化合物，是其生

存和繁殖进而损伤宿主机体的前提[3]。某种特

定碳源的出现使细菌感受到正处于感染相关的

机体组织或细胞中，从而促使或抑制相关的毒

力基因表达[4]。 

研究表明，猪链球菌在宿主口咽腔和食道

的黏膜表面定殖时，可利用宿主口咽腔内丰富

的淀粉及其降解产物作为碳源，并在此微环境

中与宿主的免疫系统之间维持动态平衡关系，

菌群之间或细菌内部的营养竞争决定菌群是否

能稳定定殖[5]。平衡被打破时，猪链球菌干扰

宿主黏膜的免疫系统，突破上皮细胞屏障，引

起疾病的产生。Ferrando 等模拟猪链球菌在猪

上呼吸道中所处的高丰度淀粉和低含量葡萄糖

环境，用含淀粉和葡萄糖的单糖培养基分别培

养猪链球菌，并进行转录组分析，发现用淀粉

培养过后的猪链球菌对猪喉上皮细胞的黏附和

侵入能力增强，相关毒力基因的表达量大幅上

调，说明猪链球菌对 α-葡聚糖的代谢与猪链球

菌侵入宿主的生理过程紧密关联[4]。 

随着病程发展，猪链球菌侵袭血管内皮细

胞间隙，并在血液中存活、增殖，侵入组织器

官，最终突破血脑屏障，到达中枢神经系统[5]。

在宿主血液中有较高丰度的葡萄糖，但葡萄糖

在其他组织器官中较为缺乏。据推测，在感染

期间，损害或死亡细胞释放出的动物糖原是猪

链球菌重要的碳源[4]。糖原是一个球形的、高

度分支化的聚合物，是人和动物体内主要的葡

萄糖储存形式。糖原主要存在于肝脏和骨骼肌，

在哺乳动物的大脑中也有储存，而且糖原浓度

可高达 10 μmol/g[6]。另外，CD1 小鼠[7]和巴马

小型猪[8]的感染模型结果显示，猪链球菌入侵

宿主脑部、定殖并导致病理损伤的区域均有含

量较丰富的脑糖原存在，提示猪链球菌在宿主

脑部的定殖与糖原分布具有空间关联性，但是

目前尚无猪链球菌响应糖原利用的相关数据报

道。本研究利用转录组测序技术，从碳源利用

的角度分析外源糖原对猪链球菌转录组的影

响，以期为揭示碳源代谢与猪链球菌致病性间

的关联积累数据，也为深入研究猪链球菌在致

病过程中与宿主间动态的相互作用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株 

猪链球菌 2 型强毒株 SC19 于 2005 年分离

自四川省猪链球菌疫区的感染猪只[9]，由华中

农业大学动物医学院农业微生物学国家重点实

验室保藏。 

1.1.2  培养基 

胰蛋白胨大豆琼脂(TSA)和胰蛋白胨大豆

肉汤(TSB)，BD Difco 公司。 

Ferrando 等通过一系列生长试验证实，猪

链球菌菌株在不添加额外碳源的复合培养基

(complex medium，CM)中生长不良，培养 13 h

后仍维持在低密度(OD600 为 0.25−0.30)，因此可

作为猪链球菌生长实验的基础培养基[4,10]。CM

培养基(g/L)： 蛋白胨 10.00，胰化酪蛋白胨

5.00，酵母提取物 5.00，氯化钾 2.50，尿素 0.06，

精氨酸 0.17，pH 7.0。按 1:100 的质量体积比添

加葡萄糖或糖原的 CM 培养基用来培养猪链球

菌菌株。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

Trizol Total RNA Extraction Kit，Invitrogen
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公司；PrimeScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis 

Kit，宝生物工程(大连)有限公司；AceQ qPCR 

SYBR Green Master Mix，南京诺唯赞生物科技

有限公司；蛋白胨、酵母提取物，BD Difco 公

司；新生牛血清(无噬菌体低内毒素)，杭州四季

青生物工程材料有限公司；无菌脱纤维绵羊血，

青岛海博生物技术有限公司；DMEM 高糖培养

基、胎牛血清，Gibco 公司；其余生化试剂，生

工生物工程(上海)股份有限公司。生化培养箱，

上海博讯实业有限公司；台式高速冷冻离心机，

力康生物医疗科技控股有限公司；核酸蛋白测

定仪，Eppendorf 公司；荧光定量 PCR 仪，

Applied Biosystems 公司。 

1.2  生长曲线测定 
将保藏的 SC19 菌种划线接种于含 5%新生

牛血清的 TSA 固体培养基平板上，37 °C 恒温

静置培养 12 h；挑取单菌落转接于含 5%新生牛

血清的 TSB 液体体培养基中，37 °C、180 r/min

培养过夜；将菌液于 4 °C、5 000 r/min 离心   

10 min，分别用等量的 CM 培养基、含 1%葡萄

糖的 CM 培养基(CM+Glu)和含 1%糖原的 CM

培养基(CM+Gly)洗涤菌体，重复 3 次；以 1:100

的体积比分别转接至对应的 CM 培养基中，

37 °C、180 r/min 振荡培养，每隔 1 h 取样，在

600 nm 波长条件下测定菌体的吸光度值(OD600)。 

1.3  转录组测序(RNA-Seq) 
按照 1.2 所述的培养条件，将 SC19 菌株

分别接种于 CM+Glu 和 CM+Gly 培养基中，

37 °C、180 r/min 振荡培养至对数生长期(OD600

约为0.5)，将菌液于4 °C、5 000 r/min离心10 min，

收集菌体进行转录组测序。菌体样品经过 RNA

抽提、纯化、建库之后，基于 Illumina HiSeq

测序平台对文库进行双末端测序。使用 FASTQ

格式保存原始数据，采用 FastQC (http://www. 

bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) 对

下机数据进行质量检测和数据过滤。通过

Bowtie2 (http://bowtie-bio.sourceforge.net/index. 
shtml)建立参考基因组索引，将质控分析后的高

质量测序数据比对到猪链球菌参考基因组

(GenBank 登录号为 GCF_000026725.1)上。 

1.4  差异表达基因分析 
通过 HTSeq 0.6.1p2 软件(http://www-huber. 

embl.de/users/anders/HTSeq)对各样品进行基因

表达水平定量分析，然后采用 DESeq (V1.18.0)

对基因表达进行差异分析，筛选差异表达基因

条件为：表达倍数差异 Log2 |fold change|>1，显

著性 P<0.05。采用 R 语言 ggplots2 软件包绘制

差异表达基因的火山图。 

1.5  聚类分析 

根据筛选获得的各组的差异表达基因，使

用 R语言 Pheatmap软件包对基因和样品进行双

向聚类分析。采用 Euclidean 方法计算距离，层

次聚类最长距离法进行聚类。利用 WEGO 软件

(http://wego.genomics.org.cn)将所有差异基因映

射到 Gene Ontology (GO)数据库的各个条目，

计算每个条目的差异基因数目，并以整个基因

组为背景，采用超几何分布计算差异基因显著

富集的条目。最后根据 Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes (KEGG)数据库，统计各个

KEGG pathway 不同层级上包含的差异表达基因

数目，进而确定差异表达基因主要参与的代谢途

径和信号通路；并以整个基因组为背景，采用超

几何分布计算差异基因显著富集的通路。 

1.6  差异表达基因验证 
采 用 实 时 荧 光 定 量 PCR (real-time 

quantitative PCR，RT-qPCR)的方法检测所选 

10 个基因的转录水平，验证转录组数据的可靠

性。根据 NCBI 公布的猪链球菌全基因组序列

设计 RT-qPCR 特异性引物(表 1)，引物委托深

圳华大基因科技有限公司合成。按照 cDNA 合 
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表 1  实时荧光定量 PCR 所用引物 
Table 1  Primers used for RT-qPCR assays 

基因编号 

Gene code 

基因名称 

Gene name 

上游引物序列 

Forward primer sequence (5′→3′)  

下游引物序列 

Reverse primer sequence (5′→3′) 

SSUSC84_0249 adhP CCAGCTCAAGCAAGTTCTATC GCAAGGTTTCCAAGTCCA 

SSUSC84_1871 apuA ATCGGTGGAGGTCTTGTG CTGCCTTGATACGCTCTGT 

SSUSC84_1262  AAACTCAATCCAGGTGTTCC GTTCCCAAACTTCTTCTCCA 

SSUSC84_0917 glgD ATGGCGTGACAATCAAGAG TCAAGTATGAAGGCGAAGTTT 

SSUSC84_0270 dnaJ CTCGTCAAGGGGATGATTT GTTTGGCACCTGAACCTG 

SSUSC84_1724 msmK GAGATGGTTTCAAGGTGGAG CGATGGAAGATGGATAAGTGT 

SSUSC84_0015 ftsH AATGTTTGTTGGTGTCGGT GAGTTGGTTGAGGGTTTGTT 

SSUSC84_1959 gidA GCCAAACCACTTTTCATTCT CTGTATTGCGACCTTCTGG 

SSUSC84_0671 mrp ATCACGCTATGTTCTTGTTCC CATTTGTTCCTGGTGTCGT 

SSUSC84_0092 rpmJ GAAAGTAAGACCATCGGTCAA GGGCAAATCACCATAACAC 

SSUSC84_0376 cysK AAAATGGCTGGGTTCCTT CTGCCGAAATACCTTGGA 

SSUSC84_1079 citZ TGTTGTTGGCTATTCGTGAG CGCTTCATCGTCTGTTCC 

SSUSC84_r0001 16S rRNA ACTCCTACGGGAGGCAGCA ATTACCGCGGCTGCTGG 

 

成试剂盒说明书，将经过检测合格并定量的总

RNA 逆转录成 cDNA。RT-qPCR 反应体系   

(20 μL)：2×SYBR Real-Time PCR Premixture  

10 μL，PCR 特异性上、下游引物(10 μmol/L)

各 0.5 μL，cDNA 模板 1 μL，RNase free ddH2O 

8 μL。反应条件：95 °C 5 min；95 °C 15 s，60 °C 

30 s，40 个循环。以 16S rRNA 基因作为内参基

因，采用 2–ΔΔCT 分析方法 [11]计算目的基因的

mRNA 相对表达量。 

1.7  溶血试验 
将 SC19 菌株分别接种于 CM+Glu 和

CM+Gly 培养基中，37 °C、180 r/min 振荡培养

至对数生长后期(OD600 约为 0.6)，各取 1 mL 培

养液，于 4 °C、12 000 r/min 离心 5 min，取上

清 100 μL 到 96 孔微孔板中，每个样品设置    

5 个重复。用生理盐水洗涤羊红细胞，配制成

2%红细胞悬液，取 100 μL 加入到上清中，37 °C

孵育 2 h。反应后的微孔板在 2 000 r/min 条件

下离心 10 min，使未被裂解的红细胞沉淀至孔

底。取 100 μL 上清液到新的 96 孔微孔板中，

在 550 nm 波长条件下测定液体的吸光度值。不

含细菌的干净培养基作为阴性对照。 

1.8  黏附与侵入试验 
将 SC19 菌株分别接种于 CM+Glu 和

CM+Gly 培养基中，37 °C、180 r/min 振荡培养

至对数生长期(OD600 约为 0.5)，用无抗生素无

血清的 DMEM 高糖培养基洗涤、重悬菌体，将

菌体浓度调整至 1×106 CFU/mL。另将新生猪气

管上皮细胞(NPTr)接种于 12 孔细胞培养板中，

使细胞数约 1×105 个/孔，待细胞贴壁后，弃去

原细胞培养液，每孔加入 1 mL 上述菌悬液，于

37 °C 孵育 2 h。然后弃去上清液，用无菌 PBS

洗涤细胞 3 次，每孔加入 1 mL 无菌 ddH2O 裂

解细胞。将细胞裂解液梯度稀释后涂布在 TSA

平板上，37 °C 培养过夜，以计算侵入细胞内和

黏附于细胞表面的细菌总数。为获得侵入细胞内

的细菌菌数，在细胞和细菌作用 2 h 后，用无菌

PBS 洗涤细胞，每孔加入终浓度为 100 μg/mL 氨

苄青霉素的 DMEM 培养液，37 °C 杀菌 2 h，再

用无菌 ddH2O 裂解细胞，进行培养计数。每个

组设置 3 个样品重复。 

1.9  攻毒试验 
蜡虫(Galleria mellonella)作为致病菌感染

动物模型，具有简单、经济、高效等优点，允
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许在宿主体温(37 °C)条件下进行实验，并可减

少脊椎实验动物的使用数量。当前，蜡虫已被

用于多种病原微生物的研究，如大肠杆菌、金

黄色葡萄球菌、A 群链球菌和猪链球菌等[12]。

因此，本研究选择蜡虫作为猪链球菌感染模型。

接种用的 60 只蜡虫重量在 0.55−0.65 g 之间，

随机分成 6 组，每组 10 只。将 SC19 菌株接种

于 CM+Glu 和 CM+Gly 培养基中，于 37 °C、

180 r/min 条件下振荡培养至对数生长期(OD600

约为 0.5)，于 4 °C、12 000 r/min 离心 5 min 收

集菌体，用无菌生理盐水洗涤菌体，并用无菌生

理盐水将细菌浓度调整至 OD600 为 0.1，作为高

剂量接种液(high dose)。继续使用无菌生理盐水

将菌体稀释 10 倍后作为低剂量接种液 (low 

dose)。在高剂量组和低剂量组中，使用在 100 °C

下灭活 30 min 的细菌接种物作为阴性对照。每

组蠕虫用胰岛素注射器分别从左下足注射 20 μL

接种液。各组蠕虫放在 9 cm 无菌塑料平皿中，

于 37 °C 恒温箱中无食物培养 7 d，记录存活情

况，绘制生存曲线。 

2  结果与分析 

2.1  生长实验结果 
为测定猪链球菌是否能利用外源糖原作为

碳源，采用含 1%糖原和 1%葡萄糖的 CM 培养

基培养猪链球菌 SC19 菌株，同时用 CM 培养

基培养 SC19 作为阴性对照。结果显示(图 1)，

SC19 能够在糖原培养基中生长，而且在对数前

期与葡萄糖培养的菌株生长曲线一致；在对数

生长后期，糖原培养的 SC19 的 OD600 值高于葡

萄糖培养的菌株，说明猪链球菌在糖原为碳源

的培养基中能够生长良好。 

2.2  差异表达基因分析结果 

为了探究外源糖原对猪链球菌基因转录组

的影响，用 CM+Glu 和 CM+Gly 培养基分别培养 

 
 
图 1  猪链球菌 SC19 在不同碳源培养条件下的

生长曲线 
Figure 1  Growth curves of Streptococcus suis in 
different carhohydrates.  

 
SC19，每组设置 3 个重复，取对数生长期的细

菌提取 RNA，然后进行转录组测序。将过滤后

的 6 个转录组数据分别使用 Bowtie2 软件映射

到猪链球菌 SC84 基因组，所有样品均可映射到

基因组上，而且映射率均大于 97%，这表明菌

株 SC19 的转录组数据可靠，可用于后续分析。 

比对 2 种培养条件下 SC19 的转录组数据，

筛选差异表达基因，绘制火山图，结果如图 2

所示。通过本次转录组测序，共筛选到 908 个

差异表达基因，在全基因组中占比 46.07%，其

中 501 个上调表达，407 个下调表达。 

2.3  差异表达基因的 GO 富集分析结果 
对获得的差异表达基因进行 GO注释分析，

共得到 696 个 GO 功能注释，其中生物学过程

(biological process) 425 个、细胞组分(cellular 

component) 37 个和分子功能(molecular function) 

234 个。如图 3 所示，差异基因属于生物过程

分类的主要有代谢过程(metabolic process)、有

机物代谢过程(organic substance metabolic 

process)、初级代谢过程(primary metabolic 

process)和细胞过程(cellular process)等，属于细

胞组分分类的主要有细胞(cell)、细胞部分(cell 
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图 2  差异表达基因火山图   每一个点代表一个基因，红色表示上调表达的基因，蓝色表示下调表

达的基因，灰色表示非显著差异表达基因。竖虚线为 2 倍表达差异阈值；横虚线为 P=0.05 阈值 

Figure 2  Volcano plot of differentially expressed genes. Each dot represents a single gene. Red dots 
represent the up-regulated genes; Blue dots represent the down-regulated genes; Gray dots represent stably 
expressed genes. The vertical dotted lines in the histogram indicate the 2-fold gene expression threshold; The 
horizontal dotted line indicates the P=0.05 threshold. 

 
part)、膜(membrane)和胞内(intracellular)等，属

于分子功能分类的主要有催化活性 (catalytic 

activity) 、 结合 (binding) 、有机环化物结合

(organic cyclic compound binding)和杂环化合物

结合(heterocyclic compound binding)等。从 GO

富集分析结果可以看出，差异表达基因在三类

功能注释中均未显著富集(图 3)，表明外源糖原

的利用不仅影响了碳水化合物的代谢，还影响

了猪链球菌广泛的基础代谢过程和应激生存信

号通路。 

2.4  差异表达基因的 KEGG富集分析结果 

进一步将差异表达基因进行 KEGG 富集分

析，发现差异表达基因富集于 131 个 KEGG 代

谢途径中。富集程度最高的 KEGG 代谢途径主

要 包 括 磷 酸 转 移 酶 系 统 (phosphotransferase 

system，PTS)、淀粉和蔗糖代谢(starch and sucrose 

metabolism)、核糖体 (ribosome)、半乳糖代谢

(galactose metabolism)及缬氨酸、亮氨酸和异亮

氨酸生物合成 (valine， leucine and isoleucine 

biosynthesis)等；而包含了最多差异表达基因的

KEGG 代谢途径主要包括 ABC 转运子 [ATP 

binding cassette (ABC) transporters]、核糖体、

磷酸转移酶系统、淀粉和蔗糖代谢、嘌呤代谢

(purine metabolism)等(图 4)。其中，差异基因上

调表达比例最高的代谢途径有半乳糖代谢

(galactose metabolism，95.00%，19/20)、磷酸转

移酶系统(93.33%，28/30)、氨基糖和核苷酸糖代

谢(amino sugar and nucleotide sugar metabolism，

86.36%，19/22)、淀粉和蔗糖代谢 (82.14%，

23/28)；另外，属于核糖体代谢途径的 46 个差

异表达基因全部下调表达(100%)，其次是双组分

系统(two-component system，90%，9/10)、半胱 
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图 4  包含最多差异表达基因的 KEGG 代谢通路   Rich factor 是指富集到该通路上的差异基因个数与

注释到该通路上的所有基因数目的比值。图中圆点的大小表示注释到该通路的差异基因的多少，颜色

表示该通路的显著性 FDR 值。FDR 是经过多重假设检验校正之后的 P 值 

Figure 4  KEGG pathways with the most differentially expressed genes (DEG). Rich factor refers to the 
ratio of the number of differential expressed genes enriched in the pathway to the number of all genes 
annotated in the pathway. The size of the dot indicates the number of differential expressed genes annotated 
to the pathway; The color indicates the significant false discovery rate (FDR) value of the pathway. FDR is 
the P-value corrected value used in the multiple hypothesis testing. 
 
氨 酸 和 蛋 氨 酸 代 谢 (cysteine and methionine 

metabolism，81.82%，9/11)及氨酰 tRNA 生物合

成(aminoacyl-tRNA biosynthesis，76.92%，10/13)。 

值得注意的是，比较 2 种碳源培养条件下

的猪链球菌转录组，参与糖酵解(glycolysis)代

谢途径的基因表达量无显著变化，表明该途径

的活性在 2 种碳源的生长过程中保持稳定。 

2.5  糖原代谢与毒力因子表达的联系 

根据文献[4,13]综述，当前已知或预测的猪

链球菌毒力因子约 60 个。为了探究外源糖原利

用对猪链球菌毒力因子表达的影响，根据转录

组数据，发现在糖原培养条件下有 30 个差异

表达的毒力因子(表 2)和 29 个稳定表达的毒力

因子(表 3)。由表 2 可知，上调表达的毒力因子   

19 个，特别是猪链球菌溶血素(SLY)、黏附素

(Ssa、AbpB 和 ApuA)和抗酸因子(ArcABC)等重

要的毒力因子，其糖原培养条件下的基因表达

量相比葡萄糖培养条件升高了 20 倍以上。基因

表达下调的毒力因子相对较少，只有 11 个，包

含猪链球菌毒力标志蛋白 MRP。另外，一系列

荚膜合成基因(cps)和唾液酸合成基因(neu)的转

录量无变化(表 3)。 
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2.6  转录组数据的 RT-qPCR 验证 
为了评估转录组数据，随机筛选 10 个差异

表达基因，采用实时荧光定量 PCR 的方法检测

基因的转录情况。由 RT-qPCR 的数据可知   

(表 4)，RT-qPCR 验证结果与 RNA-Seq 数据具有

良好的一致性，而且诱导表达变化趋势相同，证

实本研究中 RNA-Seq 分析的结果具有可靠性。 

2.7  体外试验验证 
猪链球菌分泌的 SLY 是其标志性的毒力因

子[13]。转录组数据显示，猪链球菌溶血素基因

sly 的转录水平升高了 41.61 倍(表 2)，因此采用

体外溶血试验来验证糖原诱导后的猪链球菌的 

 
表 2  差异表达的细菌毒力因子 
Table 2  Bacterial virulence factors differentially expressed in glycogen compared to glucose 

基因编号 

Gene code 

蛋白质 

Protein 

功能注释 

Functional description 

毒力 a 

Virulencea 

相对表达倍数 

Fold change 

P 值 

P-value 

SSUSC84_1264 SLY Suilysin Haemolysin 41.610 6 0 

SSUSC84_1176 Ssa Fibronectin-binding protein Adhesion ECM 21.218 5 0 

SSUSC84_0178 HP0197 Hypothetical protein Adhesion ECM 6.352 3 2.18E−89 

SSUSC84_1662 PdhA Pyruvate dehydrogenase, alpha subunit Adhesion ECM 4.150 6 6.54E−76 

SSUSC84_1248 AbpB Amylase-binding protein B Adhesion epithelium 120.399 8 0 

SSUSC84_0269 DnaK DnaK operon Adhesion epithelium 7.087 1 2.56E−92 

SSUSC84_0270 DnaJ DnaK operon Adhesion epithelium 7.581 0 5.18E−75 

SSUSC84_1782 SsnA Surface-anchored DNA nuclease Adhesion epithelium 4.145 2 1.49E−115

SSUSC84_0242 SadP Hypothetical protein Adhesion epithelium 2.054 6 4.96E−33 

SSUSC84_1871 ApuA Amylopullulanase  Adhesion epithelium 65.435 9 0 

SSUSC84_1248 PepD Amynoacyl histidine peptidase Subtilisin protease 120.399 8 0 

SSUSC84_0555 ArcA Arginine deaminase Resistance to acidity 45.569 1 0 

SSUSC84_0557 ArcB Ornithine carbamoyltransferase Resistance to acidity 68.029 1 0 

SSUSC84_0558 ArcC Carbamate kinase Resistance to acidity 378.485 8 0 

SSUSC84_1927 ArgR Arginine repressor Biological fitness 3.210 4 3.69E−10 

SSUSC84_1086 HepI/III Oligohyaluronate lyase Hyaluronidase 24.336 5 2.00E−212

SSUSC84_1399 GtfA Glycosidase Unknown 85.185 2 3.91E−133

SSUSC84_0369 STP Serine/threonine protein phosphatase Regulatory factor 2.118 8 4.72E−35 

SSUSC84_0370 STK Serine/threonine protein kinase Regulatory factor 2.134 2 4.54E−37 

SSUSC84_1959 GidA Glucose-inhibited division protein Regulatory factor 0.187 3 1.54E−130

SSUSC84_0959 RelA GTP pyrophosphokinase Regulatory factor 0.289 0 2.19E−59 

SSUSC84_0970 LDH Lactate dehydrogenase Adhesion ECM 0.408 4 2.80E−50 

SSUSC84_0114 HtpsC Type II histidine triad protein Adhesion ECM 0.215 9 3.16E−84 

SSUSC84_1480 PGM Phosphoglycerate mutase Adhesion ECM 0.329 4 1.95E−75 

SSUSC84_0423 DivIVA Cell division initiation protein Adhesion epithelium 0.476 0 6.49E−35 

SSUSC84_0150 GlnA Glutamine synthetase Adhesion epithelium 0.076 5 0 

SSUSC84_1350 Eno Enolase Adhesion epithelium 0.299 9 9.28E−76 

SSUSC84_0968 SrtA Sortase A Adhesion epithelium 0.469 6 1.59E−29 

SSUSC84_0569 DltA D-alanine-poly ligase LTA D-alanylation 0.367 1 4.62E−53 

SSUSC84_0671 MRP Muramidase released protein Marker 0.111 3 3.11E−263

注：a：ECM：细胞外基质；LTA：脂磷壁酸 

Note: a: ECM: Extracellular matrix; LTA: Lipoteichoic acid. 
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表 3  稳定表达的细菌毒力因子 
Table 3  Bacterial virulence factors stably expressed in glycogen compared to glucose 

基因编号 Gene code 蛋白质 Protein 功能注释 Functional description 毒力 a Virulencea 

SSUSC84_0502 Cps2C Tyrosine-protein kinase CPS biosynthesis 

SSUSC84_0504 Cps2E Putative galactosyl transferase CPS biosynthesis 

SSUSC84_0505 Cps2F Putative rhamnosyl transferase CPS biosynthesis 

SSUSC84_1156 Cpss_lpl Putative glycosyltransferase CPS biosynthesis 

SSUSC84_1157 Cpss_lpl2 Putative rhamnosyltransferase CPS biosynthesis 

SSUSC84_1477 PgdA Peptidoglycan GlcNAc deacetylase Peptidoglycan synthesis

SSUSC84_0517 NeuB N-acetylneuraminic acid synthase Sialic acid synthesis 

SSUSC84_0518 NeuC Putative UDP-N-acetylglucosamine-2-epimerase Sialic acid synthesis 

SSUSC84_0520 NeuA N-acylneuraminate cytidylyltransferase Sialic acid synthesis 

SSUSC84_1688 OppA Oligopeptide-binding protein precursor Adhesion ECM 

SSUSC84_0466 EF-Tu Elongation factor Tu Adhesion ECM 

SSUSC84_1234 Cbp40 Collagen type I-binding protein 40 Adhesion ECM 

SSUSC84_1341 FBPS Fibronectin/fibrinogen-binding protein Adhesion ECM 

SSUSC84_0179 DppIV Dipeptidyl peptidase IV Adhesion ECM 

SSUSC84_0146 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Adhesion ECM 

SSUSC84_1978 IMPDH Inosine 5-monophosphate dehydrogenase Adhesion ECM 

SSUSC84_1906 Sbp2 Major truncated pilin subunit Adhesion ECM 

SSUSC84_1160 Atl Autolysin Adhesion ECM 

SSUSC84_0300 FBA Fructose-bisphosphate aldolase  Adhesion ECM 

SSUSC84_0147 PGK Phosphoglycerate kinase Adhesion ECM 

SSUSC84_0141 GroEL Chaperonin Adhesion ECM 

SSUSC84_1958 GdpP c-di-AMP phosphodiesterase Adhesion epithelium 

SSUSC84_1567 6PGD 6-phosphogluconate-dehydrogenase Adhesion epithelium 

SSUSC84_1795 IgaP Putative surface-anchored serine protease Invasion epithelium 

SSUSC84_0362 LuxS S-ribosyl homocysteinase Quorum sensing 

SSUSC84_0984 CiaH TCS sensor histidine kinase Regulatory factor 

SSUSC84_0985 CiaR TCS response regulator Regulatory factor 

SSUSC84_1811 Rgg Transcriptional regulator Regulatory factor 

SSUSC84_0164 EF Putative surface-anchored protein Marker 

注：a：CPS：荚膜多糖；ECM：细胞外基质；TCS：双组分系统 

Note: a: CPS: Capsular polysaccharide; ECM: Extracellular matrix; TCS: Two component system. 

 
溶血活性。如图 5A 所示，相较于葡萄糖培养

的猪链球菌，糖原培养条件下的猪链球菌溶血

活性显著增强。 

研究统计了 30 种黏附素的转录水平(表 2

和表 3)，共计有 9 种上调表达、7 种下调表达

和 14 种稳定表达。体外试验中，将葡萄糖和

糖原诱导后的猪链球菌与 NPTr 细胞共培养发

现，与葡萄糖相比，糖原诱导的猪链球菌对 NPTr

细胞黏附与侵入的细菌菌落总数 (CFU)升高

(图 5B)，细胞侵入量更是显著升高(图 5C)，说

明糖原诱导后的猪链球菌对上皮细胞的黏附和

侵入能力显著增强。 

2.8  动物模型验证 

研究选择蜡虫作为感染模型来检测糖原对

猪链球菌毒力的调控作用。在高剂量试验中，

感染糖原培养条件下猪链球菌的蜡虫在 3 d 内

全部死亡，而葡萄糖培养的猪链球菌感染的蜡

虫最终存活率为 50%，存活率显著升高(图 6A)。 
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表 4  部分差异表达基因的 RT-qPCR 验证结果 
Table 4  Validation of RNA-SEQ results by real time quantitative PCR (RT-qPCR) 

基因编号 

Gene code 

名称 

Name 

功能描述 

Functional description 

RNA-Seq 结果 

Fold change of 

RNA-Seq 

RT-qPCR 结果

Fold change of 

RT-qPCR 

SSUSC84_0015 ftsH ATP-dependent zinc metalloprotease 0.287 6 0.21±0.03 

SSUSC84_0092 rpmJ 50S ribosomal protein L36 0.138 0 0.08±0.03 

SSUSC84_0249 adhP Alcohol dehydrogenase 76.277 0 32.15±7.51 

SSUSC84_0270 dnaJ Molecular chaperone 7.581 0 2.84±0.65 

SSUSC84_0376 cysK Cysteine synthase A 0.157 1 0.17±0.12 

SSUSC84_0671 mrp MucBP domain-containing protein 0.111 3 0.04±0.01 

SSUSC84_0917 glgD Glucose-1-phosphate adenylyltransferase subunit 25.536 6 13.47±3.86 

SSUSC84_1079 citZ Citrate synthase 0.057 6 0.02±0.01 

SSUSC84_1262  PTS transporter subunit EIIC 16.986 8 17.15±3.15 

SSUSC84_1724 msmK ABC transporter ATP-binding protein 5.811 5 2.98±0.35 

SSUSC84_1871 apuA Surface-anchored amylopullulanase 65.435 9 28.47±6.00 

SSUSC84_1959 GidA tRNA uridine-5-carboxymethylaminomethyl synthesis enzyme 0.187 3 0.16±0.01 

 

 
 

图 5  溶血(A)、黏附与侵入(B)及侵入(C)试验结果   由 GraphPad Prism 5 绘制图形和分析数据。试验

结果以平均值±SEM 呈现。数据分析方法为 unpaird t-test (*：P≤0.05；***：P≤0.001) 

Figure 5  Results of hemolysis (A), adhesion and invasion (B), and invasion (C) assays. Histograms and 
statistical analysis were performed on GraphPad Prism 5. Data were presented as average±SEM and analyzed 
with unpaired t-test (*: P≤0.05; ***: P≤0.001). 

 
在低剂量感染试验中，葡萄糖培养组的存活率

也显著高于糖原培养组(图 6B)。试验结果显示，

糖原诱导后猪链球菌的毒力变强。 

3  讨论与结论 

猪链球菌是一种兼性厌氧型细菌，缺乏三

羧酸循环必需的基因，不具备完整的呼吸链，

因此无法进行呼吸代谢，主要通过高乳酸或混合

酸发酵的方式代谢碳水化合物[14]。相应地，猪

链球菌具有多种 PTS 系统或 ABC 转运子来摄 

取广谱碳水化合物，以应对随时变化的生存环

境和营养因素，不断调整代谢模式来适应生态

位[15]。葡萄糖是多数细菌偏爱的速效碳源[3]。

本研究结果表明，猪链球菌能够利用外源糖原，

而且外源糖原对猪链球菌的生长促进作用与葡

萄糖一致，是猪链球菌优良的碳水化合物来源。 

Willenborg 等用合成培养基、猪血和脑脊

液分别培养猪链球菌，通过体内外各种实验手

段检测猪链球菌的代谢水平，发现猪链球菌对

这些具有不同营养条件的宿主生态位表现出代 
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图 6  高剂量(A)和低剂量(B)细菌感染后蜡虫的存活率   由 GraphPad prism 5 绘制生存曲线和分析数

据。数据分析方法为 Log-rank (Mantel-Cox) test (*：P≤0.05)。两个组的阴性对照的存活率均为 100%，

图中未显示 

Figure 6  Surival curves of G. mellonella challenged with high dose (A) and low dose (B). Surival curves 
and statistical analysis were performed on GraphPad prism 5. Data were analyzed with Log-rank 
(Mantel-Cox) test (*: P≤0.05). The survival rates of the two negative control groups were both 100%, which 
was not shown in the figure. 

  
谢适应性，但无论处于何种环境下，其关键的

糖酵解途径保持稳定的活性[15]。本研究的转录

组学数据显示，与葡萄糖相比，糖原培养条件

下的猪链球菌基因组中 46.07%基因的转录水平

发生了变化，这些基因主要存在于碳源代谢和

转运相关的途径，如富集程度最高的 PTS 系统、

淀粉和蔗糖代谢以及包含了最多差异表达基因

的 ABC 转运子，但糖酵解途径相关的基因转录

水平保持稳定性，与上述研究结论一致。 

肺炎链球菌的支链淀粉酶 SpuA、枯草芽孢

杆菌的碱性支链淀粉酶 APase、化脓链球菌的

支链淀粉酶 PulA、无乳链球菌的 I 型支链淀粉

酶 SAP 及猪链球菌的双功能淀粉酶 ApuA 等 

一系列同源蛋白酶[10]可水解胞外淀粉、糖原等  

α-葡聚糖，形成麦芽糊精等产物，经由 PTS 系

统或 ABC 转运子转运至膜内，最终转化为葡萄

糖-6-磷酸进入糖酵解途径。在 A 群链球菌深度

感染小鼠软组织时检测到了 α-葡聚糖代谢通路

相关基因的高峰度表达[16]。用 SC19 经鼻腔接

种健康仔猪，运用选择性捕获技术比较感染脑、

肺组织中猪链球菌转录谱与体外培养猪链球菌

转录谱，鉴定出 79 个猪链球菌基因在感染猪体

内上调表达，包括 ApuA 和 α-葡聚糖代谢通路

中的其他组分[17]。在体外试验中，用淀粉来培

养猪链球菌时，其黏附和侵入相关的毒力基因

表达量上调，菌株对仔猪的致病性也随之升高，

而且在感染仔猪的关节液、心脏和脑中也检测

到 apuA 和 sly 的高转录水平[4]。此外，用猪链

球菌强毒株感染仔猪后，通过微阵列技术分析

猪链球菌在不同感染时期的全基因组转录谱，

也证实 apuA 和 amy 等 α-葡聚糖代谢通路的基

因在感染猪的关节液、心脏和脑中高表达[18]。

本研究用糖原培养的猪链球菌，其毒力因子表

现出差异表达，除了溶血素 SLY 和 ApuA 等部

分黏附素上调转录水平之外，抗逆性因子和一

些酶类的转录量也大幅上升。另外，经体外试

验和攻毒试验证实，糖原诱导后猪链球菌的溶

血活性、黏附和侵入上皮细胞的能力、毒力确

实显著增强。这些试验结果将猪链球菌的 α-葡

聚糖代谢与感染宿主紧密联系起来，但两者之
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间具体的关联机制还有待深入研究。 

黏附素是猪链球菌重要的毒力因子，可特

异性识别宿主细胞表面的碳水化合物或蛋白质

受体，在细菌定殖、侵入宿主上皮内皮细胞、

调节炎症反应及侵袭深层组织等方面起到了决

定性的作用[13]。一系列 α-葡聚糖代谢的酶或组

分是细菌的黏附素相关因子。A 群链球菌的麦

芽糊精特异性结合蛋白 MalE、PTS 转运蛋白

MalT、转移酶 AmyA 和支链淀粉酶 PulA 均可

促进细菌在小鼠口咽腔的定殖，协助细菌入侵

宿主上皮细胞[19]。肺炎链球菌中参与 α-葡聚糖

代谢的 6 个酶是潜在的毒力因子，包括胞外识

别蛋白 MalX、支链淀粉酶 SpuA/Pul、直链淀

粉酶 SpAMY、磷酸海藻糖酶 AG13 和葡萄糖苷

酶 AG31[20]。SpuA 随后被证实是肺炎链球菌重

要的毒力因子，与二型肺泡细胞糖原有高度亲

和性 [21]，缺失 PulA 的化脓链球菌失去黏附    

5 种人口咽腔肿瘤细胞系(牙龈、喉、舌、扁桃

体和鼻)的能力[22]。SAP 介导 B 群链球菌对人宫

颈上皮细胞的黏附，其亚单位疫苗可有效预防

病原菌在宿主体内的定殖[23]。ApuA 是猪链球

菌唯一的壁外锚定淀粉酶，具有切割 α-1,4-糖

苷键和 α-1,6-糖苷键的双重活性，负责降解胞

外淀粉、糖原等[10]。用糖原培养猪链球菌时，

RNA-Seq 与 RT-qPCR 均检测到 apuA 的高转录

水平，证明 ApuA 对于糖原诱导的响应。ApuA

已被证实是猪链球菌重要的黏附素，在猪链球

菌黏附宿主上皮细胞过程中发挥重要功能[10,12]。

据此可推测，猪链球菌中参与 α-葡聚糖代谢的

其他组分也可能在猪链球菌致病过程中起着重

要作用，特别是猪链球菌对宿主的自然栖息地

定殖、上皮细胞黏附、组织深处侵袭等相关生

理过程。 

综上所述，本研究从碳水化合物利用的角

度出发，通过转录组测序检测了 2 型猪链球菌

菌株 SC19 在糖原诱导下基因组的转录水平变

化，分析了碳源代谢相关途径的响应或稳定性，

并总结了已知毒力基因的差异表达，证实外源

糖原能够广泛影响猪链球菌基因组的转录水

平，进而调控猪链球菌的致病性，为深入探究

碳源代谢与猪链球菌致病性间的关联机制提供

一定的理论参考，也为揭示猪链球菌在感染过

程中与宿主间动态的相互作用积累数据。然而

目前尚无科学有效的实验方案来直接证实猪链

球菌在宿主体内代谢 α-葡聚糖，还有一系列相

关的科学问题，如宿主体内营养水平随病情发

展的变化规律、猪链球菌与富含糖原的组织或

细胞间动态的相互作用机制等尚不明确，有待

深入研究。 
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