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猪链球菌 !型可能的毒力基因的发现

田 云% 8/9CH I J9/.K,/@A# 陆承平%"

（%南京农业大学动物医学院 南京 #%$$1"）

（#丹麦国家食品及兽医研究所 哥本哈根 LM<%21$ N’A.CG9O.C &）

摘 要：猪链球菌 #型（PP#）感染已成为影响全世界养猪业的重要问题之一。PP#菌株可分为毒力株、弱毒力株和
无毒力株，但目前尚无区分此 3 类菌株的快速、有效的检测方法。为了获得毒力株特异的基因序列，对毒力株
QJ1;$%及无毒力株 %#R 进行了抑制性差减杂交（PPQ）实验，获得了 "个可能的新的毒力基因片段，分别是转录调节
子、氨基酸通透酶、JSN 转运子及表面锚定蛋白，在国内外尚属首次报道。这一发现将有助于区分 PP#型菌株的毒
力类型，并为 PP#毒力株检测方法的建立奠定基础。
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猪链球菌（!"#$%"&’&’’() )(*)，PP）根据其荚膜抗原
的不同，已有 3"种血清型被发现。其中，猪链球菌
#型（PP#）是全世界被最频繁分离到的血清型［%，#］。
在 PP#内，存在着有毒力的、弱毒的和非致病性

的菌株［3，!］。有毒力的菌株可以引起猪的严重的临

床症状（如脑膜炎），在人工感染后，可从猪的中枢神

经系统和关节部位分离到大量的细菌。而弱毒力的

菌株只能引起轻微的临床症状（如肺炎），在人工感

染后，只能偶尔从感染猪的中枢神经系统和关节部

位分离到细菌［3，!］。非致病性的菌株在人工感染仔

猪后，对猪是完全无毒力的［3，!］。PP#菌株可以定殖
健康猪和非健康猪的扁桃体［"］。亚临床的携带动物

是将猪链球菌传播给敏感动物的主要来源［5］。在猪

群中，携带率可以从 $U到 %$$U［" V 2］。但是，在携
带率与发病水平之间没有任何关联［"，2］。对携带状

态的了解可使人们对猪链球菌感染的流行病学有更

好的了解，并且将有助于提出有效的控制措施。

目前，尚无检测猪体 PP#携带毒力菌的敏感、特
异性的方法。尽管如溶菌酶释放蛋白（I@/?>E9K.<
/.(.9K.E，IWX）、胞外因子（=:,/9+.((@(9/ Y9+,’/，=8）和
溶血素（Q9.>’(FK?C）等毒力因子已经被发现［; V %$］，但
是在毒力株、弱毒力株和非致病性菌株之间的毒力

差异仍不能用这些因子加以解释，因此推测有其它

因子导致了其毒力差异。本实验采用抑制性差减杂

交（PPQ）方法，对毒力菌株与无毒力菌株之间的遗

传差异进行了研究，以期发现新的毒力因子。

" 材料和方法

"#" 菌株、质粒和培养条件
PP#菌株 QJ1;$% 和 %# R 分别作为有毒力菌株

和无毒力菌株的代表株。PP# 菌株 QJ1;$% 株于
%11;年分离于江苏的病猪，其症状为脑膜炎型［%%］。
%# R 菌株则是由荷兰 LZ* 动物科学及卫生所的
&.+G,等［3，%#］从正常动物的扁桃体中分离，经动物实
验表明是无毒力的菌株。所有 PP# 菌株均用 6’EE<
Q.?,,肉汤或牛血平板培养。大肠杆菌（ +)’,$#*’,*-
’&.*）=(.+,/’6.C<S(@.被用做克隆细菌，并且有氧培养
于 ZS培养基内。当被用于培养携带有质粒的细菌
时，Z@/?9 肉汤及琼脂添加氨苄青霉素的浓度为
%$$!O7>Z。ANW#[%被用做克隆及测序载体（表 %）。

表 " 实验用菌株及载体
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!"# 试剂
基因组提取试剂盒购自 !"#$%&’ 公司；基因组

差减试剂盒购自 ()#*+%,- 公司；./0 探针标记试剂
购自 1#,-%公司；质粒提取试剂盒购自 23’&%*公司；
核酸测序试剂盒购自 !%"43*56)$%"公司。
!"$ %&’的提取
按照试剂盒中的使用说明对细菌的基因组及质

粒进行提取。

!"( 抑制性差减杂交（))*）
按照 !(157%)%,+ 8’,+%"3’) 0%*#$% 79:+"’,+3#* ;3+

（()#*+%,-）的手册进行。简言之，就是将 +%<+%"
（=>?@AB）及 C"3D%"（BE F）的基因组 .G>用 !"#!酶
消化后，+%<+%" .G>被分成两部分，分别与两种不同
的 >C’H+#"连接后，开始差减杂交。两次杂交均使用
IJK。在第一次杂交中，过量的 C"3D%" .G> 被分别
加入到每种 >C’H+#"连接后的 +%<+%"样品中，样品被
热变性后即开始退火。在第二次杂交中，将以上两

个杂交样品与新鲜变性的 C"3D% .G>混合后，IJK杂
交过夜。杂交后终产物经两次 !(1扩增［!(1（B）及
!(1（E）］后所得基因即为 =>?@AB株特异性的序列。
将 !(1产物与 H(1ELB M载体连接后，转化于 $ N %&’(
6)%,+"#M%*58)9% 感受态细胞中。阳性克隆于含有
O50’)、/!M0及氨苄青霉素的 P8平板上进行筛选。
!"+ 差异筛选

.#+ :)#+方法被用于鉴定那些 =>?@AB株特异性
的差减克隆。随机引物标记的 =>?@AB及 BE F 细菌

基因组 .G>被用做探针，与差减克隆的 !(1产物进
行杂交筛选。

!", 测序
使用 >HH)3%C 83#<Q<+%$< !1/7R JSS 自动测序仪

完成了对阳性克隆的测序工作。使用 T%,+#" GM/@LA
进行了序列的组装及同源性查找。

# 结果

#"! 抑制性差减杂交
77E =>?@AB及 $ N %&’( 对照的杂交后样品分别

被称为 B5B 及 E5B，而同时与两种 >C’H+#"连接的未
杂交的对照，则分别被称为 B5,及 E5,。77=中虽然
采用了抑制性 !(1，但是仍然难以避免非特异性的
扩增，故 77=试剂盒中包括了两次 !(1过程（套式
!(1）。
泳道 B及 E分别是 B5B及 B5,的 E@个循环后的

结果（!(1 B），而泳道 J 及 U 分别是 B5B 及 B5, 的
!(1B产物经过 BE个循环后的结果（!(1 E）。泳道 B

V U 均为弥散性的片段，其中泳道 J 则是最终的
=>?@AB株特异性的片段，其为从 WAA:H到 JAAA:H之
间的弥散性的片段。泳道 W V @则为对照大肠杆菌
的差减结果，W及 I分别是 E5B及 E5,经 E@个循环后
的结果，而 S及 @ 分别是 E5B 及 E5,的 BE 个循环的
结果。对照大肠杆菌差减后的条带（W及 S泳道）与

!X BSUY)#*"消化物（? 泳道）的条带相符，因差减
产物连接有 >C’H+#"，分子量变大，故位置稍上移，表
明差减良好（图 B）。

图 ! 杂交后的 -./分析
Z3&NB !(1 ’*’)Q<3< ’[+%" -Q:"3C3\’+3#*
RN B4: .G> )’CC%"；BLE@ ,Q,)%< #[ B5B；ELE@ ,Q,)%< #[ B5,；JLBE ,Q5
,)%< #[ !(1B #[ B5B；ULBE ,Q,)%< #[ !(1B #[ B5,；WLE@ ,Q,)%< #[ E5B；
ILE@ ,Q,)%< #[ E5,；SLBE ,Q,)%< #[ !(1B #[ E5B；@LBE ,Q,)%< #[ !(1B #[
E5,；?L!X BSUY)#*" $’"4%" N

#"# 差异筛选
用 77=试剂盒中的套式引物将阳性克隆中的

插入片段扩增出后，分别与 =>?@AB及 BE F探针进行

杂交。凡与 =>?@AB株探针杂交，而未与 BE F探针杂

交的样品所对应的质粒即被用于进行测序反应。杂

交的结果如图 E所示。点 W为无插入片段的样品，
即载体自连的阴性对照，其与 =>?@AB及 BE F探针的

杂交结果均为阴性，而 ? F、BA F、BW F、BWU F、B@S F 及

EBA F样品的与 =>?@AB 探针的杂交结果均为阳性，
与 BE F探针的杂交结果均为阴性（图 E）。

图 # （’）用 *’012!探针筛选的结果；（3）用 !#4 探针

筛选的结果

Z3&NE （>）7,"%%* 9<3*& H"#:% #[ <+"’3* =>?@AB；（8）7,"%%* 9<3*& H"#:%
#[ <+"’3* BE F

B V U ’*C I，S：? F，BA F，BW F，BWU F，B@S F ’*C EBA F <’$H)%<；W：G%&’5

+3D% ,#*+"#) N

#"$ 测序
转化后共获得约 WAA 个克隆，根据插入片段的

大小，选择了 EU个阳性克隆用于测序。并将测序结
果递交 0%*8’*4，进行了同源性查找。在 EU段序列
中，共发现了 I个在 77E未曾报道的可能与毒力相
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关的片段。其中 !个片段（"# $或 "% $ 及 "%& $）与细

菌（!"#$%"&’&’’() %$*(+&*,-$ 或 !"#$%"&’&’’() +("-*")）的
转录调节子具有同源性，且发现 "# $ 片段与 "% $ 片

段具有相同的序列，" 个片段（"’( $ ）与无害李斯特

氏菌（ .,)"$#,- ,**&’(-）的表面锚定蛋白［)*+,- 家

族］具有同源性，而 ."# $ 片段则与无乳链球菌

（!"#$%"&’&’’() -/-0-’",-$）的氨基酸通透酶具有同源
性，此外 / $ 片段与细菌（1$"2-*&)-#’,*- -’$",3&#-*)）
的 012转运子具有同源性（表 .）。

表 ! 测序片段的同源性查找结果
,3456 . 76895:8 ;< =;>;5;?@ 863AB= ;< 86C96DB6E <A3?>6D:8

FA3?>6D: G;H 0BB688I;D
G;H J;>;5;?I68 :; KA6EIB:6E 6DB;E6E KA;:6ID L M3596! J;>;5;?96 3BB688I;D G;H

"#，"% 0N%’#//" ,A3D8BAIK:I;D35 A6?953:;A ;< !"#$%"&’&’’() %*$(+&*,-$ ,O-7& .6 P #&/ G*Q!&R.&.S"
"%& 0N%’#//. *9:3:IM6 :A3D8BAIK:I;D35 A6?953:;A ;< !"#$%"&’&’’() +("-*") T0"%/ !6 P #!’ G*Q(."’%&S"
"’( 0N%’#//! U9A<3B6 3DB=;A6E KA;:6ID［)*+,- >;:I<］;< .,)"$#,- ,**&’(- &6 P ##% G*Q&R/%&(S"
."# 0N%’#//& 0>ID; 3BIE K6A>6386 ;< !"#$%"&’&’’() -/-0-’",-$ .R#!VW7 R6 P #&% G*QR’’!#&S"
/ 0N%’#//# 2;435: 012 :A3D8K;A:6A，0,* 4IDEID? KA;:6ID［1$"2-*&)-#’,*- -’$",3&#-*) 8:A H 2.0］ R6 P #%R G*QR"RR(&S"

! ,=6 L M3596 IDEIB3:68 :=6 KA;434I5I:@ ;< :=6 >3:B=H 0 >3:B= XI:= L M3596 ;< &6Q% 3DE 465;X X38 :3Y6D :; 46 8I?DI<IB3D:（I H 6 H :=6 >3:B= I8 D;: E96 :; B=3DB6）H

" 讨论
鉴定及检测微生物的毒力基因对于了解细菌的

致病机制是甚为重要的。比较毒力株与弱毒力株或

者无毒力株之间的基因组，有助于鉴定毒力株仅有

的可能与毒力相关的基因区域。差减杂交（UJ）技
术目前已应用于鉴定细菌［"!］及鉴定毒力岛［"&］、发现

插入序列［"%］及构建检测探针［"R］等多方面，本试验采

用 UJ技术在猪链球菌 .型（UU.）菌株中发现了尚未
报道的 % 个可能为毒力因子的片段，显示了 UJ技
术的潜在价值及 UU.毒力因子的复杂性。
目前认为氨基酸通透酶（0>ID; 3BIE K6A>6386）在

金黄色葡萄球菌的致病过程中起到了重要的作用。

金黄色葡萄球菌可引起人的多种侵袭性感染。其脯

氨酸通透酶基因（K9:*）的突变可导致其在传染性心
内膜炎模型中的毒力的显著减弱［"(］。经同源性查

找后发现，."# $ 片段与氨基酸通透酶具有同源性，

故推测其可能与 UU.菌株的毒力有关。
在感染过程中，毒力基因短暂、适度的表达，对

于微生物病原的传染性的生命循环是至关重要的，

特别是当病原菌要适应宿主多变的环境时。目前发

现，转录调节子（,A3D8BAIK:I;D35 A6?953:;A）对于肺炎链
球菌在不同模型（如耳炎、肺炎和脑膜炎模型）中的

完整毒力是必需的［"’］。这些可能的转录调节子可

以调节组织特异性毒力因子的表达。A5A0是其中有
一个调节子，它对于肺炎链球菌在鼻咽部的定殖及

肺部的感染是必不可少的。本实验发现的 UU.的转
录调节子（"#或 "%及 "%&片段）与 A5A0调节子的功
能是否有相似之处，及它们在全身性感染的作用如

何，仍有待于进一步的研究。此外，与毒力相关的转

录调节子也曾在铜绿假单胞菌［"/］（ 4)$(5&+&*-)
-$#(/,*&)-）及化脓链球菌［.#］（ !"#$%"&’&’’() %6&/$*$)）
中被报道。

目前普遍认为肺炎链球菌的表面锚定蛋白

（U9A<3B6 3DB=;A6E KA;:6ID）在黏附过程中起到了强有
力作用。AA?0编码的肺炎链球菌表面锚定蛋白，属
于 )*+,-蛋白家族。突变实验表明，此蛋白对于肺
炎链球菌在咽部的定殖和肺的感染是必需的［"’］。

经同源性查找后发现，"’( $ 片段编码的蛋白也与

)*+,-家族蛋白具有同源性，表明此序列可能与
UU.的黏附过程有关。
细菌通常具有多种机制，从环境中获得必需的

微营养（离子）。而金属 012 转运子（0,*Q4IDEID?
B3886::6 :A3D8K;A:6A）正是肺炎链球菌从外界环境获得
离子的必要工具［."］。转运子（KI:"或 KI:.）的突变株
在离子缺陷性培养基中生长速度减慢，对离子依赖

性抗生素链黑菌素（U:A6K:;DI?AID）的敏感性降低，在
肺炎链球菌全身感染模型中的毒力减弱。经同源性

查找发现，/ $片段与 012转运子具有相似性，故其
可能在 UU.的致病过程中发挥了作用。
目前对 UU.毒力因子的研究已较为深入，本课

题组已报道的毒力因子有 Z7*［..］、LF［.!］和溶血
素［.&］等，此外还检出了毒力相关基因 ;A<.［’］，但迄今
为止尚未发现可明确区分 UU.的毒力株、弱毒力株
及无毒力株的标志性因子。此 %个片段的发现，将
为用 *27方法检测 UU. 不同毒力菌株奠定良好的
基础。首次发现的这 %个片段在 UU.致病过程中所
起到的作用，有待于今后的研究。
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