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摘   要：【目的】探究缺失编码丙酮酸脱氢酶蛋白的 aceE 基因对猪链球菌生长特性、三羧酸循

环和丙酮酸代谢的影响。【方法】通过测量菌液的 OD600 值，绘制野生型菌株与 aceE 基因缺失突

变株的生长曲线；利用试剂盒测定三羧酸循环和丙酮酸代谢旁路中乙酰 CoA、琥珀酸 CoA、延胡

索酸、草酰乙酸、丙酮酸、乳酸和 ATP 的含量，通过荧光定量 qRT-PCR 确定柠檬酸合酶基因、

苹果酸脱氢酶基因、琥珀酸脱氢酶基因、异柠檬酸脱氢酶基因、丙酮酸脱羧酶基因、乳酸脱氢酶

基因、乙醇脱氢酶基因和乙醛脱氢酶基因的表达水平。【结果】与野生株相比，菌株 ΔaceE 在平

台期 OD600 值下降；添加 1 g/L 乙酸盐能够显著提升菌株 ΔaceE 平台期 OD600 值。菌株 ΔaceE 的

丙酮酸含量上升，ATP 含量下降；三羧酸循环代谢中乙酰 CoA、琥珀酸 CoA、延胡索酸含量降低；

柠檬酸合酶基因和苹果酸脱氢酶基因表达水平上升，琥珀酸脱氢酶基因和异柠檬酸脱氢酶基因表

达水平下调；在丙酮酸代谢旁路中丙酮酸脱羧酶基因、乳酸脱氢酶基因、乙醇脱氢酶基因和乙醛

脱氢酶基因表达水平上升。【结论】结果显示，菌株 ΔaceE 三羧酸循环活性降低，虽然能够通过

PDH 旁路将部分丙酮酸分解为乙酸盐，进一步转化为乙酰 CoA 进入三羧酸循环，但 ATP 含量仍

未恢复至野生株水平，这为进一步研究代谢改变与细菌表型的关系提供了理论基础。 

关键词：aceE 基因；猪链球菌；丙酮酸代谢；生长特性  
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Effect of aceE gene knockout on pyruvate metabolism of 
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Abstract: [Objective] To explore the effect of the knockout of aceE gene which encodes pyruvate 

dehydrogenase on the growth characteristics, tricarboxylic acid cycle, and pyruvate metabolism of 

Streptococcus suis. [Methods] The growth curves of the wild-type strain and strain ΔaceE were 

established with the OD600 values of the bacterial liquids. The content of acetyl CoA, succinate CoA, 

fumarate, oxaloacetate, pyruvate, lactate, and ATP in the tricarboxylic acid cycle and the pyruvate 

metabolism bypass was measured. Quantitative RT-PCR was employed to determine the gene 

expression levels of citrate synthase, malate dehydrogenase, succinate dehydrogenase, isocitrate 

dehydrogenase, pyruvate decarboxylase, lactate dehydrogenase, alcohol dehydrogenase, and 

acetaldehyde dehydrogenase. [Results] Compared with the wild-type strain, strain ΔaceE showed 

decreasing OD600 value during the platform phase. The OD600 value of strain ΔaceE in the plateau phase 

significantly increased after the addition of 1 g/L acetate. Compared with the wild-type strain, strain 

ΔaceE showed increased content of pyruvate while decreased content of ATP, acetyl CoA, succinate 

CoA, and fumarate. Moreover, it showed up-regulated expression levels of citrate synthase and malate 

dehydrogenase, while down-regulated expression levels of succinate dehydrogenase and isocitrate 

dehydrogenase. For the proteins involved in pyruvate metabolism bypass, pyruvate decarboxylase, 

lactate dehydrogenase, alcohol dehydrogenase, and acetaldehyde dehydrogenase presented up-regulated 

gene expression levels in strain ΔaceE. [Conclusion] Strain ΔaceE has reduced activity of tricarboxylic 

acid cycle. Although part of pyruvate can be decomposed into acetate through the pyruvate 

dehydrogenease bypass and further converted into acetyl CoA to enter the tricarboxylic acid cycle, the 

ATP content has not been restored to the wild-type strain level. This study provides a theoretical basis 

for further research on the relationship between metabolic changes and bacterial phenotypes. 

Keywords: aceE; Streptococcus suis; pyruvate metabolism; growth characteristics 
 
 

猪链球菌 (Streptococcus suis)是一种在

世界范围内广泛存在的人畜共患病原体，能

够引起猪的脑膜炎、关节炎、肺炎和败血症

等疾病。它可通过伤口或黏膜传染人，严重

可 引 起 人 的死亡 [1] 。丙酮酸脱氢酶复合体

(pyruvate dehydrogenase complex，PDHC)广泛

存在于微生物、植物及动物体中，催化丙酮酸

不可逆氧化脱羧转化生成乙酰辅酶 A，同时将

NAD+还原为 NADH，使碳源的无氧分解和有氧

分解连接起来，在呼吸链能量代谢中起着重要

的作用 [2]。 aceE 基因编码的丙酮酸脱氢酶

(pyruvate dehydrogenase，PDH)是 PDHC 的重要

组成部分，当敲除 aceE 后，PDHC 失去将丙酮

酸转化为乙酰 CoA 的能力，中心代谢途径因为
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没有足量的乙酰 CoA 供应而出现障碍[3]。丙酮

酸是糖代谢的关键中间体，根据生长条件，丙

酮酸可以转化为乙酰辅酶 A，成为 TCA 循环的

底物，也可以脱羧并还原为乙醇或者乳酸，在

能量代谢中起着重要作用[4]。在谷氨酸棒杆菌

中，aceE 的突变导致了菌株 L-丙氨酸、L-丝氨

酸和 L-缬氨酸产量增高[5]。在酿酒酵母中，缺

失编码 PDHCEl 亚基的 PDA1 基因，酿酒酵母

的 PDHC 活性完全丧失，但丙酮酸向乙酰辅酶

A 的转化仍然通过 PDH 旁路途径进行，该旁路

通过丙酮酸脱羧酶、乙醛脱氢酶和乙酰辅酶 A

合成酶的协同作用催化丙酮酸转化为乙酰辅酶

A，保障菌体的正常生长 [6]。在大肠杆菌中，

PDHC 失活后，菌体不能正常生长，但在培养

基中加入乙酸盐能在一定程度上弥补菌株在生

长上的缺陷[3]；在耻垢分枝杆菌中，PDHC 失活

菌株在 1%葡萄糖培养基中生长缓慢，但在 1%

乙酸盐培养基中能够正常生长[7]。我们前期研

究发现 aceE 基因参与细菌分裂期间 Z 环的形

成而导致菌体细胞链增长[8]，缺失 aceE 基因能

降低细菌的毒力及减少菌体在各组织中的分

布[9]，但目前 aceE 基因缺失对猪链球菌代谢功

能的影响还未见报道，本研究分别对野生株

HA9801、aceE 基因缺失株 ΔaceE 和互补株

CΔaceE 的生长特性、三羧酸循环活性和丙酮酸

代谢旁路活性进行测定。 

1  材料与方法 

1.1  试验菌株 
野生菌株 HA9801 是 1998 年从江苏省淮安

县感染猪中分离出的强毒株[10]；aceE 基因缺失

株(ΔaceE)、互补株(CΔaceE)为本实验室构建[8]。 

1.2  试验试剂 
代谢产物含量测定测试盒与 ATP 含量测试

盒均购自南京建成生物工程研究所。用于荧光

定量的特异性引物购自生工生物工程(上海)股

份有限公司。 

1.3  猪链球菌生长曲线的绘制 

分别挑取猪链球菌野生菌株、ΔaceE 和

CΔaceE 单菌落于 TSB 液体培养基中，37 °C、

180 r/min 培养至 106 CFU/mL 后，按 1:100 的比

例转接于 TSB 液体培养基和添加 1 g/L 乙酸盐

的 TSB 液体培养基中，每隔 1 h 取适当菌液，

于 OD600 处测定吸光度，每个组分别做 3 个重

复，绘制 OD600 生长曲线。 

1.4  猪链球菌菌体丙酮酸含量的测定 

分别挑取猪链球菌野生菌株、ΔaceE 和

CΔaceE 单菌落于 5 mL TSB 液体培养基中，

180 r/min 培养过夜，第 2 天按 1:100 的比例转

接于 5 mL TSB 液体培养基中，分别于转接后 3、

6、9、12、15 h 收集菌液，经超声波(输出功率

100 W)破碎 2 min 后，按丙酮酸含量测定试剂

盒说明书对菌体丙酮酸含量进行测定。 

1.5  猪链球菌菌体其他代谢产物含量的

测定 

如 1.4 所述收集菌液，按照各代谢产物试

剂盒说明书对菌体代谢产物乳酸、ATP、乙酰

CoA、琥珀酸 CoA、延胡索酸和草酰乙酸的含

量进行测定。 

1.6  RNA 提取和荧光定量 RT-PCR 
使用 TRLzol (赛默飞世尔科技公司)法提取

总 RNA。用 cDNA 合成试剂盒(赛默飞世尔科技

公司)进行逆转录。选择 16S rRNA 基因作为内参

基因(表 1)，逆转录条件是 42 °C 15 min，85 °C 

5 min。荧光定量 RT-PCR 用于定量分析柠檬酸

合酶基因(cs)、苹果酸脱氢酶基因(mdh)、琥珀

酸脱氢酶基因 ( i cdh )、异柠檬酸脱氢酶基因

(sdh)、丙酮酸脱羧酶基因(pdc)、乳酸脱氢酶基

因(ldh)、乙醇脱氢酶基因(adh)和乙醛脱氢酶基

因(aldh)等代谢相关基因的 mRNA 表达水平。 
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表 1  用于 qRT-PCR 分析的引物 
Table 1  Primers used for the qRT-PCR analysis 

Genes Primer sequences (5′→3′) 

sdh-1 TTGAGTTGACCGGTCGTAGC 

sdh-2 GTGGCACAGACTAAGCCCAT 

mdh-1 GCTGCAGGAGACCGTAAAGT 

mdh-2 AATGCGCTCATGTCGATTGC 

cs-1 GAGATGGCGCGTGATTTGAC 

cs-2 CCTAAGTAGGAAGAGCGCGG 

icdh-1 GCTCTTTCAGCGGACTTGG 

icdh-2 GGAGATGGTATTGGCAGGGAT 

ldh-1 CAACA GGGTT AGCAG CAACA 

ldh-2 ATGCT CATGA CGCAG ACTTG 

pdc-1 TTGCGTCGTTATGTAGAG 

pdc-2 ACAAATGGGTTCCCGTCA 

adh-1 CGACTTTCAAGCTGGTCACA 

adh-2 GAACTTCGTCCACTCGAAGC 

aldh-1 GGTCCATACCTGTATCCG 

aldh-2 CAAGATTCCTTACGCTCA 

 
用于 qRT-PCR 的特异性引物见表 1，反应条件

为 95 °C 10 min；95 °C 15 s，60 °C 1 min，     

40 个循环。熔解曲线分析 95 °C 15 s，60 °C    

1 min，95 °C 15 s，60 °C 15 s。 

1.7  统计分析 
使用 GraphPad 软件进行数据统计分析，用

单向方差分析 (ANOVA)分析代谢产物含量数

据，qRT-PCR 结果数据分析采用 2–ΔΔCT 法[11]。

所有数据表示为平均值±SD，P<0.05 具有统计

学意义且表示差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  aceE 基因缺失及乙酸盐对猪链球菌生

长特性的影响 
前期研究发现，野生株、ΔaceE 和 CΔaceE

在细菌生长相同时间点的活菌数无显著差异[8]。

OD600 生长曲线显示，与野生菌株相比，ΔaceE

对数生长期延迟 1 h，平台期 OD600 值显著下降

(P<0.05)，CΔaceE 与野生株无显著差异(P>0.05)；

在添加 1 g/L 乙酸盐情况下，野生株对数生长期

提前，平台期 OD600 值无显著变化(P>0.05)；

ΔaceE 平台期 OD600值显著上升(P<0.05) (图 1)。 

2.2  aceE 基因缺失对三羧酸循环代谢产物

含量的影响 
缺失株 ΔaceE 和野生株转接后 3、6、9、

12、15 h 收集菌液，经超声破碎后对菌体乙酰

CoA、琥珀酸 CoA、延胡索酸、草酰乙酸含量进

行测定。与野生菌株相比，ΔaceE 菌株的乙酰

CoA 含量和琥珀酸 CoA 含量下降，差异极显著

(P<0.01)；延胡索酸含量下降，差异显著(P<0.05)；

草酰乙酸含量上升，差异极显著(P<0.01)；互补

株与野生株无显著差异(P>0.05) (图 2)。 

2.3  aceE 基因缺失对三羧酸循环代谢相关

基因表达的影响 
当缺失 aceE 基因后，猪链球菌柠檬酸合酶

基因(cs)表达水平上升，且差异显著(P<0.05)；

苹果酸脱氢酶基因(mdh)表达水平上升，差异极

显著(P<0.01)；琥珀酸脱氢酶基因(sdh)表达水平

下降，差异显著(P<0.05)；异柠檬酸脱氢酶基因

(icdh)表达水平下降，差异极显著(P<0.01)。互

补株与野生株无显著差异(P>0.05) (图 3)。 

 

 
 
图 1  添加 1 g/L 乙酸盐对猪链球菌 HA9801、

ΔaceE 和 CΔaceE 生长的影响 
Figure 1  Effects of 1 g/L acetate on the growth of 
Streptococcus suis HA9801, ΔaceE and CΔaceE. 
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图 2  三羧酸循环代谢产物乙酰 CoA (A)、延胡索酸(B)、草酰乙酸(C)和琥珀酸 CoA (D)含量 
Figure 2  Assay results of acetyl-CoA (A), fumaric acid (B), oxaloacetic acid (C) and succluyl CoA (D) 
metabolites of the TCA cycle. **: P<0.05; ***: P<0.01. 
 

 
 

图 3  菌株 HA9801、ΔaceE 和 CΔaceE 的 cs (A)、sdh (B)、icdh (C)和 mdh (D)基因的表达 
Figure 3  The expression of the cs (A), sdh (B), icdh (C) and mdh (D) genes of strain HA9801, ΔaceE and 
CΔaceE. **: P<0.05; ***: P<0.01. 
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2.4  aceE 基因缺失对猪链球菌丙酮酸下游

代谢产物及 ATP 含量的影响 

缺失株 ΔaceE 和野生株转接后 3、6、9、

12、15 h 收集菌液，经超声破碎后对菌体丙酮

酸、乳酸和 ATP 含量进行测定，与野生菌株相

比，ΔaceE 菌株的丙酮酸和乳酸含量上升，差

异极显著(P<0.01)；ATP 含量下降，差异极显

著(P<0.01)；与野生株相比，CΔaceE 的丙酮酸在

菌体内含量上升，无显著差异(P>0.05)；ATP 含

量在 12 h 和 15 h 下降，差异显著(P<0.05) (图 4)。 

2.5  aceE 基因缺失对猪链球菌丙酮酸下游

代谢相关基因的表达影响 

当缺失 aceE 基因后，猪链球菌丙酮酸脱羧

酶(pdc)、乳酸脱氢酶(ldh)、乙醇脱氢酶(adh)和

乙醛脱氢酶(aldh)基因的表达水平均显著上升，

差异显著(P<0.05)；而互补株的相关代谢基因与

野生株无显著差异(P>0.05) (图 5)。 

3  讨论 

由 aceE 基因编码的 PDH 蛋白是 PDHC 催

化丙酮酸分解为乙酰 CoA 的限速酶，去除细菌

的 aceE 基因后，丙酮酸不能正常生成乙酰

CoA，导致丙酮酸分解受到抑制而产生积累，

影响菌体的发育。在本研究中，当 aceE 基因缺

失后，猪链球菌的生长特性发生变化，在 TSB

液体培养基中，OD600 生长曲线显示与野生菌株

相比，菌株 ΔaceE 对数生长期推迟，最大 OD600

值由 1.33 下降至 0.72。但前期研究发现，活菌

数生长曲线结果显示野生菌株、ΔaceE 在相同时

间点的活菌数无显著差异[8]。OD600 值生长曲线

和 CFU生长曲线差异较大的原因可能与 aceE基

因缺失后菌株链长变长有关，细菌由于链长增加

而导致光密度降低，但其活菌数量仍然不变。 

在大肠杆菌中，当 aceE 基因缺失后，菌株 

 
 
图 4  菌株 HA9801、ΔaceE 和 CΔaceE 菌体丙酮

酸(A)、乳酸(B)和 ATP (C)含量测定结果 
Figure 4  The results of determination of the content 
of pyruvate (A), lactic acid (B) and ATP (C) in strain 
HA9801, ΔaceE and CΔaceE. **: P<0.05; ***: P<0.01. 

 
必须添加 KAc 才能维持生长[3]；在谷氨酸棒杆

菌中，aceE 基因失活后，PDHC 不能发挥作用，

导致细菌不能在以葡萄糖作为碳源的培养基上

生长[12]；但在耻垢分枝杆菌中[13]，PDHC 失活

菌株在 1%乙酸盐培养基中能够正常生长。 
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图 5  菌株 HA9801、ΔaceE 和 CΔaceE 的 pdc (A)、ldh (B)、adh (C)和 aldh (D)基因的表达 
Figure 5  The expression of pdc (A), ldh (B), adh (C) and aldh (D) genes of strain HA9801, ΔaceE and 
CΔaceE. **: P<0.05; ***: P<0.01. 

 
在探索细菌生长速率影响的基础上，我们

进一步探索 aceE 基因缺失对菌体的丙酮酸代

谢的影响。研究结果显示，猪链球菌的丙酮酸

含量在 6 h 达到最高，9 h 到 15 h 逐渐降至稳定，

但在猪链球菌 HA9801 基因组中 PDH 比对未发

现有同工酶，这提示在猪链球菌中除 PDHC 外

还存在其他可能的丙酮酸代谢途径。丙酮酸代

谢旁路(PDH 旁路)是丙酮酸转化为乙酰辅酶 A

的另一种途径[3]。通过丙酮酸脱羧酶、乙醛脱

氢酶和乙酰辅酶 A 合成酶的协同作用催化丙酮

酸转化为乙醛、乙酸盐和乙酰 CoA，最后进入

三羧酸循环，完成碳源的彻底分解。因此，我

们测定了在 TSB 液体培养基中添加 1 g/L 乙酸

盐时，HA9801、ΔaceE 和 CΔaceE 菌株的生长

曲线，并进一步测定了 PDH 旁路中的相关代谢

酶基因的表达情况，结果显示，在外源添加    

1 g/L 乙酸盐时，ΔaceE 的平台期 OD600 值显著

上升，部分恢复到野生株水平，这表明 aceE 基

因缺失后猪链球菌能够利用乙酸盐作为菌体生

物合成的碳源。且菌株 ΔaceE 的 pdc 和 adh 表

达显著上调，同时 aldh 基因作为下游基因，它

的表达也显著上调。菌体在 aceE 基因缺失的情

况下会通过 PDH 旁路将部分丙酮酸分解为乙

酰 CoA。在无氧条件下，糖酵解的产物是乳酸，

丙酮酸在乳酸脱氢酶的作用下生成乳酸，ΔaceE

菌株乳酸积累显著高于野生菌株，aceE 基因缺

失后，丙酮酸大量积累情况下，一部分丙酮酸

分解为乳酸。在大肠杆菌中，敲除 aceE 基因后，

再敲除包括 adhE 和 ldhA 基因在内的 5 个基因，

丙酮酸积累才能达到最高值，在单独沉默 aceE

基因时，丙酮酸会通过这两个方向分解[14]，与

本研究结果相似。 

猪链球菌 aceE 基因缺失后，菌株能够通过

PDH 旁路分解丙酮酸进入三羧酸循环，但 ATP
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含量测定结果显示菌体的能量代谢未恢复到野

生菌株的水平。作为能量代谢的枢纽，菌体 70%

以上的能量由三羧酸循环产生[13]，ATP 含量下

降提示 aceE 基因的缺失可能导致三羧酸循环

活性下降。因此，我们测定了三羧酸循环代谢

的产物含量和关键基因表达量，当 aceE 基因缺

失后，猪链球菌乙酰 CoA、琥珀酸 CoA 和延胡

索酸含量下降，草酰乙酸含量上升；cs 和 mdh

基因表达上升，sdh 和 icdh 基因表达下降。cs

和 icdh 都是三羧酸循环的限速酶[12]，sdh 表达

情况一般也可作为评价三羧酸循环运行程度的

指标[12]，但 cs 表达情况与 icdh 和 sdh 情况并不

相同，这可能与草酰乙酸的积累有关，但具体

原因需要进一步研究。通过检测 icdh 和 sdh 的

表达、代谢产物含量和 ATP 含量发现，aceE 基

因缺失后，虽然 PDH 旁路能够分解部分丙酮酸

进入三羧酸循环，但猪链球菌三羧酸循环活性

并未恢复到野生株水平。Harst 等比较了谷氨酸

棒杆菌 aceE 缺失株和野生株的蛋白质组学，发

现 CS、ICDH 和 SDH 丰度上升，MDH 丰度下

降，谷氨酸棒杆菌在缺失 aceE 基因后三羧酸循

环上调[15]，这与猪链球菌结果相反。 

本研究对猪链球菌 aceE 基因缺失前后生

长特性、三羧酸循环代谢和丙酮酸代谢的变化

进行了研究。当 aceE 基因缺失后，猪链球菌能

够通过 PDH 旁路将部分丙酮酸分解为乙酰

CoA，但并不能将菌株的 TCA 循环和 ATP 含量

恢复至野生株状态(图 6)。aceE 基因除了在代谢

中能够分解丙酮酸产生乙酰 CoA 外，更多的功能

逐渐被发现，实验室前期研究指出，猪链球菌

aceE 基因缺失能够造成菌体链长变长，生物被膜

形成能力减弱，毒力下降[9]。Su 等和 Allison 等

的研究发现，aceE 基因缺失能改变细菌的氨基糖

苷类抗生素耐药性[16–17]。本文通过对野生菌株和

ΔaceE 的能量代谢进行初步研究，为进一步研究

代谢改变与细菌表型的关系提供了理论基础。 

 

 
 

图 6  aceE 基因对猪链球菌丙酮酸代谢和三羧酸循环的影响 
Figure 6  Effects of the aceE gene on pyruvate metabolism and tricarboxylic acid cycle of Streptococcus 
suis. Red arrow: pathway for up-regulation of gene expression. Blue arrow: pathway for down-regulation of 
gene expression. CS: citrate synthase; ACO: aconitase; ICDH: isocitrate dehydrogenase; MDH: malate 
dehydrogenase; OGDH: α-ketoglutarate dehydrogenase; PDH: pyruvate dehydrogenase; SCS: succinyl-CoA 
synthase; SDH: succinate dehydrogenase; FUM: fumarase; PDH: pyruvate dehydrogenase; PDC: pyruvate 
decarboxylase; LDH: lactate dehydrogenase enzymes; ALDH: alcohol dehydrogenase; ADH: acetaldehyde 
dehydrogenase; ACS: acetyl-CoA synthase. 
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