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摘   要：【目的】探索低浓度红霉素对猪链球菌蛋白表达、交叉耐药性与荚膜多糖的影响，为进

一步研究饲料中低浓度抗生素促生长剂对环境中微生物的影响奠定基础。【方法】猪链球菌接触

低浓度红霉素后，利用蛋白质组学 iTRAQ 技术，筛选关键差异表达蛋白。同时测定猪链球菌的

交叉耐药性和荚膜多糖含量。【结果】共鉴定到差异表达蛋白 181 个，占总鉴定蛋白的 12%，猪

链球菌通过改变自身蛋白质组的表达量，以适应红霉素的选择性压力。多数差异表达蛋白参与催

化和代谢过程，属于膜蛋白，其中 13 个 ATP 结合盒转运蛋白、3 个核糖体蛋白、DNA 回旋酶上

调表达，8 个荚膜多糖蛋白、DNA 聚合酶Ⅳ下调表达。接触低浓度红霉素后，猪链球菌对多种抗

生素出现交叉耐药性，消除红霉素后，药物敏感性恢复。接触低浓度红霉素后，荚膜多糖含量也

未发生大幅度变化。【结论】猪链球菌为适应低浓度红霉素的选择性压力，大量表达多重耐药的

主动外排泵，增加核糖体蛋白的表达量，降低荚膜多糖蛋白的表达量。 
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Abstract: [Objective] To explore the effects of low-concentration erythromycin on protein 
expression, cross resistance and capsular polysaccharide of Streptococcus suis, so as to lay a foundation 
for further studying the effects of low-concentration antibiotic growth promoters in feed on 
microorganisms in the environment. [Methods] After S. suis was exposed to low-concentration 
erythromycin, key differentially expressed proteins were screened by iTRAQ. At the same time, we 
measured the cross resistance of S. suis and the content of capsular polysaccharide. [Results] A total of 
181 differentially expressed proteins were identified, accounting for 12% of the total identified 
proteins. In order to adapt to the selective pressure of erythromycin, S. suis changed the expression of 
its own proteome. Most differentially expressed proteins were involved in catalytic and metabolic 
processes, and they belonged to membrane proteins. Among them, 13 ATP-binding cassette 
transporters, 3 ribosomal proteins and DNA gyrase were up-regulated, while 8 capsular polysaccharide 
proteins and DNA polymerase Ⅳ were down-regulated. When S. suis was exposed to low-concentration 
erythromycin, it revealed cross resistance to a variety of antibiotics, whereas there was no significant 
change in the content of capsular polysaccharide. After elimination of erythromycin, the drug 
sensitivity recovered. [Conclusion] To adapt to the selective pressure of low-concentration 
erythromycin, S. suis up-regulated the expression of multidrug resistance efflux pumps to increase the 
levels of ribosomal protein and decrease the levels of capsular polysaccharide protein. 
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猪链球菌是一种重要的人畜共患病病原菌，

病猪、临床康复猪和健康猪均可携带，严重危害

养猪业与公共卫生安全，临床上采用疫苗和抗生

素进行防治[1]。抗生素作为药物和饲料添加剂广

泛地应用于畜牧业生产，残留的抗生素将改变微

生物的栖息环境，影响到微生物的活性和功能，

会改变微生物群落结构[2–3]。抗生素将加速细菌抗

性基因的进化，诱导遗传变异和抗性基因水平迁

移，会改变细菌生理生化特性，抗生素浓度越大，

抗性基因往往污染越严重。抗生素并非唯一压力

源，应当加强多压力源条件下微生物活性和应激

机制研究。浓度在 1/4−1/230 最小抑菌浓度(MIC)
范围内时，环境中的抗生素对微生物具有生物学

意义上的影响[4]。低浓度抗生素对微生物的形态

结构、毒力因子表达、细菌的黏附与入侵、生物

被膜形成和菌落大小等多方面都有显著影响[5–8]。 
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多重耐药的主动外排泵是存在于细菌细胞

膜上的一类蛋白质，细菌通过外排泵使菌体内药

物浓度降低而导致耐药。ATP 结合盒(ATP-binding 
cassette，ABC)转运蛋白属于细菌多重耐药的主

动外排泵，ABC 转运蛋白通过 ATP 结合和水解

推动药物自由排出[9–11]。核糖体是细胞内合成蛋

白质的分子机器，其中 30S 和 50S 亚基也是主

要的抗生素靶标，大环内酯类抗生素和氨基糖苷

类抗生素通过阻断细菌核糖体合成蛋白质发挥

它们的抗菌作用[12–14]。荚膜多糖作为重要的毒力

因子，可逃避宿主免疫监视，促进致病性感染。

荚膜多糖在病原微生物生长繁殖和应对不良环

境过程中起着关键作用[15–17]。与低浓度红霉素长

期共存过程中，猪链球菌改变自身状态以应对红

霉素的选择性压力，因此本研究利用蛋白质组学

iTRAQ 技术筛选关键差异表达蛋白，同时测定

猪链球菌的交叉耐药性和荚膜多糖含量，为进一

步研究饲料中低浓度抗生素促生长剂对环境中

微生物的影响奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
猪链球菌 ATCC 700794 购自美国模式培养

物保藏中心(ATCC)；THB 培养基购自海博生物

科技有限公司；红霉素(ABT710-1g)购自金克隆

(北京)生物技术有限公司。 

1.2  红霉素对猪链球菌 MIC 的测定 
MIC 的测定参照微量肉汤稀释法进行[18]。

以肉眼观察，无细菌生长的最低药物浓度，即为

红霉素对猪链球菌的 MIC。 

1.3  蛋白质组学 iTRAQ 技术筛选差异表

达蛋白 
实验分组：猪链球菌在含有 1/4 MIC 红霉素

的 THB 液体培养基中，37 °C 培养 72 h 后，     
8 000 r/min 离心 10 min，用离心管收集菌体，用

生理盐水冲洗 3 次，于–80 °C 冰箱中备用，作为

处理组。无红霉素处理的猪链球菌作为对照组。

iTRAQ 试验方法参照文献[19]进行，方法如下。 
将上述样品裂解，超声破碎，取上清，BCA

法测定蛋白浓度。样品进行 SDS-PAGE 电泳，

考马斯亮蓝染色。样品酶解后，OD280 肽段定量。

样品按照 AB 公司试剂盒： iTRAQ Reagent- 
8plex Multiplex Kit (AB SCIEX)说明书进行标

记。将实验标记后的肽段混合，进行 SCX 预分

级。样品采用纳升流速 HPLC 液相系统 Easy 
nLC 进行分离。样品经毛细管高效液相色谱分

离后，用 Q-Exactive 质谱仪(Thermo Finnigan)
进行质谱分析。质谱原始数据进行查库鉴定及

定量分析。 

1.4  荚膜多糖含量测定 
实验分组：猪链球菌在含有 1/4 MIC 红霉素

的 5 L THB 液体培养基中，37 °C 培养 72 h 后，

离心收集菌体，作为处理组。在相同环境下培养

5 L 猪链球菌，离心收集菌体，作为对照组(无红

霉素)。荚膜多糖提取及测定方法参照文献[20]
进行，方法如下，略有改动。 

荚膜多糖提取：离心获得的菌体，分别在生

理盐水中冲洗、离心，悬浮于含有溶菌酶的 100 mL
甘氨酸缓冲液(甘氨酸 0.1 mol/L，溶菌酶 1 mg/mL，
pH 9.2)，37 °C 作用 6 h，离心取上清。取 50 mL
上清，加入终浓度为 100 μg/mL 蛋白酶 K，55 °C
作用 2 h，然后加入脱氧核糖核酸酶和核糖核酸

酶，37 °C 作用 1 h，然后加入蛋白酶 K，并在上

清中加入终浓度为 0.1 mol/L 的 CaCl2，搅拌 1 h，
再加入终浓度为 25%的无水乙醇，4 °C 放置 2 h，
离心除去上清液中沉淀出来的核酸，之后加入终

浓度为 80%无水乙醇，4 °C 放置过夜沉淀，得

到实验组和对照组荚膜多糖。 
采用硫酸-苯酚法测定荚膜多糖含量：取实

验组和对照组荚膜多糖，分别配成 5.0 mg/mL
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溶液。取 2 mL 上述溶液，依次加入 1.0 mL 6%
的苯酚和 5.0 mL 浓硫酸，静止 10 min，摇匀，

室温放置 20 min。测定上述溶液中 OD490 吸光

度，用于反映实验组和对照组荚膜多糖含量。 

1.5  交叉耐药性 
以 1/4 MIC 红霉素作为诱导药物，人工诱导

猪链球菌。将 100 μL 猪链球菌，在含有 1/4 MIC
红霉素的 10 mL THB 液体培养基中，37 °C 培养

16−24 h，将其作为下一代诱导的母菌，一共盲

传诱导 15 代(诱导菌株)。将诱导菌株在不含有

红霉素的液体培养基中盲传 10 代，即为第 25
代菌株(恢复菌株)。依次取第 5、10、15 和      
25 代的菌株，测定其对大环内酯类抗生素(红霉

素、阿奇霉素、泰乐菌素)、氨基糖苷类抗生素(卡
那霉素、链霉素、安普霉素、庆大霉素)、喹诺

酮类抗生素(诺氟沙星、环丙沙星、氧氟沙星)的
MIC。无红霉素处理的猪链球菌作为对照组。

MIC 的测定参照微量肉汤稀释法进行[18]。以肉

眼观察，无细菌生长的最低药物浓度，即为该药

物对猪链球菌的 MIC。 

1.6  数据分析 
实验重复 3 次，采用 SPSS 软件进行统计学

分析，数据以平均值±标准差表示，采用单因素

方差分析对各组数据进行分析和比较(P<0.05 为

差异显著)。 

2  结果与分析 

2.1  红霉素对猪链球菌 MIC 的测定 
微量肉汤稀释法测定红霉素对猪链球菌

ATCC 700794 的 MIC 是 7.812 5×10–3 μg/mL，根

据美国 CLSI 判定标准，红霉素的耐药折点为   
1 μg/mL，因此猪链球菌 ATCC 700794 对红霉素

敏感(非耐药菌株)。 

2.2  蛋白质组学 iTRAQ 技术筛选差异表

达蛋白 
2.2.1  GO 和 KEGG 分析 

本研究中共鉴定到 1 501 个蛋白质，其中差

异表达蛋白 181 个(P<0.05)。差异表达蛋白占总

鉴定蛋白的 12%，猪链球菌通过改变自身蛋白

质组的表达量，以适应红霉素的选择性压力。本

研究用 Proteome Discoverer 软件对鉴定的差异

表达蛋白进行分类注释。针对分子功能、细胞组

分和生物过程中所涉及的 GO 条目，列出所有差

异表达蛋白所占百分比。如图 1 所示，大多数鉴 
 

 
 

图 1  差异表达蛋白的 GO 分析 
Figure 1  GO analysis of differentially expressed proteins. 
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定出的差异表达蛋白参与催化和代谢过程，属于

膜蛋白。将差异表达蛋白的名字通过 Uniprot 进
行 ID 转换，通过 KEGG 通路分析工具进行通路

富集分析。如图 2 所示，差异表达蛋白主要参与

代谢过程、氨基酸生物合成以及双组分系统。 
2.2.2  关键差异表达蛋白的 iTRAQ 鉴定 

本研究利用同位素标记相对和绝对定量

(iTRAQ)技术分析处理组(1/4 MIC 红霉素)和对

照组(无红霉素处理)的差异表达蛋白。关键差异

表达蛋白的 iTRAQ 鉴定，如表 1 所示，其中 ABC
转运蛋白(13 个；G7RZW0、B9WYD0、A4W271、
G7SAB5、G7RZK1、G5L1X6、B9WYC7、
C5VXW0、G7SJF4、G7S5E2、M1VDL7、G7S5E3
和 G7SD52)上调表达，核糖体蛋白 (3 个； 

 
 

图 2  差异表达蛋白质的 KEGG 通路富集分析 
Figure 2  Enrichment analysis of differentially 
expressed proteins by KEGG pathway. 

 
表 1  关键差异表达蛋白的 iTRAQ 鉴定 
Table 1  iTRAQ identification of key differentially expressed proteins 
Accession No. Proteins Fold changea 
G7RZW0 
B9WYD0 
A4W271 
G7SAB5 
G7RZK1 
G5L1X6 
B9WYC7 
C5VXW0 
G7SJF4 
G7S5E2 
M1VDL7 
G7S5E3 
G7SD52 
G7SDX6 
C6GNL8 
A4VYR7 
R4NVK5 
K0FG35 
M1VJJ3 
M1VRI8 
M1VK55 
G8DTL7 
E9NQ13 
M1VRH4 
E9NQ29 
G5KZN4 

Sugar ABC transporter permease 
ABC transporter ATP-binding protein 
ABC-type polysaccharide/polyol phosphate export system, permease component 
ABC-type metal ion transport system, permease component 
ABC-type multidrug transport system, ATPase and permease component 
Maltose/maltodextrin ABC transport system permease protein 
ABC transporter related protein 
ABC transporter permease protein 
ABC transporter related protein 
Cobalt ABC transporter ATP-binding protein 
ABC transporter permease protein 
Cobalt ABC transporter ATP-binding protein 
ABC superfamily ATP binding cassette transporter, membrane protein 
50S ribosomal protein L7/L12 
30S ribosomal protein S21 
30S ribosomal protein S11 
DNA gyrase subunit B 
CpsR 
Glycosyltransferase 
Nucleoside-diphosphate-sugar epimerase 
Glycosyltransferase 
Cps1/2H 
CPS16F 
Putative glycosyltransferase 
CMP-N-acetylneuraminic acid synthetase 
DNA polymerase Ⅳ 

1.13 
1.13 
1.17 
1.21 
1.17 
1.16 
1.12 
1.12 
1.16 
1.13 
1.35 
1.13 
4.20 
4.57 
1.13 
1.24 
1.17 
0.73 
0.78 
0.83 
0.57 
0.30 
0.23 
0.86 
0.59 
0.50 

a: 1/4 MIC erythromycin treated vs. non-treated cells. 
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G7SDX6、C6GNL8 和 A4VYR7)上调表达，DNA
回旋酶(1 个；R4NVK5)上调表达，荚膜多糖蛋

白(8 个；K0FG35、M1VJJ3、M1VRI8、M1VK55、
G8DTL7、E9NQ13、M1VRH4 和 E9NQ29)下调

表达，DNA 聚合酶Ⅳ (1 个；G5KZN4)下调表达。 
2.3  荚膜多糖含量测定 

采用硫酸-苯酚法测定处理组(1/4 MIC 红霉

素)和对照组(无红霉素)荚膜多糖含量，以 OD490

吸光度反映荚膜多糖含量。结果显示，1/4 MIC
红霉素处理的猪链球菌荚膜多糖含量与对照组

相比具有统计学差异(P<0.05)，但荚膜多糖含量

未发生大幅度变化(图 3)。 

2.4  交叉耐药性 
采用微量肉汤稀释法测定诱导菌株(第 5、

10、15 代)以及恢复菌株(第 25 代)对大环内酯类

抗生素、氨基糖苷类抗生素、喹诺酮类抗生素的

MIC。结果显示，诱导菌株对大环内酯类抗生素

(红霉素、阿奇霉素、泰乐菌素)，部分氨基糖苷

类抗生素(卡那霉素、链霉素、安普霉素)，部分

喹诺酮类抗生素(诺氟沙星)的药物敏感性与对

照组相比差异明显(P<0.05)。诱导菌株对抗生素

出现交叉耐药性。诱导菌株恢复正常培养后，诱

导菌株的药物敏感性与对照组相比差异不明显

(P>0.05)。诱导菌株对抗生素的敏感性迅速恢复

到原始菌株状态(图 4)。 

3  讨论 
猪链球菌为应对红霉素的选择性压力，13 个

ABC 转运蛋白上调表达，推测这些 ABC 转运蛋

白涉及到细菌多重耐药的主动外排功能。13 个

ABC 转运蛋白上调表达，可能导致猪链球菌  
对多种抗生素的敏感性下降，产生交叉耐药性，

其中 ABC 型多药转运系统(G7RZK1)已被证实

是细菌多重耐药的主动外排泵，属于细菌的一种

防御机制[21]。ABC 超家族 ATP 结合盒转运体 
 

 
 

图 3  荚膜多糖含量测定 
Figure 3  Determination of capsular polysaccharide 
content. 

 

 
 

图 4  大环内酯类(A)、氨基糖苷类(B)、喹诺酮类抗生素(C)的交叉耐药性 
Figure 4  Cross resistance of macrolide antibiotics (A), aminoglycoside antibiotics (B) and quinolone antibiotics (C). 
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(G7SD52)上调表达约 4.2 倍，上调表达量最为显

著，推测该蛋白对于猪链球菌外排红霉素起着关

键作用。接触红霉素的猪链球菌，对多种抗生素

出现交叉耐药性，存活下来的菌株，恢复正常培

养后，药物敏感性恢复。与低浓度红霉素共存时，

猪链球菌的生理适应性，例如开启外排泵系统，

足以应对红霉素的选择性压力，消除红霉素后，

容易恢复药物敏感性。 
猪链球菌为应对红霉素的选择性压力，50S

核糖体蛋白L7/L12(G7SDX6)上调表达约 4.6倍，

上调表达量极为显著，该蛋白属于核糖体 50S
亚基蛋白。该蛋白的上调表达，可能导致猪链球

菌对大环内酯类抗生素的敏感性下降，产生交叉

耐药性。接触红霉素的猪链球菌对多种大环内酯

类抗生素出现交叉耐药性。30S 核糖体蛋白 S21 
(C6GNL8)和 30S 核糖体蛋白 S11 (A4VYR7)上
调表达，该蛋白属于核糖体 30S 亚基蛋白。该蛋

白的上调表达，可能导致猪链球菌对氨基糖苷类

抗生素的敏感性下降，产生交叉耐药性。接触红

霉素的猪链球菌对多种氨基糖苷类抗生素出现

交叉耐药性。猪链球菌为适应红霉素的选择性压

力，大量表达核糖体 30S 和 50S 亚基蛋白。 
猪链球菌为应对红霉素的选择性压力，8 个

荚膜多糖蛋白(K0FG35、M1VJJ3、M1VRI8、
M1VK55、 G8DTL7、 E9NQ13、 M1VRH4 和

E9NQ29)下调表达，红霉素处理后的猪链球菌荚

膜多糖含量未发生大幅度变化。猪链球菌为适应

红霉素的选择性压力，降低荚膜多糖蛋白的表达

量，从而提高其在环境中的生存能力。 
综上所述，低浓度红霉素会诱导猪链球菌蛋

白表达的变化，其中包括大量表达多重耐药的主

动外排泵，增加核糖体蛋白的表达量，降低荚膜

多糖蛋白的表达量。与低浓度红霉素共存时，猪

链球菌的生理适应性(开启外排泵系统)足以应

对红霉素的选择压力，消除红霉素后，容易恢复

药物敏感性。 
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