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摘   要：【目的】猪链球菌(Streptococcus suis)是一种重要的人畜共患病病原，本研究旨在鉴定猪

链球菌乙酰基转移酶毒素类毒素-抗毒素系统，并对其毒素功能进行分析，探讨猪链球菌毒素-抗
毒素系统在细菌感染过程中发挥的作用。【方法】前期预测猪链球菌血清型 5 型菌株 HN105 基因

组中假定的Ⅱ型毒素-抗毒素系统。进一步鉴定毒素-抗毒素系统的活性并分析该毒素-抗毒素系统

的遗传进化关系；运用 Western blotting 揭示毒素在猪链球菌内的表达情况。同时以 HN105 为亲

本株，构建毒素缺失株、抗毒素缺失株以及毒素-抗毒素缺失株，研究该系统对猪链球菌黏附能力、

生物被膜形成能力、抗吞噬与胞内存活能力的影响。【结果】预测并鉴定出猪链球菌血清型 5 型

菌株 HN105 基因组中 DF184_RS00980-DF184_RS00985 编码的乙酰基转移酶 (Gcn5-related 
N-acetyltransferase, GNAT) 毒素类毒素 - 抗毒素系统，根据保守结构域将该系统命名为

SsMarR-SsGNAT。SsGNAT 毒素在大肠杆菌(Escherichia coli)的周质间隙发挥毒性作用，且抗毒素

可以中和毒素的毒性；猪链球菌 SsGNAT 毒素与目前已鉴定的乙酰基转移酶毒素氨基酸序列一致

性较低且亲缘关系较远；SsGNAT 毒素在猪链球菌内存在被切割的现象，且抗毒素表达量降低可

上调 SsGNAT 毒素的表达量；SsGNAT 毒素对猪链球菌的生物被膜形成能力、抗吞噬与胞内存活

能力无影响，但可影响猪链球菌对人喉癌上皮细胞(human laryngeal cancer epithelial cells, Hep-2)
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和人脑微血管内皮细胞(human brain microvascular endothelial cells, HBMEC)的黏附能力。【结论】

发现并鉴定了猪链球菌中新的Ⅱ型毒素-抗毒素系统 SsMarR-SsGNAT，SsGNAT 毒素在大肠杆菌周

质间隙发挥毒性作用，缺失后导致细菌对细胞的黏附水平显著上升，该发现为进一步揭示猪链球

菌的致病机制提供参考。 

关键词：5 型猪链球菌；毒素-抗毒素系统；毒素；乙酰基转移酶；黏附 
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Abstract: [Objective] Streptococcus suis is a major zoonotic pathogen. This study aims to 
characterize the acetyltransferase toxin of the toxin-antitoxin system in Streptococcus suis and 
analyze the functions of the toxin, which may contribute to exploring the role of the toxin-antitoxin 
system in the infection of S. suis. [Methods] We first predicted the putative type Ⅱ toxin-antitoxin 
system in the genome of S. suis serotype 5 strain HN105. We further determined the activity and 
analyzed the phylogenetic relationship of the toxin-antitoxin system. Western blotting was 
employed to determine the expression of the toxin in S. suis. We constructed the toxin-deficient 
strain, antitoxin-deficient strain, and toxin-antitoxin-deficient strain with HN105 as the parental 
strain to explore the effects of the system on the adhesion, biofilm formation, anti-phagocytosis, 
and intracellular survival of S. suis. [Results] The Gcn5-related N-acetyltransferase (GNAT) toxin 
of the toxin-antitoxin system encoded by DF184_RS00980-DF184_RS00985 in the genome of the 
strain HN105 was predicted and identified, and the system was named SsMarR-SsGNAT based on 
the conserved domain. SsGNAT toxin exerted toxicity in the periplasmic space of Escherichia coli, 
and the antitoxin could neutralize the toxicity. SsGNAT toxin showed low amino acid sequence 
identity and distant genetic relationship with other acetyltransferase toxins. SsGNAT toxin was 
cleaved in S. suis, and the reduced expression of antitoxin upregulated the expression of SsGNAT 
toxin. SsGNAT toxin had no effect on the biofilm formation, anti-phagocytosis or intracellular 
survival of S. suis, while it affected the adhesion of S. suis to human laryngeal cancer epithelial 
cells (Hep-2) and human brain microvascular endothelial cells (HBMEC) cells. [Conclusion] We 
discovered and identified the novel type Ⅱ toxin-antitoxin system SsMarR-SsGNAT in S. suis. 
SsGNAT toxin exerted toxicity in the periplasmic space of E. coli, and its deletion promoted 
bacterial adhesion to cells. The findings provide a reference for further unraveling the pathogenic 
mechanism of S. suis. 
Keywords: Streptococcus suis serotype 5; toxin-antitoxin system; toxin; acetyltransferase; adhesion 
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猪链球菌(Streptococcus suis)是一种重要人

畜共患病病原[1-2]。临床症状包括脑膜炎、败血

症和关节炎等，其流行对全球养猪业造成了巨大

经济损失[3]。人感染猪链球菌的病例在世界各地均

有报道，我国于 1998 年、2005 年暴发了 2 次猪链

球菌感染人的疫情，分别造成 14 和 39 人死亡[4-5]。

猪链球菌血清型众多，根据荚膜多糖抗原的差

异，猪链球菌可分为 29 种传统血清型、Chz 型和

近年来新发现的 26 种新的荚膜基因簇菌株[6-11]。

本研究所选用的亲本株 HN105为猪链球菌血清

型 5 型菌株，该血清型菌株可以感染人且有较

强的毒力[12-13]，其致病机制尚不清楚。 
毒素-抗毒素系统(toxin-antitoxin system, TA 

system)广泛存在于细菌和古菌的染色体与质粒

上，通常由 2 个共转录的基因组成，分别编码不

稳定的抗毒素分子和稳定的毒素蛋白[14]。TA 系

统最初在大肠杆菌(Escherichia coli)的质粒上被

发现，具有稳定质粒遗传稳定性的功能，也被称

为分离后杀伤(post-segregational killing, PSK)机
制[15]。细菌基因组中的 TA 系统具有许多重要

生物学功能，如影响细菌的耐药性、致病性、

滞留菌的形成、黏附功能和生物被膜的形成能

力等[16-19]。因此，了解 TA 系统的生理功能与作

用机制对致病菌防控与抗生素的合理开发与利

用有重要意义。根据抗毒素的性质以及毒素-抗
毒素的作用方式，目前共发现 8 种类型的 TA 系

统[20]，其中Ⅱ型 TA 系统在细菌基因组中分布最

为广泛，具有重要生物学功能[21]。在Ⅱ型毒素-
抗毒素系统中，毒素与抗毒素是由同一个操纵子

调控表达的 2 个蛋白质，细菌在正常生长情况下

抗毒素通过与毒素结合形成复合物中和毒素的

毒性[16]。而当细菌处于压力状态下时，不稳定

的抗毒素被胞内蛋白酶水解，毒素释放发挥毒性

作用，从而调控细菌的生命活动[22]。目前已在

大 肠 杆 菌 、 结 核 分 支 杆 菌 (Mycobacterium 

tuberculosis)、金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus 
aureus)等细菌中发现大量 TA 系统[18-19,23]，但对

猪链球菌 TA 系统的研究仍然较少。 
本研究前期通过在线工具 TAfinder 预测了

猪链球菌血清型 5 型菌株 HN105 基因组中的一

个Ⅱ型 TA 系统 SsMarR-SsGNAT，并发现其毒素

基因 DF184_RS00980 编码一个乙酰基转移酶

(Gcn5-related N-acetyltransferase, GNAT)。GNAT
是存在于原核生物与真核生物中的一大类酶，通

过将乙酰辅酶 A 的乙酰基团转移至底物发挥其

生物学功能[24-25]。目前有关乙酰基转移酶毒素的

研究主要集中在革兰氏阴性菌如肺炎克雷伯菌

(Klebsiella pneumoniae)、沙门氏菌(Salmonella)、
大肠杆菌上[26-28]，在革兰氏阳性菌中尚未有相关

报道。本研究以 5 型猪链球菌 HN105 为对象，

探究 SsGNAT 毒素对猪链球菌黏附功能的影

响，以期为更加深入了解猪链球菌 GNAT 毒素

类毒素-抗毒素系统的毒性机制与生理功能提

供参考。 

1  材料与方法 
1.1  主要试剂和仪器 

THB 培养基购于青岛高科技工业园海博生

物技术有限公司；2×Taq PCR Master Mix 购于南

京诺唯赞生物技术有限公司；DNA Marker 购于

北京全式金生物技术有限公司。DNA 片段回收

试剂盒(DNA Fragment Purification Kit)购于湖南

艾科瑞生物工程有限公司；DNA Polymerase 购

于 TaKaRa 大连宝生物工程公司；自然转化所用

信号肽 ComS (GNWGTWVEE)由南京金斯瑞生

物科技有限公司合成；引物通过 Oligo 6.24 软件

设计并由南京金斯瑞生物科技有限公司合成。 

1.2  菌株、细胞和培养条件 
猪链球菌 HN105 分离自患病猪的关节液[13]，

由本实验室保存。猪链球菌 ZY05719 分离自四
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川资阳猪链球菌感染病猪，由本实验室保存[29]。

猪链球菌在 THB 液体培养基中于 37 ℃、180 r/min
摇床振荡培养至所需 OD600 值或在 THB 固体培

养基中于 37 ℃、CO2 培养箱静置培养过夜，根

据需要添加终浓度为 10 μg/mL 的氯霉素或 10% 
(质量体积分数)蔗糖。大肠杆菌 Top10、DH5α、
BL21(DE3)感受态在 LB 液体培养基中于 37 ℃、

180 r/min 摇床振荡培养至所需 OD600 值或在 LB
固体培养基中于 37 ℃培养箱静置培养过夜，根

据需要添加终浓度为 100 μg/mL 的氨苄青霉素

或 50 μg/mL 的卡那霉素。 
小鼠腹腔巨噬细胞 RAW 264.7、人喉癌上皮细

胞(human laryngeal cancer epithelial cells, Hep-2)、人
脑微血管内皮细胞 (human brain microvascular 
endothelial cells, HBMEC)由本实验室保存。细胞

在含有 10%胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)的
DMEM 培养基中 37 ℃、5% CO2 培养箱静置培

养 12 h。 

1.3  重组质粒的构建 
用于构建重组质粒的引物序列见表 1。

pBADHisA、pBADHisA-pelB 重组表达载体的构

建：以HN105为模板，使用引物对TA-T-F/TA-T-R、

TA-F/TA-R 分别扩增毒素基因、毒素-抗毒素基因。

目的基因纯化产物与 pBADHisA、pBADHisA- 
pelB 载体共同使用 EcoR I、Xho I 酶切。37 ℃水

浴 30 min 后回收酶切产物。3 μL 酶切目的基因、

3 μL 酶切载体与 4 μL 连接酶 Ligation Mix 混匀，

置于 16 ℃、2 h，连接目的基因与载体。 
pET28a 重组表达载体的构建：以 HN105 为

模板，使用引物对 pET28a-T-F/pET28a-T-R 扩增

SsGNAT 基因片段，利用酶切位点 Xho I、EcoR I
将目的片段连接至 pET28a 表达载体中。将重组

载体转入 DH5α 感受态细胞中并测序鉴定。提取

连接正确的重组质粒，放至−20 ℃中备用。 

1.4  转化大肠杆菌感受态 
向无菌的 1.5 mL EP 管中加入 50 μL 大肠杆

菌感受态与 10 μL 连接产物或 4 μL 重组质粒，

轻弹管壁混匀后冰浴 30 min。42 ℃水浴热激  
90 s 后迅速置于冰上静置 2 min。向 EP 管中加

入 900 μL LB 液体培养基，混匀后置于 37 ℃、

180 r/min 摇床中复苏 1 h。5 000 r/min 离心      
5 min，弃去 900 μL 上清，用剩余的培养基将菌

体重悬，均匀涂布于含 100 μg/mL 氨苄青霉素或

50 μg/mL 卡那霉素的 LB 固体培养基上。37 ℃
培养箱中静置培养过夜，次日挑取单菌落进行

PCR 鉴定。 

1.5  生长曲线的测定 
将含有重组质粒以及载体 pBADHisA、

pBADHisA-pelB的大肠杆菌Top10于含 100 μg/mL
氨苄青霉素的 LB 液体培养基中 37 ℃、180 r/min
振荡培养过夜。次日以 1:100 转接到 50 mL 含

100 μg/mL 氨苄青霉素的 LB 液体培养基中。当

细菌 OD600 值约为 0.3 时，将培养物两等分，一

份加入终浓度为 0.2%的 L-阿拉伯糖，另一份不 
 
表 1  用于构建重组质粒的引物序列 
Table 1  Primers for construction of plasmids 
Primers Sequence (5ʹ→3ʹ) Endonuclease 
TA-T-F CCGGAATTCTTAGAAATATTGTTCAAAAGC EcoR I 
TA-T-R CCGCTCGAGATGAACATTGAAACCTATAAA Xho I 
TA-F CCGGAATTCTTAGAAATATTGTTCAAAAGC EcoR I 
TA-R CCGCTCGAGTTGGAAAATTTAATTATACAG Xho I 
pET28a-T-F CCGCTCGAGGAAATATTGTTCAAAAGC Xho I 
pET28a-T-R CCGGAATTCATGAACATTGAAACCTAT EcoR I 
The underlines indicate restriction enzyme sites. 
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加。之后每隔 2 h 测定细菌的 OD600 值。以培养

时间为横坐标，细菌 OD600 值为纵坐标绘制生长

曲线。同时，在加入终浓度为 0.2%的 L-阿拉伯

糖后，每 4 h 用 PBS 稀释菌液并涂布于 LB 琼脂

平板上，37 ℃下培养过夜并计数菌落形成单位

(colony forming units, CFU)。 

1.6  GNAT 氨基酸序列的比对和分析 
在 NCBI 网站上搜索鼠伤寒沙门氏菌 TacT，

肠出血性大肠杆菌 O157:H7 AtaT、AtaT2，大肠

杆菌 HS ItaT，肺炎克雷伯菌 KacT，弗氏志贺氏

菌 GmvT 氨基酸序列，用 CLUSTALW 进行氨基

酸序列比对并利用 MEGA11 构建系统进化树。 

1.7  缺失株的构建和鉴定 
利用自然转化法构建猪链球菌缺失株[30]，所

用的引物序列见表 2。毒素有痕缺失株的构建方法

如下：使用引物对 T-U1-F/T-U1-R、T-D1-F/T-D1-R
分别扩增菌株 HN105 毒素基因 DF184_RS00980
的上下游同源臂序列。使用引物对 SacB-CM-F/ 
SacB-CM-R 扩增含氯霉素抗性基因以及蔗糖敏

感基因的中间片段 SacB-CM。使用引物对

R-T-you-F/R-T-you-R 通过融合 PCR 的方法连接

上下游同源臂序列以及中间片段 SacB-CM。融

合后的产物通过琼脂糖凝胶电泳分离并使用

DNA 胶回收试剂盒回收。将处于对数期的菌株

1:50 转接于 THB 液体培养基中，37 °C、CO2培养

箱中静置培养。当细菌长到 OD600约为 0.042 时，

取 100 μL 菌液加入 5 μL 信号肽(GNWGTWVEE)
和 10 μL 上述融合片段产物，于 37 °C、CO2培养

箱中静置培养 2 h。最后涂布于含氯霉素 10 ug/mL
的 THB 平板，次日挑取单菌落，使用引物对 JC-T-F/ 
JC-T-R、JC-T-you1-F/JC-T-you1-R、JC-T-you2-F/ 
JC-T-you2-R、JC-SacB-CM-F/JC-SacB-CM-R 对

毒素有痕缺失株进行 PCR 鉴定。毒素无痕缺失

株的构建方法与毒素有痕缺失株类似。使用引物

对 R-T-wu-F/R-T-wu-R 连接毒素基因上下游同

源臂序列进行自然转化，使用 10%蔗糖的 THB
平板进行筛选，最后利用引物对 JC-T-F/JC-T-R、

JC-T-wu-F/JC-T-wu-R、JC-SacB-CM-F/JC-SacB-CM-R
对毒素无痕缺失株进行 PCR 鉴定。抗毒素缺失

株与毒素-抗毒素缺失株的构建方法同上。 

1.8  SsGNAT 蛋白的表达和纯化 
将 pET28a-SsGNAT 重组质粒转入 BL21(DE3)

感受态细胞，PCR 鉴定后，–80 °C 冻存备用。

复苏阳性克隆后以 1:100 (体积分数)转接至 200 mL 
LB 液体培养基中，37 °C、180 r/min 振荡培养至

OD600 约为 0.6。加入 0.5 mmol/L IPTG 并在 16 °C
下低温诱导 12 h。次日 4 °C、9 200 r/min 离心 5 min
收集菌体并用 PBS 洗 2 遍，用 20 mL 上清溶解缓

冲液重悬菌体并超声破碎 30 min，超声破碎的频

率为 50%，每工作 4 s 间隔 10 s。收集上清并依次

用 0.44 μm 和 0.22 μm 的滤器过滤。用 15 mL 
ddH2O 清洗亲和层析柱；用 5 mL 上清溶解缓冲液

平衡镍柱；将过滤后的上清溶液缓慢注入镍柱(过
柱的速度为每 3 秒 1 滴)；用 10 mL 上清溶解缓冲

液洗柱。使用范围为 50–500 mmol/L 咪唑浓度的

上清洗脱缓冲液梯度洗脱蛋白并依次用 2 mL EP
管收集。 

1.9  菌株组与纯化组 SsGNAT 蛋白 Western 
blotting 鉴定 

提取菌株组总蛋白。参照文献[31]的方法对

菌株组蛋白与纯化 SsGNAT 蛋白进行 Western 
blotting 检测。取等量蛋白加入 5×SDS loading 
buffer 并煮沸 15 min。离心收集上清，进行

SDS-PAGE。电泳结束后将蛋白转印至聚偏氟乙

烯(poly vinylidene fluoride, PVDF)膜上，并用

PBST (1×PBS+500 μL Tween-20)配制的 5%脱脂

奶于 37 °C、80 r/min 封闭 2 h。加入制备的鼠抗

SsGNAT 多克隆抗体(用脱脂奶 1:1 000 稀释)，于
37 °C、80 r/min 孵育 2 h。用 PBST 洗膜 3 次，

每次 10 min。加入羊抗鼠二抗(用脱脂奶 1:1 000 
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表 2  用于构建缺失株的引物序列 
Table 2  Primers for construction of deletion strains 
Primers Sequence (5ʹ→3ʹ) 
SacB-CM-F GGATAATGCTGAAAACTCCTT 
SacB-CM-R TAATTCGATGGGTTCCGAGGC 
JC-SacB-CM-F TAACAAAGCATACTATGGCAA 
JC-SacB-CM-R GTGGCTCTAACTTATCCCAAT 
Primers for construction and identification of toxin deletion strains 

T-U1-F GTTGGCGTCTTGACGACAGCTGCT 
T-U1-R TTTTCAGCATTATCCGTTGACAAAAACAAATTCCCTTAT 
T-D1-F GAACCCATCGAATTAAAGACGCTCTTCAATGCTTCCT 
T-D1-R TGCGAGCAGTCTGTTTGCCGTC 
R-T-you-F CTTGATTTTCTAGGAGGGGCTTAT 
R-T-you-R CTTTAGCTTGGAAACCCTTCTTCT 
JC-T-F ATTTTCTATACAGATGGATGG 
JC-T-R GAAGCATTTATTGCTATGAAC 
JC-T-you1-F CGACTTTTATCCTCTATTTTAT 
JC-T-you1-R TTAGGATAGAATCATTTGCATC 
JC-T-you2-F GCCACTTTATACAATTTTTGAT 
JC-T-you2-D ATACAGCTACGACAGTTTAACC 
T-U2-F GTTGGCGTCTTGACGACAGCTGCT 
T-U2-R GTTGACAAAAACAAATTCCCTTAT 
T-D2-F TTTGTTTTTGTCAACAAGACGCTCTTCAATGCTTCCT 
T-D2-R TGCGAGCAGTCTGTTTGCCGTC 
R-T-wu-F GTCTTGACGACAGCTGCTCTCC 
R-T-wu-R CAGTCTGTTTGCCGTCATTTTG 
JC-T-wu-F CTGTCCAAGTTTCTCATTTGTA 
JC-T-wu-R AAAATTAATTTCATTTAGCAAC 

Primers for construction and identification of antitoxin deletion strains 
A-U1-F GGTGCGGACATTTTTACT 
A-U1-R TTTTCAGCATTATCCGATGGACGTCAACACAGT 
A-D1-F GAACCCATCGAATTACAATAGACACCTCTGGCATTT 
A-D1-R CTGTGCTTGTCTGTCAGGTCT 
R-A-you-F GGTGCGGACATTTTTACT 
R-A-you-R CTGTGCTTGTCTGTCAGG 
JC-A-F GATAAGTGTTTCAATTGCTTC 
JC-A-R ATTTGCTAGGAAACAAATATC 
JC-A-you1-F TATCCAGGCGAGGTTC 
JC-A-you1-R GTTTGTTTGCCGTAATGT 
JC-A-you2-F GGCATTACGTCTAACGA 
JC-A-you2-D TCTCTACTGGGTAGCCTA 
A-U2-F GGTGCGGACATTTTTACT 
A-U2-R CAGAGGTGTCTATTGGATGGACGTCAACACAGT 

 (待续) 
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(续表 2)  
Primers Sequence (5ʹ→3ʹ) 

A-D2-F GTGTTGACGTCCATCCAATAGACACCTCTGGCATTT 
A-D2-R CTGTGCTTGTCTGTCAGGTCT 
R-A-wu-F GGTGCGGACATTTTTACT 
R-A-wu-R CTGTGCTTGTCTGTCAGG 
JC-A-wu-F ATTCGGAACGTTGTTGA 
JC-A-wu-R GCGAAGCTAAGACCATTA 

Primers for construction and identification of toxin-antitoxin deletion strains 
TA-U1-F TTGCAGTATGCGGTGATTTGCTTG 
TA-U1-R TTTTCAGCATTATCCTAACTTAAAAGAACAAGATCAAGC 
TA-D1-F GAACCCATCGAATTAAATTAAATTTTCCAATAGACA 
TA-D1-R TGGTCGCTCTGGAGGCTTTCC 
R-TA-you-F TTGCAGTATGCGGTGATTTG 
R-TA-you-R TGGTCGCTCTGGAGGCTTTC 
JC-TA-F TTAGAAATATTGTTCAAAAGC 
JC-TA-R TTGGAAAATTTAATTATACAG 
JC-TA-you1-F CTTTGGATTGGGTGCGGACA 
JC-TA-you1-R ATGTGGTAGCCGTGATAGTT 
JC-TA-you2-F CGGCATTACGTCTAACGATA 
JC-TA-you2-D CCTTTGGCTCTGTCTCGAAG 
TA-U2-F TTGCAGTATGCGGTGATTTGCTTG 
TA-U2-R TAACTTAAAAGAACAAGATCAAGC 
TA-D2-F TCTTGTTCTTTTAAGTTAAATTAAATTTTCCAATAGACA 
TA-D2-R TGGTCGCTCTGGAGGCTTTCC 
R-TA-wu-F TTGCAGTATGCGGTGATTTG 
R-TA-wu-R TGGTCGCTCTGGAGGCTTTC 
JC-TA-wu-F GCTCAAAACCCTGTCCAAGTT 
JC-TA-wu-R AATCCCTTCTATAAGTTTCTC 

 
稀释)于 37 °C、80 r/min 孵育 40 min。用 PBST
洗膜 3 次，每次 10 min。利用 ECL 化学发光液

反应后在 Tanon-5500 仪器中曝光，记录保存成

像结果。 

1.10  猪链球菌黏附能力测定 
参照文献[31]的方法测定猪链球菌的黏附

能力。将人喉癌上皮细胞(Hep-2)和人脑微血管

内皮细胞 (HBMEC)在含有 10%胎牛血清的

DMEM 培养基中培养，直到细胞在 24 孔细胞培

养板中培养到单层(约 5×105 个细胞/孔)。将细菌

培养至对数期(OD600 为 0.6–0.8)后用 DMEM 培

养基洗涤并稀释至 5×107 CFU/mL。细胞培养板

中每孔加入 1 mL 菌液，800×g 离心 15 min，并

于 37 °C 孵育 2 h。将细胞用无菌 PBS 洗涤 5 次

以除去未黏附的细菌。在细胞板每孔加入 900 μL
无菌去离子水和 100 μL 0.25%胰蛋白酶-EDTA
置于 37 °C 处理 10 min，使细菌释放。将裂解液

稀释并涂布于 THB 平板上，37 °C、CO2 培养箱

中静置培养过夜。次日计数 THB 平板上的细菌

数量，计算黏附率。本试验每个样品分为 3 份进
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行测定，并设置 3 次独立重复。 

1.11  猪链球菌生物被膜形成能力测定 
参照文献方法[17]的测定猪链球菌生物被

膜形成能力。将野生株 HN105、毒素缺失株和

抗毒素缺失株接种于 THB 液体培养基中生长

至 OD600 约为 0.6。取 2 μL 菌液接种于每孔含

有 200 μL THB 液体培养基的 96 孔平底培养板

中，每株菌采用 10 个重复，新鲜 THB 液体培养

基作为阴性对照。将 96 孔平底培养板置于 37 °C
培养箱中静置培养 3 d。弃去培养基，每孔用 PBS
洗涤 3 次。用 200 μL 甲醛固定 30 min 后弃去甲

醛并在室温下干燥。用 0.1%结晶紫室温下对生

物被膜染色 30 min，染色完毕后弃去染色液，用

自来水洗涤 2 次，除去游离染色液。烘干后每孔

加入 33%乙酸并置于摇床中 30 min 以释放结晶

紫；用酶标仪测定其在 595 nm 波长处的吸光度。 

1.12  猪链球菌抗吞噬和胞内存活能力测定 
猪链球菌抗吞噬与胞内存活能力测定参照

文献[32]的方法进行并作适当修改。将小鼠腹腔

巨噬细胞 RAW 264.7 在 24 孔细胞培养板中培养

至单层(约 7×105 个细胞/孔)。野生株 HN105、毒

素缺失株和抗毒素缺失株培养至对数期后以感

染比(multiplicity of infection, MOI)为1侵染细胞。

置于 37 °C、CO2 培养箱中静置作用 1 h 后弃去上

层液并用PBS洗涤 3次。加入 500 μL含青霉素(终
浓度 5 μg/mL)和庆大霉素(终浓度 100 μg/mL)的
DMEM 后置于 37 °C、CO2 培养箱中分别孵育 1、
2、3 h。用 PBS 洗涤 7 次，加入 1 mL ddH2O，室

温裂解 10 min 后反复吹打细胞使其充分裂解。取

适量裂解液倍比稀释后涂布于 THB 平板，37 °C、

CO2 培养箱中培养过夜并计数菌落。本试验每个

样品分为 3 份进行测定，并设置 3 次独立重复。 

1.13  统计学分析 
生长曲线测定、猪链球菌黏附能力测定、猪

链球菌生物被膜形成能力测定、猪链球菌抗吞噬

与胞内存活能力测定均至少重复 3 次，用

GraphPad Prism 8.0 软件分析数据并作图。使用

双尾非配对 t 检验进行单因素分析，P<0.05 表示

为差异有统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  SsMarR-SsGNAT 毒素-抗毒素系统的鉴定 

为了验证 SsMarR-SsGNAT 毒素-抗毒素系

统 的 活 性 ， 使 用 pBADHisA 质 粒 与

pBADHisA-pelB 表达载体分别构建含有毒素基

因 DF184_RS00980 与 毒 素 - 抗 毒 素 基 因

DF184_RS00980-DF184_RS00985 的重组质粒

pBADHisA-DF184_RS00980、pBADHisA-DF184_ 

RS00980-DF184_RS00985、pBADHisA-pelB-DF184_ 

RS00980、pBADHisA-PelB-DF184_RS00980-DF184_ 

RS00985 。 将 构 建 成 功 的 重 组 质 粒 与 载 体

pBADHisA、pBADHisA-pelB 分别转化至 Top10

感受态细胞，待细菌的 OD600 值约为 0.3 时，加

入终浓度为 0.2%的 L-阿拉伯糖并测定其生长曲

线。生长曲线测定与稀释点板试验结果显示，毒

素在细胞质中不发挥毒性作用(图 1A、1B)。由

于已有文献报道毒素可以在周质间隙中发挥毒

性[17]，于是使用 pBADHisA-pelB 质粒引导蛋白

到达周质间隙中，在加入诱导剂阿拉伯糖后，只

含有 SsGNAT 毒素的菌株生长受到明显抑制，

而表达抗毒素后的菌株生长得到明显改善(图
1C)，说明毒素在周质间隙中发挥毒性作用，并

且其毒性可被对应的抗毒素中和。在加入诱导剂

阿拉伯糖后每隔 4 h 对菌量进行计数，发现含有

毒素的细菌数量显著减少，而抗毒素可在一定程

度上中和毒素的毒性(图 1D)。上述试验结果证

明猪链球菌 HN105 中 SsMarR-SsGNAT 是一对

有活性的Ⅱ型 TA 系统，且毒素在大肠杆菌周质

间隙中发挥毒性。 
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图 1  诱导剂诱导毒素、抗毒素表达对大肠杆菌 Top10 生长的影响 
Figure 1  Effect of toxin and antitoxin induction on the growth of Escherichia coli Top10. A: The effect of 
SsGNAT toxin was detected by spot dilution assay. B: The cytoplasmic toxicity of SsGNAT was detected using 
pBADHisA plasmid. C: The periplasmic toxicity of SsGNAT was detected using pBADHisA-pelB plasmid. D: 
Cells were diluted and plated on LB agra plus 100 μg/mL ampicillin at the times indicated to quantitate CFU 
per milliliter. The error bars represent the standard deviation of at least three independent biological replicates. 
 
2.2  SsGNAT 毒素多序列比对与系统进化

关系分析 
进一步结构预测分析发现毒素为乙酰基转

移酶(Gcn5-related N-acetyltransferase, GNAT)，
这类 TA 系统在革兰氏阴性菌中已有鉴定，而在

革兰氏阳性菌中还未有报道。本研究发现猪  
链球菌 SsGNAT 毒素在周质间隙发挥作用，与

现有文献报道的 GNAT 毒素发挥毒性的位置不

同[33-35]。这提示其毒性机制可能不同于其他细菌

上发现的乙酰基转移酶毒素。因此将猪链球菌

SsGNAT 毒素与已发现的 GNAT 毒素氨基酸序

列进行比对分析与系统进化分析。比对分析发现

猪链球菌 HN105 中的 SsGNAT 毒素与鼠伤寒沙

门氏菌、肠出血性大肠杆菌 O157:H7、大肠杆菌

HS、肺炎克雷伯菌和弗氏志贺氏菌中的 GNAT
毒素氨基酸序列一致性较低。系统进化分析发现

猪链球菌 SsGNAT 毒素与目前已鉴定的乙酰基

转移酶毒素氨基酸序列亲缘关系较远(图 2)。这

些结果提示猪链球菌 SsGNAT 毒素作用靶点可

能不同于目前已发现的 GNAT 毒素。 
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图 2  猪链球菌与革兰氏阴性菌 GNAT 毒素氨基酸序列系统进化分析 
Figure 2  Phylogenetic analysis of the amino acid sequences of GNAT toxin between Streptococcus suis and 
Gram-negative bacteria. The phylogenetic tree was built using MEGA 11 for homology analysis of GNAT toxin; 
The NCBI accession number of the strain is shown in brackets; The ruler represents the unit length of difference 
values between the amino acid sequences of GNAT toxin; The number represents the length of the evolutionary 
branch. 
 
2.3  SsGNAT 毒素蛋白的纯化和 Western 
blotting 检测 

为进一步探究 SsGNAT 毒素的功能，本研

究表达并纯化了 SsGNAT 毒素蛋白。SDS-PAGE
检测结果显示，在 17.5 kDa 处出现了目的条带

(图 3A)，大小与 SsGNAT 符合，即为纯化的

GNAT，且纯化效果较好。用制备的鼠源多克隆

抗体进行 Western blotting (WB)检测，结果显示

HN105与ΔDF184_RS00985全菌蛋白组在 10–15 
kDa 之间出现明显条带，而 2 型菌株 ZY05719
全菌蛋白组并无相应条带(图 3B)，表明该多克

隆抗体特异性良好。由于 WB 检测到的条带大

小小于 SsGNAT，进一步用纯化的 SsGNAT 蛋白

进行 WB 检测以排除多克隆抗体的问题，结果

表明制备的多克隆抗体是可用的且具有较高灵

敏度(图 3C)。这些结果表明 SsGNAT 毒素在菌

体内可能被切割，其切割的原因还有待进一步探

究。同时抗毒素缺失株 ΔDF184_RS00985 中

SsGNAT 表达水平相比野生株显著增加(图 3B)，
由于抗毒素 DF184_RS00985 预测为一个转录调

控因子，提示 DF184_RS00985 对 SsGNAT 毒素

存在负调控作用。 

2.4  SsGNAT 毒素对猪链球菌黏附能力的

影响 
猪链球菌 SsGNAT 毒素在大肠杆菌周质间

隙发挥毒性，提示其乙酰化的底物可能是胞壁蛋

白或肽聚糖。而已有研究表明细菌的一些胞壁蛋

白与肽聚糖参与细菌的黏附功能[36-37]。因此通过

构建缺失株的方法分析猪链球菌 SsGNAT 毒素

是否影响猪链球菌的黏附能力。结果显示，与野

生株相比，毒素缺失株 ΔDF184_RS00980 与毒素-
抗毒素缺失株 ΔDF184_RS00980-DF184_RS00985 
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图 3  SsGNAT 的纯化与 Western blotting 鉴定 
Figure 3  Purification of SsGNAT and Western blotting detection. A: Purification of SsGNAT toxin. M: 
Marker, 1–8: Gradient elution. B: Western blotting to detect SsGNAT toxin in S. suis, Groel was used as loading 
control. C: Western blotting to detect purified SsGNAT toxin. 
、  

 
 
 
 

对人喉癌上皮细胞(Hep-2)和人脑微血管内皮细

胞(HBMEC)的黏附能力均显著上升，而抗毒素

缺失株 ΔDF184_RS00985 的黏附能力与野生株

相比无显著差异 (图 4)。细胞黏附试验证明

SsGNAT 毒素可抑制猪链球菌的黏附能力。 

2.5  SsGNAT 毒素对猪链球菌抗吞噬、胞内

存活能力和生物被膜形成能力的影响 
胞壁蛋白与肽聚糖在生物被膜的形成中起

关键的调节作用，并且可能影响细菌抗吞噬细胞

吞噬作用[37-39]。因此本研究分析了SsGNAT 毒素对猪

链球菌抗吞噬、胞内存活能力与生物被膜形成能力的

影响。结果显示，与野生株相比，ΔDF184_RS00980
与 ΔDF184_RS00985 抗吞噬与胞内存活能力(图
5A、5B)与生物被膜形成能力(图 5C)均无显著差

异，提示该 TA 系统对猪链球菌生物被膜形成能

力与抗吞噬与胞内存活能力无明显影响。 
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图 4  SsGNAT 毒素抑制猪链球菌对 HBMEC (A)、Hep-2 (B)的黏附作用 
Figure 4  SsGNAT toxin inhibits Streptococcus suis adhesion to HBMEC (A) and Hep-2 (B) cells. The error 
bars represent the standard deviation of at least three independent biological replicates. **: P<0.01; ***: 
P<0.001; ****: P<0.000 1. 
 
 

 
 
 

图 5  SsGNAT 毒素不影响猪链球菌生物被膜形成能力、抗吞噬和胞内存活能力 
Figure 5  SsGNAT toxin has no effect on biofilm formation ability, anti-phagocytosis or intracellular survival 
ability in RAW 264.7 of Streptococcus suis. A: Phagocytosis rates in mouse macrophage RAW 264.7 of HN105, 
ΔDF184_RS00980 and ΔDF184_RS00985. B: Survival rates in mouse macrophage RAW 264.7 of HN105, 
ΔDF184_RS00980 and ΔDF184_RS00985. C: Biofilm formation of HN105, ΔDF184_RS00980 and 
ΔDF184_RS00985. The error bars represent the standard deviation of at least three independent biological 
replicates. 
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3  讨论与结论 
TA 系统在细菌基因组中分布广泛且具有重

要生物学功能[16]。目前在猪链球菌中发现的Ⅱ型

TA 系统有 SC84 中的 RelBE1、RelBE2、ParDE、

yefM-yoeB，05ZYH33 中的 SezAT，ZY05719 中

的 Xress-MNTss[17,40-43]。研究表明，yefM-yoeB
的缺失对 SC84 的毒力没有影响，但 SezAT 可以

促进与 05ZYH33 高致病性相关的毒力岛 SsP-1
的稳定性。Xress-MNTss 与猪链球菌对链霉素的

耐药性与毒力有关。因此，预测分析猪链球菌中

的 TA 系统对研究猪链球菌的致病性、耐药性等

多方面具有重要意义。 
在Ⅱ型 TA 系统中，抗毒素与毒素是由同一

个操纵子调控表达的，抗毒素的 DNA 结合结构

域可与 TA系统的启动子结合从而抑制自身与毒

素的转录活性，也被称为自调控效应[16,42]。这种

模式可以使抗毒素降解后恢复毒素的转录活性，

快速产生大量毒素以对抗细菌所处的压力环境。

有研究发现，金黄色葡萄球菌的抗毒素 SavR 可

以与启动子区域的回文序列结合抑制转录，并且

毒素-抗毒素复合物的形成可以增强这种结合[44]。

猪链球菌Ⅱ型 TA 系统 Xress-MNTss 也具有自调

控功能，凝胶阻滞试验证明抗毒素 Xress、TA 复

合物 Xress-MNTss 可以与该 TA 系统的启动子结

合并且这种结合存在剂量依赖性[17]。本研究发

现抗毒素缺失株 ΔDF184_RS00985 中 SsGNAT
毒素的表达量显著增加，提示抗毒素对毒素存在

调控作用，但 DF184_RS00980-DF184_RS00985
的自调控功能需要进一步验证。此外，通过菌株

组与纯化组 SsGNAT 的 Wesrern blotting 检测发

现，菌株中的 SsGNAT 存在被切割的现象，这

提示猪链球菌中的 SsGNAT 可能需要通过切割

才能发挥其生理功能。 
现已发现的大多数Ⅱ型毒素都为 RNA 酶，

通过降解菌体内的 RNA 抑制细菌生长。但本研

究发现了猪链球菌中一个新的Ⅱ型乙酰基转移

酶毒素，并且其乙酰化的底物与在革兰氏阴性菌

中发现的乙酰基转移酶毒素可能不同。目前报道

的革兰氏阴性菌乙酰基转移酶毒素-抗毒素系统

中，GNAT 发挥毒性作用的机制为使氨酰 tRNA
乙酰化，进而抑制蛋白质翻译[33]。大肠杆菌的

ItaT 毒素通过乙酰化异亮氨酰 tRNA 阻断翻译

并抑制细菌的生长[34]；肺炎克雷伯菌 KacT 毒

素通过形成二聚体，每个单体携带一个乙酰基

团发挥阻断翻译的毒性作用，其抗毒素 KacA
通过抑制有活性的 KacT 二聚体形成中和毒素

的毒性[26]。本研究发现，猪链球菌 SsGNAT 毒

素在大肠杆菌的周质间隙发挥毒性作用，并且

猪链球菌 SsGNAT 与目前鉴定的乙酰基转移酶

毒素：鼠伤寒沙门氏菌 TacT，肠出血性大肠杆

菌 O157:H7 AtaT、AtaT2，大肠杆菌 HS ItaT，

肺炎克雷伯菌 KacT，弗氏志贺氏菌 GmvT 氨

基酸序列一致性低、亲缘关系较远，提示猪链

球菌中 SsGNAT 毒素的作用机制可能不同。目

前有研究表明，一些Ⅱ型毒素可以抑制细胞壁的

合成。大肠杆菌 zeta 毒素 PezT 通过磷酸化肽聚

糖抑制肽聚糖的合成最终导致细菌自溶，并且

PezT 引起肺炎链球菌溶血素的产生可能会增加

肺炎链球菌的毒力 [45]。因此推测猪链球菌

SsGNAT 乙酰化的底物不是 RNA，而可能是肽

聚糖或胞壁蛋白。 
细菌对宿主细胞的黏附作用有利于细菌定

殖和入侵[46]。菌毛是大多数革兰氏阴性菌的重

要黏附素，研究发现，猪链球菌致脑膜炎菌株

CZ130302 存在一种细菌表面向外延伸形成菌毛

样结构的蛋白 SssP1，可介导细菌的黏附作用。

SssP1 可增强猪链球菌对 HBMEC 细胞的黏附，

是介导猪链球菌破坏血脑屏障致脑膜炎的一种

重要蛋白[47]。除此之外，革兰氏阳性菌表面的
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纤毛样物质、鞭毛蛋白等都可参与细菌的黏附过

程。细胞壁磷壁酸在金黄色葡萄球菌黏附宿主上

皮细胞中起重要作用[48]。一些表面蛋白，如化

脓链球菌的纤连蛋白结合蛋白、大肠杆菌的紧密

素也有助于细菌黏附[49-50]。猪链球菌 RNA 结合

蛋白 RbpA 通过调控谷氨酰胺代谢相关蛋白

GlnQ、菌毛相关蛋白 StrF 与 SBP2 等参与细菌

的黏附，并且影响细菌的毒力[47]。本研究发现，

SsGNAT 毒素可调节猪链球菌对 Hep-2 与

HBMEC 的黏附，这可能提示了一种新的影响猪

链球菌黏附作用的机制。 

基于以上发现，本研究提出了猪链球菌Ⅱ型

毒素-抗毒素系统 SsMarR-SsGNAT 中乙酰基转

移酶毒素 SsGNAT 发挥毒性作用的模型(图 6)。
在非应激条件下，SsGNAT 与对应的抗毒素结合

以中和 SsGNAT 的毒性。当细菌处于压力状态

下，不稳定的抗毒素被蛋白酶水解，SsGNAT 在

周质间隙发挥毒性作用。同时，SsGNAT 的积累

可降低细菌的黏附功能。但 SsGNAT 乙酰化的

底物、该 TA 系统的自调控功能、SsGNAT 在菌

体内的切割现象以及 SsGNAT 影响猪链球菌黏

附功能的机制仍需进一步探究。 
 

 
 

图 6  SsGNAT 毒素的毒性作用及其对猪链球菌黏附能力的影响模式图 
Figure 6  Model diagram of toxicity of SsGNAT toxin and its effect on adhesion of Streptococcus suis.  
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