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　 　 摘要：　 为阐明丝氨酸 ／苏氨酸激酶（ＳＴＫ）对猪链球菌 ２ 型强毒株的应激耐受和毒力的影响，比较了亲本株

ＳＳ２⁃１ 及其丝氨酸 ／苏氨酸激酶基因缺失株 Δｓｔｋ 在各种应激环境（热、酸、氧化应激和高渗应激）中的生长能力，利用

ＨＥｐ⁃２ 细胞模型比较各菌株的黏附能力，比较各菌株在猪全血中的存活能力，利用仔猪模型评价 ＳＴＫ 基因缺失前

后细菌的毒力差异。 结果表明，丝氨酸 ／苏氨酸激酶基因缺失后，细菌在各种应激环境中的生存能力明显减弱，对
ＨＥｐ⁃２ 细胞的黏附能力减弱，在猪全血中的存活能力显著降低，对仔猪的致病力明显降低。 此外，缺失株 Δｓｔｋ 在仔

猪体内各器官的定殖能力也显著降低。 说明丝氨酸 ／苏氨酸激酶与猪链球菌的应激和毒力密切相关。
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　 　 猪链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ， ＳＳ）是引起猪链球

菌病的主要病原，也是一种重要的人畜共患病原。
根据荚膜多糖抗原性的差异，猪链球菌分为 ３３ 个血

清型［１⁃６］，其中 ２ 型 （ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ ｔｙｐｅ ２，ＳＳ２）
最为常见，毒力最强，危害最严重。 猪链球菌不仅引

３９５



起猪的脑膜炎、败血症、关节炎、肺炎及急性死亡，也
可感染人，引起脑膜炎、中毒休克综合征及死亡。
１９９８ 年江苏省和 ２００５ 年四川省暴发了由 ＳＳ２ 引致

的人及猪的链球菌病，引起了全世界的关注［７⁃８］。
近年来，越南和泰国等东亚国家相继报道了人感染

ＳＳ２ 并死亡的病例［９］。 猪链球菌不仅对养猪业造成

重大经济损失，也给公共卫生和食品安全带来严重

威胁。
与其他致病菌一样，在感染过程中，ＳＳ２ 通过信

号传导系统感知复杂多变的宿主体内环境，调节各

种相关基因的表达，以达到在宿主体内生存、繁殖和

致病的目的。 研究发现，细菌中的信号传导网络除

了经典的双组份系统（ＴＣＳ）外，也存在真核生物样

的丝 氨 酸 ／苏 氨 酸 激 酶 （ Ｓｅｒｉｎｅ⁃ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ，
ＳＴＫ） 和 磷 酸 酶 （ Ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，
ＳＴＰ）。 ＳＴＫ ／ ＳＴＰ 通过对靶蛋白的丝氨酸 ／苏氨酸残

基的磷酸化 ／去磷酸化，调控细胞内的各种生命活

动，如细菌的生长、分化、细胞壁的生物合成、应激反

应、代谢途径、自溶、黏附宿主细胞和毒力等［１０⁃２２］。
化脓链球菌的丝氨酸 ／苏氨酸激酶（ＳＰ⁃ＳＴＫ）基因缺

失后，细菌在液体培养基中生长时有下沉趋势；细菌

对上皮细胞的黏附能力降低和抵抗吞噬细胞能力显

著降低［１３，１９］。 肺炎链球菌的丝氨酸 ／苏氨酸激酶

（ＳｔｋＰ）能够促进细菌在体内的停留；ＳｔｋＰ 能够调节

肺炎链球菌基因组接近 ４％的基因转录，包括细胞

壁的生物合成、氧化应激、ＤＮＡ 修复、铁摄取、嘌呤

和嘧啶代谢相关基因等［２３］。
作为一种重要的人兽共患病原菌，猪链球菌是

否也受 ＳＴＫ 的调控，值得探讨。 因此，在前期试验

中，利用大肠杆菌⁃猪链球菌穿梭质粒 ｐＳＥＴ４ｓ 构建

了 ＳＳ２ 强毒株 ＳＳ２⁃１ 的丝氨酸 ／苏氨酸激酶（ＳｓＳＴＫ）
基因缺失株 Δｓｔｋ，利用 ＣＤ１ 小鼠感染模型评价了

ＳｓＳＴＫ 基因缺失前后细菌的毒力变化［２４］。 本研究

旨在评价丝氨酸 ／苏氨酸激酶基因缺失后，ＳＳ２ 在各

种应激环境中的生长能力及对仔猪致病力，探讨猪

链球菌 ２ 型中丝氨酸 ／苏氨酸激酶与细菌应激和毒

力的关系。

１　 材料和方法

１．１　 菌株、试剂和引物

猪链球菌 ２ 型强毒株 ＳＳ２⁃１，１９９８ 年分离自江

苏患病猪体。 丝氨酸 ／苏氨酸激酶基因缺失株 Δｓｔｋ

在前期试验中构建［２４］。 ＳＳ２ 菌株用 ＴＨＢ （ Ｔｏｄｄ⁃
Ｈｅｗｉｔｔ ｂｒｏｔｈ， ＢＤ，ＵＳＡ）或 ＴＨＹ（ＴＨＢ＋２％ Ｙｅａｓｔ Ｅｘ⁃
ｔｒａｃｔ）液体和 ５％绵羊血 ＴＨＢ 平板 ３７ ℃培养。 细菌

ＲＮＡ 提取试剂盒为 ＯＭＥＧＡ 公司产品。 逆转录试剂

盒和荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒为 ＴａＫａＲａ 公司产品。
荧光定量所用引物（表 １） 由上海 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司

合成。

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物 引物序列 （５′→３′） 　 　 　 　

１６ＳｒＲＮＡ⁃１ ＧＴＴＧＣＧＡＡＣＧＧＧＴＧＡＧＴＡＡ

１６ＳｒＲＮＡ⁃２ ＴＣＴＣＡＧＧＴＣＧＧＣＴＡＴＧＴＡＴＣＧ

ＧＡＰＤＨ⁃１ ＣＴＴＧＧＴＡＡＴＣＣＣＡＧＡＡＴＴＧＡＡＣＧＧ

ＧＡＰＤＨ⁃２ ＴＣＡＴＡＧＣＡＧＣＧＴＴＴＡＣＴＴＣＴＴＣＡＧＣ

ＦＢＰＳ⁃１ ＧＧＴＧＧＣＣＣＡＧＣＡＧＧＣＣＡＡＴＧ

ＦＢＰＳ⁃２ ＣＣＧＣＣＡＡＴＣＣＣＴＧＣＴＣＣＴＧＣ

ＭＲＰ⁃１ ＧＴＴＧＡＧＣＡＡＧＴＴＧＡＡＧＣＧＣＡ

ＭＲＰ⁃２ ＧＧＴＡＣＣＴＴＣＧＣＣＡＴＣＡＣＣＡＡ

ＥＦ⁃１ ＡＧＧＣＴＧＣＴＡＡＧＧＡＴＧＣＣＧＴＴＧＣ

ＥＦ⁃２ ＣＧＣＣＴＡＣＴＧＣＴＴＣＴＧＣＡＣＴＧＴＣＣ

ＩＭＰＤＨ⁃１ ＴＣＧＡＣＣＡＡＣＡＴＧＡＣＡＡＧＣＧＡ

ＩＭＰＤＨ⁃２ ＡＴＣＣＴＴＣＧＣＡＧＣＡＴＴＴＧＧＧＡ

ＳｓｎＡ⁃１ ＴＧＣＣＴＴＴＧＣＴＣＡＡＧＣＴＣＴＴＣＧＴＧ

ＳｓｎＡ ⁃２ ＴＧＣＣＴＴＴＴＴＡＧＴＴＧＣＣＣＧＧＣＣＡ

ＳｓｐＡ⁃１ ＴＧＡＣＣＡＧＧＣＡＧＴＴＧＡＡＧＣＡＧＣＧ

ＳｓｐＡ⁃２ ＴＧＣＣＴＧＡＧＣＧＣＴＴＧＴＣＡＧＡＡＣＧ

Ｓｌｙ⁃１ ＴＧＡＴＧＡＡＣＣＡＧＡＡＴＣＴＣＣＡＡＧＣＡＡＧ

Ｓｌｙ⁃２ ＧＴＣＴＴＧＡＴＡＣＴＣＡＧＣＡＴＴＧＣＣＡＣＴＡ

ＳｏｄＡ⁃１ ＧＴＡＡＧＡＡＡＣＡＡＴＧＡＣＣＣＴＴＣＡＣＣＡＣ

ＳｏｄＡ⁃２ ＧＣＡＡＡＧＣＡＡＴＴＣＣＣＡＧＡＡＡＡＧＡＧＣＡ

Ａｄ⁃１ ＴＧＣＣＴＴＴＧＣＴＣＡＡＧＣＴＣＴＴＣＧＴＧ

Ａｄ⁃２ ＴＧＣＣＴＴＴＴＴＡＧＴＴＧＣＣＣＧＧＣＣＡ

ＯｐｐｕＡＢＣ⁃１ ＣＡＧＡＧＴＣＧＣＣＧＴＴＣＣＧＡＴＡＡ

ＯｐｐｕＡＢＣ⁃２ ＧＧＡＡＣＣＴＴＧＣＣＡＧＣＡＧＴＡＧＴ

１．２　 ＳｓＳＴＫ 对 ＳＳ２ 应激能力的影响试验

１．２．１　 热应激试验　 分别挑取亲本株 ＳＳ２⁃１ 和缺失

株 Δｓｔｋ 单菌落于 ５ ｍｌ 不含抗生素的 ＴＨＹ 液体培养

基中，过夜培养。 用 １０ ｍｌ 新鲜 ＴＨＹ 液体培养基调

整各细菌浓度到 ＯＤ６００为 ０．１，分别放在 ３７ ℃和 ４０
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℃温箱培养 １２ ｈ。 取 １００ μｌ 菌液进行 １０ 倍连续稀

释，取各种稀释倍数的菌液 １００ μｌ 涂布于 ＴＨＹ 平

板，３７ ℃孵育 ２４ ｈ 后进行菌落计数。 每组设立 ２
个重复，试验重复 ３ 次。 比较缺失株和亲本株对热

应激的差异。
１．２．２　 酸应激试验 　 分别收集对数生长中后期的

亲本株 ＳＳ２⁃１ 和缺失株 Δｓｔｋ 菌液于 ４ ℃、４ ０００ ｇ 离

心 １０ ｍｉｎ，甘氨酸缓冲液（０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ７．０）洗 １
次。 然后用不同 ｐＨ 的 ＴＨＹ 液体培养基重悬菌体，
３７ ℃孵育 ４５ ｍｉｎ。 取 １００ μｌ 菌液进行 １０ 倍连续稀

释，取各种稀释倍数的菌液 １００ μｌ 涂布于 ＴＨＹ 平

板，３７ ℃孵育 ２４ ｈ 后进行菌落计数。 每组设立 ２
个重复，试验重复 ３ 次。 比较缺失株和亲本株对酸

的耐受能力差异。
１．２．３　 氧化应激试验　 亲本株 ＳＳ２⁃１ 和缺失株 Δｓｔｋ
培养至对数生长中期，分别在终体积为 １ ｍｌ 的

ＴＨＹ 液体培养基中加入 １×１０７ ＣＦＵ 的细菌和一定

浓度（４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 和 ８０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）的 Ｈ２Ｏ２，混匀后室

温共孵育 ２０ ｍｉｎ，同时设立不含 Ｈ２Ｏ２的对照。 取

１００ μｌ 菌液进行 １０ 倍连续稀释，取一定稀释倍数的

菌液 １００ μｌ 涂布于 ＴＨＹ 平板，３７ ℃孵育 ２４ ｈ 后进

行菌落计数。 每组设立 ３ 个重复，试验重复 ３ 次，
比较缺失株和亲本株对 Ｈ２Ｏ２的敏感性差异。
１．２．４　 渗透压应激试验 　 收集过夜培养的亲本株

ＳＳ２⁃１ 和缺失株 Δｓｔｋ 细菌培养物，分别用含有 ０􀆰 ４
ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 的 ＴＨＹ 液体培养基和不含 ＮａＣｌ 的 ＴＨＹ
液体培养基调整各细菌浓度至 ＯＤ６００到 ０􀆰 ２。 每次在

无菌条件下取 １ ｍｌ 菌液，每隔 １ ｈ 利用分光光度计测

量培养物在 ６００ ｎｍ 波长下的 ＯＤ 值，连续测量８ ｈ。
每组设立 ３ 个重复，试验重复 ３ 次，比较 ＳＴＫ 基因缺

失株和亲本株在不同渗透压环境中的存活能力。
１．３　 ＳｓＳＴＫ 对 ＳＳ２ 毒力的影响试验

１．３．１　 细胞黏附试验　 ＨＥｐ⁃２ 细胞用含 １０％胎牛血

清的 １６４０ 培养基复苏，在 ３７ ℃、５％ＣＯ２的培养箱中

培养传代，进行细菌黏附试验前 １２ ｈ 将细胞转接到

２４ 孔培养板。 将对数生长中后期的亲本株ＳＳ２⁃１和缺

失株 Δｓｔｋ 用 １６４０ 培养基稀释至合适的浓度，将 １ ｍｌ
菌液（约 １􀆰 ０× １０７ ＣＦＵ ／ ｍｌ）加入到长满单层 ＨＥｐ⁃２
细胞的 ２４ 孔板中，将细胞板置于３７ ℃孵育 ９０ ｍｉｎ，吸
掉培养液，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次。 ２４ 孔板中加入 ２００ μｌ 含
０􀆰 ２５％胰蛋白酶和 ０􀆰 １％ＥＤＴＡ 的 ＰＢＳ 洗脱细胞。 向

洗脱的细胞中加入 ８００ μｌ 含 ０􀆰 ０２５％ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 的

ＰＢＳ 破碎细胞。 取 １００ μｌ 细胞破碎液进行 １０ 倍连

续稀释，取各种稀释倍数的细胞破碎液 １００ μｌ 涂布

于 ＴＨＹ 平板，３７ ℃过夜生长后计算菌落数量，比较

不同菌株对 ＨＥｐ⁃２ 细胞黏附的差别。
１．３．２　 全血存活试验　 采集健康猪血，酶联免疫试

验检测为 ＳＳ２ 阴性，按照 Ｂｏｎｉｆａｉｔ 等的方法［２５］ 进行

全血存活试验。 将 ＳＳ２ 各菌株培养至稳定期早期，
４ ℃、１１ ０００ ｇ离心 １０ ｍｉｎ 收集菌体，用 ＲＰＭＩ １６４０
将其稀释到 ＯＤ６００为 ０􀆰 １，取 １ ｍｌ 猪全血、３００ μｌ 抗
ＳＳ２ 血清和 １００ μｌ 菌液混合，３７ ℃孵育 ２ ｈ，分别收

集感染 ０ ｈ 和 ２ ｈ 的全血混合物，１０ 倍连续稀释，取
合适稀释倍数的混合液 １００ μｌ 涂于 ＴＨＹ 平板，
３７ ℃培养 ２４ ｈ 后进行细菌计数。 将 ０ ｈ 的菌落数

作为 １００％。 试验重复 ２ 次，每次设 ３ 个重复。
１．３．３　 仔猪致病力试验

１．３．３．１　 仔猪存活试验　 分别挑取亲本株 ＳＳ２⁃１ 和

缺失株 Δｓｔｋ 单菌落接种于 ＴＨＹ 液体培养基中，
３７ ℃振荡培养至对数生长中后期 （ＯＤ６００ ０􀆰 ６ ～
０􀆰 ８），离心收集菌体，无菌 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，调整细菌

浓度到 １􀆰 ０× １０７ ＣＦＵ ／ ｍｌ。 通过耳缘静脉注射的方

法，用 ０􀆰 ５ ｍｌ 亲本株和缺失株分别攻击 ４～５ 周龄仔

猪（每菌株注射 ６ 头仔猪）。 密切观察感染动物的

体征，每天测定 ２ 次感染动物的体温，比较各组仔

猪的发病情况及存活时间。
１．３．３．２　 竞争感染实验　 ４～５ 周龄健康仔猪 ９ 头随

机分成 ３ 组。 分别用亲本株、缺失株和等比例的亲

本株 ／缺失株混合菌通过耳缘静脉注射的方法接种

（每只猪 ５􀆰 ０×１０６ ＣＦＵ），密切观察仔猪的体征和临

床症状。 一旦亲本株感染组出现典型的临床表现，
如关节炎、高热、脑膜炎等，立即处死 ３ 个感染组的

所有动物。 各组试验动物均进行血液、心脏、肝、脾、
肺、肾、脑和关节液等标本的采集（无菌操作）。 各

脏器取约 ０􀆰 ２ ｇ，称量后，加入 ２ ｍｌ 的无菌 ＰＢＳ，超
声破碎脏器，１０ 倍连续稀释，取合适稀释倍数的均

质破碎液 １００ μｌ 涂于 ＴＨＹ 平板；用 ＰＢＳ 将血液 １０
倍连续稀释，取合适稀释倍数的稀释液 １００ μｌ 涂于

ＴＨＹ 平板，每个稀释度涂 ３ 块平板， ３７ ℃培养 ２４ ｈ
后进行菌落计数。 混合感染组的组织均质破碎液分

别涂于含有氯霉素抗性和不含氯霉素抗性 ＴＨＹ 平

板，３７ ℃孵育 ２４ ｈ，通过平板计数和抗性筛选测定

各被检组织中亲本株和缺失株的细菌数量，其中缺

失株的细菌含量等于氯霉素抗性平板上长出的菌落
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数，而亲本株的细菌含量等于 ＴＨＹ 平板上的菌落数

减去氯霉素抗性平板上的菌落数。

图 １　 亲本株 ＳＳ２⁃１和缺失株 Δｓｔｋ 在热（Ａ）、酸（Ｂ）、４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２（Ｃ）和高渗透压（Ｄ）应激环境中的生长特性

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＳＳ２⁃１ ａｎｄ Δｓｔｋ ｓｔｒａｉｎｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ （Ａ）， ａｃｉｄｉｃ ｐＨ
（Ｂ）， ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２（Ｃ）， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｏｓｍｏｌａｒｉｔｙ （Ｄ）

１．４　 ＳｓＳＴＫ 调控毒力因子的转录谱分析

１．４．１　 细菌 ＲＮＡ 的提取　 挑取 ＴＨＢ 绵羊血平板上

的 ＳＳ２⁃１ 和 Δｓｔｋ 单菌落接种至 ＴＨＹ 液体培养基，３７
℃过夜培养，以 １ ∶ １００ 的比例转接至 ５ ｍｌ 新鲜的

ＴＨＹ 液体培养基中，待培养到对数生长中后期

（ＯＤ６００ ０􀆰 ６～０􀆰 ８）时，４ ℃离心收集菌体。 细菌 ＲＮＡ
的提取按照试剂盒说明书进行操作。
１．４．２　 实时荧光定量 ＰＣＲ　 用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ 试剂盒

（ＴａＫａＲａ 公司产品）将 ＲＮＡ 样品反转录成 ｃＤＮＡ。
设计引物扩增 １５０～２５０ ｂｐ 的序列（表 １）。 利用 ＡＢＩ
７５００ 实时定量 ＰＣＲ 系统和 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ
（ＴａＫａＲａ 公司产品）将 ｃＤＮＡ 样品进行实时定量 ＰＣＲ
分析。 扩增条件为 ９５ ℃ １０ ｓ，９５ ℃ ５ ｓ、６０ ℃ ３１ ｓ，４０
个循环。 每个样品重复 ３ 次。 将 １６Ｓ ｒＲＮＡ 作为内参

在相同条件下扩增以使反应标准化。 实时定量 ＰＣＲ
扩增完成后， 根据 ２－△△Ｃｔ法计算相关倍数变化值［２６］。

２　 结　 果

２．１　 ＳｓＳＴＫ 对 ＳＳ２ 应激耐受的影响

细菌在感染宿主的过程中会接触到各种应激因

素，包括营养不良、温度升高、ｐＨ 变化、渗透压升高

及来自巨噬细胞内的氧化性杀伤物质。 因此，我们

通过体外试验比较了亲本株 ＳＳ２⁃１ 和缺失株 Δｓｔｋ 在

各种应激环境 （热、酸、Ｈ２Ｏ２和高渗透压） 中的生长

特性。 结果表明，与亲本株相比，ＳｓＳＴＫ 表达缺陷株

在高温（４０ ℃）和酸性 ｐＨ 值的环境中生存能力明

显降低（图 １）。 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２孵育 ２０ ｍｉｎ，亲本

株存活率为 ６５％，缺失株有 ９０％的细菌被杀死；在
８０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２的环境中，２０ｍｉｎ 后细菌全部死亡

（图 １）。 与亲本株 ＳＳ２⁃１ 相比，缺失株 Δｓｔｋ 在高盐

环境中的生长完全被抑制（图 １）。 说明 ＳｓＳＴＫ 表达

缺陷株在各种应激环境中的生存能力明显降低，故
ＳｓＳＴＫ 参与了细菌的应激反应。
２．２　 ＳｓＳＴＫ 对 ＳＳ２ 毒力的影响

ＳＳ２ 黏附到宿主的黏膜上皮细胞是感染过程中

的重要步骤，为研究 ＳｓＳＴＫ 对细菌黏附的影响，利用

ＨＥｐ⁃２ 上皮细胞模型检测各菌株的黏附能力。 以亲

本株 ＳＳ２⁃１ 对 ＨＥｐ⁃２ 细胞的黏附率为 １００％，缺失株

Δｓｔｋ 对 ＨＥｐ⁃２ 细胞的黏附率相比亲本株减少了

４１􀆰 ３％（图 ２），说明 ＳＴＫ 基因缺失后，ＳＳ２ 对 ＨＥｐ⁃２
细胞的黏附能力显著下降。

ＳＳ２ 穿过扁桃体和上呼吸道的粘膜屏障进入血
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图 ２　 丝氨酸 ／苏氨酸激酶（ＳＴＫ）对 ＳＳ２ 黏附 ＨＥｐ⁃２细胞的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｒｉｎｅ⁃ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ （ＳＴＫ） ｏｎ ＳＳ２ ａｄｈｅｓｉｏｎ
ｔｏ ＨＥｐ⁃２ ｃｅｌｌｓ

液循环并存活下来，是细菌致病的核心。 为了评价

ＳｓＳＴＫ 缺失前后细菌在血液中的存活能力，以感染

前（０ ｈ）的菌落数作为 １００％，孵育 ２ ｈ 后的菌落数

与之相比，计算各菌株的存活率。 结果表明，亲本株

的存活率为 ３１􀆰 ２％，缺失株为 ２１􀆰 ２％ （图 ３）。 与

ＳＳ２ 亲本株相比，缺失株在全血中的存活率显著

下降。

图 ３　 ＳＳ２ 在全血中的存活率

Ｆｉｇ．３　 Ｓｕｒｖｉｖａｌｓ ｏｆ ＳＳ２ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ｉｎ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ

２．３　 亲本株（ＳＳ２⁃１）和缺失株（Δｓｔｋ）对仔猪的致病

性比较

　 　 用相同剂量的亲本株和缺失株分别攻击 ４ ～ ５
周龄的健康仔猪，结果（图 ４） 显示 ＳＳ２⁃１ 攻击组的

６ 头仔猪于接种后 ４８ ｈ 内均发现有明显的临床症

状，体温升高、关节肿大、进食减少、精神沉郁、跛行

和神经症状等，攻毒后第 ３ ｄ 有仔猪开始死亡，５ ｄ
内 ６ 头仔猪全部死亡。 死亡仔猪解剖后可见脑膜充

血、出血、脑水肿，肺淤血、水肿，脾淤血、出血、肿大

等病变。 Δｓｔｋ 攻击组的 ６ 头仔猪全部存活，在整个

试验过程中仅有 ２ 头出现了轻微的临床症状。

图 ４　 仔猪攻毒存活曲线

Ｆｉｇ． ４ 　 Ｓｕｒｖｉｖｅｄ ｐｉｇｌｅｔｓ ａｆｔｅｒ ｃｈａｌｅｎｇｅｄ ｗｉｔｈ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ
ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ

用亲本株 ＳＳ２⁃１、缺失株 Δｓｔｋ 和等比例的亲本

株 ／缺失株混合菌通过静脉注射分别感染 ４ ～ ５ 周龄

仔猪，发现亲本株 ／缺失株混合菌攻毒组的仔猪也表

现出与亲本株攻毒组相同的临床症状，在接种后第

３ ｄ 仔猪病情发展严重。 将 ３ 组仔猪一并处死，无菌

采集各组仔猪的脏器标本进行细菌分离，通过平板

计数测定各被检组织中亲本和（或）缺失株的细菌

数量，结果见表 ２。 亲本株 ＳＳ２⁃１ 感染动物组中，各
组织脏器中均能分离到细菌，其中以扁桃体、关节液

和血液中数量最多。 而缺失株 Δｓｔｋ 感染组中，３ 只

仔猪的各脏器均未分离到细菌。 在亲本株 ／缺失株

混合感染组中，在仔猪的一些特定脏器分离到亲本

株 ＳＳ２⁃１，未分离到缺失株 Δｓｔｋ。 说明 ＳｓＳＴＫ 缺失

后，细菌在动物体内的定殖能力显著降低。
２．４　 ＳｓＳＴＫ 调控毒力因子的转录谱分析

通过体外培养的不同菌株毒力相关因子相对定

量比较发现，缺失株 Δｓｔｋ 中黏附相关蛋白 ＦＢＰＳ 和

ＧＡＰＤＨ 的转录水平分别是亲本株转录水平的 ０􀆰 ３４
和 ０􀆰 ７０ 倍，与亲本株相比降低了 ３０％ ～ ６６％；应激

相关因子 ＳｏｄＡ、ＡＤ 和 ＯｐｐｕＡＢＣ 的转录水平分别是

亲本株的 ０􀆰 ５８、０􀆰 ７９ 和 ０􀆰 ６５ 倍，与亲本株相比降低

了 ２２％ ～ ４３％； Δｓｔｋ 中其他毒力因子如 ｍｒｐ、 ｅｆ、
ｉｍｐｄｈ、ｓｌｙ、ｓｓｐＡ 和 ｓｓｎＡ 转录水平分别是亲本株转

录水平的 ０􀆰 ３３、０􀆰 ２３、０􀆰 ６２、０􀆰 ２６、０􀆰 ３９ 和 ０􀆰 ２３ 倍

（图 ５）。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果表明，ＳｓＳＴＫ 参与调控细菌

中黏附素、应激相关因子和毒力因子的转录水平，
ＳｓＳＴＫ 基因缺失后，细菌黏附能力下降，在血液中存

活能力降低，在各种应激环境中的生存能力降低。
缺失株 Δｓｔｋ 对仔猪的致病力下降，揭示了 ＳｓＳＴＫ 调
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表 ２　 亲本株和缺失株在仔猪不同脏器中定植能力的比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＳ２⁃１ （ＷＴ） ａｎｄ Δｓｔｋ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ

组织

亲本株感染组
细菌数量（ＣＦＵ ／ ｇ）

亲本株 ／ 缺失株共感染组
细菌数量（ＣＦＵ ／ ｇ）

缺失株感染组
细菌数量（ＣＦＵ ／ ｇ）

４＃ １０＃ １１＃ １３＃ １８＃ ２０＃ ５＃ １５＃ １７＃

ＷＴ ＷＴ ＷＴ ＷＴ Δｓｔｋ ＷＴ Δｓｔｋ ＷＴ Δｓｔｋ Δｓｔｋ Δｓｔｋ Δｓｔｋ

血液 ３．０×１０５ ６．０×１０４ ４．５×１０４ ４．５×１０３ － ４．０×１０３ － ２．０×１０３ － － － －

关节液 １．９×１０４ １．７×１０４ ２．５×１０３ － － － － － － － － －
肝 ２．８×１０４ ２．７×１０４ － １．４×１０４ － － － ８．０×１０３ － － － －
肾 １．０×１０５ １．７×１０４ － － － １．２×１０５ － １３．０×１０４ － － － －
脾 ９．２×１０４ ９．０×１０４ ６．０×１０４ ５．９×１０４ － １．５×１０４ － １．２×１０４ － － － －
脑 １．９×１０５ １．２×１０５ ４．６×１０５ １．４×１０４ － ７．３×１０３ － ２．２×１０４ － － － －
肺 ３．３×１０４ ３．２×１０４ ４．９×１０４ １．２×１０４ － １．９×１０４ － １．５×１０４ － － － －

注： ４＃、１０＃、１１＃……：仔猪的编号。 ＷＴ：亲本株；Δｓｔｋ：缺失株。 －表示未分离到细菌。

ａ：ｅｆ；ｂ：ｆｂｐｓ；ｃ：ｇａｐｄｈ；ｄ：ｓｌｙ；ｅ：ｍｒｐ；ｆ：ｉｍｐｄｈ；ｇ：ｓｓｎＡ；ｈ：ｓｓｐＡ；ｉ：ｓｏｄＡ；
ｊ：ＡＤ；ｋ：ｏｐｐｕＡＢＣ。
图 ５　 亲本株（ＷＴ）和缺失株（Δｓｔｋ）中毒力基因的表达差异

Ｆｉｇ．５ 　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＳ２⁃１
（ＷＴ） ａｎｄ Δｓｔｋ ｓｔｒａｉｎｓ

控细菌毒力的分子机制。

３　 讨 论

可逆的蛋白质磷酸化过程是细胞内信号转导的

一个关键调节机制。 在真核生物中，蛋白质磷酸化

级联网络系统参与多种信号传递过程，该网络需要

大量的丝氨酸 ／苏氨酸和酪氨酸激酶及其相对应的

磷酸酶的协同作用。 自从在 Ｍ． ｘａｎｔｈｕｓ 中发现第 １
对真核生物型丝氨酸 ／苏氨酸激酶 ／磷酸酶（ＥＳＴＫｓ ／
ＥＳＴＰｓ）起，它们在原核细胞信号转导中的重要性就

引起了极大关注［１１］。 随着基因组测序技术的发展，
陆续在一些细菌中发现了 ＥＳＴＫｓ ／ ＥＳＴＰｓ 的存在，并
且对一些重要致病菌的 ＥＳＴＫ ／ ＥＳＴＰ 的功能进行了

鉴定，包括无乳链球菌、肺炎链球菌和化脓链球菌

等。 在本研究中，通过一系列体内和体外试验，评价

了丝氨酸 ／苏氨酸激酶对猪链球菌 ２ 型强毒株 ＳＳ２⁃１
在各种应激环境中的生存特性及其对仔猪的致病

力，探讨了丝氨酸 ／苏氨酸激酶在猪链球菌感染过程

中的作用。
有报道指出猪链球菌病的发生始于该菌在鼻咽

组织的定殖，与呼吸道上皮细胞的相互作用对该菌

感染初期十分重要，伴随而来的就是细菌在呼吸道

的扩散以及入侵血液［２７］。 ＨＥｐ⁃２ 是公认的上皮细

胞模式细胞，因此本研究利用 ＨＥｐ⁃２ 细胞来评价

ＳｓＳＴＫ 对细菌黏附宿主的影响，试验结果表明缺失

株 Δｓｔｋ 对 ＨＥｐ⁃２ 的黏附能力与亲本株相比显著下

降。 在 Ａ 群链球菌（ＧＡＳ）中，敲除了 ＳＰ⁃ＳＴＫ 激酶

结构域或胞外结构域或完整基因的菌株均表现出对

人咽头细胞黏附能力的降低。 ＥＳＴＫｓ ／ ＥＳＴＰｓ 常参与

蛋白质磷酸化级联反应网络协调各种信号的反应，
因此推测 ＳＳ２ 的 ＥＳＴＫ 可能参与调控细菌黏附相关

蛋白质的基因表达，从而引起黏附力下降。 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 结果表明 ＳｓＳＴＫ 下调了细菌黏附相关蛋白

ＧＡＰＤＨ 和 ＦＢＰＳ 的表达水平。 也有研究结果表明，
黏附素可通过介导细菌与宿主的黏附来影响其致病

性［２８⁃２９］。 这些结果均表明 ＳｓＳＴＫ 介导细菌的黏附和

毒力是通过控制 ＧＡＰＤＨ 和 ＦＢＰＳ 的表达来实现的。
猪链球菌在通过呼吸道传播之后必须在血液中

存活下来才能诱发疾病。 比较缺失株与亲本株在猪

全血中的存活能力，发现缺失株的存活力显著降低，
亲本株对血液中吞噬细胞的抵抗能力较强。 相似的

结果在 ＳＳ２ Ｐ１ ／ ７ 的枯草杆菌蛋白酶突变株中也有

报道［２５］；无乳链球菌中 Ｓｔｋ１ 的表达对细菌在全血中
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的存活能力也是十分重要的。 有研究结果表明，
ＥＳＴＫ 影响细菌在宿主体内定殖和持续存在的时

间，如粪肠球菌的 ＰｒｋＣ 和肺炎链球菌的 ＳｔｋＰ。 体

内定殖试验结果也证实了缺失株 Δｓｔｋ 在特定脏器

肝、脾、脑、肾及血中的分布数量均显著低于亲本株，
说明 ＳｓＳＴＫ 基因缺失后，细菌在体内存活较少，感染

宿主后对器官的损伤能力也明显降低。
在致病过程中，猪链球菌必须侵入深层组织和

血液循环系统，所以细菌需要适应一系列不良的环

境条件，包括高温、ｐＨ 值变化、渗透压变化和氧化应

激环境。 研究结果表明，细菌的 ＥＳＴＫ 通常为膜相

关蛋白，包括胞内的 Ｎ 端激酶结构域（Ｈａｎｋｓ’ Ｉ –

ＸＩ 结构域）、中间的跨膜区和胞外的 Ｃ 端感应结构

域（ＰＡＳＴＡ 结构域）， ＰＡＳＴＡ 结构域能够将环境中

的信号迅速传递到胞内。 由于 ＳｓＳＴＫ 的胞外区含有

４ 个重复的 ＰＡＳＴＡ 结构域，因此，我们比较了 ＳｓＳＴＫ
基因缺失株在不同应激环境中的生长特性。 结果表

明，缺失株 Δｓｔｋ 在各种应激环境中，包括热、酸、
Ｈ２Ｏ２和高渗透压等，生长明显被抑制。 在猪链球菌

触发因子 Ｔｉｇ 的缺失株中也观察到了相似的结

果［２５］。 缺失株 Δｓｔｋ 在各种应激环境中的存活能力

显著降低可能是因为应激反应相关基因（ ｓｏｄＡ， ａｄ
和 ｏｐｐｕＡＢＣ）的表达量下调所致。 ｓｏｄＡ 和 ＡＤ 已经

被证实与 ＳＳ２ 的氧化应激和酸性应激密切相

关［２６⁃２７］。 ＧＡＳ、ｏｐｐｕＡＢＣ 可编码一种甘氨酸甜菜碱 ／
脯氨酸转运蛋白，其在高盐浓度环境中，可保护细菌

免受渗透压的收缩破坏［１８，３３］。 因此，我们推测缺失

株 Δｓｔｋ 对各种环境应激的耐受力较低，导致其在宿

主体内的存活机率显著降低，这可能是细菌毒力显

著降低的一个重要原因。
动物体内试验结果表明，ＳＴＫ 表达缺陷株的毒

力显著降低，如无乳链球菌的丝氨酸 ／苏氨酸激酶和

磷酸酶 （ Ｓｔｋ１ ／ Ｓｔｐ１） 双缺失后，细菌毒力显著降

低［１０］。 化脓链球菌 Ｓｔｋ１ 缺失株对大鼠的致病能力

显著降低［１８］。 本试验中，仔猪感染试验结果表明，
缺失株不能导致仔猪发病和死亡，失去了致病力。
竞争试验结果也表明，缺失株在仔猪体内的定殖能

力极大减弱，甚至丧失。 以上试验结果说明，ＳｓＳＴＫ
基因缺失可引起细菌毒力降低。 导致缺失株毒力明

显降低的可能原因与毒力因子 ｍｒｐ、ｅｆ、ｆｂｐｓ、ｇａｐｄｈ、
ｉｍｐｄｈ、ｓｌｙ、ｓｓｐＡ、ｓｓｎＡ、ｓｏｄＡ、ａｄ 和 ｏｐｐｕＡＢＣ 的表达下

调有关。

总之，本研究揭示了 ＳＳ２ 中 ＳｓＳＴＫ 对细菌毒力

和应激的影响，明确了 ＳｓＳＴＫ 在细菌致病过程中的

作用。 ＳｓＳＴＫ 可能通过调控其他一些重要因子来影

响细菌致病过程中的各个步骤，包括黏附、定殖和在

宿主体内存活等。 至于 ＳｓＳＴＫ 通过调节何种基因的

表达，并通过何种途径影响相关基因的表达，进而影

响细菌毒力的分子机制仍需在将来的研究中进一步

阐明。
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