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[摘要 ] � 通过生物信息学分析 2型猪链球菌 ( S trep tococcus su is sero type 2, S. suis 2)中国强毒株 05ZYH 33的基

因组, 预测并发现猪链球菌血清浑浊因子 ( Opacity factor of S. su is, OFS)的编码基因 of s.为了构建 ofs N-末端片

段 of s37- 683的基因敲除株,首先构建中间为壮观霉素抗性基因,两侧为 ofs37- 683上、下游同源序列的基因敲除质

粒, 并对该质粒进行 PCR和酶切鉴定. 根据同源重组的原理, 通过电转化方法筛选得到 ofs37- 683基因敲除株.

PCR、测序和 RT- PCR分析结果均显示 ofs37- 683已完全被壮观霉素抗性基因替代, 证实 of s37- 683基因敲除株构建

成功. 该敲除株的获得为进一步研究 ofs在猪链球菌 2型致病机制中的作用奠定基础.
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Abstrac t: The gene o f Opac ity factor o fS. suis ( ofs) w as pred icted in the genom e o fS trep tococcus suis sero type 2 (S. su�

is 2) Chinese h ighly v iru lent stra in 05ZYH 33 and its prote in structure was charac terized w ith B io informa tics too ls. T o

de lete theN�term ina l fragment of ofs in 05ZYH 33, recom b inant gene knock�ou t p lasm id w ith aSp cr casse tte flanked w ith

hom o logy arm s was constructed. The p lasm id w as confirm ed by PCR and restriction enzym e d igestion. Accord ing to the

pr inciple of hom ologous recom b ina tion, the isogenic of s37- 683 de fic ient mutant was screened through e lectroporation trans�

form ation. PCR am plication, sequenc ing o f its produc t and RT - PCR analysis con firm ed that the target g ene w as re�

p laced bySp cr cassette. Th is m utated 05ZYH 33 provided a potent too l fo r assessing the role of ofs in theS. suis 2 infec�

tion.
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� � 2型猪链球菌 ( Strep tococcus suis serotype 2, S. suis 2)是一种重要的人兽共患病病原体. S. suis 2不仅

可感染猪导致关节炎、脑膜炎、败血症等甚至急性死亡, 还可通过伤口等传播途径感染人使人患脑膜炎、败

血病等疾病,对养猪业及相关从业人员均造成严重威胁
[ 1, 2]

. 1998年和 2005年我国江苏省和四川省分别

暴发了大规模 S. suis 2感染猪和人的公共卫生事件
[ 3]
, 引起了国内外研究者的高度重视

[ 4]
. 为了更好地

对 S. su is 2的致病性进行研究,本课题组前期工作已完成了对 1998年江苏流行的强毒株 98HAH 12、2005

年四川流行的强毒株 05ZYH 33的全基因组测序,对基因组进行了注释
[ 5 ]
并开展了新的毒力相关因子的研

究工作
[ 6, 7]

. 2006年 Baums等
[ 8]
报道了 S. suis 2的一种新的毒力因子 � � � 猪链球菌血清浑浊因子 ( Opacity
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facto r o fS. suis, of s) .为了研究中国强毒株 05ZYH33中是否也存在 of s编码基因,我们通过生物信息学分

析 05ZYH33全基因组序列,发现在基因组中存在 of s编码基因.本研究以 05ZYH33为对象, 通过同源重组

方法获得了 of s的 N-末端功能区域 of s
37- 683
的基因敲除株 (命名为 �of s

37 - 683
) ,为进一步研究 of s在 S. suis

2致病机制中的作用奠定了基础.

1� 材料和方法

1�1� 菌株、质粒及引物
� � 本实验所用的菌株、质粒及引物见表 1, 引物由上海赛百盛基因技术有限公司合成.

表 1� 实验所用的菌株、质粒及引物

Table 1� Bacteria l s trains, pla sm ids and prim ers used in this s tudy

菌株、质粒及引物 表型及相关特征 来源

菌株

05ZYH 33 血清型 2型, 强毒株, of s+ 本室保存

�of s37- 683 血清型 2型, Spcr, of s37- 683- 本研究构建

m utant1 血清型 2型, Spcr, Amp r, of s37- 683+ 本研究构建

E. coli DH 5� d eoR, recA, endA, h sdR, supE, th i, gyrA, relA 本室保存

质粒

pMD- 18T T载体, lacZ, Amp r TaK aRa

pUC18 E. col i克隆载体, lacZ, Amp r 本室保存

pSET2 E. coli�S. su is穿梭质粒, Sp cr Takam atsu et a.l ( 2001 )

pUC 18- LSR of s37- 683基因敲除质粒, Am pr, S pcr 本研究构建

引物

L1 GAATTCAGCCTAGTATAGATTGACA (下划线为引入的 E coR I酶切位点 )

L2 GGATCCAAAGAGACTGGAAAACC (下划线为引入的 BamH �酶切位点 )

R1 CTGCAGAAGGCAGAAAATAGAAG (下划线为引入的 P st �酶切位点 )

R2 AAGCTTTATCTGTGCATGATAGTGG (下划线为引入的 H ind �酶切位点 )

Spc1 GGATCCGTTCGTGAATACATGTTATA (下划线为引入的 BamH �酶切位点 )

Spc2 CTGCAGGTTTTCTAAAATCTGAT (下划线为引入的 P st �酶切位点 )

IN1 TTCAAGCGAATCTACTAAGCTC

IN2 GACACGGTTGAGAAGCTTTTCAC

OUT1 CTAGTCATGACCACCCGTGAAAAC

OUT2 GTAGAGCAAAATGCAGAGCCATC

For CCTGAGGCATTAACGAATGAAA

Rev TCATTTAGGTAACTCTGGTTG

1�2� 主要试剂和仪器
Ex TaqDNA聚合酶、DNA限制性内切酶、T4 DNA连接酶、质粒 DNA抽提试剂盒、RT�PCR试剂盒均

为 TaKaRa公司产品;胶回收试剂盒、RNA提取试剂盒均为 Promega公司产品; Todd�Hew itt B roth( THB )培

养基购于 D ifco公司; Gene PulserX ce ll
TM
型电穿孔仪为 B IO - RAD公司产品; U ltrospec2000型紫外分光光

度计为 Pharmacia公司产品.

1�3� of s基因的生物信息学分析

用 BLAST和 C lusta lW程序筛选 05ZYH33全基因组序列中可能存在的 of s编码基因.将 of s序列与化

脓性链球菌血清浑浊因子 ( Serum opac ity factor, SOF)和停乳链球菌纤连蛋白结合蛋白 A ( Fibronecin b ind�
ing pro te in A, FnBA)的序列进行比对, 并用 S igna lP 3�0 Server、EMBOSSw in等软件分析其结构特点.

1�4� 基因敲除质粒的构建
以 05ZYH33基因组 DNA为模板, 分别用引物 L1 /L2、R1 /

R2进行 PCR, 扩增 of s
37 - 683

的上、下游片段 L 和 R; 同时以

pSET2质粒为模板,用引物 Spc1 /Spc2进行 PCR, 扩增壮观霉素

抗性基因 (Spc
r
cassette). 将这 3个片段分别装入 T载体后, 根

据引入的相应酶切位点, 通过酶切和连接反应, 将它们依次连

接到 pUC18载体的 E coR �、BamH �、P st �和H ind � 4个多

克隆位点上,形成一个 Sp c
r
基因两侧具有与 of s

37- 683
上下游同源

序列的基因敲除质粒 pUC18- LSR. 如图 1所示.
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1�5� 基因敲除株的筛选
参照 Sm ith等

[ 9 ]
的方法制备 05ZYH33感受态细菌. 在 21�5 kV /cm、200 � 和 25 �F电转参数下, 取基

因敲除质粒 pUC18- LSR 5 �L电转化感受态细菌,电转结束后将菌液涂布于 THB平板 (含 100�g /mL壮

观霉素 ) , 37� 培养 48 h后,挑取所有的单菌落进行增菌培养并取菌液 2�L作模板,用引物 IN1 /IN 2(位于

of s
37- 683
内部,产物大小 966 bp)进行 PCR初步筛选.如果 of s

37- 683
被敲除, PCR扩增应呈阴性结果, 否则说

明 of s
37- 683
未被敲掉.

1�6� 基因敲除株的鉴定
1�6�1� PCR和测序鉴定

根据王花茹等
[ 10]
的方法分别以 05ZYH33和敲除株

的基因组为模板进行多重 PCR扩增,鉴定 2型猪链球菌

菌株. 分别于 of s
37- 683
上、下游片段 L和 R的两侧再设计

一对引物 OUT1 /OUT2, 引物的位置如图 2所示. 分别用

引物 IN1 /IN 2、Spc1 /Spc2、OUT1 /Spc2、Spc1 /OUT2对野

生株和敲除株进行 PCR扩增. 用引物 OUT1 /OUT2对敲

除株进行 PCR扩增, 并将 OUT1 /OUT2的扩增产物送金

思特公司测序.

1�6�2� RT- PCR鉴定

为了进一步验证敲除株的正确性, 提取野生株和敲除株的总 RNA, 进行 RT - PCR鉴定. 根据试剂盒

的操作说明分别提取 05ZYH 33和 �of s
37- 683
的总 RNA并进行反转录.在 of s

37- 683
的上、下游设计引物 For /

Rev,以 For /Rev分别对所提取的总 RNA及经 RNA反转录得到的 cDNA进行 PCR扩增.

2� 结果

2�1� of s基因的生物信息学分析

� � 用 BLAST和 C lusta lW程序筛选 05ZYH 33全基因组序列, 发现 05SSU1663为 of s的同源序列. of s的结

构具有以下特点: N -末端有信号肽序列并且有一段与 SOF同源的区域; C-末端有重复序列和 LPXTG锚

定位点 (图 3A) .利用 S igna lP 3�0对 of s的信号肽序列进行预测, 提示切割位点在 N -末端的 33和 34两
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个氨基酸之间. of s
37- 683
与 SOF和 FnBA的 N-末端区域有较高的同源性. 用 C lustalW对它们的序列进行

比对, 比对结果提示, of s( 97- 683)与 SOF( 181- 802)的同源性达 34% ;与 FnBA ( 174- 789)的同源性达

40%. of s、SOF和 FnBA N -末端部分序列的比对结果见图 3B,阴影部分为同源性较高的区域.

2�2� of s
37- 683
基因敲除质粒的构建

以 05ZYH33基因组 DNA为模板, 用引物 L1 /L2、R1 /R2成功扩增出 of s
37- 683

的上游片段 L( 1006 bp)

和下游片段 R( 994 bp), 同时用引物 Spc1 /Spc2从 pSET2质粒中扩增出 Sp c
r

基因 ( 1 130 bp) .对构建好的

重组质粒进行 PCR及双酶切验证,结果见图 4.对重组质粒进行测序,结果均显示 3个片段连接次序正确,

重组质粒构建成功.

� � ( A) G el electrophoresis ofPCR product. 1: 1 kb DNA ladder m arker, 2: PCR p roductsw ith L1 /L2, 3: PCR p roductsw ith Spc1 /Sp c2, 4:

PCR produ cts w ith R1 /R2, 5: PCR produ cts w ith L1 /Spc2, 6: PCR products w ith Sp c1 /R2, 7: PCR productsw ith L1 /R2.

( B ) Restrict ion analys is of p lasm id. pUC18- LSR. 1: 1 kb DNA ladder marker, 2: pUC18�LSR digested by E coR� and B amH� , 3:

pUC 18�LSR d igested by BamH� andP st� , 4: pUC18- LSR d igested by P st� andH ind� , 5: pUC18- LSR d igested byE coR� andP st� ,

6: pUC18�LSR d igested byB amH� andH ind� , 7: pUC18�LSR d igested by E coR� andH ind� .

2�3� of s
37- 683
基因敲除株的筛选

将构建好的基因敲除质粒电转化 S. suis

05ZYH 33感受态细菌,涂壮观霉素抗性 THB平板,

挑取单菌落进行 PCR筛选. 多次电转化并挑取所

有的单菌落进行 PCR筛选. 菌液 PCR共筛选 253

个单菌落,其中 252为单向插入突变菌株, 在一组

菌液 PCR中,发现一株扩增结果为阴性 (图 5泳道

3) ,挑出该泳道对应的菌株,重命名为 �of s
37- 683

,作

进一步验证.

2�4� 基因敲除株 �of s37- 683
的鉴定

2�4�1� PCR和测序鉴定

� � 分别以 05ZYH33和 �of s
37- 683
基因组为模板进

行多重 PCR扩增, 均可以同时扩增出 2型猪链球

菌的 CPS、MRP、Sly、EF 4种毒力相关因子的基因片段. 基因片段大小依次为 557 bp、626 bp、744 bp、970

bp.结果表明两者均为 2型猪链球菌.在敲除株中, 分别用引物 OUT1 /Spc2、Spc1 /OUT2和 Spc1 /Spc2进行

PCR, 能够扩增出预计的 2 332 bp、2 250 bp的目的片段和 Sp c
r
基因; 而在 05ZYH33中, 用以上引物进行

PCR都得到阴性结果. 以 05ZYH33基因组为模板,用引物 IN 1 /IN2能扩增出 966bp的目的片段,而在敲除

株中用引物 IN1 /IN2进行 PCR, 结果为阴性. 结果各 PCR产物的大小与理论值相符 (图 6). 敲除株中

OUT1 /OUT2的 PCR产物送公司测序,结果经序列比对发现原本应是 of s
37 - 683

基因所在的位置被 Sp c
r

序列

代替, 提示目的基因已被 Sp c
r
基因置换, 说明已发生了等位基因置换.

2�4�2� 敲除株 �of s37- 683
的 RT - PCR鉴定

以 of s
37- 683
的上下游引物 For /Rev分别对 05ZYH33和敲除株的总 RNA进行扩增,扩增结果均为阴性,

说明 RNA没有被 DNA污染. 以反转录得到的 cDNA为模板进行 PCR扩增,在野生株 05ZYH33中,结果为
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阳性, 说明 of s
37 - 683
基因正常转录;而在 �of s

37- 683
中为阴性, of s

37- 683
基因不能正常转录. 从转录水平上证明

了 of s
37- 683
确实已经不存在. (图 7).

3� 讨论

早期研究表明,与 S. suis 2致病性相关的毒力因子主要有荚膜多糖 ( C apsular po lysaccharide, CPS)、溶

菌酶释放蛋白 (M uram idase�released prote in, MRP)、胞外因子 ( Extracellular factor, EF) 、溶血素 ( Su ilysin,

SLY )等
[ 11, 12 ]

.目前,荚膜多糖为唯一明确的毒力因子
[ 13, 14 ]

.猪链球菌致病的具体机制仍不清楚,一些潜在

的毒力因子还在不断的被发现中.

Baums等
[ 8]
研究证实, of s是一种新的与 S. suis 2的致病性相关的毒力因子. 序列分析显示, of s与 SOF

和 FnBA具有相似的结构. 都具有 N�末端的信号肽序列、重复序列元件和 C�末端的 LPXTG锚定位点,且

它们的 N -末端区域有较高的同源性. T immer等
[ 15]
研究表明, SOF的 N�末端功能区域不仅能够使哺乳动

物血清变浑浊,还能够提高细菌对细胞的侵染,在化脓性链球菌的致病机理中具有重要作用.本研究结果

表明, of s N�末端功能区域 of s
37- 683
与 SOF和 FnBA的 N�末端功能区域有较高的同源性. of s

37- 683
在猪链球菌

感染中是否也发挥类似的作用有待进一步研究. Baums等
[ 8]
通过同源重组的方法构建了 of s全长的敲除

株,与 S. suis 2野生株相比, of s全长敲除株丧失了使哺乳动物血清变浑浊的功能且毒力明显减弱. Baum s

等
[ 7]
还制备了 of s N�末端功能区域的重组蛋白,实验表明该蛋白能够使哺乳动物的血清变浑浊.该蛋白使

哺乳动物血清变浑浊的特性是否与其致病性直接相关, 还有待研究.

本研究利用同源重组基因敲除方法成功构建了中国强毒株 05ZYH33毒力因子 of s N - 末端片段

of s
37- 683
的基因敲除株.为进一步研究 of s N�末端功能区域在 S. suis 2致病机制中的作用奠定了基础. 下一

步我们将通过血清浑浊实验,小鼠致病性试验等进一步研究 of s
37 - 683
的功能.
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