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摘  要：【背景】硫氧还蛋白还原酶(thioredoxin reductase, TRR)是硫氧还蛋白系统关键组成部分，对

病原菌应对体内外氧化应激、调节细菌稳态和介导致病过程具有重要作用。【目的】探究硫氧还蛋

白还原酶 TRR 在人畜共患猪链球菌 2 型感染过程中参与的生物学效应。【方法】同源重组法构建

猪链球菌 2 型硫氧还蛋白还原酶 trr 基因缺失株(Δtrr)及回补株(cΔtrr)，通过细菌染色、点板计

数、体外细胞和动物感染模型等试验比较分析 trr 基因对细菌形态、抗应激反应及致病过程的影响。

【结果】缺失 trr 对猪链球菌 2 型形态与生长特性的影响不大，但可增强细菌抗热应激、氧化应激

和酸应激能力，缺失株对上皮细胞黏附力下降，侵袭进入脑血管内皮细胞作用显著降低，易于被

吞噬细胞吞噬清除，对小鼠模型致病效应显著减弱。【结论】猪链球菌 2 型 TRR 因子参与细菌应

激反应，介导细菌黏附、侵袭等致病过程，是猪链球菌 2 型新的潜在毒力因子。 
关键词：猪链球菌 2 型；硫氧还蛋白还原酶；应激反应；致病作用 
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JIANG Xiaowu* 
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Abstract: [Background] The thioredoxin reductase (TRR), one of the key components in the 
thioredoxin system, plays a key role in the oxidative stress response, homeostasis, and infection of 
pathogens. [Objective] To examine the role of TRR in the infection of Streptococcus suis type 2 
(SS2), a zoonotic pathogen. [Methods] The trr-deleted mutant (Δtrr) and complementation strain 
(cΔtrr) of SS2 were constructed by homologous recombination on the basis of the wild-type (WT) 
strain HA9801. The Gram staining, plate counting, and cell and mouse infection assays were 
employed to examine the morphological characteristics, stress resistance, and infection process of 
the strains. [Results] The deletion of trr showed no effect on the morphological or growth 
characteristics of SS2, while it enhanced the tolerance to heat, oxidative, and acid stress conditions 
compared with WT. Δtrr presented reduced adhesion on murine epithelial cells and invasion 
capacity in cerebrovascular endothelial cells. It was easily to be phagocytosed and presented lower 
pathogenicity in RAW264.7 cells and mice. [Conclusion] TRR is involved in the stress responses, 
adhesion, and invasion and serves as a novel virulence factor for SS2. 
Keywords: Streptococcus suis type 2; thioredoxin reductase; stress response; pathogenicity 
 

猪链球菌(Streptococcus suis)是一种兼性厌

氧革兰阳性菌，根据表面荚膜多糖抗原多态性，

至少分为 35 个血清型，即 1−34 和 1/2 型，但

研究表明 S. suis 20、22、26、32 和 34 不应该

归为猪链球菌[1-2]。猪链球菌 2 型(S. suis type 2, 
SS2)是 S. suis 中分布最广、较易分离的一种常

见的致病性血清型，属于人兽共患病原菌，可感

染人，导致淋巴结肿大、脑膜脑炎、关节肿大和

败血症等病症[3-5]。我国曾于 1998 年和 2005 年

分别在江苏省和四川省暴发了两起人感染猪链

球菌 2 型公共卫生事件，累计导致 229 人感染、

52 人死亡，引发国内外相关学者的广泛关注[3,5]。 
宿主遭受病原菌侵染时会激活吞噬细胞释

放大量的自由基，如活性氧 (reactive oxygen 
species, ROS)与活性氮(reactive nitrogen species, 

RNS)来抵抗病原菌，导致菌体氧化还原水平失

衡，脂质、蛋白质等生物大分子变性，最终病原

菌被氧化损伤[6-8]。然而，病原菌自身存在多种抗

氧化系统来抑制宿主细胞氧化损伤效应[9]。其中

硫氧还蛋白系统(thioredoxin system)是病原菌

抵御宿主氧化损伤的重要环节之一；该系统由

硫氧还蛋白(thioredoxin, Trx)、硫氧还蛋白还原

酶(thioredoxin reductase, TRR)、硫氧还蛋白过

氧化物酶(thioredoxin peroxidase, TrxP)和烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸磷酸 (nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate, NADPH)组成，是抵御氧

化应激的关键系统；Trx系统以Trx作为氢供体，

可通过修饰、调控细菌有关毒力因子的表达与

分泌影响细菌在应激环境、巨噬细胞以及小鼠

体内的繁殖与存活，介导细菌的感染与致病过
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程[7,9]。TRR 是目前已知唯一能够还原 Trx 的酶，

可催化 Cys-Xaa-Xaa-Cys 基序，通过二硫醇/二硫

键平衡还原来调节 Trx 还原态[9-12]。在不同细菌

具有特定的硫醇依赖的抗氧化系统。特别是大

多数革兰氏阴性细菌缺乏 TRR，主要是通过谷

胱甘肽 -谷氧还蛋白 (glutathione-glutaredoxin, 
GSH-Grx)系统清除 ROS 与 RNS 以维持氧化还

原稳态[13]，而大多数革兰氏阳性细菌主要的抗

氧化胁迫系统是 Trx 系统，这使得 Trx 系统对

于大多数革兰氏阳性细菌在氧化应激下的生存

至关重要[14]。近年来，Trx 系统已成为病原菌

感染与致病过程研究的热点。 
本实验室前期对猪链球菌 2 型 trr 基因进行

了生物信息学分析，通过原核表达、纯化 SsTRR
蛋白制备了 anti-SsTRR 多克隆抗体，并检测到

SsTRR 蛋白在 SS2 胞浆中[15]。本研究旨在采用

同源重组方法获得 trr 基因缺失株(Δtrr)，并通

过细胞与小鼠感染模型探究 TRR 在 SS2 致病过

程中的作用，探明该因子介导的生物学效应。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

猪链球菌 2 型强毒株 HA9801、pET-30a 表

达载体、pSET4s 温敏自杀性质粒、pSET2 穿梭

质粒、SsTRR 蛋白及 anti-SsTRR 多克隆抗体，

本实验室制备保存；高保真酶、DNA Ligation 
Kit、细菌基因组提取试剂盒、细菌质粒提取试

剂盒、大肠杆菌 DH5α 和 Rosetta 感受态细胞，

北京全式金生物技术股份有限公司；脑心浸出

液(brain heart infusion, BHI)培养基干粉，Oxoid
公司；庆大霉素干粉、壮观霉素干粉、LB 培养

基和 ECL 化学发光试剂盒，Solarbio 公司；胎牛

血清和 DMEM，Gibco 公司；HRP 标记的羊抗兔

IgG 二抗，武汉三鹰生物技术有限公司。PCR 仪，

Eppendorf 公司；电转仪，Bio-Rad 公司；凝胶

成像仪，上海培清科技有限公司；生化培养箱，

天津市泰斯特仪器有限公司；细胞培养箱，

Thermo Fisher Scientific 公司。 
人喉上皮细胞 HEp-2、小鼠脑微血管内皮细

胞 bEND3.0、小鼠巨噬细胞 RAW264.7 均为实验

室保存；四周龄雌性 BALB/c 小鼠购自湖南斯莱

克景达实验动物有限公司，动物实验经过宜春学

院医学伦理委员会审批(审批号为 2022018)。 

1.2  猪链球菌 2 型 trr 基因缺失与回补株构建 
参考 Liu 等[16]报道的同源重组法，以菌株

HA9801 (WT)基因组为模板，使用上、下游同

源臂引物(表 1)，按照 PCR 扩增试剂盒与产物

回收试剂盒说明书高保真扩增、纯化 trr 基因

上、下游同源臂，再进行同源臂融合扩增回收。

用 EcoR I 和 BamH I 双酶切温敏质粒 pSET4s
与同源臂，连接后转化大肠杆菌 DH5α 感受态

细胞。用 LB 平板 37 ℃培养过夜，挑取克隆，

PCR 检测阳性后送测序。测序确认无误后将重

组质粒 pSET4s::trr 电转 SS2-HA9801 感受态细

胞，在含 100 μg/mL 壮观霉素的 BHI 培养基中，

28 ℃、150 r/min 培养 4−5 h。涂布平板，次日

进行 PCR 鉴定。阳性克隆 28 ℃传 5−10 代，进

行双交换鉴定。双交换菌液 37 ℃传代、凋亡质

粒，PCR 鉴定 trr 基因缺失情况，获得 Δtrr 缺

失株。 
互补质粒构建的方法是将已报道的启动子

片段与 trr 基因片段融合[16]，并与 pSET2 连接，

将 pSET2::trr 载体电转化至 Δtrr 感受态中，

37 ℃、150 r/min 的 BHI 培养基中培养 3 h，涂

布 100 μg/mL 壮观霉素(spectinomycin, Spc)抗
性 BHI 平板过夜，挑取单克隆菌落进行 PCR 鉴

定，获得 cΔtrr 回补株。 

1.3  生长特性检测  
参考文献[16]报道方法，分别挑取亲本株

HA9801、缺失株 Δtrr 及回补株 cΔtrr 单菌落至 
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表 1  本研究中使用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer name Primer sequence (5'→3') Function 
trr-5' flank-F CCGGAATTCCTTGAACCATAAGCATGATGCGA Upstream fragment amplification of trr 
trr-5' flank-R AGTATGGGAATACAATGTTTCATATTTACG 
trr-3' flank-F TTCCCATACTTTTTCCTTCTACGCTTTAA Downstream fragment amplification of trr 
trr-3' flank-R CGCGGATCCTGATGAACCAGGTGAAGAAC 
trr-in-F CATAAATGCCTGATTGGGT Internal fragment of trr identification 
trr-in-R ACCGTTTGTTAGGTATTCCAG 
trr-ou-F TTTTGAACGACGGATAGTGT Outside the homologous region identification 
trr-ou-R ACGTGCAGATGAATTGCA 
ctrr-F CCGGAATTCCAAGACCAAGCGAGTTGA Complemental gene amplification 
ctrr-R ACGCGTCGACCTATTCAGCTAGTTCTGTGATG 
Spc-F TACGGAAATTATGACTTAGAGG Spectinomycin gene identification 
Spc-R GGAGAAGATTCAGCCACT 
 
BHI 培养基中，37 °C、150 r/min 振荡过夜。然

后菌液 4 000 r/min 离心 10 min，去上清，使用

PBS (10 mmol/L)洗涤，并将菌液 OD600 值均调

至 0.4，再以 1%接种量转接至 BHI 培养基中，

在 37 ℃、180 r/min 的条件下培养，每隔 1 h 取

3 个 200 μL 菌液至 96 孔微孔板中测定 OD600

值，共测定 24 h 并记录数据。 
WT、Δtrr 和 cΔtrr 菌液涂布 BHI 平板过夜，

挑取单菌落进行革兰氏染色，然后在油镜下观

察细菌形态。 

1.4  应激试验 
参考文献[17]报道的方法，分别挑取 WT、

Δtrr 和 cΔtrr 单菌落至 BHI 培养基中，37 °C、

150 r/min振荡过夜。用 PBS调整 OD600值至 0.6，
取 100 μL 各菌株分别进行 42 ℃热应激、37 ℃ 
pH 5.5 醋酸应激和 20 mmol/L H2O2 氧化应激培

养 1 h，以未进行任何应激处理的菌株作为阴性

对照组，在 37 ℃条件下同时培养 1 h。在不同

的应激条件下，用 10 倍倍比稀释法进行细菌计

数，测定应激前后细菌的存活率。 

1.5  细胞感染试验 
参考 Jiang 等[17]报道的方法，以人喉癌上

皮细胞 HEp-2 进行黏附试验。HEp-2 细胞以

2×105个/孔的密度，用含 10% 胎牛血清的 DMEM
接种到 24 孔板中，37 ℃、5% CO2培养 12 h。分

别挑取 WT、Δtrr 和 cΔtrr 单菌落至 BHI 培养基中，

37 °C、150 r/min 培养过夜。次日菌液 4 000 r/min
离心 10 min，PBS 洗涤 3 次，调节菌液 OD600

至 0.4。分别取 100 μL各菌液至HEp-2中，37 ℃、

5% CO2 孵育 1 h。PBS 洗涤 4 次，加入无菌水

裂解细胞，10 倍倍比稀释法进行细菌计数。 
侵袭试验采用小鼠脑微血管内皮细胞

bEND3.0模型进行。其试验步骤与黏附试验相同，

但在裂解细胞前需加入含庆大霉素(300 μg/mL)
的 DMEM 杀死胞外表面黏附菌，PBS 洗涤 3 次，

再加入无菌水裂解细胞，振荡混匀，点板计数

侵袭进入胞内的细菌数。 
细胞吞噬试验使用小鼠巨噬细胞 RAW264.7

进行。将 WT、Δtrr 和 cΔtrr 按照 50:1 加入 24 孔

板的单层 RAW 264.7 中，37 ℃、5% CO2 孵育 1 h。
加入含庆大霉素(300 μg/mL)的 DMEM 杀死细

胞表面的细菌，用 PBS 洗涤残留庆大霉素，加

入无菌水裂解细胞，点板计数吞噬进入胞内的

细菌数。 
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1.6  小鼠全血存活试验  
取 37 ℃培养 12 h 的 WT、Δtrr 和 cΔtrr 菌

液，4 000 r/min 离心 10 min 收集菌体，PBS 洗

涤 2 次，将菌液 OD600 值均调至 0.4。取 50 μL
菌液加入 450 μL 采自临床健康的 BALB/c 小鼠

新鲜的抗凝全血中，轻摇混匀，将混合物在

37 ℃培养箱中孵育 1 h，取其等量混合物，按

10 倍倍比梯度稀释，接种于 BHI 平板上，37 ℃
培养过夜后菌落计数并计算存活率[17]。 

1.7  小鼠致病性试验 
采用 BALB/c 小鼠感染模型，腹腔接种进

行致病力检测[16-17]。收集 37 ℃培养 12 h 的 WT、

Δtrr 和 cΔtrr 菌液，PBS 调节 OD600 至 0.5。随机

选取 40 只 4 周龄雌性 BALB/c 小鼠，每组 10 只，

腹腔接种 1 mL 的 WT、Δtrr 和 cΔtrr 及 10 mmol/L 
PBS。每隔半天观察记录小鼠死亡情况，持续  
1 周。采用 GraphPad 9.0 软件绘制存活曲线。 

1.8  统计学分析  
试验所有数据均表示为 3 个独立试验的平

均值(mean)±标准差(SD)，使用 Studentʼs t 检验

进行差异性分析。使用 log-rank 检验进行小鼠

毒力试验的差异性分析。使用 GraphPad 9.0 软

件进行统计学分析及相应的图表制作。 

2  结果与分析 
2.1  Δtrr 及 cΔtrr 的构建 

根据同源重组法构建 Δtrr (图 1A)，采用引

物 对 trr-in-F/trr-ou-R 、 trr-ou-F/trr-in-R 、

trr-in-F/trr-in-R 和 Spc-F/Spc-R 进行目的基因双

交换与缺失鉴定，cΔtrr 经 Spc 抗性 BHI 平板筛

选，进行 PCR 鉴定。结果如图 1B 所示，上述引

物在 Δtrr 中未扩增出片段，外侧引物扩增片段

经测序不含 trr 基因，cΔtrr 采用 Spc-F/Spc-R 引

物对扩增出片段，表明成功构建 Δtrr 及 cΔtrr。 
 

 
 
图 1  trr 基因缺失株构建   A：同源重组法构建 trr 基因缺失株. B：PCR 检测 trr 基因缺失株与回补株 
Figure 1  Construction of trr gene deletion strain. A: Homologous recombination method for trr gene 
deletion. B: PCR detection of trr gene deletion strain and complemental strain. 
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2.2  trr 缺失不影响细菌生长 
比较 WT、Δtrr 和 cΔtrr 生长曲线，统计学

分析结果如图 2A 所示，三者生长速率差异不

明显(P>0.05)。对 WT、Δtrr 和 cΔtrr 进行革兰

氏染色后镜下观察各菌株形态及链长，结果如

图 2B 所示，菌株均被染为蓝紫色，其形态及链

长无明显区别。 

2.3  trr 基因参与细菌热应激、氧化应激和

酸应激反应 
为了研究 trr 基因缺失对应激胁迫耐受性

的影响，以 WT、Δtrr 和 cΔtrr 进行不同应激条

件下各细菌存活能力比较。如图 3 所示，与 WT
相比，Δtrr 菌株在 42 ℃高温胁迫、pH 5.5 酸胁

迫和 20 mmol/L H2O2 氧化胁迫下的存活能力显

著升高(P<0.05)。综上所述，trr 介导 SS2 应激

反应过程。 

2.4  TRR 介导 SS2 对宿主细胞的黏附、侵

袭、抗吞噬及致病过程 
SS2 体外黏附、侵袭和抗吞噬试验结果表

明：Δtrr 对 HEp-2 细胞的黏附能力显著低于

WT (P<0.05，图 4A)；与 WT 相比，Δtrr 对

bEND3.0 细胞的侵袭也显著减少(P<0.05，图 4B)；
Δtrr 比 WT 菌株更容易被 RAW 264.7 细胞吞噬

(P<0.05，图 4C)。提示 trr 缺失影响 SS2 对细胞

的黏附、侵袭和抗吞噬能力。新鲜 BALB/c 小

鼠全血存活试验显示：Δtrr 菌株在全血中的存

活力与 WT 差异相差不大(P>0.05，图 4D)。 
采用 BALB/c 小鼠感染模型评估细菌致病

性，发现 WT 感染组小鼠在 SS2 攻毒后 12 h 内

均出现典型的临床症状，如寒颤、毛糙、跛行

和嗜睡等，并在 3 d 内死亡 90%；Δtrr 感染组

小鼠也有类似临床表征，但症状较轻，观察期

内死亡 60%；cΔtrr 组小鼠毒力有所恢复，2 d
内全部死亡(图 4E)。 

3  讨论与结论 
细菌中控制着硫醇 /二硫键氧化还原平衡

反应的生物学系统主要包括 Trx 与 GSH-Grx 系

统[9,13]。Trx 系统在多种病原菌包括肺炎链球菌

(Streptococcus pneumoniae)，金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)和单增李斯特菌(Listeria 
monocytogenes, LM)等中均发挥其特定的生物

学功能。S. pneumoniae 中，Trx 系统可协同链

球菌属细菌表面甲硫氨酸硫氧化物还原酶

(methionine sulfoxide reductase, MSR)系统共同

参与细菌体内外氧化还原环境的动态调节，影

响细菌抗应激与感染致病过程[18-19]。S. aureus
中的硫氧还蛋白还原酶 TrxR 对于细菌生长必 

 

 
 
图 2  trr 基因缺失对细菌生长与形态的影响   A：WT、Δtrr 和 cΔtrr 菌株的生长曲线测定. B：WT、

Δtrr 和 cΔtrr 菌株的革兰氏染色(1 000×) 
Figure 2  Growth and morphological changes upon trr gene deletion. A: Growth curve determination of WT, 
Δtrr and cΔtrr strains. B: Gram staining of WT, Δtrr and cΔtrr strains (1 000×). 
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图 3  WT、Δtrr 和 cΔtrr 菌株抗应激能力检测 
Figure 3  Tolerance of WT, Δtrr and cΔtrr strains 
under differential stress conditions. *: P<0.05. 

不可少，氧化应激作用可促进 S. aureus 的 TrxA
和 TrxB 基因表达上调，从而有利于二硫键的形

成[20]。LM 的硫氧还蛋白 TrxA 参与细菌抗氧化

应激反应、毒力及感染早期效应，TrxA 缺失会

显著降低 LM 对氧化剂的耐受性、减弱细菌毒

力及鞭毛缺陷，导致 LM 不能运动[21]。在 S. suis

中，有研究证明金诺芬可以与硫氧还蛋白还原

酶蛋白活性中心结合抑制其功能，ROS 水平增

加，导致 S. suis 死亡[22]。截至目前，Trx 系统

在猪链球菌 2 型中的作用很少受到关注。 

 

 
 
图 4  TRR 介导的致病作用分析   A：WT、Δtrr 和 cΔtrr 菌株在 HEp-2 细胞中的黏附性试验. B：WT、

Δtrr 和 cΔtrr 菌株对 bEND3.0 细胞的侵袭试验. C：WT、Δtrr 和 cΔtrr 菌株对 RAW264.7 细胞的吞噬试

验. D：WT、Δtrr 和 cΔtrr 菌株在小鼠全血中存活 1 h. E：WT、Δtrr 和 cΔtrr 菌株在 BALB/c 小鼠感染

模型中的毒力评价. ns：P>0.05；*：P<0.05 
Figure 4  Pathogenicity analysis of TRR factor upon SS2 infection. A: Adhesion assay of WT, Δtrr and 
cΔtrr strains in HEp-2 cells. B: Invasive detection of WT, Δtrr and cΔtrr strains in bEND3.0 cells. C: 
Phagocytosed WT, Δtrr and cΔtrr strains in RAW264.7 cells. D: Viability evaluation of WT, Δtrr and cΔtrr 
strains survived in whole blood of mice for 1 h. E: Virulence determination of WT, Δtrr and cΔtrr strains in 
BALB/c mice. ns: P>0.05; *: P<0.05. 
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本研究成功构建致病性猪链球菌 2 型 trr
基因缺失株及回补株，并以此为基础，探讨 trr
在 SS2 的胁迫耐受性、毒力和致病中的潜在作

用。结果发现 Δtrr 菌株在氧化应激、高温和酸

性诱导的微环境下的存活率较亲本型菌株显著

升高，提示 trr 基因可能通过一个复杂调控网络

来影响细菌应激耐受能力。据 Ritz 等[23]研究报

道，大肠杆菌在缺乏硫氧还蛋白 Trx1 和 Trx2 基

因后，其细胞质氧化还原电位更易被氧化，诱

导包括过氧化氢酶的激活，并导致对 H2O2 应激

反应抗性更高[23]。大肠杆菌 Trx1 与许多参与细

菌氧化应激反应或调控氧化应激反应的蛋白质

(超氧化物歧化酶、过氧化氢酶 I、烷基氢过氧

化物还原酶、铁摄取调节蛋白和水合酶等)关联

密切[24]。细菌黏附是 SS2 定殖于宿主的关键起

始步骤，其通过荚膜、菌毛等胞外结构以及表达

定位于细菌表面的黏附素蛋白来实现。介导 SS2
对宿主细胞黏附或侵袭过程的关键因子正在逐

步挖掘，如甘油醛-3-磷酸脱氢酶(glyceraldehyde- 
3-phosphate dehydrogenase, GADPH)可以与宿

主上皮细胞结合，促进 SS2 的黏附过程[25]。研

究发现：SS2-trr 基因缺失会导致细菌对宿主细

胞黏附与侵袭能力减弱，说明 TRR 因子参与

SS2 对细胞的黏附与侵袭过程。S. pneumoniae
中氧化还原关键分子谷胱甘肽还原酶 GR 基因

缺失，也会导致缺失菌对宿主细胞的黏附和侵

袭能力显著下降[26]。相较于亲本株，Δtrr 对小

鼠吞噬细胞的抗吞噬能力显著降低，但并不会

影响小鼠全血清除 SS2 的能力。小鼠活体致病

试验发现 trr 缺失菌对小鼠毒力减弱，推测可能

与细菌黏附、侵袭作用降低有关。后续试验可

对 trr 基因调控的毒力因子及调控的分子机制

进行深入探索。 
综上所述，本研究阐明了猪链球菌 2 型

TRR 介导的生物学功能，发现其参与细菌应激

调节作用，介导 SS2 黏附、侵袭等致病过程，

可能是一种新的潜在毒力因子。关于猪链球菌

2 型硫氧还蛋白系统在氧化应激中发挥的具体

作用、参与的氧化应激调节与致病机制等，仍

有待深入研究。 
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