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摘  要：【背景】酪蛋白水解蛋白酶 L (caseinolytic protease L, ClpL)是热休克蛋白 100 (heat shock 
protein 100, HSP100)家族成员，参与多种细胞内生物学过程包括应激耐受反应、长期存活、毒力和

抗生素抗性等，在病原菌的致病过程中发挥重要作用。【目的】阐明 HSP100/ClpL 对猪链球菌 2 型

(Streptococcus suis type 2)强毒株的应激耐受和毒力的影响。【方法】利用温敏自杀质粒 pSET4s 构
建了 SsClpL 基因缺失株 ΔclpL；利用大肠杆菌-猪链球菌穿梭质粒 pSET2 构建了互补株 CΔclpL；比

较亲本株 SS2-1、ΔclpL 和 CΔclpL 在各种应激环境(高温、氧化性应激和酸应激)和血液中的生存能

力；利用小鼠感染模型和体内竞争试验评价 clpL 缺失前后细菌的毒力变化。【结果】clpL 缺失后，

SS2 在各种应激环境中的生存能力明显减弱；同时在猪全血中的存活能力也显著降低；对 BALB/c
小鼠的致病力有所降低，在体内的定殖能力明显降低。【结论】SsClpL 与猪链球菌的应激耐受和致

病性密切相关。 
关键词：猪链球菌 2 型；热休克蛋白 100 家族 ClpL；应激耐受；致病性 
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Abstract: [Background] Caseinolytic protease L (ClpL), a member of the heat shock protein 
(HSP) 100 family, is involved in various cellular processes, such as the stress tolerance 
response, long-term survival, virulence, and antibiotic resistance, playing important roles in the 
infection of pathogenic bacteria. [Objective] The present study aimed to elucidate the 
contributions of HSP100/ClpL to the stress tolerance and virulence of Streptococcus suis type 2. 
[Methods] We used the thermo-sensitive suicide vector pSET4s and the Escherichia 
coli-Streptococcus suis shuttle vector pSET2 to construct an isogenic clpL mutant strain (ΔclpL) 
and a complemented strain (CΔclpL), respectively. We then compared the growth characteristics 
of the wild-type strain SS2-1, ΔclpL, and CΔclpL under various stress conditions (including 
high temperature, acidic environment, and oxidative stress) in vitro and in pig whole blood. 
Furthermore, we employed a mouse model of infection and challenged mice with SS2-1+ΔclpL 
or SS2-1+CΔclpL to compare the virulence of SS2-1, ΔclpL, and CΔclpL. [Results] The mutant 
strain ΔclpL showed reduced survival rates under stress conditions and in pig whole blood. In 
addition, it showed attenuated virulence in BalB/C mice. Furthermore, ΔclpL had significantly 
lower colonization ability than SS2-1 in mice. [Conclusion] The data indicate that the SsClpL is 
involved in the stress response and pathogenicity of SS2. 
Keywords: Streptococcus suis type 2; heat shock protein 100 family member ClpL; stress 
tolerance; pathogenicity 
 
 

猪链球菌(Streptococcus suis, SS)是引起猪

链球菌病的主要病原，也是一种重要的人兽共

患病原菌。猪链球菌血清型众多，依据荚膜多糖

抗原性差异，分为 29 个经典荚膜血清型(1−27、

29 和 1/2)[1]和 27 个新型荚膜基因簇(NCL1−26

和 ChZ)[2-3]，其中以血清 2 型(Streptococcus suis 

type 2, SS2)分离率最高、致病性最强、危害最

严重[1]。猪链球菌不仅引起猪的脑膜炎、败血

症、关节炎、肺炎及急性死亡；也可导致人的

脑膜炎、中毒休克综合征及死亡[4]。猪链球菌

不仅给全球养猪业造成重大的经济损失，也给

公共卫生和食品安全带来严重威胁[1]。 

对致病菌而言，蛋白酶一直被认为是重要

的毒力因子 [5]。酪蛋白水解蛋白酶(caseinolytic 

protease, Clp)是一类广泛存在于原核生物和真核

生物体内的蛋白质质量控制系统—AAA+蛋白

酶 [6]，由含有丝氨酸蛋白酶催化三联体结构域

(Ser-His-Asp)的 ClpP 蛋白酶和 HSP100 (heat 

shock proteins, HSP100)/Clp ATP 酶分子伴侣家

族成员(如 ClpA、ClpB、ClpC、ClpE、ClpL 和

ClpX 等)组成[6]。ClpP 与 Clp ATP 酶结合形成

具有蛋白酶水解活性的 Clp 功能复合体 (如

ClpAP、ClpCP、ClpEP 和 ClpXP)对底物进行特

异性地识别和降解[6]，清除细胞内积累的和错
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误折叠的蛋白质，维持细胞内的正常生理活动和

代谢，以及压力刺激下的蛋白质动态平衡[6-7]；Clp

蛋白酶系统能够稳定一些转录调控因子的蛋白

稳定性，进而间接调控下游相关基因和蛋白表

达，在转录、翻译及翻译后等多层级对细菌进

行调控，从而提高细菌在环境中的生存能力及

对宿主致病力[6-8]。 
在链球菌属的变异链球菌 (Streptococcus 

mutans)、肺炎链球菌(Streptococcus pneumoniae)、
嗜热链球菌(Streptococcus thermophilus)和无乳

链球菌(Streptococcus agalactiae)等种内均发现

有 Clp 蛋白酶系统，参与调控细菌的生长、代

谢、应激耐受、生物被膜及毒力等[9-11]。肺炎链

球菌的 clpP 基因缺失导致细菌在小鼠体内无法

定殖[12]；应激相关蛋白、核酸及蛋白质代谢等

基因表达显著下调[13]；ClpC 是肺炎链球菌释放

自溶素 LytA 和溶血素 Ply 的必需蛋白，促进细

菌在肺组织和血液里的存活[14]。变异链球菌的

ClpP 和 ClpX 影响细菌的生长、自溶、酸性环

境下的存活 [15]。前期研究表明猪链球菌强毒

株 SS2-1 的基因组(GenBank CP018908.1)中
含有 4 个 Clp ATP 酶即 SsClpL (BVD85-01820, 
AVW21342.1) 、 SsClpE (BVD85-02290, 
AVW21431.1) 、 SsClpX (BVD85-03910, 
AVW21723.1) 和 SsClpC (BVD85-09325, 
AVW22740.1)，以及 1 个 ClpP 肽酶 SsClpP 
(BVD85-07310, AVW22357.1)[16]。Roy 等[17]研究

表明 ClpX 和 ClpP 在 SS2 强毒株 ZY05719 的致

病过程中发挥重要作用。本研究拟对猪链球菌

强毒株 SS2-1 中的 SsClpL 的编码基因 clpL 进

行敲除，比较 clpL 缺失前后细菌的生长特性、

菌株形态、应激环境和血液中的存活能力、动

物致病性及体内的定殖能力，以期阐明 SsClpL
对猪链球菌的应激耐受和毒力的影响。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

猪链球菌 2 型强毒株 SS2-1 于 1998 年分离

自江苏患病猪体，质粒 pSET4s、pSET2 和 SS2
阳性猪血清，本实验室保存 [18]。本研究所用

Balb/C 小鼠(4–5 周龄，雌性)购自扬州大学实验

动物中心。动物实验(包括小鼠攻毒试验和采集

健康仔猪血液)经过江苏省农业科学院实验动物

伦理委员会审批(SYXK 苏 2015-0019)。 

1.2  培养基 
Todd-Hewitt broth (THB)培养基和 THY培养

基(THB 培养基中添加 2%的酵母提取物)参考

文献[19]配制；LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，
酵母提取物 5.0，NaCl 10.0。 

1.3  主要试剂和仪器 
限制性内切酶 Sph I、Sal I、Pst I、BamH I、

EcoR I，以及高保真 PrimeSTAR DNA 聚合酶试

剂盒、T4 DNA 连接酶、胶回收试剂盒和质粒

提取试剂盒，宝生物工程(大连)有限公司；细菌

DNA 提取试剂盒，Omega 公司；同源重组连接

酶，南京诺唯赞生物科技有限公司；氯霉素

(chloramphenicol, Cm)和壮观霉素(spectinomycin, 
Spc)，北京索莱宝科技有限公司。PCR 扩增仪、

台式冷冻离心机和分光光度计，Eppendorf 公司；

凝胶成像系统，上海天能生命科学有限公司；

显 微 镜 ， 奥 林 巴 斯 ( 中 国 ) 有 限 公 司 ； MP 
FastPrep-24 组织研磨仪，MP 公司。本研究所

用引物均由南京擎科生物科技有限公司合成

(表 1)。 

1.4  SsClpL 基因缺失株和互补株的构建 
参考 Ju 等[20]的研究方法，以细菌 DNA 提

取试剂盒提取的菌株 SS2-1 的基因组 DNA 为模

板，利用 PrimeSTAR DNA 聚合酶试剂盒和引

物 L1/L2、R1/R2 分别扩增 clpL 基因上、下游 
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表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer  Primer sequence (5′→3′) Function 
L1 ACCCAAGCTTTGCTAAGGAAAACCAAGAGG Amplification of the upstream  
L2 ACGCGTCGACTACCTAGCCTCCTCCGTA  border of clpL 
R1 GCGCGGATCCAAGATGAATAAGGTTGGGG Amplification of the  
R2 ACCGGAATTCCACCCAGGAAACTTACTCG downstream border of clpL 
cat1 ACGCGTCGACCACCGAACTAGAGCTTGATG Amplification of catR gene  
cat2 GCGCGGATCCTAATTCGATGGGTTCCGAGG cassette 
in1 TTTAACAATATGGACGACA An internal fragment of clpL 
in2 CCCACGGGATAAAGCTGGTT   
out1 CAAAGGTCTGGACGCCAG  Outside homologues region of  
out2 ATCGGGACTATTGACCGCT clpL 
C1 gttgtaaaacgacggccagtgaattcAGGACTTGCAGGACACTT Amplification of SsClpL ORF   
C2 attacgccaagcttgcatgcctgcagCTGCCAGTAGGTTTGCTT and its promoter fragment  
spc1 GTTTGGATCAGGAGTTGAGAG Identification of spectinomycin  
spc2 CCAAGATAACTACGAACTGCTA gene 
带有下划线的碱基为限制性酶切位点。 
Underlined nucleotides denote enzyme restriction sites. 
 
同源臂基因序列 up 和 dn；以质粒提取试剂盒

提取的 pR326 质粒为模板，利用 PrimeSTAR 
DNA 聚合酶试剂盒和引物 cat1/cat2 扩增氯霉

素抗性基因盒 cat 序列(表 1)。PCR 反应体系  
(50 μL)：2×PrimeSTAR Premix 25 μL，上、下游

引物(10 μmol/L)各 2 μL，模板 2 μL，ddH2O 19 μL。
PCR 反应条件：98 ℃ 3 min；98 ℃ 15 s，55 ℃ 
15 s，72 ℃ 30 s，30 个循环；72 ℃ 5 min。胶

回收试剂盒纯化 up、dn 和 cat 这 3 个基因片段的

PCR产物，将纯化的DNA片段分别用 Sph I/Sal I、
Sal I/BamH I 和 BamH I/EcoR I 双酶切后试剂盒

回收，以T4 DNA连接酶 16 ℃过夜连接 3个DNA
片段的连接产物为 PCR 模板，以 L1/R2 为引物

扩增 up-cat-dn 基因片段；同样 50 μL 的 PCR
扩增体系，反应条件有所不同，具体为：98 ℃ 
3 min；98 ℃ 15 s，55 ℃ 15 s，72 ℃ 90 s，30 个

循环；72 ℃ 10 min；利用胶回收试剂盒纯化同

源重组基因片段 up-cat-dn；以 Sph I/EcoR I 分
别双酶切 up-cat-dn 和温敏质粒 pSET4s，纯化

后利用 T4 DNA 连接酶 16 ℃过夜连接基因片段

up-cat-dn 和质粒 pSET4s，连接产物转化大肠

杆菌 DH5α 感受态细胞，涂布于含有壮观霉素

(100 μg/mL)和氯霉素(8 μg/mL)双抗性的 LB 平

板 37 ℃培养过夜，挑单克隆，PCR 检测阳性后送

南京擎科生物科技有限公司测序。测序确认无误

后将重组质粒 pSET4sΔclpL 电转化于 SS2-1 感受

态细胞，在含壮观霉素(100 μg/mL)和氯霉素

(4 μg/mL)双抗性的THY培养基中28 ℃、180 r/min
培养，待细菌生长起来后转移到 37 ℃培养 4−6 h，
涂布氯霉素(4 μg/mL)抗性的 THY 平板，次日挑

取单菌落于 THB 液体培养 8 h，用细菌 DNA 提

取试剂盒提取各菌株基因组 DNA，用 in1/in2
和 cat1/cat2 引物进行初步筛选，获得候选缺失

株；利用引物 cat1/out2 和 out1/cat2 进行交叉

PCR 进一步验证候选缺失株，最终获得基因缺

失株 ΔclpL。用于检测的 PCR 反应体系(20 μL)：
2×PrimeSTAR Premix 10 μL，上、下游引物   
(10 μmol/L)各 1 μL，模板 1 μL，ddH2O 7 μL。

PCR 反应条件：98 ℃ 3 min；98 ℃ 15 s，55 ℃ 
15 s，72 ℃ 30 s 或 60 s，30 个循环；72 ℃ 5 min。 



 
672 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

以 SS2-1 基因组 DNA 为模板，利用 Primer 
STAR DNA 聚合酶试剂盒和引物 C1/C2 扩增

SsClpL 编码区及其上游启动子序列，PCR 扩增

体系及条件同 up-cat-dn 基因片段的扩增。纯化

的 PCR 产物与经 EcoR I/Pst I 双酶切回收的质

粒 pSET2 利用同源重组酶试剂盒进行连接，构建

重组表达质粒 pSET2-CΔclpL，将其电转化至基

因缺失株ΔclpL的感受态细胞中，37 ℃、180 r/min
振荡培养 2 h 后涂于壮观霉素(100 μg/mL)抗性

THY 平板过夜，挑取单菌落，分别利用引物

in1/in2 和 spc1/spc2 进行 PCR 鉴定，获得互补

株 CΔclpL[20]，PCR 反应体系和条件与基因缺失

株的鉴定相同。 

1.5  生长特性分析 
分别挑取亲本株 SS2-1、缺失株 ΔclpL 和互

补株 CΔclpL 的单菌落，接种到 5 mL THB 液体

培养基中，37 ℃、180 r/min 培养过夜，将各菌

株培养液的浓度调整到 OD600 为 1.0 后，取 1 mL
菌液接种至 100 mL THB 液体培养基中，37 ℃、

180 r/min 培养。以未接种细菌的 THB 液体培养

基为空白对照，无菌条件下取 1 mL 菌液，每隔

1 h 用分光光度计测量培养物在 600 nm 波长下

的 OD 值，连续测量 10 h，绘制生长曲线[21]。 
将对数生长中后期(OD600为 0.6–0.8)的各SS2

菌液于 4 ℃、5 000 r/min 离心 10 min 后收集菌

体，PBS 洗涤 2 次，取 5 μL 菌液于载玻片上固

定后进行革兰染色，油镜下观察细菌的形态。 

1.6  应激耐受试验 
对数生长中后期的 SS2 亲本株 SS2-1、缺

失株 ΔclpL 和互补株 CΔclpL 的培养物于 4 ℃、

5 000 r/min 离心 10 min 后收集菌体，无菌 1×PBS
调整菌液 OD600 值为 0.2，参考 Li 等[22]的方法

略作修改进行如下应激耐受试验。热应激：取

100 μL 菌加入含有 900 μL PBS 的 1.5 mL 离心

管后，放进 42 ℃水浴锅中热应激 1 h；氧化性

应激：100 μL 菌加入含有终浓度为 30 mmol/L 
H2O2 的 900 μL PBS 于 1.5 mL 离心管中，37 ℃
作用 30 min，加入过氧化氢酶(5 mg/mL)终止反

应；酸应激：100 μL 菌加入含有 900 μL 酸性

PBS (pH 5.5)的 1.5 mL离心管中，37 ℃作用 1 h；
以未作任何处理的细菌为对照组，37 ℃分别培

养 1 h 或者 30 min；各 SS2 菌液 10 倍倍比稀释

后涂布于 THY 平板计数，比较应激前后各 SS2
菌株的存活率。 

1.7  仔猪全血存活试验 
参考 Bonifait 等[23]的方法略作修改，4 ℃、   

5 000 r/min 离心 10 min 收集对数生长期的 SS2-1、
ΔclpL 和 CΔclpL，PBS 洗涤后重悬菌体并调

整各菌液浓度至 1×107 CFU/mL。将 100 μL 的

SS2 菌液和 100 μL SS2 阳性猪血清加入到含有

800 μL 新鲜抗凝猪血中，轻柔混匀后 37 ℃孵育

2 h，其间多次颠倒防止血液凝固。THY 平板分

别计数 0 h 和 2 h 的各 SS2 菌落，并计算存活率。  

1.8  小鼠致病性试验 
挑取 SS2 单菌落接种于 THB 培养基中

37 ℃、180 r/min 培养过夜后按 1%接种量转接

于预热 THB 中，待生长到对数中后期(OD600

为 0.6–0.8)时，4 ℃、5 000 r/min 离心 10 min
收集菌体，PBS 洗涤 2 次，THB 调整 SS2 浓度

到 4.0×107 CFU/mL。将 30 只 BALB/c 小鼠随机分

为 3 组，腹腔注射 1.0 mL 菌液；另取 10 只小鼠

作为对照组，腹腔注射相同剂量的 THB 培养

基。观察小鼠的发病及死亡情况，每天 2 次，

直至攻毒后 7 d，记录小鼠死亡情况。 

参考 Tang 等 [24]的方法，将 12 只 BALB/c
小鼠随机分成 2 组，腹腔注射 1:1 等量混合的

SS2-1:ΔclpL 或 SS2-1:CΔclpL 菌液，注射剂量

为 2×107 CFU/小鼠(各菌液量均为 1.0×107 CFU)，
另取 3 只小鼠作为对照组，腹腔注射相同体积

的 THB 培养基。攻毒 20 h 后通过眼球采血方



 
祝昊丹 等 | 热休克蛋白 100 家族 ClpL 对猪链球菌 2 型应激和致病性的影响 673 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

式获取抗凝血，处死小鼠后分离脑和脾，称重

后加入 1 mL 的无菌 PBS，MP FastPrep-24 组织研

磨仪碎脏器，将脏器研磨液和血液样品等 10 倍

倍比稀释后涂于THY平板或相应THY抗性平板，

37 ℃培养 24 h 后进行菌落计数。竞争感染系数

(competition index, CI)=回收到的缺失株 CFU或

者互补株的 CFU/回收到的亲本株 CFU[24]。 

2  结果与分析 
2.1  SsClpL 缺失株 ΔclpL 和互补株

CΔclpL 的构建结果 
自杀性质粒 pSET4sΔclpL 电转进菌株

SS2-1 感受态细胞后，28 ℃于双抗性 THB 液体

培养基中 180 r/min 振荡培养，质粒在菌株

SS2-1 中增殖后，转入 37 ℃致温敏质粒丢失，

在氯霉素抗性平板上筛选得到 SsClpL 基因缺

失株 ΔclpL。首先利用 clpL 内部引物 in1/in2 和

cat1/cat2 进行初步筛选，而后在 clpL 上下游同

源臂序列的外测设计 1 对引物 out1/out2，如图 1A
所示，以 out1/cat2 和 out2/cat1 组合进行交叉 PCR
鉴定。同源重组后，目的基因 clpL 将被抗性基因

cat 所取代，缺失株扩增不到 642 bp 的目的基因

clpL，但能扩增出 1 056 bp 的抗性基因 cat；交叉

PCR 验证缺失株将能分别得到 2 205 bp 和 2 428 bp
的目的条带；如图 1B 所示。壮观霉素和氯霉素

双抗性 THY 平板上生长的单菌 CΔclpL 用引物

in1/in2 和 spc1/spc2 可分别扩增出 642 bp 和 597 bp
的目的片段，说明互补株构建成功(图 1B)。 

2.2  SsClpL 对细菌生长及形态的影响 
在相同培养条件下，以培养时间为横坐标，

OD600 为纵坐标，绘制得到 SS2 各菌株的生长曲

线如图 2A 所示，缺失株 ΔclpL 的早期生长速度

稍慢于亲本株 SS2-1，但无显著差异。将对数生

长中后期的 SS2 各菌株进行革兰染色，油镜观

察发现与亲本株 SS2-1 和互补株 CΔclpL 相比，

缺失株 ΔclpL 易形成长链(图 2B)。 

2.3  SsClpL 参与 SS2 的应激耐受  
SS2 在感染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[25]。本研

究中评价了 clpL 基因缺失对 SS2 在各种应激环

境中存活的影响，结果表明缺失株 ΔclpL 在高

温(42 ℃)、H2O2 (30 mmol/L)和酸性环境(pH 5.5)
中的存活能力较亲本株 SS2-1 显著降低，对各

种环境应激刺激的敏感性增加；互补株 CΔclpL
的存活能力有所恢复(图 3)。应激耐受试验结果

表明 SsClpL 的存在可增强 SS2 在应激环境中的

存活能力。 

2.4  SsClpL 参与 SS2 在血液中的存活 
感染过程中 SS2 进入血液后存活并增殖是

引起发病的最关键步骤 [25]。本研究评价了

SsClpL 缺失前后细菌在猪全血中的存活能力。

以起始(0 h)混合物中的 SS2 菌数为 100%，孵育

2 h 的细菌计数与之相比，结果表明与亲本株

SS2-1 (存活率 52.4%)相比，缺失株 ΔclpL (存活

率 19.8%)在全血中的存活率显著下降，互补株

CΔclpL (存活率 34.0%)有所回升(图 4)。 

2.5  SsClpL 参与 SS2 对小鼠的致病 
采用 BALB/c 小鼠腹腔攻毒模型评估 SS2 各

菌株的致病性，菌株 SS2-1 感染组小鼠在 SS2 攻

毒后均出现典型的临床症状，如寒颤、毛糙、跛

行和嗜睡等，第一天即死亡 4 只小鼠，3 d 内死亡

小鼠 8 只(死亡率为 80%)；ΔclpL 感染组仅有少量

小鼠有类似的临床症状，大多数小鼠症状较轻，

观察期内死亡 30%；而 CΔclpL 组小鼠毒力有所上

升，死亡率为 60%；对照组小鼠全部存活(图 5A)。 
小鼠体内竞争感染试验表明 ΔclpL/SS2-1

感染组中缺失株 ΔclpL 脾脏的 CI 值为 0.113、脑

组织为 0.068、血液为 0.102；而 CΔclpL/SS2-1
感染组中互补株 CΔclpL 的上述各组织 CI 值分 
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图 1  clpL 基因缺失株构建和鉴定   A：clpL 基因缺失株构建示意图。B：组合 PCR 鉴定 clpL 基因缺

失株 ΔclpL 与互补株 CΔclpL。M1、M2：DL2000 DNA Marker；1、4、7、10、13：SS2-1；2、5、8、
11、14：ΔclpL；3、6、9、12、15：CΔclpL；M3：DL5000 DNA Marker。 
Figure 1  Construction and confirmation of clpL knockout mutant strain. A: Strategy for deletion 
mutagenesis of the clpL mutant in Streptococcus suis virulent strain SS2-1. B: Multiplex PCR analysis of the 
mutant strain ΔclpL and the complemented strain CΔclpL. M1, M2: DL2000 DNA Marker; 1, 4, 7, 10, 13: 
SS2-1; 2, 5, 8, 11, 14: ΔclpL; 3, 6, 9, 12, 15: CΔclpL; M3: DL5000 DNA Marker. 
 
别为 0.460、0.362 和 0.397 (图 5B)；说明 ΔclpL

在体内的定殖能力明显低于 SS2-1，而 CΔclpL

的定殖能力有所回复，提示 SsClpL 可增强 SS2
对小鼠的致病能力。 

3  讨论 
在感染过程中，细菌不可避免地遇到各种

刺激并会引起某些特定蛋白质的聚集和累积。

为应对感染中恶劣的宿主体内环境，细菌已经

进化出多种精密的分子系统，其中细菌伴侣蛋白

系统起着重要的作用[26]。分子伴侣蛋白对于细

菌的存活尤其是应激环境中的存活至关重要[27]。

ClpL 是 HSP100/Clp ATP 酶超家族蛋白成员[28]，

迄今为止，在革兰阳性菌中发现了超过 130 种 
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图 2  SsClpL 缺失对 SS2 生长及形态的影响   A：SS2-1、ΔclpL 和 CΔclpL 的生长曲线。B：革兰染

色观察 SS2 各菌株的形态。 
Figure 2  The effects of SsClpL deficiencies on the growth and morphology of SS2. A: Growth curves of 
SS2-1, ΔclpL and CΔclpL. B: Light microscope morphology of SS2 strains using Gram staining. 
 

 
 
图 3  SsClpL 对 SS2 适应各种应激环境的影响 
Figure 3  Contribution of SsClpL to the adaption of SS2 
to various stress conditions. *: P<0.05; ***: P<0.001. 
 

 
 
图 4  SsClpL 对 SS2 在猪全血中存活的影响 
Figure 4  Contribution of SsClpL to survival of 
SS2 in pig whole blood. *: P<0.05. 

ClpL 同 源 蛋白 质， 包括 金黄 色葡 萄球 菌

(Staphylococcus aureus)、单核增生李斯特氏菌

(Listeria monocytogenes)、链球菌属中的肺炎链球

菌(S. pneumoniae)、变异链球菌(S. mutans)、化

脓链球菌 (Streptococcus pyogenes)和无乳链球

菌(S. agalactiae)等，参与细菌的应激耐受、毒

力及抗生素抗性等[29-33]，但是关于 ClpL 功能的

具体分子机制研究相对较少。 
肺炎链球菌 ClpL 是一种锰离子依赖的分

子伴侣蛋白，无需其他伴侣蛋白如 DnaK 的协

助独立发挥其分子伴侣的活性；ClpL 可稳定

未折叠的蛋白质，防止热聚集，还可恢复一些

热变性蛋白质的酶活性 [28]。ClpL 转录水平和

蛋白表达水平均受到高温的诱导，受到 ClpP
的负调控；相较于亲本株，缺失株 ΔclpL 在高

温环境中的生长被明显抑制 [10]。嗜热链球菌

(S. thermophilus)的 ClpL 蛋白表达受到低温和高

温的双重诱导，缺失株 ΔclpL 在高温环境中生存

能力急剧降低，提示其参与细菌抵抗热应激[11]。

单核增生李斯特氏菌中质粒介导的 ClpL 转入

到热敏感菌株后使其获得了抵抗超高温(55 ℃)
的能力[34]。本研究中 SsClpL 表达缺失株 ΔclpL 
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图 5  BALB/c 小鼠感染模型评价 SsClpL 对 SS2
毒力的影响   A：BALB/c 小鼠攻毒存活曲线。B：

体内竞争感染试验评估缺失株 ΔclpL 在体内的定

殖能力。 
Figure 5  Contribution of SsClpL to the virulence 
of SS2 in BALB/c mice infection model. A: 
Survival curves for BALB/c mice in SS2 challenge 
assays. B: Competitive infection assay to evaluate 
the colonization of clpL of BALB/c mice in vivo. 
 
在高温环境中的存活能力较亲本株 SS2-1 显著

降低(图 3)。 
变异链球菌的 clpL 基因缺失株 ΔclpL 在蔗

糖环境中更容易形成生物被膜且对酸的杀伤更

敏感[15]。此外，ClpL 也是变异链球菌中应激调

控因子 CtsR 正确折叠的必需因子[29]。我们的研

究显示猪链球菌的 ClpL同样能够帮助 SS2抵抗

酸性杀伤，缺失株 ΔclpL 在酸性环境中的存活

能力降低。最近的研究表明肺炎链球菌的 ClpL
同样参与细菌氧化性应激，ΔclpL 对外源 H2O2

的敏感性显著提高，并且 clpL 的表达受到转录

因子 SirR 的调控[35]。本研究的 H2O2 应激耐受

试验结果表明 SsClpL 表达缺失使 SS2 对 H2O2

敏感性增加，使其在氧化性应激环境中的生存

能力降低(图 3)。此外，猪全血存活试验中缺失

株 ΔclpL 的存活能力显著降低，提示 SsClpL 在

SS2 适应宿主的血液环境及抵抗免疫细胞的杀

伤和清除过程中发挥着重要作用。在无乳链球菌

的HSP100/ClpB研究中观察到了相似的结果[32]，

clpB 基因缺失株 ΔclpB 在热应激和酸应激环境

中的存活能力显著降低，在罗非鱼全血杀菌试

验中更容易被杀死[32]。 
HSP100 家族蛋白可影响细菌的生长、形

态、代谢和毒力等[7]。肺炎链球菌 HSP100/ClpC
表达缺陷株形成长链[36]；单核增生李斯特氏菌

的 clpC 和 clpE 单基因缺失株的细胞形态无任

何改变，但 clpC/clpE 双基因缺失株的细菌分裂

异常[37]；本研究中 HSP100/ClpL 基因缺失株也

易形成长链状(图 2B)。单核增生李斯特氏菌的

HSP100/ClpE 基因敲除后，小鼠的半数致死量

(lethal dose 50%, LD50)提高了 100 倍，毒力显著

减低；此外，缺失株在肝和脾中的细菌载量显

著降低[37]。本研究中 BALB/c 小鼠感染模型表

明 SsClpL 表达缺失导致 SS2 的毒力降低；

SS2-1/ΔclpL 混合感染组的体内竞争试验结果

显示小鼠的脾脏、脑组织和血液中回收到的缺

失株 ΔclpL 菌落数明显低于亲本株，ΔclpL/SS2-1
的各 CI 值均低于 0.12，而 CΔclpL/SS2-1 的 CI 值
接近 0.5 (图 5B)，表明质粒介导的互补株 CΔclpL

的毒力有所恢复[26]。在SS2超氧化物歧化酶SodA
的研究中同样用竞争感染试验评估缺失株的毒

力，得到了相似的结论[24]。 

4  结论 
本研究表明了猪链球菌 2 型的 HSP100/ClpL
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参与细菌的应激耐受、体内存活及小鼠的致病

性，然而 SsClpL 操纵细菌的应激耐受间接影响

细菌的毒力和 /或直接调控相关毒力因子的表

达从而影响细菌毒力的具体分子机制，仍有待

进一步深入研究。 
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