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摘  要: 利用同源重组基因敲除方法构建猪链球菌 2 型强毒株 05ZYH33 唾液酸合成酶 neuB 基因

敲除突变株。PCR 和 Southern 杂交结果均显示 neuB 基因在 1 株转化重组体中完全被壮观霉素抗

性基因替代, 表明 neuB 基因敲除突变体构建成功。生物学特性鉴定显示, 突变体与强毒株在菌落

形态、溶血活性以及染色特性方面均无明显差异; 电镜检查发现突变体表面结构组分与强毒株有

显著差异, 荚膜明显变薄, 质地更加紧密; 小鼠致病性试验结果显示, 突变体毒力显著减弱。研究

结果提示菌体荚膜中的唾液酸对于猪链球菌 2 型侵袭和致病具有重要作用。 
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Abstract: Based on the principle of homologous recombination, we construct gene knock-out mutant of 
neuB gene encoding sialic acid synthase in Streptococcus suis serotype 2 (SS2) virulent strain 05ZYH33. 
PCR analysis and Southern hybridization confirmed that the coding gene of neuB was replaced completely 
by spcr cassette in one mutant, the mutant of 05ZYH33 neuB gene was successfully constructed. Analysis of 
biological characteristics showed that there were no differences in mycelial morphology, hemolytic activity 
and dyeing properties between the mutant and 05ZYH33; but the capsule of mutant was thinner and more 
compacted than that of the wild type strain 05ZYH33. Virulence assays with murine model confirmed that 
the mutant is avirulent. These observations indicate that sialic acid plays an important role in the pathogene-
sis and invasiveness of SS2. 
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猪链球菌 2型(Streptococcus suis serotype 2, SS2)
是一种重要的人兽共患病病原。目前, 世界范围内
发生的人感染该菌的病例已超过 400 例, 其中死亡
人数超过 70人[1]。我国是本病的重灾区, 1998年和
2005年, 我国江苏省和四川省分别发生 SS2暴发流
行感染猪和人的公共卫生事件, 患者中出现了中毒
性休克综合征(streptococcal toxic shock syndrome, 
STSS)[2]。SS2 的不同分离株致病性具有很大差异, 
可能与其毒力因子密切相关。已知与 SS2 致病性相
关的毒力因子主要有荚膜多糖(Capsular polysaccha-
ride, CPS)、溶菌酶释放蛋白 (Muramidase-released 
protein, MRP)、胞外因子(Extracellular factor, EF)、
溶血素(Suilysin, Sly)等[3-4]。其中, CPS是 SS2极为
重要的毒力因子, 无荚膜突变株在体外极易被猪肺巨
噬细胞吞噬, 经鼻粘膜接种仔猪无致病性[5]。SS2 的
CPS 由 5 种单糖组成, 分别为葡萄糖、半乳糖、鼠
李糖、N-乙酰葡糖胺和 N-乙酰神经氨酸, 摩尔比为

0.95: 3.68: 1.00: 0.80: 1.31[6]。其中, N-乙酰神经氨酸
(Neu5Ac)又称唾液酸, 是一种已在多种致病菌中被
证实的毒力因子, 该组分在 SS2 中的致病作用尚不
明确。本课题组对 2005 年四川流行的强致病株
05ZYH33 进行了全基因组测序和组功能注释[7]。生

物信息学分析结果显示, 05ZYH33 中含有唾液酸合
成酶编码基因 neuB。同源比对发现, 该编码基因与
B 群链球菌中的唾液酸合成酶编码基因一致性为
74%。本研究以强致病株 05ZYH33 为对象, 利用同
源重组方法获得了 neuB基因敲除突变体, 并通过表
型鉴定和体内外试验探讨唾液酸在 SS2 致病过程中
的作用。 

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  Bacterial strains, plasmids and primers used in this study 

菌株、质粒及引物 
Bacterial strains, plasmids and primers 

表型及相关特征 
Phenotypes and correlative characters 

来源 
Sources 

菌株 Bacterial strains    
 05ZYH33 血清型 2型, 强致病株, neuB+ 本室保存 

 ΔneuB 血清型 2型, Spcr, neuB－ 本研究构建 

 mutant1 血清型 2型, Spcr, Ampr, neuB + 本研究构建 

 E. coli DH5α deoR, recA, endA, hsdR, supE, thi, gyrA, relA 本室保存 
质粒 Plasmids    

 pMD18-T T载体, lacZ, Ampr TaKaRa 
 pUC18 E. coli克隆载体, lacZ , Ampr 本室保存 

 pSET2 E. coli-S. suis穿梭质粒, Spcr Takamatsu et al.(2001) 
 LSR-pUC18 neuB基因敲除质粒, Ampr, Spcr 本研究构建 

引物 Primers   
 L1 GAATTCGTTAGGTGGATCTGAGTA   (下划线为引入的 EcoR I酶切位点) 

 L2 GGATCCTTTATTTCCTTTCTAAAA  (下划线为引入的 BamH I酶切位点) 

 R1 CTGCAGTAAGCGGAGTAAGGATGA   (下划线为引入的 Pst I酶切位点) 

 R2 AAGCTTGCATCTAATAAGGCCTGC  (下划线为引入的 Hind III酶切位点) 

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

 Spc2 CTGCAGGTTTTCTAAAATCTGAT     (下划线为引入的 Pst I酶切位点) 

 IN1 ATTACTGTCTTGAAAAGGGAGTTG 
 IN2 TACCAAGGCTGCTAAGATATCAGG 
 OUT1 GCTACACACTTGCGTCTATCTTAC 
 OUT2 CATCTGAAAAGGTACCCGCTCCTA 
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1.2  主要试剂及仪器 
Ex Taq DNA聚合酶、DNA限制性内切酶、T4 

DNA 连接酶、质粒 DNA 抽提试剂盒均为 TaKaRa
公司产品 ; 胶回收试剂盒为 Promega 公司产品 ; 
Todd-Hewitt Broth(THB)培养基购于 Difco 公司 ; 
North2South DNA 随机引物生物素标记和化学发光
检测试剂盒为 Pierce公司产品; SS2型特异性抗血清
为 STATENS SERUM INSTITUT产品。Gene Pulser 
XcellTM型电穿孔仪为 BIO-RAD 公司产品;  Ultro-
spec2000型紫外分光光度计为 Pharmacia公司产品。
JEM-1010型透射电子显微镜为 JEOL公司产品。 

1.3  实验动物 
BALB/c 小鼠(SPF级); 雌性; 4周龄, 购自中国

人民解放军军事医学科学院实验动物中心。 

1.4  05ZYH33 neuB 基因敲除突变株的构建和鉴定 
1.4.1  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 neuB 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(spcr cassette)。在限制性内切酶和 T4 
DNA连接酶的作用下, 将他们依次克隆到 pUC18载
体的 EcoRⅠ、BamHⅠ、PstⅠ和 HindⅢ4个多克隆位
点上, 形成 1个 spcr基因两侧具有与 neuB上下游同源
序列的基因敲除质粒 LSR-pUC18, 如图 1所示。 

 

图 1  neuB 基因敲除质粒构建示意图 
Fig. 1  Construction of gene knock-out plasmid LSR- 
pUC18 
 
1.4.2 基因敲除突变体的筛选和鉴定：参照 Smith[8]

等的方法制备 05ZYH33感受态细菌。在 22.5 kV/cm、
200 Ω和 25 μF电转参数下, 用构建好的基因敲除质
粒 LSR-pUC18电转化感受态细菌, 电转结束后将细
菌涂布于 THB平板(含 100 μg/mL壮观霉素), 37°C
培养 48 h, 挑取所有的单菌落进行增菌培养并取菌
液 2 μL做模板, 用引物 IN1/IN2(位于 neuB内部)进
行初步筛选 , 对疑似阳性菌采用交叉 PCR 和

Southern杂交验证。 

1.5  生物学特性分析 
1.5.1 划线培养：采用分区划线法, 将过夜培养的细
菌接种于 THB血平板(含 5%绵羊血)上, 37°C培养箱
孵育 24 h。 

1.5.2  Gram 染色：常规 Gram染色法。 

1.5.3  凝集试验：在玻片上滴加生理盐水 10 μL, 自
THB 血平板刮取细菌均匀涂布于玻片上, 滴加 2 型
特异性抗血清 5 μL, 置于显微镜下观察。设立阴性
对照。 

1.5.4  免疫电镜：电镜样本的制作参照 Jacques[9]等

的方法略作改动。自血平板挑取单菌落 , 接种于
THB培养基中, 37°C静置培养 12 h, 2000 r/min离心
15 min 收集菌体。磷酸盐缓冲液(PBS, 0.01 mol/L, 
pH 7.2)洗 1次, 调整细菌浓度至 OD540=1.8。加入猪
恢复期血清, 4°C作用 1 h。PBS洗 1次, 20°C、5%
戊二醛固定 2 h。PBS洗 5次后用 2%锇酸后固定 2 h。
其后用丙酮逐级脱水, 醋酸铀后固定后包埋切片。
样本置于 80 kV加速电压下观察。 

1.6  小鼠致病性试验 
SPF 级 BALB/c 小鼠 30 只, 随机分为 3 组, 每

组 10 只, 分别经腹腔接种 05ZYH33 菌液、突变体
菌液及对照 THB 各 1 mL, 各组攻毒剂量均为 5×
108 CFU/只。细菌培养参照 Beaudoin [10]等的方法。 

2  结果 

2.1  05ZYH33 neuB 基因敲除突变株的构建和鉴定 
2.1.1  neuB 基因敲除质粒的构建：构建完成基因敲

除质粒 LSR-pUC18, 并对重组质粒进行 PCR及双酶
切验证, 结果见图 2、3, 其中由于 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ
双酶切的两个片段大小接近 , 因此未能完全分离 , 
只显示一条条带。对重组质粒进行测序, 结果均显  

 

图 2  PCR 扩增产物凝胶电泳 
Fig. 2  Gel electrophoresis of PCR product 
1: PCR products with L1, L2; 2: PCR products with Spc1, Spc2; 
3: PCR products with R1, R2; 4: PCR products with L1, Spc2;  
5: PCR products with Spc1, R2; 6: PCR products with L1, R2;  
7: 1 kb DNA ladder marker. 
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图 3  基因敲除质粒 LSR-pUC18 的双酶切鉴定 
Fig. 3  Restriction analysis of plasmid LSR-pUC18 
1: LSR-pUC18 digested by EcoRⅠ and BamHⅠ; 2: LSR- 
pUC18 digested by BamHⅠand PstⅠ; 3: LSR-pUC18 digested 
by PstⅠ和 Hind Ⅲ; 4: LSR-pUC18 digested by EcoRⅠ and 
PstⅠ; 5: LSR-pUC18 digested by BamHⅠ and Hind Ⅲ;  
6: LSR-pUC18 digested by EcoRⅠ and Hind Ⅲ; 7: 1 kb DNA 
ladder marker. 

 
示 3个片段连接次序正确, 重组质粒构建成功。 

2.1.2  neuB 编码基因敲除突变株的筛选：取基因敲

除质粒 LSR-pUC18 5 μL电转化 05ZYH33感受态细
胞, 转化平板经 37°C培养 48 h后, 从平板挑取单菌
落摇菌培养, 使用引物 IN1/IN2 进行菌液 PCR 筛选
(产物大小 500 bp)。通过上述筛选方法, 在一组菌液
PCR中, 发现一株扩增结果为阴性(图 4泳道 7), 将
其对应的菌株命名为 ΔneuB, 进行进一步验证。另
外取第 1泳道的 mutant 1作为单向插入对照。 

 

图 4  neuB 基因敲除突变体的部分 PCR 初步筛选结果 
Fig. 4  Preliminary PCR screening of gene knock-out mu-
tant of neuB 
1: Mutant 1; 2: Mutant 2; 3: Mutant 3; 4: Mutant 4; 5: Mutant 5; 
6: Mutant 6; 7: Mutant 7; 8: Positive control; 9: Negative 
control; 10: 1 kb DNA ladder marker. 

 
2.1.3  neuB 基因敲除突变体 ΔneuB 的 PCR 鉴定：

分别于 neuB 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 5所示。如果
发生等位基因置换 , 分别用引物 OUT1/Spc2、
pc1/OUT2、pc1/Spc2 进行 PCR 均可得到阳性结果, 
而在 05ZYH33 中, 用以上引物进行 PCR 都应得到
阴性结果。而原来以 05ZYH33基因组为模板, 用引
物 IN1/IN2能扩增出的 500 bp的目的片段, 在突变
株中将不复存在。结果各 PCR产物的大小与推测值

相符(图 6)。 

 

图 5  引物设计示意图 
Fig. 5  Primer design 

 

 

图 6  neuB基因敲除突变体 ΔneuB的 PCR验证 
Fig. 6  PCR identification of neuB gene knock-out mutant 
ΔneuB 
1: IN1/IN2 PCR amplification using 05ZYH33 genomic DNA 
as template; 2: IN1/IN2 PCR amplification using ΔneuB ge-
nomic DNA as template; 3: Spc1/Spc2 PCR amplification using 
05ZYH33 genomic DNA as template; 4: Spc1/Spc2 PCR am-
plification using ΔneuB genomic DNA as template; 5: OUT1/ 
Spc2 PCR amplification using 05ZYH33 genomic DNA as 
template; 6: OUT1/Spc2 PCR amplification using ΔneuB ge-
nomic DNA as template; 7: Spc1/OUT2 PCR amplification 
using 05ZYH33 genomic DNA as template; 8: Spc1/OUT2 PCR 
amplification using ΔneuB genomic DNA as template; 9: 1 kb 
DNA ladder marker. 
 
2.1.4  neuB 基因敲除突变体 ΔneuB 的 Southern 杂

交验证：为进一步验证 ΔneuB 突变株的正确性, 本
实验再通过 Southern杂交对 ΔneuB基因组上的突变
基因进行定位分析。实验验证探针为 neuB中间片段
(引物 SIN1/SIN2 的 PCR 产物), 采用随机引物法进
行生物素标记, 操作参照试剂盒说明书。将各基因
组 DNA 用 Hind Ⅲ酶切过夜后, 电泳分离各片段
(0.8%琼脂糖凝胶), 采用毛细管法将凝胶中的 DNA
转印至尼龙膜, 80°C烘烤 2 h固定 DNA。从预杂交
开始到最后的曝光均严格按照说明书上的操作步骤

进行。结果如图 7所示, 在 05ZYH33和 mutant 1基
因组酶切产物中, 分别出现了一条大于 10 kb 和大
于 6 kb的 neuB探针杂交带, 与预计酶切片段 10.9 kb
和 6.6 kb大小相符, 而在 ΔneuB酶切产物中则未出
现杂交条带, 表明 neuB已被敲除。 
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图 7  突变株 ΔneuB 的 Southern 杂交分析 
Fig. 7  Southern hybridization analysis of mutant ΔneuB 
1: 05ZYH33 genome/ Hind Ⅲ; 2: ΔneuB genome/ Hind Ⅲ;   
3: Mutant 1 genome/ Hind Ⅲ. 

 
2.2  生物学特性分析 
2.2.1  划线培养：采用分区划线法, 将过夜培养的

强毒株 05ZYH33与突变株 ΔneuB接种于 THB血平

板(含 5%绵羊血)上, 37°C培养箱孵育 24 h。二者于

平板上均呈灰白色、圆形半透明、湿润、表面光滑

的细小菌落, 但直径略有差异, 05ZYH33 菌落的平

均直径为 1.5 mm, 而 ΔneuB 菌落的平均直径为    

1 mm。二者溶血活性无差异, 菌落周围均出现明显

的 β-溶血环, 宽度为 1 mm~2 mm。  

2.2.2  Gram 染 色：显微镜下观察 , 强毒株

05ZYH33与突变株ΔneuB均为典型的革兰氏阳性菌, 

菌体形态为圆形或卵圆形, 呈链状排列, 染色特性

和菌体形态均无明显差异。 

2.2.3  凝集试验：显微镜下观察, 强毒株 05ZYH33 

30 s内迅速凝集, 而突变株 ΔneuB初始无凝集现象

发生, 20 min后开始缓慢凝集。二者阴性对照均无凝

集现象发生。 

2.2.4  免疫电镜：为研究唾液酸缺失突变株荚膜的

变化, 将强毒株 05ZYH33与突变株 ΔneuB制成超薄
切片, 置于透射电镜 80 kV 加速电压下观察。电镜
图片显示, SS2菌体呈圆形或卵圆形, 以双或短链形
式存在。突变株 ΔneuB 较强毒株 05ZYH33 荚膜明
显变薄。强毒株 05ZYH33 的荚膜厚度为 110 nm~ 
130 nm, 而突变株的荚膜厚度仅为 50 nm~70 nm。 

2.3  小鼠致病实验 
为评估唾液酸在 SS2 致病过程中的作用, 采用

小鼠模型进行致病实验。将 30只 4周龄雌性 BALB/c 
小鼠随机分为 3组, 每组 10只。其中强毒组腹腔注
射 05ZYH33 菌液 1 mL/只(约为 5×108 CFU 细菌); 
突变体组腹腔注射相同剂量的 ΔneuB 菌液; 阴性对
照组注射相同剂量的 THB。强毒组 48 h内死亡 8只, 
2 只存活小鼠精神萎靡, 数日后逐渐恢复活力; 突
变体组接种后 4只小鼠轻微发病, 24 h后恢复活力, 
全部存活。THB阴性对照组动物均无明显发病或异
常表现。 

3  讨论 

唾液酸位于众多哺乳动物细胞表面多糖分子的

末端, 在细胞间的粘附和信号传导等过程中发挥重
要作用[11]。某些病原菌也进化产生了有效利用唾液

酸的机制。在一些可诱发脑膜炎的致病菌, 如 B群链
球菌(Group B Streptococcus)和大肠杆菌 K1 (Es-
cherichia coli K1)中, 唾液酸被认为是一种重要的毒
力因子, 对于细菌突破血脑屏障是非常重要的[12]。此

外,  Marques等[13]发现 B群链球菌Ⅲ型可利用唾液

 

 

图 8  透射电镜图片 
Fig. 8  Transmission electron micrographs of thin sections of S. suis 2 

Note: A: 05ZYH33; B: ΔneuB. 
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酸化的荚膜抑制补体旁路途径活化, 从而在缺乏特

异性抗体的情况下抵抗补体依赖的细胞毒作用。B

群链球菌还可通过唾液酸成分模拟哺乳动物细胞 , 

与表达于白细胞表面的唾液酸识别免疫球蛋白超家

族凝集素(Siglecs)结合, 传递抑制信号, 以逃避机体

天然免疫应答[14]。大肠杆菌 K1 同样依赖唾液酸化

的荚膜抵抗补体介导的杀菌作用[15]。 

唾液酸化的荚膜在 SS2 的侵袭和致病过程中也

起到了重要作用, 尽管 SS2 强毒、弱毒及无毒株都

具有相似水平的唾液酸化的荚膜, 但无荚膜突变株

则完全无毒[5], 提示荚膜是 SS2 一种毒力所必需的

组分。1988年, Arends[16]等提出 SS2 荚膜中的唾液

酸组分可能是该细菌的毒力因子。 Charland 等[17]

通过凝集素封闭和唾液酸酶水解的方法研究唾液酸

在 SS2 致病过程中的作用。结果显示, 使用唾液酸

酶水解或经凝集素封闭处理后的细菌抗猪单核细胞

吞噬能力无明显改变, 但细菌的胞内存活能力略有

下降, 处理后的细菌对小鼠的毒力未发生改变。与 B

群链球菌强弱菌株唾液酸含量存在差异不同的是 , 

猪链球菌不同毒力菌株在唾液酸含量上并无明显差

异。基于上述试验结果, Charland等推测唾液酸可能

并非 SS2 关键的毒力因子。但由于上述试验处理唾

液酸的方法只是暂时消除其唾液酸表型, 而细菌在

试验过程中仍可能处于不断分裂的状态, 增殖产生

的细菌必然为唾液酸化的多糖荚膜所覆盖, 在这种

情况下评估唾液酸在 SS2 致病过程中的作用略显牵

强, 有必要重新审视。 

本室对强致病株 05ZYH33 全基因组注释的结

果显示, 该菌含有 4 个与唾液酸组分合成相关的基

因 , 分别编码单磷酸胞苷-N-乙酰神经氨酸合成酶

(CMP-N-acetylneuraminic acid synthetase, NeuA)、唾液

酸合成酶(Sialic acid synthase, NeuB)、尿苷二磷酸- 

N-乙酰葡糖胺 -2-异构酶 (UDP-N-acetylglucosamine 

2-epimerase, NeuC)和乙酰转移酶(Acetyltransferase, 

NeuD)。一般而言, 原核生物中唾液酸的合成首先由

底物尿苷二磷酸-N-乙酰葡糖胺起始, 在 NeuC 的作

用下生成 N-乙酰甘露糖胺, 然后在 NeuB 的催化下

生成唾液酸, 其后唾液酸可分为两部分, 一部分直

接在 NeuA的作用下生成单磷酸胞苷-N-乙酰神经氨

酸, 而另一部分在 NeuD 的作用下发生 O-乙酰化, 

并最终在 NeuA的作用下生成 O-乙酰化的单磷酸胞

苷-N-乙酰神经氨酸, 这两种产物均可进一步聚合并

参与荚膜的组装[18]。鉴于唾液酸合成酶是其中的关

键限速酶, 我们首先选定其编码基因 neuB 为靶标, 

通过同源重组基因敲除方法构建唾液酸合成酶编码

基因缺失突变株, 从基因水平出发对唾液酸在 SS2

致病过程中所发挥的作用进行研究。生物学特性分

析结果显示, 突变体较强毒株的菌体形态、生长状

态、溶血活性以及染色特性均无明显差异; 但其凝

集特性发生显著变化, 凝集时间明显延长, 这可能

是由于唾液酸组分缺失导致细菌表面抗原决定簇构

象发生改变, 使得抗体与抗原结合受阻而导致时间

延长。突变株表面荚膜与强毒株存在显著差异, 荚

膜明显变薄, 这可能是由于敲除株荚膜中的唾液酸

缺失后, 由该糖产生的静电斥力及亲水性减弱或丧

失, 从而导致荚膜皱缩。进一步的小鼠致病性试验

结果显示, ΔneuB毒力显著减弱。上述结果提示菌体

荚膜中的唾液酸对于 SS2 侵袭和致病具有重要作

用。当然, 目前尚不清楚唾液酸合成酶的缺失与细

菌唾液酸合成缺陷的关联程度, 还需进一步通过唾

液酸含量检测等生化试验加以验证。此外, 唾液酸

的合成路线还涉及到其他几种催化酶, 它们在其中

所扮演的重要作用也有待进一步研究揭示。 
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