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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 srtF 同源突变体。组合

PCR、交叉酶切、RT-PCR 结果均显示 srtF 突变体构建成功。突变株与强毒株的菌落形态、生长

速率以及对小鼠的致病力均无显著性差异。小鼠竞争实验结果提示, 突变株在心脏的定殖及感染

能力显著减弱。成功构建的 srtF 突变株为进一步研究 srtF 的生物学功能奠定了基础。 
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Construction and Virulence Assays of the sortase F 
Gene Knock-out Mutant of Streptococcus suis 2 
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Abstract: To approach the relationship between the srtF gene and the high pathogenicity of S. suis 2 
05ZYH33, an isogenic knockout mutant of srtF was generated based on the principle of homologous re-
combination and confirmed by PCR, restriction analysis and reverse transcription polymerase chain reac-
tion. The resulting mutant strain exhibited growth kinetics equivalent to those of the WT parent strain 
upon cultivation in standard laboratory used in our in vitro assays. A similar absence of difference between 
parent strain and mutant was observed when competition infection mice by the WT and mutant strains was 
evaluated. Taken together, these results suggest that srtF might in fact not critical for the full virulence 
of S. suis 2. It is to expect that future study carried out with S. suis 2 to verification the conclusions. 
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猪链球菌 2 型(Streptococcus suis serotype 2, S. suis 
2)是一种重要的人兽共患病病原菌, 不仅可感染猪

引起脑膜炎、败血症、关节炎、肺炎等多种临床疾

病, 并且可通过伤口和呼吸道等传播途径, 导致人

感染发病和死亡[1−2]。1998 年和 2005 年, 分别在我

国江苏海安和四川资阳爆发了大规模的 S. suis 2 感
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染人疫情[3−4], 患者出现高比例的、国内外罕见的链

球菌中毒性休克综合症 (Streptococcus toxic shock 

syndrome, STSS), 病情凶险 , 病死率极高 , 引发业

界人士的高度关注。 
Sortase (srt)是普遍存在于革兰氏阳性菌中, 催

化表面蛋白共价锚定到细胞壁上的一类转肽酶[5]。

根据 Dramsi 等人提出的准则, sortase 分为 A、B、C、

D 4 类, 其中 C 类 sortase 家族最大, 存在于多种菌

中 [6], 主要功能为催化细菌表面菌毛结构的合成及

其与细胞壁的锚定。研究表明, 肺炎链球菌中 C 类

sortase (srtB、srtC、srtD)以及 B 组链球菌中 srtC1、

srtC2、srtC3、srtC4 的缺失, 将明显影响菌毛结构

的合成, 致使细菌在粘附、侵袭、毒力方面的能力

明显减弱[7−8]。然而, 关于 C 类 sortase 在 S. suis 2

中的致病作用尚未见报道。本课题组已完成 1998 年

强致病株 98HAH12 和 2005 年强致病株 05ZYH33

的全基因组测序和功能注释, 发现 S. suis 2 中共含

有 srtB、srtC、srtD、srtF 共 4 种 C 类 sortase, 其中

srtF 与菌毛的合成过程关系密切[6]。本研究以中国强

致病菌株 05ZYH33 为研究对象, 主要从以下几个方

面对 srtF 进行探讨: (1) srtF 突变株的构建; (2) srtF

突变株的多重验证; (3) srtF 突变株的毒力研究。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒和引物 
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。 

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 抽提试剂盒及 RNA 反转录

试剂盒均为 TaKaRa 公司产品; 胶回收试剂盒、基因

组 及 RNA 提 取 试 剂 盒 为 Promega 公 司 产 品 ; 

Todd-Hewitt Broth (THB)培养基购于 Difco 公司 ; 
Gene Pulser XcellTM 型电穿孔仪及电转杯为 Bio-Rad

公 司 产 品 ; Ultrospec2000 型 紫 外 分 光 光 度 计 为

Pharmacia 公司产品。 
 

表 1  实验所用的菌株、质粒和引物 
Table 1  Bacterial strains, plasmids and primers used in this study 

菌株、质粒及引物 
Strains, plasmids and primers 

表型及相关特征 
Phenotypes and correlative characters 

来源 
Sources 

菌株 Strains 

05ZYH33 血清型 2 型, 强致病株 本室保存 

ΔsrtF 血清型 2 型, Spcr 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 srtF 基因敲除质粒, Ampr, Spcr 本研究构建 

引物 Primers 

L1 GAATTCAAAACACTACTAATCCAA (下划线为引入的 EcoRⅠ酶切位点) 

L2 GGATCCTTCCGAAGATAGATTCTA (下划线为引入的 BamHⅠ酶切位点) 

R1 CTGCAGTTTATATTTTTATAACAA (下划线为引入的 PstⅠ酶切位点) 

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

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

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

IN1 TTGGGGATTGGACTATTGGCTTAT 

IN2 TCAGAAAACAGACGGGCAGATG 

OUT1 CACCAA ATGCAACTGTTA TCGATA 

OUT2 TATCTAGTAGACGGGCTGCAGATT 
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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 srtF 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 S. suis 2 05ZYH33 
基因组 DNA 为模板, 分别扩增 srtF 基因的上游 LA 
(1000 bp)及下游 RA (700 bp) DNA 片段, 同时以

pSET2 质粒为模版, 用引物 Spc1/2 扩增壮观霉素抗

性基因(Spcr cassette, 1130 bp)。将这 3 个片段(LA、

RA、Spc)克隆到 pMD18-T 载体上, 然后在限制性内

切 酶 和 T4 DNA 连 接 酶 的 作 用 下 , 依 次 克 隆 到

pUC18 载体的 EcoR Ⅰ、BamH Ⅰ、Pst Ⅰ和 Hind  Ⅲ

4 个多克隆位点上, 形成一个 Spcr 基因两侧具有与

srtF 上下游同源序列的重组敲除质粒 pUC::srtF, 如

下图所示。 
 

 

图 1  pUC::srtF 重组质粒的构建示意图 
Fig. 1  Construction of plasmid Puc::srtF 
 
1.4.2  基因敲除突变体的筛选和初步鉴定 : 对

Smith 等[9]的方法略作改动, 制备 05ZYH33 感受态

细菌。在 2150 V/cm、200 Ω 和 25 μF 电转参数下 , 
将重组敲除质粒 pUC::srtF 电转化到 05ZYH33 感受

态细胞中。用位于 srtF 内部的引物 IN-1/IN-2 进行

PCR 初次筛选,  若目的基因缺失, 对疑似阳性菌用

引物 SPC-1/SPC-2、OUT-1/SPC-2、SPC-1/OUT-2 和

OUT-1/OUT-2 进行组合 PCR 验证, 琼脂糖凝胶电泳

分析各 PCR 产物与理论大小是否一致。 
1.4.3  RT-PCR 验证: 取适量的野生型 05ZYH33 和

突变株 ΔsrtF (OD600≈0.6)菌液提取 RNA, 将提取的

RNA 反转录成 cDNA, 并通过混合引物和 Checkin1/2
引物对提取的 RNA、cDNA 进行鉴定。 

1.5  生物学特性分析  
1.5.1  形态结构和溶血活性: 为了比较野生型和突

变株之间生长状态有无差异, 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, 观察二者菌落形态和溶

血活性有无明显差别。 

1.5.2  革兰氏染色: 将突变株和野生型接种 THB 培

养基(含10%胎牛血清)中于37°C 培养至对数中期 , 
用接种环取样均匀涂布于载玻片上, 自然晾干后进

行常规革兰氏染色, 于显微镜下观察菌落形态。 
1.5.3  生长速率的比较: 为了对比突变株与野生型

的生长状态有无差异, 取相同数量(OD600≈0.008)的

细菌置于 THB 液体培养基中, 37°C 振荡培养, 每间

隔 1 h 测取 OD600 值, 重复实验 3 次并绘制生长曲线。 
1.5.4  小鼠致病实验: SPF 级 4 周龄 BALB/c 小鼠

30 只, 随机分为 3 组, 分别腹腔注射野生型和突变

株菌液 1 mL (约 1 × 108 CFU/只), 并设 THB 阴性对

照组(1 mL/只), 及时观察记录小鼠发病及死亡情况。 
1.5.5  竞争感染实验: 用等比例的野毒株和突变株

(各 5 × 107 CFU)混合菌液腹腔注射 10 只小鼠, 及时

观察小鼠发病情况, 当动物出现发病症状, 如嗜睡、

脓眼、跛行等症状, 随机抽取 3 只, 并进行心脏、血

液、肝脏、肾脏、脾脏样本的采集, 称重后研磨, 取

均浆分别作 10 倍连续稀释, 取一定稀释倍数的菌液

100 μL 涂布于 THB 平板(分别为含 100 g/L 壮观霉

素和不含壮观霉素), 37°C 孵育 48 h 后通过平板计

数和抗性筛选测定各被检组织中野生型和突变株

的细菌数量(突变株的细菌数量等于壮观霉素抗性

平板上长出的菌落数, 而野毒株的细菌数量等于普

通 THB 平板上的菌落数减去壮观霉素抗性平板上

的菌落数)。 

2  结果 

2.1  重组敲除质粒 pUC::srtF 的鉴定   
提取构建好的重组质粒, 对重组敲除质粒进行

组合 PCR 及交叉双酶切验证, 结果见图 2 和图 3, 各

条带大小均与理论值相符, 测序结果亦显示 3 个片

段序列及连接顺序正确。 
 

 
图 2  重组敲除质粒 pUC::srtF 的组合 PCR 
Fig. 2  Multiple-PCR analysis of the recombinant plasmid 
pUC18::srtF 
Note: 1: PCR products with L1/L2 (1000 bp); 2: PCR products with 
SPC1/SPC2 (1130 bp); 3: PCR products with R1/R2 (700 bp); 4: 
PCR products with L1/SPC2 (2130 bp); 5: PCR products with 
SPC1/R2 (1830 bp); 6: PCR products with L1/R2 (2830 bp); 7: 1 kb 
DNA ladder marker. 
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图 3  重组敲除质粒 pUC18::srtF 的交叉酶切鉴定 
Fig. 3  Restriction enzyme digesting of the recombinant 
plasmid pUC18::srtF 
Note: 1: Digested by EcoR I and BamH I; 2: Digested by BamH I 
and Pst I; 3: Digested by Pst I and Hind ; 4: Digested by Ⅲ EcoR I 
and Pst I; 5: Digested by BamH I and Hind ; 6: Digested by Ⅲ

EcoR I and Hind ; 7: 1 kb DNA ladder Ⅲ marker. 
 
2.2  敲除突变株 ΔsrtF 的 PCR 鉴定 

如图 4 所示, 引物 IN-1/IN-2 的 PCR 产物为阴

性者, 考虑为疑似阳性株, 其中 11 泳道为疑似突变

株, 进一步提取基因组进行组合 PCR 验证。如果发

生双向同源重组, Spcr 基因将替代 srtF 基因, 引物

SPC-1/SPC-2 PCR 将 能 扩 增 出 Spcr 基 因 , 引 物

OUT-1/SPC-2 PCR 能扩增出约 2.2 kb 片段, 引物

SPC-1/OUT-2 PCR 能 扩 增 出 2 kb 片 段 ; 而 在

05ZYH33 中, 用以上引物进行 PCR 都应得到阴性结

果, 而用引物 IN-F/IN-R 能扩增出 416 bp 片段。结

果如图 5 所示, 大小均与理论值一致。 

2.3  RT-PCR 验证 
为了进一步验证突变株 , 用混合引物分别对

05ZYH33 和突变株 ΔsrtF 的 RNA 和 cDNA 进行扩

增, 结果表明获得了高纯度的 RNA(无 DNA 污染), 

并且成功转录出 cDNA; Checkin1/2 引物分别对二

者反转录得到的 cDNA 进行扩增, 野生型 05ZYH33

中结果为阳性 , 说明 srtF 正常转录 , 而在突变株

ΔsrtF 中为阴性, 从转录水平证实 srtF 基因的缺失

(图 6)。 
 

 

图 4  突变株∆srtF 的初步筛选 
Fig. 4  Preliminary PCR screening of gene knock-out mutant of srtF 

Note: 1: 1 kb DNA ladder marker; 2: Positive control; 3: Negtive control; 4−24: Mutants. 
 

 

 

图 5  ∆srtF 的组合 PCR 验证 
Fig. 5  Multiple-PCR analysis of 05ZYH33 and ∆srtF 
Note: 1: Mixture primers amplification of 05ZYH33; 2: Mixture 
primers amplification of 05ZYH33; 3: IN1/IN2 PCR amplification 
of 05ZYH33; 4: IN1/IN2 PCR amplification of ∆srtF; 5: Spc1/Spc2 
PCR amplification of 05ZYH33; 6: Spc1/Spc2 PCR amplification 
using ∆srtF genomic DNA as template; 7: OUT1/Spc2 PCR ampli-
fication using 05ZYH33 genomic DNA as template; 8: OUT1/Spc2 
PCR amplification using ∆srtF genomic DNA as template; 9: 
Spc1/OUT2 PCR amplification using 05ZYH33 genomic DNA as 
template; 10: Spc1/OUT2 PCR amplification using ∆srtF genomic 
DNA as template; 11: 1 kb DNA ladder marker. 

 

图 6  反转录 PCR 鉴定 
Fig. 6  RT-PCR analysis of ∆srtF 
Note: 1: IN1/IN2 PCR amplification using cDNA of ΔsrtF; 2: 
IN1/IN2 PCR amplification using cDNA of 05ZYH33; 3: Mixture 
primers PCR amplification using cDNA of ΔsrtF; 4: PCR amplifi-
cation using RNA of ΔsrtF; 5: PCR amplification using cDNA of 
05ZYH33; 6: PCR amplification using RNA of 05ZYH33; 7: 
250 bp DNA ladder marker. 
 
2.4  菌落形态和溶血活性的比较 

将突变株 ΔsrtF 和野生型 05ZYH33 分别接种于

羊血平板, 37°C 孵育 48 h, 可见灰白色、圆形半透

明、湿润、表面光滑的细小菌落, 菌落周围有明显
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的溶血环(图 7)。与野生型相比, 突变株的菌落形态

和溶血活性没有明显变化。同样, 革兰染色后野生

型 05ZYH33 和突变株 ΔsrtF 均为阳性, 菌体形态为

圆形或椭圆形, 呈链状排列(图 8)。 
 

 

 

图 7  野生型 05ZYH33 和突变株 ΔsrtF 的菌落形态和溶

血活性 
Fig. 7  Sheep blood THB plates of 05ZYH33 and ΔsrtF 
注: A: 野生型 05ZYH33; B: 突变株 ΔsrtF. 
Note: A: The WT strain 05ZYH33; B: The ΔsrtF mutant.  
 

 

 

图 8   野生型 05ZYH33 和突变株 ΔsrtF 的结构形态

(× 1000) 
Fig. 8  Garm's stain of 05ZYH33 and ΔsrtF (× 1000) 
注: A: 野生型 05ZYH33; B: 突变株 ΔsrtF. 
Note: A: The WT strain 05ZYH33; B: The ΔsrtF mutant. 
 
2.5  生长速率的比较 

在相同的培养条件下, 记录野生型 05ZYH33 和

突变株 ΔsrtF 的 OD600 值 , 绘制生长曲线 , 结果如

图 9 所示。从图中可以看出, 突变株 ΔsrtF 比野生型

05ZYH33 对数生长初期的速率快 , 二者约在培养

10 h 后进入平台期, OD600 最大值并无显著差异。 

2.6  小鼠感染实验 
用同等剂量 05ZYH33 野生型和 ΔsrtF 突变株菌

液攻击小鼠后, THB 阴性对照组动物均无明显发病

或异常情况; 05ZYH33 野生型 48 h 内全部死亡; 而

ΔsrtF 突变株 20 h 内死亡 8 只, 最后存活 1 只, 观察

48 h 后无变化。野生型和突变株两组差异不具有统

计学意义(P > 0.05), 提示 srtF 基因突变株毒力并未

减弱。 
 

 

图 9  野毒株和突变株生长速率比较 
Fig. 9  Growth rate of the parent strains and mutant ΔsrtF 

 

 

图 10  小鼠毒力实验点图 
Fig. 10  Virulence experiment  
Note: 1: Injection with 05ZYH33; 2: Injection with ΔsrtF; 3: Injec-
tion with THB. 
 
2.7  竞争感染实验 

05ZYH33 野生型和 ΔsrtF 突变株混合菌液腹腔

感染小鼠后, 取脏器和血液进行平板计数, 结果如

图 11 所示。各组织脏器中均能分离到野生型和

A 

B 

A 

B 
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ΔsrtF 突变株细菌, 其中以血液、肝脏和肾脏数量最

多和心脏中野毒株数量明显多于 ΔsrtF 突变株, 具

有统计学意义(P < 0.05)。 
 

 

图 11  竞争实验 
Fig. 11  Competition experiment 

3  讨论 

Sortase 介导锚定的蛋白其 N 末端含有信号肽, 

C 末端含有 LPXTG (Leu-Pro-X-Thr-Gry)基序或由此

基序演变的其它识别序列[5]。在白喉棒状杆菌中, C

类 Sortase 催化菌毛合成及其装配的具体过程如下: 

菌毛前体蛋白在细胞质内合成后, 在信号肽的作用

下进入分泌系统, 进而与 Sortase 结合, 形成酰基酶

中间体, 酰基酶中间体催化菌毛蛋白与磷脂 II 分子

结合, 在菌毛特异性 Sortase 的催化下, 菌毛单体聚

合形成菌毛结构, 当菌毛结构由 Sortase 转移到细胞

壁肽聚糖磷脂 II 分子时, 菌毛合成过程停止, 其中

菌毛的主要结构蛋白 SpaA 构成菌毛的茎干, SpaB

沿菌毛体周围呈间歇性分布, SpaC 主要定位于菌毛

的顶部[9−10]。锚定于细胞壁的菌毛结构在细菌粘附

和侵袭宿主上皮细胞的过程中起着重要的作用, 并

且已证实菌毛为关键毒力因子, 参与生物被膜的形

成过程[5,10]。 

本研究对 S. suis 2 05ZYH33 基因组注释分析, 
发现 S. suis 2 中共含有 6 种 Sortase 转肽酶, 其中属

于 C 类 Sortase 家族的 srtF 与菌毛蛋白 SSU0473 和

SSU0474 位于同一个基因簇上, 同时, 该菌毛蛋白

SSU0473 和 SSU0474 含有 Sortase 催化的特异性

LPSTG 序列[6]。进一步通过相关软件对 srtF 蛋白进

行同源性比对分析, 该蛋白和多种链球菌的 Sortase

具有序列同源性。从上述分析我们可以看出, S. suis 
2 中含有与菌毛合成相关的 C 类 Sortase srtF, 且该

基因无论在基因组定位还是同源性上, 均与其它链

球菌 C 类 sortase 相似。 
在此基础上, 我们构建 srtF 的敲除突变株, 并

对其从基因水平和转录水平进行验证。通过生物学

功能实验, 我们发现 05ZYH33 野生型和 ΔsrtF 突变

株在菌落形态和溶血活性方面均无明显差异 , 但

ΔsrtF 突变株比野生型在对数初期的生长速率有增

快的趋势, 这与本课题组其它突变株的生长特性有

些许差异, 但是和 Fittipaldi 等人对 S. suis P1/7 菌株

中 srtF 缺失株的研究结果一致[11]。小鼠经 05ZYH33

野生型和 ΔsrtF 突变株攻击后, 致死率差异不具有

统计学意义, 推测 S. suis 2 中的菌毛结构并非蛋白

对其致病作用必须的毒力因子[11]。本研究的竞争感

染实验结果和毒力实验结果一致, 除心脏外, 野毒

株和突变株的感染能力无差异。ΔsrtF 突变株在心

脏的定殖数量明显比野毒株低 , 心内膜炎是猪感

染 S. suis 2 的典型症状 , 提示 srtF 参与野毒株

05ZYH33 在心脏的定殖及感染, 有望从宿主受体和

细菌配体方面进行深入研究, 为 S. suis2 致病机制的

研究开辟新视野[12]。 

总之, 本研究结果表明 S. suis2 srtF 基因的缺

失, 对细菌的毒力影响不明显, 这与肺炎链球菌和

B 族链球菌关于 sortase 研究的结果不完全一致。 因

此, 关于 S. suis 2 菌 srtF 的功能, 还需通过粘附、侵

袭、全血等实验进一步验证。此外, S. suis 2 中其它

几种 C 类 sortase 是否参与菌毛的合成过程, 也有待

我们进一步探讨。 
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