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摘要： 胞壁相关蛋白 Ａ （ＷａｐＡ） 广泛存在于革兰阳性菌中， 在细菌致病过程中发挥重要作用。 为探究 ＷａｐＡ 的致病机制和致病作用， 本研究对

猪链球菌 ＷＵＳＳ３５１ 株基因组进行分析， 发现了 ２ 个编码 ＷａｐＡ 毒素的基因簇， 编码的毒素分别命名为 ＷａｐＡ１ 和 ＷａｐＡ２， 在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中检

索到更多的 ＷａｐＡ１ 和 ＷａｐＡ２ 同源体， 通过对它们的 Ｃ 端和 Ｎ 端结构域的系统进化分析， 发现猪链球菌中广泛存在编码该毒素的基因簇， 提示其

可能具有重要的功能。 后续通过构建多个 ＷａｐＡ 毒素的 ｐＢＡＤ－Ｈｉｓ 和 ｐＢＡＤ－ｐｌｅＢ 重组质粒在大肠杆菌中表达 ＷａｐＡ， 结合生长曲线与活菌计数结

果发现， ＷａｐＡ１－１ 对大肠杆菌具有周质毒性， 而 ＷａｐＡ１－２、 ＷａｐＡ１－３、 ＷａｐＡ２－１、 ＷａｐＡ２－３ 对大肠杆菌具有胞质毒性， 初步确定了 ＷａｐＡ 的毒

性作用。 进一步构建 ｗａｐＡ１－１、 ｗａｐＡ１－２、 ｗａｐＡ２－１、 ｗａｐＡ２－３ 基因缺失株 （ΔｗａｐＡ１－１、 ΔｗａｐＡ１－２、 ΔｗａｐＡ２－１、 ΔｗａｐＡ２－３）， 并通过竞争试验

和动物感染试验发现， ＷａｐＡ 可介导猪链球菌 ＷＵＳＳ３５１ 株的竞争生长， 并在猪链球菌致病过程中发挥重要作用。 本研究结果对于猪链球菌的致病

机理研究具有指导意义， 为后续疾病治疗和预防提供参考。
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　 　 猪链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ， ＳＳ） 是一种常见的

革兰阳性人兽共患病原菌， 它不仅可导致猪等动物的

脑膜炎、 关节炎、 肺炎、 心内膜炎和败血症等多种病

症［１］， 而且部分菌株还可感染人， 引起人的中毒性
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休克综合征或细菌性脑炎［２］。 １９５４ 年首次报道人感

染猪链球菌［３］， 人感染猪链球菌的死亡率约为

１２％［４］。 脑膜炎是人感染猪链球菌的重要表现之一，
约占报告病例的 ５０％到 ６０％［５］。 据同源性和 ｒｅｃＮ 系

统发育分析， 目前有 ２９ 个猪链球菌传统血清型， 其

中 ２ 型 （ＳＳ２） 毒力最强， 分布最广。
已鉴定的 ＳＳ 毒力因子中， １ ／ ３ 以上为表面或分

泌蛋白， 它们通过不同的转运途径释放至胞外， 从而

发挥致病作用。 胞壁相关蛋白 Ａ （ＷａｐＡ） 是一种携
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带 Ｃ 端毒素的表面大蛋白， 其全长普遍在 ３ ０００ 个氨

基酸以上， 是潜在的致病因子， 但对于其功能的研究

报道很少， 值得深入探索。
已有研究发现， ＹＤ－肽重复蛋白家族在革兰阴性

和阳性细菌中普遍编码［６－８］， 并证实其介导细菌间接

触依赖竞争的功能。 这类蛋白在革兰阴性菌中被命名

为重排热点 （Ｒｈｓ） 蛋白［９］， 在革兰阳性菌中被命名

为 ＷａｐＡ 蛋白。 Ｒｈｓ 和 ＷａｐＡ 蛋白均携带多态的 Ｃ 末

端毒素结构域 （Ｒｈｓ－ＣＴ ／ ＷａｐＡ－ＣＴ）， 这些毒素具有

被分泌至胞外而抑制邻近细胞生长的潜能。 此外，
ＷａｐＡ 蛋白下游还普遍编码同质的免疫蛋白， 从而特

异性地中和同源毒素的毒性， 以保护 Ｒｈｓ＋ ／ ＷａｐＡ＋菌

体细胞免受自身抑制［１０］。 基于上述报道， 本研究利

用生物信息学方法发掘和分析了 ＳＳ 分离株 ＷＵＳＳ３５１
的 ＷａｐＡ 蛋白， 并以生长曲线测定与活菌计数试

验［１１］鉴定 ＷａｐＡ 在大肠杆菌中异位表达所发挥的毒

性作用， 同时构建相应的缺失株进一步验证 ＷａｐＡ 在

革兰阳性菌中是否发挥与 Ｒｈｓ 蛋白在阴性菌中相似的

功能， 最后通过动物感染试验验证其在猪链球菌致病

过程中的潜在作用。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株及培养条件

猪链球菌 ＷＵＳＳ３５１ 于 ２０１７ 年分离自南京栖霞区

河东里屠宰场猪扁桃体， 其血清型为 ＮＣＬ－４ 型。 猪

链球菌可于 ３７ ℃ ＴＨＢ 培养基中培养， 需要时按下述

浓度加入抗生素， 工作浓度分别为： 壮观霉素

（Ｓｐｃ） １００ μｇ ／ ｍＬ， 氯霉素 （Ｃｍ） ５ μｇ ／ ｍＬ， 氨苄青

霉素 （ＡＭＰ） ５０ μｇ ／ ｍＬ， 卡那霉素 （Ｋａｎａ） ５０ μｇ ／ ｍＬ。
大肠杆菌 ＴＯＰ１０ 购自南京诺唯赞生物科技有限公司，
大肠杆菌 ＢＴＨ１０１ 购自上海玉博生物有限公司。
１􀆰 ２　 实验动物

６ 周龄 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小鼠购自扬州大学实

验动物中心。 动物试验在南京农业大学实验动物中心

进行 ［许可批号： ＳＹＸＫ （ＳＵ） ２０１７－０００７］。
１􀆰 ３　 主要试剂和质粒

ＴＨＢ 方平板、 ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ， 购自南京

诺唯赞生物公司； ＢＡＣＴＨ Ｓｙｓｔｅｍ Ｋｉｔ 购自 Ｅｕｒｏｍｄｅｘ
公司； ２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 高保真酶、 ２０％ Ｌ－阿
拉伯糖、 质粒提取试剂盒、 琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试

剂盒、 ＤＮＡ 标记、 限制性内切酶、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶，
购自 ＴａＫａＲａ 公司； 所有引物由苏州金唯智生物公司

合成。 含氨苄青霉素抗性 （ＡｍｐＲ） 基因的 ｐＢＡＤ－
Ｈｉｓ， 含 ＡｍｐＲ基因的 ｐＢＡＤ－ｐｅｌＢ， 含卡那霉素抗性

（ＫａｎａＲ） 基因的 ｐＫＴ２５ ， 含 ＡｍｐＲ基因的 ｐＵＴ１８Ｃ ，
含壮观霉素抗性 （ＳｐｃＲ） 基因的 ｐＳＥＴ－４ｓ， 质粒均来

自本实验室。
１􀆰 ４　 生物信息学分析

蛋白质序列数据库搜索显示， ＷａｐＡ 蛋白基序与

大肠杆菌的 Ｒｈｓ 蛋白质组的核心多肽中的一个基序基

本相同， 通过 ＮＣＢＩ 中 ＢＬＡＳＴ 的方式逐一进行同源性

比对， 以初步确定猪链球菌 ＷＵＳＳ３５１ 株 ＷａｐＡ 基

因簇。
利用 ＳＷＩＳＳ － ＭＯＤＥＬ 平台 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．

ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ）对 ＷａｐＡ１－１、 ＷａｐＡ１－３ 蛋白分

别进行同源建模分析。 将已有的 ＷａｐＡ１－１、 ＷａｐＡ１－
３ 蛋白序列同资源库中序列进行比对分析， 以寻找同

源度最高的选项。 利用 ＰｙＭＯＬ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｇｒａｐｈｉｃｓ
Ｓｙｓｔｅｍ 软件将上述同源性最高的选项同原蛋白序列进

行同源建模， 并对建模结果进行分析。
从 ＮＣＢＩ 数据库下载并获取所有的猪链球菌

ＷａｐＡ 蛋白的氨基酸序列， 使用 ＭＥＧＡ （ ｖ􀆰 ５􀆰 ０􀆰 ３）
软件进行 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 氨基酸多序列比对， 并构建系统

进化树。
１􀆰 ５　 ＷａｐＡ 诱导表达对大肠杆菌生长的影响

１􀆰 ５􀆰 １　 生长曲线测定

分别复苏培养来自本试验的大肠杆菌菌株

ｐＢＡＤ－Ｐｌｅｂ－ＷａｐＡ１－１Ｃ、 ｐＢＡＤ－Ｐｌｅｂ－ＷａｐＡ１－１Ｃ－Ｉ、
ｐＢＡＤ－Ｈｉｓ－ＷａｐＡ１－２Ｃ、 ｐＢＡＤ－Ｈｉｓ－ＷａｐＡ１－２Ｃ－Ｉ、
ｐＢＡＤ－ Ｈｉｓ －ＷａｐＡ１ － ３Ｃ、 ｐＢＡＤ － Ｈｉｓ － ＷａｐＡ２ － １Ｃ、
ｐＢＡＤ－Ｈｉｓ－ＷａｐＡ２－３Ｃ 以及来自本实验室的 ｐＢＡＤ－
Ｐｌｅｂ 和 ｐＢＡＤ－Ｈｉｓ， 转接至 ２０ ｍＬ ＡｍｐＲ的 ＬＢ 液体培

养基中。 每株菌各加入 ２０％ Ｌ－阿拉伯糖诱导， 每隔

２ ｈ 测定一次 ＯＤ６００值， 共持续 １２ ｈ。
１􀆰 ５􀆰 ２　 菌落计数试验

分别复苏培养 １􀆰 ５􀆰 １ 中大肠杆菌菌株， 转接至

ＯＤ６００值为 ０􀆰 ２ 左右， 加入 ２０％ Ｌ－阿拉伯糖， 诱导

４ ｈ， 利用 ＬＢ 液体培养基 １０ 倍倍比稀释滴板， ３７ ℃
过夜培养后观察菌落生长差异。 以相同的方法， 诱导

８ ｈ， 重新稀释滴板， 过夜培养后观察结果。
１􀆰 ６　 基因缺失株的构建

利用 ２ ´Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 高保真酶， 以

ｐＳＥＴ－４ｓ 为模板 ＰＣＲ 扩增目的基因 ｓｐｃ。 以猪链球菌

ＷＵＳＳ３５１ 株基因组为模板扩增上游臂 ｗａｐＡ１－１ （１－
２） 和下游臂 ｗａｐＡ１ － １ （３ － ４）， 通过融合 ＰＣＲ 将

ｓｐｃ、 ｗａｐＡ１－１ （１－２） 和 ｗａｐＡ１－１ （３－４） ３ 段融合。
同样地， 将 ΔｗａｐＡ１－１－Ｉ 替换为氯霉素抗性 （ＣｍＲ），
见表 １。 复苏猪链球菌 ＷＵＳＳ３５１ 株， 转接后于培养

箱静置培养至 ＯＤ６００值在 ０􀆰 ０３８～０􀆰 ０５８ 之间， 从该管

中取出 １００ μＬ 菌液加入 ＷＵＳＳ３５１ 信号肽、 ３ 段融合

产物。 再将其放置在培养箱中培养 ２ ｈ。 培养完毕后，
将菌液转移至含相应抗性的 ＴＨＢ 固体选择培养基中，
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过夜培养， 鉴定后保存。

表 １　 缺失株的构建

缺失株 ３ 段融合片段

ΔｗａｐＡ１－１ ｓｐｃ、 ｗａｐＡ１－１ （１－２） 和 ｗａｐＡ１－１ （３－４）

ΔｗａｐＡ１－１－Ｉ ｃｍ、 ｗａｐＡ１－１ （１－２） 和 ｗａｐＡ１－１ （３－４）

　 　 ΔｗａｐＡ１－１ （缺失 ｗａｐＡ１－１ 毒性基因）、 ΔｗａｐＡ１－
１－Ｉ （毒性蛋白与免疫蛋白双缺失株）、 ΔｗａｐＡ１－２、

ΔｗａｐＡ１－２－Ｉ、 ΔｗａｐＡ２－１、 ΔｗａｐＡ２－１－Ｉ、 ΔｗａｐＡ２－３
和 ΔｗａｐＡ２－３－Ｉ 基因缺失株的构建如图 １ 所示。

注： ＡＢ 表示目的基因上游臂 （１－２）， ＣＤ 表示目的基因下游臂 （３－４）。

图 １　 缺失株的构建示意

１􀆰 ７　 ＷａｐＡ 介导细菌间生存竞争试验

１􀆰 ７􀆰 １　 ΔｗａｐＡ１－１ 竞争试验

复苏 培 养 已 有 的 ＷＵＳＳ３５１、 ΔｗａｐＡ１ － １ 和

ΔｗａｐＡ１－１－Ｉ 这 ３ 株菌株， 转接培养至对数期 （ＯＤ６００

值至 ０􀆰 ６ ）。 以 ＷＵＳＳ３５１、 ΔｗａｐＡ１ － １ 为 供 体 菌，
ΔｗａｐＡ１－１－Ｉ 为受体菌， 按照 １０ ∶ １ 混合供体菌与受

体菌。 离心后加入 １００ μＬ 培养液重悬。 吸取 ４ μＬ 滴

于 ＬＢ 固体小圆板上， 重复 １ 次， 置于温箱中培养。
另外每种混合液进行 １０ 倍倍比稀释， 滴板计数。 互

作后， 用无菌 ＰＢＳ 将小圆板上的菌落洗脱， 进行 １０
倍倍比稀释， 滴板计数。
１􀆰 ７􀆰 ２　 ΔｗａｐＡ１－２、 ΔｗａｐＡ２－１、 ΔｗａｐＡ２－３ 竞争试验

以 ＷＵＳＳ３５１、 ΔｗａｐＡ１－２ 为供体菌， ΔｗａｐＡ１－２－
Ｉ 为受体菌， 其他操作同 １􀆰 ７􀆰 １， ΔｗａｐＡ２－１、 ΔｗａｐＡ２－
３ 竞争试验同理。
１􀆰 ８　 ＷａｐＡ－ＣＴ 与 ＷａｐＡ－Ｉ 蛋白互作试验

　 为了避免引起自身中毒， 细菌毒素基因的下游

通常编码一个免疫蛋白基因， 将 ＷａｐＡ１－１ 下游潜在

免疫蛋白命名为 １ － １ － Ｉ， 以此类推。 利用 ＢＡＣＴＨ
Ｓｙｓｔｅｍ Ｋｉｔ 进行细菌双杂交试验以研究毒素与免疫蛋

白间的相互作用。 将 ｗａｐＡ１－１Ｃ 和 ｗａｐＡ１－２Ｃ 分别连

至酶切 ｐＫＴ２５ 质粒、 ｗａｐＡ１－１－Ｉ 和 ｗａｐＡ１－２－Ｉ 分别

连至酶切 ｐＵＴ１８Ｃ 质粒， 每 ２ 个为 １ 组电转至大肠杆

菌 ＢＴＨ１０１ 中， 并以卡那霉素和氨苄霉素双抗在 ＬＢ
固体培养基进行筛选培养， 加入 ＩＰＴＧ 诱导从而进行

共转化， 并以 Ｘ－ｇａｌ 为指示剂添加至培养基中， 培养

４８ ｈ 左右后， 同阴阳性对照进行比对， 观察互作试

验结果。
１􀆰 ９　 小鼠致病性试验

复壮 ＷＵＳＳ３５１、 ΔｗａｐＡ１－１、 ΔｗａｐＡ１－２， 将鉴定

正确的菌液转接 １００ ｍＬ ＴＨＢ 培养液， 无菌 ＰＢＳ 洗 ２
遍， 浓缩至 ５ ｍＬ， 分别腹腔注射小鼠， 每组 １０ 只，
每只注射 ５００ μＬ， 菌量约 ３×１０８ ＣＦＵ， 每隔 １２ ｈ 观

察动物的症状和死亡情况。
重复上述步骤， 分别腹腔注射小鼠， 每组 ５ 只，

每只注射 ５００ μＬ， 菌量约 ３×１０８ ＣＦＵ， 攻毒 １２ ｈ 后，
脱颈处死后， 立即解剖， 心脏取血， 再分别取肝、 脾

和脑组织， 置于含钢珠的 ２ ｍＬ 无菌离心管中， 添加

ＰＢＳ， 匀浆仪破碎， 稀释至合适梯度后， 取 １０ μＬ 滴

于 ＴＨＢ 方平板， 于 ＣＯ２培养箱 ３７ ℃培养 １２ ｈ 后细菌

计数， 统计分析各攻毒组小鼠脏器细菌载量差异。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 猪链球菌 ＷａｐＡ 毒素鉴定

通过 ＢＬＡＳＴ 比对， 发现猪链球菌 ＷＵＳＳ３５１ 株基

因组中存在 ２ 个 ＷａｐＡ 相关基因簇。 其中 １ 个位于

３８ ８４３～３８ ８６６ 位碱基之间， 编码了 ３ 个 ＷａｐＡ 相关

基因 （全长或截短同源体）， 依次将其命名为 ｗａｐＡ１－
１、 ｗａｐＡ１－２、 ｗａｐＡ１－３。 另 １ 个位于 ３８ ９０８ ～ ３８ ９２８
位碱基之间， 也编码 ３ 个相关基因， 依次将其命名为
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ｗａｐＡ２－１、 ｗａｐＡ２－２、 ｗａｐＡ２－３。 通过生物信息学分

析发现 （图 ２Ａ、 Ｂ）， ＷａｐＡ１－１ 蛋白 Ｃ 端编码脂质

ＩＩ 磷酸酶毒性结构域， 其与 ５ｕｋｈ （ ＴｅｌＣ） 编码的

ｌｉｐｉｄ ＩＩ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ 序列部分具有较高的同源性， 在

此基础上又以 ＰｙＭＯＬ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｇｒａｐｈｉｃｓ Ｓｙｓｔｅｍ 进行

同源建模， 从 ３Ｄ 结构上可更加直观地观察二者具有

较高的结构相似性 （图 ２Ｃ）。 同样， 对 ＷａｐＡ１－３ 蛋

白 Ｃ 端序列进行 ＰｙＭＯＬ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｇｒａｐｈｉｃｓ Ｓｙｓｔｅｍ 同

源建模， 发现其与 ６ｅｊｓ 具有较高的同源性， 为生物

膜降解内切酶 ＮｕｃＢ 的潜在同源体 （图 ２Ｄ）。

Ａ． ｗａｐＡ１ 基因簇； Ｂ． ｗａｐＡ２ 基因簇； Ｃ． ＷａｐＡ１－１ 蛋白 Ｃ 端序列同源建模； Ｄ． ＷａｐＡ１－３ 蛋白 Ｃ 端序列同源建模。

图 ２　 ＷａｐＡ 毒素鉴定结果

２􀆰 ２　 猪链球菌 ＷａｐＡ 蛋白进化分析

２􀆰 ２􀆰 １　 Ｎ 端保守区进化分析

分析发现 ＷａｐＡ 蛋白 Ｎ 端编码保守序列， 包含

ＤＮＲＬＲＥ＿ ｄｏｍ、 ＤＵＦ６５３１、 Ｒｈｓ 等基序， 长度达到

２ ６００ ａａ 左右。 Ｎ 端尽管保守， 但猪链球菌血清型众

多， 不同菌株间也存在序列的差异。 系统进化发育分

析将 ＷａｐＡ － Ｎ 端 序 列 划 分 ２ 个 大 的 进 化 群

（ＷＵＳＳ３５１ 株编码的 ２ 个 ＷａｐＡ 蛋白正好处于 ２ 个不

同的群）， 分别命名为 ＷａｐＡ１ 和 ＷａｐＡ２。 ＷａｐＡ１
（图 ３ 红色系） 除了一个大分支外， 还有 ２ 个小分

支。 ＷａｐＡ２ （图 ３ 蓝色系） 划分为 ２ 个大分支， 以

及 ２ 个小分支。

２􀆰 ２􀆰 ２　 Ｃ 端毒素区进化分析

ＷａｐＡ 蛋白 Ｃ 端携带多种多样的毒素基序， 为了

探究 Ｃ 端序列的变异规律， 统计编码毒素的种类，
对 ＷａｐＡ－Ｃ 序列进行进化分析。 结果显示， 其可以

分为 １６ 个不同的分支 （图 ４）， 个别分支成员极少，
重点关注编码率高的进化分支。 上述结果证实

ＷａｐＡ－Ｃ 端具有多样性， 容易发生变异， 可以编码多

种不同功能的毒素。
２􀆰 ３　 ＷａｐＡ 诱导表达对大肠杆菌生长的影响

２􀆰 ３􀆰 １　 生长曲线测定结果

为了验证 ＷａｐＡ 蛋白 Ｃ 端毒素基序的毒性作用，
将 ＷＵＳＳ３５１ 株中编码的相关毒素连接至 ｐＢＡＤ 表达
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载体， 经 Ｌ－阿拉伯糖诱导后， 测定对大肠杆菌工程

菌生长特性的影响。 当菌液浓度较高时， 用 ＬＢ 液体

培养基对待测菌液适当倍比稀释以确保数据的准确

性。 结果显示， 导入 ｐＢＡＤ－Ｈｉｓ－ＷａｐＡ１－２Ｃ 的菌株

在 ２０％Ｌ－阿拉伯糖诱导后生长停滞 （图 ５Ａ）； 导入

ｐＢＡＤ－Ｈｉｓ－ＷａｐＡ１－３Ｃ 的菌株 在诱导后 １０ ｈ 内生长

停滞， １０ ｈ 后逐渐恢复生长， 但阴性对照正常生长

（图 ５Ｂ）； 导入 ｐＢＡＤ－Ｈｉｓ－ＷａｐＡ２－１Ｃ 的菌株在诱导

后出现了生长平缓的趋势 （图 ５Ｃ）； 导入 ｐＢＡＤ －
Ｈｉｓ－ＷａｐＡ２－３Ｃ 的菌株在诱导后生长抑制 （图 ５Ｄ）；
导入 ｐＢＡＤ－ Ｐｌｅｂ－ＷａｐＡ１－１Ｃ （Ｐｌｅｂ 引导周质表达）
的菌株在诱导后生长缓慢 （图 ５Ｅ）。 上述结果说明，
ｗａｐＡ１－２Ｃ、 ｗａｐＡ１－３Ｃ、 ｗａｐＡ２－１Ｃ、 ｗａｐＡ２－３Ｃ 基因

表达后对大肠杆菌具有胞质毒性， ｗａｐＡ１－１Ｃ 具有周

质毒性， 并可显著抑制大肠杆菌生长。
２􀆰 ３􀆰 ２　 ＷａｐＡ 对细菌生长的影响

为了进一步验证大肠杆菌 ＯＤ６００生长曲线结果的

准确性， 对诱导后各个时间点的菌液进行滴板计数。
结果显示 （图 ６）， ｗａｐＡ１－２Ｃ、 ｗａｐＡ１－３Ｃ、 ｗａｐＡ２－
１Ｃ、 ｗａｐＡ２－３Ｃ 基因表达导致大肠杆菌菌落数显著减

少， 对大肠杆菌具有胞质毒性， 此外周质定位的

ＷａｐＡ１－１Ｃ 也可引起菌落数的显著减少。 上述活菌计

数试验的结果与生长曲线测定试验结果一致， 再次证

实 ＷａｐＡ 蛋白 Ｃ 端编码的毒素基序确实具有毒性

作用。

注： ★表示代表性菌株， 下同。

图 ３　 ＷａｐＡ 蛋白 Ｎ 端保守区进化分析结果
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图 ４　 ＷａｐＡ 蛋白 Ｃ 端毒素区进化分析结果

Ａ～Ｅ． 分别为 ｗａｐＡ１－２Ｃ、 ｗａｐＡ１－３Ｃ、 ｗａｐＡ２－１Ｃ、 ｗａｐＡ２－３Ｃ 胞质表达和 ｗａｐＡ１－１Ｃ 周质表达对载体菌生长曲线的影响。

图 ５　 生长曲线测定结果

·０９· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 ７



Ａ～Ｅ． 分别为 ｗａｐＡ１－２Ｃ、 ｗａｐＡ１－３Ｃ、 ｗａｐＡ２－１Ｃ、 ｗａｐＡ２－３Ｃ 胞质表达和 ｗａｐＡ１－１Ｃ 周质表达对载体菌生长曲线的影响。

续图 ５　 生长曲线测定结果

Ａ～Ｅ． ｗａｐＡ１－２Ｃ、 ｗａｐＡ１－３Ｃ、 ｗａｐＡ２－１Ｃ、 ｗａｐＡ２－３Ｃ 胞质表达和 ｗａｐＡ１－１Ｃ 周质表达对菌落生长的影响。

图 ６　 细菌滴板试验结果

２􀆰 ４　 ＷａｐＡ 蛋白 Ｃ 端毒素与下游免疫蛋白互作验证

ＷａｐＡ１－１Ｃ 与 ＷａｐＡ１－１－Ｉ 蛋白互作后可以明显

观察到亮蓝绿色， 阳性对照为深蓝绿色， 阴性对照无

明显颜色 （图 ７Ａ）。 同样的 ＷａｐＡ１－２Ｃ 与 １－２Ｃ－Ｉ 蛋
白互作后可以明显观察到蓝绿色， 阳性对照也为蓝绿

色， 阴性对照无明显颜色 （图 ７Ｂ）。
生长 曲 线 测 定 结 果 显 示 含 有 ｐＢＡＤ － Ｐｌｅｂ －

ＷａｐＡ１－１Ｃ－Ｉ （毒素和免疫蛋白共表达， 图 ５Ｅ） 及

ｐＢＡＤ－Ｈｉｓ－ＷａｐＡ１－２Ｃ－Ｉ （图 ５Ａ） 质粒的菌株， 与

含有 ｐＢＡＤ－Ｐｌｅｂ－ＷａｐＡ１－１Ｃ 及 ｐＢＡＤ－Ｈｉｓ－ＷａｐＡ２－
１Ｃ 质粒的菌株相比恢复生长， 表明免疫蛋白的表达

减弱了毒素的毒性作用。 同样在菌落计数试验中， 含

有 ｐＢＡＤ－Ｐｌｅｂ－ＷａｐＡ１－１Ｃ－Ｉ （图 ６Ｅ） 及 ｐＢＡＤ－Ｈｉｓ－
ＷａｐＡ２－１Ｃ－Ｉ （图 ６Ａ） 质粒菌株的菌落数明显多于
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只表达 Ｃ 端毒素基序的组别， 说明毒素下游编码的

免疫蛋白中和了毒性， 可以特异性保护菌体免受自身

抑制。 然而， ＷａｐＡ１－３Ｃ、 ＷａｐＡ２－ １Ｃ、 ＷａｐＡ２－ ３Ｃ
的免疫蛋白并未发挥明显的保护作用。

Ｎ． 阴性对照； Ｐ． 阳性对照； １􀆰 ＷａｐＡ－１－１Ｃ 与 １－１Ｃ－Ｉ 双杂交互作； ２􀆰 ＷａｐＡ１－２Ｃ 与 １－２Ｃ－Ｉ 双杂交互作。

图 ７　 蛋白互作试验结果

２􀆰 ５　 ＷａｐＡ 介导细菌间生存竞争试验

为了验证猪链球菌是否能够将 ＷａｐＡ 毒素转运至

胞外发挥毒性作用， 开展了菌株间的竞争生长试验。
结果表明， 受体菌 ΔｗａｐＡ１－１－Ｉ （毒素和免疫蛋白双

缺失株） 在与野生株 ＷＵＳＳ３５１、 缺失株 ΔｗａｐＡ１ － １
分别竞争后， 受体菌 ΔｗａｐＡ１－１－Ｉ 的数量存在差异。
与猪链球菌 ＷＵＳＳ３５１ 野生株竞争后 ΔｗａｐＡ１－１－Ｉ 受
体菌的数量小于与猪链球菌 ΔｗａｐＡ１－１ 竞争后的数量

（Ｐ＜０􀆰 ００１）， 说明野生株比 ΔｗａｐＡ１－１－Ｉ 更具有生长

优势 （图 ８Ａ）。 受体菌 ΔｗａｐＡ２ － １ － Ｉ 在与野生株、
ΔｗａｐＡ２－１ 分别竞争后， 受体菌的数量存在 ４ 倍差异

（Ｐ＜０􀆰 ００１）， 说明野生株比 ΔｗａｐＡ２－１－Ｉ 更具有生长

优势， 表明 ｗａｐＡ２－１ 基因可介导猪链球菌 ＷＵＳＳ３５１
株的竞争生长 （图 ８Ｃ）。 然而 ｗａｐＡ１－２、 ｗａｐＡ２－３ 并

没有在竞争试验中发挥功能 （图 ８Ｂ、 Ｄ）。

注： Ａ～Ｄ 分别表示 ΔｗａｐＡ１－１、 ΔｗａｐＡ１－２、 ΔｗａｐＡ２－１、 ΔｗａｐＡ２－３ 竞争结果， ∗∗∗表示差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。

图 ８　 ＷＵＳＳ３５１ 与 ＷａｐＡ 缺失株竞争试验结果 （以 ΔｗａｐＡ１－１－Ｉ 为受体菌）

２􀆰 ６　 小鼠致病性试验

ＷａｐＡ 毒素可以介导细菌间的竞争生长， 促进致

病菌在定殖部位获得生存优势， 因此可能有利于致病

作用的发挥。 动物存活试验结果表明， 攻毒 ２４ ｈ 后，
ΔｗａｐＡ１－１、 ΔｗａｐＡ２－１ 及 ＷＵＳＳ３５１ 都有不同程度的

死亡， 其中 ΔｗａｐＡ１ － １、 ΔｗａｐＡ２ － １ 存活率分别为

４０％和 ２０％， 高于野毒株攻毒组， 表明 ＷａｐＡ１ － １、

ＷａｐＡ２－１ 可能在感染过程中发挥了重要作用（图 ９Ａ）。
感染 １２ ｈ 后， 野生株的脑组织载菌量约为

ΔｗａｐＡ１－１、 ΔｗａｐＡ２－１ 的 ８ 倍， 脾脏组织载菌量约为

３ 倍， 血液中的载菌量约为 １０ 倍， 肝脏组织载菌量

约为 ２ 倍 （图 ９Ｂ、 Ｃ、 Ｄ、 Ｅ）。 试验结果表明， 野生

株缺失 ｗａｐＡ１－１、 ｗａｐＡ２－１ 基因后， 对动物的感染能

力显著降低， 尤其是脑组织和血液中的载菌量明显降
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低， 说明 ＷａｐＡ 蛋白在猪链球菌感染动物过程中发挥 重要作用。

Ａ􀆰 动物存活试验结果； Ｂ． 脑组织载菌量； Ｃ． 脾组织载菌量； Ｄ． 血液载菌量； Ｅ． 肝组织载菌量。

图 ９　 小鼠致病性试验

３　 讨论

ＹＤ－肽重复蛋白在革兰阴性菌中被命名为 Ｒｈｓ 蛋

白， 在革兰阳性菌中被命名为 ＷａｐＡ， Ｒｈｓ 和 ＷａｐＡ
蛋白均携带多态的 Ｃ 端结构域 （ Ｒｈｓ － ＣＴ ／ ＷａｐＡ －
ＣＴ） ［６－８］。 根据已有研究报道， Ｒｈｓ－ＣＴ 区域与接触依

赖生长抑制 （ＣＤＩ） 系统的毒性效应域具有相同序

列［１２］。 ＣＤＩ 系统可以介导细菌间的竞争， 编码 ＣｄｉＡ
大分子蛋白［１３－１４］， 其具有高度可变 Ｃ－末端毒素结构

域 （ＣｄｉＡ－ＣＴ）。 ＣｄｉＡ 被输出到细胞表面且与相关细

菌上的受体结合， 并将其毒素传递到靶细胞［１５－１６］。
ＣｄｉＡ 下游还会编码 ＣｄｉＩ 免疫基因， 这些基因共同形

成了一个多态的毒素 ／免疫对家族。 ＷａｐＡ 蛋白同样

具有 Ｎ 端核心结构域以及可变 Ｃ 端， 且在 Ｎ 端核心

序列中包含 ２ 个 Ｒｈｓ 基序， 提示 ＷａｐＡ 蛋白也可以介

导细菌间的竞争。
Ｒｈｓ 蛋白包括 ３ 个结构： 与分泌方式相关的 Ｎ－

末端区域 （ Ｒｈｓ － ＮＴ）， 会折叠成一个壳样结构

（Ｒｈｓ－Ｓｈｅｌｌ） 保守的中央结构域以及高度重复可变的

由酪氨酸 ／天冬氨酸 （ＹＤ） 组成的 Ｃ－末端毒素结构

域 （Ｒｈｓ－ＣＴ） ［１７－１８］。 Ｒｈｓ－ＣＴ 结构域具有各种活性，
包括核酸酶、 金属多肽酶、 ＡＤＰｒｉＢｏｓｙｌａｓｅ 或脱氨

酶［１７， １９］。 这些 Ｒｈｓ－ＣＴ 结构域具有不同于 Ｒｈｓ－Ｓｈｅｌｌ
编码序列的 ＧＣ 含量和密码子偏向， 这表明可能通过

重组进行了复杂的重排［２０－２２］。 利用生物信息学方法

对猪链球菌 ＷＵＳＳ３５１ 株基因簇进行分析， 发现了 ２

簇编码 ＷａｐＡ 的毒性效应子 ＷａｐＡ１ 和 ＷａｐＡ２， 其中

ＷａｐＡ１、 ＷａｐＡ２ 差异性较大， 且同一簇上的 ＷａｐＡ
蛋白逐渐截短重排。 对 ＷａｐＡ１－１Ｃ、 ＷａｐＡ１－３Ｃ 进行

同源建模分析， ＷａｐＡ１－１Ｃ 与脂质Ⅱ磷酸酶具有较高

结构相似性， ＷａｐＡ１－３Ｃ 与生物膜降解内切酶 ＮｕｃＢ
的晶体结构具有较高同源性， 前者可以影响细胞壁的

生物合成， 后者可以降解细胞膜， 这一结果显示

ＷａｐＡ 蛋白具有毒素功能。 对 ＷａｐＡ 的 Ｎ 端以及 Ｃ 端

进行进化树分析， 结果显示其 Ｎ 端相对保守， Ｃ 端具

有可变性且携带多样的毒素基序。
编码 Ｒｈｓ 多态毒素的基因通常与编码一种特定免

疫蛋白的基因相连， 该基因可以对同源 Ｒｈｓ－ＣＴ 进行

保护［２３］， 这表明 Ｒｈｓ－ＣＴ 毒素结构域具有抗菌作用。
本研究通过生长曲线测定和活菌计数试验鉴定潜在毒

性效应子在大肠杆菌中异位表达所发挥的毒性作用，
结果表明 ＷａｐＡ 携带的 Ｃ 端毒素具有周质毒性或胞

质毒性， 可以抑制菌体生长， 并结合细菌双杂交试验

证明其下游编码的免疫蛋白可以特异性中和毒素。 事

实上， Ｒｈｓ 蛋白已被证明对达旦提狄克氏菌、 奇异变

形杆菌、 铜绿假单胞菌、 黏质沙雷菌、 阴沟肠杆菌、
达克气单胞菌、 荧光假单胞菌和几种致病性大肠杆菌

菌株具有竞争抗菌的优势［１０，１２，２４－２７］。 本研究通过细菌

竞争试验发现缺失 ＷａｐＡ 菌株与野生株竞争生长， 野

生株更具有生长优势， 结果表明 ＷａｐＡ 蛋白可介导猪

链球菌 ＷＵＳＳ３５１ 株竞争生长。 本研究探究了 ＷａｐＡ
蛋白在猪链球菌致病上的作用， 通过小鼠感染模型发
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现， ｗａｐＡ１－１ 和 ｗａｐＡ２－１ 基因缺失株的致死率显著

下降， 小鼠血液、 脑、 脾、 肝中的载菌量显著下降，
进一步验证了 ＷａｐＡ 蛋白能够发挥毒力作用， 是猪链

球菌的重要毒力因子。
综上， 本研究发现猪链球菌 ＷＵＳＳ３５１ 株编码 ２

个 ｗａｐＡ 基因簇， 同源建模验证其对细胞璧及细胞膜

有毒性作用， 进化分析表明其具有 Ｎ 端保守区和 Ｃ
端毒素可变区。 ＷａｐＡ 携带的 Ｃ 端毒素具有胞质或周

质毒性， 可介导猪链球菌 ＷＵＳＳ３５１ 株竞争生长， 同

时在动物感染过程中发挥重要作用， 该结果可为后续

猪链球菌致病机制研究提供参考。
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