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摘要： 旨在初步探究猪链球菌 ｍｕｔＴ－ｌｉｋｅ 家族基因 ＳＳＵ０４６８ 的功能。 采用无痕缺失方法构建猪链球菌 Ｐ１ ／ ７ 的 ＳＳＵ０４６８ 基因缺失株， 通过测定菌

株的菌体形态、 菌落溶血环大小、 药物敏感性、 生长速率， 以及利福平突变频率和 Ｈ２Ｏ２ 处理下的细菌存活率， 比较野生株 Ｐ１ ／ ７ 和缺失株

ΔＳＳＵ０４６８ 的基本生物学特性差异。 结果： 经 ＰＣＲ 和测序验证， ＳＳＵ０４６８ 基因被成功敲除； 与野生型菌株相比， ＳＳＵ０４６８ 缺失后对菌株的溶血活

性、 药物敏感性无影响， 但会使菌株生长变慢， 并使菌体链长增加， 发生丝状化； ＳＳＵ０４６８ 缺失后还会导致菌株在对数期末期的突变频率显著下

降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并且缺失株用不同浓度的 Ｈ２Ｏ２处理后的存活率显著低于野生株 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 试验结果提示 ＳＳＵ０４６８ 基因与猪链球菌形态以及生

长相关， 并可增强菌株的抗氧化能力。 研究结果为揭示猪链球菌 ｍｕｔＴ－ｌｉｋｅ 家族的基因功能奠定基础。

关键词： 猪链球菌； ｍｕｔＴ－ｌｉｋｅ 基因； 菌体形态； 突变； 存活率

中图分类号： Ｓ８５９􀆰 ７　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２５）０３－０１１１－０７

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＳＵ０４６８ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｓｔｒａｉｎ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ ｉｎ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ

ＤＯＮＧ Ｚｉｘｕａｎ， ＳＵＮ Ｊｕｎｊｉｅ， ＤＡＩ Ｘｉｎｇｙａｎｇ， ＺＨＡＯ Ｗｅｎｂｉｎ， ＷＡＮＧ Ｘｉａｏｍｉｎｇ， ＷＡＮＧ Ｌｉｐｉｎｇ∗

（Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００９５， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｔＴ－ｌｉｋｅ ｇｅｎｅ ＳＳＵ０４６８ ｉｎ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ． Ｔｈｅ ＳＳＵ０４６８ ｇｅｎｅ
ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ Ｐ１ ／ ７ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｍａｒｋｅｒｌｅｓｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓ⁃
ｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ΔＳＳＵ０４６８ ａｎｄ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ Ｐ１ ／ ７ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｂｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｔｈｅｉｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ， ｃｏｌｏｎｙ ｈａｅｍｏｌｙｓｉｓ
ｒｉｎｇ ｓｉｚｅ， ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｇｅｎｔ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ， ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅｓ， ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｕｎｄｅｒ Ｈ２Ｏ２ ｔｒｅａｔ⁃
ｍｅｎｔ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｔｈａｔ ＳＳＵ０４６８ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｋｎｏｃｋｅｄ ｏｕｔ ｐｒｏｖｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ，
ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ＳＳＵ０４６８ ｈａｄ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｉｔ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｔｒａｉｎ， ｂｕｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｔｓ ｃｈａｉｎ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ａ ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ＳＳＵ０４６８ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃ ｐｈａｓｅ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ Ｈ２Ｏ２ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＳＳＵ０４６８
ｇｅｎｅ ｗａｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ． Ｔｈｉｓ ｆｉｎｄｉｎｇ
ｗｏｕｌｄ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅ ｏｕｒ ｉｎｉｔｉａｌ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｔＴ－ｌｉｋｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ； ｍｕｔＴ－ｌｉｋｅ ｇｅｎｅ； ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ； ｍｕｔａｎｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ； ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ

　 　 猪链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ） 是重要的人兽共患

病原， 近年来在世界范围内广泛传播给养猪业造成巨

大的经济损失， 此外， 我国也暴发过两起大规模人感
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染猪链球菌事件， 导致人出现中毒性休克综合征［１］，
故需引起高度重视。 现有的猪链球菌疫苗免疫效果不

理想， 因此， 采用抗菌药进行预防和治疗仍然是控制

猪链球菌病最有效的手段［２］。 然而， 由于大量抗菌

药在养殖业中的不合理使用， 导致猪链球菌对常用抗

菌药产生耐药并快速传播， 使临床治疗陷入困境［３］，
对人和动物健康造成巨大威胁， 故对其致病机制和耐

药性产生机制开展深入研究具有重要的理论和实践
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意义。
细菌耐药产生方式主要是耐药基因的获得和基因

突变两种途径， 其中， 基因突变与细菌的 ＤＮＡ 损伤

修复系统密切相关， 如甲基导向的碱基错配修复系统

和防止氧化鸟嘌呤掺入的 ＧＯ 修复系统等。 目前研究

显示 ＧＯ 修复系统主要由 ＭｕｔＴ、 ＭｕｔＭ 和 ＭｕｔＹ 组成，
其主要功能是水解核苷酸池中由活性氧 （ＲＯＳ） 诱导

的 ＤＮＡ 氧化损伤产物 ８－ｏｘｏ－ｄＧＴＰ， 或者切除 ＤＮＡ
链中 ８－ｏｘｏ－ｄＧＴＰ ［４］。 其中， ＭｕｔＴ 负责将核苷酸池中

的 ８－ｏｘｏ－ｄＧＴＰ 水解为 ８－ｏｘｏ－ｄＧＭＰ， 以防止 ＤＮＡ 合

成时掺入 ８－ｏｘｏ－ｄＧＴＰ， ＭｕｔＭ 切除 ＤＮＡ 链中与胞嘧

啶 （Ｃ） 配对的 ８－ｏｘｏ－ｄＧＴＰ， ＭｕｔＹ 精确切除 ＤＮＡ
复制时与 ８－ｏｘｏ－ｄＧＴＰ 错配的腺嘌呤 （Ａ）， 然后再

由 ＭｕｔＭ 切除 ＤＮＡ 链中的 ８－ｏｘｏ－ｄＧ［５］。
猪链球菌中 ＧＯ 修复系统相关研究较少， 基因组

注释显示猪链球菌中有 １３ 个编码 ＭｕｔＴ ／ Ｎｕｄｉｘ 及其相

关结构域的基因， 但各基因功能尚不明确［６］。 为此，
采用无痕缺失的方法对该家族 １３ 个基因进行缺失拟

进一步探讨各基因功能， 在进行表型测定时， 发现

ＳＳＵ０４６８ 基因缺失后， 细菌形态发生显著变化， 值得

进一步探究。 ＳＳＵ０４６８ 基因编码蛋白被注释为黄素依

赖性氧化还原酶， 研究显示大多数细菌能够产生核黄

素， 同时所有的细菌都能将核黄素转化为黄素单核苷

酸 （ＦＭＮ） 和黄素腺嘌呤二核苷酸 （ＦＡＤ） ［７］。 黄素

类化合物作为酶的辅助因子， 在氧化还原反应中用于

完成单、 双电子和氢的转移， 在分解和合成代谢中起

关键作用， 甚至它们参与的催化反应还可扩展到一系

列不同的生化反应， 包括 ＤＮＡ 光修复、 卤化和去卤

化、 抗生素合成、 二氧活化、 群体信号等［８］。 氧化

还原反应对细菌的生存影响重大， 细菌为了存活会产

生氧化应激反应， 可能会改变生活状态甚至发生突变

从而保证菌体的活性。 但是有关猪链球菌的类似基因

功能研究尚较缺乏， 因此， 本研究拟通过比较野生型

和基因缺失株的表型变化， 初步探讨猪链球菌

ＳＳＵ０４６８ 基因的功能， 为后续系统研究 ｍｕｔＴ－ ｌｉｋｅ 基

因在猪链球菌耐药突变株形成过程中的作用奠定

基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株和质粒

猪链球菌 ２ 型菌株 Ｐ１ ／ ７， 质粒为温敏性自杀质

粒 ｐＳＥＴ４ｓ， 均为本实验室保存。 大肠杆菌 ＤＨ５α 感

受态细胞购自南京诺唯赞生物科技有限公司。
１􀆰 ２　 培养基和抗菌药物

Ｔｏｄｄ－ Ｈｅｗｉｔｔ 肉汤 （ ＴＨＢ）、 Ｔｏｄｄ － Ｈｅｗｉｔｔ 琼脂

（ＴＨＡ）、 Ｍｕｌｌｅｒ－Ｈｉｎｔｏｎ 肉汤 （ＭＨＢ） 购自青岛海博

生物技术有限公司； 小牛血清购自杭州四季青公司；
琼脂粉 （Ａｇａｒ ｐｏｗｄｅｒ） 购自 Ｏｘｏｉｄ 公司； 氯霉素、 氟

苯尼考、 青霉素购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司； 四环素、 红霉素、 替米考星、 林可霉素、 克林霉

素、 壮观霉素、 庆大霉素、 阿莫西林、 利奈唑胺购自

上海麦克林生化科技有限公司； 利福平购自源叶生物

有限公司； 恩诺沙星、 麻保沙星、 头孢噻呋购自德国

Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 公司。 根据纯度换算制备成储备液，
浓度为 ２ ５６０ μｇ ／ ｍＬ 或 ３２０ μｇ ／ ｍＬ， 药物储备液经过

０􀆰 ２２ μｍ 的滤器过滤后， －８０ ℃保存备用。
１􀆰 ３　 ＳＳＵ０４６８ 基因缺失株的构建

根据猪链球菌 Ｐ１ ／ ７ 菌株的全基因组序列 （ＮＣＢＩ
登录号： ＮＣ＿０１２９２５）， 设计 ＳＳＵ０４６８ 基因上下游同

源臂引物［９］， 引物序列见表 １。

表 １　 基因敲除引物信息

引物名称 引物序列 （５′→３′）

０４６８－ａ ＣＡＧＧＴＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣＴＧＡＡＣＣＡＴＡＡＴＣＣＧＡＡＧＡＣＣＧ

０４６８－ｂ ＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＡＡＴＴＣＴＴＴＡＡＡＧＴＡＡＣＴＣＣＴＴＴＴＡＣＡＣＡＣＴＧＡＧＣ

０４６８－ｃ ＣＡＧＧＴＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣＧＡＧＴＡＡＣＴＣＴＴＴＧＡＴＴＴＡＴＴＴＡＧＡＴＡＡＴＧＣＡ

０４６８－ｄ ＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＡＡＴＴＣＣＡＡＧＴＡＴＴＴＴＣＴＴＴＡＧＴＴＣＧＡＴＧＡＴＡＡＧＡＧ

０４６８－ｆ ＴＡＡＡＡＴＧＧＴＡＣＡＡＣＣＡＣＴＣＧＧ

０４６８－ｒ ＣＴＣＣＴＡＧＴＴＴＴＣＴＴＴＴＴＣＡＧＧＡＣＴＡＧ

　 　 ＰＣＲ 扩增 ＳＳＵ０４６８ 基因上下游同源臂， 切胶回

收后立即使用或－２０ ℃保存备用。 质粒 ｐＳＥＴ４ｓ 经酶

切后直接回收产物， 立即使用或－２０ ℃保存备用。 使

用无缝克隆方法， 对上下游同源臂以及线性化的质粒

ｐＳＥＴ４ｓ 进行同源重组连接， 构建缺失重组质粒。 将

连接好的重组质粒转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细

胞， 筛选阳性克隆并测序验证， 提取质粒备用［１０］。
挑取猪链球菌 Ｐ１ ／ ７ 单菌落至 ５ ｍＬ ＴＨＢ 肉汤中，

３７ ℃培养至 ＯＤ６００值约为 ０􀆰 ６。 将菌悬液按 １ ∶ ５０ 比

例转接至预热的 ＴＨＢ 肉汤中， ３７ ℃ 培养至菌液
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ＯＤ６００值增长到 ０􀆰 ０３ ～ ０􀆰 ０５， 取出 １００ μＬ 菌液至

１􀆰 ５ ｍＬ 无菌 ＥＰ 管中， 加入 ５ μＬ 信号肽 （终浓度为

２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和 ＤＮＡ 模板。 混匀后， ３７ ℃静置培养

２ ｈ， 将挑取的猪链球菌 Ｐ１ ／ ７ 单菌落的菌悬液涂布于

含有大观霉素 （１００ μｇ ／ ｍＬ） 抗性的 ＴＨＡ 平板， 置

于 ３７ ℃培养约 １２ ｈ， 挑取单菌落于含有 １００ μｇ ／ ｍＬ
大观霉素的 ＴＨＢ 肉汤中， ３７ ℃振荡培养约 １２ ｈ［１１］。

按 １ ∶ １００ 转接上述含有 １００ μｇ ／ ｍＬ 大观霉素的

ＴＨＢ 肉汤中的菌液至不含抗性的 ＴＨＢ 肉汤中， ２８ ℃
振荡培养约 １２ ｈ。 连续传代， 从第 ６ 代开始， 将菌悬

液稀释后涂布于含有大观霉素抗性和无抗性的 ＴＨＡ
平板。 当无抗性平板上的菌落数量明显多于抗性平板

上的菌落数量时， 挑取无抗性平板上的菌落， 分别在

大观霉素抗性和无抗性平板上点样， ３７ ℃ 培养约

１２ ｈ。 挑取在抗性平板上不生长而在无抗性平板上生

长的菌落， 进行 ＰＣＲ 鉴定是否为缺失株， 并进行测

序鉴定。 将构建成功的缺失株命名为 ΔＳＳＵ０４６８。
１􀆰 ４　 ＳＳＵ０４６８ 缺失前后菌体形态观察

分别挑取猪链球菌 Ｐ１ ／ ７ 及缺失株 ΔＳＳＵ０４６８ 单

菌落至 ２ ｍＬ ＴＨＢ 培养基中， ３７ ℃过夜培养， 用一次

性接种环接取菌液涂布到载玻片上， 待菌液自然风干

后进行革兰染色， 并在光学显微镜下 （１ ０００×） 观

察细菌形态同时拍照记录。
将上述菌液 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 弃上清液，

并用 １×ＰＢＳ 清洗 ２ ～ ３ 次， 最后 １ 次离心后的菌体沉

淀中加入 １ ｍＬ ２􀆰 ５％的戊二醛溶液， 充分混合， ４ ℃
过夜静置后送至镇江专博检测有限公司进行扫描电镜

和透射电镜观察。
１􀆰 ５　 菌株溶血性测定

将猪链球菌 Ｐ１ ／ ７ 和 ΔＳＳＵ０４６８ 分别划线接种于

ＴＨＡ 血平板上 （含 ５％绵羊血）， 于 ３７ ℃ 孵箱培养

４８ ｈ， 观察菌株 ＳＳＵ０４６８ 缺失前后溶血环是否存在显

著差异。
１􀆰 ６　 药物敏感性测定

采用美国临床和实验室标准协会 （ＣＬＳＩ） 推荐

的微量肉汤稀释法， 测定常见抗菌药物对猪链球菌

Ｐ１ ／ ７ 和缺失株 ΔＳＳＵ０４６８ 的最小抑菌浓度 （ＭＩＣ），
质控菌株为金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２９２１３。
１􀆰 ７　 生长曲线测定

分别挑取猪链球菌 Ｐ１ ／ ７ 及缺失株 ΔＳＳＵ０４６８ 单

菌落至 ２ ｍＬ ＴＨＢ 培养基中， ３７ ℃ １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 过夜培

养， 次日调整菌液至浓度为 ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 １。 以 １ ∶ １００
的比例将调定好浓度的菌液与 ＴＨＢ 培养基混合， 在

不同时间点测定菌液 ＯＤ６００值， 然后以时间为横坐标，
ＯＤ６００的值为纵坐标， 绘制菌株生长曲线， 重复 ３ 次。

１􀆰 ８　 细菌突变频率测定

分别挑取猪链球菌 Ｐ１ ／ ７ 及缺失株 ΔＳＳＵ０４６８ 单

菌落至 ２ ｍＬ ＴＨＢ 培养基中， ３７ ℃ １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 过夜培

养。 然后转接 １０ μＬ 至 １ ｍＬ 的 ＴＨＢ 培养基中， 每个

菌设置 １５ 个平行， 在猪链球菌 Ｐ１ ／ ７ 及缺失株

ΔＳＳＵ０４６８ 的生长迟缓期、 对数期、 稳定期各选取一

时间点， 即培养至 ６、 ９、 １２ ｈ 时取 １ ｍＬ 菌液 ４ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 弃上清液， 将沉淀混匀后涂于含

１ μｇ ／ ｍＬ 利福平的 ＴＨＡ 平板， 培养 １６ ｈ 后进行菌落

计数并进行统计， 同时在不含利福平的平板上计数。
突变频率＝含利福平平板的菌落数 ／不含利福平平板

的菌落数×１００％。 数据采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 进行统

计分析， 比较不同生长阶段的缺失株和野生株的突变

频率差异。
１􀆰 ９　 细菌存活率测定

分别挑取猪链球菌 Ｐ１ ／ ７ 及缺失株 ΔＳＳＵ０４６８ 单

菌落至 ２ ｍＬ ＴＨＢ 培养基中， ３７ ℃ １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 过夜培

养。 第二天取 １０ μＬ 转接至 １ ｍＬ 的 ＴＨＢ 培养基中，
每个菌设置 １２ 个平行， 培养 ９ ｈ 后， 分别加入不同

浓度的 Ｈ２Ｏ２ （５ 和 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 后于 ３７ ℃ １５０ ｒ ／ ｍｉｎ
条件下处理 ３０ ｍｉｎ， 然后梯度稀释后涂布平板于

３７ ℃培养 １２ ｈ 后进行菌落计数， 计算存活率， 数据

采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 进行统计分析， 比较不同生长

阶段的缺失株和野生株在 Ｈ２Ｏ２处理后的存活率差异。
１􀆰 １０　 细菌分裂相关基因 ｍＲＮＡ 表达量测定

分别挑取猪链球菌 Ｐ１ ／ ７ 及缺失株 ΔＳＳＵ０４６８ 单

菌落至 ５ ｍＬ ＴＨＢ 培养基中， ３７ ℃ １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 过夜培

养。 按照 ＲＮＡ 提取试剂说明书提取猪链球菌 Ｐ１ ／ ７ 及

基因缺失株 ΔＳＳＵ０４６８ 的 ＲＮＡ， 并参照诺唯赞反转录

试剂盒将 ＲＮＡ 反转成 ｃＤＮＡ。 检测与细菌分裂相关

的基因 ｍｕｒＤ （编码 ＵＤＰ －Ｎ －乙酰胞壁酰基 － Ｅｌ －
Ａｌａｎａｉｎａ－Ｄ－谷氨酸连接酶）， ｆｔｓＱ、 ｆｔｓＺ、 ｆｔｓＡ、 ｆｔｓＷ、
ｆｔｓＬ （编码细菌细胞分裂蛋白）， ｓｅｐＦ （编码细菌分裂

蛋白）， ｍｒａＹ （催化细菌细胞壁生物合成） 的 ｍＲＮＡ
表达水平， 内参基因为 ｐａｒＣ （编码肺及活化调节趋

化因子）。 按照表 ２ 依次加入反应体系， 涡旋混匀后

离心， 并注意避光操作。 目的基因的 ｍＲＮＡ 相对表

达量采用 ２－ΔΔＣｔ法计算。 ｑＰＣＲ 的反应体系为： ０􀆰 ４ μＬ
上游引物、 ０􀆰 ４ μＬ 下游引物、 １ μＬ ｃＤＮＡ、 ８􀆰 ２ μＬ
ｄｄＨ２Ｏ、 １０ μＬ ２×ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ， 总反应体系为

２０ μＬ．
１􀆰 １１　 数据统计及与分析

本文中的数据采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 进行统计分

析并绘图。 试验组数据与 Ｐ１ ／ ７ 比较， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示

差异显著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 和 Ｐ＜０􀆰 ００１ 表示差异极显著。
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表 ２　 目的基因及内参基因的引物序列

基因 引物序列 （５′→３′）

ｆｔｓＺ
Ｆ： ＣＴＣＣＡＣＧＡＧＴＴＧＧＴＧＣＴＧＡＴ
Ｒ： ＣＧＧＧＣＧＴＴＣＧＴＣＡＡＧＡＴＡＣＴ

ｆｔｓＱ
Ｆ： ＴＣＣＧＣＧＧＴＣＡＣＴＴＴＡＣＴＴＧＧ
Ｒ： ＧＧＡＡＣＴＧＧＣＣＡＴＴＧＡＡＴＴＧＧＧ

ｆｔｓＡ
Ｆ： ＣＡＧＧＣＣＣＡＣＧＴＡＣＣＡＴＴＣＴＴ
Ｒ： ＣＧＡＧＴＴＡＧＴＧＣＣＡＡＣＧＧＡＧＡ

ｆｔｓＷ
Ｆ： ＡＧＴＡＡＣＧＧＴＧＧＡＴＧＧＣＴＴＧＧ
Ｒ： ＣＧＡＡＡＡＣＧＣＡＡＡＧＴＣＧＧＴＧＴ

ｆｔｓＬ
Ｆ： ＴＧＡＣＡＧＣＴＴＧＣＴＴＡＧＣＡＴＣＧ
Ｒ： ＡＡＣＧＣＧＧＣＴＴＴＴＧＣＡＡＣＴＴＣ

ｍｕｒＤ
Ｆ： ＧＣＧＡＣＣＧＡＡＧＡＴＧＣＴＧＧＡＴＡ
Ｒ： ＧＣＡＡＧＡＣＡＡＣＧＡＣＡＡＣＧＡＣＣ

ｓｅｐＦ
Ｆ： ＴＣＧＴＣＣＴＡＡＡＡＴＧＣＧＴＧＴＴＧＣ
Ｒ： ＴＴＴＣＴＧＡＡＣＧＴＧＣＴＴＣＣＣＧＡ

ｍａｒＹ
Ｆ： ＡＧＡＧＣＣＡＡＧＣＴＴＣＣＣＡＣＡＴＣ
Ｒ： ＴＧＴＧＡＣＣＡＴＧＡＴＴＧＧＴＧＧＣＴ

ｐａｒＣ
Ｆ： ＡＧＧＡＣＴＧＧＡＡＧＡＡＣＣＧＣＧＡＧＡＴＴＴ
Ｒ： ＴＣＣＧＴＡＴＣＧＴＣＡＡＡＧＴＴＣＣＡＧＧＣＡ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＳＳＵ０４６８ 基因缺失株的构建和验证

采用无痕缺失的方法构建了猪链球菌 ｍｕｔＴ－ ｌｉｋｅ
基因 ＳＳＵ０４６８， ＰＣＲ 扩增和产物测序结果表明成功构

建出 ＳＳＵ０４６８ 基因的缺失株， 命名为 ΔＳＳＵ０４６８ （图
１）。

ｆｒ 为 ＳＳＵ０４６８ 目的基因片段， ａｄ 为上游臂＋目的基因＋下游臂的

片段。

图 １　 ＳＳＵ０４６８ 基因缺失株的验证示意图 （Ａ） 和

ＰＣＲ 情况 （Ｂ）

２􀆰 ２　 ＳＳＵ０４６８ 缺失对菌株生长和形态的影响

在相同的培养条件下， 分别绘制猪链球菌 Ｐ１ ／ ７

及 ΔＳＳＵ０４６８ 基因缺失株的生长曲线。 与 Ｐ１ ／ ７ 野生

型菌株相比， ＳＳＵ０４６８ 缺失株到达平台期时间推迟

４ ｈ， 生长明显变慢 （图 ２）。

图 ２　 野生型和 ＳＳＵ０４６８ 缺失株生长曲线

猪链球菌 Ｐ１ ／ ７ 及基因缺失株 ΔＳＳＵ０４６８ 菌悬液

涂片后进行革兰染色， 在油镜下观察细菌形态， 结果

如图 ３ 显示猪链球菌 Ｐ１ ／ ７ 菌株的 ΔＳＳＵ０４６８ 缺失后，
菌体较野生型菌株明显变长， 呈梭形且链长有所增

加。 在扫描电镜下观察， 基因缺失株 ΔＳＳＵ０４６８ 和野

生株 Ｐ１ ／ ７ 相比菌体形态明显细长， 呈梭状。 在透射

电镜下观察， 两株菌相比， 可观察到基因缺失株

ΔＳＳＵ０４６８ 和野生株 Ｐ１ ／ ７ 相比菌体形态变得细长，
呈梭状且荚膜厚度变薄。
２􀆰 ３　 ＳＳＵ０４６８ 缺失对菌株溶血性和药物敏感性的

影响

　 　 ＳＳＵ０４６８ 缺失株和 Ｐ１ ／ ７ 野生型菌株在绵羊血平

板培养 ４８ ｈ 后， 均可见明显的无色透明的 β 溶血环

和草绿色 α 溶血环， 未呈现显著差异， 结果表明该

ＳＳＵ０４６８ 对溶血性不产生影响。
进一步测定了常见抗菌药对猪链球菌 Ｐ１ ／ ７ 野生

型和 ＳＳＵ０４６８ 缺失株的 ＭＩＣ。 结果显示 （表 ３） 该基

因缺失并不影响上述药物对菌株的 ＭＩＣ， 表明该基因

对药物敏感性并未产生影响。
２􀆰 ４　 ＳＳＵ０４６８ 缺失对菌株突变频率的影响

在细菌生长迟缓期、 对数期和稳定期， 即各菌株

分别培养 ６、 ９ 和 １２ ｈ 时， 对野生型猪链球菌 Ｐ１ ／ ７
及基因缺失株 ΔＳＳＵ０４６８ 的突变频率进行统计分析，
图 ４ 显示， ＳＳＵ０４６８ 缺失株的突变频率在菌株培养迟

缓期末期 （６ ｈ） 和稳定期 （１２ ｈ） 与 Ｐ１ ／ ７ 相比较无

显著性差异 （ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）， 但细菌处于对数期时

（９ ｈ）， 可见 ΔＳＳＵ０４６８ 的突变率极显著低于野生型

菌株 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， 表明该基因对对数期细菌的突变

频率会产生显著影响。
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图 ３　 野生型和 ＳＳＵ０４６８ 缺失株形态比较

表 ３　 常见抗菌药对野生型和 ＳＳＵ０４６８ 缺失株的 ＭＩＣ

药物
ＭＩＣ ／ （μｇ·ｍＬ－１）

Ｐ１ ／ ７ ΔＳＳＵ０４６８
药物

ＭＩＣ ／ （μｇ·ｍＬ－１）

Ｐ１ ／ ７ ΔＳＳＵ０４６８

红霉素 ０􀆰 １２５ ０􀆰 １２５ 壮观霉素 ３２ ３２

替米考星 １ ０􀆰 ５ 庆大霉素 １６ １６

林可霉素 １ １ 恩诺沙星 ０􀆰 ５ ０􀆰 ５

克林霉素 ≤０􀆰 ５ ≤０􀆰 ５ 麻保沙星 １ ０􀆰 ５

氯霉素 ２ １ 青霉素 ０􀆰 ０３１ ２５ ０􀆰 ０３１ ２５

氟苯尼考 １ １ 阿莫西林 ≤０􀆰 ０６２ ５ ≤０􀆰 ０６２ ５

利奈唑胺 １ １ 头孢噻呋 ≤０􀆰 ０６２ ５ ≤０􀆰 ０６２ ５

四环素 ０􀆰 ２５ ０􀆰 ２５ 利福平 ０􀆰 １２５ ０􀆰 １２５

ｎｓ 表示 Ｐ＞０􀆰 ０５， ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。 下同。

图 ４　 野生型和 ＳＳＵ０４６８ 缺失株突变频率比较

２􀆰 ５　 ＳＳＵ０４６８ 缺失对菌株存活率的影响

对猪链球菌 Ｐ１ ／ ７ 及基因缺失株 ΔＳＳＵ０４６８ 的存

活率进行分析， 图 ５ 显示基因缺失株 ΔＳＳＵ０４６８ 在浓

度为 ５、 １０、 １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２处理 ３０ ｍｉｎ 后存活率均

明显低于 Ｐ１ ／ ７ （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０００ １。 下同。

图 ５　 野生型和 ＳＳＵ０４６８ 缺失株存活率比较

２􀆰 ６　 ＳＳＵ０４６８ 缺失对细菌分裂相关基因 ｍＲＮＡ 表达

的影响

　 　 对猪链球菌 Ｐ１ ／ ７ 及基因缺失株 ΔＳＳＵ０４６８ 主要

检测了与细菌分裂相关的基因 ｍｕｒＤ、 ｆｔｓＱ、 ｆｔｓＺ、
ｆｔｓＡ、 ｆｔｓＷ、 ｆｔｓＬ、 ｓｅｐＦ、 ｍｒａＹ 的 ｍＲＮＡ 表达水平。 图

６ 显示， 所有基因 ｍＲＮＡ 表达均下降， 除 ｍｕｒＤ 的

ｍＲＮＡ 表达量未达到显著性差异外 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， ｆｔｓＱ、
ｆｔｓＺ、 ｆｔｓＡ、 ｆｔｓＷ、 ｆｔｓＬ、 ｓｅｐＦ、 ｍｒａＹ 的 ｍＲＮＡ 表达量

均较野生型菌株极显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１ 或 Ｐ＜０􀆰 ００１）。

图 ６　 ＳＳＵ０４６８ 基因缺失前后细菌分裂相关基因 ｍＲＮＡ 表达量变化

３　 讨论

研究表明， ＧＯ 修复系统可防止 ８－ｏｘｏ－ｄＧＴＰ 在

ＤＮＡ 链合成中引发突变［４］， 该修复系统在大肠杆菌

中已进行深入研究， 但对其在猪链球菌中的作用却知

之甚少。 猪链球菌共有 １３ 个 ＭｕｔＴ－ｌｉｋｅ 同源物， 其

ＧＯ 修复系统可能更为复杂。 在对猪链球菌 ｍｕｔＴ－ｌｉｋｅ
同源基因研究时， 发现基因缺失株 ΔＳＳＵ０４６８ 的菌体

形态发生了显著变化， 这表明 ＳＳＵ０４６８ 具有额外的

功能。
细菌形态影响着细菌重要的生物功能， 包括营养

物质的获取、 运动、 分散、 抗压力和与其他生物体的

相互作用［１３］。 ＳＳＵ０４６８ 基因缺失后， 猪链球菌菌体

丝状化， 并且链长增加。 正常细菌生长产生的子细胞

具有相对稳定的分裂率、 ＤＮＡ 含量和大小［１４］。 细胞

的内稳态控制会受到抑制细胞分裂压力的干扰， 导致

细菌细胞出现丝状形态。 丝状形态是细胞持续纵向生

长而不分裂的结果， 通常被认为是一种 “不太适合”
生长的状态， 但也被认为是细菌细胞在抗生素和宿主

免疫系统等不利条件下采取的一种保守的生存策

略［１５］。 这种形态可塑性使细菌细胞能够发展出对抗

生素、 原生动物捕食和巨噬细胞吞噬的抵抗力［１６－１８］。
研究报道多种致病菌在宿主体内可产生丝状形态， 有

助于细菌附着到宿主细胞上， 减少脱落， 从而促进细
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菌在宿主体内的持留［１９］， 表明丝状形态在致病作用

机制中可能具有重要作用［１９－２０］。 该研究结果显示基

因缺失株 ΔＳＳＵ０４６８ 中与分裂相关基因的表达量多数

呈显著或极显著下降趋势， 表明该基因缺失会影响细

菌分裂过程， 使得分裂中的菌体延迟分离， 进而导致

菌体出现丝状化， 而菌体丝状化是否会影响猪链球菌

的黏附与定殖， 进而影响其致病性， 仍待进一步

证实。
ＭｕｔＴ 水解酶负责将核苷酸池中的 ８－ｏｘｏ－ｄＧＴＰ

水解为 ８－ｏｘｏ－ｄＧＭＰ， 以防 ＤＮＡ 合成时掺入 ８－ｏｘｏ－
ｄＧＴＰ ［２１］。 研究显示 ｍｕｔＴ 突变株可提高铜绿假单胞

菌对环丙沙星的突变率［２２］。 然而 ｍｕｔＴ － ｌｉｋｅ 基因

ＳＳＵ０４６８ 缺失后， 菌株在对数生长期的突变频率显著

降低， 而在其他阶段无显著变化， 推测该基因可能参

与细菌自发突变频率的维持， 提示 ＳＳＵ０４６８ 不同于

ｍｕｔＴ 在 ＧＯ 修复系统中的作用， 具体功能有待研究。
同时发现， ＳＳＵ０４６８ 基因缺失后， 菌株在 Ｈ２Ｏ２环境

中的存活率显著降低， 表明 ＳＳＵ０４６８ 基因参与细菌

的氧化应激， 可以提高细菌的抗氧化能力。 铜绿假单

胞菌中已证实 ＭｕｔＴ 在保护铜绿假单胞菌免受 ＲＯＳ 诱

导的杀伤过程中发挥关键作用［２３］。
综上， ＳＳＵ０４６８ 基因对猪链球菌的菌体形态、 突

变频率以及在 Ｈ２Ｏ２条件下存活率有着重要的影响。
该研究可为进一步探讨猪链球菌 ｍｕｔＴ－ｌｉｋｅ 基因家族

在猪链球菌生命过程中的作用提供参考。
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ａｎｄ ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｓｅｍｉｎ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ， ２０１６，
５３： ２－９．
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１６２２－１６２５．
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ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ａｓ ａ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｓｔｒａｔｅｇｙ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，
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［１６］ ＣＯＲＮＯ Ｇ， ＪÜＲＧＥＮＳ Ｋ． Ｄｉｒｅｃｔ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｏｔｉｓｔ ｐｒｅ⁃
ｄａｔｉｏｎ ｏｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｓｉｚｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ａ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｐｈｅ⁃
ｎｏｔｙｐｉｃ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ［ Ｊ］ ． Ａｐｐｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２００６， ７２ （ １）：
７８－８６．

［１７］ ＰＲＡＳＨＡＲ Ａ， ＢＨＡＴＩＡ Ｓ， ＧＩＧＬＩＯＺＺＩ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｄｅｌａｙｓ ｔｈｅ ｔｉｍｉｎｇ ｏｆ ｐｈａｇｏｓｏｍｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０１３， ２０３ （６）： １０８１－１０９７．

［１８］ ＪＵＳＴＩＣＥ Ｓ Ｓ， ＨＵＮＳＴＡＤ Ｄ Ａ， ＳＥＥＤ Ｐ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｆｉｌａｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｂｙ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｓｕｂｖｅｒｔｓ ｉｎｎａｔｅ ｄｅｆｅｎｓｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｕｒｉｎａｒｙ ｔｒａｃｔ ｉｎ⁃
ｆｅｃｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ， ２００６， １０３ （ ５２ ）：
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Ｃｕｒｒ Ｏｐｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１３， １６ （１）： ５９－６２．

［２０］ ＳＥＴＯＹＡＭＡ Ｄ， ＩＴＯ Ｒ， ＴＡＫＡＧＩ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＭｕｔＴ ｆｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ［ Ｊ］ ．
Ｍｕｔａｔ Ｒｅｓ， ２０１１， ７０７ （１ ／ ２）： ９－１４．

［２１］ ＭＯＲＥＲＯ Ｎ Ｒ， ＡＲＧＡＲＡÑＡ Ｃ Ｅ． Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｄｅｆｉ⁃
ｃｉｅｎｔ ｉｎ ８－ｏｘｏｄｅｏｘｙｇｕａｎｉｎｅ ｒｅｐａｉｒ ｓｙｓｔｅｍ ｓｈｏｗｓ ａ ｈｉｇｈ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ［ Ｊ］ ． ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｌｅｔｔ， ２００９， ２９０
（２）： ２１７－２２６．

［２２］ ＳＡＮＤＥＲＳ Ｌ Ｈ， ＳＵＤＨＡＫＡＲＡＮ Ｊ， ＳＵＴＴＯＮ Ｍ Ｄ． Ｔｈｅ ＧＯ
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