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纤维二糖利用基因簇对巴氏链球菌生长及毒力的影响
李鑫椿１ꎬ王硕玥１ꎬ吴宗福１ꎬ２∗

(１.南京农业大学动物医学院 /农业农村部动物细菌学重点实验室 /世界动物卫生组织

猪链球菌病参考实验室ꎬ江苏 南京 ２１００９５ꎻ
２.广东省养猪与猪病防控技术研究企业重点实验室ꎬ广东 广州 ５１１４００)

摘要:[目的]本研究旨在明确纤维二糖利用基因簇对巴氏链球菌生长及毒力的影响ꎮ [方法]以肺炎链球菌基因组中纤维

二糖利用基因簇为参考ꎬ同源性比对分析猪源巴氏链球菌 ＷＵＳＰ０６７ 中纤维二糖利用基因簇ꎬ通过荧光定量 ＰＣＲ
(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)、ＲＴ￣ＰＣＲ、缺失株构建、不同条件下的生长曲线测定、小鼠毒力试验等评价其对巴氏链球菌生长及毒力的影响ꎮ
[结果]巴氏链球菌 ＷＵＳＰ０６７ 基因组中存在 ２ 个潜在的纤维二糖利用相关基因簇( ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ ｌｏｃｕｓꎬＣＬ)ꎬ将其分别命名为

ＣＬ１ 和 ＣＬ２ꎬ它们均包括编码磷酸转移酶系统和 β－葡萄糖苷酶的基因ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 结果显示ꎬ与添加 １０ ｇ􀅰Ｌ－１ 葡萄糖的

ＤＭＥＭ 培养基相比ꎬ在添加 １０ ｇ􀅰Ｌ－１纤维二糖的 ＤＭＥＭ 培养基中ꎬＣＬ１ 中的 ＢｇｌＰ１ｗｐ和 ＢｇｌＡｗｐ基因表达量无显著差异ꎬ而
ＣＬ２ 中 ｃｅｌＡｗｐ和 ｃｅｌＢｗｐ基因表达极显著上调(Ｐ<０.０００ １)ꎬ分别上调 ４９ 倍和 ３３ 倍ꎬ提示其参与利用纤维二糖ꎮ 选择 ＣＬ２ 深入

研究ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬ该基因簇由 ２ 个操纵子组成ꎮ 构建编码 β－葡萄糖苷酶的 ｃｅｌＡｗｐ基因缺失株ꎬ生长曲线分析表明ꎬ
野生株和 ｃｅｌＡｗｐ基因缺失(ΔｃｅｌＡｗｐ)株在 ＴＨＢ、ＤＭＥＭ＋１０ ｇ􀅰Ｌ－１葡萄糖条件下生长情况无明显差异ꎬ但在 ＤＭＥＭ＋１０ ｇ􀅰Ｌ－１纤

维二糖条件下ꎬ野生株能以纤维二糖为唯一碳源生长ꎬ而 ΔｃｅｌＡｗｐ表现出明显的生长缺陷ꎬ生长 １２ ｈ 时 Ｄ６００仍低于 ０.５ꎮ 以断

奶仔鼠为感染模型ꎬ比较野生株和 ΔｃｅｌＡｗｐ株的毒力ꎬ每鼠攻毒剂量为 ３×１０８ ＣＦＵꎬ野生株攻毒组小鼠 ３ 日内全部死亡ꎬ而
ΔｃｅｌＡ 株攻毒组的小鼠死亡趋势较缓ꎬ１４ ｄ 后存活率为 ２０％(Ｐ<０.０５)ꎮ [结论]猪源巴氏链球菌 ＷＵＳＰ０６７ 能以纤维二糖为

唯一碳源生长ꎬＣＬ２ 是纤维二糖利用相关基因簇ꎬ其中 ｃｅｌＡｗｐ基因不仅促进该菌利用纤维二糖ꎬ而且还影响该菌的毒力ꎬ在
巴氏链球菌致病过程中发挥作用ꎮ
关键词:巴氏链球菌ꎻ纤维二糖ꎻ生长ꎻ毒力
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ＷＯＡＨ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｌａｂ ｆｏｒ Ｓｗｉｎｅ ＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｏｓｉｓꎬＮａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００９５ꎬＣｈｉｎａꎻ

２.Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｐｉｇ￣ｂｒｅｅｄｉｎｇ
ａｎｄ Ｐｉｇ￣ｄｉｓｅａｓｅ ＰｒｅｖｅｎｔｉｏｎꎬＧｕａｎｇｚｈｏｕ ５１１４００ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ]Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａ ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ￣ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｏｆ
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐａｓｔｅｕｒｉａｎｕｓ. [ Ｍｅｔｈｏｄｓ ] Ａ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｓｅａｒｃｈ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ￣ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｆ
Ｓ􀆰 ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ｉｎ Ｓ􀆰 ｐａｓｔｅｕｒｉａｎｕｓ ＷＵＳＰ０６７. ＲＴ￣ｑＰＣＲꎬｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎꎬＲＴ￣ＰＣＲꎬ
ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬａｎｄ ｍｉｃｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ￣ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｏｆ Ｓ􀆰 ｐａｓｔｅｕｒｉａｎｕｓ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｔｗｏ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ￣ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ
ｃｌｕｓｔｅｒｓ(ＣＬ)ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ＷＵＳＰ０６７ꎬｎａｍｅｄ ＣＬ１ ａｎｄ ＣＬ２ꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｂｏｔｈ ｏｆ ｔｈｅｍ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ
β￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ. ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢｇｌＰ１ｗｐ ａｎｄ ＢｇｌＡｗｐ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＣＬ１ ｉｎ ＤＭＥＭ
ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ １０ ｇ􀅰Ｌ－１ ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ. Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔꎬｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌＡｗｐ ａｎｄ ｃｅｌＢｗｐ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＣＬ２ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ(Ｐ<０.０００ １)
ｉｎ ＤＭＥＭ ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ １０ ｇ􀅰Ｌ－１ ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅꎬｗｉｔｈ ４９￣ｆｏｌｄ ａｎｄ ３３￣ｆｏｌｄꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ
ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ. ＣＬ２ ｗａｓ ｃｈｏｓｅｄ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙꎬａｎｄ ＲＴ￣ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｉｔ ｃｏｍｐｒｉｓｅｄ ｔｗｏ ｏｐｅｒｏｎｓ. Ａ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｇｅｎｅ ｃｅｌＡｗｐ ｅｎｃｏｄｉｎｇ β￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ｗａｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ. Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ



南　 京　 农　 业　 大　 学　 学　 报 第 ４７ 卷

ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ΔｃｅｌＡｗｐ ｉｎ ＴＨＢ ｍｅｄｉｕｍ ｏｒ ＤＭＥＭ ｍｅｄｉｕｍ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ １０ ｇ􀅰Ｌ－１ ｇｌｕｃｏｓｅ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ １０ ｇ􀅰Ｌ－１

ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ ａｓ ｔｈｅ ｓｏｌｅ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅꎬｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎꎬｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ΔｃｅｌＡｗｐ ｗａｓ ｓｅｖｅｒｅｌｙ ｉｍｐａｉｒｅｄ. Ｉｔｓ Ｄ６００ ｖａｌｕｅ ｏｆ
１２ ｈ ｇｒｏｗｔｈ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ０.５(Ｐ<０.０００ １) . Ｔｈｅ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ΔｃｅｌＡｗｐ ｗａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｗｅａｎｅｄ ｍｏｕｓｅ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ. Ｍｉｃｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｏｓｅ ｏｆ ３×１０８ ＣＦＵ ｐｅｒ ｍｏｕｓｅ ｄｉｅｄ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｄａｙｓꎬｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｄｏｓｅ ｏｆ ΔｃｅｌＡｗｐ ｗａｓ ２０％ ｏｎ ｔｈｅ １４ｔｈ ｄａｙ ｐｏｓｔ￣ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ(Ｐ<０.０５) . [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]Ｓ􀆰 ｐａｓｔｅｕｒｉａｎｕｓ
ｗａｓ ａｂｌｅ ｔｏ ｇｒｏｗ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ ａｓ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅꎬａｎｄ ＣＬ２ ｗａｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ ｃｅｌＡｗｐ ｇｅｎｅ ｎｏｔ
ｏｎｌｙ ｈｅｌｐｅｄ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ ｂｕｔ ａｌｓｏ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄ ｔｏ Ｓ􀆰 ｐａｓｔｅｕｒｉａｎｕｓ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐａｓｔｅｕｒｉａｎｕｓꎻｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅꎻｇｒｏｗｔｈꎻｖｉｒｕｌｅｎｃｅ

巴氏链球菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐａｓｔｅｕｒｉａｎｕｓ)是一种革兰阳性球菌ꎬ曾属于牛链球菌生物型Ⅱ/ ２ꎬ后通过

ｓｏｄＡ(编码超氧化物歧化酶)基因系统发育树将其划分为一个新的物种即巴氏链球菌[１－２]ꎮ 该菌能感染包

括鸽子、火鸡、鹅、牛、犬、猿和亚洲象等多种动物ꎬ主要引起败血症和脑膜炎症状[３－４]ꎬ具有较高的死亡率ꎮ
该菌也是人畜共患病原菌ꎬ可引致新生儿、老人和免疫缺陷患者心内膜炎、尿路感染和孕妇的宫内感染等

症状ꎬ甚至死亡ꎬ还可能与人的胃肠道恶性肿瘤、肝癌有关[５－９]ꎮ 本课题组首次证实该菌可引致猪的脑膜

炎ꎬ是猪链球菌病的新病原ꎬ由此建立了该菌的小鼠感染模型ꎬ且明确荚膜是重要的毒力因子[１０]ꎻ此外ꎬ该
菌还可定殖在表观健康猪的扁桃体和肺门淋巴结ꎬ且在不同地区检出率存在差异[１１]ꎮ 目前ꎬ关于巴氏链

球菌的报道主要是少量的流行病学数据ꎬ对其致病机制的了解十分有限ꎮ 因此ꎬ深入研究巴氏链球菌致病

机制具有重要科学意义ꎮ
纤维二糖是一种常见的 β－葡萄糖苷ꎬ由 ２ 个葡萄糖构成ꎬ以 β－１ꎬ４ 糖苷键连接ꎬ广泛存在于植物中ꎬ

哺乳动物的日常饮食中含有纤维素ꎬ摄入后经肠道微生物降解产生纤维二糖[１２－１３]ꎮ 另外ꎬ哺乳动物胞外

基质富含糖胺聚糖ꎬ当它降解时ꎬ会释放出纤维二糖的类似物ꎮ 在大肠杆菌中ꎬ这些类似物会诱导纤维二

糖相关基因的表达[１４－１５]ꎮ 病原菌在感染宿主过程中ꎬ纤维二糖是潜在的碳源ꎬ其有助于病原菌在宿主体

内存活与增殖ꎬ肺炎克雷伯菌和艰难梭菌在感染过程中可以利用纤维二糖促进它们在肠道中的竞争优势

进而增强毒力[１６－１７]ꎮ 肺炎链球菌中缺失纤维二糖利用相关基因 ＢｇｌＡ３(编码 β－葡萄糖苷酶)导致该菌对

小鼠的致病性下降[１８]ꎮ 由此可见ꎬ纤维二糖利用在细菌感染致病过程中发挥重要的作用ꎬ而关于巴氏链

球菌对纤维二糖利用的研究尚未见报道ꎮ
本研究以肺炎链球菌基因组中纤维二糖利用基因簇为参考ꎬ分析猪源巴氏链球菌 ＷＵＳＰ０６７ 基因组

中纤维二糖利用基因簇ꎬ通过荧光定量 ＰＣＲ、缺失株的构建、不同条件下生长曲线的测定、小鼠毒力试验

等ꎬ评价其对巴氏链球菌生长及毒力的影响ꎬ为深入了解巴氏链球菌致病机制及该类疫病防控提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 菌株及培养条件

猪源巴氏链球菌 ＷＵＳＰ０６７ 由本课题组保存ꎬ分离自患脑膜炎的断奶仔猪脑部[１０]ꎮ 巴氏链球菌在

ＴＨＢ(Ｔｏｄｄ￣Ｈｅｗｉｔｔ Ｂｒｏｔｈ)液体培养基或 ＴＨＢ 固体培养基中于 ３７ ℃培养箱(５％ ＣＯ２)或摇床(１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１)
中培养ꎬ需要时添加终浓度为 １００ μｇ􀅰ｍＬ－１的壮观霉素( ｓｐｅｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎꎬＳｐｃ)ꎻ测定细菌对糖的利用时用无

糖的 ＤＭＥＭ(Ｄｕｌｂｅｃｃｏ􀆳ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍ)培养基ꎬ需要时加入 １０ ｇ􀅰Ｌ－１的葡萄糖( ｇｌｕｃｏｓｅꎬＧｌｕ)或

１０ ｇ􀅰Ｌ－１纤维二糖(ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅꎬＣｅｌ)ꎮ
１.２　 主要试剂和试验动物

ＴＨＢ 培养基购自青岛海博生物公司ꎻ绵羊血购自北京鼎国生物科技有限公司ꎻＤＭＥＭ 培养基购自美

国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎻ２× Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、２× Ｐｈａｎｔａ Ｆｌａｓｈ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、Ｔａｑ Ｐｒｏ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、逆转录试剂盒(ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ ＱＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ)、胶回收试剂盒(ＦａｓｔＰｕｒｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ)购自南京诺唯赞生物科技有限公司ꎻＳＰＦ 级 ＩＣＲ 仔鼠(１８ 日龄)购自斯贝福生物技术

有限公司ꎮ
１.３　 生物信息学分析

参照文献[１９]利用 ＮＣＢＩ 网站中 ｔＢＬＡＳＴｎ 方法ꎬ以肺炎链球菌(ＮＺ＿ＡＫＢＷ０１０００００１.１)为参照ꎬ分析

纤维二糖利用基因簇 ＣＮ５２＿ＲＳ０１１１０９０—ＣＮ５２＿ＲＳ０１１１０９５ 和 ＣＮ５２＿ＲＳ０１００９７０—ＣＮ５２＿ＲＳ０１０１０００ 中各

个基因编码氨基酸序列与 ＷＵＳＰ０６７ 的同源性ꎬ评判标准为覆盖率超过 ７０％ꎬ氨基酸同源性超过 ３０％ꎮ 比

４２９
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对结果利用 Ｃｈｉｐｌｏｔ 网站绘图ꎮ
１.４　 ＲＴ￣ＰＣＲ 测定基因共转录

利用 Ｏｌｉｇｏ 软件设计引物ꎬ由南京擎科生物科技有限公司合成ꎬ引物信息见表 １ꎮ 引物 １￣１￣Ｆ / Ｒ、１￣２￣
Ｆ / Ｒ、１￣３￣Ｆ / Ｒ、１￣４￣Ｆ / Ｒ 分别用于确定 Ｅ８Ｍ０５ ＿ＲＳ０６２２５—Ｅ８Ｍ０５ ＿ＲＳ０６２３０、Ｅ８Ｍ０５ ＿ＲＳ０６２３５—Ｅ８Ｍ０５ ＿
ＲＳ０６２５０、Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２５０—Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２５５ 是否在同一个转录本上ꎻ引物 １￣５￣Ｆ / Ｒ、１￣６￣Ｆ / Ｒ、１￣７￣Ｆ / Ｒ、１￣
８￣Ｆ / Ｒ 分别用于确定 Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０１１０５０—Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２６５、Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２６５—Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２７０ 是否在同

一个转录本上ꎮ 挑取 ＷＵＳＰ０６７ 单菌落于 ＴＨＢ 液体培养基中ꎬ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下培养至 Ｄ６００值为 ０.６ꎬ
提取细菌总 ＲＮＡꎬ用反转录试剂盒反转录 ５００ ｎｇ ＲＮＡ 成 ｃＤＮＡꎮ 用上述引物检测反转录生成的 ｃＤＮＡꎬ以
提取的 ＲＮＡ 为阴性对照ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 反应体系:２× Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２.５ μＬꎬ１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１上、下游引物

各 １.０ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ９.５ μＬꎬ模板 １.０ μＬꎮ 反应条件:９５ ℃ ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ５０ ℃ １５ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ３０ 个循

环ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎮ 反应结束后用 １０ ｇ􀅰Ｌ－１琼脂糖凝胶进行电泳ꎬ通过凝胶成像仪观察扩增产物大小ꎮ
表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｎａｍｅ

引物对序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

用途
Ｐｕｒｐｏｓｅ

ＣｅｌＡ￣Ａ / Ｂ ＣＧＣＡＡＧＣＡＡＴＧＡＴＴＡＣＴＴＴＴ /
ＴＴＣＡＡＡＴＡＴＡＴＣＣＴＣＣＴＣＡＣＡＡＣＡＴＡＡＣＣＴＣＣＴＣＧＡＴＴＡＡ

扩增 ｃｅｌＡ 上 游 臂 ＡＢ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｕｐｓｔｒｅａｍ
ｏｆ ｃｅｌＡ

ＣｅｌＡ￣Ｃ / Ｄ ＡＣＡＧＡＴＴＡＡＡＡＡＡＡＴＴＡＴＡＡＴＣＧＧＴＴＴＡＧＡＡＣＴＴＴＴＡＴＧＡ /
ＴＴＧＡＴＧＡＴＧＡＣＡＴＡＣＣＡＣＣ

扩增 ｃｅｌＡ 下游臂 ＣＤ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ
ｏｆ ｃｅｌＡ

ＣｅｌＡ￣Ｆ / Ｒ ＴＡＴＴＴＣＡＧＧＧＧＴＴＣＣＴＡＴＴＡ / ＴＴＣＣＧＴＡＡＴＧＡＡＴＴＴＧＡＣＡＣＡ 融合 ＡＢ￣ｓｐｃ￣ＣＤ Ｆｕｓｉｏｎ ｏｆ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｒｍｓ ＡＢ￣ｓｐｃ￣ＣＤ
ＣｅｌＡ￣Ｘ / Ｙ ＣＡＣＣＡＡＧＡＴＡＡＧＣＡＡＴＧＣＧＡＴ / ＴＣＴＴＴＧＴＣＣＧＴＴＴＴＧＣＣＧＡＡＡ 检测 ｃｅｌＡ 基因 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌＡ
ＣｅｌＡ￣Ｍ / Ｎ ＡＡＡＡＴＣＧＴＡＴＴＡＡＧＡＣＣＧＴＣＡ / ＣＣＡＡＡＧＴＡＡＣＡＴＴＣＣＣＧＴＣＡ 鉴定 ΔｃｅｌＡ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ΔｃｅｌＡ
Ｓｐｃ￣Ｆ / Ｒ ＧＴＧＡＧＧＡＧＧＡＴＡＴＡＴＴＴＧＡＡ / ＴＴＡＴＡＡＴＴＴＴＴＴＴＡＡＴＣＴＧＴ 扩增 ｓｐｃ 基因片段 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｃ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ

ＢｇｌＰ￣ｑｐ￣Ｆ / Ｒ ＴＧＧＡＧＣＴＴＣＴＡＣＴＧＣＧＡＴＴＴＣ / ＧＣＣＧＡＴＡＣＴＧＣＣＡＴＴＣＣＴＡＡＡ 检测 ＢｇｌＰｗｐ表达 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢｇｌＰｗｐ

ＢｇｌＡ￣ｑｐ￣Ｆ / Ｒ ＧＧＡＡＡＴＧＧＣＴＣＡＡＡＣＡＧＡＧＡＡＴＧ / ＡＧＣＧＴＡＡＣＣＡＡＡＧＧＣＴＣＴＡＴＡＴＣ 检测 ＢｇｌＡｗｐ表达 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢｇｌＡｗｐ

ＣｅｌＢ￣ｑｐ￣Ｆ / Ｒ ＣＡＣＴＡＣＣＡＣＣＴＧＡＡＣＣＡＡＣＡＴＡＧ / ＧＧＣＣＴＧＣＣＡＴＣＴＴＣＡＡＴＡＴＣＡ 检测 ｃｅｌＢｗｐ表达 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌＢｗｐ

ＣｅｌＡ￣ｑｐ￣Ｆ / Ｒ ＧＡＴＡＧＣＴＴＣＧＧＴＧＡＧＣＧＴＴＴＡ / ＡＡＧＴＴＧＡＧＧＣＴＧＡＴＧＧＴＡＴＧＧ 检测 ｃｅｌＡｗｐ表达 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌＡｗｐ

１￣１￣Ｆ / Ｒ ＣＡＣＴＴＴＡＡＴＡＡＴＡＴＧＡＣＧＧＡＡ / ＡＴＴＣＴＧＧＣＴＡＴＡＴＧＡＴＴＣＧＧ 检测基因 Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２２５￣Ｅ８Ｍ０５￣ＲＳ０６２３０
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２２５￣Ｅ８Ｍ０５￣ＲＳ０６２３０

１￣２￣Ｆ / Ｒ ＣＡＴＣＣＣＧＡＧＴＴＧＡＴＴＴＣＣＧＴＡ / ＴＧＣＣＧＴＴＴＡＴＡＣＴＴＧＣＡＣＣＡ 检测基因 Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２３０￣Ｅ８Ｍ０５￣ＲＳ０６２３５
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２３０￣Ｅ８Ｍ０５￣ＲＳ０６２３５

１￣３￣Ｆ / Ｒ ＧＧＡＡＴＡＣＴＴＧＣＣＡＴＡＣＣＡＧ / ＴＴＡＴＣＴＴＴＧＧＴＧＡＣＣＧＣＡＴＴ 检测基因 Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２３５￣Ｅ８Ｍ０５￣ＲＳ０６２５０
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２３５￣Ｅ８Ｍ０５￣ＲＳ０６２５０

１￣４￣Ｆ / Ｒ ＡＴＣＡＴＣＣＧＡＡＡＴＡＣＣＴＡＧＣＴＴ / ＡＣＣＧＡＴＴＧＴＧＣＡＡＡＴＣＣＣＡ 检测基因 Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２５０￣Ｅ８Ｍ０５￣ＲＳ０６２５５
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２５０￣Ｅ８Ｍ０５￣ＲＳ０６２５５

１￣５￣Ｆ / Ｒ ＡＴＴＴＣＡＡＴＧＴＣＴＴＣＧＣＣＴＴ / ＡＧＡＴＴＴＡＡＧＣＣＡＡＡＡＴＡＣＣＡＡＧ 检测基因 Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２５５￣Ｅ８Ｍ０５￣ＲＳ１１０５０
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２５５￣Ｅ８Ｍ０５￣ＲＳ１１０５０

１￣６￣Ｆ / Ｒ ＣＣＡＡＡＴＣＴＴＡＧＣＧＴＧＧＡＡＡ / ＡＡＴＴＧＣＴＧＣＴＴＣＡＴＴＡＡＣＣＡ 检测基因 Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ１１０５０￣Ｅ８Ｍ０５￣ＲＳ０６２６５
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ１１０５０￣Ｅ８Ｍ０５￣ＲＳ０６２６５

１￣７￣Ｆ / Ｒ ＡＡＴＧＡＡＧＣＡＧＣＡＡＴＴＡＴＴＣＣＡ / ＡＴＡＴＧＴＡＴＣＡＴＴＴＡＣＣＧＣＴＣＴ 检测基因 Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２６５￣Ｅ８Ｍ０５￣ＲＳ０６２７０
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２６５￣Ｅ８Ｍ０５￣ＲＳ０６２７０

１￣８￣Ｆ / Ｒ ＣＡＡＣＧＣＴＴＡＧＡＣＣＴＴＴＡＣＣＧ / ＴＡＡＧＡＣＣＧＴＣＡＧＴＣＡＡＡＴＡＧＣＣ 检测基因 Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２７０￣Ｅ８Ｍ０５￣ＲＳ０６２７５
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２７０￣Ｅ８Ｍ０５￣ＲＳ０６２７５

１.５　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测纤维二糖基因簇相关基因表达水平

１.５.１　 引物设计　 利用网站 Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ＤＮＡ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 设计检测巴氏链球菌 ＷＵＳＰ０６７ 纤维二糖基因簇

的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 的引物ꎬ由南京擎科生物有限公司合成ꎬ引物信息见表 １ꎮ
１.５.２　 样品制备　 挑取 ＷＵＳＰ０６７ 单菌落接种于 ＴＨＢ 液体培养基中ꎬ３７ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１下培养至 Ｄ６００值为

０.６ꎻ４ ℃、５ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬＰＢＳ 清洗 １ 次ꎮ 分别用含 １０ ｇ􀅰Ｌ－１Ｇｌｕ 和 １０ ｇ􀅰Ｌ－１ Ｃｅｌ 的
ＤＭＥＭ 培养基重悬至 Ｄ６００值为 ０.６ꎬ３７ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１培养 ２ ｈꎮ 提取细菌总 ＲＮＡꎬ再用反转录试剂盒反转

录为 ｃＤＮＡꎬ将所得的 ｃＤＮＡ 稀释 １０ 倍ꎬ于－２０ ℃ 保存ꎮ 每个处理组 ３ 个生物学重复ꎮ
１.５.３　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ　 以稀释后的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ使用表 １ 中的引物进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲꎮ 反应体系:２ × Ｔａｑ Ｐｒｏ
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０.０ μＬꎬ１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１上、下游引物各 ０.４ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ８.２ μＬꎬ模板 １.０ μＬꎮ
阴性对照为 ｄｄＨ２Ｏꎬ内参基因为 ｇｙｒＡꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 反应条件:９５ ℃ ３０ ｓꎻ９５ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ

５２９
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９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ ６０ ｓꎬ９５ ℃ １５ ｓꎮ 采用 ２－ΔΔＣｔ方法分析基因的相对表达水平ꎮ
１.６　 缺失株 ΔｃｅｌＡｗｐ的构建

巴氏链球菌缺失株的构建参照文献[１０]ꎬ引物由南京擎科生物有限公司合成ꎬ引物信息见表 １ꎮ 筛选

壮观霉素耐受基因ꎬ构建有痕缺失株ꎮ 以 ＷＵＳＰ０６７ 基因组为模板ꎬ以引物 ＣｅｌＡ￣Ａ / Ｂ 分别扩增待缺失基

因的上游臂 ｃｅｌＡ￣ＡＢꎮ 以引物 ＣｅｌＡ￣Ｃ / Ｄ 分别扩增待缺失基因的下游臂 ｃｅｌＡ￣ＣＤꎬ以 Ｓｐｃ￣Ｆ / Ｒ 为引物扩增

ｓｐｃ 片段ꎮ 以上、下游同源臂 ＡＢ、ＣＤ 和 ｓｐｃ 为模板ꎬ以 ＣｅｌＡ￣Ｆ / Ｒ 为引物进行融合 ＰＣＲꎮ 反应条件:９５ ℃
５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ５０ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 经 ＰＣＲ 得到的 ３ 段融合产物ꎬ通过

１０ ｇ􀅰Ｌ－１ 琼脂糖凝胶电泳分离ꎬ切胶后用 ＤＮＡ 片段回收试剂盒回收 ｃｅｌＡ￣ＡＢ￣ｓｐｃ￣ＣＤ 片段ꎮ 挑取 ＷＵＳＰ０６７
单菌落于 ３７ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１摇床中培养至细菌生长对数期ꎬ以 １ ∶１００(体积比)转接 ５ ｍＬ ＴＨＢ 液体培养基

中至 Ｄ６００值为 ０.０２~０.０７(约 ４０ ｍｉｎ)ꎮ 取 １００ μＬ 菌液ꎬ加入 ５ μＬ 信号肽( ＩＶＬＴＧＷＷＧＶꎬ２５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎬ
加入 １.０ μｇ 融合片段 ｃｅｌＡ￣ＡＢ￣ｓｐｃ￣ＣＤꎬ于 ３７ ℃下静置培养 ２ ｈ 后涂布 ＴＳ 平板(含 １００ μｇ􀅰ｍＬ－１ ｓｐｃ 的 ＴＨＢ
固体培养基)ꎮ 次日挑取单菌落ꎬ用引物 ＣｅｌＡ￣Ｘ / Ｙ 和 ＣｅｌＡ￣Ｍ / Ｎ 分别鉴定有痕缺失株 ΔｃｅｌＡꎮ 以鉴定结

果为阳性的菌液为模板ꎬ使用引物 ＣｅｌＡ￣Ａ / Ｄ 扩增片段ꎬ送生物公司测序并分析测序结果ꎮ
１.７　 ＷＵＳＰ０６７ 和 ΔｃｅｌＡｗｐ菌株生长曲线的测定

１.７.１　 在 ＴＨＢ 培养条件下的生长曲线　 挑取巴氏链球菌 ＷＵＳＰ０６７ 和缺失株 ΔｃｅｌＡｗｐ单菌落于 ３７ ℃、１８０
ｒ􀅰ｍｉｎ－１下培养至对数生长期ꎬ以 １ ∶１００(体积比)转接至 １０ ｍＬ ＴＨＢ 液体培养基(５０ ｍＬ 锥形瓶)ꎮ 每隔 １ ｈ
测量 Ｄ６００值ꎮ 每个菌株 ３ 个生物学重复ꎬ分别绘制各菌株生长曲线ꎮ
１.７.２　 在添加 １０ ｇ􀅰Ｌ－１Ｇｌｕ 或 １０ ｇ􀅰Ｌ－１ Ｃｅｌ 的 ＤＭＥＭ 培养条件下的生长曲线　 挑取 ＷＵＳＰ０６７ 和缺失株

ΔｃｅｌＡｗｐ单菌落于 ３７ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１摇床中培养至对数生长期ꎬ５ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎꎬ弃培养基ꎬＰＢＳ 清

洗 １ 次ꎬ用等量的 ＤＭＥＭ 重悬后以 １ ∶１００(体积比)转接 ５ ｍＬ ＤＭＥＭ＋１０ ｇ􀅰Ｌ－１ Ｇｌｕ 或 １０ ｇ􀅰Ｌ－１Ｃｅｌ(纤维二

糖)液体培养基中(１０ ｍＬ ＥＰ 管)ꎬ３７ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１摇床中培养ꎬ每隔 ２ ｈ 测量 Ｄ６００值ꎮ 每个菌株 ３ 个生

物学重复ꎬ分别绘制各菌株生长曲线ꎮ
１.８　 小鼠毒力试验

采用 １８ 日龄 ＩＣＲ 级 ＳＰＦ 仔鼠ꎬ在南京农业大学实验动物中心[许可证号 ＳＹＸＫ(苏)２０２１－００８６]开展

毒力试验ꎮ 每个试验组 １０ 只小鼠ꎮ 正式攻毒前先复壮菌株:挑取 ＷＵＳＰ０６７ 野生株与缺失株 ΔｃｅｌＡｗｐ单菌

落接种于 ＴＨＢ 液体培养基中ꎻ３７ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１培养至 Ｄ６００值约为 ０.８ꎬ４ ℃、５ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎꎬ弃
上清液ꎬＰＢＳ 清洗 １ 次ꎬ用 ２００ μＬ ＰＢＳ 重悬ꎬ腹腔注射小鼠 １ 只ꎬ菌量为 ３ ×１０８ ＣＦＵꎮ １０ ｈ 后脱颈处死小

鼠ꎬ心脏取血ꎬ取少量血液划线 ＴＨＢ 固体培养基ꎬ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下培养 １０ ｈꎮ 挑取单菌落ꎬ接种培养

至对数生长期ꎬ经 ＰＣＲ 鉴定为目的菌株ꎮ 将鉴定正确的 ＷＵＳＰ０６７ 野生株与缺失株 ΔｃｅｌＡｗｐ转接 ＴＨＢ 液体

培养基ꎬ３７ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１培养至 Ｄ６００值约为 ０.６ꎬ取 ９ ｍＬ 菌液ꎬ４ ℃、５ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎꎬ用 ＰＢＳ 清洗

１ 次ꎬ使用 ３ ｍＬ ＰＢＳ 重悬后采用腹腔注射的方式攻毒ꎬ每只小鼠注射 ２００ μＬꎬ攻毒菌量 ３×１０８ ＣＦＵꎬ以注

射 ＰＢＳ 组作为阴性对照ꎮ 攻毒后每天观察并记录小鼠死亡情况ꎬ共观察 １４ ｄꎬ绘制存活曲线ꎮ
１.９　 数据处理与分析

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 和生长曲线测定的数据用非配对 ｔ 检验分析其差异显著性ꎻ小鼠毒力试验数据使用 ｌｏｇ￣ｒａｎｋ
检验来分析数据差异显著性ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 巴氏链球菌与肺炎链球菌纤维二糖利用基因簇的同源性比对

如图 １ 所示:以肺炎链球菌 ＴＩＧＲ４ 两个纤维二糖相关的基因簇[２０－２１] 为参考ꎬ在猪源巴氏链球菌

ＷＵＳＰ０６７ 中也存在 ２ 个潜在的纤维二糖相关的基因簇ꎬ将这 ２ 个基因簇分别命名为 ＣＬ１ 和 ＣＬ２ꎬ即
Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０２０４０—Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０２０５５ 和 Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２２５—Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２７０ꎮ ＣＬ１ 和 ＣＬ２ 都包含编码磷酸

转移酶系统(ｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｓｙｓｔｅｍｓꎬＰＴＳ)中的酶Ⅱ复合物和 β－葡萄糖苷酶的基因ꎮ 如图 １－ＡꎬＣＬ１ 中

包含 ４ 个基因ꎬ分别是 ＬｉｃＴｗｐ(编码抗终止子蛋白)、ＢｇｌＰ１ｗｐ(编码 ＰＴＳ 中酶ⅡＣ)、ＢｇｌＰ２ｗｐ(编码 ＰＴＳ 中酶ⅡＡ)、
ＢｇｌＡｗｐ(编码 ６－磷酸－β－葡萄糖苷酶)ꎮ ＣＬ２ 包含 １０ 个基因ꎬ其中有 ５ 个基因据报道与纤维二糖利用相

关[２０]ꎮ 如图 １－Ｂ 所示ꎬＣＬ２ 包括 ｃｅｌＲｗｐ(编码转录调控因子)、ｃｅｌＡｗｐ(编码 ６－磷酸－β－葡萄糖苷酶)ꎬ以及

６２９
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ｃｅｌＢｗｐ、ｃｅｌＣｗｐ、ｃｅｌＤｗｐ(分别编码 ＰＴＳ 中酶ⅡＣ、酶ⅡＢ、酶ⅡＡ)ꎬ其余 ５ 个基因功能未知ꎮ 在肺炎链球菌中ꎬ
酶ⅡＣ 特异性识别和捕获纤维二糖ꎬ６ －磷酸 －β －葡萄糖苷酶则负责将纤维二糖水解为单糖供细菌

利用[２０ꎬ２４]ꎮ

图 １　 巴氏链球菌 ＷＵＳＰ０６７ 与肺炎链球菌 ＴＩＧＲ４ 纤维二糖利用相关蛋白氨基酸同源性比对

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ￣ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐａｓｔｅｕｒｉａｎｕｓ
ＷＵＳＰ０６７ ａｎｄ Ｓ􀆰 ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ＴＩＧＲ４

阴影部分数字表示其同源性ꎮ Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈａｄｏｗ ｐａｒｔ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｉｄｅｎｔｉｔｉｙ.

２.２　 纤维二糖对巴氏链球菌纤维二糖利用相关基因表达的影响

图 ２　 纤维二糖对巴氏链球菌纤维二糖利用相关

基因表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ￣ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ｉｎ
Ｓ􀆰 ｐａｓｔｅｕｒｉａｎｕｓ

∗∗∗∗Ｐ<０.０００ １.

从图 ２ 可知ꎬ以添加 １０ ｇ􀅰Ｌ－１ Ｇｌｕ 的 ＤＭＥＭ
培养基为对照组ꎬ在添加 １０ ｇ􀅰Ｌ－１ Ｃｅｌ 的 ＤＭＥＭ
培养基中ꎬｃｅｌＢｗｐ和 ｃｅｌＡｗｐ的基因表达量分别上调

３３ 倍和 ４９ 倍(Ｐ<０.０００ １)ꎬ而 Ｂｇｌｐ１ｗｐ和 ＢｇｌＡｗｐ表

达量无显著变化ꎮ 此结果表明 ＣＬ２ 在纤维二糖

转运和利用中发挥作用ꎬ故选择 ＣＬ２ 进行深入

研究ꎮ
２.３　 巴氏链球菌纤维二糖利用基因簇 ＣＬ２ 结构

使用引物 １￣１￣Ｆ / Ｒ、１￣２￣Ｆ / Ｒ、１￣３￣Ｆ / Ｒ、１￣４￣Ｆ / Ｒ
扩增出长度分别为 ４５１、４９４、１ ２８０ 和 ３５０ ｂｐ 的

片段(图 ３－Ａ、Ｂ)ꎻ使用引物 １￣６￣Ｆ / Ｒ 和 １￣７￣Ｆ / Ｒ
扩增出长度分别为 ５０１ 和 ４３９ ｂｐ 的片段ꎬ而使用

引物 １￣５Ｆ / Ｒ 和 １￣８￣Ｆ / Ｒ 不能扩增出相应的条带

(图 ３－Ｃ)ꎮ 这表明 ＣＬ２ 由 ２ 个操纵子组成ꎬ即
Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２２５—Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２５５ 和 Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ１１０５０—Ｅ８Ｍ０５＿ＲＳ０６２７０ꎮ
２.４　 缺失株 ΔｃｅｌＡｗｐ的构建和鉴定

采用信号肽同源重组的方法构建 ΔｃｅｌＡｗｐ(图 ４－Ａ)ꎮ 使用引物 ＣｅｌＡ￣Ｍ / Ｎꎬ以缺失株 ΔｃｅｌＡｗｐ为模板ꎬ扩
增出大小为 １ ２６２ ｂｐ 片段ꎬ而以野生株为模板ꎬ扩增出大小为 １ ９２８ ｂｐ 片段ꎻ使用引物 ＣｅｌＡ￣Ｘ / Ｙꎬ以缺失

株 ΔｃｅｌＡｗｐ为模板时ꎬ不能扩增出相应片段ꎬ而以野生株为模板时ꎬ可以扩增出大小为 ７４７ ｂｐ 的片段(图 ４－
Ｂ)ꎮ 上述结果表明缺失株 ΔｃｅｌＡｗｐ构建成功ꎮ

７２９
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图 ３　 ＲＴ￣ＰＣＲ 验证 ＣＬ２ 基因簇结构

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＲＴ￣ＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＬ２
　 　 Ａ. ＣＬ２ 基因簇结构(黑色横线表示 ＲＴ￣ＰＣＲ 中所用引物扩增的序列ꎬ相邻黑色斜线代表它们之间的基因为 １ 个操纵子)ꎻ
Ｂ、Ｃ. ＲＴ￣ＰＣＲ 验证 ＣＬ２ 基因簇结构(Ｍ. ＤＮＡ 标准品ꎻ＋. 阳性对照ꎻ－. 阴性对照ꎮ １￣１、１￣２、１￣３、１￣４、１￣５、１￣６、１￣７ 和 １￣８ 指引物对)ꎮ

Ａ. Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＬ２(Ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｉｎ ＲＴ￣ＰＣＲꎬｔｈｅ ａｄｊａｃｅｎｔ
ｂｌａｃｋ ｓｌａｓｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａｎ ｏｐｅｒｏｎ)ꎻＢꎬＣ. ＲＴ￣ＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＬ２(Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ＋. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ－. Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ. １￣１ꎬ１￣２ꎬ
１￣３ꎬ１￣４ꎬ１￣５ꎬ１￣６ꎬ１￣７ ａｎｄ １￣８ ｍｅａｎ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ) .

图 ４　 缺失株 ΔｃｅｌＡｗｐ ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ΔｃｅｌＡｗｐ

　 　 Ａ.巴氏链球菌缺失株构建方法图ꎻＢ. ΔｃｅｌＡｗｐ的 ＰＣＲ 鉴定(１.引物为 ＣｅｌＡ￣Ｍ / Ｎꎬ模板为 ΔｃｅｌＡｗｐꎻ２.引物为 ＣｅｌＡ￣Ｍ / Ｎꎬ模

板为野生株ꎻ３.引物为 ＣｅｌＡ￣Ｘ / Ｙꎬ模板为 ΔｃｅｌＡｗｐꎻ４.引物为 ＣｅｌＡ￣Ｘ / Ｙꎬ模板为野生株)ꎮ

Ａ. Ａ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｓ􀆰 ｐａｓｔｅｕｒｉａｎｕｓꎻ Ｂ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ΔｃｅｌＡｗｐ ( １. Ｐｒｉｍｅｒ: ＣｅｌＡ￣Ｍ / Ｎꎬ ｔｅｍｐｌａｔｅ: ΔｃｅｌＡｗｐꎻ

２. Ｐｒｉｍｅｒ:ＣｅｌＡ￣Ｍ / Ｎꎬｔｅｍｐｌａｔｅ:ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎꎻ３. Ｐｒｉｍｅｒ:ＣｅｌＡ￣Ｘ / Ｙꎬｔｅｍｐｌａｔｅ:ΔｃｅｌＡｗｐꎻ４. Ｐｒｉｍｅｒ:ＣｅｌＡ￣Ｘ / Ｙꎬｔｅｍｐｌａｔｅ:ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ) .

２.５　 ｃｅｌＡｗｐ对巴氏链球菌 ＷＵＳＰ０６７ 生长的影响

如图 ５－Ａ 所示ꎬ在 １０ ｍＬ ＴＨＢ 液体培养基中ꎬ将 ＷＵＳＰ０６７ 野生株和缺失株 ΔｃｅｌＡｗｐ 在 ３７ ℃、１８０
ｒ􀅰ｍｉｎ－１摇床中培养ꎬ每隔 ２ ｈ 测定 Ｄ６００值ꎬ结果表明缺失基因 ｃｅｌＡｗｐ对 ＷＵＳＰ０６７ 在 ＴＨＢ 中生长没有影响ꎮ

如图 ５－Ｂ 和 ５－Ｃ 所示:在以葡萄糖为唯一碳源的培养条件下ꎬ缺失株生长情况与野生株一致ꎻ在纤维

二糖为唯一碳源的条件下ꎬ野生株能够生长ꎬ而 ΔｃｅｌＡｗｐ则表现出明显的生长缺陷ꎬ生长 １２ ｈ 时 Ｄ６００低于

０.５ꎮ 以上结果表明ꎬ巴氏链球菌 ＷＵＳＰ０６７ 能以纤维二糖为唯一碳源生长ꎬｃｅｌＡｗｐ基因参与纤维二糖的利

用ꎬ缺失该基因影响巴氏链球菌对纤维二糖的吸收与利用ꎮ

８２９
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图 ５　 ＷＵＳＰ０６７ 和 ΔｃｅｌＡｗｐ在不同培养基条件下的生长曲线

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＷＵＳＰ０６７ ａｎｄ ΔｃｅｌＡｗｐ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
　 　 Ａ.ＴＨＢ 培养基ꎻＢ.以葡萄糖为唯一碳源的 ＤＭＥＭ 培养基ꎻＣ.以纤维二糖为唯一碳源的 ＤＭＥＭ 培养基ꎮ

Ａ. ＴＨＢ ｍｅｄｉｕｍꎻＢ. ＤＭＥＭ ｍｅｄｉｕｍ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ １０ ｇ􀅰Ｌ－１ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｓ ａ ｓｏｌｅ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅꎻＣ. ＤＭＥＭ ｍｅｄｉｕｍ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ

ｗｉｔｈ １０ ｇ􀅰Ｌ－１ ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ ａｓ ａ ｓｏｌｅ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ.

图 ６　 小鼠存活曲线

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｍｉｃｅ

２.６　 ｃｅｌＡｗｐ对巴氏链球菌 ＷＵＳＰ０６７ 毒力的影响

以 ＩＣＲ 断奶仔鼠为感染模型进行 ＷＵＳＰ０６７ 野生株

和缺失株 ΔｃｅｌＡｗｐ的毒力试验ꎮ 结果如图 ６ 所示ꎬ攻毒剂

量为每鼠 ３×１０８ ＣＦＵꎬ攻毒后野生株攻毒小鼠 ３ 日内全部

死亡ꎬ缺失株 ΔｃｅｌＡｗｐ攻毒小鼠死亡时间延后ꎬ１４ ｄ 后存

活率 ２０％ꎬ与野生株相比差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 此结果表

明ꎬｃｅｌＡｗｐ基因影响巴氏链球菌 ＷＵＳＰ０６７ 的致病性ꎬ缺失

该基因其毒力减弱ꎮ

３　 讨论

目前ꎬ在链球菌属中ꎬ只有肺炎链球菌和变异链球菌

中有纤维二糖利用基因簇的报道[２２－２３]ꎮ 在变异链球菌

中仅有纤维二糖利用基因簇 ＣＬ２ꎬ且未见其与致病性相关报道ꎮ 猪源巴氏链球菌ＷＵＳＰ０６７ 中 ＣＬ２ 与变异

链球菌 ＣＬ２ 各基因的覆盖率在 ９０％以上ꎬ氨基酸同源性为 ５６％~９０％ꎮ 当前ꎬ猪源巴氏链球菌全基因组序

列仅有 ＷＵＳＰ０６７ (ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ:ＮＺ＿ＣＰ０３９４５７. １) 和 ＷＵＳＰ０７４ (ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ:ＮＺ＿ＣＰ１１６９５８. １) ２ 株菌ꎬ
ＷＵＳＰ０７４ 也有纤维二糖利用基因簇 ＣＬ１ 和 ＣＬ２ꎬ其 ＣＬ１ 与 ＷＵＳＰ０６７ 的 ＣＬ１ 覆盖率和氨基酸同源性均为

１００％ꎬ其 ＣＬ２ 与 ＷＵＳＰ０６７ 的 ＣＬ２ 覆盖率 ９０％ꎬ氨基酸同源性为 ５６％~１００％ꎮ
在肺炎链球菌中ꎬ纤维二糖转运和利用的基因簇主要有 ２ 个ꎬ都包含编码 ＰＴＳ 中的酶Ⅱ复合物和 ６－

磷酸－β 葡萄糖苷酶的基因ꎬ前者负责纤维二糖的识别、磷酸化和转运ꎬ后者则将磷酸化后的纤维二糖水解

为单糖供细胞利用[２０ꎬ２４]ꎮ 它们在调控方式上分为 ２ 种:一种是通过抗转录终止子蛋白调控ꎬ纤维二糖存

在时被激活ꎬ抑制转录终止子的形成从而促进后续基因的表达[２１ꎬ２５]ꎻ另一种则是通过转录激活子 ｃｅｌＲ 调

控ꎬｃｅｌＲ 被纤维二糖激活后结合在纤维二糖利用操纵子的启动子区域ꎬ促进相关基因的表达ꎬ这种正调控

方式也存在于变异链球菌和嗜热杆菌中ꎬ而艰难梭菌中 ｃｅｌＲ 是作为转录抑制子直接结合在纤维二糖操纵

子的启动子区域来抑制基因的表达[１７ꎬ２６－２８]ꎮ 本试验通过同源性分析发现巴氏链球菌 ＷＵＳＰ０６７ 中预测存

在 ２ 个潜在的纤维二糖利用基因簇 ＣＬ１ 和 ＣＬ２ꎬ预测其调控方式分别与第 １ 种和第 ２ 种类似ꎮ 从本研究

中发现ꎬＣＬ１ 中 ＢｇｌＰ１ｗｐ、ＢｇｌＡｗｐ基因不能感应纤维二糖ꎬ而 ＣＬ２ 中的 ｃｅｌＢｗｐ和 ｃｅｌＡｗｐ基因能感应纤维二糖ꎬ
表达量上调极显著ꎬ有助于巴氏链球菌 ＷＵＳＰ０６７ 利用纤维二糖ꎬ表明 ＣＬ２ 与纤维二糖利用相关ꎮ 纤维二

糖的利用与细菌的致病性相关:肺炎克雷伯菌中缺失 ｃｅｌＢ 基因(编码酶ⅡＣ)后在肠道定殖能力减弱[１６]ꎻ
肺炎链球菌中ꎬ缺失 ＢｇｌＡ３(编码 β－葡萄糖苷酶)导致该菌对小鼠的致病性减弱[１８]ꎻ艰难梭菌中ꎬｃｅｌＡ(编
码酶ⅡＢ)突变株因无法在肠道中获取纤维二糖而表现出定殖劣势[１７]ꎻ李斯特菌中ꎬ纤维二糖通过抑制毒

力基因激活子 ＰｒｆＡ 来抑制相关毒力基因的表达[２９]ꎮ 本试验结果表明ꎬｃｅｌＡｗｐ(编码 ６－磷酸－β－葡萄糖苷

酶)缺失后ꎬ巴氏链球菌在纤维二糖为唯一碳源的培养条件下表现出明显生长缺陷ꎬ说明 ｃｅｌＡｗｐ在纤维二

糖的利用中发挥重要作用ꎬ随后通过小鼠致病性试验明确 ｃｅｌＡｗｐ是巴氏链球菌 ＷＵＳＰ０６７ 的毒力因子ꎮ

９２９
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目前ꎬ由于尚无巴氏链球菌互补株构建方法ꎬ本试验仅构建了 ＣＬ２ 基因簇中 ｃｅｌＡｗｐ基因的缺失株ꎬ明
确该基因与巴氏链球菌 ＷＵＳＰ０６７ 纤维二糖的利用和其致病性相关ꎬ后续还应对 ｃｅｌＡｗｐ编码的 ６－磷酸－β
葡萄糖苷酶的酶活性进行测定ꎬ进一步明确其功能ꎮ 巴氏链球菌可存在于猪的肠道中[３０]ꎬ故 ｃｅｌＡｗｐ基因

是否能通过利用纤维二糖促进巴氏链球菌在肠道中的竞争优势ꎬ帮助该菌在肠道中定殖ꎬ从而增强其致病

性有待后续深入研究ꎮ 此外ꎬ关于 ＣＬ２ 的调控方式及该基因簇中其他基因的功能也值得进一步的探究ꎮ
综上ꎬ本试验结果明确猪源巴氏链球菌 ＷＵＳＰ０６７ 能以纤维二糖为唯一碳源生长ꎬＣＬ２ 是纤维二糖利

用相关基因簇ꎬ其中 ｃｅｌＡｗｐ基因促进该菌利用纤维二糖ꎬ对该菌生长和毒力有显著影响ꎬ表明其在巴氏链球

菌致病过程中发挥作用ꎮ
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[２２] Ｏｌｄ Ｌ ＡꎬＬｏｗｅｓ ＳꎬＲｕｓｓｅｌｌ Ｒ Ｒ Ｂ. Ｇｅｎｏｍｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｍｕｔａｎｓ:ｄｅｌｅｔｉｏｎｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ β￣ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ[Ｊ].

Ｏｒａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ２００６ꎬ２１(１):２１－２７.
[２３] Ｂｉｄｏｓｓｉ ＡꎬＭｕｌａｓ ＬꎬＤｅｃｏｒｏｓｉ Ｆꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｏｍｉｃｓ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｏｆ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｉｎ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ

ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ２０１２ꎬ７(３):ｅ３３３２０.
[２４] Ｄｅｕｔｓｃｈｅｒ ＪꎬＡｋé Ｆ Ｍ ＤꎬＤｅｒｋａｏｕｉ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅ:ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｓｙｓｔｅｍ:ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ[ Ｊ] . Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ２０１４ꎬ７８(２):
２３１－２５６.

[２５] Ｒｏｔｈｅ Ｆ ＭꎬＷｒｅｄｅ ＣꎬＬｅｈｎｉｋ￣Ｈａｂｒｉｎｋ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｙｎａｍｉｃ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ: ｔｈｅ ＬｉｃＴ ａｎｔｉｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ
ｒｅｌｏｃａｌｉｚｅｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅｒ ａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ２０１３ꎬ１９５(１０):２１４６－２１５４.

[２６] Ｓｈａｆｅｅｑ ＳꎬＫｌｏｏｓｔｅｒｍａｎ Ｔ ＧꎬＫｕｉｐｅｒｓ Ｏ Ｐ. ＣｅｌＲ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ￣ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ｉｎ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ[ Ｊ] .
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１１ꎬ１５７(１０):２８５４－２８６１.

[２７] Ｂｏｉａｎｅｌｌｉ ＡꎬＢｉｄｏｓｓｉ ＡꎬＧｕａｌｄｉ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｏｎ￣ｌｉｎｅａｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｓｔｉｃ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉａｕｘｉｃ ｌａｇ ｏｎ ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ ｂｙ ｔｈｅ ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃａｌ
ｍｕｌｔｉｄｏｍａｉｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ＣｅｌＲ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ２０１２ꎬ７(１０):ｅ４７３９３.

[２８] Ｚｅｎｇ ＬꎬＢｕｒｎｅ Ｒ Ａ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ ｏｐｅｒｏｎ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｍｕｔａｎｓ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ２００９ꎬ１９１(７):
２１５３－２１６２.

[２９] Ｃａｏ ＴꎬＪｏｙｅｔ ＰꎬＡｋé Ｆꎬｅｔ ａｌ. Ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ[Ｊ].
Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ２０１９ꎬ２９(１ / ２ / ３ / ４ / ５ / ６):１０－２６.

[３０] Ｈｏｌｍａｎ Ｄ ＢꎬＫｏｍｍａｄａｔｈ Ａꎬ Ｔｉｎｇｌｅｙ Ｊ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｖｅｌ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｐｉｇ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｕｓｉｎｇ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｅ￣ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ｇｅｎｏｍｅｓ [ Ｊ] .
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｓｐｅｃｔｒｕｍꎬ２０２２ꎬ１０(４):ｅ０２３８０２２.
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