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摘要: 罗非鱼无乳链球菌纤维二糖–磷酸转移酶系统(cel-PTS)的 EIIB 蛋白对强毒株毒力影响有限, 但对弱毒株毒

力似乎存在潜在的影响, 但具体机制仍不清晰, 有必要弄清该蛋白调控强、弱毒株的毒力相关基因表达模式。在前

期研究中, 通过同源重组技术, 构建了无乳链球菌强毒株 cel-EIIB 基因缺失株, 本研究通过类似的方法, 获得弱毒

株该基因的缺失株。用无乳链球菌强毒、弱毒株及它们的 cel-EIIB 缺失株分别感染斑马鱼, 结果显示, cel-EIIB 缺

失后, 导致弱毒株毒力明显返强, 而强毒株毒力则轻微减弱。qPCR 检测发现, cel-EIIB 缺失可致 cel-PTS 系统的

cel-EIIA、双组分信号转导系统(TCS)的 DltR 和 CiaH 以及毒力基因 sodA、cpsD 和 cpsG 在强、弱毒株中呈现相反

的表达模式; 此外, TCS 系统的 RgfC、DltS 和 CsrR 以及毒力基因 cspA 和 pavA 在强毒突变株中表达未受影响, 但

在弱毒突变株中的表达却显著上调。研究揭示, EIIB 蛋白可能通过调控上述毒力相关基因表达而负调控弱毒菌株

的毒力。 
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无乳链球菌(Streptococcus agalactiae)是兼性

革兰氏阳性球菌, 其宿主范围广, 能感染人、哺乳

动物及鱼类, 是重要的人兽鱼共患病原菌[1-2]。罗

非鱼为重要的世界性养殖鱼类, 是联合国粮农组

织向全球推广养殖的优良鱼类, 新统计, 我国

罗非鱼养殖产量约为 162 万 t, 占世界罗非鱼总产

量的 1/3[3]。近年来, 罗非鱼链球菌病日益严重, 

无乳链球菌作为其主要病原, 传染力强, 致死率

高, 给罗非鱼养殖产业带来巨大经济损失。由于

罗非鱼无乳链球菌多重耐药菌株增多 [3-4]和缺乏

商品化的疫苗, 该病尚未得到有效控制, 弄清无

乳链球菌致病机制已经成为研究的焦点[5-6]。 

磷酸转移酶系统 (phosphotransferase system, 

PTS)被视为细菌的“神经系统”, 其通过精细的代

谢通路, 感应胞内代谢水平和胞外刺激, 催化多

种糖类及其衍生物转运和磷酸化, 参与分解物代

谢阻遏、调节胞内诱导物水平和协调碳氮代谢平

衡。PTS 是由非专一性能量耦合蛋白酶 EI、磷酸

载体蛋白 HPr 和糖类专一蛋白酶 EIIs 组成, 其中, 

EIIs 为 EIIA、EIIB 和 EIIC 构成的多结构域蛋白, 

对底物代谢具有专一性[7]。细菌内常有数十套不

同的 PTS: 如单核细胞增多性李斯特菌(Listeria 
monocytogenes)内有 30 多种 PTS[8], 无乳链球菌

基因组内至少含有 14 种 PTS[9]。已有实验证实

PTS 参与信号调节网络而调控细菌毒力, 如炭疽

杆菌(Bacillus anthracis)的葡萄糖-PTS (glu-PTS)
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通过与毒力调节因子 AtxA 作用, 来控制细菌毒

力基因表达, 影响细菌的毒力[10]。 

细菌的双组分信号转导系统(two-component 

signal transduction systems, TCS)由组氨酸蛋白激

酶(HK)和反应调节因子(RR)两部分组成: HK 拥

有一个识别特定刺激的 N 端输入域, 可以通过分

子内构象变化转导信息, 导致 C 末端发射结构域

的磷酸化和活化, 又会激活由 RR 的 N末端域编

码的同源接收器, RR 通过 C 末端效应子结构域

产生细胞内反应, 调节下游基因的表达[11]。研究

发现, 粪肠球菌(Enterococcus faecalis)通过 PTS

与 TCS 作用而调控毒力基因, 从而增强对宿主细

胞的黏附力和侵袭力[12]。无乳链球菌基因组编码

21 对 TCS, 其中的 RgfC/A、CiaH/R、Sak188/189、
DltR/S、BgrR/S 和 CsrR/S (又称为 CovR/S)等被证

实参与对无乳链球菌毒力基因的调控[13-17]。 

目前, 已有 20 多种无乳链球菌毒力基因编码

的产物被证实与其毒力有关[18], 包括与穿孔毒素

有关的 β-血溶素/细胞毒素(β-H/C)和 CAMP 因子; 

参与免疫逃逸的唾液酸荚膜多糖(CPS)、超氧化物

歧化酶(SodA)、C5α 肽酶(ScpB)和丝氨酸蛋白酶

(CspA); 对抗抗菌肽的脂磷壁酸、青霉素结合蛋

白(PBP1a)和菌毛抗原(PI-1/2); 促进黏附和侵袭

宿主细胞的纤维蛋白原结合蛋白(FbsA/FbsB)、免

疫原性细菌黏附素(BibA)、透明质酸酶(HAase)、

αC 蛋白和侵染相关蛋白(IagA)等[19-20]。 

通过开展罗非鱼无乳链球菌强毒株 THN0901

和弱毒株 TFJ0901 的比较蛋白组学和转录组学研

究, 发现纤维二糖-PTS(cel-PTS)的 EIIB 蛋白基因

在弱毒株中表达水平显著升高[21], 当无乳链球菌

强毒株 cel-EIIB 基因缺失后, 可导致细菌的生物

膜形成和定植能力降低, 菌株的毒力仅发生轻微

减弱[22], 而 EIIB 蛋白在弱毒株中所发挥的作用

仍不清晰。为全面了解无乳链球菌 EIIB 蛋白对毒

力相关基因表达的影响, 本研究在已构建的无乳

链球菌强毒株 THN0901 cel-EIIB 基因缺失株基础

上 [22], 制备弱毒株的该基因缺失株△ cel-EIIB 

TFJ0901, 比较 cel-EIIB 基因缺失前后无乳链球菌

强毒、弱毒株毒力变化, 以及对 PTS 系统基因、

TCS 系统基因和毒力基因表达的影响 , 为阐明

cel-EIIB 蛋白调控无乳链球菌毒力的分子机制奠

定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒和实验动物 

罗非鱼无乳链球菌强毒株 THN0901 及其

cel-EIIB 基因缺失株△cel-EIIB THN0901、弱毒株

TFJ0901、质粒 PUC18、温敏自杀质粒 pSET4s、

pSET5s 和穿梭质粒 pSET2 由本实验室保存[22]。

各无乳链球菌菌株活化后 , 挑取单菌落接种到

BHI 液体培养基中, 在 28 ℃、200 r/min 条件下

振荡培养 10~16 h, 参照细菌 DNA 提取试剂盒说

明书提取基因组 DNA; 含质粒的菌株接种于无抗

生素的 LB 平板上, 37 ℃过夜培养, 挑取单菌落

加入到 5 mL 的 LB 液体培养基(含相应抗生素)中, 

在 37 ℃、200 r/min 条件下振荡培养 10~16 h, 然

后参照 E.Z.N.A.® Plasmid Mini Kit I 试剂盒说明

书提取质粒。健康 AB 系斑马鱼(Danio rerio) (3.2~ 

3.6 cm)购自广州市黄沙水产品市场。 

1.2  菌株构建 

参照 Xu 等[22]的方法, 如图 1 所示, 采用同源

重组方法构建无乳链球菌弱毒株 cel-EIIB 基因缺

失株, 以提取无乳链球菌 TFJ0901 基因组 DNA 为

模板, 分别用 cel-EIIB 基因上下游同源臂特异性

引物(表 1) Ust-F/R 和 Dst-F/R 扩增出相应片段, 

通过融合 PCR 将上下游片段融合并与质粒连接, 

用抗氯霉素基因 cat 引物(表 1) cat-R/F 从质粒

pSET5s 获得 cat 基因, 用 cat 代替 cel-EIIB 基因, 

同时与抗壮观霉素温敏自杀质粒 pSET4s 连接获

得重组质粒 pSET4s-Ust-cat-Dst, 进行测序验证。

用电转染的方法将其转入 TFJ0901 感受态细胞中, 

28 ℃下, 在加入氯霉素的 BHI 培养基中经数次

培养以促进同源重组, 选择对氯霉素产生抗性且

对壮观霉素敏感的菌株 , 获得缺失株△cel-EIIB 

TFJ0901, 用 cel-EIIB 基因特异性引物 EIIB-F/R 

(表 1)进行 PCR 扩增和测序验证, 连续传代检测

突变株的遗传稳定性。 

1.3  无乳链球菌对斑马鱼毒力的测定 

将 THN0901、△cel-EIIB THN0901、TFJ0901、

△cel-EIIB TFJ0901 菌液按照 1∶100 的比例转接 
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表 1  构建目标菌株所用引物[22] 
Tab. 1  Primers used for the construction of purpose strains[22] 

引物名称 primer 正向引物(5′-3′) forward primer 反向引物(5′-3′) reverse primer 

Ust-F/R CCGGAATTCATTGTGGGCGTTGGTGGTA CGCGGATCCATTTGATCCCCTTTACTTAT 

Dst-F/R TGCACTGCAGTATGTCAAAGTTTGATAGTCAGAAA CCCAAGCTTAAGGCAGAAACATCACAG 

cat-F/R CGGATCCCACCGAACTAGAGCTTGATGA TGCACTGCAGTAATTCGATGGGTTCCGAG 

EIIB-F/R CGCCATATGATGATAAAAATTGGTTTATTCTGTGC ATTTGCGGCCGCTCAAGCCTCTTTTCTTG 

 
于 BHI 液体培养基中, 在 28 ℃、200 r/min 振荡

培养 10 h。将上述 4 株菌在 4 ℃, 5000 r/min 离心

5 min, 用 PBS 洗涤 3 次并重悬菌液, 调整菌浓度

约为 5×106 cfu/mL、5×105 cfu/mL、5×104 cfu/mL、

5×103 cfu/mL, 并将菌液分别涂板计数。把暂养 1

周的斑马鱼随机分为 4 组, 每组 150 尾; 每组分 4

个浓度梯度小组和 1 个 PBS 对照小组, 每个小组

设置 3个平行, 腹腔注射剂量为 20 μL/尾, 每天换

水, 连续观察 14 天, 记录斑马鱼发病症状和死亡

率, 用改良寇氏法计算 LD50
[23]。 

1.4  RNA 的提取和 cDNA 的合成 

将过夜体外培养的各无乳链球菌菌液按照 

1∶100 接种于 30 mL 新鲜的 BHI 液体培养基中, 

28 ℃, 200 r/min 振荡培养 10 h (为菌生长的平台

前期)。参照 Thermo 公司 TRIzolTM reagent 提取无

乳链球菌总 RNA, 使用 NanoDrop 分光光度计测

定其浓度, 在反转录前, 统一定量为 1000 ng/uL, 

并将 RNA 进行琼脂糖凝胶电泳, 检测 RNA 的质

量。参照 TaKaRa 公司 cDNA 合成试剂盒进行

cDNA 合成, –80 ℃保存备用。 

1.5  荧光定量 PCR 

根据 Gene Bank 上无乳链球菌的 TCS 系统、

PTS 系统及毒力基因序列信息, 使用 Primer 3.0 

软件设计特异性引物(表 2), 采用 TB GreenTM 

Premix Ex TaqTM (Tli RNaseH Plus) 试剂盒, 在实

时荧光定量仪 LightCycler 480 进行荧光定量 

 
表 2  荧光定量 PCR 引物信息 

Tab. 2  The information of primers for qPCR 

基因名称 
gene 

正向引物(5′-3′) 
forward primer 

反向引物(5′-3′) 
reverse primer 

基因归类[24] 

gene classification[24]

16s rRNA TTATGACCTGGGCTACAC CCTACAATCCGAACTGAGA a 

cel-EIIA AGCACTCTTTATTCATTCTCAG TATGTAATTCCTGGCGTAAATC b 

cel-EIIB GATAGAGGCACATATTGAAGC TTACACCATCCAACATACCA b 

cel-EIIC GCTTAGTAGTTGGTGCTATC TTGCTATTGCCTGTGGTA b 

manA AGAAGATGGTGAGATTGGTA ACTGGGACAGAGTTAATGAT b 

manM ATTCTTGGTGGTAGTCTCC AATAATAGCAGCAGCAACAG b 

gluA AAGTAGAAGCATTGGATGTTGT GTAACTGTACCTGAAACTGGAA b 

gluB ACTTGGTGGTCGTGATAACATT AGGTCCGTAAATAGCTTGAACA b 

gluC CGGTTGTTCAATCAGGTATC TGCGTGTAGTTCATTGGA b 

ascA ACATTAACAGAGCCAGTAGT AGCAACAGAAGTATGAATAGC b 

ascB CGTCAATTAGGCGTTAGC TGTCATCCATAAGGTTATCAAG b 

ascC TGAAGCCATTGTAGCAGTA TGAGCGAGAACGAAGTAA b 

rgfC CACAAGCGATAGACAATCATAT AGAAGCCTCAATAGCGTTA c 

rgfA GCATTTAGCAGAAGGATTGA AGGACAACTCTATGTGACC c 

ciaH TACTGCTGCCTACCTAGA GTTAATTCACTAATGCCACCTA c 

ciaR CGACTTAGGTGCTGATGA AACAAAGGTTGAGTTAGTAGAC c 

sak188 GTGTAGCGAGACCTTGAT CTTATCCAATGCCTTGAGAC c 

(待续 to be continued) 
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(续表 2 Tab. 2 continued) 

基因名称 
gene 

正向引物(5′-3′) 
forward primer 

反向引物(5′-3′) 
reverse primer 

基因归类[24] 

gene classification[24]

sak189 GCGTTACTATGTTGTGGAG ACCTGGTTCTTATGTTGGA c 

dltS CCTATCAACGGACGCTAT TGCCTATCGCTTACTTCAA c 

dltR GGCTTAACACAGATTCACAT CCCAAACCTTAGAAATCAACT c 

csrR GTGGAGCAGATGATTATATTGT CGCTGAACGATTATGAGTATT c 

csrS GACAGTTGCTTGGATACG GGACGAACAATACGCTTAG c 

cfb TAGCTTAGTTATCCCAAATCCC TAAAGACTTCATTGCGTGCC d 

ponA GCTCCTGATGAAAACTTTGTCGG AGAGCCCTTCTGGCATTGTC d 

cspA TGCACGTAACCAGTATCGCA GCACCGAGTTTAACGGCATC d 

sodA TCAACTGCCAATCAAGATACTCC GCTTTGATGTAGTTAGGACGAACA d 

sip AATTCAGTACATACCGTGCGGGAGA GTTATTTGCTGCCATATTTTGTG d 

cpsD GTAGGTCGTAATGGTAGGAT TTCTAGGATCATCGTCTAACTT d 

cpsG TAGAGATTTGATTGGGTCAGA AGTTACCACTGTCATAGGAAT d 

hylB GAATAACTACTTCACTGACGCTG AACGCGCCCCATATCTACTA d 

bca AATACTATGGGGATGTTTCTCAG TAACTTCTTCAATCTTATCCCTC d 

fbsB AGTTGCGCAAACTTCTGTCC TTTCCGCAGTTGTTACACCG d 

Srr-1 TCATTCCCAGTTTTATCGCTTGC TCGGAGTTACAGACTTCCAAAAT d 

bibA CAAGCTCATCAACTTGACTCTTA TAGGCACATGGCTCAAAATGACG d 

pavA TACGGAAAATACAATCACCTACC GCTTATGTTGTTTATCATGTGCGCG d 

cylE ATTCTCCTCCTGGCAAAGCC TGACGCTTGGTAGTTGCTGT d 

bac TTGGACAAGCAGTATTTACATCA ACTCTTTCGTCGTTACTTCCTTG d 

注: a 为 16S rRNA 基因; b 为 PTS 系统的基因; c 为 TCS 系统的基因; d 为毒力基因. 

Note: a indicates 16S rRNA genes; b indicates PTS system related genes; c indicates TCS system related genes; d indicates virulence genes. 

 

PCR。反应总体系(10 μL)为: TB Green Premix Ex 

Taq (Tli RNaseH Plus) (2×) 5 μL, PCR forward 
primer 0.2 μL, PCR reserve primer 0.2 μL, cDNA

模板 1 μL, ddH2O 4.6 μL。每个样品设置 3 个生物

学重复。 

1.6  数据分析 

根据 2–ΔΔCt 法计算基因相对表达量 , 利用

SPSS 19.0 软件进行单因素方差分析, 用*表示显

著性水平, *表示 P<0.05, **表示 P<0.01。 

2  结果与分析 

2.1  无乳链球菌弱毒株 cel-EIIB 基因缺失株制备 

按照图 1a 所示的技术路线获得重组菌株, 经

PCR 检测和测序, 结果显示重组菌株不含 cel-EIIB
基因(图 1b); 用 UstF 和 DstR 的引物 PCR 检测和

测序发现, 菌株的 cel-EIIB 基因被 cat 基因所取代

(图 1c)。结果证实, 无乳链球菌 TFJ0901 的 cel-EIIB 

基因缺失株△cel-EIIB TFJ0901 成功构建。 

2.2  无乳链球菌 cel-EIIB 基因缺失前后对斑马

鱼的毒力差异 

以斑马鱼为感染模型, 分别用不同浓度梯度

的 TFJ0901、△cel-EIIB TFJ0901、THN0901 和

△cel-EIIB THN0901 腹腔注射斑马鱼, 结果显示, 

斑马鱼死亡时间集中在感染无乳链球菌后的 1~ 

6 d, 之后趋于稳定。△cel-EIIB TFJ0901 在不同浓

度下所致的斑马鱼死亡率均高于相对应的野生株

TFJ0901, 二者的 LD50 分别为 5.1×102 cfu/尾和

3.8×107 cfu/尾, 表明无乳链球菌弱毒株 cel-EIIB
基因缺失后对斑马鱼的毒力增强(图 2a)。而在较

高浓度下, △cel-EIIB THN0901 对斑马鱼的死亡

率均低于野生株 THN0901, LD50 分别为 3.8×102 

cfu/尾和 2.0×102 cfu/尾(图 2b), 但毒力减弱不显

著。总体来看, 无乳链球菌弱毒株在 cel-EIIB 基

因缺失后毒力返强。 
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图 1  无乳链球菌 TFJ0901 的 cel-EIIB 基因缺失株构建 

同源重组方法构建无乳链球菌 TFJ0901 的 cel-EIIB 基因缺失株示意图(a); 用引物对 EIIB-F 和 EIIB-RPCR 验证 cel-EIIB 基因 

被敲除(b: 泳道 M, DL2000 DNA maker; 泳道 1, TFJ0901; 泳道 2, △cel-EIIB TFJ0901)和引物对 Ust-F and Dst-R  

(c: 泳道 M, DL5000 DNA maker; 泳道 1, TFJ0901; 泳道 2, 阴性对照; 泳道 3, △cel-EIIB TFJ0901). 

Fig. 1  Construction of cel-EIIB gene deletion in a Streptococcus agalactiae strain TFJ0901 
Schematic representation of in-frame allelic-exchange mutagenesis of the cel-EIIB gene in S. agalactiae strain TFJ0901 (a);  

knockout of the cel-EIIB gene was confirmed by PCR using the primers EIIB-F and EIIB-R (b: lane M, DL2000 DNA marker;  

lane 1, TFJ0901; lane 2, △cel-EIIB TFJ0901), and the primers Ust-F and Dst-R (c: lane M, DL5000 DNA marker;  

lane 1, TFJ0901; lane 2, negative control; lane 3, △cel-EIIB TFJ0901). 
 

 
 

图 2  不同剂量的菌株对斑马鱼累计致死率 

a. 无乳链球菌 TFJ0901 及其 cel-EIIB 基因缺失株; b. 无乳链球菌 THN0901 及其 cel-EIIB 基因缺失株. 

Fig. 2  Cumulative mortality of Danio rerio challenged with different doses of Streptococcus agaalactiae strains 

a. S. agaalactiae TFJ0901 and △cel-EIIB TFJ0901; b. S. agaalactiae THN0901 and △cel-EIIB THN0901. 
 

2.3  cel-EIIB 基因缺失对无乳链球菌强毒、弱毒

株的 PTS 系统基因表达影响 

cel-EIIB 基因缺失株相对于各自的野生株 , 

manA、gluA、gluB、gluC、ascB、ascC 和 ascA 基

因表达均显著上调(P<0.05), 而对 manM 基因表达

影响不显著; cel-EIIB 上游的基因 cel-EIIA 呈现相

反的表达模式: 在△cel-EIIB THN0901中, cel-EIIA
表现为极显著性下调 (P<0.01), 而在△ cel-EIIB 

TFJ0901 中则表现为极显著性上调(P<0.01) (图 3)。 

2.4  cel-EIIB 基因缺失对无乳链球菌强毒、弱毒

株 TCS 系统基因表达的影响 

cel-EIIB 基因缺失株相对于各自的野生株 , 

RgfA、sak188 和 sak189 基因表达均显著下调(P< 

0.05), 而对 CiaR 和 CsrS 基因表达影响不显著; 

RgfC、DltS、CsrR 在△cel-EIIB THN0901 中表达

未受影响, 但在△cel-EIIB TFJ0901 中均表现为显

著性上调(P<0.05); DltR 和 CiaH 基因呈现相反的

表达模式: DltR 在△cel-EIIB THN0901 中表现为 
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图 3  无乳链球菌强毒和弱毒株在 cel-EIIB 基因缺失前后其磷酸转移酶系统(PTS)基因 mRNA 相对表达水平 

“*”和“**”分别表示野生株与其基因缺失株之间存在的差异显著(P<0.05)或差异极显著(P<0.01). 

Fig. 3  Relative mRNA expression level of phosphotransferase system (PTS) genes in virulent and  
attenuated strains of Streptococcus agalactiae before or after cel-EIIB gene deletion 
Asterisk symbol (“*” or “**”) indicate significant difference (P<0.05) or extremely  

significant difference (P<0.01) between wild-type strains and their gene-deleted strains, respectively. 
 

显著性下调(P<0.05), 而在△cel-EIIB TFJ0901 中

表现为显著性上调(P<0.05), CiaH 在△cel-EIIB 

THN0901 中表现为显著性上调 (P<0.05), 而在

△cel-EIIB TFJ0901 中表现为显著性下调(P<0.05) 

(图 4)。 

2.5  cel-EIIB 基因缺失对无乳链球菌强毒、弱毒

株毒力基因表达的影响 

cel-EIIB 基因缺失株相对于各自的野生株 , 

bca、srr-1、cppA 和 psaA 基因表达均显著上调(P< 

0.05), spb1、fbsB 和 cylE 基因表达均显著下调(P< 

0.05), 而对 cfb、ponA 和 bac 基因表达影响不显

著; hlyB、bibA 在△cel-EIIB THN0901 中表达未受

影响, 但在△cel-EIIB TFJ0901 中均表现为著性下

调(P<0.01); 而 sip 在△cel-EIIB TFJ0901 中表达

无显著性差异, 但在△cel-EIIB THN0901 中呈极

显著性上调。sodA、cpsD 和 cpsG 基因呈现相反

的表达模式: sodA 在△cel-EIIB THN0901 中表现

为极显著性上调(P<0.01), 而在△cel-EIIB TFJ0901

中表现为显著性下调(P<0.05), cpsD 和 cpsG 在

△ cel-EIIB THN0901 中表现为极显著性下调

(P<0.01), 而在△cel-EIIB TFJ0901 中表现为极显

著性上调(P<0.01); 此外, cspA 和 pavA 基因在△

cel-EIIB TFJ0901 中表现为极显著性上调(P<0.01), 

而在△cel-EIIB THN0901 中表达未受影响(图 5)。 

3  讨论 

无乳链球菌可以通过多种途径感染罗非鱼 , 

能在宿主血液内增殖, 并穿越血脑屏障, 侵入脑

组织, 导致典型的临床症状; 在自然条件下, 罗

非鱼容易经口感染无乳链球菌, 造成较高的死亡

率[25]。把无乳链球菌强毒株的 cel-EIIB 基因缺失

后, 生物膜形成能力降低, 攻毒实验显示, 其对

罗非鱼的毒力轻微减弱, 但未进一步检测该基因

缺失对弱毒株毒力的影响[22]。斑马鱼体型小、生 
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图 4  无乳链球菌强毒和弱毒株 cel-EIIB 基因缺失前后其双组分信号转导系统(TCS)基因 mRNA 相对表达水平 

“*”和“**”分别表示野生株与其基因缺失株之间存在的差异显著(P<0.05)或差异极显著(P<0.01). 

Fig. 4  Relative mRNA expression level of two-component signal transduction systems (TCS) genes in virulent and  
attenuated strains of Streptococcus agalactiae before or after cel-EIIB gene deletion 
Asterisk symbol (“*” or “**”) indicate significant difference (P<0.05) or extremely  

significant difference (P<0.01) between wild-type strains and their gene-deleted strains, respectively. 

 

 
 

图 5  无乳链球菌强毒和弱毒株在 cel-EIIB 基因缺失前后其毒力基因 mRNA 相对表达水平 

“*”和“**”分别表示野生株与其基因缺失株之间存在的差异显著(P<0.05)或差异极显著(P<0.01). 

Fig. 5  Relative mRNA expression level of virulence genes in virulent and attenuated strains of  
Streptococcus agalactiae before or after cel-EIIB gene deletion 

Asterisk symbol (“*” or “**”) indicate significant difference (P<0.05) or extremely significant difference 
(P<0.01) between wild-type strains and their gene-deleted strains, respectively. 
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命周期短、繁殖力强, 也是无乳链球菌的易感宿

主, 在感染过程中, 无乳链球菌能导致斑马鱼出

现典型的脑膜炎和败血症等临床症状, 且死亡率

跟感染的剂量呈明显的相关性, 因此斑马鱼可作

为评价无乳链球菌毒力的理想模式动物[26]。本研

究以斑马鱼为感染对象, 发现 cel-EIIB 基因缺失

后 , 同样会轻微降低无乳链球菌强毒株的毒力 , 

却显著导致弱毒株的毒力返强, 表明 cel-EIIB 基

因在调控无乳链球菌强毒、弱毒株的毒力方面存

在明显差异。 

除了调节糖转运外, 多个研究表明, PTS 还

与生物膜形成、毒力、过氧化氢抗性和细菌素有

关[27-28]。对抗坏血酸-PTS (asc-PTS) 的糖代谢功

能研究表明, 编码 EIIA、EIIB 的基因缺失/双缺失

株均比野生型菌株生长速度, 产酸和生物膜形成

能力降低 [29]。在甘露糖-PTS (man-PTS)系统中 , 

发现 EIIC 蛋白参与抑制单核细胞增多性李斯特

菌的碳分解代谢物和毒力基因表达[30]。Pridgeon

等 [31]对海豚链球菌减毒疫苗菌株和其强毒亲本

菌株进行比较研究 , 发现强毒亲本菌株的果糖- 

PTS (fru-PTS)的 EII 多结构域蛋白与该菌的毒力

有关。本研究发现, 无乳链球菌的强毒或弱毒株

cel-EIIB 基因缺失后, 在所检测 man-PTS、glu-PTS

和 asc-PTS 系统内的相关基因表达模式一致, 表

明无乳链球菌的 cel-PTS 的 EIIB 基因未通过调控

上述 PTS 来影响细菌毒力。Cao 等[29]在单核细胞

增多性李斯特菌中发现编码 cel-PTS 的EIIA蛋白

基因缺失会抑制其毒力基因表达, 揭示 EIIA 蛋白

正向调控该菌毒力。本研究发现, cel-EIIB 基因缺

失会导致 cel-PTS 自身的 EIIA 基因在弱毒株上表

达水平显著上调, 与在强毒株中呈现相反的表达

模式, 由此推测无乳链球菌弱毒株的毒力返强与

EIIA 基因的表达上调有关。 

无乳链球菌 TCS 系统的 DltS/R 是 dlt 操纵子

dltA 上游两个调节基因, 当 dltA 表达下调时, 无

乳链球菌形成团块的能力和对抗菌多肽黏杆菌素

敏感性均增强[14]。本研究中, 当 cel-EIIB 缺失后, 

弱毒株中的 DltR/S 均显著性上调, 可能通过调节

下游毒力基因的表达而使菌株毒力返强。Gendrin

等[15]研究无乳链球菌 RgfC/A 的调控功能时证实, 

RgfC 的功能丧失, 引起超过 200 个基因发生差异

性表达, 终导致细菌的毒力增强。CsrR/S 调节

部分无乳链球菌重要毒力因子的表达水平, 在小

鼠感染模型中, 无乳链球菌 CsrR 缺失, 溶血素的

表达增加并导致小鼠败血症和脑膜炎[16]。另有研

究发现, 无乳链球菌 CiaH/R 功能丧失时, 导致

菌株在体外细胞存活率降低以及对宿主的毒力降

低, 该 TCS 是无乳链球菌在细胞内存活和侵袭性

致病机制的关键因子[17]。在本研究中, 当 cel-EIIB
缺失时, 无乳链球菌弱毒株 RgfC 和 CsrR 显著性

上调, CiaH 显著性下调, 反而引起该菌株的毒力

返强, 这与上述的研究结果相矛盾, 需进一步探

明其具体机制。 

透明质酸裂解酶(HlyB)是由 hylB 基因编码的

分泌性蛋白酶, 可以裂解透明质酸, 其有助于无

乳链球菌侵入到宿主组织内[32], 有研究发现, 血

液循环系统感染的新生儿体内透明质酸裂解酶浓

度比无症状感染的新生儿的要高[33]。免疫原性细

菌黏附蛋白(BibA)是一种保守的细胞壁锚定蛋白, 

该蛋白能促进无乳链球菌与人上皮细胞的黏附 , 

还有助于细菌在宿主血液中存活[34]。无乳链球菌

的 SodA 能够催化超氧离子为分子态氧(O2)和 H2O2, 

抵御氧化应激, 降低超氧自由基对其造成的损害

并及时修复受损菌体, 在小鼠的感染模型中发现, 

无乳链球菌的 sodA 缺失株在血液和脑中的存活

率显著降低[35]。本研究发现, cel-EIIB 缺失会导致

无乳链球菌弱毒株的 hylB、bibA 和 sodA 基因表

达显著下调, 说明这些基因在该菌株毒力返强过

程中可能未发挥作用。荚膜多糖(CPS)是无乳链球

菌重要的毒力因子 , 其合成受 16 个 cps 基因

(cpsA-L 和 neuA-D)控制, 研究显示, 无乳链球菌

cps 基因缺失株的 LD50比同源野生株提高 103~105

倍[36]。无乳链球菌具有裂解细胞外基质(ECM)功

能, 丝氨酸蛋白酶(CspA)在裂解宿主 ECM过程中

发挥重要作用, 同时还会阻碍宿主免疫系统对无

乳链球菌的识别和吞噬摄取; 在感染的新生儿脓

毒症模型中, cspA 表达缺陷的无乳链球菌毒力大

大降低[37]。纤维蛋白原结合蛋白(PavA)已被证明

参与肺炎链球菌与纤维连接蛋白的结合, 对细菌

的定植起到促进作用, 是一种重要的毒力因子[38]。
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在本研究中, 当 cel-EIIB 缺失后, 无乳链球菌弱

毒株的 cpsD、cpsG、cspA 和 pavA 基因显著上调, 

而在强毒株中则下调或下调不显著 , 由此推测 , 

cel-EIIB 基因缺失导致无乳链球菌弱毒株毒力返

强与这 4 种毒力基因的表达上调有关。 

综上所述, 无乳链球菌的 cel-EIIB 蛋白功能

丧失, 会导致弱毒株毒力返强, 而对强毒株毒力

影响轻微。cel-PTS 系统的 cel-EIIA、双组分信号

转导系统(TCS)的 DltR 和 CiaH 以及毒力基因

sodA、cpsD 和 cpsG 在强、弱毒株中呈现相反的

表达模式。cel-EIIB 缺失后 , 虽然 TCS 系统的

RgfC、DltS 和 CsrR 以及毒力基因 cspA 和 pavA
在强毒株中表达未受影响, 但在弱毒株中的表达

却显著上调。EIIB 蛋白可能通过调控上述毒力相

关基因表达而负向影响弱毒菌株的毒力。 
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Analysis of expression patterns of virulence-related genes regulated by 
the cel-EIIB protein in virulent and attenuated strains of Streptococcus 
agalactiae in tilapia  
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Abstract: Streptococcus agalactiae is an important pathogen associated with humans, animals, and fishes. Re-
cently, it has spread globally, resulting in great economic losses in tilapia industries. The phosphotransferase sys-
tem (PTS) is regarded as the “nervous system” of bacteria. The effect of the EIIB protein of cellobiose-PTS 
(cel-PTS) on S. agalactiae virulent strain virulence is limited, but it could potentially effect that of the attenuated 
strain; however, the specific mechanism is still unclear. Therefore, it is necessary to clarify the expression patterns 
of virulence-related genes regulated by the EIIB protein. In the previous study, the cel-EIIB gene deletion of the S. 
agalactiae virulent strain was constructed by homologous recombination technology. In this study, the cel-EIIB 
gene deletion of the S. agalactiae attenuated strain was obtained using a similar method. Zebrafish were infected 
with a S. agalactiae virulent strain, attenuated strain, and their cel-EIIB gene deleted strains, respectively. The 
results showed that S. agalactiae attenuated strain virulence was significantly stronger after cel-EIIB gene deletion, 
whereas S. agalactiae virulent strain virulence was only slightly reduced. It was confirmed by PCR detection that 
the deletion of cel-EIIB could cause cel-EIIA of the cel-PTS system, DltR and CiaH of the two-component signal 
transduction system (TCS), and sodA, cpsD, and cpsG of virulence genes showed opposite expression patterns in 
virulent and attenuated strains. In addition, the expression of RgfC, DltS, and CsrR of TCS and cspA and pavA of 
virulence genes were not affected in the mutant of the virulent strain, but up-regulated significantly in the mutant 
of the attenuated strain. It is speculated that the increased virulence of the S. agalactiae attenuated strain was re-
lated to the up-regulation of the expression of these virulence-related genes. To summarize, the EIIB protein may 
negatively regulate the virulence of attenuated strains by regulating the expression of the above virulence-related 
genes. 
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