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摘　要:目的　探索９型猪链球菌基因组功能及遗传关系.方法　采用生物信息学方法对１株９型猪链球菌强毒株

GD１８的全基因组序列进行注释,并与 GenBank上的１５株猪链球菌进行比较基因组学分析.结果　GD１８菌株基因组全长２
０６７６６１bp,总蛋白１９６１个,注释到 COG、GO、KEGG、CAZy和 PHlＧbase数据库的基因分别占总蛋白的７７．０５％、７１．２９％、

４３．９１％、４．４９％和３．３７％.毒力因子分析表明猪链球菌毒力因子的复杂以及并非所有的猪链球菌菌株都有一套通用的毒力

因子.耐药基因分析表明 GD１８含多种类的耐药基因,且存在丰富的外排系统.蛋白预测结果显示 GD１８具有１１４个信号肽

蛋白和３０个分泌蛋白.１６个菌株基因组比较分析发现共有的核心基因为１２４４个,非共有基因共１６８５个,特有基因共１４１７
个.进化分析表明 GD１８与加拿大分离株８９Ｇ３５７６Ｇ３亲缘关系最近,且国内菌株基本处在不同分支.结论　对１株９型猪链

球菌分离株的全基因组、基因功能、进化关系等进行分析,为９型猪链球菌基因组整体水平的研究奠定基础和提供数据支撑.
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Abstract:Inthisstudy,thewholegenomesequenceofthevirulentstrainofStreptococcussuisserotype９GD１８wasannoＧ
tatedthroughbioinformaticsmethods,andcomparativegenomicsanalysiswasperformedwith１５strainsofS．suisinGenＧ
Bank．ThegenomeofGD１８is２０６７６６１bp,with１９６１proteins．ThegenesannotatedinCOG,GO,KEGG,CAZyandPHLＧ
Baseaccountedfor７７．０５％,７１．２９％,４３．９１％,４．４９％and３．３７％ofGD１８totalprotein,respectively．Virulencefactoranalysis
indicatedthatthevirulencefactorsofS．suiswerecomplex,andnotallS．suisstrainssharedasetofcommonvirulencefacＧ
tors．DrugresistancegeneanalysisrevealedthatGD１８containsmanydrugresistancegenesandhasarichdrugeffluxsystem．
GD１８contains１１４signalpeptideproteinsand３０secretoryproteins．Atotalof１２４４coregenes,１６８５dispensablegenesand
１４１７specificgeneswereidentifiedin１６S．suisstrainsthroughcomparativegenomeanalysis．Phylogeneticanalysisindicated
thatGD１８wasmostcloselyrelatedtotheCanadianstrain８９Ｇ３５７６Ｇ３,andthedomesticstrainswerelocatedindifferentbranＧ
ches．Therefore,thegeneticrelationshipsamongS．suisstrainsarecomplex,andtheirevolutionarypathwayisdiverseinChiＧ
na．ThisstudylaysafoundationandprovidesdatasupportforresearchontheoveralllevelofthegenomeofS．suisserotype９．
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　　猪链球菌(Streptococcussuis)是一种对人兽健

康有严重危害的革兰氏阳性病原菌,可造成猪和人

患上败血症、脑膜炎等病,对畜牧养殖业和人的健康

造成很大的威胁[１].我国于１９９８年和２００５年发生

两起人感染猪链球菌聚集性疫情,造成多人死亡,近
年来常有零星病例报告,需要引起重视[２Ｇ４].猪链球

菌根据荚膜多糖抗原的不同分为３３个血清型,包括

１/２、１Ｇ３１、３３型[５Ｇ７],２型是迄今为止从猪和人类病

例中分离出的最常见的血清型[８Ｇ９].然而,在许多欧
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洲国家,９型已经成为引起猪侵袭性疾病的重要且

流行的血清型,这种血清型经常从密集饲养的猪群

的患病猪分离出来,流行病学研究表明,近年来,我
国９型的流行率不断上升[９Ｇ１１].并且已有从野猪、
野猫中分离出来的报道[１３Ｇ１４].近年来也有猪链球菌

９型引起的人类病例的报道[１５],说明这种血清型具

有人兽共患特性,这应该引起我们重视.
基因组技术的使用使得猪链球菌发病机理的研

究有了质的飞跃,以往研究表明猪链球菌种群的基

因组存在很大差异,即使是同一血清型的菌株之间

基因型也可能不同,同时毒力因子也存在差异,存在

较大地理差异[１６Ｇ１７],意味着毒力潜力是遗传相关的.
尽管９型流行率越来越高,但是关于９型菌株的数

据很少,有少量的研究报道称并非所有９型菌株都

具有相同的毒力潜力[１８Ｇ１９],加大对９型猪链球菌的

分子水平研究十分必要.本研究测定分离自广东某

猪９型猪链球菌强毒株的全基因组序列,将测序得

到的结果与 NBCI上的基因组数据库上的数据进行

对比分析,获得全基因组序列注释信息并与 NCBI
中得到近缘菌株进行比较分析.本研究结果为９型

猪链球菌基因组整体水平的研究奠定基础和提供数

据支撑.

１　材料与方法

１．１　菌株及基因组序列　菌株 GD１８分离自广东

某猪场发病猪的关节液,鉴定为９型高致病菌株并

采用IlluminaHiseqTM完成基因组测序[２０].

１．２　基因组的注释　将 GD１８菌株测序得到的基

因 信 息 与 NCBI 上 的 COG、GO、KEGG、

CAZyVFDB、PHIＧbase、CARD数据库进行比对,使
用SinalP软件预测信号肽、使用 ProCamp软件对

蛋白进行亚细胞定位,最终可获得 GD１８菌株全基

因组注释的结果.

１．３　GD１８菌株与其他猪链球菌全基因组的比较分

析　根据菌株 GD１８的基因组序列获取１６SrRNA
的基因序列,采用BLAST与 NCBI上的１６SrRNA
数据库进行比对,选取同源性高的近缘菌株,并从

NCBI中得到近缘菌株的基因组信息,利用 PGAP
软件比较 GD１８与近缘菌株的共有基因和特有基

因.进一步对不同的菌株进行比较分析得到基因上

的SNPs位点,以 UPGMA 聚类方式构建系统发

育树.

２　结　果

２．１　基因组基本特征　猪链球菌 GD１８的基因组

大小为２０６７６６１bp,GC含量为４１．３３％.组分分

析发现,基因总数为 ２０４８ 个,基因平均长度为

８９３􀆰７９bp,基因总长度为１８３０４８２bp,基因编码比

例率为８８．５３％.总蛋白数１９６１ 个,tRNA 为４５
个,rRNA为５个.

２．２　基因组注释

２．２．１　COG数据库注释结果　COG数据库是位于

NCBI上一个基于同源基因直系关系的数据库,

COG将所有编码基因分为２５类.COG 数据库对

比分析结果显示,GD１８菌株有１５１１个功能基因被

划分为２０个COG亚类,占总蛋白的７７．０５％,存在

最多 的 是 碳 水 化 合 物 运 输 和 代 谢 相 关 基 因

(１０􀆰７９％),其次是用于翻译、核糖体结构和生物发

生(１０．１３％),氨基酸转运与代谢 (８．１４％),转录

(７􀆰４１％),复制、重组和修复(６．３５％),细胞壁、膜合

成(５．４３％),无机离子转运与代谢(４．２４％)相关基

因等(图１).

２．２．２　GO 数据库注释结果　GO 数据库是一个基

因功能的分类体系,含有分子功能、生物过程、细胞

组分３个本体.GD１８在 GO数据库中注释到１３９８
个蛋白,占总蛋白的７１．２９％.在３个类别的分布:
分子功能为１９项,主要体现在催化和结合等;参与

生物过程为１３项,主要体现在代谢过程和细胞过程

等;构成细胞组分为１２项,主要体现在细胞和细胞

部分等(图２).

２．２．３　KEGG 数据库注释结果　KEGG 数据库是

关于生物系统较完善的数据库,包括基因组、化学信

息以及系统功能信息.对预测到的 GD１８菌株基因

预测信息进行 KO 注释,结果显示 GD１８仅有８６１
个基因可以对应,占总蛋白的４３．９１％,主要包括碳

水化合物代谢通路、氨基酸代谢通路、膜转运通路等

(图３).

２．２．４　CAZy数据库注释结果　CAZy数据库是表

示碳水化合物活性酶的数据库,该数据分为按照活

性酶的在生物学过程中的作用不同分为５个主要分

类和与碳水化合物结合结构域.使用 HMMER３将

GD１８与CAZy数据库进行比对,３８个基因注释为

糖苷水解酶、２５个基因注释为糖基转移酶、１２个基

因注释为糖类酯解酶、１０个基因注释为碳水化合物

结合结构域、２个基因注释为多糖裂解酶、１个基因

注释为氧化还原酶,共注释到８８个碳水化合物活性

酶基因,占总基因的４．４９％.

２．２．５　PHIＧbase数据库注释结果　PHIＧbase是病

原与宿主互作数据库,对药物干预靶基因的研究具

有重要的作用,数据库主要是关于微生物病原与动
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图１　GD１８COG注释

Fig．１　COGannotationofGD１８

图２　GD１８GO注释

Fig．２　GOannotationofGD１８

植物、真菌宿主的相互作用数据.GD１８共有６６个

基因注释到该数据库中,占总基因的３．３７％.将这

些基因进行表型分类,注释为导致毒力降低的基因

２６个,对毒力没有影响的基因２４个,导致毒力损失

的基因６个,混合功能的基因６个,致病效应基因５
个,导致毒力增强的基因４个,致死因子２个,抗药

９０７８期 席小燕,等:１株９型猪链球菌全基因组分析



图３　GD１８KEGG注释

Fig．３　KEGGannotationofGD１８

性１个,其中有１０个基因注释为２~５个表型.

２．２．６　毒力因子分析　VFDB数据库是一个用于

专门研究致病菌的相关的毒力因子的数据库,分为

setA 和 setB 两 部 分.GD１８ 菌 株 预 测 蛋 白 与

VFDB数据比对,与SetA 数据库比对得到毒力因

子１３３个,与 SetB 数据库比对得到毒力因子１４０
个,包括多种结合蛋白、反应调控因子、透明质酸裂

解酶前体和荚膜多糖等.对照已报道的７０个毒力

因子[２１Ｇ２８],GD１８具有６６个,缺乏epf、sly、rgg、

nadR.

２．２．７　耐药基因分析　CARD 数据库是用于研究

药物作用、环境治理的经典耐药性数据库.使用

BLAST把基因蛋白序列与 CARD 数据库进行对

比,后将 GD１８全基因组序列和其对应的耐药性注

释信息结合分析,注释结果表明 GD１８包含βＧ内酰

胺类、喹诺酮类、大环内酯类、林可酰胺类、四环素

类、氨基糖苷类、磺胺类等多种类型的抗生素耐药基

因,共２８个抗生素耐药基因.其作用机制主要药物

作用靶位改变、核糖体靶位改变、靶蛋白的保护、产
生修饰酶、二氢蝶酸合成酶发生变异等.另外存在

多种与外排机制相关的基因,如假定ABC转运蛋白

ATP结合蛋白/MT１０１４、大环内酯输出 ATP 结

合/渗透酶蛋白 MacB、假定的 ABC转运蛋白 ATP
结合蛋白 YxlF.

２．２．８　信号肽预测　信号肽蛋白是一种携带新合

成的蛋白转移到相应的代谢通路信息的短肽链.运

用SignalP 软件进行 GD１８菌株的信号肽蛋白预

测,结果显示 GD１８具有１１４个信号肽蛋白,占总蛋

白的５．８１％,大小由１２~５２个氨基酸组成.

２．２．９　蛋白的亚细胞定位　细胞中的蛋白需要在

特定的位置发挥作用,细胞中蛋白的位置往往与作

用位置相同,通过对蛋白位置的定位可以初步了解

蛋白所发挥的作用.运用 ProtCamp软件对 GD１８
菌株的蛋白进行亚细胞定位,结果显示１０９８个位

于胞浆(５５．９９％),４１４个位于细胞膜(２１．１１％),３０
个位于胞外(１．５３％).

２．３　GD１８ 与 其 他 猪 链 球 菌 比 较 分 析 　 使 用

GD１８D的１６srRNA序列与 NCBI上的数据库进行

比对,选取同源性高１５个近缘菌株,各菌株基因组

基本信息见表１,基因组大小在１．８８~２．３５Mb之

间,GC含量基本在４１％左右,基因数在１８１３~
２２６５个之间,蛋白数在１７０９~２１３９个之间,tRNA
在２７~５９个之间,rRNA 在３~１２个之间,各菌株

间表现出较大差异.PGAP软件对１６个菌株基因

组序列分析结果表明１６个菌株共有的核心基因为

１２４４个,特有基因２４~２１４个,GD１８有特有基因

８２个(表１),共有基因占各菌株总基因的５８％~
７３％.１６个菌株非共有基因共１６８５个,菌株特有

基因共１４１７个,COG注释表明共有核心基因以代

谢相关基因占优势,有４０１个(３２％),而非共有基因

和特有基因主要是功能未知等无显著特征的基因,
分别有１０５７和１１０２个(６３％和７８％)(表２).

将上述１５株菌株与 GD１８的全基因组进行比

较分析构建系统进化树图,结果详见图４,该进化树

含有６个分支,GD１８株与加拿大分离株８９Ｇ３５７６Ｇ
３,丹麦分离株４４１７和一个国内分离株 YS２４同处
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一个分支,与８９Ｇ３５７６Ｇ３株亲缘关系最近;而其它３ 个国内分离株均属于不同分支(图４).

表１　１６株猪链球全基因组比较

Tab．１　Genomiccomparisonof１６Streptococcussuisstrains

菌株 血清型 分离地
长度

(Mb)
GC含量/

％
rRNA tRNA 蛋白质 基因 特有基因

YS７ NT 中国 ２．３５１０８ ４１．３ ４ ３９ ２１２０ ２２５８ ２１４

YS４３ NT 中国 ２．０５１８０ ４１．２ ３ ３９ １９１９ ２０１９ ７９

YS２４ NT 中国 ２．１０７１２ ４１．２ ３ ３０ １９５６ ２０５９ ３３

YS１７ NT 中国 ２．３３７６８ ４１．０ ３ ３２ ２１６１ ２２８１ ２３５

GD１８ SS９ 中国 ２．０６７６６ ４１．３ ５ ４５ １９６１ ２０４８ ８２

NT７７ SS１８ 加拿大 ２．３１６３１ ４１．０ ４ ３４ ２０８５ ２２５５ ６０

９３A SS１７ 加拿大 ２．３２６９０ ４１．１ ３ ３４ ２０８３ ２２７４ ３０

９２Ｇ４１７２ SS３１ 加拿大 ２．３０３９０ ４１．３ ３ ４３ ２１３９ ２２５４ ２０６

８９Ｇ３５７６Ｇ３ SS２５ 加拿大 ２．１２６１３ ４１．３ ３ ３５ １９８６ ２０８６ ４９

８９Ｇ２４７９ SS２３ 加拿大 ２．１６８０８ ４１．０ ３ ４３ １９９８ ２１４８ ５５

４２A SS１９ 加拿大 ２．２９００８ ４１．２ ４ ３８ ２０５８ ２２４４ ２５

６４０７ SS４ 丹麦 ２．２９２３６ ４１．０ １２ ５９ ２１０７ ２２６５ ７２

４４１７ SS１０ 丹麦 ２．２２１１７ ４１．１ ３ ２７ ２０６４ ２１８４ ８１

２７２６ SS１６ 丹麦 ２．２２３１６ ４１．１ ３ ３４ ２０６３ ２１７９ １３６

２５２４ SS６ 丹麦 １．８８２２４ ４１．５ ３ ３２ １７０９ １８１３ ３６

１１５３８ SS５ 丹麦 ２．１６６２７ ４０．９ ３ ４２ １９８７ ２１２３ ２４

表２　１６株猪链球菌核心、非共有和特有

OrthologsCluster的COG分布

Tab．２　Distributionoforthologsofcore,dispensableand
specificCOGclustersfrom１６Streptococcussuisstrains

　　功能
共有基因

COG分布

非共有基因

COG分布

特有基因

COG分布

信息存储与处理相关

基因
２８５ １９９ １００

细胞过程和信号相关

基因
１８２ １８３ １５２

代谢相关基因 ４０１ ２４６ ６３

缺乏明显特征基因 ３７６ １０５７ １１０２

总数 １２４４ １６８５ １４１７

３　讨　论

随着现代基因测序技术的进步,为防治猪链球

菌提供了一种全新的思路.针对现有的猪链球菌株

研究主要集中在２型,９型菌株的数据很少的现状,
本研究测定一株９型高致病猪链球菌菌株全基因组

序列,基因组全长为２０６７６６１bp,基因总数为２０４８
个,蛋白总数为１９６１个.COG结果显示 GD１８菌

株碳水化合物运输和代谢、翻译,核糖体结构和生物

图４　１６个猪链球菌系统进化树

Fig．４　Phylogenetictreeof１６Streptococcussuisstrains

发生、氨基酸转运和代谢等相关基因特别活跃,GO
分析显示在分子功能方面大多数基因参与催化、结
合和转运,生物过程方面大多数基因参与代谢过程

和细胞过程,KEGG分析显示 GD１８主要包括碳水

化合物代谢通路、氨基酸代谢通路、膜转运通路,这
些重要的功能和通路也许与该菌的致病性、物质转

运、胞内环境的建立以及表达调控有重要的联系.

CAZy数据库注释结果表明 GD１８含有丰富的碳水

化合物活性酶,说明该菌能利用多种糖类,环境适应

１１７８期 席小燕,等:１株９型猪链球菌全基因组分析



性强.另外 GD１８预测到１１４个信号肽蛋白,其长

度在１２Ｇ５２个氨基酸之间,信号肽蛋白可引导蛋白

质分泌到细胞外,通常分泌蛋白可能在细菌致病中

起重要作用,对 GD１８亚细胞定位显示有３０个蛋白

位于细胞外,长度在４８Ｇ１１０４个氨基酸之间,其中２６
个蛋白长度小于７００个氨基酸,小型蛋白结构一般

简单,会更方便与宿主互作,但是它们在致病中是否

起重要作用,有待实验验证.同时注释结果也表明

有很多基因并没有注释入这些数据库或功能未知,
这些基因有待于进一步的挖掘功能.

VFDB数据库对比结果表明 GD１８具有丰富的

毒力因子,与SetA数据库比对得到１３３个,与SetB
数据库比对得到１４０个.对照已报道的７０个毒力

因子,GD１８具有６６个,缺乏epf、sly、rgg、nadR,
已有研究表明菌株的高毒力与其mrp/epf/sly 基

因的存在呈正相关[２９],而 GD１８缺乏其中２种,但
临床表现仍为高致病性菌株,这表明猪链球菌毒力

因子的复杂以及并非所有的猪链球菌菌株都有一套

通用的毒力因子.CARD对比结果表明 GD１８具有

７大类,２８个抗生素耐药基因,其耐药机制多样,存
在多种可能与外排机制相关的基因,这些外排系统

意着示 GD１８可能处于一个高浓度的抗生素环境,
多种抗生素的使用导致其具备了多种耐药基因.

在 GD１８与其它１５个近缘猪链球菌菌株的比

较分析发现猪链球菌不同菌株在基因组大小、基因

数、tRNA、rRNA 等方面表现出较大差异.PGAP
软件对１６个菌株基因组序列分析结果表明１６个菌

株共有的核心基因为１２４４个,共有基因占各菌株

总基因的５８％~７３％,特有基因２４~２１４个,说明

猪链球菌遗传高度可变和复杂性.共有基因以代谢

相关基因占优势,占比约３２％,体现了菌株的基本

生物学特性.而非共有基因和特有基因主要是功能

未知等无显著特征的基因,分别 占 比 约 ６３％ 和

７８％,这些基因也许体现了不同菌株在致病性、耐药

性等方面的差异,值得进一步对比研究.进化分析

表明１６个菌株分为６个分支,GD１８与加拿大分离

株８９Ｇ３５７６Ｇ３亲缘关系最近,同处一个分支的还有

丹麦分离株４４１７和一个国内分离株 YS２４,但其它３
个国内分离株均处在不同分支,这表明国内菌株遗传

关系复杂,且菌株存在国际交流,进化途径多样.
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