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猪链球菌 !型 "#$%的纤连蛋白结合部位的初步确定

孙理云 范红结 陆承平"

（南京农业大学 农业部动物疫病诊断与免疫重点开放实验室 南京 #%$$1"）

摘 要：根据猪链球菌 #型江苏分离株 GH1;$%的 !"#$ 基因序列，设计合成不同的引物，用含全长 !"#$ 的 AIJ<6<
8KLM质粒为模板，通过 LNO技术，扩增不同片段 !"#$，并按正确的阅读框架定向克隆到表达载体 A=6<3#9（ P），构
建分别表达全长 2 Q ;#、2 Q %5"和 ;2 Q 3#$氨基酸 8KLM的重组表达质粒 A8KLM、A8KLM（2 Q ;#）、A8KLM（2 Q %5"）和
A8KLM（;2 Q 3#$）；将重组质粒转化大肠杆菌 KR #%（J=）株，经 SL64诱导，表达 /8KLM（2 Q ;#）、/8KLM（2 Q %5"）、/8KLM
（;2 Q 3#$）和 /8KLM（全长），分子量分别为 #1、3!、!#及 ;3TJ的融合蛋白。配基亲和 U.V,./C -(’,试验表明，表达的融
合蛋白除 /8KLM（2 Q ;#）外，均可与人纤连蛋白（8C）结合，由此可以推断 MM# 的纤连蛋白7血纤蛋白原结合蛋白
（8KLM）0端 ;2 Q %5"氨基酸区域为具有结合活性的线性部位。
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纤连蛋白（8?-/’C.+,?C，8C）是一种二聚体糖蛋
白，分子量约 !!$TJ，由多种类型的细胞表达产生，
以可溶形式存在于血浆和体液中及以纤维状存在于

细胞外基质（=NI）［%］。血纤蛋白原（8?-/?C’W.C，8WC）
是由!、"和#3 种肽链组成的一种糖蛋白，分子量
为 3!$TJ，为血浆的一种可溶性形式成分，血栓的一
种不溶性成分，也是 =NI的成分［#］。8C和 8WC都有
多种功能域，与不同的底物结合［%，#］，8C和 8WC同时
也是细菌黏附的底物［3］。黏附是病菌建立定植和感

染的前提［!］。业已证明，化脓性链球菌等通过其 8C
结合蛋白与 8C相互作用，促进细菌黏附于宿主组织
和侵袭宿主细胞［"］。

猪链球菌（%&’(#&)*)**+$ $+,$，MM）是猪多种传染性
疾病的病原，也可致人脑膜炎［5，2］。迄今为止，猪链

球菌的血清型已发现有 3"个。型与型之间及型内
不同菌株的毒力不同。猪链球菌 #型（MM#）被认为
是毒力最强的，最常由发病动物分离［2］。MM# 天然
栖息地是上呼吸道（尤其在扁桃体和鼻腔）、生殖道

和消化道。MM# 对上皮细胞、人脑毛细血管内皮细
胞、小鼠巨嗜细胞有黏附作用［; Q %$］；曾巧英等［%%］亦

证实，MM#江苏分离株 GH1;$%体外可黏附仔兔扁桃
体上皮细胞、肺、脾血管内皮细胞、G=A<#细胞，其溶
菌酶释放蛋白（IOL）具黏附作用。但是除 IOL之
外，是否还有其他黏附因子，报道甚少。4/..XX等［%#］

报道 MM#的 8C78WC 结合蛋白（8KLM）为一种毒力因
子，而国内尚未开展这方面研究。为此在对 MM# 江
苏分离株 GH 1;$%的 !"#$ 进行克隆序列测定的基础
上，用大肠杆菌表达系统融合表达纤连蛋白7血纤蛋
白原结合蛋白（8KLM）不同片段，确定与 8C 的结合
区域，为进一步研究 8KLM功能及应用打下基础。

& 材料和方法

&’& 材料
&’&’& 菌种和质粒：MM#江苏分离株 GH 1;$%［%3］（简
称 GH1$%）、大肠杆菌（-$*.(’,*.,/ *)0,）JG"!、大肠杆
菌 KR #%（J=）本室保存。表达质粒 A=6<3#9（ P），
AIJ<6<8KLM 质粒，本实验室用克隆载体 AIJ<6<%;
构建的含 GH1;$% !"#$ 的质粒。
&’&’! 试剂：-12/3 J0H聚合酶、限制性内切酶、6!
J0H连接酶及 J0H胶回收试剂盒均为大连 69Y9O9
公司产品；E06LV为 L/’>.W9 公司产品；兔抗人 8C抗
体为武汉博士德生物工程公司产品；碱性磷酸酶标

记的山羊抗兔 SW4为华美生物工程公司产品。
&’! 融合表达载体的构建
&’!’& LNO引物设计和合成：根据 GH1;$% !"#$ 的
测定 序 列，依 所 要 扩 增 的 片 段，利 用 L/?>./
L/.>?./"Z$ 软 件 设 计 引 物 如 下： L%： "[<
4HN44H6NN66666HNH6NHNH64HN44<3[（下划线为



!"#! ! 酶 切 位 点）；"#：$%&’’()’(*’()*)))
’’(’*(**)’*)&+%（下划线为 $"%!酶切位点）；"+：
$%&()’)’(*()((*’(**)*)*(()((*(&+%（下划线
为 &’(!酶切位点）；",：$%&’*(((*)’’*))*)’(
*((*(*))’&+%（下划线为 !"#!!酶切位点）；另采
用 (-..//等［0#］设计的下列引物以构建 )*+, 基因全长
表达载体："$：$%&(’((*)’’(*)(*’(*)(*’***
)’))))(*’((*))))))))*’&+%（下划线为 !"#!!
酶切位点）；"1：$%&’’’**(’))(((’*)(**’)*(*
))))’*)((&+%（下划线为 -./2"酶切位点）。其中
用 "0 和 "# 扩增 )*+, 基因开放阅读框中的 03 4
#,156间的 ##756片段；"0和 "+扩增 03 4 ,3$56间
的 ,8856 片段；", 和 "1 扩增 #$3 4 01$356 间的
0,9056片段；用 "$和 "1扩增全长基因。所有引物
均由 ):;:<:公司合成。
!"#"# "’< 反应和产物鉴定：采用碱裂解法提取
6=>&)&?@"A 质粒为 "’<的模板。0B$CD过夜培养
的大肠杆菌 >!$#抽提的质粒溶于 #9$D 超纯水。
按如下顺序和条件依次加入各反应物进行扩增：质

粒 0$D、09 E 5F//.-（=G# H /-..） $B9$D，#$CCIJKD
=G’J#,B9$D，09CCIJKD 2L)"M 0B9$D，分别加引物 "0
和 "#、"0 和 "+、", 和 "1 及 "$ 和 "1 终浓度为
0B9$CIJKD，012"3 >L* 聚合酶 0N，补水至 $9$D，混
匀后进行扩增。3,O $CPQ变性后的 "’<反应条件
分别为："0 和 "# 引物对，3,O +9M，1#O +9M，8#O
+9M，#9个循环后 8#O延伸 8CPQ；"0 和 "+ 引物对，
3,O +9M，$1O +9M，8#O +9M，#9个循环后 8#O延伸
8CPQ；",和 "1引物对，3,O +9M，$7O +9M，8#O ,9M，
#9个循环后 8#O延伸 8CPQ；"$ 和 "1 引物对，3,O
+9M，1#O +9M，8#O 19M，#9个循环后 8#O延伸 8CPQ。
"’<产物在含溴化乙锭的 0R琼脂糖凝胶上电泳，
紫外光下观察 "’<扩增情况。切下含有目的条带
的琼脂块，用 >L* 胶回收试剂盒回收凝胶中的
>L*。回收的目的片段用相应的限制性内切酶 +8O
酶切 #S，再用 >L*胶回收试剂盒回收酶切目的片
段。

!"#"$ 重组质粒的构建和鉴定：在含有 099$GKCD
*C6的 D@肉汤中接种携带 6T)&+#:（ H）质粒的宿
主菌 0 U 4(%. >!$#单菌落，+8O摇培过夜，按碱裂解
法抽提质粒。抽提的质粒用与 "’<产物相应的酶
双酶切，其后用 >L*胶回收试剂盒回收酶切产物。
将 "’<产物的双酶切回收产物与质粒双酶切回收
产物用 ), >L*连接酶 01O连接 +S后，转化感受态
大肠杆菌 >!$#。感受态细菌的制备、转化均按分子

克隆的常规方法进行，利用 *C6抗性筛选重组菌，
提取质粒进行酶切鉴定和测序。序列测定由上海中

科开瑞生物芯片科技股份有限公司完成。

!"$ 重组质粒在大肠杆菌中的表达
将重组质粒按常规方法转化感受态的大肠杆菌

@D #0（>T），利用 *C6抗性筛选重组菌，挑取单个菌
落接种 D@ 肉汤培养基中（每 CD 含 099$G *C6），
+8O条件下剧烈摇动培养，当菌液浓度达 56199为

9B, 4 9B1 时，加入 V")(至终浓度 0CCIJKD，+8O继
续剧烈摇动培养 ,S。
!"% &’()的 &*结合部位的确定
参考 W:QQ等［0,］的方法，采用配基亲和 W.MX.-Q

5JIX试验。
!"%"! A>A&"*(T 及电转移：采用 D:.CCJP 不连续
A>A&"*(T系统［0$］。将细菌裂解后进行 A>A&"*(T
分析。浓缩胶浓度为 ,R，分离胶浓度为 0#R。起
始电压为 79Y，指示剂溴酚蓝进入分离胶将电压调
整为 019Y，恒压电泳至结束。各样品均有一重复，
一块凝胶用考马氏亮蓝 (&#$9染色。另一块凝胶用
于电转移。参照常规方法［01］采用半干式电转移仪

将凝胶电泳分离的蛋白质转移到硝酸纤维素膜上。

!"%"# 配基亲和 W.MX.-Q 5JIX试验：参考 W:QQ等［0,］

的方法，电转移结束后，硝酸纤维素膜用 09CCIJKD
)-PM&!’J（6!8B,）（含 9B0R )Z..Q&#9 和 0$9CCIJKD
L:’J）（)@A&)）的洗涤缓冲液洗涤。用封闭缓冲液
$9CCIJKD )-PM&!’J（6!7B9）（含 0R牛血清白蛋白，
9B9$R )Z..Q&#9 和 0$9CCIJKD L:’J）（)@A&@)）封闭
硝酸纤维素膜后，将硝酸纤维素膜用 ?Q 浓度为
09$GKCD的 )@A&@) $CD室温下孵育过夜。)@A&)洗
涤后膜用 )@A&@) 稀释兔抗人 ?Q 抗体（稀释度为
0 [0999）室温下温和振荡孵育至少 #S 。洗涤后将膜
用 )@A&@)稀释的碱性磷酸酶标记的山羊抗兔 VG(
（稀释度为 0 [ #99）室温下孵育至少 #S。其后，参照
常规方法进行显色反应。

# 结果

#"! !"#$ 全长 +,&及其不同片段的扩增
用引物 "0和 "#、"0和 "+、",和 "1及 "$和 "1

扩增的产物经 0R琼脂糖凝胶电泳，紫外光下观察
分别可见在 #$956、$9956、0,9956 和 089956 附近有
一特异条带，大小与预期结果相符。

#"# 重组表达质粒的构建和重组质粒插入片段序
列的测定

将经过双酶切的 "’< 产物与相应双酶切的
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!"#$%&’（ (）载体连接，并转化 )*+!感受态细胞，挑
取菌落，增菌培养后，小规模提取质粒。用相应的内

切酶进行酶切鉴定，将用 ,- 和 ,&、,- 和 ,%、,. 和
,+、,+ 和 ,/ 引物对扩增产物构建的阳性重组质粒
分别命名为 !01,2（3 4 5&）、!01,2（3 4 -/+）、!01,2
（53 4 %&6）和 !01,2。
将测序结果与 *7856- 的 !"#$ 相比较，序列一

致，仅 !01,2（53 4 %&6）插入片段在 36%9!处缺失碱
基 :，导致此处出现终止密码子出现。
!"# 重组质粒在 $% !&中的表达和 ’$()的 ’*结
合部位的初步确定

重组质粒 !01,2（3 4 5&）、!01,2（3 4 -/+）、
!01,2（53 4 %&6）和 !01,2转化表达菌 1;&-（)"），用
含 7<!（-66"= ><;）的 ;1培养至 %&/66约 6?.左右，
加 @,#A 至终浓度 -<<BC>;，经 %D 诱导后，培养物
3666E><FG离心 -6<FG，,12洗涤沉淀两次，沉淀加入
蛋白上样缓冲液煮沸 + 4 -6<FG，进行 2)2$,7A"分
析（图 -$7）。在 2)2$,7A"图谱中，相应的重组菌蛋
白图谱均有新的条带出现。其中 !01,2（3 4 5&）重
组菌表达的融合蛋白 E01,2（3 4 5&）出现在约 &8H)
处，!01,2（3 4 -/+）重组菌表达的 E01,2（3 4 -/+）约
在 %.H) 处，!01,2 重组菌表达的全长 01,2 约在
5%H)处，与预期的大小一致。而 !01,2（53 4 %&6）重
组菌表达的 E01,2（53 4 %&6）则在 .&H)，与核酸测序
结果相符。

配基亲和 IJKLJEG 9CBL 试验结果表明，E01,2（3
4 -/+）、E01,2（53 4 %&6）和 E01,2（全长）与 0G结合，
但 E01,2（3 4 5&）不与 0G结合（图 -$1）。可见 01,2
与 0G的结合部位在 53 4 -/+氨基酸之间。

图 & （+）不同表达菌诱导后裂解产物 ),)-(+./图谱；
（$）配基亲和012314* 5673
0F=M - （7）2)2$,7A" BN COK’LJK BN 1; &- D’E9BPEFG= QFNNJEJGL

EJRB<9FG’GL !C’K<FQ FGQPRJQ 9O @,#A；（1）;F=’GQ ’NNFGFLO IJKLJEG 9CBL

’G’COKFK

SM ,EBLJFG <’EHJE；-?!"#$%&’（ (）；&?!01,2；%?!01,2（53 4 %&6）；

.?!01,2（3 4 -/+）；+?!01,2（3 4 5&）M

# 讨论

0G结合蛋白是值得重视的细菌非菌毛黏附素。
01,2是新近鉴定的 22& 的一种毒力因子，与 0G 和
0=G结合，相对分子质量约 /%H)，AEJJNN等［-&］克隆表
达了 22&的全长 01,2，并证明其与人 0G结合，但结
合位置未作研究。本试验通过配基亲和IJKLJEG 9CBL
试验证明，01,2的 T端区域有结合人 0G的活性部
位，而且该结合部位是线性结构，可为今后的分子疫

苗设计提供重要依据。

22&江苏分离株的 01,2与肺炎链球菌的 ,’U7
同源性 3%?6V，与化脓性链球菌的 01,+.的同源性
/5?5V。它们同属革兰阳性菌的一类新毒力因子
———无锚的黏附素和侵袭素［-3］，位于细菌表面，没

有与细菌蛋白分泌有关的前导序列，没有定位于细

胞表面的 ;,W#A基序及促进保留于细菌表面的胆
碱结合序列。其分泌机制如何，怎样与细菌表面再

连接，在何处发挥生物功能等尚待解决。

化脓性链球菌的 01,+. 的 0G 结合位置在 - 4
58氨基酸［-5］，肺炎链球菌的 ++- 个氨基酸组成的
,’U7 :端 %/&氨基酸残基多肽不与 0G结合［-8］。在
0G结合区的共有长度的同源性，01,2 与 01,+. 和
,’U7分别为 3/? V和 33?5V。01,2除 5+ 4 -/+的氨
基酸片段外，-/+ 4 %&6的氨基酸片段有无 0G结合活
性，有待进一步证实。
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