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猪链球菌 !型 .’/ 基因免疫功能片段的克隆、表达及动物试验
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摘 要：根据猪链球菌 #型（!"#$%"&’&’’() )(*) I/@* #）国外分离株的溶菌酶释放蛋白（J-,.=>D.H*:,*’*.H*D @,&I*>B，JKL）
的基因序列，设计并合成一对引物，利用 LMK技术扩增了江苏分离株的开放阅读框 #19 N 9#2+@间 ;#1+@的基因片
段，并定向克隆至 @<6:3#.（ O）表达载体中。重组质粒经限制性酶切鉴定和测序，转化至大肠杆菌 PQ#"，经 RL64诱
导，可表达分子量约 !#ST的蛋白。经过镍亲和层析柱层析，获得纯化的重组蛋白。以重组蛋白免疫 P.’+8?小鼠，
以 ; +,;$猪链球菌强毒株攻击后小鼠的相对存活率达 5#U;V。证实所表达的 JKL片段为重要的保护性抗原。
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猪链球菌（ !"#$%"&’&’’() )(*)）可引起猪的脑膜
炎，关节炎以及败血症等疾病，并可致青年猪猝

死［"，#］。该菌亦可引起人类的感染，导致脑膜炎等严

重疾患［3］，是一种重要的人兽共患病的病原体。猪

链球菌共分为 3;个血清型［! N 5］，其中猪链球菌 #型
呈全球分布，且临床分离的比例最高。在猪链球菌

#型中，存在强毒、弱毒以及无毒 3种不同毒力的菌
株［2，9］。强毒株与无毒株的最大差别是前者呈

JKLO，而后者呈 JKLE。JKLO 的猪链球菌往往可

引起严重的临床症状，JKLE 的菌株则不致任何症

状，可见 JKL是该菌重要的毒力因子［1］。对该病的
致病机理目前仍缺乏足够的认识，国内外迄今亦未

有高效的疫苗来防制该菌引发的猪链球菌病。本实

验克隆了 -#% 基因的功能片段，并研究其表达蛋白
结构和功能，以丰富对该菌致病机理的认识，进而为

制备控制该病的高效亚单位疫苗提供有益的数据。

" 材料和方法

"#" 菌株和质粒
猪链球菌 # 型（ !"#$%"&’&’’() )(*) I/@* #）YX19$"

由本室姚火春等［"$］从病猪分离、鉴定；猪链球菌 #
型 WW#:T由江苏农业科学院兽医研究所何孔旺研究
员惠赠；X 群链球菌（ !"#$%"&’&’’() Z,&-@ X）、金黄色
葡萄球菌（!".%/0’&’’() .(#$()）以及大肠杆菌 TY;!、

PQ#"、表达载体 @<6:3#.（ O）由本实验室保存。攻击
用菌株为 WW#:T，其对 P.’+8? 小鼠的半数致死量为
#U$ [ "$5M)\［""］。
"#! 酶和试剂

!.’"和 1*2D#等限制性内切酶以及 3.4 酶、
D06LH等 LMK所用试剂均为宝生物工程（大连）有限
公司产品；质粒抽提试剂盒、]RXZ*B 镍亲和层析柱
为 ]RXZ*B公司产品；T0X回收试剂盒为 K&?G*公司
产品；弗氏完全佐剂及弗氏不完全佐剂为 W>Z=. 公
司产品；X=@为南京第一制药厂产品。
"#$ %&’ 引物设计
根据所要扩增的片段，设计一对引物，引物两端

分别添加 !.’"和 1*2D#酶切位点和保护性碱基，
引物 L"和 L#可扩增猪链球菌 #型 JKL 基因开放
阅读框（^K)）#19 N 9#2+@间 ;#1+@的片段。上述引
物由宝生物工程（大连）有限公司合成。引物序列分

别为：上游引物 L"：;_:46X4X4M6M4XXMX446XX:
MX6MX4X:3_；下游引物 L#：;_:MX4XX4M66XX4X4:
6XXM4XX646X44:3_。
"#( %&’扩增
按下列顺序和条件依次加入各反应物并进行

LMK扩增。YX19$"模板 T0X #$Q，"$ [ +-FF*, "$$Q，
#;==&’8Q JZM’# 9$Q，#U; ==&’8Q D06LH 9$Q，引物 L"
和 L#（ $U"$=&’8Q）各 "$Q，DDY#^ 59$Q，3.4 酶



（!"#!$）%!$。扩增的条件为：&’( !)*+；&’( %,-，
!!( %,-，./( 0,-，%,个循环；./( 1,)*+。
!"# $%&产物的回收和酶切

234产物在 15琼脂糖凝胶电泳，后以 678回
收试剂盒回收目的片段，并以 !"#"和 $%&9#酶切
/:，0!(1!)*+终止反应。
!"’ 重组质粒的构建和鉴定
在含有 1,,!;#)$ 8)< 的 $= 肉汤中接种携带

<>?@%/A（ B）空质粒的 6C!$大肠杆菌单菌落，%.(
摇振培养 1/ D 10:，以质粒抽提试剂盒抽提质粒，
!"#"和 $%&9#双酶切后，以 678回收试剂盒回收
酶切产物。将 234双酶切回收产物与空质粒双酶
切回收产物进行连接，并转化感受态的 6C!$宿主
菌。感受态细菌的制备、转化均按常规方法进

行［11］，利用 8)<的抗性和限制性内切酶进行重组菌
的筛选和鉴定。

!"( 重组质粒的测序和序列分析
重组质粒的序列测定采用 EA+;FG双脱氧末端终

止法［1/］，由宝生物工程（大连）有限公司完成，以验

证其阅读框架，并以 =$8E?软件进行同源性分析。
!") 重组质粒在大肠杆菌中的表达和纯化
将重组质粒按常规方法转化感受态的大肠杆菌

=$/1，利用 8)<抗性筛选重组菌，挑单菌落接种 $=
肉汤中（含 1,,!;#)$ 8)<），%.(剧烈摇振培养 / D
’:，当菌液浓度达 ’0,, ,H! D ,H0时，加 I2?J 至终浓
度 1))KL#$，%.( 继续剧烈摇振培养 / D ’:。
0,,,G#)*+离心 !)*+，沉淀以 <C.H/ 1,))KL#$ 的 2=E
洗涤 %次，加等体积的电泳上样缓冲液煮沸 1,)*+，
E6E@28J> 检测。含空 <>?@%/A（ B ）的大肠杆菌
=$/1亦同样经 I2?J诱导处理后，E6E@28J>检测表
达情况。以超声波破碎诱导的重组菌，收集上清，以

MI8;F+镍亲和层析柱进行亲和层析，具体步骤按使
用说明书进行。

!"* 重组蛋白动物免疫试验
将收集的重组蛋白以 <C.H/ 1,))KL#$ 的 2=E

分别稀释至 N,,!;#)$、’,,!;#)$ 和 1,,!;#)$，加入
等量的弗氏完全佐剂，腹腔免疫 =ALO#P小鼠（购自南
京军区总医院实验动物中心，约 N周龄），,H/)$#只；
%周后以同样浓度的弗氏不完全佐剂加强免疫，/周
后以 ! ()!,的 EE/@6菌株进行攻击［1%］。同时设立全
菌免疫对照组和空白对照组。免疫攻击保护效率以

相对存活率［1’］表示：相对存活率（4FLAQ*RF <FGPF+Q
-SGR*RAL，42E）5 T 1,,5 U（1 V免疫组发病率）#对照
组发病率。

+ 结果

+"! $%& 结果
234 产物经电泳后，出现一条约 !!,O<的条带，

大小与预期一致，而对照的猪链球菌 /型、8群链球
菌及金黄色葡萄球菌抽提的全菌 678模板均未扩
增出条带。

+"+ 重组质粒的鉴定
W42基因片段经回收，以 !"#"和 $%&9#酶切

位点定向克隆至 <>?@%/A（ B）中，获得重组质粒，命
名为 <>?@%/A（ B ）#!/&。重组质粒转化感受态的
6C!$宿主菌，经 8)< 抗性筛选得到重组菌。提取
重组质粒，经 !"#"和 $%&9#双酶切，得到 !&,,O<
和 !!,O<左右的片段，说明 *+, 片段已成功克隆。
+", 重组质粒的表达
重组 =$/1 转化菌经 I2?J 诱导后，菌体 E6E@

28J>显示有一 ’/X6的蛋白带，表达量占菌体总蛋
白的 %/5，而含 <>?@%/A（ B）空载体的 =$/1菌在该
处无特异条带（图 1）。

图 ! 表达产物 -.-/$012
Y*;Z1 E6E@28J> K[ F\<GF--*K+ <GK9SPQ-

1，0Z 2GKQF*+ )KLFPSLAG ]F*;:Q )AGXFG；/，%Z - Z #./% =$/1 :AGOKG*+; <>?@

%/A（ B ）#!/& *+9SPF9 O^ I2?J；’Z - Z #./% =$/1 :AGOKG*+; <>?@%/A
（ B）；!Z - Z #./% =$/1 :AGOKG*+; <>?@%/A（ B ）#!/& OF[KGF *+9SPF9 O^

I2?JZ

+"3 测序结果和序列分析
克隆的序列长度经测序为 !/&O<，经用 678 -QAG

和 =$8E?软件进行同源性分析，其与已发表的猪链
球菌 /型 6/N/株的 *+, 高度同源，仅有一个碱基（对
应于 *+, 基因的 0,N位碱基）不同，C8&N,1株为 ?，
6/N/株为 3；编码的氨基酸 C8&N,1为 Y，6/N/株为 $，
构建质粒未出现移码现象。
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!"# 重组蛋白免疫效力
经 !"#$%&镍亲和层析柱层析获得纯化的 !"#

基因片段所表达的重组蛋白，浓度达’()*+$,+-，以
./0稀释后，分别加弗氏完全和不完全佐剂免疫后，
以 *$%*1 00’23 菌株攻击，小鼠的相对存活率达

)’(*4（表 5）。

表 $ 重组蛋白的免疫保护效力试验
6789% 5 "++:&% ;<=>%?>@A% %BB@?@%&?@%C =B <%?=+8@&7&> ;<=>%@& 7$7@&C> 00’23

"++:&=$%& "&=?:97>% D=C% E:+8%<
=B +@?%

FG799%&$%
D=C%, H 51I

E:+8%<
=B D%7>G J.0,4

J%?=+8@&7&> ;<=>%@& K1!$,L&% +@?% 51 5(1 * )’(*

J%?=+8@&7&> ;<=>%@& M1!$,L&% +@?% 51 5(1 * )’(*

J%?=+8@&7&> ;<=>%@& ’1!$,L&% +@?% 51 5(1 ) *1

N#OK15 * H 51IFPQ 51 5(1 ’ 511

FR 51 5(1 K

% 讨论

SJ.作为猪链球菌 ’型菌体表面的蛋白，分子
量为 5T) U3，其结构和分布复杂，纯化完整的蛋白十
分困难，因而研究其结构和功能更是难上加难。

N@9D% V等［O］将 SJ.完整基因克隆至大肠杆菌宿主
菌中，并表达一种分子量与 SJ.相等的蛋白。但表
达量相当低，无法得到足够的蛋白以进行研究，究其

原因，可能是高水平表达 SJ.对大肠杆菌宿主菌有
毒性作用。

0@$&7C F等［5*］克隆了 SJ.一段基因，表达的蛋
白为 )5O 至 OK* 氨基酸的片段，发现其与金黄色葡
萄球菌的纤维素结合蛋白的功能很相似，而 SJ.其
它的功能区的基因未见克隆和表达。欧 瑜等［5)］

首次克隆了江苏分离株 N#OK15!"# 基因 I*1 W
5)TM8;的片段，并进行了原核表达，通过免疫印迹
分析，表达蛋白表面有 SJ.抗体结合表位，但对于
是否是 SJ.的功能片段，未作深入研究。本试验根
据软件分析结果，克隆了 N#OK15株 !"# 基因的 ’OK
W K’I8;间 *’O8;片段，表达的蛋白具有保护性抗原
的功能，提示该片段可能为 SJ.重要的功能区。
豚鼠、/#-/,F小鼠、家兔对猪链球菌 ’型有一

定的敏感性［5I］。本试验选用 /798,? 小鼠为动物模
型，空白对照组有 K14小鼠死亡。选用相对存活率
（J.0）代替免疫保护率，更能反映重组蛋白的实际
免疫保护效果［5T］，因为免疫保护率只是反映免疫组

的攻击存活率，而相对存活率除反映免疫组的攻击

存活率外，还反映了对照组的发病率，像猪链球菌 ’
型发病致死率达不到 5114的这类细菌，相对存活
率的值大于免疫保护率，更能反映实际的免疫保护

效果。

SJ.与马链球菌表面的类 S蛋白、X群链球菌
X蛋白、金黄色葡萄球菌的 # 蛋白、化脓链球菌的
S)蛋白，除信号肽区和 F端锚定区域有同源性外，
其余部位无氨基酸同源性［5K］。但与 #群链球菌 S
蛋白一样，SJ.具有抗吞噬、粘附以及调理素等功
能，故将 SJ. 列为类 S 蛋白之列［5O］。!"# 基因完
整的 LJP有 T)*I8;，本试验克隆的基因片段位于近
LJP的起始部位，编码的氨基酸位于 SJ.的 E端，
根据马链球菌表面的类 S蛋白的结构分析［5K］，推测
本试验表达的蛋白可能在调理素的功能区域内。
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