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马链球菌兽疫亚种类 ! 蛋白的基因克隆、序列分析

及其在猪源链球菌的检测

范红结 陆承平" 唐家琪
（南京农业大学 畜禽疫病诊断与免疫重点开放实验室 南京 #%$$1"）

摘 要：根据已发表的马链球菌兽疫亚种（ !"#$%"&’&’’() $*(+ I@-IA) ,&&$%+-$.+’()）马源株的类 J 蛋白基因序列，设计

和合成一对引物，以兽疫亚种猪源 K6LL3"#!5 株的基因组 M0K 为模板，通过 NLO 技术，扩增出类 J 蛋白基因并定

向克隆至表达载体 A=6<3#9（ P ）中，测定其序列，4.CQ9CR 接收号为 KS#532;%。类 J 蛋白基因含一个完整的开放阅

读框，全长为 %%32-A，编码 321 个氨基酸残基。经 M0K T,9/ 软件分析，K6LL3"#!5 株类 J 蛋白基因与兽疫亚种马源

U5$ 株、马亚种的类 J 蛋白基因及 K 群化脓链球菌的 J 蛋白基因的同源性分别为 ;5V1W、3$V;W、#1V!W；推导的

氨基酸序列的同源性分别为 ;!V3W、#%V1W、#3V!W。但 K6LL3"#!5 株类 J 蛋白的 L 末端细胞膜锚定区与 J 蛋白、

马亚种类 J 蛋白高度同源。用上述设计的引物进行 NLO 试验，检测 3! 株猪源链球菌类 J 蛋白基因，发现所有 %5
株 L 群猪源链球菌均能检测出类 J 蛋白基因，而所有猪链球菌（!"#$%"&’&’’() )(+)）% 型和 # 型菌株及 T 群、Q 群、M 群

链球菌共 %3 株均不能检出类 J 蛋白基因，而 " 株未鉴定的猪源链球菌中 3 株能检测出类 J 基因。

关键词：马链球菌兽疫亚种，类 J 蛋白基因，克隆，检测

中图分类号：T;"# 文献标识码：K 文章编号：$$$%<5#$1（#$$!）$"<$5%2<$!

马 链 球 菌 兽 疫 亚 种（ !"#$%"&’&’’() $*(+ I@-IA)
,&&$%+-$.+’()）为兰氏分群中的 L 群链球菌，主要引

起马、猪、牛、狗、猫等多种动物下呼吸道感染，并引

起败血症、脑膜炎、关节炎等症状［%］。人与发病动物

接触或食用该菌污染的食品，亦可发病，因此该菌为

一种重要的人兽共患病的病原［#］。马链球菌兽疫亚

种引起的动物疫病呈世界性分布，但不同区域流行

又有各自的特点。欧美等地该病多发生于马、奶牛、

羊等动物，而我国主要是在猪群中流行［3 X "］。类 J
蛋白为该菌重要的毒力因子及主要的保护性抗原，

国外进行的研究仅限于兽疫亚种马源菌株［5］，对于

兽疫亚种猪源类 J 蛋白及其基因的研究未见报道。

本试验用 NLO 方法扩增了兽疫亚种猪源 K6LL3"#!5
株类 J 蛋白基因，并进行了克隆和序列测定，分析

比较了马源和猪源兽疫亚种类 J 蛋白基因结构和

功能的特点，为该病的防制提供理论基础。

" 材料和方法

"#" 菌株和质粒

马链球菌兽疫亚种 K6LL3"#!5 株，%122 年分离

自我国四川，由 K6LL 收藏；猪链球菌 # 型（T "#$%"&/

’&’’() )(+) ,YA. # ）ZK1;$% 由本室姚火春等从病猪分

离、鉴定；金黄色葡萄球菌（ !"0%12’&’’() 0(#$()）、禽

源大肠杆菌（ 3)’1$#+’1+0 ’&4+）*%、大肠杆菌 MZ"!、

Q[#%、表达载体 A=6<3#9（ P ）由本实验室保存。其它

马链球菌兽疫亚种及待检菌株均由本实验室保存，

来源见表 %。

表 " $% 株猪源链球菌分离株类 ! 基因的检测

69-(. % 6H. /.I@(,I ’G E.G.+,?’C ’G J<(?R. A/’,.?C \.C.
?C 3! !"#$%"&’&’’() ?I’(9,.E I,/9?CI G/’> A?\I

0*) T,/9?C T’@/+. T./’,YA. J<(?R. \.C.
% K6LL3"#!5 T?+H@9C L P
# L""%#5 L&ML L P
3 L2!53 L&ML L P
! T6%2% 4@9C\E’C\ L P
" TH$$5!3%<Q% TH9C\H9? L P
5 TH$$%5 TH9C\H9? L P
2 LU$3 KCH@? L P
; L%55 L&ML L P
1 L%#5 L&ML L P
%$ L%#2 L&ML L P
%% LS ]?9C\I@ L P
%# LL Q.?D?C\ L P
%3 L6 Z@C9C L P

%! LN<$%$! 8@D?C\ L P



续表 !
"#$ %&’()* %+,’-. %.’+&/0. 123)4. 5.*.
!6 789:!; <.*(* 7 =
!> 7?2@A2>B ?,(*5C) 7 =
!@ <DEF:! G)(*5H, I J
!F <DEF:; G)(*5H, I J
!E <DEF:B G)(*5H, I J
;: I?EE:! G)(*5H, I J
;! I?EE:; G)(*5H, I J
;; %%;K ?.’L(*/ I J
;B %<::>AAA %M(*5M() I J
;A %<::>>6B %M(*5M() I J
;6 %<::>@:F %M(*5M() I J
;> NGEE:! N.)O)*5 I J
;@ %<::>@A> %M(*5M() "K =
;F %<::A>! %M(*5M() "K =
;E %<:::A@: %M(*5M() % J
B: %<::::; %M(*5M() N J
B! %<::::6 %M(*5M() K J
B; P:;: ?,(*5Q+*5 "K =
BB NR:; ?,(*5Q+*5 "K J
BA ST :; U,O)(* "K J
"K："+& Q)VV.’.*&)(W3.$

!"# 酶和试剂

!"#<!、$"%!等限制性内切酶，为纽英伦生

物工程公司产品；&"’ 酶、Q"TSH 等 S7I 所用试剂均

为 T(X(I( 公司产品；K"D 快速纯化回收试剂盒为

I+-M. 公司产品；质粒提取试剂盒为 YZD?[" 公司产

品；DL0 为南京第一制药厂产品。

!"$ 引物设计和 %&’ 扩增

按已发表的兽疫亚种类 1 蛋白基因的序列［F］，

利用 K"D%&(’ 软件自行设计一对引物，用时在引物

两边分别添加 !"#<!和 $"%!酶切位点和保护性

碱基，引物 0!、0; 可扩增兽疫亚种类 1 基因完整的

开放阅读框（#IU）。引物由 T(X(I( 公司合成，引物

序列分别为：上游引物（0!）：6\2DD??DT77DD???2
?DDTDDDDT??7DDD2B\； 下 游 引 物 （ 0; ）：6\2
7?DD?7TT?7TTTD77D7T????TDT2B\。S7I 扩增反

应体 系：DT77B6;A> 株 模 板 K"D ;"R，!: ] W,VV.’
!:"R，;6LL+3^R 1573;F"R，;_6 LL+3^R Q"TSH F"R，引

物 S! 和 S; 各 !"R，QQ<; # >F"R，&"’ 酶 B"R，混匀。

扩增条件：EA‘ 6L)*；EA‘ B:H，6@‘ B:H，@;‘ >:H，
B: 个循环；@;‘ !:L)*。S7I 产物在 !a琼脂糖凝胶

电泳后，以 K"D 回收试剂盒回收目的片段，并以

!"#<!和 $"%!酶切 ;M，>6‘ !6L)* 终止反应。

!"( 重组质粒的构建和鉴定

在含有 !::"5^LR DL0 的 RN 肉汤中接种携带

0[T2B;(（ = ）空质粒的 K<6#大肠杆菌单菌落，B@‘
摇振培养 !; b !>M，以质粒抽提试剂盒抽提质粒，

!"#<!和 $"%!双酶切后，以 K"D 回收试剂盒回

收酶切产物。将 S7I 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 K<6#宿

主菌。感受态细菌的制备、转化均按常规方法进

行［@］，利用 DL0 的抗性和限制性内切酶进行重组菌

的筛选和鉴定。重组质粒的序列测定采用 %(*5.’ 双

脱氧末端终止法［F］，由 T(X(I( 公司完成，以验证其

阅读框架，同时以 NRD%T 软件进行同源性分析。

!") 类 * 蛋白基因和推导的氨基酸序列分析

将测序结果与 ?.*N(*4 中已知兽疫亚种马源

株、马亚种的类 1 蛋白基因序列及 D 群链球菌 1 蛋

白基因序列进行同源性分析，并对推导的类 1 蛋白

氨基酸序列进行比较。

!"+ 类 * 基因在 ,-#! 中的表达

将含重组质粒的大肠杆菌 NR;! 接种 RN 肉汤，

B@‘摇振培养 B b AM，至 () 值为 :_6 b :_> 时，加入

ZST? 至终浓度 !LL+3^LR，继续剧烈摇振培养 B b
AM，离心沉淀，加 %K%2SD?[ 缓冲液煮沸 !:L)*，含

0[T2B;(（ = ）空质粒的 NR;! 按同样方法处理。最后

进行 %K%2SD?[。

!". 猪源链球菌类 * 蛋白基因的检测

将本室保存 BA 株猪源链球菌（表 !）按文献［E］

的方法提取模板 K"D，通过 S7I，扩增类 1 蛋白基

因，检测猪源链球菌类 1 蛋白基因表达情况。

# 结果

#"! %&’ 扩增结果

S7I 产 物 经 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 后，出 现 一 条

!!6:W0 左右的条带，大小与目的基因一致，对照组

猪链球菌 ; 型、金黄色葡萄球菌、禽源大肠杆菌均未

扩出目的条带。

#"# 重组质粒的鉴定

S7I 扩增的 DT77B6;A> 株类 1 基因经酶切、纯

化后，以 !"#<!和 $"%!酶 切 位 点 定 向 克 隆 至

0[T2B;(（ = ）载体，得到重组质粒，命名为 0[T2B;(
（ = ）21R。重组质粒转化 K<6#大肠杆菌宿主菌，经

DL0 抗 性 筛 选 得 到 重 组 菌。提 取 重 组 质 粒，经

!"#<!和 $"%!双 酶 切，均 得 到 大 小 约 6E:: 和

!!6:W0 的片段，表明类 1 基因已成功克隆。以重组

质粒 0[T2B;(（ = ）21R 为材料进行序列测定，测序结

果经网上 NRD%T 软件比较证实该基因为马链球菌

兽疫亚种类 1 蛋白基因，含一个开放阅读框，大小

为 !!B@W0，?.*N(*4 登录号为 D9;>B@F!。
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!"# 类 $ 蛋白基因核酸和推导的氨基酸序列分析

利用 !"#$%&’ 软件对类 ( 基因序列与已发表的

相应基因序列进行比较发现，#)**+,-./ 株的类 (
蛋白基因与兽疫亚种马源 0/1 株类 ( 蛋白基因、马

亚种类 ( 蛋白基因、# 群链球菌 ( 蛋白基因的同源

性分别为 2/345、+1325、-43.5。与 0/1 株类 (
蛋白基因相比，#)**+,-./ 株的类 ( 蛋白基因在

678 9-,:; 处，缺失了 *<< + 个碱基，在 2.1:; 处插

入了 )<#<**####** 9- 个碱基。#)**+,-./ 株类

( 蛋白基因推导的氨基酸序列与 0/1 株类 ( 蛋白、

马亚种类 ( 蛋白、# 群链球菌 ( 蛋白的氨基酸同源

性分别为 2.3+5、-9345、-+3.5。与 0/1 株类 ( 蛋

白氨基酸序列相比，#)**+,-./ 株类 ( 蛋白氨基酸

的变异主要集中在 -= > .=、9-1 > 9.= 和 9/2 > 9=2 位

氨基酸残基之间。

!"% 类 $ 蛋白基因的表达

重组菌经 ?@)< 诱导后，$!$A@#<B 检测，类 (
蛋白基因在 CD-9 中未见表达。不能表达的原因可

能是，类 ( 蛋白是革兰氏阳性菌的非菌毛黏附素，

不适合革兰氏阴性的大肠杆菌 CD-9 表达。

!"& 猪源链球菌类 $ 蛋白基因检测

所有的 9/ 株猪源 * 群链球菌均能检测出类 (
蛋白基因，其余 9+ 株 $ 群、! 群、C 群、猪链球菌 -
型、猪链球菌 9 型均不能检出该基因，而 , 株从疑是

患链球菌病的病猪体内分离的链球菌中，有 + 株能

检测出类 ( 基因（表 9，图 9）。

图 ’ 猪源链球菌类 $ 蛋白基因 ()* 检测

8EFG9 )HI JI%IK%ELM LN (AOEPI ;’L%IEM FIMI LN ;EF L’EFEM Q%’I;%LKLKKE

# 讨论

类 ( 蛋白是马链球菌兽疫亚种重要的毒力因

子，研究其结构和功能十分必要。)ERLMIS 等［/］曾克

隆了兽疫亚种马源 0/1 株的类 ( 蛋白基因，并对其

结构和功能进行了分析，但马链球菌兽疫亚种猪源

株的类 ( 蛋白基因的结构和功能未见报道。马链

球菌马亚种类 ( 蛋白保守［91］，而马链球菌兽疫亚种

( 蛋白则易变异，不同来源菌株之间抗原性变异较

大［/，91］。本实验以我国猪群中广泛流行的马链球菌

兽疫亚种猪源 #)**+,-./ 株为研究对象，克隆其类

( 蛋白基因，并对其结构和功能进行分析，在国内外

尚未见报道。

链球菌表面蛋白的典型特征之一是具有信号

肽，* 末端均有锚定区，并具有高度保守的 D@$)<B
的基序。从 #)**+,-./ 株克隆的类 ( 基因推导的

氨基酸具有链球菌表面蛋白的典型特征，信号肽的

长度是 ++ 个氨基酸残基，与马链球菌兽疫亚种 0/1
株类 ( 蛋白（$T;U/1）信号肽相比，信号肽未端有 .
个氨基酸发生了突变，与其它链球菌表面的类 ( 蛋

白相比，信号肽序列相对较短［/，99］，而与链球菌其它

一些蛋白如链球菌素 6 和 < 蛋白的信号肽序列相

似［9-］。)ERLMIS 等［/］认为，$T;U/1 信号肽的缺失提

示 $T;U/1 可能与 # 群链球菌的 ( 蛋白关系并不十

分密切，有可能是来源于具有调理素活性的一种前

体蛋白。

8EQKHI%%E 等［99］认为马链球菌兽疫亚种 0/1 株类

( 蛋白与 # 群链球菌 ( 蛋白最大的差别在于，其 "
末端缺少 # 和 C 的重复区域，而在 * 末端缺少 * 重

复。同为链球菌，兽疫亚种感染宿主动物范围广泛，

而 # 群链球菌更适于感染灵长类动物，原因可能与

此有关，从 #)**+,-./ 类 ( 基因推导的氨基酸序列

分析，亦 缺 少 此 类 重 复。 从 <IMC&MP 中 比 较 与

#)**+,-./ 株类 ( 基因的同源性，除 0/1 株外，未

发现其它基因同源。但类 ( 蛋白的 * 末端膜锚定

区的氨基酸残基（+.- > +=/）却显示了与 # 群链球菌

( 蛋白及链球菌表面其它蛋白极高的同源性。与其

它膜表面蛋白一样，#)**+,-./ 株 * 端锚定区亦具

有保守的 D@$)<B 序列。

)ERLMIS 等［/］报道的兽疫亚种马源 0/1 株类 (
蛋白基因含有一个 678，其全长为 99-2:;。本实验

克隆的 #)**+,-./ 株的类 ( 基因的 678 为 99+=:;，

在 0/1 株 678 的 2.1:; 处，插入了 9- 个 :;，分别为

)<#<**####**，编码 V@B@. 个氨基酸残基，但并

未造成移码。此段序列的插入，对该菌的毒力及宿

主适应性有何影响有待深入研究。
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