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猪链球菌 !型次黄嘌呤核苷酸脱氢酶基因的克隆与鉴定

段志涛&，$，何孔旺&"，张雪寒&，倪艳秀&，陆承平$

（& 江苏省农科院兽医所农业部畜禽疫病诊断重点开放实验室 南京 $&%%&!）

（$ 南京农业大学动物医学院 南京 $&%%1#）

摘 要：根据 J/?3;?>猪链球菌 $型（KK$）报道序列，对江苏分离株 KK$8L部分测序，发现位于已知毒力基因 !"#$与
$"%之间存在两个新的开放阅读框序列。选取可能含有抗原决定簇肽段对应的核酸序列，该阅读框（$’(7 ) ("1!）
编码 (&1个氨基酸残基，分子量为 ((M#>N;，与已知任何基因无同源性。通过 O?,/0P0-、PLN、NQRI,;0分析阅读框，并
定向克隆至 S958($!（ T）载体中，转化至大肠杆菌 3U$&，表达出分子量为 !7>N;的融合蛋白，蛋白免疫转印可被 KK$
的抗血清识别，具有免疫原性；并且含有 OVP F/=CF0-@/?;I/结构域，催化 OVP生成 WVP；流式细胞仪检测该蛋白可明
显影响 L9S8$细胞周期。
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猪链球菌病是分布范围极广的猪传染病，可引

起青年猪患脑膜炎、胸膜炎、关节炎、败血症及新生

仔猪突然死亡［&，$］，并可感染人［(］，是一种重要的人

畜共患传染病。猪链球菌（ &’"(%’!)!))*+ +*,+）根据菌
体荚膜抗原特性的不同，可以分为 (#个血清型（& )
(!型及 &Y$型）［!］，其中 $ 型流行最广，对猪的致病
性亦最强。我国于 &11% 年首次在广东发现猪链球
菌 $型（&’"(%’!)!))*+ +*,+ I/0-,CS/ $，KK$）［#］，&117年在
江苏南通地区爆发由 KK$ 引起的急性败血型传染
病［"］，$%%#年再次在四川暴发 KK$传染病，并有相关
从业人员感染致死，故引起世界范围内的高度重视。

在 KK$中，又可区分为强毒株、弱毒株和无毒株。溶
菌酶释放蛋白（VZP）和细胞外蛋白因子（9[）被公认
为是 KK$的两种重要毒力因子。通常认为强毒株毒
力因子表现型为 VZPT 9[T，弱毒株为 VZPT 9["
（9[ 类似物），无毒株为 VZPE 9[E［’，7］。但 J;6<?;
等［1］报道的表现型为 VZPE 9[E 的菌株还可致脑膜

炎，表明还存在有其他的毒力因子。

K:<,=等［&%］利用体内互补法将强毒株基因文库
引入到弱毒株中，接种无菌仔猪，再从中枢神经系统

分离病原，成功发现一段毒力相关基因。这段毒力

相关基因序列包括两个完整的阅读框，其中 !"#$与
已知任何基因无同源性，经研究证明是一毒力因

子［&&］。本课题组对 KK$江苏分离株进行基因测序，

发现 !"#$位于 $"% 基因序列之前，在两者之间还存
在有一个新的开放阅读框，与已知的基因无同源性。

本试验根据 NQRI,;0软件对该基因进行序列分析，
选取可能含有抗原决定簇肽段对应的核苷酸序列，

进行克隆、表达，并对表达蛋白的生物学特性进行了

研究。

" 材料和方法

"#" 材料
"#"#" 菌种和质粒：KK$8L系 &117年从江苏海安发
病猪场分离［&$］，表达质粒 S958($!（ T）、宿主菌大肠
杆菌（-+).(",).,/ )!0,）NL#!、3U$&由江苏省农业科学
院兽医研究所保存。

"#"#! 试剂和仪器：9\ 1/25V（#]Y"U，5;4;Z; 公
司），R@;0-I/（P0-:/@;公司）；胰蛋白胨（50CS,-?/），酵
母抽提物（^/;I, /\,0;+,）（*W*ON 公司）；-)!Z#、
3.!#及 NQR纯化试剂盒（5;4;Z;公司）；新生犊牛
血清（Q2K，J<.<+- 公司）；ZPVO&"!%（J<.<+- 公司）；
羊抗猪 O@J8LZP（美国 395L^U）；氯化氮蓝四唑
（Q35），吩嗪硫酸甲酯（PVK），QRNT（K<@:; 公司）。
亲和层析柱（Q-_;@/? 公司 ）；V<?<2C+6/05V（V‘
Z/I/;0+=）P528&%% P2Z仪；复日 Z[817%生物电泳图
像分析系统（上海复日科技有限公司）；流式细胞仪

（3/+,-? N<+><?I-?）。



!"# 菌种培养和 $%&提取
挑取血平板上的单菌落于 !"##$%&’()) 肉汤，

*+,过夜振荡培养；取 -./菌液离心，常规方法［-*］

提取 001$% 染色体 234，溶于 !5 缓冲液中，置
6 17,备用。大肠杆菌于 /8培养基中，*+,过夜振
荡培养，如果需要，/8 培养基中加入氨苄青霉素
-77!9:./。
!"’ 引物序列和基因克隆
根据 ;&<8=<> 登陆序列（2?7@+A@*），利用

234B)=C软件分析，选取抗原性较强的核苷酸序列，
按照正确的阅读顺序自行设计一对引物，引物两端

分别添加限制性酶切位点 !"#D"和 $%#"及保护
性碱基，引物序列为 E-：FG$H!;;44!!H!;!!!;4
;!H!!;H!HHH$*G； E1： FG$!!HH!H;4;H!;!!;H
!!;44H!;;!$*G，引物由大连宝生物工程有限公司
合成。

EHD反应体系：001 模板 234 -!/，-7 I C&=J)("<
KLMM&C 1NF!/，1F.."O:/ P9HO1 -NA!/，1NF.."O:/ #3!EB
1!/，F7!."O:/ E- -!/，F7!."O:/ E1 -!/，##%1Q
-RNS!/，&’( 酶 7NF!/，离心 -7B混匀，立即进行 EHD
反应，EHD反应条件：@F, F.(<；@S, *7B，R7, *7B，
+1, R7B，共 *7个循环；+1, -7.(<。以双蒸水为阴
性对照。

EHD产物在 -T琼脂糖凝胶上电泳分离后，紫
外灯下切割目的条带，用 234纯化试剂盒回收 EHD
产物，并用 !"#D"和 $%#"酶切 *U，RF, -F.(<终
止反应。按分子克隆的常规方法，将酶切片段先连

接到 !载体上，转化到感受态大肠杆菌 2%F#细胞
中；酶切后再将目的片段连接到 V5!$*1#（ W）中，转
化感受态大肠杆菌 8/1-细胞中，通过氨苄青霉素和
利用限制性内切酶进行筛选和鉴定。

!"( 重组蛋白的诱导表达和纯化
表达重组蛋白含有 R 个连续的组氨酸（%(B）残

基，使用镍柱亲和层析纯化。将阳性菌落过夜培养

物按 1T的量接种于 -77./ /8（含 -77!9:./氨苄青
霉素），*+,振荡培养至 )R77在 7NS X 7NR，加 YE!;至
终浓度 -.."O:/，继续振荡培养 * X SU，收集菌体，重
悬于 S./ K(<#(<9 KLMM&C（F.."O:/ 咪唑，7NF."O:/
3=HO，17.."O:/ !C(B$%HO，V%+N@），冰浴 *7.(<。超声
裂解直至不再粘稠，-77779离心 17.(<，收集上清进
行镍柱亲和层析，纯化后的蛋白 6 17,保存备用。
!") 免疫转印
采用半干转印法［-S］。诱导表达的重组蛋白在

-1T分离胶，FT浓缩胶中进行 020$E4;5 分析，电

泳后用硝酸纤维膜（3H）将凝胶在 !C(B$;OZ缓冲系统
中转移电泳，7NRF.4:J.1，转印 -77.(<，FT脱脂奶封
闭，001免疫猪制备的多抗为一抗，%DE 标记的羊
抗猪 Y9;为二抗，248显色试剂盒显色。
!"* +,-$.活性染色
纯化后的重组蛋白用 *T浓缩胶，+T分离胶的

非变性 E4;5 分析。把胶放入下列反应混合物中
（总 体 积 1F./）：F7.."O:/ !C(B$%HO（ V% +NF），
17.."O:/ YPE，7N*.9:./ 氯化氮蓝四唑（38!），
7N7F.9:./ 吩嗪硫酸甲酯（EP0），7N7-."O:/ [HO 及
7NF.."O:/ 342W。反应结束后 +T乙酸漂洗数次。
!"/ 流式细胞仪测定细胞周期
用含 -7T无支原体新生犊牛血清的 DEPY-RS7

完全营养液稀释纯化蛋白制成 -7!9:./、17!9:./和
-77!9:./的工作液，* 种浓度的蛋白溶液同时同法
进行试验。给长满单层的 %5V$1 细胞换上蛋白溶
液，置 *+,分别孵育 -1U，胰酶消化细胞，制成单细
胞悬液，调节细胞浓度为 - I -7R :./。加入乙醇至
+FT浓度，室温固定 -7.(<。加入 -T体积的碘化丙
叮溶液（R@!."O:/磷酯酰肌$*A.."O:/ 柠檬酸钠，V%
+N*），室温避光放置 -7.(<。以流式细胞仪测定细
胞周期。用 DEPY-RS7（-7T犊牛血清）营养液同倍
稀释配制空 V5!$*1#载体悬液作阴性对照。

# 结果

#"! -01扩增和基因测序与分析
以 001为模板 EHD产物电泳后，在 +F7 X -777KV

之间出现一条亮带，大小与预期的一致。该目的片

段 A-7KV，;:H含量 SRNAT，与已知任何基因无同源
性；编码的目的蛋白含有 1RS个氨基酸，和已知次黄
嘌 呤 核 苷 酸 脱 氢 酶（ Y<"B(<&$FG$."<"VU"BVU=)&
#&UZ#C"9&<=B&，YPE2%）蛋白具有较低同源性（-AT X
1FT），Y<)&CEC"分析该蛋白含有 YPE2%功能结构域，
其结构模型为［/Y\P!］$［D[］$［/Y\P］$; $［/Y\P］$;$
]$;$［0D[］$［/Y\P4!］$H$]$! ，H 端可能为 YPE 的结
合部位。

#"# 重组质粒在 23#!中的表达和免疫转印
020$E4;5结果表明，在 YE!;的诱导下，转化有

重组质粒的 8/1- 可表达 SA>2= 的融合蛋白，*U 的
诱导量最高，融合蛋白主要以可溶形式存在超声破

菌后的上清中，沉淀中仅有少量（图 -）。免疫转印
结果表明，融合蛋白可与 001$%的抗血清反应，说明
扩增的片段含有 001 的抗原决定簇（图 -），该扩增
片段是 001的一种抗原成分，具有抗原性。
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图 ! 表达产物的 "#"$%&’(和免疫印迹分析
!"#$% &’(’)("*+ *, "+-.)’- ’/01’22"*+ 01*(’"+2 34 5&56789:（% ; <）

=+- >’2(’1+ 3?*(（@，A） $ B$ B*?’).?=1 2(=+-=1-；% =+- CD 5*?.3?’
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’/01’22’- 01*-.)( 34 >’2(’1+ 3?*( $

)*+ 活性染色
重组蛋白可催化 OB7反应生成 SB7，该反应为

鸟嘌呤核苷酸（9P7）经典合成途径的限速反应，
OB7&T为其限速酶，反应依赖 E8&U 的参加。吩嗪

硫酸甲酯（7B5）和氯化氮蓝四唑（EVP）均为接受电
子的染料，OB7&T与底物染色液在 H<W保温，脱下
的氢最后传递给 EVP 生成不溶于水的蓝紫色的
EVPTC（图 C）。

图 ) ,-%#.非变性电泳和活性染色
!"#$C OB7&T =+=?42"2 L"(F +*+6-’+=(.1"+# ’?’)(1*0F*1’2"2 =+- =)("R"(4

2(="+"+#$B$ B*?’).?=1 2(=+-=1-；% =+- CD 71*(’"+ 34 +=("R’ 789:；H

=+- ID 71*(’"+ 34 OB7&T =)("R"(4 2(="+"+#$

)*/ 蛋白对细胞周期的影响
目的蛋白明显影响 T’06C 细胞周期，不同的蛋

白处理组呈现出一定量的关系。表现为 5期细胞数
明显增加，最大达 H@DCX；而 9YM9%期细胞数减少，
最大达 I<DAX（表 %）。

表 ! 重组蛋白对 .(0$)细胞周期的影响

P=3?’ % PF’ ’,,’)( *, (F’ 1’)*G3"+=+( 01*(’"+ *+ )’?? )4)?’ "+ T:06C
71*(’"+ 9%（X） 5（X） 9CMB（X）

71*(’"+ L"(F*.( ’/01’22"*+ R’)(*1 QYDQC C@DAH %YDIJ
!.2"*+ 01*(’"+（%Y!#MGN） JADHJ HCDII @DCC
!.2"*+ 01*(’"+（CY!#MGN） JQDAQ HQDQC QDIC
!.2"*+ 01*(’"+（%YY!#MGN） %CD<C Q<D%C CYD%J

+ 讨论

55C系 %AA@ 年江苏［%C］和四川猪群急性败血型
传染病分离出的病原，与国外参考株的表面大分子

高度同源（ Z A@X）。55C 的毒力因子较为复杂，至
今还有许多未知毒力因子。不同 55C型菌株的致病
力不同，这种差异与各菌株的毒力因子直接相关。

根据目前报道 55C主要有 J个毒力因子，即 [\!C、
溶菌酶释放蛋白（B\7）、胞外因子（:!）、溶血素
（5N]）［%J］和纤维蛋白原结合蛋白（!V7）［%Q］。但其相
互间的位置排序还不是很清楚，有关毒力岛的概念

也仅是一种推测。本实验结果表明，在 !"#C 和 $"%
之间存在有两个新的开放阅读框，O+(’171*分析其中
一阅读框（C<H@ ; HQAI）预测得到蛋白质序列功能注
释，该蛋白质序列具有 OB7 -’F4-1*#’+=2’M9B7
1’-.)(=2’功能结构域；用 7T&、&E82(=1 进行二级结
构预测，含有 %C 个"螺旋（JQDACX），J 个#折叠
（%YDH@X）及无规则卷曲（HCD<YX）；C 个 E6糖基化
位点，%个蛋白激酶磷酸化位点，@个酪蛋白激酶$
磷酸化位点及 J个 E6十四（烷）酰化位点。
通过 7K\ 扩增这一阅读框，克隆到表达载体

0:P6HC"（ U）中组氨酸基因下游，转化至大肠杆菌
VNC%中，经 O7P9 诱导，成功地表达出分子量约为
I@^&=的融合蛋白。免疫印迹显示该融合蛋白可被
55C抗血清识别，具有良好的抗原性；该蛋白具有
OB7&T结构域，通过活性染色证明可催化 OB7反应
生成 SB7，具 OB7&T活性。通过 T:06C细胞周期的
分析表明该蛋白可明显改变细胞周期，表现为处于

5期即细胞 &E8合成期的细胞数增加；处于 9% 期
即细胞间隙期的细胞数减少，细胞表现出旺盛的分

裂增生能力。蛋白浓度增加到 %YY!#MGN时，引起细
胞 9CMB期的数量明显增加，可能由于改变细胞其
他信号传导途径，导致细胞停滞于 9CMB期，具体原
因尚不清楚。

目前已报道的 OB7&T有两种亚型，其中$型最
先是从肿瘤细胞中诱导出来的，通过对其晶体结构

的分析，其后又分别在大鼠、三毛滴虫、肺炎链球菌

和疏螺旋体中分离出来［%<］。OB7&T通常以四聚体
形式存在，是鸟嘌呤核苷酸 9P7经典合成途径的限
速酶；这一反应依赖于 E8&U的参加，对细胞增殖分

化的影响十分重要。OB7&T 蛋白氨基酸序列在哺
乳动物保守性较高［%@］，如人和鼠的同源性可达

@AX，但在细菌之间却存在较大的差异，9’+V=+^数
据库显示肺炎链球菌（_7YYIYI%JY）和化脓链球菌
（]7C@%HJJ）的同源性仅为 CHX，本实验亦证实了这
种差异性。本实验首次从 55C克隆表达出 OB7&T，
并证实其活性，对细菌本身的增殖具有重要作用。

该基因位于 !"#C和 $"% 之间，可能对其毒力有协同

CH< &‘8E _F"6(=* &’ () $ M*+’( ,-+"!.-!)!/-+( 0-1-+(（CYYQ）IQ（J）



作用，为 !!"一种新的毒力因子。
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