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猪源马链球菌兽疫亚种表达的类 ! 蛋白黏附抑制性单抗的获得

范红结，何 赏，陆承平"

（南京农业大学 畜禽疫病诊断与免疫重点开放实验室 南京 #&$$/9）

摘 要：根据马链球菌兽疫亚种（!"#$%"&’&’’() $*(+ ,*I,?C ,&&$%+-$.+’()）猪源株 )2JJ(9#!. 株的类 K 蛋白基因序列，

通过 LJM 技术，扩增出无信号肽的类 K 蛋白基因并定向克隆至表达载体 ?:28(#7（ N ）中。重组质粒经酶切鉴定和

测序后，在大肠杆菌 0O#& 中表达，获得 .$PQ7 产物，R3,-3SA I=H- 显示，其与 )2JJ(9#!. 株多克隆抗血清反应，抗原性

良好。以 T<, 亲和层析柱纯化重组类 K 蛋白作为抗原免疫 % 周龄的 0)O05> 小鼠，采用淋巴细胞杂交瘤技术制备了

&# 株稳定分泌抗类 K 蛋白单抗的细胞株，特异性检测显示其与 ) 群链球菌、猪链球菌 # 型以及马链球菌马亚种等

没有交叉反应。单抗亚类鉴定显示，其中 . 株为 U+V&，( 株为 U+V#，另外 ( 株为 U+K。从腹水中纯化的单抗效价为

#W9. X &$! ’ &W$& X &$9。黏附抑制实验显示，其中一株单抗能阻断类 K 蛋白黏附 T:?8# 细胞。
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马 链 球 菌 兽 疫 亚 种（ !"#$%"&’&’’() $*(+ ,*I,?C
,&&$%+-$.+’()）属于兰氏分群的 J 群链球菌，其没有宿主专嗜

性，可通过消化道、外伤、手术、注射疫苗或治疗等途径感染

多种动物，如马、猪、牛、狗、猫等，引发败血症、脑膜炎、心内

膜炎、关节炎、乳腺炎等［& ’ (］。人类因食用污染的食物或与

发病动物密切接触后，亦可引发该菌感染［!，9］，因此该菌为一

种重要的人兽共患病的病原。马链球菌兽疫亚种是我国猪

链球菌病的主要病原之一，&/"" 年四川地区发生大流行，($
多万头猪死亡，迄今为止仍呈地方流行［.，"］。类 K 蛋白为该

菌的重要毒力因子及保护性抗原，但其在该菌的致病过程中

的具体作用，目前还不清楚。该蛋白是一种锚定在细胞壁表

位的蛋白，通常采用热酸法提取，但不能获得完整的纯化产

物，从而限制了该蛋白的功能研究［%］。范红结等曾克隆了兽

疫亚种类 K 蛋白基因，但未能表达［/］；苏良科等曾报表达了

类 K 基因 9#%I? 的片段，但全基因的表达未见报道［&$］。本

研究采用 LJM 方法扩增猪源兽疫亚种 )2JJ(9#!. 株去信号

肽的类 K 蛋白基因，并进行表达，同时研制针对类 K 蛋白的

特异性单克隆抗体，为研究类 K 蛋白的功能特别是该蛋白

与宿主的呼吸道上皮细胞的相互作用机制奠定了基础。

" 材料和方法

"#" 材料

"#"#" 主要试剂和菌株：马链球菌兽疫亚种 )2JJ(9#!. 株，

&/"" 年 分 离 自 我 国 四 川，由 )2JJ 收 藏；猪 链 球 菌 # 型

（Y"#$%"&’&’’() )(+) -[?3 # ）T)/%$& 由本室姚火春等从病猪分

离、鉴定；马链球菌马亚种 !"#$%"&’&’’() $*(+）由扬州大学董国

雄教授馈赠；) 群链球菌（!"#$%"&’&’’() +SH*? )）由上海市畜牧

兽医站张苏华研究员馈赠；金 黄 色 葡 萄 球 菌（ !"/%01’&’’()
/(#$()）、禽源大肠杆菌（2)’0$#+’0+/ ’&3+）\&、大肠杆菌 QT9!、

0O#&、表达载体 ?:28(#7（ N ）由本实验室保存。2’&M"、40&

"等限制性内切酶，为纽英伦生物工程公司产品；5/* 酶、

D]2L, 等 LJM 所用试剂均为 2717M7 公司产品；Q]) 快速纯

化回 收 试 剂 盒 为 MH>G3 公 司 产 品；质 粒 提 取 试 剂 盒 为

ZU)V:] 公司产品；T2、T)2 等培养基、单抗亚类鉴定试剂盒

（Y0)J=HAH-[?<A+2K Y[,-3;5TM，J7-C ]H 9($$8$9）、降 植 烷，为

Y<+;7 公司产品；兔抗兽疫亚种 )2JJ(9#!. 株的抗血清，本实

验室保存；]J 膜、酶标记的羊抗兔 U+V、Q)0 均为华美公司

产品。

"#"#$ 实验动物及细胞：% 周龄 0)O05> 小鼠，每只约 #9+，由

南京军区总医院实验动物中心提供。T:?8# 细胞，由本实验

室保存。

"#"#% 引物设计：按已发表的猪源兽疫亚种类 K 蛋白基因

的序列［/］，利用 Q])Y-7S 软件自行设计一对引物，同时在引

物的 9^端分别添加 2’&M"和 40&"酶切位点和保护性碱

基，引物 ?&、?# 可扩增兽疫亚种类 K 蛋白去信号肽的全基

因。引物由上海英骏生物技术公司合成，其序列分别为：上

游引物（L&）：9^8V2)V))22JVJJJ2J22VV22VV2V2V8(^；下游

引物（L#）：9^8VV2J2JV)VJ22)V2222J222VJV2J8(^。

"#$ &’( 扩增、重组质粒的构建和鉴定

按下列顺序和条件依次加入各反应物并进行 LJM 扩

增。)2JJ(9#!. 株模板 Q]) ##O，&$ X I*FF3S &$#O，#9;;H=5O
K+J=# %#O，#W9;;H=5O D]2L, %#O，引物 L& 和 L# 各 &#O ，DDT#\

.%#O，5/* 酶 (#O ，混匀后进行扩增。扩增的条件为：/!_
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-./ 产物在 ’0琼脂糖凝胶电泳后，以 123 回收试剂盒

回收目的片段，并以 !"#/!和 $%#!酶切 *4，5(& ’( "#$ 终

止反应。在含有 ’,,"67"8 3"9 的 8: 肉汤中接种携带 9;<=
+*>（ ? ）空质粒的 1@(#大肠杆菌单菌落，+)&摇振培养 ’* A
’5 4，以质粒抽提试剂盒抽提质粒，!"#/!和 $%#!双酶切

后，以 123 回收试剂盒回收酶切产物。将 -./ 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

1@(#宿主菌。感受态细菌的制备、转化均按常规方法进

行［’’］，利用 3"9 的抗性和限制性内切酶进行重组菌的筛选

和鉴定，同时采用 B>$6CD 双脱氧末端终止法［’*］对重组质粒

的序列测定，以验证其阅读框架，由上海英骏生物技术公司

完成。

!"# 类 $ 蛋白基因在 %&’! 中的表达

将含重组质粒的大肠杆菌 :8*’ 接种 8: 肉汤，+)&摇振

培养，至 &’ 值 ,E( A ,E5 时，加 F-<G 至终浓度 ’""HI7"8，继

续剧烈摇振培养 + A !4。经离 心，超 声 破 碎，后 进 行 B1B=
-3G;，电泳结果用图象分析系统扫描分析，同时以 @#J 亲和

层析柱对融合蛋白进行纯化。

参照文献的方法进行半干式转印［’’］。取经 F-<G 诱导

后的重组菌超声波破碎上清加等量电泳上样缓冲液后煮沸

("#$，进行 B1B=-3G;。蛋白转印至 2. 膜后，进行免疫杂交，

一抗为纯化兔抗兽疫亚种 3<..+(*!5 株的抗血清，二抗为辣

根过氧化物酶标记的羊抗兔 F6G，13: 显色。

!"( 抗类 $ 蛋白单克隆抗体制备及筛选

取 K A ’* 周龄 :3:87L 雌性小鼠 ! 只，以纯化的重组类

M 蛋白为免疫原，按文献报道的方法进行免疫［’+］。最后一

次免疫 + 天后取免疫鼠脾脏细胞与对数生长期的 B-7, 细胞

进行融合，B-7*, 细胞的培养、小鼠脾脏细胞及饲养细胞的制

备、细胞的融合、杂交瘤细胞的克隆等均按常规的方法进

行［’+］。杂交瘤细胞分泌上清单抗的筛选以间接 ;8FB3 进

行，筛选的抗原为 3<..+(*!5 株全菌灭活抗原。

表 ! 单抗的亚类、效价和特异性

<>NIC ’ <4C L4>D>LOCD#P>O#H$ HQ "H$HLIH$>I >$O#NHRS >6>#$JO M=I#TC 9DHOC#$
ML3N U! U( U5 5’’ 5’+ 5*’ 5** 5*+ ’1! *.K +U! (;5
BVNLI>JJ F6G’ F6M F6G*N F6G’ F6G’ F6G*N F6G*N F6G’ F6M F6G’ F6G’ F6G*N
<#IOCD *E(5 W ’,! (E’* W ’,! (E’* W ’,! *E(5 W ’,! (E’* W ’,! ’E,* W ’,( (E’* W ’,! *E(5 W ’,! *E(5 W ’,! (E’* W ’,! (E’* W ’,! *E(5 W ’,!

.DHJJ DC>LO#H$ X X X X X X X X X X X X

!") 腹水单抗的制备及单抗亚类鉴定

取 * 月龄以上的雄性 :38:7L 小鼠，腹腔注射降植烷后，

再注射杂交瘤细胞制备腹水单抗，具体按文献报道进行［’+］。

收集腹水单抗后以改良辛酸法进行单抗的纯化，同时以间接

;8FB3 测定其效价，包被抗原用纯化重组类 M 蛋白。采用抗

体亚类试剂盒测定 ML3N 亚类。

!"* 单抗的黏附抑制作用

具体按文献报道的方法进行［’5］。每份样品设 + 个重

复，并重复实验一次。

’ 结果

’"! +,- 扩增结果

-./ 产物经琼脂糖凝胶电泳后，出现一条 ’’,,N9 左右

的条带，大小与目的基因一致，对照组马链球菌马亚种、猪链

球菌 * 型均未扩出目的条带。

’"’ 重组质粒的鉴定和序列测定

-./ 扩增的 3<..+(*!5 株去信号肽的类 M 蛋白基因定

向克隆至 9;<=+*>（ ? ）载体，得到重组质粒，命名为 9;<=+*>
（ ? ）=M。重组质粒经 !"#/!和 $%#!双酶切，得到大小约

(%,, 和 ’’,,N9 的片段，表明类 M 蛋白基因已成功克隆。

以重组质粒 9;<=+*>（ ? ）=M8 为材料进行序列测定，测

序结果经 :83B< 证实该基因为马链球菌兽疫亚种类 M 蛋白

基因，大小为 ’,%+N9，与马链球菌兽疫亚种 3<..+(*!5 株类

M 基因一致，未出现移码现象。

’"# 表达的类 $ 蛋白的免疫印迹

重组菌菌体超声波破碎上清经 B1B=-3G; 表明，在 F-<G
诱导下，转化有重组质粒的 :8*’ 表达了分子量约为 5, T1>
的重组融合蛋白，通过对凝胶分析表明，融合蛋白的表达量

约为 +*0，说明融合基因在 :8*’ 中进行了高效表达（图 ’）。

图 ! 表达蛋白 ./.0+123 及 4567589 :;<7 检测结果

U#6Y’ B1B=-3G; >$R ZCJOCD$ NIHO HQ C[9DCJJCR 9DHOC#$JY ME -DHOC#$

M>DTCD；’E ;[9DCJJ#H$ 9DHRVLO #$RVLCR NS F-<G；*E 2H$=#$RVLCR 9DHRVLO；

+E \CJOCD$ NIHO Y

’"( 单抗的制备及亚类鉴定

通过淋巴细胞杂交瘤技术，获得了 ’* 株能稳定分泌抗

马链球菌兽疫亚种类 M 蛋白的单克隆抗体细胞株（表 ’）。

其分泌的单抗与 3 群链球菌、猪链球菌 * 型、马链球菌马亚

种、金黄色葡萄球菌、禽大肠杆菌均不发生交叉反应，分别命

名为：U!、U(、U5、5’’、5’+、5*’、5**、5*+、’1!、*.K、+U!、(;5。制

备的相应腹水单抗纯化后，经间接 ;8FB3 检测，效价范围在

’’)范红结等：猪源马链球菌兽疫亚种表达的类 M 蛋白黏附抑制性单抗的获得 Y 7微生物学报（*,,)）!)（!）



!"#$$ % &$!’$$ 之间。单抗亚类鉴定结果显示，其中 # 株为

()*&，’ 株为 ()*!+，另外 ! 株为 (),。

!"# 单抗对 $%&’! 细胞的黏附抑制作用

单抗黏附抑制作用显示，单抗 !-. 能阻断类 , 蛋白结

合 /012! 细胞，而其他单抗未见阻断作用，未与单抗感作的

类 , 蛋白能结合 /012! 细胞，而阴性对照未见结合（图 !）。

图 ! 单抗对 $(&’! 细胞的黏附抑制

34)5! 678 9:78;<4=> 4>74+4?4=> =@ ,AB+ ?= /012!C

) 讨论

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，引起败血症、关

节炎等疫病［&，.，D］。自吴硕显等 &D’D 年在上海地区首次报道

该菌引起的猪链球菌病以来，该病一直在我国猪群中存在，

呈地方流行。目前，我国尽管有防控该病的弱毒疫苗，但安

全性存在问题。因此，开展猪源马链球菌兽疫亚种毒力因子

研究，对阐明该菌的致病机理及新型疫苗的开发十分必要。

,==;8 和 E;F9>< 最早报道马链球菌兽疫亚种菌体表面有

一种耐酸、耐热、对胰酶敏感的蛋白，且认为该蛋白类似于 B
群链球菌的 , 蛋白［&’］。64G=>8F 首次证实马源兽疫亚种类

,蛋白具有调理素作用，并为该菌重要的保护性抗原，但对

猪源菌株未见相关报道［.］。本实验室曾报道猪源兽疫亚种

B6--H"!’# 株含完整信号肽的类 , 蛋白基因，含一个 &&HI
+1 JK3，与马源菌株类 , 蛋白基因的同源性为 .#CDL，但一

直未能表达［D］。本文通过切除类 , 蛋白基因的部分信号肽

序列，获得了分子量约 #$ MN9 的表达产物。究其原因，可能

是在大肠杆菌中，类 , 蛋白信号肽引导蛋白折叠和分泌的

机制与马链球菌兽疫亚种不同，故信号肽影响了该基因的表

达。本文中表达蛋白的分子量约 #$MN9，比文献报道的 ".
MN9 稍大，可能与表达载体融合的一小段 /4< 蛋白有关。

B 群链球菌 , 蛋白是由 ! 个!螺旋的链卷曲成类似于

绞绳的结构［&"］，具有黏附宿主上皮细胞以及抗吞噬等多种

生物学功能，马链球菌兽疫亚种类 , 蛋白结构与其相似，亦

同样具有黏附上皮细胞等功能（材料另文发表）。本文研制

了 &! 株针对类 , 蛋白的特异单抗，其中 !-. 单抗能够阻断

类 , 蛋白黏附 /012! 细胞。故该单抗与类 , 蛋白相应表位

结合的肽段可模拟类 , 蛋白黏附细胞的受体，利用该特异

单抗，通过噬菌体肽库展示技术，可筛选到与单抗相匹配的

肽段，这对阐明马链球菌兽疫亚种类 , 蛋白黏附上皮细胞

的分子机制有重大意义。
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答 作 者 问

问：我想尽早得到审稿结果，或者提前发表，有没有好的办法能使审稿老师快点。比如我们增加审稿费等方法？

答：在发给作者的“收稿通知”中，编辑部已经告知了我刊处理稿件的程序和大致时间进度。在作者向我刊投稿之前，应详细

了解我刊的规定。审稿人评审一篇文章，并给出谨慎的评审意见是需要一定时间的。所以，作者在投稿之前应该留出足

够多的时间给编辑部，以便于编辑部进行评审，我们的承诺是在 5 个月之内给予答复，O X 67 个月之内刊出。如要求提前

发表，请在投稿的同时提出书面报告，说明该研究成果的重要性、创新性、竞争性和提前发表的必要性，经过我刊编委会讨

论并通过后，可予提前刊出，无需另加费用。
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