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猪链球菌国内分离株精氨酸脱亚氨酶的克隆表达及其活性分析

张金秋，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 K/B49BL 上精氨酸脱亚氨酶（90M>B>B/ E/>=>B9N/，OP）序列 O8#!(’(!，设计并合成一对引物，用 Q3R 检测

$1 株猪链球菌和 " 株马链球菌兽疫亚种的 !" 基因，发现 $1 株猪链球菌均能检出此基因，而 " 株马链球菌兽疫亚

种均未检出。扩增出的猪链球菌 $ 型（SS$）强毒株 TO1’%& 的 !" 基因片段，定向克隆至 @4OP7#$%;T>N3 严紧型质粒

并转化 5*Q&%。阳性重组菌经 U;阿拉伯糖诱导，表达出分子量约 !"%%%P9 的重组蛋白。经镍柱亲和层析，获得纯化

的重组酶。活性分析显示，该酶具有巯基酶和金属酶的特征，其最适反应温度为 2"V，最适 @T 值为 (W#。X/N,/0B
.6-, 分析显示，该酶能与 SS$;TO1’%& 全菌制备的兔抗血清发生特异性反应，表明其具有一定的免疫原性。检测该

酶有助于进一步分析猪链球菌可能的毒力因子。
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猪链球菌（&’()*’+%+%%,- -,.-）根据其荚膜多糖抗

原性的不同，可分为 2# 个血清型（& ) 2!，&7$）［& ) 2］，

主要致病血清型为 & 型、$ 型、" 型、1 型、&! 型和 &7$
型，其中以 $ 型流行最广，致病性最强［!］，可引起猪

的脑膜炎、关节炎、肺炎、败血症等［# ) "］，亦可引起人

类感染 ，是一种重要的人畜共患病病原。近年来的

研 究 认 为，荚 膜 多 糖（ +9@N?690 @-6JN9++I90>E/，
3QS）［’，1］、溶 菌 酶 释 放 蛋 白（=?09=>B>E9N/ 0/6/9N/E
@0-,/>B， ZRQ）［&%］、胞 外 因 子（ /:,09+/66?690 [9+,-0，
<8）［&%］、溶血素（N?>6JN>B，SU\）［&&］和 ]MK 结 合 蛋 白

（]MK 6>M9BE）［&$］等是其重要的毒力因子。但在加拿

大等地分离的大多数强毒株并不产生 ZRQ、<8 等毒

力相关蛋白［&2］，这表明猪链球菌存在更为复杂的致

病机制，可能是多种因素共同作用的结果。

蛋白酶在细菌的生命活动中常常发挥重要的作

用，如参与营养物质的运输、细胞的新陈代谢、受体

与配体相互作用等［&!］，但在猪链球菌的研究过程

中，有关蛋白酶的报道并不多见。X>B,/0I-[[ 等［&#］用

二维电泳的方法发现了一种新的蛋白，在猪链球菌

$ 型的菌体表面及胞外上清中均有存在。当生长环

境的温度升高时，该蛋白的表达量也会增加。氨基

端测序分析表明，其与化脓链球菌的链球菌酸性糖

蛋白（N,0/@,-+-++96 9+>E M6J+-@0-,/>B，SOKQ）具有高度

同源性，并具有精氨酸脱亚氨酶活性，故命名为猪链

球菌的精氨酸脱亚氨酶（90M>B>B/ E/>=>B9N/，OP）。国

内尚未有关于此酶的报道。本试验对精氨酸脱亚氨

酶的基因在部分国内分离菌株中的分布情况进行检

测，克隆表达其功能片段，并对表达酶的理化性质进

行了初步研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：猪链球菌 $ 型（&’()*’+%+%%,- -,.- ,J@/ $，

SS$）强毒株 TO1’%& 由本实验室姚火春等［&(］于 &11’
年从江苏分离、鉴定；̂\%#"&1 株由四川省动物防疫

总站惠赠；SS$ 无毒株 5&# 由荷兰 TD S=>,I 教授［&"］

惠赠；其余 $& 株 S$$、& 株 SS&、SS" 和 SS1 各两株，以

及 " 株马链球菌兽疫亚种均由本实验室保存。

!"!"# 试 剂：<: /!05Z（#_7!U）、1-’" 、2%+R"
（&%_7!U）（59‘9R9 公司）；质粒抽提试剂盒、PaO 回

收试 剂 盒（59‘9R9 公 司）；OM90-N/（Q0-=/M9 公 司）；

T>ND4>BE R/N>B 镍亲和层析柱（a-b9M/B 公司）；胰蛋

白胨、酵母抽提物（*c*]P 公司）；O=@（南京第一制

药厂）；a;甲苯磺酰;U;赖氨酰;氯甲基酮（5U3‘）、&，

&%;邻二氮杂菲（*QO）、a;（反式;环氧丁二酰）;U;亮
氨酰;胍基丁酰胺（<;(!）、碘乙酰胺（]-E-9+/,9=>E/）、



苯甲基磺酰氟（!"#$）、%&’()*&+ ,（#&-./ 公司）；乙二

胺四乙酸（0%1,）、23巯基乙醇（23"0）、#%#、二硫苏

糖醇（%11）（,.(456) 公司）；73/(-&+&+43’8/（#&-./ 公

司）；73/(/()54（,.(456) 公司）。

!"!"# 引 物 设 计：根 据 94+:/+; 登 录 序 列

,$<=>?>=，利用 !(&.4( <@A 软件，自行设计一对引物

,(-%!B 和 ,(-%!2，引物两端分别添加限制性酶切位

点 !"# !、$%&C!和 保 护 性 碱 基，扩 增 ,(-&+&+4
%4&.&+/54 #D5*4. 中第一个开放阅读框 BE F BE=GH’
间的片断。引物序列分别为：上游引物 ,(-%!B：<I3
J,1J19J,919,9,99J,99,,,9J91,J3EI；下游引

物 ,(-%!2：<I3J199,,11J,,,J99J,119,J,1,J,
,J3EI。
!"$ 目的基因的获得

!"$"! !JC 扩增：J1,:K8/JL 法提取细菌的基因组

%8,［B?］。!JC 采 用 2<"7 体 系，扩 增 条 件 为：M=N
<.&+；M=N <A5，<>N B.&+ ，G2N B.&+EA5 ，E< 个循

环；G2NBA.&+。以双蒸水为空白对照。

!"$"$ !JC 产物的回收和酶切：以 ##23O,M?AB 为

参考株，进行以下试验。!JC 产物在 A@?P的琼脂

糖凝胶电泳后，用 %8, 回收试剂盒回收目的片断，

并用 !"#!和 $%&C!双 酶 切 =Q，加 BA R 7)/S&+-
:TUU4( 终止反应，电泳回收酶切后的目的基因片段。

!"# 重组质粒的构建和测序

!"#"! 重组质粒的构建：在含有 BAA"-K.7 ,.’ 的

7: 中接种携带 ’:,%K"D63O&5J 空质粒的 1V!BA 单

菌落，EGN振摇 B2 F B>Q，用质粒抽提试剂盒抽提质

粒，!"#!和 $%&C!双酶切后，以 %8, 回收试剂盒

回收酶切产物。将 !JC 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 1V!BA
宿主菌。感受态细胞的制备、转化均按常规方法［B?］

进行，利用 ,.’ 抗性、!JC 方法和限制性酶切进行

重组质粒的筛选和鉴定。

!"#"$ 重组质粒的序列分析：对 !JC 方法和限制性

酶切鉴定为阳性的重组质粒进行序列测定，由上海

W+X&*()-4+公司完成，以验证读码框的正确性，并用

%8,#*/( 和 :7,#1 软件进行序列同源性分析。

!"% 重组质粒的诱导表达及纯化

取阳 性 重 组 质 粒 的 单 菌 落，接 种 含 BAA"-K.7
,.’ 的 7:，EGN剧烈振摇 2 F EQ，当菌液浓度达到

’(>AA Y A@= F A@< 时，加入 73/(/()54 至终浓度分别为

2P、A@2P、A@A2P、A@AA2P和 A@AAA2P，EGN继续剧

烈振摇培养 > F ?Q。BAAAA R - 离心 <.&+，收获菌体。

沉淀均以 ’OG@2 BA..)LK7 的 !:# 洗涤 E 次，加等体

积的电泳上样缓冲液煮沸 BA.&+，#%#3!,90 检测蛋

白表达情况。按最佳条件大量诱导表达重组蛋白，

超声波 裂 解 后，离 心 所 得 上 清 用 8)X/-4+ 公 司 的

O&5Z:&+S C45&+ 纯化试剂盒进行融合蛋白的亲和层

析。

!"& 表达酶的 ’()*(+, -./*
纯化后的蛋白进行 #%#3!,90，采用半干电转移

法将其转移至 ![%$ 膜上，用 <P脱脂乳封闭后，进

行 \45*4(+ HL)* 分析。一抗为用灭活的 ##23O,M?AB
菌体制备的兔抗血清，二抗为辣根过氧化物酶标记

的葡萄球菌 , 蛋白（OC!3#!,），以二氨基联苯胺

（%,:）显色。

!"0 表达酶的活性分析

采用 V-&+5;D［BM］方法并稍加改进检测酶的活性。

以 73/(-&+&+43)8/ 为底物（<A..)LK7），在 <A..)LK7 磷

酸盐缓冲液（’OG@<）中，EGN反应 EA.&+ 后，以带有

底物的失活酶液作为空白对照，测定其 ’(=A<。设每

分钟 ’(=A<变化 A@AB 为一个酶活单位。改变反应条

件，测定该酶在不同的温度和 ’O 值时的稳定性。

所用的缓冲液系统为：<A..)LK7 柠檬酸盐（’OE F
>），<A..)LK7 磷酸盐缓冲液（’OG F ?）/+S <A..)LK7
1(&53OJL 缓冲液（’O? F M）。

将纯 化 的 重 组 酶 分 别 与 BA..)LK7 的 0%1,，

<..)LK7 的 W)S)/64*/.&S4，BA..)LK7 的 17J]，B." 的

03>=，BA..)LK7 的 !"#$，BA..)LK7 的 V!,，BA..)LK7
的 23"0，BA..)LK7 %11，A@A<P的 #%# 及各种金属离

子等室温作用 BA.&+ 后，分别加入底物，EGN反应

EA.&+，测定酶活。以未经处理的酶活力为 BAAP，

其余折合为酶活力的百分数。

$ 结果

$"! 123 扩增和序列分析

!JC 扩增产物经 A@?P琼脂糖凝胶电泳，紫外

灯下观察，2M 株猪链球菌均出现约 B@E;H 的清晰条

带，与预期大小一致，而 G 株马链球菌兽疫亚种均未

出现此条带，空白对照未出现非特异性条带。扩增

片断经测序，大小为 BEE=H’，9KJ 含量约 EA@BP，经

%8,#*/( 和 :7,#1 软件进行同源性分析，其与已发

表的猪链球菌 2 型 WM?=BKB 株的 /S 序列同源性高达

MMP，与化脓链球菌的 "*+) 和 ),- 基因同源性分别

为 ?MP和 ??P。

$"$ 重组质粒的鉴定

扩增片段定向克隆至 ’:,%K"D63O&5J 表达质粒

中，获得的重组质粒转化感受态宿主菌 1V!BA，经

B>?张金秋等：猪链球菌国内分离株精氨酸脱亚氨酶的克隆表达及其活性分析 Z K微生物学报（2AAG）=G（<）



!"# 抗性筛选得到阳性重组菌。提取重组质粒，经

!"#!和 $%&$!双酶切，得到 %&’() 和 ’&*() 左右的

片段，说明 ’( 基因片段已成功克隆。

!"# 重组质粒的诱导表达、纯化和免疫转印

重组菌株经 +&++,-./0101234 诱导后，菌体蛋白

进行 565/7!89，出现明显的约 %:+++60 的蛋白条

带，而含 #;!6<)*%/=>3? 空载体的 @A7’+ 诱导后在

该处无特异条带（图 ’）。纯化后的蛋白进行免疫印

迹，在分子量约 %:+++60 处出现一条明显的棕色条

带（图 ,）。

图 $ 诱导表达产物 %&%’()*+ 图谱

B>CD’ 565/7!89 2E 4F#1433>2G #12H4034D I：712H4>G I01(41；’，,，*：

#12JKLH3 2E MN，ON，%N 0EH41 >GJKL4J )P ./0101234，143#4LH>Q4RP；%：#;!6<

)*%/=>3? Q4LH21 S>HN2KH >G341H4J E10C"4GH 03 L2GH12R D

图 ! 纯化后的表达酶 %&%’()*+ 和 ,-./-01 234/ 结果

B>CD , 565/7!89 0GJ T43H41G )R2H 0G0RP3>3 2E #K1>E>4J 4F#1433>2G

#12H4034D ’：T43H41G )R2H 0G0RP3>3；,：565/7!89 2E #K1>E>4J 4F#1433>2G

#12H4034；I：712H4>G I01(41 D

!"5 表达酶的活性分析

以 ./01C>G>G4/#U0（V+"I）为 底 物，在 不 同 的 温

度、#= 值、各种抑制剂和金属离子存在的条件下，测

定酶的活性。实验结果显示该酶的最适反应温度为

*:W（图 */!），最适 #= 值为 O&V（图 */;）。该酶在

,MW至 %,W温度范围内均具有较高的活性，但 VOW
作用 *+">G 后，仅能保持 ’+-的酶活（以 *:W时的

最高酶活为 ’++-）。?0, X 、YG, X 、B4, X 等金属离子对

酶活有促进作用，而 96@!、A7!、6>#12H>G !、@.?Z、9/
O%、[2J20L4H0">J4 等抑制其活性，7I5B 对其无显著影

响（表 ’、表 ,）

图 # 表达酶的最适反应温度和最适反应 67
B>CD* @N4 2#H>"K" H4"#410HK14（!） 0GJ #=（ ;） 2E 4F#1433>2G

#12H4034D

表 $ 各种化学试剂对酶活性的影响

@0)R4 ’ 9EE4LH 2E Q01>2K3 LN4">L0R3 2G 0LH>Q>HP 2E !1C>G>G4 64>">G034
?N4">L0R3 @P#4 ?2GL4GH10H>2G<（""2R<.）$4R0H>Q4 0LH>Q>HP<-
96@! I4H0RR2 ’+ %M
@.?Z ?P3H4>G4<341>G4 ’+ %%
9/O% ?P3H4>G4 ’ *%

[2J20L4H0">J4 ?P3H4>G4 V %\
7I5B 541>G4 ’+ ’+,

6>#12H>G ! I4H0RR2 V ’%
A7! YG, X <B4, X ’+ ,+
,/I9 $4JKL41 ’+ :M
6@@ $4JKL41 ’+ O*
565 64H41C4GH +&+V- :\

表 ! 各种金属离子对酶活性的影响

@0)R4 , 9EE4LH 2E "4H0R >2G 2G 0LH>Q>HP 2E !1C>G

!
!!!

>G4 64">034
I4H0R >2G

<’+（""2R<.）
$4R0H>Q4
0LH>Q>HP<-

I4H0R >2G
<’+（""2R<.）

$4R0H>Q4

!! 0LH>Q>HP<-
IC?R, \V IG?R,!! MO
U0?R ’++ ?K?R,!! \%
YG?R, ’+: ?2?R,!! MV
?0?R, ’,O ;0?R,!! ’+\
B4?R, ’+V Z?R ’+’

# 讨论

猪链球菌 , 型（55,）是一种重要的人畜共患病

病原，我国于 ’\\+ 年在广东省首次分离鉴定到 55,，

随后对 55, 的研究主要集中于毒力因子方面，对蛋

白酶方面的报道尚不多见。本试验首次在猪链球菌

国内分离株中检测到精氨酸脱亚氨酶基因，发现该

基因不仅存在于 , 型菌株中，也存在于 ’ 型、: 型和

\ 型中，且强毒株与无毒株在基因序列上无显著差

异（试验选取 55, 强毒株 =!\M+’、Y]+V:’\ 和无毒株

@’V 同时进行了测序分析）。另外，从 ’\\: 至 ,++V
年间，在江苏、上海、四川、安徽、江西等地，不同年代

及不同地域分离的菌株都能检出该基因，表明其具

有一定的保守性。6U!5H01 分析显示其编码的蛋白

含有 %*, 个氨基酸，分子量约 %OM++，与化脓链球菌

和肺炎链球菌的 5!87 同源性分别为 \+-和 MO-，

其蛋白质序列比核酸序列具有更高的同源性。

,OM Y=!U8 ^>G/_>K +# ’, D <-%#’ ).%/&0.&,&1.%’ 2.3.%’（,++:）%:（V）



精 氨 酸 脱 亚 氨 酶 系 统（ !"#$%$%& ’&$($%)*&
+,*-&(）广泛存在于很多原核生物体内，主要由精氨

酸脱亚氨酶（!’），鸟氨酸氨甲酰转移酶（."%$-/$%&
0)"1)(.,2-")%*3&")*&，456）和氨基甲酸激酶（0)"1)()-&
7$%)*&，58）9 种酶组成。其中 !’ 催化精氨酸转化

为瓜氨酸，同时生成 :;9 和 !6<；瓜氨酸再经 456
和 58 催化降解，最终生成 54=、:;9 和 !6<。推测

该系统的功能可能有以下几个方面：（>）催化精氨酸

的代谢，为细菌的生命活动提供 !6<；（=）提供氨基

甲酰磷酸酶，参与瓜氨酸和嘧啶的合成（后者是参与

细菌 ’:! 合成的重要物质）；（9）通过产生 :;9，增

强细菌对酸性环境的抵抗能力［=?］。对已发表的猪

链球菌 = 型参考株 <>@A 的全基因组进行分析，结果

显示编码这 9 个酶的基因在排列上紧密相连，提示

它们可能位于同一个操纵子内；而且其上游和下游

存在多个调控基因，表明 !’ 系统的表达可能受诸

多外界因素（温度、氧气、B; 值等）的调控，这可能是

该酶的表达量受温度调节的证据之一。已报道的铜

绿假单胞菌、化脓链球菌、肺炎链球菌及口腔链球菌

的 !’ 系统亦存在类似的操纵子结构［=>，==］，表明该

系统在进化上可能具有较高的保守性。

另外，’&#%)% 和 C.%-)$%& 等［=9］的研究发现，表达

精氨酸脱亚氨酶的化脓链球菌，在酸性环境下（如吞

噬小体内）的存活率远远高于不表达该酶的突变株，

可能是由于该酶催化的代谢反应过程中产生的 :;9
能提高环境的 B; 值，从而有利于增强细菌抵抗酸

性环境破坏的能力，而此过程中产生的 !6<，则可以

为细 菌 的 生 命 活 动 提 供 能 量。’&#%)% 和 <)2(&"
等［=D］的研究还发现，产生 !’ 的化脓链球菌（野生

株），在体外能够抑制受抗原刺激的人外周血单核细

胞及 6 细胞的分化增殖，而该酶的缺失突变株不存

在此种抑制效应；用 ;EBF=5 细胞进行细菌侵袭力

实验，发现野生株比突变株侵袭细胞的能力强 9 G H
倍。猪链球菌同样产生此酶，其是否存在类似的功

能，有待于进一步的研究。

试验选择 BI!’@J,0F;$*5 严紧型质粒进行原核

表达，其融合蛋白仅 =7’，所以对表达产物的活性和

免疫原性不会产生较大影响，比常用的 BE6、BKEL
等表达系统具有更大的优越性。酶活试验表明，该

原核表达产物具有天然酶的活性，能催化精氨酸的

降解；金属酶抑制剂（E’6!、4<!、’$B".-$% !）和半胱

氨酸抑制剂（6M58、EFND、O.P.)0&-)($P&）能显著降低

其活性，提示其活性中心附近可能有半胱氨酸存在，

具有金属酶和巯基酶的特征。

Q&*-&"% 12.- 显示，该酶能与猪链球菌 = 型全菌

蛋白制备的抗血清发生特异性反应，表明其具有一

定的免疫原性。由于该酶在猪链球菌多个血清型中

具有高度的保守性，且广泛存在于菌体表面和胞外

上清中，因此对建立新的猪链球菌病血清学诊断方

法和开发新的亚单位疫苗，具有一定的参考价值。
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