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猪链球菌 !型一种新的免疫原性蛋白的鉴定及特性分析

张 炜，吴宗福，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 $&%%/’）

摘 要：利用免疫蛋白组学方法，鉴定出链球菌 $型（!"#$%"&’&’’() )(*) KH=* $，LL$）江苏分离株 MN/5%&具有免疫反应
性的蛋白 MO0。应用同源性比对、信号肽预测、跨膜区预测及亚定位预测等生物信息学方法对该蛋白进行分析，结
果显示：同源性最高的蛋白为屎肠球菌胞外溶解物结合蛋白（!&P）；蛋白序列中含有信号肽结构；"6$!位氨基酸为
该蛋白的跨膜区；预测蛋白定位为除胞质外的未定位置。Q1R扩增出该蛋白的一段基因定向克隆到表达载体 =:36
0$8（ S）中并转化入 2T$&（):0）宿主菌。重组菌经 UQ3V诱导后的 L)L6QNV:图谱在 !#W)8处出现融合蛋白的条带。

X*EK*.? -4JK表明，此融合蛋白可被 LQ7微型猪抗 LL$血清所识别，提示该蛋白可作为该菌的亚单位疫苗的候选物。
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猪链球菌（ !"#$%"&’&’’() )(*)，LL）是重要的猪细
菌病病原。该菌共有 0’个血清型，其中 $型 LL$是
最常见的致病血清型，可致猪脑膜炎、肺炎及关节炎

等［&］。同时，LL$也是重要的人兽共患病病原，当人
与患病猪及猪肉产品接触时，可能导致脑膜炎、失

聪、心内膜炎及败血性休克等［$，0］。$%%’ 年四川和
&//5年江苏爆发人感染猪链球菌，分别导致 05人和
&!人死亡［!，’］。

LL$发病很急，往往来不及治疗，所以应以疫苗
预防为主。国内外对该菌的疫苗研究从未间断。全

菌灭活菌被证明可以对同型猪链球菌的感染产生保

护［#］。除了灭活苗和活苗外，也有多种亚单位苗被

研制。例如溶菌酶释放蛋白（,<.8,;B8E*6.*4*8E*B
=.JK*;?，ORQ）、胞外因子（*9K.8+*44<48. =.JK*;? Y8+KJ.，
:7）和溶血素（E<;4HE;?，LTZ），并证明对菌株感染有
一定保护率［"］。但是缺少这些蛋白的 LL$菌株被证
明也可以致病［&，5，/］。所以应给予 LL$ 其它具有免
疫原性的蛋白，特别是 LL$不同菌株所共有的蛋白
以关注，以期研究出能针对更多不同菌株 LL$感染
的亚单位疫苗。

本实验利用蛋白组学与传统免疫学方法相结合

而产生的免疫蛋白组学［&%］方法，鉴定出可以被 LL$
免疫血清能识别的蛋白。将此类蛋白基因定向克隆

到表达载体并在大肠杆菌中表达，并用免疫转印评

价重组蛋白的免疫原性。

" 材料和方法

"#" 材料
"#"#" 实验用菌株和实验动物：猪链球菌 $ 型
MN/5%&株由本实验室分离、鉴定并保存；大肠杆菌
3[Q&%、2T$&（):0）由本实验室保存。无特定病原体
（L=*+*Y;+ =8KIJ\*? 7.**，LQ7）巴马系香猪由上海交通
大学华修国教授提供。

"#"#! 主要试剂和仪器：等电聚焦在 2;J6R8B公司
等电聚焦仪（QR[3:N] U:7 +*44）中进行；等电聚焦用
干胶条（=M !6"）和蛋白质 O8.W*.购自 2;J6R8B公司；
凝胶转印仪（型号 3:""）和组氨酸表达标签纯化柱
（M;E3.8=3O MQ）为 V: I*84KI +8.*公司产品；辣根过
氧化物酶酶标兔抗猪 U\V为博士德公司产品；胶内
酶解和基质辅助激光解析电离飞行时间质谱

（O8K.;968EE;EK*B 48E*. B*EJ.=K;J?^;J?;F8K;J? K;,*6JY6Y4;\IK
,8EE E=*+K.J,*K.H，ONT)U63[76OL）由上海基康公司
完成；=O)6&53载体、38_ )]N聚合酶、B]3Q、+,-M U
和 !,. U内切酶、3! )]N连接酶和 )T$%%% O8.W*.为
大连宝生物工程有限公司产品；UQ3V为 Q.J,*\8 公
司产品。

"#"#$ 引物的设计：根据免疫蛋白组学鉴定出有免
疫原性的蛋白 MO0，即 LL$ Q&^"株 LL‘&##!蛋白的



基因（!!!" #$%&’( " $) " *+），合成一对含 !"#, - 和
$"% - 双 酶 切 位 点 的 引 物： . /0
121332144214441311342 324 50； 2 /0
423143241234234214211234 50。扩增其从 5/6
到 7785共 9:9;<的 =>2片段。
!"!"# 免疫血清的制备：三只 .?@ 香猪用 ,2A:B7
灭活苗（成都药械厂生产）免疫，按说明书，每头肌肉

注射 7CD；三周后 E免，E免后 E周采血，用 FD-.2检
测血清的效价，5只猪的血清均为阳性，取效价最高
的血清进行后续实验。

!"$ 免疫原性蛋白的鉴定
,2A:B7过夜培养物，按 G*C$%% 等所述的三氯

乙酸H丙酮法提取该菌的上清蛋白［77］。等电聚焦按
以下程序在 79I进行：主动水化 78J；E/BK，5BCL%；
/BBK 5BCL%；8BBBK 5J；8BBBK E/，BBBMJ，同时进行 E
根胶条。等电聚焦完成，平衡后进行 .=.N?23F。一
块胶用于染色（考马斯亮蓝 ONE/B）；另一块用作免
疫转印，以 .?@猪高免血清为一抗，兔抗猪 -&3为二
抗，二氨基联苯胺（=L$CL%P;’%QLRL%’，=2G）显色。切
取与转印膜上免疫反应点相对应染色胶上的点，进

行胶内酶解和 S2D=-N1T@NS.。所得到的肽质量指
纹图谱（<’<ULR’ C$## VL%&’(<(L%U，?S@）用 S2.4T1
（JUU<：HH!!!" C$U(LW#)L’%)’" )PC）和H或本地 S2.4T1
（JUU<：HH!!!" <(PU’PCL)# " )%HC$#)PU）进行检索。
!"% 蛋白序列的生物信息学分析
由免疫蛋白组学方法所鉴定得来的蛋白序列用

GD2.1（JUU<：HH!!!" %);L " %XC" %LJ " &PMH;X$#U）进行同源
性分析；信号肽预测软件 .L&%$X-?（JUU<：HH!!!" );# "
RU* " R+H#’(ML)’#H.L&%$X?H）进行信号肽预测；,SS1T?
（JUU<：HH!!!" ’%QLC" J*HJCCUP<H）进行预测跨膜区；
?.TO1;（JUU<：HH!!!" <#P(U " P(&H）预测该蛋白的亚细胞
定位。

!"# !"%部分基因的克隆
反应条件为：A8I，8CL%；A8I 5B#；/EI 5B#；

9EI 5B#；9EI 7BCL%；?4O 产物经 7Y琼脂糖电泳
后，用 FG染色后，用紫外灯观察。
!"& 重组表达质粒 ’()%$*+!"%的构建及鉴定
扩增的 ?4O 产物用胶回收试剂盒回收，用

<S=7:N1 K’)UP( 连接，并转化于感受态细胞 1T?7B
中。通过氨苄抗性平板筛选所得的阳性克隆，命名

为 <S=7:N1N&#5，提取质粒，进行双酶切鉴定。琼脂
糖电泳后将回收目的片段 &#5，与双酶切过的载体
<F1N5E$ 连接用 18 连接酶进行连接，并转化入

GDE7。阳性质粒命名为 <F15E$N&#5，对鉴定的阳性
克隆测序（由华大基因公司完成）。

!", 重组蛋白的诱导表达与免疫转印
将 ,S5阳性菌落过夜培养物按 EY的量接种于

DG 中，振荡培养至 T= 值在 BZ8 [ BZ6，加 -?13至终
浓度 BZ:CCPX·D\ 7，继续振荡培养。收集菌体，加上

样缓冲液进行 .=.N?23F（7EY分离胶、/Y浓缩胶）。
电泳胶采用半干转印法（BZ9C2H)CE，7EBCL%），将蛋
白转印到 ?K=@ 膜上。/Y脱脂乳进行封闭；利用
,2A:B7免疫的 .?@猪备的多抗为一抗；加入兔抗猪
-&3二抗，=2G 显色。
!"- 重组蛋白的纯化及鉴定
参照说明书进行。注射器吸取蒸馏水，打开柱

的塞子，用提供的接头将柱和注射器连接上，避免空

气进入柱中；挪开拧断的末端，用 /CX蒸馏水洗柱；
用 /CD结合缓冲液平衡柱子，流速 7CDHCL%；用注射
器吸取已处理的样品上样；用 7BCD缓冲液洗涤；用
/CX洗涤缓冲液洗脱，分 /管收集，每管 7CD。每管
取 EB!D，用 .=.N?23F检测蛋白的分布及纯度。

$ 结果

$"! 免疫蛋白组学
,2A:B7上清蛋白的二维电泳图谱如图 7N2所

示，其免疫转印如图 7（G）所示。,S5经质谱鉴定，
获得 ?@S 先用 S2.4T1（JUU<：HH!!!" C$U(LW#)L’%)’"
)PC）检索，未有显著的结果，后改用内网 S2.4T1
（JUU<：HH!!!" <(PU’PCL)# " )%HC$#)PU）检索，鉴定为 ..
?7H9预测的 ..]7668蛋白。

,279的 ?@S 经 S2.4T1 检索后，得出的结果
为 ..E 的热休克蛋白 9B（ J’$U #JP)+ <(PU’L% 9B，
=%$^），该蛋白与 $’()*’+,+,,-. */)-#+/0") 的 =%$^高
度同源（-R’%ULUL’# _ /:BH6B9［A/Y］），而后者是一个
已知的弱免疫原性的蛋白［7E］。所以 ,279在转印膜
显示的是一个蛋白形状的空白区域（图 7NG），应该
是其免疫原性弱所致。

$"$ 生物信息学分析
因 .$%&’(中心上对 ?7H9的 ..*7668未给出更多

的注释，所以将此蛋白序列进行 GD2.1，得分最高的
为屎肠球菌（1/’)(+,+,,-. 2"),0-#）的胞外溶解物结合
蛋白第 /家族成员［’WU($)’XX*X$( #PX*U’N;L%RL%& <(PU’L%
V$CLX‘ /，-R’%ULUL’# _ E89H6B7（87Y）］，登录号为（&L a
6AE867B8）。对 ..]7668信号肽的预测结果 7BBY含
有信号肽，切割位点 :AZ9Y位于第 57位和第 5E位
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图 ! "#$%&!上清蛋白 ’(电泳图谱（#）和 ’(免疫转印结果（)）
!"#$% &’ ()*+",-（.）/01 &’23-45-)0 6,*55"0#（7）*+ *+ 58- -95)/:-,,;,/) ()*5-"04 *+ <.=>?%$

氨基酸之间。跨膜预测表明该蛋白有一个跨膜区，

位于 @2&A位氨基酸。细胞亚定位的得分由高到低
为（得分越高，存在于该位置的几率越大）：胞外

（AB?C）；膜浆膜（DB?>）；细胞壁（&B>@）；膜质（?B??），
最终的位置预测结果为未定。

’*+ ,-.结果和 /载体克隆鉴定
EFG产物的电泳表明，@>@6(处出现与明显条带

（图 &）。(H’%>2I2!"D经 #$"%!和 &$’!双酶切后，经
电泳可见，质粒分为 @>@6(及 &J??6(两个片段。

图 ’ "0+基因的 ,-.扩增产物
!"#$& I8- EFG ()*1;:54 *+ <HD +)/#K-05 #-0-$ H：’L&???；%：EFG

()*1;:54$

’*1 表达载体的鉴定
表达载体经测序表明读框正确，该序列与

M/0#-)中心 MM& E%N@（855(：NN333$ 4/0#-) $ /: $ ;ON:#"2
6"0N6,/45N4;6K"56,/45N424;"4）与 MM;%JJA 基因中相应序
列比对，结果表明有 %??P的同源性。
’*2 诱导表达和免疫转印
与诱异前相比，经 QEIR诱导后，重组菌全菌 M’M2

E.RS ACO’/处出现一明显较粗的蛋白条带，其大小
与融合蛋白理论分子量大小一致。经免疫转印后，

ET’!膜上 ACO’/处有一明显的反应条带（图 D）。

图 + 34/5"0+6)7’! 重组菌全菌 8(85,#94 及免疫
转印

!"#$ D M’M2E.RS /01 U-45-)026,*55"0# *+ -9()-44-1 )-:*K6"0/05

()*5-"04$ H：E)*5-"0 K/)O-)；%：LV4/5- *+ (SI2<HDN7L&% /+5-) "01;:-1

3"58 QEIR；&2D：LV4/5- *+ (SI2<HDN7L&% 6-+*)- "01;:-1 3"58 QEIR；A：

LV4/5- *+ (SI7L&% /+5-) "01;:-1 3"58 QEIR；C：U-45-)0 6,*5 /0/,V4"4 *+

()*1;:54 *+ (SI2<HDN7L&% -9()-44"*0$

’*: 纯化
纯化后，分管收集，A、C管电泳结果显示，ACO’/处

出现明显条带而其它部分蛋白含量几乎为零（图 A）。

图 1 纯化蛋白 8(85,#94
!"#$ A M’M2E.RS *+ (;)"+"-1 )-:*K6"0/05 ()*5-"0$ %2C： W)1"0/,

:*,,-:5"*0 (;)"+"-1 ()*5-"04；H：E)*5-"0 K/)O-) $

+ 讨论

鉴定未知蛋白的序列，以前一般流程是将被鉴

&C?% X<.YR U-" () $’ $ N*+)$ ,-+./0-/’/1-+$ &-2-+$（&??@）A@（J）



定蛋白纯化，经氨基酸测序，然后根据所测蛋白的序

列反推 !"#序列，经数据库检索或 $%&扩增得到要
鉴定蛋白基因的序列。出于技术的限制，"端一般
只能测 ’(个氨基酸，%端则更少，’)个左右［’*］。蛋
白组学作为后基因组时代的重要代表技术，其最大

优势是可以将凝胶中的蛋白点进行生物质谱分析，

再根据肽质量指纹图谱对基因组数据库进行检索，

直接得出蛋白质及 !"#序列。与以前的方法相比，
更快速，更直接。

猪链球菌 +型的自然感染很普遍［’,］，本实验采
用了 -$.动物，大大提高实验的可信度。免疫前后
的 /01-#证实免疫前血清的效价为阴性，二免后的
攻毒实验表明，免疫猪可以对 2#34)’产生保护，而
空白组猪全部发病死亡［’(］。说明免疫猪体内含有

保护性抗体，而此（类）抗体是由免疫疫苗中的保护

性抗原产生的。

50#-67检索结果表明，最相似的蛋白基因为屎
肠球菌的胞外溶解物结合蛋白第 (家族成员，且此
蛋白为预测蛋白。在革兰氏阳性菌中，胞外溶解物

结合蛋白是一类通过 "8末瑞与膜锚定的蛋白，可能
是溶解物跨膜转运的受体或触发器（9::;：<<===>
?@A > BC > DE<!B:B@BF?F<）。作者在 2#34)’ 的膜相关蛋
白的免疫蛋白组学研究中，发现 2G*也可以被 --+
的免疫血清所识别。这与对该蛋白的细胞 $FHI:@在
线工具定位预测相符合，进一步映证该蛋白同时存

在于 --+的菌体表面及分泌物中。
比较蛋白组学分析发现，在 --+ 四川强毒分离

株 JK)(L’3和国外引进的弱毒株 6’( 中，均检测到
2G*。另外，通过 50#-6M检索，发现该蛋白基因也
存在于 --+ 美洲株 43<’(43 中。与一般熟知的 --+
的 G&$、/.和 -0K等容易发生缺失相比［’，4，3］，2G*
可能是一种广谱性抗原，因此，该蛋白给亚单位疫苗

的研制提供了更大的选择余地。

另一方面，免疫蛋白组学也存在一些困难。如

蛋白经过了二个方向的电泳，横向与纵向或多或少

的会出现拖尾。再转印到膜上，会将跑胶时产生的

拖尾现象放大，很容易产生弥散状。这将给蛋白点

比对带来很大的麻烦。本实验中，2G*附近有一已
知弱免疫原性的点 2#’L，重复实验表明该点免疫转
印在转印膜上都形成一未显色区域，很容易识别，给

胶与转印膜的比对带来了很大的方便。

致谢 感谢蛋白组学网（9::;：<<===> ;IH:?HNACF > CHN>
C7<）提供 G#-%O6检索工具。
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围绕本次会议的议题，在谭华荣主编的组织下，编委们进行了积极的讨论，提出了一些建设性的建议。编辑部还将未到

会编委发来的建议以 MML形式进行了介绍，大家献计献策，有信心在新一届编委会主编谭华荣先生的领导下，经过全体编委
和编辑部的共同努力，一定会把《微生物学报》办得更好。总结讨论的结果，主要有以下几点：

一、加快国际化进程，多渠道地积极开展工作。

二、提高刊出文章中英文的写作质量，扩大英文摘要、图注、表注的信息量，可以考虑聘请母语为英语的外籍编辑。

三、采用封面文章，在每期刊出的文章中挑选出一篇优秀论文的图片做封面，有利于吸引好的稿源。

四、出版电子杂志，在每期刊出的文章中挑选出一些优秀论文，全文翻译成英文与纸质期刊同步刊出（+,H),(）。
五、充分发挥编委的作用，为学报投稿、约稿，推荐好的综述；在国内外特别是国外的学术交流中进行宣传，扩大学报的影

响，提高学报的引用率。

六、增加学报网站中的英文版内容，使得网站先行走入国际化。

七、按照研究领域和地域分布增补一些热心学报工作的专家进入编委会。

八、加快稿件的运转，进一步缩短论文发表的时间。将通过本刊审稿、已经录用后的修定稿随时在本刊网站上与读者见

面，提高期刊的整体水平。
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