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摘  要 : 为研究马链球菌马亚种 IgG 结合蛋白 (EAG) 免疫原性和保护力，评价其作为马链球菌疫苗抗原的价

值。采用 PCR 法扩增马链球菌马亚种 EAG 基因，将测序正确的 EAG 扩增产物与原核表达载体 pET-28a (+) 连

接构建重组质粒，对转化后的大肠杆菌进行诱导表达，用诱导纯化后的重组蛋白作免疫原免疫小鼠，分析重组

蛋白免疫小鼠后的抗体水平及对小鼠的免疫保护力。结果表明，诱导后可得到 26 kDa 的 EAG 重组蛋白，且该

蛋白可与该菌阳性血清发生特异性反应。间接 ELISA 检测免疫小鼠的抗体效价可达 1∶8 100，重组蛋白免疫

后对小鼠保护力可达 90%。该结果表明，表达的 EAG 蛋白具有良好的抗原性，可有效提高小鼠的体液免疫水

平及免疫保护力。 
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Abstract:  To analyze the immunogenicity and protective ability of recombinant IgG-binding protein (EAG) of 

Streptococcus equi subspecies equi and to evaluate its value when used as equine vaccine antigen, EAG gene was amplified 

by PCR and inserted into pET-28a vector. The EAG recombinant proteins were expressed and purified to immune mice. 

The serum antibody and challenge protection were tested. The purified recombinant protein of EAG was 26 kDa, and the 

动物及兽医生物技术



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  May 25, 2016  Vol.32  No.5 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

578 

protein reacted specifically with positive serum of Streptococcus equi subspecies equi. The mice antibody level for EAG 

immunization group was 1∶8 100. The immunological protection result showed that the protection rate of the EAG 

recombinant protein was 90%. The results suggested that the EAG protein has good immunogenicity and immunological 

protection, and it can effectively increase the humoral immune response and immunological protection of mice. 

Keywords:  Streptococcus equi subspecies equi, EAG protein, expression, immunogenicity analysis 

马链球菌马亚种为 C群链球菌属成员[1-3]，

引起马属动物的马腺疫 (Stangles)。该病具有高

度接触感染性，主要症状为发热、上呼吸道黏

膜发炎、颌下淋巴结肿胀化脓或急性死亡。该

病呈世界性分布，几乎每年都要流行一次，不

仅直接影响马匹的生长发育，还导致马匹的死

亡，严重困扰养马业的发展。我国在 20世纪 70

年代至 80年代曾出现过多地暴发[4-5]，该病在新

疆主要马养殖区域发病率高，常呈现小暴发，

已造成严重的经济损失。国内对马腺疫以药物

治疗为主，临床治疗存在成本高、治疗效果差

且易产生耐药性等问题，应用免疫方法预防该

病已成为趋势。目前国外普遍采用灭活菌苗或

减毒活菌疫苗进行免疫，但预防效果并不理想。 

马链球菌马亚种表面有多种蛋白，IgG结合

蛋白 (EAG)[6-7]是位于该菌表面可与血浆内 IgG

结合的一种蛋白，可非特异地结合 IgG 抗体的

Fc 端，影响其抗体活性。除与 IgG 结合外，该

蛋白还能与 α2巨球蛋白等结合。以往研究表明，

该蛋白能够在马链球菌马亚种的粘附、抗调理吞

噬以及在模拟宿主自身成分逃避免疫过程中发

挥重要作用。Valentin 等[8]发现，α2 巨球蛋白在

与 C 群链球菌的 EAG 结合后，通过抑制 IgG 的

调理活性和吞噬作用进行免疫逃逸。Flock 等[4]

曾表达 EAG蛋白部分片段，证实其可缓解该菌感

染实验动物的疾病症状和减少菌的定殖数量。 

为进一步研究和评价 EAG蛋白在马腺疫免

疫防治方面的潜力和作用，本研究通过克隆马

链球菌马亚种 EAG基因，选择与优化该蛋白的

抗原表位基因，构建原核表达载体，在大肠杆

菌中诱导表达 EAG重组蛋白，并用纯化的 EAG

重组蛋白免疫小鼠，分析 EAG免疫后的抗体水

平及保护力，旨在探讨该重组蛋白免疫对小鼠

体液免疫功能和免疫保护力的影响，为今后进

一步研究 EAG的功能和利用该蛋白进行马腺疫

免疫预防奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌种、试剂及实验动物 

马链球菌马亚种新疆分离株 XZ1 由新疆农

业大学动物医学学院微生物实验室鉴定并保

存。原核表达载体 pET-28a (+)、大肠杆菌 

Escherichia coli BL21 (DE3) 均为本实验室保

存，重组质粒 pMD19-T-EAG为本实验室构建并

保存。 

限制性内切酶 BamHⅠ、XhoⅠ，DNA聚合

酶，T4 DNA连接酶购自宝生物工程 (大连) 有

限公司；Ni-NTA Resin购自 TRANSGEN公司；

HRP-IgG 购自中杉金桥公司，其他试剂均为国

产分析纯。 

18−20 g雌性昆明 (KM) 小鼠，购自新疆维

吾尔自治区实验动物研究中心。 

1.2  PCR 扩增 

根据 pMD19-T-EAG测序结果，用 Oligo7.0
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设计 1对原核表达引物。 

F：5'-GTAGGATCCAGGGAAATCAATCAG 

CTGAGTGATGACTAC-3' (BamHⅠ酶切位点)； 

R：5'-TAACTCGAGTAGCCCAAACGCCGT 

CTACACCATTTTTATTAG-3' (XhoⅠ酶切位点)。 

引物由生工生物工程 (上海) 股份有限公

司合成。以 pMD19-T-EAG 质粒为模板，PCR

反应条件：94 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 30 s；

56 ℃退火 1 min；72 ℃延伸 90 s，38个循环；

72 ℃延伸 10 min。PCR产物用 1%琼脂糖凝胶

电泳鉴定。 

1.3  原核重组表达质粒的构建  

将 EAG基因用 BamHⅠ和 XhoⅠ双酶切后，

与经相同酶切的 pET-28a (+) 载体进行连接，获

得重组表达质粒 pET-28a-EAG。经 PCR和酶切

鉴定正确，送生工生物工程 (上海) 股份有限公

司测序。 

1.4  重组蛋白的诱导表达、纯化 

将鉴定正确的重组表达质粒转化大肠杆菌 

Escherichia coli BL21 (DE3) 感受态细胞中，筛

选后接种至 50 μg/mL卡那霉素的 LB液体培养

基中，37 ℃、200 r/min振荡培养至 OD600达到

0.4时，加入终浓度为 1 mmol/L IPTG进行诱导。

取 10 µL样品进行 SDS-PAGE 电泳检测目的蛋

白。收集的菌体经超声破碎后，利用 Ni层析柱

对重组蛋白进行纯化，–20 ℃保存备用。 

1.5  重组蛋白的 Western blotting 分析 

将重组蛋白 EAG各 10 µL进行 SDS-PAGE电

泳后，湿法电转移至硝酸纤维素膜上 (300 mA，   

1 h)，以兔抗马链球菌马亚种抗血清为一抗      

(1∶4 000)，以HRP标记的山羊抗兔 IgG (1∶10 000) 

作为二抗，使用 DAB显色，水洗照相。 

1.6  重组蛋白免疫小鼠及小鼠血清抗体效价

的检测 

30只雌性 KM小鼠随机分为 3组，每组 10

只，分别为 EAG重组蛋白免疫组 (EAG)，马链

球菌马亚种全菌免疫组 (S. equi) 和 PBS 对照

组，按 50 μg/只皮下注射免疫，免疫程序同上，

进行 2次免疫。首次免疫后第 0天、第 14天和

第 35天采血，分离血清–20 ℃保存备用。 

采用间接 ELISA 法测定重组蛋白抗体水

平。用菌体裂解液每孔 100 µL包被酶标板，加

入 100 µL 稀释的待检血清  (1∶4 000)，以     

1∶8 000稀释的HRP标记山羊抗鼠 IgG为二抗，

TMB溶液显色，测 OD450值。 

1.7  小鼠攻毒试验 

首次免疫后第 50天，取马链球菌马亚种接

种于 TH 培养基，37 ℃培养，以 109 CFU       

(5 LD50)，分别对 EAG 免疫组、全菌免疫组和

PBS对照组各小鼠进行攻毒，攻毒后 72 h内连

续观察并记录小鼠死亡情况。 

2  结果与分析 

2.1  EAG 基因扩增 

PCR 扩增获得 EAG 基因，片段大小为   

645 bp 左右，并且对照孔为阴性，获得目的基

因片段。 

2.2  重组质粒 pET-28a-EAG 的双酶切鉴定 

EAG 基 因 的 原 核 表 达 重 组 质 粒

pET-28a-EAG，经 BamHⅠ与 XhoⅠ酶切可得到大

小正确的目的片段，表明重组质粒 pET-28a-EAG

构建成功。 

2.3  重组蛋白的诱导表达和纯化 

重组蛋白经诱导表达后进行 SDS-PAGE 电
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泳，在 26 kDa出现重组蛋白条带 (图 1)，与预

期值相符，表明重组目的蛋白成功表达。 

 
 

图 1  重组蛋白 EAG 纯化结果 

Fig. 1  Purification result of the recombinant protein 
EAG. 1: products of uninduced recombinant bacteria 
pET-28a-EAG; 2: products of induced recombinant 
bacteria pET-28a-EAG; 3: purified product of 
recombinant protein EAG; M: molecular weight protein 
standards. 

 

2.4  重组蛋白的 Western blotting 分析结果 

以马链球菌马亚种全菌免疫兔抗血清与重

组 EAG蛋白反应，Western blotting检测结果显

示，EAG蛋白在 26 kDa处出现条带 (图 2)，表 
 

 
 

图 2  重组蛋白的 EAG Western blotting 分析 

Fig. 2  Western blotting analysis of the EAG 
recombinant protein. 1: purified products of EAG 
recombinant protein; 2: products of recombinant 
bacteria pET-28a-EAG without induction; M: 
prestained protein molecular weight standards. 

明重组蛋白可以与全菌免疫兔血清发生特异性

的反应。 

2.5  免疫鼠抗血清的抗体水平变化及与马链

球菌全菌的反应性 

采用间接 ELISA 方法分别对 2 组首免前、

首免后第 14 天和首免后第 35 天的小鼠免疫抗

血清进行抗体效价的检测。与免疫前相比免疫

组在免疫后抗体效价有明显提高，随着免疫时

间推移，抗体效价逐渐上升，且在第二次免疫

后抗体效价达到高峰 (图 3A)。将免疫鼠血清按

照 1∶3稀释倍数进行梯度稀释后与包被的马链 
 

 
 

 
 

图 3  免疫后小鼠抗血清的抗体水平变化 (A) 及抗

体滴度检测结果 (B) 

Fig. 3  The antibody level change (A) and immune 
assay result of antibody titer of mice serum after 
immunization (B). 
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球菌马亚种菌体作用，检测免疫后抗体对菌体

的识别结合能力。结果显示，EAG 抗血清对全

细菌的结合能力与对照组差异显著  (图 3A) 

(P<0.05)。小鼠二免后对全菌的抗体滴度可达

1∶8 100以上 (图 3B)。 

2.6  免疫小鼠的免疫保护力 

初次免疫后第 50天，选取马链球菌马亚种

分离株 XZ1 (攻毒剂量 5 LD50) 攻毒，取 XZ1

新鲜培养物腹腔注射 6 h后，小鼠均出现活动减

少、呼吸困难、精神萎靡等症状，12 h 后，实

验鼠食欲废绝、寒战、被毛粗糙、扎堆、行动

困难僵硬，PBS 对照组与灭活全菌组开始出现

小鼠死亡，攻毒 72 h后，对照组全部死亡，灭

活全菌免疫组的保护率为 60%，EAG 免疫组的

保护率为 90% (图 4)。EAG 免疫组小鼠在攻毒

48 h 后，精神状态好转，开始饮食饮水。PBS

对照组小鼠全部死亡。剖检可见 3 个试验组小

鼠内脏器官都有不同程度的病变：EAG 免疫组

小鼠仅见肝脏和脾脏肿大，其他脏器无明显变

化。灭活全菌组免疫组攻毒后，小鼠肝脏表面有

出血点和坏死灶，脾脏肿大，充血。PBS对照组 
 

 
 

图 4  小鼠攻毒保护力检测结果 

Fig. 4  Detection result of immunoprotective rate of 
mice after immunization. 

小鼠攻毒后，肺部充血，呈深红色；肝脏充血

肿大，边缘有坏死；胃粘膜苍白，胃鼓气。脾

脏肿大，有多处点状病灶和出血点。 

3  讨论 

马腺疫是引起马匹尤其是马驹呼吸道症状

为主的重要疾病之一，该病不仅严重影响了马

驹的正常发育，由其造成的继发感染还造成马

驹死亡[9-11]。该病一直困扰着世界各国马产业的

发展。随着新疆马养殖业的快速发展，该病日

益引起重视[12]。 

当前临床治疗马腺疫的主要方法是抗生素疗

法[13]，但目前发现化学药物、抗生素等对该病的

治疗效果欠佳，且易于出现耐药性，不能使该病 

得到有效控制。目前，马腺疫链球菌全菌灭活苗

和弱毒疫苗的保护作用不太理想[14]，基因工程疫

苗逐渐成为防治该病的研究热点[15-18]。 

目前对马链球菌马亚种亚单位疫苗的研究

多集中于 SeM、FNEB 等[19-22]表面蛋白，对其

的研究结果表明马链球菌马亚种 SeM蛋白免疫

马匹后的保护力不够理想。FNEB蛋白是一种纤

连蛋白结合蛋白，Flock等[4]报道 FNEB蛋白免

疫后可以产生特异性的抗体，但在进行攻毒实

验时，其保护力也不佳[23-25]。 

马链球菌马亚种 EAG 蛋白可与血浆中 IgG

的 Fc端结合，其在影响 IgG抗体活性的同时，

还可使马链球菌得以逃避机体免疫系统的识

别，协助其定殖于宿主体内，导致感染的发生。

Flock等[4]对 EAG基因的部分片段 (34−262 aa) 

进行了克隆表达，并用 19 kDa的表达产物对小

鼠进行了免疫，证实了该表达产物在缓解疾病

症状和减少菌的定殖方面具有一定效果，该研

究结果表明此蛋白具有作为疫苗候选成分的 
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潜力。 

为进一步分析该蛋白的免疫原性和免疫保

护力，探索其对防治该病的潜力，本研究中成

功克隆了 EAG 基因，在对 EAG 蛋白进行了抗

原分析的基础上选择优势抗原表位，构建了

pET28a-EAG原核表达载体，经 IPTG诱导表达，

获得高纯度的 EAG重组蛋白，表达蛋白的大小

为 26 kDa，表达抗原的片段和大小均不同于

Flock 等的研究 [4]。2 次免疫后抗体效价达到   

1∶8 100，免疫原性和特异性较好，对小鼠的保

护力可达到 90%。因为我们在免疫后抗体检测

中所用的包被抗原是菌体抗原，全菌免疫组免

疫后的抗体对该包被抗原的识别较好导致抗体

效价较高，略高于蛋白免疫组的抗体效价。对

比分析全菌灭活苗和纯化的 EAG重组蛋白的免

疫效果，因全菌灭活苗其抗原成分过于复杂，

导致其有效免疫原的含量相对较低，加之在灭

活后构象可能有变，因此免疫效果不如重组表

达的 EAG 蛋白。我们的研究证明该 EAG 蛋白

具有作为候选抗原的潜在价值，该结果为我们

进一步研究其功能和探索其作为免疫原的潜力

奠定了基础。 
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