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内蒙古地区牛乳腺炎致病性粪肠球菌表面蛋白

ｅｓｐ基因的克隆、表达及抗原性分析
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【摘要】　目的　克隆、表达内蒙古地区奶牛乳腺炎临床分离粪肠球菌（犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮狌狊犳犪犲犮犪犾犻狊）的表面蛋白犲狊狆基因，对表

达产物进行抗原性鉴定及生物信息学分析。　方法　以Ｇｅｎｂａｎｋ公布的序列号为ＣＰ０４５０４５．１粪肠球菌犲狊狆基因ＤＮＡ

为模板设计１对引物，对犲狊狆基因进行克隆、测序，构建重组表达载体ｐＥＴ３０ａ（＋）犲狊狆后进行原核表达，对表达蛋白进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定。利用ＤＮＡＳｔａｒ生物信息软件对表达蛋白的空间构象，理化特性，跨膜区，抗原性等进行预测分

析。　结果　测序显示，克隆的犲狊狆 基因序列长度为７７６ｂｐ，与 ＮＣＢＩ公布的犲狊狆 序列（ＣＰ０４５０４５．１）相似度为１００％。

经ＰＣＲ及酶切鉴定，重组表达质粒ｐＥＴ３０ａ（＋）犲狊狆 构建正确。将其转化至原核表达工程菌ＢＬ２１后经ＩＰＴＧ诱导表

达，ＳＤＳＰＡＧＥ显示该蛋白的相对分子质量约２８×１０
３。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析显示，纯化的重组蛋白能够被相应小鼠抗血

清识别。ＤＮＡＳｔａｒ生物信息学软件分析显示，该蛋白相对分子质量为３７×１０
３，等电点为４．３３，带负电荷残基总数５４个，

带正电荷残基总数３０个，分子式为Ｃ１１９０Ｈ１８９９Ｎ３０９Ｏ４３８，α螺旋占６．９８％，β折叠占１．９４％，无规则折叠占６８．６％；其二级

结构以无规则卷曲为主，表面存在较多抗原表位；６２５位氨基酸之间存在跨膜区域，推测该蛋白具有跨膜特性。抗原性

分析显示，犲狊狆基因编码蛋白在１４５５、５９１７０、１８６１９７、２０６２５５位氨基酸残基区段存在良好的抗原可及性，以５９１７０位

区间抗原可及性较为集中。　结论　内蒙古地区分离的牛乳腺炎致病性粪肠球菌犲狊狆 基因编码蛋白具有良好的抗原

性，可作为该菌感染检测靶标候选抗原。
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【基金项目】　内蒙古自治区科技计划项目。
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［１］。在内蒙古地区，以往以

无乳链球菌（犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犪犵犪犾犪犮狋犻犪犲）、金黄色葡萄

球 菌 （犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊 犪狌狉犲狌狊）、大 肠 埃 希 菌

（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻）等引起的牛乳腺炎为多见
［２］。但是

自２０１６年以来的跟踪筛查发现，在内蒙古东部地区

７０％以上的奶牛乳腺炎是由粪肠球菌（犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮狌狊

犳犪犲犮犪犾犻狊）引起的。

粪肠球菌（犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮狌狊犳犪犲犮犪犾犻狊）又叫粪链球菌，

根据兰氏（Ｌａｎｃｅｆｉｅｌｄ）血清学分类，该菌属于Ｄ群
［３４］，

属于新发现的院内感染及牛乳源性致病菌，其感染人

群主要为重症患者、严重基础疾病人员、老人、幼儿，以

及免疫功能低下者。上述人群恰恰也是牛乳消费量高

的群体，可引起败血症、心内膜炎、盆腔感染、腹腔感

染、尿路感染、牙根炎、动脉炎、新生儿败血症［５７］等。

粪肠球菌是人和动物肠道内常驻菌群之一，在人畜生

活环境土壤、人畜排泄物、机体肠道、上呼吸道、口腔、

泌尿生殖道中广泛存在。有报道显示从７名中国儿

童粪便中分离的粪肠球菌携带多种毒力因子，其中包

括犲狊狆 等毒力基因（６６．４％），属于机会性感染致病

菌［８９］。近年来不断有粪肠球菌引起的食源性感染和

院内感染的报道［１０］。在美国，粪肠球菌是血液感染的

第三大因素，在我国也有相关报道。牛乳源粪肠球菌

致病基因筛查结果表明，携带犲狊狆、犪犵犵、犵犲犾、犲犳犪犃 等

致病基因粪肠球菌注射小鼠后在７２ｈ内死亡
［１１］。

犲狊狆基因与该致病菌的吸附、感染及形成生物膜直接

相关，生物膜的形成将显著提高细菌的抗药性和耐药

性。粪肠球菌表面蛋白ＥＳＰ是一种具有黏附作用的

表面蛋白，在生物膜的形成过程中重要的作用［１２］。粪

肠球菌生物被膜的形成受多种因素调控，犲狊狆 基因的

表达能促进细菌对无机表面黏附及生物被膜中细菌间

的黏附，从而使生物膜更加稳定和增强，因此犲狊狆基因

被认为是致病性粪肠球菌所独有的特征。

本实验拟克隆内蒙古地区牛乳源粪肠球菌犲狊狆基

因，构建重组质粒，转化ＤＥ３后进行诱导表达和纯化，

并进行抗原性分析和生物信息学分析，为相应基因工

程疫苗的研制及抗原快速检测试剂盒的制备奠定实验

基础。

材料与方法

１　材料

１．１　菌株　实验用牛乳源粪肠球菌菌株，大肠埃希菌

感受态细胞ＤＨ５α和ＢＬ２１由内蒙古自治区乳源致病

菌防控工程技术研究中心提供。

１．２　主要试剂及载体　胰蛋白胨，酵母浸粉，氯化钠

和琼脂粉购于北京
"

博兴生物技术有限公司；２×Ｔａｑ

ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，溶菌酶，细菌ＤＮＡ提取试剂盒，琼

脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒，质粒小量提取试剂盒，

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，ＲＮａｓｅＡ和蛋白酶Ｋ均为北京索莱宝科

技有限公司产品；ｐＭＤ１８Ｔ载体，限制性核酸内切酶

ＢａｍＨＩ和ＥｃｏＲＩ，Ｔ４ 连接酶及线状空载体ｐＥＴ３０ａ

（＋）为宝生物工程（大连）有限公司产品。

１．３　主要仪器与设备　超净工作台（ＤＬＣＪ）为北京

东联哈尔仪器制造有限公司产品；高速离心机（ＴＧＬ

６Ｃ）为上海安亭科学仪器厂产品；高速冷冻离心机

（ＨＣ２５１８Ｒ）为上海一恒科学仪器有限公司产品；核

酸凝胶电泳电泳仪（ＤＹＹ６Ｃ型）为北京六一仪器厂

产品；ＰＣＲ仪（ＭａｓｔｅｒｃｙｃＬｅｒｅｐ）为德国Ｅｐｒｐｅｎｄｏｒｆ公

司产品。

２　方法

２．１　牛乳腺炎粪肠球菌的活化与鉴定　从８０℃冰

箱取出粪肠球菌菌株，置于冰上缓慢解冻，解冻后的菌

液在ＬＢ培养基上连续培养３代进行活化，再经ＬＢ液

体培养基扩繁，革兰染色后作形态学鉴定。

２．２　牛乳腺炎粪肠球菌犲狊狆基因的克隆

２．２．１　引物的设计及合成　利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０生物信

息学软件，根据ＧｅｎＢａｎｋ上公布的粪肠球菌犲狊狆基因

序列（ＣＰ０４５０４５．１）为模板，设计、合成克隆引物，在上

游引物及下游引物序列中分别引入犅犪犿ＨＩ和犈犮狅Ｒ

Ｉ限制性酶切位点。

·４２·
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上游引物 ＥＳＰＦ：５′ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＧＴＴＡ

ＣＴＣＣＴＧＧＴＧＧＴ３′；下游引物 ＥＳＰＲ５′ＣＣＧＧＡＡ

ＴＴＣＡＡＣＴＴＧＡＧＧＴＴＴＡＴＴＣＧＧＣ３′（下划线部分

为酶切位点）。扩增片段长度约为７７６ｂｐ，引物由哈

尔滨博士生物科技有限公司合成。

２．２．２　粪肠球菌细菌总ＤＮＡ的提取　取活化培养

的粪肠球菌菌液，按照细菌ＤＮＡ提取试剂盒操作说

明提取总ＤＮＡ，经１．０％琼脂糖凝胶电泳分析提取效

果。

２．２．３　犲狊狆基因的ＰＣＲ扩增　以提取的临床粪肠球

菌菌株总ＤＮＡ为模板，利用引物ＥＳＰＦ／ＥＳＰＲＰＣＲ

扩增 犲狊狆 基 因。ＰＣＲ 反 应 体 系：２× Ｔａｑ ＰＣＲ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μｌ，模版ＤＮＡ２μｌ，上游引物１μｌ，下游

引物１μｌ，ｄｄＨ２Ｏ６μｌ，总体积２０μｌ。ＰＣＲ反应条件：

９５℃预变性４５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，

７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循环；７２℃终延伸１０ｍｉｎ。

２．２．４　ＰＣＲ产物的纯化与胶回收　取ＰＣＲ产物进

行１．０％琼脂糖凝胶电泳，验证扩增片段长度是否与

目的基因片段一致，再按照琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试

剂盒将ＰＣＲ扩增产物进行回收纯化。

２．２．５　重组克隆载体ｐＭＤ１８Ｔ犲狊狆 的构建　将犲狊狆

基因纯化回收产物与ｐＭＤ１８ＴＶｅｃｔｏｒ连接，构建重

组克隆载体ｐＭＤ１８Ｔ犲狊狆。连接反应体系：ＰＣＲ纯化

产物４．５μｌ，ｐＭＤ１８ＴＶｅｃｔｏｒ０．５μｌ，ＳｏｌｕｔｉｏｎＩ５μｌ。

反应总体系为１０μｌ，４℃静置反应过夜，使犲狊狆 基因

片段与ｐＭＤ１８Ｔ载体连接。

２．２．６　重组克隆载体ｐＭＤ１８Ｔ犲狊狆 的酶切及ＰＣＲ

鉴定　将ｐＭＤ１８Ｔ犲狊狆重组克隆载体转入ＤＨ５α感

受态细胞，于ＬＢ固体培养基上进行培养１２ｈ，挑取单

个菌落接种到含有Ａｍｐ＋抗性的ＬＢ液体培养基中，

３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养１２ｈ，以菌液为模板进行

ＰＣＲ，ＰＣＲ体系与条件同方法２．２．３。取菌液ＰＣＲ鉴

定阳性菌液，按照质粒小量提取试剂盒操作说明提取

重组质粒，进行双酶切及ＰＣＲ鉴定，ＰＣＲ体系与条件

同方法２．２．３。双酶切体系：重组质粒ｐＭＤ１８Ｔ犲狊狆

４μｌ，１０×ＨＢｕｆｆｅｒ１μｌ，ＢａｍＨＩ０．５μｌ，ＥｃｏＲＩ０．５

μｌ，ｄｄＨ２Ｏ４μｌ。反应总体系为１０μｌ。双酶切鉴定正

确的菌液交由哈尔滨博仕生物科技有限公司测序。

２．３　原核表达载体ｐＥＴ３０ａ（＋）犲狊狆 的构建　将重

组克隆载体ｐＭＤ１８Ｔ犲狊狆经ＢａｍＨＩ和ＥｃｏＲＩ酶

切处理，纯化后的目的基因与经同样酶处理的空载体

ｐＥＴ３０ａ（＋）在Ｔ４ 连接酶作用下连接。连接体系（１０

μｌ）：线状空载体ｐＥＴ３０ａ（＋）１μｌ，犲狊狆 基因片段４

μｌ，Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ０．５μｌ，１０×Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅＢｕｆｆｅｒ

１μｌ，ｄｄＨ２Ｏ３．５μｌ。１６℃过夜连接后，转入ＢＬ２１

（ＤＥ３）宿主感受态细胞。提取重组质粒ＤＮＡ，经Ｂａｍ

ＨＩ和ＥｃｏＲＩ双酶切鉴定筛选阳性重组质粒并测序。

２．４　重组蛋白犲狊狆 基因的诱导表达　将含有重组质

粒ｐＥＴ３０ａ（＋）犲狊狆 的ＢＬ２１单菌落接种于ＬＢ液体

培养基中，３７℃过夜摇动培养，次日将培养的菌液以１

：１００的比例转接于含有卡那霉素（５０ｍｇ／Ｌ）的ＬＢ液

体培养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养至 Ａ６００ 值约

为０．６，添加０．２ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，１８０ｒ／ｍｉｎ诱导表达

５ｈ后收集菌。同时设ｐＥＴ３０ａ（＋）空载体为阴性对

照。将收获的菌体用蛋白缓冲液吹打悬浮，超声波裂

解后于４℃ 以１００００ｒ／ｍｉｎ（离心半径１１．２ｃｍ）离心

１０ｍｉｎ，取上清，用镍耦合亲和层析柱进行纯化，然后

进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析。

２．５　抗ＥＳＰ蛋白小鼠血清的制备　取纯化的重组蛋

白ＥＳＰ与等体积完全弗氏佐剂（ＦＣＡ）混合，充分乳化

后经皮下多点注射免疫６周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，剂

量为每只５０μｇ。之后每隔两周取与相同剂量的抗原

和等体积不完全弗氏佐剂（ＦＩＡ）充分乳化后皮下注射

加强免疫２次。末次免疫后将小鼠摘眼球取血，分离

血清，冻存于２０℃备用。

２．６　重组ＥＳＰ蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定　纯化的重

组蛋白经定量后分别稀释至１∶２、１∶４、１∶８、１∶１６，

经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后电转印至硝酸纤维素膜上。用

５．０％的脱脂乳３７℃封闭２ｈ，取出后用ＴＢＳＴＢｕｆｆｅｒ

洗涤３次，分别以制备的小鼠抗血清为一抗，以 ＨＲＰ

标记羊抗鼠抗体为二抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，分析ＥＳＰ

的抗原性。

结　果

１　粪肠球菌的鉴定

取连续培养３代的粪肠球菌进行革兰染色，光学

显微镜下观察为紫色球菌，菌体呈圆形或者椭圆，或呈

单个或短链状（图１）。

图１　粪肠球菌形态（革兰染色，２０００×）

犉犻犵．１　犌狉犪犿狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳犈．犳犪犲犮犪犾犻狊（２０００×）

２　牛乳源粪肠球菌犲狊狆基因的犘犆犚扩增

·５２·
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ＰＣＲ扩增犲狊狆基因经１％琼脂糖凝胶电泳分析，

扩增片段长度约７７６ｂｐ（图２），与克隆基因预期片段

长度相符。

Ｍ　ＤＮＡ标志物（２０００ｂｐ）　１、２　犲狊狆基因ＰＣＲ产物

图２　犲狊狆基因犘犆犚扩增产物１％琼脂糖凝胶电泳分析

Ｍ　ＤＮＡｍａｋｅｒ（２０００ｂｐ）　１，２　ｅｓｐｇｅｎｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

犉犻犵．２　犈犾犲犮狋狉狅狆犎狅狉犲狋犻犮犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狆狉狅犱狌犮狋狊

狅犳犲狊狆犌犲狀犲

３　重组克隆载体狆犕犇１８犜犲狊狆的构建与鉴定

犲狊狆基因扩增片段与ｐＭＤ１８Ｔ克隆载体连接后

转化至 ＤＨ５α感受态细胞进行扩增。取菌液进行

ＰＣＲ鉴定，结果如图３。提取重组质粒进行质粒ＰＣＲ

鉴定，结果如图４。重组克隆载体ｐＭＤ１８Ｔ犲狊狆 用

犅犪犿 ＨＩ和犈犮狅ＲＩ酶切，得到约７７６ｂｐ的酶切目的

基因片段（图５），重组质粒ｐＭＤ１８Ｔ犲狊狆构建正确。

Ｍ　ＤＮＡ标志物（２０００ｂｐ）　１　重组菌菌液ＰＣＲ产物

图３　犲狊狆基因菌液犘犆犚扩增产物１％琼脂糖凝胶电泳分析

Ｍ　ＤＮＡｍａｋｅｒ（２０００ｂｐ）　１　ＢａｃｔｅｒｉａｌｌｉｑｕｉｄＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

犉犻犵．３　犃犵犪狉狅狊犲犌犲犾犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犘犆犚犃犿狆犾犻犳犻犲犱

犘狉狅犱狌犮狋狊狅犳犲狊狆犌犲狀犲犻狀犅犪犮狋犲狉犻犪

４　重组表达载体狆犈犜３０犪（＋）犲狊狆的构建及鉴定

重组克隆载体酶切纯化后的目的片段与质粒

ｐＥＴ３０ａ（＋）连接，转化入大肠埃希菌ＢＬ２１感受态细

胞，筛选出的重组表达质粒ｐＥＴ３０ａ（＋）犲狊狆 经双酶

切鉴定，得到约７７６ｂｐ的目的基因片段（图６）。测序

结果表明重组表达载体ｐＥＴ３０ａ（＋）犲狊狆构建正确。

５　重组蛋白犈犛犘的犛犇犛犘犃犌犈分析

将含有重组表达质粒ｐＥＴ３０ａ（＋）犲狊狆 的ＢＬ２１

用ＩＰＴＧ进行诱导培养。收集菌体，超声裂解后收集

裂解上清，经柱层析纯化后进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析，结

果如图７。表达蛋白相对分子质量约为３７×１０
３，与预

期相符。ＥＳＰ蛋白主要以可溶形式表达，ｐＥＴ３０ａ

（＋）未诱导菌不表达该蛋白。

Ｍ　ＤＮＡ标志物（２０００ｂｐ）　１　重组质粒ＰＣＲ产物

图４　重组质粒狆犕犇１８犜犲狊狆犘犆犚产物１％琼脂糖凝胶电泳分析

Ｍ　ＤＮＡｍａｋｅｒ（２０００ｂｐ）　１　ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

犉犻犵．４　犚犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狆犕犇１８犜犲狊狆犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋

犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀犫狔犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊

Ｍ　ＤＮＡ标志物（２０００ｂｐ）　１　重组质粒双酶切

图５　重组质粒狆犕犇１８犜犲狊狆双酶切鉴定

Ｍ　ＤＮＡｍａｋｅｒ（２０００ｂｐ）　１　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

犉犻犵．５　犚犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狆犕犇１８犜犲狊狆犱狅狌犫犾犲狉犲狊狋狉犻犮狋犻狅狀

犱犻犵犲狊狋犻狅狀犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀

　　Ｍ　ＤＮＡ标志物（２０００ｂｐ）　１　重组表达质粒ｐＥＴ３０ａ（＋）犲狊狆
双酶切

图６　重组表达质粒狆犈犜３０犪（＋）犲狊狆双酶切鉴定

Ｍ　ＤＮＡ ｍａｋｅｒ（２０００ｂｐ）　１　Ｄｏｕｂｌｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ３０ａ（＋）犲狊狆

犉犻犵．６　犚犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆犾犪狊犿犻犱狆犈犜３０犪（＋）犲狊狆犱狅狌犫犾犲

狉犲狊狋狉犻犮狋犻狅狀犱犻犵犲狊狋犻狅狀犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀

６　重组蛋白犈犛犘的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析
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以纯化的重组ＥＳＰ蛋白免疫小鼠血清为一抗，以

ＨＲＰ标记羊抗鼠抗体为二抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，结果

如图８。重组ＥＳＰ蛋白可被小鼠抗血清识别，反应条

带位于３７ｋｕ处出。表明重组ＥＳＰ蛋白既具有免疫

原性，又具有反应原性。

　　Ｍ　蛋白分子质量标准（１１６～１４ｋｕ）　１　ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ３０ａ

（＋）空载体对照　２　ＩＰＴＧ诱导ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ３０ａ（＋）犲狊狆 全菌

体裂解产物　３　ＩＰＴＧ诱导 ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ３０ａ（＋）犲狊狆 诱导菌体

裂解上清　４　ＩＰＴＧ诱导ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ３０ａ（＋）ｅｓｐ菌体裂解沉

淀　５　ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ３０ａ（＋）ｅｓｐ表达蛋白纯化产物

图７　表达产物犈犛犘蛋白的犛犇犛犘犃犌犈分析

Ｍ　Ｌｏｗ ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｐｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ（１１６～１４ｋｕ）　１　

ＢＬ２１（ＤＥ３）（ｐＥＴ３０ａ（＋））ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ　２　ＢＬ２１

（ＤＥ３）／ｐＥＴ３０ａ（＋）犲狊狆ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｗｈｏｌｅｂａｃｔｅｒｉａ　３　ＢＬ２１

（ＤＥ３）／ｐＥＴ３０ａ（＋）犲狊狆ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　４　ＢＬ２１

（ＤＥ３）／ｐＥＴ３０ａ（＋）犲狊狆ｉｎｄｕｃｅｓｐｒｏｄｕｃｔｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ　５　ＢＬ２１

（ＤＥ３）／ｐＥＴ３０ａ（＋）犲狊狆ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔ

犉犻犵．７　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆狉狅犱狌犮狋犈犛犘狆狉狅狋犲犻狀

　　Ｍ　蛋白分子质量标准（１１６～１４ｋｕ）　１　纯化的重组ＥＳＰ蛋白２

倍稀释　２　纯化的重组ＥＳＰ蛋白４倍稀释　３　纯化的重组ＥＳＰ蛋

白８倍稀释　４　纯化的重组ＥＳＰ蛋白１６倍稀释

图８　犈犛犘重组蛋白 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

Ｍ　ＬｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｐｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ（１１６１４ｋｕ）　１　ＢＬ２１

（ＤＥ３）（ｐＥＴ３０ａ（＋）犲狊狆）ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｄｉｌｕｔｅｄ２ｔｉｍｅｓ　２　ＢＬ２１

（ＤＥ３）（ｐＥＴ３０ａ（＋）犲狊狆）ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｄｉｌｕｔｅｄ４ｔｉｍｅｓ　３　ＢＬ２１

（ＤＥ３）（ｐＥＴ３０ａ（＋）犲狊狆）ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｄｉｌｕｔｅｄ８ｔｉｍｅｓ　４　ＢＬ２１

（ＤＥ３）（ｐＥＴ３０ａ（＋）犲狊狆）ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｄｉｌｕｔｅｄ１６ｔｉｍｅｓ

犉犻犵．８　犈犛犘犻犱犲狀狋犻犳犮犪狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆狉狅狋犲犻狀犠犲狊狋犲狉狀犫１狅狋

７　表面蛋白犲狊狆基因序列生物信息学分析

７．１　表面蛋白犲狊狆 基因序列的克隆及同源性分析　

对重组质粒测序，经与ＣＰ０４５０４５．１序列比对，同源性

为１００％（图９）。构建粪肠球菌犲狊狆基因序列进化树，

结果 如 图 １０。表 面 蛋 白 犲狊狆 目 的 基 因 序 列 与

ＣＰ０４０８９８．１、ＣＰ０８５２９１．１的同源性为 ９７．０％，与

ＣＰ０４５０４５．１ 的 同 源 性 为 １００％，与 粪 肠 球 菌

ＣＰ０４５０４５．１ 株 亲 缘 关 系 最 近。通 过 ＮＣＢＩ 对

ＣＰ０４５０４５．１分析，分离的粪肠球菌为乳源性粪肠球

菌。

图９　犲狊狆基因克隆序列与序列（犆犘０４５０４５．１）犅犔犃犛犜比对分析

犉犻犵．９　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犲狊狆犮犾狅狀犲犱狊犲狇狌犲狀犮犲狑犻狋犺犅犔犃犛

狑犻狋犺狊犲狇狌犲狀犮犲（犆犘０４５０４５．１）

图１０　粪肠球菌犲狊狆基因序列进化树

犉犻犵．１０　犈狏狅犾狌狋犻狅狀犪狉狔狋狉犲犲犪狀犪犾狔狊犻狊

７．２　犲狊狆 基因编码蛋白的二维结构及三维结构　利

用在线工具ＳＯＰＭＡ对犲狊狆基因编码蛋白的二级结构

进行预测，结果如图１１。其中Ｃ代表无规卷曲，占比

６８．６％；Ｈ代表α螺旋，占比６．９８％；Ｅ代表延长链，

占比２２．４８％；Ｔ代表β转角，占比１．９４％。利用在线

软件ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ预测犲狊狆 基因编码蛋白的三维

结构模型，结果与二级结构预测大致相同，构成以无规

卷曲为主，结构松散，易于形变，多位于蛋白质分子表

面（图１２），有利于与抗体结合，而形成抗原表位，可作

为检测试剂和疫苗抗原。

７．３　犲狊狆基因编码蛋白的理化性质　利用Ｅｘｐａｓｙ生

物信息学在线软件分析ＥＳＰ蛋白的理化性质。结果

显示，该蛋白含２５８个氨基酸残基，带负电荷的残基总

数５４个，带正电荷的残基总数３０个。该蛋白的原子

·７２·
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由Ｃ、Ｈ、Ｎ、Ｏ组成，分子式为Ｃ１１９０Ｈ１８９９ Ｎ３０９Ｏ４３８。相

对分子质量为２７．５４２９８×１０
３，等电点为４．３３，原子

总数为３８３６，消光系数在２８０ｎｍ处，外部系数为２２

９２０，绝对值０．８３２，半衰期为３０ｈ，亲水性总平均值

为０．８１８。不稳定系数为１４．９０，不稳定系数较小，表

明该蛋白性质稳定（图１３）。

图１１　犈犛犘蛋白二级结构预测

犉犻犵．１１　狆狉狅狋犲犻狀狅犳狆犲狆狋犻犱犲犈犛犘狊犲犮狅狀犱犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲

图１２　犈犛犘蛋白三级结构预测

犉犻犵．１２　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狋犲狉狋犻犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犈犛犘狆狉狅狋犲犻狀

图１３　犈犛犘蛋白理化性质分析

犉犻犵．１３　犘犺狔狊犻犮狅犮犺犲犿犻犮犪犾狆狉狅狆犲狉狋犻犲狊犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犈犛犘狆狉狅狋犲犻狀

７．４　 跨 膜 领 域 　 利 用 在 线 生 物 信 息 学 软 件

ＴＭＨＭＭ分析其跨膜结构，结果如图１４。ＥＳＰ蛋白

序列中存在的跨膜区域在６２５位氨基酸之间，可推测

该蛋白具有跨膜分泌性质。

图１４　犈犛犘蛋白序列跨膜区分析

犉犻犵．１４　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲狋狉犪狀狊犿犲犿犫狉犪狀犲犱狅犿犪犻狀狅犳犈犛犘狆狉狅狋犲犻狀狊犲狇狌犲狀犮犲

７．５　抗原性预测分析　利用ＤＮＡＳｔａｒ生物信息学

软件对犲狊狆基因编码蛋白进行抗原表位预测分析。结

果显示，在１４５５、５９１７０、１８６１９７、２０６２５５位氨基酸

区段存在良好的抗原可及性，以５９１７０位区间抗原可

及性较为集中，连续的波峰即是抗原表位区，表明犲狊狆

存在多点抗原表位，且大部分位于犲狊狆表面（图１５）。

图１５　表面蛋白犈犛犘基因抗原性分析

犉犻犵．１５　犃狀狋犻犵犲狀犻犮犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狊狌狉犳犪犮犲狆狉狅狋犲犻狀犈犛犘犵犲狀犲

讨　论

粪肠球菌是一种条件致病菌，当机体的稳态受到

破坏时，自身系统发生紊乱，该菌立即转化为致病菌，

产生对机体有害的致病因子，使人和动物机体发生疾

病［１３１４］。粪肠球菌生物被膜的形成受多种因素调控，

虽然肠球菌表面蛋白基因犲狊狆不是生物被膜形成的唯

一因素，但ＥＳＰ能促进细菌对无机表面黏附及生物被

膜中细菌间的黏附，从而使生物膜更加稳定和增强，因

此认为表面蛋白犲狊狆基因是形成生物膜的重要因素之

一。

为了明确内蒙古地区牛乳腺炎致病性粪肠球菌

犲狊狆基因编码蛋白的抗原可及性及潜在利用价值，本

实验在成功克隆、表达表面蛋白犲狊狆基因的基础上，对

其编码蛋白的理化性质，抗原性等进行分析。克隆

犲狊狆基因时，在生物信息软件上出现引物与模板存在

一定的错配可能，从而在目标基因扩增后，在目标片段

外出现２条相对小的非特异性片段，该结果预先明确，

在实验中对相对较大的７７６ｂｐ的片段进行胶回收作

为目标片段，测序显示其序列正确。克隆、表达的表面

蛋白ＥＳＰ具有较稳定的性质和抗原可及性，动物免疫

及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析表明该蛋白具有抗原性，为相应

基因工程疫苗的研制奠定了基础［１５］，对粪肠球菌致病

机制的研究和检测抗原的开发具有重要意义。
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　　本实验表达了淋球菌 ＭｌａＡ蛋白，纯化后免疫小

鼠，制备了多克隆抗体。将制备的抗体血清作为一抗

进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，结果显示该抗体可识别淋球菌中

的 ＭｌａＡ蛋白而不与其他不同类菌株反应。ＩＦＡ 及

ＦＣＭ检测均表明该抗体与淋球菌 ＭｌａＡ有良好的反

应性，为淋球菌的基础及应用研究提供了实验基础。
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ａｎｔｅｒｏｇｒａｄｅｌｉｐｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔ［Ｊ］．Ｅｌｉｆｅ，２０２０（９）：ｅ５６５７１．

［１５］　ＢａａｒｄａＢＩ，ＺｉｅｌｋｅＲＡ，ＬｅＶａｎＡ，ｅｔａｌ．犖犲犻狊狊犲狉犻犪犵狅狀狅狉狉犺狅犲犪犲

ＭｌａＡｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｇｏｎｏｃｏｃｃａｌｖｉｒｕｌｅｎｃｅａｎｄ ｍｅｍｂｒａｎｅｖｅｓｉｃｌｅ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰＬｏＳＰａｔｈｏｇ，２０１９，１５（３）：ｅ１００７３８５．

【收稿日期】　２０２２０９３０　【修回日期】　２０２２１２０５
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