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［摘　 要］ 　 为利用大肠埃希菌表达猪链球菌 Ｉｄｅ 通用截短蛋白，通过对 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的 ＩｄｅＳ 蛋白

家族基因同源性分析，使用 Ｐｒｉｍｅｒ ５．０ 软件设计一对特异性引物，以猪链球菌 ２ 型强毒株 ＪＺＬＱ 全基

因组为模板，采用 ＰＣＲ 方法扩增 Ｉｄｅ 基因截短片段，经 ＢａｍＨ Ⅰ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ双酶切后将目的片段分

别克隆到 ｐＥＴ２８ａ、ｐＥＴ３２ａ 和 ｐＥＴ－ｓｕｍｏ 表达载体上，分别转化宿主菌 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）。 通过优化

诱导温度及诱导剂 ＩＰＴＧ 浓度进行表达并对表达产物进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析。 结果显示，ＰＣＲ 扩增

片段大小约为 １２００ ｂｐ，经双酶切和测序验证构建正确；三种重组表达载体转化大肠埃希菌后均有

目的蛋白表达，但不同表达条件下目的蛋白表达量存在差异，其中 ｐＥＴ２８ａ－ＴｒＩｄｅ 重组表达载体用

２５ ℃诱导、ＩＰＴＧ 终浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时可实现重组蛋白的高效可溶性表达，为 ＩｄｅＳｓｕｉｓ蛋白在猪链球

菌通用疫苗研发方面的研究奠定了基础。
［关键词］ 　 猪链球菌 ２ 型；ＩｇＭ 裂解酶；原核表达；ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析
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ｗａｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｒｉｇｈｔ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ． ＳＤＳ －ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ
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　 　 猪链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｏｓｉｓ ｓｕｉｓ，Ｓ． ｓｕｉｓ）感染猪可

引起脑膜炎、关节炎和败血症等疾病，给养猪业造

成严重的经济损失［１－３］。 根据荚膜多糖抗原性的差

异，猪链球菌可以分为 ３５ 个血清型。 研究表明，不
同血清型的猪链球菌及同一血清型中不同菌株之

间的致病力各有差异［４］。 其中猪链球菌 ２ 型是从

病猪体内最常分离出的血清型，致病力最强，同时

它也是一种重要的人畜共患病病原体，可导致生猪

从业人员的感染和死亡［５－６］。 有关猪链球菌的致病

机制及其预防研究已经成为公共卫生领域的研究

热点［７］。
天然免疫球蛋白 Ｍ（ＩｇＭ）含有 Ｃ１ｑ 结合基序，

它可以结合到病原体表面而引发经典的补体级联

反应［８］，在抵抗不同病原体及关联先天免疫和获得

性免疫过程中起重要作用［９］。 由于单体膜表面

ＩｇＭ 是猪主要的 Ｂ 细胞受体［９－１０］，并且猪体内缺少

ＩｇＤ，因此 ＩｇＭ 对猪尤为重要。 研究发现猪感染链

球菌后体内会有 ＩｇＭ 发生降解［１１］，在此过程中猪

链球菌 ＩｇＭ 降解酶 （ Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｍ － ｄｅｇｒａｄｉｎｇ
ｅｎｚｙｍｅ ｏｆ Ｓ．ｓｕｉｓ， ＩｄｅＳｓｕｉｓ）发挥了重要作用［１１］，这提示

ＩｄｅＳｓｕｉｓ蛋白可能是一种有效的猪链球菌抗原。 此外，
Ｊ Ｓｅｅｌｅ 等的研究结果表明，ＩｄｅＳｓｕｉｓ蛋白的氨基酸序列

截短至第 ４３２ 个氨基酸时仍具有 ＩｇＭ 降解活性［１２］。
研究通过克隆 ＩｄｅＳｓｕｉｓ基因截短片段 ＴｒＩｄｅ 序列，

分别构建原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ －ＴｒＩｄｅ、ｐＥＴ３２ａ －

ＴｒＩｄｅ 和 ｐＥＴ－ｓｕｍｏ－ＴｒＩｄｅ，转化 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）
后通过 ＩＰＴＧ 诱导表达，为猪链球菌通用亚单位疫

苗的开发提供实验基础。

１　 材料与方法

１．１　 材料　 猪链球菌 ２ 型强毒株 ＪＺＬＱ 为实验室

分离保存。 载体 ｐＥＴ２８ａ、ｐＥＴ３２ａ、ｐＥＴ－ｓｕｍｏ 购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；宿主菌 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α、Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１
（ＤＥ３）、 ｒＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶，限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ、
Ｈｉｎｄ Ⅲ，Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶均购自宝生物工程（大连）
有限公司；质粒提取试剂盒： Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ Ｉ
（２００）、胶回收试剂盒：Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ （２００）均

购自美国 ＯＭＥＧＡ 公司；氨苄青霉素（Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ）与
卡那霉素（Ｋａｎａｍｙｃｉｎ）购自 ＳＩＧＭＡ 公司。
１．２　 方法

１．２．１　 猪链球菌 ２ 型 ＴｒＩｄｅ 基因扩增 　 根据 Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ 数据库中猪链球菌 ２ 型 ＩｄｅＳｓｕｉｓ基因序列设计

合成 １ 对上、下游分别含有 ＢａｍＨ Ⅰ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ酶

切位点的特异性引物。 上游引物：５ ＇－ＣＧＧＧＡＴＣ⁃
ＣＡＴＧＧＡＴＡＣＡＧＴＴＧＴＴＡＣＡＧＧＡＧＴＧＡＡＴＧＡ－３ ＇，下
游引物：５ ＇－ＣＣＡＡＧＣＴＴＴＧＴＣＴＧＡＣＴＡＧＣＴＧＴＴＴＣＴ⁃
ＴＴＧＧ－３＇（下划线分别为 ＢａｍＨ Ⅰ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ酶切

位点）。 引物由上海生工生物工程有限公司合成。
提取猪链球菌 ２ 型强毒株 ＪＺＬＱ 全基因组 ＤＮＡ，以
此为模板经 ＰＣＲ 方法扩增出 ＴｒＩｄｅ 基因片段，预期

大小为 １２００ ｂｐ 左右。 ＴｒＩｄｅ 基因扩增反应参数为

９８ ℃ １０ ｓ，５５ ℃ ５ ｓ，７２ ℃ ４０ ｓ，３５ 个循环。 扩增

产物通过 １％琼脂糖凝胶电泳检测片段大小。
１．２．２　 原核重组表达载体的构建及鉴定　 ＰＣＲ 产

物经 １％琼脂糖凝胶电泳后用胶回收试剂盒切胶回

收，纯化后与 ｐＥＴ２８ａ、ｐＥＴ３２ａ 和 ｐＥＴ－ｓｕｍｏ 载体分

别用限制性内切酶 ＢａｍＨ Ⅰ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ进行双酶

·８·
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切，而后分别用胶回收试剂盒进行回收纯化；回收

产物在 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶作用下连接 １ ｈ 后转入

ＤＨ５α 感受态细胞，分别涂布相应抗性 ＬＢ 筛选平

板，于 ３７ ℃恒温培养箱中过夜培养；分别挑取筛选

平板上的单菌落于 ＬＢ 液体培养基中，经培养后提

取质粒进行双酶切鉴定，并将阳性质粒送上海生工

生物工程有限公司进行测序。
１．２．３　 ＴｒＩｄｅ 蛋白的诱导表达及可溶性分析　 将测

序正确的重组表达载体 ｐＥＴ２８ａ －ＴｒＩｄｅ、ｐＥＴ３２ａ －
ＴｒＩｄｅ、 ｐＥＴ － ｓｕｍｏ － ＴｒＩｄｅ 分别转化 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１
（ＤＥ３）感受态细胞，涂布抗性平板后挑取单菌落过

夜培养，次日按 １％比例将过夜培养物接种于新鲜

ＬＢ 培养基中继续培养，至 ＯＤ６００达到 ０．５ 左右时，分
别加入 ＩＰＴＧ 至终浓度为 ０．１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，分
别在 ２５ ℃、３７ ℃条件下诱导表达 ８ ｈ。 诱导表达后

的菌体细胞经超声波破碎后高速离心分离上清和

沉淀，分别进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳分析。
１．２．４　 ＴｒＩｄｅ 蛋白纯化及阳性血清制备　 采用优化

后的最佳条件对 ＴｒＩｄｅ 目的蛋白进行诱导表达，表
达产物经镍亲和层析柱纯化，纯化后的蛋白溶液采

用 ＢＣＡ 法微量蛋白浓度测量试剂盒测定浓度，蛋
白分装后放置－８０ ℃保存。

将纯化好的目的蛋白制成疫苗免疫清洁级新

西兰兔，４００ μｇ ／只。 免疫方式为皮下注射，第 １ 次

免疫时采用抗原与等体积的弗氏完全佐剂充分混

匀后免疫；第 ２ 次免疫于首次免疫 １４ ｄ 后进行，抗
原与等体积的弗氏不完全佐剂充分混匀乳化后进

行免疫。 第 ３ 次免疫在首次免疫 ２８ ｄ 后进行，免疫

条件同前一次。 第 ３ 次免疫一周后采血，用 ＥＬＩＳＡ
方法测定血清抗体效价。
１．２．５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析 　 目的蛋白及空白菌

变性后经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳，电泳结束后将凝胶放置

在转膜缓冲液中平衡 ２０ ｍｉｎ，采用半干法转印蛋白

到硝酸纤维素膜上，磷酸盐缓冲液漂洗后用体积分

数为 １０％的 ＴＢＳＴ ４ ℃封闭过夜。 再加入体积分数

５％的 ＴＢＳＴ 稀释的兔阳性血清，３７ ℃振荡孵育１ ｈ，
ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次，加入按 １ ∶ ２０００ 稀释的 ＨＲＰ 标记

的羊抗兔二抗，３７ ℃振荡孵育 ３０ ｍｉｎ，ＴＢＳＴ 漂洗

３ 次后进行 ＤＡＢ 显色观察结果。

２　 结　 果

２．１　 ＴｒＩｄｅ 目的基因的扩增　 经 １％琼脂糖凝胶电

泳检测，ＰＣＲ 扩增产物片段大小约为 １２００ ｂｐ，与预

期目的片段大小相符，且未见非特异性扩增条带

（图 １）。
２．２　 重组表达载体鉴定　 琼脂糖凝胶电泳结果显

示，三种重组表达载体分别用 ＢａｍＨ Ⅰ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ
双酶切后均得到一条大小约为 １２００ ｂｐ 的条带，另
一条条带位置在 ２０００ ｂｐ 以上（图 ２），为切开的载

体片段。 测序结果进一步表明重组表达载体构建

正确。

Ｍ：ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；１：ＴｒＩｄｅ 基因片段 ＰＣＲ 产物

Ｍ： ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＴｒＩｄｅ

图 １　 ＴｒＩｄｅ 基因 ＰＣＲ 扩增产物 １％琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ １　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＴｒＩｄｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙ １％ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

Ｍ：ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＥＴ３２ａ－ＴｒＩｄｅ 双酶切结果；
２：ｐＥＴ－ｓｕｍｏ－ＴｒＩｄｅ 双酶切结果；３：ｐＥＴ２８ａ－ＴｒＩｄｅ 双酶切结果

Ｍ： ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐＥＴ３２ａ－ＴｒＩｄｅ；
２： Ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐＥＴ－ｓｕｍｏ－ＴｒＩｄｅ；
３： Ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐＥＴ２８ａ－ＴｒＩｄｅ

图 ２　 重组表达质粒双酶切鉴定

Ｆｉｇ ２　 Ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ

·９·
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２．３　 ＴｒＩｄｅ 目的蛋白诱导表达

２．３．１ 　 不同表达载体表达效果比较 　 在 Ｅ． ｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ＤＥ３）中分别对三种重组表达载体进行 ＴｒＩｄｅ
目的蛋白的诱导表达，结果显示 ｐＥＴ２８ａ － ＴｒＩｄｅ
重组表达载体的表达效果最佳，目的蛋白表达量高

且可溶率为 ９５％以上（图 ３）；ｐＥＴ３２ａ－ＴｒＩｄｅ 重组

表达载体表达的目的蛋白也具有较好的可溶性，但
表达量比 ｐＥＴ２８ａ－ＴｒＩｄｅ 重组表达载体略低（图 ３，
第 ２、５ 泳道）；ｐＥＴ－ｓｕｍｏ－ＴｒＩｄｅ 重组表达载体表达

的目的蛋白大部分以包涵体形式存在，可溶性目的

蛋白的表达量低于 ｐＥＴ２８ａ －ＴｒＩｄｅ 重组表达载体

（图 ３，第 ２、８ 泳道）。

Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１：ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ２８ａ－ＴｒＩｄｅ 未诱导菌；

２：ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ２８ａ－ＴｒＩｄｅ 诱导表达超声破碎上清；

３：ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ２８ａ－ＴｒＩｄｅ 诱导表达超声破碎沉淀；

４：ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ３２ａ－ＴｒＩｄｅ 未诱导菌；

５：ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ３２ａ－ＴｒＩｄｅ 诱导表达超声破碎上清；

６：ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ２８ａ－ＴｒＩｄｅ 诱导表达超声破碎沉淀；

７：ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ－ｓｕｍｏ－ＴｒＩｄｅ 未诱导菌；

８：ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ－ｓｕｍｏ－ＴｒＩｄｅ 诱导表达超声破碎上清；

９：ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ－ｓｕｍｏ－ＴｒＩｄｅ 诱导表达超声破碎沉淀

Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｎｏｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ２８ａ－ＴｒＩｄｅ；

２： Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ２８ａ－ＴｒＩｄｅ；

３： Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ２８ａ－ＴｒＩｄｅ；

４：Ｎｏｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ３２ａ－ＴｒＩｄｅ；

５： Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ３２ａ－ＴｒＩｄｅ；

６： Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ３２ａ－ＴｒＩｄｅ；

７： Ｎｏｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ－ｓｕｍｏ－ＴｒＩｄｅ；

８： Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ－ｓｕｍｏ－ＴｒＩｄｅ；

９： Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ－ｓｕｍｏ－ＴｒＩｄｅ

图 ３　 三种不同重组表达载体诱导

表达结果 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ ３　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴｒＩｄｅ ｉｎｄｕｃｅｄ

ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ

２．３．２　 ｐＥＴ２８ａ－ＴｒＩｄｅ 重组表达载体表达条件的优化

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果显示，重组菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ２８ａ－
ＴｒＩｄｅ 经诱导后表达产物大小约 ５０ ｋＤ，条带位置与

预期目的蛋白分子质量大小一致（图 ４）；不同温度

条件对目的蛋白的表达量具有较大影响，２５ ℃ 条

件下目的蛋白的表达量比 ３７ ℃条件下高，且可溶

性较好（图 ４，第 １、３ 和 ５、７ 泳道）。 ２５ ℃ 条件下

ＩＰＴＧ 浓度对目的蛋白表达量及可溶性几乎无影响

（图 ４，第 １、２ 和 ３、４ 泳道）。

Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；Ｎｃ：未诱导重组菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ２８ａ－ＴｒＩｄｅ；
１：２５ ℃ ＩＰＴＧ ０．１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱导表达 ８ ｈ 超声破碎上清；
２：２５ ℃ ＩＰＴＧ ０．１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱导表达 ８ ｈ 超声破碎沉淀；
３：２５ ℃ ＩＰＴＧ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱导表达 ８ ｈ 超声破碎上清；
４：２５ ℃ ＩＰＴＧ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱导表达 ８ ｈ 超声破碎沉淀；
５：３７ ℃ ＩＰＴＧ ０．１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱导表达 ８ ｈ 超声破碎上清；
６：３７ ℃ ＩＰＴＧ ０．１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱导表达 ８ ｈ 超声破碎沉淀；
７：３７ ℃ ＩＰＴＧ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱导表达 ８ ｈ 超声破碎上清；
８：３７ ℃ ＩＰＴＧ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱导表达 ８ ｈ 超声破碎沉淀

Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； Ｎｃ： Ｎｏｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ；
１： Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ０．１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ ａｔ ２５ ℃ ｆｏｒ ８ ｈｏｕｒｓ；
２： Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ０．１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ ａｔ ２５ ℃ ｆｏｒ ８ ｈｏｕｒｓ；
３： Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ ａｔ ２５ ℃ ｆｏｒ ８ ｈｏｕｒｓ；
４： Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ ａｔ ２５ ℃ ｆｏｒ ８ ｈｏｕｒｓ；
５： Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ０．１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ ａｔ ３７ ℃ ｆｏｒ ８ ｈｏｕｒｓ；
６： Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ０．１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ ａｔ ３７ ℃ ｆｏｒ ８ ｈｏｕｒｓ；
７： Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ ａｔ ３７ ℃ ｆｏｒ ８ ｈｏｕｒｓ；
８： Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ ａｔ ３７ ℃ ｆｏｒ ８ ｈｏｕｒｓ
图 ４　 重组菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ２８ａ－ＴｒＩｄｅ
不同诱导条件下表达结果 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ ４　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ＴｒＩｄｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
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２．４　 ＴｒＩｄｅ 蛋白纯化　 选择诱导表达效果较好的重

组菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ２８ａ－ＴｒＩｄｅ 以最佳条件进行

目的蛋白诱导表达，蛋白溶液经镍亲和层析柱纯

化。 纯化后的蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（图 ５），灰度分

析结果显示目的蛋白纯度可达 ９５％，ＢＣＡ 法测定蛋

白浓度为 １．８ ｍｇ ／ ｍＬ。

Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１：阴性对照；

２：菌体超声破碎后离心上清；３：亲和层析纯化后的蛋白

Ｍ： ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；

２： Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ； ３： Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＴｒＩｄｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ５　 ＴｒＩｄｅ 蛋白纯化 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ ５　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＴｒＩｄｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

２．６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析　 免疫印迹结果显示，空
载体菌及未诱导的转化菌在 ５０ ｋＤ 处均无表达条

带，诱导菌则有明显条带（图 ６），提示经 ＩＰＴＧ 诱导

后重组菌表达了截短的 ＩｄｅＳｓｕｉｓ蛋白 ＴｒＩｄｅ，且 ＴｒＩｄｅ
重组蛋白能被抗 ２ 型猪链球菌阳性血清识别，表明

该重组蛋白具有良好的抗原反应和免疫原性。
３　 讨　 论

由于猪链球菌的致病机制十分复杂，目前在猪

链球菌病预防过程中尚未有广谱、高效的疫苗。 一

般认为猪链球菌致病力强弱是由其毒力因子决定

的，但由于猪链球菌的毒力因子种类繁多、结构与

功能复杂多变、各毒力因子之间的联系错综复杂，
因此其致病机制尚未研究清楚［１２－１３］。 目前研究的

较为深入的致病性毒力因子主要包括荚膜多糖、溶
菌酶释放蛋白与猪溶素等［１４］。

人类病原菌酿脓链球菌分泌一种针对 ＩｇＧ 特

Ｍ：预染 Ｍａｒｋｅｒ；１：空载体表达产物；

２：未诱导菌表达产物；３：ＴｒＩｄｅ 重组蛋白

Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ；

２： Ｎｏｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ； ３： ＴｒＩｄｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ６　 ＴｒＩｄｅ 重组蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析

Ｆｉｇ ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴｒＩｄｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

异性的内肽酶 ＩｄｅＳ，该酶可在 ＩｇＧ 铰链区高效裂解

人类 ＩｇＧ。 有研究表明猪链球菌 Ｍａｃ 家族基因编

码一种具有 ＩｄｅＳ 蛋白酶活性的酶（ ＩｄｅＳｓｕｉｓ） ［１５］，该
酶被证明与 ＩｄｅＳ 同型但不具有 ＩｇＧ 裂解活性，而是

专一性的裂解 ＩｇＭ，并且裂解效率极高。 此外，
ＩｄｅＳｓｕｉｓ蛋白酶氨基酸序列的全长不是其裂解活性所

必需的。 Ｊａｎａ Ｓｅｅｌｅ 等证明 ＩｄｅＳｓｕｉｓ蛋白酶只需从第

３５ 号到第 ４３２ 号氨基酸长度的片段就具有较好的

ＩｇＭ 裂解活性［１１］。
研究对 ＩｄｅＳｓｕｉｓ开放阅读框基因序列推测的氨基

酸序列进行分析后，选取了长度为 １２２７ ｂｐ 的具有

裂解活性的片段进行克隆表达。 利用 ｐＥＴ２８ａ、
ｐＥＴ３２ａ 和 ｐＥＴ－ｓｕｍｏ 载体质粒分别构建 ＩｄｅＳｓｕｉｓ的

重组表达载体 ｐＥＴ２８ａ －ＴｒＩｄｅ 和 ｐＥＴ３２ａ －ＴｒＩｄｅ 和

ｐＥＴ－ｓｕｍｏ－ＴｒＩｄｅ，利用 ＢＬ２１（ＤＥ３）作为宿主菌，通
过不同温度条件及诱导剂 ＩＰＴＧ 浓度的优化，实现

了该蛋白在大肠埃希菌原核表达系统中的可溶性

表达。 利用 ｐＥＴ２８ａ 载体质粒表达的蛋白分子量理

论值为 ４６ ｋＤ，但 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳结果显示其表观

分子量略大于 ４６ ｋＤ。 其表观分子量偏大的原因可

能是与标准蛋白相比其电荷密度较低造成的［１６］。
分别把目的基因 ＴｒＩｄｅＳｓｕｉｓ片段克隆入不同的表
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达载体构建三种重组表达质粒，并分别比较其表达

效果，结果显示 ｐＥＴ２８ａ 载体质粒能够实现该目的

基因的可溶性表达，且目的蛋白表达量较高，便于

该蛋白的后续纯化工作。 ＩｄｅＳｓｕｉｓ蛋白的可溶性表达

为该蛋白的纯化及免疫原性分析奠定了基础。
ＩｇＭ 是体液免疫过程中的重要参与者，发生感

染后 ＩｇＭ 首先出现，它是感染初期的标志性物质。
由于 ＩｄｅＳｓｕｉｓ对 ＩｇＭ 具有非常高效和专一性的裂解作

用，这可能是造成猪链球菌 ２ 型感染后产生免疫逃

逸的机制之一。 该酶参与了宿主免疫应答早期阶

段的宿主－病原体相互作用，同时 ＩｄｅＳｓｕｉｓ在大部分

链球菌中都有表达，因此，该蛋白的可溶性表达为

猪链球菌通用疫苗的研发提供了新的方向和思路。
后续需通过猪链球菌攻毒保护实验来验证该重组

蛋白的免疫效果及保护作用。
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