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·实验室研究·

猪链球菌分泌蛋白的免疫蛋白质组学研究

孙强正 罗霞 叶长芸 肖迪 郑翰 景怀琦 徐建国

【摘要】 目的寻找猪链球菌(s．s“曲)sc84菌株分泌蛋白中具有抗原活性的蛋白，为s．s“is特

异诊断抗原和新的疫苗候选抗原的筛选提供线索。方法 采用免疫蛋白质组学和介质辅助激光解吸

电离飞行时问质谱(MALDI—ToF MS)技术，分析和鉴定S．s“西SI盈4菌株分泌蛋白中能与感染病例恢

复期血清发生免疫杂交的蛋白点。结果 在s．s“isSc84菌株分泌蛋白的免疫杂交膜上，共发现14

个具有抗原活性的蛋白点，其中11个点可以在考马斯蓝染色胶上找到匹配点。11个蛋白点经质谱

鉴定，分属于8种蛋白，全部定位于胞壁或胞外。其中溶菌酶释放蛋白、溶血素、细胞外因子为S．s“如

已知的抗原蛋白；5’一核苷酸酶、ribonucleases G和E、金属内肽酶等为新发现的具有抗原活性的蛋白；

所有的蛋白均能在测序菌株S．5“is 05ZYH33基因组中找到相应的编码基因。结论在S．s“曲分泌蛋

白中发现了新的具有抗原活性的蛋白，可能作为S．s“妇特异诊断抗原和疫苗候选抗原，用于诊断试剂

和疫苗的研究。
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【Abstract】 0bjective Tb identify antigenic proteins secreted by S￡，℃pfo∞ff秕s s“is(S．s“is)type2

strain SC84．Tuethods Two—dimensional electrophoresis(2．DE)，western—blot assay and matrix—assisted

laser deSorption／ionization～time of fli曲t·mass spectrometry(MALDI—TOF—MS)analySis were perfomed to
search and identify antigenic proteins secreted by S．5“is strain SC舄4，which triggered an outbreak of the

disease in Sichuan province，China，in 2005．Results A total number of 14 western blot spots were found

on PVDF membrane．1 1 spots which could be found the existence of matching protein on coomassie G．250—

stained 2一DE gel were identified by MALDI—TOF MS．The 1 1 proteins，all located at extra—cellular or cell

wall，were claSSified into 8 kinds of pr。teins． Anlong of them， muramidase—released protein(MRP)，

suilysin(Sly)and extra—cenular factor(EF)were the kn。wn antigenic proteins，but several proteins such as

putative 5’一nucleotidase，rib伊nucleases G and E，and predicted metal—loendo～peptidase were newly found

antigenic proteins．／Ul the identified protein were found to have had the coding gene in genomic of S．5“is

strain 05ZYH33，isolated from patients in Sichuan province，China in 2005．Conclusion The newly found

proteins couId be used as voluntary antigens f6r detection and vaccination of S，sMis．

【Key words】 s￡rP声￡0cofc“s s“厶；Secreted pmtein；Immunoprotemics

猪链球菌(S￡僧声￡o∞cf“s 5“is，S．s“i5)是一种重

要的人畜共患病病原体，可引起猪的脑膜炎、关节炎

及败血症等疾病⋯，亦可引起人类的感染，导致脑膜

炎及中毒性休克综合征等严重疾患。2。。近年来，猪

链球菌病在我国一些省区时有发生或暴发，对养猪

业及其从业人员造成重大伤害。特别是2005年，在
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我国的四川等地发生由猪链球菌2型(序列7型，ST_

7)引起的爆发性流行，造成200多人感染，38人死

亡b1。目前，有多种策略用于猪链球菌疫苗开发，如

灭活全菌、荚膜多糖等，但因为存在免疫次数多、不能

产生广泛保护和免疫原性低等缺点，而影响了其实际

应用|4‘6 o。因此，寻找在S．s“is中广泛存在、具有抗原

性和免疫原性的蛋白作为疫苗靶位，显得尤为重要。

本研究采用免疫蛋白质组学的方法，研究引起2005

年四川省猪链球菌病暴发的S．s“如SC84菌株分泌蛋

白中能和患者血清发生杂交反应的所有蛋白点，以期

为寻找新的疫苗和诊断靶位蛋白提供线索。
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材料与方法
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l．菌株与培养条件：S．s“始Sc84菌株(血清型

2型，ST7型)由本室保存，为四川省猪链球菌病患

者分离株；常规培养采用5％绵羊血平皿(广州迪景

微生物科技有限公司)37℃、5％Co，培养；S．5“缸

液体培养采用Todd—Hewitt broth(THB)(oxiod)培

．养基，37℃，5％CO，静止培养。

2．仪器和试剂：IPG干胶条(ReadySt^pm IPG

stdp，7 cm，pH值4～7)、pH值3～10和pH值4～7的

IPG缓冲液、蛋白定量试剂盒(Quick Stan B础ord
Protein A潞y Kit)、矿物油、溴酚蓝等为BbRad公司

产品；二硫苏糖醇(D]盯)、3一[(3一chOlarnjdopropyl)

dimethyla蝴nio]一1一propane枷fonate(CHAPS)、三氯乙
酸(trichlor。acetic acid，TCA)等为Sigma公司产品；测

序级胰蛋白酶是鼢he公司产品；PⅥ)F、0．22扯m低
蛋白结合滤器为Millipor公司产品；辣根过氧化物酶

标记羊抗人IgG二抗为华美生物公司产品；其他试剂

均为分析纯；恢复期血清是从2005年四川省猪链球

菌感染病例中分离，由本室保存；双向电泳第一向等

电聚焦仪Protean IEF Cell、第二向垂直板电泳仪

ProteanⅡXi为Bi口Rad公司产品；扫描仪为Powerl∞k

2100)(1(U删)；双向电泳凝胶图像分析软件为
PDQuestlM 2D analysis sof研are(BbRad)；质谱仪为

4700 MALDI TOF／T()F ProteOrnics AmlyZer(Applied

BiOsystems，Fbter City，(：A)。

3．上清分泌蛋白样品的制备：挑取血平皿上

S．5“厶SC84单克隆菌株到THB液体培养基中静

止培养(37℃，5％CO，)8 h，l：100稀释到400 ml

THB液体培养基中培养16 h(A。约1．0)。4℃

6000 g离心10 min收集上清。上清中加入蛋白酶抑

制剂1片，DTT(终浓度0．1％)，0．22肚m低蛋白结

合滤器过滤除菌，加入三氯乙酸(TCA，终浓度

10％)，冰水中静置3 h沉淀蛋白；4℃14 000 g离心

40 min，弃上清；沉淀以预冷的丙酮洗3次，冷冻真

空干燥。沉淀蛋白以适量裂解液(7 mol／L Urea，

2 mol／L Thiourea，4％CHAPS，0．2％DTT)溶解；以

Quick Start Bradford Protein Assav Kit定量，分装成

小份，直接上样或一70℃保存备用。

4．双相电泳：第一相固相pH等电聚焦按照

BIO-RAD操作手册进行，程序分别为50 V 12 h，

250 V 30 min，500 V 30 min，4000 V 3 h，4000 V

20 000 Vh，500 V 1 h；胶条进行平衡和二相垂直板

SDS—PAGE电泳；每一蛋白样品进行并行两块胶双

相电泳，一块胶进行考马斯蓝染色，另一胶块进行免

疫杂交。图像采用扫描仪扫描采集，运用PDQuest

2D 7．4．0软件进行分析。

5．免疫杂交：双相电泳后，胶上蛋白采用湿法转

移至PVDF膜上，进行western-blot。具体步骤：膜

以封闭液(PBS，0．05％tween一20，5％脱脂奶粉)封闭

2 h后，与封闭液稀释的患者血清(1：100稀释)室温

孵育2 h，PBST(PBS，0．05％tween一20)洗3次，每次

10 min；与HRP标记的羊抗人IgG二抗(1：50)室温

孵育2 h，PBST洗3次，每次10 min。以4一氯一1一萘

酚(4一chloro一1一naphthol，4一CN)作为显色底物进行显

色，显色膜扫描保存。每个样品重复3次，3次杂交

均为阳性的蛋白点进行鉴定。另外，取正常人血清

作为阴性对照，以剔去非特异杂交点。

6．蛋白消化和蛋白点鉴定：将考马斯蓝染色的

胶与Western-blot显色的膜进行比对，以确定胶上

免疫反应蛋白点。从考马斯蓝染色胶上切取相应蛋

白点进行蛋白酶切。使用4700 MALDI ToF／TOF

Proteomics Analyzer在中国疾病预防控制中心传染

病预防控制所诊断室进行质谱鉴定，所得数据使用

MATRIX软件(www．matrixscience．com)进行肽质

量指纹图谱检索，同时在NCBInr数据库进行蛋白

检索。因为实验菌株与S．s钳i5测序株05ZYH33同

为2005年四川省猪链球菌感染疫情分离菌株，因此

在所有匹配蛋白中首选S．s“i5 05ZYH33菌株蛋

白。鉴定的蛋白序列使用HMMs软件(http：／／

tigrblast．tigr．org／web—hmm／)进行蛋白功能预测；使

用psortb v 2．0(www．pSort．org／pssortb)进行蛋白

定位预测。

结 果

1．上清分泌蛋白谱：首先以pH值3～10 lPG胶

条进行2一D分析，经考马斯蓝染色、扫描和软件分析，

结果发现5．5“舔SC84菌株的上清分泌蛋白大多分

布在pH值4～7的范围内(资料未发表)，因此，采用

pH值4～7的胶条进行蛋白2一D电泳分析，共检测到

大约100个蛋白点(图1A)。样品进行3次重复试

验，得到的图谱有很高的重复性。

2．上清分泌蛋白免疫杂交谱：取上清分泌蛋白

样品进行并行双相电泳，一块胶进行考马斯蓝染色

用于图谱分析和蛋白点的鉴定，另一胶上蛋白转移

至PVDF膜上，与患者血清进行western-blot。经
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显色后，杂交膜上共发现14个杂交点(图lB)，共有

11个点可以与考马斯蓝染色胶上蛋白点匹配。切

取这些蛋白点进行酶切、肽指纹图谱和质谱鉴定，其

中11个蛋白鉴定成功，分属于8种蛋白(表1)。经

蛋白定位预测，8种蛋白中有6种定位于胞壁或胞

外，其余2种定位于胞外和胞质。鉴定成功的所有

蛋白点均能在测序菌株S．s甜is 05ZYH33基因组中

找到相应的编码基因。

注：A：上清分泌蛋白2 D电泳胶考马斯蓝染色；B：2一D电泳胶

上蛋白转到PVDF膜上，与s．5“缸感染患者血清杂交。胶上与免疫

杂交点匹配的所有点进行MALDI—ToF MS分析

图1 S．衄站SC84菌株上清分泌蛋白2一D电泳

和免疫杂交图谱

讨 论

蛋白点1、2、3、13为同一种蛋白——溶菌酶释放

蛋白(muramida盼releaSed protein，MRP)，是S．5“缸重

要的表面分子蛋白，MRP蛋白与A群链球菌M蛋白

一样，具有黏附、抗吞噬、调理及诱导细胞凋亡等多种

生物学功能，故将MRP列为类M蛋白之列o7I。其相

对分子质量(M，)为136×103，在其N端有分泌信号

肽段，C端有胞壁锚定结构域，成熟肽的M，为110×

10¨8|。MI心存在于大多数S．s“i5毒性菌株中，而在

无毒株中缺失，是重要的毒力因子，可作为细菌毒力

的参考指标，用来区分致病株和非致病株旧3。研究表

明，MRP也是重要的保护性抗原，是疫苗研制的重要

备选抗原，以全长MRP蛋白或截短的部分蛋白为抗

原的亚单位疫苗相关研究已经开展。wisselinl【等¨叫

构建了MRP和EF的双价亚单位疫苗，对实验动物

有很好的免疫原性和保护性；王海丽等ulf、欧瑜和陆

承平u2 o分别克隆表达了MRP蛋白部分氨基酸片段，

表达的蛋白均具有良好的抗原性；范红结等u引也克

隆表达了MI心蛋白N端部分片段，表达的蛋白对

础咀吲C小鼠有很好的保护效果。

蛋白点6经鉴定为溶血素(SIy)，是s．s“is产生

释放至胞外、具细胞毒性作用的毒素物质，属于巯基

激活的细胞毒素家族，可与宿主细胞受体结合，导致

细胞通透性增加和裂解，不仅直接造成细胞的破坏，

且有助于细菌的扩散，这也是S。s“始易侵入宿主血

液导致菌血症和败血症的原因。Sly是S．s“is重要

的毒力因子，Sly+的菌株毒力强于Sly一的菌株¨“。

Sly也是一种重要的保护性抗原，可作为亚单位疫

苗的候选抗原。Jacobs等¨5。对S．s甜毋2型的Sly进

行了提纯，然后以提纯的Sly免疫BALB／C系小鼠，

表1 S．s“如sc84菌株上清分泌蛋白中免疫蛋白点质谱鉴定及检索结果

注：4在NcBI(http：／／www．ncbi．nlm．nih gov)查找蛋白编码基因在5 s“曲05zYH33中的基因位点标签；6使用HMMs软件(http：／／

tjgrblast．tigr．org／web—hmm／)进行蛋白功能预测；。使用psortb v 2，0(www．psort org／pssortb)进行蛋白定位预测
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使小鼠得到了完全的免疫保护，证明S．s“is 2型的

Sly具有重要的免疫保护作用，并推测Sly对其他类

型的S．s“i5有交叉保护作用。Jacobs等u纠对SIy和

其他胞外抗原对猪的免疫保护作用进行了对比，结

果显示S1y的免疫保护作用明显优于其他抗原。

ribonucleases G和E为一种细菌包膜蛋白，具

有2个膜结构域，定位于细胞外(表1)，它与surface

antigen spl(Sao)的氨基酸相似性为83％。Sao是Li

等[171发现的能与病猪血清发生杂交的猪链球菌表

面蛋白，具有革兰阳性菌膜锚定蛋白典型特征，结构

中含有植物病原体内经常出现的一段保守的非毒性

结构域。Sao蛋白具有s．s“is特异性，由Sao蛋白免

疫仔猪能够诱发明显的体液免疫反应【1 7|。虽然在

随后的保护性研究中并没有发现保护性，但可作为

病原菌感染的标志性蛋白，用于特异诊断试剂的研

发。本研究提示有必要对ribonucleases G和E蛋白

进行深入研究，探索其免疫活性和保护性，为进一步

疫苗和特异诊断试剂的开发奠定基础。

蛋白点11经鉴定为细胞外蛋白(extracellular

protein)，又称为细胞外因子(extracellular factor，

EF)，其M，为110×103，仅存在于培养物上清中，是

S．5“is重要的毒力因子，同MRP、Sly一起，成为区

分毒力株与非毒力株的标志蛋白。在一些国家(特

别是欧洲国家)，MRP+、EF+血清2型菌株与猪的

感染和严重临床表现密切相关，而MRP一、EF一血

清2型菌株主要从健康猪中分离“⋯。EF也是一种

重要的保护性抗原，wisselink等。10J以提纯的MRP、

EF蛋白免疫实验动物，结果发现免疫动物对猪链球

菌毒力株的攻击具有很好的保护性，提示EF作为

亚单位疫苗的可行性。

蛋白点12为5 7一核苷酸酶，是一类参与能量代

谢的酶，将蛋白质序列在BLAST中进行结构域检

索，发现它具有3个结构域，分别是5 7一核苷酸酶、钙

调素样磷脂酸酶和双功能一UDP水解酶。它与

S．s“is 89／159l的革兰阳性球菌表面蛋白(surface

protein frOm gram—positive cocci)的相似性为98％；

与血链球菌SK36 5 7一核苷酸酶的相似性为62％。

在以前的研究中，没有报道5’一核苷酸酶具有抗原

性，在本项研究中首次被鉴定具有抗原性，可以作为

判定病原菌感染的标志性蛋白和疫苗研究的候选抗

原，值得进一步研究。

蛋白点5为金属内肽酶(predicted

metalloendopeptidase)，属于肽酶家族M13。肽酶家

族M13广泛存在于哺乳动物组织和细菌中，而在细

菌中参与消化牛奶。经BLAST检索发现，金属内

肽酶氨基酸序列与S．s“妇测序株98HAH33、89／

1591金属内肽酶蛋自的相似性最高，分别为100％

和98％；其次为贝氏梭状芽胞杆菌(aos￡r积i“优

6已i尬，|i咒c是ii)NCIMB 8052的endothelin—converting

enzyme l蛋白(34％)，R拄∞沈f砌一玩眈f据r级嫩

BBFL7的endopeptidase M13 famijy(33％)，而在其

他菌属中没有发现相似性高的蛋白。因此，金属内

肽酶蛋白为S．s“is的特异蛋白，可能作为S．s“砖的

标志蛋白，用于特异诊断试剂和疫苗候选保护性抗

原的研究。

蛋白点7为S．s“毋05ZYH33株假定蛋白，经蛋

白功能检索发现其氨基酸序列中含有多数受体所具

有的与配体结合的结构域，是细菌重要的受体组份。

它与无乳链球菌(S￡rPp￡o∞fcW5口肛如c￡i乜P)2603V『R

中ABC型支链氨基酸运载体蛋白的相似性为

68％。可能作为药物作用的靶蛋白，用于S．s“毋特

异药物的开发。

蛋白点8为翻译延长因子EF—Tu(translation

elongation factor EF—Tu)，它在链球菌、肠球菌、乳球

菌、脑膜炎双球菌等细菌中存在，在既往免疫蛋白质

组学研究中，已经证实是一类免疫原性较强的标志

蛋白，但因其在球菌中广泛存在，特异性不强，作为

检测抗原和疫苗候选抗原的可能性不大。

在本研究中，S．s“舔SC84菌株培养物上清中共

有8种分泌蛋白可与患者血清发生杂交，具有很好

的抗原活性，其中ribonucleases G和E、5 7一核苷酸酶

及金属内肽酶为最新发现的具有抗原活性的蛋自：

但是，这些蛋白是否具有很好的免疫原性和保护性，

需要进一步研究证实。
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一起水型细菌性痢疾暴发的调查

孟昭远 李平 徐志元 高元鹏 李海燕

2005年6月天津市武清区汉沽港镇发生以发热、腹泻、

恶心、呕吐和脓血便为主要症状的病例，共确诊患者1189

侈!|，经流行病学调查确认是一起由于生活饮用水源污染而导

致的福氏志贺痢疾杆菌3a型细菌性痢疾(菌痢)的暴发。

1，对象与方法：采用统一的调查表对所有病例进行流行

病学个案调查，同时选择健康人为对照，对可能的危险因素

进行病例对照研究。采集病例粪便样本17人份，按常规实

验方法分离培养病原菌。采集汉沽港镇深井水原水、管网

水、蓄水池水及管网末梢水，进行细菌总数、大肠菌群数、志

贺菌、沙门菌和霍乱弧菌检测。

2．结果：

(1)基本情况：汉沽港镇中心在汊沽港村，由4个街区及

村落组成。居民生活饮用水为深井自来水，从蓄水池，二次

提水到水塔，并下设自来水管网。

(2)流行病学调查：首例腹泻患者于6月1日发病，至6

月6日期间每日发病十余例。6月7—12日每日发病例数从

20多例逐渐上升到50例，6月15日病例陡升至120例，流

行高峰持续到6月18日。6月17口采取综合性防疫措施

后，病例数逐日下降，至6月24日以后无新发病例报告。此

次疫情历时24 d，确诊患者1189例，罹患率为3．66％(1189／

32 505)。病例中男性683例，女506例，男女比为1：0．74。

其中以10～20岁年龄组发病数最多，达500例，占总发病数

的42．05％；其次为0～10岁332例(27．92％)。此次疫情波

及范围大，全镇18个村街均有病例，主要集中在汉沽港村的

4个街区，占病例总数的66．53％(791／1189)。发病率呈以一

街为最高，周围村落逐渐降低的特点。一街的发病率高达

8 15％(509／4495)，四街发病率为5．98％(114／1907)，六道口

村发病率为4．36％(244／5593)，其他街区和村落的发病率为

2．00％～3．51％。

(3)实验室检测：17份患者粪便标本中4份培养出福氏

志贺痢疾杆菌3a型，另13份粪便标本细菌培养呈阴性(其

作者单位：301700天津市武清区卫生防病站

·疾病控制·

中有8例应用了抗生素)。发病例数最多街村的深井水源水

细菌培养全部阴性。仅在一街蓄水池水、末梢水检测大肠菌

群最大可能计数(MPN)>1600／100 ml，严重超标(正常值

MPN<2／100 m1)，粪大肠菌群阳性，并检出福氏志贺痢疾杆

菌3a型，与患者粪便培养菌型(流行菌株)一致。证实水源

污染是本次菌痢暴发流行的直接原因。

(4)水源现场调查与处理：对输水管网检查发现汊沽港

镇一街南井至蓄水池段管网破裂渗漏，且管网渗漏处原为垃

圾坑。6月17日后迅速对自来水供水系统消毒和技术改造，

及时更换破裂处管道；在蓄水池内缘建防渗墙，防止蓄水池

渗漏；对蓄水池、水塔、自来水管网进行饮水消毒；对另一处

经过污水段的水下管网改地上架高，防止水源污染。此外，

还采取隔离传染源(患者)、外环境消毒、高暴露人群预防性

投药等以切断传播途径为主导的综合性防疫措施。此后未

再出现二代续发病例。

3．讨论：本次疫情调查表明，饮用水地下管网破裂是导

致此次疫情的直接原因。疫情发生的最早时问是6月1日，

但乡村及个体医生未及时报告疫情，直到6月14日武清区

卫生防病站才收到疫情报告，是导致此次疫情流行的时间

长、范围大、病例多的原因之一。汉沽港一街为镇政府所在

地，工商业较发达，流动人口较多，卫生条件差。我国每年报

告的菌痢与感染性腹泻发病例数几乎占到法定传染病的

l／4⋯，有文献报道多达60％的感染性腹泻疫情是由水污染

造成的幢o，且多发生于乡镇地区。这些地区由于改水改厕不

彻底，或者根本没有改水改厕，使自来水、井水或河塘水极易

受到污染，造成暴发疫情。
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