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摘要:对猪链球菌 ZK H Y株的谷氨酸脱氢酶基因(gdh)进行克隆和序列分析 ,以 ZKH Y株的基因

组DNA为模板 ,采用 PCR方法扩增出谷氨酸脱氢酶基因片段 ,克隆于 pMD-18T 载体 ,转化宿主

菌 JM 109中进行序列测定。将测序结果与 GenBank已登录序列进行核苷酸和氨基酸的同源性分

析。序列分析显示 ,成功克隆了猪链球菌 ZKH Y株的 gdh基因 , ZKH Y与已报道的猪链球菌 gdh

基因有密切的亲缘关系 ,核酸序列与血清 2 、7 、9型的同源性为 97.2%～ 98.4%,其中与 2 型菌株

同源性为 97.2%～ 97.3%;与 7型菌株同源性为 98.4%;与 9型菌株同源性为 97.6%。其编码的

氨基酸序列同源性则更高 ,与 GenBank中已收录的序列同源性在 98.9%以上 。ZKYH 株可能是

属于 2 、7 、9型之外的其他血清型;所克隆的基因在猪链球菌之中非常保守 ,可以进行表达以用作免

疫学方面的相关研究 。
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Abstract:In o rder to study the function of the protein of g lutamate hydrogenase(GDH), the glu-

tamate dehydrogenase gene of Streptococcus suis st rain ZKH Y w as cloned and analy zed in this pa-

per.The gdh gene w as amplif ied by po lymerase chain reaction(PC R)and cloned into pM D-18T

vector.After t ransfo rm ed into E.coli JM109 competent cells , the recom binant plasmid w as se-

quenced and compared w ith the nucleo tide and deduced amino acid sequences of previous reported

st rains in GenBank.The results show ed that the sequence has clo se relationship to the gdh gene

of S treptococcus suis published in GenBank , w hich has sequence homology o f 97.2%-97.3%,

98.4%and 97.6%with serotype 2 , 7 or 9 st rains , respectively.Especially , the homology of amino acid

sequence w as even higher than that of nucleotide sequence , w hich is above 98.9%.This indicates that

strain ZKH Y may be out of serotypes 2 , 7 and 9.The gene cloned in this study is very conservativea and

it can be expressed in prokaryo tic or eukaryotic cells for immunology-concerned researches.
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　　猪链球菌(S treptococcus suis)分为 35个血清型 ,

是一种重要的人兽共患病病原 ,可引起猪的脑膜炎 、

关节炎 、败血症 、心内膜炎 、脑炎 、流产 、多发性浆膜炎

和支气管肺炎
[ 1 , 2]

,发病猪群的死亡率可达 80%,给

养殖业造成很大的经济损失。人也可以感染发病而

导致败血症 、脑膜炎 、心内膜炎和永久性耳聋等[ 3 , 4] 。

猪链球菌致病的分子基础是多种毒力因子 ,目前已报

道的毒力因子主要有荚膜多糖(CPS)、猪溶血素(sui-

ly sin)、溶菌酶释放蛋白(M RP)、胞外因子(EF)、谷氨

酸脱氢酶(GDH)、纤连结合蛋白(FBN)以及粘附素

(adhesin)等[ 5-7] 。其中 ,GDH 是一种新近发现的猪链

球菌进化上极其保守的种特异性抗原成分(分子量约

48.8 kD),暴露于菌体的细胞壁上
[ 7]
。猪链球菌不同

血清型之间 ,编码GDH 的核苷酸序列的同源性约为

96% ～ 100%, 其 氨基 酸 序列 的 同 源性 高 达

99%～ 100%,其中血清 2型之中 ,其核苷酸同源性高

达99%～ 100%
[ 8]
。该蛋白抗原是一种极好的诊断抗

原 ,可准确地检测猪链球菌感染 ,对于该病的流行病

学研究具有重要意义。同时 ,它也是一种具有免疫原

性的保护性抗原[ 9] ,可以用于猪链球菌的防治。本研

究通过 PCR扩增出 gdh基因 ,并对其进行克隆和序

列分析 ,旨在为进一步研究其功能提供依据。

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　菌株和质粒　猪链球菌 ZKH Y 株由河南农

业大学传染病实验室分离保存。 JM109感受态细胞 ,

pMD-18T 载体购自宝生物工程(大连)有限公司。

1.1.2　工具酶和主要试剂　限制性内切酶 BanⅡ、

BamH Ⅰ、SalⅠ、DL 2000 DNA Marker、rTaq DNA 聚

合酶 、氨苄西林 ,均为宝生物工程(大连)有限公司产

品;蛋白酶 K 为 Merck 公司产品;DNA 胶回收试剂

盒购自北京百泰克生物技术有限公司 。

1.1.3　主要仪器设备　PCR仪(EASTWIN公司);

Alpha Inotech 凝胶成像系统(美国 Bio -RA 公司);

台式冷冻离心机(德国 H ettich 公司);HZS-H 型水

浴振荡器(哈尔滨市东联电子技术开发有限公司);

XW-80A 型旋涡混合器(上海青浦沪西仪器厂)。

1.2　方法

1.2.1　引物的设计与合成　以 GenBank 中猪链球

菌 2型菌株 gdh 基因序列(序列号:AF229683)为

参考 ,利用 Primer 5.0和 Oligo 6.0设计 1对引物 ,

预期扩增片段 1362 bp ,包括 gdh 基因全部 O RF

1347 bp ,上下游引物分别为:P1 5′-AATCAGGT-

GA TCCCA TG TCAAATGC-3′;P2 5′-C TTA T-

ACCAAACC TTGGGCAA TCATGC-3′。

　　引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

1.2.2　基因组 DNA 的提取　基因组提取方法参照

文献[ 10]描述的方法稍加改动。将猪链球菌 ZKH Y

株接种于 5 mL LB液体培养基中 ,37℃恒温水浴培养

过夜;取 1 mL 菌液于 1.5m L Eppendorf 管中 , 4℃

12000 r/min离心 1 min;弃上清液 ,并将残余液滴吸

净 ,加入 200μL DNA 提取液(10 mmol/L Tris -HCl

(pH 8.0),100 mmol/ L KCl ,2.5mmol/L MgCl2 , 1%

Triton X -100 ,0.01%NP 40 , 120μg/mL 的蛋白酶

K ,1% Tween-20(V/V))60℃水浴 1h;之后 95℃水

浴 10 min ,冷却至室温 ,12 000r/min离心 5min ,取上

清保存于-20℃冰箱备用 ,即为 PCR反应的模板 。

1.2.3　gdh 基因的 PCR扩增　按下列顺序和条件

依次加入各反应物进行扩增:10×Buffer 5μL 、M gCl2

5μL、dNTPs 1μL 、上下游引物(20μmol/ L)各1μL 、模

板 DNA 5μL 、rTaq DNA聚合酶0.5μL ,加 ddH2O至

50μL。反应参数为 95℃预变性 5min;94℃变性

30 s ,57℃退火 30 s , 72℃延伸 1 min ,共 35 个循环;

72℃终延伸 7min。取 10μL PCR扩增产物于 1.2%

琼脂糖凝胶中进行电泳后于紫外检测仪下观察 ,并用

凝胶成像仪拍照保存。

1.2.4　PCR产物的酶切鉴定　通过 DNAStar 中的

Mapdraw 分析 ,gdh 基因内部含有Ban Ⅱ限制性内切

酶单一酶切位点 ,酶切后应为 1 253 bp 和 109 bp。应

用该酶对 PCR产物进行酶切鉴定 。

1.2.5　gdh基因的克隆与鉴定　采用 DNA凝胶回

收试剂盒回收纯化扩增片段。将回收的扩增产物与

pMD-18T 载体于 16℃条件下连接过夜 ,然后转化

JM109感受态细胞。通过蓝白斑筛选含有目的质粒

的大肠杆菌菌落 ,挑取白色菌落扩大培养 ,碱裂解法

提取质粒。对所提质粒进行 PCR鉴定和 BamH Ⅰ及

SalⅠ双酶切鉴定。经鉴定为阳性的重组质粒送往上

海生工生物工程技术服务有限公司进行序列测定。

1.2.6　gdh 基因序列及其推导的蛋白质序列分析　

应用 DNAStar 软件中的 MegAlign ,将所测 gdh基因

序列及其翻译后的氨基酸序列与 GenBank 中已收录

序列进行同源性比较分析 ,并通过在线分析进行 gdh

蛋白的抗原性预测。在线分析网址:http://bio.dfci.

harvard.edu/Tools/antigenic.pl。

2　结果与分析

2.1　gdh 基因的 PC R扩增

经 PC R扩增 ,电泳后出现 1条约 1362 bp 的条

带 ,与预期目的片段大小相符(图 1)。
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M.DL 2000 Marker;1.PCR产物;2.阴性对照

图 1　PCR产物琼脂糖凝胶电泳图谱

2.2　PCR产物的酶切鉴定结果

用限制性内切酶 Ban Ⅱ酶切后 ,在 1 200bp 和

100 bp处各出现 1条 DNA条带 ,与预期一致(图 2)。

M.DL 2000 M ark er;1.PC R产物;2.PC R产物 BanⅡ单酶切

图 2　PCR产物的酶切鉴定

2.3　重组质粒的酶切鉴定和 PCR鉴定结果

凝胶电泳显示 ,PCR产物与目的片段大小一致 ,

约 1362 bp;双酶切出现 2 条带 ,1 条接近 1362 bp ,

为目的片段 ,另 1条约 2 692bp ,与pMD -18T 载体

大小一致(图 3),表明所克隆的目的基因已成功插

入 pMD -18T 载体中。

M.DNA Marker;1.重组质粒 pM D-18T-gdh ;
2.重组质粒 pMD-18T-gdh双酶切;3.PCR产物;

图 3　重组质粒的酶切鉴定和 PCR 鉴定

2.4　重组质粒测序鉴定结果

测序结果显示 ,猪链球菌 ZKH Y 菌株 g dh 基

因全长为1 347 bp ,编码 448个氨基酸 。推测其分子

量为 48.8 kD。序列已经递交到 GenBank ,基因登

录号为 FJ428282。

2.5　gdh基因序列分析结果

应用 DNAStar 软件中的 MegAlign 将所测

g dh 基因序列及翻译后的氨基酸序列与 GenBank

中已收录序列进行同源性比较分析。

2.5.1　gdh 基因同源性分析　结果显示 ,所测序列

与 GenBank 中已收录序列同源性达 97.2% ～

98.4%,其中与 2型菌株同源性达 97.2%～ 97.3%,

与 7型菌株达 98.4%,与 9型达 97.6%(图 4)。

图 4　gdh基因同源比对结果

2.5.2　gdh基因系统进化分析　结果表明 ,所测序

列与 7型菌株亲缘关系较近 ,与 2型和 9型亲缘关

系较远 ,与同源性分析结果一致(图 5)。

2.5.3　gdh基因推导的氨基酸序列同源性分析　结

果显示 ,所测 gdh基因编码的氨基酸序列与现有的猪

链球菌 GDH 蛋白氨基酸序列同源性在 98.9%～

99.8%(图 6)。与2型菌株相比 , 所测序列有 4处氨基

酸有差异。分别发生在299aa处的 Ser※Ala ,328aa处

的Asn※Thr ,305和330aa处的 Lys※Glu。与7和9型

相比仅有1处氨基酸有差异 ,在328aa处的 Asn※Thr 。
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图 5　gdh基因系统发育分析结果

　图 6　gdh基因推导的氨基酸序列的同源性比对结果

2.5.4　ZKHY株 GDH 蛋白抗原位点预测　结果表

明 ,ZKH Y株GDH 蛋白共含有 22个抗原表位。对其

各个抗原表位进行 BLAST 分析表明:第1-4 、6、8 、10 、

13-15 、17-18 、20 、22为特异性抗原表位(图 7)。

图 7　ZKHY株 GDH蛋白抗原位点预测

3　结论与讨论

GDH 是连接碳代谢和氮代谢的一个关键酶 ,

是细菌能量代谢过程中十分重要的功能分子 ,对细

菌致病性有重要意义 。据报道 ,在猪链球菌 35个血

清型中都存在该基因[ 7 , 11] 。本研究对所测猪链球菌

ZKH Y株 gdh 基因序列及其推导的氨基酸序列分

析表明 ,该基因在猪链球菌血清 2 、7 、9 型菌株中非

常保守。与 GenBank 中已收录序列同源性 ≥

97.2%。其编码的氨基酸序列更加保守 ,同源性在

98.9%以上 ,与 2型菌株相比有 4个氨基酸的差异 ,

即分别是第 299位(S※A),第 305 、330位(K ※E),

第 328位(N ※T);与 7型和 9型仅有 1个氨基酸的

差异 ,在第 328位(N ※T)。gdh 基因系统进化分析

·100·

2010年第 2期



表明:所测 ZK H Y菌株很可能是属于血清 2 、7 、9型

之外的其他血清型。ZKH Y株 GDH 蛋白抗原性预

测显示 ,其共含 22个抗原表位 ,并且其氨基酸的变

异位点不在预测的抗原表位区内 ,因而不改变其抗

原性 ,BLAS T 分析显示 ,有 14 个表位是特异性的

抗原表位 。下一步可以通过原核或真核表达其特异

性的抗原表位 ,进行免疫学诊断与防治方面的相关

研究 。

猪链球菌的 gdh基因非常保守 ,因此可用于建

立针对该基因的分子检测方法。该基因在 2003 年

由 Ogi首次研究报道[ 11] ,并建立了针对 gdh基因和

cps 2 基因相结合的二重 PCR 方法 。和以往 16S

rRNA 与 cps2 基因相结合的二重 PCR分型鉴定方

法相比 ,该法可以显著提高猪链球菌种的鉴定的准

确性 。目前 ,该基因被广泛用于猪链球菌的 PCR检

测中[ 12 , 13] 。

猪链球菌病是一种重要的细菌性人兽共患病 ,

如何能对其做出快速准确的诊断对于该病的防制及

其流行病学研究具有重要意义[ 14-16] 。猪链球菌的

GDH 是一种新近发现的极其保守的种特异性抗原

成分 。GDH 相对于其他蛋白有很低的点突变率和

高度保守性 ,在艰难梭菌(Clostrid ium di f fici le)的

流行病学诊断中 ,已经作为一种重要的诊断性抗

原[ 17] 。猪链球菌的该蛋白也是一种极好的诊断抗

原 ,可用于检测猪链球菌感染[ 7] 。不足的是 ,用它来

检测不能区分不同的血清型 ,但是这可以先用做临

床上猪链球菌的初步筛选 ,再配合血清分型和分子

分型来定其血清型。同时 ,该蛋白也是一种具有免疫

原性的保护性抗原[ 9 , 18] ,可以用于猪链球菌的防治。

猪链球菌 gdh基因的克隆为进一步研究其表达功能

性 GDH 蛋白及其应用提供了重要依据 ,从而有利于

猪链球菌新型诊断方法和新型疫苗的研制。
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