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摘　要：猪链球菌是猪的主要病原，也可导致人感染，其致病机理尚未明确。作者设计了１对特异性引物，采用特

异性ＰＣＲ从２株猪链球菌血清２型６０６中国分离株和６０７日本分离株的基因组中，分离出２种血清混浊因子

（狅犳狊）基因，全长３０１６ｂｐ，编码９３８个氨基酸，其中日本分离株６０７的狅犳狊基因序列与已知基因完全相同。中国分

离株６０６的狅犳狊基因与已知基因相差７个碱基，导致３个氨基酸替换，其中１个突变（Ａｓｐ３５３Ｇｌｙ）位于蛋白的Ｎ端

功能区，可能影响其血清混浊功能；另外２个氨基酸突变位于蛋白的Ｃ端重复区内。从２种ＯＦＳ蛋白中，找出了细

菌黏附因子共有的结构特征，２种ＯＦＳ蛋白Ｃ端区含有保守的ＬＰＸＴＧ结构，使ＯＦＳ蛋白可固定于细菌的表面，但

其中的３个重复序列与纤黏蛋白结合蛋白Ａ等的相似性很低，两种ＯＦＳ蛋白可能通过特殊的途径协助猪链球菌

的黏附。猪链球菌狅犳狊基因中重复序列和突变使得编码的蛋白表现出丰富的长度多态性。本研究获得的２种

ＯＦＳ属于中等长度的蛋白，均来自强毒力型猪链球菌。这些结果提示菌株６０６和６０７携带的狅犳狊基因可能是猪链

球菌的毒力基因，对猪链球菌的致病机理及其防治具有重要的意义。
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　　猪链球菌是重要的人畜共患病病原之一，共分

为３５个血清型
［１］，其中猪链球菌血清２型存在于健

康成年动物体内，特别是扁桃体中，经身体接触传给

仔猪，易引起仔猪的猪链球菌病，表现为多个组织器

官的炎症，感染仔猪常因脑膜炎、败血症等死亡；病

原也可经过皮肤表面的创口传染人，使人出现脑膜

炎、败血症、关节炎、耳聋等症状［２］。猪链球菌２型

携带的毒力因子与菌株的致病力直接相关。已知猪

链球菌２型的毒力因子有荚膜多糖（Ｃａｐｓｕｌａｒｐｏｌｙ

ｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＣＰＳ）、溶菌酶释放蛋白（Ｍｕｒａｍｉｄａｓｅ

ｒｅｌｅａｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＲＰ）、溶血素（Ｓｕｉｌｙｓｉｎ，ＳＬＹ）

等［３］，但迄今为止只有荚膜多糖是唯一证明的主要

毒力因子［４］。猪链球菌混浊因子（Ｏｐａｃｉｔｙｆａｃｔｏｒｏｆ

犛．狊狌犻狊，ＯＦＳ）是新近鉴定的毒力因子，感染仔猪后

能产生明显的病变，基因的突变体使菌株的致病力

明显下降，提示ＯＦＳ与猪链球菌２型的致病力直接

有关［５］。本文对中国和日本来源的２株猪链球菌２

型的狅犳狊基因进行分离鉴定和对比研究。

１　材料与方法

１．１　实验菌株及克隆载体

２株Ｒ群猪链球菌血清２型（犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊狊狌

犻狊ｓｅｒｏｔｙｐｅ２，ＳＳ２）６０６和６０７购自中国兽医药品监

查所 （中 国 微 生 物 菌 种 信 息 网 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｍｕｍ８００．ｃｏｍ／），其中，菌株６０６（Ｃ５５６０４）自上海市

嘉定县发生脑膜炎的仔猪心血中分离，菌株６０７

（Ｃ５５９５３，７３５，ＮＣＴＣ１０２）由日本家畜卫生试验场从

败血症猪体内分离。克隆载体ｐＭＤＴ１９ｓｉｍｐｌｅ购

自ＴａＫａＲａ公司；大肠杆菌ＴＧ１由本实验室保存。

引物的合成和核苷酸序列测定均由上海捷瑞生物工

程有限公司完成。

１．２　猪链球菌２型狅犳狊基因的克隆

以已知狅犳狊基因序列为依据，设计１对特异性引

物，ｕｏｆｓ：５′ＣＧＴＣＣＴＡＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＡＣＣＣ３′，

ｄｏｆｓ：５′ＴＣＴＧＣＡＧＣＴＡＴＴＧＣＧＡＡＴＧＧＣ３′。

细菌基因组ＤＮＡ的提取采取煮沸法。细菌于

５％小牛血清ＴＨＢ液体培养基中培养８ｈ，取１．０

ｍＬ经１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ收集细菌，以裂

解液（０．２５％ＳＤＳ，０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ）４０μＬ重

悬，沸水浴１０ｍｉｎ；１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ；取

上清作为基因扩增的模板。设置２０μＬ的ＰＣＲ反应

体系，其中含１０×犜犪狇ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｂｕｆｆｅｒ２．０

μＬ，２．５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ｄＮＴＰｓ１．６μＬ，０．１μｇ·μＬ

－１引

物各０．４μＬ，犜犪狇ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．５ＩＵ（天根，北

京），基因组模板１μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变

性５ｍｉｎ；９４℃１．５ｍｉｎ，５５～５８℃３０ｓ，７２℃２．５

ｍｉｎ，３０个循环；７２ ℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物以

１％ 琼脂糖凝胶电泳检测。参照柱式ＤＮＡ胶回收

试剂盒（Ｏｍｅｇａ）说明书回收目的片段，与载体ｐＭＤ

１９Ｔｖｅｃｔｏｒ（ＴａＫａＲａ）连接，转化感受态大肠杆菌

ＴＧ１，涂布于含氨苄青霉素、Ｘｇａｌ和ＩＰＴＧ的ＬＢ琼

脂平板上，挑取白色菌落，经菌落和质粒ＰＣＲ鉴定为

阳性的重组子进行核苷酸序列测定。

菌株６０６和６０７分离出的狅犳狊基因在ＧｅｎＢａｎｋ

数据库的登录号分别为ＥＦ１９５７７０．１和ＥＦ１９５７７１．１。

应用ＤＮＳｔａｒ（ｖ５．０１）软件进行碱基序列分析，基因编

码蛋白的二级结构分析采用ＤｕｎｄｅｅＵｎｖｅｒｓｉｔｙ开发

的Ｊｐｒｅｄ３软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｏｍｐｂｉｏ．ｄｕｎｄｅｅ．ａｃ．ｕｋ／

ｗｗｗｊｐｒｅｄ／），信号肽序列经ＳｉｇｎａｌＰｖ３．０（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）软件分析，蛋白

的聚类分析采用 Ｍｅｇａ４．０软件中的邻接法（Ｎｅｉｇｈ

ｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ），并进行１０００次自举检验，以枝

３８２
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长表示遗传距离。

２　结　果

２．１　基因的克隆

以猪链球菌ＳＳ２６０６（上海株）和６０７（日本株）

基因组ＤＮＡ为模板，经扩增获得１条３０１６ｂｐ条

带，与预期片段的大小一致（图１）。目的片段经克

隆后，随机挑取２个克隆子测定碱基序列，每个克隆

子测定２次，获得插入片段的碱基序列。

Ｍ．λＤＮＡ／犎犻狀ｄⅢ相对分子质量标准；１．６０６菌株；２．

６０７菌株；３．对照

Ｍ．λＤＮＡ／犎犻狀ｄ Ⅲ ｍａｒｋｅｒ；１．Ｓｔｒａｉｎ６０６；２．Ｓｔｒａｉｎ

６０７；３．Ｃｏｎｔｒｏｌ
图１　Ⅱ型猪链球菌犛犛２６０６和６０７的狅犳狊基因扩增

犉犻犵．１　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狅犳狊犵犲狀犲狋犪犽犻狀犵狋犺犲犵犲狀狅犿犻犮

犇犖犃狅犳犛犛２狊狋狉犪犻狀６０６犪狀犱６０７犪狊狋犲犿狆犾犪狋犲狊

２．２　狅犳狊基因及编码蛋白的序列分析

２株菌的狅犳狊基因长度一样，均为３０１６ｂｐ，经

ＮＣＢＩ在 线 同 源 比 对，据 荷 兰 分 离 株 ＳＳ２ １０

（ＡＹ８１９６４７．１）的狅犳狊基因结构，确定分离的２个基因

（３０１６ｂｐ）的开放读码框位于４１—２８５７ｂｐ区段，

编码９３８个氨基酸。与已知序列相比，ＳＳ２ 日本分

离菌株６０７的狅犳狊基因与强毒型中国江苏分离株

ＳＳ１４ＪＳ１４（ＣＰ００２４６５．１）、中国贵州分离株 ＧＺ１

（ＣＰ０００８３７．１）、英国分离株Ｐ１／７（ＡＭ９４６０１６．１）、

日本分离株 ＮＩＡＨ１１４３３（ＡＢ３２５７０６．１）、荷兰分离

株ＳＳ２１０（ＡＹ８１９６４７．１）５个基因的碱基序列完全

相同，相似性为１００％；上海分离菌株ＳＳ２６０６的狅犳狊

基因与上述基因的相似性为９９％，之间有７个碱基

不同，导致３５３、７０８、７４３位点的３个氨基酸变异（表

１）。经ＳｉｇｎａｌＰｖ３．０软件分析，２种蛋白都有信号

肽，信号肽切割位点于Ａ２２Ｅ２３间（图２），之后的氨

基酸至Ｐ６７２为蛋白的Ｎ端区，Ｋ６７３至Ｋ９３８区域

为蛋白的Ｃ端区（图３）。从菌株ＳＳ２６０６的ＯＦＳ蛋

白Ｃ端区找到３个重复序列Ｒ１、Ｒ２和Ｒ３（图４），以

４９～５０个氨基酸为重复单位，分别位于６７４—７２３、

７２８—７７７、７８２—８３１氨基酸区段，其中Ｒ１与Ｒ２均

由５０个氨基酸残基组成，之间的相似性较高，为

８４％；Ｒ３较 Ｒ１少１个氨基酸，之间的相似性仅

４０％；菌株ＳＳ２６０７的ＯＦＳ蛋白中３个重复区的特

点与ＳＳ２６０６相近，Ｒ１与Ｒ２的相似性为８２％，Ｒ３

与Ｒ１的相似性为４２％。对菌株ＳＳ２６０６的ＯＦＳ蛋

白二级结构进行分析（图３），共有１３个α螺旋、１６

个β片层，多数分布在蛋白的Ｎ端区；蛋白的Ｃ端

区（６７３９３８）只有１个α螺旋，位于蛋白的Ｃ端末

尾，由 Ｔ９１７－Ｋ９３２共１６个氨基酸残基组成。在

ＯＦＳ蛋白 Ｎ 端结构域的末尾有脯氨酸富集区

（Ｋ６１６－Ｋ６７３），５７个氨基酸中脯氨酸占１９．３％，接

近１／５。在蛋白 Ｃ端结构域中有细胞壁结合域

ＬＰＸＴＧ，位于最后１个α螺旋的Ｎ端。

表１　２株Ⅱ型猪链球菌狅犳狊基因序列的碱基差异

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊犻狋犲狊狅犳狅犳狊犵犲狀犲狊犳狉狅犿狋狑狅犛．狊狌犻狊狊犲狉狅狋狔狆犲２狊狋狉犪犻狀狊

菌株

Ｓｔｒａｉｎｓ

狅犳狊基因序列的碱基差异（变异氨基酸）

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｅｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｉｔｅｓｉｎ狅犳狊ｇｅｎｅｓ（ｒｅｌａｔｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｍｕｔａｔｉｏｎ）

４１２ １０９８ １４０２ １８３４ ２１６２ ２２６７ ２７８６

ＳＳ２６０６ Ｇ Ａ（Ａｓｐ３５３） Ｔ Ｇ Ｇ（Ａｌａ７０８） Ｇ（Ｖａｌ７４３） Ｃ

ＳＳ２６０７ Ａ Ｇ（Ｇｌｙ３５３） Ｃ Ａ Ａ（Ｔｈｒ７０８） Ａ（Ｉｌｅ７４３） Ｔ

．核苷酸和氨基酸的位置据登录序列：ＩＩ型猪链球菌上海分离株６０６（ＥＦ１９５７７０．１）；日本分离株６０７（ＥＦ１９５７７１．２）

．ＬｏｃａｔｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｗｅｒｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｉｎＧｅｎＢａｎｋｗｉｔｈＳＳ２ｓｔｒａｉｎ６０６ｆｒｏｍＣｈｉｎａｏｆ

ＥＦ１９５７７０．１ａｎｄＳＳ２ｓｔｒａｉｎ６０７ｆｒｏｍＪａｐａｎｏｆＥＦ１９５７７１．２
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图２　菌株犛犛２６０６的狅犳狊基因编码蛋白的犖端信号肽分析

犉犻犵．２　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狊犻犵狀犪犾狊犻狋犲狅犳狆狉狅狋犲犻狀犮狅犱犲犱犫狔狅犳狊犵犲狀犲狅犳犛犛２狊狋狉犪犻狀６０６狌狊犻狀犵狀犲狌狉犪犾狀犲狋狑狅狉犽狊犿狅犱犲犾（犖犖）

Ｈ代表α螺旋，Ｅ代表β片层结构；蛋白的Ｎ端自成熟肽的第１个氨基酸Ｅ２３至Ｐ６７２，Ｎ端末尾的富Ｐｒｏ区（Ｋ６１６

Ｋ６７３）中的脯氨酸Ｐ以大号字突出显示；蛋白的Ｃ端起自Ｋ６７３至Ｋ９３８，以浅色字母突出显示。细胞壁结合区ＬＰ

ＳＴＧ以方框突出显示

Ｔｈｅａｌｐｈａｈｅｌｉｘｗａｓｓｈｏｗｅｄａｓ“Ｈ”ａｎｄｂｅｔａｓｈｅｅｔａｓ“Ｅ”．ＴｈｅＮｔｅｒｍｉｎａｌｒｅｇｉｏｎｏｆＯＦＳｐｒｏｔｅｉｎｓｔａｒｔｅｄｆｒｏｍＥ２３

ｔｏＰ６７２．Ｔｈｅｐｒｏｌｉｎｅｗａｓｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄａｓａｌａｒｇｅｒ“Ｐ”ｉｎｔｈｅｐｒｏｌｉｎｅｒｉｃｈｒｅｇｉｏｎｏｆＮｔｅｒｍｉｎａｌｒｅｇｉｏｎ．ＴｈｅＣｔｅｒｍｉｎａｌ

ｒｅｇｉｏｎｗａｓｄｅｎｏｔｅｄｂｙｌｉｇｈｔｃｏｌｏｒｌｅｔｔｅｒｓａｎｄｓｔａｒｔｅｄｆｒｏｍＫ６７３ｔｏＫ９３８．ＴｈｅＬＰＳＴＧｗａｓｆｒａｍｅｄｉｎｓｑｕａｒｅｂｏｘ

ｗｈｉｃｈｗａｓｔｈｅｃｅｌｌｗａｌｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｔｉｆ

图３　犛犛２６０６与６０７菌株犗犉犛蛋白的二级结构比较

犉犻犵．３　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狋犺犲狊犲犮狅狀犱狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犗犉犛狆狉狅狋犲犻狀犻狀犛犛２狊狋狉犪犻狀狊６０６犪狀犱６０７
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ＴｈｅａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓｏｆＯＦＳｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＧｅｎＢａｎｋｗｅｒｅ：ＦｎＢＡｏｆ犛．犱狔狊犵犪犾犪犮狋犻犪犲ｓｔｒａｉｎＳ２（ＣＡＡ８０１２１．１）．Ｔｈｅ

ｃｏｎｓｅｒｖｅｄａｎｉｍｏａｃｉｄｓｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔｒｅｐｅａｔｓｒｅｇｉｏｎ（８２９８６４）ｏｆＦｎＢＡｗｅｒｅｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄｗｉｔｈｓｔａｒｓ（）

图４　菌株犛犛２６０６和６０７的犗犉犛蛋白犆端３个重复序列的对比

犉犻犵．４　犆狅犿狆犪狉犲狅犳狋犺狉犲犲狆犲狆狋犻犱犲狉犲狆犲犪狋狊狅狀狋犺犲犆狋犲狉犿犻狀狌狊狅犳犗犉犛狆狉狅狋犲犻狀犻狀狊狋狉犪犻狀６０６犪狀犱６０７犪狀犱犉狀犅犃

　　以停乳链球菌（犛．犱狔狊犵犪犾犪犮狋犻犪犲）的纤黏蛋白结

合蛋白 Ａ（ＦｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＡ，ＦｎＢＡ）、

化脓性链球菌（犛．狆狔狅犵犲狀犲狊）的血清混浊因子（Ｓｅｒ

ｕｍｏｐａｃｉｔｙｆａｃｔｏｒ，ＳＯＦ）蛋白为外群，将ＳＳ２６０６和

６０７的ＯＦＳ蛋白与已知蛋白进行比对，共获得１８

种猪链球菌ＯＦＳ蛋白，表现出３类长度多态性（图

５），第１类蛋白含有完整的 Ｎ端结构，在ＧｅｎＢａｎｋ

中记录的长度有８３０、９３０、９３８、９４９ａａ４种。其中，

８３０ａａ（ＣＡＲ３５４４１．１）由意大利分离株ＳＳ２ＳｓＵＤ的

狅犳狊基因编码，与菌株ＳＳ２６０７和ＳＳ２１０等的 ＯＦＳ

相比，缺失了１０８个氨基酸，使蛋白Ｃ端的第２重复

区Ｒ２不完整，第３重复区Ｒ３全部缺失；菌珠ＳＳ１４

ＴｈｅｃｉｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎＧｅｎＢａｎｋｗｅｒｅａｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇ．ＳＳ２ｓｔｒａｉｎ０５ＺＹＨ３３（９４９ａａ）：ＹＰ＿００１１９９０２９．１；ＳＳ２

ｓｔｒａｉｎ９８ＨＡＨ３３（９４９）：ＹＰ＿００１２０１２３２．１；ＯＦＳｉｎＳＳ２ｓｔｒａｉｎＳＣ８４（９３８ａａ），ＳＳ２ｓｔｒａｉｎＢＭ４０７（９３８ａａ）ａｎｄＳＳ２

ｓｔｒａｉｎＰ１／７ （９３８ａａ）ｗｅｒｅｄｅｄｕｃｅｄｂａｓｅｄｏｎ狅犳狊ｇｅｎｅｗｉｔｈａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒＦＭ２５２０３１，ＦＭ２５２０３２．１，ａｎｄ

ＡＭ９４６０１６．１ｉｎＧｅｎＢａｎｋ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｓｔｒａｉｎＮＩＡＨ１１４３３ （９３８ａａ）：ＢＡＦ９６９６５．１；ＳＳ２ ｓｔｒａｉｎＧＺ１ （９４９ａａ）：

ＡＤＥ３１９５０．１；ＳＳ２ ６０７ （９３８ａａ）：ＡＢＭ８８７２０．２；ＳＳ１４ ＪＳ１４ （９３８ａａ）：ＡＤＶ７０６９３．１；ＳＳ２ ｓｔｒａｉｎ１０ （９３８ａａ）：

ＡＡＸ５６３３４．１；ＳＳ２６０６ （９３８ａａ）：ＡＢＭ８８７１９．１；ＳＳ２ｓｔｒａｉｎＳｓＵＤ （８３０ａａ）：ＣＡＲ３５４４１．１；ＳＳｓｔｒａｉｎＤＡＴ２９９
（１０５８ａａ）：ＢＡＦ９６９６６．１；ＳＳ２ｓｔａｉｎ８９／１５９１（５６４ａａ）：ＥＥＦ６３６４２．１；ＳＳ２ｓｔｒａｉｎＭＮＣＭ５１（５６４ａａ）：ＢＡＦ９６９６９．１；ＳＳ

ｓｔｒａｉｎＤＡＴ２４６（２１６ａａ）：ＢＡＦ９６９６７．１；ＳＳｓｔｒａｉｎＤＡＴ２５２（２１６ａａ）：ＢＡＦ９６９６８．１；ＳＳ９ｓｔｒａｉｎＡ３２８６／９４（２０５ａａ）：

ＡＣＴ６６６６０．１．ＳＯＦｏｆ犛．狆狔狅犵犲狀犲狊ｓｔｒａｉｎＴ２ＭＲ（１０４６ａａ，ＡＡＣ３２５９６．１）ａｎｄＦｎＢＡｏｆ犛．犱狔狊犵犪犾犪犮狋犻犪犲ｓｔｒａｉｎＳ２
（１０９１ａａ，ＣＡＡ８０１２１．１）ｗｅｒｅｔａｋｅｎａｓｏｕｔｇｒｏｕｐ
图５　链球菌狅犳狊基因编码蛋白的聚类分析

犉犻犵．５　犜犺犲狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳狆狉狅狋犲犻狀狊犲狀犮狅犱犲犱犫狔狅犳狊犵犲狀犲狊狌狊犻狀犵犖犲犻犵犺犫狅狉犑狅犻狀犻狀犵犿犲狋犺狅犱狅犳犕犈犌犃４．０狆狉狅犵狉犪犿
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ＪＳ１４的ＯＦＳ（ＡＤＶ７０６９３．１）为９３０ａａ；ＳＳ２ＧＺ１、ＳＳ２

９８ＨＡＨ３３和ＳＳ２０５ＺＹＨ３３三株菌的 ＯＦＳ为９４９

ａａ，后４种蛋白的氨基酸序列由细菌全基因组测序

结果推导产生。菌株ＳＳ１４ＪＳ１４和ＳＳ２ ＧＺ１的狅犳狊

基因与ＳＳ２６０７的３０１６ｂｐ碱基序列完全一样，４种

ＯＦＳ蛋白与ＳＳ２６０７菌株ＯＦＳ的差异源自信号肽

起始位置的确定，故将这４种蛋白的氨基酸序列均

调整为９３８ａａ进行聚类分析；第２类的蛋白最大，

由１０５８ａａ组成，主要在蛋白的信号肽区和Ｃ端分

别插入了７９和５９个氨基酸，其中Ｃ端多出的５９个

氨基酸使菌株ＤＡＴ２９９有４个重复区；蛋白Ｎ端区

比ＳＳ２６０６的ＯＦＳ少３个氨基酸；第３类蛋白由于

编码基因中的碱基突变或ＩＳ元件（Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｓｅ

ｑｕｅｎｃｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＩＳ）的插入使终止码提前，产生较短

的蛋白，有２０５、２１６、５６４ａａ３种类型。

３　讨　论

以中国分离株ＳＳ２６０６和日本分离株ＳＳ２６０７２

株菌为研究材料，分离出２种狅犳狊基因，长度均为

３０１６ｂｐ，其中菌株６０７的狅犳狊基因与其它中国分

离株、日本分离株、欧洲分离株等基因的碱基序列完

全相同。将欧洲分离株ＳＳ２１０的狅犳狊基因异源表

达，证实ＯＦＳ蛋白的Ｎ端区域从Ｐ２７至Ｐ６７２，能使

人、马和猪的血清变混浊，为蛋白的功能区［５］，因此

将菌株ＳＳ２６０６和６０７的狅犳狊基因编码区确定为

４１—２８５７ｂｐ，编码９３８ａａ的大分子蛋白ＯＦＳ。菌

株ＳＳ２６０６的狅犳狊基因与ＳＳ２６０７的相似性为９９％，

之间有７个碱基发生了变化，导致３个氨基酸替换，

其中Ａｓｐ３５３突变位于蛋白的 Ｎ端区，处于第５～６

个α螺旋之间（图３），Ａｓｐ３５３的侧基带负电荷，其它

ＯＦＳ蛋白相应位点为不带电荷的Ｇｌｙ３５３，因此这种

突变可能导致２个菌株的ＯＦＳ蛋白有一定的功能

差异；另外２个变异位点 Ａｌａ７０８Ｔｈｒ和 Ｖａｌ７４３Ｉｌｅ

位于蛋白的Ｃ端区，分别处于重复区Ｒ１、Ｒ２中，变

异的氨基酸均为疏水性氨基酸，化学性质较为接近，

对蛋白功能的影响可能不大。

猪链球菌ＳＳ２１０的ＯＦＳ蛋白成熟肽的Ｎ端区

序列与停乳链球菌 （犛．犱狔狊犵犪犾犪犮狋犻犪犲）的 ＦｎＢＰ

（ＣＡＡ８０１２１．１）、化脓性链球菌（犛．狆狔狅犵犲狀犲狊）的

ＳＯＦ（ＡＡＣ３２５９６．１）之间的相似性分别为３９％、

３４％，三者都可以使哺乳动物的血清变混浊
［５６］，而

且从菌株ＳＳ２６０６和６０７２株菌的ＯＦＳ蛋白中，也

找到了黏附因子保守的结构特征，即：有信号肽，成

熟肽Ｎ端结构域较大，有富脯氨酸区；Ｃ端区域较

小，并有重复序列和ＬＰＸＴＧ结构域。因此ＳＳ２ 的

ＯＦＳ蛋白也是细菌表面识别黏附基质分子（Ｍｉｃｒｏ

ｂｉａｌｓｕｒｆａｃｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｒｅｃｏｇｎｉｚｉｎｇａｄｈｅｓｉｖｅｍａ

ｔｒｉｘｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，ＭＳＣＲＡＭＭｓ）的成员
［７］。

ＯＦＳ等黏附因子的Ｃ端区介导细胞与宿主细

胞间的黏附［７］。菌株ＳＳ２６０６和６０７的ＯＦＳ蛋白的

Ｃ端结构域中有３个重复序列Ｒ１、Ｒ２和 Ｒ３，前２

个重复区与其它猪链球菌ＯＦＳ蛋白之间的相似性

为９０％～９８％，第３个重复区 Ｒ３ 的相似性为

１００％，说明猪链球菌ＯＦＳ的重复区高度保守。Ｆｎ

ＢＰ和ＳＯＦ通过其Ｃ端的重复序列与宿主细胞的纤

黏蛋白（Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）、纤维蛋白原（Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ）、纤

蛋白１（Ｆｉｂｕｌｉｎ１）结合，这些因子广泛存在于哺乳

动物的组织液、基质或细胞的外表面，是化脓性链球

菌、停乳链球菌黏附和定植到宿主细胞表面的主要

介质，因此这些黏附因子是链球菌入侵的重要毒力

因子［８］，同时，ＳＳ２１０的狅犳狊基因敲除的突变体对仔

猪的毒性明显下降［５］，说明ＯＦＳ可能也是猪链球菌

的毒力因子。然而菌株ＳＳ２６０６和６０７的ＯＦＳ蛋白

的各重复序列与ＦｎＢＡ和ＳＯＦ相应序列的差异较

大，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试验还证实猪链球菌ＳＳ２１０的

ＯＦＳ蛋白的重复区片段不能与纤黏蛋白结合
［５］，但

从菌株ＳＳ２６０６和６０７的 ＯＦＳ蛋白Ｃ端末尾都找

到了ＬＰＳＴＧ结构域，后者是分选酶（Ｓｏｒｔａｓｅ）作用

的靶位点。分选酶可催化ＳＯＦ等表面蛋白与细菌

的细胞壁成份形成共价键［９］。因此推测猪链球菌

ＳＳ２６０６和６０７的ＯＦＳ蛋白可能也是先结合到细菌

的细胞壁上起黏附作用的，但具体方式可能与ＳＯＦ

等不同。此外，狅犳狊基因结构中的重复序列还有助

于基因的重排，产生多样化的 ＯＦＳ蛋白，以逃避宿

主免疫系统的监视，ＳＳ２ 菌株中出现１０５８、９３８、８３０、

５６４、２１６、２０５等多种长度的ＯＦＳ蛋白（图５，表２），

并广泛分布于ＳＳ２、ＳＳ１４、ＳＳ９ 等多种血清型的猪链

球菌细胞表面，也充分证实了这一点。

ＯＦＳ蛋白的Ｎ端区域具有使哺乳动物血清变

混浊的功能。对ＳＳ２６０６和６０７２种ＯＦＳ蛋白与已

知序列进行的聚类分析表明，ＯＦＳ蛋白的长度多态

性集中在蛋白的Ｎ端区，第１、２类蛋白中含有完整

的Ｎ端区，第３类蛋白由于基因突变产生Ｎ端不完

整的截短蛋白。试验证明只有第１、２类ＯＦＳ蛋白

可以使哺乳动物的血清变混浊，第３类蛋白则丧失

了此功能［５］。ＯＦＳ蛋白使血清混浊的原理与脂质

７８２
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油滴的形成有关。与ＳＯＦ因子相似，ＯＦＳ也可以

替换 高 密 度 脂 蛋 白 （Ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，

ＨＤＬ）中的脂蛋白 ＡｐｏＡＩ（ＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡＩ），

使油滴的直径增大１０～６０倍，血清因此变混浊
［１０］。

进一步的研究证明ＳＯＦ因子的Ｎ端不仅是血清混

浊的活性中心，也是破坏ＨＤＬ分子的重要介质
［１０］，

已知ＨＤＬ有明显的抗炎、抗氧化作用
［１１］。ＯＦＳ因

子对ＨＤＬ的破坏作用与其致病机理之间的关系还

不完全清楚。在聚类分析中（图５），以９３８ａａ为主

的第１类ＯＦＳ蛋白，包括ＳＳ２６０６和６０７及其它８

个ＳＳ２ 菌株，其间只相差１～６个氨基酸，相似性为

９９．４％～９９．９％，均为脑膜炎或败血症的病猪或病

人中 分 离 到 的 强 毒 力 菌 株［５，１２１７］，如 菌 株 ＳＳ２

０５ＺＹＨ３３是从２００５年在四川资阳暴发的猪链球菌

２型事件中，发生脑膜炎患者的脑脊液中分离获

得［１２］；第２类蛋白只有１株菌ＤＡＴ２９９，其ＯＦＳ最

长，为１０５８ａａ，自成年健康猪中分离到
［１６］。第３类

蛋白中，５６４ａａ的 ＯＦＳ蛋白相应的菌株 ＭＮＣＭ５１

自泰国病人中分离［１８］，另一株菌ＳＳ２８９／１５９１自美

国病猪中分离，均为中等毒力；２株菌的狅犳狊基因中

都含有插入元件ＩＳ，产生的ＯＦＳ的 Ｎ端结构不完

整［１３，１９］；另外２株菌ＤＡＴ２５２和ＤＡＴ２４６的狅犳狊基

因编 码的 蛋白 更 短，仅 为 ２０５ 和 ２１６ａａ，其 中

ＤＡＴ２５２自猪肺中分离
［１６］。对大量样品（狀＝３６）的

ＯＦＳ与临床发病之间进行的相关性研究表明，中等长

度（９３８ａａ）的 ＯＦＳ的致病性明显高于其它类型的

ＯＦＳ
［１６］。本文的研究结果提示中国分离株和日本分

离株ＳＳ２６０６和６０７具有中等长度的ＯＦＳ蛋白，结构

完整，可能是导致猪链球菌病的重要毒力因子。

表２　猪链球菌犗犉犛蛋白与其毒力之间的关系

犜犪犫犾犲２　犚犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀犗犉犛犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊犪狀犱狋犺犲狏犻狉狌犾犲狀犮犲狅犳犛．狊狌犻狊狊狋狉犪犻狀狊

菌株

Ｓｔｒａｉｎｓ

来源和宿主

Ｏｒｉｇｉｎａｎｄｈｏｓｔ

氨基酸

Ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ

毒力

Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ

登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ（ｒｅｆ）

ＳＳＤＡＴ２９９ Ｊａｐａｎ，ｓｗｉｎｅ １０５８ －（Ｆｒｏｍａｈｅａｌｔｈｙｐｉｇ） ＢＡＦ９６９６６．１
［１６］

ＳＳ２９８ＨＡＨ３３ Ｊｉａｎｇｓｕ，Ｃｈｉｎａ，ｈｕｍａｎ ９３８ ＨＰ ＹＰ＿００１２０１２３２．１
［１２］

ＳＳ２０５ＺＹＨ３３ Ｓｉｃｈｕａｎ，Ｃｈｉｎａ，ｈｕｍａｎ ９３８ ＨＰ（Ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ） ＹＰ＿００１１９９０２９．１
［１２］

ＳＳ２ＧＺ１ Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ，ｈｕｍａｎ ９３８ ＨＰ（Ｓｅｐｔｉｃｅｍｉａ） ＡＤＥ３１９５０．１
［１４］

ＳＳ２６０６ Ｓｈａｎｇｈａｉ，Ｃｈｉｎａ，ｓｗｉｎｅ ９３８ ＨＰ（Ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ） ＡＢＭ８８７１９．１

ＳＳ２６０７ Ｊａｐａｎ，ｓｗｉｎｅ ９３８ ＨＰ（Ｓｅｐｔｉｃｅｍｉａ） ＡＢＭ８８７２０．２

ＳＳ２１０ Ｈｏｌｌａｎｄ，ｓｗｉｎｅ ９３８ ＨＰ ＡＡＸ５６３３４．１
［５］

ＳＳ２Ｐ１／７ Ｅｎｇｌａｎｄ，ｓｗｉｎｅ ９３８ ＨＰ（Ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ） ＡＭ９４６０１６．１
［１７］

ＳＳＮＩＡＨ１１４３３ Ｊａｐａｎ，ｓｗｉｎｅ ９３８ ＨＰ（Ｓｅｐｔｉｃｅｍｉａ） ＢＡＦ９６９６５．１
［１６］

ＳＳ２ＢＭ４０７ Ｖｉｅｔｎａｍ，ｈｕｍａｎ ９３８ ＨＰ（Ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ） ＦＭ２５２０３２．１
［１５］

ＳＳ２ＳＣ８４ Ｓｉｃｈｕａｎ，Ｃｈｉｎａ，ｈｕｍａｎ ９３８ ＨＰ（Ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ） ＦＭ２５２０３１．１
［１３］

ＳＳ１４ＪＳ１４ Ｊｉａｎｇｓｕ，Ｃｈｉｎａ，ｓｗｉｎｅ ９３８ Ｐ（Ａｒｔｉｃｕｌａｔｉｏｎ） ＡＤＶ７０６９３．１
［２０］

ＳＳ２ＳｓＵＤ Ｉｔａｌｙ，ｈｕｍａｎ ８３０ Ｐ（Ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ） ＣＡＲ３５４４１．１
［２１］

ＳＳ２ ＭＮＣＭ５１ Ｔｈａｉｌａｎｄ，ｈｕｍａｎ ５６４ ＭＶ（Ｓｅｐｔｉｃｅｍｉａ） ＢＡＦ９６９６９．１
［１５，１７］

ＳＳ２８９／１５９１ Ｃａｎａｄｉａｎ，ｓｗｉｎｅ ５６４ ＭＶ（Ｓｅｐｔｉｃｅｍｉａ） ＥＥＦ６３６４２．１
［１３，１９］

ＳＳＤＡＴ２５２ Ｊａｐａｎ，ｓｗｉｎｅ ２１６ Ｐ（Ｌｕｎｇ） ＢＡＦ９６９６８．１
［１６］

ＳＳＤＡＴ２４６ Ｊａｐａｎ，ｓｗｉｎｅ ２１６ Ｐ（Ｓｅｐｔｉｃｅｍｉａ） ＢＡＦ９６９６７．１
［１６］

ＳＳ９Ａ３２８６／９４ Ｇｅｒｍａｎ ２０６ － ＡＣＴ６６６６０．１

．ＧｅｎＢａｎｋ中４株菌ＯＦＳ的氨基酸数目记录为９４９或９３０ａａ，此处进行了调整。ＨＰ．高致病性；ＭＶ．中等毒力；Ｐ．可致

病；－．无资料

．ＴｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅｆｏｕｒｓｔｒａｉｎｓｆｒｏｍＧｅｎＢａｎｋｗｅｒｅ９４９ｏｒ９３０，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｉｎＴａｂｌｅ２ｗｅｒｅａｄｊｕｓｔｅｄ．ＨＰ．

Ｈｉｇｈｌｙｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ；ＭＶ．Ｍｏｄｅｖａｔｅｖｉｒｕｌｅｎｃｅ；Ｐ．Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ；－．Ｎｏｄａｔａ

８８２
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