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罗非鱼源无乳链球菌Ⅶ型分泌系统膜蛋白
ＥｓｓＣ 的生物学功能研究

孙亚茹ꎬ聂蒙ꎬ徐婷ꎬ陈书睿ꎬ董雨豪ꎬ刘永杰∗

(南京农业大学动物医学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本文旨在探究罗非鱼源无乳链球菌Ⅶ型分泌系统( ｔｙｐｅ Ⅶ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍꎬＴ７ＳＳ)膜蛋白 ＥｓｓＣ 的生物学功能ꎮ
[方法]以 ＧＤ２０１００８￣００１ 菌株为研究对象ꎬ通过生物信息学分析、预测该菌株的 Ｔ７ＳＳ 基因簇及其潜在底物ꎬ并构建基因缺

失株 ΔｅｓｓＣ 和互补株 ＣΔｅｓｓＣꎬ测定菌株的生长曲线ꎬ制备 Ｔ７ＳＳ 底物多克隆抗体并检测 Ｔ７ＳＳ 底物的分泌ꎬ同时测定菌株抗巨

噬细胞吞噬能力以及对罗非鱼脑细胞的毒性和对小鼠的毒力ꎮ [结果]成功构建了 Ｔ７ＳＳ 膜蛋白 ＥｓｓＣ 的基因缺失株 ΔｅｓｓＣ
和互补株 ＣΔｅｓｓＣꎬ并制备了 ４ 种预测的 ＷＸＧ 家族底物多克隆抗体ꎬ通过蛋白免疫印迹法用多克隆抗体对提取的野生株和

缺失株分泌蛋白进行检测ꎮ 结果显示:野生株的分泌蛋白中能检到预测的 Ｔ７ＳＳ 底物ꎬ说明该菌株的 Ｔ７ＳＳ 是具有功能性

的ꎬ而 ΔｅｓｓＣ 株的分泌蛋白中未检测到 Ｔ７ＳＳ 底物ꎬ说明 ｅｓｓＣ 基因影响了 Ｔ７ＳＳ 底物的分泌ꎻ细胞感染试验显示ꎬ与野生株相

比ꎬΔｅｓｓＣ 株的抗巨噬细胞吞噬能力显著下降(Ｐ<０.０１)ꎬ对罗非鱼脑细胞的毒性也极显著降低(Ｐ<０.００１)ꎬ而基因互补株又

能恢复至野生株水平ꎻ动物攻毒试验结果显示ꎬｅｓｓＣ 基因缺失能延缓小鼠死亡ꎮ [结论] ｅｓｓＣ 基因在无乳链球菌 ＧＤ２０１００８￣
００１ 的 Ｔ７ＳＳ 底物分泌中发挥重要作用ꎬ并对细菌的毒力产生影响ꎮ
关键词:无乳链球菌ꎻⅦ型分泌系统ꎻｅｓｓＣ 基因ꎻ细胞毒性

中图分类号:Ｓ８５２.６１＋ １　 　 　 　 文献标志码:Ａ　 　 　 　 文章编号:１０００－２０３０(２０２６)０３－０５７８－０９

Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅶ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ＥｓｓＣ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉａｅ ｆｒｏｍ Ｔｉｌａｐｉａ

ＳＵＮ ＹａｒｕꎬＮＩＥ ＭｅｎｇꎬＸＵ ＴｉｎｇꎬＣＨＥＮ ＳｈｕｒｕｉꎬＤＯＮＧ ＹｕｈａｏꎬＬＩＵ Ｙｏｎｇｊｉｅ∗

(Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ＭｅｄｉｃｉｎｅꎬＮａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００９５ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ] Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｙｐｅ Ⅶ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ(Ｔ７ＳＳ) ＥｓｓＣ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ａｇａｌａｃｔｉａｅ ｆｒｏｍ ｔｉｌａｐｉａ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｈｅ Ｔ７ＳＳ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＧＤ２０１００８￣００１ ｓｔｒａｉｎ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓꎬａｎｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｓｔｒａｉｎ ΔｅｓｓＣ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｓｔｒａｉｎ ＣΔｅｓｓＣ. Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄꎬｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｐａｒｅｄꎬａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ７ＳＳ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ａｔ
ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅꎬ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ􀆳ｓ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｒｅｓｉｓｔ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓꎬ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｏ ｔｉｌａｐｉａ ｂｒａｉｎ ｃｅｌｌｓꎬａｎｄ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｏ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ
ｍｅａｓｕｒｅｄ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ ΔｅｓｓＣ ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｓｔｒａｉｎ ＣΔｅｓｓＣ ｏｆ Ｔ７ＳＳ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＥｓｓＣ ｗｅｒｅ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄꎬａｎｄ ｆｏｕｒ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ＷＸＧ ｆａｍｉｌｙ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ. Ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ
ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｕｓｉｎｇ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ Ｔ７ＳＳ
ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｔ７ＳＳ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ.
ＨｏｗｅｖｅｒꎬＴ７ＳＳ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｗａｓｎ’ｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ΔｅｓｓＣꎬｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｅｓｓＣ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ７ＳＳ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ.
Ｃｅｌｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｎｔｉ￣ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃ ａｂｉｌｉｔｙ(Ｐ<０.０１)ａｎｄ ｔｈｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ(Ｐ<０.００１)ｔｏ ｔｉｌａｐｉａ ｂｒａｉｎ ｃｅｌｌｓ
ｏｆ ΔｅｓｓＣ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄꎬｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ａｂｌｅ ｔｏ ｒｅｃｏｖｅｒ ｔｏ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ. Ａｎｉｍａｌ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｓｓＣ ｇｅｎｅ ｃｏｕｌｄ ｄｅｌａｙ ｄｅａｔｈ ｉｎ ｍｏｕｓｅ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]Ｔｈｅ ｅｓｓＣ ｇｅｎｅ ｐｌａｙｅｄ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ７ＳＳ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ａｎｄ ａｌｓｏ ｈａｄ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉａｅꎻｔｙｐｅ Ⅶ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍꎻｅｓｓＣ ｇｅｎｅꎻｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ

无乳链球菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉａｅ)又称 Ｂ 群链球菌(ｇｒｏｕｐ Ｂ ＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓꎬＧＢＳ)ꎬ是一种分布广泛

的人畜共患致病菌ꎬ能引起人和多种动物感染发病ꎮ ＧＢＳ 是罗非鱼链球菌病的主要病原之一ꎬ感染罗非



　 第 ３ 期 孙亚茹ꎬ等:罗非鱼源无乳链球菌Ⅶ型分泌系统膜蛋白 ＥｓｓＣ 的生物学功能研究

鱼后会引起眼球突起、腹水、脑膜炎以及内脏出血等症状ꎬ导致罗非鱼死亡ꎬ对水产养殖行业造成严重

威胁[１]ꎮ
无乳链球菌致病机制目前尚不清楚ꎬ这极大地限制了对该菌防控药物的开发ꎮ 细菌通过分泌系统向

外界环境中输出蛋白质ꎬ这一过程在细菌生态位建立中发挥着重要作用ꎮ 细菌的分泌系统大多存在于革

兰阴性菌中ꎬⅦ型分泌系统( ｔｙｐｅ Ⅶ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍꎬＴ７ＳＳ)是个例外ꎬ它是革兰阳性菌特有的分泌系统ꎮ
Ｔ７ＳＳ 最早发现于分枝杆菌中ꎬ是一种特殊的细菌分泌途径ꎬ能使细菌分泌不带典型信号肽的蛋白质[２]ꎮ
Ｔ７ＳＳ 通过分泌的底物发挥功能ꎬ目前在 ＧＢＳ 中发现的底物是 ＷＸＧ 家族蛋白和 ＬＸＧ 家族蛋白[３]ꎮ ＷＸＧ
家族蛋白长度约 １００ 个氨基酸ꎬ有 １ 个保守的色氨酸－可变氨基酸－甘氨酸(ＷＸＧ)基序ꎬ是 Ｔ７ＳＳ 的常见分

泌底物[４]ꎮ ＬＸＧ 家族蛋白 Ｎ 端含有保守的亮氨酸－可变氨基酸－甘氨酸(ＬＸＧ)结构域ꎬ是与细菌竞争有

关的多态毒素家族[５]ꎬ常被称为 Ｔ７ＳＳ 效应子ꎮ Ｔ７ＳＳ 功能多样ꎬ主要与细菌毒力、宿主毒性或细菌竞争等

有关ꎬ但在不同细菌中发挥的功能可能不同ꎮ 在结核分枝杆菌中ꎬＴ７ＳＳ 在毒力中发挥作用[６]ꎻ在中间链球

菌和金黄色葡萄球菌中ꎬＴ７ＳＳ 与细菌竞争有关[７－８]ꎻ但在单核细胞增生李斯特菌中ꎬＴ７ＳＳ 不利于其体内感

染[９]ꎻ另外 Ｔ７ＳＳ 也可能调节与毒力和细菌竞争无关的表型ꎬ例如金黄色葡萄球菌的 Ｔ７ＳＳ 能在铁稳态中

起作用[１０]ꎮ 目前有关鱼源无乳链球菌 Ｔ７ＳＳ 研究极为有限ꎮ
Ｔ７ＳＳ 基因簇上的膜蛋白基因 ｅｓｓＣ 对许多底物的分泌至关重要ꎮ ＥｓｓＣ 属于 ＦｔｓＫ / ＳｐｏＩＩＩＥ 家族 ＡＴＰ

酶ꎬ能够特异性识别 Ｔ７ＳＳ 底物ꎬ并为底物的分泌提供能量ꎬｅｓｓＣ 基因缺失会导致一些底物分泌受阻[１１－１２]ꎮ
本研究以罗非鱼源无乳链球菌 ＧＤ２０１００８￣００１ 为研究对象ꎬ提取其分泌蛋白并检测 Ｔ７ＳＳ 底物ꎬ同时构建

ｅｓｓＣ 基因缺失株ꎬ评估其在 Ｔ７ＳＳ 底物分泌、宿主毒性及毒力中的作用ꎬ为揭示无乳链球菌 Ｔ７ＳＳ 的 ｅｓｓＣ 基

因功能ꎬ深化该菌致病机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 菌株、质粒及引物

无乳链球菌 ＧＤ２０１００８￣００１ 菌株ꎬ２０１０ 年由广东地区罗非鱼发病渔场分离[１３]ꎻ大肠杆菌 ＤＨ５α 和

ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞ꎬ购自吐露港生物科技有限公司ꎻ热敏自杀性质粒 ｐＳＥＴ４ｓ[１４]由日本学者 Ｄａｉｓｕｋｅ
Ｔａｋａｍａｔｓｕ 馈赠ꎻｐＴＶＣ￣ｌａｃ 质粒由本课题组保存ꎮ 本研究中所需引物(表 １)由擎科生物科技有限公司或金

斯瑞生物科技有限公司合成ꎮ
表 １　 引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

引物 Ｐｒｉｍｅｓ 引物(对)序列 Ｐｒｉｍｅｓ(ｐａｉｒｓ)ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′) 目的 Ｐｕｒｐｏｓｅ

ｅｓｓＣ￣Ｐ１
ｅｓｓＣ￣Ｐ２
ｅｓｓＣ￣Ｐ３
ｅｓｓＣ￣Ｐ４
ｅｓｓＣ￣Ａ / Ｂ
ＣｅｓｓＣ￣Ｆ
ＣｅｓｓＣ￣Ｒ
ＣＰ２５￣Ｆ
ＣＰ２５￣Ｒ

ｑｅｓｓＣ￣Ｆ / Ｒ

ＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＡＡＴＴＣＣＴＴＣＡＡＴＣＣＧＴＴＣＣＡＧＴＴＣ
ＧＴＡＧＧＴＧＧＡＴＡＧＡＧＧＡＧＡＧＡＧＡＡＴＧＧＣＡＡＡ
ＴＣＴＣＴＣＣＴＣＴＡＴＣＣＡＣＣＴＡＣＣＴＡＣＴＴＴＴＡＧＴＴＴＴＡ
ＣＣＧＧＧＴＡＣＣＧＡＧＣＴＣＧＡＡＴＴＣＡＡＡＣＡＡＴＧＴＴＡＣＧＣＴＣＡＡＧＡＣ
ＧＧＴＡＧＣＣＡＣＧＧＴＴＧＡＧＧＴＡ / ＣＡＧＧＧＡＡＧＴＣＡＧＡＡＡＴＴＡＴＣＣＡＧ
ＧＴＴＣＧＧＧＡＴＣＡＣＡＧＡＴＧＡＧＧＡＡＴＣＣＡＡＡＴＣＧＡＡＡＡＡＴＡＧＣＡ
ＡＴＴＡＧＧＡＴＣＣＣＣＧＧＧＡＡＴＴＣＣＴＡＧＴＣＴＡＴＧＣＴＧＡＧＴＴＴＴＡＧＴＴＴＴＴＧＡＴＡＧＴＴＴＴＴＴＣＴＡＴ
ＴＡＧＡＴＡＴＧＡＡＣＡＡＡＴＧＡＡＴＴＣＧＣＴＴＴＧＧＣＡＧＴＴＴＡＴＴＣＴＴＧＡＣＡＴＧＴＡＧ
ＣＣＴＣＡＴＣＴＧＴＧＡＴＣＣＣＧＡＡＣＡＧＴＡＣＴＡＴＴＴＴＡＴＴＡＴＡＣＣＡＧＣ
ＧＡＡＡＧＣＴＣＴＣＡＧＴＣＧＣＴＡＣＡＡ / ＣＴＴＣＣＣＧＴＡＧＣＣＣＴＴＣＡＴＡＡＣ

ｅｓｓＣ 基因缺失株、互补株引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｅｓｓＣ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ
ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｓｔｒａｉｎ

ｑｒｅｃＡ￣Ｆ / Ｒ
ｐＥＴ３２ａ￣ｅｓｘＡ１￣Ｆ
ｐＥＴ３２ａ￣ｅｓｘＡ１￣Ｒ
ｐＥＴ３２ａ￣ｅｓｘＡ２￣Ｆ

ＡＴＴＣＡＧＧＣＧＣＡＧＴＴＧＡＴＴＴＡＧＴＴ / ＴＣＡＡＴＣＴＣＡＧＣＡＣＧＡＧＧＡＡＣＡ
ＧＣＣＡＴＧＧＣＴＧＡＴＡＴＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＡＣＡＡＡＴＴＡＡＡＴＴＡＡＣＡＣＣＡＧＡＡＧＡ
ＡＣＧＧＡＧＣＴＣＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＣＣＴＴＡＴＣＣＡＣＣＡＡＴＴＴＧＴＧＡＡＧＣＧＡＴＡＴＣＡＧＡ
ＧＣＣＡＴＧＧＣＴＧＡＴＡＴＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＡＣＡＡＡＴＴＡＡＡＴＴＡＡＣＡＣＣＡＧＡＡＧＡ

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

ｐＥＴ３２ａ￣ｅｓｘＡ２￣Ｒ
ｐＥＴ３２ａ￣ｅｓｘＡ３￣Ｆ
ｐＥＴ３２ａ￣ｅｓｘＡ３￣Ｒ
ｐＥＴ３２ａ￣ｅｓｘＡ４￣Ｆ
ｐＥＴ３２ａ￣ｅｓｘＡ４￣Ｒ

ＡＣＧＧＡＧＣＴＣＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＣＣＣＴＡＴＣＣＡＣＴＡＡＴＴＴＧＡＧＡＡＧＣＡＡＴＡＴＣＴＧＣＡ
ＧＣＣＡＴＧＧＣＴＧＡＴＡＴＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＡＣＡＡＡＴＴＡＡＡＣＴＡＡＣＡＣＣＴＧＡＡＧＡＡＣ
ＡＣＧＧＡＧＣＴＣＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＣＣＴＴＡＴＴＴＡＴＴＡＡＴＴＴＧＴＧＡＧＧＣＡＡＴＡＴＣＴＧＡＧＴＣＴＧＴ
ＧＣＣＡＴＧＧＣＴＧＡＴＡＴＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＡＣＡＡＡＴＴＡＡＡＴＴＡＡＣＴＣＣＴＧＡＡＧＴＡＣＴ
ＡＣＧＧＡＧＣＴＣＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＣＣＴＴＡＣＴＧＡＴＡＡＴＣＴＧＡＧＡＡＧＣＡＡＴＡＴＣＡＧＡＧＴＣＴ

蛋白表达引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

１.２　 试剂

２ × Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ)高保真 ＤＮＡ 聚合酶、Ｇｒｅｅｎ Ｔａｑ Ｍｉｘ ＤＮＡ 聚合酶、重组克隆试剂

盒、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)检测试剂盒ꎬ均购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司ꎻ乳酸

９７５
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脱氢酶(ＬＤＨ)释放法细胞毒性检测试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎻ限制性核酸内切酶购自宝日医生物技术

(北京)有限公司ꎻ琼脂糖凝胶回收及细菌质粒提取试剂盒购自 ＯＭＥＧＡ Ｂｉｏ￣Ｔｅｋ 公司ꎻ胎牛血清(ＦＢＳ)购
自赛默飞世尔科技公司ꎻ青霉素－链霉素－两性霉素 Ｂ 溶液(１００×)三抗、青霉素－链霉素(１００×)双抗购自

碧云天生物技术有限公司ꎻ壮观霉素(Ｓｐｃ)购自北京鼎国生物技术有限公司ꎻ三氯乙酸购自上海麦克林生

化科技股份有限公司ꎻ丙酮购自上海凌峰化学试剂有限公司ꎻ双色预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、ＰＡＧＥ 凝胶(１２.５％)
快速制备试剂盒及 Ｏｍｎｉ￣ＥＣＬＴＭ超灵敏化学发光检测试剂盒购自上海雅酶生物科技有限公司ꎻ辣根过氧化

物酶(ＨＲＰ)标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 购自 Ｂｉｏｓｈａｐ 公司ꎻＧｒｏＥＬ 多克隆抗体由实验室前期制备ꎮ
１.３　 试验动物

５~６ 周龄雌性 ＩＣＲ 小鼠来自扬州大学比较医学实验动物中心ꎻ尼罗罗非鱼(体重约 ３００ ｇ)来自中国

水产科学研究院淡水渔业研究中心ꎮ 试验过程中严格遵守南京农业大学实验动物管理规范ꎬ并按照南京

农业大学实验动物管理委员会和南京农业大学实验动物福利与伦理委员会制定的规章制度执行ꎮ
１.４　 生物信息学分析

参考已有文献报道的无乳链球菌 Ｔ７ＳＳ 基因序列及基因簇组成[３]ꎬ找到 ＧＤ２０１００８￣００１ 菌株中 Ｔ７ＳＳ
基因簇位置ꎬ并用 ＩｎｔｅｒＰｒｏ 预测其结构域、分类及功能ꎮ
１.５　 基因缺失株构建

基因缺失株的构建参考文献[１５]进行ꎮ 以 ＧＤ２０１００８￣００１ 基因组为模板ꎬ分别使用引物对 ｅｓｓＣ￣Ｐ１ /
Ｐ２、ｅｓｓＣ￣Ｐ３ / Ｐ４ 扩增 ｅｓｓＣ 基因上、下游同源片段并融合ꎬ与经 ＥｃｏＲⅠ酶切处理的 ｐＳＥＴ４ｓ 载体连接并转化

ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ构建基因缺失重组质粒 ｐＳＥＴ４ｓ￣ｅｓｓＣꎬ然后将其电击转化 ＧＤ２０１００８￣００１ 感受态细胞ꎬ转
化后的菌液先在 ２８ ℃振荡培养 ４ ｈꎬ然后涂布含有 １００ μｇ􀅰ｍＬ－１壮观霉素的 ＴＨＢ 平板ꎬ２８ ℃过夜培养ꎮ
挑取单菌落接种在含有 １００ μｇ􀅰ｍＬ－１壮观霉素的 ＴＨＢ 液体培养基中ꎬ３７ ℃振荡培养 ８ ｈ 以上ꎬ然后用 ＰＣＲ
鉴定挑选出的阳性菌落ꎬ在 ２８ ℃培养条件下传 １０ 代以上ꎮ 将菌液稀释后分别涂布含有 １００ μｇ􀅰ｍＬ－１

壮观霉素的 ＴＨＢ 平板和不加抗生素的普通 ＴＨＢ 平板ꎬ３７ ℃过夜培养ꎮ 若普通平板上长出的菌落远多于

含抗生素平板上长出的菌落ꎬ则再将普通平板上的菌落分别划线至含有 １００ μｇ􀅰ｍＬ－１壮观霉素的 ＴＨＢ 平

板和普通 ＴＨＢ 平板ꎬ取只在普通 ＴＨＢ 上生长的菌落进行 ＰＣＲ 鉴定并测序验证缺失株 ΔｅｓｓＣ 是否构建

成功ꎮ
１.６　 基因互补株构建

以 ＧＤ２０１００８￣００１ 基因组为模板ꎬ用引物对 ＣｅｓｓＣ￣Ｆ / Ｒ 扩增 ｅｓｓＣ 基因片段ꎻ以 ｐＳＬ５.２８ 质粒为模板ꎬ用
引物对 ＣＰ２５￣Ｆ / Ｒ 扩增启动子片段ꎬ将 ２ 种片段融合后与 ｐＴＣＶ 载体连接并转化 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ构建

出基因互补重组质粒 ｐＴＣＶ￣ｅｓｓＣꎬ并将其电击转化 ΔｅｓｓＣ 感受态细胞ꎬ然后利用抗性筛选并通过 ＰＣＲ 验证

互补株 ＣΔｅｓｓＣ 是否构建成功ꎮ
１.７　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 ｅｓｓＣ 基因的转录

将无乳链球菌 ＧＤ２０１００８￣００１ 野生株(ＷＴ)、基因缺失株 ΔｅｓｓＣ 和互补株 ＣΔｅｓｓＣ 培养至对数生长期ꎬ
提取菌株 ＲＮＡ 并将其反转录为 ｃＤＮＡꎬ然后进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 ｅｓｓＣ 基因的转录ꎮ 以重组酶 ｒｅｃＡ 基因为

内参[１６]ꎬＷＴ 菌株为对照ꎬ利用 ２－ΔΔＣｔ法[１７]计算 ΔｅｓｓＣ 和 ＣΔｅｓｓＣ 菌株中 ｅｓｓＣ 基因转录情况ꎮ
１.８　 生长曲线测定

分别挑取无乳链球菌 ＷＴ、ΔｅｓｓＣ 和 ＣΔｅｓｓＣ 的单菌落于 ＴＨＢ 液体培养基ꎬ３７ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１培养过

夜ꎮ 将各菌株培养液 Ｄ６００值调至 １ꎬ以 １ ∶１００ 比例转接 １ ｍＬ ＴＨＢ 液体培养基ꎬ３７ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡培

养ꎮ 每隔 １.５ ｈ 取 ３ 个平行样本ꎬ测定其 Ｄ６００值并绘制生长曲线ꎮ
１.９　 Ｔ７ＳＳ 底物的表达纯化与抗体制备

以 ＧＤ２０１００８￣００１ 基因组为模板ꎬ分别使用引物对 ｐＥＴ３２ａ￣ｅｓｘＡ１￣Ｆ / Ｒ、 ｐＥＴ３２ａ￣ｅｓｘＡ２￣Ｆ / Ｒ、 ｐＥＴ３２ａ￣
ｅｓｘＡ３￣Ｆ / Ｒ、ｐＥＴ３２ａ￣ｅｓｘＡ４￣Ｆ / Ｒ 扩增 ＷＸＧ 底物 ｅｓｘＡ１、ｅｓｘＡ２、ｅｓｘＡ３、ｅｓｘＡ４ 基因片段ꎬ与经过 ＢａｍＨⅠ酶切的

ｐＥＴ３２ａ 载体连接并转化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ分别构建表达质粒 ｐＥＴ３２ａ￣ｅｓｘＡ１ / ｅｓｘＡ２ / ｅｓｘＡ３ /
ｅｓｘＡ４ꎬ然后分别将质粒转化 ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞ꎬ筛选出阳性克隆ꎬ再将阳性克隆转接 １ Ｌ ＬＢ 培养基

后 ３７ ℃培养ꎮ 当培养液 Ｄ６００值达到 ０.８ 左右时按 １ ∶１ ０００ 比例避光加入 ＩＰＴＧꎬ并在 １６ ℃、９０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１条

件下诱导表达 １７ ｈꎮ 之后将菌液离心ꎬ收集菌体并超声破碎ꎬ离心后收集上清液ꎬ用镍柱对上清液进行纯

化ꎬ纯化完成后通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 鉴定纯化效果ꎮ

０８５
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取纯化的蛋白与弗氏佐剂按体积比 １ ∶１ 混合乳化ꎬ对 ６ 周龄的雌性 ＩＣＲ 小鼠进行背部皮下多点注射

免疫ꎬ每种蛋白免疫 ４ 只小鼠ꎬ每只小鼠每次免疫 １００ μｇꎬ每 ２ 周免疫 １ 次ꎮ 第 ３ 次免疫后 ７ ｄ 取血ꎬ置于

３７ ℃温箱静置 １ ｈ 后放 ４ ℃过夜ꎬ第 ２ 天离心后收集血清ꎬ完成抗 ＥｓｘＡ１、ＥｓｘＡ２、ＥｓｘＡ３、ＥｓｘＡ４ 多克隆抗

体制备ꎬ检测抗体效价ꎮ
１.１０　 分泌蛋白的提取

将过夜活化的 ＷＴ 株和 ΔｅｓｓＣ 株分别转接 ３５ ｍＬ 含 １０ ｇ􀅰Ｌ－１葡萄糖的 ＣＤＭ 培养基ꎬ３７ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１

培养 ６ ｈ 左右ꎬ１０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１、４ ℃离心 １０ ｍｉｎꎬ分别收集上清液(分泌蛋白)和沉淀(菌体蛋白)ꎮ 沉淀用

ＰＢＳ 清洗 １ 次后再用 ３ ｍＬ ＰＢＳ 重悬备用ꎮ 上清液用 ０.２２ μｍ 滤器过滤后加入终浓度为 １０％的三氯乙酸

(ＴＣＡ)溶液ꎬ４ ℃冰浴中过夜沉淀蛋白ꎮ １０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１、４ ℃离心 １０ ｍｉｎ 后取沉淀ꎬ用 ５ ｍＬ 丙酮洗 ２ 次ꎬ
在通风橱风干后用 ２００ μＬ ＰＢＳ 重悬ꎬ即分别得到 ＷＴ 株和 ΔｅｓｓＣ 株的分泌蛋白ꎮ
１.１１　 Ｔ７ＳＳ 底物检测

用蛋白免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)法进行底物的检测ꎮ 分别将菌体蛋白和提取的分泌蛋白与 ５ × ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 上样缓冲液混合后 ９９ ℃加热 １０ ｍｉｎꎬ然后进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥꎬ再用半干转印的方式转移至 ＰＶＤＦ 膜

上ꎬ用 ５０ ｇ􀅰Ｌ－１ 的脱脂奶粉常温封闭 ２ ｈ 后分别与多克隆抗体 ａｎｔｉ￣ＥｓｘＡ１、ａｎｔｉ￣ＥｓｘＡ２、ａｎｔｉ￣ＥｓｘＡ３、ａｎｔｉ￣
ＥｓｘＡ４ 以及 ａｎｔｉ￣ＧｒｏＥＬ ４ ℃孵育过夜ꎬ之后用 ＴＢＳＴ 洗 ３ 次ꎬ再与 ＨＲＰ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 室温孵育

２ ｈꎬＴＢＳＴ 洗 ３ 次后用 ＥＣＬ 化学发光液进行检测ꎮ
１.１２　 细菌抗吞噬能力检测

细菌抗吞噬能力检测参考文献[１８]进行ꎮ 将 ＷＴ、ΔｅｓｓＣ 和 ＣΔｅｓｓＣ 菌株培养至对数期ꎬ用 ＤＭＥＭ 洗 ３
次后按感染比(ＭＯＩ)为 １ 的比例加入 ＲＡＷ２６４.７ 细胞中ꎬ室温离心 １０ ｍｉｎꎬ将细胞板放于 ３７ ℃细胞培养

箱内 １ ｈꎬ然后用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ并加入 １ ｍＬ 含有青霉素－链霉素的 ＤＭＥＭ 中继续培养 １ ｈꎬ再用 ＰＢＳ 清

洗 ３ 次后加入 １ ｍＬ ｄｄＨ２Ｏꎬ室温静置 １５ ｍｉｎꎬ吹打混匀后稀释ꎬ再进行滴板计数ꎮ 按如下公式计算细菌吞

噬率:吞噬率＝培养孔胞内菌量 /培养孔初始添加菌量×１００％ꎮ
１.１３　 罗非鱼脑细胞的分离及培养

罗非鱼麻醉后无菌分离其脑组织ꎬ用添加青霉素－链霉素－两性霉素 Ｂ 三抗的 ＰＢＳ 和 Ｍ１９９ 培养基各

洗 ３ 次ꎬ放入 ２ ｍＬ 离心管中剪碎ꎬ加入 ２ 倍体积的胰酶 ２５ ℃消化 ５ ｍｉｎꎬ１ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ２ ｍｉｎꎬ弃上清

液ꎬ用原代培养基(含生长因子＋１０ ｇ􀅰Ｌ－１青霉素－链霉素＋２００ ｇ􀅰Ｌ－１ ＦＢＳ 的 Ｍ１９９ 培养基)重悬沉淀ꎬ２ ０００
ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １ ｍｉｎꎬ取沉淀铺入细胞瓶ꎬ２５ ℃培养ꎮ 及时换液并连续传 １０ 代后换为传代培养基(含有 １００
ｇ􀅰Ｌ－１ ＦＢＳ 的 Ｍ１９９ 培养基)ꎬ获得罗非鱼脑细胞用于后续试验ꎮ
１.１４　 细胞毒性检测

采用 ＬＤＨ 释放法测定细菌对罗非鱼脑细胞的毒性ꎬ具体操作参考试剂盒说明书进行ꎬＭＯＩ 为 １０ꎬ在
２８ ℃温箱中作用 ５.５ ｈꎬ作用结束后测 ４９０ ｎｍ 处吸光值 Ａ４９０ꎮ 采用如下公式计算细胞毒性:

细胞毒性＝
反应孔释放值(Ａ４９０)－细菌自发释放值(Ａ４９０)－靶细胞自发释放值(Ａ４９０)

靶细胞最大释放值(Ａ４９０)－靶细胞自发释放值(Ａ４９０)
×１００％ꎮ

１.１５　 小鼠毒力试验

将 ５ 周龄雌性 ＩＣＲ 小鼠分为 ＷＴ、ΔｅｓｓＣ 两组ꎬ每组 １５ 只ꎮ 将过夜复苏培养的 ＷＴ、ΔｅｓｓＣ 株菌液按

１ ∶１００ 比例转接 ＴＨＢ 培养基ꎬ３７ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１培养至对数期ꎮ 用 ＰＢＳ 清洗 ２ 次ꎬ调细菌培养液的 Ｄ６００值

为 ０.２ꎬ再用 ＰＢＳ 稀释 １０５ 倍ꎬ每只小鼠腹腔注射 １００ μＬ 菌液ꎮ 每组 １０ 只小鼠观察生存情况ꎬ记录死亡时

间ꎻ另外 ５ 只小鼠采血并取脑、脾称重后匀浆ꎬ稀释后进行滴板计数并计算细菌载量ꎮ
１.１６　 统计分析

用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０.２ 软件进行绘图ꎬ对试验数据平均值进行单因素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)和
差异显著性检验ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 无乳链球菌 Ｔ７ＳＳ 的生物信息学分析

根据已有文献报道以及预测网站(ＮＣＢＩ、ＩｎｔｅｒＰｒｏ)对无乳链球菌 ＧＤ２０１００８￣００１ 进行分析ꎬ在其基因

组中发现 １ 个 Ｔ７ＳＳ 基因簇ꎬ其核心成分包括 ４ 个膜蛋白基因( ｅｓａＡ、ｅｓｓＡ、ｅｓｓＢ、ｅｓｓＣ)、１ 个胞质蛋白基因
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(ｅｓａＢ)ꎬ以及 ２ 种底物基因(ＷＸＧ 家族和 ＬＸＧ 家族)ꎮ 预测到 １ 个 ＬＸＧ 家族底物 Ａ９６４＿ＲＳ０５２７０ꎬ位于

Ｔ７ＳＳ 基因簇上ꎻ预测到 ４ 个 ＷＸＧ１００ 家族底物ꎬ分别为 ｅｓｘＡ１(Ａ９６４＿ＲＳ０５３１５)、ｅｓｘＡ２(Ａ９６４＿ＲＳ０５３１０)、
ｅｓｘＡ３(Ａ９６４＿ＲＳ０１４２０)和 ｅｓｘＡ４(Ａ９６４＿ＲＳ０９５００)ꎬ其中 ｅｓｘＡ１、ｅｓｘＡ２ 相邻ꎬ位于 Ｔ７ＳＳ 基因簇上ꎬｅｓｘＡ３、ｅｓｘＡ４
存在于基因簇外(图 １)ꎮ

图 １　 Ｔ７ＳＳ 基因簇示意

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ Ｔ７ＳＳ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ

２.２　 ｅｓｓＣ 基因缺失株、互补株鉴定

基因缺失重组质粒 ｐＳＥＴ４ｓ￣ｅｓｓＣ 经测序无突变ꎬ用引物对 ｅｓｓＣ￣Ｐ１ / Ｐ４ 对 ＷＴ 和 ΔｅｓｓＣ 株进行 ＰＣＲ 鉴

定ꎬＷＴ 株检测到 ５ ２５７ ｂｐ 产物ꎬΔｅｓｓＣ 株检测到 ８４７ ｂｐ 产物ꎬ即成功缺失了 ４ ４１０ ｂｐ 的 ｅｓｓＣ 基因ꎮ 同时ꎬ
用 ｅｓｓＣ 基因内部引物 ｅｓｓＣ￣Ａ / Ｂ 进一步验证ꎬＷＴ 株能检测到 ８４１ ｂｐ 大小的产物ꎬΔｅｓｓＣ 株检测不到ꎬ证明

ΔｅｓｓＣ 株构建成功ꎮ 互补株重组质粒 ｐＴＣＶ￣ｅｓｓＣ 经测序无突变ꎬ用 ｅｓｓＣ 基因内部引物对 ｅｓｓＣ￣Ａ / Ｂ 对互补

株进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ检测到 ８４１ ｂｐ 产物ꎬ证明互补株 ＣΔｅｓｓＣ 构建成功(图 ２－Ａ)ꎮ
用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 ＷＴ、ΔｅｓｓＣ 和 ＣΔｅｓｓＣ 株中 ｅｓｓＣ 基因转录水平ꎬ结果(图 ２－Ｂ)显示ꎬΔｅｓｓＣ 株中检测不

到 ｅｓｓＣ 基因转录ꎬＷＴ 与 ＣΔｅｓｓＣ 株均能检到 ｅｓｓＣ 基因转录ꎬ从转录水平上进一步验证了 ΔｅｓｓＣ 株构建成功ꎮ

图 ２　 基因缺失株 ΔｅｓｓＣ 和互补株 ＣΔｅｓｓＣ 的 ＰＣＲ 鉴定(Ａ)及其 ｅｓｓＣ 基因转录水平分析(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＷＴꎬΔ ｅｓｓＣꎬａｎｄ ＣΔｅｓｓＣ (Ａ)ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｓｓＣ ｇｅｎｅ(Ｂ)

　 　 Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ５０００ꎻ１~４. Ｐ１ / Ｐ４ 引物分别检测野生株、缺失株 ΔｅｓｓＣ、互补株 ＣΔｅｓｓＣ 和阴性对照(ｄｄＨ２Ｏ)ꎻ５~８. 基因内部引物分

别检测野生株、缺失株 ΔｅｓｓＣ、互补株 ＣΔｅｓｓＣ 和阴性对照(ｄｄＨ２Ｏ)ꎮ

Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ５０００ꎻ１－４. Ｐ１ / Ｐ４ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｗｉｄｅ ｓｔｒａｉｎ(ＷＴ)ꎬΔｅｓｓＣꎬＣΔｅｓｓＣꎬａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ( ｄｄＨ２Ｏ)ꎻ５－ ８.

Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＷＴꎬΔｅｓｓＣꎬＣΔｅｓｓＣꎬａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ(ｄｄＨ２Ｏ) .
∗∗∗∗ Ｐ<０.００１.

图 ３　 无乳链球菌 ＷＴ、ΔｅｓｓＣ 和 ＣΔｅｓｓＣ 株

生长曲线

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＷＴꎬΔｅｓｓＣ ａｎｄ
ＣΔｅｓｓＣ ｓｔｒａｉｎｓ

２.３　 ｅｓｓＣ 基因缺失对无乳链球菌生长能力的影响

在 ３７ ℃条件下ꎬＷＴ、ΔｅｓｓＣ 和 ＣΔｅｓｓＣ 株的生长速

率无明显差异(图 ３)ꎬ说明 ｅｓｓＣ 基因的缺失对该菌在

ＴＨＢ 培养基中的生长无明显影响ꎮ
２.４　 Ｔ７ＳＳ 底物表达的纯化及多克隆抗体制备

对表达的 ＷＸＧ 家族底物 ＥｘａＡ１、ＥｘａＡ２、ＥｘａＡ３、
ＥｘａＡ４ 进行纯化ꎬ目的蛋白相对分子质量大小均在 ２８ ｋ
左右ꎬ为可溶性表达ꎮ 用镍柱对诱导表达的底物进行纯

化ꎬ纯化后的蛋白进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测ꎬ结果显示ꎬ条带

比较单一(图 ４)ꎮ 用纯化后的蛋白免疫小鼠后制备的

多克隆抗体效价达到 １ ∶１００ ０００ 以上ꎮ ＬＸＧ 家族底物

因有毒素活性ꎬ未能成功表达ꎬ后续的 Ｔ７ＳＳ 底物分泌试

验主要测定 ＷＸＧ 家族的 ４ 个底物蛋白ꎮ
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图 ４　 Ｔ７ＳＳ 底物蛋白纯化的检测

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｉｎｇ ｏｆ Ｔ７ＳＳ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ
Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ１. ＥｓｘＡ１ꎻ２. ＥｓｘＡ２ꎻ３. ＥｓｘＡ３ꎻ４. ＥｓｘＡ４.

２.５　 ＥｓｓＣ 对底物分泌的影响

由于 ＷＸＧ 家族底物 ＥｓｘＡ１、ＥｓｘＡ２、ＥｓｘＡ３、ＥｓｘＡ４ 之

间的序列相似度较高ꎬ本试验检测了 ４ 种多克隆抗体的交

叉反应性ꎬ证实它们之间确实存在交叉反应(图 ５－Ａ)ꎮ 用

制备的 ４ 种 Ｔ７ＳＳ ＷＸＧ 底物多克隆抗体对 ＷＴ 和 ΔｅｓｓＣ 的

菌体蛋白及分泌蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎮ 结果(图 ５－
Ｂ)显示ꎬ在菌体蛋白中ꎬＷＴ 和 ΔｅｓｓＣ 株均能检测到 ＷＸＧ
底物ꎬ而在分泌蛋白中ꎬ只有 ＷＴ 株检测到 ＷＸＧ 底物ꎬΔｅｓｓＣ
株中未检测到ꎮ 鉴于检测到的交叉反应性(图 ５－Ａ)ꎬ目前

还不能确定这 ４ 种底物的分泌是否都受 ＥｓｓＣ 影响ꎬ但可以

明确的是ꎬ至少有 １ 种 ＷＸＧ 底物依赖于 ＥｓｓＣ 分泌ꎮ 同时ꎬ以胞内蛋白 ＧｒｏＥＬ 为对照ꎬ菌体蛋白中能检测

到 ＧｒｏＥＬꎬ分泌蛋白中没有检测到 ＧｒｏＥＬꎬ说明提取的分泌蛋白不含胞内组分ꎬ试验结果可信ꎮ

图 ５　 Ｔ７ＳＳ 底物蛋白的交叉反应(Ａ)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｒｏｓｓ ｒｅａｃｔｉｏｎ(Ａ)ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ(Ｂ)ｏｆ Ｔ７ＳＳ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ

图 ６　 ｅｓｓＣ基因对菌株抗巨噬细胞吞噬能力的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｅｓｓＣ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｎ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｎｔｉ￣ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃ ａｂｉｌｉｔｙ

　 　 ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎮ 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

２.６　 ｅｓｓＣ 基因缺失对细菌抗巨噬细胞吞噬能力的影响

与 ＷＴ 相比ꎬ缺失株 ΔｅｓｓＣ 的吞噬率显著增加(Ｐ <
０.０１)ꎬ互补株 ＣΔｅｓｓＣ 吞噬率降低至 ＷＴ 水平(图 ６)ꎬ表明

ｅｓｓＣ 基因缺失会降低菌株的抗巨噬细胞吞噬能力ꎮ
２.７　 ｅｓｓＣ 基因缺失对细菌致细胞毒性的影响

分离培养的罗非鱼脑细胞形态见图 ７－Ａꎬ采用 ＬＤＨ
释放法检测 ｅｓｓＣ 基因缺失对无乳链球菌致细胞毒性的影

响ꎮ 结果(图 ７－Ｂ)发现ꎬ与 ＷＴ 相比ꎬ缺失株 ΔｅｓｓＣ 对罗

非鱼脑细胞的毒性极显著降低(Ｐ<０.００１)ꎬ互补株 ＣΔｅｓｓＣ
恢复到 ＷＴ 水平ꎬ表明 ｅｓｓＣ 基因缺失能降低菌株对宿主细

胞毒性ꎮ

图 ７　 罗非鱼脑细胞的培养(Ａ)和 ΔｅｓｓＣ 对罗非鱼脑细胞的毒性(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ Ｎｉｌｅ ｔｉｌａｐｉａ ｂｒａｉｎ ｃｅｌｌｓ(Ａ)ａｎｄ ｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ΔｅｓｓＣ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ(Ｂ)
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２.８　 ｅｓｓＣ 基因缺失对细菌致病性的影响

分别用 ＷＴ、ΔｅｓｓＣ 和 ＣΔｅｓｓＣ 株进行小鼠感染试验ꎮ 结果(图 ８－Ａ)发现:从细菌载量上来看ꎬ与 ＷＴ
相比ꎬΔｅｓｓＣ 株感染后血、脑、脾中细菌载量有所下降ꎬ但差异未达到显著水平ꎻ从小鼠生存曲线(图 ８－Ｂ)
上来看ꎬＷＴ 株在感染后 ２０ ｈ 内死亡率为 １００％ꎬΔｅｓｓＣ 株从 ２１ ｈ 开始死亡ꎬ死亡率为 ９０％ꎬ说明无乳链球

菌缺失 ｅｓｓＣ 基因能延缓小鼠死亡ꎮ

图 ８　 ｅｓｓＣ 基因缺失对细菌载量(Ａ)和小鼠生存能力(Ｂ)的影响

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｓｓＣ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄｓ(Ａ)ａｎｄ ｍｏｕｓｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｂｉｌｉｔｙ(Ｂ)

３　 讨论

Ｔ７ＳＳ 是革兰阳性菌重要的分泌系统ꎬ在宿主毒性、细菌竞争或毒力等方面发挥作用ꎮ 根据组成装置

的不同ꎬＴ７ＳＳ 分为 Ｔ７ＳＳａ 和 Ｔ７ＳＳｂ[５]ꎬ存在于无乳链球菌中的是 Ｔ７ＳＳｂ[３]ꎬ目前对于 Ｔ７ＳＳｂ 的了解较少ꎮ
Ｔ７ＳＳｂ 的装置核心成分由胞质蛋白 ＥｓａＢ 和 ４ 种膜蛋白 ＥｓａＡ、ＥｓｓＡ、ＥｓｓＢ 和 ＥｓｓＣ 组成[１９]ꎮ 虽然缺失这些

核心成分中的任何一种都可能使 Ｔ７ＳＳｂ 活性丧失ꎬ但六聚体膜结合的 ＡＴＰ 酶 ＥｓｓＣ 被推测是 Ｔ７ＳＳｂ 的驱

动因素ꎬ其 Ｃ 端的 ＡＴＰ 结合结构域是特异性识别底物所必需的ꎬ也是底物分泌所必需的ꎮ 无乳链球菌的

Ｔ７ＳＳ 目前已知的底物有 ＷＸＧ 家族和 ＬＸＧ 家族两类ꎮ ＷＸＧ 家族蛋白在 Ｔ７ＳＳ 中分布较为广泛ꎬ如金黄色

葡萄球菌中的 ＥｓｘＡ、ＥｓｘＢ、ＥｓｘＣ 和 ＥｓｘＤ[２０]ꎬ猪链球菌中的 ＥｓｘＡ[２１] 及单核细胞增生李斯特菌中的

ＥｓｘＡ[９]ꎬ并且功能多样ꎮ 在金黄色葡萄球菌中ꎬＥｓｘＡ、ＥｓｘＢ 能调节金黄色葡萄球菌感染期间细胞因子的

产生[２２]ꎬＥｓｘＣ 能在脂肪酸攻击金黄色葡萄球菌时起保护作用[２０]ꎮ ＬＸＧ 家族蛋白通常具有毒性ꎬ如金黄

色葡萄球菌的 ＬＸＧ 蛋白 ＴｓｐＡ 具有膜去极化毒性ꎬ介导种内竞争[７]ꎻ链球菌的 ＬＸＧ 蛋白 ＴｅｌＢ 具有 ＮＡＤ 酶

活性ꎬＴｅｌＣ 具有磷酸酶活性ꎬ介导种内和革兰阳性菌种间竞争[８]ꎮ
本研究对无乳链球菌 ＧＤ２０１００８￣００１ Ｔ７ＳＳ 的底物进行生物信息学预测ꎬ预测到 ４ 个 ＷＸＧ 家族蛋白底

物ꎬ并制备了这 ４ 个底物的多克隆抗体ꎮ 用多克隆抗体对野生株的分泌蛋白进行检测ꎬ并检测到了预测的

ＷＸＧ 底物ꎬ证明该菌株中 Ｔ７ＳＳ 是具有功能的ꎮ 另外本研究也构建了基因缺失株 ΔｅｓｓＣꎬ并提取了 ΔｅｓｓＣ
的分泌蛋白ꎬ但在其分泌蛋白中无法检测到 ＷＸＧ 底物ꎬ说明 ＷＸＧ 家族底物的分泌依赖于 ｅｓｓＣ 基因ꎬ这与在

金黄色葡萄球菌中的报道一致[７]ꎮ 然而ꎬ由于多克隆抗体的交叉反应性ꎬ本研究尚不能确定 ４ 种

ＷＸＧ 蛋白均依赖于 ＥｓｓＣ 分泌ꎬ未来还需要通过在蛋白上添加标签进一步验证ꎮ 除 ４ 个 ＷＸＧ 家族底物

外ꎬ该基因簇中还预测到 １ 个 ＬＸＧ 家族底物ꎬ但由于其具有毒性ꎬ没有表达纯化成功ꎬ故未能验证其分泌

情况及 ｅｓｓＣ 基因对其分泌的影响ꎮ 已有文献报道ꎬ金黄色葡萄球菌的 ＬＸＧ 家族蛋白 ＴｓｐＡ[７] 以及链球菌

的 ＬＸＧ 蛋白 ＴｅｌＡ、ＴｅｌＢ、ＴｅｌＣ[８]和人源无乳链球菌的 ＬＸＧ 蛋白 ＢｌｔＡ[２３]等均依赖于 ＥｓｓＣ 分泌ꎬＢｌｔＡ 与本研

究无乳链球菌 ＧＤ２０１００８￣００１ 中预测的 ＬＸＧ 底物蛋白相似度较高ꎬ因此推测菌株中预测的 ＬＸＧ 家族蛋白

很可能也依赖于 ＥｓｓＣ 分泌ꎮ 由此可见 ＥｓｓＣ 对于 Ｔ７ＳＳ 底物的分泌至关重要ꎬｅｓｓＣ 基因的缺失能影响许多

底物分泌ꎬ进而影响 Ｔ７ＳＳ 功能的发挥ꎮ
为了探究 ＥｓｓＣ 的生物学功能ꎬ本研究分离了罗非鱼的脑细胞ꎬ并进行了细胞毒性试验ꎬ结果显示 ｅｓｓＣ

基因的缺失明显降低了无乳链球菌对罗非鱼脑细胞的毒性ꎬ说明 ｅｓｓＣ 基因在宿主毒性中发挥了重要作

用ꎮ 此外抗巨噬细胞吞噬能力检测结果表明ꎬｅｓｓＣ 基因缺失后菌株抗吞噬能力明显下降ꎬ推测可能是

ｅｓｓＣ 基因缺失导致 Ｔ７ＳＳ 失活ꎬ一些 Ｔ７ＳＳ 相关毒力因子无法分泌出去ꎬ进而导致免疫逃避能力的降低ꎮ
有研究发现ꎬ人源无乳链球菌 ＣＪＢ１１１ 菌株的 Ｔ７ＳＳ 在细菌毒力中发挥重要作用ꎬＣＪＢ１１１ 的 ｅｓｓＣ 基因缺失
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株感染小鼠后造成的死亡率较野生株更低ꎬ对人脑微血管内皮细胞的毒性更低ꎬ并且引发的脑部炎症程度

也更低[２４]ꎻ也有研究表明ꎬ鱼源无乳链球菌的 ｅｓｓＣ 基因缺失后能显著降低罗非鱼死亡率[２５]ꎮ 然而ꎬ本试

验结果显示ꎬ与 ＷＴ 相比ꎬｅｓｓＣ 基因缺失株感染小鼠的死亡速度有所减缓ꎬ死亡率略有降低ꎬ细菌的组织载

量无明显差异ꎬ表明 ｅｓｓＣ 株缺失对小鼠的毒力影响不是很大ꎬ这一点与上述报道有所不同ꎮ 分析差异的

原因:一方面可能与使用的菌株宿主来源不同有关ꎻ另一方面可能与感染动物模型有关ꎮ 虽然小鼠已被证

实可用于鱼源无乳链球菌的毒力评价[２６]ꎬ但与本体动物罗非鱼的易感性可能存在一定的差异ꎬ下一步将

通过罗非鱼感染试验证实 ｅｓｓＣ 基因在无乳链球菌毒力上的意义ꎮ
综上所述ꎬ本研究预测了罗非鱼源无乳链球菌 ＧＤ２０１００８￣００１ 的 Ｔ７ＳＳ 基因簇及其分泌底物ꎬ并证实

该菌株的 Ｔ７ＳＳ 具有功能活性ꎬ能正常分泌底物ꎮ 同时探究了 Ｔ７ＳＳ 关键蛋白 ＥｓｓＣ 的功能ꎬ发现 ＥｓｓＣ 是

ＷＸＧ 底物分泌所必需的ꎬｅｓｓＣ 基因缺失会降低菌株的抗巨噬细胞吞噬能力以及菌株对罗非鱼脑细胞的毒

性ꎮ 本研究结果为进一步揭示鱼源无乳链球菌的致病机制提供参考ꎮ
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