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动物及兽医生物技术                                                              

猪链球菌 IgG结合蛋白的原核表达及其与不同动物 IgG
的结合性 

王婧, 张安定, 李冉, 金梅林 
华中农业大学动物医学院 农业微生物学国家重点实验室, 武汉 430070 

摘  要: 猪链球菌 IgG 结合蛋白(SPG)是一种可与多种动物 IgG 结合的细胞壁蛋白, 广泛地存在于猪链球菌的各个血清

型中, 被认为是共同抗原。然而其在猪链球菌中的生物学意义并不清楚。本实验用 PCR 方法从猪链球菌 1/2、1、2 和 9

型菌株基因组中扩增 SPG 基因, 构建 pET28a-SPG 重组表达载体, 将其转入大肠杆菌 BL21 菌株。IPTG 诱导表达后, 重

组蛋白经 SDS-PAGE 及 Western blotting 鉴定为可高效表达。镍亲和层析及分子筛两步纯化后获得纯度较高的目的蛋白。

Western blotting 及 ELISA 试验结果表明, 所有纯化的目的蛋白均可与不同动物 IgG 结合, 其中与人和猪 IgG 的结合能

力相对较高, 但不同血清型猪链球菌 SPG 与同种动物 IgG 的结合活性没有明显差异。 

关键词 : 猪链球菌 , SPG, 原核表达 , 亲和性  

Prokaryotic expression of recombinant Streptococcus suis 
IgG binding protein and its binding activity with IgG 
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State Key Laboratory of Agricultural Microbiology, College of Veterinary Medicine, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China 

Abstract: Streptococcus suis (S. suis) IgG-binding protein (SPG) was present in all S. suis strains examined. It showed binding 
activities with IgG from various host species. Little was known about the biological role of this protein, but it was commonly 
believed that it acted as virulence factor. In this study, the genes encoding SPG were amplified respectively from the total DNA of the 
S. suis serotype 1/2, 1, 2 and 9 with PCR and expressed in Escherichia coli BL21 by plasmid pET28a as vector. The recombinant 
proteins were first purified with affinity chromatography (Ni-NTA), and further purified by sephadexG-200 gel chromatography. The 
recombinant SPG proteins were identified to have binding activities with IgG of different host species, and for human and porcine 
IgG they showed better binding activities. But the SPG from different serotypes of S. suis showed no great differences in their 
binding activities with IgG from the same host species. 
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猪链球菌(Streptococcus suis)感染已成为影响全

世界养猪业的重要问题之一, 主要引起猪脑膜炎、

心内膜炎、关节炎、败血症等, 并可感染人[1,2]。猪

链球菌致病机理尚不太清楚, 迄今为止, 已知的致
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病相关因子有荚膜多糖 CPS、溶菌酶释放蛋白MRP、

胞外因子 EF、溶血素 SLY和粘附素等, 然而新的相

关因子仍在不断的被发现[3,4]。猪链球菌 IgG结合蛋

白(SPG)与葡萄球菌 A 蛋白(SPA)一样能非特异性地

结合猪、牛、羊、鼠等动物及人的 IgG, 从而可能影

响抗体的活性[5]。检测发现, 所有血清型的猪链球菌

均有这种蛋白, 表明它是一种共同抗原。但是, 它在

毒力方面的作用尚不清楚[6]。本研究主要通过构建

SPG 的高效原核表达体系, 大量获取纯度较高的蛋

白, 并鉴定表达蛋白与人、鼠、猪和羊 IgG 的结合

性, 初步验证 SPG的功能。 

1  材料和方法 

1.1  菌株和质粒 
2型猪链球菌(S. suis serotype 2, SS2)SC-19为

2005 年四川分离强毒株 , 1/2、1、9 型猪链球菌

(SS1/2、SS1、SS9)由本实验室分离获得; 表达载体

pET28a以及表达菌株 BL21均由本实验室保存。 

1.2  主要试剂 
DNA限制性内切酶、Taq DNA聚合酶、dNTPs

等试剂均为宝生物工程(大连)有限公司产品; DNA
回收试剂盒为上海生工产品; His单克隆抗体购自晶
美公司; HRP标记的人的 IgG(1 mg/mL)、ECL显色
试剂盒购自 PIERCE 公司; HRP 标记的猪、鼠、羊
IgG(1 mg/mL)购自 Sigma公司; Bradford蛋白质定量
试剂盒由香港 HOU-BIO生物科技有限公司提供。 

1.3  引物设计 
根据 GenBank上 SPG全基因序列(Accession No. 

DQ410872.1)设计一对特异性引物 , 两端分别添加
SacⅠ和 SalⅠ酶切位点, 并分别扩增猪链球菌 1/2、
1、2、9型菌株的 SPG基因开放阅读框(863~1865 bp), 
设计的引物如下(下划线部分为引入的酶切位点): 

SPG1: 5′-CAAGAGGAGCTCAAAGTGAGGTA 
CACTATGG-3′; 

SPG2: 5′-CTTGACGTCGACGATCCTACATTT 
CTTCAGG-3′。 

1.4  重组质粒的构建及质粒转化 
按照《分子克隆实验指南》(第三版) [7]标准方法, 

通过 PCR方法从猪链球菌全基因组中分别扩增 SPG

基因, PCR胶回收产物经过 Sac I和 Sal I双酶切后连

接到表达载体 pET28a, 随后对重组质粒进行双酶

切、PCR鉴定及 DNA测序分析, 鉴定正确的重组质

粒转化大肠杆菌 BL21。 

1.5  重组质粒在大肠杆菌 BL21 中的表达及纯化 
1.5.1  重组质粒在大肠杆菌 BL21中的表达 

将转化重组载体的 BL21 菌株接种于含有卡那

霉素的 LB液体培养基中, 37oC振荡培养 3 h, 加入

异 丙 基 β-D- 硫 代 半 乳 糖 苷 (IPTG) 至 终 浓 度       

0.8 mmol/L, 28oC继续培养 6 h。收集菌液加入上样缓

冲液后, 沸水浴 10 min, 立即放入冰浴中, 10 000 r/min

离心 1 min, 取上清进行 SDS-PAGE鉴定。表达的重

组蛋白分别命名为 SPG-1/2、SPG-1、SPG-2 和

SPG-9。 

1.5.2  重组蛋白的纯化 

利用 AKTA-FPLC 系统采用亲和层析的方法纯

化出带有 His标签的重组蛋白 SPG。 

超声波破碎诱导的重组菌 , 收集上清 , 使用

Qiagen 公司的 Ni-NTA 亲和层析柱进行亲和层析, 收

集纯化样品浓缩后使用Amersham公司的G200凝胶过

滤柱进行二次纯化, 具体步骤均按使用说明书进行。 

1.6  Western blotting 鉴定重组蛋白 
根据《精编分子生物学实验指南》(第四版)[8]

标准步骤, 将重组表达产物经 10% SDS-PAGE后转

移至硝酸纤维素膜上, 以小鼠抗 His 标签单克隆抗

体为一抗, HRP偶联的山羊抗小鼠 IgG为二抗, 对重

组 SPG蛋白进行鉴定。 

1.7  重组蛋白的活性检测 
1.7.1  用 Western blotting 检测重组蛋白的活性 

利用 Bradford 蛋白质定量试剂盒将重组表达产

物精确定量, 具体步骤按产品说明书进行。用 0.9%

的 NaCl 溶液调节所有重组蛋白浓度为 0.5 mg/mL, 

10% SDS-PAGE分别上样 30 μL, 并根据 1.5步骤转

膜并封闭过夜, 然后分别与 HRP标记的人、鼠、猪

和羊的 IgG于 37oC孵育 1 h, ECL显色并鉴定。 

1.7.2  用 ELISA 检测重组蛋白的活性 
将精确定量后的重组表达产物调整浓度为 

6.25 μg/mL, 并分别包被酶标板 , 加入倍比稀释的

HRP标记的人、鼠、猪和羊 IgG, 37oC孵育 40 min, 以

P/N≥2为判断标准, 计算抗体滴度。 

2  结果 

2.1  SPG 基因的克隆及重组 SPG 质粒的鉴定 
用 SPG特异性引物, 分别以 SS1/2、1、2、9基
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因组为模板, 经过 PCR扩增, 均得到大小约 1000 bp

左右的条带, 与预期结果一致(图 1)。SPG基因经过克

隆至表达载体后, 重组质粒分别用 Sac I和 Sal I双酶

切、PCR扩增及克隆菌测序进行鉴定。 

 
图 1  SPG 基因的克隆 
Fig. 1  Cloning of SPG genes. 1: SS1/2; 2: SS1; 3: SS2; 4: SS9; 
M: DNA marker. 
 
2.2  重组蛋白 SPG 的表达、纯化及 Western 
blotting 鉴定 
2.2.1  重组蛋白 SPG的表达 

将测序正确的重组质粒转入大肠杆菌 BL21, 表

达产物经 10% SDS-PAGE分析大小约为 45 kD。SS1、

SS2和 SS9菌株的 SPG表达产物主要以可溶性蛋白

的形式存在于上清中, 而 SS1/2 菌株的 SPG 表达产

物主要以包涵体的形式存在。 

2.2.2  重组蛋白 SPG 的 Western blotting 分析 
根据重组蛋白带有 His标签这一特点, 利用 His

的单克隆抗体, 采用 Western blotting 的方法鉴定诱

导蛋白。结果显示, 在 45 kD处可见一明显条带, 表

明目的蛋白已明确表达(图 2)。 

2.2.3  重组蛋白 SPG 的纯化 
由目的蛋白在 C端含有 6个连续的 His的特性, 

可利用AKTA-FPLC系统采用Ni-NTA亲和层析的方

法纯化出带有 His 标签的重组蛋白 SPG。纯化时采

用 50 mmol/L 的咪唑为上样缓冲液, 洗脱时系统咪

唑浓度由 100 mmol/L 提高到 250 mmol/L, 于    

250 mmol/L洗脱时出现目的蛋白的洗脱锋, 收集洗

脱样品, SDS-PAGE 鉴定结果显示目的蛋白得到初

步纯化, 小分子量的蛋白杂带已经去除, 但仍有部

分大分子量蛋白杂带。 

由于一次纯化后的大分子量蛋白与目的蛋白的

分子量差异较大, 因此可采用凝胶过滤的方法对一

次纯化的蛋白进行二次纯化, SDS-PAGE 结果显示

6His-SPG蛋白呈单一条带, 纯化结果见图 3。 

 

图 2  重组 SPG 蛋白的 Western blotting 鉴定 
Fig. 2  Expression of recombinant SPG proteins by Western 
blotting analysis. 1: BSA; 2: SPG-1/2; 3: SPG-1; 4: SPG-2;     
5: SPG-9. 
 

 

图 3  重组 SPG 蛋白的纯化 
Fig. 3  Purification of recombinant SPG proteins. 1: SPG-1/2; 
2: SPG-1; 3: SPG-2; 4: SPG-9; M: protein marker. 
 
2.3  重组蛋白的活性检测 
2.3.1  用 Western blotting 检测重组蛋白的活性 

将试验中表达的不同血清型猪链球菌 SPG蛋白

经精确定量后转膜, 并与 HRP标记的人、鼠、猪及

羊 IgG 共孵育, 经显色试剂盒显色后, 可看见目的

蛋白的特异性条带(图 4~7), 证明试验中所有 SPG重

组蛋白具有与 IgG结合的活性。 
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图 4  重组 SPG 蛋白与人 IgG 的结合活性 
Fig. 4  Binding activity of the recombinant SPG proteins with 
the human IgG. 1: BSA; 2: SPG-1/2; 3: SPG-1; 4: SPG-2;  5: 
SPG-9. 

 
图 5  重组 SPG 蛋白与羊 IgG 的结合活性 
Fig. 5  Binding activity of the recombinant SPG proteins with the 
goat IgG. 1: BSA; 2: SPG-1/2; 3: SPG-1; 4: SPG-2; 5: SPG-9. 

 
图 6  重组 SPG 蛋白与猪 IgG 的结合活性 
Fig. 6  Binding activity of the recombinant SPG proteins with 
the porcine IgG. 1: BSA; 2: SPG-1/2; 3: SPG-1; 4: SPG-2;  5: 
SPG-9. 
 
2.3.2  用 ELISA 检测重组蛋白的活性 

用 ELISA方法检测重组蛋白对不同动物 IgG亲

和活性见表 1, 从图表中可以看出不同血清型 SPG

与同种动物 IgG 的结合活性没有明显差异, 但是所

有 SPG与人和猪 IgG的结合能力都相对较高。 

 

图 7  重组 SPG 蛋白与与鼠 IgG 的结合活性 
Fig. 7  Binding activity of the recombinant SPG proteins with 
the mouse IgG. 1: BSA; 2: SPG-1/2; 3: SPG-1; 4: SPG-2;  5: 
SPG-9. 

表 1  重组 SPG 蛋白与不同动物 IgG 结合的平均滴度 
Table 1  ELISA titer of the recombinant SPG proteins 
binding with IgG 

IgG 
Protein 

Human Mouse Porcine Goat PBS 

SPG-1/2 1:20 1:8 1:40 1:8 <1:2 

SPG-1 1:20 1:4 1:20 1:8 <1:2 

SPG-2 1:20 1:8 1:40 1:10 <1:2 

SPG-9 1:20 1:10 1:40 1:10 <1:2 
 

3  讨论 

SPG作为一种重要的 IgG结合蛋白, 与 SPA等

其他同类蛋白相比有着更广泛的结合能力[9]。在猪

链球菌中, 该蛋白广泛地存在于各种血清型当中。

虽然已有学者研究认为, 该类 IgG 结合蛋白很可能

作为一种致病性因子, 在 A 群链球菌的侵染中起到

了重要作用, 但是到目前为止, 关于此类蛋白的生

物学作用仍不十分清楚[10]。同时, 也有实验研究表

明, 在 G 群链球菌中的 IgG 结合蛋白造成了 IgG 在

菌体表面的聚集, 而这种聚集作用在一定程度上破

坏了补体途径的激活及其调理作用的发挥 [11]。而

SPG同样作为一种 IgG结合蛋白, IgG又作为机体免

疫系统中的重要免疫球蛋白, 两者的结合是否会影

响 IgG 的活性, 是否会影响免疫系统的活性, 又是

否会带来猪链球菌侵入机体后的抗吞噬作用, 同时

IgG 的 Fc 端是激活补体经典途径的重要成分, SPG

与 IgG Fc端的结合, 又是否同样会影响补体反应的

调控, 影响补体的生物学效应, 这一切都有待于进

一步的研究。 
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本研究利用 pET28a 表达系统成功高效表达了

猪链球菌的 SPG 蛋白, 实验证实所有重组表达蛋白

均具有与不同动物 IgG 结合的生物活性。试验中选

择表达 SPG蛋白的 4个不同血清型的猪链球菌菌株, 

在致病力上存在一定差别, 其中 SS2 SC-19 的致病

性为最强且可以感染人。Western blotting及 ELISA

实验显示, 所选择的 4 个血清型猪链球菌 SPG 蛋白

均可与 IgG 结合, 其中与人和猪 IgG 的结合能力都

相对较高, 这可能与不同动物对猪链球菌的敏感性

不同有关。但不同猪链球菌的 SPG 与同种动物 IgG

的结合活性没有明显差别。该研究初步表明 SPG蛋

白与猪链球菌致病性的强弱可能没有明显关系, 但

可能加强了猪链球菌在易感动物中的致病能力, 然

而确切结论仍需要进一步试验证实。 

利用 Ni-NTA 亲和层析以及分子筛凝胶过滤的

双重纯化方法, 可以获得纯度较高的目的蛋白。且

该表达纯化的方法可以用于猪链球菌多种血清型的

菌株中。该研究为进一步探讨 SPG蛋白在猪链球菌

中的生物学意义奠定了良好的基础。 
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