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摘要：为检测罗非鱼源无乳链球菌兼职蛋白EF-Tu(延伸因子Tu, Elongation Factor Tu)的抗
原性，本实验克隆了罗非鱼源无乳链球菌 HN0303的EF-Tu基因序列，并进行了蛋白相关
性质的预测和系统发育树的构建。通过原核表达得到EF-Tu重组蛋白，同时利用纯化的
蛋白免疫家兔获得多克隆兔抗EF-Tu重组蛋白血清以用于EF-Tu蛋白抗原性检测。结果显
示，罗非鱼源无乳链球菌HN0303 EF-Tu基因有1个由1197个碱基组成的ORF，编码398个
氨基酸。生物信息学分析显示其分子式为C1933H3096N532O615S11，分子质量为43.981 ku，
理论等电点为4.749；具有多个磷酸化位点，不具有信号肽和跨膜区域；具有保守的EF-
Tu结构域、EF-Tu-II结构域和EF-Tu-III结构域，且与其他来源无乳链球菌的EF-Tu蛋白具
有很高的同源性；具有较高的抗原指数，表明其可形成多个抗原表位。SDS-PAGE检测
发现，诱导表达的重组蛋白以包涵体的形式出现在沉淀中，大小约为66.4 ku。Western
Blot分析表明，兔抗EF-Tu重组蛋白血清能分别特异性结合菌体蛋白和EF-Tu重组蛋白。
同时使用兔抗EF-Tu重组蛋白血清封闭罗非鱼源无乳链球菌  HN0303表面的EF-Tu蛋白
后，无乳链球菌 HN0303粘附EPC(Epithelioma papulosum cyprini，鲤鱼上皮细胞)的能力下
降了79.99%±2.43%。本研究表明,原核表达的罗非鱼源无乳链球菌 EF-Tu重组蛋白具备较
好的抗原性，用其制备的兔抗血清能够较好地抑制罗非鱼源无乳链球菌的粘附，推测其
可能为罗非鱼源无乳链球菌亚单位疫苗的候选蛋白。
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罗非鱼(Oreochromis spp.)俗称非洲鲫鱼，因

其生长迅速，繁殖力强，适应能力强等优点，

是世界性养殖鱼类，也是我国重要的淡水养殖

鱼类。近年来，无乳链球菌感染给罗非鱼养殖

业造成极大的威胁，尤其是高温季节广东和海

南两省养殖罗非鱼发生的暴发性无乳链球菌

病，该病害发生的范围广，鱼感染率与死亡率

均较高，个别发病率超过50%，发病鱼死亡率超

过95%[1]。

无乳链球菌(Streptococcus agalactiae)为革兰

氏阳性菌，呈球形或卵圆形，成对或短链状排

列[2]。它是链球菌属的一个种，按照Lancefield 氏
血清学分类法把无乳链球菌归为B群链球菌，因

为该群仅有无乳链球菌一种，因此无乳链球菌

又称B群链球菌(GBS)。GBS是人畜共患病的病原

之一，危害较为严重，能引起婴儿败血症、脑
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膜炎等，同时也是牛、山羊和绵羊等动物的急

慢性乳腺炎的主要病原菌之一 [3]。目前生产中通

过使用抗生素来控制链球菌病，但实际效果并

不理想，且抗生素滥用所导致的环境问题以及

食品安全问题越来越受到诟病。使用疫苗来预

防水生动物病害是当今水产养殖业的主流趋

势，而目前水产疫苗研究的主要技术问题就在

于高免疫原性抗原物的发现。近几年已有无乳

链球菌几种新的重要的保护性抗原蛋白陆续被

报道，包括BPS蛋白 [4]、Sip蛋白 [5]、C5a肽酶 [6] 和
Rib蛋白[7]等。

延伸因子Tu(Elongation Factor Tu，EF-Tu)是
细菌细胞中含量很丰富的一种蛋白质，它在蛋

白质生物合成的延伸过程中起到了关键性的作

用，它与核糖体的相互作用使肽链延长 [8-9]。传

统观念认为，一个基因编码一种蛋白质，且具

有一种特定功能。随着研究的深入，越来越多的

蛋白质被发现具有不同的功能。1999年Jeffery[10]

把这一类具有2种或2种以上功能的蛋白质称为兼

职蛋白质(moonlighting proteins)。最新研究表明

细菌的延伸因子Tu，作为一种重要的兼职蛋

白，一方面与细菌自身蛋白质合成密切相关，

另一方面它还能分泌到菌体表面，可能作为一

种重要的毒力因子帮助无乳链球菌入侵机体 [11]。

而最近一项关于人源GBS高免疫原性蛋白的鉴定

中显示，EF-Tu是4个较高免疫原性蛋白中的一个

(其他3个分别是烯醇化酶、醛脱氢酶和触发因

子)[12]。目前对于罗非鱼源S. agalactiae的EF-Tu蛋
白是否具有良好的免疫原性，能否有效刺激罗

非鱼免疫应答，抵抗S. agalactiae感染的相关研究

还未见报道。

本实验克隆了罗非鱼源S. agalactiae的EF-
Tu基因序列，对其蛋白序列进行了一般性分析

并通过基因工程手段获得了EF-Tu重组蛋白，同

时制备兔抗重组蛋白免疫血清，对重组蛋白的

抗原性做了初步研究。通过该研究以期能够为S.
agalactiae EF-Tu蛋白功能的研究、亚单位疫苗的

开发以及罗非鱼无乳链球菌病的防治提供思

路。

1    材料与方法

1.1    实验菌株、试剂及实验动物

罗非鱼源S. agalactiae强毒株HN0303，由四

川农业大学鱼病研究中心分离并保存；细菌组

DNA提取试剂盒，2×Taq PCR Mastermix，大肠杆

菌DH5α菌株、BL21(DE3)菌株购自天根生化科技

有限公司；非预染蛋白maker，克隆载体pMD19-
T，T4 DNA连接酶购自TaKaRa；预染蛋白maker
购自北京全式金生物技术有限公司；限制性内

切酶购自Thermo；质粒小量抽提试剂盒和Ni-
NTA蛋白纯化预装柱购自生工生物工程(上海)股
份有限公司；pET32a(+)、EPC传代细胞由四川农

业大学鱼病研究中心提供；弗氏完全佐剂、弗

氏不完全佐剂均购自Sigma公司；其他试剂均为

国产分析纯；健康雄性家兔2只(1.5 kg)购自成都

达硕生物科技有限公司。

1.2    EF-Tu 基因克隆

根 据 G e n B a n k 中 已 报 道 的 罗 非 鱼 源 S .
agalactiae基因序列(NO. AKAP01000020.1)，运用

Primer Premier 5.0分别设计上下游引物，EF-Tu-
F：5'-CGCGGATCCATGGCAAAAGAAAAA
TACGAT-3'；EF-Tu-R：5'-CCGCTCGAGTTAAGC
TTCGATTTCTGAAAC-3'(下划线为限制性内切酶

酶切位点，上游为BamH I酶切位点，下游为Xho
I酶切位点)，引物由生工生物工程(上海)股份有

限公司合成。将罗非鱼源S. agalactiae HN0303菌
种接种于BHI(脑心浸液培养基，购于Biotopped)
肉汤，于28 °C恒温培养24 h，收集菌体，根据天

根细菌基因组DNA提取试剂盒操作说明提取罗

非鱼源S. agalactiae HN0303基因组DNA，并以此

基因组DNA为模板进行PCR扩增。PCR反应条

件：94 °C预变性5 min；94 °C 50 s，55 °C 45 s，
72 °C 90 s，共30个循环；72 °C延伸10 min。
PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳观察扩增结果。

1.3    EF-Tu 基因克隆质粒与表达质粒的构建

及鉴定

将PCR产物按照TaKaRa胶回收试剂盒说明书

纯化回收产物后构建pMD19-T/EF-Tu质粒，于

16 °C连接12 h。将连接产物转化入大肠杆菌

DH5α，挑取阳性克隆子，经菌落PCR、单酶切

(BamH I)、双酶切(BamH I+Xho I)鉴定后送生工生

物工程(上海)股份有限公司测序。测序结果与原

序列进行比对一致后，将pMD19-T/EF-Tu克隆质

粒与原核表达质粒pET32a(+)分别用BamH I和Xho
I进行双酶切，用T4连接酶连接回收的EF-Tu片段

与pET32a(+)片段，于16 °C连接12 h，随后转化
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入大肠杆菌DH5α中，提取质粒pET32a(+)/EF-
Tu经PCR和单双酶切鉴定后进行测序。

1.4    EF-Tu 生物信息学分析

运用NCBI的ORF Finder分析EF-Tu基因的开

放阅读框；运用DNAstar-EditSeq软件翻译EF-
Tu的氨基酸序列，并分析其相对分子量和等电

点；运用ExPASy-ProtScale进行亲、疏水性预

测；运用ExPASy-NetPhos进行磷酸化位点预测；

运用SignalP 4.0和TMHMM Sever v2.0对信号肽和

跨膜区进行预测；运用NCBI Conseverd Domains
对保守结构域进行预测；运用DNAstar-Protean预
测 其 可 形 成 抗 原 表 位 的 氨 基 酸 区 域 ； 运 用

Uniprot比对氨基酸序列后下载同源序列，运用

MEGA6.0软件进行氨基酸序列的多重比对，使用

似然法构建系统发育树。

1.5    重组表达质粒的诱导表达及纯化

将测序正确的重组表达质粒pET32a(+)/EF-
Tu转化入表达宿主菌BL21(DE3)，挑选阳性克隆

子接种于含Amp(100 μg/L)的LB培养液中37 °C培

养过夜。次日按照1:100接种到LB-Amp培养液

中，待培养至OD600值为0.6时，加入IPTG至终浓

度1 mmol /L进行诱导表达，37 °C继续培养  4 h。
8000 r /min离心5 min，收集菌体，并用PBS重悬

菌体，冰浴超声处理后离心收集上清液和沉

淀，并进行SDS-PAGE，观察目的蛋白的表达及

分布情况。目的蛋白的纯化采用Ni-NTA树脂亲

和层析法，纯化步骤按预装柱说明书进行，纯

化后的蛋白经梯度透析复性。

1.6    兔抗EF-Tu重组蛋白血清制备

选用健康雄性家兔2只用于血清抗体制备，

将纯化复性后的重组蛋白与弗氏佐剂等比混

合，乳化后对家兔进行皮下多点注射免疫。第

1次免疫使用弗氏完全佐剂与蛋白质等比混合注

射(抗原注射浓度1 mg /mL，每只注射1 mL)；第

1次免疫后分别于10 d和17 d进行加强免疫，分别

使用弗氏不完全佐剂与蛋白质等比混合注射(抗
原注射浓度2 mg /mL，每只注射1 mL)。第3次免

疫之后耳缘静脉采血，分离血清，使用琼脂扩

散法检测血清抗体效价，若血清抗体效价达到

1:16，则耳缘静脉注射重组蛋白 (抗原注射浓度

2 mg /mL，每只注射1 mL)，3 d后颈动脉采血，

分离收集血清。免疫开始前一天对家兔进行耳

缘静脉采血，分离血清作为阴性对照。

1.7    免疫印迹检测EF-Tu蛋白的抗原性

收集过夜培养的罗非鱼源 S .  a g a l a c t i a e
HN0303，离心后用PBS进行100倍浓缩重悬，超

声破碎后分离上清液和沉淀。将破碎后全菌、

上清液、沉淀以及重组蛋白经SDS-PAGE后，用

半干法转移至NC膜上。将膜置于含5%的脱脂奶

粉中封闭，于室温中孵育2 h，封闭后PBST洗膜

3次(8 min/次)。之后分别加入1:500稀释的兔抗

EF-Tu重组蛋白血清，于室温孵育2 h。洗膜后用

辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG(1:500稀释 )，
于室温孵育2 h，洗膜后用DAB显色液显色。

1.8    EF-Tu蛋白对细菌粘附EPC的影响

采用细菌计数法，间接评估EF-Tu蛋白对S.
agalactiae粘附EPC的作用。24孔细胞培养板培养

EPC至适宜浓度。用不含胎牛血清和抗生素的

Hank’s液进行洗涤。同时过夜培养的罗非鱼源S.
agalactiae HN0303调整浓度至107 cfu /mL。并用

补体灭活的兔抗EF-Tu重组蛋白血清10 µL (1:100
稀释)加入调整浓度后的细菌中，于37 °C共孵育

1 h，阴性对照组加入等量的阴性血清。处理后

的细菌加入洗涤后的细胞中，在含5%的CO2培养

箱中37 °C孵育2 h。随后用PBS洗涤细胞3次，每

孔加入200 µL胰蛋白酶消化10 min，移走全部细

胞至灭菌EP管中。加入0.01% TritonX-100溶解，

连续稀释至10–2~10–4进行细菌计数，通过对比对

照组和实验组的菌落数检测EF-Tu蛋白对细胞粘

附的影响。选取菌落数在30~300的稀释度进行计

算，结果计算公式为抑制率=[(对照组菌落数–实
验组菌落数 )/对照组菌落数 ]×100%，实验进行

3次重复，结果以平均数±标准差 (mean±SD)表
示。

2    结果

2.1    EF-Tu基因克隆与鉴定

以罗非鱼源 S.  agalact iae  HN0303基因组

DNA为模板，根据所设计的引物，PCR扩增EF-
Tu片段，PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳后，在

1200 bp左右出现一条特异性条带，与预计片段

大小1197 bp一致(图1)。
2.2    EF-Tu 基因克隆质粒与表达质粒的构建

及鉴定

回收PCR产物片段，重组到pMD19-T质粒载
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体中，获得重组克隆质粒 pMD19-T /EF-Tu。

pMD19-T/EF-Tu分别使用BamH I单酶切、BamH
I和Xho I双酶切鉴定，酶切后经1%琼脂糖凝胶电

泳观察：单酶切后出现一条大小约3900 bp的条

带，与pMD19-T载体(2692 bp)和EF-Tu片段(1197
bp)之和大小一致；双酶切后出现2条分别为2700
bp和1200 bp左右的条带，与pMD19-T载体和EF-
T u片段大小一致 (图 2 - a )。将重组克隆质粒

pMD19-T/EF-Tu进行测序，结果与目的基因碱基

序列一致，将测序结果上传至GenBank，获得基

因登陆号为 K T 9 5 7 4 2 9。原核表达重组质粒

pET32a(+)/EF-Tu同样通过单双酶切后，琼脂糖凝

胶电泳结果显示大小与pET32a(+)载体(5900 bp)和
EF-Tu片段大小一致 (图 2-b )。将酶切、菌落

PCR鉴定正确的重组表达质粒pET32a(+)/EF-Tu进
行测序，结果与pMD19-T/EF-Tu重组克隆质粒序

列一致，说明重组表达质粒构建正确。

2.3    EF-Tu 生物信息学分析

经测序结果发现罗非鱼源 S .  a g a l a c t i a e
HN0303的EF-Tu基因具有1197个碱基，这些碱基

共同组成一个完整的开放阅读框(ORF)，该阅读

框编码是1条由398个氨基酸残基组成的肽链，理

论相对分子质量为43.981 ku，理论等电点为

4.749，分子式为C1933H3096N532O615S11。ExPASy-
ProtScale进行亲、疏水性分析显示，EF-Tu多肽

链具有5个主要的疏水区，分别位于氨基酸序列

的 28~40， 102~112， 131~141， 214~222和

363~372位，整个蛋白最大疏水性值为2.044，最

小值为–2.989，亲水区域所占的比例大于疏水区

域，预测EF-Tu蛋白为亲水性。通过ExPASy-
NetPhos对磷酸化位点预测，发现序列具有9个丝

氨酸磷酸化位点、9个苏氨酸磷酸化位点和7个酪

氨酸磷酸化位点。通过SignalP 4.0和TMHMM
Sever v2.0对信号肽和跨膜区进行在线分析，结

果显示EF-Tu蛋白无信号肽存在，且该蛋白无明

显跨膜区域存在。NCBI Conseverd Domains分析

发现该序列具有保守的EF-Tu结构域、EF-Tu-II结
构域和EF-Tu-III结构域，这些结构与肽链延伸过

程中GTP和 tRNA绑定有关，经Uniprot比对发现

该序列结构在S. agalactiae中同源性非常高，与链

球菌属内其他细菌的同源性也在 9 5 %以上。

DNAstar-Protean分析其可形成抗原表位的氨基酸

区域(图 3)，其亲水指数和抗原指数大于0，表面

可及性大于1，根据Kyte[13]等关于指数与抗原表

位形成的关系，该蛋白形成抗原表位的可能性

大，可形成多个抗原表位。通过Uniprot比对后下

载同源性序列构建系统发育树 (图  4)，结果显

示，罗非鱼源S. agalactiae HN0303与现在已报道

的S. agalactiae EF-Tu蛋白序列聚为一支，表明该

蛋白在S. agalactiae中具有很高的同源性，属于保

守蛋白之一。

2.4    重组蛋白的诱导表达和纯化

将重组表达质粒转化入大肠杆菌BL21 (DE3)
中，由于重组表达质粒pET32a(+)/EF-Tu在目的蛋

白的N端融合了多聚组氨酸标签(6×His)，其蛋白

分子量会比目的蛋白分子量多20.4 ku。因此经

IPTG诱导表达后的pET32a(+)/EF-Tu重组表达质

粒在66.4 ku左右出现1条明显的条带，大小和目

的蛋白与融合标签之和一致，说明重组蛋白在

大肠杆菌表达载体中获得成功表达。将表达菌

株BL21(DE3)用超声波破碎仪超声波破碎后，离

心取上清液和沉淀经SDS-PAGE，结果显示目的

蛋白存在于沉淀包涵体中(图5-a)。重组蛋白包涵

体变性后经Ni-NTA树脂亲和层析法纯化及透析

 
图 1     罗非鱼源S. agalactiae HN0303 EF-Tu基因

PCR扩增

M. DNA Maker DL 2000；1. PCR阴性对照；2. PCR阳性扩增产物

Fig. 1     The PCR amplification products of EF-Tu gene
of S. agalactiae HN0303 isolated from tilapia

M. DNA Maker DL 2000；1. negative PCR amplification products；2.
positive PCR amplification products
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袋复性处理，纯化后的目的蛋白条带单一，与

诱导蛋白大小一致(图5-b)。

2.5    EF-Tu 蛋白抗原性分析

对罗非鱼源S. agalactiae HN0303菌体的EF-

Tu蛋白以及重组蛋白进行Western Blot分析，实

验结果显示罗非鱼源S. agalactiae HN0303的菌体

蛋白以及重组蛋白均能与兔抗EF-Tu重组蛋白血

清发生特异性结合，菌体蛋白大小为44 ku左右

(图6-a)，与预测的该蛋白大小一致，重组蛋白大

 
图 2     重组克隆质粒(a)与重组表达质粒(b)的菌落PCR鉴定、单酶切鉴定和双酶切鉴定

(a) M. DNA Maker DL 10000，1. 重组克隆质粒pMD19-T/EF-Tu经BamH I单酶切鉴定，2. 重组克隆质粒pMD19-T/EF-Tu经BamH I、Xho I双
酶切鉴定，3. 重组克隆质粒pMD19-T/EF-Tu菌落PCR阳性产物，4. 菌落PCR阴性对照；(b) M. DNA Maker DL 10000，1. 原核表达质粒

pET32a(+)经BamH I单酶切鉴定，2. 原核表达质粒pET32a(+)经BamH I、Xho I双酶切鉴定，3. 重组表达质粒pET32a(+)/EF-Tu经BamH I单
酶切鉴定，4. 重组表达质粒pET32a(+)/EF-Tu经BamH I、Xho I双酶切鉴定，5. 重组表达质粒pET32a(+)/EF-Tu菌落PCR阳性产物，6. 菌落

PCR阴性对照

Fig. 2     Identification of recombinant cloning plasmid (a) and recombinant expression plasmid (b) by colony PCR,
single and double restriction enzyme digestion

(a) M. DNA Maker DL 10000，1. recombinant cloning plasmid pMD19-T/EF-Tu digested with BamH I，2. recombinant cloning plasmid pMD19-
T/EF-Tu digested with BamH I and Xho I，3. the positive colony PCR amplification products of recombinant cloning plasmid pMD19-T/EF-Tu，4. the
negative colony PCR amplification products of recombinant cloning plasmid pMD19-T/EF-Tu；(b) M. DNA Maker DL 10000，1. expression plasmid
pET32a(+) digested with BamH I，2. expression plasmid pET32a(+) digested with BamH I and Xho I，3. recombinant expression plasmid
pET32a(+)/EF-Tu digested with BamH I，4. recombinant expression plasmid pET32a(+)/EF-Tu digested with BamH I and Xho I，5. the positive colony
PCR amplification producsts of recombinant expression plasmid pET32a(+)/EF-Tu，6. the negative colony PCR amplification products of recombinant
expression plasmid pET32a(+)/EF-Tu

 
图 3     罗非鱼源S. agalactiae HN0303 EF-Tu氨基酸序列的亲水性、抗原性指数及表面可及性预测

Fig. 3     Prediction of hydrophilicity, antigenicity and surface probability of EF-Tu amino acid sequence of S. agalactiae
HN0303 isolated from tilapia
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小为64 ku左右(图6-b)。此外在菌体蛋白中，菌

体破碎后的上清液中EF-Tu蛋白的含量明显高于

沉淀(即外膜上的蛋白)。结果表明大肠杆菌原核

表达的重组蛋白EF-Tu能够有效地刺激家兔产生

特异性抗体，具有良好的抗原性，获得的抗体

能够与菌体自身的蛋白以及重组蛋白发生特异

性结合，EF-Tu蛋白既存在于胞质还能够分泌到

外膜上。

2.6    EF-Tu 蛋白对细菌粘附 EPC 的影响

用兔抗EF-Tu重组蛋白血清封闭罗非鱼源S.

agalactiae HN0303表面的EF-Tu蛋白影响细菌的

粘附能力。通过等梯度稀释粘附细胞的细菌后

 
图 4     罗非鱼源S. agalactiae HN0303 EF-Tu蛋白序列与其他菌株序列的系统发育树

Fig. 4     Phylogenetic tree of the EF-Tu amino acid sequence of S. agalactiae HN0303 and other strains

 
图 5     重组蛋白EF-Tu的诱导表达分析

(a) M. 蛋白非预染Maker，1. pET32a(+)/EF-Tu诱导表达沉淀，2. pET32a(+)/EF-Tu诱导表达上清液，3. pET32a(+)/EF-Tu未诱导表达沉淀，

4. pET32a(+)/EF-Tu未诱导表达上清液，5. pET32a(+)空载诱导表达沉淀，6. pET32a(+)空载诱导表达上清液，7. pET32a(+)空载未诱导表

达沉淀，8. pET32a(+)空载未诱导表达上清液；(b) M. 蛋白非预染Maker，1. pET32a(+)/EF-Tu诱导表达纯化蛋白

Fig. 5     Analysis of expression of recombinant protein EF-Tu by SDS-PAGE
(a) M. protein non-prestained Maker，1. the insoluble fractions of induced pET32a(+)/EF-Tu，2. the soluble fractions of induced pET32a(+)/EF-Tu，
3. the insoluble fractions of uninduced pET32a(+)/EF-Tu，4. the soluble fractions of uninduced pET32a(+)/EF-Tu，5. the insoluble fractions of induced
pET32a(+)，6. the soluble fractions of induced pET32a(+)，7. the insoluble fractions of uninduced pET32a(+)，8. the soluble fractions of uninduced
pET32a(+)；(b) M. protein non-prestained Maker，1. the purified protein of induced pET32a(+)/EF-Tu
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铺板计数，结果发现细菌在10–2稀释倍数中的菌

落数满足30~300，选取该稀释度进行计数，结果

见表1。根据公式计算结果为79.99%±2.43%，即

抗体封闭后抑制细菌的粘附率，说明加入兔抗

血清降低了细菌的粘附能力。结果表明，兔抗

EF-Tu重组蛋白血清能够有效地封闭S. agalactiae
表面的EF-Tu蛋白，使得细菌的粘附能力下降。

3    讨论

近年来，罗非鱼感染无乳链球菌的报道屡见

不鲜，其给罗非鱼养殖业带来非常严重的损

失。生产上使用化学药物和抗生素来防治该

病，实际效果并不理想且存在许多问题。目前

疫苗在预防疾病方面取得了良好的成效，通过

疫苗免疫，能够刺激鱼体自身的免疫系统，达

到预防疾病的作用。目前无乳链球菌已经发现

有10种荚膜多糖血清型 [14]，为了研制不依赖于血

清型的GBS通用疫苗，人们在具有高保护性蛋白

抗原的鉴定方面做了大量的研究 [15]。2005年前，

已有少数GBS的蛋白抗原作为潜在的候选疫苗成

分被鉴定出来，主要包括Rib、C蛋白α和β亚基，

Sip、C5a肽酶等 [4-7]。但是除了Sip、C5a肽酶外，

这些蛋白抗原或者不能在所有菌株中表达或者

在不同菌株中高度变异[16]。因此寻找免疫原性高

且能够在不同菌株中都能表达的蛋白抗原将成

为疫苗开发的热点。

现在已鉴定的细菌中大多数兼职蛋白一般是

一些糖酵解酶或其他一些代谢有关酶以及分子

伴侣，这些蛋白质具有高度的保守性。它们可

以定位于细胞表面发挥其附加功能，这些蛋白

质在许多病原微生物表面被发现，并且往往与

病原的致病过程有关。现有研究表明，兼职蛋

白的附加功能主要有粘附、绑定和调节宿主免

疫应答 [11]。已有越来越多的研究证明EF-Tu是一

个重要的兼职蛋白，可作为细菌的一个重要毒

力因子。例如，定位于肺炎支原体和绿脓假单

胞菌的EF-Tu可以介导病原与纤连蛋白和其他一

些宿主蛋白的绑定 [ 1 7 ] 。同时，土拉热杆菌

(Francisella tularensis)可通过EF-Tu与核仁蛋白的

反应促进其入侵宿主细胞[18]。有研究表明用类鼻

疽杆菌(Burkholderia pseudomallei)EF-Tu作为口服

疫苗可以减少类鼻疽杆菌在小鼠肺部的定殖，

同时可以诱导小鼠良好的体液免疫反应和细胞免

疫反应[19]。本研究通过对原核表达EF-Tu重组蛋

白进行抗原性检测以及粘附性实验，推测EF-
Tu蛋白可能为罗非鱼源S. agalactiae的毒力因子

和 免 疫 原 性 蛋 白 ， 可 作 为 对 抗 罗 非 鱼 源 S .

 
图 6     Western Blot分析EF-Tu蛋白的抗原性

(a) M. 蛋白预染Maker，1. 罗非鱼源S. agalactiae HN0303全菌蛋

白，箭头所示特异性结合条带， 2 .  罗非鱼源 S .  aga lac t iae
HN0303全菌上清液，3. 罗非鱼源S. agalactiae HN0303全菌沉淀；

(b) M. 蛋白预染Maker；1. EF-Tu重组蛋白，箭头所示特异性结合

条带

Fig. 6     Analysis of EF-Tu protein antigenicity by
Western Blot

(a) M. protein prestained Maker，1. the whole bacterial proteins of S.
agalactiae HN0303 isolated from tilapia. Arrow showed the specific
binds，2. the soluble fractions of S. agalactiae HN0303，3. the
insoluble fractions of S. agalactiae HN0303；(b) M. protein prestained
Maker，1. recombinant protein of EF-Tu. Arrow showed the specific
binds

表 1     EF-Tu蛋白对罗非鱼源S. agalactiae HN0303粘附EPC的影响

Tab. 1     Effect of EF-Tu protein on S. agalactiae HN0303 isolated from tilapia adhesion to EPC

实验重复

test repeat
1 2 3

对照组菌落数

the number of colonies in
the control group

156×102 176×102 238×102

实验组菌落数

the number of colonies in
the test group

30×102 40×102 43×102

抑制率

inhibition rate
80.77% 77.27% 81.93%

平均数±标准差

mean ± SD
 79.99%±2.43%
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agalactiae的一个新的、具有较大开发潜力的候

选亚单位疫苗。

本实验成功克隆了罗非鱼源S. agalactiae EF-
Tu基因，理论上预测该蛋白的亲水区域大于疏

水区域，为亲水性蛋白，与实验中该蛋白为可

溶性蛋白是一致的。有研究发现兼职蛋白的蛋

白序列中通常既不包含与表面锚定有关的序

列，也不包含分泌信号，所以细菌的兼职蛋白

最初又称“非锚定蛋白”或“非典型分泌蛋白” [11]，

而在本研究中对EF-Tu蛋白序列的分析也显示其

不具有信号肽和跨膜区域。对该蛋白序列抗原

表位分析显示该蛋白可形成多个抗原表位，是

一个抗原性较高的蛋白。根据目前报道的引起

鱼类发病的S. agalactiae主要是Ⅰa、Ⅰb 和Ⅲ这

3种血清型 [20]。从系统发育树分析发现，EF-Tu蛋
白在血清型Ⅰa、Ⅲ中高度同源性，在不同血清

型的S. agalactiae中皆有表达。鉴于该蛋白的高保

守 性 和 免 疫 原 性 的 特 点 ， 推 测 其 可 作 为 S .
agalactiae亚单位疫苗的候选蛋白。

在Western Blot实验中，当兔抗血清在与菌体

蛋白结合过程中，在目的蛋白上方50 ku附近出

现了一条结合条带，目前对该条带蛋白属性未

知。有研究报道，具有生物活性的蛋白在其被

激活行使功能时，将进行磷酸化修饰，通常被

修饰后的蛋白其在SDS-PAGE中的迁移率相对较

低，从而Western Blot结果将出现2条带 [21-22]。而

对EF-Tu蛋白磷酸化位点进行预测，发现该蛋白

具有较多的磷酸化位点，被磷酸化修饰的可能

性非常大。因此推测目的蛋白上方的结合条带

为该蛋白磷酸化修饰后的蛋白可能性较大，同

时也可能与EF-Tu蛋白的前体有关，对于该条带

的属性可通过制备单克隆抗体进一步验证。此

外，对比菌体蛋白Western Blot结果发现，菌体

破碎后上清液中EF-Tu蛋白的含量，明显高于沉

淀，而沉淀中的蛋白主要来自细菌的外膜上。

因此该蛋白主要是在胞质中行使肽链延伸功

能，同时也有少部分蛋白被分泌到胞质外与细

菌的粘附入侵有关，行使其兼职功能。

细菌粘附因子在S. agalactiae入侵宿主中具有

重要作用，如BibA能促进S. agalactiae吸附到机

体细胞表面，有利于S. agalactiae与人子宫颈和肺

上皮细胞结合 [23]。鲤(Cyprinus carpio)上皮细胞因

其生长条件较低、易于培养且敏感性较高，目

前广泛应用于鱼类病理学和比较病理学中，它

作为一种重要的鱼类上皮细胞系而应用于粘附相

关的研究中[24]。因此，为进一步论证EF-Tu蛋白

是否与罗非鱼源S. agalactiae粘附相关，本研究发

现通过抗体封闭罗非鱼源S. agalactiae表面的EF-
Tu蛋白而使细菌的粘附能力较大减弱，表明该

兔抗血清封闭了罗非鱼源S. agalactiae表面的EF-
Tu蛋白，阻碍了罗非鱼源S. agalactiae对细胞的

粘 附 。 由 此 可 知 E F - T u 蛋 白 在 罗 非 鱼 源 S .
agalactiae感染过程中，对细菌粘附具有一定作

用，与无乳链球菌的致病力相关，该蛋白可能

为罗非鱼源S. agalactiae的粘附因子。

通过本研究成功克隆了罗非鱼源S. agalactiae
HN0303 EF-Tu基因，并在大肠杆菌中得到了高

效表达，并对其抗原性做了初步检测，以期能

够为罗非鱼无乳链球菌亚单位疫苗的研发提供

基础，为生产中罗非鱼无乳链球菌病的防治工

作提供帮助。
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Clone, prokaryotic expression and antigenicity detection of moonlighting
protein EF-Tu of Streptococcus agalactiae isolated from tilapia

LIU Jiaxing1, 2, 3,    WANG Kaiyu1, 2 *,    CHEN Defang1, 3,    LIU Tao1, 2,    
HE Yang1, 2,    ZENG Yukun1, 2,    JIANG Jie1, 2

(1. Fish Disease Research Center, Sichuan Agricultural University,Chengdu    611130, China;
2. Key Laboratory of Animal Diseases and Human Health of Sichuan Province, Sichuan Agricultural University,

Chengdu    611130, China;
3. College of Animal Science and Technology, Sichuan Agricultural University, Chengdu    611130, China)

Abstract: In order to detect the antigenicity of moonlighting protein EF-Tu (Elongation Factor Tu), EF-Tu gene
from Streptococcus agalactiae HN0303 isolated from tilapia was cloned. The related properties of EF-Tu protein
were predicted and its phylogenetic tree was also constructed. The rEF-Tu protein was obtained by prokaryotic
expression systems and purified by Ni-NTA-Sefinose Column. The purified rEF-Tu protein immunized rabbits
were used to obtain the polyclonal rabbit anti-rEF-Tu sera for antigenicity detection. The results showed that EF-
Tu gene had an ORF with 1197 bases, encoding 398 amino acids with a C1933H3096N532O615S11 formula, 43.981 ku
molecular  mass,  and a 4.749 theoretical  isoelectric  point.  Futhermore,  the deduced amino acids comprised
phosphorylation  sites,  but  did  not  contain  the  transmembrane  domain  and  signal  peptide  sequence.  Three
conserved domains,  namely EF-Tu,  EF-Tu-II  and EF-Tu-III  existed in  the  deduced amino acids  via  NCBI
Conseverd  Domains  tool.  Phylogenetic  analysis  revealed  an  exaggerated  degree  of  homology  with  other
S.agalactiae EF-Tu protein. Additionally, high antigen index of the deduced amino acids was predicted using
DNAstar-Protean, which means it can form numerous epitopes. rEF-Tu proteins formed into inclusion bodies were
found in the pellet and an about 66.4 ku band was observed by SDS-PAGE. Moreover, Western Blot analysis
showed that rabbit anti-rEF-Tu sera can combine the tropina with recombinant protein specifically. Adhesion test
suggested that rabbit anti-rEF-Tu sera prevented S. agalactiae HN0303 adhering the EPC(Epithelioma papulosum
cyprini)  with  a  decrease  of  79.99%±2.43%.  In  this  study,  our  results  showed  that  rEF-Tu  possesses  nice
antigenicity and the rabbit anti-rEF-Tu sera can inhibit the S. agalactiae HN0303 adhesion obviously, which
suggested that the EF-Tu protein may become a subunit vaccine candidate against S. agalactiae in tilapia.
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