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2型猪链球菌酪氨酸激酶Cps2C基因过表达株的构建*
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【摘要】 目的 构建2型猪链球菌酪氨酸激酶Cps2C基因过表达株,为cps2C 基因功能研究提供实验材料。 方法 
使用重叠延伸PCR技术将延伸因子TufA(又名EF-Tu,编码基因为SSU05_0530)的启动子(命名为P0530)与cps2C 基

因连接为P0530cps2C 片段,将P0530cps2C 酶切后连接至猪链球菌-大肠埃希菌穿梭质粒pSET2,构建过表达质粒

pSET2::P0530cps2C。将pSET2::P0530cps2C 电转化导入S.
 

suis
 

2野生毒株05ZYH33感受态细胞,抗性及组合PCR
筛选得到cps2C 过表达株。qRT-PCR检测过表达株cps2C 基因的转录水平。 结果 重叠延伸PCR成功将P0530启

动子片段(300
 

bp)和cps2C 基因片段(696
 

bp)拼接为P0530cps2C
 

(996
 

bp),片段及载体经BamH
 

I和EcoR
 

I酶切后连

接,成功构建出过表达质粒pSET2::P0530cps2C;将pSET2::P0530cps2C 电转化导入S.
 

suis
 

2
 

05ZYH33感受态细胞,

抗性筛选及组合PCR检测结果显示cps2C 过表达株构建成功。提取野生株05ZYH33和cps2C 过表达株总RNA后进

行qRT-PCR实验,结果显示过表达株cps2C 基因的相对表达水平较05ZYH33株上调2.4倍。 结论 本研究选用S.
 

suis
 

2
 

05ZYH33的延伸因子TufA强启动子P0530作为启动子,成功构建过表达质粒pSET2::P0530cps2C 并导入S.
 

suis
 

2感受态细胞,成功获得cps2C 过表达株,为进一步研究酪氨酸激酶Cps2C功能提供实验材料。
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【Abstract】 Objective To
 

construct
 

type
 

2
 

Streptococcus
 

suis
 

tyrosine
 

kinase
 

Cps2C
 

gene
 

overexpression
 

strain
 

and
 

provide
 

experimental
 

materials
 

for
 

the
 

study
 

of
 

Cps2C
 

gene
 

function. Methods The
 

promoter
 

of
 

TufA
 

(also
 

known
 

as
 

EF-TU,encoded
 

by
 

SSU05_0530,named
 

P0530)
 

was
 

connected
 

with
 

cps2C
 

gene
 

as
 

P0530cps2C
 

fragment
 

by
 

overlapping
 

stretch
 

PCR.
 

P0530cps2C
 

was
 

digested
 

by
 

enzyme
 

and
 

ligated
 

to
 

shuttle
 

plasmid
 

pSET2
 

to
 

construct
 

overexpression
 

plas-
mid

 

pSET2::P0530cps2C.
 

PSET2
 

::P0530cps2C
 

was
 

electrically
 

transformed
 

into
 

S.
 

suis
 

2
 

05ZYH33
 

strain
 

receptor
 

cells,and
 

cps2C
 

overexpressed
 

strain
 

was
 

screened
 

by
 

resistance
 

and
 

combined
 

PCR.
 

The
 

transcription
 

level
 

of
 

cps2C
 

gene
 

was
 

detected
 

by
 

qRT-PCR. Results The
 

p0530
 

promoter
 

fragment
 

(300
 

bp)
 

and
 

cps2C
 

gene
 

fragment
 

(696
 

bp)
 

were
 

successfully
 

spliced
 

into
 

p0530cps2C
 

(996
 

bp)
 

by
 

overlapping
 

extended
 

PCR.
 

The
 

fragment
 

and
 

vector
 

were
 

digested
 

by
 

BamH
 

I
 

and
 

EcoR
 

I
 

and
 

ligated
 

to
 

construct
 

the
 

overexpressed
 

plasmid
 

pSET2::p0530cps2C.
 

The
 

pSET2
 

::P0530cps2C
 

was
 

electrically
 

transformed
 

into
 

S.
 

suis
 

2
 

05ZYH33
 

cells,and
 

the
 

results
 

of
 

resistance
 

screening
 

and
 

combined
 

PCR
 

showed
 

that
 

cps2C
 

overexpressed
 

strain
 

was
 

successfully
 

constructed.
 

Total
 

RNA
 

was
 

extracted
 

from
 

wild
 

strain
 

05ZYH33
 

and
 

cps2C
 

overexpressed
 

strain,respectively.
 

qRT-PCR
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

cps2C
 

gene
 

in
 

overexpressed
 

strain
 

was
 

2.4
 

times
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

05ZYH33. Conclusion In
 

this
 

study,the
 

TufA
 

promoter
 

P0530
 

of
 

S.
 

suis
 

2
 

05ZYH33
 

was
 

selected
 

as
 

the
 

strong
 

promoter,and
 

the
 

overexpression
 

plasmid
 

pSET2::

P0530cps2C
 

was
 

successfully
 

constructed
 

and
 

cps2C
 

overexpression
 

strain
 

was
 

successfully
 

obtained.
 

It
 

provides
 

good
 

material
 

support
 

for
 

further
 

study
 

of
 

cps2C
 

gene
 

function.
【Key

 

words】 Streptococcus
 

suis
 

serotype
 

2;BY-kinases
 

Cps2C;overexpression
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  2型猪链球菌(Streptococcus
 

suis
 

serotype
 

2,S.
 

suis
 

2)是重要的人兽共患病病原菌,荚膜多糖(Capsu-
lar

 

Polysaccharide,CPS)是S.
 

suis
 

2的重要毒力因

子[1]。cps基因簇与CPS合成密切相关,该基因簇包

含cps2A-cps2K等众多基因,编码糖基转移酶、CPS
聚合酶及CPS合成调控相关蛋白[2]。前期研究发现

细菌酪氨酸激酶编码基因cps2C 缺失后,细菌典型荚

膜结构缺失、链长变短、对小鼠致病性显著减弱。表明

酪氨酸激酶Cps2C参与细菌荚膜合成调控,但该基因

过表达对荚膜多糖合成是否具有正向激活作用尚不清

楚。本研究拟构建酪氨酸激酶Cps2C基因过表达株,
为进一步研究Cps2C功能奠定基础。

有效驱动蛋白表达的内源强启动子是重要的遗传

操作工具。Wu等[3]报道,在实验室培养条件下转录

延伸因子TufA(又名EF-Tu)是猪链球菌中表达量最

高的蛋白之一。刘冉等[4]从S.
 

suis
 

2
 

05ZYH33株的

3种不同菌体组分中筛选了5个高丰度蛋白,分别是

分泌蛋白(SSU05_1815和SSU05_0177)、胞壁蛋白

(SSU05_1868)、胞内蛋白(SSU05_1503和SSU05_

0530),其中SSU05_0530正是转录延伸因子 TufA。
本实验选用S.

 

suis
 

2
 

05ZYH33株TufA蛋白的启动

子P0530,使用重叠 延 伸 PCR 和 电 转 化 技 术 构 建

cps2C 基因过表达株,为cps2C 基因功能研究奠定基

础。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株和质粒 S.
 

suis
 

2中国强毒株05ZYH33
分离自2005年四川资阳中毒性休克症病人[5],实验室

保存;MC1061F-感受态细胞购自上海唯地生物技术有

限公司;pSET2质粒由 Daisuke
 

Takamatsu教授惠

赠[6]。

1.2 主要试剂与仪器 高保真酶PrimeSTAR
 

Max
 

Premix,PCR产物回收试剂盒,BamH
 

I,EcoR
 

I,T4
 

DNA
 

ligase,质粒抽提试剂盒,RNAiso
 

Plus及Prime-
Script

 

RT
 

Master
 

Mix购自日本Takara公司;氯霉素

购自上海生工公司。

2 方法

2.1 引物设计与合成 分析S.
 

suis
 

2
 

05ZYH33菌

株的全基因组注释,发现酪氨酸激酶基因cps2C 编号

为SSU05_0566,转录延伸因子基因 TufA 编号为

SSU05_0530。根据重叠延伸 PCR 原 理 设 计 引 物

P0530-F/P0530-R(cps2C)和 cps2C-F (P0530)/

cps2C-R,使扩增后cps2C 基因可与TufA基因启动

子P0530无缝连接。另外,在cps2C 基因上下游设计

引物L-F和 R-R,在猪链球菌-大肠埃希菌穿梭质粒

pSET2多 克 隆 位 点 上 下 游 设 计 引 物 pSET2-F/

pSET2-R,用以验证05ZYH33和cps2C 基因过表达

株。引物序列见表1,由苏州金唯智公司合成。

表
 

1 PCR引物
Table

 

1 Primers
 

used
 

in
 

this
 

study
引物Primer 序列Sequence(5'-3')a

P0530-F CGGGATCCGCTTGTTGACTACCAGCTGT
 

(BamH
 

I)

P0530-R(cps2C)
GCAATTTCTAACATCGCCATCACTTAATTATAC
CATAGAG

cps2C-F(P0530)
CTCTATGGTATAATTAAGTGATGGCGATGTTA
GAAATTGC

cps2C-R
CGGAATTCTTATGTTATCTGAGAAATTAGG
(EcoR

 

I)

pSET2-F GCAAGGCGATTAAGTTGG
pSET2-R TGGAATTGTGAGCGGATAA
L-F AGTGATTGCTGCCTTGAT
R-R TTGAAAGTGCGAAATTATTCTC

  a
 

单下划线为限制性酶切位点,双下划线为引物结合位点(The
 

restriction
 

sites
 

are
 

single-underlined
 

and
 

the
 

primer
 

binding
 

sites
 

are
 

double-underlined).

2.2 过表达质粒pSET2::P0530cps2C 的构建 以

05ZYH33基因组DNA为模板,以P0530-F/P0530-R
(cps2C)和cps2C-F(P0530)/cps2C-R为引物,参照说

明书使用高保真酶PrimeSTAR
 

Max
 

Premix
 

PCR扩

增P0530启动子和cps2C 基因,经1%琼脂糖凝胶电

泳检测后回收P0530和cps2C 基因片段,混合后作模

板和引物,再加入PrimeSTAR
 

Max
 

Premix,进行重

叠延伸 PCR 以特异性扩增 P0530cps2C(P0530和

cps2C 的连接产物,命名为P0530cps2C)。反应结束

后向上述体系中加入P0530-F/cps2C-R继续扩增30
个循环,电泳检测后回收P0530cps2C 片段。重叠延

伸PCR示意图见图1。用BamH
 

I/EcoR
 

I双酶切

P0530cps2C 及pSET2质粒,回收P0530cps2C 片段

及pSET2线性载体,在T4
 

DNA
 

Ligase作用下连接,
连接产物转化 MC1061F-感受态细胞,转化菌涂布于

含CmR 抗性的LB平板进行培养。

图
 

1 重叠延伸PCR示意图

Fig.1 Schematic
 

diagram
 

of
 

overlap
 

extension
 

PCR

2.3 过表达质粒pSET2::P0530cps2CPCR鉴定 
挑取单菌落培养,以pSET2-F/R为引物PCR筛选阳
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性转化子。提取质粒交由苏州金唯智公司测序,测序

正确的质粒命名为pSET2::P0530cps2C。

2.4 S.
 

suis
 

2
 

05ZYH33电转化感受态细胞的制备

于1
 

mL
 

THB 培养基中(含10%
 

FBS)过 夜 培 养

05ZYH33甘油菌,次日将活化的05ZYH33划线于哥

伦比亚血平板于37
 

℃培养48
 

h。挑取单菌落于1
 

mL
 

THB培养基中(含10%
 

FBS)培养12
 

h,取80
 

μL菌

液转接于4
 

mL
 

THB培养基(含10%
 

FBS)中过夜培

养。次日,将上述4
 

mL培养液全部接种于200
 

mL
 

THY培养基(不含FBS)中,培养至A600 值为0.3-0.4
收集菌液,冰水浴30

 

min,6
 

000
 

r/min(离心半径9.8
 

cm),4
 

℃离心15
 

min,收集菌体,用25
 

mL预冷的

10%甘油洗涤3次,离心速度分别为8
 

000、9
 

000、

10
 

000
 

r/min,时间均为15
 

min。弃甘油,添加200-
500

 

μL重悬液重悬菌体,使细胞密度为2×109
 

CFU/

mL。将感受态细胞分装于-20℃预冷的1.5
 

mL离心

管中,每管50
 

μL,-80℃保存备用。

2.5 cps2C 过 表 达 株 的 构 建 取20
 

ng
 

pSET2::

P0530cps2C质粒加入05ZYH33感受态细胞中,于冰

上轻轻吹吸混匀后冰浴10
 

min。将上述混合物转移

到预冷的电转杯中,使用Bio-Rad电转仪进行电转(2
 

150
 

V,200
 

Ω,25
 

μF)。电转后立即向电转杯中加入

950
 

μL
 

37℃预热的复苏液,吹吸3-5次使菌液悬浮。
将菌液转移至1.5

 

mL离心管中,于37℃、160
 

r/min
摇床中振荡培养2

 

h,5000
 

r/min离心5
 

min,弃上清

850
 

μL,将剩余上清与菌体吹吸混匀,涂布于含CmR

和SpcR 抗性(100
 

μg/mL)的THB固体平板上,37℃
培养48

 

h。

2.6 cps2C 过表达株的组合PCR鉴定 在cps2C
基因上、下游各设计一条引物 L-F和 R-R,以 L-F/

cps2C-R、cps2C-F/R-R为引物PCR鉴定菌株本身含

有的cps2C基因,以 P0530-F/cps2C-R、PSET2-F/R
为引 物 PCR 鉴 定 菌 株 中 含 有 已 转 化 的 pSET2::

P0530cps2C质粒。

2.7 cps2C 过表达株的qRT-PCR鉴定 参照说明

书使用 RNAiso
 

Plus产品提取cps2C 过表达株的

RNA并反转录成cDNA,使用 Applied
 

Biosystems
 

QuantStudio
 

3
 

Real-time
 

PCR
 

System进行qPCR,检
测细菌中cps2C 的转录水平,以确认cps2C 是否过表

达成功。以甘油醛-3-磷酸脱氢酶(glyceraldehyde-3-
phosphate

 

dehydrogenase,GAPDH)基因gapdh 转录

水平作为内参除去实验误差,试验独立重复3次。每

次反应均设置融解曲线分析,以证实无非特异性扩增

发生。

结 果

1 过表达质粒pSET2::P0530cps2C 的构建及验证

PCR扩增P0530启动子(300
 

bp)和cps2C 基因

(696
 

bp),使用重叠延伸PCR技术将两片段连接为

P0530cps2C(996
 

bp),将其酶切后连接至pSET2质

粒上构建过表达质粒pSET2::P0530cps2C。结果如

图2A和图2B所示,P0530、cps2C 和P0530ps2C 扩

增片段与预期大小一致,P0530启动子与cps2C 基因

连 接 成 功。使 用 pSET2-F/R 引 物 对 pSET2::

P0530cps2C 阳性转化子进行验证,扩增片段与预期

大小(1
 

161
 

bp)一致(图2C),pSET2::P0530cps2C 构

建正确。

  A P0530和cps2C 的PCR扩增 M DNA
 

标志物 1 P0530
 

PCR产物 2 cps2C
 

PCR产物 B P0530cps2C 的重叠延伸PCR扩
增 M DNA

 

标志物 1 P0530-F/cps2C-R引物扩增结果 C 
pSET2::P0530cps2C 的PCR验证 M DNA

 

标志物 1 pSET2-F/
R引物扩增结果

图
 

2 pSET2::P0530cps2C的构建及验证

A PCR
 

amplification
 

of
 

P0530
 

and
 

cps2C M DNA
 

maker 1
 P0530 2 cps2C B Overlap

 

extension
 

PCR
 

amplification
 

of
 

P0530cps2C M DNA
 

maker 1 P0530-F/cps2C-R C PCR
 

veri-
fication

 

of
 

pSET2::P0530cps2C
 

plasmid M DNA
 

maker 1 
pSET2-F/R

Fig.2 Construction
 

and
 

identification
 

of
 

pSET2::P0530cps2C
 

plasmid

2 cps2C 过表达株的组合PCR验证

将pSET2::P0530cps2C 过表达质粒电转化S.
 

suis
 

2
 

05ZYH33感受态细胞,涂布于含SpcR 抗性的

THB固体平板进行培养,分别使用P0530-F/cps2C-R
(996

 

bp)、pSET2-F/R(1
 

161
 

bp)、L-F/cps2C-R(1
 

719
 

bp)和cps2C-F/R-R(1
 

766
 

bp)引物对单菌落进行

PCR鉴定,结果如图3。扩增片段大小与理论值一致,
表 明 pSET2::P0530cps2C 已 导 入 S.

 

suis
 

2
 

05ZYH33株中。

3 cps2C过表达株的qRT-PCR验证

提取cps2C 过表达株RNA,将其反转录成cDNA
后进 行 qRT-PCR,结 果 如 图 4。使 用 2-ΔΔCT 计 算

cps2C 基因的相对表达水平,与05ZYH33株相比过

表达株中cps2C 基因的相对表达水平上调2.4±0.66
倍。
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  M DNA标志物 1 P0530-F/cps2C-R引物扩增P0530cps2C
产物 2 PSET2-F/R引物扩增P0530cps2C 产物 3 L-F/cps2C-R
引物扩增P0530cps2C 产物 4 cps2C-F/R-R引物扩增P0530cps2C
产物

图
 

3 cps2C过表达株的组合PCR验证

M DNA
 

maker 1 P0530cps2C
 

amplified
 

by
 

P0530-F/cps2C-R
 

primer 2 Fragment
 

amplified
 

by
 

PSET2-F/R
 

primer 3 Fragment
 

amplified
 

by
 

L-F/cps2C-R
 

primer 4 Fragment
 

amplified
 

by
 

cps2C-
F/R-R

 

primer
Fig.3 Combinatorial

 

PCR
 

verification
 

ofcps2C
 

overexpression
 

strain

图
 

4 cps2C 过表达株的qRT-PCR验证

Fig.4 qRT-PCR
 

detection
 

of
 

cps2C
 

overexpression
 

strain

讨 论

在革兰阳性厚壁菌门中,细菌酪氨酸激酶(Bacte-
rial

 

protein-tyrosine
 

kinases,BY-kinases)由跨膜激活

蛋白和胞质激酶蛋白组成,只有跨膜激活蛋白的胞内

尾部和胞质激酶蛋白的催化结构域之间发生相互作用

时,BY-kinases才具有完整活性[7]。BY-kinases在调

节CPS生物合成中起重要作用,包括调节荚膜合成相

关蛋白定位、磷酸化荚膜合成过程关键蛋白酶等。例

如,在肺炎链球菌中,非磷酸化的酪氨酸激酶CpsD可

能形成环状八聚体,跨膜激活蛋白CpsC的C末端,促
进CpsD的C末端酪氨酸簇发生自磷酸化,磷酸化的

CpsD解离成单体。CpsD的磷酸化/去磷酸化调节环

状八聚体的解离和耦合,最终干扰染色体复制及分离,
导致细胞分裂及荚膜合成异常[8]。在金黄色葡萄球菌

中,跨膜激活蛋白Cap5A1的C末端能够形成一个与

酪氨酸激酶Cap5B2催化位点互补并稳定ATP分子

的αA-βA基序,且Cap5A1的C末端29个氨基酸残

基足以激活Cap5B2的激酶活性,激活的Cap5B2在自

身酪氨酸簇上发生磷酸化并同时磷酸化参与CPS前

体合成的 UDP-乙酰-甘露糖胺脱氢酶Cap5O[9]。此

外,大肠埃希菌中的酪氨酸激酶 Wzc和酪氨酸磷酸酶

Wzb共同参与胞外多糖的合成[10]。洋葱伯克霍尔德

菌的酪氨酸激酶BceF有助于细菌对上皮细胞的破坏

和囊性纤维化肺上皮细胞的侵袭[11]。前期对S.
 

suis
 

2
 

cps基因簇进行生物信息学分析,发现cps2B基因编

码跨膜激活蛋白,cps2C 基因编码细菌酪氨酸激酶。
进一步研究发现Cps2B

 

C末端23个氨基酸残基可激

活Cps2C激酶活性,融合表达蛋白Cps2BctC是自磷

酸化激酶,不仅可磷酸化自身酪氨酸残基位点,还可磷

酸化丝氨酸、苏氨酸残基位点。构建cps2C 基因敲除

株,发现cps2C 缺失导致细菌典型荚膜结构丧失、链
长变短、毒力显著减弱[12-13]。

研究病原菌某基因功能最直观的方法是对该基因

体内失活或过表达,通过观察病原菌表型变化或者生

理生化特性的改变分析该基因可能的功能。目前已经

基于同源重组原理搭建了较为完善的S.
 

suis
 

2基因

敲除技术平台,通过构建基因敲除株研究了孤儿调控

因子CovR、细菌分裂蛋白DivIVA和组氨酸三聚体蛋

白HtpsA等重要因子[14-16]。但是基因敲除技术也有

很大局限性,某些重要基因敲除后可能导致细菌基本

生命活动受创从而形成致死性突变。由于酪氨酸激酶

Cps2C在S.
 

suis
 

2中发挥重要作用,缺失后细菌荚膜

显著减少、变薄,而该Cps2C过表达是否对荚膜合成

具有正向激活作用尚不清楚。本实验通过将TufA强

启动子P0530与cps2C 基因融合表达构建过表达菌

株,为研究Cps2C基因功能奠定了基础。
本研究 选 用 S.

 

suis
 

2
 

05ZYH33的 延 伸 因 子

TufA启动子P0530作为强启动子,成功构建了过表

达质粒pSET2::P0530cps2C 并导入S.
 

suis
 

2感受

态细胞,筛选获得cps2C 过表达株。经qRT-PCR检

测,cps2C 过 表 达 株 中cps2C 的 相 对 表 达 水 平 较

05ZYH33株上调2.4±0.66倍。本研究为进一步研

究酪氨酸激酶Cps2C功能提供实验材料。后续将通

过 Weatern
 

blot检测过表达株中Cps2C蛋白的表达

量、分析过表达株荚膜厚度、细菌链长和毒力变化等实

验,进一步研究Cps2C相关功能。
(下转778页)
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