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摘要：巴氏杆菌(主要是多杀性巴氏杆菌)可以引起多种动物疫病(巴氏杆菌病)，同时也引起人类感染

发病。【目的】研究巴氏杆菌糖酵解酶对宿主细胞(兔肾细胞)和两种常见分子[纤连蛋白(fibronectin，

Fn)和血浆纤维蛋白溶解酶原(plasminogen，Plg)]的黏附作用。【方法】采用原核表达系统对多杀性巴

氏杆菌的糖酵解酶进行表达并纯化及制备多克隆抗体，通过菌体表面蛋白定位检测、黏附与黏附抑制

等实验探究巴氏杆菌糖酵解酶的黏附作用。【结果】菌体表面蛋白检测结果显示除烯醇化酶和丙酮酸

激酶外的7个糖酵解酶在多杀性巴氏杆菌表面存在。这7个糖酵解酶均能黏附兔肾细胞，但仅有磷酸葡

萄糖异构酶的多克隆抗体能对多杀性巴氏杆菌黏附宿主细胞产生抑制作用。Far Western blotting结果显

示9个糖酵解酶均能结合宿主Fn和Plg。招募抑制实验结果显示磷酸葡萄糖异构酶、醛缩酶、磷酸甘油

酸变位酶的抗体对多杀性巴氏杆菌结合Fn和Plg都有抑制作用，磷酸果糖激酶、丙糖磷酸异构酶、甘

油醛-3-磷酸脱氢酶、磷酸甘油激酶抗体仅对多杀性巴氏杆菌结合Fn或Plg有抑制作用。【结论】多杀性

巴氏杆菌糖酵解酶成员葡萄糖异构酶、磷酸果糖激酶、醛缩酶、丙糖磷酸异构酶、甘油醛-3-磷酸脱氢

酶、磷酸甘油激酶、磷酸甘油酸变位酶在多杀性巴氏杆菌黏附宿主细胞或分子过程中发挥作用。该研

究的完成将加深巴氏杆菌病分子发病机制的认识，并为巴氏杆菌病的诊断标识筛选、新型疫苗创制和

药物靶标筛选等提供基础数据。 
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巴氏杆菌病 (pasteurellosis)是主要由多杀性

巴氏杆菌 (Pasteurella multocida)引起的多种畜

禽、野生动物和人类的一种传染病的总称。巴氏

杆菌病呈地方流行性和特征，会造成动物死亡或

影响其生长、降低饲料报酬，给畜禽养殖业带来

较大经济损失[1–2]。巴氏杆菌病因发病程度和感染

动物不同而有不同的病名，如猪肺疫、猪进行性

萎缩性鼻炎、禽霍乱、牛出血性败血症、兔巴氏

杆菌病(兔出败)等，其中多数疫病被我国政府列

为二类动物疫病[3]。近年来巴氏杆菌在多种动物

中的临床分离或检出率都位居前列[4–6]。多杀性巴

氏杆菌同样可以造成人类感染发病，是一种人兽

共患病病原体[1–2]。 

尽管目前已经报道了部分巴氏杆菌致病机

制及可能的毒力因子，但是巴氏杆菌的致病机制

依然还不完全清楚[7–8]。部分致病性细菌的致病机

制中包括兼职功能蛋白的致病作用，即代谢相关

蛋白质/酶或分子伴侣发挥了致病作用。这些兼职

致病作用中研究得最多的是黏附作用，包括对宿

主细胞的黏附和对宿主分子(如纤连蛋白和血浆

纤维蛋白溶解酶原)的黏附[9–11]。负责糖酵解代谢

途径的各个酶是研究得最多的兼职毒力因子。但

是目前关于巴氏杆菌糖酵解酶黏附作用的研究

还很少。我们的一项前期工作已经提示至少一种

糖酵解酶可能在巴氏杆菌黏附宿主的过程中发

挥作用[8]。本研究的目的是进一步研究巴氏杆菌

糖酵解酶全部 9 个成员对宿主分子及宿主细胞的

黏附作用。 

1  材料和方法  

1.1  菌株和细胞系及培养条件 

本研究使用的多杀性巴氏杆菌 C51-17 株、

大肠杆菌 BL21(DE3)、兔肾传代细胞 RK13 均由

本实验室保存提供。C51-17 株使用胰蛋白胨大豆

肉汤培养基(tryptose soya agar，TSB)或者大豆酪

蛋白琼脂培养基(trypticase soy broth，TSA)(海博，

青岛)，加入 10%新生牛血清(Gbico)，于 37 °C 摇

床 或 培 养 箱 培 养 。 大 肠 杆 菌 载 体 菌 使 用

Luria-Bertani (LB)固体或液体培养基(海博，青

岛)，加入相应抗生素(氨苄或卡那霉素)进行培

养。对重组菌使用自诱导培养基(海博，青岛)或

者 LB 添加不同浓度异丙基-β-D-硫代半乳糖苷

(isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside，IPTG)在

不同温度条件下进行诱导。 RK13 细胞使用

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)培养

基(Gbico)添加 10%胎牛血清(Gbico)进行培养。 

1.2  九个糖酵解途径酶的克隆、表达和纯化 

以多杀性巴氏杆菌 C51-17 菌株的全基因组序

列(ASM428695v1)设计 9 个糖酵解酶：磷酸葡萄糖

异构酶(phosophoglucose isomerase，PGI)、磷酸果

糖激酶(phosphofructokinase，PFK)、醛缩酶(aldolase，

ALD)、丙糖磷酸异构酶(triose phosphate isomerase，

TPI)、甘油醛 -3-磷酸脱氢酶 (glyceraldehyde-3- 

phosphate dehydrogenase，GAPDH)、磷酸甘油激

酶(phosphoglycerate kinase，PGK)、磷酸甘油酸

变位酶(phosphoglycerate mutase，PGM)、烯醇化

酶(enolase，ENO)、丙酮酸激酶(pyruvate kinase，

PYK)的克隆引物(表 1)。按照文献[5]提取 C51-17

菌株基因组并进行 PCR 扩增。扩增产物送南京擎

科生物有限公司进行序列测定，确定目的片段序

列正确后进行后续操作。酶切质粒并通过同源重

组克隆试剂盒(诺唯赞，南京)将目的片段的 PCR

扩增片段连接到质粒上，将阳性重组质粒转化

BL21 感受态细胞。经 PCR 鉴定后，将阳性克隆 
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表 1.  本研究用到的引物 

Table 1.  Primers used in this study 

Name Sequence (5′→3′) Protein 

PGI-F cagcaaatgggtcgcggatccATGAAAAACATCAATCCTACAACAACA PGI 

PGI-R gcaagcttgtcgacggagctcACGCCATTGTTTATATTGGTTAATTAA 

PFK-F cagcaaatgggtcgcggatccATGATAAAAAAAATAGCAGTATTAACCAGT PFK 

PFK-R gcaagcttgtcgacggagctcGTCTAAACGTTTCGATAATGCTAACC 

ALD-F cagcaaatgggtcgcggatccATGACAGAACTCGAACAAAAAAAAGA ALD 

ALD-R gcaagcttgtcgacggagctcTTTTCCCCTCTTTTCGAGATCTT 

TPI-F cagcaaatgggtcgcggatccATGGCTCGTCGTCCTTTAGTTATG TPI 

TPI-R gcaagcttgtcgacggagctcGTTTTTTGCTTTTGCTGCGG 

GAPDH-F gccatggctgatatcggatccATGGCAATTAAAATTGGTATCAACG GAPDH 

GAPDH-R gcaagcttgtcgacggagctcACCTTTGTAGTTATAAACGTGTGCG 

PGK-F cagcaaatgggtcgcggatccATGTCAGTAATCAAAATGACAGACTTGG PGK 

PGK-R gcaagcttgtcgacggagctcACCATTTGCACGTTTTTCTAAGATT 

PGM-F cagcaaatgggtcgcggatccATGGAATTGGTCTTTATTCGCC PGM 

PGM-R gcaagcttgtcgacggagctcAAGGTAGTATTTTTCCACGACTTTTAAA 

ENO-F cagcaaatgggtcgcggatccATGGCAAAAATCGTTAAAGTGATCG ENO 

ENO-R gcaagcttgtcgacggagctcTGCTTGACCTTTAACCGCTTTT 

PYK-F cagcaaatgggtcgcggatccATGTCTAGAAGACTAAGAAGAACGAAGATT PYK 

PYK-R gcaagcttgtcgacggagctcTTCTACAACTAGTGTACGGCAAGTATTT 

 
 

送南京擎科生物科技有限公司测序。然后进行诱

导表达，首先使用自诱导培养基于 37 °C 进行诱

导。在上述方法效果不理想时使用 LB 加入不同

浓度 IPTG 于不同浓度下进行诱导的方法。诱导

条件确定后，进行扩大培养，收集菌体后，按镍

柱纯化方法加入适量含 20 mmol/L 咪唑的 His 结

合缓冲液，冰浴超声后，4 °C、15000 r/min 离心

10 min 分离上清和沉淀，进行后续纯化。镍柱(GE 

Healthcare，Little Chalfont，UK)纯化按说明书进

行操作。采用梯度洗脱法确定蛋白最佳洗脱方

案。再经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis，SDS-PAGE)并显色后检测纯化效

果。最佳洗脱方案确定后进行集中纯化，再次检

测纯化效果。 

1.3  多克隆抗体的制备 

采购 6–8 周龄 ICR 雌鼠进行随机分组，每组

5 只。首次免疫采用等体积弗氏完全佐剂(Sigma)

与 100 µg/50 µL 纯化的重组蛋白乳化后，腹腔注

射，每只 100 µL；14 d 后，以等体积弗氏不完全

佐剂(Sigma)与 100 µg/50 µL 纯化的重组蛋白乳

化后，皮下注射。第二次免疫 10 d 后采集制备血

清并用蛋白 A 抗体纯化试剂盒(金斯瑞)纯化出血

清中的多克隆抗体。采用酶联免疫吸附试验

(enzyme linked immunosorbent assay，ELISA)方 

法 [12]检测并比较各蛋白与其多克隆抗体的结合

情况。以纯化的糖酵解酶重组蛋白包被 ELISA 板

(0.2 μg/孔)，37 °C 孵育 2 h。使用 5%的脱脂乳于封

闭后加入 1/200 稀释的对应糖酵解酶多克隆抗体

(孵育免疫前血清抗体为对照)，37 °C 孵育 1 h。以
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PBST 洗涤 3 遍以后，37 °C 孵育偶联 HRP 的羊抗

鼠二抗 30 min。经过彻底洗涤以后加入 100 μL 的

3,3′,5,5′-四甲基联苯胺(3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine，

TMB)单组分显色液(湖州英创)，反应 10 min 后

加入 50 μL 终止液(2 mmol/L 硫酸)。最后在酶标

仪上读取 450 nm 的吸光度。 

1.4  糖酵解酶在巴氏杆菌菌体表面存在情况测定 

参考先前的文献报道 [13]。将过夜培养的

C51–17 菌株离心收集后，用 PBS 重新混匀再离

心，重复 2–3 次。以等体积磷酸缓冲盐溶液

(phosphate buffer saline，PBS)重悬，涂布于多孔

载玻片。将载玻片风干，然后在–20 °C 下在 100%

甲醇中固定 10 min，PBS 轻缓洗涤 3 遍。用各重

组蛋白的抗血清 IgG (1:100)孵育载玻片，并以免

疫前的小鼠血清 IgG 为阴性对照，室温孵育   

30 min。PBS 轻缓洗涤 3 次，用 Cy3 标记的山

羊抗小鼠 IgG(H+L) (KPL，美国)再次孵育。最

后洗涤后，用荧光显微镜 (Zeiss，德国 )检查所

有载玻片。 

1.5  兔肾细胞黏附实验 

参照文献 [11,14]进行实验。传代兔肾细胞

RK13 在 24 孔板长至合适密度(70%–80%)，固定

并经牛血清白蛋白(bovine albumin，BSA)封闭后

加入重组糖酵解酶蛋白进行孵育 (对照孔加入

BSA)，200 µg/孔，37 °C 孵育 2 h。无菌 PBS 轻

缓洗涤 3 次，加入纯化的重组蛋白多克隆血清的

IgG (1:100 稀释)，37 °C 作用 1 h。PBS 洗涤后，

加入二抗(Cy3 标记的山羊抗小鼠 IgG)，37 °C 作

用 1 h 后 PBS 洗涤。使用 4′,6-二脒基-2-苯基吲哚

(4′,6-diamidino-2-phenylindole，DAPI)对细胞核染

色。彻底洗涤后，使用荧光显微镜对样品进行观

察及拍照。 

1.6  抗体封闭黏附抑制实验 

参照文献[14]进行实验。在 24 孔板内加入细

胞爬片(WHB 卧宏生物)，兔肾细胞长至合适密度

(70%–80%)，PBS 洗涤后以 4%组织细胞固定液

(Solarbio)固定。PBS 洗涤 3 次，加入 1% BSA 于

4 °C 过夜封闭。将过夜培养的 C51-17 离心收集

并用 PBS 洗涤 2–3 次，以等体积 PBS 重悬。分

成等份，各组分别加入一种纯化的重组蛋白多克

隆抗体(1:100 稀释) (免疫前血清纯化的 IgG 抗体

和康复血清纯化 IgG 抗体分别作为阴阳对照)，

37 °C 孵育 1 h。孵育结束后，按照细菌:细胞=10:1

比例加入到经洗涤后的细胞板中，37 °C 孵育 1 h。

彻底洗涤后，先后孵育巴氏杆菌感染小鼠康复血

和 Cy3 标记的山羊抗小鼠 IgG 抗体。最后使用

DAPI 染核 3–5 min，洗涤后封片，采用倒置荧光

显微镜进行镜检，计数 100 个细胞上的细菌数量。

相对结合活性=实验组细菌数量/阴性对照组细菌

数量×100%。 

1.7  纤维连接蛋白(Fn)和血浆纤维溶解酶原(Plg)

结合活性检测 

参照文献[11,14]进行 Far Western blotting 实

验。首先进行巴氏杆菌重组糖酵解酶重组蛋白的

SDS-PAGE，约 10 µg/泳道，同时以红斑丹毒丝菌

SpaA 重组蛋白为阳性对照，红斑丹毒丝菌 HP1472

重组蛋白为阴性对照[15]。电泳结束后将蛋白转印到

NC 膜上。5%脱脂乳封闭，4 °C 过夜。加入 10 µg/mL

人源 Fn 或 Plg (Sigma)，37 °C 孵育 2 h。漂洗 5 遍

后，分别加入 1/1000 稀释的兔抗人 Fn 抗体和兔抗

人 Plg 抗体，37 °C 孵育 1 h。漂洗后加入 HRP 偶

联的羊抗兔 IgG 作为二抗，37 °C 孵育 1 h；最后，

将洗涤后的膜用 ECL 显色试剂盒(诺唯赞，南京)

在化学发光成像系统(天能，上海)中显色。 
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1.8  多杀性巴氏杆菌对 Plg 和 Fn 的结合活性的

抑制试验 

参照文献 [8,13]所述进行抑制试验，稍作

修改。将多杀性巴氏杆菌 (108 CFU/孔 )进行包

被和封闭。然后加入重组糖酵解酶多克隆抗

体 (1/10 稀释 )或免疫前血清抗体 (对照组，1/10

稀释)在 37 °C 孵育 0.5 h。PBS 洗涤 3 次后，

加入 Plg (10 µg/ mL)或 Fn (10 µg/ mL) 37 °C 孵

育 2 h。洗涤数次后，使用兔抗 Plg 的 IgG 

(1/2000)和兔抗 Fn 的 IgG (1/1000)作为一抗，

37 °C 作用 1 h。使用 HRP 偶联的山羊抗兔 IgG

作为二抗孵育，洗涤后，加入 100 µL/每孔 TMB

显色液，室温避光反应 10 min 后，加入终止反

应液。在酶标仪上读取 450 nm 的吸光度。相

对 结 合 活 性 = 实 验 组 OD450/ 阴 性 对 照 组

OD450×100% 

1.9  数据处理与统计学检验 

实验数据均使用平均值 (means)± 标准差

(standard deviation，SD)来表示。用 T 检验检测实

验组和对照组的统计学差异，P<0.05 视为差异显

著的标准。  

2  结果和分析 

2.1  糖酵解酶的克隆、表达、纯化及多克隆抗

体制备 

通过构建重组质粒和诱导表达，成功获得  

9 个糖酵解酶的重组蛋白：PGI (~61 kDa)、PFK 

(~40 kDa)、ALD (~45 kDa)、TPI (~33 kDa)、

GAPDH (~41 kDa)、PGK (~46 kDa)、PGM (~31 

kDa)、ENO (~51 kDa)、PYK (~57 kDa)。9 个糖

酵解酶重组蛋白的上清表达如图 1 所示。其中除

了 ALD 使用 PET32a 载体表达外，其他 8 个糖酵

解酶都使用 PET28a 载体表达。后面 Far Western 

blotting 实验中用作对照的猪丹毒丝菌的两个重

组蛋白 SpaA (~60 kDa)和 HP1472 (~63 kDa)也一

起展示在图 1 中。经过 2 次免疫及蛋白 A 纯化后

成功获得各个糖酵解酶重组蛋白的多克隆抗体  

(图 2)。由于不同组免疫前血清的检测结果极其相

似(数值都非常低)，为了使图 2 更加简洁，我们

在图中只展示了一个组(PGI 组)免疫前血清的检

测结果作为对照。除了 PFK、GAPDH、PGM 的

抗体与自身蛋白结合能力稍弱外，其余糖酵解酶

的多克隆抗体与自身蛋白的结合能力相近。 

 

 
 

图 1.  多杀性巴氏杆菌糖酵解酶的纯化 

Figure 1.  Purification of recombinant proteins of Pasteurella multocida glycolytic enzyme. 
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图 2.  糖酵解酶多克隆抗体与其重组蛋白结合活性的

ELISA 检测结果 

Figure 2.  ELISA results of binding activity between 
glycolytic enzyme polyclonal antibodies and their 
recombinant proteins.  
 

2.2  糖酵解酶在多杀性巴氏杆菌的表面分布测定 

采用间接免疫荧光进行检测，发现经 PGI、

PFK、TPI、GAPDH、PGM 的多克隆抗体孵育处

理的玻片上出现成片明亮的红色区域，即这些组

中巴氏杆菌菌体表面均可见明显的荧光(图 3)。

ALD (图 3-C)和 PGK (图 3-F)多克隆抗体孵育处

理的玻片上只有暗淡的红色区域(呈单个存在的

亮点为杂质)，即巴氏杆菌菌体表面的荧光较弱。

ENO (图 3-H)和 PYK (图 3-I)多克隆抗体处理组

的巴氏杆菌菌体表面则未见明显的荧光。这表明

除 ENO、PYK 外其他 7 个糖酵解酶在巴氏杆菌

菌体表面均存在。 

2.3  重组糖酵解酶对兔肾细胞的黏附实验 

实验结果表明 PGI、PFK、ALD、TPI、

GAPDH、PGK、PGM 重组蛋白孵育组能观察到

细胞具有明显的红色荧光(Cy3 标记的山羊抗小

鼠 IgG)，ENO 和 PYK 重组蛋白孵育组及阴性对

照组则观察不到荧光。即 PGI、PFK、ALD、TPI、

GAPDH、PGK、PGM 能够黏附兔肾细胞(图 4)。 

 
 

图 3.  多杀性巴氏杆菌菌体表面糖酵解酶存在情况的

检测结果 

Figure 3.  Detection results of the existence of 
glycolytic enzymes on Pasteurella mutocida cell 
surface. A: PGI; B: PFK; C: ALD; D: TPI; E: GAPDH; 
F: PGK; G: PGM; H: ENO; I: PYK; J: Negative 
control.  

 

2.4  抗体封闭黏附抑制实验 

结果显示，预孵育不同糖酵解酶多克隆抗体

后 PGI 多克隆抗体能使多杀性巴氏杆菌的黏附率

下降 20%左右，差异显著(P=0.0257) (图 5)。但是

预孵育其他糖酵解的多克隆抗体并不能显著降

低多杀性巴氏杆菌的黏附率(P>0.05)。 
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图 4.  重组巴氏杆菌糖酵解酶黏附兔肾细胞 

Figure 4.  The adhesion of recombinant Pasteurella 
glycolytic enzymes to rabbit kidney cells. A: PGI; B: 
PFK; C: ALD; D: TPI; E: GAPDH; F: PGK; G: PGM; 
H: ENO; I: PYK; J: Negative control. 
 

2.5  Fn 和 Plg 结合活性 

检测 Fn 结合活性的 Far Western blotting 结果

显示，各泳道也均存在符合预期的特异性条带   

(图 6-A)。检测 Plg 结合活性的 Far Western blotting

结果显示，在重组蛋白泳道上均存在与预期大小 

 
 

图 5.  糖酵解酶抗体封闭抑制多杀性巴氏杆菌黏附兔

肾细胞的实验结果 

Figure 5.  Glycolytic enzyme antibody block 
inhibition results of Pasteurella multocida adhesion to 
rabbit kidney cells. Relative adhesion activity= 
Number of adhered bacteria per cell in experiment 
group/Number of adhered bacteria per cell in control 
group. *: P<0.05 in T test, and the difference is 
significant. 

 
相符的条带(图 6-B)。即巴氏杆菌糖酵解酶均能够

与 Fn 和 Plg 结合。 

2.6  多杀性巴氏杆菌对 Plg 和 Fn 结合活性的抑

制试验 

结果显示部分糖酵解酶的多克隆抗体能够

抑制巴氏杆菌结合宿主的 Plg 和 Fn。孵育 PGI、

ALD、TPI、PGK、PGM 多克隆抗体后多杀性

巴氏杆菌结合 Fn 的活性分别下降了约 27%、

27%、17%、23%、23% (图 7-A)，差异显著

(P<0.05)；孵育 PGI、ALD、GAPDH、PGM 多

克隆抗体后多杀性巴氏杆菌结合 Plg 活性下降，

分别下降了约 27%、30%、23%、27% (图 7-B)，

差异显著(P<0.05)。 
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图 6.  Far Western blotting 检测多杀性巴氏杆菌重组糖酵解酶蛋白结合 Fn 和 Plg 的结果 

Figure 6.  Detection results of recombinant Pasteurella glycolytic enzymes binding to Fn and Plg by far Western 
blotting. A: recombinant glycolytic enzymes binding to Fn; B: recombinant glycolytic enzymes binding to Plg. 

 

 
 

图 7.  糖酵解酶抗体封闭抑制多杀性巴氏杆菌结合 Fn 和 Plg 的实验结果 

Figure 7.  Glycolytic enzyme antibody block inhibition results of P. multocida binding Fn and plg. A: inhibition 
activity of P. multocida binding activity to Fn; B: inhibition activity of P. multocida binding activity to Plg. 
Relative binding activity=OD450 value of experiment group/OD450 value of experiment group. *: P<0.05 in T test, 
and the difference is significant. 
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3  讨论 

糖酵解酶通常包括 10 个成员，本研究中对

多杀性巴氏杆菌糖酵解酶的其中 9 个成员开展了

研究，不包括己糖激酶。包括巴氏杆菌在内的许

多原核微生物的营养物质运输方式中，除主动运

输方式(营养物质不被修饰和改变)外，还存在基

团转位这一吸收营养物质的途径。基团转位机制

对葡萄糖、甘露糖和果糖等糖类分子进行运输时

主要依靠磷酸转移酶系统 (phosphotransferase 

system)，因而糖分子被摄入到细菌内部时已被磷

酸化，如葡萄糖已被转变为葡萄糖-6-磷酸[16–17]。

因此，在这类原核微生物中不存在己糖激酶，巴

氏杆菌全基因组序列 [18]中也无法找到编码己糖

激酶的基因序列，故本研究未对其己糖激酶进行

研究。 

本研究中经 PGI、PFK、ALD、TPI、GAPDH、

PGK、PGM 的多克隆抗体及荧光二抗孵育后巴氏

杆菌菌体表面出现了明显的荧光，这就表明这  

7 个糖酵解成员在巴氏杆菌菌体表面都有存在。

ELISA检测结果显示当糖酵解酶重组蛋白包被量

相同时，除了 PFK、GAPDH、PGM 组反应稍弱

外，各组反应水平相近。因而糖酵解酶菌体表面

定位检测的部分结果，如 ENO 和 PYK 抗体处理

组未见明显的荧光、ALD 和 PGK 抗体处理组只

见较弱的荧光，应该与抗体识别能力差异无关。

荧光强度的差异反映了这些糖酵解酶在巴氏杆

菌菌体表面存在量的差异。当这些本应出现在胞

浆中的糖代谢酶出现在微生物表面时，这就意味

着它们还发挥着其他功能[9]，在病原菌中最常见

的功能是黏附功能[11]，因而本研究对这些糖酵解

酶的黏附作用进行了研究。 

多个糖酵解酶成员存在于巴氏杆菌菌体表

面意味着巴氏杆菌具有在菌体外表面发生糖酵

解代谢的潜在能力。我们目前还没有找到关于细

菌菌体外表面发生糖代谢作用的报道。我们认为

通常情况下巴氏杆菌菌体表面并不会出现糖代

谢，因为如前文所述巴氏杆菌糖酵解代谢的底物

从葡萄糖-6-磷酸开始 [17]，而环境中存在的葡萄

糖通常不会磷酸化 [19]。但是在一些特殊情况下

如正在发生内化作用 [20]时，巴氏杆菌进入宿主

细胞内部，则细菌表面可能接触到宿主细胞内的

葡萄糖-6-磷酸进而发生糖酵解代谢，最终增强自

身的生命活动和致病作用。所以在以后的研究中

应当进一步设计实验检测巴氏杆菌菌体表面是

否能够发生糖酵解作用及其效率，并研究菌体表

面糖代谢对细菌致病过程的促进作用。 

重组蛋白对宿主细胞的黏附实验表明 PGI、

PFK、ALD、TPI、GAPDH、PGK、PGM 能够黏

附宿主细胞，巴氏杆菌黏附抑制实验中这些糖酵

解酶多克隆抗体的孵育处理都能使巴氏杆菌相

对黏附率的平均值不同程度降低。尽管部分糖酵

解酶(如 PFK)的多克隆抗体孵育后巴氏杆菌的相

对黏附率平均值与 PGI 组基本相同甚至更低，但

是他们的方差较高，T 检验与对照组差异并不显

著。所以为了严格起见，本研究仅认为 PGI 在巴

氏杆菌黏附宿主细胞过程中发挥直接作用。 

对常见黏附相关宿主分子的黏附与黏附抑

制实验结果表明，有的糖酵解酶成员(PGI、PFK、

ALD、TPI、GAPDH、PGK、PGM)在巴氏杆菌结

合 Plg 或 Fn 等宿主分子中发挥作用。Plg 和 Fn

都具有多个适于结合宿主分子的结构域，并且 Fn

还是细胞胞外基质的构成成分[21–22]，因而这些分

子的结合都将促进巴氏杆菌黏附宿主细胞，即这
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些糖酵解酶在巴氏杆菌黏附宿主细胞过程中间

接发挥作用。已有的研究表明病原细菌可以利用

宿主的血浆纤维蛋白溶解酶原/血浆纤维蛋白溶

解酶来实现跨越宿主组织屏障迁移或者实现营

养的利用[23]，因而巴氏杆菌糖酵解酶的兼职致病

作用应该不仅局限于黏附，应该还有更多的致病

作用，需要进一步研究。 

糖酵解酶对 Fn和 Plg结合活性的 Far Western 

blotting 检测结果(图 6)与其多克隆抗体的结合

抑制实验结果(图 7)并不完全一致。这种不一致

现象在其他的一些研究中也出现过[14,24]。Western 

blotting 是一种检测抗体和目的蛋白反应的技

术，而 Far Western blotting 则是一种研究蛋白质

相互作用的技术。在 Far Western blotting 中待检蛋

白先经过 SDS-PAGE 和转印，封闭后再与已知蛋

白(诱饵蛋白，如本研究的 Fn 和 Plg)孵育，最后

通过一抗和二抗检测已知蛋白的信号进而确定

待检蛋白和已知蛋白的相互作用[25]。由于检测中

待检蛋白都经过了变性处理，所以检测结果显示

的是待检蛋白的一级结构与已知蛋白的相互作

用，是一种潜能，与真实相互作用还有差距。 

具有结合已知蛋白(如 Fn 或 Plg)潜能的细菌

蛋白(如糖酵解酶)是否能够介导细菌结合已知蛋

白还受到两方面因素影响：第一，只有当细菌蛋

白位于细菌菌体表面时才能介导细菌结合 Fn 或

Plg。我们的研究显示 ENO 和 PYK 并不存在于巴

氏杆菌菌体表面，所以尽管他们的 Far Western 

blotting 结果显示他们具有很好的 Fn 或 Plg 结合

能力，但是他们无法介导巴氏杆菌结合 Fn 和 Plg，

其抗体也无法抑制这些结合。第二，细菌蛋白一

级结构中只有部分位点参与结合已知蛋白[13]，因

而只有结合位点在菌体表面暴露程度高时才能

有效介导细菌结合已知蛋白。这就要求结合位点

在细菌蛋白折叠成高级结构时暴露在外面，且定

位到细菌外膜后仍然暴露在外面。因而尽管本研

究中某些糖酵解酶如 ALD 和 TPI 对 Fn 和 Plg 的

结合作用相对较弱，但是其结合位点在巴氏杆菌

菌体表面的暴露程度可能较高，所以其抗体依然

有效抑制了巴氏杆菌结合 Fn 和 Plg。 

病原菌的兼职蛋白除了糖酵解酶外还包括

其他代谢酶及分子伴侣，兼职蛋白的致病作用包

括了感染的多个环节，如黏附宿主分子、侵入组

织、免疫逃避、免疫调节[9–10,26]等。本研究已经

发现部分糖酵解酶 (PGI、PFK、ALD、TPI、

GAPDH、PGK、PGM)位于巴氏杆菌菌体表面，

他们或者直接在巴氏杆菌黏附宿主细胞过程中

发挥作用，或者通过黏附宿主 Plg 和 Fn 等分子的

方式间接促进巴氏杆菌黏附宿主细胞。因而兼职

蛋白可能在巴氏杆菌致病机制中发挥重要作用，

但是目前关于兼职蛋白致病作用的研究还很少，

未来有必要加强包括糖酵解酶在内的兼职蛋白

在巴氏杆菌致病机制中作用的研究。这些研究结

果将为巴氏杆菌致病机制带来新的认识，为防控

动物巴氏杆菌病的药物研究和疫苗研究提供新

的基础。 
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The adhesion activity of Pasteurella glycolytic enzymes 
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Abstract: Pasteurella, mainly Pasteurella multocida, can cause a variety of diseases (pasteurellosis) and also 

human infection and diseases. [Objective] The aim of this work was to characterize the adhesion activity of 

Pasteurella glycolytic enzymes to host cells (rabbit kidney cells) and two common host molecules, plasminogen 

(Plg) and fibronectin (Fn). [Methods] The glycolytic enzymes of P. multocida were expressed by prokaryotic 

expression system, then purified, and their polyclonal antibodies were prepared. The adhesion activity of        

P. asteurella glycolytic enzymes was studied by cell surface localization detection, adhesion and adhesion 

inhibition experiments. [Results] Seven glycolytic enzymes except enolase and pyruvate kinase were found on 

the surface of P. multocida cells. The seven glycolytic enzymes all could adhere to rabbit kidney cells, but only 

PGI polyclonal antibodies could inhibit the adhesion of P. multocida. Far Western blotting showed that all nine 

glycolytic enzymes could bind to the host Plg and Fn. The recruitment inhibition experiments showed that the 

antibodies of phosophoglucose isomerase, aldolase and phosphoglycerate mutase could inhibit the binding of   

P. multocida to both Plg and Fn, while the antibodies of phosphofructokinase, triose phosphate isomerase, 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase and phosphoglycerate kinase could only inhibit the binding of     

P. multocida to either Plg or Fn. [Conclusion] The phosophoglucose isomerase, phosphofructokinase, aldolase, 

triose phosphate isomerase, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, phosphoglycerate kinase and 

phosphoglycerate mutase of P. multocida play an important role in the adhesion of P. multocida to host cells or 

molecules. The completion of this study will deepen the understanding of molecular pathogenesis of 

Pasteurellosis, and provide basic data for new diagnostic markers, new vaccines, and new drug targets. 
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