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胸膜肺炎放线杆菌三聚体自转运黏附素茎部功能区表达 

及其与猪肺组织结合蛋白的筛选分析 

鲍春彤  计群  刘建方  朱日宁  雷连成* 
(吉林大学动物医学学院  吉林 长春  130062) 

 
 

摘  要：【目的】胸膜肺炎放线杆菌(Actinobacillus pleuropneumoniae，APP)可引发猪的传染性胸

膜肺炎，给世界养猪业造成了巨大损失。黏附是 APP 在致病过程中的第一步，新型黏附分子——

三聚体自转运黏附素(Trimeric autotransporter adhesin，TAA)是该菌感染肺组织的重要毒力因子，

茎部区 2 464−2 574 氨基酸(BD3)序列区域在细菌的黏附中发挥重要作用，但其如何结合肺脏组

织尚属未知。本文表达 TAA 的茎部功能区，筛选其在肺组织中的结合蛋白。【方法】原核表达及

纯化 TAA 功能区 BD3 蛋白，与猪肺组织共孵育，通过免疫共沉淀技术捕获 BD3 的结合蛋白并

质谱鉴定。构建猪 cDNA 文库获取该蛋白核酸序列，进行生物信息学分析。【结果】经质谱分析

获得与 BD3 结合的猪肺组织蛋白的肽段，数据库搜寻比对发现角蛋白 1 为 TAA BD3 区与猪肺

组织结合的蛋白；构建 cDNA 文库筛选并测序后获知其基因序列。生物信息学分析显示该序列

与猪源及人源角蛋白核酸序列相似性低，猪源细胞角蛋白 1 作为一个单独的进化分支，与其他

角蛋白差异较大；该蛋白在 8−100 aa 处有一个跨膜区；主要二级结构元件为 α螺旋和 β折叠；

该蛋白在 82−362 aa 处存在一个 G 蛋白 α亚单位，在 515−552 aa 处存在一个 TSP1 区域(凝血酶

敏感蛋白 1 型重复区域)。【结论】与 TAA 茎部 BD3 结合的猪肺组织角蛋白 1 的发现，为 TAA

黏附肺组织细胞的研究奠定基础，有助于揭示 APP 专嗜肺组织的致病机制。 

关键词：胸膜肺炎放线杆菌，三聚体自转运黏附素，结合蛋白 

Functional region expression and its binding protein analysis of 
trimeric autotransporter adhesin in Actinobacillus pleuropneumoniae 
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Abstract: [Objective] Actinobacillus pleuropneumoniae (APP) causes porcine pleuropneumonia, 
leading to great losses for the pig industry worldwide. Adhesion is the first step in the pathogenic 
process of APP. The newly discovered trimeric autotransporter adhesion (TAA) is an important 
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pathogenic virulence factor of APP, and the 2 464 to 2 574 amino acids of TAA stalk region, named 
BD3, plays an important role in the bacterial adhesion. However, it is still unclear how APP combines 
with lung tissues. We express the stalk functional region of TAA, screen and analyze its binding protein 
in swine lung cells. [Methods] BD3 protein was expressed in prokaryotic expression system, purified, 
then incubated with swine lung tissue protein. The binding protein of BD3 was picked out by 
co-immunoprecipitation and analyzed by mass spectrometry. The cDNA library was constructed to get 
the sequence of the binding protein and then the bioinformatics method was done. [Results] Mass 
spectrometry analysis revealed that the peptide sequence of the binding protein, and the blast result in 
the database showed that Keratin 1 was the binding protein. cDNA library was constructed to know 
the sequence of swine Keratin 1. Bioinformatics analysis showed that low sequence homology of 
Keratin 1 existed between swine and human and it was a separate evolutionary branch, different from 
other keratins of swine or human, Keratin 1 had a transmembrane domain at 8 to 100 aa and the 
secondary structure mainly consisted of α-helix and β-fold. It contained α subunit of G protein at 82 to 
362 aa and a TSP1 domain (thrombin-sensitive protein type I repeat domain) at 515 to 552 aa. 
[Conclusion] The finding of Keratin 1 that is in swine lung cells and binds with BD3 of TAA, lays 
a foundation for researching the mechanism of TAA adhesion to lung tissue, and has great significance 
to understand the pathogenic mechanism of APP specially colonized in lung tissues. 

Keywords: Actinobacillus pleuropneumoniae, Trimeric autotransporter adhesion, Binding protein 

猪传染性胸膜肺炎是由胸膜肺炎放线杆菌引

起的一种高度致死性、传染性呼吸道疾病，主要

引起以纤维素性和出血性坏死性为特征的胸膜炎、

肺炎，给世界养猪业造成了巨大的经济损失[1]。胸

膜肺炎放线杆菌感染宿主时，黏附是其侵袭宿主

的第一步，因此黏附素成为研究细菌致病机制的

重要突破口之一。 

三聚体自转运黏附素(TAA)是由革兰氏阴性菌

分泌产生的具有黏附作用的蛋白，不仅介导细菌

间的相互作用，导致细菌自凝及生物被膜的形

成，更在细菌对宿主细胞或组织的黏附过程中起

重要作用[2]。TAA 的 C 端为跨膜的锚定结构域，N

端为承载区。承载区由具有黏附功能的头部结构

域和起连接不同结构域作用的颈部区及序列重复

的茎部区域构成。其中茎部区域将头部功能区展

示在细菌表面，由于茎部是一段连接头部的、具有

高度氨基酸重复序列的结构域，并且茎部的重复结

构使 TAA 蛋白的整体结构较长，因此茎部在 TAA

发挥黏附作用时起到了重要的作用[3]。 

实验室前期研究发现，TAA 茎部的 BD3 对肺

脏上皮细胞具有黏附作用[4]。在此基础上，本实验

原核表达并纯化了 TAA 茎部具有黏附功能的 BD3

蛋白，将其作为诱饵蛋白，通过免疫共沉淀的方

法捕获了与其结合的猪肺组织蛋白，经质谱分析

和比对找出结合蛋白的种类。但因其基因序列未

知，因此通过构建 cDNA 文库的方法获取含该基因

序列的阳性克隆，测序后获得该结合蛋白的核苷

酸序列并对其进行生物信息学分析，对于全面了解

TAA 在黏附宿主细胞过程中的机制具有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  质粒、菌株、实验动物 

pGEX-4T-1 载体购自 Pharmacia 公司；pMD18-T

购自 TaKaRa 公司。大肠杆菌 DH5α和 Rosetta(DE3)

表达菌株由本实验室保存于−80 °C。 

45 日龄长白猪(军牧一号)仔猪，购买于吉林大

学种猪场。 

1.2  主要试剂和仪器 

限制性内切酶 Sal I 和 EcoR I、基因序列扩增

材料 ExTaq、dNTPs、IPTG、X-gal、Amp 等购自

TaKaRa 公司；DNA Marker 购自天根公司；胰蛋白

胨、酵母提取物购自 OXOID 公司；Glutathione 

Sepharose 4B 蛋 白 纯 化 柱 和 Time Saver cDNA 

Synthesis Kit 试剂盒购自 GE Healthcare 公司；Protein 
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G Agarose 购 自 碧 云 天 公 司 ； AxyPrep Plasmid 

Miniprep Kit 质粒提取试剂盒购自长春维特洁生化

产品经销部；TRIZOL 试剂购自 Invitrogen 公司，

兔抗 GST-BD3 蛋白多克隆抗体由本实验保存。 

PHS-4CT 精密酸度计，上海大中分析仪器厂；

高速台式离心机，SORVALLPico 公司；Fluor-chem 

SP (8900)凝胶成像分析系统，Alpha Innotech 公

司；超声波细胞粉碎机 JY92-2D，宁波新芝科技研

究所；PCR 仪、核酸蛋白测定仪，Bio-Rad 公司；

SDS-聚丙烯酰胺电泳垂直电泳槽和紫外分光光度

计，UNIC 公司。 

1.3  BD3 菌株的鉴定 

以本实验室保存的含 BD3 基因的大肠杆菌 DH5α

菌株[4]为模板，利用特异性引物(BD3-F：5′-CGGAAT 

TCGCAAGCAATACCGTCAG-3′；BD3-R：5′-GCGT 

CGACTTATAAGCCGATTTGAAGTG-3′)对 BD3 基

因进行 PCR 扩增。PCR 反应体系(25 μL)：10×ExTaq 

buffer 2.5 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 2 μL，上、下游

引物(100 μmol/L)各 0.2 μL，BD3 菌株 1.5 μL，

ExTaq 酶(5 U/μL) 0.2 μL，ddH2O 18.4 μL。PCR 反

应条件：95 °C 5 min；95 °C 1 min，48 °C 30 s，

72 °C 1 min，共 30 个循环；72 °C 10 min。取 5 μL 

PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳后，观察条带大小

以评价目的基因扩增效果。 

将 Rosetta(DE3)菌株活化后以 1%转接到 5 mL

含氨苄青霉素抗性的 LB 液体培养基[4]中，37 °C、

180 r/min 培养过夜，按照 AxyPrep Plasmid Miniprep 

Kit 说明书提取质粒。对提取的质粒进行 EcoR I 和

Sal I 双酶切鉴定，取 5 μL 酶切反应液与相对应的质

粒做 1%琼脂糖凝胶电泳分析。 

1.4  蛋白表达与纯化 

对 GST-BD3 融合蛋白进行原核表达及亲和层

析纯化，具体实验操作参见文献[5]。 

1.5  猪肺组织全蛋白的提取 

取出仔猪肺脏，用预冷的 PBS 溶液洗涤肺脏

表面血液与黏液，立即用无菌镊子与剪刀剪碎肺组

织置于 50 mL 离心管内，用组织匀浆器在冰水浴中

研磨组织直至呈匀浆状态。4 °C、3 000 r/min 离

心 10 min 弃上清，获取匀浆后分散组织。向烧杯

中 加入分散组 织和细胞组 织快速裂解 液 Radio 

immunoprecipitation assay (RIPA)，于冰水混合条件

下超声破碎，超声功率为 100 W，超声条件为超

5 s 停 15 s。每超声 30 min 后添加苯甲基磺酰氟

(PMSF)，直至细胞悬液呈均一状态。将超声完成

后的组织悬液于 4 °C、12 000 r/min 离心 10 min，

小心吸取上清转移至新的预冷 EP 管内，分装后

−20 °C 保存备用。将获得的蛋白经 SDS-PAGE 检

测提取量。 

1.6  免疫共沉淀筛选结合蛋白 

在预冷的 5 个平行 1.5 mL EP 管中分别加入不

同样品(表 1)，其浓度分别为：组织蛋白 2.5 mg、

多抗 2 μg。将各组平行样品置于冰水混合浴中，

4 °C、175 r/min 孵育过夜。孵育后样品在 4 °C、

2 500 r/min 离心 2 min，小心吸除上清(注意，可留

下少量上清，但不能吸出 Protein G agarose)。使用

预冷的 PBS 1 mL/次洗涤沉淀 5 次后去除上清，加

入 20−40 μL 的 1×SDS-PAGE 电泳上样缓冲液进行

电泳[6]。 

1.7  蛋白质质谱分析 

对 SDS-PAGE 电泳获得的疑似条带进行观察，

并小心截取目的条带后送至上海博苑生物科技有

限公司进行 ABI 4800 Plus MALDI TOF/TOF 基质

辅助激光解离飞行时间质谱分析。该质谱主要测

定蛋白质的肽质量指纹图谱(PMF)、源后裂解(PSD)

碎片离子图谱，通过结合质谱网络数据库检索获

取蛋白序列。 
 

表 1  样品添加列表 
Table 1  The list of addition components 

Component 1 2 3 4 5 

Tissue protein + + − − − 

GST-BD3 + + + − − 

Polyclonal antibody + − − − + 

GST − − − + + 

Protein G agarose + + − + + 

Note: +: Added; –: Not added. 
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1.8  文库的构建及筛选 

APP 5b 血清型具有较为完整的茎部结构，并

且毒力较强[7]，本实验以 APP 5b 血清型感染后的

仔猪肺脏 mRNA 为模板，参照文献[8]经反转录

PCR 合成 cDNA，与 pMD18-T 载体连接后转化入

E. coli DH5α 受体菌，获得阳性克隆，得到组织细

胞的 cDNA 文库。 

1.9  结合蛋白编码基因的克隆与分析 

通过质谱获得的肽段序列与该蛋白家族的保

守区比较，选择关键保守序列，推导该序列的氨

基酸序列设计引物。上游引物：5′-AAGTCACTCA 

ACAACCAA-3′；下游引物：5′-GTCAATGAAGGAG 

GCAAA-3′，由生工生物工程(上海)股份有限公司

合成。以获得的 cDNA 文库菌株为模板，筛选阳性

克隆菌株。PCR 反应体系(25 μL)：10×ExTaq buffer 

2.5 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 2 μL，上、下游引物

(100 μmol/L)各 0.2 μL，cDNA 文库菌株 1.5 μL，

ExTaq 酶(5 U/μL) 0.5 μL，ddH2O 18.4 μL。PCR 反

应条件：95 °C 10 min；94 °C 1 min，48 °C 40 s，

72 °C 40 s，共 30 个循环；72 °C 10 min。PCR 产物

经 2%琼脂糖凝胶电泳检测。将 PCR 鉴定为阳性的

菌株在 37 °C、180 r/min 恒温培养 18 h，保存甘油

菌，送北京华大基因生物公司进行序列测定，获

取目的序列。 

1.10  生物信息学分析软件 

使用生物软件 DNAStar 中 MegAlign 功能，

ClustalW 方法分析核苷酸同源性。DNAStar 中的

MegAline 功能绘制 CK1sw 进化树。根据 ExPASy

数据库及在线分析功能，提交 CK1sw 蛋白序列，

预测获得蛋白基本信息：等电点、分子量、氨基

酸组成和不稳定系数等数据结果；使用 DNAStar

的 Protean 功能分析序列的疏水性，与在线分析结

果比较。CBS 的 TMHMM 在线预测软件分析

CK1sw 蛋白是否存在跨膜区，使用 GOR 进行在

线二级结构预测，MyHits 进行蛋白质轮廓序列分

析。Smart 和 ExPASy 在线分析软件预测该蛋白的

结构功能域。 

2  结果与分析 

2.1  TAA 功能区的表达、纯化 

以本实验室前期构建的含 BD3 基因的大肠杆

菌菌株为模板，经 PCR 扩增获得大小在 300 bp 左

右的 BD3 目的基因片段，符合预期结果(图 1)。活

化 后 的 Rosetta(DE3) 菌 株 在 终 浓 度 0.8 mmol/L 

IPTG、25 °C 低温诱导 6 h 的最佳表达条件下原核

表达后经 Glutathione Sepharose 4B 纯化柱亲和层析

纯化，在 39 kD 处出现与预期大小一致的目的条带

(图 2)，说明已成功纯化出目的蛋白 BD3。 
 

 
图 1  BD3 PCR 鉴定图 
Figure1  Analysis of BD3 PCR 
注：1、2：BD3 的 PCR 产物；M：DL2000 marker. 
Note: 1, 2: PCR produelt of BD3; M: DL2000 marker. 
 

 
图 2  SDS-PAGE 检测 GST-BD3 蛋白纯化电泳图 
Figure 2  SDS-PAGE analysis protein purification of GST-BD3 
注：1：纯化后 GST-BD3 蛋白；M：低分子量蛋白 Marker. 
Note: Purified GST-BD3 protein; M: Low molecular weight 
protein marker. 
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2.2  与 TAA 功能区结合的肺组织蛋白的筛选 

为了便于肺组织结合蛋白的筛选，首先利用

纯化的 BD3 蛋白制备了兔多克隆抗体，并通过免

疫共沉淀的方法获得了 BD3 的结合蛋白(图 3)，对

泳道 1 分析结果显示，该泳道除了出现正常结合的

抗体重链、轻链及 GST-BD3 诱饵蛋白链，在 66 kD

处出现清晰可见条带，该条带除了可能存在于组

织蛋白外，不存在于其他成分，因此可能作为与 

GST-BD3 的结合蛋白。将获得的条带切下后经质

谱分析，分析后获得的肽段序列经数据库搜寻比

对后，网页检索结果显示，Keratin 1 为 BD3 可能

的结合蛋白(图 4)。 

 

 
 

图 3  SDS-PAGE 检测蛋白互作结果 
Figure 3  SDS-PAGE analysis protein interaction 
注：1：添加特异性兔多克隆抗体的免疫共沉淀反应；2：没

有添加抗体的免疫共沉淀反应；3：纯化后的 GST-BD3 蛋白；

4、5：对照组. 
Note: 1: Immunoprecipitation with adding rabbit specific polyclonal 
antibodies; 2: Immunoprecipitation without adding rabbit specific 
polyclonal antibodies; 3: Purified GST-BD3 protein; 4, 5: Control group. 

 

 
图 4  网页检索结果 
Figure 4  Results of Mascot search 

2.3  猪肺组织结合蛋白的筛选分析 

2.3.1  肺组织全蛋白 cDNA 文库的构建：角蛋白

1 在细菌 TAA 黏附宿主细胞的过程中起着重要的作

用，但猪源角蛋白研究较少，已公布序列为基因软

件预测，存在一定误差，于是我们构建猪肺组织

cDNA 文库，通过特定探针引物筛选方法获得该蛋

白基因序列，并根据基因序列对其进行结构分析。

首先，提取了肺组织总 RNA，利用特异性引物构建

了 cDNA 文库。将质谱获得的肽段序列与该蛋白家族

的保守区比较，选择关键保守序列，通过推导该序列

的氨基酸序列设计引物，用该引物验证 cDNA 文库

中的重组片段，取阳性克隆测序，获取目的序列。 

提取后的 RNA 用 RNase-free H2O 稀释 50 倍后

测定浓度及纯度，结果显示含量为 86.6 μg/mL，

OD260/OD280 值为 1.91；OD260/OD230 值为 2.34。说

明该 RNA 中蛋白、核酸污染程度低，完整性好，

同时也满足浓度要求，可以用于下一步 cDNA 文库

构建。本实验中用于 cDNA 第一链合成的 RNA 含量

约为 5 μg，显示洗脱柱最佳添加体积为 10 μL/5 μg 

RNA。将获得的 cDNA 洗脱液均重组转化到大肠

杆菌 DH5α 后，最终获得 513 株重组菌株。对获得

的部分菌株使用探针引物 PCR 鉴定，72 个菌株中

有 45 个在 200 bp 处出现阳性条带。将对应的阳性

菌株交由北京华大基因生物公司进行测序，获得

该结合蛋白的基因序列。 

2.3.2  肺组织中结合蛋白的结构分析：对获得的

结合蛋白的核苷酸序列进行种间、种内同源性分

析和遗传进化树分析(图 5−8)。结果显示种内核苷

酸一致性在 31.5%−39.2%之间，其他角蛋白一致性

在 42.4%−59.9%之间，表明同一物种中角蛋白一致

性低，这与角蛋白的组织特异性分布有关，同时

也说明角蛋白家族具有广泛的配体特征。猪源角

蛋白 1 与人源角蛋白的一致性在 27.5%−33.1%之

间，这说明角蛋白在不同种间存在很大差异性，

同时该蛋白在种内同源性高于种间。进化树分析

结果显示获得的细胞角蛋白 1 作为一个单独的进化

分支，与其他角蛋白差异较大。 
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图 5  CK1sw 与猪角蛋白同源性分析 
Figure 5  Homology analysis of CK1sw with swine keratins 

 
对获得的结合蛋白进行蛋白水平的相关分

析，结果显示 CK1sw 由 601 个氨基酸组成，蛋白

理论分子量为 68 317.54 Da；理论等电点(pI)为

9.37。不稳定系数(II)为 49.76，表明该蛋白不稳

定。亲水区域主要位于 230−265 aa 和 510−600 aa

处；疏水区域位于 8−140、300−340、480−510 aa

处。结合 Expasy 数据库的分析，显示该蛋白的总

平均亲水性(GRAVY)值为−0.041，说明该蛋白具有

一定的亲水性(图 9)。 

信号肽一般位于起始密码子后的一段疏水序

列，预测结果表明 CK1sw 蛋白并不具有信号肽。

这一方面可能与该蛋白本身疏水性弱有关；其次

也说明该蛋白靶向胞膜可能需要一些伴侣蛋白辅

助其功能的发挥。TMHMM 预测结果显示 CK1sw

在 8−100 aa 处存在一个跨膜区(图 10)。 

DNAStar 软件分析结果显示，CK1sw 的二级结

构元件以 α 螺旋、β 折叠为主，其次为 Turn，Coil

结构最少。其中，α 螺旋主要出现在 120−200 aa 和

300−400 aa 处；β 折叠主要出现在 420−500 aa 处，

Turn 结构主要出现在 200−280 aa 和 500−600 aa 处

(图 11)。这种结构分布决定了 CK1sw 蛋白的高级

构象与其功能的发挥密切相关。 
 

 
图 6  CK1sw 与人角蛋白同源性分析 

Figure 6  Homology analysis of CK1sw with human keratins 

 

 
 

图 7  CK1sw 与猪角蛋白进化树分析 
Figure 7  Phylogenetic tree of CK1sw with swine keratins 



鲍春彤等: 胸膜肺炎放线杆菌三聚体自转运黏附素茎部功能区表达及其与猪肺组织结合蛋白的筛选分析 2929 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
图 8  CK1sw 与人角蛋白进化树分析 

Figure 8  Phylogenetic tree of CK1sw with human keratins 
 

 
图 9  CK1sw 疏水性预测 

Figure 9  Hydrophobic prediction of CK1sw 
 

 
图 10  CK1sw 跨膜区预测 

Figure 10  Transmembrane prediction of CK1sw 
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图 11  CK1sw 二级结构原件预测 
Figure 11  Secondary structural elements prediction of CK1sw 

 

Motif Scan 轮廓分析结果显示，编码 CK1sw 序

列的氨基酸中，主要包括一个 N-糖基化位点、一个

酪蛋白激酶 II 磷酸化位点和一个蛋白激酶 C 磷酸化

位点。其中，蛋白激酶 C 和酪蛋白激酶 II 磷酸化位

点主要集中在 100−200 aa 及 300 aa 附近。经

SMART 在线分析后，获得 CK1sw 的蛋白结构功能

区。结果显示，该蛋白的跨膜区位于 13−32 aa 处，

序列为 FFFFFGSGIVCNVFVTETHL；在 17−76 aa

处有一个细胞核激素受体 c4 锌指结构，该结构与

细胞分化和内稳态等多种生理功能有关；28−89 aa

处存在一个 DDT 区域，该区域被认为是 DNA 结合

区域；82−362 aa 处存在一个 G 蛋白(鸟嘌呤核苷酸

结合蛋白) α 亚单位，该亚单位能与 β、γ 亚单位结

合形成异源三聚体的 G 蛋白，G 蛋白同 G 蛋白偶联

受体(GPCRs)形成哺乳动物中最常见的信号系统；

280−391 aa 处存在一个具有细菌转录激活因子作用

的 BTAD 区域；在 515−552 aa 处的 TSP1 区域(凝血

酶 敏 感 蛋 白 1 型 重 复 区 域 ) 能 够 结 合 并 活 化

TGF-β，凝血酶敏感蛋白是一种多聚化的多重区域

糖蛋白，在细胞表面和胞外基质环境中发挥作用，

并且与补体途径、细胞间结合、抑制凋亡有关。 

3  讨论 

TAA 是革兰氏阴性菌表面的一类庞大的蛋白

家族，在多种细菌表面存在，并且在细菌的自

凝、生物被膜形成、黏附、侵袭及致病过程中发

挥着举足轻重的作用。Hia 可以介导流感嗜血杆菌

对呼吸道上皮细胞的黏附[9]；洋葱伯克霍尔德杆菌

TAA 可以直接与呼吸道上皮和肺细胞表面受体结

合，形成“纳米弹簧”样结构，促进细菌黏附细胞和定

殖[10]；Usp A1 可以通过茎部结构域与人 CEACAM1

受体结合，促进卡他莫拉菌的侵袭作用[11-12]。布鲁

氏菌中发现的 TAA、BtaE 参与了布鲁氏菌与透明

质酸的结合，并可黏附到 HeLa 细胞和人肺泡上皮

细胞系 A549[13]。最近发现细胞表面的多种受体参

与到与 TAAs 的相互作用中，如 Nad A 可以通过与

β1-整合素和热休克蛋白 90 (Hsp90)作用，促进脑

膜炎奈瑟氏菌侵袭宿主细胞[14-16]。TAA 蛋白家族除

了其保守的 C 端锚定区域外，其茎部序列复杂且多

样[2]，黏附素受体也存在多样性的特点，为黏附素

受体的研究带来很大困难。TAA 除了具有多样性

的特点外，还具有宿主专一性的特征[3]，因此，研

究其与特异性宿主的受体相结合成为该蛋白研究

的主要突破点。 

本课题组前期研究已经证实，BD3 参与 APP

对细胞的黏附作用，并且作用效果极其明显[4]。在

研究 TAA 与宿主细胞结合时，多数研究认为其头

部及茎部末端是其结合的主要部位。本研究中的

BD3 基因位于 TAA 的 2 464−2 574 aa 部位，是茎部

的中后区域，这为研究 TAA 与受体结合部位提供

了新的补充。 

为获得猪肺组织蛋白中与胸膜肺炎放线杆菌

TAA 结合的蛋白，本研究原核表达并纯化了 TAA

茎部功能区 GST-BD3 蛋白，提取猪肺组织全蛋白

后通过免疫共沉淀的方法筛选出了能与 BD3 发生
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结合的结合蛋白；通过对该蛋白的质谱分析及数

据库搜寻获知该蛋白种类为细胞角蛋白 1，该蛋白

在结合过程中发挥作用的关键部位大多数是某些

特定的氨基酸基序。角蛋白 1 在与人相关的疾病中

研究较多，尤其在癌症过程中会发生明显变化[17]。

这类疾病在哺乳动物猪中并不常见，所以关于猪

源的角蛋白 1 研究相对较少。据分析，猪的角蛋白

1 中大约存在 9 个外显子，使得推测序列显示出很

大的不可靠性。因此，构建含有该蛋白的 cDNA 文

库对于下一步研究其与 TAA 的结合具有重要意

义。通过将质谱肽段序列与角蛋白保守区比较，

以共有序列为基础设计核酸探针引物，能够有效

获得含有目的基因的序列。本实验成功从猪肺组

织中提取出符合构建 cDNA 文库标准的 RNA，合

成 cDNA 经纯化后插入连接子，与载体连接并转入

大肠杆菌，扩增获得 cDNA 文库。对文库利用特异

性引物进行 PCR 检测，并将阳性菌株测序以获得

猪源细胞角蛋白 1 的基因序列。 

使用生物信息学技术，利用计算机数据库和

建立的程序算法分析目的蛋白质、基因，获取其

结构与功能、致病机制及进化信息，为实验结果

提供客观参考及预测。本实验以测序获得的基因

序列为基础，参考数据库中已有资源，通过生物

信息学角度拟合，分析细胞角蛋白与 TAA 结合，

为结合蛋白鉴定及研究提供依据。 

细胞角蛋白(Cytokeratin，CK)是细胞骨架蛋白

中间丝蛋白家族成员[18]，该家族大约包括 20 个分

子量在 40−60 kD 之间的蛋白。细胞角蛋白一般成

对出现，形成异源二聚体、四聚体，然后再形成

原纤维丝和中间纤维丝，从而具备维持细胞力学

完整性及调节细胞周期的作用[19]。细胞角蛋白作

为黏附素的特异性受体，在研究肺炎球菌黏附素

时认为 CK4 作为丝氨酸重复序列(SRRP)中 NR 的结

合配体[20]，CK10 与 BR 发生特异性结合[21]，这些研

究表明 CK 结合受体存在多样性。本研究中 BD3 主

要基序为 IsNeck 和其后的 Trp-ring。研究结果显示

CK 蛋白能够与多种基序结合，这是由于 CK 蛋白

家族本身具有多样性，同时蛋白本身结构复杂。 

目前发现细胞角蛋白 1 与多种疾病有关，癌

症[17,22]和皮肤类疾病(如银屑病)患者细胞角蛋白1 高

表达[23]，可作为这些疾病的检测指标或治疗靶标；

而在炎症性肠病发生时，小肠上皮细胞上的角蛋白

1 表达显著降低，可能在维持上皮屏障的过程中起

着重要作用，并与炎症性肠病的进展相关[24]。本研

究发现猪肺组织细胞角蛋白 1 是胸膜肺炎放线杆菌

三聚体自转运黏附素茎部 BD3 的结合蛋白，该结合

蛋白的发现为进一步研究胸膜肺炎放线杆菌三聚

体自转运黏附素与猪肺脏上皮细胞的结合及信号

传递过程提供参考，为三聚体自转运黏附素与肺组

织细胞黏附的机制研究奠定基础，这对于揭示 APP

专嗜肺组织的致病机制具有重要意义。 
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