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提要    利用设计的特异性引物, 扩增出了分离自患病罗非鱼无乳链球菌强毒株 Sip 基因, 并将其

克隆到 pMD19-T载体上, 之后对重组质粒进行了 PCR和双酶切(BamHⅠ+ HindⅢ)鉴定, 并利用多种

生物信息学软件对 Sip基因进行分子特性分析。结果显示, 罗非鱼源无乳链球菌 Sip编码氨基酸序列

具有极高保守性, 与人源、哺乳动物源无乳链球菌亲缘性达 100%, 存在 1 个由 25 个氨基酸组成的

信号肽, 具有 1个与免疫调节功能相关的 LysM结构域, 具有与蛋白翻译后修饰功能相关的磷酸化位

点 33个和 N-糖基化位点 2个, 编码多肽链中疏水区大于亲水区, 是一种膜外蛋白。密码子偏爱性分

析表明, 罗非鱼源无乳链球菌 Sip 基因密码子使用频率差异较大, 密码子偏爱性与真核生物较为接

近。 
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无乳链球菌(Streptococcus agalactiae), 也称 B组

链球菌(group B streptococci, GBS), 是一种重要的

人、畜、鱼共患的病原菌(邓江红等, 2005; Trigo et al, 

2008; Suanyuk et al, 2008; 璟祝 琳等, 2010)。该菌表

面含有两类特定的糖抗原, 即聚合糖类和荚膜多糖, 

而这两类抗原物质都具有型特异性 (Vidová et al, 

2009)。Brodeur 等(2000)对人源无乳链球菌基因文库

进行免疫学筛选时, 发现 9种血清型的代表菌株都存

在一种非荚膜表面蛋白 , 并命名为表面免疫原性蛋

白(Surface Immunogenic Protein, Sip), 该蛋白对受不

同血清型的无乳链球菌的致死剂量攻击的老鼠具有

极强的交叉免疫保护作用 , 因此被列为预防无乳链

球菌感染候选疫苗的重要研究对象。Vidová等(2009)

通过多重 PCR 对 147 株牛源无乳链球菌 Sip 基因进

行鉴定, 发现其中 4 株的 Sip 基因的推导氨基酸序列

中出现了 LysM 序列的缺失, 其编码蛋白对老鼠的免

疫保护力也显著降低。可见不同分离来源的无乳链球

菌 Sip 基因序列存在功能基因缺失的可能, 并将对其

免疫保护作用产生显著影响。因此, 对 Sip 编码基因

进行系统的生物信息学分析 , 可为不同来源的无乳

链球菌 Sip基因分子特性和相关功能的比较分析提供

重要理论支撑。目前, 有关无乳链球菌 Sip 基因的分

子特性分析的研究几乎处于理论空白状态。 

本文中 , 作者通过对从海南文昌链球菌病暴发

疫区的患病罗非鱼分离到的无乳链球菌强毒株进行

基因组 DNA提取, 利用参考 GenBank中无乳链球菌

Sip核酸序列设计的特异性引物进行 PCR扩增, 并将

扩增产物与 pMD19-T载体连接, 经 PCR和双酶切鉴

定以及序列的进化关系比对验证所扩增的基因即为

Sip 基因, 随后应用生物信息学分析工具对其进行了
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分子特性分析, 旨在为进一步研究罗非鱼源无乳链球

菌 Sip的相关功能和作用机理以提供分子生物学依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

无乳链球菌 (Streptococcus agalactiae)分离自海

南文昌水产养殖区链球菌病暴发疫区的患病罗非鱼, 

由本实验室分离、鉴定和保存, 以下称鱼源无乳链球

菌; 大肠杆菌Escherichia coli DH5α菌株购自天根生

化科技(北京)有限公司。 

1.2  主要试剂 

pMD19-T(Simple)克隆载体、Premix、T4 DNA连

接酶、限制性内切酶 BamHⅠ和 HindⅢ、DNA Marker、

DNA 凝胶回收试剂盒和质粒提取试剂盒均购自大连

TaKaRa 公司。细菌基因组 DNA 提取试剂盒

(DP302-02)购自天根生化科技(北京)有限公司。 

1.3  引物设计与合成 

根据 GenBank 中无乳链球菌 Sip 基因序列

(GenBank 登录号为 DQ650634), 运用生物软件

Oligo6.0 和 primer5.0 对其上下游引物进行设计。引

物由生工生物工程(上海)有限公司合成, 预期扩增片

段大小为 1302bp, 包含完整的 Sip基因序列。引物序

列分别为 : 上游 5′-CGCGGATCCATGGAAATGAAT 

AAAAAGGTAC-3′ 划线部分为添加的 BamHⅠ酶切

位点 , 下游 5′-CCCAAGCTTTTAGTTAAAGGATAC 

GTGAACGTGG-3′划线部分为添加的 HindⅢ酶切位

点, 划线前端部分为保护性碱基。 

1.4  Sip基因的 PCR扩增 

挑取低温保存的无乳链球菌菌种接种于脑心浸

液营养肉汤中, 37℃恒温床 120r/min培养 24h, 5000g

离心 3min收集菌体, 并按天根细菌基因组 DNA提取

试剂盒(DP302-02)的操作说明提取菌体基因组 DNA, 

以 DNA为模板, 按以下参数对 Sip基因进行 PCR扩

增: PCR反应体系为 25l, 其中 Premix 12.5l, DNA

模板 1.0l, 上、下游引物(20pmol)各 0.5l, 无菌超纯

水 10.5l; 反应条件为 94℃预变性 5min, 94℃ 30s, 

55℃ 35s, 72℃ 1min 18s, 共 30个循环, 最后 72℃延

伸 10min。取 5l 反应产物在 1%琼脂糖凝胶进行电

泳, 凝胶成像系统检测结果。 

1.5  Sip基因的 T克隆、测序及序列分析 

PCR 扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳分离后, 胶

回收目的片段, 再与 pMD19-T 载体进行连接反应, 

构建 pMD19-T-Sip重组质粒, 并将重组质粒转化到大

肠杆菌(E. coli)DH5α株, 筛选阳性克隆并进行 PCR

和酶切鉴定。同时将 pMD19-T-Sip重组质粒送生工生

物工程(上海)有限公司测序。 

1.6  核酸序列特征分析 

利用 NCBI 的 ORF Finder 工具进行阅读框架分

析, 再利用NCBI的 BLASTN工具进行序列的相似性

搜索。 

1.7  蛋白质序列特征分析 

应用瑞士蛋白质专家网在线翻译工具将鱼源无

乳链球菌 Sip 基因序列翻译成氨基酸序列 , 应用

NCBI Conserved Domains 查找工具分析蛋白质结构

域; 通过 NCBI的 BLASTP程序进行氨基酸序列同源

性检索, 利用 Clustal X 2.0软件和 MEGA 4.1软件构

建进化树; 应用 Bioedit7.0 软件进行疏水性分析, 应

用 TMHMM进行跨膜区进行预测(Moller et al, 2001), 

NetPhos2.0及 NetNGlyc1.0在线程序分析磷酸化位点

和糖基化位点(Blom et al, 1999; Chen et al, 2008), 

SignalP 3.0 Server在线搜索查找信号肽序列(Bendtsen 

et al, 2004); PSIpred 程序进行蛋白质二级结构预测

(Jones, 1999), SAM_T08自动蛋白同源建模数据库进行

3D结构预测(Karplus, 2009), 最后在 http://www.biotech. 

ou.edu/进行鱼源无乳链球菌 Sip 重组蛋白溶解度   

预测。 

1.8  密码子偏爱性分析 

应用 EMBOSS 生物信息学在线分析工具的

CUSP 程序计算鱼源无乳链球菌 Sip 基因中不同密码

子在同一个氨基酸编码中所占的比例 , 并通过外延

法计算密码子在编码基因中出现的频率。将结果与大

肠杆菌、酵母和人的密码子偏爱性进行比较

(Nakamura et al, 2000)。 

2  结果 

2.1  无乳链球菌 SIP基因的扩增和 T克隆鉴定 

以鱼源无乳链球菌基因组 DNA 为模板, 根据所

设计的 PCR引物, 经高保真 DNA聚合酶特异性的扩

增出一条位于 1000—1500bp区间的目的片断(图 1a)。

PCR 产物经胶回收纯化后, 与 pMD19-T 载体连接获

得重组质粒 pMD19-T-Sip, 重组质粒经 BamHⅠ/Hind

Ⅲ以双酶切和 PCR鉴定正确(图 1b)。 

2.2  核苷酸序列特征分析 

对重组质粒 pMD19-T-Sip测序结果表明, 鱼源无

乳链球菌 Sip 基因是一个由 1302 个碱基组成的完整

开放性阅读框(ORF), 编码一个长度为 433 个氨基酸
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的蛋白。全序列中 GC 含量为 41%。序列已提交至

GenBank, 登录号为 HQ878436。 

2.3  蛋白质序列特征分析 

瑞士蛋白质分析专家系统 protparam工具预测表

明, 鱼源无乳链球菌 Sip ORF编码一条由 433个氨基

酸残基组成的多肽, 相对分子量为 45.6kDa, 等电点

理论值为 6.46, 分子式为: C1981H3192N544O658S10。SIP

编码蛋白的氨基酸组成成分分析表明(表 1), 蛋白质

中含量较高的氨基酸为 Ala(14.3%)、Thr(11.8%)和

Val(11.8%), 含量较少的氨基酸为 Trp(0.7%)、Phe 
 

 
 

图 1  鱼源无乳链球菌 Sip基因的 PCR扩增结果(a)以及重

组质粒 pMD19-T-Sip的酶切和 PCR鉴定结果(b) 

Fig.1  The results of PCR amplification of the Sip gene in S. 
agalactiae (a) and restriction digestion and PCR amplification of 

the recombinant plasmid pMD19-T-Sip (b) 
a: M. DL2500Marker; 1. Sip基因扩增产物。b: M1. DL15000 

Marker; M2. DL2500 Marker; 1. pMD19-T-Sip/BamHⅠ;  

2. pMD19-T-Sip/BamHⅠ+HindⅢ; 3. pMD19-T-Sip重组 

质粒的 PCR产物 
 

表 1  鱼源无乳链球菌 Sip 基因序列推导肽链的氨基酸组

分分析 
Tab.1  Amino acid composition of the peptide deduced from the 

S. agalactiae Sip gene 

氨基酸 数量 摩尔比(%) 氨基酸 数量 摩尔比(%)

Ala 62 14.3 Lys 28 6.5 

Arg 6 1.4 Met 10 2.3 

Asn 24 5.5 Phe 4 0.9 

Asp 15 3.5 Pro 27 6.2 

Cys 0 0 Ser 42 9.7 

Gln 22 5.1 Thr 51 11.8 

Glu 21 4.8 Trp 3 0.7 

Gly 15 3.5 Tyr 13 3.0 

His 8 1.8 Val 51 11.8 

Ile 14 3.2 Phl 0 0 

Ieu 17 3.9 Sec 0 0 

(0.9%)、Arg(1.4%)和 His(1.8%), 而 Sip氨基酸组成中

则不含有 Cys、Phl和 Sec这三种。其中, 疏水氨基酸

201个, 占氨基酸总数的 46.4%, 亲水性氨基酸有 154

个, 占 35.6%, 酸性氨基酸(Asp + Glu) 36个, 占 8.3%, 

碱性氨基酸(Arg + Lys) 34个, 占 7.8%。 

NCBI 的 CDD(conserved domain)工具分析发现, 

鱼源无乳链球菌 Sip氨基酸序列 N-末端的第 53和第

95 个氨基酸残基之间含有 1 个溶解素(LysM)超家族

的保守结构域。经一次迭代分析, 该结构域序列与链

球菌属的其它成员菌, 如酿脓链球菌(S. pyogenes)、

唾液链球菌(S. salivarius)、前庭链球菌(S. vestibularis)

和血链球菌(S. sanguinis)具有极高相似性, 其中与编

码部分表面蛋白的酿脓链球菌 LysM结构域氨基酸序

列相似性最高。 

利用 Clustal X 2.0软件对 17个相关菌株 Sip氨

基酸序列(表 2)运行Multiple Sequence Alignment程序

和Mega 4.1程序构建系统发生树系图(图 2)。可见, 鱼

源无乳链球菌 Sip编码氨基酸序列与血清型 Ia、Ia/c、

Ib、Ⅱ、Ⅲ、Ⅴ以及未知血清型的无乳链球菌的亲缘

关系均为 100%; 与同属链球菌属的未知血清型的唾

液链球菌、前庭链球菌和口腔链球菌(S. oralis)等的亲 

 
表 2  相关菌株的 Sip 氨基酸序列 

Tab.2  The amino acid sequence deduced from the Sip gene 
from related strains 

蛋白 细菌名称 GenBank登录号 血清型 

Sip S. agalactiae AAG18474 Ia/c 

Sip S. agalactiae AAG18476 Ⅱ 

Sip S. agalactiae ABG37993 NT 

Sip S. agalactiae ABK56861 Ⅲ 

Sip S. agalactiae ABK56878 Ⅲ 

Sip S. agalactiae ABK56880 Ⅲ 

Sip S. agalactiae ABK56886 Ia 

Sip S. agalactiae ABK56888 Ib 

Sip S. agalactiae ABK56889 Ⅴ 

Sip S. agalactiae YP328758 NT 

Sip S. oralis ZP06611288 NT 

Sip S. mitis ZP07463433 NT 

Sip S. salivarius CAP16604 NT 

Sip S. vestibularis CAP16606 NT 

Sip S. thermophilus YP_140861 NT 

Sip A. marinum ZP_06807629 NT 

Sip A. viridans ZP_06807629 NT 

Sip B. mcbrellneri ZP_06805573 NT 

注: 血清型一栏中, “NT”表示对应菌株的血清型为未知 
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图 2  鱼源无乳链球菌 Sip与参考菌株同源基因氨基酸序

列进化树分析 

Fig.2  The phylogenetic tree analysis between the S. agalactiae 
Sip and its homologous reference strains 

注: “Sample”代表鱼源无乳链球菌 Sip编码氨基酸序列 

 
缘关系较远, 而与绿浅气球菌(Aerococcus viridans)和

苛养颗粒链菌(Granulicatella elegans)等的亲缘关系

最远。 

亲/疏水性预测分析表明, 鱼源无乳链球菌 Sip多

肽链有 8个主要的疏水区, 分别位于氨基酸序列的 9—

22位、59—91位、151—159位、193—201位、222—

255位、268—277位、291—297位和 359—368位。

整个蛋白质疏水性最大值为 1.944, 最小值为2.433, 

然而亲水区在蛋白质多肽链占据的区域小于疏水区

域。NetPhos2.0 程序分析表明, 当阈值为 0.5 时, 鱼

源无乳链球菌 Sip 氨基酸序列中共有 33 个潜在的磷

酸化位点, 其中包含 17 个丝氨酸(Ser)磷酸化位点、

12 个苏氨酸(Thr)磷酸化位点和 4 个酪氨酸(Tyr)磷酸

化位点, 而且 N-末端氨基酸磷酸化的数量明显多于

C-末端。NetNGlyc1.0 程序预测表明, 鱼源无乳链球

菌 Sip 氨基酸序列中共有 2个潜在的 N-糖基化位点, 

当取阈值为 0.5时, 第 49位、387位的天冬酰胺(Asn)

可能被糖基化。SignalP V3.0 程序的 SignalP-NN 和 

SignalP-NNSIP-HMM 两个模型预测发现, 鱼源无乳

链球菌 Sip 氨基酸序列 N 末端有一个由 25 个氨基酸

组成的信号肽, 信号肽切割位点位于序列的第 25 和

26 个氨基酸残基之间。跨膜预测结果显示该多肽链

没有跨膜区域, 是一种膜外蛋白。重组蛋白可溶度预

测结果显示, 当选择大肠杆菌(E. coli)为表达宿主时, 

鱼源无乳链球菌 Sip重组蛋白的不溶解度达 75.2%。 

PSIpred程序预测结果表明, 鱼源无乳链球菌 Sip

二级结构组成中, 无规则卷曲(Coil)的含量最大, 高 

达 48.96%, 而 -

螺旋 (Alpha-Helix)

和 - 折 叠 (Beta- 

Srand)含量分别为

26.08%和 24.94%。

SAM_T08 自动蛋

白同源建模数据

库进行 3D 结构预

测, 结果找到与鱼

源无链球菌 Sip基

因较高同源性的

已知 3D结构模型, 

其三维构象主要

包含无规则卷曲、

-螺旋和 -转角

(图 3)。 

2.4  密码子偏爱性分析 

经过 CUSP 程序分析, 鱼源无乳链球菌 Sip基因

序列中, 编码 I(Ile)、T(Thr)、A(Ala)、S(Ser)、V(Val)

等氨基酸的不同密码子使用频率具有不同程度的差

异。如编码 I(Ile)的偏爱密码子为 ATT, 比例为 0.786, 

而 ATA的比例只有 0.071; T(Thr)偏爱密码子为 ACA

和 ACT, 其比例分别为 0.549 和 0.333, 而 ACC 的比

例只有 0.020; A(Ala)的密码子中偏爱密码子为 GCA, 

比例为 0.532, 而 GCC 和 GCG 的比例均只有 0.065; 

S(Ser)偏爱密码子为 TCA, 比例为 0.476, 而 TCC 的

比例只有 0.024; V(Val)偏爱密码子为 GTT和 GTA, 其

比例分别为 0.431和 0.392, 而 GTG的比例仅有 0.078。

而序列中包括 TGC、TGT、CCC、CGA、CGC、CGG

等在内的 8个密码子出现的频率则为零。而通过将鱼

源无乳链球菌 Sip的密码子与大肠杆菌、酵母及人的

密码子偏性进行比较发现, 鱼源无乳链球菌 Sip 基因

与大肠杆菌等 3 种宿主密码子使用频率差值较大的在

大肠杆菌有 37个, 酵母有 31个, 人有 42个。 

 
 

图 3  鱼源无乳链球菌 Sip三级结构

预测图 

Fig.3  The tertiary structure of S. aga-
lactiae Sip 

注: -螺旋标记为红色, -折叠标记为

黄色, 无规则卷曲为蓝色, 其它为灰色 
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3  讨论 

3.1  Sip基因分子特性分析的研究意义 

目前, 无乳链球菌已经发现有 10 种荚膜多糖血

清型(Slotved et al, 2007), 其中Ⅰa、Ⅲ和Ⅴ是已知的

对人类具有致病力的最常见血清型 (Persson et al, 

2004), 而Ⅰa、Ⅰb 和Ⅲ这三种血清型的也已经证明

能引起鱼类感染发病(Vandamme et al, 1997; Suanyuk 

et al, 2008)。无乳链球菌的毒力因子主要分布于菌体

的表面 , 菌株表达分泌的特异性蛋白具有严格的免

疫保护力, 如荚膜多糖虽具有良好的抗原性, 但产生

的免疫保护力却具有型特异性(Kasper et al, 1996); 

某些表面蛋白如蛋白和 Rib 等物质虽也可产生具有

良好的免疫原性, 然而只有约 50%的无乳链球菌能表

达蛋白, 大部分血清型Ⅲ的无乳链球菌能表达 Rib 蛋

白 (Ferrieri et al, 1997; Stalhammar-Carlemalm et al, 

1993)。无乳链球菌 Sip是一种表面蛋白, 除了血清型

Ⅸ菌株尚未知是否存在该蛋白以外 , 已知的其余血

清型的无乳链球菌株都存在该蛋白 , 而且在培养条

件下的胞外产物中也可被检测到。由于已发现的不同

血清型的无乳链球菌 Sip 基因具有极高的保守性, 其

编码蛋白也具有良好的免疫原性 , 特别是它在受免

小鼠抵御不同血清型的无乳链球菌以致死剂量攻击

时表现出了良好的交叉保护效果 , 因此它的发现是

人们在预防无乳链球菌感染研究方面获得的重大突

破。虽然人们已经从感染罗非鱼等鱼类分离到无乳链

球菌, 但有关鱼源无乳链球菌 Sip 基因分子特性及编

码蛋白的相关功能研究仍是空白 , 因此本研究的发

现将为鱼源无乳链球菌 Sip基因后续研究提供重要的

理论支撑。 

3.2  Sip氨基酸序列的进化关系分析 

病原菌在不同遗传背景下 , 其特异性毒力基因

可能发生变异 , 而这些毒力基因可能与疾病的发病

机制之间存在密切的联系(Brochet et al, 2006)。而无

乳链球菌在感染宿主的过程中, Sip 基因也可能发生

某些变异以逃避宿主的免疫防御(Vidová et al, 2009)。

本研究中, 测序结果显示, 鱼源无乳链球菌 Sip 基因

序列全长 1302bp, 推导的氨基酸序列含有 433个氨基

酸, 其中不同氨基酸的含量差异较大。与已报道的牛

源乳链球菌 Sip氨基酸序列长度相同, 而在 C-末端却

比首次发现的人源无乳链球菌 Sip氨基酸序列少 1个

Lys(K)。进化关系分析表明, 鱼源无乳链球菌 Sip 氨

基酸序列与人源、牛源不同血清型无乳链球菌 Sip的

亲缘关系达到 100%, 这说明鱼源无乳链球菌 Sip 氨

基酸序列仍具有极高的保守性。 

3.3  Sip氨基酸序列的分子特性分析 

LysM 结构域是一种常见的蛋白质功能模块, 能

与肽聚糖特异性结合 , 它的结合位点已被发现存在

于多种不同细菌且类型不同的肽聚糖中(Desvaux et 

al, 2006)。许多含有 LysM 结构域的蛋白, 如葡萄球

菌 IgG结合蛋白和大肠杆菌黏附素, 常常与细菌的致

病机制有关(Bateman et al, 2000), 此外, 含有该结构

域的某些蛋白也具有重要功能 , 如刺激宿主的免疫

应答等。这表明, LysM结构域对某些蛋白生物学功能

的发挥具有重要的影响。Vidová等(2009)研究牛源无

乳链球菌 Sip 重组蛋白对小鼠的免疫保护力时发现, 

与含有 LysM 结构域的无乳链球菌 Sip 相比, 缺失了

LysM 结构域的 Sip 对受致死剂量的无乳链球菌攻击

的小鼠的免疫保护力也显著降低。由此可见, LysM结

构域在无乳链球菌 Sip发挥生物学功能的过程中也具

有极其重要的作用。而保守结构域预测结果显示, 鱼

源无乳链球菌 Sip氨基酸序列含有 LysM保守结构域, 

这个发现对作者接下来研究鱼源无乳链球菌 Sip对罗

非鱼的免疫保护和毒性评估方面具有重要的理论参

考价值。 

蛋白翻译后修饰(Post-translational modifications, 

PTMs)(如磷酸化和糖基化等)是一种在细胞内普遍存

在的共价结合过程 , 主要通过蛋白水解作用裂解或

者向一个或多个氨基酸添加一个修饰基团从而改变

蛋白的特性(Mann et al, 2003)。蛋白的丝氨酸/苏氨酸

/酪氨酸(Ser/Thr/Tyr)磷酸化通常是调节蛋白翻译后

修饰的重要环节; 而糖基化是一个复杂的过程, 共有

13 种不同种类的单糖与 8 种类型的氨基酸残基参与

(Spiro, 2002), 某些糖基化位点的缺失将可能会影响

蛋白的正确折叠(Shental-Bechor et al, 2008)。鱼源无

乳链球菌 Sip 氨基酸序列中存在 33 个的磷酸化位点

和 2个糖基化位点, 这些潜在的位点可能在蛋白翻译

后得到一定程度的修饰, 并且可能在 Sip 发挥其生物

学功能中起着重要调控作用。疏水性是每种氨基酸所

固有的特性 , 它是决定一个蛋白质最终折叠成的三

维构象的一个重要因素(曹海燕等, 2010), 从鱼源无

乳链球菌 Sip肽链的亲/疏水区分布情况分析, 亲水区

明显少于疏水区, 表现出一定的疏水性。当选择大肠

杆菌作为表达宿主时, 鱼源无乳链球菌 Sip 基因重组

蛋白不溶解度理论预测值为 75.2%, 这说明在建构表

达质粒时, 在 Sip 基因两端选择加入合适的融合蛋白
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标签显得尤为重要 , 同时也有利于提高重组蛋白的

可溶解度和重组蛋白的纯化水平。 

信号肽是引导翻译出的前体蛋白通过细胞膜分

泌到细胞外的一段序列 , 经信号肽酶切除信号肽序

列后的前体蛋白才可能成为具有正常功能的成熟蛋

白(Nielsen et al, 1998)。不同生物的信号肽长度差异

大, 且序列没有保守性, 但几乎所有的信号肽都有一

个共同的三区结构: 即带正电荷的 n 区, 疏水性的 h

区以及切割位点所在的 c区(Nakai, 2000)。信号肽预

测结果表明, 鱼源无乳链球菌 Sip信号肽由 25个氨基

酸组成, 其 n区从起始 Met开始到第 5个氨基酸, 其

氨基酸片段为 MEMNK, 带正电荷; c区位于第 22位

氨基酸和 25位氨基酸之间, 其片段为 SVQA, 不带电

荷, 第 25位和 26位氨基酸之间为切割位点; h区则位

于 n区和 c区之间, 为疏水性氨基酸组成的疏水性区

域。这说明鱼源无乳链球菌 Sip前体蛋白经信号肽引

导到达胞外并经信号肽酶切割后才能折叠形成成熟

蛋白。以上发现与鱼源无乳链球菌 Sip为一种膜外蛋

白的预测结果也是相吻合。 

3.4  Sip基因的密码子偏爱性分析 

关于鱼源无乳链球 Sip在密码子使用上的偏爱性

问题, 目前国内外未有报道。鱼源无乳链球菌 Sip 编

码基因的密码子偏爱性分析表明 , 该蛋白中编码相

同氨基酸密码子的偏爱性存在较大的差异。通过与大

肠肝菌、酵母和人的密码子偏爱性进一步比较可以看

出, Sip 的密码子与大肠杆菌和人的相差较大, 其表

达系统选择在真核系统(如酵母)较为合适。当然, 外

源基因的表达受到多种因素的共同作用 , 如要表达

蛋白的种类、是否是毒素、是否需糖基化或其它修饰、

是否需大量表达、如何纯化等, 而密码子偏爱性的影

响只是其中之一 , 通过密码子偏爱性分析不仅可为

其基因表达选择合适的表达系统 , 同时也可以为改

造密码子从而提高基因的表达量提供依据。 
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CHARACTERIZATION OF THE Sip GENE IN THE STRAIN STREPTOCOCCUS 
AGALACTIAE ISOLATED FROM TILAPIA 

HUANG Jin-Lu1, 2,  WANG Kai-Yu1, 2,  XIAO Dan3,  WANG Jun1, 2,  
FU Xi1, 2,  WANG Hao-Cheng1, 2,  LIAN Hai2 

(1. Fish Disease Research Center of Fisheries Department of Sichuan Agricultural University, Ya’an, 625014; 
 2. Key Laboratory of Animal Disease and Human Health of Sichuan Province, Sichuan Agricultural University,  

Ya’an, 625014; 3. Tongwei Co. Ltd., Chengdu, 610041) 

Abstract    The Sip gene of a virulent strain of Streptococcus agalactiae isolated from Tilapia was amplified using the 

PCR method with specific primers and then cloned into pMD19-T vector. The presence of the recombinant plasmid was 

confirmed by the PCR method combined with the restriction enzyme digestion method (BamHⅠand HindⅢ). The results 

showed that the amino acid sequence derived from the Sip of S. agalactiae in Tilapia was highly conserved and had a 100% 

of homology among strains isolated from humans and other mammals. The polypeptide contained a signal peptide consist-

ing of 25 amino acids and a LysM functional domain which was related to immunoregulation. The polypeptide had a num-

ber of important sites related to post-translational modification, including 33 phosphorylation sites and 2 N-glycosylation 

sites. The hydrophobic regions of the Sip were larger than the hydrophilic regions and the Sip was predicted to be located 

outside of the cell membrane. An analysis of codon bias demonstrated that the codon usage frequency of Sip in the strain S. 

agalactiae was distinctly different and it resembles more closely to those of the eukaryotes. 

Key words    Streptococcus agalactiae,  Sip gene,  Clone,  Molecular characteristics 

 

 


