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摘  要：【背景】猪链球菌 2 型(Streptococcus suis type 2, SS2)是引起全球经济和公共卫生问题的重

要人兽共患病病原菌，引发脑膜炎、关节炎和败血症等临床症状。磷酸泛酰半胱氨酸脱羧酶

(phosphopantothenoylcyteine decarboxylase, PPCDC)在前期构建的猪体外血脑屏障模型与猪链球

菌全基因组噬菌体随机展示文库的相互作用中被筛选出来，但其影响血脑屏障的机制尚不清楚。

【目的】探究 PPCDC 在 SS2 诱导脑膜炎过程中发挥的作用。【方法】利用大肠杆菌(Escherichia coli)
表达系统诱导表达重组蛋白 rPPCDC，通过体外构建人脑微血管内皮细胞单层屏障模型和体内小鼠

感染模型探究其对血脑屏障通透性的影响，制备 rPPCDC 疫苗进行小鼠免疫保护试验。【结果】成

功纯化出可溶性重组蛋白 rPPCDC，发现其在体外可以降低单层屏障模型的细胞跨膜电阻值，增加

突破单层屏障的 SS2 数量。体内可促进 SS2 对小鼠的致病性。进一步研究发现，接种 rPPCDC 疫

苗的小鼠血清中有更高的 rPPCDC 抗体水平，存活率升高。【结论】PPCDC 能够增强血脑屏障通

透性，促进 SS2 对小鼠血脑屏障的破坏和脑部感染，并具有免疫保护效力，为后续 SS2 致病机制

研究和疫苗研发提供新思路。 
关键词：猪链球菌 2 型；磷酸泛酰半胱氨酸脱羧酶；血脑屏障；免疫保护 
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Medicine, Jilin University, Changchun 130062, Jilin, China 
 
Abstract: [Background] Streptococcus suis type 2 (SS2) is a major zoonotic pathogen leading 
to global economic and public health problems, causing meningitis, arthritis, and sepsis. 
Phosphopantothenoylcysteine decarboxylase (PPCDC) was screened out in the previous study 
about the interaction between the porcine blood-brain barrier model in vitro and S. suis 
genome-wide phage display random library, while the mechanism of PPCDC in affecting the 
blood-brain barrier remains unclear. [Objective] To explore the role of PPCDC in the 
SS2-induced meningitis. [Methods] In this study, the recombinant protein rPPCDC was 
expressed in Escherichia coli. The monolayer barrier model of human brain microvascular 
endothelial cells in vitro and the mouse infection model in vivo were established to study the 
effect of rPPCDC on the permeability of blood-brain barrier. Furthermore, the rPPCDC vaccine 
was prepared for the immunoprotection test in mice. [Results] The soluble recombinant protein 
rPPCDC was successfully purified. This protein reduced the transmembrane resistance of cells 
in the monolayer barrier model, increased the number of SS2 breaking through the monolayer 
barrier in vitro. In addition, the protein enhanced the pathogenicity of SS2 in mice. The mice 
vaccinated with rPPCDC had higher serum levels of rPPCDC antibodies and increased survival. 
[Conclusion] PPCDC can enhance the permeability of blood-brain barrier and promote the 
destruction of blood-brain barrier and brain infection of SS2 in mice, thus exerting the 
immunoprotective effect. The findings provide new ideas for the future research on the 
pathogenic mechanism of SS2 and the development of vaccines. 
Keywords: Streptococcus suis type 2; PPCDC; blood-brain barrier; immunoprotection 
 
 

猪链球菌(Streptococcus suis)是一种革兰氏

阳性球菌，对全球范围内猪养殖业构成严峻挑

战，并严重威胁着人类的生命健康安全 [1]。研

究者们根据猪链球菌荚膜抗原的差异，已经成功

鉴定出 29 种不同的血清型[2]。在这些血清型中，

猪链球菌 2 型(Streptococcus suis type 2, SS2)是
尤为重要的一种，它不仅广泛存在于受感染的猪

只中，而且具有较高的致病性和传播性[3]。SS2
感染引起猪的脑膜炎、败血症、关节炎、心内

膜炎等，人类通过接触带病动物或受污染的生

猪肉产品患病，从而引发脑膜炎、化脓性关节

炎、心内膜炎等[4-5]，严重危害公共卫生安全。 
脑膜炎是 SS2 感染引起的最重要的临床特

征。SS2 的感染进程取决于病原体和宿主之间

复杂的相互作用[6]，猪链球菌能否突破由脑血

管内皮细胞等构成的血脑屏障 (blood-brain 
barrier, BBB)决定了其能否诱发宿主脑膜炎。在

对 SS2 致病机理展开探究的过程中，荚膜多糖、

烯醇化酶、溶血素等与致病性相关的毒力因子

被发现，它们直接或间接地参与了 SS2 对宿主
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的黏附、入侵、繁殖和扩散等过程 [7]。实验

室前期通过构建猪体外 BBB 模型与猪链球

菌 全 基 因 组 噬 菌 体 随 机 展 示 文 库 相 互 作

用，筛选出 14 种可能参与猪链球菌突破 BBB
过程的蛋白分子 [8]，除溶血素 [9]等几种已被研

究报道的相关分子外，磷酸泛酰半胱氨酸脱

羧酶 (phosphopantothenoylcyteine decarboxylase, 
PPCDC)在前期研究中被发现可能参与猪链球

菌破坏 BBB 的过程[10]，但并未开展相关研究。 
因此，我们假设 PPCDC 在 SS2 感染宿主

的过程中，通过损害 BBB 完整性导致脑膜炎的

发生。我们使用体外人脑微血管内皮细胞单层

屏障模型和 SS2 感染的小鼠模型探究 PPCDC
蛋白对 BBB 通透性的影响，以期为后续探究

SS2 与机体免疫反应机制和筛选疫苗成分提供

数据支持。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

猪链球菌 2 型 SC19 菌株、质粒 pET28a 和

永生化人脑微血管内皮细胞 (human cortical 
microvessels endothelial cells/D3, hCMEC/D3)，
本实验室保存；大肠杆菌 (Escherichia coli) 
DH5α、BL21 感受态细胞，TaKaRa 公司。 

SPF 级 BALB/c 小鼠，雌性，体重为 20−22 g，
辽宁长生生物技术股份有限公司。实验过程符

合吉林大学动物伦理福利要求，审查编号为：

SY202201009。 

1.2  培养基和主要试剂、仪器 
脑心浸液(brain heart infusion, BHI)肉汤培

养基，青岛海博生物技术有限公司；1640 培养

基，Gibco 公司。2×Prime STAR Premix、限制

性核酸内切酶和 T4 DNA 连接酶，TaKaRa 公

司；DNA 胶回收试剂盒，生工生物工程(上海)
股份有限公司；质粒小提试剂盒，天根生化科

技(北京)有限公司；Ni SepharoseTM 6 Fast Flow
蛋白纯化柱，GE 公司；His-tag 小鼠单克隆抗

体，碧云天生物技术股份有限公司；山羊抗小

鼠 IgG-HRP 抗体，Affinity Biosciences 公司；

Montanide Gel-01 pr，Seppic 公司；ELISA 试剂

盒，伊莱瑞特生物科技股份有限公司。琼脂糖水

平电泳槽和凝胶成像仪，Bio-Rad 公司；PCR 基

因扩增仪，杭州博日科技股份有限公司；跨上

(内)皮细胞电阻测定仪，默克密理博公司。 

1.3  引物设计 
查询 NCBI 公布的猪链球菌 2 型 SC19 菌株

的 PPCDC 基因序列(CP020863.1)，设计并合成

引物P1 (5′-CGCGGATCCATGGCTAATATCACAC 
TTGC-3′)和 P2 (5′-CCCAAGCTTTTATTTTTTT 
TCATCAAGGGTG-3′)。 

1.4  重组表达载体pET28a-PPCDC的构建 
吸取 37 ℃、180 r/min 于 BHI 液体培养基中

培养过夜的 SS2 SC19 菌液，12 000 r/min 离心

5 min 弃上清，用无菌水重悬后，100 ℃煮沸

10 min，12 000 r/min 离心 10 min，取上清，提

取出 SC19 全基因组 DNA。采用 P1/P2 扩增

PPCDC 目的基因。PCR 反应体系 (50 μL)：
2×Prime STAR Premix 25 μL，模板(118.2 ng/μL) 
1 μL，P1、P2 (10 μmol/L)各 1 μL，ddH2O 22 μL。
PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 10 s，58 ℃ 
5 s，72 ℃ 1 min，35 次循环；72 ℃ 10 min；4 ℃
保存。回收 PCR 产物，将 PPCDC 基因与 pET28a
载体均用 BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ进行双酶切，产物

经纯化后连接并转化至大肠杆菌 DH5α 感受态

细胞中，按照上述程序进行 PCR 反应鉴定及测

序鉴定，选择鉴定为阳性的重组质粒冻存。 

1.5  重组蛋白 rPPCDC 的诱导表达及纯化 
将鉴定为阳性的重组质粒转化至大肠杆菌

BL21 感受态细胞中，用诱导剂 IPTG 诱导蛋白

表达。6 000 r/min、4 ℃离心 10 min 收集菌体沉
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淀，重悬后冰上超声破碎，功率 200 W，超声 5 s、
停止 5 s，共 15 min，重复 4 次直至菌液透明不

黏稠，使其裂解释放内容物，使用 Ni-NTA 亲

和柱进行纯化。为了确定洗脱目的蛋白的咪

唑浓度，收集不同浓度咪唑洗脱后的蛋白液

进行 SDS-PAGE 分析。超滤进一步浓缩、纯化

蛋白。 
采用BCA 法测定蛋白浓度，进行SDS-PAGE

电泳，将蛋白转移到 PVDF 膜上，使用脱脂奶

粉室温封闭，经过一抗(His-tag 小鼠单克隆抗

体)、二抗(山羊抗小鼠 IgG-HRP 抗体)孵育，进

行化学发光检测，通过曝光获取并分析结果。 

1.6  PPCDC 对 SS2 与 hCMEC/D3 侵袭、

黏附影响的检测 
hCMEC/D3 细胞在 6 孔板中培养至占孔底

80%左右(约 106 个)，弃去培养基，对照孔加入

基础培养基，处理孔加入 rPPCDC 进行刺激，

37 ℃孵育3 h。以感染复数(multiplicity of infection, 
MOI)=20 侵染细胞，37 ℃孵育 1 h，PBS 清洗，

加入 0.5% Triton 作用 15 min 后，6 000 r/min、
4 ℃离心 1 min 收集沉淀，涂布平板，计算得

出细菌总数。侵袭实验是在侵染细胞 1 h 后，

PBS 清洗，孔内加入含有庆大霉素(100 μg/mL)
的 1640 培养基孵育 1 h 以清除表面细菌，再进

行上述裂解、涂板试验，计算得出侵袭菌数。

黏附菌数为细菌总数与侵袭菌数之差。 

1.7  PPCDC对体外 hCMEC/D3单层屏

障模型通透性影响的检测 
调整 hCMEC/D3 浓度为 4×104 个/mL，每

孔 500 μL 铺在 transwell 细胞培养小室中。测定

hCMEC/D3 单层屏障细胞跨膜电阻值，单位为

Ω/cm2。细胞跨膜电阻(transepithelial electrical 
resistance, TEER)=1.12×(刺激组电阻−空白组电

阻)。监测到 TEER 值持续稳定后，表明单层屏

障构建成功。 

待单层屏障建立后，设置对照(PBS)组、

rPPCDC 组、SS2 组及 SS2+rPPCDC 组。测定

蛋白刺激后 1、2、3、6、9、12、24 h 的 TEER
值。同时，蛋白添加 1 h 后，向 SS2 及

SS2+rPPCDC 组添加菌株 SC19 刺激 2 h，吸

取 transwell 下室培养基，涂板培养后进行菌落

计数。 

1.8  PPCDC 对小鼠 BBB 通透性的检测 
将 15 只雌性 BALB/c 小鼠平均分至 SS2

组、SS2+PPCDC 组和对照 (PBS)组。分别对

各组小鼠尾静脉注射 150 μg/100 μL rPPCDC
或等体积对照用 PBS。30 min 后，将对数期

SS2 菌株(OD600 值约为 0.8)以 1×108 CFU 的剂

量腹腔注射小鼠。感染 24 h 后通过心脏灌注

后取脑，取脑前 1 h 尾静脉注射 200 μL 1%伊

文思蓝(evans blue, EB)。取 3/4 脑组织，使用

甲酰胺提取脑中 EB，采用分光光度计测量上

清液 OD600，对脑中 EB 含量进行定量分析。

取 1/4 脑，匀浆后涂板计数，检测脑组织菌量

变化。 

1.9  重组蛋白 rPPCDC 疫苗的制备及

动物免疫 
rPPCDC 与 10% Gel-01 混合后通过背部多

点皮下注射 100 μg 蛋白，对小鼠进行免疫接

种，对照组为生理盐水，14 d 及 28 d 后分别进

行二次免疫和加强免疫。采集小鼠尾尖血制备

血清，山羊抗小鼠 IgG-HRP 抗体为二抗，利用

间接 ELISA 方法检测血清中重组蛋白的抗体水

平。使用 ELISA 试剂盒检测血清中 IFN-γ 和

IL-4 的表达水平。最后用对数期 SS2 菌株以

1×108 CFU 的剂量腹腔感染小鼠，记录小鼠存

活情况。 

1.10  统计学分析 
利用 GraphPad Prism 9.5 软件进行统计学

分析，采用独立样本 t 检验确定差异性。 
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2  结果与分析 
2.1  重组表达载体 pET28a-PPCDC 的

构建结果 
分别扩增质粒 pET28a、SC19 全基因组及

构建的重组表达载体 pET28a-PPCDC 中的

PPCDC 基因片段，经过电泳后，在重组表达

载体 pET28a-PPCDC 泳道中可见约为 549 bp
的基因片段，与预期片段大小相符(图 1A)。对

pET28a-PPCDC 重组质粒进行 BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ
双酶切鉴定，结果显示得到预期大小的目的基因

片段(图 1B)。同时，测序结果显示无氨基酸改变

的碱基突变，表明阳性重组质粒 pET28a-PPCDC
构建成功。 

2.2  重组蛋白 rPPCDC 的诱导表达及

纯化结果 
保存的阳性重组质粒经转化、诱导表达

后，使用 Ni-NTA 亲和柱进行纯化，经超滤进一

步浓缩蛋白。制备蛋白样本进行 SDS-PAGE 分

析，在 15−25 kDa 之间显现出一条较宽的蛋白条

带，大小符合预测的蛋白分子质量大小 22 kDa，
即确定 rPPCDC 重组蛋白在上清液中表达，被

500 mmol/L 咪唑成功洗脱(图 2A)，经超滤得到

进一步浓缩、纯化的蛋白(图 2B)。 
同时对 pET28a-PPCDC重组质粒的 PPCDC

蛋白表达情况进行Western blotting验证。结果显

示，存在一条约 22 kDa 的条带(图 2C)，与预期蛋

白片段相似，表明成功诱导并纯化 rPPCDC蛋白。 

2.3  PPCDC 对 SS2 与 hCMEC/D3 侵

袭、黏附的影响 
结果显示，相较于对照组，重组蛋白 rPPCDC

的添加没有明显改变黏附在 hCMEC/D3 上的菌

数，但侵入细胞内的菌数有所增加(图 3)。这表

明 PPCDC 增强了 SS2 对 hCMEC/D3 的侵袭。 
 

 
 
图 1  重组表达载体 pET28a-PPCDC 的鉴定   A：PCR 鉴定结果(M：DL1000 DNA marker；1：阴性对

照；2：pET28a 质粒；3：SC19 全基因组；4：重组表达载体 pET28a-PPCDC)。B：双酶切鉴定结果

(M1：DL15000 DNA marker；5：重组表达载体 pET28a-PPCDC；6：重组表达载体 pET28a-PPCDC 双酶

切片段；M2：DL2000 DNA marker)。 
Figure 1  Identification of the recombinant expression vector pET28a-PPCDC. A: PCR identification results 
(M: DL1000 DNA marker; 1: Negative control; 2: pET28a plasmid; 3: SC19 complete genome; 4: 
Recombinant expression vector pET28a-PPCDC). B: Double enzyme digestion results (M1: DL15000 DNA 
marker; 5: Recombinant expression vector pET28a-PPCDC; 6: Recombinant expression vector pET28a-PPCDC 
double restriction fragment; M2: DL2000 DNA marker). 
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图 2  诱导表达及纯化鉴定   A：诱导表达纯化 PPCDC 的 SDS-PAGE 结果(1：IPTG 诱导前菌液；2：
IPTG 诱导后菌液；3：破碎后上清；4：破碎后沉淀；5：流出液；6：20 mmol/L 咪唑洗脱蛋白液；

7：50 mmol/L 咪唑洗脱蛋白液；8：500 mmol/L 咪唑洗脱蛋白液)。B：rPPCDC 的 SDS-PAGE 检测结

果(9：重组蛋白 rPPCDC)。C：rPPCDC 的 Western blotting 检测结果(10：重组蛋白 rPPCDC)。M：蛋

白 marker。 
Figure 2  Identification of induced expression and purification. A: SDS-PAGE results of induced expression 
and purified PPCDC (1: Bacterial broth before IPTG induction; 2: Bacterial broth after IPTG induction; 3: 
Supernatant after crushing; 4: Precipitation after crushing; 5: Effluent; 6: 20 mmol/L imidazole-eluting 
protein solution; 7: 50 mmol/L imidazole-eluting protein solution; 8: 500 mmol/L imidazole-eluting protein 
solution); B: SDS-PAGE results of rPPCDC (9: Recombinant protein rPPCDC); C: Western blotting results of 
rPPCDC (10: Recombinant protein rPPCDC). M: Protein marker.  
 
2.4  PPCDC对体外 hCMEC/D3单层屏

障模型通透性的影响 
hCMEC/D3 单层屏障模型是一种重要的实

验工具，用于模拟和研究体内 BBB 的功能和

特性，模型良好的屏障功能和稳定性至关重

要。如图 4A 所示，在小室接种 hCMEC/D3 细

胞后的 8 d 内，模型的电阻值持续升高，之后

便趋于稳定，表明建立的体外 hCMEC/D3 单层

屏障模型状态良好，可用于后续实验。 
TEER 值反映了细胞间紧密连接程度及细

胞通透性，值越高，表示连接越紧密，屏障功

能更好 [11]。我们将重组蛋白 rPPCDC 加入上

室，利用跨上(内)皮细胞电阻测定仪持续监测

单层屏障模型 TEER 值 24 h 内的变化。结果显

示，相较于 PBS 组，在 rPPCDC 作用于体外单

层屏障模型 2 h 后，rPPCDC 组模型 TEER 值下

降趋势更加明显，并且显著低于对照组(图 4B)，
表明 PPCDC 具有增加 hCMEC/D3 单层屏障模

型通透性的作用。另外，我们评估了穿越单层

屏障的菌落数。结果如图 4C 所示，相较于对照

组，重组蛋白 rPPCDC 添加后显著增加了突破

单层屏障的 SS2 (SC19)的数量，提示 PPCDC
损害了 BBB 的屏障功能，使得 SS2 更容易突破

屏障。 

2.5  PPCDC 增加小鼠 BBB 的通透性 
当 BBB 受损时，脑伊文思蓝(evans blue, EB)

染料可渗透进入脑组织，通过检测脑组织中 EB
染料的含量或分布可以评估 BBB 的通透性。相

较于 PBS 组，感染后的 SS2 组及 SS2+rPPCDC 组

小鼠脑部都显示了一定程度的组织蓝染，另外，

SS2+rPPCDC 组的蓝染程度更深，区域面积更大

(图 5A)。绘制标准曲线，计算脑组织中 EB 含量， 
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图 3  PPCDC 对 SS2 侵袭(A)、黏附(B) hCMEC/D3 细菌数量的影响 
Figure 3  Effect of PPCDC on the number of bacteria invading (A) and adhering (B) to hCMEC/D3 by SS2. 
*: P<0.05; ns: P>0.05.  
 

 
 
图 4  rPPCDC 对单层屏障模型通透性的影响   A：单层屏障模型的建立；B：rPPCDC 作用单层屏

障模型后 TEER 值的测定；C：突破单层屏障模型的细菌数量。 
Figure 4  Effect of rPPCDC on the permeability of monolayer barrier model. A: The establishment of 
hCMEC/D3 barrier model; B: The detection of TEER of barrier model after treatment with rPPCDC; C: 
Number of bacteria breaking across the monolayer barrier model. ns: P>0.05, **: P<0.01,***: P<0.001. 
 
结果显示，rPPCDC 蛋白感染组小鼠脑部 EB 的

含量显著高于 SS2 组(图 5B)。同时，对脑组织

中活菌进行计数，发现 SS2+rPPCDC 组数量显

著高于 SS2 组(图 5C)，进一步说明 PPCDC 增

加了 BBB 的通透性。上述结果证实，在 SS2 感

染过程中 PPCDC 对小鼠 BBB 通透性的加强

作用。 

2.6  重组蛋白 rPPCDC 疫苗效果评价 
为了评估重组蛋白 rPPCDC 的免疫原性，

我们使用 rPPCDC 与佐剂混合制备成疫苗，对

小鼠进行初次免疫、二次免疫及加强免疫，

SS2 感染后观察小鼠存活率。第 3 次免疫后小

鼠血清抗体水平检测结果显示，免疫组小鼠血

清抗体水平显著提高(图 6A)。同时，我们使用 
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图 5  rPPCDC 对血脑屏障通透性的影响   A：EB 染色后小鼠脑组织图；B：脑组织菌载量；C：脑

组织伊文思蓝含量。 
Figure 5  Effect of rPPCDC on the permeability of blood-brain barrier. A: Histogram of mouse brain after 
EB staining; B: Number of bacteria in brain tissue; C: Evans blue levels in brain tissue. **: P<0.01, ***: 
P<0.001. 
 
ELISA 分析加强免疫后小鼠血清中 IFN-γ 和

IL-4 的诱导水平，以分别评估 rPPCDC 所引起

的 Th1 型和 Th2 型免疫反应水平。结果显示，

相较于对照组，免疫组小鼠产生的 IFN-γ 和 IL-4
水平显著升高(图 6B、6C)，激发小鼠产生细胞

和体液免疫反应。另外，rPPCDC 免疫延迟了

SS2 感染后小鼠的死亡时间，同时对照组小鼠 7 d
内的存活率为 16.7%，而免疫组较高为 33.3%，

这提高了小鼠的存活率(图 6D)。这些数据提示

rPPCDC 具有良好的反应原性和免疫原性，可作

为 SS2 (SC19)候选保护抗原。 

3  讨论 
猪链球菌是一种严重危害人畜安全的病原

菌，在所有血清分型中，猪链球菌 2 型(SS2)在
世界范围内分离率最高、致病性最强[12]，多次

引起国际社会的高度关注。SS2 感染后病程发

展迅速，若引发的疾病没有导致宿主死亡，SS2
将有机会进一步通过 BBB 引发脑膜炎[13]。虽

然已经确定了一些假定的 SS2 毒力因子[14-15]，但

其致病机制在很大程度上尚不清楚，发现SS2毒

力因子并进一步揭示其致病机理尤为重要。 
辅酶 A (coenzyme A, CoA)是一种广泛存在

于动、植物及微生物中的必需辅助因子，CoA
及其衍生物参与了 TCA 循环、脂肪酸分解等

多种代谢途径[16]，对维持机体正常的生理功能

至关重要。PPCDC 作为原核生物和真核生物

CoA 合成通用途径中的关键酶，在 SS2 CoA 合

成及参与代谢过程中发挥着重要作用。实验室

前期经过猪链球菌全基因组噬菌体随机展示文

库和猪体外 BBB 模型相互作用筛选出 14 种蛋

白分子，其中包括已被研究报道的 SS2 毒力因

子溶血素、烯醇化酶等，与 SS2 致病性密切相

关[8]。同时，PPCDC 作为其中的一种，或许也

在 SS2 突破 BBB 的过程中发挥某种作用机制，

具有作为 SS2 潜在毒力因子的可能性，但至今

仍未开展相关研究。与 PPCDC 类似，丙酮酸脱

氢酶(pyruvate dehydrogenase, PDH)也是 SS2 代 
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图 6  重组蛋白 rPPCDC 疫苗效果评价   A：小鼠血清中 rPPCDC 抗体水平的检测；B：小鼠血清中

IFN-γ 浓度检测；C：小鼠血清中 IL-4 浓度检测；D：SS2 攻菌后小鼠存活率。 
Figure 6  Efficacy evaluation of recombinant protein rPPCDC vaccine. A: Determination of rPPCDC 
antibody levels in mouse serum; B: Detection of IFN-γ concentration in mouse serum; C: Detection of IL-4 
concentration in mouse serum; D: Survival rate of mice challenged with SS2. **: P<0.01, ***: P<0.001. 
 
谢过程中的重要分子，pdh 缺失降低了多个黏附

相关基因的表达，导致 SS2 侵袭、生物膜形成和

抗应激能力显著降低[17]。本研究验证了 PPCDC
在 SS2 破坏 BBB 过程中发挥的毒力作用。 

致病菌的黏附和侵袭是细菌扩增、入侵机

体细胞的基础，是致病过程中的关键步骤[18]。

研究发现，大肠杆菌 K1 中的毒力因子 csiR 通

过调控人脑微血管内皮细胞中的信号传导诱导

肌动蛋白细胞骨架重排，增强了细菌侵入细胞

和穿透 BBB 的能力[19]。SS2 的黏附、侵袭导致

中枢神经系统受到严重感染，损伤了 BBB 的屏

障功能，并诱发机体脑膜炎。目前，已知荚膜多

糖(capsular polysaccharide, CPS)、甘油醛-3-磷酸

脱氢酶(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 
GAPDH)等可通过增强 SS2 的黏附提高其对机

体的致病性[20]，但关于 SS2 侵袭能力及机制的

研究较少。本研究发现，重组蛋白 rPPCDC 增加

了 SS2 入侵 hCMEC/D3 细胞的细菌数量，为研

究 SS2 与宿主相互作用提供了有用的线索。 
BBB是中枢神经系统和血液之间一个复杂、

动态的天然屏障，负责防御多种有害物质，并

提供日常脑细胞代谢所需的营养物质[21]，但不

排除一些病原菌可能通过各种机制打破这一屏

障，引起脑部疾病。利用永生化人细胞系

hCMEC/D3构建体外 BBB模型已被广泛用于脑

膜炎病原菌黏附和侵袭过程的研究，具有高通
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量、可重复性、同源性和低成本等优点[22]。跨

膜电阻 TEER 值通常被用来评估单层 BBB 模型

的渗透性和完整性[23]，值的大小与屏障功能成

正相关。有研究表明，SS2 烯醇化酶显著降低

了 BBB 模型的 TEER 值，并且增加了穿越屏障

模型的 SS2 菌数[24]。同时，SS2 烯醇化酶诱导

宿主热休克蛋白 60 表达升高，被其作用的屏

障模型的 TEER 值显著降低，证实了热休克蛋

白 60 可以在体内、外提高 BBB 的通透性[25]。

本研究发现 PPCDC 可以在体内、外增加 BBB
的通透性，拓宽对 PPCDC 的认知。 

BBB 平衡机体环境和抵御病原的能力很大

程度上取决于内皮细胞间的紧密连接，紧密连

接蛋白是构成这一屏障的结构基础，包括

claudins、occludin 和 zonala-occludin 家族成员，

这些蛋白的减少或分布变化可能会使 BBB 的

通透性增加，损害其屏障功能。例如，脑膜炎

大肠杆菌诱导的血小板衍生生长因子 B 负向调

节紧密连接蛋白的表达，增加内皮通透性，导

致 BBB 破坏并被细菌侵入[26]，引起中枢神经系

统功能障碍。在目前研究的基础上，我们推测

PPCDC 可能会通过影响内皮细胞间的紧密连

接来改变 BBB 通透性，为后续开展进一步的机

制研究提供了方向。 
此外，疫苗接种是预防猪链球菌感染最有

效的方法之一[27]，猪链球菌的几种抗原蛋白已

被筛选作为候选亚单位疫苗。在本研究中发

现，rPPCDC 能够诱导小鼠产生较高的特异性

IgG 抗体水平，诱导细胞和体液免疫反应，有

效提高 SS2 感染小鼠的存活率。表明 PPCDC
蛋白具有良好的抗原性，有望作为潜在的免疫

原性蛋白进行研究。 

4  结论 
本研究揭示了 PPCDC 影响 BBB 通透性的

实验现象及部分作用机制。PPCDC 可能是 SS2
引起宿主脑膜炎的潜在毒力因子，其能够增加

BBB 通透性，并且具有一定的免疫原性。PPCDC
增强了 SS2 侵袭细胞的能力，引起通过 BBB 的

SS2 数量增加，引发机体脑膜炎。本研究为猪链

球菌病的防治提供新视角、新思路和新靶点。 
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