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摘   要：致病性支原体具有入侵宿主细胞的能力，这是其发挥致病作用的关键。介导支原体入侵

宿主细胞的自身功能蛋白可能是一种潜在的药物或疫苗靶标。【目的】克隆表达牛支原体

(Mycoplasma bovis) MBOVPG45_0564 基因编码蛋白(命名为 LRR5 蛋白)，并探究其在 M. bovis 入
侵宿主细胞过程中的作用。【方法】利用 NCBI 数据库对 MBOVPG45_0564 基因进行同源性分析，

用 Discovery Studio Client 系统对 LRR5 蛋白进行蛋白结构预测；原核表达 LRR5 蛋白并制备其小

鼠多克隆抗体，利用免疫电镜对 LRR5 蛋白进行亚细胞定位；通过平板计数、激光共聚焦显微镜

观察 LRR5 抗体封闭后 M. bovis对胎牛肺(embryonic bovine lung, EBL)细胞入侵率的变化；将 LRR5
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蛋白偶联至荧光微球表面后，以激光共聚焦显微镜及高内涵活细胞成像系统观察微球进入 EBL 细

胞情况。【结果】MBOVPG45_0564 基因在牛支原体属中为保守基因，其编码蛋白 LRR5 为膜相

关蛋白，空间构象呈典型的月牙状，多个重复的亮氨酸基序以超螺旋方式组装并形成螺线管蛋白

质结构单元。LRR5 抗体封闭后，M. bovis 对 EBL 细胞的入侵率显著降低(P<0.05)，荧光微球偶联

LRR5 蛋白后，荧光微球可成功进入 EBL 细胞。【结论】MBOVPG45_0564 基因编码的 LRR5 蛋

白定位在 M. bovis 膜上，在 M. bovis 入侵宿主细胞过程中发挥着重要作用。 

关键词：牛支原体；MBOVPG45_0564 基因；入侵；蛋白表达；生物学功能  
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Abstract: Pathogenic mycoplasma has the ability to invade host cells, which is a key 
mechanism to their pathogenicity. Functional proteins that mediate the entry of mycoplasma 
may serve as potential drug or vaccine targets. [Objective] To clone and express the LRR5 
protein encoded by MBOVPG45_0564 in Mycoplasma bovis and to explore its role in the 
invasion of host cells by M. bovis. [Methods] The NCBI database was used for the homology 
analysis of MBOVPG45_0564, and the structure of LRR5 protein was predicted by the 
Discovery Studio Client system. After prokaryotic expression of LRR5 protein, the mouse 
polyclonal antibody was prepared, and the subcellular localization of LRR5 protein was 
observed by immunoelectron microscopy. The invasion of M. bovis into embryonic bovine lung 
(EBL) cells after LRR5 antibody blocking was observed by plate counting and laser confocal 
microscopy. After conjugation of LRR5 protein to the surface of fluorescent microspheres, the 
entry of the microspheres into EBL cells was observed by laser confocal microscopy and a 
high-content live-cell imaging system. [Results] MBOVPG45_0564 was a conserved sequence 
in M. bovis and encoded LRR5, a membrane-associated protein with a typical crescent-like 
spatial conformation. Multiple repeating leucine motifs were assembled in a supercoiled 
manner to form a solenoid protein structural unit. After LRR5 antibody blocking, the invasion 
rate of M. bovis to EBL cells reduced (P<0.05), and the fluorescent microspheres conjugated 
with LRR5 protein could successfully enter EBL cells. [Conclusion] The LRR5 protein 
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encoded by MBOVPG45_0564 is localized on the M. bovis membrane and plays a role in the 
invasion of M. bovis into host cells. 
Keywords: Mycoplasma bovis; MBOVPG45_0564; invasion; protein expression; biological function 
 
 

牛支原体(Mycoplasma bovis)是目前已知最

小且能自我复制的原核微生物，是严重危害现

代养牛业健康发展的病原体之一，可引起多种

疾病[1]。M. bovis 感染可引致牛肺炎、乳腺炎和

关节炎等疾病，在防治上无有效疫苗和药物，一

旦发病极难净化，呈世界性流行，给全球养牛业

造成了重大的经济损失。M. bovis 具有多种免疫

逃避策略，其中入侵宿主细胞是病原菌免疫逃避

最重要的途径之一。近年来，多项研究表明 M. 
bovis 可入侵多种宿主细胞，包括各类非吞噬细

胞[2]。普遍认为 M. bovis 通过各类黏附素及其靶

蛋白黏附于宿主细胞表面而实现其定植[3]，随后

利用其膜表面某些毒力蛋白介导其入侵，并在胞

内长期存活甚至繁殖，以实现免疫逃避和长程感

染的目标。 
现已证明支原体可通过非自然吞噬的方式

进入宿主细胞内部[4]，如生殖支原体(Mycoplasma 
genitalium, Mg)黏附蛋白 MgPa 可以通过 CypA 黏

附并侵入 SV-HUC-1 细胞，并诱导细胞外 CypA
的分泌[5]；肺炎支原体(Mypoplasma pneumoniae, 
Mp) CARDS 与细胞结合后通过网格蛋白介导的

途径以剂量和时间依赖性的方式快速内化[6]；鸡

毒支原体(Mycoplasma galliscepticum, MG)入侵红

细胞并在一定时间内保持胞内存活繁殖[7]。虽然

越来越多的 M. bovis 膜蛋白被证实与黏附作用相

关，但 M. bovis 入侵细胞过程有关的毒力蛋白尚

未被鉴定，入侵途径尚未解析。 
本研究通过原核表达纯化 LRR5 蛋白、制备

多克隆抗体，以抗体封闭、间接免疫荧光及偶联

微球等方法探究 LRR5 蛋白在 M. bovis 入侵细胞

过程中发挥的生物学功能，对于揭示 M. bovis
免疫逃避机制或疫苗创制提供依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和细胞系 

牛支原体 PG45 标准株(GenBank 登录号为

NC_014760.1)及 PG45-GFP 荧光菌株由中国农

业科学院兰州兽医研究所草食动物细菌病团队

实验室保存；胎牛肺细胞(embryonic bovine lung 

cell, EBL cell)，由甘肃农业大学武小椿教授惠

赠；6−8 周龄无特定病原体(specific pathogen free, 

SPF)级雌性昆明系小鼠，由中国农业科学院兰州兽

医研究所实验动物中心提供，所有动物实验均按照

中华人民共和国实验动物福利伦理审查指南(GB/T 

35892—2018，http://openstd.samr.gov.cn)的要求进

行。动物实验获得中国农业科学院兰州兽医研究所

动物伦理委员会批准(编号：LVRIAEC2021-028)。  
1.1.2  主要试剂和仪器 

弗氏完全佐剂 (Freunds complete adjuvant, 
FCA) 、弗氏不完全佐剂 (Freunds incomplete 
adjuvant, FIA)，默克 Sigma 公司；PPLO 肉汤培

养基、PPLO 琼脂培养基，北京中源合聚生物科

技有限公司；免疫染色封闭液、免疫染色通透液、

细胞膜红色荧光染色试剂盒(DiI)、Hoechst 33342
活细胞染色液、BCA 蛋白浓度测定试剂盒及羊

抗鼠二抗，上海碧云天生物技术股份有限公司；

DAPI、抗荧光淬灭封片剂、SanPrep 柱式 DNA
胶回收试剂盒及 EZ-10 柱式质粒小量抽提试剂

盒，生工生物工程(上海)股份有限公司；T4 DNA 
Ligase，宝日医生物技术(北京)有限公司；荧光

微球，上海涛宇国际贸易有限公司；荧光二抗，

艾博抗(上海)贸易有限公司；凝胶成像系统、酶

标仪，伯乐生命医学产品(上海)有限公司；透射
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电子显微镜，日立里电子有限公司；激光共聚焦

显微镜，徕卡公司；高内涵成像系统，珀金埃尔

默股份有限公司。 
1.2  支原体培养方法及 CFU 的测定 

将牛支原体标准株 PG45 及 PG45-GFP (本
研究团队构建的 GFP 荧光标签支原体菌株)复苏

后扩大培养，用细胞培养液 DMEM 重悬保存，

同时梯度稀释涂布 MTA 平板，在光学显微镜下

计数单菌落。 

1.3  牛支原体入侵率测定方法 
将 EBL 细胞传代至 24 孔细胞板中，待其长

至 80%−90%时，进行细胞计数(每批做 3 个重

复)；将 PG45 按 MOI=1 000 分别加入细胞孔中，

37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中培养 4 h；清洗后

加入工作浓度为 400 µg/mL 的庆大霉素，37 ℃、

5% CO2 细胞培养箱中培养 3 h，以杀死胞外支原

体；PBS 清洗后加入 0.25%含 EDTA 胰蛋白酶过

度消化细胞，12 000 r/min 离心 10 min，重悬后

梯度稀释、涂布于 MTA 平板上计数，并以 t 检

验的方法进行差异性分析。 

1.4  MBOVPG45_0564 基因分析方法 
NCBI 数据库查询比对 MBOVPG45_0564 基

因(GenBank 登录号为 CP002188.1)在支原体属

中的高一致性菌株，并用 MAGE 7 软件、邻接 
(Neighbor-Joining, NJ)法分析及绘制进化树，用

iTOL 网站(https://itol.embl.de)美化进化树。 

1.5  LRR5 蛋白结构分析方法 
使用在线 ExPASy 蛋白分析软件 ProtParam

程 序 (https://web.expasy.org/protparam/) 预 测

LRR5 蛋白(GenBank 登录号为 ADR25256.1)的
基本组成、等电点、疏水性、不稳定性指数等；

采用 UniProt 数据库查询 LRR5 蛋白信息

(https://www.uniprot.org/)；使用 Discovery Studio 
Client 软件，选择 95%一致性无冗余信息数据库

中同源性较高的模板进行同源建模生成蛋白质

三级结构；使用 TMHMM 网站(https://services. 
healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0) 预 测

LRR5 蛋白跨膜域。 

1.6  LRR5 蛋白原核表达及纯化方法 
对膜外区氨基酸基因按照大肠杆菌属进行

密码子优化，选择 Nco Ⅰ和 Xho Ⅰ酶切位点，由武

汉金开瑞生物工程有限公司化学合成，并连接至

pET28a 质粒上。将 LRR5 合成质粒转化至大肠

杆菌 BL21(DE3)感受态细胞中，获得重组质粒菌

LRR5-pET28a-BL21，并由生工生物工程(上海)
股份有限公司测序。以 BL21 空载菌株为对照，

将重组菌株培养至 OD600 为 0.6−0.8 时，按照前

期最优条件(0.1 mmol/L IPTG 16 ℃诱导 30 h)进
行诱导。将菌体超声破碎至悬液清亮，收集上清，

用 0.45 μm 孔径滤膜过滤后用 HisPur™-NTA 树

脂进行目的蛋白纯化。SDS-PAGE 检验纯化蛋白

的纯度，合并仅有目的蛋白的收集管，用分子截

留量为 30 kDa 的超滤管浓缩，以 BCA 法对收集

的蛋白进行浓度测定，加入蛋白缓冲液(兰州兽

医研究所草食动物细菌病团队高鹏程自配)后于

−80 ℃保存。 
1.7  LRR5 蛋白多克隆抗体制备及效价测定 
1.7.1  LRR5 蛋白多克隆抗体的制备方法 

取 10只SPF昆明系雌性小鼠适应性饲养 7 d
后开始免疫，以纯化的 LRR5 蛋白为抗原，与弗

氏完全佐剂/弗氏不完全佐剂 1:1 于冰上乳化，按

100 μg/只免疫，同时设置 PBS 阴性对照及空白

对照。从首免开始记为 0 d，此后每隔 7 d 免疫

一次，共免疫 4 次，其中一免、二免使用弗氏完

全佐剂，三免、四免使用弗氏不完全佐剂。每次

免疫后第 7 天采集小鼠血液，收集血清，将所有

采集到的血清以 5% BSA 溶液按 1:1 000 稀释后

作为一抗进行 Western blotting 检测。根据检测

结果，于 28 d 后采集全部小鼠血液，冻存备用。 
1.7.2  LRR5 蛋白多克隆抗体效价的测定 

将纯化的 LRR5 蛋白以 100 ng/100 μL/孔
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(CB 包被液稀释) 4 ℃过夜包被酶联免疫吸附试

验(enzyme-linked immune sorbent assay, ELISA)
板，每次使用 300 μL/孔的 PBST 溶液进行洗涤，

共进行 3 次；用 2%酪蛋白溶液进行封闭，按    
100 μL/孔于 37 ℃封闭 2 h，PBST 洗涤 3 次；向孔

内分别加入不同稀释度(1:4 000、1:8 000、1:16 000、
1:32 000、1:64 000、1:128 000、1:256 000 和

1:512 000)的小鼠多克隆抗体(PC serum)，以相

同稀释度的非免疫小鼠血清作为阴性对照(NC 
serum)，100 μL/孔，每组设置 3 个复孔，37 ℃孵

育 1 h；PBST洗涤后每孔加入 1:1 000稀释的HRP
标记山羊抗小鼠 IgG，100 μL/孔，37 ℃孵育 1 h；
PBST 洗涤后，避光条件下加入 TMB 底物溶液，

100 μL/孔，室温避光作用 10 min 后 100 μL/孔加

入终止液终止反应；酶标仪 OD450 读数。 
1.8  免疫电镜制备方法 

将 PG45 解冻复苏大量培养，12 000 r/min
离心 10 min 洗涤，留菌体沉淀，沿着离心管壁

小心加入 500 µL 3%戊二醛，过夜固定后将样品

和 LRR5 蛋白多克隆抗体一并送往成都里来生

物科技有限公司进行制样切片，主要步骤如下：

缓冲液清洗、封闭、一抗、清洗、胶体金二抗、

清洗、戊二醛固定、清洗、醋酸铀染色、丙酮脱

水、渗透、包埋、切片、染色，电镜观察。 
1.9  透射电镜样品的制备方法 

将 EBL 细胞培养至 80%，按 MOI=1 000 加

入 PG45，37 ℃、5% CO2 孵育 4 h，PBS 清洗后

用细胞刮刀按一个方向将细胞刮下，清洗菌体沉

淀，随后沿着离心管壁小心加入 500 µL 3%戊二

醛，过夜固定，随后送往中国农业科学院兰州兽

医研究所中心仪器室进行样品后续制作：缓冲液

漂洗、锇酸固定、缓冲液漂洗、酒精脱水、丙酮

脱水、包埋剂渗透、包埋、聚合、修块、超薄切

片，用透射电镜观察样品。 
1.10  LRR5 蛋白多克隆抗体封闭实验 

将PG45与LRR5小鼠多克隆抗体(PC serum) 

(1:100 DMEM 稀释) 4 ℃垂直旋转孵育 4 h，待

EBL 细胞长至 90%时，将处理后的 PG45 按

MOI=1 000 加入细胞中，参照 1.3 所述方法进行

平板计数 (以 PBS 孵育作为对照，记为 NC 
serum)，并用 GraphPad Prism 8.0.2 绘制柱状图

two-way ANOVA 法分析差异性。 

1.11  激光共聚焦显微镜样品制备方法 
将 EBL 细胞接种至细胞爬片上，参照 1.10

所述方法处理 PG45-GFP 菌株，待细胞长至 70%

时接毒，37 ℃孵育 4 h，随后 4%多聚甲醛室温

固定 30 min，免疫荧光通透液室温处理 10 min，

按 DiI 细胞膜染色试剂盒进行细胞膜染色，DAPI

染料进行细胞核染色，取出细胞爬片，加入抗荧

光猝灭剂进行封片。以未处理的 PG45-GFP 作为

对照，记录实验结果，用 ImageJ 进行荧光强度

值分析，并用 GraphPad Prism 8.0.2 绘制柱状图

two-way ANOVA 法分析差异性。 

1.12  高内涵活细胞成像系统样品制备 
参照 1.10 所述方法处理 PG45-GFP 菌株，

按 DiI 细胞膜染色试剂盒及 Hoechst 33342 活细

胞染色液说明书进行染色，随后接毒并上机拍摄

8 h，以未处理的 PG45-GFP 作为对照，记录实

验结果，通过入侵踪迹图及图层叠加 3D 模型图

观察 PG45 入侵细胞的动态，并用 Image 分析定

位在胞内的绿色荧光信号强度值，GraphPad 

Prism 8.0.2 绘制折线图。 

1.13  荧光微球透射电镜样品的制备方法 
将 LRR5 小鼠多克隆抗体(1:100 PBS 稀释)

与荧光微球在垂直旋转仪上室温孵育 2 h，加入

500 μg LRR5 蛋白于垂直旋转仪上 4 ℃过夜共孵

育，成功制备 LRR5 蛋白偶联的荧光微球(以下

简称 LRR5-微球)。同时将 EBL 细胞培养至 70%，

加入与荧光微球偶联的 LRR5 蛋白，37 ℃、5% CO2

孵育 8 h，PBS 清洗后用细胞刮刀按一个方向将细
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胞刮下，离心洗涤留菌体沉淀，随后沿着离心管壁

小心加入 500 µL 3%戊二醛，过夜固定，随后送往

中国农业科学院兰州兽医研究所中心仪器室进行

样品后续制作，用透射电镜观察样品。 

1.14  荧光微球激光共聚显微镜样品制备方法 
按照 1.13 所述方法将 LRR5 蛋白偶联荧光

微球并感染接种至爬片上的 EBL 细胞，按 1.11
的方法进行固定、染色、封片。以未偶联 LRR5
蛋白的荧光微球为对照，记录试验结果，用

ImageJ 进行荧光强度值分析。 

2  结果与分析 

2.1  MBOVPG45_0564 基因分析结果 
使用计算机工具和算法分析从克隆序列中

获得的信息，以预测其身份。基于 Blast 输出分

析，所有查询 MBOVPG45_0564 的一致性显著，

查询覆盖率为 100%，E 值为 0.0，百分比恒等性

为 98.01%−99.96%，该分析涉及 100 个菌株。来

自牛支原体标准株PG45的基因MBOVPG45_0564

在构建的树中用红色背景框标注(图 1)。本实验 

 
图 1  MBOVPG45_0564 基因的进化关系图 
Figure 1  Evolutionary diagram of MBOVPG45_0564 gene. 
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所用菌株与其他部分牛支原体菌株形成 2 个大

支，与牛支原体 F9160、1982-M6152、PG45.1-10、

Hubei-1、Tibet-10、HB0801、NM2012、NX114、

08M、Ningxia-1、16M、XBY01、VK19、Mb225

和 TO19 等菌株一致性均高于 98.01%，表明该

基因在牛支原体属中较为保守。 

2.2  LRR5 蛋白结构分析结果 
ProtParam 预 测 LRR5 蛋 白 分 子 式 为

C3962H6339N1015O1173S3，包含 769 个氨基酸，分子

量为 87 kDa，等电点为 8.45，氨基酸组成中赖

氨酸 (Lys) 和谷氨酸 (Glu) 分别占比 11.8% 和

9.2%，平均疏水性为−0.362，不稳定性指数为

39.30，根据 ProtParam 分析将 LRR5 蛋白归类为

稳定。UniProt 数据库对 LRR5 蛋白注释为

“putative lipoprotein”，在 LRR5 蛋白序列中含有

5 个亮氨酸重复序列(leucine rich repeats, LRR)，

该基序区域具有黏附素活性，通常与蛋白间的互

作有关。从 Discovery Studio Client 软件所预测

的三级结构模型中可看到，该蛋白具有在大多数

含 LRR 区域的蛋白质中看到的特征 α/β 螺线管

马蹄形褶皱(图 2A)。通过 TMHMM 网站对 LRR5

蛋白的跨膜结构进行预测，结果显示：该蛋白 1−6

氨基酸位点为膜内区域；7−25 氨基酸位点为跨膜

区域；26−769 氨基酸位点为膜外区域(图 2B)。 

2.3  LRR5 蛋白原核表达 
对 LRR5-pET28a 质粒用 Nco Ⅰ和 Xho Ⅰ双酶

切显示条带大小符合，经测序比对与目的序列一

致，表明重组质粒合成无误。 

诱导结果显示，LRR5 蛋白主要存在于上清

中(图 3A)，IPTG 的终浓度为 0.1 mmol/L、温度

为 16 ℃、时间为 30 h 时，LRR5 蛋白为可溶性

形式。通过 HisPur™-NTA 树脂纯化(图 3B，泳

道 1−9)、超滤管浓缩(图 3B，泳道 10)获得 LRR5

蛋白。 

2.4  LRR5 蛋白多克隆抗体的制备及效价

的检测 
用纯化的 LRR5 蛋白免疫 SPF 小鼠 4 次后

分离血清，以 Western blotting 检测抗体滴度，

结果显示：7 d 即可检测到明显的特异性条带，

随着免疫次数的增加，小鼠血清中抗体滴度持续

升高，第 28 天时抗体滴度达到最高(图 4A)，所

制备的多克隆抗体在 1:512 000 时达到临界值，

具有较高的免疫原性(图 4B)。 

2.5  免疫电镜观察 LRR5 蛋白亚细胞定位 
免疫电镜结果显示，LRR5 免疫阳性金标颗

粒沉淀定位在牛支原体 PG45 膜上(图 5，箭头)，

证明该蛋白为支原体膜相关蛋白，与生物信息学

预测结果相符。 
 

 
 

图 2  LRR5 蛋白结构分析   A：LRR5 蛋白结构模型三视图. B：LRR5 蛋白跨膜结构预测图 
Figure 2  LRR5 protein structure analysis. A: The three views of LRR5 protein structure model. B: The 
prediction map of the transmembrane structure of LRR5 protein.  
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图 3  LRR5 蛋白的原核表达及纯化   A：LRR5-pET28a-BL21 16 ℃不同 IPTG 诱导浓度下的 Western 

blotting 图. M：蛋白 Marker；1−8 依次为 0.1、0.5、1、5 mmol IPTG 上清和沉淀. B：HisPur™-NTA 树

脂纯化 LRR5 蛋白考马斯亮蓝染色图. M：蛋白 Marker；1：纯化流穿液；2–9 依次为 12.5、50、75、

100、200、300、500、1 000 mmol/L 洗脱液；10：LRR5 蛋白  
Figure 3  Prokaryotic expression and purification of LRR5 protein. A: LRR5-pET28a-BL21 Western 
blotting diagram of different IPTG induction concentrations at 16 ℃. M: Protein Marker; 1−8: 0.1, 0.5, 1,    
5 mmol IPTG supernatant and precipitate. B: HisPur-NTA™ resin purified LRR5 protein Coomassie brilliant 
blue staining diagram. M: Protein Marker; 1: Purified flow through; 2–9: 12.5, 50, 75, 100, 200, 300, 500, 
and 1 000 mmol/L eluent, respectivily; 10: LRR5 protein. 

 

 
 

图 4  LRR5 蛋白小鼠多克隆抗体制备及效价检测   A：LRR5 蛋白多抗 Western blotting 图. M：蛋白

Marker；免疫 0、7、14、21、28 d 血清. B：LRR5 蛋白多抗效价统计图  
Figure 4  Preparation of mouse polyclonal antibody with LRR5 protein and titer detection. A: Western 
blotting diagram of LRR5 protein polyclonal antibody. M: Protein Marker; Serum of 0, 7, 14, 21, and 28 d. B: 
Multi-titer chart of LRR5 protein. 
 

2.6  PG45 入侵 EBL 细胞透射电镜观察结果 
透射电镜结果显示，与未被 PG45 感染的细

胞对比，感染 4 h 时已有部分 PG45 入侵至 EBL
细胞内部，同时可观察到 PG45 可黏附于细胞膜

外表面(图 6)。 

2.7  LRR5 抗体封闭实验结果 
与牛支原体标准株 PG45组和血清阴性组相

比，用 LRR5 蛋白多克隆抗体封闭 PG45 后牛支

原体的入侵率显著下降 (P<0.05)，可以说明

LRR5 蛋白与牛支原体入侵细胞有关，可能是牛

支原体入侵的关键蛋白(图 7)。 

2.8  激光共聚焦显微镜研究 LRR5 蛋白功能 
共聚焦结果发现，当用 LRR5 小鼠多克隆抗

体封闭 PG45 后牛支原体不能入侵 EBL 细胞，

而未封闭 PG45的组中牛支原体可以正常入侵细

胞(图 8A)，进一步对胞内荧光强度的数据分析

可知：当抗体封闭 PG45 后牛支原体的入侵率下

降(P<0.05) (图 8B)。 



 

 

 

冯雅茹 等 | 微生物学报, 2024, 64(5) 1477 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

2.9  高内涵成像系统研究 LRR5 蛋白功能 
高内涵成像系统结果显示：与未处理的

PG45 组相比，当 LRR5 小鼠多克隆抗体封闭

PG45 之后，牛支原体入侵 EBL 细胞的能力大大

减弱，胞内可见的绿色荧光几乎没有，从运动轨

迹上看也无向细胞内部迈进的趋势，通过图层叠

加所形成的 3D 模型中可以看出封闭后的 PG45

存在于细胞表面(图 9)。 

 
 

图 5  LRR5 蛋白免疫电镜图   白色箭头为标记

的 LRR5 蛋白 
Figure 5  LRR5 protein immunoelectron microscopy. 
The white arrows are labeled LRR5 proteins. 

 

 
 

图 6  PG45 入侵 EBL 细胞透射电镜图   A：PG45 感染 EBL 细胞 4 h 透射电镜图. 白色箭头表示入侵

至胞内 PG45；白色三角形表示为胞外 PG45. B：空白细胞透射电镜图 
Figure 6  Electron microscopy of PG45 invasion of EBL cells. A: The transmission electron microscopy of 
EBL cells infected by PG45 for 4 h. The intracellular PG45 is shown by white arrow; The extracellular PG45 is 
shown by white triangle. B: The transmission electron microscopy of negative control cells. 
 
 
 
 
 

 
图 7  LRR5 抗体封闭实验结果   PC 为阳性；

NC 为阴性. *代表显著差异(P<0.05) 
Figure 7  LRR5 protein antibody blocking test 
results. PC is positive; NC is negative. * represents 
significant difference (P<0.05). 

2.10  透射电镜观察 LRR5-微球入侵现象 
透射电镜观察结果显示：偶联 LRR5 蛋白的

荧光微球可以入侵 EBL 细胞(图 10A，白色箭

头)，但荧光微球对照组未能在细胞质内观察到

荧光微球，显示荧光微球不具有入侵细胞的能力

(图 10B)。该实验结果表明 LRR5 蛋白具有介导

大分子物质入侵细胞的功能。 
2.11  激光共聚焦观察 LRR5-微球入侵现象 

将 LRR5 蛋白偶联至绿色荧光微球，使用激

光共聚焦显微镜观察可见：偶联 LRR5 蛋白的荧

光微球可在 8 h 内入侵至 EBL 细胞内部，而

IgG-microsphere 组则大量黏附于细胞表面，未

在胞质内观察到明显的荧光信号(图 11A)，分析 
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胞内绿色荧光强度发现，偶联 LRR5 蛋白组荧光

值显著高于 IgG 对照组(P<0.01) (图 11B)。本试

验结果证明 LRR5 蛋白与牛支原体的入侵过程

有关。 
 

 
 

图 8  LRR5 抗体封闭后 PG45 与 EBL 细胞共孵育激光共聚焦显微镜图   A：牛支原体入侵 EBL 激

光共聚焦显微镜观察图. B：荧光强度分析图. *代表显著差异(P<0.05) 
Figure 8  Laser confocal microscopy after co-incubation of LRR5 protein with EBL cells. A: Mycoplasma 
bovis invasion EBL laser confocal microscopy image. B: Fluorescence intensity analysis plot. * represents 
significant difference (P<0.05). 

 

 
 

图 9  LRR5 抗体封闭后 PG45 入侵 EBL 细胞高内涵活细胞成像图   Merge 为 PG45 入侵细胞图；Find 
spot 为细胞表面及内部 PG45 运动轨迹示踪图；3D 为 PG45 入侵细胞模型图  
Figure 9  Imaging of high-content live-cell with LRR5 protein invasion of EBL. Merge is the PG45 
invading cell map; Find spot is the PG45 motion trajectory tracer map of the cell surface and interior; 3D is 
the PG45 invading cell model map. 
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图 10  LRR5 蛋白偶联荧光微球后入侵 EBL 细胞透射电镜图   A：LRR5 蛋白偶联荧光微球实验组. B：

荧光微球对照组 
Figure 10  LRR5 protein-coupled fluorescent beads invading EBL cells with transmission electron 
microscopy. A: LRR5 protein-conjugated fluorescence microsphere experimental group. B: Fluorescent bead 
control group. 
 

 
 

图 11  LRR5 蛋白偶联荧光微球后入侵 EBL 细胞激光共聚焦图   A：LRR5 蛋白入侵 EBL 激光共聚

焦显微镜观察图. B：荧光强度分析图. **代表极显著差异(P<0.01) 
Figure 11  Laser confocal pattern of invasion of EBL cells after LRR5 protein conjugated fluorescent beads. 
A: Observation of LRR5 protein invasion EBL laser confocal microscopy. B: Fluorescence intensity analysis 
plot. ** represents very significant difference (P<0.01). 
 

3  讨论与结论 
目前，关于牛支原体的致病性与相关毒力因

子以及致病机制的研究并不十分深入和清晰。牛

支原体入侵宿主是一个复杂的过程，且牛支原体

会通过入侵的方式来逃避宿主的免疫，造成长期 
慢性感染，为养殖业带来巨大的损失。筛选及鉴 

定牛支原体上与入侵相关的毒力基因，并探究该

基因功能变得尤为重要。然而，牛支原体入侵宿

主会涉及到自身的黏附和入侵蛋白、分泌系统、

代谢产物等方面，或与宿主细胞膜表面受体、信 

号传导等密切相关，因而牛支原体入侵的毒力基

因筛选及鉴定具有较大的难度。 
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富亮氨酸重复序列(LRR)广泛存在于病毒、

细菌、古菌和真核生物蛋白中，具有各种二级结

构，目前已知结构的 14 种 LRR 蛋白，每种均包

含 4−17 个重复序列，揭示了 LRR 结构域折叠成

马蹄形(或弧形)，重复序列通过氢键网络结合在

一起在凹面上具有平行的 β 片，提供多功能的蛋

白质结合支架[8]，这是由名为 LRR 基序的保守

序列模式产生的，其最小形式为“LxxLxL”类型，

其中 L 通常是亮氨酸，较少是其他疏水氨基酸。

已经确定了近 400 个 LRR 结构域的三维结构[9]，

尽管序列具有显著的多样性，但它们大多形成高

度相似的结构。LRR 结构域主要参与蛋白质-蛋
白质相互作用，并具有不同的功能和细胞位置，

如信号转导、细胞黏附、DNA 修复、重组、转

录、RNA 加工、抗病、冰核、细胞凋亡、植物

免疫反应和哺乳动物先天免疫反应[8]，通常发挥

受体或配体的作用[10]。在先天免疫中，LRR 模

块存在于许多受体类别的各种结构域组织中，如

植物受体样激酶(RLK)、受体样蛋白(RLP)、NOD
样受体(NLR)和 Toll 样受体(TLR)。在植物基础

免疫中，LRR N 末端结构域面向细胞外环境，

存在于受体样激酶 (RLK)或受体样蛋白 (RLP)
中，具体取决于受体胞质侧是否存在 C 端激酶

结构域 [11]。Lee 等 [12]研究了巨噬细胞中含有

NACHT、LRR 和 PYD 结构域的蛋白 3 (NLRP3)
炎症小体，发现 NLRP3 或半胱天冬酶-1 敲除后，

巨噬细胞促进黑色素瘤细胞迁移和侵袭的能力

大大降低，用 NLRP3 炎症小体抑制剂 celastrol
处理降低了巨噬细胞刺激黑色素瘤细胞迁移和

侵袭的效力，但是否 LRR 基序发挥了主要作用

还 有 待 研 究 。 据 Adamu 等 [13] 报 道 ，

MBOVPG45_0565 基因与牛支原体黏附宿主有

关，该基因编码的 mbfN 蛋白存在 LRR 基序，

但是否因为含有 LRR 基序才得以发挥黏附功能

尚不清楚。在比对了基因、分析了结构、封闭了

蛋白后，证明了 LRR5 蛋白可以介导牛支原体入

侵宿主细胞，但 LRR 基序具体发挥了何种作用

还需后续深入研究。 
由于支原体的基因组简单、缺乏细胞壁、生

物合成的能力有限、缺乏可用于基因组编辑和严

格监管的工具，这使得支原体在遗传操作上无法

获得有效的进展，阻碍了对牛支原体致病机制的

理解。Piñero-Lambea 等[14]开发了一种基于 GP35
的寡核苷酸重组系统，通过点突变在 Mp 中取得

良 好 的 效 果 ； 同 时 报 告 了 一 种 与 基 于

CRISPR/Cas9 的 Mp 反选择偶联的重组技术

GP35-CRISPR/Cas9 系统，该系统进行基因编辑

不会留下任何痕迹，因此可以在不需要选择标记

回收的情况下进行迭代轮次。这为支原体的遗传

编辑提供了新的策略，将重组酶 GP35 应用在牛

支原体定向基因操作的研究中，或许是一种极有

潜 力 的 研 究 方 向 。 此 外 ， Klose 等 [15] 和

Mahdizadeh 等[16]利用 CRISPR/Cas 系统将 ksgA

靶基因以及 mnuA 靶基因替换成春日霉素抗性

基因以此对 MG 进行了定向诱变，研究发现 Mp

和 M.b 中的主要核酸酶由 mnuA 基因编码，该基

因的直系同源物存在于 MG 基因组中。由于支原

体中许多基因的功能未知、用于靶向诱变的工具

有限，所以 CRISPR/Cas 系统尚未成功用于支原

体基因组的靶向操作等，但牛支原体似乎可以借

鉴 MG 的遗传操作，能否成功有待研究。转座子

作为支原体的宝贵遗传工具，Lan 等[17]构建了转

座子突变体库并结合高通量筛选了 34 个新黏附

相关基因，其中突变了牛支原体 LPPB 蛋白后牛

支原体对 EBL 细胞的黏附下降，随后被证实

LPPB 为牛支原体黏附关键因子，可作为牛支原

体潜在治疗和疫苗靶点。尽管已有一些相关报

道，但目前仍无高效且稳定成熟的遗传操作系
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统，对于基因敲除株的构建存有一定难度，因此，

本研究目前未能成功构建 MBOVPG45_0564 基

因的敲除菌株，实现该基因的敲除。  
入侵作为重要的致病机制和免疫逃避机制，

其作用机制在其他细菌上有所报道，但在牛支原

体上尚不清晰。李斯特菌(Listeria monocytogenes, 
LM) CICC 21635 黏附和侵袭吞噬细胞和非吞噬

细胞的能力是其发病机制的一个重要方面，其中

内化素 A (InlA)和内化素 B (InlB)在入侵过程中

发挥作用。InlA 结合 E-钙黏蛋白后可将 β 连环

蛋白和 α 连环蛋白招募到细菌侵入位点，又与肌

动蛋白结合进而触发肌动蛋白的聚合；InlB 结合

肝细胞生长因子受体 Met，通过诱导 Gabl、Cbl
和 Shc 等一些调节蛋白的招募，活化位于质膜的

磷酸肌醇-3 激酶(PI3K)，调节上游肌动蛋白的重

排，以此介导内吞作用诱导细菌摄取[18]；另外，

LM 还可依靠网格蛋白依赖性内化机制完成侵

袭。研究发现，InlA 和 InlB 都含有 LRR 基序，

InlA 由一个 N 末端帽、一个富含亮氨酸的重复

结构域(LRR)和一个 Ig 样重复结构域组成，后跟

3 个间隔结构域以允许在细胞表面呈递，InlA
的受体通过其 LRR 结构域的凹面结合 E-钙黏

蛋白[19]；哺乳动物细胞活性可通过 InlB 结构域

引发，该结构域由成熟的 595 残基蛋白(67 kDa)
的 N 末端 213 残基(24 kDa)组成，包含了 InlB
的 LRR 区域，InlB 是通过与 PI3 激酶的膜定位

有关的衔接蛋白的 InlB 刺激酪氨酸磷酸化，进

而激活宿主细胞内的磷酸肌醇 PI3 激酶诱导吞

噬作用，PI3 激酶参与包括影响肌动蛋白聚合在

内的许多信号事件，因此，该结构域对于激活

PI3 激酶和影响细胞骨架变化既必要又充分，

LRR 结构域也足以诱导吞噬作用[20]。因此，LM
的入侵方式可能也适用于牛支原体，这将会在后

期进行研究。此时，鉴定牛支原体与入侵有关的

基因对机制的研究、产生新的疫苗和疗法至关重

要，本研究以期为牛支原体致病机制和免疫逃避

机制的研究奠定基础提供方向，为牛支原体疫苗

的研发提供靶点。 
本研究成功表达了牛支原体 LRR5 蛋白，制

备了多克隆抗体，通过抗体封闭实验及可视化观

察初步探究了 LRR5 蛋白与牛支原体入侵过程

相关的功能；通过偶联荧光微球后透射电镜、激

光共聚焦显微镜及高内涵活细胞成像系统的观

察，证明了 LRR5 蛋白具有入侵宿主细胞 EBL

的能力。综上所述，MBOVPG45_0564 基因是介

导牛支原体入侵宿主的关键基因，编码的 LRR5

蛋白是关键蛋白。 
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