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摘 要：为了表达丝状支原体丝状亚种 HI型（J::HI）中国分离株 K&LM !脂蛋白 N（OPPN）0末端基因，将该基因
经 QIL扩增后克隆至原核表达载体 P948#;中，经酶切、QIL、测序证实获得了重组表达质粒，转化 !"#$%&’#$’( #)*’
1O#%（R98）菌，经 MQ4S诱导后获得可溶性融合蛋白，表达量占菌体总蛋白的 "8TFU，用 0<6042 K<D·1<>V纯化试剂盒
纯化后，蛋白纯度达 7"U以上。表达蛋白经W.D,./> -(’,检测其抗原活性，结果表明纯化蛋白可与 I1QQ标准阳性血
清发生强烈的反应，而与阴性血清不发生反应。
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丝状支原体丝状亚种 HI型（+,#)-*(".( .,#)’/% D@-DP)
.,#)’/%" HI，J::HI）是引起牛传染性胸膜肺炎（I’>,;B<’@D
1’X<>. Q(.@/’>.@:’><;，I1QQ）的病原，该病又称牛肺疫，被世
界动物卫生组织（*M9）列为 2类传染病［%］。在 *M9公布的 %"
种 2类传染病中，I1QQ是唯一由细菌引起的传染病，该病危
害严重，这不仅是由于较高的发病率和死亡率，更是由于其

限制了牛及其肉制品的对外贸易，严重影响发病国家畜牧业

的发展。因而从全球社会经济学角度讲，I1QQ是最严重的
动物传染病之一。因此有 I1QQ流行的国家，对它的控制和
消灭都非常重视。I1QQ 常表现为亚急性或无临床症状感
染，这给该病的消灭带来很大困难。补体结合试验（IY4）是
*M9推荐使用的血清学诊断方法。研究表明，该方法在 I1QQ
流行的急性期较为敏感，在急性期过后或感染 8个月后，其
敏感性大大降低［#，8］，同时由于 IY4所用抗原为 J::HI的表
面全抗原，这容易与丝状支原体簇的其他成员发生交叉反

应，产生假阳性结果［! Z F］。因而，一种敏感、特异的诊断方法

的研究对 I1QQ的快速诊断与控制具有重要意义。
近些年来，研究者们对 J::HI的表面抗原蛋白进行了

广泛的研究，发现膜定位的脂蛋白与 J::HI的致病力及刺
激机体产生免疫反应有密切关系［#，3，7］，所以成为研究的热

点。脂蛋白 2（OPP2）是丝状支原体簇所共有的，其中仅有少
数几个抗原表位是 J::HI 所特有的［%$，%%］；脂蛋白 1（OPP1）
仅存在于 J::HI 非洲株［%#］；脂蛋白 I（OPPI）虽存在于

J::HI非洲株、欧洲株和疫苗株，但它的基因序列与丝状支
原体 簇 中 +,#)-*(".( .,#)’/% D@-DP) .,#)’/%" OI 株 和
+,#)-*(".( DP) -’X<>. B/’@P F株的同源性较高［%8］；脂蛋白 N
（OPPN）存在于 J::HI非洲株、欧洲株和疫苗株，而在丝状支

原体簇的其他成员中未发现，该基因的 0末端富含亲水氨基
酸，表面暴露，在自然和试验感染牛体内均可诱导产生早期、

特异、强大、持续的免疫反应；相反，其 I末端富含疏水氨基
酸，是一种膜内结构，不具有免疫原性［%!］。因而，OPPN 0末
端基因编码的蛋白是一种较为理想的 I1QQ诊断抗原。本研
究利用基因重组技术将我国 J::HI分离株 OPPN 0末端基因
克隆到原核表达载体 P948#;中，利用大肠杆菌进行融合表达，
经亲和纯化后，对目的蛋白进行免疫检测，确定其有良好的免

疫活性，从而为 I1QQ特异性诊断方法的建立奠定了基础。

% 材料和方法

%&% 材料
%&%&% 菌种和质粒：J::HI K&LM !菌株由本实验室保存。
大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）1O#%（R98）和表达载体 P948#;购
自 0’X;B.> 公司。J::HI K&LM !阳性重组质粒 OPPN6IK%
由高玉龙等［%"］构建。

%&%&’ 主要试剂：小量 R02胶回收试剂盒和质粒抽提试剂
盒购自上海华舜生物工程有限公司；Q[/’-.D,4J高保真 R02聚
合酶、4! R02连接酶、R02 J;/\./ 购自 4;];L;公司；限制性
内切酶 !#)L"和 0(*"购自 H;>B’>公司。1@B1@D,./4J 0<6042
K<D·1<>V纯化试剂盒购自 0’X;B.>公司。鱼明胶和 KLQ6兔抗
牛 MBS酶标结合物购自 H<B:;公司。
%&’ 引物设计
根据 S.>1;>\中 J::HI脂蛋白 OPPN基因序列（收录号

为：2Y$F#F%5 ）［%!］设计，引物的核苷酸序列为：上游引物
（Q%）："^6SISS2244I224S222224222I2424I2S4I68^，其 "^
端设计有 !#)L"位点；下游引物（Q#）："^6S2IS4IS2I244



!!!"###$#!"$##"##"%&’，其 (’端设计有 !"#!位点。引物
由上海 )*+,-+公司合成并经过 ./0$纯化。以 /1 和 /2 为
上、下游引物扩增 0334 5末端基因，预期扩增长度为 (6273，
克隆至 38#&2*载体，理论上表达一个两端带有 .9:%;*,的融
合蛋白、分子量约为 <2=>（38#&2*载体 5端带有融合蛋白分
子量约为 2?=>，表达目的蛋白分子量约为 21=>）。
!"# 表达载体的构建和鉴定
以阳性重组质粒 0334%$.1为模板，利用 /@A-7B:;#C >5!

聚合酶和引物 /1、/2扩增脂蛋白 0334 5末端基因。(?"0反
应体系：1? D 7EFFBA ("0，2G(HH-IJ0 K5#/: <"0，>5!模板 1"0，
1?"H-IJ0 引物各 2G("0（31 和 32），/@A-7B:;#C >5! 聚合酶

1"0，纯水 &<"0。/$L 反应条件：M(N (H9+；M<N <(:，((N
O?:，P2N O?:，共进行 &?个循环；P2N 1?H9+。/$L扩增产物
用小量 >5!胶回收试剂盒回收，参照试剂盒说明书进行操
作。胶回收产物和 38#&2*质粒分别用 $%&L!和 !"#!双酶
切，酶切产物仍按上述方法分别回收。将回收的 0334 5末
端基因与 38#&2*质粒用 #< >5!连接酶连接，构建重组表达
载体。重组表达载体转化感受态细胞 Q021（>8&），利用 !H3
抗性筛选重组转化子，并经酶切、/$L鉴定后送上海 )*+,-+
公司测序。

!"$ %&&’(末端基因的诱导表达
将鉴定好的阳性重组菌接种于含 0Q培养基（含氨卞霉

素 (?",JH0）的试管内，摇床内 &PN、22?AJH9+过夜培养。次
日以 1R浓度接种 0Q培养基，摇床内 &PN、22?AJH9+增菌，然
后加入 S/#"进行诱导。为了获得理想的表达量，分别以不
同菌液浓度（’O??值为 ?G2、?G<、?GO、?G6、1G?、1G2）、不同 S/#"
浓度（?G2、?G<、?G6、1G?、1G2HH-IJ0）以及不同诱导时间（1T、

2T、&T、<T、(T、过夜）来优化诱导条件。表达产物经超声波破
碎后，在 <N、1(???, 离心 1?H9+，上清和沉淀同时用 )>)%
/!"8分析，检测目的蛋白的存在形式，以确定纯化方案。
!") 融合蛋白的亲和纯化
用 QE,QE:;BA#C 59%5#! .9:·Q9+K纯化试剂盒在自然条件

下对目的蛋白进行纯化。按纯化试剂盒操作手册说明进行，

诱导后的菌液离心收集菌体，加入 QE,QE:;BA#C蛋白裂解液裂
解菌体蛋白，离心后收集上清液与镍亲和树脂作用 1T，然后
将上清液和树脂一起加入到空柱内，上清液自然流出，然后

加入 6H0洗液（U*:T QEFFBA）洗涤树脂，将未结合的蛋白和与
树脂结合不紧密的杂蛋白洗脱掉，再加入 P D ?G(H0蛋白洗
脱液（8IE;B QEFFBA）洗脱目的蛋白，分管收集目的蛋白洗脱液，
用 )>)%/!"8分析纯度。
!"* 目的蛋白抗原性检测
应用从葡萄牙里斯本（VS8指定的牛传染性胸膜肺炎参

考实验室）进口的 $Q//阳性血清、.L/%兔抗牛 S,"酶标结合
物进行 UB:;BA+ 7I-;分析，以检测表达目的蛋白的抗原性。

+ 结果

+"! 重组表达载体的鉴定
用 /1、/2引物进行 /$L扩增，以 $%&L!和 !"#!酶切，

电泳结果显示 /$L产物及酶切片段的大小与预测结果一致。
利用位于 38#&2*载体 #P启动子上、下游引物对重组质粒进
行测序，结果表明 0334 5末端基因插入的位置、大小和读码
框均正确。

+"+ %&&’ (末端基因在大肠杆菌中的表达和纯化
阳性重组质粒在大肠杆菌中诱导后，出现目的融合蛋

白，大小约 <2=>，而非诱导对照在 <2=>附近未出现蛋白条
带。通过对表达条件的优化，)>)%/!"8结果经薄层扫描分
析表明，菌液浓度 ’O??为 ?G6（图略）、诱导时间为 &T（图略）、

S/#"浓度为 1G?HH-IJ0（图 1）时，目的蛋白表达量最大，可占
菌体总蛋白的 (&GPR。由此可见，构建的含 0334 5末端基
因的重组表达载体转化 Q021（>8&）菌经诱导后能高效表达
0334 5末端基因编码蛋白。

图 ! 不同 ,-./浓度诱导表达目的蛋白的 0102-3/4
W9,X 1 )>)%/!"8 *+*I@:9: -F ;TB ABY-H79+*+; 3A-;B9+ 9+KEYBK 7@

K9FFBAB+; S/#" Y-+YB+;A*;9-+

1G Z+9+KEYBK 7*Y;BA9*；2 [ OG S+KEYBK \9;T 1G2，1G?，?G6，?G<，

?G2HH-IJ0 S/#"；CX /A-;B9+ H*A=BA X

图 + 表达目的蛋白纯化后 0102-3/4分析
W9,X2 )>)%/!"8 *+*I@:9: -F 3EA9F9BK 3A-;B9+

1GLBY-H79+*+; 3A-;B9+ 7BF-AB 3EA9F9Y*;9-+； 2GU*:T 7EFFBA； & [ MG

LBY-H79+*+; 3A-;B9+ 3EA9F9BK 9+ 8IE;B 1 [ P；CX/A-;B9+ H*A=BA X

表达产物经超声波破碎后，<N、1(???,离心 1?H9+，上清和沉
淀同时用 )>)%/!"8分析，结果表明，目的蛋白主要在上清液
中，以可溶形式存在，所以选择在自然条件下纯化目的蛋白。

用 )>)%/!"8分析结果表明，与蛋白裂解液作用后的镍亲和
树脂经洗液（U*:T QEFFBA）洗涤后，洗掉许多杂蛋白（图 2，第 2
泳道），分管收集的蛋白洗脱液（8IE;B QEFFBA）中蛋白纯度可达
M(R以上（图 2），用考马斯亮兰 "%2(?检测试剂（QA*KF-AK法）
检测蛋白浓度，第 1、2管蛋白（图 2，第 &、<泳道）浓度在 &??
[ <??",JH0，从第 &管开始蛋白含量逐渐降低。
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!"# 目的蛋白抗原性检测
目的蛋白和中分子量蛋白 !"#$%#经 &’&()*+,后，电转

移到硝酸纤维素膜（-.）膜上，将 -.膜用 /0的鱼明胶于室
温下封闭 12，洗涤 /次后将其放入以 1：34倍稀释的 .5))阳
性血清溶液中，室温下作用 12，同上洗涤 /次后将其放入以
1：6444倍稀释的 78)(兔抗牛 9:+酶标结合物溶液中，室温下
作用 12，同上洗涤后，用底物溶液（二氨基联苯胺）显色，同时
设阴性对照（血清为 .5))阴性血清，其他同上）。结果显示
与 .5))阳性血清作用的 -.膜上出现了大约 ;<$’左右的目
的条带，而与 .5))阴性血清作用的 -.膜没有任何条带，表
明表达的重组蛋白具有抗原活性（图 /）。

图 # 表达目的蛋白的$%&’%() *+,’检测
=>:?/ @%AB%#C DEFB "C"EGA>A FH #%IFJD>C"CB K#FB%>C

!? )#FB%>C J"#$%#；1L8%IFJD>C"CB K#FB%>C；<L-%:"B>M% IFCB#FE ?

# 讨论

!JJ&.无细胞壁，由 /层细胞膜包裹而成，基因组大小
为 1<11LN$D［1O］，属于丝状支原体簇（!GIF>P%A IEQAB%#）成员［1N］，
该簇还有其他 6 个成员，分别是：! !"#$%&’()’ )"#$*+,(
AQDAK? )"#$*+,( BGK% R.；" !"#$%&’()’ #’%-*#$&.) AQDAK?
/’%-*#$&.)；#!"#$%&’()’ #’%-*#$&.) AQDAK? /’%-*%0,.)$0*’,；$
!"#$%&’()’ )"#$*+,( AQDAK? /’%-*；%!"#$%&’()’ AQDAK? DFM>C%
:#FQK N。由于 !JJ&.与其它 6种支原体有共同抗原决定簇，
所以用 !JJ&.全菌体制成的 .=S抗原进行血清学诊断，存
在一定程度的假阳性［; T N］。研究证实，在 !JJ&.的几种脂
蛋白中，RKKU是 !JJ&.所特有的，而在丝状支原体簇的其
他成员中未发现。为了寻找一种较为理想的诊断抗原，本试

验克隆并表达了 !JJ&. 7V89 &株 RKKU -末端基因编码的
蛋白，经 @%AB%#C DEFB方法对该蛋白的抗原活性进行了初步分
析，试验表明该蛋白可与 .5))标准阳性血清发生特异性反
应，具有较好的抗原活性。该蛋白是否可作为建立敏感、特

异的 .5))检测方法的抗原，我们将在下一步的工作中进行
研究。

以前的研究已证实［16］，我国不同地区 !JJ&. 分离株

RKKU基因核苷酸及氨基酸序列同源性在 WW0以上，与模式
株 )+1和 +%C5"C$公布的 RKKU基因核苷酸及氨基酸序列的
同源性也在 WW0以上，可见 RKKU基因是相当保守的，所以本
试验选择了 !JJ&.我国分离株中的 7V89(&为研究对象，
应用原核表达系统以融合蛋白的形式高效表达了目的蛋白，

经优化表达条件后，表达量可占菌体总蛋白的 6/LN0。由于

K,S/<"载体在多克隆位点的两端都带有 O个 7>A标签，所以

为其纯化提供了方便，本试验用带有 O X 7>A(B"::%P的 ->(-S*
柱子进行纯化，并经 &’&()*+,分析显示，蛋白纯度可达 W60
以上。R% +FHH等［13］从 1//株支原体中筛选出 1株特异性单
抗，该单抗能够识别一种分子量约为 34$’的 !JJ&.抗原，
他们用该单抗建立了用于诊断 .5))的竞争 ,R9&*方法，但
其所识别的约 34$’的蛋白质抗原性尚未确定。而本研究所
表达蛋白的序列、结构清楚，更易于在体外操作。

经多次测序证实［16，1W］，与模式株 )+1和 +%C5"C$公布的
RKKU基因核苷酸序列比较，我国 !JJ&.分离株 RKKU基因
在第 /3位碱基均由 * 变成 +，相对应的氨基酸由谷氨酸
（+EQ）变成甘氨酸（+EG），由于 +EQ为极性酸性氨基酸，而 +EG
为非极性氨基酸，所以该处碱基的改变有可能会影响编码蛋

白的结构与活性，本试验表达的蛋白经 @%AB%#C DEFB方法检测
证实该处碱基的突变并没有影响编码蛋白的抗原活性。
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