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摘要： 旨在了解绵羊肺炎支原体 （Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｏｖｉｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ） ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白的生物学特性及其蛋白免疫原性。 用在线分析软件预测 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白

的理化性质、 Ｂ 细胞抗原表位、 糖基化位点、 二级结构及三级结构等； 采用 ＰＣＲ 方法从病羊鼻拭子样品中扩增得到 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 基因片段， 经 ＮｄｅⅠ、
ＸｈｏⅠ酶切纯化后， 将其连接到 ｐＥＴ－４２ｂ 载体上， 构建原核表达载体 ｐＥＴ－４２ｂ－３０Ｓ ｒｐｓＥ， 使用不同浓度 ＩＰＴＧ 诱导蛋白在大肠杆菌 ＢＬ２１ 中表达；
重组蛋白通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进行鉴定， 用镍层析法纯化蛋白后， 与弗氏佐剂 １ ∶ １ 混合注射免疫家兔， 然后采取全血， 检测血清抗体

效价及特异性。 结果： 经预测 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白是亲水无信号肽的膜外蛋白， 无跨膜结构域， 有一个糖基化位点； 成功构建了原核表达载体 ｐＥＴ－

４２ｂ－３０Ｓ ｒｐｓＥ， 表达的重组蛋白分子量约为 ２５􀆰 ９ ｋｕ， 以包涵体和可溶性的形式存在； 免疫家兔后血清抗体效价为 １ ∶ ２５ ６００， 证实 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白

具有较好的免疫原性。
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　 　 绵羊肺炎支原体 （Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｏｖｉｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ） 可

引起绵羊、 山羊呼吸道传染病， 临床表现以咳嗽、 消

瘦及肺间质性、 增生性胸膜肺炎为特征， 同时动物中

的多种疾病综合征也与支原体相关， 如乳腺炎、 多关

节炎及生殖障碍等［１］。 早在 １９６３ 年 Ｍａｃｋｅｙ 从绵羊体

内分离得到绵羊肺炎支原体， 我国胡景韶等于 １９８２
年首次报道从四川某羊场分离出绵羊肺炎支原体， 而

后中国云南、 新疆、 宁夏等地陆续有关于绵羊肺炎支

原体感染的病例报道， 目前该病在全国广泛流行， 成

为规模化羊场最重要的传染病之一， 其死亡率可高达

７０％， 给养殖场 （户） 造成较大经济损失［２］。 此外，
健康绵羊带菌也存在较大隐患［３］。 有研究表明， 支

原体对宿主呈慢性和渐进性感染， 当肺炎支原体入侵

机体后， 可逃避机体免疫系统的防御和清除作用， 从

而黏附在肺脏组织内难以彻底清除， 导致机体更容易

遭受其他病原体的攻击， 如被巴氏杆菌、 曼氏杆菌、
肺炎链球菌等一种或多种病原混合感染［２，４］。 由于支

原体体外培养要求高， 且菌体产量低， 给支原体病的

预防带来较大困难。 许多学者开始致力于新型疫苗的

研发， 例如筛选较好的保护性抗原， 研发基因工程

苗等［４－７］。
核糖体是细胞生长和增殖的基石， 其中核糖体蛋

白 （ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＲＰ） 在蛋白质翻译和生物合

成中起着关键作用， 此外 ＲＰ 也参与 ＤＮＡ 的损伤修

复以及细胞的生长调控等生理过程， 核糖体的基本结

构和功能从细菌到人类的整个进化过程中高度保

守［８－１０］。 例如 ＲＰＳ２９ 是核糖体小亚基上的蛋白， 其

氨基酸序列在白纹伊蚊和致倦库蚊等蚊种中完全一

致， 在进化上保守。 根据来源， ＲＰ 分为 ＲＰＬ （来自

大亚基） 和 ＲＰＳ （来自小亚基）。 根据亚细胞定位的

结果显示， 绵羊 ＲＰＳ２０ 蛋白可能在细胞质中发挥重

要生物学作用［１１－１２］。 前期学者研究发现核糖体蛋白

Ｓ５ （ＲＰＳ５ 或 ｒｐｓＥ） 的表达水平与杯状病毒 （ ｃａｌｉｃｉ⁃
ｖｉｒｕｓ） 的翻译和复制呈明显的正相关性， 绵羊肺炎

支原体的核糖体蛋白 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 属于核糖体小亚基蛋

白［１３］， 其免疫原性的研究未见报道。
本试验通过 Ｅｘｐａｓｙ 等在线软件预测 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 的

亲水性， 并通过在线网站对其表达蛋白进行生物学分

析， 包括二级结构预测分析、 三级结构预测分析、 磷

酸化位点、 糖基化作用位点分析以及 Ｂ 细胞抗原表

位预测等， 并对表达的重组蛋白 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 进行反应

原性和免疫原性分析， 证实 ＲＰ ３０Ｓ ｒｐｓＥ 是绵羊肺炎

支原体的重要抗原， 为绵羊肺炎支原体基因工程疫苗

的研发和有效诊断方法的建立提供了一个有潜在价值

的侯选抗原。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株、 载体和试验动物

大肠杆菌 ＤＨ５α、 ＢＬ２１ （ＤＥ３）， 绵羊肺炎支原

体菌株以及 ｐＥＴ－４２ｂ 载体为塔里木大学畜牧科技重

点实验室保存； 家兔购自塔里木大学动物科学与技术

学院合作实验动物中心。
１􀆰 ２　 主要试剂

Ｔ４ 连接酶， 限制性内切酶 ＮｄｅⅠ、 ＸｈｏⅠ， Ｎｉ－
ＮＴＡ 亲和层析介质， 辣根过氧化物酶 （ ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ， ＨＲＰ） 标记的 Ｈｉｓ 单克隆抗体， ＨＲＰ 标

记的羊抗鼠 ＩｇＧ 均购自北京全式金生物技术有限公

司； 质粒小提试剂盒、 通用型 ＤＮＡ 纯化回收试剂盒

购自天根生化科技有限公司； 弗氏不完全佐剂和弗氏

完全佐剂购自 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ 公司； ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 胶、
ＩＰＴＧ 由本实验室自制。
１􀆰 ３　 生物信息学分析

参照 ＮＣＢＩ 中编码核糖体蛋白 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 基因的碱

基序列 （登录号： ＮＺ＿ＡＧＲＥ ０１００００７５􀆰 １）。 通过 Ｅｘ⁃
ｐａｓｙ 软件在线预测 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｃｇｉ － ｂｉｎ ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ）３０Ｓ ｒｐｓＥ 的物理性质、 亲水性指

数 （ Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ｐｌｏｔ ）； 利 用 Ｎｏｖｏｐｒｏ （ ｓｉｇｎａｌＰ －
５􀆰 ０ ） 在 线 软 件 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｏｖｏｐｒｏ． ｃｎ ／ ｔｏｏｌｓ ／
ｓｉｇｎａｌｐ． ｈｔｍｌ ） 和 ＴＭＨＭＭ ２􀆰 ０ 在 线 软 件 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ． ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ － ２􀆰 ０ ／ ） 预

测 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白的信号肽位点及蛋白的跨膜结构；
通 过 ＮｅｔＰｈｏｓ － ３􀆰 １ 在 线 软 件 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ．
ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＰｈｏｓ － ３􀆰 １ ／ ） 预 测 ３０Ｓ
ｒｐｓＥ 蛋白磷酸化位点； 通过 ＮｅｔＮＧｌｙｃ－１􀆰 ０ 在线分析

软 件 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ． ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／
ＮｅｔＮＧｌｙｃ－１􀆰 ０ ／ ）预测 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白糖基化位点； 通

过在线网址 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｔｏｏｌｓ． ｉｅｄｂ． ｏｒｇ ／ ｂｃｅｌｌ ／ ） 预测 ３０Ｓ
ｒｐｓＥ 蛋白 Ｂ 细胞抗原表位； 利用 ＳＯＰＭＡ 在线软件

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ － ｐｒａｂｉ． ｉｂｃｐ． ｆｒ ／ ｃｇｉ － ｂｉｎ ／ ｓｅｃｐｒｅｄ ＿ ｓｏｐｍａ．
ｐｌ）对 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白的二级结构进行预测； 通过

ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 在线软件（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ ／ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ）预测 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白三级结构［１４－１５］。
１􀆰 ４　 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 基因引物设计及合成

参照 ＧｅｎＢａｎｋ 中公布的绵羊肺炎支原体核糖体

蛋白 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 基因全长序列， 使用 ＳｎａｐＧｅｎｅ 软件设

计 ｒｐｓＥ 上、 下游引物， 分别加入 ＮｄｅⅠ、 ＸｈｏⅠ酶切

位点， 所设计引物序列送往生工生物工程 （上海）
股份有限公司合成。
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表 １　 扩增 ｒｐｓＥ 基因所需引物设计

引物名称 引物序列 （５′→３′） 片段大小 ／ ｂｐ 位切酶

ｒｐｓＥ－Ｐ１ ＧＧＡＡＴＴＣＣＡＴＡＴＧＡＴＧＧＡＴＡＣＡＡＡＴＣＴＴＣＡＡＡＡＴＡＡＡＣ

ｒｐｓＥ－Ｐ２ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＴＴＴＴＴＴＧＧＧＣＴＡＡＡＡＣＴＴＧＴＧＡＡ
６３０

ＮｄｅⅠ

ＸｈｏⅠ

　 　 　 　 注： 下划线为酶切位点。

１􀆰 ５　 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 基因的克隆及原核表达载体的构建

用实验室提供的阳性样品模板， ＰＣＲ 扩增 ｒｐｓＥ
基因。 ＰＣＲ 体系 （２０ μＬ）： 上下游引物各 ０􀆰 ５ μＬ，
去离子水 ８ μＬ， 肺炎支原体基因组 １ μＬ， ２ ×Ｅａｓｙ
Ｔａｑ Ｍｉｘ 酶 １０ μＬ。 ＰＣＲ 程序设置为： ９４ ℃ 预变性

５ ｍｉｎ； ９４ ℃变性 ３０ ｓ， ５７ ℃ 退火 ３０ ｓ， ７２ ℃ 延伸

６０ ｓ， ３５ 个循环； ７２ ℃再延伸 ８ ｍｉｎ。 将 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 的

胶回收产物和 ｐＥＴ－４２ｂ 载体分别经 ＮｄｅⅠ和 ＸｈｏⅠ双

酶切。 将酶切后空载体 ｐＥＴ－４２ｂ 和纯化的 ３０ ｒｐｓＥ 基

因酶切片段连接， 转化至 ＤＨ５α 感受态细胞， 阳性重

组质粒送生工生物工程 （上海） 股份有限公司测序。
１􀆰 ６　 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 重组蛋白的表达

鉴定比对正确的 ｐＥＴ－ ４２ｂ － ３０Ｓ ｒｐｓＥ 质粒转化

ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞， 获得重组菌 ｐＥＴ－ ４２ｂ －
３０Ｓ ｒｐｓＥ－ＢＬ２１ （ＤＥ３）。 挑取单菌落接种于 ５ ｍＬ 的

含有硫酸卡那霉素的 ＬＢ 液体培养基中， 在 ３７ ℃恒

温摇床 （１８０ ｒ ／ ｍｉｎ） 中振荡培养至菌液 ＯＤ６００值达到

０􀆰 ４～０􀆰 ６ 时， 加入不同终浓度的 ＩＰＴＧ （０􀆰 ２、 ０􀆰 ５、
１、 １􀆰 ５ 和 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 诱导表达。 验证 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白

的表达形式， 将 ２ ｍＬ 重组菌液 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１ ｍｉｎ， 离心收集菌体， ＰＢＳ 重悬， 冰浴下超声破碎，
破碎结束后 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 分别收集上清液

和沉淀， 加入 ６ × Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂｕｆｆｅｒ， 煮沸， 进行 ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ， 拍照记录结果。
１􀆰 ７　 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

重组蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结束后， 通过转膜仪将胶

上的蛋白转印至 ＮＣ 膜， 转膜结束后用 ５％脱脂奶粉

４ ℃过夜封闭， 结束后用 ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次； 以小鼠抗

Ｈｉｓ 标签的一抗 （１ ∶ １ ５００） 孵育 ２ ｈ， 洗涤方法同

上； 羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体 （１ ∶ ５ ０００） 为二抗， 在室温振

荡孵育 １ ｈ， 洗涤方法同上； ＥＣＬ 显色记录结果。
１􀆰 ８　 重组 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白纯化

按优化好的条件诱导表达， 将 ｐＥＴ － ４２ｂ － ３０Ｓ
ｒｐｓＥ 重组质粒经大量诱导表达后， 使用镍柱亲和介

质进行 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 重组蛋白纯化， 分别取用含 ２５、
１００、 ２５０ 和 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的咪唑洗涤梯度洗脱； 洗脱

完成后， 超滤浓缩去除咪唑， 核酸蛋白检测仪测定浓

度， ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析目的蛋白纯化效果， 而后将其

分装， －８０ ℃冻存备用。

１􀆰 ９　 抗 ｒｐｓＥ 蛋白多克隆抗体的制备

选取 １ 月龄的健康家兔， 免疫以背部多点皮下注

射的方式进行。 将弗氏完全佐剂与纯化后的 ３０Ｓ ｒｐｓＥ
蛋白按照 １ ∶ １ 的比例混合乳化 （呈油包水状， 且在

水中不扩散）， 然后每只家兔免疫 ２ ｍＬ （含 ｒｐｓＥ 蛋

白 ３００ μｇ）。 分别在首免后 ７、 １４ 和 ２８ ｄ， 以相同蛋

白量与弗氏不完全佐剂 １ ∶ １ 比例混合乳化进行二免、
三免和四免。 免疫前耳缘静脉采血， 分离血清； 免疫

结束后第 ７ 天进行心脏采血， 分离血清。
１􀆰 １０　 多克隆抗体效价测定

采用间接 ＥＬＩＳＡ 方法测定家兔抗 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 多克

隆抗体效价。 将纯化的 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 重组蛋白作为抗原，
用包被液稀释至 ０􀆰 ３ μｇ ／ ｍＬ， 每孔 １００ μＬ， ４ ℃过夜

包被 ＥＬＩＳＡ 板， ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次； 将制备的家兔抗

３０Ｓ ｒｐｓＥ 多克隆抗体进行 ２ 倍梯度稀释 （１ ∶ ２００ ～
１ ∶ １２ ８００） 作为一抗， ３７ ℃ 孵育 ２ ｈ， ＰＢＳＴ 洗 ３
次； 洗涤后每孔加入 １ ∶ ５ ０００ 稀释的 ＨＲＰ 标记山羊

抗家兔 ＩｇＧ， １００ μＬ ／孔， ３７ ℃ 孵育 １ ｈ； 洗涤结束

后， 显色 液 室 温 避 光 显 色 １０ ｍｉｎ， 加 入 终 止 液

５０ μＬ ／孔终止反应， 酶标仪检测 ＯＤ４５０值。 当阳性血

清 ＯＤ４５０值 （Ｐ） ／阴性血清 ＯＤ４５０值 （Ｎ） ＞２􀆰 ０、 Ｎ＜
１ 时判为阳性， 以阳性血清最大稀释倍数为多克隆抗

体的效价。
１􀆰 １１　 多克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

将目的蛋白用转膜仪转印至 ＮＣ 膜， 方法同 １􀆰 ７；
以制备的多克隆抗体为一抗 （１ ∶ １００） 孵育 ２ ｈ， 用

ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次； 加入 ＨＲＰ 标记的山羊抗家兔 ＩｇＧ
（１ ∶ １０ ０００） 孵育 ２ ｈ， 重复上述洗涤步骤。 结束后

进行 ＥＣＬ 显色， 采用成像仪器成像后拍照。

２　 结果

２􀆰 １　 生物信息学分析

２􀆰 １􀆰 １　 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白理化性质的预测及蛋白抗原表

位预测

根据 Ｅｘｐａｓｙ 分析结果可知： ３０Ｓ ｒｐｓＥ 基因 ＣＤＳ
全长 ６３０ ｂｐ， Ｇ＋Ｃ 含量为 ３８％， 无 ＴＧＡ 密码子， 分

子式为 Ｃ１０２７Ｈ１７２４Ｎ３２２Ｏ２９７Ｓ１。 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白氨基酸数量

为 ２０９ 个， 理论等电点为 １０􀆰 ９４， 序列的 Ｎ 端是甲硫

氨酸 （Ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ）， 平均不稳定指数为 ２４􀆰 ９９， 总平

均亲疏水性是－０􀆰 ７１１， 变化趋势如图 １。 根据在线软
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件 Ｎｏｖｏｐｒｏ （ｓｉｇｎａｌＰ－５􀆰 ０） 和 ＴＭＨＭＭ ２􀆰 ０ 预测结果

显示： ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白预测有信号肽的概率为 ０􀆰 ９６７％，
其为膜外蛋白无跨膜结构域。 经 ＮｅｔＰｈｏｓ－３􀆰 １ 软件和

ＮｅｔＮＧｌｙｃ－１􀆰 ０ 软件预测， ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白共有 ２９ 个潜

在的磷酸位点， 其中有 １２ 个丝氨酸位点， １２ 个苏氨

酸位点， ５ 个酪氨酸位点， 有 １ 个 Ｎ －糖基化位点

（预测值＞０􀆰 ５）， 于第 ２００ 位。 根据预测结果显示 ３０Ｓ
ｒｐｓＥ 蛋白有 ６ 个抗原表位 （图 ２）， 依次为 ＬＱＮＫ⁃
ＰＶＱＱＫＴＮＱＮＳＱＮＱＫＱＬＴＰＫＥＡＮＲＱＲＰＲＡＱＲＱＫＰＫＥＫ⁃
ＮＦＲＰＥＦＥＥ （５～ ５２ ａａ， 长度为 ４８ ａａ）， ＫＶＶＫＧＧＲＲ
（６２ ～ ６９ ａａ， 长度为 ８ ａａ ）， ＶＳＶＰＩＹＲＲＳ （ １１１ ～
１１９ ａａ， 长度为 ９ ａａ）， ＲＧＫＧ （１４１～１４４ ａａ， 长度为

４ ａａ）， ＹＧＳＲ （１６８～１７１ ａａ， 长度为 ４ ａａ） 和 ＴＩＮＱＩ⁃
ＡＥＬＲＤＬＮＰＳＱＶＬＡ （１８９～２０６ ａａ， 长度为 １８ ａａ）。
２􀆰 １􀆰 ２　 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白结构预测

应用 ＳＯＰＭＡ 软件预测结果显示 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白的

４ 种结构及其占比为： α － 螺旋 ３３􀆰 ９７％、 延伸链

１６􀆰 ７５％、 β－转角 ５􀆰 ７４％、 无规卷曲 ４３􀆰 ５４％， 以无

规卷曲和 α－螺旋为主， 延伸链次之， β－转角相对较

少， 各结构在氨基酸序列中的分布如图 ３。 根据

ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 在线软件预测结果显示， ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋

白与来源于猪支原体菌株 ｓｔｒａｉｎ Ｊ ／ ＡＴＣＣ ２５９３４ ／ ＮＣＴＣ
１０１１０ 的小核糖体亚基蛋白 ｕＳ５ ＿ ＭＥＳＨＪ （基因：
ｒｐｓＥ） 模型序列相似度达 ７５􀆰 ９６％， 结构如图 ４ 所示。
２􀆰 ２　 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 基因的克隆

以实验室采集的绵羊肺炎支原体阳性样本为模

板， ｒｐｓＥ－Ｐ１ ／ ｒｐｓＥ－Ｐ２ 为引物进行 ＰＣＲ 扩增， 结果

得到一条与预期结果大小 （６３０ ｂｐ） 相符的特异性条

带， 如图 ５ 所示。
２􀆰 ３　 重组质粒 ｐＥＴ－４２ｂ－３０Ｓ ｒｐｓＥ 的鉴定

ＰＣＲ 鉴定阳性的菌液提取质粒后， ＰＣＲ 扩增得

到一条 ６３０ ｂｐ 左右的条带， 重组质粒经双酶切后，

结果如图 （图 ６）。 根据测序结果进行 ＮＣＢＩ 原序列

比对， 核糖体 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白的基因序列与绵羊肺炎

支原体菌株 ＭｏＳ９３２Ｎ２２Ａ （登录号： ＣＰ１３４９４３􀆰 １），
ＡＴＣＣ２９４１９ 菌株 （ Ｙ９８， 登录号： ＣＰ１１８５２２􀆰 １） 和

ＮＣＴＣ１０１５１ （登录号： ＬＲ２１５０２８􀆰 １） 等参考株之间

同源性达 ９５％及以上， 发现有 ２７ 个碱基突变， 未突

变为 ＴＧＡ 密码子可以正常表达。

图 １　 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白亲疏水性预测

图 ２　 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白 Ｂ 细胞抗原表位预测

图 ３　 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白二级结构预测
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注： Ａ、 Ｂ 为不同角度三维结构图像。

图 ４　 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白三级结构预测

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～３􀆰 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 扩增产物。

图 ５　 肺炎支原体核糖体 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 基因 ＰＣＲ 扩增

Ｍ． ＤＬ８０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ｐＥＴ－４２ｂ－３０Ｓ ｒｐｓＥ 双酶切产物。

图 ６　 重组质粒 ｐＥＴ－４２ｂ－３０Ｓ ｒｐｓＥ 的 ＰＣＲ 双酶切鉴定

２􀆰 ４　 重组蛋白的诱导表达

对构建的重组表达质粒 ｐＥＴ－４２ｂ－３０Ｓ ｒｐｓＥ 转化

大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ （ＤＥ３） 感受态细胞后的菌液进行

ＩＰＴＧ 浓度梯度诱导表达， 在 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶上出现

大小约为 ２５􀆰 ９ ｋｕ 的条带 （见图 ７）， 与预测的目的

产物大小一致。 在重组菌体超声破碎上清液中观察到

目的条带 （２５􀆰 ９ ｋｕ 处）， 低浓度 ＩＰＴＧ 诱导在上清液

和沉淀中均有表达， 选用 ＩＰＴＧ 终浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 大

量诱导表达， 破碎后， 经 Ｈｉｓ－镍柱亲和层析树脂纯

化后， 目的蛋白成功表达并以可溶性形式和包涵体

存在。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 诱导表达前离心后沉淀总蛋白； ２ ～ ３、 ５ ～ ７􀆰
分别为 ＩＰＴＧ 终浓度 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ５、 １、 １􀆰 ５ 和 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱导离心后沉淀；
４􀆰 Ｈｉｓ－镍柱亲和层析树脂纯化后的重组蛋白 （包涵体）； ８􀆰 诱导表达

前离心后上清液总蛋白； ９ ～ １３􀆰 分别为 ＩＰＴＧ 终浓度 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ５、 １、
１􀆰 ５ 和 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱导离心后上清液； １４􀆰 Ｈｉｓ－镍柱亲和层析树脂纯化

后的重组蛋白 （可溶性蛋白）。

图 ７　 重组 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白最佳 ＩＰＴＧ 诱导浓度的筛选

（沉淀、 上清液、 纯化蛋白）

２􀆰 ５　 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

采用镍亲和层析柱纯化得到大量纯化的蛋白， 对

重组蛋白 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定， 显色条带

大小约为 ２５􀆰 ９ ｋｕ， 证明重组蛋白得到正确表达 （见
图 ８）。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 纯化蛋白。

图 ８　 重组蛋白 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定
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２􀆰 ６　 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白多克隆抗体的制备及效价测定

包被抗原为纯化后的 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 重组蛋白， 采用

间接 ＥＬＩＳＡ 法测定四免后的兔抗多克隆抗体的效价。
根据判定标准， 表明制备的兔抗 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白多克

隆抗体效价可达 １ ∶ ２５ ６００， 如图 ９。

图 ９　 兔抗 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 多克隆抗体效价的测定

２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测抗 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 多克隆抗体特

异性

　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果如图 １０ 所示， 在分子

２５ ｋｕ 左右显现特异条带， 表明兔抗重组蛋白 ３０Ｓ
ｒｐｓＥ 多克隆抗体可识别重组蛋白， 且特异性较好。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 纯化蛋白。

图 １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测抗 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 多克隆抗体特异性

３　 讨论

绵羊肺炎支原体可引起绵羊呼吸系统疾病， 可从

患有肺炎的绵羊肺、 气管和鼻中分离， 偶尔从眼睛中

分离， 也可在健康绵羊的呼吸道中发现， 它是以支气

管上皮细胞定殖增生为主的病原体， 感染引起的肺炎

会导致动物出现严重的健康问题， 从而造成经济损

失［１６－１７］。 根据现有研究结果推测， 绵羊肺炎支原体

的致病性和荚膜多糖、 体内毒素、 膜蛋白、 代谢产物

等有很大的关系， 其中支原体黏附素通常为单纯蛋白

质或糖蛋白， 是一种特殊的毒力因子［１８－１９］。 田彤彤

等［２０］通过提取、 纯化绵羊肺炎支原体荚膜多糖， 同

时利用荚膜多糖拮抗特异性血清的特性， 证实了绵羊

肺炎支原体 ＧＨ３－３ 的荚膜多糖具有良好的反应原性。
由 ｔｕｆ 基因编码的菌体膜蛋白在绵羊肺炎支原体中大

量存在［２１］， 陈思宇等［２２］纯化出重组 ＥＦ－Ｔｕ 蛋白， 并

以其作为检测抗原， 建立绵羊肺炎支原体抗体间接

ＥＬＩＳＡ 检测方法， 敏感性和灵敏度都较好。 研究发

现， 多种肿瘤与核糖体表达异常相关， ｒｐｓ５ （ ｒｐｓＥ）
在肝癌中高表达， 而在结肠癌中低表达 ｒｐｓ５［２３］； ｒｐｓ５
还有核糖体外功能， 如连接病毒、 调控细胞分化调亡

等［２４］。 关于核糖体蛋白基因 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 在绵羊肺炎支

原体如何发挥作用， 以及是否可以作为优势抗原还有

待研究。
抗原的变异性也是损害疫苗保护效力的一个因

素， 故而筛选候选抗原也应考虑抗原的保守性， 根据

测序结果进行基因序列比对， 核糖体 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白

基因序列与绵羊肺炎支原体菌株等参考株之间同源性

达 ９５％及以上， 说明 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 在进化过程中相对保

守， 具有成为绵羊肺炎支原体抗原的潜质。 通过在线

网址进行预测糖基化、 磷酸化位点等无较大差异。 信

号肽主要作用是促进蛋白分泌到胞外， 通常较为疏

水， 需要在蛋白表达前对序列进行预测， 根据结果对

信号肽进行删除或替换， 根据预测结果 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋

白有信号肽的概率为 ０􀆰 ９６７％， 亲水性较好， 有一个

糖基化位点。 在生产能量和蛋白质的可变表面膜脂蛋

白的恒定供应中， 碳水化合物的吸收和代谢起着重要

作用， 当吸收代谢出现障碍时会促进支原体从宿主体

液防御系统中逃逸， 并在宿主体内的各种位置增殖。
３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白是存在于绵羊肺炎支原体菌株中的

核糖体小亚基蛋白， 目前有关绵羊肺炎支原体 ３０Ｓ
ｒｐｓＥ 蛋白的功能以及免疫原性的研究罕见报道。 为

了研究其抗原性， 本试验先对绵羊肺炎支原体核糖体

３０Ｓ ｒｐｓＥ 基因进行生物信息学分析， 而后构建其表达

载体， 成功表达了核糖体 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 重组蛋白。 根据

对 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白理化性质的分析， ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白是一

种稳定的亲水性外膜蛋白， 通过软件对其二级结构分

析发现， 包含无规卷曲、 α－螺旋及 β－转角 ３ 种区域

占比较大， 而这些区域易于形成抗原表位， 根据其 Ｂ
细胞抗原表位预测结果， ３０Ｓ ｒｐｓＥ 蛋白有 ６ 个优势抗

原表位， Ｂ 细胞抗原表位的存在对血清学诊断方法的

建立、 中和抗体的产生及疫苗的研制起关键作用。 试

验构建了 ｐＥＴ－４２ｂ－３０Ｓ ｒｐｓＥ 载体， 同时将测序正确

重组质粒转化到 ＢＬ２１ 菌中， 诱导表达和大量纯化
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３０Ｓ ｒｐｓＥ 重组蛋白， 并将纯化后蛋白与佐剂混合免疫

兔制备多克隆抗体。 由 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和间接 ＥＬＩＳＡ 结

果可知， ３０Ｓ ｒｐｓＥ 重组蛋白可以与抗 ３０Ｓ ｒｐｓＥ 多克隆

抗体结合， 同时免疫后效价可到 １ ∶ ２５ ６００。 本研究

说明所表达的重组蛋白可以作为抗原， 在绵羊肺炎支

原体血清抗体检测方法的建立和基因工程疫苗的制备

方面具有潜在的应用价值， 但是该蛋白在绵羊肺炎支

原体中是否参与黏附过程还有待进一步研究。
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