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　 　 摘要:　 为了研究绵羊肺炎支原体 Ｐ２０８ 蛋白质的结构及功能ꎬ本试验在对 ｐ２０８ 基因进行生物信息学分析的

基础上ꎬ对其部分基因片段进行了克隆及原核表达ꎬ并采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 对其免疫原性进行分析ꎮ 结果显示ꎬｐ２０８
基因与猪肺炎支原体黏附素 ｐ２１６ 基因、殊异支原体细胞表面蛋白基因以及絮状支原体 Ｐ９７ / ＬＰＰＳ 家族蛋白基因具

有较高的同源性ꎮ 重组 Ｐ２０８ 蛋白以可溶性形式在大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)工程菌中成功得到表达ꎻ纯化的重组蛋白

与山羊抗绵羊肺炎支原体全菌血清发生结合反应ꎬ表明 Ｐ２０８ 蛋白质是绵羊肺炎支原体的免疫原之一ꎮ 研究结果

为进一步分析其功能及其应用提供了重要的依据ꎮ
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　 　 绵羊肺炎支原体(Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｏｖｉｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ)是
引起绵羊、山羊以及小反刍野生动物非典型肺炎的

重要病原[１￣４]ꎮ 此外ꎬ羊感染绵羊肺炎支原体后ꎬ对
其他病原的易感性增加[５]ꎮ 该病原在世界多个国

家及地区均有分布ꎬ在中国多个地区流行也十分广

泛ꎬ给养羊业带来较大的经济损失[６￣８]ꎮ
研究结果表明ꎬ绵羊肺炎支原体与引起猪地方

流行性肺炎的病原猪肺炎支原体(Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｈｙｏ￣
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅꎬ Ｍｈｐ)具有最为相近的亲缘关系[９￣１０]ꎮ
目前对猪肺炎支原体的毒力因子及重要功能蛋白进

行了较为深入的研究ꎬ特别是黏附相关分子和免疫
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原蛋白[１１￣１２]ꎮ 其中由 ｍｈｐ４９３ 基因( ｐ２１６ 基因)编

码的 Ｐ２１６ 蛋白ꎬ不仅参与猪肺炎支原体对细胞的

黏附ꎬ也证明是重要的免疫原之一ꎬ可诱导机体产生

抗体[１３￣１４]ꎮ 在对绵羊肺炎支原体 ＳＣ０１ 全基因组[１４]

进行分析的过程中ꎬ发现 １ 个与猪肺炎支原体 ｐ２１６
高度同源的基因ꎬ其编码蛋白的分子量预测为

２０８ ４００ꎬ故暂命名为 ｐ２０８ 基因ꎬ编码蛋白命名为

Ｐ２０８ 蛋白ꎮ 但目前对该蛋白分子特征以及免疫原

特性尚不清楚ꎮ 因此本研究对 ｐ２０８ 基因序列进行

生物信息学分析ꎬ对其进行原核表达ꎬ并分析其免疫

原性ꎬ旨在为下一步深入研究其结构及功能以及为

其在亚单位疫苗和血清学诊断中作为抗原的可能性

提供依据ꎮ

１　 材料及方法

１.１　 菌株、载体及血清

绵羊肺炎支原体 ＳＣ０１ 株由西南民族大学动物

医学实验室分离鉴定和保存ꎮ ｐＥＴ￣３２ａ( ＋)载体为

Ｎｏｖａｇｅｎ 公司产品ꎮ 大肠杆菌 Ｅ. ｃｏｉｌ ＤＨ５α、ＢＬ２１
(ＤＥ３)感受态细胞均购自北京天恩泽基因科技有限

公司ꎮ 山羊抗绵羊肺炎支原体 ＳＣ０１ 株阳性血清由

本实验室制备ꎮ ＨＲＰ 标记的兔抗山羊 ＩｇＧ 购自 Ａｂ￣
ｂｋｉｎｅ 公司ꎮ
１.２　 主要试剂

限制性内切酶 Ｂａｍ Ｈ Ｉ、Ｘｈｏ Ｉ 和 Ｔ４ ＤＮＡ 连接

酶为 ＴａＫａＲａ 公司产品ꎮ 金牌 Ｍｉｘ ( ｇｒｅｅｎ) Ｇｏｌｄｅｎ
Ｓｔａｒ Ｔ６ Ｓｕｐｅｒ ＰＣＲ Ｍｉｘ(１.１ｘ)为北京擎科新业生物

技术有限公司产品ꎮ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ、 Ｐｌａｓｍｉｄ
Ｍｉｎｉｐｒｅｐ Ｋｉｔ 均为 Ｏｍｅｇａ 公司产品ꎮ ＨｉｓｔｒａｐＴＭ 蛋白

纯化柱为 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司产品ꎮ ＳｕｐｅｒＬｕｍｉａ ＥＣＬ
ＨＲＰ Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ Ｋｉｔ 为 Ａｂｂｋｉｎｅ 公司产品ꎮ
１.３　 ｐ２０８ 基因序列分析

采用 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ 工具及 ＤＮＡＳｔａｒ 软件进行

核苷酸及氨基酸序列的同源性比较和分析ꎬ同时进

行核苷酸和氨基酸的比对及分析ꎮ 采用 ＴＭＨＭＭ、
ＳｉｇｎａｌＰ４.１、ＬｉｐｏＰ１.０ 等在线软件对 Ｐ２０８ 蛋白的跨

膜区、信号肽、脂蛋白及抗原性及理化性质进行分

析ꎮ
１.４　 引物设计

根据绵羊肺炎支原体 ＳＣ０１ 株 ｐ２０８ 基因序列

(Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ: ＡＦＨＯ０１０００００９.１)ꎬ采用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ
６.０ 软件设计了 １ 对引物 Ｐ２０８Ｆ 和 Ｐ２０８Ｒꎬ其序列

为: Ｐ２０８Ｆ: ５′￣ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＡＧＡＴＧＣＣＣＴＴＧＣ￣
ＣＡＧＴＣＴ￣３′(下划线部分为 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 酶切位点)ꎻ
Ｐ２０８Ｒ: ５′￣ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＡＧＡＴＧＣＴＧＡＡＣＣＡＣＣＴＴ￣
ＧＧＴ￣３′(下划线部分为 Ｘｈｏ Ｉ 酶切位点)ꎮ 这对引物

扩增的片段大小为 ６７６ ｂｐ(从第１ ４９８ ｂｐ 至２ １７３
ｂｐ)ꎬ该片段编码的 Ｐ２０８ 蛋白从第 ５００ 位至第 ７２５
位氨基酸ꎬ该区域不含有在支原体中编码色氨酸的

ＴＧＡ 密码子ꎬ且含有丰富的抗原表位ꎮ 引物由上海

生工生物工程公司合成ꎮ
１.５　 目的片段的 ＰＣＲ 扩增

采用酚 /氯仿法提取绵羊肺炎支原体 ＳＣ０１ 株

基因组 ＤＮＡ 作为 ＰＣＲ 扩增反应中需添加的模板ꎬ
利用上述引物 Ｐ２０８Ｆ / Ｐ２０８Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ反应

总体系为 ２０ μｌꎬ包括金牌 Ｍｉｘ( ｇｒｅｅｎ) Ｇｏｌｄｅｎ Ｓｔａｒ
Ｔ６ Ｓｕｐｅｒ ＰＣＲ Ｍｉｘ(１.１ｘ) (５ Ｕ / μｌ)１０ μｌ、上下游引

物(１０ Ｕ / Ｌ)各 １ μｌ、ＤＮＡ 模板 ２ μｌ 以及双蒸水 ６
μｌꎮ 反应条件为:首先 ９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎꎻ然后 ９４
℃变性 ４５ ｓꎬ６２ ℃ 退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃ 延伸 ４５ ｓꎬ共 ３５
个循环ꎬ最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃保存并结束反

应ꎮ ＰＣＲ 产物经 １.５％琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ
１.６　 原核表达载体的构建

采用 Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 进行 ＰＣＲ 产物纯化回

收ꎮ 分别用限制性内切酶 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 对纯化

的目的片段和 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)空质粒进行双酶切ꎬ对酶

切产物进行纯化回收后ꎬ采用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶进行

连接反应ꎮ 将连接产物转化至 Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态

细胞ꎬ随后均匀涂布至含有 １００ μｇ / ｍｌ氨苄青霉素

的 ＬＢ 琼脂平板培养基上ꎬ３７ ℃恒温培养 １８ ｈꎮ 挑

取阳性菌落ꎬ接种至含有 １００ μｇ / ｍｌ 氨苄青霉素的

ＬＢ 肉汤中ꎬ３７ ℃ １６０ ｒ / ｍｉｎ水平摇床培养过夜后离

心收集菌体ꎬ采用 Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉｐｒｅｐ Ｋｉｔ 按试剂盒操

作说明提取质粒ꎮ 通过 ＰＣＲ 扩增对质粒进行鉴定ꎬ
并将阳性克隆交由上海生工生物工程有限公司进行

测序确认ꎮ 将重组表达载体命名为 ｐＥＴ￣３２ａ( ＋)￣
Ｐ２０８ꎮ 由其编码表达的重组蛋白命名为 ｒＰ２０８ꎮ
１.７　 重组蛋白的诱导表达、可溶性分析及纯化

将鉴定正确的阳性重组质粒 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)￣Ｐ２０８
转化至表达工程菌 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)中ꎬ均匀涂布

于含有 １００ μｇ / ｍｌ氨苄青霉素的 ＬＢ 琼脂平板培养

基上ꎬ３７ ℃恒温培养过夜ꎮ 挑取单个阳性菌落接种

至含有 １００ μｇ / ｍｌ氨苄青霉素的 ＬＢ 肉汤中ꎬ３７ ℃
１６０ ｒ / ｍｉｎ水平振荡培养过夜ꎮ 取 ５００ μｌ 培养菌液
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接种至 ５０ ｍｌ 含有 １００ μｇ / ｍｌ氨苄青霉素的 ＬＢ 肉汤

中ꎬ３７ ℃ 振荡培养至 ＯＤ６００ 达到 ０􀆰 ６ 后ꎬ加入 ０􀆰 ４
ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＩＰＴＧ 进行诱导表达 １２ ｈ 后ꎬ随后８ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎬ弃去上清液ꎬ加入适量 ＰＢＳ 重悬

菌体沉淀后ꎬ同条件再次离心ꎬ收集菌体沉淀ꎬ加入

１０ ｍｌ ＰＢＳ 重悬后ꎬ采用超声破碎仪在冰浴条件下进

行超声裂解ꎮ 破碎完成后８ ０００ ｒ / ｍｉｎ ４ ℃离心 ３０
ｍｉｎꎬ分别收取上清液和沉淀ꎬ沉淀加入 ５ ｍｌ ＰＢＳ
(０􀆰 ０１ ｍｏｌ / ＬꎬｐＨ７􀆰 ４)重悬ꎮ 利用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳

对沉淀和上清液中的重组蛋白质进行检测ꎬ鉴定其

可溶性ꎮ 根据可溶性结果ꎬ使用 ＧＥ 公司 ＨｉｓｔｒａｐＴＭ

ＨＰ 纯化柱按照说明书对重组蛋白质 ｒＰ２０８ 进行纯

化ꎮ
１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

用纯化的 ｒＰ２０８ 蛋白质制样ꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
电泳ꎬ利用半干转印仪转移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ ５０ ｇ / Ｌ
脱脂奶粉溶液封闭过夜ꎬＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次(每次 １０
ｍｉｎ)后以１ ∶ １００ 稀释的山羊抗绵羊肺炎支原体

ＳＣ０１ 株阳性血清为一抗孵育 ２ ｈꎬ同法洗涤后孵育

二抗 ２ ｈꎬ二抗为１ ∶ １０ ０００稀释的 ＨＲＰ 标记的兔抗

山羊 ＩｇＧꎬ最后洗涤完毕后ꎬ加入 ＳｕｐｅｒＬｕｍｉａ ＥＣＬ
ＨＲＰ Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ Ｋｉｔ 发光剂ꎬ于 Ｖｅｒｓａ Ｄｏｃ 成像系统成

像ꎮ 以绵羊肺炎支原体抗体阴性的山羊血清作为对

照ꎮ

２　 结 果

２.１　 ｐ２０８ 基因及其编码蛋白质的分子特征分析

２.１.１　 同源性分析　 经 ＢＬＡＳＴ 比较分析ꎬ绵羊肺炎

支原体 ｐ２０８ 基因仅与猪肺炎支原体 ｐ２１６ ( Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ: ＡＦ５４１８７７.１)、编码殊异支原体细胞表面蛋白

基因(ＭＤＩＳ￣０２７７５) (ＧｅｎＢａｎｋ:ＣＰ００７２２９.１)以及编

码猪絮状支原体 Ｐ９７ / ＬＰＰＳ 家族蛋白基因(ＭＹＦ￣
００９６０)(ＧｅｎＢａｎｋ: ＣＰ００７５８５.１)之间具有较高的相

似性ꎮ 经 ＤＮＡＳｔａｒ 软件进行比对分析(表 １)发现ꎬ
绵羊肺炎支原体 ｐ２０８ 基因与编码殊异支原体细胞

表面蛋白基因相似性最高ꎬ两者核苷酸序列相似性

为 ５８􀆰 ６％ꎬ与猪肺炎支原体 ｐ２１６ 基因及编码猪絮状

支原体 Ｐ９７ / ＬＰＰＳ 家族蛋白基因核苷酸序列相似性

均为 ５６􀆰 ２％ꎬꎮ 因此可推测上述 ４ 个基因为直系同

源基因ꎮ
２.１.２　 蛋白质理化性质分析　 Ｐ２０８ 蛋白的相对分

子质量为２０８ ４０１ꎬ理论等电点为 ５􀆰 ５ꎮ 原子总数为

２９ １５８ꎬ原子组成为 Ｃ: ９ ２４９ꎻＨ: １４ ５１３ꎻＮ: ２ ４５７ꎻ
Ｏ: ２ ９１１ꎻＳ: １１ꎻＳｅ: １７ꎬ分子式为 Ｃ９２４９ Ｈ１４５１３ Ｎ２４５７

Ｏ２９１１Ｓ１１ Ｓｅ１７ꎮ 其中ꎬ Ｓｅｒ ( ９􀆰 ７％)、 Ｌｅｕ ( ９􀆰 ３％)、 Ｌｙｓ
(８􀆰 １％)、Ａｓｐ(７􀆰 ３％)、Ｇｌｎ(７􀆰 ０％)、Ａｓｎ(７􀆰 ０％)等

含量较高ꎬ而 Ｓｅｕ(０􀆰 ９％)、Ｍｅｔ(０􀆰 ６％)、Ｔｒｐ(０􀆰 ３％)
等含量相对较低ꎮ 不稳定系数为 ３９􀆰 ６１ꎬ是一个稳

定蛋白质ꎮ

表 １　 ｐ２０８ 核苷酸同源性分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐ２０８ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

基因 １ ２ ３ ４

１ ６５.２ ５８.６ ６４.９

２ ５６.２ ６５.７

３ ５６.２

４
１:编码殊异支原体细胞表面蛋白基因 ＭＤＩＳ￣０２７７５ꎻ２:猪肺炎支原体
ｐ２１６ꎻ３:绵羊肺炎支原体 ｐ２０８ꎻ４:编码猪絮状支原体 Ｐ９７ / ＬＰＰＳ 家族
蛋白基因 ＭＹＦ￣００９６０ꎮ

２.１.３　 跨膜区及信号肽分析　 根据 Ｐ２０８ 蛋白的蛋

白质信号肽的分析以及蛋白质跨膜结构的预测结果

(图 １)分析可知ꎬＰ２０８ 蛋白不含脂蛋白信号肽成

分ꎬ其氨基酸序列中第１~１８ 个氨基酸位于细胞膜内

部ꎬ第１９~４１ 个氨基酸间形成 １ 个明显的跨膜螺旋

结构区域ꎬ第４２~ １ ８５３氨基酸则位于细胞膜外侧ꎬ
即 Ｐ２０８ 蛋白主要位于细胞膜外侧ꎮ

图 １　 Ｐ２０８ 蛋白跨膜区分布

Ｆｉｇ.１　 Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｇｉｏｎ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ２０８ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.１.４ 　 抗原表位分析 　 在线分析抗原表位ꎬ结果

(图 ２)表明ꎬＰ２０８ 蛋白可能含有 ６９ 个抗原表位ꎬ平
均抗原趋向性为１.０２０ ８ꎬ其中第 １５７~１８０ 位氨基酸

形成的表位抗原指数最高ꎬ其氨基酸序列为 ＴＫ￣
ＳＩＹＬＳＶＶＤＡＰＫＡＡＬＡＱＦＳＤＩＶＤꎮ

３８管礼麟等:绵羊肺炎支原体 Ｐ２０８ 蛋白质的分子特征分析及免疫原性



图 ２　 Ｐ２０８ 蛋白抗原表位分布

Ｆｉｇ.２　 Ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ２０８ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.２　 ｐ２０８ 基因片段的 ＰＣＲ 扩增

使用特异性引物 Ｐ２０８Ｆ / Ｐ２０８Ｒꎬ以绵羊肺炎支

原体 ＳＣ０１ 株 ＤＮＡ 作为模板进行 ＰＣＲ 扩增后ꎬ经 １.
５ ％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ结果表明ꎬ在 ７００ ｂｐ 左右

出现了特异性条带ꎬ该片段与预期中目的条带的大

小(６７６ ｂｐ)相符ꎬ阴性对照没有出现扩增(图 ３)ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒⅡꎻ１: 绵羊肺炎支原体 ＳＣ０１ 株基因组 ＤＮＡꎻ２:
阴性对照ꎮ

图 ３　 ｐ２０８ 基因片段的 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ.３　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐ２０８ ｆｒａｇｍｅｎｔ

２.３　 原核表达载体的构建及鉴定

ＰＣＲ 产物连接至 ｐＥＴ￣３２ａ( ＋)载体ꎬ转化至大

肠杆菌 Ｅ.ｃｏｉｌ ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ筛选得到阳性克

隆后ꎬ 以提取的重组质粒为模板ꎬ 采用 Ｐ２０８Ｆ /
Ｐ２０８Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ所得条带与预期相符 (图

４)ꎮ 对 ＰＣＲ 鉴定为阳性的质粒进行测序ꎬ结果表

明ꎬ目的片段的序列及大小与绵羊肺炎支原体 ＳＣ０１
株 ｐ２０８ 基因相应区域完全相同ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒⅡꎻ１:绵羊肺炎支原体 ＳＣ０１ 株基因组 ＤＮＡꎻ２~５:
重组质粒ꎻ６:阴性对照ꎮ

图 ４　 重组质粒的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ.４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｂｙ ＰＣＲ

２.４　 重组蛋白的表达、可溶性分析及纯化

将重组质粒 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)￣ｐ２０８ 转化至大肠杆菌

ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞后进行 ＩＰＴＧ 诱导表达ꎬ在
不同时间点收集菌体进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测ꎬ结果显

示ꎬ重组表达工程菌经 ＩＰＴＧ 诱导后ꎬ表达蛋白的条

带大小与预期(３６ ５００)相符ꎬ表明目的片段以融合

蛋白质的形式得到了表达ꎮ
为分析重组蛋白质的可溶性ꎬ分别对全菌裂解

物上清液及沉淀进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎬ结果显示ꎬ表
达的重组蛋白质主要存在于上清液中ꎬ表明该蛋白

质以可溶性形式进行表达ꎮ 利用 ＨｉｓｔｒａｐＴＭ ＨＰ 纯化

柱对重组 Ｐ２０８ 蛋白进行纯化ꎬ经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ
结果可知ꎬ在 ３６ ５００ 左右处出现明显条带(图 ５)ꎬ
说明纯化效果良好ꎮ
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Ｍ: 蛋白分子量标准ꎻ１:上清液ꎻ２:沉淀ꎻ３:纯化产物ꎮ
图 ５　 表达产物的可溶性分析及纯化

Ｆｉｇ.５　 Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＰ２０８

２.５　 重组蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 分析

以纯化 Ｐ２０８ 蛋白制样ꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ
转膜后ꎬ利用山羊抗绵羊肺炎支原体高免血清为一

抗ꎬ以辣根过氧化物酶标记的兔抗山羊 ＩｇＧ 为二抗

进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 分析ꎮ 结果(图 ６)表明ꎬ经纯化后

的重组蛋白与山羊抗绵羊肺炎支原体全菌抗体结

合ꎮ 表明 Ｐ２０８ 蛋白具有良好的免疫原性ꎮ

Ｍ:蛋白分子量标准ꎻ１:纯化的重组蛋白 ｒＰ２０８＋阳性血清ꎻ２:纯
化的重组蛋白 ｒＰ２０８＋阴性血清ꎮ
图 ６　 Ｐ２０８ 纯化重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 分析

Ｆｉｇ.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｐ２０８ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ

３　 讨 论

绵羊肺炎支原体作为感染小反刍动物的呼吸道

病原ꎬ随着养羊业从传统的放养向集约化、规模化的

圈养等饲养方式的转变ꎬ其危害越来越严重ꎮ 但是ꎬ
对于该病原的致病机制、毒力因子的研究相对较少ꎬ

而且也没有在临床上普遍使用的血清学诊断试剂和

疫苗ꎮ 因此ꎬ深入研究该病原的分子生物学特征ꎬ对
于揭示其致病机制以及开发诊断试剂和疫苗均非常

重要ꎮ
黏附素是支原体重要的毒力因子ꎬ同时也往往

是良好的免疫原分子ꎮ 在绵羊肺炎支原体中ꎬ目前

尚无确定的黏附素蛋白ꎮ 在我们前期的研究中ꎬ在
对绵羊肺炎支原体全基因组进行测序的基础上ꎬ对
可能的黏附素分子进行了预测[１５]ꎬ并对 Ｐ１１３[１６￣１７]ꎬ
Ｐ１０９[１８]ꎬＰ１２８[１９]ꎬＰ１０８[２０] 等的分子特征和免疫原

性进行了研究ꎮ 为进一步丰富对绵羊肺炎支原体黏

附分子及免疫原蛋白的认识ꎬ本研究对绵羊肺炎支

原体 Ｐ２０８ 蛋白的生物信息学进行了分析ꎮ 同源性

比较分析发现ꎬｐ２０８ 基因与猪肺炎支原体黏附素

ｐ２１６ 基因、编码殊异支原体细胞表面蛋白基因以及

编码猪絮状支原体 Ｐ９７ / ＬＰＰＳ 家族蛋白基因具有较

高的同源性ꎮ 其中针对殊异支原体细胞表面蛋白及

猪絮状支原体 Ｐ９７ / ＬＰＰＳ 家族蛋白的免疫原功能无

相关研究报道ꎬ而针对猪肺炎支原体 Ｐ２１６ 蛋白ꎬ研
究结果表明其不仅参与猪肺炎支原体的黏附过程ꎬ
同时也可以在体内得到表达[２１]ꎬ诱导机体产生抗

体ꎬ是一个良好的免疫原ꎮ
因此这提示绵羊肺炎支原体 ｐ２０８ 编码蛋白也

可能是一个良好的免疫原且可能参与黏附过程ꎮ 为

了研究该蛋白的功能ꎬ本研究通过对编码绵羊肺炎

支原体 Ｐ２０８ 蛋白的部分基因片段进行了克隆ꎬ并
成功在大肠杆菌中以可溶性蛋白的形式得到大量表

达ꎮ 利用山羊抗绵羊肺炎支原体全菌抗体进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 分析ꎬ结果表明纯化后的重组蛋白能与

山羊抗绵羊肺炎支原体全菌抗体特异性结合ꎬ说明

Ｐ２０８ 蛋白具有免疫原性ꎬ是绵羊肺炎支原体良好的

免疫原之一ꎮ 这同时也说明本研究所表达的重组蛋

白可以作为抗原ꎬ在亚单位疫苗开发以及 ＥＬＩＳＡ 等

绵羊肺炎支原体血清抗体检测试剂盒的研制方面具

有潜在的应用价值ꎮ 但是 Ｐ２０８ 蛋白是否参与绵羊

肺炎支原体的黏附过程尚不清楚ꎬ有待进一步的研

究ꎮ
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