
书书书

畜牧兽医学报　２０１２，４３（３）：４３１４３７

犃犮狋犪犞犲狋犲狉犻狀犪狉犻犪犲狋犣狅狅狋犲犮犺狀犻犮犪犛犻狀犻犮犪

猪肺炎支原体犘４６基因的原核表达与

间接犈犔犐犛犃方法的建立
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摘　要：猪肺炎支原体是猪喘气病的病原体，本研究选择猪肺炎支原体Ｐ４６膜蛋白基因亲水区序列进行克隆，并

将其内３个编码Ｔｒｐ的ＴＧＡ突变成ＴＧＧ，然后再克隆到ｐＥＴ２８ａ（＋）载体中，在大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）细胞内实现

了高效表达，表达产物相对分子质量约为３１ｋｕ，约占菌体总蛋白３５％，表达形式为包涵体，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ

证明表达产物与猪肺炎支原体高免血清具有很好的反应原性和特异性。将大肠杆菌表达的猪肺炎支原体Ｐ４６重

组蛋白经过洗涤、过柱纯化后，作为间接ＥＬＩＳＡ包被抗原用于检测猪血清中猪肺炎支原体抗体，通过对各参数和

试剂的优化建立了ｒＰ４６ＥＬＩＳＡ方法，获得了较好的效果，通过与现有ＥＬＩＳＡ检测方法的比较，结果表明二者间具

有较高的符合率。
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　　猪肺炎支原体（犕狔犮狅狆犾犪狊犿犪犺狔狅狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，

Ｍｈｐ）是一种引起猪地方性流行肺炎（Ｅｎｚｏｏｔｉｃ

ｐｎｅｕｍｏｎｉａｏｆｓｗｉｎｅ，ＥＰＳ）的病原微生物。ＥＰＳ在

我国常称为猪喘气病，是猪最主要的支原体疾病，广

泛流行于世界各地，也是当前难以控制的动物疫病

之一。其主要危害是引起猪的生长受阻、饲料转化

率大幅下降，继发引起其他疾病，特别是继发其他呼

吸系统疾病并加重发病症状，严重影响养猪业的经

济效益［１２］。对于该病的血清学检测主要依赖进口

的ＥＬＩＳＡ检测试剂盒，价格十分昂贵，很难满足国

内常规检测的需要。当前国内检测试剂仅有 Ｍｈｐ

间接血凝检测试剂一种产品，但由于制造成本较高，

产量低，检测结果容易受到人员、环境及材料等因素

的影响，很难大面积推广使用。

Ｐ４６蛋白是一种 Ｍｈｐ具有较强种特异性的膜

蛋白，也是 Ｍｈｐ感染早期诱导产生抗体的蛋白之

一，具有很强的免疫原性。犘４６基因的 ＯＲＦ全长

１２５７ｂｐ，编码４１９个氨基酸，并含有３个由 ＴＧＡ

编码的色氨酸密码子，而且均位于亲水区。将犘４６

基因中编码色氨酸的ＴＧＡ突变成ＴＧＧ后，使用其

在大肠杆菌中的表达产物作为ＥＬＩＳＡ抗原可以很

好地消除其它支原体抗体的干扰，而且在人工感染

后２周即可检测到Ｐ４６蛋白抗体，因此，使用犘４６

基因的表达产物作为抗原很适合用于 Ｍｈｐ抗体的

早期检测，是已知抗原蛋白中最为理想的检测抗

原［３４］。当前国内外已有很多使用犘４６基因或其表

达产物建立 Ｍｈｐ检测方法的报道，包括 ＰＣＲ
［５］、

ｎｅｓｔＰＣＲ
［６］、ＲＴＰＣＲ

［７］、间 接 ＥＬＩＳＡ
［３］、阻 断

ＥＬＩＳＡ和双夹心ＥＬＩＳＡ
［８９］等。

本研究首先通过对 Ｍｈｐ２３２株的犘４６基因亲

水区进行克隆，并对其内３个编码Ｔｒｐ的ＴＧＡ密

码子点突变成ＴＧＧ后克隆到表达载体上进行原核

表达，采用ＳＤＳＰＡＧＥ对表达形式和表达量进行检

测，使用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ对表达产物与 Ｍｈｐ高免

血清的反应原性和特异性进行评价，为Ｐ４６蛋白的

功能和应用研究提供了必要的技术基础。通过对重

组蛋白ｒＰ４６进行纯化后，作为包被抗原建立间接

ＥＬＩＳＡ方法，为研制猪喘气病抗体检测试剂盒做

准备。

１　材料与方法

１．１　材料

猪肺炎支原体２３２株，由美国ＩＯＷＡ州立大学

张启敬教授惠赠；犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株和

ｐＥＴ２８ａ（＋）质粒购于全式金生物技术有限公司；兔

抗 Ｍｈｐ高免血清（琼扩效价１∶１６）和猪肺炎支原

体间接血凝（ＨＩ）检测试剂盒，由本实验室制备保

存。ＩＤＥＸＸ猪肺炎支原体抗体 ＥＬＩＳＡ 检测试剂

盒，购自世纪元亨；质粒提取试剂盒和核酸回收试剂

盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；限制性内切酶、ｐＳＩＭＰＬＥ１８

ＥｃｏＲＶ／ＢＡＰＶｅｃｔｏｒ克隆试剂盒、多位点突变试剂

盒（Ｍｕｌｔｉｐｏｉｎｔｓｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｋｉｔ）、ＤＮＡ连接试剂盒

购自大连ＴａＫａＲａ生物技术有限公司；酶标二抗（羊

抗兔和兔抗猪）均购自Ｓｉｇｍａ公司；ＮｉＮＴＡＨｉｓ·

ＢｉｎｄＲｅｓｉｎ试剂盒购自德国 Ｍｅｒｃｋ公司。

１．２　方法

１．２．１　引物的设计　　参照ＧｅｎＢａｎｋ的 Ｍｈｐ２３２

株犘４６基因序列设计引物Ｐ４６ＢＵ和Ｐ４６ＢＤ，引物

５′端分别引入了犎犻狀ｄⅢ和犅犪犿ＨⅠ酶切位点。突

变引物ＴＢＰ１、ＴＢＰ２和ＴＢＰ３按照突变试剂盒说明

书的要求设计。５条引物的序列见表１。

表１　犘４６蛋白表达区克隆用引物和突变引物序列

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉犮犾狅狀犲犪狀犱犿狌狋犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犘４６犵犲狀犲

序号

Ｎｏ．

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物序列

ＰｒｉｍｅｒＳｅｑｕｅｎｃｅ

１ Ｐ４６ＢＵ ５′ＣＡＴＧＧＡＴＣＣＴＣＡＧＡＴＴＣＴＡＡＡＣＣＡＣＡＡＧＣＣＧＡＧＡＣ３′

２ Ｐ４６ＢＤ ５′ＣＡＣＡＡＧＣＴＴＡＴＴＡＣＣＡＣＣＴＧＣＴＧＧＡＴＣＴＴＴＧＴＴ３′

３ ＴＢＰ１ ５′ＧＡＴＡＡＴＣＣＴＣＧＡＴＧＧＡＴＴＡＧＴＧＣＣＣ３′

４ ＴＢＰ２ ５′ＴＧＣＡＣＡＡＡＡＴＡＡＣＴＧＧＣＴＣＡＣＴＣＡＧＣＡＡＧＣ３′

５ ＴＢＰ３ ５′ＧＴＴＴＡＴＧＴＣＣＣＡＧＧＡＴＧＧＡＡＴＴＡＴＧＧＡＡＣＴＧＣ３′

２３４
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１．２．２　猪肺炎支原体ＤＮＡ的提取和Ｐ４６蛋白基

因亲水区的克隆　　将猪肺炎支原体２３２株接种于

Ａ２６培养基，３７℃静置培养至ｐＨ６．８左右，菌体浓

度为１０８ＣＣＵ·ｍＬ－１，收获菌液，按照Ｆｕｔｏ等的方

法提取ＤＮＡ，并将其作为模板，使用Ｐ４６ＢＵ／Ｄ引

物和高保真酶对犘４６基因的部分亲水区序列进行

ＰＣＲ扩增。反应条件：９４ ℃预变性５ｍｉｎ，９４℃

５０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃５０ｓ，３４个循环；７２℃延伸

５ｍｉｎ。使用１％的琼脂糖凝胶进行电泳检测。按照

琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒的说明纯化回收ＰＣＲ

产物，测定核酸浓度。使用ｐＳＩＭＰＬＥ１８ＥｃｏＲＶ／

ＢＡＰＶｅｃｔｏｒ克隆试剂盒，将Ｐ４６亲水区的ＰＣＲ回

收产物连接到ｐＳＩＭＰＬＥ１８克隆载体上，并命名为

ｐＳ１８Ｐ４６，转化犈．犮狅犾犻ＤＨ５α感受态细胞，送Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ北京分公司测序。

１．２．３　对Ｐ４６膜蛋白基因的多点突变及其测序验

证　　按照突变试剂盒说明书，在２个ＰＣＲ反应管

中分别对锚定引物和突变引物进行磷酸化，再将其

与突变质粒ｐＳ１８Ｐ４６一起退火、延伸、连接，再使用

ＥＴａｉｌＦ／Ｒ引物对突变链进行ＰＣＲ扩增、鉴定和回

收。对突变ＤＮＡ片段使用犎犻狀ｄⅢ和犅犪犿ＨⅠ进

行双酶切后，克隆ｐＥＴ２８ａ（＋）载体中，转化ＤＨ５α

感受态细胞，３７℃过夜培养。挑选单菌落，提取质

粒ＤＮＡ，酶切鉴定正确后，命名为ｐＥＴＰ４６，送Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ北京分公司测序。

１．２．４　Ｐ４６蛋白在大肠杆菌中的表达　　将重组

质粒ｐＥＴＰ４６转化受体菌ＢＬ２１（ＤＥ３），所得基因

重组菌命名为ＤＥｐＥＴＰ４６。挑取单菌落，接种于

含５０μｇ·ｍＬ
－１卡那霉素的ＬＢ培养基中，３７℃

２５０ｒ·ｍｉｎ－１培养至 ＯＤ６００ｎｍ为１．０左右，加入

ＩＰＴＧ至终浓度０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１，继续培养４ｈ，收

集菌体进行ＳＤＳＰＡＧＥ检测。

将２００ｍＬ经ＩＰＴＧ诱导４ｈ的培养物，离心后

加入裂解液（５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ·Ｃｌ，１ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＥＤＴＡ，１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ）２０ｍＬ，冻融２次后，进

行超声波裂解（２００Ｗ，超声１０ｓ，间歇１０ｓ，共２０

次）。４℃１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，收集上清

和沉淀，进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测　　裁剪与凝胶面

积一致的 Ｗｈａｔｍａｎ滤纸和ＮＣ膜，恒压７０Ｖ转印

２ｈ转印过夜。用５％ＢＳＡ 的 ＴＢＳ缓冲液（１０

ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ·Ｃｌ，１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ，ｐＨ＝

７．６）４℃封闭过夜，洗涤液ＰＢＳＴ（ＴＢＳ含０．０５％

Ｔｗｅｅｎ２０）洗膜３次。取８ｍＬ稀释液，１∶５００稀释

的兔抗 Ｍｈｐ阳性血清，室温轻摇１ｈ。再用ＰＢＳＴ

洗膜３次。８ｍＬ稀释液１∶５０００稀释二抗（ＨＲ

ＰＯ标记羊抗兔ＩｇＧ），室温轻摇１ｈ，ＴＢＳＴｗｅｅｎ２０

洗涤３次后，在４氯１奈酚溶液中显色。

１．２．６　重组菌的ＩＴＰＧ诱导浓度的优化　　挑取

重组菌单菌落，接种于３ｍＬＬＢ／Ｋａｎ液体培养基

中，３７℃活化过夜后，０．５％的接种量接入７管１０

ｍＬＬＢ／Ｋａｎ液体培养基中，３７℃、２３０ｒ·ｍｉｎ－１振

摇培养至对数生长期（ＯＤ６００ｎｍ达到１．０左右），分别

加入终浓度为０、０．０２、０．０５、０．１０、０．２、０．５和１．０

ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＩＰＴＧ，于３７℃、２３０ｒ·ｍｉｎ－１振摇培

养５～６ｈ，离心收集菌体，进行ＳＤＳＰＡＧＥ检测。

１．２．７　重组蛋白的纯化　　诱导表达 ＤＥｐＥＴ

Ｐ４６工程菌２００ｍＬ，收集菌体，用裂解缓冲液（５０

ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ·Ｃｌ，１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＥＤＴＡ，１００

ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ）洗涤１次后重悬。冻融２次后，

加入终浓度为１００μｇ·ｍＬ
－１的溶菌酶，冰浴２ｈ后

超声波裂解、离心，取上清和沉淀进行ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳。

用８ｍｏｌ·Ｌ－１尿素溶解包涵体，离心收集上

清，置４℃下进行梯度透析和复性后，４℃１２０００

ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，取上清。将１ｍＬ５０％ Ｎｉ

ＮＴＡＨｉｓ·Ｂｉｎｄ 树脂悬液加入到４ｍＬ１×Ｎｉ

ＮＴＡ结合缓冲液中，待树脂自然沉降后，用枪头吸

去上清。加入４ｍＬ复性后的包涵体蛋白溶液混

匀，４℃结合６０ｍｉｎ。将蛋白树脂混合物加入下端

封闭的空色谱柱中。除去封闭盖，收集流出液（穿过

峰）。以１×ＮｉＮＴＡ 漂洗缓冲液漂洗后，以１×Ｎｉ

ＮＴＡ洗脱缓冲液洗脱目的蛋白。经ＳＤＳＰＡＧＥ电

泳分析后，测定蛋白浓度，加入５０％甘油，－２０℃

保存备用。

１．２．８　间接ＥＬＩＳＡ方法的建立　　Ｍｈｐ阴／阳性

参考血清，经ＩＤＥＸＸＭｈｐ抗体检测试剂盒和 Ｍｈｐ

ＨＩ抗体检测试剂检测均为阴／阳性，肺支气管拭子

的ＰＣＲ结果阴性的猪的血清作为 Ｍｈｐ阴／阳性参

考血清。

１．２．８．１　ＥＬＩＳＡ程序：将重组蛋白ｒＰ４６用包被液

稀释，１００μＬ·孔
－１，３７℃包被２ｈ后４℃过夜。洗

涤液洗涤３次，３ｍｉｎ·次－１。加入封闭液，１５０

μＬ·孔
－１，３７℃２ｈ，甩干。参考血清用稀释液适

当稀释，１００μＬ·孔
－１，３７℃３０ｍｉｎ，洗涤同上。用

稀释液将ＨＲＰ兔抗猪ＩｇＧ稀释成工作浓度后，１００

３３４
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μＬ·孔
－１，３７℃３０ｍｉｎ，洗涤同上。每孔加入新配

制的底物溶液，１００μＬ·孔
－１，３７℃１０ｍｉｎ。每孔

加入５０μＬ２ｍｏｌ·Ｌ
－１ Ｈ２ＳＯ４ 终止反应。使用酶

联检测仪测定各孔ＯＤ４５０ｎｍ。

１．２．８．２　抗原包被浓度和待检血清稀释度的确定：

用包被液将纯化后的ｒＰ４６梯度稀释成５．０、２．０、

１．０、０．５、０．２和０．１μｇ·ｍＬ
－１，９６孔板上每个梯

度包被２列孔。横向使用１％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳＴ 将

Ｍｈｐ阳性阴性血清作１∶２５、１∶５０、１∶１００、１∶２００

稀释，作为被检样品，进行ＥＬＩＳＡ检测，选择阳性血

清 ＯＤ４５０ｎｍ值在１左右，且阳性 ＯＤ４５０ｎｍ值／阴性

ＯＤ４５０ｎｍ值（Ｐ／Ｎ）比值最大时的抗原包被浓度和抗

体稀释度为最佳工作浓度。

１．２．８．３　封闭液及血清稀释液的选择：以最适抗原

浓度包被酶标板３７℃１ｈ后４℃过夜，洗涤后，选

择在ＰＢＳＴ中分别加入１０％马血清、１０％小牛血

清、１％ＢＳＡ、１％明胶、５％脱脂奶粉作为稀释液。

１５０μＬ·孔
－１，３７℃反应２ｈ。进行ＥＬＩＳＡ，在酶

联检测仪上读出ＯＤ４５０ｎｍ值，比较各组阴阳性血清的

ＯＤ４５０ｎｍ值和Ｐ／Ｎ值，以确定合适的稀释液。

１．２．８．４　阴阳性临界值的确定：取８８份经间接血

凝（ＨＩ）试剂盒和ＩＤＥＸＸ的ＥＬＩＳＡ试剂盒检测为

阴性的临床血清，在最佳抗原包被浓度和血清稀释

度的条件下进行检测，根据公式：阴阳性临界值＝阴

性样本ＯＤ４５０ｎｍ平均值＋３×标准差（狊）计算阴阳性

临界值。

１．２．９　对比试验和评价　　将１４３份冻存的新鲜

猪血清样品分别使用ＥＬＩＳＡ（ＩＤＥＸＸ）和本试验制

备的ｒＰ４６ＥＬＩＳＡ试剂进行检测，比较２种检测试

剂的检测结果的符合程度。

２　结　果

２．１　重组质粒狆犈犜犘４６的酶切鉴定和序列分析

结果

　　以Ｐ４６蛋白亲水区序列经过多点突变、扩增、

酶切后连接到ｐＥＴ２８ａ（＋）表达载体的多克隆位点

上。用犎犻狀ｄⅢ和犅犪犿ＨⅠ双酶切该重组质粒，电

泳检测结果显示，ｐＥＴＰ４６的酶切结果和酶切片段的

大小，均与预期相符。测序结果表明，３个 ＴＧＡ→

ＴＧＧ突变位点均成功完成突变，ＯＲＦ序列翻译的氨

基酸序列与预期一致，推导的表达产物为由２８５个氨

基酸组成的融合蛋白，其中２３８个氨基酸来自Ｐ４６蛋

白亲水区。融合蛋白相对分子质量（ＭＷ）估计值为

３１．１ｋｕ，等电点（ｐＩ）估计值为６．３７。

２．２　狉犘４６融合蛋白的表达与纯化

经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果显示，重组质粒ｐＥＴ

Ｐ４６在ＢＬ２１（ＤＥ３）受体菌中实现了Ｐ４６蛋白的高

效表达，相对分子质量大小与预期相符合，如图１。

１．蛋白质相对分子质量标准；２．ＤＥｐＥＴＰ４６诱导前菌

体；３．ＤＥｐＥＴＰ４６诱导后菌体；４．ＤＥｐＥＴＰ４６诱导后

裂解上清；５．ＤＥｐＥＴＰ４６诱导后裂解沉淀；６．ＤＥｐＥＴ
裂解沉淀；７．ＤＥｐＥＴ诱导前菌体；８．ＤＥｐＥＴ诱导后

菌体

１．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；２．ＣｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＤＥｐＥＴＰ４６ｂｅ

ｆｏｒｅｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔ；３．ＣｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＤＥｐＥＴＰ４６ａｆｔｅｒ

ｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔ；４．ＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｌｙｓｅｄＤＥｐＥＴＰ４６ｃｅｌｌａｆ

ｔｅｒｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔ；５．ＰｅｔｏｆｌｙｓｅｄＤＥｐＥＴＰ４６ｃｅｌｌａｆｔｅｒｉｎ

ｄｕｃｅｍｅｎｔ；６．ＰｅｔｏｆｌｙｓｅｄＤＥｐＥＴｃｅｌｌ；７．Ｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｏｆＤＥｐＥＴｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔ；８．ＣｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＤＥ

ｐＥＴａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔ

图１　狉犘４６蛋白表达的犛犇犛犘犃犌犈电泳图谱

犉犻犵．１　犜犺犲犛犇犛犘犃犌犈狉犲狊狌犾狋狅犳犘４６犲狓狆狉犲狊狊犲犱犻狀犈．犮狅犾犻

从ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图的２、３泳道结果看，基因

工程菌ＤＥｐＥＴＰ４６在诱导前后差异明显，诱导后

出现了相对分子质量约为３１ｋｕ表达产物，与预计

大小相符合，表达量约占菌体总蛋白３５％，符合高

效表达的要求。电泳图的４、５泳道的结果显示表达

产物主要集中在裂解沉淀中，上清中的含量很少，表

明ｒＰ４６的表达形式为包涵体，而且在沉淀中所占比

例约为８０％。６、７、８泳道的结果显示ＤＥｐＥＴ空载

体对照菌有无ＩＰＴＧ 诱导，细胞蛋白水平上没有

差异。

２．３　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵结果

将按照图１的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图谱相同加样

顺序对相同样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ，经过转膜后，进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，结果图２。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果显示，兔抗猪肺炎支原体

高免血清能特异地与重组菌的表达产物带结合，阳

４３４
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性反应主要集中在沉淀中，上清中在相同位置也有

阳性信号，反应信号强，表明表达产物含有猪肺炎支

原体的抗原Ｐ４６部分亲水区序列，而且具有很好的

反应原性。

１．蛋白质相对分子质量标准；２．ＤＥｐＥＴＰ４６诱导前菌

体；３．ＤＥｐＥＴＰ４６诱导后菌体；４．ＤＥｐＥＴＰ４６诱导后

裂解上清；５．ＤＥｐＥＴＰ４６诱导后裂解沉淀；６．ＤＥｐＥＴ
裂解沉淀；７．ＤＥｐＥＴ诱导前菌体；８．ＤＥｐＥＴ诱导后

菌体

１．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；２．ＣｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＤＥｐＥＴＰ４６ｂｅ

ｆｏｒｅｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔ；３．ＣｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＤＥｐＥＴＰ４６ａｆｔｅｒ

ｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔ；４．ＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｌｙｓｅｄＤＥｐＥＴＰ４６ｃｅｌｌａｆ

ｔｅｒｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔ；５．ＰｅｔｏｆｌｙｓｅｄＤＥｐＥＴＰ４６ｃｅｌｌａｆｔｅｒｉｎ

ｄｕｃｅｍｅｎｔ；６．ＰｅｔｏｆｌｙｓｅｄＤＥｐＥＴｃｅｌｌ；７．Ｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｏｆＤＥｐＥＴｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔ；８．ＣｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＤＥ

ｐＥＴａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔ

图２　狉犘４６蛋白表达的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵结果

犉犻犵．２　犜犺犲犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵狉犲狊狌犾狋狅犳犘４６犲狓狆狉犲狊狊犲犱犻狀

犈．犮狅犾犻

２．４　犐犘犜犌 诱导浓度的优化与重组蛋白的纯化

结果

　　电泳结果显示，当ＩＰＴＧ浓度达到０．０２ｍｍｏｌ·Ｌ
－１

及以上即可诱导ＤＥｐＥＴＰ４６重组菌的ｒＰ４６重组

蛋白的大量表达，而且表达量没有明显差别，为确保

稳定表达，将ＤＥｐＥＴＰ４６重组菌的诱导计量确定

为０．０４ｍｍｏｌ·Ｌ－１。

将表达的ｒＰ４６重组蛋白包涵体经洗涤后的产

物以及洗涤、溶解后再经ＮｉＮＴＡＨｉｓ·Ｂｉｎｄ树脂

柱纯化浓缩后的产物分别进行ＳＤＳＰＡＧＥ，结果表

明包涵体经溶解复性后，再经 ＮｉＮＴＡ Ｈｉｓ·Ｂｉｎｄ

树脂柱过柱纯化，得到较为纯净的ｒＰ４６蛋白，电泳

检测几乎不可见杂蛋白带，可用于间接ＥＬＩＳＡ等对

蛋白纯度要求较高的检测用抗原。

２．５　间接犈犔犐犛犃方法条件优化和临界值的确定

结果

　　 重 组 蛋 白 ｒＰ４６ 的 最 佳 包 被 浓 度 为 ０．５

μｇ·ｍＬ
－１，５％脱脂奶粉作为稀释剂和封闭剂效果

最佳。检测结果阳性与阴性参考血清的吸光值

ＯＤ４５０ｎｍ比值Ｐ／Ｎ值最高，可达到５．０。

通过对经ＨＩ和ＥＬＩＳＡ（ＩＤＥＸＸ）检测均为阴性

的８８份猪血清进行检测，确定本试验ＥＬＩＳＡ检测

结果的阴阳性判定临界值。当对照组Ｐ／Ｎ≥３．０时

试验成立，待检血清与对照阳性血清分别减去对照

阴性血清ＯＤ４５０ｎｍ值后的比值，表示为Ｓ／Ｐ，根据统

计学原则，当样品的Ｓ／Ｐ值≥阴性样品Ｓ／Ｐ平均值

＋３×标准偏差时，可以在９９．９％的水平上判定为

阳性。８８份猪阴性血清的Ｓ／Ｐ平均值＝０．０４，标准

偏差＝０．１３８，因此临界值＝０．０４＋３×０．１３８＝

０．４５４，临界值取０．４５。即当对照组Ｐ／Ｎ≥３．０时

试验成立，Ｓ／Ｐ≥０．４５，待检血清为阳性，Ｓ／Ｐ＜０．４５

判为阴性。

２．６　对比检测试验结果

使用ＩＤＥＸＸ 的 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒和ｒＰ４６

ＥＬＩＳＡ试剂对１４３份猪血清的进行比较检测，检测

结果显示，Ｐ４６ＥＬＩＳＡ的阳性检出率为２８．７％（４１／

１４３），ＩＤＥＸＸ的 ＭｈｐＥＬＩＳＡ试剂盒的阳性检出率

为２６．５％（３８／１４３），有１５份血清使用两种试剂检

测的结果完全相反。二者的阳性符合率为８４．２％

（３２／３８），阴性符合率为９１．４％（９６／１０５）。可见，

ｒＰ４６ＥＬＩＳＡ方法与ＩＤＥＸＸ的 ＭｈｐＥＬＩＳＡ试剂盒

具有较高的符合率。

３　讨　论

猪肺炎支原体的检测方法研究主要包括分子生

物学方法和血清学方法，在田间应用中仍以血清学

检测方法为主。猪支原体肺炎作为一种典型的呼吸

道疾病，引起猪咳嗽、喷嚏，并能通过空气传播，猪群

中１头猪发病就会很快污染整个猪群，在以ＰＣＲ、

ｎｅｓｔＰＣＲ和ＬａｍｐＰＣＲ等检测方法进行活体检验

时容易出现１００％阳性的结果，这对疾病诊断没有

太大的实际意义。血清学检测方法则直接反应机体

的特异性血清抗体水平，对疫病诊断和免疫检测具

有很好的参考价值。国内外学者曾使用细胞抗原建

立了间接血凝试验（ＨＩ）
［１０１１］和ＥＬＩＳＡ

［１２１３］诊断方

法，并在猪肺炎支原体检测和防治中发挥了一定的

作用，但由于猪肺炎支原体与猪鼻支原体、絮状支原

体等之间共有一些交叉抗原，检测结果存在假阳性

问题［１２，１４１５］。随着体外表达技术的发展，Ｍｈｐ抗原

蛋白的原核表达产物开始作为检测抗原应用于

５３４
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ＥＬＩＳＡ检测方法的建立，当前用于检测的表达抗原

包括Ｐ４６、Ｐ６５
［１６］、ＬＤＨ

［１７］等。

Ｐ４６是一种具有较强种特异性的 Ｍｈｐ蛋白，而

且还是激发机体最早产生特异性抗体的膜蛋白。

Ａｓｓｕｎｃａｏ等将１８个从西班牙分离的 Ｍｈｐ菌株进

行ＳＤＳＰＡＧＥ后转膜，分别与抗Ｐ４６、Ｐ３６和Ｐ９７

的单克隆抗体反应，结果发现抗Ｐ４６的单抗可与全

部１８株的Ｐ４６蛋白特异性反应，而仅有１０／１８的菌

株与Ｐ３６蛋白单抗反应，而抗Ｐ９７的单抗可与多种

不同大小的蛋白反应［１８］。Ｆｕｔｏ等克隆表达了Ｐ４６

蛋白，并用表达抗原制备单克隆抗体，建立了双夹心

法ＥＬＩＳＡ检测方法，不仅具有特异性，而且能检测

出感染后２周内的血清阳性样品
［３４］。Ｃｈｅｉｋｈ等用

Ｐ４６和Ｐ６５蛋白表达抗原制备的单克隆抗体，建立

了猪肺炎支原体荧光抗体检测方法［８，１９］。因此，

Ｐ４６蛋白是一种较为理想的 Ｍｈｐ的早期血清学诊

断抗原标记。

支原体的密码子系统与通用密码子的差别，导

致其基因不能在大肠杆菌等宿主中完整表达，当前

对 Ｍｈｐ蛋白基因进行表达的策略主要包括两种，一

种是对目的基因进行点突变，将支原体编码色氨酸

的ＴＧＡ突变成通用色氨酸密码子ＴＧＧ；第二种是

对宿主菌进行改造，使其能对 ＵＧＡ通读。前者是

目前对单个 Ｍｈｐ蛋白基因进行表达的主要方式，国

内外许多学者成功实现了Ｐ９７、Ｐ４６、Ｐ４２、Ｐ６５、Ｐ３６

等蛋白的原核表达。第二种策略主要用于 Ｍｈｐ的

表达文库构建以及载体疫苗的研究。Ｐ４６蛋白编码

的４１９个氨基酸中含有３个ＴＧＡ
［１８］，国内覃青松

曾用ｐＭＡＬＰ２Ｘ和ｐＭＡＬＣ２Ｘ载体实现了 ＭＢＰ

Ｐ４６融合蛋白的可溶性表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析

表明该融合蛋白具有较好的反应原性，并初步应用

于ＥＬＩＳＡ 检测
［２０２１］。迟灵芝使用表达载体ｐＥＴ

３２ａ（＋）成功表达了 Ｍｈｐ的犘４６基因，融合蛋白相

对分子质量约为６３．５ｋｕ，并具有较好的免疫

原性［２２］。

本研究选取Ｐ４６蛋白抗原决定簇比较集中的

亲水区序列进行克隆，采用一步法对３个ＴＧＡ密

码子实施点突变后，克隆到ｐＥＴ２８ａ（＋）表达载体，

在ＢＬ２１（ＤＥ３）受体菌中实现了原核表达。本研究

创新之处主要表现在策略上，首先在表达序列上选

取了７１４ｂｐ包含Ｐ４６蛋白的抗原决定簇较为集中

的区域，并避开了一些稀有密码子，使表达序列长度

仅为８５５ｂｐ，比较适合于大肠杆菌的高效表达。其

次，采用组氨酸标签（Ｈｉｓｔａｇ）作为选择标记，其长

度短，在融合蛋白中所占比重小，有利于目的蛋白的

大量表达和纯化。由于不存在天然的 Ｈｉｓｔａｇ，纯化

后的融合蛋白无需切割即可直接用作检测抗原。试

验结果表明该融合蛋白以包涵体的形式高效表达，

经过裂解、洗涤、纯化后，纯度达９８％以上，符合间

接ＥＬＩＳＡ抗原的纯度要求，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ结果

表明该蛋白具有很好的反应原性。本研究进一步建

立了 Ｍｈｐ间接ＥＬＩＳＡ抗体检测方法，并确定了结

果判定标准，但还有待对其敏感性、特异性、保存期

等进行进一步试验和研究，以期望尽快推出稳定、适

用的 Ｍｈｐ抗体ＥＬＩＳＡ检测试剂盒商品，这将对猪

肺炎支原体的防治工作具有十分重要的意义。
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