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摘  要 : 旨在建立一种快速鉴定猪肺炎支原体 (Mycoplasma hyopneumoniae，Mhp) 血清体液免疫显性蛋白抗原

的方法。通过构建 pGEX-6P-1-mhp366 重组表达质粒并转入大肠杆菌 BL21(DE3)，将 GST-Mhp366 重组蛋白进行

原核表达。将 GST-Mhp366 重组菌和 GST 工程菌裂解液加入谷胱甘肽包被板进行抗原包被，分别与 17 份 Mhp

阳性血清和 13 份 Mhp 阴性血清反应，通过对抗原包被量、封闭液、血清和二抗稀释度的优化，确定间接 ELISA

的反应条件。最终确定 GST-Mhp366 重组菌和 GST 工程菌裂解液原液为抗原的最佳包被量，PBS+10% FBS+2.5%

脱脂奶粉为最佳封闭液，分别将血清按照 1∶500 稀释、酶标二抗按照 1∶40 000 稀释作为最佳工作浓度，从而

建立了一种基于间接 ELISA 的快速鉴定 Mhp 血清体液免疫显性蛋白抗原的方法，同时通过已知的血清体液免疫

显性蛋白 Mhp156 和 Mhp364 对所建立的方法进行了验证。该方法的建立能够用于在基因组水平高通量筛选 Mhp

血清体液免疫显性蛋白抗原，并为 Mhp 初乳体液免疫和黏膜免疫显性蛋白抗原鉴定方法的建立奠定基础。 

关键词 : 猪支原体肺炎，Mhp366，免疫显性蛋白抗原，酶联免疫吸附试验  
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Development of an ELISA for identification of 
immunodominant protein antigens of Mycoplasma 
hyopneumoniae 

Yaoqin Zhou, Feng You, Jie Zhong, Haoju Wang, and Honglei Ding 

Laboratory of Veterinary Lemology, Southwest University, Chongqing 400715, China 

Abstract:  We developed a method to identify serological humoral immunodominant proteinic antigen of Mycoplasma 

hyopneumoniae (Mhp). After constructing the recombinant plasmid pGEX-6P-1-mhp366 and transforming it into Escherichia 

coli BL21(DE3), the recombinant GST-Mhp366 protein was expressed successfully. The lysates of the recombinant 

GST-Mhp366 and genetic engineering GST were added into glutathione coated plates and reacted with 17 positive sera or 13 

negative sera. Meanwhile, the optimization of experimental conditions, including coated antigen, blocking buffer, dilutions of 

sera and second antibody were determined. The optimal concentration of the coated antigen was the original bacteria lysates 

without dilution, and the optimal blocking buffer contained 10% FBS and 2.5% skim milk in PBS. Besides, the working 

concentration of serum samples and the HRP-tagged rabbit anti-pig IgG secondary antibody were 1:500 and 1:40 000, 

respectively. Thus, an indirect ELISA was established for identification of immunodominant protein antigens of Mhp. 

Meanwhile, this method was confirmed by the identified serological humoral immunodominant proteinic antigen Mhp156 and 

Mhp364. This method can be used for identification of the candidate vaccine antigens on a genome-wide scale. Furthermore, it 

can lay the foundation for identifying the candidate vaccine antigens through colostra and the nasal mucosal secretions. 

Keywords:  mycoplasmal pneumonia of swine, Mhp366, immunodominant antigen, enzyme-linked immunosorbent assay 

猪支原体肺炎  (Mycoplasmal pneumonia of 

swine，MPS) 是由猪肺炎支原体  (Mycoplasma 

hyopneumoniae，Mhp) 引起的一种慢性、接触性

呼吸道传染病，广泛分布于世界各地[1]。我国每

年由此病造成的直接经济损失超过 100 亿元[2]。

现阶段我国大部分猪场使用 MPS灭活疫苗，还有

部分猪场使用弱毒疫苗控制 MPS。这些疫苗能够

在一定程度减轻临床症状和肺部病理损伤[3-4]，提

高日增重[4]，但其免疫保护效果和人们的期望仍

有差距[5-6]。基因工程疫苗是未来 MPS 疫苗的一

个发展方向。基因工程疫苗保护性抗原的筛选通

常采用体外表达纯化病原蛋白后再免疫实验动物

或宿主，测定实验动物或宿主的免疫学指标和评

价蛋白抗原对实验动物或宿主的免疫保护来实

现。这种方法工作量大，花费不菲，且对抗原的

选择盲目性很大，抗原筛选的成功率不高[7]。 

若能在病原菌基因组编码的所有蛋白信息基

础上，高通量大规模鉴定疫苗蛋白抗原，则能够

降低因只关注某几个潜在抗原蛋白而造成抗原筛

选的遗漏和偏差，增加基因工程疫苗研发成功的

概率和提高疫苗免疫保护效果。建立快速鉴定

Mhp 免疫显性抗原的方法在高通量大规模鉴定

MPS疫苗候选蛋白抗原工作中十分必要，这在很

大程度上能够减少抗原筛选的工作量，加快工作

进度。 

Mhp366是一种能够在Mhp自然感染条件下，

刺激宿主产生强烈体液免疫的蛋白[8]。本研究以

Mhp366蛋白为例，建立了一种基于间接酶联免疫

吸附试验 (Indirect enzyme-linked immunosorbent 

assay，Indirect ELISA) 原理的快速鉴定 Mhp 血

清体液免疫显性蛋白抗原的方法，并用 Mhp156

和 Mhp364 蛋白验证了该方法的有效性[9]。该方

法的建立能够在基因组水平高通量筛选 Mhp 血

清体液免疫显性蛋白抗原，并为 Mhp初乳体液免

疫和粘膜免疫显性蛋白抗原鉴定方法的建立奠

定基础。 
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1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 

大肠杆菌 BL21(DE3)、大肠杆菌 XL-1 Blue

感受态和 pGEX-6P-1载体由本实验室保存。 

mhp366、mhp364和 mhp156基因由生工生物

工程  (上海 ) 股份有限公司合成。在合成时将

mhp366 中第 835–837、967–969、1224–1226 和

1312–1314位，mhp364中第 676–678、979–981、

1456–1458位，mhp156中第 133–135、169–171、

193–195、235–237、256–258位 TGA密码子修改

为 TGG。合成的基因连接 pGEX-6P-1载体，构建

pGEX-6P-1-mhp366、pGEX-6P-1-mhp364、pGEX- 

6P-1-mhp156重组质粒，转化入大肠杆菌 DH5α。 

1.2  血清 

Mhp阳性猪场血清采集自重庆市和四川省两

个猪场具有咳嗽、气喘等典型猪支原体肺炎临床

症状的猪，共 35份。这两个猪场的猪群在寒冷季

节和气候骤变时表现出明显的 MPS 临床症状；

Mhp阴性血清采集自贵州省某猪场，共 30份。该

猪场具有良好的管理模式，猪群没有 MPS临床症

状，在过去两年的血清学监测中，Mhp抗体均为

阴性。同时采集对应的猪的支气管肺泡灌洗液。 

1.3  主要试剂和菌株 

核酸 marker 购自天根生化科技 (北京) 有限

公司。质粒小量提取试剂盒购自 Omega 公司。

BamHⅠ、XhoⅠ、SalⅠ、蛋白 marker 购自宝生

物工程 (大连) 有限公司。谷胱甘肽琼脂糖珠购自

GE Healthcare公司。谷胱甘肽包被板、HRP标记兔

抗猪 IgG、胎牛血清 (FBS) 购自 Thermo Scientific

公司。猪肺炎支原体抗体 ELISA检测试剂盒购自

美国 IDEXX公司。ELISA底物液 A、B和终止液

购自武汉科前生物股份有限公司。鼠抗 GST-Tag单

抗购自 Bioworld 公司。HRP 标记羊抗鼠 IgG 购自

Proteintech公司。PVDF膜购自 Roche Diagnostics

公司。eECL 购自康为世纪生物科技有限公司。

PreScission Protease 由第三军医大学微生物与生

化药学实验室惠赠。 

1.4  重组蛋白的原核表达与纯化 

提取大肠杆菌 DH5α中的 pGEX-6P-1-mhp366、

pGEX-6P-1-mhp364和 pGEX-6P-1-mhp156质粒，

pGEX-6P-1-mhp366 和 pGEX-6P-1-mhp364 经

BamHⅠ、XhoⅠ双酶切鉴定，pGEX-6P-1-mhp156

经 BamHⅠ、SalⅠ双酶切鉴定。鉴定正确后，

pGEX-6P-1-mhp366、pGEX-6P-1-mhp364 转化大

肠杆菌 BL21(DE3) 感受态细胞，pGEX-6P-1-mhp156

转化大肠杆菌 XL-1 Blue感受态细胞，筛选阳性重组

子，分别再次经 BamHⅠ+XhoⅠ、BamHⅠ+XhoⅠ

以及 BamHⅠ+SalⅠ双酶切鉴定。鉴定正确的重组

菌分别命名为 GST-Mhp366重组菌、GST-Mhp364

重组菌和 GST-Mhp156重组菌。 

GST-Mhp366重组菌、GST-Mhp364重组菌和

GST-Mhp156 重组菌分别接种于含 100 μg/mL 氨

苄西林的 LB液体培养基，37 ℃摇床培养至 OD600

为 0.7–0.9时，加入 IPTG使终浓度为 1 mmol/L，

GST-Mhp366和 GST-Mhp364 30 ℃诱导表达目的

蛋白 4 h，GST-Mhp156 16 ℃诱导表达目的蛋白

20 h。收集菌液，4 ℃、5 000 r/min离心 15 min。

弃上清后加入细菌裂解液 (PBS中加入 1% Triton 

X-100、1 mmol/L苯甲基磺酰氟、75 IU/mL抑肽

酶、20 μmol/L 亮肽素、1.6 μmol/L 抑肽素，     

pH 7.2)，超声 (220 V、110 W) 破碎细菌 30次 (工

作 3 s，间歇 4 s)。4 ℃、13 000 r/min离心 15 min，

取上清，与谷胱甘肽琼脂糖珠室温旋转 (25 r/min) 

孵育 1 h，经 PBST 洗涤 2 次和 PBS 洗涤 1 次后

离心。沉淀经 SDS-PAGE检测蛋白表达情况。 

与谷胱甘肽琼脂糖珠孵育结合的蛋白加入适

量 PBS和 PreScission Protease，室温酶切 5 h，4 ℃、

10 000 r/min离心 1 min，取上清；在沉淀中再次

加入适量 PBS，振荡后再次离心取上清，如此重
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复 2次。将上清液和剩余的沉淀经 SDS-PAGE检

测蛋白纯化情况。 

pGEX-6P-1 载体转化大肠杆菌 BL21(DE3)感

受态细胞，提取质粒鉴定，该基因工程菌命名为

GST工程菌，作为阴性对照。其诱导表达温度和

IPTG浓度同 GST-Mhp366重组菌。 

1.5  重组蛋白的鉴定 

将纯化的 GST-Mhp366、 GST-Mhp364、

GST-Mhp156 蛋白进行 Western blotting 鉴定。

SDS-PAGE 后转 PVDF 膜，5%脱脂奶粉的 TBST

封闭 2 h，TBST 洗涤 3 次，每次 5 min；鼠抗

GST-Tag 单抗 (1∶8 000 稀释) 室温孵育 1 h，

TBST洗涤 3次，每次 5 min；HRP标记羊抗鼠 IgG 

(1∶20 000稀释) 室温孵育 1 h，TBST洗涤 3次，

每次 5 min，eECL显色。 

1.6  Mhp 阳性血清和阴性血清的准备 

Mhp阳性猪场血清和阴性猪场血清经Mhp抗

体检测试剂盒检测，支气管肺泡灌洗液经套式

PCR检测[10]。在 Mhp阳性猪场中随机选取 17份

Mhp抗体阳性和核酸阳性猪血清，在 Mhp阴性猪

场中随机选取 13 份 Mhp 抗体阴性和核酸阴性猪

血清。 

GST工程菌经 IPTG诱导表达后制备细菌裂解

液，按 GST 细菌裂解液∶血清=1∶50 的比例加入

Mhp阳性血清/阴性血清，4 ℃过夜旋转 (25 r/min) 

孵育，对血清进行预吸附。 

1.7  最佳抗原包被浓度的选择 

GST-Mhp366 重组菌经诱导表达后离心，加入

细菌裂解液超声破碎，25 mL菌液对应 1 mL细菌

裂解液，4 ℃、13 000 r/min离心 15 min去除细胞

碎片。细菌裂解液按原液、1∶5、1∶10比例稀释

后，谷胱甘肽包被板每孔加入 200 μL，4 ℃包被过

夜，PBST 洗涤 5 次，每次 3 min。加入 200 μL

含 0.25%脱脂奶粉和 10% FBS的 PBS作为封闭液

室温封闭 1 h，PBST洗涤 5次，每次 3 min。将

猪血清用封闭液按 1∶500比例稀释后，每孔加入

100 μL，室温孵育 2 h，PBST洗涤 5次，每次 3 min。

HRP标记兔抗猪 IgG用封闭液 1∶40 000比例稀

释后，每孔加入 100 μL，37 ℃孵育 1 h，PBST洗

涤 5 次，每次 3 min。每孔加入底物液 A和底物

液 B各 50 μL，混匀，室温避光显色 10 min后加

入 50 μL终止液，10 min内酶标仪测定 OD630值。 

GST工程菌诱导表达后按 GST-Mhp366重组

菌条件进行 ELISA试验，测定相应孔的 OD630值。 

1.8  最佳封闭液的确定 

按已确定的GST-Mhp366重组菌和GST工程菌

的最佳细菌裂解液浓度加入谷胱甘肽包被板，分别

以 PBS+10% FBS、PBS+2.5%脱脂奶粉、PBS+10% 

FBS+2.5%脱脂奶粉封闭，每孔加入 200 μL，室温封

闭 1 h，进行 ELISA试验，测量相应孔的 OD630值。 

1.9  最佳血清稀释度和最佳酶标二抗工作浓

度的确定 

按已确定的GST-Mhp366重组菌和GST工程菌

的最佳细菌裂解液浓度加入谷胱甘肽包被板，使用

最佳封闭液进行封闭。血清按 1∶100、1∶200、

1∶500、1∶1000 稀释，HRP 标记兔抗猪 IgG 酶

标二抗按照 1∶20 000、1∶40 000、1∶80 000稀

释。测量相应孔的 OD630值。 

1.10  间接 ELISA 反应条件的判定标准 

根据不同的反应条件进行间接 ELISA。

GST-Mhp366细菌裂解液和 GST细菌裂解液分别

与 13 份 Mhp 阴性血清反应，计算 GST-Mhp366

细菌裂解液和GST细菌裂解液与每份阴性血清反

应的 OD630 值之差，该差值的平均值为 x，标准

差为 s，将 x s  所得的值定为用 Mhp366蛋白判

定阴阳血清的界限。 

GST-Mhp366细菌裂解液和 GST细菌裂解液

分别与 17 份 Mhp 阳性血清反应。同理，计算

GST-Mhp366细菌裂解液和 GST细菌裂解液与每

份阳性血清反应的 OD630 值之差，该差值命名为
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A。若 A≥ x s  ，则判定为 Mhp366抗体阳性。

选择 A 值≥ x s  对应的血清数量最多的反应条

件，确定为 Mhp 血清体液免疫显性蛋白抗原

ELISA的最佳反应条件。 

1.11  间接 ELISA 方法的验证 

GST-Mhp364 重组菌和 GST-Mhp156 重组菌

经诱导表达后离心收集菌体，加入细菌裂解液超

声破碎，25 mL菌液对应 1 mL细菌裂解液，离心

去除细胞碎片。用 GST-Mhp366 蛋白建立的间接

ELISA 反应条件[9]检测 Mhp364 抗体阳性血清数

量和 Mhp156 抗体阳性血清数量。若某蛋白抗体

阳性血清数量超过 Mhp阳性血清数量的一半，则

将该蛋白判定为血清体液免疫显性蛋白抗原。 

2  结果与分析 

2.1  GST-Mhp366、GST-Mhp364、GST-Mhp156

和 GST 蛋白的原核表达、纯化与鉴定 

提取 GST-Mhp366、GST-Mhp364 和 GST- 

Mhp156重组菌中的重组质粒，分别经双酶切后，

得到 4 984 bp的载体片段和 3个载体中的 1 668 bp、

1 599 bp、1 062 bp的 mhp366、mhp364、mhp156

基因片段 (图 1)。所有片段和预期条带大小相符，

说明 pGEX-6P-1-mhp366、pGEX-6P-1-mhp364、

pGEX-6P-1-mhp156重组质粒构建正确，并在大肠

杆菌 BL21(DE3)/XL-1 Blue中成功转化。GST重

组菌中也能提取出大小约 5 000 bp的质粒，说明

pGEX-6P-1质粒转化大肠杆菌 BL21(DE3)成功。 

GST-Mhp366、GST-Mhp364、GST-Mhp156重组

菌经 1 mmol/L IPTG诱导后超声破菌，以 13 000 r/min

离心取上清检测蛋白表达情况并进行后续试验。由

于包涵体蛋白 12 000 ×g离心后沉淀[11]，因此，3个

重组蛋白均能够以可溶形式表达。 

经谷胱甘肽琼脂糖珠吸附的 GST-Mhp366 破

菌上清 SDS-PAGE后可见在 90 kDa和 26 kDa处

各有一条明显的条带 (图 2，第 1泳道)。90 kDa

处为与预期蛋白大小相同的 GST-Mhp366 融合表

达蛋白，26 kDa 处为 GST 蛋白。融合蛋白经

PreScission Protease 酶切后，得到约 70 kDa 的

Mhp366 (图 2，第 2、3、4、5泳道)，比预期蛋白

大小 (64 kDa) 偏大。经酶切之后的谷胱甘肽琼

脂糖珠-融合蛋白复合物中仍有未被酶切的融合

蛋白、被酶切的 Mhp366蛋白、GST蛋白和 46 kDa

的 PreScission Protease (图 2，第 6泳道)。 

经吸附的 GST-Mhp364 破菌上清电泳后可见

与预期蛋白大小相同的 87 kDa GST-Mhp364融合

蛋白和 26 kDa GST 蛋白 (图 2，第 7 泳道)，经

PreScission Protease酶切后，得到 61 kDa与预期

蛋白大小相同的 Mhp364 (图 2，第 8、9、10、11

泳道)。经酶切之后的谷胱甘肽琼脂糖珠-融合蛋

白复合物中仍有未被酶切的融合蛋白、被酶切的

Mhp364蛋白、GST蛋白和 46 kDa的 PreScission 

Protease (图 2，第 12泳道)。 

 

 

 
图 1  pGEX-6P-1-mhp366、pGEX-6P-1-mhp364、

pGEX-6P-1-mhp156 重组质粒的双酶切鉴定 

Fig. 1  Identification of recombinant plasmids pGEX- 
6P-1-mhp366, pGEX-6P-1-mhp364 and pGEX-6P-1-mhp156 
by double enzyme digestion. M: DNA marker ; Lane 1: Ⅲ

pGEX-6P-1-mhp366 was digested with BamHⅠ  and 

XhoⅠ. Lane 2: pGEX-6P-1-mhp364 was digested with 

BamHⅠ and XhoⅠ. Lane 3: pGEX-6P-1-mhp156 was 

digested with BamHⅠ and SalⅠ. 
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图 2  GST-Mhp366、GST-Mhp364、GST-Mhp156 重组蛋白表达纯化及蛋白酶切分析的电泳图 

Fig. 2  Recombinant proteins GST-Mhp366, GST-Mhp364 and GST-Mhp156 were purified by Glutathione SepharoseTM 

4B and digested by PreScission Protease. M: protein molecular weight marker; 1: GST-Mhp366 fusion protein; 2: the 
Mhp366 supernatant was harvested after the cleavage; 3–5: the Mhp366 beads were sequentially washed three times 
with PBS; 6: the remaining Mhp366 bead sample after digestion and washing; 7: GST-Mhp364 fusion protein; 8: the 
Mhp364 supernatant was harvested after the cleavage; 9–11: the Mhp364 beads were sequentially washed three times 
with PBS; 12: the remaining Mhp364 bead sample after digestion and washing; 13: GST-Mhp156 fusion protein; 14: the 
Mhp156 supernatant was harvested after the cleavage; 15–17: the Mhp156 beads were sequentially washed three times 
with PBS; 18: the remaining Mhp156 bead sample after digestion and washing. 

 
经吸附的 GST-Mhp156 破菌上清电泳后可见

与预期蛋白大小相同的 62 kDa GST-Mhp156融合

蛋白和 26 kDa GST蛋白 (图 2，第 13泳道)，经

PreScission Protease 酶切后，得到 36 kDa 的

Mhp156 (图 2，第 14、15、16、17泳道)，与预期

蛋白大小相同。该蛋白极易降解。经酶切之后的谷

胱甘肽琼脂糖珠-融合蛋白复合物中仍有未被酶切

的融合蛋白、被酶切的Mhp156蛋白、GST蛋白和

46 kDa的 PreScission Protease (图 2，第 18泳道)。 

图 2泳道 1–18中的杂带为非特异结合在谷胱

甘肽琼脂糖珠的杂蛋白。 

用抗 GST标签单抗进行Western blotting，结果

表明 GST-Mhp366、GST-Mhp364、GST-Mhp156融

合蛋白大小分别为 90、87、62 kDa (图 3)，均与

预期大小相符，进一步表明这 3 个重组蛋白均成

功表达。 

2.2  间接 ELISA 反应条件的确定 

2.2.1  最佳抗原包被浓度的选择 

GST-Mhp366和 GST细菌裂解液原液按 1∶5、

1∶10 比例稀释后进行抗原包被，原液和按 1∶5

稀释时 A≥ x s  对应的 Mhp366 抗体阳性血清

数最多 (图 4)。考虑到在今后 Mhp血清免疫显性

蛋白抗原的筛选试验中，部分重组蛋白抗原的表 

 

 

 
图 3  GST-Mhp366、GST-Mhp364、GST-Mhp156 重

组蛋白进行 Western blotting 分析 

Fig. 3  Western blotting analysis of recombinant proteins 
GST-Mhp366, GST-Mhp364 and GST-Mhp156. M: 
precision Plus Protein™ Dual Color Standards; 1: GST- 
Mhp366 fusion protein; 2: GST-Mhp364 fusion protein;   
3: GST-Mhp156 fusion protein. 
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图 4  抗原最佳包被浓度的选择 

Fig. 4  Optimization for the concentration of coating 
antigen with indirect ELISA. 

 
达量可能低于 GST-Mhp366 重组菌中重组蛋白的

表达量，因此将细菌裂解液原液作为最佳抗原包

被浓度。 

2.2.2  最佳封闭液的确定 

以最佳抗原包被浓度包被酶标板，选用

PBS+10% FBS、PBS+2.5%脱脂奶粉、PBS+10% 

FBS+2.5%脱脂奶粉 3种封闭液比较封闭效果，结

果显示 PBS+10% FBS+2.5%脱脂奶粉作为封闭液进

行 ELISA，A 值≥ x s  对应的 Mhp366 抗体阳性

血清数最多 (图 5)。因此选择 PBS+10% FBS+2.5%

脱脂奶粉作为封闭液。 

2.2.3  最佳血清稀释度和最佳酶标二抗工作浓度

的确定 

血清 1∶500稀释，酶标二抗 1∶40 000、1∶80 000

稀释时均有 16个 Mhp366抗体阳性血清，因此选

择血清 1∶500 稀释为最佳血清稀释度；考虑到酶

标二抗稀释度越高试验误差越大，因此将酶标二

抗按照 1∶40 000稀释作为最佳工作浓度 (图 6)。 

2.2.4  间接 ELISA方法的验证 

采用本试验建立的方法，GST-Mhp364和 GST- 

Mhp156重组菌裂解液分别与 17份Mhp抗体阳性

血清和 13份抗体阴性血清反应后，Mhp364抗体阳

性血清有 9份，Mhp156抗体阳性血清有 12份，二

者的抗体阳性血清数量均超过所用Mhp抗体阳性

血清数量的一半。因此，Mhp364和 Mhp156蛋白

均为血清体液免疫显性蛋白抗原，这与 Simionatto

等报道的结果一致 (Mhp364和Mhp156在 7 448株

中编号分别为 MHP0353和 MHP0223)[9]。 

 

 

 
图 5  最佳封闭液的确定 

Fig. 5  Optimization of blocking buffer. 

 

 

 
图 6  最佳血清稀释度和最佳酶标二抗工作浓度的确定 

Fig. 6  Determination of optimal dilution of serum and 
HRP-conjugated IgG. 
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3  讨论 

本研究中的 Mhp366 蛋白在自然感染菌株中

能够刺激机体产生强烈的体液免疫反应；体外无

细胞培养时，表达量很低，几乎不能刺激机体产

生体液免疫反应，也几乎不与 Mhp高免血清发生

反应[8]。因此，本研究以 Mhp366 蛋白为基础，

建立筛选猪肺炎支原体血清体液免疫显性蛋白抗

原方法。 

在真核生物和大部分原核生物中色氨酸由

TGG 编码，在支原体中色氨酸由 TGA 编码[12]。

TGA 在真核生物和大部分原核生物中编码终止

密码子。在 mhp366、mhp364、mhp156中，分别

有 4个、3个、5个编码色氨酸的 TGA密码子。

因此，若在大肠杆菌中表达 Mhp366、Mhp364、

Mhp156蛋白，需要将 TGA突变为 TGG。考虑到

PCR扩增 mhp366、mhp364和 mhp156后再将 TGA

密码子突变为 TGG，工作量很大，因此，本研究

直接合成了 3个基因，并将 TGA密码子直接修改

为 TGG。 

本试验采用 pGEX-6P-1 载体连接 mhp366、

mhp364、mhp156 基因分别构建重组质粒。因为

pGEX-6P-1 载体含有 GST 基因，重组菌表达的

GST 蛋白具有极强的亲水性，和 Mhp366、

Mhp364、Mhp156 分别形成融合蛋白后能最大限

度地保证融合蛋白以具有天然构象的可溶形式表

达[12]。另外 GST蛋白能和商品化谷胱甘肽包被板

上的谷胱甘肽形成特异性硫键共价结合，间接地

包被了目的蛋白，实现了目的蛋白的快速包被。

不同重组菌目的蛋白的表达量存在差别，为了能

够饱和包被板上的谷胱甘肽[13]，采用重组菌裂解

液原液来包被谷胱甘肽板。 

我们采用重组菌裂解液包被 ELISA的结果减

去 GST 工程菌裂解液包被 ELISA 的结果，减少

重组菌中由于非特异结合形成的背景值。另外在

ELISA之前，我们还用 GST工程菌裂解液吸附了

血清中可能存在的GST抗体和一些其他病原感染

猪形成的抗体，特别是环境中大量存在的大肠杆

菌蛋白抗体，最大限度降低了血清的背景值，其

结果优于不使用 GST工程菌裂解液吸附。 

传统的蛋白抗原筛选通常是通过纯化蛋白后

免疫实验动物评价抗原的免疫应答和对实验动物

的免疫保护作用[14]。许多 Mhp外膜蛋白也作为疫

苗候选抗原用于免疫小鼠，并对相应的免疫学指

标进行了检测[15-17]。但抗原对小鼠的免疫应答不

能代表抗原对猪的免疫应答，更重要的是这种免

疫应答不能代表对猪的免疫保护。反向疫苗学技

术为疫苗抗原的筛选提供了全新的思路，可以基

于微生物学基因组编码的所有蛋白，通过与感染

病原的本动物血清反应，筛选具有高免疫反应性

的普遍存在于病原的保守蛋白抗原[9,18]，但这些

方法比较费时费力。已有实验室采用反向疫苗学

方法，利用谷胱甘肽包被板与携带 GST标签的沙

眼衣原体重组蛋白结合，筛选免疫显性蛋白抗原，

建立了沙眼衣原体免疫显性抗原组[19-21]，该实验

室还利用此方法筛选了肺炎衣原体 [22]和鼠衣原

体[23-24]免疫显性蛋白抗原。那么，这种方法能否

用于Mhp免疫显性蛋白抗原的检测？本试验在可

溶表达 GST-Mhp366重组蛋白基础上，将重组菌细

胞裂解液与谷胱甘肽包被板结合，直接与本动物血

清反应，发现 Mhp366蛋白几乎能与所有 Mhp阳

性血清反应 (16/17)，证明了 Meens等的结果[8]，

并以此建立了一种快速鉴定Mhp血清体液免疫显

性蛋白抗原的方法。 

Mhp364和Mhp156是两个能够在体外和体内

表达、高度保守[25]且在自然感染条件下刺激猪产

生体液免疫反应的 Mhp蛋白[9]。本研究进一步用

Mhp364和Mhp156验证了所建立筛选方法的有效

性，这为 Mhp基因工程疫苗蛋白抗原的筛选提供

了有效的研究方法。今后将对 Mhp蛋白进行大量
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表达，并用此方法大规模筛选 Mhp血清体液免疫

显性蛋白抗原。 
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