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摘 要：【目的】分析牛支原体(Mycoplasma bovis, Mb)热休克蛋白 GrpE 的进化保守性与结构特

征，解析其亚细胞定位及在介导黏附过程中的生物学特性。【方法】参照 Mb PG45 株 GrpE 基因

序列(GenBank 登录号为 CP002188.1)设计引物，构建原核表达载体 pET-GrpE。基于基因测序结

果，利用生物信息学方法分析 GrpE 的同源性、遗传进化、理化性质及结构特征。将重组质粒转

化后诱导表达，经镍亲和层析纯化获得重组 GrpE 蛋白，采用 SDS-PAGE 分析结果。以重组蛋白

免疫新西兰白兔制备多克隆抗体，采用 ELISA 测定抗体效价，通过 Western blotting 检测其免疫原

性。利用间接免疫荧光 (indirect fluorescent antibody assay, IFA)、ELISA 及 Western blotting 分析

GrpE 的亚细胞定位；采用 IFA 和 ELISA 结合试验验证 GrpE 的黏附功能。【结果】成功构建原核

表达载体 pET-GrpE，生物信息学分析发现 GrpE 序列在 Mb 内高度保守(相似性达 95% 以上)，该

序列编码的蛋白由 341 个氨基酸组成，无信号肽和跨膜结构，含有潜在 N-糖基化位点及磷酸化

位点。SDS-PAGE 分析显示 GrpE 成功表达且以可溶性形式存在。利用重组蛋白制备多克隆抗体

测得其效价为 1:16 000，Western blotting 结果表明 GrpE 蛋白具有良好的免疫原性。IFA、ELISA

及 Western blotting 结果显示 GrpE 定位于菌体胞膜与胞质，但主要分布于膜表面。IFA 显示 GrpE

蛋白多抗血清可抑制 Mb 对胎牛肺(embryonic bovine lung, EBL)细胞的黏附。结合试验结果表明

GrpE 蛋白以剂量依赖性方式结合宿主细胞膜蛋白，且该结合可被 GrpE 蛋白多抗抑制(P<0.001)。

Research Article  研究报告

2026, 66(1): 267-283
CSTR: 32112.14.j.AMS.20250500
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20250500

资助项目：甘肃省农业农村厅科技支撑项目(KJZC-2024-15)；甘肃省现代寒旱特色农业牛产业技术体系建设专项资金

(GSARS-01)；甘肃省联合科研基金(24JRRA804)；甘肃省研产融合科技攻关赋能计划(25FNNA002)
This work was supported by the Science and Technology Support Project of the Gansu Provincial Department of Agriculture and 
Rural Affairs (KJZC-2024-15), the Earmarked Fund for Gansu Agriculture Research System (GSARS-01), the Joint Research 
Foundation of Gansu Province (24JRRA804), and the Gansu Province R&D-Industry Integration and Technology Empowerment 
Program (25FNNA002).
*Corresponding authors. E-mail: BAO Shijun, bsjdy@126.com; ZHANG Zhixiong, zhangzhix@gsau.edu.cn
Received: 2025-06-27; Accepted: 2025-09-09; Published online: 2025-09-29



 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516

ZHANG Mengting et al. || Acta Microbiologica Sinica, 2026, 66(1)

【结论】GrpE 蛋白是 Mb 的一种高度保守的新型黏附素，直接参与 Mb 对宿主细胞的黏附过程，

为阐明牛支原体致病机制提供了关键分子靶标。

关键词：牛支原体；GrpE 蛋白；原核表达；亚细胞定位；黏附特性
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Abstract: [Objective] To analyze the evolutionary conservation and structural characteristics of 
the heat shock protein GrpE from Mycoplasma bovis, elucidate its subcellular localization, and 
investigate its biological properties in mediating the adhesion process. [Methods] Primers were 
designed based on the GrpE gene sequence (GenBank accession number: CP002188.1) of 
Mycoplasma bovis PG45, and the prokaryotic expression vector pET-GrpE was constructed. 
Following gene sequencing, bioinformatics methods were employed to analyze the homology, 
phylogenetic relationships, physicochemical properties, and structural characteristics of GrpE. 
Following transformation of the recombinant plasmid and induced expression, the yielded 
recombinant GrpE protein was purified via nickel affinity chromatography, and then SDS-PAGE 
was conducted. The purified recombinant protein was used to immunize New Zealand White 
rabbits to generate polyclonal antibodies, with the antibody titer determined by ELISA and 
immunogenicity assessed via Western blotting. The subcellular localization of GrpE was examined 
via indirect indirect fluorescent antibody assay (IFA), ELISA, and Western blotting. The adhesion 
function of GrpE was validated through integrated IFA and ELISA. [Results] The prokaryotic 
expression vector pET-GrpE was successfully constructed in this study. Bioinformatics analysis 
revealed that the GrpE sequence was highly conserved in Mycoplasma bovis (with identity 
exceeding 95%). The encoded protein consisted of 341 amino acid residues, with no signal peptide 
and transmembrane domain but potential N-glycosylation and phosphorylation sites. SDS-PAGE 
results confirmed the successful expression of GrpE in a soluble form. Polyclonal antibodies 
generated via the purified recombinant protein exhibited a titer of 1: 16 000. Western blotting 
analysis further verified the strong immunogenicity of the GrpE protein. Localization studies using 
IFA, ELISA, and Western blotting indicated that GrpE is distributed in both the cell membrane and 
the cytoplasm, with predominant distribution observed on the membrane surface. Importantly, the 
anti-GrpE polyclonal antiserum significantly inhibited the adhesion of Mycoplasma bovis to 
embryonic bovine lung (EBL) cells. Furthermore, binding assays demonstrated that the interaction 
between GrpE and host cell membrane proteins is dose-dependent, and this binding was inhibited 
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by the polyclonal antibody (P<0.001). [Conclusion] GrpE is identified as a highly conserved novel 
adhesion of Mycoplasma bovis that directly participates in the adhesion to host cells, providing a 
key molecular target for elucidating the pathogenic mechanism of Mycoplasma bovis.
Keywords: Mycoplasma bovis; GrpE protein; prokaryotic expression; subcellular localization; 
adhesion properties

牛支原体(Mycoplasma bovis, Mb)是一种严

重危害牛群健康的重要病原体。1961 年，美国

学者 Hale 从患乳腺炎的病牛体内分离得到该病

原体[1]；1976 年，依据 16S rRNA 基因将其命名

为牛支原体[2]。牛支原体感染可引发牛的多种疾

病，如呼吸道综合征、中耳炎、关节炎、肺炎、

乳腺炎等[3-4]，这些疾病给养牛业带来了巨大的

经济损失。由于该病原菌无细胞壁结构，抗原

组成复杂，致病机制尚不完全明确[5]，且缺乏有

效的疫苗和治疗手段，导致该病的防控面临巨

大挑战。随着对牛支原体致病机制研究的深入，

其蛋白的致病及免疫相关特性逐渐受到关注。

因此，深入探究牛支原体的关键致病因子对于

研究其致病机制和免疫机理，以及研发新型诊

断技术和防控策略具有重要意义。

Mb 感染宿主的过程主要与其膜蛋白相关，

这些膜蛋白在 Mb 黏附过程中能够与宿主细胞表

面的多种靶蛋白直接或间接结合，从而促进病

原体的定殖和感染[6]。热休克蛋白 (heat shock 

protein, HSP)作为分子伴侣，在正常细胞过程和

应激条件下负责蛋白质的折叠、组装、转运和

降解起着关键作用[7-8]。其中，Hsp70 家族核酸

交换因子(GrpE)与 DnaK 和 DnaJ 共同参与蛋白

质的折叠和修复，维持细胞内蛋白质的稳态[9]。

GrpE 是一种高度保守的抗原和新型免疫激活剂，

在多种病原体与宿主细胞的相互作用中作为重

要的毒力因子发挥关键作用，如结核分枝杆菌

GrpE 参与调节宿主免疫反应，特别是在促进

Th1 型免疫应答方面[10]；猪链球菌 GrpE 蛋白与

ComD 蛋白协同作用，促进细菌黏附到宿主细胞

表面，并参与其生物膜的形成，从而增强了猪

链球菌的毒力[11]。

目前，尚无关于 Mb GrpE 的相关研究报道。

本研究首先对牛支原体 GrpE 基因进行 PCR 扩

增，构建其原核表达载体；随后利用生物信息

学方法分析 GrpE 蛋白的进化保守性和结构特

征。将重组质粒转化至大肠杆菌 Rosetta(DE3)

后，经 IPTG 诱导表达并纯化重组蛋白；其次利

用重组蛋白免疫新西兰白兔以制备多克隆抗体。

同时，通过免疫原性分析、亚细胞定位和黏附

特性试验阐明 GrpE 在 Mb 感染过程中的作用，

以期为揭示病原菌与宿主细胞的相互作用关系

提供理论依据，并为后续新型疫苗研发及靶向

治疗策略的开发奠定基础。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌种、载体、细胞与实验动物

牛支原体武威分离株由甘肃农业大学传染

病实验室从病死牛肺组织中分离并鉴定保存[12]；

原核表达载体 pET-28a(+)、大肠杆菌感受态细胞

DH5α、胎牛肺细胞均由甘肃农业大学动物医学

院传染病实验室保存。大肠杆菌感受态细胞

Rosetta(DE3)购自北京擎科生物科技股份有限公

司，新西兰白兔购自中国农业科学院兰州兽医

研究所实验动物中心。

1.1.2　主要试剂和仪器

支原体培养基基础，青岛海博生物技术有

限公司；T4 DNA Ligase、BamH Ⅰ、Xho Ⅰ限制

酶，宝日医生物技术 (北京)有限公司；2×Taq 

Master Mix，北京擎科生物科技有限公司；核酸

提取与胶回收相关试剂盒，天根生化科技(北京)

有限公司；支原体膜蛋白提取试剂盒、BCA 蛋

白浓度测定试剂盒、细胞膜提取试剂盒，
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Solarbio 公司；ECL 显色试剂盒，上海碧云天生

物技术股份有限公司；DM2000 DNA marker，

康为世纪生物科技有限公司；山羊抗兔 FITC/

HRP IgG H&L，北京博奥森生物技术有限公司；

DM8000 DNA marker 与蛋白分子质量标准，赛

默飞世尔科技公司；弗氏佐剂，BioFroxx 公司；

High Affinity Ni-NTA Resin，GenScript 公司；兔

抗 Mb 菌体多抗血清为本实验室制备。

1.2　Mb 培养及基因组的提取

将冻存的 Mb 涂布于牛支原体固体培养基

上，在 37 ℃、5% CO2 的条件下培养。挑取单

菌落后于试管中以 10% 的比例传代培养，培

养至对数中后期 (OD600 为 0.3)。取 1 mL 菌液

12 000 r/min 离心 10 min，无菌 PBS 洗涤后，用

50 μL PBS 重悬，沸水浴 10 min，冰浴 5 min，

12 000 r/min 离心 5 min，取上清即为粗提的牛

支原体基因组 DNA，−80 ℃保存备用。

1.3　GrpE 基因的扩增

参照 GenBank 中 Mb PG45 株 GrpE 蛋白基

因序列(序列号为 CP002188.1)设计特异性引物

GrpE-F (5′-CGGGATCCATGAGTTCGATGATGA 

ATAAAG-3′)和 GrpE-R (5′-CCCTCGAGTTACTT 

ATTGCTTTTTGCA-3′)，上下游引物中已分别添

加酶切位点，其中下划线标记部分即为引入的

BamH I (上游)和 Xho I (下游)酶切位点，引物由

北京擎科生物科技股份有限公司西安分公司合

成。PCR 反应体系 (20 μL)：2×Taq Master Mix 

(2 U/50 μL) 10 μL，基因组 DNA 2 μL，上、下

游引物(10 μmol/L)各 0.5 μL，双蒸水 7 μL。PCR

反应条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 30 s，

60 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 1 min，共 30 个循环；

72 ℃终延伸 10 min。PCR 扩增产物 1% 琼脂糖

凝胶电泳分析并应用通用型 DNA 纯化回收试剂

盒回收目的基因。

1.4　原核表达载体 pET-GrpE 的构建

用BamH I和Xho I对GrpE基因与 pET-28a(+)

进行双酶切，37 ℃酶切 6−7 h 后应用通用型

DNA 纯化回收试剂盒回收酶切产物。将酶切后的

目的基因与酶切后的 pET-28a(+)用 T4 DNA Ligase

于 16 ℃过夜连接，连接产物转化大肠杆菌 DH5α。

将菌液涂布于含卡那霉素的 LB 固体培养基上，

37 ℃培养过夜。挑取单个菌落于含卡那霉素的

LB 液体培养基中，37 ℃、220 r/min 培养 7−8 h，

通过菌液 PCR 筛选阳性菌落。双酶切验证结果正

确后送北京擎科生物科技股份有限公司西安分公

司测序，测序正确的质粒命名为 pET-GrpE，测序

完成后将序列数据提交至国家微生物科学数据

中心(National Microbiology Data Center, NMDC)

保存，编号为 NMDCN00092V5。提交的数据

可通过以下链接访问：https://nmdc.cn/resource/

genomics/sequence/detail/NMDCN00092V5。

1.5　Mb GrpE 基因及其编码蛋白的生物

信息学分析

本实验室前期研究表明，Mb 武威株相关基

因(如 p48[13]、pdhc[14]、fba[15]、eno[16]等)与 PG45

株一致性均大于 99%。基于此，将测序后获得

的 GrpE 序列与 Mb PG45 株进行比对，并在

NCBI 进行检索，通过在线 BLAST 进行同源性

分析，利用 TBtools 软件绘制同源性热图。相关

同源性参考株见表 1，通过 MEGA-11.0 采用邻

接法构建系统发育树。

利用在线软件 ProtParam 分析理化性质，在

线软件 SOPMA 和 SWISS-MODEL 预测二级、

三级结构，使用 ProtScale、SignalP、TMHMM 

2.0、NetPhos 3.1 和 NetNGlyc 1.0 在线软件分析

预测疏水性、信号肽、跨膜结构、磷酸化和糖

基化位点。

1.6　Mb GrpE 原核表达及纯化

将重组质粒 pET-GrpE 转化至大肠杆菌

Rosetta(DE3)感受态细胞，挑取阳性菌落于含卡

那霉素的 LB 液体培养基，37 ℃、220 r/min 培

养 7−8 h，1:100 转接于含卡那霉素的 2YT 培养

基中，37 ℃、220 r/min 培养至 OD600 约 0.6 时

加入 10−3 mol/L 的 IPTG 16 ℃诱导表达 16−18 h，
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将菌液 4 ℃、12 000 r/min 离心 10 min，采用

Binding buffer (Na2HPO4 3.8 g、NaCl 14.61 g、咪

唑 0.170 2 g，溶于适量超纯水后调 pH 至 8.0，定

容至 500 mL)悬浮菌体并在冰浴条件下进行超声

(功率 220 W、工作 3 s、停歇 3 s，时间 15 min)

破碎，破碎液清亮后在 4 ℃、10 000 r/min 离心

8 min，上清液采用 0.45 μm 滤器过滤，应用

High Affinity Ni-TNA Resin 纯化重组蛋白，采用

BCA 蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度，然后

进行 SDS-PAGE 分析。

1.7　抗血清的制备及效价检测

取含 800 μg 纯化 GrpE 蛋白与等量的弗氏

完全佐剂完全乳化，皮下多点注射免疫新西兰

白兔，首免 2 周后进行二免，蛋白剂量减半并

与等量的弗氏不完全佐剂混匀乳化，之后的免

疫操作与二免相同。经 4 次免疫后分离血清测

定抗体效价，达到预期结果后，心脏采血分离

血清于−20 ℃保存。将牛支原体全菌按每孔 5 μg

包被 96 孔酶标板，37 ℃孵育 2 h，用 5% 脱脂

奶粉封闭 2 h。将阳性血清和阴性血清按倍比稀

释后加入各孔，37 ℃孵育 2 h，1:5 000 稀释山

羊抗兔 HRP-IgG，37 ℃孵育 1 h，加入显色底物

TMB 室温避光孵育 15 min，2 mol/L H2SO4 终止

反应，在 OD450 处测量吸光值并分析。

1.8　重组蛋白 GrpE 免疫原性分析

取等体积的 pET-28a(+)及纯化蛋白制样，取

10 μL 上清进行 SDS-PAGE，电泳后应用湿转法

(100 V，45 min)将蛋白转印至 NC 膜，用 5% 封

闭液室温封闭 2 h，用 Mb 全菌多抗血清 1:1 000

室温孵育 2 h，用 1: 5 000 稀释的山羊抗兔

HRP-IgG 室温孵育 1.5 h，应用 ECL 显色试剂盒

显色。

1.9　重组蛋白 GrpE 亚细胞定位

取 100 mL 培养至对数生长期的 Mb 菌液，

10 000 r/min 离心 10 min 后收集菌体，PBS 洗涤

3 次，用 1 mL PBS 重悬菌体。取适量作为 Mb

菌体蛋白，剩余菌液使用支原体膜蛋白提取试

剂盒提取胞膜和胞质蛋白。

将 Mb 菌体蛋白、胞膜蛋白和胞质蛋白分别

包被酶标板，以 1:400 稀释的 rMb GrpE 抗血清

表1　GrpE参考毒株信息

Table 1　Information of GrpE reference strains

毒株名称
Strain name

Mycoplasmopsis bovis PG45

Mycoplasmopsis bovis HB0801

Mycoplasmopsis bovis Hubei-1

Mycoplasmopsis bovis CQ-W70

Mycoplasmopsis bovis KG4397

Mycoplasmopsis bovis

Mycoplasmopsis agalactiae

Mycoplasmopsis agalactiae 14628

Mycoplasmopsis primat

Mycoplasmopsis tauri

Mycoplasmopsis felifaucium
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为一抗，采用 ELISA 分析其在 Mb 中的分布。

取等体积的牛支原体菌体蛋白、胞膜蛋白

和胞质蛋白沸水浴制样，各吸 10 μL 上清进行

SDS-PAGE，电泳后应用湿转法(电压 100 V)将

蛋白转印至 NC 膜，5% 封闭液室温封闭 2 h，

用 1:1 000 稀释的 GrpE 兔抗血清室温孵育 2 h，

用 1:5 000 稀释的山羊抗兔 HRP-IgG 室温孵育

1.5 h，应用 ECL 显色试剂盒显色。

取 2 mL培养至对数生长期的Mb，12 000 r/min

离心 10 min，收集菌体，用 100 μL 的无菌 PBS

重悬菌液。取适量菌液均匀涂布于载玻片，待

自然风干后用 4% 多聚甲醛固定，用 5% 脱脂奶

粉封闭 2 h；用 1:1 000 稀释的 rGrpE 抗血清、

Mb 抗血清和免疫前血清 37 ℃孵育 2 h，用

1:500 稀释的 FITC 标记的羊抗兔 IgG H&L 避光

37 ℃孵育 1 h，PBST 清洗后封片在荧光显微镜

下观察。

1.10　rGrpE 蛋白黏附特性研究

1.10.1　Mb 对 EBL 细胞的黏附及多抗血清

对该黏附的抑制

将 EBL 细胞接种于含细胞爬片的 12 孔板，

培养至细胞融合度达 60%−70% 时，将其中一孔

细胞用胰酶消化后计数。收集生长到对数生长

期的 Mb，用无菌 PBS 洗 3 次后采用 100 μL 

PBS 重悬。将 Mb 以 1:50 的比例分别与 PBS、

免疫前阴性血清、Mb 和 rMb GrpE 多抗血清(血

清需提前灭活)混合，在 37 ℃水浴锅中共同孵育

2 h，PBS 洗去未结合的抗体。将上述混合物分

别加入 12 孔板，在培养箱中培养 2 h，用预冷

的 PBS 清洗。用 4% 多聚甲醛室温固定 15 min，

5% BSA 室温封闭 2 h，PBS 洗去多余的封闭液；

一抗为用 1:1 000 稀释的 Mb 多抗血清，37 ℃孵

育 2 h，1:500 稀释 FITC 标记的羊抗兔 IgG H&L

为二抗，DiI 染料标记细胞膜，DAPI 标记细胞

核。PBS 洗涤后，将细胞爬片置于含抗荧光淬

灭封片液的载玻片上，于显微镜下观察。试验

设置空白组(正常细胞组)、Mb 感染组、Mb 多抗

血清试验组、rMb GrpE 多抗血清试验组、免疫

前血清阴性组。结果采用 ImageJ 图像分析软件

测定相对荧光强度(relative fluorescence intensity, 

RFI)，取平均值。

1.10.2　ELISA 检测 rGrpE 与 EBL 细胞之

间的结合能力

提取 EBL 细胞膜总蛋白(500 ng/孔)包被于

96 孔板，并在 4 ℃下孵育过夜，5% 脱脂奶粉封闭

2 h，将 rGrpE 蛋白的倍比稀释液(0.977−500 ng)

加入含有 EBL 细胞膜总蛋白的 ELISA 孔中；在

抑制试验中，首先将不同稀释度的抗 GrpE 血清

(1:10−1:2 560 稀释)预孵育重组蛋白，随后加入

含有 EBL 细胞膜总蛋白的各孔中，在 4 ℃过夜孵

育，抗 GrpE 血清(1:1 000)和山羊抗兔 HRP-IgG 

(1:5 000)分别作为一抗和二抗。37 ℃孵育后使

用的显色底物是 TMB，测 OD450 值。阴性对照

为 BSA 处理。

1.11　数据处理与统计分析

数据均表示为平均值±标准差。所有统计分

析均使用 GraphPad Prism 8 软件中的单因素方差

分析(one-way ANOVA)进行差异显著性检验分

析并制图。显著性水平设定如下：ns 表示无

显著差异，*表示差异或效应有统计学意义

(0.01<P<0.05)，**表示差异显著(P<0.01)，***

表示差异极显著(P<0.001)。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　Mb GrpE 基因克隆与重组质粒的鉴

定结果

以牛支原体武威分离株 DNA 为模板，通过

PCR 扩增获得牛支原体武威分离株 GrpE 基因序

列，其大小为 1 026 bp (图 1A)，与预期大小一

致。将 GrpE 基因片段与 pET-28a(+)分别进行双

酶切后连接，获得重组质粒 pET-GrpE，经双酶

切鉴定并测序，测序结果符合预期(图 1B)。
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2.2　生物信息学分析结果

2.2.1　构建系统发育树

测序结果显示 Mb 武威分离株 GrpE 与国际

标准株 PG45 的 GrpE 序列完全一致，表明两者

在基因序列上具有高度相似性。通过同源性热

图(图 2A)和系统发育树(图 2B)分析 Mb 武威分

离株与其他菌株的遗传关系。同源性分析发现，

Mb 武威分离株与 Mb PG45、HB0801、Hubei-1、

CQ-W70、KG4397 和 WP141790845 菌株显示出

较高的同源性 (95% 以上)，与 M. agalactiae、

M. agalactiae 14628 和 M. primat 等菌株的同源

性较低。从发育树中可以看出，Mb 武威分离株

与 PG45、HB0801 和 Hubei-1 形成了一个紧密的

分支，显示出高度的遗传相似性；Mb CQ-W70

株和 Mb WP141790845 与 Mb 武威分离株聚集

在同一分支，显示较高的亲缘关系，但位于不

同的分支点，表明它们在进化过程中可能经历

了一定程度的遗传分化。Mb 武威分离株与其他

支 原 体 物 种 ， 如 M. agalactiae、 M. primat、

M. tauri、 M. felifaucium、 M. hominis、

M. gallinarum、M. phocirhinis 和 M. california 的

GrpE 蛋白之间的亲缘关系较远，这些物种在发

育树上形成了不同的分支，显示了 GrpE 蛋白在

不同支原体物种间的多样性。

2.2.2　GrpE 蛋白结构预测分析结果

通过 ProtParam 预测得知 GrpE 蛋白由 341 个

氨基酸组成，理论等电点为 6.35，分子量为

39.72 kDa。该蛋白富含赖氨酸(12.9%)，而半胱

氨酸含量较低(0.3%)，整体上呈现轻微的负电

荷。其分子式为 C1793H2797N463O539S8，280 nm 处

的吸光度为 0.765，显示出良好的稳定性(不稳

定性指数 27.87)，且具有较高的亲水性 (疏水

性指数 78.06，GRAVY 值为−0.682)。SignalP 和

TMHMM 2.0 分析表明，GrpE 蛋白缺乏经典的

信号肽和跨膜结构域，提示其可能通过非传统

途径定位或分泌。SOPMA 预测显示，该蛋白主

要由 α-螺旋(55.72%)和无规卷曲(34.60%)构成，

含有少量 β-折叠(9.68%)，表明其具有较多灵

活区域。SWISS-MODEL 预测的三维结构模型

(图 3A−3B)具有较高的可靠性(GMQE 为 0.79)，

且 92.04% 的残基位于 Ramachandran 最有利区

域(图 3C)，Clash score 为 0.36，进一步证实了

模型的准确性。NetNGlyc 1.0 预测在第 11 位

天冬酰胺残基处存在一个可能的 N-糖基化位点，

图1　Mb GrpE分子克隆及重组质粒验证。A：基因扩增(泳道M：DNA分子质量标准；泳道1：GrpE基因

PCR产物)；B：pET-GrpE双酶切鉴定(泳道M：DNA分子质量标准；泳道1：pET-GrpE双酶切产物)。

Figure 1　 Molecular cloning of Mycoplasma bovis GrpE and validation of recombinant plasmid. A: Gene 

amplification (Lane M: DNA molecular weight markers; Lane 1: GrpE gene PCR product); B: pET-GrpE double 

enzyme digestion identification (Lane M: DNA molecular weight markers; Lane 1: pET-GrpE double enzyme 

digestion product).
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得分为 0.685 0。NetPhos 3.1 预测了多个丝氨酸、

苏氨酸和酪氨酸残基的磷酸化位点，这些位点

的磷酸化潜力得分均超过阈值。

2.3　rMb GrpE 蛋白纯化及多抗血清效

价检测

重组质粒转化后诱导表达，经 High Affinity 

图3　Mb GrpE蛋白三级结构预测及其拉曼光谱分析图。A−B：Mb GrpE蛋白的三级结构预测(不同颜色代

表不同的二级结构：蓝色为α-螺旋，橙色为β-折叠，绿色为无规卷曲)；C：拉曼光谱分析图(点的分布表

示蛋白质中各个残基的二面角值；颜色编码表示不同的拉曼位移：其中红色点表示位于最有利区域的残

基，黄色点表示位于允许区域的残基，蓝色点表示位于宽松区域的残基)。

Figure 3　Prediction of the tertiary structure of Mycoplasma bovis GrpE protein and its Raman spectroscopy 

analysis diagram. A −B: Predicted tertiary structure of Mycoplasma bovis GrpE protein (Different colours 

represent different secondary structures: blue represents α-helices, orange represents β-sheets, and green 

represents random coils); C: Raman spectroscopy analysis diagram (The distribution of points indicates the 

dihedral angle values of each residue in the protein; The colour coding indicates different Raman shifts: red dots 

represent residues located in the most favourable region, yellow dots represent residues located in the allowed 

region, blue dots represent residues located in the loose region).

图2　GrpE同源性分析及系统发育树。A：同源性热图[颜色梯度从蓝色(低同源性)到红色(高同源性)表示

不同菌株间的遗传相似度]；B：系统发育树基于多序列比对分析构建，采用邻接法进行推断[图中每个节

点上的数字表示该分支的同源性(百分比)，反映了相应分支的置信度；括号内的序列号为GenBank数据库

中的登录号，用于标识各个菌株；红色三角形标记的节点代表本研究中分析的牛支原体武威分离株；标

尺表示遗传距离(单位为0.10)用于衡量不同菌株之间的遗传差异，数值越小表示遗传关系越近]。

Figure 2　Homology analysis and phylogenetic tree of GrpE. A: Homology heat map [The colour gradient from 

blue (low homology) to red (high homology) indicates the genetic similarity between different strains]; B: The 

phylogenetic tree was constructed based on multiple sequence alignment analysis and inferred using the neighbor-

joining method [The numbers on each node in the figure indicate the homology (percentage) of that branch, 

reflecting the confidence level of the corresponding branch; The sequence numbers in parentheses are the accession 

numbers in the GenBank database, used to identify each strain; Nodes marked with red triangle represent the 

Mycoplasma bovis Wuwei isolate analyzed in this study; The scale represents genetic distance (units of 0.10) used 

to measure genetic differences between strains, with smaller values indicating closer genetic relationships].
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Ni-NTA Resin 纯化得到的重组蛋白 GrpE，SDS-

PAGE 分析表明该蛋白为可溶性表达，大小约

42 kDa (图 4A)，与预期结果一致。以 Mb 全菌包

被酶标板，采用间接 ELISA 方法检测分析牛支

原体 GrpE 抗血清效价，结果显示所得抗血清效

价为 1:16 000 (图 4B)，表明其具有良好的特异性。

图4　rMb GrpE蛋白纯化及多克隆抗体效价测定。A：SDS-PAGE分析蛋白纯化情况[泳道M：蛋白质分子
质量标准；泳道1：全菌；泳道2：pET-GrpE诱导后沉淀；泳道3：pET-GrpE诱导后上清；泳道4、5：纯化
后重组蛋白；泳道6：诱导后pET-28a(+)]；B：ELISA测定rMb GrpE蛋白的抗体效价。
Figure 4　 Purification of rMb GrpE protein and titration of polyclonal antibody. A: SDS-PAGE analysis of 

protein purification [Lane M: Protein molecular weight standards; Lane 1: Whole bacteria; Lane 2: pET-GrpE 

induced precipitation; Lane 3: pET-GrpE induced supernatant; Lane 4, 5: Purified recombinant protein; Lane 6: 

Induced pET-28a(+)]; B: ELISA assay for determining antibody titers against recombinant human Mycoplasma 

bovis GrpE protein.

2.4　重组蛋白 GrpE 免疫原性试验结果

分析

应用 Western blotting 方法分析重组蛋白的

免疫原性，结果显示 Mb 全菌阳性血清可与

GrpE 蛋白有效结合(图 5)，表明该蛋白具有良好

的免疫反应原性。

2.5　rMb GrpE 的亚细胞定位结果

ELISA 分析结果显示，与胞质和阴性对照

组相比，GrpE 蛋白在牛支原体胞膜中分布较多

(图 6A，P<0.001)；Western blotting 结果表明，

GrpE 蛋白主要定位于牛支原体的胞膜中，而在

胞质中的表达量较低(图 6B)，与 ELISA 分析结

果一致；间接免疫荧光显示 rGrpE 抗血清组与

阳性对照组均于 Mb 菌体周边呈现点状绿色荧

光，免疫前血清阴性对照未检测到特异性荧光，

视野中均未观察到弥散荧光，表明抗体仅与暴

图5　重组蛋白GrpE免疫原性分析。泳道M：蛋白

质分子质量标准；泳道1：纯化后重组蛋白GrpE；

泳道2：IPTG诱导pET-28a(+)表达菌。

Figure 5　 Immunogenicity analysis of recombinant 

protein. Lane M: Protein molecular weight standards; 

Lane 1: Purified recombinant protein GrpE; Lane 2: 

IPTG-induced pET-28a(+) expressing bacteria.
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图6　重组蛋白GrpE在Mb中的分布。A：ELISA检测GrpE在Mb中的分布[图中设置阴性对照组(BSA)和试

验组(胞质蛋白、胞膜蛋白和菌体蛋白)，其中，与阴性对照组相比，***表示P<0.001，差异极显著；胞质

与胞膜相比，***表示P<0.001，差异极显著。误差线表示每组数据的标准误差(SEM)]；B：Western blotting分

析GrpE蛋白的亚细胞定位[泳道M：蛋白质分子质量标准；泳道1：牛支原体菌体蛋白；泳道2：牛支原体

胞膜蛋白；泳道3：牛支原体胞质蛋白；泳道4：纯化重组蛋白]；C：免疫荧光试验验证GrpE在Mb细胞膜

表面的分布(20×) [a：阴性对照(免疫前血清)；b：阳性对照(Mb菌体抗血清)；c：试验组(rMb GrpE抗血清)]。

Figure 6　 Distribution of the recombinant protein GrpE in Mycoplasma bovis. A: ELISA detection of GrpE 

distribution in Mycoplasma bovis [The figure includes a negative control group (BSA) and experimental groups 

(cytoplasmic protein, membrane protein, and bacterial protein). Compared with the negative control group, *** 

indicates P<0.001, indicating a highly significant difference; Compared with the membrane protein, *** indicates 

P<0.001, indicating a highly significant difference. Error bars represent the standard error of the mean (SEM) for 

each group]; B: Western blotting analysis of the subcellular localization of the GrpE protein (Lane M: Molecular 

weight standards for proteins; Lane 1: Mycoplasma bovis whole bacterial proteins; Lane 2: Mycoplasma bovis 

membrane proteins; Lane 3: Mycoplasma bovis cytoplasmic proteins; Lane 4: Purified recombinant protein); C: 

Immunofluorescence assay to verify the distribution of GrpE on the Mycoplasma bovis cell membrane surface 

(20×) [a: Negative control (pre-immunization serum); b: Positive control (Mycoplasma bovis bacterial antiserum); 

c: Test group (rMb GrpE antiserum)].

277



 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516

ZHANG Mengting et al. || Acta Microbiologica Sinica, 2026, 66(1)

露于膜表面的 GrpE 结合，进一步证实 GrpE 蛋

白主要分布在牛支原体胞膜中(图 6C)。

2.6　rGrpE 抗体抑制 Mb 对 EBL 细胞的

黏附

利用间接免疫荧光染色法评估牛支原体与

EBL 细胞黏附的影响。IFA 结果显示，在未免疫

血清存在的情况下牛支原体黏附于 EBL 细胞并

呈现绿色荧光，而抗 rGrpE 血清和抗 Mb 血清组

中，绿色荧光显著减少，表明这 2 种血清均抑

制牛支原体的黏附能力(图 7A)。定量分析进一

步证实，阴性血清对牛支原体黏附 EBL 细胞无

抑制作用，抗 rGrpE 血清和抗 Mb 血清则显著降

低了牛支原体的黏附能力(图 7B)。

2.7　rGrpE 对 EBL 细胞膜蛋白的黏附和

黏附抑制

ELISA 定量分析 rGrpE 和细胞之间的相互

作用，在 0.977−500 ng 的范围内，rGrpE 以剂量

依赖的方式与细胞膜蛋白结合(图 8A)，与阴性

血清相比，这种结合被抗 GrpE 血清以剂量依赖

性抑制，而阴性血清无明显抑制作用(图 8B)，

这些数据表明 Mb GrpE 发挥黏附素的功能。

3　讨论　讨论

牛支原体病是引发牛呼吸道疾病等多种疾病

的重要病原体，多发于冬春两季[17]。自 2008 年我

国首次分离出牛支原体以来[18]，该病原已在全

国范围内扩散，给我国养牛业带来了巨大的经

济损失，牛支原体感染可引发多种疾病[19]，其

致病机制与多种表面蛋白的黏附功能密切相关，

而膜相关蛋白也会引发免疫反应[20]。因此，深

入研究牛支原体膜蛋白的黏附特性及其免疫原

性有助于揭示牛支原体的致病机制，并制定相

应的防控策略。

GrpE 作为一种热休克蛋白，在支原体属(如

肺炎支原体、生殖支原体)及亲缘属(如脲原体

属)的多种细菌中，其基因序列与蛋白结构均高

度保守[21]。在鸡毒支原体中热休克蛋白 GrpE 的

功能结构域具有高度保守性，且具有强免疫原

性，已被用于设计亚单位疫苗[22-23]。此外，分

枝杆菌属结核分枝杆菌 GrpE 的 TLR4 结合域高

度保守，感染宿主后其表达显著上调，可增强

机体抗结核分枝杆菌感染的能力，具有作为候

选疫苗的潜力[10]。GrpE 具有良好的免疫原性，

能够诱导宿主产生特异性的体液和细胞免疫反

应[24]。本研究以 PG45 作为标准株进行牛支原体

GrpE 基因引物设计，以牛支原体武威分离株为

模板扩增目的基因，成功构建了原核表达载体。

通过同源性热图和系统发育树分析发现，Mb 武

威分离株 GrpE 序列在牛支原体内高度保守，该

序列编码的蛋白具有典型的热休克蛋白结构特

征(α-螺旋主导的三维构象、潜在修饰位点)。序

列保守这一发现与肺炎支原体、生殖支原体等

研究中 GrpE 的高度保守性一致[25]，为其作为免

疫靶标提供了进化依据。应用 Ni-NTA 纯化重组

His 标签蛋白后经 SDS-PAGE 分析，GrpE 成功

表达且以可溶性形式存在。纯化后的重组 GrpE

蛋白制备多抗分析其效价为 1:16 000，并且通过

免疫原性分析发现其具有良好的免疫原性，有

望成为开发针对牛支原体感染的亚单位疫苗的

候选抗原。

膜相关蛋白在 Mb 的致病过程中不仅参与黏

附和入侵宿主细胞，还会引发强烈的免疫反

应[20]。研究表明 NADH 氧化酶(NOX)是一种膜

蛋白，不仅具有氧化酶的催化活性，还作为黏

附素发挥作用[26]；膜蛋白 α-烯醇酶具有高度的

免疫原性，能够诱导宿主产生强烈的免疫反

应[27]，还能与宿主细胞的血浆纤溶酶原(Plg)结

合，从而促进牛支原体的入侵[28]；MilA 是一种

具有脂酶活性的膜蛋白，参与免疫逃逸机制，

抑制牛支原体的体外增殖[29-30]。通过 ELISA、

Western blotting 和间接免疫荧光证实 GrpE 是牛

支原体的膜蛋白。

近年来，研究发现牛支原体的多种表面蛋白

具有黏附功能，可对宿主细胞造成损伤，主要依

赖于该功能这些蛋白在病原体与宿主细胞的相
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互作用中发挥重要作用[31]。牛支原体可变表面

脂蛋白家族中的蛋白 (surface protein antigens, 

VSPs) [19,32]、 TrmFO[33-34]、 NOX[26]、 LRR[6]、

LPPB[35]、LPPA[36-37]和分子伴侣蛋白 Dnak[38]等

被证实是 Mb 膜表面的免疫相关蛋白，具有黏附

功能，其抗血清能够抑制 Mb 对 EBL 细胞的黏

附作用。NOX 能够与 EBL 细胞的膜蛋白和胞浆

蛋白结合，并且这种结合可以被抗 NOX 血清特

异性阻断，从而促进牛支原体对宿主细胞的黏

附[25]。周长平等[22]通过试验发现 GrpE 分布于鸡

毒支原体膜表面，证明其是一种新的具有黏附

作用的蛋白。作为典型的分子伴侣辅助蛋白，

图7　rGrpE抗血清对牛支原体黏附EBL细胞的影响。A：免疫荧光染色分析Mb与EBL细胞的黏附情况(将

GrpE蛋白用兔抗rGrpE、抗Mb或免疫前血清进行预处理，之后观察黏附能力，以DMEM作为空白对照)；

B：免疫荧光定量分析黏附水平[ns表示无显著差异，***表示差异极显著(P<0.001)]。

Figure 7　Effect of rGrpE antiserum on Mycoplasma bovis-adhered EBL cells. A: Immunofluorescence staining 

analysis of the adhesion of Mycoplasma bovis and EBL cells (The GrpE protein was pretreated with rabbit anti-

rGrpE, anti-Mb, or pre-immunisation serum, and then the adhesion ability was observed, with DMEM as the 

blank control); B: Immunofluorescence quantitative analysis of adhesion levels [ns indicates no significant 

difference, *** indicates extremely significant difference (P<0.001)].
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图8　rGrpE黏附EBL细胞及rGrpE阳性血清抑制rGrpE对EBL细胞的黏附。A：rGrpE以剂量依赖性方式

与EBL细胞膜提取物结合(BSA作为阴性对照)；B：抗rGrpE血清抑制rGrpE与EBL细胞膜的结合[使用免疫

前血清作为阴性对照。与阴性组相比，***表示差异极显著(P<0.001)]。

Figure 8　The adhesion of rGrpE to EBL cells and the inhibition of the adhesion of rGrpE to EBL cells by rGrpE 

positive serum. A: rGrpE binds to EBL cell membrane extracts in a dose-dependent manner [Bovine serum 

albumin (BSA) was used as a negative control]; B: Anti-rGrpE serum inhibits the binding of rGrpE to EBL cell 

membranes [Pre-immune serum was used as a negative control. Compared with the negative group, *** indicates 

extremely significant difference (P<0.001)].
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GrpE 本 身 缺 乏 跨 膜 结 构 域 (transmembrane 

domain, TMD)[25]，而 GrpE 在分子伴侣系统中通

常与 DnaK (Hsp70)紧密协作[39]。GrpE 的膜定位

机制可能依赖于其与 DnaK 的相互作用。DnaK

本身具有膜定位的能力，可能通过其 C 端的疏

水区域或与膜整合蛋白的相互作用实现膜定

位[40]。GrpE 通过与 DnaK 形成复合物，被“招

募”或“锚定”到膜上[41]。这种间接的膜定位机制

为 GrpE 提供了定位基础，并可能参与了对宿主

细胞受体的识别或黏附结构的稳定。经黏附特

性试验发现，牛支原体 GrpE 蛋白参与了牛支原

体对宿主细胞的黏附，证明 GrpE 是牛支原体新

的黏附相关膜蛋白，但 GrpE 是间接还是直接参

与黏附过程需通过构建牛支原体 GrpE 缺失株进

行验证才更具说服力。因此，牛支原体 GrpE 是

否发生直接作用以及其在体内感染中的具体机

制仍需进一步研究。

4　结论　结论

本研究成功构建并纯化了牛支原体 GrpE 原

核表达载体，制备了高效价多克隆抗体(效价达

1:16 000)。GrpE 具有良好的免疫原性，其作为

牛支原体膜蛋白参与牛支原体对宿主细胞的黏

附过程，为牛支原体致病机制研究及相关检测

技术开发提供了重要依据。
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