
第３９卷 第４期

２０２０年　７月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．３９　No．４

July２０２０,７７~８４

陈曦,刘东明,张慧,等．牛支原体 VspX蛋白黏附特性解析[J]．华中农业大学学报,２０２０,３９(４):７７Ｇ８４．

DOI:１０．１３３００/j．cnki．hnlkxb．２０２０．０４．０１１

收稿日期:２０２０Ｇ０４Ｇ２６
基金项目:国家重点研发计划项目(２０１８YFD０５０１８０２);国家现代农业(肉牛/牦牛)产业技术体系项目(CARSＧ３７);全国农业科研杰出人才

及其“牛病防治基础与技术创新团队”专项;河北省自然科学青年基金项目(C２０１８４０２１３７)
陈曦,博士,讲师．研究方向:牛传染病．EＧmail:chenxi＠mail．hzau．edu．cn
通信作者:郭爱珍,博士,教授．研究方向:牛传染病与流行病学．EＧmail:aizhen＠mail．hzau．edu．cn

牛支原体 VspX 蛋白黏附特性解析

陈曦１,２,刘东明１,张慧１,２,朱习芳１,２,陈颖钰１,２,胡长敏１,２,郭爱珍１,２,３,４,５

１．华中农业大学动物医学院,武汉４３００７０;２．农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０;

３．农业农村部反刍动物生物制品重点实验室,武汉４３００７０;４．湖北省动物疫苗工程技术研究中心,武汉４３００７０;

５．动物生物药物教育部工程研究中心,武汉４３００７０

摘要　为进一步解析牛支原体(Mgcoplasmabovis)VspX蛋白的黏附特性,采用间接免疫荧光法检测 VspX
蛋白在 M．bovis中的分布,通过黏附试验和抗体黏附抑制试验检测 VspX蛋白的黏附性,采用 ELISA方法进一

步分析 VspX蛋白和突变株结合纤连蛋白(Fn)的特性.结果显示,M．bovisVspX蛋白位于 M．bovis菌体表

面;重组 VspX蛋白(rVspX)能黏附到EBL细胞表面,且 M．bovisVspX 基因缺失突变株(M．bovisΔVspX)体

外黏附EBL细胞能力与 M．bovis野生株(M．bovis WT)相比显著下降,两个结果说明rVspX蛋白具有黏附特

性;并且抗rVspX蛋白单抗能抑制 M．bovis黏附 EBL细胞,进而证实rVspX蛋白黏附的特异性;此外,rVspX
蛋白与Fn呈剂量依赖性结合,且 M．bovisΔVspX 结合 Fn能力与 M．bovis WT相比显著下降,证明 M．bovis

VspX蛋白与Fn为特异性结合,且Fn分布在 EBL细胞表面.以上结果表明,M．bovisVspX蛋白是一种具有

Fn结合特性的黏附相关蛋白,能通过EBL细胞外基质成分Fn介导其黏附EBL细胞.
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　　牛支原体(Mycoplasmabovis)属于柔膜体纲、
支原体科、支原体属,无细胞壁,是当前引起牛呼吸

道疾病的重要病原之一.牛支原体可引发多种临床

病症,主要包括支气管肺炎、乳腺炎、关节炎、生殖道

炎和腱鞘炎等[１].牛支原体最早于１９６１年在美国

由牛乳汁中分离得到,我国于２００８年首次从患病牛

肺脏中分离到 M．bovis[２].目前,牛支原体病在世

界范围内广泛流行.由于其确切的致病机制仍然不

清楚,致使本病目前仍无有效的防控手段,给养牛业

带来巨大的经济损失.

M．bovis黏附呼吸道上皮细胞是其定殖和入

侵细胞的关键步骤.黏附素是 M．bovis的主要毒

力因子之一,它们分布在牛支原体细胞膜上.纤连

蛋白 (fibronectin,Fn)为 一 种 细 胞 外 基 质 成 分

(ECM),它可以作为分子桥连接细菌黏附素与宿主

细胞的表面受体[３],因此,具有Fn结合特性的蛋白

(FnBPs)在细菌的致病中起重要作用[４].

有研究报道VpmaX是M．bovisHubei株的一

种具有纤溶酶原(PLG)结合特性的黏附蛋白[５],通
过序列比对发现它与笔者所在实验室前期分离株

M．bovisHB０８０１的 VspX序列相同[６],表明 VspX
也是一种黏附蛋白,但其与Fn的结合特性未知,因
此,本研究进一步解析 VspX的黏附特性,以期为牛

支原体 VspX蛋白的系统研究奠定基础.

1　材料与方法

1.1　试验材料

M．bovis HB０８０１ 株(CCTCC,＃M２０１００４０)
由华中农业大学农业微生物学国家重点实验室分离

并保存;EBL细胞由哈尔滨兽医研究所薛飞研究员

惠赠;pETＧ３０aＧVspX重组质粒、抗rVspX蛋白的单

克隆抗体[７]和M．bovisHB０８０１突变体库为华中农

业大学农业微生物学国家重点实验室前期制备.羊

抗鼠IgGＧHRP抗体购自 Biotech公司;牛源 Fn和
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兔抗牛Fn抗体购自 Millipore公司;BioＧrad化学发

光底物购自BioＧrad公司;Alexa４８８标记的驴抗鼠

抗体购自武汉安特捷生物技术有限公司;DAPI细

胞核染色液购自上海碧云天生物技术有限公司.
1.2　菌株和细胞培养

将笔者所在实验室保存的M．bovisHB０８０１菌

株复苏培养,接种于PPLO 液体培养基,在３７℃培

养箱中培养至对数期,１２０００r/min,４℃ 离心１０
min,收集菌体.

胎牛肺上皮细胞培养于含 １５％ 胎牛血清的

MEM 培养基中.待细胞长至单层时,用０．２５％含

EDTA的胰酶３７℃处理２min,按照质量比１∶３的比

例进行传代培养,每２d更换１次培养基至长成单层

细胞.
1.3　 M. bovis VspX 基因突变株筛选与验证

将笔者所在实验室已构建的 M．bovisHB０８０１
突变体库送武汉锐志魔方生物科技有限公司进行测

序,从中筛选出在VspX 基因内发生转座子 Tn４００１
插入的突变株,命名为M．bovisΔVspX.

将M．bovis野生型菌株(M．bovis WT)与 M．
bovisΔVspX 在PPLO培养基中培养４８h后,收集

菌体,裂解后将全菌蛋白经SDSＧPAGE分离,转印

到PVDF膜上;洗涤封闭后,以抗rVspX蛋白单克

隆抗体(１∶２０００)为一抗,以羊抗小鼠IgGＧHRP抗

体(１∶４０００)为二抗进行孵育,通过化学发光底物

显色后进行 Westernblot分析.
1.4　野生型菌株和突变株生长特性

M．bovis WT 和 M．bovisΔVspX 复苏后,分
别接种于PPLO固体培养基上,３７℃、５％ CO２培养

箱中培养７２h,每个菌株挑取３个单克隆,分别接种

于１mLPPLO液体培养基中,３７℃培养９６h,每隔

１２h取菌液涂布于PPLO 平板上,培养７２h后,在
显微镜下计数菌落数并绘制生长曲线.

将培养至对数期的 M．bovis WT 和 M．bovis
ΔVspX 分别接种于PPLO固体平板,在相同培养条

件下培养７２h后,显微镜下观察菌落形态.
1.5　rVspX 蛋白的表达与纯化

将实验室前期构建的pETＧ３０aＧVspX重组质粒

转入E．coliBL２１感受态,经IPTG诱导后,将重组

菌液压破碎,１２０００r/min离心３０min,收集的上清

液通过 NiＧNTA 树脂按常规方法进行重组蛋白纯

化,纯化后的蛋白用BCA 蛋白定量试剂盒定量,存

于－８０℃冰箱.
1.6　IFA 检测 VspX 蛋白亚细胞定位

参照 Guo等[８]间接免疫荧光方法进行,收集培

养至对数期的 M．bovis,离心洗涤后,以１×１０１０

cfu/mL的浓度悬浮于PBS中.将M．bovis分别与

抗rVspX蛋白的单克隆抗体(１∶５００稀释)、SP２/０
细胞刺激小鼠产生的腹水(１∶５００稀释)和PBS在

３７℃下孵育１．５h.洗涤后,将各不同处理的 M．
bovis与驴抗鼠IgGＧAlexa４８８抗体(１∶３００稀释)
在３７℃孵育１h,洗涤后,重悬于３００μLPBS溶液

中,滴于盖玻片上,用激光共聚焦显微镜检测 VspX
蛋白的表面分布.
1.7　蛋白和菌株黏附细胞检测

参照 Guo等[８]重组蛋白黏附细胞检测方法,将
培养在激光共聚焦小皿中的 EBL细胞用４％多聚

甲醛固定,洗涤后,加入２５μgrVspX蛋白,４℃孵育

１h,无蛋白的PBS溶液作为阴性对照;洗涤后,用１％
BSAＧPBS室温封闭１h;然后每个皿加入抗rVspX抗

体(１∶２０００稀释),室温孵育１h;洗涤后,每个皿加

入驴抗鼠IgGＧAlexa４８８抗体(１∶３００稀释),室温孵

育１h;洗涤后,用 DAPI染细胞核;最后在激光共聚

焦显微镜下检测rVspX与EBL细胞的黏附.
参照 Chen等[９]牛支原体黏附细胞检测方法,

将EBL细胞接种在２４孔细胞培养板内,在３７℃、

５％ CO２培养箱中培养２０h,弃掉培养基,用１％
BSAＧMEM 在３７℃封闭细胞１５min.将 M．bovis
WT与M．bovisΔVspX(１×１０８cfu)分别加入到含

有EBL细胞(约２×１０５个/孔)的培养板中,３７℃振

荡孵育３０min.PBS充分洗涤４次后,用０．２５％胰

蛋白酶消化单层细胞,采用连续稀释法将细胞悬液

涂布到PPLO固体平板上,培养７２h后显微镜下计

数菌落数,计算每孔黏附的 M．bovis 数量(cfu).
重复５次实验,每次设置６个重复.
1.8　抗 rVspX 蛋白单抗黏附抑制检测

EBL细胞接种在２４孔细胞培养板内,在３７℃,

５％ CO２培养箱中培养２０h;洗涤后,用１％ BSAＧ
MEM 在３７℃封闭细胞１５min;预先将大约１×１０８

cfu的牛支原体与鼠抗rVspX单克隆抗体和SP２/０腹

水在４℃孵育２h;然后将牛支原体和抗体的混合物

一起加入到封闭后的细胞培养板中,在３７℃振荡孵

育３０min;充分洗涤４次后,用０．２５％胰蛋白酶消化

单层细胞,采用连续稀释法将细胞悬液涂布到PPLO

８７
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琼脂平板上,培养７２h后显微镜下观察菌落并计数,
计算每孔黏附的M．bovis数量(cfu/孔).
1.9　rVspX 蛋白与 Fn 结合特性

参照Chen等[９]重组蛋白与Fn结合检测方法,
将rVspX蛋白质和BSA(阴性对照)包被在９６孔板

上,５００ng/孔,４℃孵育过夜;洗涤后,用５％脱脂奶

的PBS溶液在３７℃封闭２h;洗涤后,将不同质量

浓度的 Fn(０、３．１２５、６．２５、１２．５、２５、５０、７５μg/mL)
以每孔１００μL加入９６孔板中,室温孵育１．５h;洗
涤后,每孔加入兔抗 Fn抗体,室温孵育１h;洗涤

后,再每孔加入抗兔IgGＧHRP 抗体(１∶６０００稀

释)室温孵育１h;TMB底物显色后６３０nm 波长下

测各孔吸光值,从而检测rVspX与Fn结合特性.
将１００μL浓度为１×１０８cfu/mL的 M．bovis

WT与M．bovisΔVspX 分别加到９６孔板中,２２２９
r/min离心１０min;脱脂奶封闭后,与不同质量浓度

的牛源Fn(分别为０、５、２５、５０μg/mL)在室温下孵

育１．５h;然后依次与兔抗牛Fn抗体(１∶５００稀释)
和山羊抗兔IgGＧHRP抗体(１∶６０００稀释)孵育;

TMB底物显色后在６３０nm 波长下测吸光值.重

复６次实验,每次设置３个重复.
1.10　Fn 在 EBL 细胞表面分布检测

将EBL细胞以１×１０５个/孔接种于２４孔细胞

培养板,在３７℃,５％ CO２培养箱中培养２０h;洗涤

后,用４％甲醛在室温下封闭１５min,PBS洗涤后,

３７℃,５％脱脂奶封闭２h,洗涤后用兔抗牛Fn抗体

(１∶１０００稀释),不加兔抗牛 Fn抗体孔作为阴性

对照,在室温下孵育１h,PBST 洗涤后,加入羊抗

兔ＧHRP抗体(１∶４０００稀释),室温孵育１h,洗涤

后加入 TMB显色液,用酶标仪检测６３０nm 波长下

各孔吸光值.

1.11　抗 Fn 抗体黏附抑制试验

EBL细 胞 培 养、固 定 和 封 闭 的 方 法 同 本 文

“１．１０”,封闭后每孔加入１％脱脂奶ＧPBS溶液稀释

的兔抗Fn抗体(１∶５０稀释),室温孵育１h;PBST
洗涤后,加入rVspX 蛋白,１２．５μg/孔,室温孵育

１h;洗 涤 后 加 入 抗 rVspX 蛋 白 的 单 克 隆 抗 体

(１∶２０００稀释),３７℃孵育４５min;洗涤后加入羊

抗鼠ＧHRP标记抗体(１∶６０００稀释),３７℃孵育

３０min;洗涤后加入 TMB显色液,用酶标仪检测

６３０nm波长下各孔吸光值.不加兔抗Fn抗体孔、

不加rVspX蛋白孔和不加抗rVspX蛋白单抗的孔

分别作为３个阴性对照.

1.12　统计学分析

试验数据使用Graphpadprism５．０软件包中的相

关程序(student＇stＧtest)进行分析,数值表示为平均

值±SE,P＜０．０５为差异显著,用∗表示;P＜０．０１或

P＜０．００１为差异极显著,分别用∗∗或∗∗∗表示.

2　结果与分析

2.1　 M. bovis ΔVspX 菌株筛选与验证

将 M．bovis 突 变 体 库 测 序 结 果 与 M．bovis
HB０８０１全基因序列进行比对后,发现１株VspX 基因

的插入突变株,Tn４００１转座子插入位点位于全基因组

５４８３４２位点后,位于VspX 基因３８４位点后(图１).

图１　M．bovis突变株测序结果

Fig．１　SequencingresultsofM．bovismutantstrain

　　利用 Westernblot对M．bovisΔVspX 进行蛋

白表达的鉴定.结果显示,M．bovisΔVspX 在２７
ku处检测不到VspX蛋白条带,而M．bovisWT在

该位置可检测到蛋白条带(图２),表明 M．bovis
ΔVspX 突变株缺失表达 VspX蛋白,突变成功.

2.2　野生型菌株与突变株的生长特性

２株菌的生长曲线显示,M．bovis WT 和 M．
bovisΔVspX 的生长速率和生长状态相似,无明显

差别,１２~２４h处于对数期,２４~６０h处于平台期,
然后进入衰亡期(图３).

９７
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　M:显色蛋白质标准;１:M．bovis WT 全菌蛋 白;２:M．bovis
ΔVspX 全菌蛋白.M:PreＧstainedproteinstandard;１:TotalproＧ
teinsofM．bovis WT;２:TotalproteinsofM．bovisΔVspX．

图２　Westernblot验证M．bovisWT和

M．bovisΔVspX 菌株中VspX蛋白表达

Fig．２　ExpressionverificationofVspXproteininM．bovis
WTandΔVspXstrainsbyWesternblot

图３　M．bovisWT和M．bovisΔVspX 的生长曲线

Fig．３　ThegrowthcurvesofM．bovisWTand
M．bovisΔVspXmutantstrains

　　M．bovis WT和M．bovisΔVspX 在固体平板

上培养７２h后,两者均长出肉眼可见、针尖大小的

菌落,显微镜下菌落呈圆形,边缘光滑,为典型的“煎
蛋状”,有中心脐,两者的菌落形态和大小无明显差

异(图４),表明VspX 基因缺失后并不影响M．bovis
的生长特性.

　A:M．bovisWT菌株;B:M．bovisΔVspX 突变株.Bars＝５００μm.

A:M．bovisWTstrain;B:M．bovisΔVspX mutantstrain．Bars＝５００μm．
图４　M．bovisWT与M．bovisΔVspX

在显微镜下的菌落形态

Fig．４　ThecoloniesofM．bovisWTand
M．bovisΔVspXmutantstrainsunderthemicroscope

2.3　rVspX 蛋白表达与纯化

E．coliBL２１重组菌经IPTG 诱导后,表达３７

ku大小的外源蛋白,蛋白在上清和沉淀中均有表

达,与rVspX蛋白预期大小一致(图５A),并经亲和

层析获得纯化rVspX蛋白(图５B).

　A:重组菌诱导表达验证.M:显色蛋白质标准;１:诱导前;２:诱导

后;３:上清;４:沉淀;B:SDSＧPAGE分析纯化蛋白.M:显色蛋白质

标准;１:纯化的rVspX蛋白.A:ExpressionverificationofrecombiＧ

nantE．coliBL２１strain．M:PreＧstainedproteinstandard;１:Before

induction;２:Afterinduction;３:Supernatantproteins;４:PrecipitatiＧ

onproteins;B:SDSＧPAGEanalysisofthepurifiedrVspXprotein;

M:PreＧstainedproteinstandard;１:PurifiedrVspXprotein．

图５　rVspX蛋白表达验证

Fig．５　ExpressionverificationofrVspXprotein

2.4　VspX 蛋白在 M. bovis 中的亚细胞定位

完整的M．bovis与抗rVspX蛋白的单抗孵育

后,在镜下可见绿色荧光信号(图６A),而与小鼠阴

性腹水(图６B)和PBS(图６C)作用的M．bovis并未

在其表面检测到荧光信号,表明 VspX 分布在 M．
bovis表面.

　A:M．bovis与抗rVspX蛋白单抗作用;B:M．bovis与阴性腹水

作用;C:M．bovis与PBS作用;Bars＝２μm.A:M．boviscellswere

treatedwithantiＧrVspX monoclonalantibodies;B:M．boviscells

weretreatedwithnegativeascites;C:M．boviscellsweretreated

withPBS;Bars＝２μm．

图６　间接免疫荧光法检测VspX
蛋白在M．bovis的表面分布

Fig．６　IdentificationofsurfaceＧlocatedVspXon

M．bovisbyindirectimmunofluorescenceassay

2.5　黏附检测结果

间接免疫荧光结果显示,rVspX蛋白与EBL细

胞作用后,蓝染的细胞核外周出现较强的绿色荧光,
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其分布轮廓与 EBL细胞轮廓相似(图７A);而相同

实验条件下,不加入蛋白的对照组中,EBL细胞外

周无绿色荧光(图７B),表明rVspX 蛋白特异性结

合EBL细胞.

　A:rVspX 蛋 白 与 EBL 细 胞 孵 育;B:PBS 与 EBL 细 胞 孵 育.

Bars＝２０μm;A:EBLcellswereincubated withrVspXprotein;

B:EBLcellswereincubatedwithPBS．Bars＝２０μm．

图７　间接免疫荧光检测rVspX蛋白与EBL细胞黏附

Fig．７　AdhesionassayofrVspXproteintoEBLcellsbyIFA

　　M．bovis WT和M．bovisΔVspX 以相同的感

染比接种于EBL细胞,通过每孔细胞上黏附的 M．
bovis数量,判定两菌株对细胞黏附能力.结果显

示,黏附在EBL细胞上的 M．bovisΔVspX 菌株数

量显著低于M．bovisWT菌株(P＜０．０５)(图８),表
明VspX 基因缺失表达后,M．bovis黏附能力下降,

进一步证实 VspX蛋白是一种黏附相关蛋白.

图８　M．bovisWT和M．bovis

ΔVspX 菌株黏附EBL细胞数量

Fig．８　ThenumberofM．bovisWTstrainandits

ΔVspXmutantstrainboundtoEBLcells

2.6　抗 rVspX 蛋白单抗黏附抑制检测

抑制试验结果显示,与SP２/０阴性腹水相比,

鼠抗rVspX单抗(１∶１０稀释)与 M．bovis作用后,

黏附到 EBL 细胞上的数量显著下降(P＜０．０５)
(图９),抗rVspX 单抗抑制 M．bovis 黏附到 EBL
细胞上,进一步证实rVspX 对 EBL细胞黏附的特

异性.

图９　抗rVspX单抗抑制M．bovis黏附EBL细胞

Fig．９　AdhesionofM．bovistoEBLcellswasinhibited
byantiＧrVspXmonoclonalantibody

2.7　rVspX 蛋白与 Fn 结合特性

ELISA结果显示rVspX以剂量依赖性方式与

Fn结合,rVspX结合 Fn的量是随着 Fn质量浓度

增加而增加;而BSA与Fn是以低水平、非特异性方

式结合(图１０),因此,rVspX是一种具有Fn结合特

性的蛋白.

图１０　ELISA检测rVspX蛋白与Fn黏附能力

Fig．１０　IdentificationoftheFnＧbindingability
ofrVspXproteinbyELISA

　　菌株与Fn结合 ELISA 结果显示,随着 Fn质

量浓度的增加,２株菌结合Fn的量也随之增加,菌
株与 Fn呈剂量依赖性结合;在同一 Fn质量浓度

下,M．bovis WT比M．bovisΔVspX 结合Fn的量

更多,当 Fn质量浓度为 ５０μg/mL 时,M．bovis
WT结合Fn的量显著高于 M．bovisΔVspX 结合

Fn的量(P＜０．０５)(图１１),进一步证实 VspX蛋白

具有Fn结合特性.
2.8　Fn 在 EBL 细胞表面分布检测结果

在单层EBL细胞板中加入抗Fn抗体后,该孔

的吸光值(０．８４５７±０．０２４７)极显著高于不加抗

Fn抗 体 孔 的 吸 光 值 (０．２３２２±０．００４８)(P＜
０．００１),表明抗Fn抗体与孔中的 Fn发生结合,Fn
分布在EBL细胞表面.
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图１１　M．bovisWT和M．bovisΔVspX
与Fn黏附能力比较

Fig．１１　ComparisonoftheabilityofM．bovisWT
strainanditsΔVspXmutanttoadheretoFn

2.9　兔抗 Fn 抗体黏附抑制试验结果

抗体抑制试验结果显示,加入兔抗 Fn抗体孔

的 OD值极显著高于不加入rVspX 蛋白孔的 OD
值(P＜０．００１),也极显著高于不加入抗rVspX蛋白

单抗孔的 OD值(P＜０．００１);而加入兔抗 Fn抗体

孔的 OD值与无抗Fn抗体孔的 OD值之间则无明

显差异(P＞０．０５)(图１２),表明兔抗Fn抗体并没有

抑制rVspX蛋白与EBL细胞的黏附作用.

图１２　ELISA检测兔抗Fn抗体抑制rVspX黏附

Fig．１２　DetectionofrabbitantiＧFnantibodyinhibiting
theadhesionofrVspXtoEBLcellsbyELISA

3　讨　论

细菌与宿主细胞的黏附是其随后定植、侵袭和

增殖的先决条件[１０Ｇ１１],该过程是细菌的黏附素、黏附

细胞器和黏附相关蛋白与宿主细胞相互作用的结

果.M．bovis没有专门的黏附细胞器,与宿主呼吸

道上皮细胞的黏附是由其表面分布的多种黏附素和

黏附相关蛋白完成的.早期研究表明 Vsps家族的

一些成员[１２Ｇ１４]除了具有较强的免疫原性外,还参与

M．bovis的黏附过程.近年来,一些新的 M．bovis
黏附相关蛋白也相继被鉴定,如具有 Plg结合活性

的αＧEnolase[１５]、P１８[１６]、VpmaX[５]和FBA[１７]等,具
有Fn结合能力的 TrmFO[８]、P２７[９]和 FBA[１８]等,
这些黏附相关蛋白参与 M．bovis 在体内的致病

过程.

Fn是多种病原菌靶向的一种 ECM 成分,它是

一种多结构域糖蛋白分子,大多数以可溶性二聚体

形式在许多宿主的体液中存在,包括血浆、脑脊液和

羊水等;Fn也可以作为不溶性多聚体,连接胶原蛋

白和其他ECM 成分,或与真核细胞表面和基底膜

结合[９].Fn是首先被发现的与细菌结合的真核细

胞受体,FnBPs促进细菌感染和侵袭.葡萄球菌、
链球菌和 M．bovis、M．pneumoniae等通过FnBPs
定植于黏膜表面,在致病中发挥重要作用.研究表

明,一些FnBPs基因的失活能显著降低支原体黏附

能力,与其野生型菌株相比,毒力也显著降低[１９Ｇ２０].
因此,鉴定FnBPs对于揭示M．bovis发病机制具有

重要意义.
本研究通过rVspX蛋白黏附 EBL细胞的间接

免疫荧光试验和M．bovisΔVspX 菌株黏附力降低

试验证实 M．bovis表面分布的 VspX 蛋白是一种

黏附相关蛋白,且抗rVspX单抗抑制M．bovis黏附

EBL细胞试验进一步证实rVspX蛋白黏附的特异

性.为了进一步阐明 VspX蛋白与宿主细胞黏附的

分子机制,本研究采用ELISA方法,进行rVspX蛋

白和M．bovisΔVspX 菌株与牛源Fn结合特性研

究,结果显示 M．bovisVspX 蛋白具有 Fn结合特

性,并且本研究又证实EBL细胞表面分布有Fn,因
此,可以推断M．bovisVspX与宿主细胞EBL细胞

的黏附是通过 Fn介导的,Fn起着分子桥的作用.
本研究通过兔抗Fn抗体进行的黏附抑制检测结果

并未表现出其对rVspX蛋白抑制作用,推测可能是

rVspX蛋白与Fn结合的位点不同于抗 Fn抗体与

Fn结合的位点,因此,抗Fn抗体与Fn结合后并没

有封闭位于Fn上能够与rVspX蛋白结合的位点,
所以,抗Fn的抗体才未对rVspX蛋白黏附产生抑

制作用.
总之,本研究证实了 M．bovisVspX是一种表

面分布的具有 Fn结合特性的黏附相关蛋白,属于

FnBPs家族成员,参与 M．bovis黏附宿主细胞,推
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测其在 M．bovis致病中可能发挥重要作用.本研

究有助于从蛋白质水平认识 M．bovis与机体的相

互作用 关 系,为 深 入 解 析 该 病 的 发 病 机 制 奠 定

基础.
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Abstract　Mycoplasmabovisisoneoftheseriouspathogenscausingbovinerespiratorydiseases．
Meanwhile,M．boviscancauseavarietyofclinicalsigns,includingbronchopneumonia,mastitis,arthriＧ
tis,genitaltractinflammation,andtenosynovitis．AdhesiontoairwayepithelialcellsisakeystepforM．
boviscolonizationandinvasionofcells．AdhesinisoneofthemainvirulencefactorsofM．bovis．ReＧ
searchaboutattachmenthasbecomeanimportantfieldofpathogenicmechanismsresearchofM．bovis．
TofurtheranalyzetheadhesioncharacteristicsoftheM．bovisVspXprotein,experiments,includinginＧ
directimmunofluorescenceassay,adhesionassayofproteinandmutantstraintoembryonicbovinelung
(EBL)cells,antibodyinhibitionadhesiondetection,ELISAassayofproteinandstrainsbindingfibronecＧ
tin(Fn),werecarriedout,toclarifythemolecularmechanismofVspXproteinadhesion．Theresults
showedthattheM．bovisVspXproteinwaslocatedonthesurfaceofthestrain．TherecombinantVspX

protein(rVspX)wasabletoadheretotheembryonicbovinelung(EBL)cells．ComparedwiththeM．
boviswildstrain(M．bovisWT),theM．bovisVspXgeneＧdeletedmutantstrain(M．bovisΔVspX)had
asignificantlydecreasedabilitytoadheretoEBLcellsinvitro (P＜０．０５)．Theaboveresultsshowed
thattheVspXproteinwasanadhesionＧrelatedprotein．TheantiＧrVspXmonoclonalantibodywasableto
inhibittheadhesionofM．bovistoEBLcells,whichfurtherconfirmedthespecificityoftheadhesion．AlＧ
so,therVspXproteinboundtoFninadoseＧdependentmanner,andtheM．bovisΔVspX strainhada
significantlyloweradherenceabilitytoFn(P＜０．０５)thanthatoftheM．bovisWTstrain．Theseresults
furtherdemonstratedthebindingspecificityofM．bovisVspXproteintoFn．AndFnwasdistributedon
thesurfaceofEBLcells．Insummary,thestudyvalidatedthatM．bovisVspXproteinwasanadhesionＧ
relatedproteinwithFnbindingproperties,andtheadhesionofVspXtoEBLcellswasmediatedbythe
extracellularmatrixcomponent,Fn．
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