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肺炎支原体GrpE蛋白的生物信息学分析、纯化
及多克隆抗体的制备*

唐愈菲1,黄泽智1,赵爽1,李冉辉2,3**

(1.邵阳学院医学技术学院医学检验技术教研室,湖南邵阳
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3.右江民族医学院基础医学院)

【摘要】 目的 利用生物信息学方法分析肺炎支原体GrpE蛋白的生物学特性,纯化 MpGrpE蛋白并制备多克隆抗体。

 方法 从NCBI网站获得肺炎支原体GrpE蛋白的氨基酸序列,并将其与大肠埃希菌、结核分枝杆菌、解脲脲原体、生
殖支原体、鸡毒支原体和龟支原体的GrpE蛋白进行序列比对。利用生物信息学软件分析预测 MpGrpE蛋白的信号肽、

跨膜区、细胞定位、磷酸化和糖基化修饰、二级结构、三级结构、B细胞表位和作蛋白等生物学特性。将重组质粒

pET28a-MpGrpE转化大肠埃希菌,诱导表达后通过Ni2+亲和层析纯化重组 MpGrpE蛋白。用重组蛋白免疫小鼠,获得

抗血清并测定抗体滴度。 结果 MpGrpE蛋白与生殖支原体GrpE蛋白同源性为73%。MpGrpE蛋白共有217个氨

基酸,分子式C1108H1807N291O336S3,理论分子质量为24.7
 

ku,理论等电点为7.7,为不稳定的疏水性蛋白。MpGrpE蛋白

无信号肽,无跨膜区,定位在胞质。该蛋白含有8个丝氨酸、4个苏氨酸和2个酪氨酸磷酸化位点,无糖基化位点。其二

级结构中α螺旋占69.
 

12%,β折叠占8.29%,无规卷曲占18.89%,β转角占3.69%。MpGrpE蛋白83.2%的三级结构

为最佳状态。MpGrpE蛋白含有4个连续的B表位和4个非线性表位。MpGrpE蛋白的的互作蛋白有DnaK、GroS、

GroL等。通过Ni2+亲和层析获得了较高纯度的 MpGrpE蛋白,用该蛋白免疫小鼠能够诱导产生IgG抗体。 结论 
生物信息学分析 MpGrpE蛋白是定位在肺炎支原体胞质的一种疏水性蛋白,克隆表达的 MpGrpE蛋白具有良好的免疫

原性,为肺炎支原体的致病机制以及疫苗研发提供了实验基础。
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【Abstract】 Objective To
 

analyze
 

the
 

biological
 

characteristics
 

of
 

Mycoplasma
 

pneumoniae
 

GrpE
 

protein,purify
 

GrpE
 

protein
 

and
 

prepare
 

polyclonal
 

antibody. Methods The
 

amino
 

acid
 

sequence
 

of
 

MpGrpE
 

protein
 

was
 

obtained
 

from
 

NC-
BI

 

website,which
 

was
 

used
 

to
 

compare
 

with
 

the
 

amino
 

acids
 

of
 

GrpE
 

protein
 

from
 

E.
 

coli,My.
 

tuberculosis,U.
 

urea-
lyticum,M.

 

genitalium,M.
 

gallisepticum
 

and
 

M.
 

tortoise.
 

Bioinformatics
 

software
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

and
 

predict
 

the
 

biological
 

characteristics
 

of
 

MpGrpE
 

protein,such
 

as
 

signal
 

peptide,transmembrane
 

region,cell
 

localization,phosphoryla-
tion

 

and
 

glycosylation
 

modification,secondary
 

structure,tertiary
 

structure,B
 

cell
 

epitope
 

and
 

acting
 

protein.
 

The
 

recombi-
nant

 

plasmid
 

pET28a-MpGrpE
 

was
 

transformed
 

into
 

E.
 

coli,and
 

the
 

recombinant
 

MpGrpE
 

protein
 

was
 

induced
 

and
 

puri-
fied

 

by
 

Ni2+
 

affinity
 

chromatography.
 

The
 

recombinant
 

protein
 

was
 

immunized
 

with
 

mice
 

to
 

obtain
 

antiserum
 

and
 

deter-
mine

 

the
 

antibody
 

titer. Results The
 

homology
 

between
 

MpGrpE
 

protein
 

and
 

GrpE
 

protein
 

of
 

M.
 

genitalium
 

was
 

as
 

high
 

as
 

73%.
 

MpGrpE
 

protein
 

is
 

an
 

unstable
 

hydrophobic
 

protein,which
 

has
 

217
 

amino
 

acids
 

in
 

total,with
 

molecular
 

for-
mula

 

C1108H1807N291O336S3 and
 

theoretical
 

molecular
 

weight
 

is
 

24.7
 

103
 

ku,the
 

theoretical
 

isoelectric
 

point
 

is
 

7.7.
 

MpGrpE
 

protein
 

has
 

no
 

signal
 

peptide
 

and
 

transmembrane
 

region,which
 

is
 

located
 

in
 

the
 

cytoplasm.
 

It
 

may
 

contain
 

8
 

ser-
ine,4

 

threonine,2
 

tyrosine
 

phosphorylation
 

sites
 

and
 

no
 

glycosylation
 

sites.
 

The
 

content
 

of
 

α-helix
 

is
 

69.
 

12%.
 

The
 

con-
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tent
 

of
 

random
 

coil
 

was
 

18.89%,β-sheet
 

was
 

8.29%
 

and
 

β-turn
 

was
 

3.69%.
 

The
 

83.2%
 

of
 

the
 

tertiary
 

structure
 

of
 

MpGrpE
 

protein
 

was
 

in
 

the
 

best
 

state.
 

MpGrpE
 

protein
 

contains
 

four
 

continuous
 

B
 

epitopes
 

and
 

four
 

nonlinear
 

epitopes.
 

The
 

interacting
 

proteins
 

of
 

MpGrpE
 

protein
 

include
 

DnaK,Gros,grol
 

and
 

so
 

on.
 

High
 

purity
 

MpGrpE
 

protein
 

was
 

ob-
tained,which

 

can
 

induce
 

mice
 

to
 

produce
 

IgG
 

antibody. Conclusion MpGrpE
 

protein
 

is
 

a
 

hydrophobic
 

protein
 

localized
 

in
 

the
 

cytoplasm
 

of
 

M.
 

pneumoniae
 

and
 

has
 

good
 

immunogenicity.
 

This
 

paper
 

provides
 

an
 

experimental
 

basis
 

for
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

M.
 

pneumoniae
 

and
 

vaccine
 

research
 

and
 

development.
【Key

 

words】 Mycoplasma
 

pneumoniae;GrpE
 

protein;bioinformatics;polyclonal
 

antibody

  肺炎支原体(Mycoplasma
 

pneumoniae,Mp)属于

柔膜纲,支原体科,支原体属,无细胞壁,细胞呈多形

态,且能在无生命培养基中培养原核微生物[1-3]。Mp
容易感染婴幼儿和老年人等免疫力低下患者,是导致

社区获得性肺炎的重要致病菌。Mp感染后会引起气

管炎、支气管炎、肺炎和鼻咽炎等呼吸系统疾病,有时

会导致贫血、多形性红斑以及心肌炎等并发症,严重时

会导致患者死亡[2,4-5]。目前临床上多采用抗生素进行

治疗 Mp感染,但该病原体对克拉霉素、红霉素和阿奇

霉素等多种药物易产生耐药[6-8],慢性和无症状 Mp感

染给临床用药也带来了严重挑战,故研究 Mp的致病

机制具有重要的现实意义[9]。
热休克蛋白(Heat

 

Shock
 

Protein)是一组高度保

守且在广泛存在的蛋白家族,热休克蛋白在细菌蛋白

质的折叠组装、蛋白质复性以及跨膜转运等过程中起

着极为重要的作用[10]。核苷酸交换因子(nucleotide
 

exchange
 

factor,GrpE蛋白)是细胞在热感应中起重

要功能的一种热休克蛋白,GrpE蛋白被称为细菌热

感应器,通常以DnaK-GrpE-DnaJ的形式共表达,能加

快DnaK与ADP的解离速度以及结合 ATP,起辅助

Hsp70蛋白的功能[11-12]。研究证实GrpE蛋白与细菌

的黏附功能密切相关,如参与肺炎链球菌识别呼吸道

上皮细胞[13]。鸡毒支原体 GrpE蛋白定位细胞表面

并介导黏附活性[14]。但关于 MpGrpE蛋白的功能尚

不清楚。本实验拟对 MpGrpE蛋白与解脲脲原体、大
肠埃希菌、生殖支原体等GrpE蛋白的氨基酸序列进

行 比 对 分 析,利 用 生 物 信 息 学 方 法 预 测 和 分 析

MpGrpE蛋白的生物学特性;合成重组质粒pET28a-
GrpE,纯化得到 MpGrpE蛋白,免疫小鼠后获得多克

隆抗体,为研究 Mp的致病机制提供实验基础。

材料与方法

1 材料

1.1 菌种和质粒 大肠埃希菌BL21由邵阳学院病

原学实验中心保存;重组质粒pET28a-MpGrpE由金

唯智生物科技有限公司构建。

1.2 主要试剂 辣根过氧化物酶(Horseradish
 

Per-
oxidase,HRP)标 记 的 羊 抗 鼠IgG 购 自 美 国eBio-
science公司;LB培养基和卡那霉素购自生工生物工

程(上海)股份有限公司。

1.3 实验动物 6~8周龄雌性BALB/c小鼠购自斯

莱克景达实验动物有限公司。

2 方法

2.1 生物信息学分析 利用Clustal
 

Omega比对肺

炎 支 原 体 (M.
 

pneumoniae,GenBank:WP _

014325356.1)与结核分枝杆菌(M.
 

tuberculosis,Gen-
Bank:NC_000962.3)、解脲脲原体(U.

 

urealyticum,

GenBank:ACI59925.1)、大肠埃希菌(E.
 

coli,Gen-
Bank:NC_000913.3)、生殖支原体(M.

 

genitalium,

GenBank:WP_014893991.1)、鸡毒支原体(M.
 

galli-
septicum,GenBank:WP_027333188.1)龟支原体(M.

 

testudinis,GenBank:WP_052663394.1)GrpE的蛋白

序列;通过 www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM 网

站预 测 MpGrpE 蛋 白 是 否 具 有 跨 膜 结 构 域;利 用

Gneg-mPLoc软件分析 MpGrpE蛋白的定位;采用

SignalP
 

5.0分析MpGrpE蛋白是否具有信号肽;使用

Protparam分析 MpGrpE蛋白的基本理化性质;采用

YinOYang1.2预测 MpGrpE蛋白的糖基化位点;采
用NetPhos3.1预测 MpGrpE蛋白的磷酸化位点;利
用

 

软件预测 MpGrpE蛋白的二级结构;使用Phyre2
网站预测 MpGrpE蛋白的三级结构,使用VMD软件

进行查看,使用拉氏图分析三级结构的可信度;通过

www.iedb.org网站预测 MpGrpE蛋白的B表位;通
过https://string-db.org网站分析 MpGrpE蛋白的

互作蛋白。

2.2 MpGrpE蛋白的表达与纯化 利用热激法将重

组质粒pET28a-MpGrpE转化大肠埃希菌BL21
 

star
(DE

 

3)。挑取单菌落接种到含卡那霉素的液体Luria-
Bertani培养基,置37

 

℃、200
 

r/min恒温培养箱中培

养16
 

h;取培养菌液按1∶100的比例扩接培养,待培

养液A600 值为0.6时加入终浓度为0.1
 

mmol/L的

IPTG,再放入28
 

℃、200
 

r/min培养箱培养4
 

h;取菌

液,10
 

000
 

r/min离心5
 

min收集细菌,用PBS溶液

(pH
 

7.4)洗涤2次;超声破碎,12
 

000
 

r/min离心10
 

min,取上清,利用Ni2+亲和层析纯化 MpGrpE蛋白,
去内毒素后采用用BSA法进行蛋白定量。

2.3 小鼠免疫 取 MpGrpE蛋白与完全弗氏佐剂按
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1∶1的比例完全混合均匀,取50
 

μg的 MpGrpE蛋白

皮下注射免疫小鼠,同时设置佐剂和PBS对照组。在

第3周和第6周时将 MpGrpE蛋白与弗氏不完全佐

剂按1∶1完全混合均匀,多点皮下注射免疫小鼠。末

次免疫2周后取血,分离血清,-80
 

℃保存。

2.4 抗体检测 采用ELISA方法。这96孔板每孔

中分别加入150
 

ng重组 MpGrpE蛋白包被量为150
 

ng/孔,待测血清作倍比稀释,HRP酶标记羊抗鼠IgG
稀释度为1∶1

 

000。加入显色液反应15
 

min后用酶

标仪测定各孔A450 值,计算抗体滴度。

2.5 统计学分析 采用GraphPad(7.0)软件进行统

计学分析。比较组间均数比较采用单因素方差分析,

P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 GrpE蛋白的同源性分析

从GenBank中获得肺炎支原体、解脲脲原体、生
殖支原体、大肠埃希菌、鸡毒支原体、龟支原体和结核

分枝杆菌GrpE蛋白的序列,然后使用Clustal
 

Omega
在线 软 件 进 行 同 源 性 比 对,结 果 见 图 1。其 中

MpGrpE蛋白与生殖支原体GrpE蛋白氨基酸同源性

为73%,与其他细菌的GrpE蛋白氨基酸同源性均低

于50%。

图
 

1 不同细菌GrpE蛋白的氨基酸序列比对

Fig.1 Sequence
 

alignment
 

of
 

GrpE
 

protein
 

from
 

different
 

bacteria

2 MpGrpE蛋白的基本理化性质

MpGrpE 蛋 白 共 有 217 个 氨 基 酸,分 子 式

C1108H1807N291O336S3,含有3
 

545个原子数,理论分子

质量为24.7
 

ku,理论等电点为7.7。MpGrpE蛋白在

280
 

nm处的消光系数为11
 

460,吸光系数为0.464。
不稳定指数为41.97,表明该蛋白为不稳定蛋白质。

MpGrpE蛋白亲水性平均系数(GRAVY)为-0.417,
属于疏水性蛋白。

3 MpGrpE蛋白的信号肽、跨膜区和细胞定位预测

利用SignalP
 

5.0预测 MpGrpE蛋白无信号肽,

TMHMM软件预测该蛋白无跨膜区(图2),Gneg-
mPLoc软件预测 MpGrpE蛋白定位在细菌细胞质。

图
 

2 MpGrpE蛋白跨膜区预测

Fig.2 Transmembrane
 

region
 

of
 

MpGrpE
 

protein

4 MpGrpE蛋白的磷酸化和糖基化修饰

使用NetPhos3.1预测 MpGrpE蛋白可能有8个

丝氨酸、4个苏氨酸和2个酪氨酸磷酸化位点(图

3A)。利用YinOYang1.2软件预测 MpGrpE蛋白无

糖基化位点(图3B)。

5 MpGrpE蛋白的二、三级结构

采用
 

软件分析MpGrpE蛋白的二级结构含量,其
中150个氨基酸为α螺旋(h),占总体的69.12%;18
个氨基酸为β折叠(e),占8.29%;41个氨基酸为无规

卷曲(C),占18.89%;8个氨基酸为β转角(t),占

3.69%(图4)。

图
 

3 MpGrpE蛋白的磷酸化(A)和糖基化位点(B)预测

Fig.3 The
 

phosphorylation(A)
 

and
 

glycosylation(B)
 

sites
of

 

MpGrpE
 

protein

图
 

4 MpGrpE蛋白的二级结构

Fig.4 Secondary
 

structure
 

of
 

MpGrpE
 

protein
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利用Phyre2网站预测 MpGrpE蛋白的三级结

构,然后使用VMD软件进行看图,获得的空间结构如

图5A。其中 N端的氨基酸呈现一个长的α螺旋结

构,β折叠、无规卷曲和β转角位于C端。使用拉氏图

(Ramachandran
 

plot)检查结果,其中83.2%的区域为

最合理结构,14.7%为一般合理区,2.1%为不可靠区

域(图5B)。

图
 

5 MpGrpE蛋白的三级结构(A)和拉氏图(B)
Fig.5 Tertiary

 

structure(A)
 

and
 

ramachandran
 

plot(B)
of

 

MpGrpE
 

protein

6 MpGrpE蛋白的B细胞表位

利用Bepipred网站预测 MpGrpE共有4个连续

的 B 表 位,其 氨 基 酸 序 列、位 置 及 得 分 见 表 1。

MpGrpE蛋白还含有4个非线性表位,其氨基酸组成、
位置及得分见表2和图6。

图
 

6 MpGrpE蛋白非连续性表位的空间位置

Fig.6 Spatial
 

location
 

of
 

discontinuous
 

epitopes
 

in
 

MpGrpE
 

protein

7 MpGrpE互作蛋白

利用在线软件String分析 MpGrpE蛋白的互作

蛋白有 DnaK、GroS、GroL、ClpB、HrcA、Tig、FtsY、

MPN0138和 MPNE0024等(图7)。

表
 

1 MpGrpE蛋白的连续表位的序列以及位置
Table

 

1 Locations
 

and
 

sequences
 

of
 

continuous
 

B
 

epitopes
in

 

MpGrpE
 

protein
 

编号
No.

起点
Start

终点
End

肽段
Peptide

氨基酸数量
Amount

 

of
 

amino
 

acids

得分
Score

1 57 82 QKIPNLQKVNEEF
 

RLKVEKIQEEAQK 26 0.807

2 175 189 ALEAVPSDQPA-
NTVV 15 0.795

3 126 147 SYAQKDPQVKNY-
TTGFNMVLDA 22 0.64

4 163 168 EPGAQF 6 0.571

表
 

2 MpGrpE蛋白的非连续表位的序列以及位置
Table

 

2 Locations
 

and
 

sequences
 

of
 

discontinuous
 

B
 

epitopes
in

 

MpGrpE
 

protein
 

编号
No.

氨基酸及位置
Amino

 

acid
 

residues
 

and
 

location

氨基酸数量
Amount

 

of
 

amino
 

acids

得分
Score

1
_:Q57,_:K58,_:I59,_:P60,_:N61,
_:L62,_:Q63,_:K64,_:V65,_:
N66,_:E67,_:E68

12 0.935

2

_:A161,_:I162,_:E163,_:P164,_:
G165,_:A166,_:Q167,_:F168,_:
D169,_:A175,_:L176,_:E177,_:
A178,_:V179,_:P180,_:S181,_:
D182,_:Q183,_:P184,_:A185,_:
N186,_:T187,_:V188,_:V189,_:
V209,_:V210,_:S211,_:Q212

28 0.689

3

_:F69,_:R70,_:L71,_:K72,_:
V73,_:E74,_:K75,_:I76,_:Q77,
_:E78,_:E79,_:A80,_:Q81,_:
K82,_:Q85

15 0.684

4

_:S126,_:Y127,_:A128,_:Q129,
_:K130,_:D131,_:P132,_:Q133,
_:V134,_:K135,_:N136,_:Y137,
_:T138,_:T139,_:G140,_:F141,
_:N142,_:M143,_:V144,_:L145,
_:D146,_:A147,_:R150

23 0.64

图
 

7 MpGrpE的互作蛋白

Fig.7 The
 

interaction
 

proteins
 

of
 

MpGrpE
 

protein

8 MpGrpE蛋白的表达与纯化

为了 获 得 重 组 MpGrpE 蛋 白,利 用 热 激 法 将

pET28a-MpGrpE质粒转化表达菌BL21star(DE3),
加入IPTG,诱导重组菌表达重组 MpGrpE蛋白。使

用Ni2+亲和层析纯化得到 MpGrpE蛋白,SDS-PAGE
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电泳显示为分子质量约为28.2
 

ku的单一蛋白条带

(图8)。

M 蛋白分子质量标准 1、2 纯化的 MpGrpE蛋白
图

 

8 纯化 MpGrpE蛋白的SDS-PAGE电泳分析

M Protein
 

molecular
 

weight
 

standard 1,2 Purified
 

MpGrpE
 

protein
Fig.8 The

 

purified
 

MpGrpE
 

protein

9 MpGrpE蛋白的多克隆抗体制备

利用ELISA检测 MpGrpE蛋白免疫小鼠血清中

特异IgG水平,结果如图9。MpGrpE蛋白免疫组小

鼠血清抗体滴度显著高于佐剂组和PBS对照组(均P
<0.05),表明 MpGrpE蛋白具有免疫原性。

  注(Note):a 与佐剂组和 PBS组 比 较(Compared
 

with
 

adjuvant
 

group
 

and
 

PBS
 

group),P<0.05。
图

 

9 小鼠血清中 MpGrpE特异性抗体水平

Fig.9 MpGrpE
 

antibody

讨 论

Mp是一种引起社区性肺炎的常见致病菌,临床

症状为咳嗽,反复喘气。由于儿童和老人免疫力较弱,
故极易感染 Mp,近年来我国儿童感染患者明显增加,

Mp在儿童呼吸道感染中的比例高达40%[15]。虽然

Mp感染后大多预后良好,但临床重症感染患者也在

增多,非典型病例和并发症愈发常见,因此寻找 Mp毒

力因子及研究 Mp的致病机制显得十分关键[16]。

GrpE蛋白是一种具有多种生物学功能的分子伴

侣蛋白,能够通过与二磷酸腺苷的相互作用来调节分

子伴侣 HSP70的活性,与 HSP70一起辅助蛋白质折

叠成正确结构[10-12]。近年研究发现微生物GrpE蛋白

参与抵抗胁迫,在营养缺乏、缺氧和高温等不利条件下

起保护功能。肺炎链球菌和鸡毒支原体GrpE蛋白还

能够介导病原菌对宿主细胞的粘附,是一种十分重要

的毒力因子[13-14]。本研究将 MpGrpE蛋白与几种同

源性较高的支原体以及大肠埃希菌和结核分枝杆菌

GrpE蛋白进行了比对,结果显示 MpGrpE与大肠埃

希菌和结核分枝杆菌的同源性较低,但是预测得到的

MpGrpE蛋白三级结构与其他细菌的GrpE蛋白三级

结构相类似:N端有一个长α螺旋,大部分的β折叠、
无规卷曲和β转角集中在C端。但是 MpGrpE蛋白

是否参与肺炎支原体的致病过程有待进一步研究。
生物信息学是一门将计算机科学与生物科学相结

合的学科,已广泛用于蛋白质结构和功能的预测分析
 

[17]。本 研 究 采 用 多 种 生 物 信 息 学 工 具 分 析 了

MpGrpE蛋白的理化性质、信号肽、结构、B细胞表位、
二级结构、三级结构和互作蛋白网络等生物学特性。
结果显示,MpGrpE蛋白的α螺旋含量高达69.12%,
预测得到的三级结构中83.2%的区域具最佳可信度。

MpGrpE蛋白含有4个连续和4个非连续的B细胞表

位,表明 MpGrpE蛋白具有良好的免疫原性。利用基

因工程的方法纯化获得了重组 MpGrpE蛋白,并用其

免疫小鼠,结果证实 MpGrpE蛋白能够诱导小鼠分泌

高滴度的特异性抗体,这与解脲脲原体和结核分枝杆

菌GrpE蛋白具有良好的免疫保护效果相符合[18-19]。
本实验采用生物信息学方法预测分析了 MpGrpE

蛋白的生物学特性,利用基因重组及亲和层析技术获

得纯化的重组 MpGrpE蛋白。该蛋白具有免疫原性,
能够诱导小鼠产生特异性抗体,为研究 Mp的致病机

制奠定了基础。
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