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肺炎支原体主要黏附蛋白的研究进展 *
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摘要：肺炎支原体（ ）可引起呼吸道感染，是儿童社区获得性肺炎的常见致病菌，并且可导致多系统并

发症。Mp尖端的黏附蛋白复合体与肺纤毛上皮细胞的黏附过程是其主要致病机制。P1、P30、P116等蛋白作为黏附复合体的主要

成分，在感染过程中起到了关键作用。在缺失这些蛋白的突变株中，细胞结构异常，黏附能力、运动速度、致病性均表现出不同程

度的下降。由于 Mp生长缓慢，对营养要求苛刻，常规微生物分离培养不适用于临床快速诊断，目前亚洲地区 Mp耐药率居高不

下，Mp感染后又无特异性临床症状，使得临床工作中 Mp感染的诊治常被延误。重组蛋白表达技术的出现，使得 Mp主要蛋白可

以应用在Mp诊断试剂盒和疫苗研发中，本文针对 Mp主要黏附蛋白的基因结构、致病机制及其应用方面的最新研究进展进行综

述。
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Research Progress of the Major Adhesin Proteins
of *

) is an important human pathogen that causes primary atypical pneumonia,

tracheobronchitis, pharyngitis, asthma and autoimmune diseases. Cytadherence of to respiratory epithelium is essential to

tissue colonization and subsequent pathogenesis. It is a complex multifactorial process requiring the specialized tip organelle that

possesses a group of adhesin proteins such as P1, P30, P116 and HMW1-3, et al. The adhesin proteins deficient mutants show lower
gliding velocity, reduced cytadherence, and decreased steady-state levels of tip organelle. The standard methods for the diagnosis of

are culture, serological tests, and PCR. As a fastidious organism, can be difficult to isolate. Considerable

cross-reactivity exists between the whole cell antigens used in the commercial serological testing assays. Identification of specific protein

antigens is crucial to eliminate the risk of cross-reactions among different related organisms. The adhesin proteins P1 and P30 are also

testified to be strongly immunogenic in humans and experimental animals infected with . Expression of adhesin proteins
in heterologous expression systems provides an opportunity to explore the roles of these proteins in pathogenicity and contributes to

develop diagnostic reagents and vaccines. In this review we discuss the applications of various adhesin proteins of .

; Adhesion protein; Serodiagnosis; Vaccine

前言

肺炎支原体（ ）通过飞沫传播，

侵入机体后可引发呼吸系统感染，包括原发性非典型肺炎、支

气管炎、咽炎和喉炎等，且可引起支原体脑炎、心肌炎、关节炎、

皮肤损害等多系统并发症。肺炎支原体肺炎占社区获得性肺炎

的 5 %~40 %，且主要引起青少年感染[1]。支原体（ ）

是一类介于病毒和细菌之间，能在人工培养基中自行繁殖的最

小原核生物。Mp基因组仅有 816 kp，为大肠埃希菌的 1/5~1/6，

其代谢能力差，不具备细胞壁，亦不产生内毒素，Mp与肺上皮

纤毛细胞的密切接触对于局部组织的损伤和细胞毒作用至关

重要，是其致病的关键。由 P1 蛋白、P30 蛋白、P116 蛋白、
HMW1~3、P65蛋白等构成的黏附蛋白复合体是决定 Mp黏附

能力的细胞器。本文就 Mp中的主要黏附蛋白研究现状作一综
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述。

1 黏附蛋白的基因结构

Mp基因组全长 816 394 bp，G+C含量为 40 %，有 688个
开放阅读框（open reading frame,ORF）。全序列分析表明 p1基

因由 4 884 bp组成，位于 180 858 ~ 185 741 位，G+C 含量为
53.5 %，该基因中包含 21个编码色氨酸的 UGA密码子，而 U-

GA在大肠埃希菌中为终止密码子，使得 P1蛋白在大肠埃希

氏菌中的重组表达受限。P1蛋白由 1 627个氨基酸构成，其中

包括大量羟基氨基酸，但是不含有半胱氨酸，因此 P1蛋白不能

通过胞内外的二硫键稳定构象。Chaudhry R等 [2] 重组表达了

P1-C1和 P1-N1两个片段，结果发现只有 C1端具有免疫原性，

可能与 C端富含脯氨酸序列有关。
p30基因由 825个碱基组成，位于 Mp基因组第 552 694 ~

553 518 位，G+C 含量为 54.4 %，p30 基因中第 46-48 位为 U-

GA。P30蛋白是一种膜结合蛋白，分子量为 29.743 kDa，由 275

个氨基酸构成，N端位于胞内而 C端暴露在细胞表面，可分为
4个结构域，前导肽区(signal peptide, SP)、胞内段（intracellular,

结构域 I）、跨膜区（transmembrane domain, TM）及胞外区（ex-

tracellular,包括结构域 II和结构域 III）。其中，结构域 II与生殖
支原体（ ）和鸡毒支原体(

)有很高的同源性。P30蛋白与生殖支原体 P32蛋

白氨基酸序列一致性约为 43 %。结构域 III有三个富含脯氨酸

的重复区，分别为 Pro-Gly-Met-Ala-Pro-Arg 重复 7 次，
Pro-Gly-Met-Pro-Pro-His 和 Pro-Gly-Phe-Pro-Pro-Gln 各重复 3

次。这些重复结构与肺炎支原体 P1蛋白 C 端结构同源性＞

40%，且 P1-C蛋白已被证实有免疫原性。两者在空间结构上位

置相近，在致病方面表现出相似的功能和协同作用 [3]。另外，

P116蛋白中的某些片段与 P1-C蛋白也非常相似，亦表现出免

疫原性[4]。P30蛋白中部分氨基酸序列与人体某些蛋白相似度
很高，可能是引起自身免疫反应的原因。

2 黏附蛋白的致病机制

在Mp感染机制中，黏附是其引发病理反应的主要因素，

失去黏附能力的突变株无致病性。Mp通过黏附蛋白黏附到相

关细胞表面，激发某种信号通路从而引起特异性细胞骨架蛋白

重排，使得 Mp 穿过宿主细胞胞膜并在胞质中大量复制，最终

导致宿主细胞受损死亡[5,6]。但黏附作用与免疫反应之间的具体

作用机制尚不清楚，目前认为与细胞分裂、细胞形态学变化、黏

附作用、滑行运动等有关。Shimizu T等[7]研究表明野生株可刺

激 THP-1细胞产生炎性细胞因子 IL-1茁和 TNF-琢，而失去黏附
能力的突变株无法诱导细胞因子的产生，证明黏附能力是激活

Mp感染后免疫反应的必要条件。

黏附蛋白复合体是由一端的细胞膜向外延伸形成特殊的

顶端结构，属于细胞骨架的一部分。Mp黏附功能正常执行需要

构成黏附复合体的多种蛋白在结构上和功能上的协同作用。

Hahn TW等[8]研究表明突变株M6中 hmw1基因的移码突变导

致 HMW1蛋白和部分 P30蛋白缺失，M6失去黏附能力，同时
P1和 P30分布也受到影响，散布在细胞表面，无法聚集形成黏

附复合体；将含有 p30基因的转座子导入M6中，P30蛋白结构

恢复，但仍然不具备黏附能力，证明 HMW1对黏附功能必不可

少。Hasselbring BM等[9]发现 P65蛋白与 P30蛋白在黏附复合
体形成的过程中几乎同时移动，在由于转座子插入而使 P65蛋

白受损的突变株中，P30的稳定性下降。将野生株的 p65等位
基因转座融合入突变株后，P65水平和 P30的稳定性都得到了

恢复。

黏附蛋白在 Mp细胞正常发育过程中必不可少。突变株
II-3由于开放阅读框 MpN453的移码突变导致 p30 基因的缺

失，该突变株失去运动能力、黏附能力、细胞变为卵圆形或分枝

状，聚集成团漂浮在培养基中，黏附复合体无法正常形成且

P65蛋白含量减少[10]。Relich RF等[11]用生殖支原体的 p32基因

导入突变株 II-3后，Mp在黏附能力、运动速度上基本恢复野生

株水平。其原因可能是 P30蛋白和 P32蛋白在结构上高度相

似，且两者在 C端均有富含脯氨酸的重复区域。在 II-3的基础
上再进行一次点突变而得到 II-3R，有完整的开放阅读框但是

结构域 III中的 17个氨基酸缺失，导致其黏附能力为野生株的
60%，运动能力仅仅为野生株的 5%[12]。突变株 II-7 失去了
MpN453的 3’端 144 bp，其形态结构无明显改变但滑行速率和

频率均明显下降 [13]，证实 C端重复区域对于黏附功能必不可
少。

对黏附蛋白具体结构域功能的研究也有助于进一步理解

Mp的致病机制。Chang HY等[14]构建了缺失 P30不同结构域的

多个 Mp转化株以比对 P30各个片段的功能，结果显示结构域
II的缺失、结构域 III的受损以及 TM区特定部位氨基酸的替

换严重影响了蛋白的稳定性和功能。细胞质内结构域 I的缺失
虽然不影响 P30蛋白的稳定性、定位能力及 P65的稳定性，但

其黏附能力仍然很差。这些缺失还减弱了信号肽的形成过程
[15]。信号肽的功能可能是将 P30蛋白连接到黏附复合体或直接

影响胞外结构的折叠而形成功能构象。Chang HY等[16]在研究

P30蛋白翻译后修饰过程中发现，信号肽的切割位点可能在
52-53氨基酸位点之间。在翻译后修饰过程缺陷的突变株中，滑

行速率和黏附能力均下降，提示修饰过程对形成有功能的成熟

P30蛋白是必要的。推测这种修饰引发了胞外结构域的构象改

变或是使得胞内结构域中某一结合位点暴露从而使蛋白与受

体结合。

黏附蛋白在细胞运动中作用尚未明确，推测 P30可能类似

于运动支原体（ ）中的 Gli521。运动支原体中
Gli349蛋白根据不同底物改变构象而使支原体产生运动，而这

些运动根本上由 ATP酶驱动，Gli521作为黏附蛋白与 ATP酶

之间的桥梁发挥作用[17]。另一方面，相对于单个分子的活力，

P30的分子数量有可能是影响细胞运动速度更重要的因素[18]。

3 黏附蛋白在Mp诊断研究中的应用

Mp感染的临床症状常常类似于流感等，没有特异性，临床

诊断困难。实验室诊断方法有分离培养法、血清学检测、PCR病

原学检测。但是 Mp生长缓慢、对营养要求苛刻，使得分离培养

耗时长，培养阳性率低，不利于临床应用；PCR方法理论上具有
高敏感性，但在实际工作中，临床标本中的非特异性物质及提

取 DNA过程中的残留物抑制 PCR 反应，会影响 PCR对 Mp

的检出率，而且 PCR对实验技术要求高，不利于在临床工作中
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的推广；血清学诊断方法包括补体结合实验（complement fixa-

tion tests, CF)、颗粒凝集实验(particle agglutination tests, PA)、间

接血凝实验(indirect hemagglutination tests, IHA)和酶联免疫吸

附实验(enzyme-linked immunoabsorbent assays, ELISA)等，由于
Mp细胞膜上的抗原与其它微生物及机体组织存在非特异性交

叉反应，以 Mp全菌体抗原为基础的血清学检测方法特异性有

待提高。提高血清学诊断方法的特异性是Mp诊断技术中的重

要研究方向，重组蛋白技术的出现使得同时提高敏感性和特异

性成为可能，P1、P30、P116等黏附蛋白作为主要的毒力因子成
为主要候选抗原。

Montagnani F等[19]尝试用重组 P1、P30、MpN456产物来替

代可溶性 Mp全菌体抗原在血清学检测中的作用。1999年到
2005年间 47例 Mp感染患者双份血清和 39份疑似感染患者

血清被用于重组蛋白 ELISA-IgG试验，将试验结果与 Mp全菌
体抗原包被的商业试剂盒比对。结果表明重组抗原检测在敏感

性上优于商业试剂盒 Mycoplasma antigen assay ELISA-IgG(I-
BL, Hamburg, Germany)。该试验中表达蛋白为片段性，P1的 1

307 ~ 1 340段，P30的 194 ~ 241段，MpN456的 765 ~ 846段，

并将这三段融合成一条新的蛋白 EC-12。以补体结合试验或者
PCR阳性为感染诊断标准。以 10 滋g·mL-1抗原包被，重组蛋白

GST-P1、GST-P30, GST-MpN456 和 GST-EC12 的双份血清检

测敏感性分别为 54 %、48 %、25 %、和 57 %。而 IBL试剂盒的

敏感性为 36 %，两者之间差异有统计学意义，P＜ 0.001。但是在

可疑血清的诊断上值得商榷。Kannan TR等[20]重组表达 P1蛋

白 C端片段并证实其与Mp感染患者阳性血清有特异性反应。

以该重组蛋白为抗原与 Serion ELISA试剂盒比对，其敏感性为
72.7 %（24/33），特异性为 100 %（32/32）。薛冠华等[21]曾重组表

达 P1蛋白 C端 P1-534抗原表位并用于血清学检测，敏感性和

特异性为别为 85.00 %和 97.67 %。

4 黏附蛋白在Mp疫苗研究中的应用

Mp通过飞沫传播，容易在人群密集的社区、学校、军队中

造成暴发性流行[22,23]，而且在世界范围内每 3~7年流行一次，流

行期间甚至可达到社区获得性肺炎的 40 %[24]。由于一线使用的

茁-内酰胺酶抗生素对缺乏细胞壁的 Mp无效，加之没有特异性

的临床症状和快速有效的诊断方法，使得 Mp感染常被误诊，

导致经济和社会损失及负担。近年来亚洲地区Mp对大环内酯

类药物的耐药率甚至高达 89.2 % ~ 97.0 %[25,26]，所以疫苗的研

发很重要。

由于 Mp基因组很小，可以编码的蛋白质少，黏附蛋白复

合体对 Mp 的致病性不可或缺，P1 蛋白和 P30 蛋白都位于高
保守区，这表明它们与黏附功能直接相关。朱翠明等[27]以 P1-C

端 1125 ~ 1395段重组蛋白免疫小鼠后，可刺激小鼠产生特异

性抗血清，该抗血清可阻断 Mp 对 HeLa 细胞的黏附，证明
P1-C 蛋白具有良好的免疫原性和免疫反应性及黏附细胞功

能。 Schurwanz N等[28]将 P1蛋白全长分为 16 段分别构建了

重组蛋白，用Western-blot方法检测 Mp感染患者阳性血清发

现其中 1 288 ~ 1 518段免疫原性最强，将该段蛋白与 P30蛋白
构建成为融合蛋白 HP14/30，用纯化后的融合蛋白作为候选疫

苗经鼻粘膜滴鼻和经皮下注射免疫豚鼠，可刺激产生相应特异

性抗体。HP14/30免疫豚鼠后血清可将 Mp对人肺支气管上皮

细胞（human bronchial epithelial cells, HBEC）的黏附率抑制到 5

%，接近于Mp全菌体免疫豚鼠血清的效果。Hausner M等[29]将

P30蛋白经过不同途径免疫动物后，可刺激动物产生抗体（血

清 IgG抗体及鼻腔冲洗液、咽拭子、肺泡灌洗液中 IgA分泌型

抗体），用免疫后血清与 Mp及 Hela细胞共同孵育可大幅度地

减少Mp对 Hela细胞的黏附，差异有统计学意义。免疫后感染
Mp的动物呼吸道Mp拷贝数下降。但是该试验未评估病理改

变。Szczepanek SM等[30]构建了无红细胞吸附能力和滑行能力

的 P30突变株 P-130，这种突变株是无毒的且无法在 BALB/c

小鼠肺组织中生存。用 P-130作为活性减毒株免疫 BALB/c小

鼠后，再用 Mp野生株感染小鼠，却发现免疫过程反而导致了

感染的激化。可能是由 Th17细胞介导的免疫反应及嗜酸性粒

细胞增多所致。在完成对呼吸道上皮细胞的黏附后，Mp通过淋
巴细胞、中性粒细胞甚至嗜酸性粒细胞的聚集激发免疫反应。

通过 Toll样受体 1/2/6(TLR1/2/6)与细胞脂蛋白的识别引起细

胞因子的分泌。相比于介导清除作用，这些免疫反应更引起了

啮齿动物及人类的免疫病理反应，使得疫苗的研发更加复杂。

对免疫后小鼠的肺泡灌洗液中细胞因子进行分析显示经鼻感

染 Mp后，小鼠表现出 Th1型反应。但是 Fonseca-Aten M等[31]

认为是 Th17介导的应答导致免疫损伤。IL-17的升高也会引起

巨噬细胞分泌 IL-1β 、IL-16、TNF-α 的升高，在 Szczepanek

SM 等的试验中，P-130免疫后的小鼠肺泡灌洗液中也出现了

这些细胞因子的变化。这些细胞因子的变化也同样出现在急性

呼吸窘迫综合症的患者中，而且可能刺激成纤维细胞产生胶

原，间接导致哮喘的发生。IL-1β 、IL-17在免疫小鼠中均升高，

且差异有统计学意义[32]。由此可见，Mp的一些重组蛋白片段已

被证实有免疫保护作用，但在这些试验中关于疫苗的安全性的

评价很少，有待加强研究。

5 结论

综上所述，黏附蛋白在 Mp的致病中起到了重要作用，目

前该研究已发展到从分子水平探讨黏附蛋白基因结构、蛋白质

结构、致病机制以及在实验室诊断、疫苗研发方面的应用。但是

各蛋白的功能及相互之间的协作关系尚不完全明了，具体致病

机制尚不清楚，重组黏附蛋白的研究也为 Mp感染的诊断和疫

苗研发开辟了一个新的方向，但随着近年来暴露的疫苗安全问

题越来越多，提示在研究过程中需要更多关注实用性与安全

性。
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