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类鼻疽假单胞菌鞭毛蛋白的克隆表达及其ＥＬＩＳＡ检测方法的研究


马广强１，２，朱金华１，万红娇１，王　倩
１，叶荷平１，袁志明２，汪建民１△

（１．江西中医学院，江西南昌３３０００４；２．中国科学院武汉病毒研究所，湖北武汉４３００７１）

　　摘　要：目的　建立检测人或动物血清中类鼻疽伯克霍尔德菌特异性抗体的ＥＬＩＳＡ检测法，并利用该方法研制用于类鼻疽

的诊断的检测试剂盒。方法　克隆并表达类鼻疽伯克霍尔德菌的特异性鞭毛抗原，用其作为ＥＬＩＳＡ检测中的捕获抗原。通过对

类鼻疽伯克霍尔德菌感染的家兔血清进行检测来初步证明该方法的可行性。结果　间接ＥＬＩＳＡ方法检测阳性血清效果较好，血

清稀释８０倍后仍能检测到抗体。结论　这是一种比较有效的快速诊断人类鼻疽的方法。
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　　类鼻疽是由类鼻疽伯克霍尔德菌（犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻）感染

引起的一种人兽共患病。中国作为类鼻疽的疫源地１９９０年在

海南发现了第１例类鼻疽。之后陆续在广东、广西和海南有了

一些动物和人的类鼻疽病例报告［１３］。海南国际旅游岛的开发

以及南海海洋主权维护和经济安全保障等已上升至国家战略

要求，加强类鼻疽研究具有重要的社会意义和军事价值［４］。中

国类鼻疽研究起步比较晚，目前没有商业化的快速检测方法。

对类鼻疽进行诊断的实验室检测手段还停留在金标准分离培

养的水平上。中国目前用得比较多的是ＥＬＩＳＡ与间接红细胞

凝集试验（ＩＨＡ），这两种方法具有检测速度快的优点，但是假

阳性率比较高，容易误诊，一般用于流行病学的调查［５］。１９９６

年，佟世德［６］用犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻的外毒素建立了间接血凝诊

断法来对类鼻疽患者的血液标本进行检测，该方法具有较好的

特异性。１９９８年，陈光远等
［７］使用２０００ｂｐ的特异性抗原对

类鼻疽疑似病例进行血清学诊断，同步进行分离培养检测，得

到较好的检测效率。而作为诊断标准的快速检测方法国内还

没有成熟的方法。２０１２年有研究组制备抗类鼻疽血清用于该

病的检测与治疗［８］。正是由于国内类鼻疽检测测方法的不足，

导致许多类鼻疽病例的误诊为肺结核或者其他疾病，进一步导

致了患者因为不正当的治疗方法而死亡［９］。本研究通过基因

工程方法表达犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻的特异性抗原作为捕获抗原，

用羊抗兔二抗作为标记抗体，建立了一种间接ＥＬＩＳＡ方法用

于类鼻疽的血清学诊断。

１　材料与方法

１．１　菌株来源 　犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻ＣＶＣＣ６７００４和 ＣＭＣＣ

５３００１、犅．犿犪犾犾犲犻ＣＶＣＣ３２６犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻购买自中国兽医

兽药监查所菌种保藏中心ＣＶＣＣ（兽医微生物培养采集中心）。

１３株犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻由本研究分离保存。

１．２　仪器与试剂　各种限制性核酸内切酶、ＤＮＡ聚合酶和

Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自Ｔａｋａｒａ公司，蛋白质分子量标准购自晶

美生物有限公司，其他生化试剂及药品购自 Ｓｉｇｍａ公司。

ＤＮＡ提取试剂盒购自天艮公司。ＤＮＡ胶回收和ＰＣＲ产物回

收试剂盒购自Ｏｍｅｇａ公司。ＨｉｓＢｉｎｄ亲和层析柱购自 Ｎｏｖａ

ｇｅｎ公司。商业化的蛋白浓度检测试剂盒（ＢＣＡ法）购买自北

京百泰克生物有限公司。美国 ＡＢＩ公司９６孔ＰＣＲ仪、Ｓｐｅｃ

ｔｒａＭａｘＭ５多功能酶标仪。

１．３　方法

１．３．１　类鼻疽假单胞菌鞭毛蛋白的克隆与表达　根据犅．

狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻犓９６２４３菌株的鞭毛蛋白基因序列（Ｇｅｎｂａｎｋ

ａｃｃ．Ｎｏ．ＢＸ５７１９６６）设计引物 Ｆｌｉ１：５′ＡＡＡ ＡＧＡ ＡＴＴＣＧＣ

ＧＴＣＧＧＣＧＣＴＧＣＡＡＣＡＧＧＡＡＣＴＣＧ３′和Ｆｌｉ２：５′ＡＡＡ

ＡＡＡＧＣＴＴＴＴＡＣＡＴＣＧＣＣＴＧＧＴＡＣＧＣＧＣＣＣＧＴＣＴ

ＧＣ３′用于扩增犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻的鞭毛蛋白基因。采用试剂

盒进行犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻全基因组ＤＮＡ的提取。ＰＣＲ扩增产

物用限制性内切酶犈犮狅犚Ⅰ和 犎犻狀犱Ⅲ酶切后连接到ｐＥＴ２８ａ

（Ｎｏｖａｇｅｎ）载体上，得到重组载体ｐＥＴｆｌｉＣ。鞭毛蛋白基因送

上海英俊公司测序后与 Ｇｅｎｂａｎｋ中 犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻菌株

Ｋ９６２４３的鞭毛蛋白基因序列（Ａｃｃ．Ｎｏ．：Ｕ７３８４８）进行比对。

重组载体ｐＥＴｆｌｉＣ转化到表达菌株大肠杆菌ＢＬ２１中，在抗

性培养基上筛选获得大肠杆菌重组菌株ＥｐＥＴｆｌｉＣ。将空载

体ｐＥＴ２８ａ转化到ＢＬ２１中，得到空载体对照菌株ＥｐＥＴ２８ａ。

重组菌株在含相应抗菌药物的ＬＢ培养基中培养过夜后接种
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到新鲜的ＬＢ培养基中３７℃震荡培养３ｈ（２００ｒ／ｍｉｎ）后，加入

１μｇ／ｍＬＩＰＴＧ，在３０℃诱导４ｈ后，离心（１００００ｒ／ｍｉｎ，４℃）

收集菌液，于－２０℃低温冰箱中保存。利用亲和层析柱（Ｎｉ２＋

柱）对表达的犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻鞭毛蛋白进行纯化。采用ＢＣＡ

法试剂盒进行纯化蛋白浓度测定后，５０μＬ分装冻存于－７０℃

待用。

１．３．２　双抗原夹心ＥＬＩＳＡ检测试剂盒的研究　过夜培养的

细菌经２％的甲醛灭菌，离心后去除培养液，用ＰＢＳ清洗２次，

然后用蛋白浓度检测试剂盒检测菌体蛋白浓度，用５ｇ／ｍＬ的

全菌体抗原包被９６孔板，辣根过氧化酶标记的特异性鞭毛蛋

白作为二抗，检测类鼻疽抗体。用全菌体免疫的兔血清作为阳

性检测血清，未免疫的家兔血清作为阴性对照。

１．３．３　间接ＥＬＩＳＡ检测试剂盒的研究　用５μｇ／ｍＬ的纯化

鞭毛抗原包被９６孔板作为捕获抗原，用辣根过氧化物酶标记

的羊抗兔抗体作为酶标抗体。用全菌体免疫的兔血清作为阳

性对照，未免疫的家兔血清作为阴性对照。

２　结　　果

２．１　鞭毛蛋白的克隆与表达

２．１．１　ＰＣＲ扩增鞭毛基因以及表达载体的构建　使用鞭毛

蛋白基因引物Ｆｌｉ１／Ｆｌｉ２，以犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻的全基因组ＤＮＡ

为模版，进行鞭毛蛋白基因的ＰＣＲ扩增。将扩增产物进行凝

胶电泳检测，可得到大小约为６００ｂｐ的电泳条带（图１）。序列

测定分析表明，扩增片段与犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻菌株Ｋ９６２４３的鞭

毛蛋白基因具有高度的同源性（９９％）。重组载体ｐＥＴ２８ａｆｌｉｃ

转化大肠杆菌表达菌株ＢＬ２１后得到大肠杆菌重组菌株Ｅ

ｐＥＴ２８ａｆｌｉｃＤＮＡ经酶切鉴定表明外源片段插入正确（图２）。

　　Ｍ：ＤＮＡ标准带；１～２：ＰＣＲ扩增产物。

图１　　鞭毛蛋白基因扩增产物的凝胶电泳检测

２．１．２　鞭毛蛋白的诱导及纯化　ＥｐＥＴ２８ａｆｌｉｃ经过１ｍｍｏｌ／

Ｌ的ＩＰＴＧ诱导培养３～４ｈ，可以表达分泌分子质量为２２×

１０３ 的鞭毛蛋白带（图３）。培养液经亲和层析柱纯化得到分子

质量为２２×１０３ 的纯化鞭毛蛋白（图４），浓缩后经蛋白浓度检

测试剂盒检测蛋白浓度为５０ｍｇ／ｍＬ。

２．２　多克隆抗体的滴度的测定　纯化鞭毛蛋白免疫家兔获得

的鞭毛多抗对全菌体抗原的效价比较低，只达到１∶８００。全

菌体多抗对全菌体抗原的效价达到１∶１０００００。本实验用全

菌体免疫的兔血清作为检测试剂盒的阳性对照，用未免疫的兔

血清作为阴性对照［１０］。

２．３　抗体检测试剂盒的研究结果　间接ＥＬＩＳＡ检测法检测

家兔阳性血清的最低浓度为１∶８０，而双抗原夹心ＥＬＩＳＡ方

法不能检测出血清，说明双抗原夹心ＥＬＩＳＡ方法检测类鼻疽

阳性血清方法失败，用间接ＥＬＩＳＡ方法得到的结果比较理想。

　　Ｍ：ＤＮＡ标准带；１～２：重组质粒检测。

图２　　转化菌株中重组质粒Ｐｅｔ２８ａｆｌｉｃ酶切鉴定的

凝胶电泳检测

　　１：ＥｐＥＴ２８ａ菌株；２～５：ＥｐＥＴ２８ａｆｌｉｃ菌株，诱导时间分别为６ｈ，

４ｈ，２ｈ，１ｈ；６：蛋白对照；Ｍ：相对分子质量标记。

图３　　ＩＰＴＧ诱导ＥｐＥＴ２８ａｆｌｉｃ菌株表达目的蛋白的

ＳＤＳＰＡＧＥ检测

　　Ｍ：蛋白分子质量标记；Ｆｌｉｃ：纯化的蛋白。

图４　ＩＰＴＧ诱导ＥｐＥＴ２８ａｆｌｉｃ表达目的蛋白纯化后的

ＳＤＳＰＡＧＥ检测

３　讨　　论

犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻的鞭毛是非常特异的抗原，也是该菌的主

要毒力因子，被广泛的应用在Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅ的检测中
［１１１２］。

犅．犿犪犾犾犲犻含有相同的鞭毛基因，基因检测的方法并不能将犅．

狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻和犅．犿犪犾犾犲犻区分开来。由于犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻含

有６～８根鞭毛，Ｂ．ｍａｌｌｅｉ没有鞭毛，通过检测抗原的方法则可

以很容易的把这两个相似菌区分开来。

本研究采用了２种ＥＬＩＳＡ方法进行检测，双抗原夹心法

检测不出家兔血清中的抗体，这是因为犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻刺激

机体产生的多为针对单个抗原表位的抗体分子，用菌体作为捕

获抗原只能捕捉到针对菌体的抗体，而不能捕获到针对鞭毛的

抗体；即使捕获到了针对鞭毛抗原的抗体，也很有可能抗体分

子已经完全和菌体鞭毛抗原充分结合，很难再与检测二抗的鞭

毛特异性抗原结合，这可能是造成双抗原夹心ＥＬＩＳＡ检测方

法失败的主要原因。而用特异性的鞭毛抗原（下转第５２１页）

·８１５· 国际检验医学杂志２０１３年３月第３４卷第５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．５



公布的罕见等位基因资料显示，１９８７年至２０１２年３月，囊括

大部分人群的８７３７５７份标本中尚未发现有 ＨＬＡＣ０７∶６３

及 ＨＬＡＣ０１∶２４基因存在。自Ｇｅｎｅｂａｎｋ首次公布并命名

此２例基因后，未再见有文献报道此基因，近３年中华骨髓库

入库数据刚刚从低分辨水平转为高分辨水平，骨髓库高分辨数

据正在不断补充之中，一些首次被发现后再次出现而在美国国

家骨髓库公布的数据中却显示，发现次数极少或被划为罕见的

等位基因也陆续在中国被发现，例如Ｂ５１∶３９，Ｃ０３∶１００，

Ｃ０８∶２２，ＤＲＢ１１２∶１０等，且发现次数逐渐增多。以往大

家判断高分结果都是根据基因频率，取常见等位基因作为最终

结果，直接舍弃罕见等位基因。随着以前被认为是罕见的等位

基因发现的次数越来越多，有必要对结果进行再次确认。此次

发现的Ｃ０７∶６３及Ｃ０１∶２４为 ＨＬＡＣ的相关研究及中

华骨髓库建立ＨＬＡ高分辨数据库都提供了有效依据。至于Ｃ

０７∶６３及Ｃ０１∶２４等位基因频率是否会大于１／５００００，

并与相关科学研究发生关联，还需要 ＨＬＡＣ基因高分辨入库

数据数量的逐渐提高［１０］，才能进行进一步的验证。
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作为捕获抗原的的则获得了很好的检测效果，在血清稀释８０

倍后仍能很好的检测到类鼻疽伯克霍尔德氏菌的鞭毛抗体。

有台湾的研究者克隆并表达犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻鞭毛基因用

于对患者的血清检测，结果得到了９３．８％的敏感度和９６．３％

的特异度，从而证明了鞭毛是犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻的一个非常特

异的抗原［１３］。本研究用犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻的鞭毛抗原作为检测

抗原来检测血清中的犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻抗体，并应用于ＥＬＩＳＡ

试剂盒的研制中，获得了很好的检测结果。

本试剂盒的研制是为了用于出入境人员类鼻疽的筛查，检

测的标本为人血清标本。由于本实验室不能获得人类鼻疽的

病例材料，所以用新西兰大白兔作为模式动物，人为感染的兔

血清作为检测样品，进行了本检测方法的研制，若要实际应用

于人血清标本的检测还有待于进一步的研究。
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ｍｅｌｉｏｉｄｏｓｉｓｂｙａｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ

ｕｓｉｎｇａｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｐｅｃｉｆｉｃｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ［Ｊ］．Ａｓｉａｎ

ＰａｃＪＡｌｌｅｒｇｙＩｍｍｕｎｏｌ，２００５，２３（２３）：１２７１３２．

［１３］ＣｈｅｎＹＳ，ＳｈｉｕａｎＤ，ＣｈｅｎＳＣ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｔｒｕｎｃａｔｅｄｆｌａｇｅｌｌｉｎｏｆ

Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉａｓａｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｒｏｂｅｆｏｒｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｍｅ

ｌｉｏｉｄｏｓｉｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＤｉａｇｎＬａｂＩｍｍｕｎｏｌ，２００３，１０（３）：４２３４２５．

（收稿日期：２０１２１２０９）

·１２５·国际检验医学杂志２０１３年３月第３４卷第５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．５




