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摘　要：参照ＧｅｎＢａｎｋ上支气管败血波氏杆菌的菌毛犳犻犿Ｄ基因序列（Ｘ７５８１１），设计１对引物，从本实验室分离

鉴定的猪源支气管败血波氏杆菌中扩增出犳犻犿Ｄ编码区１０９８ｂｐ的片段，将其克隆至原核表达载体ｐＥＴ２８ａ，转化

到大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中进行融合表达。ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测证实该表达产物以包涵体形式存在，大

小约４２ｋｕ，与用支气管败血波氏杆菌菌体制备的阳性血清能发生特异性反应。将包涵体变性和复性后包被酶标

板建立间接ＥＬＩＳＡ（犳犻犿ＤＥＬＩＳＡ），特异性良好。用犳犻犿ＤＥＬＩＳＡ检测临床送检的６６８份血清，阳性率为３０．７％。

用该法与微量凝集试验平行检测１０２份血清，犳犻犿ＤＥＬＩＳＡ的敏感性高于微量凝集试验。
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　　支气管败血波氏杆菌（犅狅狉犱犲狋犲犾犾犪犫狉狅狀犮犺犻狊犲狆

狋犻犮犪，犅犫）是寄生在动物呼吸道黏膜纤毛上皮细胞

的一种革兰氏阴性小球杆菌，能够感染多种动物，引

起呼吸系统疾病［１２］。对于养猪业来讲，犅犫可以单
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独或和其他病原菌（如产毒多杀性巴氏杆菌、猪链球

菌、副猪嗜血杆菌等）协同致病［３５］，从而提高呼吸道

疾病的发病率，并增加其发病的严重程度。近年来，

人们发现犅犫可经动物传染人，并在免疫功能缺陷

或低下的人群（如 ＡＩＤＳ患者体内）形成严重感染，

因此引起高度关注［６７］。

　　目前国内外关于犅犫检测方法的报道很少，主

要有细菌学检查、血清学凝集试验和ＰＣＲ检测方

法［８１０］。传统的细菌学检测方法和ＰＣＲ方法都需

通过３６～４８ｈ的细菌培养，耗时多，操作繁琐
［１０］；

而血清学凝集试验以灭活的犅犫菌体来检测抗体，

易发生交叉反应［８９］。因此，这些方法在临床诊断中

还没有得到广泛应用。菌毛是犅犫主要的黏附因子

之一，它在细菌感染初期可以介导细菌特异性黏附

宿主组织，诱导机体产生体液免疫反应［１１１３］。犅犫

菌毛蛋白有５种血清型，其中位于菌毛顶端的蛋白

是所有血清型共有的，该蛋白由犳犻犿Ｄ基因编码，介

导犅犫直接黏附宿主细胞
［１，１４］。因此，作者尝试克隆

和表达该结构蛋白基因犳犻犿Ｄ，用其纯化的蛋白包

被酶标板，建立一种快速、敏感的间接ＥＬＩＳＡ检测

方法，以了解临床猪场犅犫感染的情况，为犅犫的净

化提供血清流行病学依据。

１　材料与方法

１１　材料

　　犅犫ＨＨ０８０９由本实验室分离鉴定和保存。大

肠杆菌ＤＨ５α和ＢＬ２１（ＤＥ３）、ｐＥＴ２８ａ质粒由本

实验室保存。副猪嗜血杆菌（犎犘犛）、猪产毒素巴

氏杆菌（犇犖犜＋犘犿）、猪大肠杆菌（犈．犮狅犾犻）、猪链

球菌（犛犛）、猪伪狂犬病毒（ＰＲＶ）、猪细小病毒

（ＰＰＶ）、猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）和猪

衣原体（ＣＰ）的标准阳性血清由本实验室制备和保

存。猪抗犅犫标准阳性血清由本实验室用 ＨＨ０８０９

的Ⅰ相菌免疫猪制备。ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、ｒ犜犪狇ＤＮＡ

Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ和限制性内切酶购自

ＴａＫａＲａ公司；基因组提取试剂盒、ＤＮＡ回收试剂

盒购自上海生工公司。

１２　方法

１．２．１　犳犻犿Ｄ基因的引物设计　根据ＧｅｎＢａｎｋ中

犅犫菌株ＲＢ５０的犳犻犿Ｄ基因序列（Ｘ７５８１１），设计了

１对引物以扩增编码区１０９８ｂｐ的片段。上游引物

Ｐ１ ：５′ＴＡＡＧＧＡＴＣＣＧＴＧＣＣＣＧＣＧＣＧＣＧＴＡ

ＡＴＴＴＣ３′；下 游 引 物 Ｐ２ ：５′ＧＣＣＡＡＧＣＴＴ

ＴＣＡＧＴＣＡＴＡＧＴＴＣＡＡＧＧＴＣＡ３′。 为 了 便 于

ＰＣＲ产物的克隆和表达，上、下游引物分别添加１

个犅犪犿ＨⅠ和犎犻狀ｄⅢ酶切位点以及３个保护性碱

基。引物由上海生工合成。

１．２．２　犳犻犿Ｄ基因的克隆和表达载体的构建　按

照基因组提取试剂盒说明书进行 ＨＨ０８０９的培养

及其基因组的提取。以本室分离的 ＨＨ０８０９菌株

为模板，ＰＣＲ扩增犳犻犿Ｄ基因全长。采用２５μＬ的

ＰＣＲ反应体系：模板ＤＮＡ１μＬ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ

（含 Ｍｇ
２＋）２．５μＬ，２ｍｍｏｌ·Ｌ

－１ｄＮＴＰｓ１．５μＬ，

ＤＭＳＯ１μＬ，１０μｍｏｌ·Ｌ
－１Ｐ１和Ｐ２各１μＬ，５

Ｕ·μＬ
－１犜犪狇ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ１．０以及灭菌去离

子水１６．５μＬ 。ＰＣＲ 反应条件：９５ ℃预变性１０

ｍｉｎ；９５℃变性１ｍｉｎ，５６℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸

８０ｓ，３０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。用ＤＮＡ

回收试剂盒回收ＰＣＲ产物，与ｐＭＤ１８Ｔ连接后转

化大肠杆菌ＤＨ５α，获得重组质粒ｐＴ犳犻犿Ｄ。经测

序和用 犅犪犿ＨⅠ、犎犻狀ｄ Ⅲ双酶切鉴定后，回收

１０９８ｂｐ的犳犻犿Ｄ片段。将回收的犳犻犿Ｄ片段和经

相同酶酶切后的ｐＥＴ２８ａ用Ｔ４ＤＮＡ 连接酶连接，

转化大肠杆菌 ＤＨ５α。用碱裂解法提取重组质粒

ｐＥＴ犳犻犿Ｄ，用犅犪犿ＨⅠ和犎犻狀ｄⅢ酶切鉴定。

１．２．３　犳犻犿Ｄ的诱导表达和表达产物的提取　将

重组表达质粒 ｐＥＴ犳犻犿Ｄ 转化大肠杆菌 ＢＬ２１

（ＤＥ３），挑取单菌落，于３７℃培养至对数生长期

（ＯＤ６００＝ ０．６～１．０），加入ＩＰＴＧ 至终浓度０．８

ｍｍｏｌ·Ｌ－１，继续诱导培养３ｈ，收集菌体。同时设

空白载体ｐＥＴ２８ａ转化子作对照。按常规方法提

取包涵体，用紫外分光光度计测定蛋白浓度。菌体

裂解液和包涵体提取物用１０％的聚丙烯酰胺凝胶

进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　按文献［１５］所述方法

对表达产物犳犻犿Ｄ进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。一抗为

犅犫ＨＨ０８０９菌株感染猪的阳性血清。

１．２．５　间接ＥＬＩＳＡ方法的建立　以不同浓度的包

涵体提取物包被酶标板（同时设ｐＥＴ２８ａ转化菌裂

解液对照），以制备的标准阴阳性猪血清作倍比稀释

后进行方阵滴定，按常规进行间接ＥＬＩＳＡ操作，确

定最佳抗原包被浓度和血清稀释度。用最佳浓度的

抗原包被酶标板，检测４０份经微量凝集试验
［１６］检

测为阴性的犅犫阴性猪血清，计算珚狓和狊，得出阴阳

性界限（珚狓＋２狊）。并且检测犎犘犛、犇犖犜＋犘犿、犈．

犮狅犾犻、犛犛、犃犘犘、ＰＲＶ、ＰＰＶ、ＰＲＲＳＶ和ＣＰ的标准阳

９９
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性血清。

１．２．６　对比试验　用所建立的犳犻犿ＤＥＬＩＳＡ和微

量凝集试验平行检测１０２份血清，比较二者的灵敏

度和符合率。

１．２．７　ＥＬＩＳＡ方法的临床初步应用　分别对湖北

省的３个猪场哺乳仔猪、保育仔猪和生长猪的共

６６８份血清进行犅犫的抗体检测，分析其流行病学规

律。

２　结　果

２１　犳犻犿犇的克隆与表达载体的构建

　　ＰＣＲ扩增犳犻犿Ｄ片段约为１０９８ｂｐ，与预计大

小一致（图１）。将目的片段插入到 ｐＥＴ２８ａ的

犅犪犿ＨⅠ 和 犎犻狀ｄⅢ 位点，得到重组表达质粒

ｐＥＴ犳犻犿Ｄ，其双酶切鉴定结果如图２所示，片段大

小分别为１０９８和５３１５ｂｐ。

１．阴性对照；２～７．犳犻犿ＤＰＣＲ产物；Ｍ．ＤＬ２０００相

对分子质量标准

１．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２－７．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ（犳犻犿Ｄ）；

Ｍ．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

图１　犳犻犿犇的犘犆犚结果

犉犻犵１　犘犆犚狉犲狊狌犾狋狊狅犳犳犻犿犇

２２　犳犻犿犇基因的表达和 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

　　 将 ｐＥＴ２８ａ 和 ｐＥＴ犳犻犿Ｄ 分别转化 ＢＬ２１

（ＤＥ３），经ＩＰＴＧ诱导和ＳＤＳＰＡＧＥ 分析，结果发

现，在ｐＥＴ犳犻犿Ｄ转化子的裂解物中出现１条约４２

ｋｕ的蛋白带，与预期的融合蛋白相对分子质量相

符，该表达产物以包涵体形式存在。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

结果显示，表达产物能与犅犫标准阳性血清发生特

异性反应（图３）。按常规方法提取包涵体，用紫外

分光光度计测定蛋白浓度为２２３μｇ·ｍＬ
－１。

２３　间接犈犔犐犛犃方法的建立

２．３．１　最佳包被浓度的确定　用方阵滴定法确定，

１～３．犅犪犿ＨⅠ 和 犎犻狀ｄ Ⅲ 酶 切 产 物；Ｍ１．

ＤＬ１５０００相对分子质量标准；Ｍ２．ＤＬ２０００相对

分子质量标准

１－３．ｐＥＴ犳犻犿Ｄ／ 犅犪犿犎 Ⅰ犎犻狀ｄ Ⅲ； Ｍ１．

ＤＬ１５０００ｍａｒｋｅｒ；Ｍ２；Ｍ．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

图２　重组质粒狆犈犜犳犻犿犇的酶切鉴定

犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆犈犜犳犻犿犇犫狔犲狀狕狔犿犲犱犻

犵犲狊狋犻狅狀

１．ｐＥＴ犳犻犿Ｄ蛋白的免疫印迹；２～４：含ｐＥＴ犳犻犿Ｄ

的ＢＬ２１诱导裂解物；５．含ｐＥＴ２８ａ的ＢＬ２１诱导

裂解物；Ｍ．ＳＭ０４３１蛋白相对分子质量标准

１．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐＥＴ犳犻犿ＤｉｎＢＬ２１ｌｙｓａｔ

ｅｓ；２４．ＳＤＳＰＡＧＥｏｆＢＬ２１ｌｙｓａｔｅｓｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｂｙ

ｐＥＴ犳犻犿Ｄ；５．ＳＤＳＰＡＧＥｏｆＢＬ２１ｌｙｓａｔｅｓｔｒａｎｓ

ｆｏｒｍｅｄｂｙｐＥＴ２８ａ；Ｍ．ＰｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒＳＭ０４３１

图３　重组菌的犛犇犛犘犃犌犈和 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

犉犻犵．３　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲

犲狓狆狉犲狊狊犲犱狆狉狅狋犲犻狀犳狉狅犿 狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犅犔２１

（犇犈３）

犳犻犿Ｄ蛋白最佳包被浓度为７．０３μｇ·ｍＬ
－１。

２．３．２　临界值的确定　用犳犻犿ＤＥＬＩＳＡ 检测４０

份经微量凝集试验检测为阴性的犅犫阴性猪血清，

其犗犇６３０ｎｍ的平均值（珚狓）为０．２６３３，标准差（狊）为

０．０５８１，因此确定阴阳性临界值为珚狓 ＋ ２狊 ＝

００１
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０．３８，即当检测血清的犗犇６３０ｎｍ＞０．３８时判为阳性，

当检测血清的犗犇６３０ｎｍ≤０．３８时判为阴性。

２．３．３　 特异性试验 　 用 犳犻犿ＤＥＬＩＳＡ 检测了

犎犘犛、犇犖犜＋犘犿、犈．犮狅犾犻、犛犛、犃犘犘、ＰＲＶ、ＰＰＶ、

ＰＲＲＳＶ和ＣＰ的标准阳性血清，除犅犫标准阳性血

清的犗犇６３０ｎｍ＞０．３８（临界值）判为阳性外，其它猪

细菌和病毒性疾病的标准阳性血清的犗犇６３０ｎｍ均小

于临界值，为阴性（表１），表明用体外表达的犳犻犿Ｄ

蛋白建立的间接ＥＬＩＳＡ方法特异性良好。

２４　对比试验

　　用建立的犳犻犿ＤＥＬＩＳＡ和微量凝集试验平行

检测 １０２ 份 血 清。间 接 ＥＬＩＳＡ 的 阳 性 率 为

３４．３％，微量凝集的阳性率为２８．４％，微量凝集检

测为阳性的血清间接ＥＬＩＳＡ检测也都为阳性，微量

凝集检测为阴性的血清里间接ＥＬＩＳＡ检测有６份

为阳性，阳性符合率为 ８２．８％，阴性符合率为

１００％。详见表２。

２５　犳犻犿犇犈犔犐犛犃的临床初步应用

　　用该ＥＬＩＳＡ方法检测湖北省３个猪场不同年

龄段共６６８份血清。总的阳性率为３０．７％。具体

分布如表３所示。

表１　犳犻犿犇犈犔犐犛犃的特异性试验结果

犜犪犫犾犲１　犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狅犳犳犻犿犇犈犔犐犛犃犳狅狉犅犫

不同病原体的阳性血清Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｒｕｍｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｔｈｏｇｅｎ

Ｂｂ ＨＰＳ ＡＰＰ 犇犖犜＋犘犿 犈．犮狅犾犻 ＳＳ ＰＲＶ ＰＰＶ ＰＲＲＳＶ ＣＰ

犗犇６３０ｎｍ １．５ ０．１２ ０．１４ ０．１９ ０．１２ ０．１５ ０．１３ ０．１０ ０．０９ ０．１４

表２　间接犈犔犐犛犃试验与微量凝集试验的对比结果

犜犪犫犾犲２　犆狅犿狆犪狉犪狋犻狏犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳犳犻犿犇犈犔犐犛犃犪狀犱犕犃犜狅犳

１０２狊犲狉犪狊犪犿狆犾犲狊

ｆｉｍＤＥＬＩＳＡ

阳性

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

阴性

Ｎｅｇａｔｉｖｅ

总计

Ｓｕｍ

微量凝集

ＭＡＴ

阳性Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ２９ ０ ２９

阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ６ ６７ ７３

总计Ｓｕｍ ３５ ６７ １０２

表３　犳犻犿犇犈犔犐犛犃的临床应用

犜犪犫犾犲３　犜犺犲犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犮犾犻狀犻犮犪犾狊犲狉犪犫狔犳犻犿犇犈犔犐犛犃

日龄

Ａｇｅ／ｄ

血清数／份

Ｓｅｒａｓａｍｐｌｅｓ

阳性血清数／份

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ

阳性率／％

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ

１２～２１ １９８ ７５ ３７．８

２２～３８ ２２０ ５２ ２３．６

３９～９０ ２５０ ７８ ３１．２

３　讨　论

　　菌毛在细菌感染初期可以介导细菌特异性黏附

宿主组织，在诱导宿主机体产生细胞免疫和体液免

疫方面有着重要的作用［１２］。犅犫菌毛属于Ⅳ型菌

毛，此类菌毛能使细菌牢固附着于动物消化道、呼吸

道和泌尿生殖道的黏膜上皮细胞，是公认的毒力因

子［１７１８］。国外学者发现当分别用犅犫突变株和野生

菌株感染动物时，血清中抗体的质量和数量有很大

的差异［１８］。因此，用犅犫菌毛的亚单位蛋白犳犻犿Ｄ

作为ＥＬＩＳＡ包被抗原检测动物体内特异抗体，可以

用来诊断猪群的早期感染情况，同时也可以用来对

疫苗的抗体保护力进行评价。

　　本研究中所建立的以菌毛亚单位蛋白犳犻犿Ｄ为

检测抗原的ＥＬＩＳＡ与犅犫菌体为检测抗原的微量

凝集试验进行了对比，间接ＥＬＩＳＡ的检出率要高于

微量凝集，且微量凝集检测为阴性的血清经间接

ＥＬＩＳＡ检测有６份为阳性，这说明ＥＬＩＳＡ的敏感

性和特异性高于微量凝集方法。

　　在临床的初步应用中，检测断奶前仔猪、保育仔

猪和生长猪共６６８份血清，阳性率分别为３７．８％、

２３．６％和３１．２％，总的阳性率为３０．７％。分析结

果，反映了以下几个方面：第一，由于现在猪场的种

猪普遍都注射猪萎缩性鼻炎疫苗，作者所测得的断

奶前仔猪阳性率可能只是反映母源抗体的水平，不

同猪场由于免疫程序的不同这段时期的阳性率有很

大差异；第二，随着保育仔猪的合群，一方面母源抗

体会有所下降甚至消失，另一方面猪群相互接触的

机会增加，感染犅犫的机会也相应增加，但是总的来

说抗体水平是下降的；第三，生长期母源抗体消失，

保育期感染犅犫产生的抗体在一段时间后才能被检

测得到，因此这段时间的阳性率又有一定的回升。

当然，犅犫的阳性率与猪场管理和环境好坏也是密切

１０１
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相关的，管理得好的猪场阳性率普遍较低。

　　本方法的建立，克服了细菌分离鉴定较为繁琐

费时和ＰＣＲ检测易于出现假阳性的缺点；此外包被

抗原表达量高，易于纯化，ＥＬＩＳＡ 操作方法简单。

因此，该ＥＬＩＳＡ检测方法的建立，有望成为一种快

速、准确的支气管败血波氏杆菌血清学诊断方法。
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