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肺炎衣原体 !"#$ 基因 %&’(%&) 区重组蛋白在

血清学诊断中的初步应用

周 洲，吴移谋"，刘 !，陈超群，杨 玲
（南华大学 病原生物学研究所 衡阳 !$(%%$）

摘 要：应用聚合酶联反应（EFG）技术，从肺炎衣原体 !"#$%&’($ )*+,%-*($+ 的主要外膜蛋白（H4I;J K+D-J H-8LJ4,-
EJ;D-9,，HKHE）编码基因（;8M.）上扩增出抗原优势表位 NO$/NO# 区基因，构建原核表达系统并诱导表达重组蛋白，

经 P9/P0. 亲和层析法纯化表达产物。间接酶联免疫吸附试验（7,B:8- 19,Q 988+,;>;JL-,D 4>>4:，7RST.）检测人血清

中特异性 SUV 抗体。试验表明，转化入 WR$( 大肠杆菌的重组质粒，能表达并纯化出相对分子质量（./）为 $!XO 的

重组蛋白。Y->D-J, L1;D 证实重组蛋白只与 FM, HKHE 8.L 发生特异性反应；重组蛋白用作 7RST. 包被抗原检测 FM,
阴阳性参比血清，特异性和灵敏度均为 (%%Z；对 ($& 位冠心病患者血清进行的检测中，该间接 7RST. 法与晶美公司

FM, SUV 7RST. 诊断试剂盒的检测结果相比，符合率达到 6&[#Z。结果证实，制备的重组蛋白 HKHENO$/NO# 具有良好

的免疫活性，在 FM, 血清学诊断的应用中具有较大的利用价值。
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肺炎衣原体（!"#$%&’($ )*+,%-*($+，FM,）是 (626
年被正式命名的新衣原体种，是一种重要的呼吸道

病原体，常引起人类呼吸系统感染，同时与冠心病、

心肌梗死及脑血管等疾病的发生密切相关［(］。FM,
的人群感染极为普遍，血清流行病调查显示，成人中

FM, 的抗体阳性率可达 ’%Z ) "%Z［$］，临床上多以

隐形、持续性感染的形式存在。感染反复迁延，造成

病理变化，可导致复杂的并发症。因此，有必要建立

一种简单、高效、快速的诊断方法，为早期诊断、早期

治疗 FM, 感染提供实验依据，以预防 FM, 相关心脑

血管疾病发生。

FM,是目前公认较难培养的衣原体种［#］，分离

培养的困难严重阻碍了抗原的制备，更限制了血清

学诊断的开展和疫苗的研制。目前认为通过基因工

程方法获得 FM, 重组抗原是制备检测试剂盒和研制

疫苗的较好途径［!］，该方法不仅解决了抗原来源及

抗原污染问题，也避免了全菌抗原与多种病原体的

交叉反应，从而提高其在血清学诊断中的特异性。

目前已知具有免疫原性的 FM, 蛋白有多种，而

应用于研究工作的主要有：(’QO4 的 FJM.、孔蛋白/L
（E;JW）、\>M&%、&%QO4 的 K8M$ 以及主要外膜蛋白

（H4I;J K+D-J H-8LJ4,- EJ;D-9,，HKHE）。其中，相对

分子量（HJ）为 !%QO 的 HKHE，免疫原性强，能刺激

机体产生强烈的保护性免疫，是机体体液免疫反应

的主要目标［’］，成为 FM, 诊断试剂的主要候选抗原

之一。尽管 HKHE 早已作为抗原被应用于 FM, 诊

断试剂盒的研制中，但是，衣原体间（沙眼衣原体、鹦

鹉热衣原体及肺炎衣原体）交叉抗原的存在导致了

检测结果的非特异性，因此，目前还没有一种仅针对

FM, 的诊断试剂盒能在全球范围内被推广应用。本

文根据 FM, 全基因测序结果［&］，将 FM, .G/#6 株的

;8M. 通过软件分析，筛选 HKHENO$/NO#区优势抗原表

位基因进行克隆与表达，对重组蛋白的免疫活性进

行检测，并以重组蛋白为包被抗原建立间接 7RST.
法，对 ($& 名冠心病患者血清进行检测，初步评价其

作为 诊 断 抗 原 的 可 行 性 及 在 临 床 检 测 中 的 应 用

价值。

* 材料和方法

*+* 材料

*+*+* 基因组 OP. 模板：FM, 标准株 .G/#6 基因组

OP. 模板由美国德州大学圣安东尼奥健康科学中



心免疫和微生物学系钟光明教授惠赠。

!"!"# 菌株和载体：大肠埃希菌（ !"#$%&’#$’( #)*’）
!"#$%、&’(#（)*+）及表达载体 ,*-+$. 为本研究所

保存。

!"!"$ 主要试剂和仪器：/012+(, 高保真 /34 试剂

盒为大连 -.5.4. 公司产品；-(.6!、/’07"内切

酶、)89 分子量标准、蛋白分子量标准购自北京华

美公司；8:28-9 亲和层析柱购自 ;:.<=> 公司；64/
标记山羊抗人 ?<@ 抗体、64/ 标记山羊抗兔 ?<@ 抗

体、显色底物 -"& 均购自北京鼎国公司；多克隆抗

体由美国德州大学健康科学中心免疫和微生物学系

钟光明教授惠赠。聚丙乙烯微孔板为 3ABC.D 公司产

品。3,> 标 准 血 清 参 考 品 为 德 国 欧 蒙 公 司 产 品。

3,> ?<@ *’?E9 诊断试剂盒购自北京晶美公司。梯

度 /34 仪购自 &:AF=CD. 公司；"1GC:BH.> "52+ 全自

动酶标检测仪购自芬兰雷勃公司；)IJK$ 核酸蛋白

定量分析仪购自 &=LHF.> 公司。

!"# !"#$ 基因的分析及优势表位区的筛选

根据 @=>&.>H 收录的 3,> ).12 基因序列（@:：
#KKM+K），利用 *N/9EO 相关软件（PPPQ *N/.BOQ AD<）对

其可变区的亲水性、抗原性、易曲性及可接近性分别

进行 预 测 分 析，用 -"/D=7 在 线 程 序（PPPQ LRQ
=FS>=CQ AD<TBA0CP.D=T-"/4*)Q 0ADFQ 6CFG）作跨膜区分

析，并对照 U)(2U)+ 区编码基因序列，综合 + 项指

标结果并优化组合，筛选出最佳目的基因片段。

!"$ 原核表达重组体 %&’$()*+,+-./#*./$ 的构建

及鉴定

选择 编 码 优 势 表 位 U)(2U)+ 区 的 目 的 基 因

（KK(>C V WX+>C），设计一对引物，并由上海 E.><A> 公

司合成。正向引物 /#：MY23@@@9-33993-3-939@3
@--399-3-2+Y，引入 -(.6!酶切位点；反向引物

/(：MY23399@3----9-3@9@9339--@-93-332+Y，引

入 /’07"酶切位点，M$#’ /34 反应体系中，含 M#’
#$ Z S100=D（含 "<3G(），K#’ 的 78-/B（(MFFAGT’），各

$[M#’ 的 引 物（ M$#FAGT’），3,> )89 模 板 ##’
（([M><），-.\ 酶 $[(M#’（MIT#’）。/34 反 应 条 件：

%K] MF:>；%K] #F:>，KW] #F:>，X(] #F:>，+M 个循

环；X(] #$F:>。

将 /34 产物与 - 克隆载体在 -K )89 连接酶作

用下 #J]连接过夜，转化宿主菌 !"#$%，经鉴定为阳

性克隆后，以内切酶 -(.6!、/’07"酶切并回收纯

化目的基因片段，与同样经双酶切处理的 ,*-+$. 载

体连接，构建 ,*-+$.2"^"/U)(2U)+ 重组质粒，双酶切

及测序鉴定确认后，重组质粒转化至表达宿主菌

&’(# 中，构建表达重组体。

!"0 +,+-./#*./$ 重组蛋白在大肠杆菌中的表达、

纯化和鉴定

挑取含 ,*-+$.2"^"/U)(2U)+ 重组质粒的菌落接

种于 +$ V M$#<TF’ 硫酸卡那霉素的 ’& 液体培养基

中，+X]振荡培养过夜，次日转接于新鲜培养基后，

+X]振荡培养至 34M%$ 值为 $[K V $[J 之间，加 ?/-@

至终浓度为 #FFAGT’，收集菌体，/&E 重悬后 K]超

声裂菌，离心取上清液和沉淀行 E)E2/9@* 分析重

组蛋白的表达形式。

按照优化的最适诱导条件（?/-@ 终浓度 #FFAGT
’，+X] MR）进行大规模诱导表达，K$$$DTF:> 离 心

($F:> 收获菌体，经 /&E 重悬沉淀、超声裂菌后收集

包涵 体，以 缓 冲 液（#$FFAGT’ -D:B23G，WFAGT’ ID=.
,6W[$）充分溶解包涵体，用 8:28-9 层析柱纯化（具

体操作见说明书）。

收集含目的蛋白的洗脱液，经透析法复性后，

E)E2/9@* 分析，&39 法测定蛋白浓度。纯化产物用

"^"/ 多克隆抗体行 _=BC=D> SGAC 鉴定。

!"1 动物免疫实验

取制备的目的蛋白对 W 只清洁级雄性 &9’&TL
小鼠行腹膜下多点注射，同时设立空白对照、阴性对

照组。基础免疫，剂量 M$#<T鼠，与等量弗氏完全佐

剂充分乳化后，对小鼠进行注射，以后每隔 #M7 左右

用含重组蛋白 M$#< 的抗原加弗氏不完全佐剂加强

免疫 + 次，末次免疫 X7 后眼眶静脉采血分离血清，

间接 *’?E9 法检测小鼠免疫血清的抗体效价。

!"2 重组蛋白作为 &3456 包被抗原检测血清中

7%8 49: 抗体

纯化复性的 "^"/U)(2U)+ 重组蛋白以 $[$MFAGT’

,6X[K 碳酸盐缓冲液稀释，按 #$$#’T孔包被酶标板，

建立检测 3,> ?<@ 抗体的间接 *’?E9 法，检测 3,> 标

准血清参考品，并设立阴、阳性对照，显色底物为四

甲基联苯胺（-"&），用酶标仪测 2KM$ 值。同时用建

立的间接 *’?E9 法检测 #(J 份冠心病患者的血清，

待检血清作 # ‘ #$$ 稀释，以其平均 2KM$ a (E 为阳性

临界值（L1CA00），测定孔 2KM$值 b 阳性界值为阳性，否

则判为 阴 性，并 将 结 果 与 晶 美 公 司 的 抗 3,> ?<@
*’?E9 诊断试剂盒的检测结果进行比较，初步评价

重组蛋白抗原在 3,> 血清学诊断中的应用价值。

+#M周 洲等：肺炎衣原体 AF,9 基因 U)(2U)+ 区重组蛋白在血清学诊断中的初步应用 Q T微生物学报（($$X）KX（+）



! 结果

!"# !"#$ 的软件分析与目的基因的筛选

根据 ! ! "#$%&’#()$ 基因组序列，采用多种软件

分析 "#$ %&%’ 的结果显示，整个分子免疫原性较

强，存在多个强抗原表位。综合评价其亲水性、抗原

性等参数的分析结果（图 (），我们选取包括优势表

位 )*+,)*- 区 在 内 的 一 段 保 守 序 列 为 目 的 片 段

（(./ 0 +1(22），预测 34#5)*+,)*-基因全长 .6(7#，编码

约 (.. 个氨基酸序列。

图 # $%&’ 基因的亲水性分析（’）与抗原性分析（(）

89:!( 5$2;<=9= 3> 34#5 :?$? >3@ AB? B<C@3#B9;9D9A<（5）2$C 2$A9:?$9D9A<（E）!

!"! 重组蛋白的表达和可溶性分析

经 ’(、’+ 引物对重组质粒进行 ’"F 扩增，获得

产物的大小约为 .6G7#，与预期值相符。将重组表

达载体用 *)&H!、+(#C"双酶切分析，并进行 *I5
测序鉴定。结果显示，克隆的 34#5)*+,)*- 基因与预

期产物一致。重组菌经诱导后，表达产物经 (+J的

K*K,’5LM 分析，与空菌、含有空载体的宿主菌及未

经诱导的重组菌进行对照比较，可清楚地观察到诱

导菌在分子量约为 +.N*2 处有一条明显的蛋白条

带，而其他对照组均无此带。这与预期值相符（图

+）。检测破菌液上清及沉淀结果发现，重组蛋白主

要存在于沉淀中，因此采用针对不溶性蛋白的提纯

方法纯化目的蛋白。E"5 法测的纯化蛋白浓度为

GO664:P4Q。

图 ! 宿主菌 ()!# 裂解物的 *+*,-’./ 分析

89:!+ K*K,’5LM 2$2;<=9= >3@ AB? ;<=2A? 3> B3=A D?;; EQ+(! ( ! R’SL
9$CTD?C EQ+(；+! R’SL 9$CTD?C #MS-G2PEQ+(；-! R’SL T$9$CTD?C
#MS-G2PEQ+(；.! R’SL T$9$CTD?C EQ+(P#MS-G2,%&%’)*+,)*-；6，U!
R’SL 9$CTD?C EQ+(P#MS-G2,%&%’)*+,)*-；V ! ’@3A?9$ 43;?DT;2@ 42@N?@；
/ ! ’?;;?A >@34 AB? ;<=2A? 2>A?@ =3$9D2A?；1! KT#?@$2A2$A >@34 AB? ;<=2A?
2>A?@ =3$9D2A?!

!"0 重组蛋白的纯化与 1234256 78$4 分析

通过 I9,IS5,H9= 亲和层析法纯化重组蛋白，随

着洗脱缓冲液 #H 值的下降，可获得 +.N*2 左右的单

一蛋白条带。测定蛋白浓度为 GO64:P4Q。蛋白印

迹分析显示，此蛋白条带只能为抗 %&%’ 的 457 所

识别，而空菌、含空载体的宿主菌在相应位置均未出

现此带（图 -）。

图 0 重组蛋白的 1234256,78$4 分析

89:!- W?=A?@$ 7;3A 2$2;<=9= 3> @?D3479$2$A #@3A?9$! ( ! R’SL 9$CTD?C

EQ+(P#MS-G2,%&%’)*+,)*-；+! R’SL T$9$CTD?C EQ+(；-! R’SL 9$CTD?C

EQ+(P#MS-G2；.! ’T@9>9?C %&%’)*+,)*- !

!"9 重组蛋白的免疫原性检测

采用间接 MQRK5 法检测小鼠蛋白免疫组与空白

对照组、阴性对照组抗体的滴度，结果发现在实验组

小鼠血清中可明显检测到特异性抗体，且抗体的效

价均 在 ( X +G./G 以 上，而 对 照 组 未 检 测 出 针 对

%&%’)*+,)*-的特异性抗体（表 (）。

表 # /):*’ 法检测鼠免疫血清的 ;<;-=+!,=+0

抗体滴度及阳性反应率

S27;? ( 5$A973C< A9A?@ 2$C =?@T4 #3=9A9Y? @2A? 2$2;<=9= 7< 9$C9@?DA?C MQRK5
L@3T# %9D? 243T$A K?@T4 A9A?@ K?@T4 #3=9A9Y? @2A?

R44T$9Z2A93$ / !(X+G./G /P/
"3$A@3; / [ GP/

SB? 49D? \?@? 944T$?C \9AB #T@9>9?C @?D3479$2$A #@3A?9$，7< D2;DT;2A9$:
,.6G 3> AB? =?@T4 =24#;?P,.6G 3> AB? $?:2A9Y? D3$A@3;，AB? @2A93!+O( \2=
D3$=9C?@?C #3=9A9Y?!

.(6 ]H&^ ]B3T $- ). ! P,/-) 0(/1’2(’.’3(/) 4(#(/)（+GGV）.V（-）



!"# 间接 $%&’( 法检测血清中的 )*+ &,- 抗体

检测不同稀释度的标准血清参考品，结果显示，

检测的特异性及灵敏度均达到 !""#。对 !$% 份冠

心病患者血清的检测中，检出 &’( 阳性血清 )* 例，

&’( 阴性血清 ** 例，与 &’( +,- ./+01 诊断试剂盒

的检测结果（阳性血清 )) 例，阴性血清 2) 例）相比，

两种方法的符合率为 2%3)#（表 $）。

表 ! 重组蛋白 $%&’( 法和 )*+ &,- 诊断试剂盒对 .!/ 名

冠心病患者血清的检测结果

45678 $ 498 :;<’5=>?;( 68@A88( @A; B>CC8=8(@ ./+01 <8@9;B?

C;= !$% ?8=D< ?’8:><8(?’B8@8:@>;(

&’( +,- ./+01
B>5,(;?>? E>@

498 =8:;<6>(5(@ 5(@>,8(F./+01 @8?@
G H 4;@57

G )) " ))
H I ** 2)

4;@57 )* ** !$%
&;(:;=B5(:8 J（)) G **）K（)* G **）J 2%3)# L

0 讨论

随着分子生物学技术的飞速发展，&’( 引起各

种疾病的分子基础越来越受到关注，对 &’( 感染的

快速诊断也成为当前研究的热点。目前，已建立起

包括病原分离培养、M&N 在内的多种检测技术［O］，其

中，血清学诊断因其方便快捷的优点而成为 &’( 感

染的常规检测方法［*］。但是，不论被誉为“金标准”

的 P+Q 还是具有广泛应用前景的 ./+01，均很大程

度依赖于抗原的制备，所以存在于各类病原体蛋白

上相同的抗原表位会影响抗体的检出，造成假阳性

结果。PRPM 作为衣原体外膜复合物的主要成分，

因其在衣原体致病作用中起关键作用［2］，又能刺激

机体产生强烈的保护性免疫，而成为研制衣原体候

选疫苗及诊断方法的突破口。众多研究也表明［!"］，

几乎所有 &’( 患者血清与其相应的 PRPM 均表现

出中、高度的反应性，因此，用 PRPM 代替完整的菌

体抗原作为检测试剂成为可能。但是，由于非同种

衣原体间 PRPM 基因的同源性为 %2# S O"#，它所

编码的氨基酸同源性达到了 O)# S *"#，因而各种

属衣原体 PRPM 间会不可避免地产生交叉反应，从

而限制其作为潜在的抗原候选分子在 &’( 感染检测

中的应用。

通过对 &’( PRPM 序列的分析可知，PRPM 含

有 T 个可变区（UV），分别镶嵌于 I 个高度保守的恒

定区中［*］。W78>( 等［I］试验发现，用 &’( 的几种表面

蛋白重组体，在对一组种特异性病人血清的检测中，

&’( PRPM 的 UV$、UV) 区能且仅能被 &’( 阳性血清

所识别，这不仅证实了 &’( UV 域上种特异性表位

的存在，更提示出其在提高诊断方法特异性方面所

具备的巨大潜力。因此我们推测，根据 UV 结构将

PRPM 分成不同的 UV 片段来表达，就可能避免与

病人血清发生交叉反应。

本研 究 利 用 基 因 工 程 的 方 法，成 功 构 建 了

’.4)"5KPRPMUV$FUV) 原 核 表 达 系 统，并 在 大 肠 杆 菌

X/$! 中获得高效表达。以纯化的蛋白免疫 X1/XK:
小鼠；间接 ./+01 法检测小鼠免疫血清的抗体效价，

结果显示抗体滴度在 ! Y $"T*" 以上。说明表达的重

组蛋白具有良好的免疫原性，能刺激小鼠产生高效

价的抗体。经 Z8?@8=( 67;@ 分析，重组蛋白能被 &’(
PRPM <16 特异性的识别，说明具有良好的免疫反

应性。同时，我们以重组蛋白作为包被抗原建立间

接 ./+01 法，检测 &’( 参考血清，其灵敏度和特异性

均达到了 !""#；对 !$% 份冠心病患者血清的检测结

果显示，有 I 份病人血清标本能被重组抗原识别而

未被 +,- 诊断试剂盒检测出来。究竟是重组抗原与

非 &’( 感 染 血 清 存 在 交 叉 反 应 的 结 果，还 是

PRPMUV$FUV)重组蛋白具有更好的灵敏度，亦或是其

他原因所致。我们将在进一步研究中加以验证。

本研究初步证实，重组蛋白具有良好的免疫活

性，以重组蛋白 PRPMUV$FUV) 为基础建立的 ./+01 方

法具有良好的灵敏度和特异性，可以用于临床及流

行病学调查研究。但是，目前此项研究仍有许多问

题尚待解决：!标准参比血清的空缺，在检测病人血

清时尤其在以新制备的重组抗原进行检测时，缺乏

相应的 &’( 阴阳性标准血清，从而无法对检测结果

进行对照评价；"尚未完善的临床检测系统，不能有

效的对 &’( 感染者及健康人群加以区分，因此无法

为科研工作提供大量而准确的临床依据；#本实验

在检测临床血清标本时发现，!$% 份冠心病人血清

标本中，&’( 感染的人群检出率仅占 )*K!$% J )"#，

远远低于报道所述的冠心病人 *"#的 &’( 感染率。

我们推测可能由于标本收集、保存的失误而使抗体

效价降低，也可能是抗原包被量过少或血清稀释度

过低导致 !TI"值达不到标准，还可能与尚不健全的

&’( 诊断标准及抗体效价的地域差异性等等因素有

关。目前，抗 &’( PRPMUV$FUV) <16 的制备以及其它

&’( 相关的研究工作正在进行之中，这将有助于我

们对上述问题的理解和解决。

本研究的最终目的是为 &’( 的诊断方法寻找到

一个合适的抗原，这对其它种类衣原体的诊断研究

I!I周 洲等：肺炎衣原体 ;<’1 基因 UV$FUV) 区重组蛋白在血清学诊断中的初步应用 L K微生物学报（$""O）TO（)）



也是一个参考，并为 !"# 疫苗的研制及其防治工作

提供了另一种有效的思考线索。同时本研究也证明

了重组蛋白作为 !"# 诊断抗原的可行性，为今后进一

步研究诊断 !"# 感染的临床诊断试剂盒打下基础。
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