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摘 要：为了确定问号钩端螺旋体（简称钩体）属特异性 D5)E0B 抗原膜定位及其自然抗体应答情况和抗体类型，为

D5)E0B 用于研制通用性钩体基因工程疫苗及检测试剂盒抗原提供依据。采用显微镜凝集试验（7(1）检测四川地

区 0/- 份钩体病人血清标本。用 FGH 和核苷酸序列分析，了解中国流行的钩体主要血清群 C5)E0 基因型。采用常

规基因工程技术构建 C5)E0I0 和 C5)E0I# 主要基因型原核表达系统，J+3J1( 亲和层析法提纯目的重组表达产物

*D5)E0I0 和 *D5)E0I#。采用胶体金免疫电镜技术，对 D5)E0B 进行膜定位。建立了基于 *D5)E0B 的 4EKL(B，检测钩

体病人血清中特异性抗体水平及其类型。试验结果表明，黄疸出血群钩体仍然是四川地区最主要的优势钩体血清

群。中国流行的钩体主要血清群 C5)E0 基因可有 C5)E0I0 和 C5)E0I# 两个基因型，两者核苷酸和氨基酸序列相似

性之间有较明显的差异。D5)E0B 是位于钩体外膜表面的蛋白分子。不同稀释度的 0/- 例钩体病人血清标本中，

*D5)E0I0 和 *D5)E0I# 特异性 KM7 阳性率分别为 -"N&O ’ "&N/O 和 "/N$O ’ "/N-O，特异性 KMP 阳性率分别为

"0N.O ’ "&N/O和 "/N$O ’ "-N&O。上述试验结果提示，D5)E0B 是位于钩体表面属特异性蛋白抗原。自然感染钩

体时，*D5)E0I0 和 *D5)E0I# 均可诱导机体体液免疫应答并产生 KM7 和 KMP 两类血清抗体，且两者之间有广泛的抗

原交叉反应。*D5)E0I0 和 *D5)E0I# 可作为研制通用性钩体基因工程疫苗和检测试剂盒的候选抗原。
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钩端螺旋体（简称钩体）病是全世界范围内流行

的人兽共患病［0 ’ %］，也是洪涝时重点监控的传染病

之一［! ’ -］。钩体血清群、型众多，各群、型间交叉保

护作用微弱［" ’ &］。因此，目前采用的钩体疫苗均为

根据当地流行问号钩体血清群、型制备的多价全菌

死疫苗，但该疫苗对其未包含的钩体血清群、型感染

保护作用有限，易引起钩体病的爆发流行［"］。寻找

钩体属特异性保护抗原，对于筛选通用型钩体疫苗

及实验室诊断试剂盒候选抗原均有重要价值。

钩 体 分 为 对 人 和 动 物 致 病 的 问 号 钩 体

（ !"#$%&#’() ’*$"((%+)*& ）和 腐 生 性 的 双 曲 钩 体

（!"#$%&#’() ,’-."/)）。R66S2 等［0$］首先从流感伤寒群

H7/# 株钩体中克隆了 D5)E0 基因，并发现该基因

及其产物仅存在于致病性问号钩体中。国内学者报

道黄 疸 出 血 群 /--$0 株 和 爪 哇 群 /--$# 株 具 有

C5)E0 基因［00，0#］；C5)E0 基因有不同基因型，其重组

表达产物有良好的抗原性［0%］。由于基因携带载体

和宿主菌不同，极有可能存在重组或自然表达抗原

免疫原性的差异，了解抗原存在部位及其在自然感

染人群中的抗体反应和类型，对于研制疫苗及诊断

试剂盒均具有重要参考价值，目前未见文献报道。

本研究克隆并构建了 C5)E0I0 和 C5)E0I# 主要基因

型原核表达系统，建立了基于 *D5)E0B 的 4EKL(B 检

测了钩体病人血清中特异性 KMP 和 KM7，同时采用免

疫电镜技术对 D5)E0B 进行了膜定位。

% 材料和方法

%’% 材料

%’%’% 菌株来源及其培养：我国 0/ 群 0/ 型问号钩

体参考标准株黄疸出血群赖型 /--$0 株、秋季群秋

季型 /--$- 株、澳州群澳州型 /--$" 株、波摩那群波

摩那型 /--$. 株、流感伤寒群临型 /--$& 株、七日热

群七日热型 /--0$ 株以及双曲钩体国际参考标准株

三宝垄群 )6TC@ 型 F6TC@!株均购自北京中国药品生

物制品鉴定所。采用 47UR 培养基培养钩体，培养

物用 !$$ V 暗视野显微镜检查，若菌体形态典型、运

动活泼、菌数##$$ 条I每个视野者可供使用［0!］。

%’%’( 主要试剂和仪器：高保真 FGH 试剂盒、各种



限制性内切酶购于大连宝生物（!"#"$"）公司；!%&
克隆试剂盒购于 ’()*)+), 公司；胶体金（-./0）标记

羊抗兔 123 购自美国 4"567)/ 1008/)$979",5: 公司。

主要仪器为 ;*$ 仪（<=’"(> ?@,ABB- 型）、凝胶图象分

析系 统（’()$"> C/(D9,7"+ <))> !型）、透 射 电 镜

（?(909/7 EBB 型）、自动酶联免疫分析系统（’()$">
F)>9+ GHB 型）。

!"# 病人血清标本来源及其 $%& 检测

钩体病人血清标本由四川省疾病预防控制中心

提供，参照文献［I，-J］进行 F&! 检测，以 F&! 效价

!- K HB 为阳性结果判断终点。F&! 结果表明，-LG
份病人血清标本 F&! 效价!- K HB，其中 .BBJ 年凉

山州血清标本 I- 份、.BBL 年峨嵋山市血清标本 L-
份、.BBL 年名山市血清标本 EJ 份，感染的钩体血清

群为黄疸出血、秋季、澳州、波摩那、流感伤寒和七日

热群。

!"’ ()*+! 基因扩增及产物检测

根据上述钩体病人感染的钩体血清群，采用常

规苯酚%氯仿法提取问号钩体 LGGB-、LGGBG、LGGBI、

LGGBH、LGGBM、LGG-B 株和双曲钩体 ;"A)5"株的 NO&，

经无 NO& 酶的 $O& 酶消化后，再次用苯酚%氯仿法

提取 NO&，用 分 光 光 度 法 测 定 NO& 的 浓 度 和 纯

度［-L］。根据 39/’"/6 公布的 )0@P- 基因序列（O)：
1G-JBL，&Q.LBE-H，&RG..GLH S &RG..GGI）［-E］，以及

内切酶图谱分析结果，采用 ;,(09,/ N97(2/9, 软件设

计引 物。 引 物 由 上 海 博 亚 生 物 技 术 有 限 公 司

（’()&7("）合成，序列如下：上游 LT%**33&&!!*&!3
&!**3!&&*&!&&3!&&3%ET（!"#$"），下游 LT%**3
*!*3&3!!&3&3!!*3!3!!!&!&&** %ET（$%#"）。采用

高保真 ;*$ 试剂盒扩增 )0@P- 基因，反应总体积为

-BB#P，内 含 .UL0)+VP F2*+.、BU.L00)+VP >O!;、

.LB/0)+VP 各引物、.ULC WX%&’( 聚合酶、-BB/2 NO&
模板和 - Y ;*$ 缓冲液（@<HUE）。;*$ 反应参数：

MJZ L0(/；MJZ EB7，L.Z EB7，I.Z MB7，EB 个循环；

I.Z -B0(/。-UL[琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物，

目的扩增片段预期长度为 MGE\@。

!", &-% 克隆和序列测定

用 !%& 克 隆 试 剂 盒 将 目 的 扩 增 片 段 克 隆 至

@C*0%! 载体中，转化至 ! ] "#)* N< L$株中并扩增，

碱变性法提取质粒［-L］，双酶切初步被鉴定后委托

’()*)+),公司测定重组质粒中插入片段的核苷酸

序列。

!". 原核表达系统构建及重组蛋白表达和提纯

根据测序结果，所克隆的目的基因有 )0@P-V-

和 )0@P-V. 两 个 基 因 型。采 用 表 达 载 体 @W!E."
（O)D"29/）和表达宿主菌 ! ] "#)* ’P.-NWE，按常规方

法构建 )0@P-V- 和 )0@P-V. 重组表达系统 @W!E."%
)0@P-V-%! ] "#)* ’P.-NWE 和 @W!E."%)0@P-V.%! ] "#)*
’P.-NWE，BUL00)+VP 1;!3 EIZ 诱导目的重组蛋白

,^0@P-V- 和 ,^0@P-V. 表达。采用 O(%O!& 亲和层析

法提纯目的重组蛋白，-L[?N?%;&3W 和凝胶图像分

析系统检查目的重组蛋白表达和提纯效果。

!"/ 目的重组蛋白抗血清的制备及其效价测定

-02 的 ,^0@P-V- 或 ,^0@P-V. 与等体积弗氏完

全佐剂混合，充分乳化后背部皮下多点注射免疫 .
只 ?;Q 级新西兰家兔，间隔一周免疫 - 次，共 J 次。

末次免疫 -B> 后采集心血，分离血清，采用免疫双扩

散法测定抗血清效价。

!"0 1)*+! 的定位

采用免疫电镜法。钩体 LGGB- 株和 LGGBM 株新

鲜培养物 -BBBB,V0(/ 离心 -L0(/，取沉淀用 ;’? 重悬

并离心洗涤 . 次。取沉淀加入 .B 倍体积的 .[多聚

甲醛液，JZ固定 .J:，再用 ;’? 洗涤 . 次，明胶包埋

后 冰 冻 超 薄 切 片。 用 BUL00)+VP O<J*+%BU-0)+VP

;’?（@<IUJ）作用 -L0(/，以封闭切片中游离醛基，

;’? 漂洗 E 次后用 -[’?&%BU-0)+VP ;’?（@<IUJ）室

温封 闭 EB0(/。 以 - K -BBB 稀 释 的 ,^0@P-V- 或

,^0@P-V. 兔抗血清为一抗，JZ作用过夜。;’? 反复

漂洗后，加入 - K.B 稀释的胶体金（-./0）标记羊抗兔

123 为二抗，JZ作用 .:。;’? 反复漂洗后分别用中

性醋 酸 双 氧 铀 和 酸 性 醋 酸 双 氧 铀 溶 液 各 染 色

-B0(/，漂洗、干燥后用透射电镜观察。阴性对照除

用 ;’? 代替兔抗血清一抗外，其余实验步骤、所用

试剂及其浓度均相同。

!"2 31)*+!4-567856$-9+5:%4
酶标板每孔加入浓度为 LB#2V0P 的 ,^0@P-V-

或 ,^0@P-V. 溶液 BU-0P，JZ包被过夜。次日按常

规封闭、;’?%!_99/ .B 洗涤，分别以 - KLB 和 - K-BB 或

-K-BB 和 - K .BB 稀释的病人血清为一抗用于 12F 或

123 检测，以 - K EBBB 稀释的 <$; 标记羊抗人 12F
（4"567)/ 1008/)$979",5:）或 - K JBBB 稀释的 <$; 标

记羊抗人 123（4"567)/ 1008/)$979",5:）为二抗、̂ ;N
为底物，显色后检测 +,JMB 值。采用相同稀释度的

-G 份正常人血清作为阴性对照，稀释度及所用其它

试剂和实验步骤均与病人血清样本相同。以被检标

本 +,JMB 值!阴 性 对 照 +,JMB 均 值 ‘ E?N 者 为 阳

性［-G］。

BEE ?CO ’"(%+( -. ’) ] V/".’ 0*"1#2*#)#3*"’ 4*5*"’（.BBI）JI（.）



! 结果

!"# 钩体病人血清 $%& 检测结果

共有 !"# 份血清 $%& 效价!! ’ ()（表 !），*"+

（!!*,!"#）患者感染黄疸出血群钩体，其余 -"+（./,
!"#）患者分别感染秋季群、澳州群、波摩那群、流感

伤寒群和七日热群钩体。

表 # 钩体病人血清标本 $%& 检测结果

&0123 ! $%& 34056708697 :3;<28; 9= 23>89;>6:9;6; >086378;’;3:<5 ;05>23;

?3@697; A0;3; B3:9@:9<>;
$%& &683:;（C0;3;）

!’() ! ’!#) ! ’.-) ! ’#D) ! ’!-() ! ’-"#) ! ’"!-)
&9802

E607@;F07 *! GC83:9F0359::F0@603 !. D ( . # D ! ./
%<8<57026; ) . ) ! ! ) ) "
H:6>>98I>F9;0 ! D ) - ! ) ) (
%<;8:026; - . ! ! ) ) ) *
J31K950K6; D ) - ! ) ) ) *
L95970 ! ) - - ) ) ) "

M536;F07 "! GC83:9F0359::F0@603 . D !! * / !. D "!
$67@;F07 .D GC83:9F0359::F0@603 . * - ( " - ) -*

%<;8:026; ! ! ! - ! ) ) #
L95970 ) ) ) ) ! ) ) !

&9802 !"# -( -# -* -* -D !/ " !"#

!"! ’() 和序列分析结果

从 # 株问号钩体 NO% 中均扩增获得预期大小

的 95>E! 基因目的片段，但双曲钩体 L089C!株扩增

结果阴性。序列分析结果表明，# 株问号钩体 95>E!
基因可分为 95>E!,! 和 95>E!,- 两个基因型，其中

"##)# 和 "##)/ 株为 95>E!,! 基因型，"##)!、"##)*、

"##)( 和 "##!) 株为 95>E!,- 基因型。与 H37P07Q 中

相应 95>E! 基 因 型 序 列（O9R：G#!D)"，%S-").!(，

%T#--#"( U %T#--##*）比较，所获得的 95>E!,! 和

95>E!,- 基因型核苷酸序列相似性分别为 /#V(*+
U //VD(+和 /"V)*+ U //V.#+，氨基酸序列相似性

分 别 为 /(VDD+ U !))+ 和 /"V#/+ U !))+。 但

95>E!,! 和 95>E!,- 基因型之间的核苷酸和氨基酸

序列相似性仅分别为 /-V!!+ U /.V)#+和 /-V"!+
U /.VD"+。

!"* 目的重组蛋白的表达及提纯结果

BNBWL%HM 和凝胶图象分析系统分析显示，所构

建的 95>E!,! 和 95>E!,- 原核表达系统在 GL&H 诱导

下能表达目的重组蛋白 :X5>E!,! 和 :X5>E!,-，其表

达量分别约占细菌总蛋白的 .)+和 !"+，O6WO&% 亲

和层析法提纯后见单一的蛋白条带（图 !）。

!"+ 兔抗血清免疫效价及 ,-./# 的定位

:X5>E!,! 和 :X5>E!,- 兔抗血清免疫双扩散试

验效价均为 ! ’ D。免疫电镜观察结果显示，免疫胶

体金颗粒均定位于钩体 "##)/ 株和 "##)! 株菌体表

面（图 -），提示 X5>E!,! 和 X5>E!,- 均是钩体外膜

蛋白。

图 # 0,-./#1# 和 0,-./#1! 表达及其提纯效果

S6@R! M4>:3;;697 07K ><:6=6C08697 3==3C8; 9= :X5>E!,! 07K :X5>E!,-V

$V $0:Q3:;；!V&F3 >M&.-0 Y68F 79 67;3:83K =:0@5378;；- 07K .V&F3

34>:3;;3K :X5>E!,! 07K :X5>E!,-；D 07K "V&F3 ><:6=63K :X5>E!,! 07K

:X5>E!,- R

!"2 0,-./#34567156$48/59%3 检测结果

:X5>E!,!WG@HWMEGB% 中，! ’ !)) 或 ! ’ -)) 稀释的

阴性对照血清标本 !"D/) 均值 Z BN 分别为 )V!/ Z
)V)* 或 )V!D Z )V)D，故其阳性判断标准值分别为

)VD) 和 )V-#；:X5>E!,-WG@HWMEGB% 中，! ’ !)) 或! ’-))
稀释的阴性对照血清标本 !"D/) 均值 Z BN 分别为

)V!/ Z )V)" 或 )V!. Z )V)D，故阳性判断标准值分别

为 )V.. 和 )V-D。根 据 上 述 判 断 标 准 值，! ’ !)) 或

! ’-))稀释的血清标本 :X5>E!,!WG@HWMEGB% 阳性率

分别为 */V"+（!-D,!"#）和 *!V(+（!!-,!"#），! ’ !))
或! ’-))稀释的血清标本 :X5>E!,-WG@HWMEGB% 阳性

率分 别 为 *#V/+（!-),!"#）和 *"V)+（!!*,!"#）。

:X5>E!,!WG@$WMEGB% 中，! ’ ") 或 ! ’ !)) 稀释的阴性

对照血清标本 !"D/)均值 Z BN 分别为 )V-. Z )V)# 或

)V!* Z )V)"，故 阳 性 判 断 标 准 值 分 别 为 )VD! 和

)V.-；:X5>E!,-WG@$WMEGB% 中，! ’ ") 或 ! ’ !)) 稀释的

!..孙百莉等：问号钩端螺旋体属特异性 X5>E!; 抗原膜定位及其自然抗体应答 R ,微生物学报（-))*）D*（-）



图 ! "#$%&’ 定位的免疫电镜观察结果

!"#$% &’( )(*+,-* ./ 01234* ,.56-".7 89 "11+7.(,(5-).7 1"5).*5.29$ :：-’( 7(#6-";( 5.7-).,；<：-’( "11+7.=6+).*.,
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阴性对照血清标本 +,ECB 均值 F GH 分别为 BI%J F
BIBA 或 BI4J F BIBE，故阳性判断标准值分别为 BIE@
和 BI%C。根据上述判断标准值，4 K @B 或 4 K 4BB 稀释

的 血 清 标 本 )01234?4=L#M=N3LG: 阳 性 率 分 别 为

JCI@O（4%E?4@A）和 AJICO（4BA?4@A），4 K @B 或 4 K 4BB
稀释的血清标本 )01234?%=L#M=N3LG: 阳性率分别为

J@IBO（44J?4@A）和 J@IAO（44P?4@A）。

( 讨论

致病性问号钩体因其血清群、型众多且有地区

分布差异，故不同地区必须采用不同组合的多价疫

苗进行免疫接种，血清学检测方法及其过程也相当

烦琐和复杂。钩体属特异性抗原（QR=:#）是指不同

钩体血清群、型均具有的抗原［J，4E］，因而在研制通用

型钩体疫苗及检测试剂盒中有重要应用价值和现实

意义。采用目前成熟的基因工程技术，可较为便利

地获得大量目的蛋白，故钩体属特异性外膜蛋白抗

原更受到人们重视。

迄今全球问号钩体已有 %@ 个血清群、4AP 个血

清型，我国则有 4P 群 J@ 型，且新的血清群、型仍在

不断发现之中［J］。尽管我国问号钩体血清群众多，

但黄疸出血群、流感伤寒群、秋季群和波摩那群是我

国最为流行的钩体血清群，其次是七日热群和澳州

群，近年引起我国南方地区钩体病暴发流行的棉兰

型钩体，早年也归属于七日热群［4E］。本研究中 M:&
检测结果也证实，四川地区 4@A 例钩体病人感染的

钩体血清群也分别是黄疸出血群、流感伤寒群、秋季

群、波摩那群、七日热群和澳州群。尽管我们曾发现

.1234 基因有 S 个基因型［4S］，但含有 .1234?S 基因

型的钩体血清群引起人类钩体病极为罕见［J，4E］。本

研究中 M:& 结果也证实，4@A 份阳性钩体病人血清

均为 01234?4 和 01234?% 型钩体感染所致。因此，

选择上述 A 群我国参考标准株进行 .1234 基因型分

析并构建其原核表达系统，有其充分依据。上述

M:& 结果还表明，黄疸出血群是四川省峨嵋山市和

名山市主要流行的钩体血清群（4BBO和 JCIEO），该

省凉山州流行的钩体血清群较为复杂，虽以黄疸出

血群多见（@EICO），但感染问号钩体澳洲群、流感伤

寒群、秋季群、七日热群和波摩那群也占 E@I4O。

由于合计有 J@O（44J?4@A）上述患者感染黄疸出血

群钩体，因此黄疸出血群钩体仍然是四川地区最主

要的优势钩体血清群［4J］。

我们的实验结果表明，从上述 A 群我国参考标

准株钩体基因组 HT: 中均可扩增出 .1234 基因目

的片段，序列分析结果证实秋季群 @AABA 株、流感伤

寒群 @AABC 株和黄疸出血群 @AAB4 株、澳州群 @AABJ
株、波摩那群 @AABP 株、七日热群 @AA4B 株的 .1234
基因分别为 .1234?4 和 .1234?% 型，两种基因型之

间氨基酸序列也显示了较为明显的差异。由于双曲

钩体 R6-.5 L 株 .1234 基因扩增结果为阴性，表明该

基因 仅 存 在 于 致 病 性 问 号 钩 体 中。 所 构 建 的

.1234?4 和 .1234?% 基因型原核表达系统能有效地

表达目的重组蛋白 )01234?4 和 )01234?%，T"=T&:
亲和层析法对 )01234?4 和 )01234?% 有良好的提纯

效果。

M:&是暗视野显微镜下观察的活钩体与其抗

体的免疫凝集试验［J，4E］。我们以往证实的 )01234*
抗血清与我国 4@ 群 4@ 型钩体参考标准株均可呈阳

性的 M:& 结果，不仅提示 01234 是属特异性抗原，

也提示该抗原可能位于钩体表面［4S］。从 .1234 基

因序列和结构特点分析，其产物也应是膜蛋白［4B］，

但无法确定是内膜或外膜及外膜内、外表面或穿膜
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蛋白。众所周知，必须是位于病原微生物表面的抗

原，才 能 用 于 研 制 疫 苗 或 检 测 试 剂 盒，故 确 认

!"#$%& 是否位于钩体外膜表面仍有其必要性。免

疫胶体金技术用于靶分子定位，较之酶免疫技术因

无显色底物弥散现象而更为精确。本研究中我们采

用了免疫胶体金电镜技术，发现 !"#$% 可定位于钩

体菌体表面，提示该 !"#$% 是钩体外膜外表面或穿

膜蛋白。

问号钩体非常奇特地具有大、小两个染色体，

’"#$% 基因位于大染色体中［%(］。采用基因工程技术

进行目的基因原核表达，基因携带载体和宿主菌分

别改为质粒和大肠杆菌，有可能因外部条件改变而

引起蛋白分子空间构像变化。尽管原核细胞微生物

蛋白的免疫原性主要取决于分子的一级结构，但存

在空间构像变化导致免疫原性改变的可能性。已知

钩体 抗 感 染 免 疫 主 要 依 赖 抗 体 为 主 的 体 液 免

疫［)，%*］。为 此，我 们 建 立 了 基 于 +!"#$%,% 和

+!"#$%,- 的 .$/01&，以期了解在钩体自然感染人群

后，机体有无对 !"#$% 产生抗体应答及特异性抗体

类型。实验结果表明，不同稀释度的 %23 例钩体病

人血清标本中，+!"#$%,% 和 +!"#$%,- 特异性 /45 阳

性率分别为 3)678 9 )7628和 )26:8 9 )2638，特

异性 /4; 阳性率分别为 )%6(8 9 )7628和 )26:8 9
)3678，提示自然感染钩体病患者可出现对 !"#$%&
有效的体液免疫应答并产生 /45 和 /4; 两类血清抗

体，+!"#$%,% 和 +!"#$%,- 可作为通用性钩体基因工

程疫苗的候选抗原。

试验中发现，上述 .$/01& 阴性标本的 51< 效

价为 % =(: 9 %=2%-:，.$/01& 阳性与否与 51< 效价之

间也 无 明 显 相 关 性。51< 抗 原 主 要 为 细 胞 壁 糖

脂［)］，本研究中 .$/01& 以重组外膜蛋白为抗原，已

知糖脂类抗原与蛋白类抗原诱导机体抗体应答的途

径及产生规律有明显差异［%7，-:］，这可能是 .$/01& 检

测结果与 51< 效价不能完全吻合的主要原因。此

外，除细胞壁糖脂外，51< 抗原成分可包括所有不

同性质、有抗原性的钩体表面大分子物质［)］，.$/01&
中仅使用单一的重组外膜蛋白为抗原，因而本研究

中 .$/01& 阳性率不如 51<。尽管 51< 特异性和敏

感性均较高，但操作程序十分繁复，若能进一步改进

和完善基于重组钩体外膜蛋白的 .$/01&，如同时采

用多种不同的重组外膜蛋白抗原等，有可能成为简

便、快速、通用的钩体病血清学检测方法，用于临床

钩体病实验室诊断。
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