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摘  要 : 为制备抗卡他莫拉菌 (Moraxella catarrhalis，Mc)表面蛋白 UspA1 胞外结构域的多克隆抗体 (PcAb)，对

UspA1 蛋白进行生物信息学分析，获取胞外结构域中抗原表位最为丰富的肽段，找到其对应的基因序列并引入大

肠杆菌偏好性密码子，对其优化后化学合成全基因序列。将该基因序列按常规方法克隆入表达载体 pET-28a(+)

后表达重组 UspA1-His 融合蛋白并纯化。以该纯化抗原免疫新西兰大白兔，经 4 次免疫后，用 Protein A 亲和层

析柱从抗血清中纯化出抗 UspA1-His 融合蛋白 PcAb IgG。经免疫荧光法、酶联免疫吸附法及 Western blotting 鉴

定，抗 UspA1-His 融合蛋白 PcAb 能特异性识别 UspA1 蛋白的表面暴露区。该多抗的制备为下一步建立卡他莫拉

菌快速检测技术奠定了基础。 

关键词 : 卡他莫拉菌，UspA1 蛋白，原核表达，多克隆抗体  
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Abstract:  To prepare polyclonal antibodies (PcAb) against UspA1 of Moraxella catarrhalis (Mc), we used bioinformatic 

analysis to determine the surface exposed region in this protein that holds the antigen epitopes. Then the corresponding coding 

sequences for this fragment was artificially synthesized according to the codon usage of Escherichia coli. The gene fragment 

was then subcloned into the prokaryotic expression vector pET-28a(+) and expressed in E. coli rosseta (DE3), and then the 

recombinant UspA1-His proteins were purified. Two New Zealand white rabbits were immunized with this protein to prepare 

antiserum. The resulting PcAb was then purified from the antiserum with Protein A affinity column. The results of 
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fluorescence antibody assay, enzyme linked immunosorbent assay and Western blotting analysis showed that the PcAb could 

specifically recognize the surface exposed region of UspA1 on Mc. The preparation of the PcAb laid a foundation of further 

development of rapid detection technique for M. catarrhalis.  

Keywords:  Moraxella catarrhalis, UspA1, prokaryotic expression, polyclonal antibodies

卡他莫拉菌 (Moraxella catarrhalis, Mc) 由

Kirchner首次分离于 1890年，当时称之为卡他微

球菌 Micrococcus catarrhalis[1]，之后又称为卡他

奈瑟菌 Neisseria catarrhalis 和卡他布兰汉菌

Branhamella catarhalis。最初被认为是对人体无致

病性的上呼吸道正常寄居菌，后来越来越多的研究

发现，该菌不仅可以引起儿童和老年人的上呼吸道

感染，而且还是引起儿童上颌窦炎、中耳炎、肺炎

以及成人的慢性下呼吸道感染的最常见致病菌[2-6]。

因多数分离株具有 β-内酰胺类抗生素抗性[7-16]，所

以需要确诊后再选择合适的治疗方案。但临床上该

菌与其他呼吸道病原体引起的感染症状类似，因此

常难以根据临床表现、X-射线检查等得出结论，确

诊往往依赖于实验室诊断。由于儿童疾病起病急、

转归快的特点，要求建立基于抗原的敏感、快速、

实用的病原体检测方法，因此寻找制备方法简便、

特异性高的针对性抗体具有重要意义。 

普遍存在的表面蛋白  (Ubiquitous surface 

protein A，UspA) 又称为高分子量外膜蛋白，是

Mc 外膜蛋白中研究较成熟的蛋白。1994 年，

Helminen等[17]发现M. catarrhalis O35E菌株 UspA

蛋白表面暴露区存在单克隆抗体  (MAb 17C7) 

识别位点。此后，该蛋白被广泛报道。1997 年，

Aebi 等[18]发现 UspA 蛋白包括 2 种蛋白分子，

uspa1编码蛋白的 UspA1 (88 kDa) 和 uspa2编码

的 UspA2 (62 kDa)。两者均含 MAb 17C7识别位

点，分别存在相似性达 93%的氨基酸序列片段 

(由 140个氨基酸组成)。1998年，Aebi等[19]证明

UspA1蛋白在Mc黏附到上皮细胞过程中起作用，

而 UspA2 蛋白存在时宿主血清杀菌能力受到限

制。Mcmichael等[20]报道，UspA1和 UspA2为不

同的毒力功能服务，但都有很好的免疫原性和反

应原性。Chen等[21]报道抗 UspA1抗体和抗 UspA2

抗体有交叉反应，两者都与免疫血清的杀菌活性

有关。Lafontaine等[22]发现 UspA1 蛋白和由基因

uspA2H编码的 UspA2H蛋白共同调节 Mc对人上

皮细胞的黏附。Meier 等[23]报道外膜蛋白 UspA1

和 UspA2 在幼儿咽炎分离株中高度保守。Hays

等[24]认为 UspA1和 UspA2可作为疫苗候选抗原。

Murphy等[25]认为 UspA1和 UspA2可作为抗体的

靶标。由此可见，UspA1和 UspA2具有良好的免

疫原性和反应原性，可用于抗体的制备。 

然而，该蛋白在卡他莫拉菌内表达量较少，

提取天然蛋白后制备抗体存在困难。目前，国内

外未见用 UspA1 重组蛋白制备多克隆抗体的报

道。本研究通过对 UspA1蛋白进行生物信息学分

析，获取了胞外结构域中抗原表位最为丰富的肽

段，并对其密码子进行原核优化后获得了经修饰

的 uspa1 基因。通过全基因合成和分子克隆技术

构建了重组质粒 pET-28a-uspa1，经过诱导表达及

纯化获得重组蛋白 UspA1-His，进一步免疫新西

兰大白兔制备了抗 UspA1 蛋白 PcAb，为进一步

建立卡他莫拉菌快速检测技术奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌种、质粒及实验动物 

卡他莫拉菌 ATCC 25238 购自 ATCC。克隆

宿主菌 E. coli Top 10、表达宿主菌 E. coli Rosetta 

(DE3)、表达载体 pET-28a(+)均为本实验室保存。

新西兰大白兔由湖北省疾病预防控制中心提供。 

1.2  主要试剂 

核酸分子量标准、蛋白质分子量标准、彩色



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

104 

预染蛋白分子量标准、限制性内切酶 XhoⅠ和

NdeⅠ、T4 DNA连接酶、质粒 DNA小量试剂盒、

胶回收试剂盒均购自 TaKaRa 公司。96 孔板、羊

抗兔 IgG-HRP、TMB、硝酸纤维素膜、聚偏二氟

乙烯膜  (PVDF) 购自武汉博士德生物工程有限

公司。弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂购自 Sigma

公司。羧基水溶性量子点 (12−18 nm) 购自武汉

珈源量子点技术开发有限责任公司。组氨酸亲和

预装柱、Protein A亲和预装柱为 GE healthcare公

司产品。 

1.3  uspa1 基因克隆与重组表达载体 pET-28a- 

uspa1 的构建 

对天然 Mc 表面蛋白 UspA1 (GenBank 

accession number为 AAF36416) 进行生物信息学

分析，获取其胞外保守结构域中抗原表位最为丰

富的肽段 (522−710 aa)，找到其对应的 DNA编码

序列，引入大肠杆菌偏好性密码子，优化后在其

5′引入酶切位点 NdeⅠ、3′端引入终止信号 TAA

和酶切位点 XhoⅠ后化学合成全基因序列 (图 1)，

记为 uspa1 (由南京金斯瑞生物科技有限公司合成

后 连 于 载 体 pUC57-Sample 上 ) 。 将 质 粒

pUC57-Sample-uspa1和载体 pET-28a(+)双酶切回

收后进行连接。将连接产物转入 E. coli Top 10感

受态细胞中，用卡那霉素抗性平板和酶切鉴定筛

选阳性单克隆进行测序。选择测序未突变且读码

框正确的重组原核表达载体 pET-28a-uspa1。 

1.4  融合蛋白 UspA1-His 的表达、可溶性分析

及纯化 

将 重 组 载 体 pET-28a-uspa1 和 空 载 体

pET-28a(+)分别转入到 E. coli Rosetta (DE3) 表达

菌中，挑取单菌落加入到 100 mL含有硫酸卡那霉

素的 LB培养基中，220 r/min、37 ℃振荡培养 12 h，

取 1 mL接入 1 L含有硫酸卡那霉素的 LB培养基

中，220 r/min、37 ℃培养至OD600为 0.6，加入 IPTG

至终浓度为 1 mmol/L，37 ℃诱导表达 4 h，离心

收集菌体。菌体经超声裂解后，12 000 r/min 离心

15 min，收集上清。上清进行亲和层析纯化，得到

重组蛋白。 

1.5  抗UspA1-His融合蛋白PcAb的制备及纯化 

将上述纯化的重组 UspA1-His 融合蛋白稀释

后，按照 200 μg (1 mL) 与 1 mL弗氏完全佐剂混

匀乳化后免疫 2 只雄性新西兰大白兔，于背部皮

下多点注射。间隔 7 d后再免疫 1次，再过 14 d

后用上述纯化的重组 UspA1-His 融合蛋白按照 

 
 

 
 

 

图 1  uspa1 核苷酸基因全序列 

Fig. 1  The whole genome sequence of uspa1. The underlined sequences are recognition sites of restriction endonuclease. 
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200 μg (1 mL) 与 1 mL弗氏不完全佐剂混匀乳化

后进行加强免疫，加强免疫 7 d 后，再按上述同

样方法再加强免疫一次。7 d后取血以 UspA1-His

包被酶标板，间接 ELISA法测定效价。若效价大

于 1×105，则心脏采血，分离血清，否则需再进

行加强免疫。以 A蛋白亲和层析预装柱纯化 PcAb 

IgG，用 A280测定抗体浓度，并用磷酸盐缓冲液调

整为 1 mg/mL，–20 ℃保藏备用。 

1.6  抗 UspA1-His 融合蛋白 PcAb 的效价测定 

用间接 ELISA方法测定抗 UspA1-His融合蛋

白 PcAb 效价。以 4 μg/mL 的 UspA1-His 包被酶

标板 (100 μL/孔)，37 ℃恒温孵育 1 h，经洗涤、

封闭后，加入 100 μL倍比稀释的抗 UspA1-His融

合蛋白 PcA，初始浓度为 10 μg/mL。以辣根过氧

化物酶标记的羊抗兔 IgG (HRP-IgG) 为二抗进行

测定。阴性参照以免疫前血清代替一抗。根据

450 nm处吸光值 (OD450) 判断结果。判定方法，

S/N=(待检 OD450) / (阴性对照 OD450)。S/N>2.1为

阳性。以 S/N>2.1 所对应的抗体最高稀释倍数作

为该抗体的效价。 

1.7  抗 UspA1-His 融合蛋白 PcAb 鉴定 

1.7.1  Western blotting方法鉴定 

利用 Western blotting鉴定抗 UspA1-His融合

蛋白 PcAb 对天然 Mc 的识别能力。将 Mc 超声破

胞上清及 UspA1-His 融合蛋白处理后进行 SDS- 

PAGE分析。经转膜、干燥、封闭后，加入待检多

抗，以 HRP-IgG 为二抗进行反应。清洗后，以超

敏 ECL 化学发光即用型底物混合物完全覆盖印迹

膜 2–3 min，超灵敏多功能成像仪下获取胶片。 

1.7.2  免疫荧光方法鉴定 

利用直接免疫荧光法，鉴定 UspA1-His 融合

蛋白 PcAb对 Mc抗原的识别能力。首先用可溶性

羧基量子点标记抗 UspA1-His融合蛋白 PcAb (按

说明书操作)，经 1%琼脂糖凝胶电泳后紫外光下

观察标记效果。再以该标记抗体作为特异性荧光

抗体，将其滴加于固定有 Mc 菌液的载玻片上，

用水洗去多余未参加反应的荧光抗体。干燥后用

超分辨荧光显微镜观察 Mc 菌体与量子点标记抗

体的结合情况。 

1.7.3  间接 ELISA方法鉴定 

利用间接 ELISA法，测定 UspA1-His 融合蛋

白 PcAb 对 Mc 抗原的识别能力。以 Mc 菌液 

(OD460=0.504) 包被酶标板，封闭后加入 100 ng/mL

的待检抗体，以辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

IgG (HRP-IgG) 为二抗进行测定。阴性参照以待

检抗体缓冲液为一抗，阳性参照包被 UspA1-His

融合蛋白。根据 450 nm 处吸光值 (OD450) 判断

结果。判定方法：S/N= (待检 OD450) / (阴性对照

OD450)。S/N>2.1为阳性。 

2  结果与分析 

2.1  uspa1 基 因 克 隆 与 重 组 表 达 载 体

pET-28a-uspa1 的构建 

如图 2A 中显示，通过双酶切方法，从质粒

pUC57-Sample-uspa1中获得大小为 570 bp的目的

片段，重组质粒 pET-28a-uspa1经 NdeⅠ和 XhoⅠ

双酶切鉴定，出现大小与目的片段一致的条带 

(图 2B)。基因测序结果正确。 

2.2  融合蛋白 UspA1-His 表达与纯化 

对含质粒 pET-28a-uspa1 的重组菌进行诱导

表达，在 24 kDa处诱导表达出目的蛋白 (图 3A)。

超声裂解后在上清和沉淀中均含有目的蛋白。取

诱导表达上清用镍柱进行纯化，得到纯化的

UspA1-His。以 A280 测定蛋白浓度为 0.4 mg/mL  

(图 3B)。 

2.3  抗UspA1-His融合蛋白PcAb的制备及纯化 

兔子经 4 次免疫后，以间接 ELISA 测定血

清中抗体的效价可达到 1∶512 000 以上，经 A

蛋白亲和层析纯化后最终可获得 450 mg的特异

性抗体。 
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图 2  uspa1 基因克隆与重组表达载体 pET-28a-uspa1 的

构建 

Fig. 2  Cloning of uspa1 gene and construction of its 
recombinant expression vector pET-28a-uspa1. (A) Digestion of 
pET-28a and pUC57-Sample-uspa1 plasmid with restriction 

enzyme NdeⅠ and XhoⅠ. (B) Digestion of pET-28a-uspa1 

plasmid with restriction enzyme NdeⅠand XhoⅠ.  
 

2.4  间接 ELISA 测定抗 UspA1-His 融合蛋白

PcAb 的效价 

抗 UspA1-His 融合蛋白 PcAb 的效价测定结

果 (图 4) 显示，当用倍比稀释法将待检抗体稀释

512 000倍时，S/N=2.69>2.1，为阳性结果。若继

续稀释，S/N将小于 2.1，因此所得抗体的效价为

1∶512 000。 

 

 
 

 

 
图 3  UspA1-His 蛋白的表达与纯化 

Fig. 3  Expression and purification of recombinant 
protein UspA1. (A) Expression of recombinant protein 
UspA1. M: protein marker; lane 1: UspA1-His before 
expression; lane 2: UspA1-His after expression; lane 3: 
supernatant after ultrasonication; lane 4: precipitation after 
ultrasonication. (B) Purification of recombinant protein 
UspA1-His. M: protein marker; lane 1: flow-through 
solution; lane 2: elution buffer with 10 mmol/L glyoxaline; 
lane 3: elution buffer with 20 mmol/L glyoxaline; lane 4: 
elution buffer with 40 mmol/L glyoxaline; 5: elution buffer 
with 100 mmol/L glyoxaline; lane 6: elution buffer with 
150 mmol/L glyoxaline. 

 
2.5  抗 UspA1-His 融合蛋白 PcAb 鉴定 

2.5.1  Western blotting方法鉴定 

Western blotting鉴定抗体结果见图 5，泳道 1

中出现条带，表明抗 UspA1-His PcAb 能够识别

UspA1-His融合蛋白。泳道 2中 72–95 kDa之间出

现的条带与 UspA1 (88 kDa) 分子量大小相符，表

明抗 UspA1-His融合蛋白 PcAb能够识别Mc表面

蛋白 UspA1。 
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图 4  间接 ELISA 方法检测抗 UspA1-His 融合蛋白

PcAb 效价 

Fig. 4  The titer assay of the PcAb against recombinant 
protein UspA1-His. 

 

 
 

图 5  Western blotting 鉴定抗 UspA1-His 融合蛋白

PcAb 
Fig. 5  Identification of the PcAb against recombinant 
protein UspA1-His by Western blotting. M: protein 
marker; lane 1: recombinant protein UspA1-His; lane 2: 
supernatant of Mc after ultrasonication. 

 
2.5.2  免疫荧光方法鉴定 

用可溶性羧基量子点标记抗 UspA1-His 融合

蛋白 PcAb，1%琼脂糖凝胶电泳后紫外光下鉴定

结果见图 6A。结果显示，标记了抗体的量子 

 
 
图 6  免疫荧光法鉴定 

Fig. 6  Identification by direct immunofluorescence. (A) 
Detection of the labelled PcAb. Lane 1: the unlabelled 
PcAb; lane 2: the labelled PcAb. (B) The labelled PcAb’s 
recognition to Mc. 

 
点比未标记抗体的量子点分子量大，说明抗体标

记成功。量子点标记抗体与 Mc 菌体反应后，超

分辨荧光显微镜下观察结果见图 6B。结果显示，

视野中可观察到红色亮点，说明量子点标记 PcAb

能够识别 Mc表面蛋白 UspA1的胞外暴露区。 

2.5.3  间接 ELISA方法鉴定 

间 接 ELISA 法 鉴 定 抗 体 结 果 显 示 ，

S/N=46.701>2.1，结果为阳性，说明待检抗

UspA1-His融合蛋白 PcAb能有效识别 Mc表面蛋

白 UspA1 的胞外暴露区。该结果与 2.5.2 中免疫

荧光鉴定结果一致。 

3  讨论 

本研究对卡他莫拉菌UspA1蛋白进行生物信

息学分析，获取了其胞外保守结构域中抗原表位

最为丰富的肽段 (522−710 aa)，避免了多余肽段

的无效表达，提高了重组抗原的有效性。密码子

优化协调是进行蛋白质异源系统表达常用的手

段。本文对 uspa1 基因进行原核密码子优化后，

获得了可溶性表达的目的蛋白。重组表达的小分

子蛋白免疫原性强，免疫后所得多克隆抗体量大、

亲和力高。本文用 800 μg表达的重组蛋白 UspA1- 
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His免疫新西兰兔，经 4次免疫后得到总量 450 mg

的多克隆抗体，效价可达 1∶512 000。 

Ackermann等[26]研究发现 UspA1作为 Oca家

族成员，其保守功能域(742−832 aa)与 YadA、

EibA、Hia 等多个蛋白的相关结构域在三维结构

上高度相似，但氨基酸序列一致性很低 (最高为

10.99%)，因此本文依据该保守结构域及其附近区

域 (522−710 aa) 制备的多克隆抗体可保证其特

异性。 

本研究所制备的抗卡他莫拉菌表面蛋白

UspA1 胞外结构域的多克隆抗体不仅能识别

UspA1-His 重组蛋白，而且可识别 Mc 表面蛋白

UspA1 的胞外暴露区。该研究为进一步建立基于

抗原的卡他莫拉菌快速检测方法奠定了基础。 

目前，正在利用该表面暴露区制备相应的单

克隆抗体。单克隆抗体制备完成后将与该多克隆

抗体进行配对，制备基于量子点免疫层析的检测

试剂盒。 
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