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摘  要：【目的】利用表达纯化的猪丹毒杆菌表面保护性蛋白 SpaA，建立检测猪丹毒杆菌抗体

的间接 ELISA 方法。【方法】克隆扩增猪丹毒杆菌 SpaA 基因，并将 SpaA 基因与原核表达载体

pGEX-6P-1 连接，通过 PCR、双酶切及测序鉴定后，将阳性重组质粒转化入受体菌 E. coli Rosetta 

(DE3)，并利用 IPTG 进行诱导表达，SDS-PAGE 和 Western blot 鉴定表达产物。将 SpaA 重组

蛋白按不同浓度包被酶标板，通过方阵滴定法确定最佳抗原包被浓度及血清稀释度，并对其他

条件进行优化，最终建立检测猪丹毒杆菌抗体的间接 ELISA 方法。【结果】利用克隆表达的猪

丹毒杆菌 SpaA 蛋白作抗原，通过方阵滴定法确定蛋白最佳包被浓度为 1.0 mg/L，血清的最佳

稀释度为 1:100，建立了检测猪丹毒杆菌抗体的间接 ELISA 方法，批内及批间变异系数均小于

10%，具有较好的重复性及特异性。用建立的间接 ELISA 方法检测猪丹毒疫苗免疫后的健康猪

血清样品，检测结果与美国 TSZ 公司猪丹毒杆菌抗体检测试剂盒和 Western blot 鉴定结果进行

对比，两者总符合率分别为 92.20%、92.59%。【结论】试验利用原核表达的 SpaA 重组蛋白作

抗原建立的检测猪丹毒杆菌抗体的间接 ELISA 方法，特异性强、重复性好、敏感性高，可用

于猪丹毒杆菌的抗体检测及流行病学调查。 
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Abstract: [Objective] In the present study, an indirect ELISA was developed using the purified 
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recombinant SpaA protein for detection of the antibodies against Erysipelothrix rhusiopathiae. 
[Methods] Using gene recombination technology, the SpaA gene was cloned and inserted into 
prokaryotic expression vector pGEX-6P-1 and the recombinant expression vector was identified with 
PCR, restriction enzyme digestion and sequencing. The positive recombinant plasmid was then 
transformed into E. coli Rosetta(DE3) and induced by IPTG. The recombinant protein was detected 
by SDS-PAGE and Western blot. An indirect ELISA was developed with the purified protein at 
different concentrations and the optimal antigen concentration and serum dilution were determined 
by phalanx titration. The other assay conditions were also optimized. [Results] The optimal coating 
concentration of SpaA and serum dilution were 1.0 mg/L and 1:100, respectively. Both the intra- and 
inter-coefficient of variation were lower than 10%, suggesting its reproducibility and repeatability. 
The developed indirect ELISA method was compared with the ELISA kit supplied by TSZ and 
Western blot, the coincidence rate was 92.20% and 92.59% respectively. [Conclusion] The 
developed ELISA had good specificity, reproducibility and sensitivity. It could provide a reliable 
method for the clinical detection of Erysipelothrix rhusiopathiae and epidemiological investigations． 

Keywords: Erysipelothrix rhusiopathiae, Recombinant surface protect antigen A protein, Clone 
expression, Indirect ELISA, Establish 
 

猪丹毒 (Swine erysipelas)是由猪丹毒杆菌

(Erysipelothrix rhusiopathiae)引起的一种人畜共患

传染病，其临诊特征主要为高热、急性败血症、皮

肤疹块、慢性疣状心内膜炎及皮肤坏死与多发性非

化脓性关节炎[1]。目前，该病在世界上大多数国家

都有分布，呈散发或流行性发生，给养猪业造成了

很大的经济损失，也给人体健康带来威胁。 

由 SpaA 基因编码的猪丹毒杆菌表面保护性抗

原(Surface protective antigen，Spa)分为三类，即

SpaA、SpaB、SpaC，目前研究最多的是 SpaA蛋白。

SpaA基因的大小为 1 881 bp，它所编码的 SpaA蛋

白 主 要 是 由 N 端 的 免 疫 保 护 性 区 域

(Immunoprotection domain)和 C 端的细胞结合区域

(Cell-binding domain)组成。研究表明，SpaA 蛋白

具有良好的免疫原性，能激发机体产生具有保护性

的中和抗体[2]，是猪丹毒杆菌的主要免疫保护性抗

原，而且该抗原几乎存在于所有毒力较强的猪丹毒

杆菌中[3]。 

目前，猪丹毒杆菌抗体检测技术主要包括免疫

荧光抗体实验(Immunofluorescent antibody，IFA)、

间接血凝实验(Indirect hemagglutination test，IHA)、

酶联免疫吸附实验(Enzyme-linked immunosorbent 

assay，ELISA)[4-5]等。其中，IFA 敏感可靠但需要

昂贵的仪器设备，IHA敏感度较低且不能实现高通

量的检测样本，而 ELISA则具有操作简便、价格低

廉、试验周期短、快速敏感、无需复杂仪器设备、

易于大批量检测等优点。Imada 等以猪丹毒杆菌

SpaA蛋白作为包被抗原建立了间接 ELISA方法，

既能评价母源抗体水平和疫苗免疫效果，也能进行

野毒感染的监测[6]。Giménez-Lirola等采用 SpaA蛋

白建立的间接 ELISA 方法可测定不同血清型猪丹

毒杆菌抗体，不仅样品批量大，而且检测结果稳定[7]。

本实验将临床分离的猪丹毒杆菌(1a 型) SpaA 基因

克隆到原核表达载体 pGEX-6P-1(+)构建重组质粒

pGEX-6P-1-SpaA，在 E. coli Rosetta(DE3)菌中进行

优化表达，表达的重组蛋白进行 SDS-PAGE 和

Western blot分析。以纯化回收后 SpaA重组蛋白作

为包被抗原建立猪丹毒杆菌抗体的间接 ELISA 检

测方法，并将检测结果与美国 TSZ公司猪丹毒杆菌

抗体检测试剂盒和Western blot检测结果进行对比。

旨在研发一种简便、快速、特异的检测方法，为猪

群免疫监测和猪丹毒流行病学调查提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、载体和血清及培养基 

猪丹毒杆菌 HF20120609 (1a型)，大肠杆菌(E. 

coli) DH5α、Rosetta(DE3)菌株，原核表达载体

pGEX-6P-1，猪丹毒杆菌阴性血清和阳性血清，传
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染性胸膜肺炎放线杆菌(APP)，猪圆环病毒 2 型

(PCV2)，猪伪狂犬病毒(PRV)，副猪嗜血杆菌(HPS)，

猪瘟病毒(CSFV)，猪传染性胃肠炎病毒(TGEV)阳

性血清，均由安徽农业大学动物传染病实验室保存

提供；待检血清采自安徽地区部分猪场；含 0.6%酵

母浸膏胰酪胨大豆肉汤(TSB-YE)、含 0.6%酵母浸

膏胰酪胨大豆琼脂(TSA-YE)、LB 肉汤购自绍兴天

恒生物科技有限公司。 

1.2  主要试剂和仪器 

限制性内切酶 BamH I和 Xho I、T4 DNA连接

酶、Marker DL2000、10×Loading buffer购自宝生物

工程(大连)有限公司；DNA胶回收试剂盒和质粒抽

提试剂盒购自天根生物有限公司；谷胱甘肽 GST

琼脂糖凝胶 FF 购自北京瑞达恒辉科技发展有限公

司；新生小牛血清购自杭州四季青有限公司；牛血

清蛋白(BSA)、3,3′,5,5′-四甲基联苯胺(TMB)显色

液、未预染和预染标准蛋白Marker、甘氨酸、异丙

基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)、氨苄青霉素(Amp)、

30%丙烯酰胺溶液、考马斯亮蓝 R250、β-巯基乙醇

和二氨基联苯胺(DAB)购自上海生工生物工程技术

服务有限公司；十二烷基硫酸钠(SDS)、过硫酸铵、

三羟甲基氨基甲烷(Tris 碱)、HRP 标记羊抗猪 IgG

抗体(IgG-HRP)购自 SIGMA公司；酶标板购自美国

Costar 公司；商品化猪丹毒杆菌抗体检测试剂盒购

自美国 TSZ 公司(P8823)。台式高度冷冻离心机购

自德国BECKMAN公司；Tprofessional ThermoCycler

梯度 PCR仪购自德国耶拿分析仪器股份公司。 

1.3  目的蛋白的表达及鉴定  

1.3.1  引物的合成：根据 GenBank中已登录的猪丹

毒杆菌 SpaA基因主要免疫保护区N端序列(登录号

EF688017.1)，设计一对特异性引物，预期扩增片段

为 1 266 bp，引物由宝生物工程有限公司合成。 

引物序列如下(下划线部分为 BamH I和 Xho I

酶切位点)：P1：5′-CGCGGATCCATGGATTCGACA 

GATATTTCTGTGA-3′；P2：5′-CCGCTCGAGATTC 

GATTCGGGTTTTGATTGA-3′。 

1.3.2  目的片段扩增及重组质粒的构建：采用煮

沸法提取细菌基因组 DNA 为模板，进行 PCR 扩

增。反应体系：PCR Master mix 12.5 μL，10 μmol/L

上下游引物各 1 μL，1 μg/L DNA模板 1 μL，灭菌

双蒸水 9.5 μL。反应条件：95 °C 5 min；95 °C 1 min，

55 °C 1 min，72 °C 90 s，35个循环；72 °C 10 min。

反应结束后，将 PCR产物于 1.0%的琼脂糖凝胶进

行电泳，并用DNA凝胶回收试剂盒回收目的片段。

目的片段和 pGEX-6P-1载体用 BamH I和 Xho I双

酶切后经琼脂糖凝胶电泳回收，两者用 T4 DNA

连接酶于 16 °C连接过夜，连接产物转化入 E. coli 

DH5α感受态细胞，涂布于含 100 mg/L的 Amp的

LB平板。PCR菌落鉴定阳性的克隆进一步作测序

鉴定。测序由金斯瑞生物技术有限公司进行。 

1.3.3  SpaA 重组蛋白表达及纯化：重组质粒转化

表达菌 E. coli Rosetta(DE3)感受态细胞，挑取单菌

落接种于含 50 mg/L Amp的 2 mL LB液体培养基

中，37 °C、120 r/min振荡培养过夜，待其生长至对

数期时(OD620为 0.6)，加入 IPTG 诱导，摸索最佳

诱导条件表达，离心收集菌体。经超声破碎菌体后，

离心收集超声上清与谷胱甘肽GST琼脂糖凝胶 FF

在室温条件下振荡结合 1 h，用 20 mmol/L谷胱甘

肽溶液洗脱得到纯化目的蛋白。用核酸蛋白仪测定

纯化后的重组蛋白含量，并进行 SDS-PAGE分析。 

1.3.4  SpaA 重组蛋白的 Western blot 分析：将纯

化后的重组蛋白转印到硝酸纤维素膜上，含 5%脱

脂奶粉的封闭液中 4 °C过夜，以猪丹毒杆菌阳性血

清(1:100稀释)为一抗，37 °C作用 1 h，洗膜后用羊

抗猪 IgG-HRP (1:2 000稀释)为二抗，37 °C作用 1 h，

最后在 DAB缓冲溶液中显色。 

1.4  SpaA 重组蛋白间接 ELISA 方法的建立 

1.4.1  间接 ELISA 主要操作步骤：将纯化重组蛋

白进行适当稀释后加入酶标板，4 °C 包被过夜；

PBST (PBS 中加入 0.05%吐温 20)洗涤 3 次，加入

1% BSA，37 °C封闭 1 h；PBST洗涤 3次后加入稀

释的血清，37 °C作用 1 h；PBST洗涤 3次后加入
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稀释的羊抗猪 IgG-HRP，37 °C作用 1 h；PBST洗

涤 3 次后加入 TMB 底物显色，加入终止液，测定

OD450值。每个稀释度 3 个重复，取其平均值，计

算每个条件下 OD450,P/OD450,N 值。选择阳性血清

OD450值接近 1.0，OD450,P/OD450,N值最大的反应组

合作为间接 ELISA的最佳反应条件[8]。 

1.4.2  最佳抗原包被浓度和血清稀释度的确定：采

用方阵滴定法确定最佳抗原包被浓度和血清稀释

度。以 pH 9.6 的碳酸盐缓冲液将纯化重组蛋白作  

4个浓度梯度，分别稀释至终浓度为 4.0、2.0、1.0、      

0.5 mg/L，4 °C过夜包被酶标板。猪丹毒杆菌阴性

血清和阳性血清均按 1:50、1:100、1:200、1:400倍

稀释后进行方阵试验，测定 OD450值。 

1.4.3  封闭液种类的确定：以 1% BSA、2% BSA、

1%明胶、2%脱脂奶粉、5%血清为封闭液，37 °C

封闭 2 h，按照 ELISA操作程序测定。重复 3次操

作，取平均值，计算 P/N值。 

1.4.4  一抗最佳作用时间的选择：加入一抗后，分

别在 37 °C作用 30、60、90 min后进行间接 ELISA

测定。重复 3次操作，取平均值，计算 P/N值。 

1.4.5  二抗浓度的选择：按照上述确定好的最佳条

件依次进行包被、封闭、加入阴性血清和阳性血清

后，将羊抗猪 IgG-HRP 分别做 1:800、1:1 000、    

1:2 000、1:3 000稀释，按照间接 ELISA方法测定。

重复 3次操作，取平均值，计算 P/N值。  

1.4.6  二抗作用时间的选择：按照最佳条件进行包

被、封闭、加样，加入二抗后 37 °C分别孵育 30、

45、60 min，按照间接 ELISA方法测定。重复 3次

操作，取平均值，计算 P/N值。 

1.4.7  显色时间的确定：按照已确定的最佳条件进

行间接 ELISA试验，最后加入 TMB后分别显色 5、

10、15 min后测定 OD450值，重复 3次操作，取平

均值，计算 P/N值。 

1.4.8  临界值的确定：按照上述建立的间接 ELISA

方法检测 30 份已知猪丹毒杆菌抗体阴性血清，在

最佳反应条件下进行间接 ELISA 试验，测定其

OD450 值并进行统计学分析，计算平均值 x 和标准

差 s，以 OD450< x +2s 作为阴性判定标准，

OD450≥ x +3s 作为阳性判定标准，介于两者之间者

则判为可疑[8]。 

1.5  特异性试验 

用建立的间接 ELISA 方法检测未经稀释的

APP、HPS、PCV2、PRV、CSFV、TGEV阳性血清，

同时设置猪丹毒杆菌阳性、阴性血清对照，分析该

检测方法的特异性。 

1.6  重复性试验 

在相同试验条件下，随机选取 4份猪丹毒杆菌

抗体水平不同的血清样品，每份血清样品平行做  

6 个重复，用同一批次包被的纯化重组抗原建立的

ELISA方法检测，结果进行统计学分析，以检测批

内重复性。在相同试验条件下，随机选取 4份猪丹

毒杆菌抗体水平不同的血清样品，每份血清样品平

行做 3个重复，取平均值，用 6个不同批次包被的

纯化重组蛋白建立的 ELISA方法检测，结果进行统

计学分析，以检测批间重复性。 

1.7  比对试验 

临床采集 90份猪丹毒疫苗免疫后的健康猪血

清样品，应用建立的间接ELISA方法以及美国TSZ

公司生产的商品化试剂盒同步进行猪丹毒杆菌抗

体的检测，比较检测结果，计算二者符合率、敏感

性和特异性。符合率=(阳性结果相同样本数+阴性

结果相同样本数)/总样本数；敏感性=阳性结果相

同样本数/商品化试剂盒检测的阳性样本数；特异

性=阴性结果相同样本数/商品化试剂盒检测的阴

性样本数。 

临床采集 54 份猪丹毒疫苗免疫后的健康猪

血清样品，应用建立的间接 ELISA方法进行猪丹

毒杆菌抗体的检测，同时采用 Western blot进行鉴

定。比较检测结果，计算二者符合率、敏感性和

特异性。 
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2  结果与分析  

2.1  SpaA 基因的扩增 

经 PCR扩增和琼脂糖凝胶电泳检测，得到与预

期片段大小(1 266 bp)相符的 DNA条带(图 1)。 

2.2  重组质粒的鉴定 

将经 PCR鉴定为阳性的重组质粒双酶切后，可

见约 1 266 bp的目的条带和 4 900 bp的质粒条带 

(图2)。重组质粒pGEX-6P-1-SpaA的测序结果显示，

片段大小与预期相符。 
 

 
 

图 1  猪丹毒杆菌 SpaA 基因 PCR 扩增结果  
Figure 1  PCR amplification of SpaA gene of Erysipelothrix 
rhusiopathiae 
注：M：DNA marker DL2000；1–2：SpaA PCR产物；3：阴性对照. 
Note: M: DNA marker DL2000; 1–2: PCR product of SpaA; 3: 
Negative control. 

 

 
 

图 2  重组质粒的双酶切鉴定 
Figure 2  Restrictive digestion of recombinant plasmid 
注：M：Marker DL10000；1：BamHⅠ/XhoⅠ双酶切重组质粒

pGEX-6P-1-SpaA；2：阴性对照. 
Note: M: Marker DL10000; 1: Digested pGEX-6P-1-SpaA; 2: 
Negative control. 

2.3  重组蛋白的诱导表达及纯化    

经 IPTG (终浓度 0.6 mmol/L) 37 °C诱导 4 h时

蛋白表达量最大，在预期的 75 kD处出现目的蛋白

条带。重组蛋白主要以可溶性蛋白形式存在。纯化

后的重组蛋白含量为 232 mg/L (图 3)。 

2.4  重组蛋白的 Western blot 分析  

Western blot结果显示，在 75 kD处出现明显的

特异性条带，而非诱导后的裂解产物则无特异性条

带，表明目的基因在 E. coli Rosetta(DE3)中得到正

确表达，表达产物能够与猪丹毒杆菌阳性血清发生

特异性结合，具有良好的反应原性(图 4)。 
 

 
 

图 3  重组 SpaA 蛋白表达与纯化的 SDS-PAGE 分析 
Figure 3  SDS-PAGE analysis of recombinant SpaA 
protein expression and purification 
注：M：蛋白质分子质量标准；1：诱导后重组菌裂解物；2：诱导

前重组菌裂解物；3：诱导后的 pET-32a(+)重组菌；4：超声上清；

5：超声沉淀；6：纯化前的重组蛋白；7：纯化后的重组蛋白. 
Note: M: Protein molecular weight marker; 1: Recombinant 
bacterial extract after induction; 2: Recombinant bacterial extract 
before induction; 3: Induced pET-32a(+) recombinant; 4: 
Supernatant after ultrasonic disruption; 5: Pellets after ultrasonic 
disruption; 6; Recombinant protein before purification; 7: Purified 
recombinant protein.  
 

 
 

图 4  重组蛋白的 Western blot 鉴定 
Figure 4  Western blot analysis of recombinant SpaA protein 
注：M：蛋白质分子质量标准；1：诱导后的裂解产物；2：非

诱导后的裂解产物. 
Note: M: Protein marker; 1: Lysate of induced bacteria; 2: Lysate 
of non-induced bacteria. 
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2.5  SpaA 重组蛋白间接 ELISA 方法的建立 

2.5.1  最佳抗原包被浓度和血清稀释度的确定：方

阵滴定法结果显示(表 1)，当 SpaA重组蛋白的包被

浓度为 1.0 μg/mL，血清稀释度为 1:100时，阳性血

清 OD450值接近 1.0，且 P/N 值最大。因此，确定

1.0 μg/mL 蛋白包被浓度为最佳浓度，血清最佳稀

释度为 1:100。 

2.5.2  封闭液种类的确定：表 2显示，以 1% BSA

作为封闭液时，阳性血清 OD450值接近 1.0，P/N值

最大。因此，确定 1% BSA为最佳的封闭液。 

 
表 1  最佳抗原包被浓度和血清稀释度的确定 

Table 1  Determination of the coating concentration of antigen and serum dilution 

抗原包被浓度 

Coating concentration of 
antigen (μg/mL) 

指标 

Index 

血清稀释度 Serum dilutions 

1:50 1:100 1:200 1:400 

4 

OD450,P 1.403 1.151 0.834 0.526 

OD450,N 0.463 0.238 0.189 0.148 

OD450,P/OD450,N 3.030 4.840 4.410 3.550 

2 

OD450,P 1.225 1.103 0.664 0.659 

OD450,N 0.358 0.259 0.177 0.154 

OD450,P/OD450,N 3.420 4.260 3.750 4.280 

1 

OD450,P 1.398 1.074 0.707 0.473 

OD450,N 0.394 0.210 0.174 0.142 

OD450,P/OD450,N 3.550 5.110 4.060 3.330 

0.5 

OD450,P 1.279 1.118 0.653 0.518 

OD450,N 0.371 0.244 0.209 0.156 

OD450,P/OD450,N 3.450 4.580 3.120 3.320 

 
2.5.3  血清最佳作用时间的确定：表 3显示，当血

清作用 60 min时，阳性血清 OD450值接近 1.0，P/N

值最大。因此，血清最佳作用时间是 60 min。 

2.5.4  二抗浓度和作用时间的确定：表 4 和表 5

显示，二抗以 1:1 000稀释，37 °C作用 45 min时，

阳性血清 OD450值接近 1.0，P/N 值最大。因此，

二抗的最佳作用浓度 1:1 000，最佳作用时间是   

45 min。 

 
表 2  封闭液的确定 

Table 2  Determination of optional blocking solution 

指标 

Index 

1% 
BSA 

2% 
BSA 

5%胎牛血清

5% Fetal 
bovine serum 

2%脱脂奶粉

2% Skimmed 
milk powder 

1%明胶

1% 
Gelatin

OD450,P 0.962 1.349 1.716 0.804 0.686 

OD450,N 0.220 0.363 0.644 0.263 0.329 

OD450,P/ 
OD450,N 

4.370 3.720 2.660 3.060 2.090 
 

表 3  血清最佳作用时间的确定 
Table 3  Determination of serum incubation time 

指标 

Index 
30 min 60 min 90 min 

OD450,P 0.845 1.035 1.331 

OD450,N 0.192 0.215 0.383 

OD450,P/OD450,N 4.400 4.810 3.480 

 
表 4  二抗浓度的确定 

Table 4  Determination of goat-anti-swine-HRP dilution

二抗稀释倍数 

Goat-anti-swine-HRP 
dilution 

OD450,P OD450,N 
OD450,P/
OD450,N

1:800 1.441 0.371 3.880 

1:1 000 1.062 0.214 4.960 

1:2 000 0.756 0.199 3.800 

1:3 000 0.493 0.135 3.650 
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2.5.5  最佳显色时间的确定：表 6显示，TMB显色

时间为 10 min时，阳性血清 OD450值接近 1.0，P/N

值最大。因此，最佳的显色时间是 10 min。 

2.5.6  临界值的确定：统计 30 份阴性血清样品

OD450值，计算平均值 x =0.285，标准差 s=0.063，

x +2s =0.411，x +3s =0.474。因此血清样品的 OD450

值<0.411 判为阴性，OD450 值≥0.474 判为阳性， 

 
表 5  二抗作用时间的确定 

Table 5  Determination of different goat-anti-swine-HRP 
reaction time 

指标 

Index 
30 min 45 min 60 min 

OD450,P 0.730 1.152 1.351 

OD450,N 0.192 0.216 0.297 

OD450,P/OD450,N 3.800 5.330 4.550 

 
表 6  显色时间的确定 

Table 6  Determination of substrate reaction time 
指标 

Index 
5 min 10 min 15 min 

OD450,P 0.746 1.157 1.429 

OD450,N 0.126 0.193 0.397 

OD450,P/OD450,N 5.130 5.990 3.690 

 

0.411≤OD450 值<0.474判为可疑。 

2.6  特异性试验结果 

利用建立的间接 ELISA方法检测 APP、HPS、

PCV2、PRV、CSFV、TGEV 阳性血清，结果均为

阴性，猪丹毒杆菌阴性、阳性血清对照均成立    

(表 7)。表明建立的间接 ELISA 检测方法具有较好

的特异性。 

2.7  重复性试验 

表 8显示，批内重复试验变异系数均小于 10%，

表明批内重复性较好；表 9显示，批间重复试验变

异系数均小于 10%，表明批间重复性较好。 

 

表 7  特异性试验结果 
Table 7  Result of the specificity test 

血清 Serum OD450 结果 Result 

APP 0.273 − 

HPS 0.175 − 

PCV2 0.053 − 

PRV 0.124 − 

CSFV 0.195 − 

TGEV 0.149 − 

阳性对照 

Positive control 
1.140 + 

阴性对照 

Negative control 
0.192 − 

 

 
表 8  批内重复试验结果 

Table 8  Result of the intro-batch duplicability test 

血清编号 

Serum No. 

各重复孔的 OD450
  Duplicability’s OD450 

平均值 

x  

标准差 

s 

变异系数

CV (%) 
1st 2nd 3rd 4th 5th 6th 

1 1.083 1.162 1.045 1.137 1.129 1.055 1.102 0.048 4.33 

2 0.823 0.721 0.819 0.852 0.773 0.759 0.791 0.049 6.13 

3 1.241 1.257 1.173 1.196 1.204 1.276 0.040 0.032 2.49 

4 1.415 1.533 1.514 1.426 1.431 1.429 0.051 0.035 3.23 
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表 9  批间重复试验结果 
Table 9  Result of the inter-batch duplicability test 

血清编号 

Serum No. 

各批次的 OD450值 OD450 values of different batch 平均值 

x  

标准差 

s 

变异系数

CV (%) 1st 2nd 3rd 4th 5th 6th 

1 1.073 1.026 0.993 0.937 1.065 1.039 1.022 0.050 4.95 

2 0.826 0.877 0.923 0.854 0.947 0.912 0.890 0.046 5.12 

3 1.125 1.107 1.243 1.258 1.164 1.257 1.192 0.069 5.77 

4 0.792 0.749 0.814 0.803 0.776 0.842 0.796 0.032 4.02 

 

2.8  比对试验 

建立的间接 ELISA 方法与美国 TSZ 公司商品

化试剂盒的检测结果符合率为 92.2%，敏感性为

96.0%，特异性为 73.3% (表 10)。 

应用建立的间接 ELISA 方法的检测结果与

Western blot的鉴定结果符合率为 92.59%，敏感性

为 93.33%，特异性为 88.89% (表 11)。 

 
表 10  间接 ELISA 和美国 TSZ 公司试剂盒检测结果比较

Table 10  The result of ELISA compared with US TSZ 
company kit 

项目 

Item 

阳性 

Positive 

阴性 

Negative

总数

Total

建立间接 ELISA方法 

The developed indirect ELISA 
76 14 90 

美国 TSZ公司试剂盒 

US TSZ company kit 
75 15 90 

符合数 

Coincidence numbers 
72 11 83 

符合率 

Coincidence rates (%) 
92.2 

 
表 11  间接 ELISA 和 Western blot 鉴定结果比较 

Table 11  The result of ELISA compared with Western blot

项目 

Item 

阳性 

Positive 

阴性 

Negative

总数

Total

建立间接 ELISA方法 

The developed indirect ELISA 
43 11 54

Western blot 45 9 54

符合数  

Coincidence numbers  
42 8 50

符合率 

Coincidence rates (%) 
92.59 

3  讨论 

自 Pasteur在 1882年首次从病死猪的皮肤血管

中分离到猪丹毒杆菌之后，猪丹毒便逐渐出现在人

们的视野中[9]。20世纪 80年代和 90年代初，猪丹

毒、猪瘟和猪肺疫并称为影响我国养猪业的三大传

染病。随着规模化养殖中抗生素和疫苗的普遍使

用，猪丹毒得到控制并逐渐淡出了人们的视线。然

而，近几年我国江西、浙江、湖南、四川、云南、

广州、福建以及安徽等地均有猪丹毒散发的报   

道[10-11]；美国、日本、巴西、泰国、加拿大等国猪

丹毒的发生也有明显的增多[12-13]；猪丹毒似乎又有

卷土重来之势，给养殖业带来了很大的经济损失。

目前免疫接种是预防和控制猪丹毒的重要措施。因

此，建立一种特异、敏感、快速检测猪丹毒杆菌抗

体的方法，对于合理评价猪丹毒疫苗的免疫效果具

有重要的意义[4]。 

猪丹毒杆菌血清型众多，作为主要免疫保护性

抗原的 SpaA蛋白存在于毒力较强的血清型 1a、1b、

2、5、8、9、12、15、16、17 和 N 型的菌株中，

而临床猪丹毒杆菌分离菌则以血清型 1a、1b、2型

为主，这 3种血清型中的 SpaA 蛋白又具有高保守

性和同源性[14-16]，从而为其作为疫苗、诊断制剂的

研发、应用提供了支持。SpaA 蛋白主要保护功能

的核心片段为 N端[17]。Imada等克隆和表达了位于

SpaA蛋白 N端 348个氨基酸(第 61个到第 408个

氨基酸)，能防止猪感染猪丹毒杆菌[18]。Shimoji 等

证明 SpaA蛋白 N端的 2/3区域可刺激小鼠免疫系

统产生较高水平保护性抗体，从而抵御猪丹毒杆菌

的侵袭[19]。刘丹丹等克隆和表达的 SpaA 蛋白 N 端
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免疫保护区，能完全保护小鼠免受猪丹毒杆菌强毒

株的攻击[20]。李伟杰等通过 SpaA蛋白的序列分析和

结构预测，提出 SpaA蛋白无跨膜区域，可以实现较

高量及可溶性表达[21]。本实验去除了 SpaA蛋白前端

信号肽序列及 C端重复序列，克隆与表达 N端免疫

保护区，亲和层析法纯化蛋白，Western blot鉴定表

达蛋白具有良好的反应原性，从而为建立检测猪丹

毒杆菌抗体的间接 ELISA方法奠定了良好基础。 

本实验进一步应用重组表达纯化的猪丹毒杆

菌 SpaA蛋白作为包被抗原，通过对抗原包被浓度、

血清稀释度和酶标二抗最佳稀释度等条件的优化，

建立了猪丹毒杆菌抗体间接 ELISA检测方法。通过

特异性试验、重复性试验及比对试验，证明建立的

间接 ELISA方法特异性良好、重复性好。应用该方

法和商品化 ELISA 检测试剂盒同步对猪丹毒疫苗

免疫的健康猪血清样品进行检测，敏感性 96.0%，

总符合率 92.2%；应用该方法和Western blot同步对

猪丹毒疫苗免疫的健康猪血清样品进行检测与鉴

定，敏感性 93.33%，总符合率 92.59%。综合证明

本实验所建立的间接 ELISA 检测结果与美国 TSZ

公司猪丹毒杆菌抗体检测试剂盒以及 Western blot

鉴定结果具有较高的一致性。相比 Imada 及

Giménez-Lirola等的研究结果[6-7]，本实验所建立的

ELISA 方法还需要扩大对临床不同样品的检测应

用，从而进一步验证该法可作为一种可靠的技术手

段用于猪丹毒杆菌的抗体检测及流行病学调查。 
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科技信息摘录 

科学家首次在细菌中发现朊病毒 
朊病毒作为一种病原体，因为能够引发包括疯牛病在内的退行性脑病而广为人知。如今，科学家首次在细菌中发现了这

种病毒。 
研究人员发现，当被插入酵母和大肠杆菌后，一种蛋白质在肉毒杆菌(能够导致肉毒中毒的一种微生物)中的片段会表现

得像一种朊病毒。研究人员在 1月 13日出版的美国《科学》杂志上报告了这一研究成果。 
朊病毒由许多在结构上以不同方式折叠的蛋白质构成。通过将一种蛋白质的正常形式转化为朊病毒，这种蛋白质的朊病

毒版本能够以传染的方式长期存在下去。 
科学家最早在 20世纪 80年代发现了朊病毒，它被视作潜藏在一种被称为传染性海绵状脑病的致命脑部背后的病原体。

从那时开始，研究人员相继在哺乳动物、昆虫、蠕虫、植物和真菌中发现了错误折叠的蛋白质，并且知道并非所有的朊病毒
都会对宿主造成伤害。 
然而迄今为止，朊蛋白只在真核生物的细胞中被发现，这类生物包括动物、植物和真菌。 
在这项最新研究中，研究人员利用能够在酵母中识别可以形成朊病毒的蛋白质的软件分析了大约 6万个细菌基因组。他

们聚焦于细菌蛋白质 Rho的一个片段。 
在许多细菌中——例如肉毒杆菌和大肠杆菌，Rho都是基因表达的一种全局性调节因子，这意味着它能够控制许多基因

的活性。 
研究人员发现，当来自肉毒杆菌的 Rho 的潜在朊病毒形成片段被插入大肠杆菌后，一团错误折叠的蛋白质具有了由朊

病毒形成的大多数特征。此外，这种蛋白质片段被插入酵母后，能够取代一种已知可以形成朊病毒的酵母蛋白质的功能。 
研究人员同时注意到，尽管普通版本的 Rho 能够在大肠杆菌中抑制基因的活性，但是当蛋白质处于其朊病毒形式时，

许多基因是活跃的。 
这项研究的共同作者、美国马萨诸塞州波士顿市哈佛医学院细菌遗传学家 Ann Hochschild认为，这意味着朊病毒可能会

让细菌适应特定种类的环境压力。例如，科学家发现，与携带了正常版本 Rho 的细菌相比，被 Rho 的朊病毒版本修改后的
大肠杆菌能够更好地适应暴露在乙醇之中。 
这些发现表明，朊病毒的存在早于真核生物与细菌在距今约 23亿年前在进化上分离的时间。“朊病毒在自然界可能比科

学家之前认为的更加普遍。”Hochschild说，“我们相信在细菌中还会发现其他能够形成朊病毒的蛋白质。” 
由于朊病毒是可以遗传的，因此这一发现表明这些蛋白质在不需要基因突变的前提下便能够让细菌传递相关特征。马萨

诸塞大学阿莫斯特分校细菌生物化学家 Peter Chien 表示，“当细菌需要对环境做出快速反应时，例如处理抗生素”，它就会
派上用场。 

Chien表示，研究人员下一步需要确认 Rho能够像一种朊病毒一样在它的自然宿主中产生作用。但 Chien强调，这可能
会很困难，因为与传统实验室生物体，例如大肠杆菌相比，肉毒杆菌较难在遗传实验中进行处理。 
纽约州伊萨卡市康奈尔大学分子生物学家 Jeffrey Roberts表示，发展在细菌中进行朊病毒实验的能力，将有助于揭示更

多关于人类朊病毒的行为，这可能与包括阿尔茨海默氏症和帕金森氏症等在内的疾病有关。 
朊病毒是一类能侵染动物并在宿主细胞内复制的小分子无免疫性疏水蛋白质。朊病毒与常规病毒一样，具有可滤过性、

传染性、致病性、对宿主范围的特异性，但它比已知的最小常规病毒小得多(30−50 nm)；电镜下观察不到病毒粒子的结构，
且不呈现免疫效应，不诱发干扰素产生，也不受干扰作用。朊病毒对人类最大的威胁是可以导致人类和家畜患中枢神经系统
退化性病变，最终不治而亡，因此世界卫生组织将朊病毒病和艾滋病并列为危害人体健康的顽疾。 

——摘自《科学网》2016-01-17 
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