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快速检测土壤中类鼻疽伯霍尔德杆菌的双抗体夹心ＥＬＩＳＡ法的建立
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　　摘　要：目的　建立快速检测土壤中类鼻疽伯霍尔德杆菌（犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻）的双抗体夹心酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）法，用

于该菌疫源地的流行病学调查。方法　通过基因工程克隆并表达犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻的特异性鞭毛蛋白，纯化后免疫小鼠，制备针

对特异性犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻鞭毛蛋白的单克隆抗体。以单克隆抗体为捕获抗体，全菌体多克隆抗体为检测抗体，建立双抗体夹心

ＥＬＩＳＡ方法。结果　成功建立双抗夹心ＥＬＩＳＡ法，采用该法对土壤中细菌进行检测，其敏感性和特异性分别为１００％（１５／１５）和

９７．５％（４０／４１）；对广西地区１５４个土壤样品进行检测，１２个土壤样品为阳性。结论　双抗体夹心ＥＬＩＳＡ法对土壤中犅．狆狊犲狌

犱狅犿犪犾犾犲犻检测的敏感性和特异性好，可用于类鼻疽的流行病学调查。
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　　类鼻疽伯霍尔德杆菌（犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻）是一种革兰阴性

短杆菌，主要分布于东南亚和澳大利亚东北部的稻田、橡胶园、

田野、耕地以及水源地附近，是导致人和动物类鼻疽病的病原

体。流行病学调查表明，类鼻疽病例多发于南、北纬２０°之间的

赤道地区，它是导致泰国东北部以及澳大利亚人群中２０％的

获得性败血症患者和２０％～４０％的菌血症患者死亡的主要原

因［１２］。中国于１９９０年发现第１例类鼻疽病例，之后陆续在广

东、广西和海南省等发现动物和人的类鼻疽病例［３５］，并分离出

犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻，但是，目前关于该菌的详细分布情况尚不清

楚［６］，国内对其检测和鉴定还停留在分离培养（金标准）的水平

上，分离培养耗时长，一般需２～３周的时间
［７］。本课题组为建

立快速检测土壤犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲方法，采用其特异性鞭毛抗原

的单克隆抗体作为捕获抗体，建立双抗体夹心酶联免疫吸附测

定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法，直接检测

土壤中犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻，并采用此法对类鼻疽疫源地———中国

广西的土壤样品进行检测，现将研究结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　 细菌菌株 　犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻ＣＶＣＣ６７００４ 与 ＣＶＣＣ

５３００１、犅．犿犪犾犾犲犻ＣＶＣＣ３２６购自中国兽医兽药监查所菌种保

藏中心，研究所用的其他１３株犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻由本实验室自

广西地区采集的土壤样品中分离获得，其他病原微生物由西安

交通大学医学院馈赠。

１．２　特异性鞭毛抗原的克隆与表达　根据犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻

Ｋ９６２４３的鞭毛蛋白基因序列（ＧｅｎｂａｎｋＡｃｃ．Ｎｏ．ＢＸ５７１９６６）设

计引物，犳犾犻１：５′ＡＡＡＡＧＡＡＴＴＣＧＣＧＴＣＧＧＣＧＣＴＧＣＡ

ＡＣＡＧＧＡＡＣＴＣＧ３′；犳犾犻２：５′ＡＡＡＡＡＡＧＣＴＴＴＴＡＣＡ

ＴＣＧＣＣＴＧＧＴＡＣＧＣＧＣＣＣＧＴＣＴＧＣ３′。采用天根生化

科技 （北 京）有 限 公 司 细 菌 基 因 组 提 取 试 剂 盒 进 行

犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻全基因组ＤＮＡ的提取。聚合酶链反应（ｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增产物用限制性内切酶犈犮狅犚Ⅰ

和犎犻狀犱Ⅲ酶切后连接至表达载体ｐＥＴ２８ａ（Ｎｏｖａｇｅｎ公司），得

到重组载体ｐＥＴ犳犾犻Ｃ。鞭毛蛋白基因由上海英俊生物技术

·０６０１· 国际检验医学杂志２０１３年５月第３４卷第９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．９
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有限公司测序后提交并在 Ｇｅｎｂａｎｋ（Ａｃｃ．Ｎｏ．Ｕ７３８４８）发表。

重组载体ｐＥＴ犳犾犻Ｃ转化到表达菌株大肠埃希菌ＢＬ２１中，在

抗性培养基上筛选获得大肠埃希菌重组菌株 ＥｐＥＴ犳犾犻Ｃ。

重组菌株在含相应抗菌药的ＬＢ（ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ）培养基中培养

过夜，然后接种到新鲜的ＬＢ培养基中，３７℃震荡培养３ｈ后，

加入１μｇ／ｍＬ异丙基Ｄ硫代半乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌｂｅｔａＤｔｈｉｏ

ｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ），３０℃诱导４ｈ后，４℃离心１０ｍｉｎ

（离心半径８ｃｍ，１２０００ｒ／ｍｉｎ），收集菌液，储存于－２０℃冰箱

中备用。采用 ＨｉｓＢｉｎｄ?亲和层析柱（Ｎｏｖａｇｅｎ公司）纯化犅．

狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻鞭毛蛋白。采用蛋白浓度检测试剂盒（北京百泰

克生物技术有限公司）对纯化蛋白采用二辛可宁酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏ

ｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）法进行浓度测定。

１．３　单克隆抗体的获得　取１０μｇ纯化鞭毛抗原，用弗氏完

全佐剂混匀后，腹腔内注射接种 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（合格证号：

２００５Ａ０１３），免疫２周后，取出小鼠的脾脏，小鼠脾细胞在体外

用１μｇ的鞭毛抗原免疫；２ｄ后，脾细胞与骨髓瘤细胞（Ｐ３ｘ６３

Ａｇ８．６５３）融合，采用间接 ＥＬＩＳＡ法监测杂交细胞的抗体水

平。间接ＥＬＩＳＡ是用５μｇ／ｍＬ的全菌体蛋白包被９６孔板，辣

根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的羊抗鼠二

抗作为检测抗体。阳性的杂交克隆再用限制性稀释法重新克

隆２次。将包含抗体的上清液浓缩１０倍后储存于－２０℃冰

箱。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测抗体的特异性。

１．４　全菌体多克隆抗体的获得　５００μｇ纯化全菌体用弗氏

完全佐 剂 混 匀 后，皮 下 注 射 新 西 兰 大 白 兔 （合 格 证 号：

００３０００４），２周后加强免疫１次；１个月后收集兔血清作为全菌

体多克隆抗体。用间接ＥＬＩＳＡ法检测去全菌体多克隆抗体的

效价。间接ＥＬＩＳＡ是用５μｇ／ｍＬ的全菌体蛋白包被９６孔板，

ＨＲＰ标记的羊抗兔二抗作为检测抗体。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检

测抗体的特异性。

１．５　双抗体夹心ＥＬＩＳＡ 试剂盒的研制　以５μｇ／ｍＬ单克隆

抗体溶液包被９６孔板，用 ＨＲＰ标记的犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻全菌

体多克隆抗体作为二抗，试剂盒的制作采用单克隆抗体稀释液

（１００μＬ／孔）包被９６孔板的方法。理想的抗体稀释浓度由抗

体滴度决定。捕获抗体溶于０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳酸盐缓冲液（ｐＨ

９．５），按每孔１００ｍＬ包被后置于４℃冰箱过夜。检测样品加

入９６孔板后孵育９０ｍｉｎ，然后用含吐温２０的磷酸盐缓冲溶

液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈＴｗｅｅｎ２０，ＰＢＳＴ）冲洗４

次，加入 ＨＲＰ标记的全菌体二抗，孵育３０ｍｉｎ，加入检测Ａ、Ｂ

液各１滴，孵育１０ｍｉｎ，加入５０μＬＨ２ＳＯ４（２．５ｍｏｌ／Ｌ）终止反

应，于４５０ｎｍ波长处检测光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。

１．６　土壤中犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻的检测　用广西稻田土壤作为

典型土壤。分别将不同浓度犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻接种到１ｇ疫源

地稻田土壤中，然后加入９ｍＬＬＢ培养基（含庆大霉素和黏杆

菌素各１００μｇ／ｍＬ），３７℃静置培养，每隔４ｈ取１００μＬ上清

液用于双抗体夹心ＥＬＩＳＡ的检测。

１．７　土壤样品的检测　采用建立的ＥＬＩＳＡ试剂盒检测２００７

年１２月在广西采集的１５４份稻田土壤样品。样品来自７７个

采样地点（每个地点采集２个样品）距地面深３０～６０ｃｍ的土

壤，每份约１０ｇ，置于灭菌塑料袋中，所有样品进行分离培养

鉴定。

２　结　　果

２．１　单克隆抗体和多克隆抗体的特异性检测　鞭毛抗原免疫

小鼠后，通过淋巴细胞瘤单克隆抗体技术，共得到５株单克隆

抗体杂交瘤细胞株（即１＃、２＃、３＃、４＃、５＃），其中３＃单克

隆抗体对全菌体细胞的滴度为１∶４０００００，效价最高。多克隆

抗体对全菌体细胞的滴度为１∶２０００００，因此，用３＃单克隆

抗体作为双抗体夹心ＥＬＩＳＡ试剂盒的捕获抗体，多克隆抗体

为标记抗体用于该试剂盒的研制。

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测抗体的特异性　纯化的鞭毛抗原经十

二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ

ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）后转到醋酸纤

维膜上，用３＃单克隆抗体作为一抗与鞭毛抗原杂交，用碱性

磷酸酶标记的羊抗鼠二抗进行标记（图１）。结果表明３＃单克

隆抗体是鞭毛抗原的特异性抗体。

图１　　鞭毛蛋白的单克隆抗体检测（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

２．３　双抗体夹心ＥＬＩＳＡ的敏感性和特异性检测　１５株犅．

狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻均检测为阳性，肠球菌有弱阳性。双抗体夹心

ＥＬＩＳＡ试剂盒检测经ＬＢ培养基培养的犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻的敏

感性和特异性分别为１００．００％（１５／１５）和９７．５６％（４０／４１）。

采用犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻培养基检测敏感性，结果表明，检测试剂

盒的最低检测浓度为１０５ＣＦＵ／ｍＬ（图２）。

图２　　ＥＬＩＳＡ检测的敏感性

２．４　土壤中犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻的敏感性检测　以ＯＤ４５０值大于

０．５作为阳性判读标准，土壤中犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻的检测结果见

表１。细菌浓度低于１０ＣＦＵ／ｍＬ时，土壤标本检测结果为阴

性；大于１０ＣＦＵ／ｍＬ时，土壤标本检测结果出现阳性。

表１　　检测不同细菌浓度及不同培养时间的土壤培养

　物中犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻的ＯＤ４５０值

细菌浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ）
４ｈ ８ｈ １２ｈ １８ｈ ２４ｈ ３０ｈ ３６ｈ ４８ｈ

＜５ ０．１２３ ０．１３４ ０．１４５ ０．１４８ ０．１５２ ０．１６４ ０．１８０ ０．２０３

５～＜１０ ０．１２１ ０．１２３ ０．１２８ ０．１３４ ０．１４５ ０．１４６ ０．１４７ ０．１５６

１０～＜５０ ０．１２０ ０．１３３ ０．１５０ ０．３４５ ０．６８６ １．４８０ ２．３６５ ２．８９１

≥５０ ０．１３０ ０．１５３ ０．２８９ ０．４３３ ０．７５３ １．９０４ ２．７８２ ３．１１２

２．５　标准培养与双抗体夹心ＥＬＩＳＡ试剂盒检测方法比较　

１５４个广西土壤样品中，标准培养检测，样品均呈阳性结果；双

抗体夹心ＥＬＩＳＡ试剂盒检测，１２个样品呈阳性，有１个样品

呈为阴性，见表２。
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表２　　标准培养与双抗体夹心ＥＬＩＳＡ试剂盒对

　犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻检测的比较

土壤样品 标准培养 ＥＬＩＳＡ试剂盒 细菌浓度（ＣＦＵ／ｇ）

中东１ 阳性 阳性 ３３７

中东２ 阳性 阳性 ４０２

南宁１ 阳性 阳性 １０３

南宁２ 阳性 阳性 ７３

南宁３ 阳性 阳性 ２７

南宁４ 阳性 阳性 ２０３

钦州１ 阳性 阳性 １８９

钦州２ 阳性 阳性 ５２１

钦州３ 阳性 阴性 ２３

防城１ 阳性 阳性 ３５４

防城２ 阳性 阳性 ２６７

北海１ 阳性 阳性 ４３１

北海２ 阳性 阳性 ２０６

３　讨　　论

犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻鞭毛基因具有显著特异性，广泛用于犅．

狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻的检测
［８９］。由于犅．犿犪犾犾犲犻也含有相同的鞭毛

基因，用基因检测法不能区分犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻和犅．犿犪犾犾犲犻；但

犅．犿犪犾犾犲犻无鞭毛，犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻有６～８根鞭毛，通过检测

其鞭毛抗原的方法可很容易地区分 犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻和犅．

犿犪犾犾犲犻。本实验用犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻鞭毛的单克隆抗体作为捕

获抗体进行双抗体夹心ＥＬＩＳＡ试剂盒的研究。

研究结果表明该试剂盒具有很好的特异性和敏感性。检

测试剂盒的最低检测浓度为１０５ＣＦＵ／ｍＬ，这个结果是２０００

年采用直接单克隆抗体凝集方法检测犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻敏感性

的５０倍。在对广西土壤样品的检测过程中，出现１例假阴性，

对该例假阴性土壤的分析表明，该土壤样品的犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻

浓度是所有土壤样品中浓度最低的（２３ＣＦＵ／ｍＬ），土壤样品

较干燥，且在实验室保存了１年，这些原因可能导致了细菌的

死亡。文献表明，犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻可在１５种不同类型的土壤

中存活４３９ｄ，但在含水量低于１０％的土壤中，其生存时间只

有７０ｄ
［１０］。

为了检测土壤培养物中的犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻，本研究用含庆

大霉素和黏杆菌素的ＬＢ培养基培养土壤样品，这２种抗菌药

能显著抑制大多数细菌的生长与繁殖［１１］，而犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻

却不受这２种抗菌药影响
［１２］。通过在典型土壤中接种不同浓

度犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻，获得双抗体夹心ＥＬＩＳＡ试剂盒检测的最

低检测浓度（１０ＣＦＵ／ｍＬ）。相关文献表明，老挝和泰国境内

的土壤中犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻浓度为１０～１２０ＣＦＵ／ｍＬ
［１３］，本研

究中，广西地区阳性土壤中犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻的浓度为２３～

５２１ＣＦＵ／ｍＬ，即疫源地犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻在土壤中的浓度达到

１０ＣＦＵ／ｇ以上时才能用培养的方法检测到细菌，双抗体夹心

ＥＬＩＳＡ试剂盒的最低检测浓度与培养法一致。

最后，培养法需要２１ｄ才能获得检测结果，ＥＬＩＳＡ法只需

２８ｈ（培养２４ｈ后检测）。以上结果表明：双抗体夹心ＥＬＩＳＡ

试剂盒检测法是一种敏感性高、特异性强的检测方法，可用于

疫源地犅．狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻分布情况的流行病学调查，具有重大

的公众卫生意义。
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ＴｒｏｐＭｅｄＨｙｇ，１９９５，８９（５）：４８８４９０．

（收稿日期：２０１２１１２３）

（上接第１０５９页）

　　２０１１，５２（６）：８９９９００．

［１０］ＺｈａｎｇＹＪ，ＭｉａｏＹＦ，ＣｈｅｎｇＫＢ，ｅｔａｌ．ＰｒｏｔｅｉｎＣｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｎｄ

ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏＰＴＥｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＢｌｏｏｄＣｏａｇｕｌＦｉｂｒｉｎｏｌｙｓｉｓ，

２０１２，２３（８）：６９３６９９．

［１１］ＩｋｅｊｉｒｉＭ，ＴｓｕｊｉＡ，ＷａｄａＨ，ｅｔａｌ．ＡｎａｌｙｓｉｓｔｈｒｅｅａｂｎｏｒｍａｌＰｒｏｔｅｉｎ

Ｓｇｅｎｅｓｉｎａｐａｔｉｅｎｔｗｉｔｈｐｕｌｍｏｎａｒｙｅｍｂｏｌｉｓｍ［Ｊ］．ＴｈｒｏｍｂＲｅｓ，

２０１０，１２５（６）：５２９５３２．

［１２］ＦｏｕｒｎｉｅｒＤ，ＬｕｆｔＦＣ，ＢａｄｅｒＭ，ｅｔａｌ．Ｅｍｅｒｇｅｎｃｅａｎｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅｒｅｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎａｌｄｏｓｔｅｒｏｎｅｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＪＭｏｌＭｅｄ（Ｂｅｒｌ），

２０１２，９０（５）：４９５５０８．

［１３］ＮｕｍａｇｕｃｈｉＹ，ＩｓｈｉｉＭ，ＫｕｂｏｔａＲ，ｅｔａｌ．ＡｂｌａｔｉｏｎｏｆａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎＩＶ

ｒｅｃｅｐｔｏｒａｔｔｅｎｕａｔｅｓｈｙｐｏｆｉｂｒｉｎｏｌｙｓｉｓｖｉａＰＡＩ１ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄ

ｒｅｄｕｃｅｓｏｃｃｌｕｓｉｖｅａｒｔｅｒｉａｌｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ［Ｊ］．ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒＴｈｒｏｍｂ

ＶａｓｃＢｉｏｌ，２００９，２９（１２）：２１０２２１０８．

［１４］ＦｒｉｄｌｅｙＢＬ，ＢｉｅｒｎａｃｋａＪＭ．ＧｅｎｅｓｅｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳＮＰｄａｔａ：ｂｅｎｅ

ｆｉｔｓ，ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ，ａｎｄｆｕｔｕｒｅｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＥｕｒＪＨｕｍＧｅｎｅｔ，２０１１，

１９（８）：８３７８４３．

［１５］ＨｉｌｌＷＧ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｇｅｎｅｔｉｃｓｉｎｔｈｅｇｅｎｏｍｉｃｓｅｒａ［Ｊ］．ＣｕｒｒＧｅ

ｎｏｍｉｃｓ，２０１２，１３（３）：１９６２０６．

（收稿日期：２０１３０１３１）

·２６０１· 国际检验医学杂志２０１３年５月第３４卷第９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．９


