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　　摘　要：目的　构建登革病毒１型（ＤＥＮＶ１）Ｅ蛋白的原核细胞表达载体并进行原核细胞表达，并制备其多克隆抗体。方法

　利用聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增ＤＥＮＶ１Ｅ蛋白序列，经酶切后将其插入原核细胞表达载体ｐＥＴ３２ａ（＋），构建重组质粒ｐＥＴ

３２Ｄ１Ｅ。重组质粒转化犈．犆狅犾犻犚狅狊犲狋狋犪（ＤＥ３）感受态细胞，目的蛋白经异丙基Ｄ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导表达，纯化后采用十

二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）初步分析蛋白表达情况，并用纯化后的表达蛋白免疫家兔，制备该蛋白的多克隆

抗血清，用间接酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）检测抗体的效价，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测抗体的特异性。结果　成功构建了ｐＥＴ３２Ｄ１Ｅ

原核细胞表达重组质粒，ＤＥＮＶ１Ｅ蛋白获得高效表达；纯化后的重组蛋白免疫家兔获得的特异性抗血清效价为１∶２５６００，

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证实其特异性良好。结论　成功构建了ＤＥＮＶ１Ｅ蛋白的原核细胞表达载体，并制备了可用于ＤＥＮＶ快速检测的

高效多克隆抗体。
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　　登革病毒（ＤＥＮＶ）是一种蚊媒传播的病原体，属于黄病毒

科、黄病毒属，分为４个典型的血清型（ＤＥＮＶ１、ＤＥＮＶ２、

ＤＥＮＶ３、ＤＥＮＶ４）。ＤＥＮＶ感染可引起人的登革热、登革出

血热（ＤＨＦ）和登革休克综合征（ＤＳＳ）。ＤＥＮＶ病多见于热带

和亚热带地区，在中国的华南和台湾地区时有流行。在过去的

２０年中，由ＤＥＮＶ引起的疾病的发病率和病死率显著增加，据

ＷＨＯ统计，全球每年大约有２．３亿人感染ＤＥＮＶ，超过２５亿

的人群受到威胁［ｌ］。目前尚无特异性的防治方法，登革热已成

为热带和亚热带地区重要的公共卫生问题。ＤＥＮＶ为单股正

链ＲＮＡ病毒，基因组ＲＮＡ编码３个结构蛋白（Ｃ，ｐｒＭ／Ｍ，Ｅ）

和７个非结构蛋白（ＮＳ１、ＮＳ２ａ、ＮＳ２ｂ、ＮＳ３、ＮＳ４ａ、ＮＳ４ｂ和

ＮＳ５）
［２］，其中，包膜糖蛋白 Ｅ全长约５００个氨基酸，Ｎ 端的

８０％组成暴露于病毒颗粒表面的外功能区，Ｃ端的２０％组成

跨膜的疏水区域，锚定于病毒颗粒外周的类脂双层膜分子

上［３］。结晶学的研究表明，ＤＥＮＶ的包膜糖蛋白Ｅ与其他黄

病毒类似，分为３个结构域，分别为ＤⅠ（ｄｏｍａｉｎⅠ）、ＤⅡ（ｄｏ

ｍａｉｎⅡ）、ＤⅢ（ｄｏｍａｉｎⅢ）
［４６］，类似于以前定义的抗原区（Ｃ、

Ａ和Ｂ）。Ａ区（包括残基５０～１３０）是线性区域，可刺激病毒中

和抗体的产生；Ｂ区（包括残基３００～４００）诱导病毒中和抗体

和血凝抑制抗体的产生；Ｃ区（约在残基１３０～１８５）是隔断 Ａ

区的区域，包含能诱导产生特异性中和抗体的型和亚型抗原表

位［７８］，可以结合宿主细胞表面受体引起受体介导的病毒内吞

现象［９１０］。由于Ｅ蛋白与病毒的吸附、融合、细胞嗜性和免疫

相关，因此常被用作制备亚单位疫苗首选的抗原基因，对其结

构和功能的分析一直是登革疫苗研发及病毒致病机理研究的

重点之一。本研究将不含跨膜区的ＤＥＮＶ１Ｅ蛋白的基因序

列插入原核细胞表达载体ｐＥＴ３２ａ（＋），经酶切鉴定后转化

犈．犆狅犾犻犚狅狊犲狋狋犪（ＤＥ３）菌株，用异丙基Ｄ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）

诱导表达，通过十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定表达蛋白，将纯化后的目的蛋白免

疫家兔，获得了高效价的特异性多克隆抗体，这将为进一步研

究Ｅ蛋白的功能及ＤＥＮＶ的快速检测奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

·７０１３·国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２３

 基金项目：国家高技术研究发展计划（ＳＳ２０１２ＡＡ０２０９０１）。　作者简介：汪伟（１９７６～），女，学士，主要从事病毒疫苗方面的研究工作。

　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：Ｂｒａｉｎｄｉｎｇ＠ｓｃｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。



１．１．１　细胞、病毒株、菌株及质粒　含有 ＤＥＮＶ１（ＴｈＤ１＿

０００８＿８１株）Ｅ蛋白编码序列的ｐＭＤＤ１ｐｒＭ／Ｅ质粒由上海立

菲生物技术有限公司构建；犈．犆狅犾犻犚狅狊犲狋狋犪（ＤＥ３）为本实验室

保存；ＴＯＰ１０感受态细胞购自天根生化科技（北京）有限公

司；原核细胞表达载体ｐＥＴ３２ａ（＋）购自德国 ＭＥＲＣＫ公司。

１．１．２　主要试剂　氨苄青霉素（Ａｍｐ）、５溴４氯３吲哚βＤ

半乳糖苷（ＸＧａｌ）、ＩＰＴＧ和犜犪狇ＤＮＡ聚合酶购自宝生物工程

（大连）有限公司；质粒提取试剂盒购于美国 Ｏｍｅｇａ公司；

ｐＧＥＭＴｖｅｃｔｏｒ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；凝胶回收试剂盒购自德国

Ｑｉａｇｅｎ公司；犅犪犿犎Ⅰ和犡犺狅Ⅰ限制性内切酶、Ｐｈｕｓｉｏｎ超保真

ＤＮＡ聚合酶以及Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自英国ＮＥＢ公司；脱脂奶

粉购自美国ＢＤ公司；预染蛋白相对分子量标准、碱性磷酸酶

标记的山羊抗兔ＩｇＧ、辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的山羊抗兔

ＩｇＧ、５溴４氯３吲哚磷酸（ＢＣＩＰ）／四唑氮蓝（ＮＢＴ）碱性磷酸

酶显色试剂盒购自上海碧云天生物技术研究所；弗氏完全佐剂

与不完全佐剂购自美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；其他试剂均为进

口分装或国产分析纯。

１．１．３　实验动物　免疫用成年家兔，雌性，体质量约２．５ｋｇ，

由成都生物制品研究所有限责任公司实验动物中心提供。

１．２　方法

１．２．１　目的基因的合成　根据ＤＥＮＶ１病毒（ＴｈＤ１＿０００８＿８１

株）包膜蛋白基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＡＹ７３２４８３．１），采用

Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计引物用于Ｅ片段的聚合酶链反应（ＰＣＲ）

扩增。ＰＣＲ上游引物（Ｆ）的５′端引入犅犪犿犎Ⅰ（ＧＧＡＴＣＣ）酶

切位点，下游引物（Ｒ）的５′端引入犡犺狅Ⅰ（ＣＴＣＧＡＧ）酶切位

点，扩增片段大小为１２００ｂｐ，设计的引物委托上海立菲生物

技术有限公司合成，引物序列为：Ｆ（ＤＥＮＶ１Ｅ）：５′ＣＧＧＧＡＴ

ＣＣＡＴＧＣＧＡＴＧＣＧＴＧＧＧＡＡＴＡＧＧ３′；Ｒ（ＤＥＮＶ１Ｅ）：

５′ＴＣＣＴＣＧ ＡＧＴ ＴＡＴ ＴＴＣＣＣＴ ＡＴＧ ＣＴＧ ＣＴＴ ＣＣＴ

ＴＴＣ３′。以合成的含有 ＤＥＮＶ１Ｅ蛋白编码序列的ｐＭＤ

Ｄ１ｐｒＭ／Ｅ质粒为模板，采用Ｐｈｕｓｉｏｎ超保真ＤＮＡ聚合酶扩增

目的基因。反应条件为：９８℃预变性３０ｓ，９８℃变性１０ｓ，

５５℃退火１５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，２５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．２．２　原核细胞表达载体ｐＥＴ３２Ｄ１Ｅ的构建　切胶回收

ＰＣＲ产物，克隆至ｐＧＥＭＴ载体，筛选阳性克隆ＴＡＤ１Ｅ，送

上海立菲生物技术有限公司测序验证。将插入正确序列的质

粒ＴＡＤ１Ｅ和载体ｐＥＴ３２ａ（＋）用限制性内切酶犅犪犿犎Ⅰ和

犡犺狅Ⅰ双酶切后进行胶回收，然后用Ｔ４ＤＮＡ连接酶４℃连接

过夜，次日转化ＴＯＰ１０感受态细胞，提取质粒，经双酶切鉴定

正确的质粒命名为ｐＥＴ３２ａＤ１Ｅ。

１．２．３　目的蛋白的诱导表达及可溶性分析　将原核细胞表达

质粒ｐＥＴ３２ａＤ１Ｅ转化犈．犆狅犾犻犚狅狊犲狋狋犪（ＤＥ３）菌株，挑取阳性

克隆接种于含１００μｇ／ｍＬＡｍｐ的ＬＢ培养基中，３７℃振荡培

养过夜；次日以２％接种量接入新鲜ＬＢ的培养基（含 Ａｍｐ）

中，３７℃培养至波长６００ｎｍ处的光密度（ＯＤ）值约为０．６时，

加入ＩＰＴＧ至终浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃继续诱导，４ｈ后收

集菌液。分别取诱导前、后菌液进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析。收集

菌体用适当体积的超声裂解液（５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．９）重悬，冰浴下超声裂解菌体。离心分离上清

液和沉淀，各取少量进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析。

１．２．４　目的蛋白的纯化　从可溶性分析结果可知，目的蛋白

主要是以包涵体形式表达为主，故离心后收集超声裂解后的沉

淀，依次用不含尿素和含２ｍｏｌ／Ｌ尿素的洗涤液对包涵体进行

洗涤，最后用８ｍｏｌ／Ｌ尿素变性条件下溶解包涵体，进行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析，并采用Ｌｏｗｒｙ法测定纯化后的蛋白浓度，过滤除

菌后置－２０℃备用。

１．２．５　多克隆抗体的制备　常规方法免疫家兔。首次免疫

时，按每只１ｍｇ的剂量将纯化后的ＤＥＮＶ１Ｅ蛋白加入等体

积的弗氏完全佐剂，在家兔后背脊柱两侧将充分乳化好的抗原

进行多点皮下注射免疫（共２只），每点不超过２００μＬ乳化抗

原，同时以 ＭＥＭ 免疫家兔作为对照。首次免疫后１４、２１及

２８ｄ进行加强免疫，每次每只家兔免疫的蛋白剂量约为１ｍｇ

（同初次免疫），加弗氏不完全佐剂。末次免疫后１４ｄ采血，分

离血清，－２０℃保存。

１．２．６　多克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定　取适量纯化后的

ＤＥＮＶ１Ｅ蛋白和无目标产物的菌体蛋白进行１２％ ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳，蛋白电转移（１００Ｖ，３０ｍｉｎ）至硝酸纤维素膜，以

溶解于磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）的５％脱脂牛奶室温封闭１ｈ，加

入上述制备的多克隆抗体（牛奶稀释，稀释度均为１∶４０）４℃

孵育过夜。ＰＢＳ洗膜，以碱性磷酸酶标记的羊抗兔ＩｇＧ室温孵

育１．５ｈ，ＰＢＳ洗膜后以ＢＣＩＰ／ＮＢＴ碱性磷酸酶显色试剂盒显

色，至目的条带染色清晰时终止反应。

１．２．７　抗血清效价的测定　采用间接酶联免疫吸附测定

（ＥＬＩＳＡ）法检测抗体的效价。用纯化的ＤＥＮＶ１Ｅ重组蛋白

包被酶标板（包被浓度为０．０５μｇ／ｍＬ，１００μＬ／孔），置４℃孵

育过夜，用含５％牛血清清蛋白（ＢＳＡ）的ＰＢＳ（３００μＬ／孔）置

３７℃ 封 闭 ２ｈ。加 入 倍 比 稀 释 的 兔 抗 血 清 （１∶１００～

１∶２５６００）作为一抗，１００μＬ／孔，置３７℃孵育１ｈ。含吐温２０

的磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳＴ）（ｐＨ７．４）洗涤５次，加入 ＨＲＰ标

记的羊抗兔ＩｇＧ（１∶１００００，１００μＬ／孔），置３７℃孵育１ｈ。洗

涤５次，加入四甲基联苯胺（ＴＭＢ）底物溶液，１００μＬ／孔，置

３７℃显色１０ｍｉｎ。最后加入２ｍｏｌ／Ｌ硫酸（５０μＬ／孔）终止反

应，酶标仪检测ＯＤ４５０值，以ＯＤ４５０值大于阴性对照（ＭＥＭ免疫

兔血清）２．１倍判为阳性。

２　结　　果

２．１　ＤＥＮＶ１Ｅ基因扩增产物的鉴定　ＤＥＮＶ１Ｅ基因ＰＣＲ

扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳分析，可见约１２００ｂｐ条带，

大小与预期相符。

２．２　重组表达载体的鉴定　原核细胞表达重组质粒ｐＥＴ３２

Ｄ１Ｅ经犅犪犿犎Ⅰ和犡犺狅Ⅰ双酶切，琼脂糖凝胶电泳可观察到

１２００ｂｐ和５．９ｋｂ的条带，与理论计算的质粒和目的基因的

相对分子质量大小一致，说明克隆成功。测序结果证实，插入

片段的基因序列均与预期一致。

２．３　ＤＥＮＶ１Ｅ蛋白的诱导表达及纯化　为获得目的蛋白的

最佳表达，笔者进行了不同的培养温度、不同的诱导剂（ＩＰＴＧ）

浓度以及不同诱导时间的优化（数据未列出）。在终浓度为

１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，３７℃诱导４ｈ后，蛋白产量达到高峰。目

的蛋白的检测经ＳＤＳＰＡＧＥ、银染观察，含重组质粒ｐＥＴ３２

Ｄ１Ｅ的诱导菌在相对分子质量约为６５０００处出现１条蛋白

条带，见图１，而诱导前的重组质粒转化菌在相应位置的未发

现明显条带。重组蛋白的大小与理论预测值一致，且随ＩＰＴＧ

诱导浓度的增加而未有明显增加。ＤＥＮＶ１Ｅ蛋白在３７℃以

包涵体形式表达为主，以尿素洗涤和溶解包涵体，能够得到纯

度较高的目的蛋白。用Ｌｏｗｒｙ法测定纯化后目的蛋白浓度可

达１ｍｇ／ｍＬ，可达到本研究的要求。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测兔抗血清的特异性　由图２可见，制

备的ＤＥＮＶ１Ｅ多克隆抗体与已纯化的ＤＥＮＶ１Ｅ目的蛋白

杂交后，在转印膜接近６５０００处的相应位置出现明显条带，而

阴性对照血清未出现条带，表明所制备的多克隆抗体具有较高

的特异性，可用于检测样品中ＤＥＮＶ１Ｅ蛋白的表达情况。

２．５　兔抗血清的效价　以大于阴性对照（免疫前兔血清）

ＯＤ４５０值２．１倍判为阳性，ＥＬＩＳＡ实验结果显示，所制备的重组
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ＤＥＮＶ１Ｅ蛋白多抗效价为１∶２５６００。

　　Ｍ：蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＥＴ３２Ｄ１Ｅ／ＤＥ３诱导前菌液；２：ｐＥＴ３２

Ｄ１Ｅ／ＤＥ３诱导４ｈ菌液；３：裂解上清液；４：裂解沉淀（经８ｍｏｌ／Ｌ尿素

变性后包涵体溶解液）。

图１　　表达产物ＤＥＮＶ１Ｅ的ＳＤＳＰＡＧＥ分析

　　Ｍ：蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ；１：ＤＥＮＶ１Ｅ纯化蛋白；２：ＤＥＮＶ１（Ｈａｗａｉｉ

株）；３：阴性兔血清。

图２　　多克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

３　讨　　论

ＤＥＮＶ１Ｅ基因全长１２００ｂｐ（除去３′末端跨膜区），所编

码蛋白相对分子质量约６５０００。去除Ｃ端疏水区的Ｅ蛋白不

仅能够提高目的蛋白在大肠杆菌中的表达量，而且能够增加目

的蛋白的稳定性［１１］。

本实验以ＤＥＮＶ１ＴｈＤ１＿０００８＿８１株为模版设计引物，通

过ＰＣＲ获取Ｅ蛋白基因（去除Ｃ端疏水区），再克隆至ｐＧＥＭ

Ｔ载体，将测序正确的目的片段插入到ｐＥＴ３２ａ（＋）表达载体

的多克隆位点，并以犈．犆狅犾犻犚狅狊犲狋狋犪（ＤＥ３）作为重组质粒表达

的宿主菌，通过优化蛋白表达条件，发现目的蛋白即使在低温

与低浓度ＩＰＴＧ诱导条件下仍易于形成包涵体。用尿素变性

条件下纯化包涵体的方法纯化的目的蛋白免疫家兔，可刺激家

兔产生特异性多克隆抗体，并且在第３次免疫后，经ＥＬＩＳＡ 检

测抗体滴度可达到１∶２５６００。利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试验结果证

实，该抗血清能特异性地识别 ＤＥＮＶ１Ｅ 蛋白，可以用于

ＤＥＮＶ１病毒的快速检测。

综上所述，本实验成功表达和纯化了ＤＥＮＶ１Ｅ蛋白，并

制备了效价较高的特异性多克隆抗体，这不仅解决了登革疫苗

研究中ＤＥＮＶ１Ｅ蛋白抗体缺乏的问题，也为进一步研究Ｅ

蛋白的功能及ＤＥＮＶ感染的临床诊断试剂盒的研发奠定了实

验基础。
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ｄｅｐｅｎｄｓｏｎｅｎｖｅｌｏｐｅｐｒｏｔｅｉｎｂｉｎｄｉｎｇｔｏｔａｒｇｅｔｃｅｌｌｈｅｐａｒａｎｓｕｌｆａｔｅ

［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，１９９７，３（８）：８６６８７１．

［１０］ＰａｔｔｎａｉｋＰ，ＢａｂｕＪＰ，ＶｅｒｍａＳＫ，ｅｔａｌ．Ｂａｃｔｅｒｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｎｄ

ｒｅｆｏｌｄｅｄｅｎｖｅｌｏｐｅｐｒｏｔｅｉｎ （ｄｏｍａｉｎ Ⅲ）ｏｆｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓｔｙｐｅ４

ｂｉｎｄｓｈｅｐａｒａｎｓｕｌｆａｔｅ［Ｊ］．ＪＣｈｒｏｍａｔｏｇｒＢＡｎａｌｙｔＴｅｃｈｎｏｌＢｉｏｍｅｄ

ＬｉｆｅＳｃｉ，２００７，８４６（１／２）：１８４１９４．

［１１］ＳｕｇｒｕｅＲＪ，ＣｕｉＴ，ＸｕＱ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓＥｐｒｏｔｅｉｎｕｓｉｎｇＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉａｎｄＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ

［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，１９９７，６９（１／２）：１５９１６９．

（收稿日期：２０１３０９２８）

（上接第３１０６页）

　　ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００２，４０（１０）：３７９８３８０１．

［３］ ＤｅｌｐｈｉｎｅＧ，ＰｏｉｒｅｌＬ，ＮｏｒｄｍａｎｎＰ．Ｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃａｒｂａｐｅｎｅ

ｍａｓｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ［Ｊ］．ＥｍｅｒｇＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２０１２，１８

（９）：１５０３１５０７．

［４］ ＤｅｌｐｈｉｎｅＧ，ＰｏｉｒｅｌＬ，ＮｏｒｄｍａｎｎＰ．Ｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃａｒｂａｐｅｎｅ

ｍａｓｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐｐ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１２，５０

（１１）：３７７３３７７６．

［５］ ＤｅｌｐｈｉｎｅＧ，ＰｏｉｒｅｌＬ，ＮｏｒｄｍａｎｎＰ．Ｒａｐｉｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃａｒｂａｐ

ｅｎｅｍａｓｅｔｙｐｅｓｕｓｉｎｇａｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｔｅｓｔｉｎＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅａｎｄ

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２０１２，５６

（３７）：６４３７６４４０．

［６］ ＧｉｒｌｉｃｈＤ，ＰｏｉｒｅｌＬ，ＮｏｒｄｍａｎｎＰ．ＶａｌｕｅｏｆｔｈｅｍｏｄｉｆｉｅｄＨｏｄｇｅｔｅｓｔ

ｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｅｍｅｒｇｉｎｇｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｓｉｎＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ

［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１２，５０（２）：４７７４７９．

（收稿日期：２０１３０６２９）

·９０１３·国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２３


