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中国莱姆病螺旋体!"#$重组%&’(的鉴定和
抗原性检测

陈建 万康林

【摘要】 目的 重组中国莱姆病螺旋体!"#$外膜蛋白(（%&’(）并在大肠埃希菌中表达，用于
早期莱姆病诊断的研究。方法 用聚合酶链反应（!()）扩增出!"#$外膜蛋白(基因，定向克隆到
表达载体!*+,$$"，构建重组质粒!*+,$$",-&’(。用!()、限制性内切酶分析及序列测定等方法鉴
定重组质粒。用./&0/1234-0检测其抗原性。结果 %&’(基因被正确克隆到表达载体!*+,$$"中。
序列测定结果证实与国外已报道的序列存在一定的差异。%&’(具有强抗原性。结论 该项研究为
国内莱姆病的早期特异性诊断的研究奠定了基础。
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莱姆病是由伯氏疏螺旋体引起的一种多器官、

多系统感染的人兽共患性疾病。在我国莱姆病的早

期诊断是一个亟待解决的问题。然而莱姆病螺旋体

外膜蛋白(（-G0/1&G1C:?/’1-0/92，%&’(）是莱姆病螺
旋体主要外膜蛋白之一。它具有较强的抗原性。主

要用于莱姆病的早期诊断研究。当机体被感染后，

早期可导致慢性游走性红斑，进而引起心肌炎、心包

炎、脑膜炎、面神经麻痹等，晚期出现关节炎、萎缩性

皮炎、周围神经炎等临床症状［$］。早期发现莱姆病

患者，其治疗效果良好，中晚期治疗效果较差。因此

对中国莱姆病螺旋体%&’(克隆表达，得到抗原性
较好的%&’(并能用于莱姆病的早期诊断具有重要
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的应用价值［6，N］。本项研究对中国莱姆病螺旋体第

二基因种（@5;;4.&’,’;&..&）代表菌株!"#$的%&’(
基因克隆和表达及抗原性检测，将为我国莱姆病早

期诊断研究提供重要依据。

材料与方法

$A菌株的培养与基因组"OJ的制备：中国莱
姆病螺旋体菌株!"#$由中国疾病预防控制中心传
染病预防控制所提供。菌株经3PQRR培养基培养，
显微镜下取对数期生长菌集菌。按常规"OJ提取
方法制备全基因"OJ。

6A所用工程菌：表达载体!*+,$$"，宿主菌为
大肠埃希菌3F6$（德国O-I:>/2公司产品）。

NA主要试剂：O?-R、3:;SR（华美公司产品），

"OJ回收试剂盒（P:2>-2公司产品），+M"OJ连接
酶、+:H"OJ聚合酶、@O+!、异丙基硫代","半乳糖
（R!+T）、酵母粉、胰蛋白胨、丙烯酰胺及O，O’,亚甲
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基双丙烯酰胺及其他生化试剂（美国!"#$%&’公司、

()&$’公司、*+,-’公司产品）。

./引物设计：!01引物设计参考引物设计原则，
用2+)&#软件自行设计。上游引物：3’4005005677
7775650070560650648’，下游引物：3’4077756
000666567005055057748’由上海博雅公司合
成，上、下游引物分别含有9:#;和<’$=;酶切位点。

3/!>?@2AB0基因和载体质粒!C64@@>构建：
以提取的!>?@全基因>95为模板扩增2AB0，分
别用 9:#;和<’$=;酶切，@D琼脂糖电泳，并用

>95回收柱回收!01产物。载体!C64@@>也用

9:#;和<’$=;酶切，质粒回收柱回收。此后用6.
连接酶连接，转化大肠杆菌>C8感受态细胞。挑阳
性克隆子诱导表达，(>(4!57C电泳分析表达量。

E/克隆及表达产物鉴定及抗原性检测：阳性克
隆子经!01、9:#;和<’$=;双酶切鉴定、基因测序
鉴定正确。F%AG%"H<+#GG)H&鉴定表达蛋白及抗原
性。

结 果

@/!>?@菌株 2AB0基因扩增及酶切鉴定：用

@D琼脂糖凝胶电泳结果显示，自行设计引物扩增出
单一条带，分子量大小约为3EIJB（图@）。用9:#;
和<’$=;分别酶切!C64@@>4#AB0重组质粒，@D
琼脂糖电泳显示出与预计的伯氏疏螺旋体!>?@
2AB0相同分子量>95片段3EKJB和3EIIJB的质
粒带（图K）。

@：L’$JM’>95标准分子量；K：!C64@@>；8：扩增的2AB0目的

基因；.：对照

图! 目的基因的!01产物

K/克隆片段的序列分析及与国外代表株同源性
比较：经序列测定，克隆的!>?@菌株2AB0基因碱
基长度为3EKJB，编码@3.氨基酸（因除去了部分信
号肽序列）。核苷酸同源性与美国标准菌株<8@是

NND；与欧洲标准菌株!-#同源性为OID，其核苷

酸序列与国内外已报道的菌株的2AB0同源性介于

E3D!?KD之间。

@：L’$JM’>95／=)HM"PC:#1;分子量标准；K：!C64@@>；8：

!C64@@>4#AB0的<’$=;P9:#;双酶切；.：!>?@扩增出的目的基因

图" 重组质粒的酶切鉴定（@/ID琼脂糖电泳）

8/表达蛋白免疫印迹结果：阳性克隆子经

;!67诱导培养、(>(4聚丙烯酰胺凝胶电泳、转膜、
封闭后，用于莱姆病阳性血清检测。表达蛋白（相对

分子质量为K8Q@I8）与阳性血清在KKQ@I8处有一
强蛋白印迹带；!>?@菌与阳性血清反应，出现了

!O8、!EE、!.@、!8@、!KK等主要几个印迹带（图8）。

@：!>?@菌与阳性患者蛋白印迹结果；K：表达蛋白与阳性患者血

清蛋白印迹结果

图# F%AG%"H<+#GG)H&结果

讨 论

2AB0是莱姆病螺旋体的主要蛋白质之一，它在
莱姆病的早期诊断是一种较特异性抗原，国外已多

次报道用2AB0来诊断早期莱姆病。但是在不同的
基因种，甚至在同一基因型的不同的菌株间差异性

也较大［.，3］。我国的莱姆病菌株和国外菌株也存在

较大的差异。结果显示，伽氏疏螺旋体（!"##$%&’
(’#&%%&）基因种!>?@菌株2AB0基因碱基（去掉了
编码信号肽的部分碱基）含3EKJB，编码@3.个氨基
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酸。核苷酸与美国标准菌株!"#同源性为$$%；与
欧洲标准菌株&’(同源性为)*%，其核苷酸序列与
已报道的菌株的+,-.同源性介于/0%!12%之
间。也表明了+,-.基因异质性较大。
重组质粒&345##65(,-.用7&48诱导表达外

膜蛋白.，经9:,;:<=!>(;;?=@证实表达的.蛋白与
阳性患者血清反应，具有较强的抗原性和较好的特

异性。更重要的是本研究所选用&61#菌株为我国
莱姆病螺旋体第二基因种（!"##$%&’(’#&%%&）（占我
国莱姆病菌株的/*%以上）代表菌株，为从莱姆病
患者脑脊液分离到的菌株，并具有致病性。

在目前，我国莱姆病诊断抗原均为全菌抗原，与

患者血清抗体易产生交叉反应，因而大大降低了诊

断的特异性，加之全菌培养成本花费较大。本研究

构建的表达载体可以在大肠埃希菌中高效表达，表

达量约为全菌的2*%以上，能获得大量纯化的重组
抗原，用于莱姆病的早期诊断，可大大节省诊断成

本，又提高了诊断的特异性。所以&345##65(,-.
表达载体的成功构建，并能大量诱导表达+,-.，通

过其抗原性的研究，为今后莱姆病早期诊断提供了

良好的基础。
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·疾病控制·

贵港市W*1例毒鼠强中毒流行病学分析

冼明甫 李玉霞 王力珩 范进南 覃兆览 梁其松

为掌握毒鼠强中毒规律，制定有效的预防控制措施，对

贵港市#111!2**2年血液、尿液、洗胃液等生物材料中一种
及以上定性或定量检出毒鼠强的全部W*1例病例，录入计算
机，利用S&SS统计软件进行分析。W*1例中毒病例，死亡W*
例，年均中毒率为2A2／#*万，病死率为1A$)%。每年"!W月
份为中毒高峰，1!#*月份出现第二次小高峰。中毒者中年
龄最小为/月龄，最大为)2岁，以#*岁以下儿童发生中毒
最多（)"A#%），其中又以2!0岁的儿童为中毒高峰人群
（0WA"%）；中毒人群中男性221例，女性#)*例；中毒发生地
乡镇占10A)%，市区占WA2%；中毒途径主要是误食与自杀自
服、投毒，其中以误食居多，占01A$%，无明确毒鼠强接触史
次之，占2$A1%，误食的食物以拌鼠药的红薯粒、花生粒（鼠
饵）为主，占W/A1%。中毒方式以单人散发性为主，占

/WA"%，家庭聚集性占21A"%，学校集体性中毒占/AW%。

作者单位：0"$#**贵港市卫生监督所

#111!2**2年贵港市毒鼠强中毒已成为该市急性中毒
和死亡的第一位。中毒的发生有明显季节性，这是因为该地

区常年鼠害猖獗，且当地的群众习惯使用灭鼠药灭鼠，甚至

一些地区的农民在播种时喜欢用鼠药拌种子。"!W月、1!
#*月份是该地区的春耕播种、秋收季节，群众为防止鼠害而
普遍使用鼠药，从而导致中毒人数的剧增，出现中毒高峰。

染毒方式以误食为主，无明确毒物接触史次之，误食的食物

以红薯粒、花生粒等鼠饵居多。中毒有明显的区域性，主要

发生在农村。中毒多呈散发性，家庭聚集性次之，学校集体

性中毒发生少，但危害大。中毒在各年龄段均可能发生，但

以2!0岁的儿童为绝大多数，与该年龄段的儿童活动性大、
不具备认知能力有关。我国虽早已禁止生产使用毒鼠强鼠

药，但中毒事件仍不断发生，目前国家已立法严禁毒鼠强的

非法生产、销售，从源头上杜绝中毒的发生。

（收稿日期：2**"5*W52W）

（本文编辑：张林东）
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