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中国莱姆病螺旋体伽氏疏螺旋体!"#$
鞭毛蛋白的基因克隆和表达

吕冰 万康林 侯学霞 郝琴 耿震

【摘要】 目的 对中国莱姆病螺旋体伽氏疏螺旋体基因种参照菌株!"#$的鞭毛蛋白编码基因

进行克隆表达与基因序列分析。方法 设计引物，用聚合酶链反应（!%&）技术获得!"#$的鞭毛蛋白

编码基因片段，经酶切、连接，插入质粒’()*$$+中，构成重组质粒’()$$+*,-.，转化致大肠埃希菌

/01$，提取质粒进行酶切、"23测序和氨基酸序列分析鉴定，诱导表达，筛选高效表达株，应用十二烷

基磺酸钠*聚丙烯酰胺凝胶电泳（4"4*!35(）和免疫印迹（6/）方法，鉴定重组蛋白及其抗原性。结果

成功地获得了鞭毛蛋白的编码基因片段和基因重组，重组蛋白在宿主菌/01$中高效表达。6/结果

显示重组鞭毛蛋白与!"#$的鞭毛蛋白具有相同的抗原性。经测序显示该鞭毛蛋白的基因片段长度

为$7$$8’，与北美莱姆病螺旋体标准株/9$的"23碱基序列及氨基酸序列比较分析，同源性分别为

#:;<7=、#>;?>=。结论 在国内首次成功地对中国莱姆病螺旋体伽氏疏螺旋体基因种的鞭毛蛋白

基因进行了克隆表达，并证实具有良好的抗原性，为莱姆病血清学诊断研究提供了较好的基础。
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莱姆病（0IOJ+CFJ.FJ）是一种由若干不同基因

种的伯氏疏螺旋体（#;DD2-$+B1D&G;D>2D$），即莱姆

病螺旋体（0IOJ+CFJ.FJ=I$D;A8+2:2）引起的人兽共

患病。$##1年/NHKW8.HJN等［$］研究发现，莱姆病螺
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旋体蛋白成分中’$77、’:$、XF’3、XF’%与其他病原

体交叉反应最小，是作为莱姆病血清学诊断的合适

抗原，其中的’:$指的就是鞭毛丝状体核心蛋白（鞭

毛蛋白）［1，9］。中国莱姆病螺旋体具有独特的分子

特征，明显区别于北美和欧洲莱姆病螺旋体［:］。我

们对 中 国 莱 姆 病 螺 旋 体 伽 氏 疏 螺 旋 体（#;DD2-$+
&+D$%$$）基因种参照菌株!"#$株鞭毛蛋白进行基

因重组，并对重组鞭毛蛋白进行初步的抗原性鉴定，

为研究中国莱姆病的特异性诊断试剂提供基础。
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材料与方法

!"菌株、质粒和基因组#$%制备：中国莱姆病

螺旋体伽氏疏螺旋体基因种参照菌株&#’!，常规接

种于()*培养基++,培养-!./，暗视野显微镜下

观察生长良好，0,离心收集菌体。常规方法制备全

基因 组 #$%［-］。&#’!、克 隆 表 达 菌 大 肠 埃 希 菌

(12!及质粒3456!!/均由中国疾病预防控制中心

传染病预防控制所提供。

2"引物设计：参照文献［!］，菌株(+!基因序列

设计引物，由赛百盛公司合成，扩增鞭毛蛋白全基因

的引 物 序 列 为：引 物-’6+’上 游：7%5877%58
87%%58%55%57%%57%5%%5%7；下游：

78788%57787855%575%%87%%58%
7%%%%7；扩增片段为!!!9!!:3。

+"主要试剂：限制性内切酶$;<"、(=>?"、50
连接酶、/$5&、5=@#$%聚合酶，异丙基硫代#半乳

糖苷（A&58）等 购 自 华 美 公 司。 聚 合 酶 链 反 应

（&7B）产物纯化试剂盒、小量质粒提取试剂盒购自

上海生物工程公司。

0"鞭毛蛋白基因的克隆表达、鉴定：

（!）鞭毛蛋白基因的克隆表达：以&#’!全基因

组#$%为模板，用上述引物进行&7B扩增，产物回

收。将 产 物 及 表 达 载 体 质 粒 3456!!/分 别 用

$;<"、(=>?"酶切、回收。50连接酶连接&7B产

物和载体质粒，转化至大肠埃希菌(12!。提取质粒

用$;<"、(=>?"双酶切进行阳性克隆鉴定。将阳

性克隆的菌株活化%C99约9"C，加入A&58，使其终浓

度!>><D／1，+.,诱导+E。收集菌体，采用!-F聚

丙烯酰胺凝胶为分离胶，十二烷基磺酸钠6聚丙烯酰

胺凝胶电泳（)#)6&%84）检测。

（2）鞭毛蛋白编码基因序列分析：基因测序由上

海生物工程公司完成。

（+）重组鞭毛蛋白免疫印迹（GHIJHKL:D<J，G(）

分析：以空载体的转化菌为阴性对照，&#’!为阳性

对照，采用!-F聚丙烯酰胺凝胶为 分 离 胶，)#)6
&%84；用电转仪将凝胶上的蛋白转到硝酸纤维素

膜上，-F脱脂奶粉封闭20E，洗涤后与!M29兔抗

&#’!血清反应0E，洗涤后再加入辣根过氧化物酶

（?B&）标记的)&%，0,过夜。洗涤后，06氯6!6奈酚

显色液显色!->NL，去离子水终止反应。

（0）应用#$%)J=K软件比较重组鞭毛蛋白与

莱姆病螺旋体(+!株鞭毛蛋白基因序列及氨基酸

序列。

结 果

!"重组质粒酶切鉴定：转化菌(12!活化，提取

质粒，经内切酶$;<"、(=>?"酶切鉴定，结果见图

!。图!第+泳道为重组质粒酶切，结果为2条基因

片段，分别与空白质粒（2泳道）及&7B产物（0泳

道）相同。

!：$#$%／4;<B"O?NL/% P=KQHKI：2!22.、-!0R、0’+.、02CR、

+-+9、292.、!’90、!-R0、!+.-、’0.、R+!、-C0、!2-:3；2：质粒345!!/
经$;<"、(=>?"酶切；+：重组质粒345!!/6SD=经$;<"、(=>?"酶切；

0：SD=&7B产物；-：&7B6>=KQHKI：!-0+、’’0、C’.、-!-、+..、2+.:3
图! 重组质粒345!!/6SD=酶切鉴定

2"重组鞭毛蛋白在宿主菌中的诱导表达：表达

产物用!-F)#)6&%84检测，如图2箭头所示。经

THD63K<=L=DUVHK+"!软件分析表明，诱导后的重组鞭

毛蛋白表达量为全菌总蛋白表达量的++"!CF。

!：携带重组质粒345!!/6SD=的大肠埃希菌(12!经A&58诱导

表达+E后；2：携 带 重 组 质 粒345!!/6SD=的 大 肠 埃 希 菌(12!经

A&58诱导表达前；+：莱姆病螺旋体&#’!；0：低相对分子质量（!K）
蛋白P=KQHKI（W!9+）

图" 莱姆病螺旋体&#’!株重组鞭毛蛋白的)#)6&%84分析

+"重组鞭毛蛋白中央区抗原性分析：经G(分

析证实，重组鞭毛蛋白中央区与莱姆病螺旋体&#’!
株鞭毛蛋白具有相同的抗原性（图+）。
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!：阴性对照"#$!%&’(!!)；$：重组鞭毛蛋白；*：莱姆病螺旋体

+,-!株；.：!/标准（0!1*）

图! 重组鞭毛蛋白2"分析

.3基因测序结果及氨基酸序列分析：基因测序

由上海生物工程公司完成。以下是北美标准菌株

"*!与重组质粒测序结果比较。同源性为-.345。

氨基酸序列比较二者同源性为-63765。

（!）核苷酸序列比较：序列中!所对应的行为北

美标准菌株"*!鞭毛蛋白基因序列，!!所对应的

行为重组质粒/%89:基因序列。

（$）氨基酸序列比较：序列中!所对应的行为北

美标准菌株"*!鞭毛蛋白氨基酸序列，!!所对应

的行为重组鞭毛蛋白氨基酸序列。

讨 论

最初莱姆病血清学诊断是应用全细胞抗原，由

于全细胞抗原与许多其他疾病病原体有交叉反应，

特异度不十分理想。"/;<=>:;?/等［!］对莱姆病螺旋

体蛋白抗原与其他细菌的蛋白抗原进行交叉反应研

究时发现，鞭毛蛋白是交叉反应最小的蛋白中的一

种。所以，能否应用鞭毛蛋白作为诊断试剂一直是

使科研工作者十分感兴趣的工作课题。

在螺旋体感染机体时，鞭毛蛋白具有很强的免

疫原性，最先引起机体免疫反应，其抗体在患病后最

早出现，并且在病程中始终存在［$］。本实验目的在

于构建重组鞭毛蛋白，并研究其免疫反应性，对其是

否能作为良好的诊断试剂进行基础性研究。本试验

克隆表达的中国莱姆病螺旋体鞭毛蛋白表达量为全

菌表达量的**3!@5，用2"方法证实重组鞭毛蛋白

与莱姆病螺旋体+,-!株鞭毛蛋白有同样的免疫反

应性。证明了其作为诊断试剂的可行性。$111年

AB&&?等［@］在研究感染了莱姆病螺旋体的狗的血清

抗体时发现，所有感染莱姆病的狗血清中均发现抗

鞭毛蛋白抗体及抗+*-抗体。但是$11!年，C;DEFG
等［4］在莱姆病患者免疫反应研究中发现只有.@5
的急性期患者与4$5康复期患者血清中存在抗鞭

毛蛋白抗体（HIJ或HIK）。由此，估计重组鞭毛蛋

白单独用作诊断试剂的灵敏度不会十分理想，如果

联合+*-、LD&M等特异性蛋白用作诊断试剂，会取

得良好的效果。重组鞭毛蛋白基因测序结果及其同

北美标准菌株"*!基因序列比较表明，二者-.345
的同源性，氨基酸序列比较结果为-63765同源性。

氨基酸差异基本集中于鞭毛蛋白的中部及羧基端。

许多国内外学者都尝试应用鞭毛蛋白代替全细

胞抗原作为诊断抗原。!--@年谢杏初、刘惠君［7］以

莱姆病螺旋体鞭毛蛋白作抗原，应用酶联免疫吸附

试验（’#HNC）方法对新疆*76份体检血清、!$份梅
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毒血清检验，并用免疫荧光做比较；结果表明，应用

鞭毛蛋白抗原检测，具有较高特异度、敏感度，检验

一致性好，是比较理想的莱姆病实验室诊断方法之

一。!"#等［$］也认为在早期莱姆病患者，纯化的鞭

毛蛋白或富含鞭毛蛋白的片段对提高%&’()的敏

感度和特异度要优于全细胞抗原。但鞭毛蛋白也被

认为与梅毒等疾病产生较严重的交叉反应，尤其是

氨基端及羧基端，很多学者认为中央区段是鞭毛蛋

白的特异性区段，与其他病原体没有交叉反应。所

以，联合其他特异性蛋白并去除蛋白两端的高同源

序列，是提高鞭毛蛋白诊断试剂特异度及灵敏度的

主要方法，这也为下一步工作指引了方向。
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·疾病控制·

贵州省平塘县两村碘缺乏病与蛋白质摄入相关性调查

古明宏 李翼斌 朱臣凯 王明祥 左世民

为防治碘缺乏病，探索食盐加碘后碘缺乏病与蛋白质摄

入的相关性，我们于$NN$年I!H月，在贵州省平塘县汤锅营

村、么村进行了综合的调查，现将结果报告如下。

*=对象与方法：调查平塘县汤锅营村、么村村民、T!*N
岁在校学生及两村基本情况。甲状腺肿调查以触诊法，判定

标准为!2W推荐的I型I度；尿碘测定用砷5铈接触法；盐

碘测定用直接滴定法；膳食调查采用I日称重法；数据输入

计算机，用%Z."<$NNN进行相关的统计分析。

$=结果：两村同属于平塘县者密镇，距离镇*=O/K，地理

环境、气候条件、生活习惯一致；$NN*年汤锅营村年平均收入

（HNN元）低于么村（*INN元）；两村学生均在者密镇小学、中

学上学。甲状腺肿、尿碘、盐碘调查结果表明，汤锅营村甲肿

率**=SV[，么村甲肿率$=*$[，经"$ 检验（"$\H=VT，-!
N=NO）差异有显著性；汤锅营村、么村学生尿碘中位数分别为

ONN=T#L／&、$VS=S#L／&，经.检验（.\O=NS，-!N=N*）差异

有显著性；两村居民户家中食盐碘量差异无显著性（表*）。

在两村各随机抽取$O户村民，采用I日称重法，对其进行了

膳食调查。汤锅营村和么村均以大米为主食，辅以面食作一

定量补充，每人每日蛋白质、脂肪、热量等摄入分别为$V=TL
和HS=OL、HI=VL和VT=TL、TS*/.1<和*H*F/.1<，么村均高于

作者单位：OOTNNN都匀，贵州省黔南州疾病预防控制中心

汤锅营村。

表! 汤锅营村、么村尿碘、盐碘测定结果

地点

甲状腺

调查
人数

甲肿人数
（[）

尿碘值

样品
数

中位数
（#L／&）

盐碘

样品
数

均值
（KL／/L）

汤锅营村 IH H（**=SV） $F ONN=TN ** $S=NN
么村 HS *（$=*$） IN $VN=SN *N $F=ON

合计 T* O（V=*S） OF ITN=SO $* $T=$O

I=讨论：两村居民没有特殊的生活饮食习惯，居民盐碘

均值及每人每日碘盐摄入量差异无显著性，表明人群碘摄入

水平及摄入途径趋于相当，但人群尿碘均值、甲状腺肿大率

却存在明显差异，说明两村在某种程度上存在一定的影响因

素。通过对两村居民膳食调查发现，膳食中营养素及热量每

人每日摄入量均低于*FTT年*N月中国营养学会修订的《推

荐的每日膳食中营养素供给量》标准，汤锅营村显著低于么

村；因此，蛋白质摄入较低的汤锅营村呈现人群高甲肿率、尿

碘高、低智商现象。此次调查结果可初步认为，汤锅营村人

均收入低，生活条件差，机体营养物质摄入明显不足，导致高

尿碘、高甲肿率、低智商等一系列相关联的临床症状与体征，

在碘营养补给充足的条件下，机体蛋白质水平的高低，可能

是影响碘缺乏病病情的重要相关因素。

（收稿日期：$NNI5*N5$T）

（本文编辑：尹廉）
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