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钩端螺旋体主要属特异性蛋白抗原分布
及其免疫性研究
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【摘要】 目的确定致病性问号钩端螺旋体(钩体)属特异性外膜蛋白的抗原性和交叉免疫反应

性，为研制通用性钩体基因工程疫苗及检测试剂盒提供依据。方法采用Ni—NTA亲和层析法，提取

了4种钩体外膜蛋白主要基因型重组表达产物rLipL21、rLipL32／1和rLipL32／2、rLipL41／l和

rLipL41／2、rompLl／1和rompLl／2，并用sDSPAGE检测表达及提纯效果。上述重组蛋白常规皮下

免疫家兔获得抗血清，显微镜凝集试验(MAT)检测各抗血清交叉凝集效价。采用盐变法提取了我国

15群问号钩体参考标准株及非致病的双曲钩体Patoc I株的外膜蛋白。以兔抗血清为一抗，采用

western blot检测上述4种外膜蛋白自然表达情况及其免疫反应性。结果 rLipL21、r“pL32／1和

rLipL32／2、rLipL4l／1和rLipL4l／2、rC畹pLl／1和rompLl／2表达量分别约占细菌总蛋白的lO％、40％

和35％、15％和10％、30％和15％，各重组蛋白SDSPAGE提纯后均仅见单一的蛋白条带。重组蛋

白兔抗血清在同一基因不同基因型表达产物之间有广泛的交叉免疫反应性，与不同钩体血清群的

MAT效价为1：2～1：128。各血清群钩体外膜中均可检出上述4种外膜蛋白，但LipL21仅存在于问

号钩体中。结论LipL2l、LipL32、LipL4l、0mpLl均为钩体属特异性表面抗原，可作为通用性钩体

疫苗及检测试剂盒的候选抗原。

【关键词】问号钩端螺旋体；外膜蛋白；属特异性抗原；交叉凝集；免疫性鉴定
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钩端螺旋体(钩体)病是世界范围流行的自然疫

源性疾病n。3 o，也是洪涝灾害时重点监控的传染病之

一H刮。钩体血清群、型众多，分布有地区性差异，且

各群、型间交叉保护作用较弱或无。7。9|，故目前国内

外均采用当地流行的钩体血清群、型来制备多价钩

体全菌死疫苗。由于多价钩体全菌死疫苗对其中未

包含的其他钩体血清群、型感染保护作用极其有限，

易造成钩体病的暴发流行¨⋯。因此，寻找可用于研

制通用性钩体疫苗及实验室诊断方法的钩体属特异

性蛋白抗原，对于钩体病预防、控制和诊断均有重要

意义。

近年我国科学家报道了钩体黄疸出血群赖型赖

株的全基因序列u1|，国外学者也报告了跨膜蛋白

OmpLl、脂蛋白LipL32和LipL41可能是所有钩体

主要外膜蛋白H2。15|。我们曾证实我国流行的钩体参

考标准株均含有lipL21、lipL32、1ipL41和ompLl基

因，但后3个基因存在不同的基因型H6J8I。然而，上

述钩体基因自然表达及其抗原性和交叉免疫反应性

尚未有深入研究的报道。本研究中，我们采用Ni—

NTA亲和层析、SDS—PAGE、Westem blot和显微镜

凝集试验(MAT)等方法，探讨了对钩体上述基因主

要基因型自然表达情况及其重组抗原的抗原性和交

叉免疫反应，以期为此等抗原作为通用性钩体基因

工程疫苗及检测试剂盒候选抗原提供依据。

材料与方法

1．钩体菌株及其培养：钩体参考标准株黄疸出

血群赖型56601株、爪哇群爪哇型56602株、犬群犬

型56603株、拜伦群拜伦型56604株、致热群致热型

56605株、秋季群秋季型56606株、澳洲群澳洲型

56607株、波摩那群波摩那型56608株、流感伤寒群

临型56609株、七日热群七日热型56610株、巴达维

亚群巴叶赞型56612株、塔拉索夫群塔拉索夫型

56613株、曼耗群曼耗Ⅱ型56615株、赛罗群乌尔夫

型56635株、明尼群明尼型56655株，以及双曲钩体

国际参考标准株三宝垄群patoc型Patoc工株均购

自北京中国药品生物制品检定所，培养基为8％兔

血清的Korthof培养基。

2．目的重组抗原表达和提纯：lipL32／1、lipL32／

2、lipL41／1、1ipL41／2、ompLl／1、ompLl／2基因型包

含了我国主要流行的钩体黄痘出血群、秋季群、波摩

那群、流感伤寒群等，本实验室已构建了上述基因型

及lipL2l基因的pET一32／E．∞zi BL21DE3原核表

达系统H6‘19]。上述7个原核表达系统在

0．5 mmol／L IPTG诱导下，30℃振荡培养4 h，以表

达目的重组蛋白。采用Ni—NTA亲和层析法提纯目

的重组蛋白，15％SDS—PAGE及Bio—Rad凝胶图像

分析系统检测其表达量和纯化情况。

3．抗血清制备及其效价测定：各重组蛋白与等

体积弗氏完全佐剂混合，充分乳化后背部皮下多点

注射免疫家兔，每只家兔每次间隔一周免疫1 mg蛋

白抗原，共4次。末次免疫10 d后采集心血，分离血

清，采用免疫双扩散法测定抗血清效价。

4．MAT：将各抗血清用生理盐水对倍稀释，各

取O．1 m1分别与0．1 ml上述我国15群15型15株

致病性问号钩体及Patoc I株双曲钩体新鲜培养物

混合，37℃孵育2 h，用暗视野显微镜观察交叉凝集

情况，以生理盐水为空白对照，以50％钩体被凝集

的血清最高稀释度为抗血清MAT效价判断的

终点‘2 0I。

5．外膜制备及SDS—PAGE分析：按文献[20]制

备上述15株问号钩体和双曲钩体Patoc I的外膜

(OE)。紫外分光光度法测定不同OE提取物的蛋

白含量，采用15％分离胶及不同上样量，对相近蛋

白含量的不同OE提取物进行SDS—PAGE和考马斯

亮蓝R250染色分析。

6．westem blot：钩体OEP提取物SDS—PAGE

后电转移至PvDF膜(Life Sciences)上。分别以

1：2500稀释的rLipL21兔抗血清以及1：10 000稀释

的 rLipL32／1、rLipL32／2、rLipL41／1、rLipL41／2、

rOmpLl／1和rOmpLl／2兔抗血清为一抗，1：3000稀

释的HRP标记的羊抗兔IgG(Immuno Research)为

二抗，ECL(BioCOlor)法曝光显影。用本实验室构建

的幽门螺杆菌鞘膜蛋白pET一32／E．∞zi BL2lDE3

原核表达系统作为对照，其目的重组表达产物相对

分子量(M，)约为37×103K1|。

结 果

1．目的重组蛋白的表达及纯化结果：凝胶图像

分析结果显示，rLipL21、rLipL32／1、rLipL32／2、

rLipL41／1、rLipL41／2、rOmpLl／1、rOmpLl／2表达量

分别约占细菌总蛋白的10％、40％和35％、15％和

10％、30％和15％，经Ni—NTA亲和层析法提纯后

在sDS—PAGE上各目的重组蛋白均仅见单一的条

带(图1)。

2．各兔抗血清免疫双扩散试验和MAT凝集效
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价：rLipL21兔抗血清免疫双

扩散试验效价为1：2，其余均为

1：4。各目的重组蛋白兔抗血

清均可与我国15群15型问号

钩体参考标准株发生不同程度

的交叉凝集反应，其效价范围

1：2～1：128，但仅有r“pL2l

兔抗血清不能凝集双曲钩体

Patoc I株(表1)。

3．OEP提取物SDS—

PAGE图谱：不同钩体OE提

取物的SDS—PAGE图谱见图

2，其主要OE条带处于M，

20×103～85×103之间。

4．w酋tem bbt结果：兔抗

钩体删Patoc工血清，兔抗
LipL32／1、LipL32／2、LipL41／1、

LipL4l／2、0rrlpLl／1、0InpLl／2

均能与提取的16株钩体外膜

蛋白结合，兔抗LipL21血清能

与Pa奴矽h的15株钩体外膜蛋

白结合。LipL21与所提外膜蛋

白反应条带较弱，LipL32／1、

LipL32／2、LipL41／1、LipL41／2、

OrnpU／1、C妇pLl／2之间，以及

各血清内部16菌株间反应条

带差异不大(图3)。

讨 论

钩体血清群除有地理分布

差异外，也会发生同一地区钩

体优势血清群更迭把0’22|。流

行病学调查结果显示，赛罗群

棉兰型钩体逐渐成为两湖及安

徽地区新的主要流行钩体血清

群型，七日热群在江西省流行

的钩体血清群中约占1／3，但

该两群均未包含在疫苗之中。

l和10：Marker；2：空质粒；3～9：IPTG诱导表达的rLipL21、rLipL32／1、rLipL32／2、

rLiplJ41／1、rLipL41／2、rompLl／1和幻mpLl／2；11～17：Ni—NTA亲和层析法提纯的

rLipL21、rLipL32／1、rLipL32，2、rLipL41／1、rLipL41，2、rompLl／1和∞mpLl／2，M，(×103)

分别为36．8、48．4、48．4、58．0、58．0、52．O和52．0

图1随SPAGE分析钩体目的重组蛋白表达量及其提取物纯度

表l 目的重组蛋白兔抗血清与不同钩体株的MAT结果

1和10：Marker；2～9：问号钩体56601、56602、56603、56604、56605、56606÷56607、

56608株OE；11～18：问号钩体56609、5b610、56612、56613、56615、56635、56655株和双曲

钩PatocI株0E

图2 钩体外膜提取物SDSPAGE后考马斯亮蓝染色图谱

因此，钩体属特异性蛋白抗原对于研制通用性疫苗

及诊断方法均有重要意义。尽管已发现一些表面蛋

白存在于各钩体血清群中，但了解其抗原性及免疫

反应性将为上述疫苗和诊断方法研究提供实验

依据。

我们在以往的研究中发现，LipL21无基因型差

别，LipL32、LipL41和OmpLl分别有2、2和3个基

因型，但含有ompL 1／3基因型的爪哇群、拜伦群、致

热群、塔拉索夫群和明尼群均为非流行的钩体血清

群，因而本实验未涉及该基因型产物免疫性的研究。

 



我们的实验结果显

示，所构建的1ipL21、

lipL32／1和lipL32／2、

lipL41／1和1ipL41／2、

ompLl／1和ompLl／2

基因型原核表达系统能

有效地表达目的重组蛋

白，其产量分别约占细

菌总蛋白的10％、
1

40％、35％、15％、10％、

30％和15％，所建立的

Ni—NTA亲和层析法可

获得高纯度的上述目的

重组蛋白。

MAT是在暗视野

显微镜下，用新鲜培养

的活钩体与相应抗体进

行的免疫凝集试验。

MAT抗体具有免疫保

护性，可在补体存在下

溶解钩体细胞，且在较

低效价时即有保护作

用‘221。我们的MAT结

果证实， r“pL21、

rLipL32／1、rLipL32／2、

rLipL41／1、rLipL41／2、

rOmpLl／1、 rOmpLl／2

兔抗血清均能与上述

16株钩体发生不同程

度的凝集反应，效价范

围为1：2～1：128，表明

上述蛋白抗原是自然状
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1：Marker；217：问号钩体56601、56602、56603、56604、56605、56606、56607、56608、56609、

56610、56612、56613、56615、56635、56655株和双曲钩体Patoc I株0E与兔抗LipL21(A)、LipL32／

1(B)、LipL32／2(c)、LipL41／1(D)、LipL41／2(E)、0mpLl／1(F)、0mpLl／2(G)血清的western blot结

果；18：幽门螺杆菌鞘膜蛋白原核表达产物的阴性对照

图3 目的重组蛋白兔抗血清与钩体外膜蛋白提取物的westem blot结果

态表达的位于钩体细胞表面的属特异性抗原。

不同钩体培养物浓度常有差异，因而其OE制

品浓度常有一定差别。我们在实验中采用分光光度

法测定不同OE制品中的蛋白浓度后，采用调节不

同OE制品上样量，获得了令人满意的SDS—PAGE

及其染色图谱。从SDS—PAGE图谱可见，不同钩体

株0EP种类及含量极为相似，仅双曲钩体Patoc工

株低分子量蛋白条带略有差异。

免疫双扩散试验结果表明，目的重组蛋白有较

好的抗原性。Western blot结果显示，所有目的重组

蛋白兔抗血清均能与16株钩体OE制品中某一蛋

白条带发生较强的免疫反应，其位置与lipL32／1、

lipL32／2、lipL41／1、1ipL41／2、ompLl／1和ompLl／2

基因表达产物分子量相符。此与MAT结果相似，

即上述基因表达产物是存在于钩体表面、具有良好

免疫反应性的属特异性蛋白抗原。其中，LipL21条

带着色最弱，提示其表达量可能较其他蛋白为低。

LipL32／1条带略浓于LipL32／2、LipL41／1、LipL41／

2、OmpLl／l、OmpLl／2，且该基因型几乎包括了我国

流行最广的钩体血清群如黄疸出血群、犬群、致热

群、秋季群、澳洲群、波摩那群、流感伤寒群和七日热

群，以及巴达维亚群、赛罗群、明尼群H6。，且我们的
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实验也证实rLipL32／1表达产量最高，提示

rLipL32／1应是研制钩体通用性疫苗及检测试剂盒

的首选抗原。LipL41／1、LipL4l／2、OmpLl／1和

OmpLl／2条带无明显差异，但lipL4l／1基因型所包

含的钩体血清群与lipL32／1基因型几乎完全相

同n’7 o；流行最广的流感伤寒群、秋季群及黄疸出血

群、波摩那群和七日热群分别含ompLl／1和

ompLl／2基因型H 8【，但rOmpLl／1和rOmpLl／2表

达量高乇rLipL41／1和rLipL41／2。因此，rLipL41／

1、rLipL41／2、rompLl／1、rOmpLl／2作为疫苗及检

测试剂盒候选抗原各有优劣，故若研制多价抗原基

因工程疫苗或检测试剂盒时，应综合考虑进行选择。

(该论文在浙江大学医学院病原生物学系完成)
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有错即改·

《中华流行病学杂志》2006年第10期目录中作者名字的更正

《中华流行病学杂志》2006年第10期目录中“疾病控制”栏目第4篇文章作者“郭炳红”应为“郭炳虹”，特此更正。同时对

由于我们的工作不周所造成的影响，表示歉意。
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