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实验室研究·

基于淋病奈瑟菌外膜蛋白夕m一夕阳融合基因
重组产物酶联免疫吸附试验的建立和应用

孙爱华 范兴丽 严杰

【摘要】 目的克隆淋病奈瑟菌外膜蛋白声m、p侣基因并构建声m一声忸融合基因及其原核表

达系统以及建立基于rPIA_PIB的酶联免疫吸附试验(ELIsA)。方法 采用连接引物PCR构建声LA．

声膪融合基因，按常规分子生物学方法构建其原核表达系统。采用十二烷基磺酸钠一聚丙烯酰胺凝胶

电泳(sDs—PAGE)和BioRad凝胶图像分析系统检测目的重组蛋白rPIA—PIB表达情况，Ni—NTA亲和

层析法提纯rPIA—PIB。以rPIA—PIB为包被抗原建立检测淋病患者血清标本中rPIA和／或rPIB特异

性IgG的ELISA，以rPIA—PIB抗血清为一抗建立检测淋病患者脓液标本中rPIA和／或rPIB的

ELISA，实验中以rPIA、rPIB及其抗血清相关ELISA为对照。结果 声m一声JB融合基因与原始核苷

酸和氨基酸序列相似性均为100％。rPIA—PIB表达量为细菌总蛋白的29．8％，其提纯物SDSPAGE

后显示单一条带。rPIA—PIB—IgG．ELISA检测119例淋病患者血清标本的阳性率(98．3％)明显高于

rPIA．IgG—ELISA(30．3％)或rPIB—IgG—ELIsA(66．4％)(P<0．0l’)。rPIA—PIB—ELISA检测119例淋病

患者脓液标本的阳性率(91．6％)也明显高于rPIA，IgG—ELISA(27．7％)或rPIB—IgG—ELISA(62．2％)

(P<0．01)。结论成功构建淋病奈瑟菌声m一声忸融合基因及其原核表达系统；较之单一的rPIA或

rPIB，rPIA．PIB作为淋病相关检测试剂盒抗原具有明显的优越性。

【关键词】淋病奈瑟菌；融合基因；酶联免疫吸附试验
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【Abstract】 Objective To clone户JA and户Ⅱ；genes。f N叠i耶已r缸gD720rr^o阳已，and to construct pjA一

户阳fusion gene and its prokaryotic expressi。n system，and to establish enzyme linked immurlosorbent assay

(ELISA)based on rPIA．PIB for detecting serum and pus samples fr。m gonorrhea patients and to evaluate

the sensitivity and specificity of the ELISA． Methods 声L4一声旧 fusion gene was constnlcted by

polymerase chain reaction(PCR)using 1inking primers and a prokaryotic expression system of the fusion

gene was constructed by using routine m01ecular biological methods．sOdium dodecyl sulfate—p01yacrylamide

gel electrophoresis(SDS—PAGE)plus BioRad Gel Image Analyzer was used to measure the expression of the

target recombinant protein rPIA—PIB． Ni—NTA affinity chromatography was performed to extract and

purify rPIA—PIB．An ELISA by using rPIA—PIB as the coated antigen for detecting the specific IgG against

rPIA and／or rPIB in gonorrhea patients’sera as well as another ELISA by using rPIA—PIB antisenlm as the

first antibody for detecting the rPIA and／or rPIB in gonorrhea patients’ pus samples were established． In

these experiments，ELISAs associated with rPIA，rPIB and their antisera were applied as the controls．

Results 100％similarities of the nucleotide and putative amino acid sequences of the声jA一声喝fusion gene

were confirmed when compared with the ori ginal sequences．The output of rPIA—PIB was 29．8％of the

total bacterial pmteins．The pu“fied rPIA—PIB only showed asingle target protein segment in gel after SDS—

PAGE．Using a positive rate(98．3％)of rPIA—PIB—IgG—ELISA to detect 119 cases of gonorrhea patients’

serum samples was remarkably higher than that of rPIA—IgG—ELISA(30．3％)or rPIB—IgG—ELISA

(66．4％)(P<O．01)．The positive rate(91．6％)of rPIA—PIB—ELI&凸L to detect 119 caseS of gonorrhea

patients’ pus samples was also significantly higher than that of rPIA—IgG-ELISA(27．7％)or rPIB—IgG一
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ELISA(62．2％)(尸<0．01)．Conclusion In t his studywe succeSsfully constructed j’上A—pJB fusion gene

of N．gDnorr矗。已血P and its prokaryotic expression system while rPIA—PIB showed obvious superiority used as

the antigen in gonorrhea associated detection kits compared to both the rPIA and rPIB．

【Key words】NPis卵r缸90挖Dr柏o∞P；Fusion gene；Enzyme linked immunosorbent assay

淋病奈瑟菌感染引起的淋病是不少国家和地区

发病率最高的性传播性疾病(STD)‘1’2。。淋病奈瑟

菌有多种抗原，位于细菌外膜的孑L蛋白是其主要表

面抗原。3o。孑L蛋白可分为P工、PⅡ和PⅢ三类，其

中P I占细菌外膜总蛋白的60．0％以上¨jj。根据

声f基因序列及其产物的免疫原性差异，可分为pM

和声仍两个基因型，其表达产物抗原性有明显差异，

且1株菌株仅能含其中1个基因型∞’川。流行病学

调查资料显示，10．0％～30．0％淋病奈瑟菌临床菌

株表达PIA，70．0％～90．0％菌株表达PIB旧’9I。若

使用单一声M或多腰基因表达产物为抗原建立相

应实验室诊断方法，有可能因不同菌株声J基因型

差异而漏检。本研究中克隆并构建了声M、声阳基

因和声缎一声馏融合基因及其原核表达系统，分别建

立了以rPIA、rPIB、rPIA．PIB为包被抗原及以兔抗

rPIA、rPIB、rPIA—PIB IgG为包被抗体的酶联免疫

吸附试验(ELISA)，并对ELISA检测淋病患者血清

及脓液标本的敏感性和特异性进行了比较。

材料与方法

1．菌株、临床标本及质粒来源：分别含声M、

声憎基因的淋病奈瑟菌临床菌株A36和B18株由

本实验室保存并提供pJ。119例淋病患者脓液及其

血清标本、38例非淋菌性尿道炎患者血清及脓液标

本、35例健康体检者血清标本分别由浙江大学附属

邵逸夫医院、杭州市第三人民医院和嘉兴市妇幼保

健院提供。原核表达载体pET42a和表达宿主菌

E．∞毖BL21DE3均购自Novagen公司。

2．DNA提取：采用上海博彩生物科技有限公司

(BioColor)的基因组提纯试剂盒提取淋病奈瑟菌

DNA。提取的DNA溶于TE缓冲液中，紫外分光光

度法测定其浓度和纯度¨⋯。

3．声m和声旭基因的克隆：声m和声仍基因5’

及3 7端序列相同旧。，故参考声m和pJB基因序列

(GenBank No．：L19962，U75639)设计一对共用引

物。上游引物序列：5 7一CGC CAT ATG(N如I)

AAA AAA TCC CTG ATT GCC CTG一3’，下游5 7一

CGC CTC GAG(渤o I)GAA TTT GTG GCG
CAG AAC GAC一3 7。PCR总体积为100牡l，内含

2．5 mol／L各dNTP、250 nmol／L各引物、2．5 U Taq—

Pfu酶(TaKaRa)、100 ng DNA模板、1×PCR缓冲

液(pH值8．3)。PCR参数：94℃5 min；94℃30 s、

54℃30 s、72℃90 s，30个循环；72℃10 min。采用

1．5％琼脂糖凝胶电泳检测大小分别为984 bp和

1047 bp的全长声m和p伯基因扩增条带。

4．声m一声旧融合基因的构建：以重组质粒

pMDl8_T-pIA(IA6血清型)和pMDl8一T—pIB(IB3

血清型)作为PCR模板¨0|，pm上游、p阳下游引

物与扩增全长声f基因引物相同。声m下游连接引
物序歹Ⅱ：5’一GCT ACC GCC ACC GCC GCT GCC

ACC GCC ACC ACC GCC GAC AGT CGC一37，p鹏

上游连接引物序列：上游5 7一GGT GGC GGT GGC

AGC GGC GGT GGC GGT AGC GCC ATC AAA

GCC GGe3’(下划线部分为柔性肽GGGGSGGGGS

序列)。除不加引物外，其余反应成分及含量与上述

PCR相同，反应参数：94℃5 min；94℃30 s、45℃

30 s、72℃180 s，10个循环；72℃15 min；通过引物

中互补柔性肽序列形成复合模板。加入p从上游

及声馏下游引物各250 nmol／L，PCR参数：94℃

5 min；94℃30 s、52℃30 s、72℃180 s，30个循环；

72℃15 min。采用1．5％琼脂糖凝胶电泳检测

1965 bp的p舱一声伯融合基因扩增条带。

5．T—A克隆、亚克隆和测序：采用DNA小量快

速纯化试剂盒(BioC010r)提纯PCR产物，TaKaRa公

司T．A克隆试剂盒克隆目的扩增片段，Invitrogen

公司负责测序H⋯。分别用N如工和x^o工双酶切

经测序的重组质粒及表达载体pET42a，回收各目的

片段后分别与pET42a连接，转化入于E．∞zi

BL21DE3，经扩增、提取质粒后再次测序。

6．目的重组蛋白表达、提纯及其抗血清制备：

所构建的原核表达系统在含50肛g／m1卡那霉素、

0．5 mm01／L IPTG的LB培养液中37℃振荡培养

4 h，诱导目的重组蛋白rPIA、rPIB和rPIA—PIB表

达。采用10％SDS—PAGE及BioRad凝胶图像分析

系统测定上述目的重组蛋白表达量。经Ni—NTA亲

和层析法提纯的rPIA、rPIB、rPIA—PIB各1 mg与弗

氏完全佐剂混合，多点皮内注射免疫家兔，共免疫4

次，每次间隔1周。末次免疫后2周，采集家兔心血
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并分离血清，采用免疫双扩散试验测定兔抗血清的

效价。

7．ELISA：分别以50肛g／ml的lOO肛l rPIA、

rPIB或rPIA—PIB为包被抗原，1：200稀释的血清标

本为一抗、HRP标记羊抗人IgG(Jackson Immuno

Research)为二抗，建立检测淋病患者血清标本中

rPIA和绒rPIB特异性IgG的ELISA。分别采用
．rPIA—IgG—ELISA、rPIB—IgG—ELISA或rPIA—PIB—

IgG—ELISA检测119例淋病患者血清标本，实验中

以相同稀释度的35例健康体检者血清标本为阴性

对照，若患者血清标本吸光度(A。；。值)≥阴性对照

A。如均值+3×标准差(孟±s)者为阳性¨1|。根据预

实验结果，以1：100稀释的119例淋病患者脓液标本

为包被抗原，1：400稀释的rPIA、rPIB兔抗血清或

l：800稀释的rPIA—PIB兔抗血清为一抗、HRP标记

羊抗兔IgG为二抗，建立检测淋病患者脓液标本中

rPIA和／或rPIB的ELISA。分别采用rPIA—

ELISA、rPIB—ELISA或rPIA—PIB—ELISA检、狈0 1 19

例淋病患者脓液标本，实验中以相同稀释度的38例

非淋菌性尿道炎患者脓液标本为阴性对照，阳性结

果判断标准同上。

8．统计学分析：采用Stata 8．0软件进行Y2检

验，对不同检测方法的结果先进行阳性率行×列Y2

值比较，若差异有统计学意义则应用Y2分割法再进

行两两比较。

结 果

1．目的基因片段扩增结果：琼脂糖凝胶电泳检

测结果显示，采用PCR及连接引物PCR扩增出预

期大小的p舱、声馏基因和声m一声仍融合基因

片段。

2．目的基因克隆的测序结果：与声m基因

(GenBank No．：L19962)和声旭基因(GenBank

No．：u75639)序列比较，淋病奈瑟菌A36株声从基

因核苷酸和氨基酸序列相似性均为100％，B18株

声媚基因核苷酸和氨基酸序列相似性分别为98．1％

和98．0％。T—A克隆和亚克隆的序列测定结果完全

相同。

3．目的重组蛋白表达和提纯效果：在

0．5 mmol／L IPTG诱导下，rPIA、rPIB和rPIA—PIB

表达量分别为细菌总蛋白的44．5％、28．6％和

29．8％；经Ni—NTA亲和层析后，rPIA、rPIB和

rPIA—PIB均显示为单一的蛋白条带(图1)。

注：M：Proteinmarker(Biocolor)；1：无插人片段空质粒；2～4：

分别为IPTG诱导表达的rPIA、rPIB和rPIA—PIB；5～7：经Ni—NTA

提纯的rPIA、rPIB和rPIA—PIB

图l rPIA、rPIB和rPIA-PIB表达和提纯效果

4．目的重组蛋白兔抗血清效价：兔抗rPIA、

rPIB和rPIA—PIB血清免疫双扩散效价分别为1：4、

1：4和1：8。

5．血清标本ELISA检测结果与比较：根据

rPIA—IgG—ELISA、rPIB—IgG—ELISA、rPIA—PIB—IgG—

ELISA的阳性标准，上述3种ELISA对119例淋病

患者血清标本中rPIA和／或rPIB特异性IgG检测

阳性率分别为30．3％、66．4％和98．3％(表1)，无

rPIA．PIB—IgG—ELISA 阴性、rPIA—IgG—ELISA 或

rPIB—IgG—ELISA阳性结果。rPIB—IgG—ELISA检钡4

阳性率明显高于rPIA—IgG—ELISA(x2=31．11，P<

0．01)，rPIA—IgG—ELISA和rPIB—IgG—ELISA检钡0阳

性率均明显低于rPIA—PIB—IgG—ELISA(Y2=39．36，

117．79；P<0．01)。

表1 不同ELISA对淋病患者血清标本的检测结果

6．脓液标本ELISA检测结果与比较：根据

rPIA—ELISA、rPIB—ELISA、rPIA—PIB—ELISA的≯舀性

标准，上述3种ELISA对119例淋病患者脓液标本

中rPIA和／或rPIB检测阳性率分别为27．7％、

62．2％和91．6％(表2)，无rPIA—PIB—ELISA阴性、

rPIA—ELISA或rPIB—ELISA阳性结果。rPIB—IgG—

ELIsA检测阳性率明显高于rPIA—IgG—ELISA(Y2=
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28．54，P<0．01)，rPIA—IgG—ELISA和rPIB—IgG—

ELISA检测阳性率均明显低于rPIA—PIB～IgG—

ELISA(X2=28．97，100．84；P<0．01)。

表2 不同ELISAs对淋病患者脓液标本的检测结果

组别 藻粱 检测方法 锡裴 黑婪产 器装
淋病患者 119 rPLA-I玲ELISA 33 27．7 86

rPIBIg(}EUSA 74 62．2 45

． rP馋PIBI酊ELISA 109 91．6 10

非淋菌性尿 38 rP隐【gGELIsA 互十知=O，20+3×0．06=O．38

道炎患者 rPⅡ}IgGELISA j+3s=0 21+3×0．05=0．36

rPIA-PIBI啦ELISAf+3s=O．19+3xO．05=0．34

讨 论

人是淋病奈瑟菌自然感染的惟一宿主，近年来

感染率仍呈上升趋势。1 2I。由于淋病奈瑟菌培养条

件较为苛刻、产量低以及主要表面抗原PI变异较

大、全菌死疫苗不良反应较大等原因，因而研制淋病

全菌疫苗及基于PI抗原的实验室诊断试剂盒有一

定困难¨3’14。，故目前尚无相关产品上市。

PI不仅是淋病奈瑟菌主要外膜蛋白，同时在该

菌感染过程中发挥重要病理性作用，如参与黏附宿

主细胞、诱导感染细胞凋亡等o7’”o。然而，淋病奈瑟

菌声J基因有A和B两个基因型，且声似和p嵋还

可进一步细分为若干血清型，不同地区流行的声从

或声鹏血清型存在一定的差异∽，”o。我们以往的研

究资料显示，国内临床分离的淋病奈瑟菌株中，约

l／3携带声掀基因，均属于IA6血清型；另约2／3菌株

携带声忸基因，所属血清型较多，但以IB3血清型、

IB3血清型与其他血清型的嵌合型为主旧。。因此，

本研究选择属于IA6血清型的声似基因、属于IB3

血清型p鹏基因作为目的克隆基因，以及构建p舱．

声馏人工融合基因有其依据和必要性。

为了使声玖一声馏融合基因重组表达产物有较

好的空间构型而不影响各自的抗原性，我们在该融

合基因中声似和声阳片段之间加入柔性肽序列，并

利用柔性肽序列设计了互补的连接引物，如此可通

过较为简便的连接引物PCR，获得了声M一声馏人工

融合基因，测序结果证实pm一声仍融合基因与原始

序列完全一致，表明连接引物PCR用于构建融合基

因有很高的可靠性。上述实验结果为建立基于

rPI九PIB的实验室检测方法乃至更合理的疫苗候

选抗原提供了基本条件。

本研究中，rPIA和rPIB表达量分别为细菌总

蛋白的44．5％和28．6％，rPIA—PIB则为29．8％，提

示应是p从一p伪融合基因中声旧片段影响了表达

量，若深入分析声旧片段密码子序列、依据大肠埃

希菌偏爱密码子改建声馏片段，则有可能进一步提

高声M一声鹏融合基因表达产量。本研究中采用的

Ni—NTA亲和层析法对rPIA、rPIB和rPIA—PIB有

良好的提纯效果，在SDSPAGE图谱中均显示为单

一的蛋白条带。

如前所述，约1／3淋病奈瑟菌临床菌株表达

PIA，约2／3菌株表达PIB，故本研究中着重建立了

基于声从一声妇融合基因表达产物rPIA—PIB相应

ELISA。应用rPIA—PIB—IgG，ELISA检测119例淋

病患者血清标本的结果表明，其阳性率(98．3％)明

显高于rPIA—IgG—ELISA(30．3％)或rPIB—IgG—

ELISA(66．4％)(P<0．01)。应用rPIA—PIB。

ELISA检测119例淋病患者脓液标本的结果显示，

其阳性率(91．6％)也明显高于rPIA—IgG—ELISA

(27．7％)或rPIB—IgG—ELISA(62．2％)(P<0．01)。

rPIA—PIB—IgG—ELISA检测患者血清标本或脓液标

本阳性例数分别为117例和109例，而rPIA—IgG—

ELISA与rPIB—IgG—ELISA检测上述标本的合并阳

性例数则分别为115例和107例，这可能与任一淋

球菌菌株只能含声m或声饵基因有关。上述实验

结果提示，rPIA—PIB作为相关检测试剂盒抗原较单

一的rPIA或rPIB更有优越性。
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·疾病控制·
西宁市2000名学龄前儿童血铅和血镉状况分析

胡艾莉

铅、镉是对人体有害的重金属，可导致儿童智力和体格

发育迟缓。为了解西宁市3～6岁儿童血铅和血镉状况，于

2005年6月至2006年9月对城区2000名儿童进行血铅、血

镉水平检测，结果报告如下。

1．对象与方法：检测对象为4个城区入托体检的2000名

儿童。其中男1092名、女908名，年龄分组为3～岁784名、

4～岁543名、5～岁510名、6～岁163名。

以无铅酒精消毒皮肤，采静脉血20肛l，滴人铅、镉测定专

用液中。采用北京博晖创新光电技术公司生产的B心100型

原子吸收光谱仪检测血铅、血镉含量，实验前进行标准曲线测

定(标准曲线的相关系数r>0．995)，在测定样本前和每隔20

份样本测定质控样(质控样由中国疾病预防控制中心提供)，

对实验条件进行质量控制，严格按照实验室操作规程操作。

血铅≥100耐L无论有无相应的临床表现或生化改变，均诊断

铅中毒，轻度100～199剧L，中度200～449删L~”。血镉标准

值为0．1～5扯g／乙，血镉>5删L为镉异常。2j。

统计学分析采用SPSS 11．5软件，运用百分率(％)、￡检验

和方差分析。

2．结果与分析：①血铅、血镉水平及中毒检出率：2000名

儿童血铅范围5～234弘dL，均值(65．10±33．25)pdL；血铅≥

100剧L耆300例(15．O％)，其中轻度297例(99，O％)，中度3

例(1．o％)。血镉水平为0181删L。②各年龄组儿童血铅、血

镉水平比较：3～6岁年龄组儿童血铅水平(耐L)和中毒检出

率分别为(62．54±29．74，12．8％)、(62。20±33．06，13．8％)、

(70，37±35．00，17．1％)、(70．59±41，06，23．3％)，经方差分

析F=8．772，P<0．001，结果显示差异有统计学意义，说明随

着年龄的增长血铅水平及铅中毒检出率在增高。各年龄组血

镉水平(耐L)分别为0．75±O．67、O，74±0．99、O．97±5．17、

0．85±0．88，经方差分析F=0．769，P>0。5，各年龄组差异无

统计学意义。③缸铅、血镉水平的性别比较：各年龄组男童m

铅水平均高于女童，但5岁组及总体男、女童血铅水平，差异

有统计学意义(P<O．05)；各年龄组血镉水平4岁组及总体

男、女童血镉水平，统计学分析差异有统计学意义。其余各年

龄组差异无统计学意义(表1)。

综上述，本次调查结果高于2005年中国城市儿童血铅

平均水平(59．52址g／L)和铅中毒发生率(10，45％)的全国平

均水平。3 J。同时显示各年龄组血铅水平及发生率随着年龄

的增长有上升的趋势。从不同性别儿童血铅水平比较，5、6

岁年龄组及总体男女童血铅水平的差异有统计学意义。本

次调查血镉水平低于我国血镉均值o．93肛d0”。

表1 西宁市2000名3～6岁儿童血铅、血镉水平各年龄组比较(弘∥L，孑±s)
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