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　 　 摘要：　 为了在原核细胞中表达金黄色葡萄球菌弹性纤维结合蛋白（ＥＢＰＳ），制备多克隆抗体，将构建的

ｐＥＴ３０ａ⁃ｎＥＢＰＳ 重组质粒转化大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３），经 ＩＰＴＧ 诱导表达后，亲和层析法纯化重组蛋白，以纯化的重

组蛋白为抗原免疫新西兰大耳白兔制备多克隆抗体，ＥＬＩＳＡ 方法检侧抗体滴度，亲和层析法纯化兔抗 ｎＥＢＰＳ 多克

隆抗体。 结果显示，利用 ｐＥＴ３０ａ⁃ｎＥＢＰＳ 重组质粒，经原核表达和亲和层析获得了 ｎＥＢＰＳ 蛋白；利用 ｎＥＢＰＳ 蛋白质

制备多克隆抗体，间接 ＥＬＩＳＡ 检测的纯化抗体效价可达 ０􀆰 ６８６（ＯＤ４５０值），Ｐ ／ Ｎ 值达 ６􀆰 ７。
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　 　 金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ）是一种 重要的人畜共患致病菌。 人感染该菌可引发肺炎、
盆腔炎、心包炎、产褥感染等，甚至是脓毒症、败血症

等全身性感染［１⁃２］。 在动物则引发奶牛乳腺炎，其
检出率可达到 ３０％以上［３］，导致牛奶产量减低，乳
中含有致病菌及其毒素，乳腺纤维化和奶牛淘汰等

后果，从而给奶牛业带来巨大经济损失［４⁃７］。 目前

我国奶牛乳腺炎尚未引起重视，缺乏快速检测预警

机制和技术支持［８］。 因此研究和建立牛乳中致病

性金黄色葡萄球菌的快速分子检测方法，对于该病
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菌的预警性监测、溯源和传播机制研究等都具有十

分重要意义。
致病性金黄色葡萄球菌弹性纤维结合蛋白

（ＥＢＰＳ）是其致病机制中的关键因子，该致病菌主要

是通过其菌体表面的 ＥＢＰＳ 与宿主的细胞外基质相

结合，继而引起宿主感染［９］。 ＥＢＰＳ 基因组全长基

因序列含有 １ ４８６ ｂｐ，所编码的 ＥＢＰＳ 蛋白质分为 Ｎ
端、３ 个疏水区和 Ｃ 端，其中 Ｎ 端的 ５９ 个氨基酸全

部暴露在细胞膜外，在侵染宿主的过程中起配体作

用，与金黄色葡萄球菌的致病性密切有关［１０］。 因

此，我们选择该基因 Ｎ 端的粘附配体序列作为靶标

片段，通过对靶片段序列的外源性表达，制备相应抗

体，为研究其致病机制以及建立快速分子检测方法

奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１ 　 质粒、血清及动物 　 ｐＥＴ３０ａ⁃ｎＥＢＰＳ 重组质

粒由内蒙古民族大学乳源性致病菌研究所构建并提

供，表达宿主菌株 ＢＬ２１（ＤＥ３）、牛源金黄色葡萄球

菌阳性血清均由内蒙古民族大学乳源性致病菌研究

所保存。 新西兰白兔购自青岛康大兔业发展有限

公司。
１．１．２　 主要试剂　 辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记兔

抗牛 ＩｇＧ 抗体、辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记山羊

抗兔 ＩｇＧ 抗体、弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂

为 Ｓｉｇｍａ 公司产品，多功能 ＤＮＡ 纯化回收试剂

盒、细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒、高纯度质粒小

量制备试剂盒为北京百泰克生物技术有限公司

产品，双色预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ 为天根生化科技（北

京）有限公司产品。 ＨｉＴｒａＰ ＴＭ抗体纯化柱购自 ＧＥ
公司。
１．２　 方法

１．２． １ 　 ｐＥＴ３０ａ⁃ｎＥＢＰＳ 的诱导表达 　 将 ｐＥＴ３０ａ⁃
ｎＥＢＰＳ 重组质粒转化表达菌 ＢＬ２１ 感受态细胞，以
终浓度为 ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 ＩＰＴＧ 进行诱导表达，同时

设立未诱导菌对照。 诱导 ６ ｈ 后，收集菌体，进行

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分析。
１．２．２　 ｎＥＢＰＳ 重组蛋白的纯化　 超声波破碎 ６ ｈ 的

菌体，收集离心后的上清液和沉淀进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
电泳分析，鉴定目的蛋白质的表达形式。 对以可溶

形式表达的重组蛋白按 Ｎｉ ＮＴＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ

使用说明进行纯化。
１．２．３　 ｎＥＢＰＳ 重组蛋白的鉴定 　 纯化的重组蛋白

经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 后，转印至硝酸纤维素膜，以 ５％脱脂

奶粉 ３７ ℃封闭 ２ ｈ，以牛源金黄色葡萄球菌阳性血

清（１ ∶ １００ 稀释）为一抗，３７ ℃孵育 １ ｈ ，以辣根过

氧化物酶（ＨＲＰ）标记兔抗牛 ＩｇＧ 抗体（１ ∶ ５ ０００稀
释）为二抗，３７ ℃ 孵育 ５０ ｍｉｎ，在二氨基联苯胺

（ＤＡＢ）溶液中显色。
１．２．４　 兔抗 ｎＥＢＰＳ 蛋白多克隆抗体的制备 　 取纯

化的 ｎＥＢＰＳ 蛋白 ２ ｍｇ，与等体积的弗氏完全佐剂进

行乳化，背部皮下多点免疫新西兰白兔，１４ ｄ 后取

纯化的蛋白质与弗氏不完全佐剂乳化后进行第 ２ 次

免疫，１４ ｄ 后进行第 ３ 次免疫，１４ ｄ 后注射不加佐剂

的抗原 ２ ｍｇ 进行加强免疫，７ ｄ 后经心脏采血，分离

血清备用。 每次免疫前均采集血清，间接 ＥＬＩＳＡ 法

检测血清效价。
１．２．５　 兔抗 ｎＥＢＰＳ 蛋白抗体效价的测定

１．２．５．１　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法　 以纯化的 ｎＥＢＰＳ 重组

蛋白包被酶标板，以免疫前兔血清作为阴性对照血

清，将抗 ｎＥＢＰＳ 兔血清和阴性对照血清同时进行

１ ∶ １００～１ ∶ ５１ ２００倍比稀释，以 ＨＲＰ 标记的山羊抗

兔 ＩｇＧ （１ ∶ ５ ０００稀释）为二抗，进行间接 ＥＬＩＳＡ 试

验，以免疫血清 ＯＤ 值与阴性对照血清 ＯＤ 值的比

值大于 ２􀆰 １ 判为阳性。
１．２．５．２　 凝集试验　 将抗 ｎＥＢＰＳ 兔血清进行 １ ∶ ２～
１ ∶ ５１２ 倍比稀释，分别与同一金黄色葡萄球菌菌体

进行凝集试验，同时以免疫前兔血清作为阴性对照，
判定能够凝集的最高稀释度。
１．２．６　 多克隆血清的纯化 　 将兔抗 ｎＥＢＰＳ 蛋白多

克隆血清 ８ 倍稀释样品以１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ，
取上 清 液 经 ０􀆰 ４５ μｍ 微 孔 滤 膜 过 滤。 参 照

ＨｉＴｒａＰ ＴＭ抗体纯化柱子说明书进行纯化。 平衡柱

子：流速 １ ｍｌ ／ ｍｉｎ，用 ５～１０ 倍柱体积的平衡液平衡

柱子；上样：流速 １ ｍｌ ／ ｍｉｎ，上样后用 ５～ １０ 倍柱体

积的上样缓冲液洗杂，流速 １ ｍｌ ／ ｍｉｎ；洗脱：流速

１􀆰 ５ ｍｌ ／ ｍｉｎ，用洗脱缓冲液直接洗脱；调 ｐＨ 值：将洗

脱样品用中和缓冲液调 ｐＨ 值为中性备用。
１．２．７　 纯化抗体的鉴定　 采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定纯化

后抗体的浓度。 取纯化后的抗体进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电

泳分析，检测纯度。 间接 ＥＬＩＳＡ 法检测效价，以纯

化的 ｎＥＢＰＳ 重组蛋白包被酶标板，以免疫前兔血清

作为阴性对照血清，检测纯化后的兔抗 ｎＥＢＰＳ 兔血

１３４１锡林高娃等：金黄色葡萄球菌表面蛋白 ｎＥＢＰＳ 抗体的制备和纯化



清效价。

２　 结果与分析

２．１　 ｐＥＴ３０ａ⁃ｎＥＢＰＳ 的诱导表达与纯化

以终浓度为 ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 ＩＰＴＧ 对 ｐＥＴ３０ａ⁃
ｎＥＢＰＳ 诱导表达 ６ ｈ 后，超声波破碎细胞，经 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 电泳分析发现目的蛋白质大部分以可溶形式

表达（图 １）。 采用镍离子亲和层析法纯化蛋白质，
Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法 测 定 纯 化 后 的 蛋 白 质 浓 度 为

２􀆰 １６ ｍｇ ／ ｍｌ。

Ｍ：蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＥＴ３０ａ⁃ｎＥＢＰＳ 未诱导菌；２：ｐＥＴ３０ａ 诱导

菌；３：ｐＥＴ３０ａ⁃ｎＥＢＰＳ 诱导菌；４：上清；５：沉淀；６：纯化的蛋白质。
图 １　 ｎＥＢＰＳ 重组蛋白的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ．１　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｎＥＢＰＳ

２．２　 ｎＥＢＰＳ 重组蛋白的活性

取纯化的 ｎＥＢＰＳ 重组蛋白，经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳

后，转印至硝酸纤维素膜，与牛源金黄色葡萄球菌阳

性血清作用。 结果表明，该 ｎＥＢＰＳ 蛋白能与牛源金

黄色葡萄球菌阳性血清发生特异性反应，而空载体

菌表达蛋白与牛源金黄色葡萄球菌阳性血清不发生

反应（图 ２）。
２．３　 兔抗 ｎＥＢＰＳ 蛋白多克隆抗体的效价

纯化后的 ｎＥＢＰＳ 重组蛋白经过 ４ 次免疫新西

兰白兔后，血清效价已明显升高（图 ３）。 心脏采血

分离血清，以间接 ＥＬＩＳＡ 和凝集试验测定最后分离

的高免血清效价。 结果表明，间接 ＥＬＩＳＡ 检测到的

最低效价达 １ ∶ ２５ ６００（图 ４），凝集试验测定的凝集

效价达 １ ∶ １２８。
２．４　 多克隆血清的纯化及纯化抗体的鉴定

利用 ＨｉＴｒａＰ ＴＭ抗体纯化柱子纯化血清，收集处

于峰值的纯化抗体，共计 １０ ｍｌ（图 ５）。 用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ
法测得纯化抗体的浓度为 １􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍｌ。 兔多克隆抗

Ｍ：双色预染蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ；１：纯化蛋白与阳性血清作用；２：空
载体 ｐＥＴ３０ａ 表达菌表达蛋白与阳性血清作用。

图 ２　 表达产物的免疫印迹分析

Ｆｉｇ．２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

图 ３　 间接 ＥＬＩＳＡ 检测的抗 ｎＥＢＰＳ 蛋白血清抗体增长曲线

Ｆｉｇ． ３ 　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ｎＥＢＰＳ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｂｙ
ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ

ａ：１ ∶ １００；ｂ：１ ∶ ２００；ｃ：１ ∶ ４００；ｄ：１ ∶ ８００；ｅ：１ ∶ １ ６００； ｆ：１ ∶
３ ２００；ｇ：１ ∶ ６ ４００；ｈ：１ ∶ １２ ８００；ｉ：１ ∶ ２５ ６００；ｊ：１ ∶ ５１ ２００。
图 ４　 抗 ｎＥＢＰＳ 蛋白的高免兔血清抗体间接 ＥＬＩＳＡ 检测

Ｆｉｇ． ４ 　 Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｓｅｒｕｍ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ
ｎＥＢＰＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ

体 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析结果（图 ６）显示： ＩｇＧ 抗体是具

有 ４ 条多肽链的对称结构，其中 ２ 条较长的为相对
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分子量较大的相同重链（Ｈ 链约 ５．５×１０４），２ 条较短

的为相对分子量较小的相同轻链 （ Ｌ 链约 ２．５×
１０４）。 链间由二硫键和非共价键联结形成一个由 ４
条多肽链构成的单体分子，经煮沸处理后重链、轻链

分开，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳检测结果表明获得了高纯度

的抗体，重链清晰可见，轻链有点弥散。 间接 ＥＬＩＳＡ
检测，纯化抗体效价可达 ０􀆰 ６８６（ＯＤ４５０值），阴性血

清对照为 ０􀆰 １０２，Ｐ ／ Ｎ 值达 ６􀆰 ７。

图 ５　 兔多克隆抗体紫外吸收曲线

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ＵＶ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１：多克隆抗体 ２：兔血清。
图 ６　 兔多克隆抗体 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ．６　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎａｌｙ ｓｉｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

３　 讨 论

弹性蛋白是由细胞分泌的原弹性蛋白单体交错

形成的，生理状态下的弹性蛋白（如间质胶原蛋白

质以及其他基质）是不溶的聚合纤维形式，原因可

能是分泌的原弹性蛋白交错结构中的赖氨酸迅速被

赖氨酰氧化酶氧化所致［１１］。 弹性纤维结合蛋白

（ＥＢＰＳ）在结构上不同于哺乳动物细胞表面的弹性

结合蛋白［１２］。 统计分析发现金黄色葡萄球菌感染

的绝大多数组织为富含弹性结合蛋白的组织，所以

有研究者开始探索金黄色葡萄球菌是否是通过特异

性结合弹性结合蛋白来感染宿主。 本试验结果表

明，金黄色葡萄球菌确实通过其表面分子量为 ４．５×
１０４的 ＥＢＰＳ 蛋白结合到弹性结合蛋白的 Ｎ⁃端结构

域上，该结构域中并没有 ＶＧＶＡＰＧ 六肽识别序

列［１３］，且结合位点与弹性纤维结合蛋白相关的极性

Ｃ⁃末端也不相同，这就表明弹性蛋白中与 ＥＢＰＳ 结

合的位点特异性是针对金黄色葡萄球菌的［１４］。 由

此可以看出 ＥＢＰＳ 在金黄色葡萄球菌感染宿主的过

程中，起到至关重要的作用。
内蒙古自治区是中国乳品业主产区，奶牛乳腺

炎的控制和原料乳致病菌的检测对于保证乳品安全

有着重要意义。 本试验将乳源性致病性金黄色葡萄

球菌 ＥＢＰＳ 基因编码的膜表面蛋白质在体外获得高

效表达，并研究其抗原性，为利用其高效表达蛋白质

免疫动物制备的高效亚单位抗体，研发检测牛乳中

致病性金黄色葡萄球菌的快速、高效、特异检测试剂

盒奠定基础，具有重要的公共卫生学及民生意义，也
具有巨大的开发应用价值及潜在的市场前景。
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