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类鼻疽菌Ⅲ型分泌系统ＢｉｐＤ蛋白的重组表达及其免疫学特性研究

南栋琪１，文　远１，陈建高１，饶承龙１，吴　潘１，张子元１，王施韦１，闫晶敏１，李　倩１，毛旭虎１，２　　４０００３８重庆，
陆军军医大学（第三军医大学）：药学与检验医学系临床微生物与免疫学教研室１，创伤与化学中毒全国重点实验室２

　　［摘要］　目的　重组表达类鼻疽菌Ⅲ型分泌系统 ＢｉｐＤ蛋白，制备多克隆抗体并鉴定其免疫学性
质。方法　利用ｐＥＴ２８ａ表达系统在Ｅｓｃｈｅｒｉｃａｈｉａｃｏｌｉ（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＢＬ２１（ＤＥ３）中重组表达ＢｉｐＤ蛋白，通过
ＨｉｓＴｒａｐ亲和层析纯化获得 ｒＢｉｐＤ蛋白，免疫 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠获得 ｒＢｉｐＤ多克隆抗体；分别用兔抗类鼻疽
菌血清和类鼻疽菌感染阳性患者血清进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测ｒＢｉｐＤ的免疫反应性；通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
及免疫荧光染色检测鉴定ｒＢｉｐＤ的免疫原性；以ｒＢｉｐＤ建立间接ＥＬＩＳＡ检测临床类鼻疽患者血清抗体。
结果　成功构建ｐＥＴ２８ａＢｉｐＤ重组质粒并转化至Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）中诱导表达、纯化获得了相对分子
质量约为３６×１０３的ｒＢｉｐＤ蛋白，纯度约为９５．４％。ｒＢｉｐＤ蛋白具有良好的免疫原性和免疫反应性。免
疫小鼠可产生特异性抗体，制备鼠抗ｒＢｉｐＤ多克隆抗体，效价达１∶５１２０００。５．０μｇ／ｍＬｒＢｉｐＤ蛋白可与
类鼻疽患者血清发生免疫反应，而不与结核患者血清发生免疫反应，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
结论　成功制备了具有免疫学活性的ｒＢｉｐＤ蛋白及其多克隆抗体，为其用于临床免疫学诊断和类鼻疽
菌感染免疫机制研究提供了良好的工具。
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　　类鼻疽伯克霍尔德菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ，
简称类鼻疽菌）是一种环境革兰阴性杆菌，主要存在

于热带与亚热带地区的水或土壤中，是一种人兽共患

传染病类鼻疽的病原体［１－３］。类鼻疽疫区主要分布在

南纬２０°至北纬２０°范围内，包括了我国海南、台湾、香
港等地，其主要症状为肺炎、多器官组织脓肿等，临床

症状无特异性，诊断困难，入院初诊误诊率高，死亡率

高，且目前尚无临床可用的有效疫苗［４－５］。近年来类

鼻疽的全球流行趋势日趋严峻，２００６年美国疾控中心
将类鼻疽菌列为Ｂ类生物恐怖剂，因此对于类鼻疽菌
感染致病机制及其防治的研究十分必要［６］。

　　Ⅲ型分泌系统（ｔｙｐｅⅢ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，Ｔ３ＳＳ）普
遍存在于革兰阴性菌中，在细菌的感染致病过程中具

有重要作用［７］。类鼻疽菌基因组可编码３个Ｔ３ＳＳ，分
别为 Ｔ３ＳＳ１、Ｔ３ＳＳ２、Ｔ３ＳＳ３［８］。ＢｉｐＤ（ＢＰＳＳ１５２９）位
于Ｔ３ＳＳ３基因座，是 Ｂｓａ针尖处的一种哑铃形蛋白，
与ＢｉｐＢ、ＢｉｐＣ共同组成转运平台，有研究表明ＢｉｐＤ蛋
白与类鼻疽菌感染后逃逸宿主免疫清除相关，但具体

功能及作用机制尚不明确［９］。ＢｉｐＤ作为Ｔ３ＳＳ的分泌
蛋白可刺激宿主产生特异性抗体，是一个类鼻疽菌诊

断及疫苗研发的新的潜在靶点［１０－１２］。本研究重组表

达并纯化出具有免疫活性的ＢｉｐＤ蛋白，并免疫小鼠制
备其多克隆抗体，以期为以ＢｉｐＤ蛋白为靶点的类鼻疽
诊断方法的建立及疫苗的研发、后续对ＢｉｐＤ蛋白功能
与类鼻疽菌感染致病机制的研究提供技术支持。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株、细胞及主要试剂　　类鼻疽菌ＢＰＣ００６、
ＢＰＣ００４、ＢＰＣ０１１、ＢＰＣ０２１、ＢＰＣ０２２、Δｂｉｐｄ菌 株 及
ＲＡＷ２６４．７细胞保存于本实验室；兔抗类鼻疽菌抗体、
ＧＳＴ蛋白由本实验室制备并保存；ＢａｍＨⅠ及 ＥｃｏＲⅠ
酶、Ｔ４ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ购自 ＮＥＢ公司；Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１

（ＤＥ３）、Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞购自天根公司；弗氏
佐剂购自Ｓｉｇｍａ公司；ＤＭＥＭ培养基及胎牛血清购自
Ｇｉｂｃｏ公司；ＤｎａＫ抗体购自 Ａｂｃａｍ公司；ＧｏｌｄＶｉｅｗ购
自艾科瑞生物公司；Ｈｉｓｔａｇ抗体购自 Ｚｅｎｂｉｏ公司；
Ｐｒｏｔｅｉｎｌａｄｅｒ、ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌＴＭ ＷｅｓｔＰｉｃｏＰＬＵＳ、山羊抗兔
荧光二抗 ５９４、山羊抗鼠荧光二抗 ４８８、ＤＡＰＩ、
ＳｌｏｗＦａｄｅＴＭ Ｇｌａｓｓ软质抗淬灭封片剂、ＰＣＲ仪购自
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；ＰＶＤＦ膜、ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＳｌｉｄｅｓ、电
泳仪、ＴｒａｎｓＢｉｏＴｕｒｂｏ购自 ＢｉｏＲａｄ公司；山羊抗兔及
山羊抗鼠二抗购自中杉金桥公司；１０×１０３超滤管购自
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公 司；ＨｉｓＴｒａｐ亲 和 层 析 柱 购 自 ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ公司；考马斯亮蓝Ｒ２５０、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、ＢＳＡ、
脱脂奶粉购自生工生物公司；ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＭａｘＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ购自 ＴａＫａＲａ公司；ＬｅｉｃａＳＰ８共聚焦显微
镜购自ＬｅｉｃａＭｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ公司。
１．１．２　血清样本　　类鼻疽患者血清为海南省三亚
市人民医院确诊的类鼻疽患者的临床血清。本研究共

纳入１２份年龄３０～７０岁的患者血清，临床诊断：类鼻
疽菌感染。纳入标准：①在进行药物治疗前采集的分
泌物、血液等标本经实验室分离培养鉴定为类鼻疽菌；

②有疫区接触史及发热或组织器官脓肿等类鼻疽的典
型临床症状和体征；③患者病历资料完整。排除标准：
患者拒绝参与。

　　结核患者血清为海南省三亚市人民医院经实验室
检验确诊结核患者的临床血清，共纳入１２份血清，年
龄３０～７０岁，临床诊断：结核分枝杆菌感染。纳入标
准：①在进行药物治疗前采集的分泌物、血液等标本经
实验室检验鉴定为结核分枝杆菌；②有低热盗汗或典
型影像学改变等结核的典型临床症状和体征；③患者
病历资料完整。排除标准：患者拒绝参与。本研究涉

及的内容均已告知血清样本所属的患者，且获得其同

意。本实验获得海南省三亚市人民医院伦理委员会的

批准（批号为２０２１２５）。
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１．１．３　实验动物　　实验共用６～８周龄 ＢＡＬＢ／ｃ小
鼠８只，体质量１６～１８ｇ，购自重庆腾鑫比尔公司。本
研究动物实验经过陆军军医大学实验动物福利伦理审

查委员会审核（ＡＭＵＷＥＣ２０２２３３５４），符合动物伦理和
动物福利要求。

１．２　方法
１．２．１　ｐＥＴ２８ａＢｉｐＤ原核表达载体的构建　　提取
类鼻疽ＢＰＣ００６菌株的全基因组 ＤＮＡ作为 ＰＣＲ反应
模板，使用上游引物：５′ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＡＣＡＴＧＣＡＴＧＴ
ＣＧＡＣＡＴＧＧＧＡＣＧ３′（ＢａｍＨⅠ）及下游引物：５′ＧＡＡ
ＴＴＣＴＣＡＧＡＴＣＴＧＣＡＧＡＴＡＧＣＴＣＴＴＧＧＣ３′（ＥｃｏＲⅠ）进
行ＰＣＲ扩增获得目的基因ｂｉｐｄ（９４５ｂｐ），将ｂｉｐｄ片段
与ｐＥＴ２８ａ质粒进行ＢａｍＨⅠ／ＥｃｏＲⅠ双酶切，使用Ｔ４
ＤＮＡｌｉｇａｓｅ在１６℃条件下过夜，连接酶切产物，而后
转化入Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞，涂布于ＬＢ固体培养
基３７℃过夜培养，次日挑取阳性单克隆进行增菌培
养，提取ｐＥＴ２８ａＢｉｐＤ质粒，进行 ＢａｍＨⅠ／ＥｃｏＲⅠ双
酶切验证，将电泳结果中可见目的基因片段的相应质

粒进行ＤＮＡ测序。
１．２．２　ｒＢｉｐＤ蛋白的表达和纯化　　将 ｐＥＴ２８ａ
ＢｉｐＤ质粒转化入 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞中，
３７℃ ２００ｒ／ｍｉｎ摇菌培养至Ｄ（５９５）为０．６～０．８，使用
１．０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ在１６℃条件下分别诱导３、５、８ｈ后
离心收集菌体，ＰＢＳ重悬后超声裂解 ３０ｍｉｎ，４℃
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集上清中的细菌蛋白，通
过ＳＤＳＰＡＧＥ电泳、考马斯亮蓝染色及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实
验检测 ＨｉｓＢｉｐＤ蛋白（ｒＢｉｐＤ）表达情况。配制 Ａ液
（２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸三钠、５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、３０ｍｍｏｌ／Ｌ
咪唑，ｐＨ＝８．０）及 Ｂ液（２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸三钠、
５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，ｐＨ＝８．０）并超声
脱气。在最佳诱导条件下诱导制备菌液 ２Ｌ，提取细
菌蛋白，使用蛋白纯化仪及 ＨｉｓＴｒａｐ亲和层析柱纯化
ｒＢｉｐＤ蛋白，梯度洗脱后以１ｍＬ／管收集流穿峰及洗脱
峰组分，ＳＤＳＰＡＧＥ及考马斯亮蓝染色检测各组分的
蛋白组成，将仅含有单一目的条带的组分混合后使用

超滤管将蛋白溶液中的洗脱液替换为ＰＢＳ，ＳＤＳＰＡＧＥ
及考马斯亮蓝染色检测 ｒＢｉｐＤ蛋白最终纯度。ｒＢｉｐＤ
蛋白冻干后长期保存于室温。

１．２．３　多克隆抗体的制备　　取４００μｇ的 ｒＢｉｐＤ蛋
白溶解于灭菌ＰＢＳ中，用 ０．２２μｍ滤头过滤后，与等
体积弗氏完全佐剂振荡混合充分乳化，按照每只小鼠

５０μｇｒＢｉｐＤ蛋白的用量腹腔注射免疫小鼠，对照组小
鼠注射等体积 ＰＢＳ溶液，记为第 ０天。第 １４天与第

２１天取与第０天相同量 ｒＢｉｐＤ蛋白溶液，与等体积弗
氏不完全佐剂充分乳化，按初次免疫的相同操作进行

腹腔注射加强免疫。第２７天进行眼球采血，分离获得
血清后置于－８０℃保存。
１．２．４　间接 ＥＬＩＳＡ实验　　使用实验设计所需浓度
的ｒＢｉｐＤ蛋白作为抗原４℃包被酶标板过夜，ＰＢＳＴ洗
板后使用１％ＢＳＡ封闭，洗板后加入倍比稀释后的ｒＢｉｐＤ
抗血清及对照组小鼠血清（１∶１０００～１∶１０２４０００），或
类鼻疽及结核患者血清，３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳＴ洗板，加
入山羊抗鼠二抗３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳＴ洗板，加入显色
液３７℃避光孵育１５ｍｉｎ，加入终止液终止反应，使用
酶标仪测定光密度值［Ｄ（４５０）］，实验组光密度值
Ｄ（４５０）／对照组光密度值 Ｄ（４５０）＞２．１视为阳性结
果，否则为阴性结果。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　　超声提取菌液上清蛋
白，加入上样ｂｕｆｆｅｒ，金属浴１００℃煮１０ｍｉｎ，根据实验
需求上样至１０％或１２％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶进行电泳，而
后使用 ＴｒａｎｓＢｉｏＴｕｒｂｏ半干转仪 ０．５ｍＡ恒流转膜
４０ｍｉｎ，５％脱脂奶粉封闭２ｈ，根据实验目的加入ＤｎａＫ
抗体、Ｈｉｓｔａｇ抗体、ＢｉｐＤ多克隆抗体、兔抗类鼻疽血清
４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜后加入相应二抗室温孵育
２ｈ，洗膜后使用ＢｉｏＲａｄ化学发光仪观察蛋白条带。
１．２．６　免疫荧光染色实验　　将 ＲＡＷ２６４．７细胞铺
板于提前放置灭菌细胞爬片的 ２４孔板中，３７℃
５％ＣＯ２培养１２ｈ，以 １０∶１的感染复数加入类鼻疽菌
ＷＴ及Δｂｉｐｄ菌液感染铺板细胞，感染１．５ｈ后加入终
浓度为２５０μｇ／ｍＬ的卡那霉素清除胞外菌，感染 ６ｈ
后用ＰＢＳ洗涤细胞 ２次，４％多聚甲醛固定 １０ｍｉｎ，
０．３％ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理 １０ｍｉｎ，１％ ＢＳＡ封闭。而后
依次加入兔抗类鼻疽菌抗体、山羊抗兔荧光二抗５９４、
ｒＢｉｐＤ多克隆抗体、山羊抗鼠荧光二抗 ４８８分别于室
温避光孵育２ｈ。ＰＢＳ洗涤细胞后，加入ＤＡＰＩ３７℃避
光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤细胞后，将细胞爬片安装在滴
有ＳｌｏｗＦａｄｅＴＭＧｌａｓｓ软质抗淬灭封片剂的载玻片上。
使用ＬｅｉｃａＳＰ８共聚焦显微镜观察各组荧光情况。
１．３　统计学分析
　　各实验均进行至少３次独立重复，使用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ８软件进行Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验，分析定量结果统计
学差异并作图，Ｐ＜０．０１即为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＢｉｐＤ蛋白重组表达纯化
２．１．１　重组表达载体ｐＥＴ２８ａＢｉｐＤ构建　　以类鼻疽
菌ＢＰＣ００６菌株的全基因组ＤＮＡ为模板，ＢｉｐＤＦ／Ｒ为上
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下游引物，ＰＣＲ扩增获得目的基因ｂｉｐｄ片段（９４５ｂｐ），
重组原核表达载体 ｐＥＴ２８ａＢｉｐＤ经 ＥｃｏＲⅠ／ＢａｍＨⅠ
双酶切及琼脂糖凝胶电泳实验鉴定目的片段与理论大

小一致（图１），且测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库公布序
列一致，表明原核表达载体ｐＥＴ２８ａＢｉｐＤ构建成功。
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Ｍ：ＤＮＡ分子量标准；１：ｂｉｐｄ基因ＰＣＲ扩增产物；２：重组质
粒 ｐＥＴ２８ａＢｉｐＤ；３：重组质粒 ｐＥＴ２８ａＢｉｐＤ经 ＥｃｏＲⅠ／
ＢａｍＨⅠ双酶切产物

图１　ｐＥＴ２８ａＢｉｐＤ重组质粒的构建

２．１．２　ｒＢｉｐＤ蛋白诱导表达　　含重组质粒 ｐＥＴ
２８ａＢｉｐＤ的Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）用 ＩＰＴＧ诱导 ｒＢｉｐＤ蛋
白表达，分别取细菌上清及沉淀蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ
检测，结果显示 ｒＢｉｐＤ蛋白多位于上清蛋白中（图
２Ａ）。分别在１６℃经ＩＰＴＧ诱导３、５、８ｈ后，可观察到
在大约３６×１０３位置增加了一个蛋白条带，与ｒＢｉｐＤ蛋
白预测相对分子量基本一致，各泳道条带灰度值分析

结果显示ｒＢｉｐＤ蛋白表达量在１６℃诱导３ｈ条件下为
６．１％、１６℃诱导５ｈ条件下为７．３％、１６℃诱导８ｈ条
件下为３．７％（图２Ｂ）。使用Ｈｉｓｔａｇ抗体进行Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ实验发现相应位置条带蛋白带有 Ｈｉｓ标签，
证明该条带为ｒＢｉｐＤ蛋白条带（图２Ｃ）。根据实验结

果可知，ｒＢｉｐＤ蛋白为可溶性表达，在１６℃经 ＩＰＴＧ诱
导５ｈ条件下表达效率较高。
２．１．３　ｒＢｉｐＤ蛋白纯化　　２Ｌ含ｐＥＴ２８ａＢｉｐＤ质粒
的Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）菌液在１６℃，ＩＰＴＧ诱导５ｈ后，
提取细菌蛋白并通过 ＨｉｓＴｒａｐ亲和层析柱纯化后，收
集蛋白液，将 ＳＤＳＰＡＧＥ验证纯度较高的组分混合后
超滤浓缩（图 ３Ａ），得到可溶性 ｒＢｉｐＤ蛋白。ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶电泳结果表明，ｒＢｉｐＤ蛋白相对分子质量约
为３６×１０３（图３Ｂ），与理论相对分子质量大小基本一
致，纯化的ｒＢｉｐＤ蛋白纯度约９５．４％（图３Ｃ）。本研究
纯化共获得约３ｍＬ蛋白溶液，浓度约为１．９６ｍｇ／ｍＬ。
２．２　ｒＢｉｐＤ蛋白免疫反应性鉴定
　　分别用兔抗类鼻疽菌血清和类鼻疽菌感染患者血
清进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测ｒＢｉｐＤ的免疫反应性，实
验证明ｒＢｉｐＤ蛋白与兔抗类鼻疽菌血清和类鼻疽菌感
染阳性患者血清均能产生特异的抗原抗体反应，表现

出良好的免疫反应性（图４）。
２．３　ｒＢｉｐＤ蛋白免疫原性鉴定
２．３．１　鼠抗 ｒＢｉｐＤ蛋白多克隆抗体的制备及抗体效
价测定　　纯化的 ｒＢｉｐＤ蛋白腹腔注射免疫小鼠，获
得鼠抗ｒＢｉｐＤ的多克隆抗体，ＥＬＩＳＡ检测结果显示抗
体滴度达１∶５１２０００（图５）。
２．３．２　鼠抗 ｒＢｉｐＤ蛋白多克隆抗体能特异识别类鼻
疽菌天然ＢｉｐＤ蛋白分子　　制备野生型及 Δｂｉｐｄ类
鼻疽菌的全菌蛋白样品，以ｒＢｉｐＤ蛋白为阳性对照，以
鼠抗ｒＢｉｐＤ多克隆抗体为一抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，分析
ＢｉｐＤ蛋白在２个菌株内的表达情况。结果如图６Ａ所
示，２组细菌蛋白样品均在约７０×１０３处可见亮度相似
的ＤｎａＫ蛋白条带，野生型类鼻疽菌蛋白样品及 ｒＢｉｐＤ
蛋白泳道中在约３６×１０３处可见蛋白条带，与 ＢｉｐＤ蛋
白理论相对分子质量基本一致，而 Δｂｉｐｄ类鼻疽菌全
菌蛋白样品中未检测到ＢｉｐＤ蛋白条带。
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Ａ：考马斯亮蓝染色检测ｒＢｉｐＤ蛋白表达　Ｍ：蛋白质分子量标准；１：ＢＬ２１（ＤＥ３）上清蛋白；２：含ｐＥＴ２８ａＢｉｐＤ的
ＢＬ２１（ＤＥ３）上清蛋白；３：含 ｐＥＴ２８ａＢｉｐＤ的 ＢＬ２１（ＤＥ３）沉淀蛋白；Ｂ、Ｃ：考马斯亮蓝染色及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ｒＢｉｐＤ蛋白诱导表达最佳条件　Ｍ：蛋白质分子量标准；１：未诱导的含 ｐＥＴ２８ａＢｉｐＤ的 ＢＬ２１（ＤＥ３）上清蛋白；
２：１６℃诱导３ｈ的含ｐＥＴ２８ａＢｉｐＤ的ＢＬ２１（ＤＥ３）上清蛋白；３：１６℃诱导５ｈ的含ｐＥＴ２８ａＢｉｐＤ的ＢＬ２１（ＤＥ３）
上清蛋白；４：１６℃诱导８ｈ的含ｐＥＴ２８ａＢｉｐＤ的ＢＬ２１（ＤＥ３）上清蛋白

图２　ｒＢｉｐＤ蛋白在Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）中的表达
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Ａ：考马斯亮蓝染色；Ｍ：蛋白质分子量标准；１～１７：蛋白溶液通过ＨｉｓＴｒａｐ亲和层析柱后收集的溶液组分１～１７；
Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｍ：蛋白质分子量标准；１：超滤浓缩后的ｒＢｉｐＤ溶液；Ｃ：Ｂ中泳道１的蛋白纯度分析

图３　ｒＢｉｐＤ蛋白的纯化及纯度分析
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Ｍ：蛋白质分子量标准；１：ｒＢｉｐＤ蛋白；２：ＧＳＴ蛋白
Ａ：兔抗类鼻疽菌血清；Ｂ：类鼻疽菌感染阳性患者血清

图４　ｒＢｉｐＤ蛋白的免疫反应性鉴定
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图５　间接ＥＬＩＳＡ法检测ＢｉｐＤ多克隆抗体效价

　　以兔抗类鼻疽菌多克隆抗体和鼠抗ｒＢｉｐＤ多克隆
抗体为一抗，分别对野生型及 Δｂｉｐｄ类鼻疽菌感染的

ＲＡＷ２６４．７细胞进行免疫荧光染色，结果如图 ６Ｂ所
示，鼠抗ｒＢｉｐＤ可使野生型类鼻疽菌产生绿色荧光信
号，而Δｂｉｐｄ类鼻疽菌无相应荧光信号。由此证明，
ｒＢｉｐＤ鼠多克隆抗体可与类鼻疽菌 ＢｉｐＤ蛋白特异性
结合，用于鉴定类鼻疽菌中ＢｉｐＤ的表达情况。
２．３．３　鼠抗 ｒＢｉｐＤ蛋白多克隆抗体可特异识别不同
类鼻疽菌株中的 ＢｉｐＤ蛋白　　制备类鼻疽菌
ＢＰＣ００４、ＢＰＣ００６、ＢＰＣ０１１、ＢＰＣ０２１、ＢＰＣ０２２及 Δｂｉｐｄ
菌株蛋白，使用鼠抗 ｒＢｉｐＤ蛋白多克隆抗体进行
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验，结果显示多克隆抗体可与不同类鼻
疽菌株的 ＢｉｐＤ蛋白发生特异性抗原抗体反应，提示
ｒＢｉｐＤ蛋白具有与天然 ＢｉｐＤ蛋白相同或相似抗原表
位（图７）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＢｉｐＤ蛋白表达　１：野生型类鼻疽菌全菌蛋白样品；２：Δｂｉｐｄ类鼻疽菌全菌蛋白样品；３：ｒＢｉｐＤ
蛋白；Ｂ：免疫荧光染色检测ＢｉｐＤ蛋白表达　使用兔抗类鼻疽菌抗体将类鼻疽菌染为红色荧光；使用鼠抗 ｒＢｉｐＤ
多克隆抗体将类鼻疽菌中ＢｉｐＤ蛋白染为绿色荧光；使用ＤＡＰＩ将ＲＡＷ２６４．７细胞核染为蓝色荧光

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及免疫荧光染色检测鼠抗ｒＢｉｐＤ多克隆抗体与ＢｉｐＤ／ｒＢｉｐＤ蛋白的抗原抗体反应
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１：类鼻疽菌Δｂｉｐｄ全菌蛋白样品；２：类鼻疽菌 ＢＰＣ００４全
菌蛋白样品；３：类鼻疽菌ＢＰＣ００６全菌蛋白样品；４：类鼻疽
菌ＢＰＣ０１１全菌蛋白样品；５：类鼻疽菌 ＢＰＣ０２１全菌蛋白
样品；６：类鼻疽菌ＢＰＣ０２２全菌蛋白样品
图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测鼠抗ｒＢｉｐＤ多克隆抗体与不同类

鼻疽菌株的抗原抗体反应

２．４　ｒＢｉｐＤ蛋白作为诊断抗原检测类鼻疽患者血清
抗体

　　首先使用ｒＢｉｐＤ鼠多克隆抗体与不同包被浓度的
ｒＢｉｐＤ进行间接 ＥＬＩＳＡ实验，结果如图８Ａ所示，０．１、
１．０、３．０、５．０、８．０及 １０．０μｇ／ｍＬ的 ｒＢｉｐＤ在检测中
均可见阳性结果。筛选使用５．０μｇ／ｍＬ的ｒＢｉｐＤ分别

对１２名类鼻疽菌患者血清及１２名结核患者血清进行
间接ＥＬＩＳＡ检测，结果如图８Ｂ所示，１２名类鼻疽菌患
者血清均呈现阳性结果，而结核患者血清均呈现阴性

结果，且２组之间差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

　　类鼻疽菌含有２条染色体的庞大基因组，可表达
多种毒力因子，主要包括Ｔ３ＳＳ、Ⅵ型分泌系统（ｔｙｐｅⅥ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，Ｔ６ＳＳ）、荚膜多糖和脂多糖等［１３－１４］。

Ｔ３ＳＳ主要与细菌的效应蛋白分泌及其胞内生存和定
殖相关［１５］，ＢｉｐＤ是类鼻疽菌 Ｔ３ＳＳ的转运孔蛋白组成
之一，由 ３１０个氨基酸组成，与 Ｔ３ＳＳ３基因座上的
ＢｉｐＢ和ＢｉｐＣ蛋白组成转运平台，是类鼻疽菌效应蛋
白分泌的通道［９］。在类鼻疽菌感染宿主过程中，ＢｉｐＤ
与类鼻疽菌侵入非吞噬细胞的入胞率相关［１６－１７］，且可

介导类鼻疽菌从吞噬体逃逸及其感染后宿主细胞肌动

蛋白重排导致的膜突起，在类鼻疽菌的胞内免疫逃逸

中发挥重要作用［１８－１９］。因此，对 ＢｉｐＤ蛋白的功能研
究具有重要意义。
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Ａ：间接ＥＬＩＳＡ法检测不同浓度ｒＢｉｐＤ对ｒＢｉｐＤ多克隆抗体的免疫反应性；Ｂ：间接ＥＬＩＳＡ法检测ｒＢｉｐＤ对类鼻疽
菌抗血清的免疫反应性　组１：类鼻疽患者血清；组２：结核患者血清

图８　ｒＢｉｐＤ作为诊断抗原间接ＥＬＩＳＡ法检测类鼻疽患者血清抗体
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　　本研究成功构建了 ＢｉｐＤ蛋白的重组表达质粒
ｐＥＴ２８ａＢｉｐＤ，转化入 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞
后，使用ＩＰＴＧ在１６℃条件下处理５ｈ成功诱导表达，
通过ＨｉｓＴｒａｐ亲和层析柱纯化获得约５．７ｍｇ相对分
子质量约为３６×１０３的 ｒＢｉｐＤ蛋白，其纯度约９５．４％。
经过ＳＤＳＰＡＧＥ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测发现该蛋白
为可溶性表达，表达量高，且易于纯化制备。ＥＬＩＳＡ实
验验证ｒＢｉｐＤ蛋白可与兔抗类鼻疽血清发生特异性免
疫反应，具有天然ＢｉｐＤ蛋白的抗原表位结构。而后将
ｒＢｉｐＤ蛋白腹腔注射免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，制备了效价为
１∶５１２０００的鼠抗ｒＢｉｐＤ多克隆抗体，免疫荧光实验证
明该多克隆抗体可特异性识别类鼻疽菌，且对胞外及

胞内的细菌菌体均有良好的结合能力。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
实验证明该多克隆抗体可特异性识别本实验室保存的

不同类鼻疽临床菌株的 ＢｉｐＤ蛋白，其中 ＢＰＣ００４、
ＢＰＣ００６、ＢＰＣ０１１、ＢＰＣ０２１菌株在３６×１０３处可见特异
性条带，而ＢＰＣ０２２菌株在约４０×１０３处可见特异性条
带，这可能是由于不同菌株中 ＢｉｐＤ蛋白存在一定变
异，导致蛋白质一级结构存在差异，或由于细菌状态等

差异导致的细菌蛋白发生不同程度的翻译后修饰［２０］，

从而在Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验中呈现出不同位置的特异性
条带。以上实验提示该多克隆抗体具有良好的免疫原

性，可用于后续该蛋白功能机制的研究，为类鼻疽菌感

染与宿主免疫清除机制研究提供方法学支持。此外，

ＢｉｐＤ的同源蛋白耶尔森菌针尖蛋白 ＬｃｒＶ（Ｖ抗原）已
被人体临床试验验证可作为一种有效疫苗［２１］，ＢｉｐＤ
蛋白也被证明可被类鼻疽菌减毒株感染的小鼠ＣＤ４＋Ｔ
细胞特异性识别［２２］，本研究也证明 ＢｉｐＤ蛋白免疫小
鼠可产生特异性抗体。因此，ＢｉｐＤ或可作为类鼻疽菌
疫苗的潜在靶点。然而，ＢｉｐＤ蛋白抗体是否具有中和
作用仍需进一步研究。

　　根据已有研究报道，类鼻疽患者病死率为１０％～
４０％［２３－２４］，主要受患者本身的基础疾病、实验室诊断
的耗时及准确性、临床治疗方案以及重症监护设备的

先进程度等因素影响［２５－２６］，因此类鼻疽的早期诊断十

分必要。由于类鼻疽临床症状多样且无特异性，患者

入院初诊误诊率可高达 １００％，其中多数患者由于临
床症状与结核类似，被误诊为结核分枝杆菌感染，影响

患者早期治疗策略导致预后较差［２７－２８］。ＥＬＩＳＡ实验
验证本研究制备的ｒＢｉｐＤ蛋白对于类鼻疽患者及结核
患者血清的鉴别具有较高的特异性，可作为类鼻疽菌

诊断的潜在靶点。目前针对类鼻疽菌的检测主要有细

菌分离培养、血清学检测和分子生物学检测等［２９］，但

国内尚无报道以ＢｉｐＤ蛋白为靶点的类鼻疽菌诊断方
法，而该蛋白易于重组表达及纯化，且ｒＢｉｐＤ的免疫原
性和免疫反应性良好，具有较好的临床应用前景。然

而，ＢｉｐＤ抗体在患者感染过程中产生的时间尚不明
确，因此，ｒＢｉｐＤ是否可以作为诊断性抗原仍需进一步
研究。

　　利用本研究制备的 ｒＢｉｐＤ及其抗体，课题组对
ＢｉｐＤ蛋白在类鼻疽菌感染致病中的功能开展了探究，
初步发现其可能与类鼻疽菌感染诱导的宿主细胞线粒

体自噬的发生有关。具体分子机制正在研究之中。

　　综上，本研究成功制备了具有免疫学活性的
ｒＢｉｐＤ蛋白及其多克隆抗体，为其用于临床免疫学诊
断和类鼻疽菌感染免疫机制研究提供了良好的工具。
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