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摘摇 要:摇 目的摇 克隆肺炎嗜衣原体包涵体膜蛋白 Cpn0585 基因,初步探讨其在血清学诊断中的应用价值。
方法摇 构建 pGEX鄄6p鄄2 / Cpn0585 重组质粒,诱导表达并纯化重组蛋白,免疫 BALB / c 小鼠,间接酶联免疫附试验

(ELISA) 检测小鼠血清抗体滴度,以重组蛋白作为 ELISA 包被抗原检测血清中 Cpn IgG 抗体和检测 36 份

Cpn - / Ct + IgG 阳性参考血清。 摇 结果摇 高效表达和纯化出一相对分子质量约为 95 kDa 的重组蛋白,蛋白质印迹

法证明其能与人抗 Cpn IgG 抗体发生反应;在被免疫的 BALB / c 小鼠体内,特异性 IgG 抗体的滴度为 1颐 12 800;检测

104 例临床血清标本中的 IgG 抗体,与以色列 Savyon Diagnostics 公司 SeroCPTM IgG ELISA 诊断试剂盒的检测结果进

行比较,符合率为 98. 3% 。 摇 结论摇 表达的 Cpn0585 重组蛋白具有良好的免疫活性,在 Cpn 的血清学诊断中具有

较高的应用价值。
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Abstract:摇 Objective摇 To clone and express the Cpn0585 gene from Chlamydophila pneumonia e. and then evaluate
the clinical value of the recombinant protein in serodiagnosis. 摇 Methods摇 The pGEX鄄6p鄄2 / Cpn0585 recombinant plasmid
was contructed,and then expression of recombinant protein was induced. The expressed recombinant protein was identified
by SDS鄄PAGE. BALB / c rats were immunized with the purified protein;indirect ELISA was applied to measuring its immu鄄
nogenicity;and its immunoreactivity was analyzed by reacting with Cpn鄄specific IgG antibody in sera. Cpn IgG and
Chlamydozoa trachomatis positive sera were detected with indirect ELISA. 摇 Results摇 The recombinant protein with relative
molecular weight about 95 kDa was expressed and purified effectively. Western blot analysis proved that the recombinant
protein could react with human anti Cpn IgG specifically. The titer of the specific IgG antibodies in the immuned BALB / c
rats was above 1颐 12 800. The compliance rate between the indirect ELISA test and SeroCPTM IgG ELISA kits to104 patients
sera were 98郾 3% . 摇 Conclusion摇 The expressed recombinant protein of Cpn0585 from Cpn shows excellent irnmunoc鄄om鄄
petence. It is suitable for preparation of serodiagnostic EIISA reagent for Cpn infection.
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摇 摇 肺 炎 嗜 衣 原 体 ( Chlamydophila pneumoniae,
Cpn)是一类细胞内寄生,具有独特发育周期的原核

细胞型微生物。 人群 Cpn 感染极为普遍,感染率可

达到 50% ~70% [1 ~ 3],Cpn 大部分感染者呈隐性感

染,病原体可在体内持续存在,造成人体多系统、多
器官的慢性病理损害[4 ~ 6]。 但是,目前对 Cpn 感染
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尚无高效的检测手段,因此有必要建立简便快速、高
度特异和敏感的诊断方法,为 Cpn 感染的早期诊断

提供实验依据。
Cpn 检测方法迄今已建立多种[7 ~ 9],包括病原

分离培养、PCR、血清学诊断方法等。 由于 Cpn 严格

细胞内寄生,在培养过程中易受细胞碎片污染而导

致阳性率下降,是公认较难培养的衣原体种[10,11],
故培养法不适合作为常规诊断。 PCR 技术不仅对

专业人员要求较高,而且无标准可言,不同检测方案

的阳性结果相差甚远[12,13],因而难以在临床上普遍

推广;MIF 需要荧光显微镜等特殊设备;ELISA 法操

作简便快捷、使用可靠的仪器客观地阅读结果,因而

适合于在临床上普遍推广。
Cpn 包涵体膜蛋白是衣原体基因编码、表达定位

于 Cpn 包涵体膜上的蛋白质,它一般具有较强的免疫

原性,而且保护衣原体免遭宿主的免疫系统的识别和

清除。 Cpn0585 由 Cpn 合成并定位于包涵体膜上,在
Cpn 感染早期就可以检测这种蛋白的抗体[14]。 另

外,这种 Cpn 基因高度保守,与其他已知基因同源性

低[15],若应用于临床 Cpn 检测,既有较高敏感度、特
异性,又可以避免衣原体之间的交叉反应;同时,国内

外还尚无对这种蛋白在 Cpn 感染诊断中的应用研究。
为此,本研究分析了 Cpn0585 免疫活性,探讨了其在

Cpn 感染临床诊断中的应用价值。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

1. 1. 1摇 菌株、载体摇 Cpn AR39 株、pGEX鄄6p鄄2 载体

南华大学病原生物学研究所保存。
1. 1. 2摇 主要试剂与试验动物摇 限制性内切酶、DNA
聚合酶均为 NEB 公司;DNA 标准、蛋白质标准为东

盛公司产品;GST 纯化树脂购于 Merk;雄性 BALB / c
小鼠购自南华大学动物部;Cpn AR39 多克隆抗体购

于 abcam;SeroCPTM IgG ELISA 购于 Savyon Diagnos鄄
tics 公司。
1. 1. 3摇 临床血清样本摇 104 例血清样本收于 2008
年 1 月至 2010 年 2 月就诊于衡阳市南华大学附属

第三医院呼吸科的呼吸道感染患者;36 例沙眼衣原

体(C. trachomatis,Ct)阳性血清采集于南华大学附

属第三医院妇产科,没有任何 Cpn 感染的临床和实

验室检查证据。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 原核表达载体 pGEX鄄6p鄄2 / Cpn0585 的构建

与鉴定摇 从 GenBank 中查询 Cpn0585 的基因序列,

设计 PCR 引物,P1 序列为 5忆 CGC GGA TCC ATG
GCA ACA CCC GCT CAA AAA T 3忆,P2 序列为 5忆
TTTTCCTTTT GCGGCCGC TTA TCC TTG TTG AAA
TTG CTC TTG 3忆,分别引入 BamHI 和 NotI 酶切位

点。 PCR 条件为:94益 5min 预变性,94益 30 s,55益
45 s,72益 2 min,循环 30 次,72益延伸 10 min 终止

反应,产物经 1. 0%琼脂糖凝胶电泳分析,纯化后克

隆到 pGEX鄄6p鄄2 上,重组质粒 pGEX鄄6p鄄2 / Cpn0585
转化入 E. coli BL21 中,经 PCR 筛选,双酶切和测序

(武汉 Invitrogen 公司)鉴定,筛选阳性克隆。
1. 2. 2 摇 重组蛋白 GST鄄Cpn0585 的表达、纯化与鉴

定摇 按《分子克隆实验指南》所述方法,用 IPTG 诱

导表达重组蛋白 GST鄄Cpn0585,并反复优化表达条

件诱导表达可溶性蛋白。 然后用 GST 纯化树脂按

说明书进行纯化。 10% SDS鄄PAGE 分析蛋白质的表

达形式及纯度;在核酸蛋白分析仪上,测定蛋白质浓

度。 纯化的 GST鄄Cpn0585 用 Cpn AR39 多克隆抗体

行免疫印迹鉴定。
1. 2. 3摇 动物实验摇 取纯化的重组蛋白经腹膜下多

点及腹腔注射免疫 6 只清洁级雄性 BALB / c 小鼠

(购自南华大学动物部),同时设立 GST 免疫组、洗
脱液阴性对照组及空白对照组。 第一次免疫,剂量

150 滋g /只,与等量弗氏完全佐剂充分乳化后,对小

鼠进行注射,以后每隔 15 天左右用含重组蛋白

75 滋g的抗原加弗氏不完全佐剂加强免疫 3 次,末次

免疫 7 天后眼眶静脉采血,分离并纯化血清,ELISA
法检测免疫血清的抗体效价。
1. 2. 4摇 Cpn IgG 抗体检测摇 以重组蛋白作为 ELISA
包被抗原检测血清中 Cpn IgG 抗体,纯化 GST鄄
Cpn0585 重 组 蛋 白 用 碳 酸 盐 缓 冲 液 稀 释, 按

100 滋g /孔包被酶标板,建立间接 ELISA 法检测 104
份呼吸道患者的血清中的 Cpn IgG 抗体,并建立

GST、阴性及空白对照。 待检血清作测定孔 A450 值

>阳性界值为阳性,否则判为阴性,并与 Savyon Di鄄
agnostics 公司 SeroCPTM IgG ELISA 诊断试剂盒的检

测结果进行比较,初步探讨 Cpn0585 在 Cpn 血清学

诊断中的应用价值。
1. 2. 5摇 与 Ct 交叉反应试验摇 分别以 GST鄄Cpn0585
为抗原建立的 ELISA 法和目前国际上常用的 Se鄄
roCP TM ELISA 商品试剂盒平行检测 36 份 Ct 阳性

血清,如结果有阳性则认为该方法与 Ct 有交叉反

应;否则无交叉反应。
1. 2. 6摇 可靠性与稳定性试验摇 可靠性试验:不同批

次的 ELISA 试剂检测同一份患者血清样品,每次每

份 12 孔,分 3 组检测每组样品 A 值、批间变异系数
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(CV)以计算平均批间 CV;分 3 天检测每天批内 CV
以计算平均批内 CV。 稳定性试验:将 ELISA 试剂

分成 4 组,分别置 4益,37益反应,连续 3 天后同时

检测每组批间 CV 并计算平均批间 CV。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 原核表达载体 pGEX鄄6p鄄2 / Cpn0585的构建与鉴定

重组质粒的 PCR 产物经 1% 琼脂糖电泳,在约

1950 bp位置见一明显条带,大小与预期值符合。 经

酶切和测序鉴定证明在重组质粒中有插入靶基因

Cpn0585 (图 1)。

图 1摇 pGEX鄄6p鄄2 / Cpn0585 重组质粒的 PCR 与酶切鉴定

M:DNA Marker DL15000; 1: pGEX鄄6p鄄2 vector; 2: pGEX鄄6p鄄2 /
Cpn0585 recombinant plasmid; 3: pGEX鄄6p鄄2 / 0585 digested by
BamH I and Not I;4:PCR product of recombinant plasmid,pGEX鄄6p鄄
2 / Cpn0585

2. 2摇 重组蛋白 GST鄄Cpn0585 的纯化与鉴定

通过 GST 纯化树脂纯化蛋白,可获得 95 kDa 左

右的单一蛋白条带,蛋白印记分析此条带可以与

Cpn AR39 多克隆抗所识别,而空菌,含空载体的宿

主菌在相应位置未出现相应条带(图 2)。

图 2摇 pGEX6p鄄2 / Cpn0585 的 Western blot 鉴定结果

1:induced BL21 with pGEX鄄6p鄄2 / Cpn0585;2:induced BL21;
3:induced BL21 with pGEX鄄6p鄄2;4:purified GST鄄Cpn0585

2. 3摇 重组蛋白免疫原性分析

用间接 ELISA 法检测鼠血清中特异性 IgG 抗体

效价,达 1颐 12 800,空白组及对照组都未检测出特异

性抗体(表 1)。

表 1摇 ELISA 法检测 BALB / c 小鼠免疫血清中特异性抗体

滴度

组别 鼠数量 血清 IgG 抗体效价

GST鄄Cpn 0585 免疫组 6 逸1颐 12 800

GST 免疫组 6 —

洗脱液阴性对照组 6 —

空白对照组 6 —

2. 4摇 重组蛋白抗原的血清学诊断初步应用

2. 4. 1摇 Cpn IgG 抗体检测摇 GST鄄Cpn0585 为包被抗

原与以色列 Savyon Diagnostics 公司 SeroCPTM IgG
ELISA 诊断试剂盒的检测结果进行比较(表 2),经
字2 检验,P < 0. 05,差异有显著性。 且 GST鄄Cpn058
检测的特异性为 98. 8% ,灵敏度为 93. 5% ,符合率

为 98. 3% 。

表 2摇 重组蛋白 ELISA 和 SeroCPTM IgG 诊断试剂盒检测结果

比较

SeroCPTM试剂盒
Cpn0585

阳性 阴性 合计

阳性 29 5 34

阴性 4 66 70

合计 33 71 104

2. 4. 2摇 与 Ct 的交叉反应试验摇 ELISA 诊断试剂盒

平行检测 36 份 Cpn - / Ct + IgG 阳性参考血清,
GST鄄Cpn0585 检测 1 例阳性,阳性率 2郾 8% ,Sero CP
试剂盒检测 5 例阳性,阳性率 13郾 9% 。 两者比较,字2

= 3郾 84,P < 0郾 05。
2. 4. 3摇 可靠性与稳定性试验摇 分 3 组检测出平均

批间变异系数(CV)为 5. 46% ,分 3 天检测出平均

批内 CV 为 6. 78% ;对其进行稳定性试验,检测出平

均批间 CV 为 5. 63% ,该方法具有较好的可靠性和

重复性。

3摇 讨摇 摇 论

Cpn 主要引起人类的各种呼吸系统疾病,还可

引起心内膜炎、动脉粥样硬化等多种慢性病,甚至造
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成难于治疗的并发症,对人类健康构成极大的威

胁[16 ~ 18]。 由此可见,早期准确地诊断 Cpn 感染,为
有效地控制 Cpn 的传播和预防并发症的发生具有

重要意义。 目前国内外已有 Cpn 检测研究报道及

商品化试剂盒,抗原主要是脂多糖(LPs)和 MOMP
蛋白 及 全 菌。 但 因 都 与 Ct 和 鹦 鹉 热 衣 原 体

(Chlamydia Psittaci,Cps)有一定程度的交叉反应,特
异性不高,而且由于 Cpn 极难培养,开发出的商品

试剂盒价格昂贵,从而限制了它们的广泛应用。 由

于 ELISA 法较易于标准化,在酶标仪相同波长下读

数,结果也相对客观,且可以量化。 本文构建了

pGEX鄄6p鄄2 / Cpn0585 重 组 质 粒, 用 以 制 备 GST鄄
Cpn0585 重组抗原,建立 ELISA 法检测血清 Cpn
IgG,比较了 Cpn0585 重组抗原和试剂盒抗原检测血

清抗体。 经四格表统计分析,两种方法的血清抗体

阳性检测率基本相同,且符合率相对较高。 说明

Cpn0585 重组抗原的抗原性强。
建立以 GST鄄Cpn0585 重组蛋白为包被抗原的

间接 ELISA 方法,并以 SeroCPTM IgG ELISA 诊断试

剂盒为参照,对 104 份呼吸道感染的病人血清进行

平行检测,比较结果后发现,ELISA 法与诊断试剂盒

检测血清标本的特异度 97. 5% 、灵敏度为 90. 7% 、
符合率为 96. 7% 及其检出的阳性率 45. 3% ,比

Grayston 等[19]报道的全球 20 岁以上的成人几乎都

受到过 Cpn 的感染,人群血清抗体阳性率可达

50% ~70%低,引起这种阳性率偏低的原因要作多

方面考虑,如 Cpn 感染存在着季节性和区域性差异

或者取样过程中的污染等因素。
应用以 GST鄄Cpn0585 为包被抗原的间接 ELISA

方法和 SeroCPTM试剂盒同时检测 Ct 阳性血清,间接

ELISA 方法分别检出 1(1 / 36 Cpn0585)、5(5 / 36 Se鄄
roCPTM ELISA 商品试剂盒) 例阳性,说明以 GST鄄
Cpn0585 为抗原的间接血清学诊断方法的特异性相

对较好,可以减少与 Ct 的交叉反应,因此 Cpn0585
具有较高的临床诊断应用价值。 实验中发现 Cpn
检出率低,有些血清标本不能被 GST鄄Cpn0585 识别

而可以被 SeroCPTM试剂盒检测出来,其原因是:(1)
SeroCPTM ELISA 试剂盒是以 Cpn 原体[20] 为包被抗

原,而间接 ELISA 法是分别以基因高度保守的重组

蛋白为包被抗原,Cpn 原体与其它一些细菌都有一

定同源性,因此 SeroCPTM ELISA 试剂盒本身有一定

的假阳性;(2)抗原量过少或血清稀释度过低,A450

值达不到标准或是标本收集、保存等人为操作的失

误;(3)病人取样本前使用抗生素治疗,抗体效价不

高,影响检出结果。

综合比较各项指标,本研究初步证实 GST鄄
Cpn0585 具有较强的免疫活性,以该重组蛋白包被

抗原建立的 ELISA 检测方法具有较高的敏感性和

特异性,能应用于临床快速、早期诊断。 为更好地评

价以 GST鄄Cpn0585 重组蛋白为包被抗原建立的间

接 ELISA 法在 Cpn 感染临床诊断中的应用价值,在
下一步实验中将以商品化试剂盒为对照,平行检测

更多的临床血清标本,比较各方法的优缺点;同时,
根据检测目的的需要,可以利用分子生物学及化学

手段对抗原表位进行筛选、化学修饰,使其抗原性发

挥至最佳水平,应用于 Cpn 感染临床诊断。
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伴行。 当切开外侧肌间隔游离血管蒂时应避免损伤

桡神经;(6)上臂下部的皮肤及皮下组织厚薄不一,
而且皮瓣宽度超过 5. 0 cm ~ 7. 0 cm 时往往需要植

皮。 为了解决供受区美观的问题,设计皮瓣时尽量

时供区能直接拉拢缝合,同时解剖时在注意保护穿

支血管与皮肤的连续性的基础上适当少携带皮下脂

肪或者适当修剪皮下脂肪。
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