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摘　要:目的　建立一种猪链球菌的快速、简便检测方法.方法　根据猪链球菌２型强毒株０５ZYH３３组氨酸三联体蛋

白 HtpsC 蛋白基因序列设计特异性引物,将 HtpsC蛋白基因克隆至原核表达载体pETＧ３０a并转化至大肠杆菌 BL２１(DE３),

经０．２mmol/LIPTG、１５℃条件下诱导表达 HtpsC蛋白.经 NiＧIDA 纯化后免疫新西兰白兔获得抗血清,通过亲和层析纯化

制备 AntiＧHtpsC多克隆抗体.在此基础上,建立检测猪链球菌的斑点酶联免疫吸附检验法(DotＧELISA),进一步优化了检测

条件,并对该方法的特异性和敏感性进行评价.结果　通过原核表达成功制备了 HtpsC 蛋白.Westernblot结果显示,制备

的 AntiＧHtpsC 多克隆抗体可特异性结合 HtpsC 蛋白.优化的最佳多抗使用浓度为 ２．５μg/mL,最佳酶标二抗稀释倍数为

１∶３０００.特异性试验结果表明,含 HtpsC 蛋白基因的多种血清型猪链球菌均可呈现清晰的黄褐色斑点,但不含该蛋白基因

的９型猪链球菌除外.而其他对照菌株:大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、单增李斯特菌、化脓性链球菌、无乳链球菌和

粪肠球菌均无斑点出现.灵敏度试验结果表明,该方法的检测限为１×１０６CFU/mL.结论　本研究建立的 DotＧELISA 方法

特异性强,灵敏度良好,可用于检测多种血清型猪链球菌.
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Abstract:Inthisstudy,arapidandsimplemethodforthedetectionofStreptococcussuis(S．suis)wasestablished．SpeＧ
cificprimersweredesignedonthebasisoftheHtpsCgenesequenceofthehistidinetriadoftheS．suis２virulentstrain
０５ZYH３３．TheHtpsCgenewasclonedintotheprokaryoticexpressionvectorpetＧ３０aandtransformedintoEscherichiacoli
BL２１(DE３)．HtpsCproteinwasobtainedbyinductionofexpressionat１５℃ with０．２mmol/LIPTG．Antiserumwasobtained
afterimmunizationofNewZealandwhiterabbitswithNiIDApurifiedprotein．AntiＧHtpsCpolyclonalantibodieswereprepared
throughaffinitychromatographypurification．WeestablishedadotenzymeＧlinkedimmunosorbentassay(dotＧELISA)forthe
detectionofS．suis,andfurtheroptimizedtheassayconditionsandevaluatedthespecificityandsensitivityofthismethod．We
successfullypreparedHtpsCproteinthroughprokaryoticexpression．WesternblotresultsindicatedthatthepreparedantiＧHtpＧ
sCpolyclonalantibodyspecificallyboundHtpsCprotein．TheoptimizedoptimalconcentrationofantiＧHtpsCwas２．５μg/mL,

andtheoptimaldilutionfactorforthegoatantiＧrabbitIgGH&L(HRP)was１∶３０００．Specificitytestresultsindicatedthatall

serotypesofS．suiscontainingtheHtpsCproteingeneshowed

clearyellowbrownspots,withtheexceptionofS．suis９,which

didnotcontaintheHtpsCgene．Othercontrolstrains(EscherichiＧ

acoli,Salmonella,Staphylococcusaureus,ListeriamonocytoＧ

genes,Streptococcuspyogenes,StreptococcusagalactiaeandEnＧ

terococcusfaecalis)showednospots．Thesensitivitytestshoweda

limitofdetectionof１×１０６CFU/mL．Thus,aspecificandsensiＧ
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tivedotELISA methodwasestablishedinthisstudy,whichcanbeusedtodetectmostS．suisserotypes．
Keywords:Streptococcussuis;HtpsCprotein;DotＧELISA
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　　猪链球菌(Streptococcussuis,S．suis)是一种

人兽共患病病原体[１].猪链球菌根据荚膜多糖抗原

特异性的不同,可分为３５个血清型,其中猪链球菌

２型(Streptococcussuis２,S．suis２)在全世界范围

内分布最广、致病性最强[２].感染S．suis２可引起

脑膜炎、败血症、急性死亡等严重病症,我国曾在江

苏、四川两地暴发过大规模感染S．suis２的疫情,
不仅导致了大量生猪的死亡,还分别造成了 ２５ 人

感染１４人死亡和２０４人感染 ３８ 人死亡的严重后

果[３Ｇ４].其它血清型的分布有明显的地理差异[５],英
国最流行的血清型是１型和１４型.而血清型９型

在澳大利亚、德国、比利时等国家最为流行[６],血清

型３型在泰国、韩国等亚洲国家最为常见[７Ｇ８].人

感染猪链球菌疫情的反复密集暴发引起了人们的高

度关注,及时的诊断和发现S．suis感染,是防控人

感染猪链球菌疫情的重要措施.因此,针对猪链球

菌检测方法的研究具有重要意义.
目前,猪链球菌的检测方法主要包括病原学检

测、核酸检测和免疫学检测[９].传统病原学检测的

过程主要包括猪链球菌的分离和鉴定,该过程繁杂

耗时 且 灵 敏 度 不 高.核 酸 检 测 方 法 包 括 普 通

PCR[１０Ｇ１１]、多重 PCR[１２]、荧光定量 PCR[１３]、环介导

等温扩增[１４]、基因芯片[１５]、脉冲场凝胶电泳[１６]等方

法.核酸检测方法灵敏度高,但对设备和人员的要

求较高,在偏远地区不宜广泛开展.免疫学检测方

法利用抗原和抗体之间高度特异性结合的原理,包
括酶联免疫吸附法(ELISA)、免疫层析法(ImmunoＧ
chromatＧographicassay,ICA)和斑点酶联免疫吸附

法(DotenzymeＧlinkedimmunosorbentassay,DotＧ
ELISA).免疫学检测方法操作简单,不需要任何复

杂的 设 备 仪 器,适 合 大 规 模 现 场 诊 断[１７].Yang
等[１８]研制了一种免疫层析试纸条,用于检测S．suis
抗体.该方法具有良好的敏感性和特异性,然而这

种方 法 不 是 直 接 检 测 抗 原,不 能 较 早 的 检 测 到

S．suis感染.目前,建立一种简便、快速、经济的

S．suis检测方法是畜牧业和科学研究亟待解决的

问题[１９].
组氨酸三联体蛋白 (Histidinetriadprotein,

HTP)是一组膜表面蛋白,广泛分布于多种链球菌

中,根据其结构域组成不同可以分为 HTP Ⅰ 和

HTPⅡ 两个亚型[２０].与 HTPⅠ 型蛋白相比,大
多数 HTPⅡ 型蛋白在末端含有一个富含亮氨酸

的重复序列(LeucineＧrichrepeat,LRR)结构域,这
表明 HTPⅡ 型蛋白在链球菌感染中可能起到粘

附因子的作用[２１].Shao等[２２Ｇ２３]在S．suis２强毒株

０５ZYH３３中 鉴 定 了 ３ 个 HTP 基 因 (ORF 编 号

SSU０３３２、SSU１２６７和SSU１５７７),将它们分别命名

为 HtpsA、HtpsB和 HtpsC.其中 HtpsC 是唯一

一个包含 LRR 结构域的蛋白.Li等[２４]研究发现

HtpsC 蛋白能够与人细胞外基质的两种不同组分

(层粘连蛋白和纤维连接蛋白)结合,表明 HtpsC 蛋

白是一种新型的粘附素.Lu 等[２５]发现 HtpsC在

结构上与单增李斯特菌毒力因子内化素 A(InterＧ
nalinA,InlA)相似,进一步研究表明,HtpsC 蛋白

参与了S．suis２侵袭宿主上皮细胞的过程,是与细

胞粘附和侵袭有关的重要毒力因子.我们将 HtpＧ
sC蛋白氨基酸序列在 NCBI(https://www．ncbi．
nlm．nih．gov/)上做 BLAST 分析,结果显示该蛋白

广泛存在于S．suis多种株型中,且相似性高.Shao
等[２２]的研究发现,３５种不同血清型S．suis的标准

株中,２９种都含有 HtpsC 蛋白基因.另外,HtpsC
蛋白是暴露于S．suis表面的毒力因子,因此,该蛋

白可作为抗原建立一种通用的检测方法.
本研究通过原核表达制备了S．suis２强毒株

０５ZYH３３的 HtpsC蛋白,然后经过动物免疫试验

获得了可特异性识别 HtpsC 蛋白的多克隆抗体

AntiＧHtpsC,基于制备的 AntiＧHtpsC 多克隆抗体

建立了S．suis的 DotＧELISA 检测方法,并对方法

中的 AntiＧHtpsC的工作浓度以及酶标二抗的稀释

倍数进行了优化,为快速检测S．suis提供了思路和

方法.

１　材料与方法

１．１　菌株、质粒来源　S．suis２强毒株 ０５ZYH３３
分离自 ２００５ 年四川资阳中毒性休克症病人[２６].

S．suis２(NCTC１０２３４)和S．suis１(５４２８)、S．suis
４(２５２４)、S．suis７(８０７４)、S．suis９(２２０８３)、S．suis
１４(１３７３０)标准株由加拿大 MareceloGottschalk教
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授惠赠.S．suis２(T１５)来自荷兰 Greeff实验室,
由 AstriddeGreeff惠赠.S．suis２(WZ４８Ｇ１)由陆

军军 医 大 学 李 明 老 师 惠 赠.大 肠 杆 菌 GDMCC
８０１２６８ (Escherichiacoli)、沙 门 氏 菌 GDMCC
８０１３０４(Salmonella)、金黄色葡萄球菌 CMCC(B)

２６３０５(Staphylococcusaureus)、单 增 李 斯 特 菌

ATCC１９１１５(isteriamonocytegenes)、化脓性链球

菌 ATCC１９６１５(Streptococcuspyogenes)、无乳链

球菌 GDMCC１．４０８(Streptococcusagalactiae)、粪
肠球菌 ATCC５１２９９(Enterococcusfacealis)购自广

东省微生物菌种保藏中心.BL２１(DE３)感受态细

胞购自北京全式金生物技术有限公司.pETＧ３０a质

粒由本课题组鉴定和保存.

１．２　主要试剂　５KDNA Marker、硫酸卡那霉素

购于生工生物工程(上海)股份有限公司;NdeI和

HindIII购于美国 NEB 公司;PAGE 凝胶快速制

备试剂盒(１０％)、双色预染蛋白 Marker(１５ ~１５０
kDa)、ClonExpressIIOneStepCloningKit试剂盒

购于南京诺唯赞生物科技股份有限公司;聚偏二氟

乙烯膜(PVDF膜０．４５μm)购于上海雅酶生物医药

科技有限公司;NiＧNTA Agarose 购于德国 QIAＧ
GEN公司;琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒、质粒小

提中量试剂盒购于天根生化科技(北京)有限公司;２
×PrimeSTAR mixPremix 购于宝日医生物技术

(北京)有限公司;硝酸 纤 维 素 膜 (NC 膜,货 号:

abs９５９)购于爱必信(上海)生物科技有限公司;辣根

过氧化物酶(HRP)标记山羊抗兔lgG(H＋L)(货
号:bsＧ４０２９５GＧHRP)购于北京博奥森生物技术有

限公司;HRPＧDAB 底物显色试剂盒购于天根生化

科技(北京)有限公司(货号:PA１１０),THB培养基、

LB肉汤培养基、BHI培养基购于海博生物技术有

限公司.

１．３　HtpsC蛋白的制备

１．３．１　表达菌株的构建　根据 pETＧ３０a质粒多克

隆位点分析,选择 NdeI和 HindIII作为插入位

点.使用NdeI和 HindIII内切酶将 pETＧ３０a载

体切线性化.根据S．suis２强毒株 ０５ZYH３３ 的

HtpsC蛋白基因序列(GenBank:CP０００４０７．１)设计

特异性引物,引物序列如表１所示.以菌液为模板

扩增目的基因,使用琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒

纯化目的片段.使用ClonExpressIIOneStepCloＧ
ningKit试剂盒将目的片段和线性化载体进行无缝

克隆连接获得重组质粒(pETＧ３０aＧHtpsC).将构建

好的重组质粒转入 BL２１(DE３)感受态细胞获得表

达菌株.表达菌株通过质粒提取、测序进行验证.

表１　HtpsC基因扩增引物

Tab．１　PrimersfortheHtpsCgene

Gene Sequence(５′Ｇ３′) Tm/℃ length/bp

HtpsCＧF
TAAGAAGGAGATATAＧ
CATATGATGAACATAＧ
CGACTTGTAGTG

５０ ２４７２

HtpsCＧR
CTCGAGTGCGGCCGCAＧ
AGCTTCTCGCTTACCTＧ
TTGCTT

１．３．２　HtpsC 蛋白的诱导表达　将表达菌株接种

于含有卡纳抗性(终浓度为５０μg/mL)的 LB 培养

基,在３７℃、１８０r/min培养至 OD６００＝０．８,然后加

终浓度为０．２mmol/L的IPTG,在１５℃诱导１６h
后收集菌体.离心后使用 PBS重悬菌体,超声破碎

后离心分离上清和沉淀,分别加入SDSＧPAGE电泳

上样缓冲液并煮沸１０min,然后进行 SDSＧPAGE
电泳分析.

１．３．３　HtpsC 蛋白的纯化　扩大培养体积并在

１５℃条件下诱导表达１６h 后收集菌体,然后全菌

采用５０mmol/LTris(pH８．０),３００mmol/LNaCl,

２０mmol/LImidazole含１％ TritonXＧ１００,１mmol/L
DTT,１ mmol/L PMSF 超 声 裂 解,同 时 以 ５０
mmol/L Tris(pH８．０),３００ mmol/L NaCl,２０
mmol/LImidazole缓冲液平衡 NiＧIDA 亲和层析

柱,之后用不同浓度咪唑的平衡缓冲液洗脱目标蛋

白并收集.将收集的 HtpsC 蛋白透析至１×PBS
中,并在透析结束后使用０．２２μm 滤器过滤,检测蛋

白浓度后分装,冻藏于－８０℃.

１．３．４　 Westernblot验证 HtpsC 蛋白 　 纯化的

HtpsC蛋白经十二烷基磺酸钠Ｇ聚丙烯酰胺电泳

(SDSＧPAGE)后,使用 Westernblot方法进一步验

证.具体操作如下:将蛋白凝胶经PBST缓冲液(含

０．０５％ TweenＧ２０的０．０１mol/LPBS,pH７．４)润洗

３min.将PVDF膜放入甲醇中浸润活化１５s,然后

将蛋白凝胶与 PVDF 膜在转膜缓冲液中平衡１０
min.将蛋白凝胶紧贴 PVDF膜后,装入转膜夹并

放入转印槽中,在冰浴条件下３００ mA 恒流转膜

１２０min.转印结束后,将PVDF膜放于封闭液(含

５％脱 脂 奶 粉、０．０５％ TweenＧ２０ 的 ０．０１ mol/L
PBS,pH７．４)中室温封闭１h.PBST 洗涤３次后,
加入鼠抗 His标签单克隆抗体(１∶３０００稀释),室
温孵育１h.再次用PBST洗涤３次,加入 HRP标

记的山羊抗鼠IgG(１∶３０００稀释),室温孵育１h.
使用PBST洗涤３次后,加 HRPＧDAB底物显色液,
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避光反应１０min,然后观察显色.

１．３．５　ELISA验证 HtpsC蛋白　以 HtpsC蛋白作

为抗原,０．０５mol/L 碳酸盐缓冲液按１０μg/mL、

１００μL/孔４ ℃过夜包被,次日使用 PBST 洗涤３
次.每孔加２００μL封闭液,３７ ℃封闭１h.PBST
洗涤３次后每孔加１００μL稀释２００倍的感染猪链

球菌的猪血清,用正常猪血清稀释２００倍做阴性对

照,３７℃孵育１h.用 PBST 洗涤３次后,每孔加

１００μL兔抗猪IgG(１∶２０００稀释),３７℃孵育１h.
然后用PBST洗涤４次,每孔加１００μLTMB显色

液避光反应１０min.每孔加２mol/L硫酸１００μL
终止反应,用酶标仪在４５０nm 波长条件下测定

OD值.

１．４　AntiＧHtpsC多克隆抗体的制备

１．４．１　动物免疫　将２只新西兰白兔(２~２．５kg)
编号 A、B,饲养观察３d,耳缘采血２mL作为阴性

血清.以纯化的 HtpsC蛋白作为抗原,皮下免疫２
只新西兰白兔,初免剂量为３００μg/只,二免、三免、
四免剂量为１５０μg/只,２周免疫１次.免疫４次后

采血,收集血清.

１．４．２　间接 ELISA 方法测定多抗血清效价　以

HtpsC蛋白作为抗原,用０．０５mol/L碳酸盐缓冲液

按６μg/mL、１００μL/孔４ ℃过夜包被,次日使用

PBST洗涤３次.每孔加２００μL封闭液,３７℃封闭

２h.PBST洗涤３次后每孔加１００μL稀释的兔血

清(依次稀释１０００、２０００、４０００、８０００、１６０００、

３２０００、６４０００、１２８０００倍),用阴性血清稀释１０００
倍做阴性对照,３７℃孵育１h.用PBST洗涤３次

后,每孔加１００μL山羊抗兔IgG(１∶５０００稀释),

３７℃孵育１h.然后用 PBST 洗涤４次,每孔加

１００μLTMB 显 色 液 避 光 反 应 １０ min.每 孔 加

２mol/L硫酸１００μL终止反应,用酶标仪在４５０nm
波长条件下测定 OD值.

１．４．３　Westernblot验证 AntiＧHtpsC多克隆抗体

　将收集的多抗血清通过亲和层析纯化得到 AntiＧ
HtpsC多克隆抗体,然后进行抗原 Westernblot检

测.具体 操 作 如 下:取 纯 化 的 HtpsC 蛋 白 进 行

SDSＧPAGE电泳(HtpsC蛋白上样量为２０ng).然

后转印至PVDF膜上,清洗后室温封闭１h.清洗３
次后加入 AntiＧHtpsC多克隆抗体(１∶２０００),室温

孵育１h.清洗３次,然后加入 HRP标记的山羊抗

兔IgG(１∶５０００),室温孵育１h.清洗３次后,加

HRPＧDAB底物显色液,避光反应１０min,然后观察

显色.

１．５　DotＧELISA检测方法的建立　将S．suis接种

于 THB培养基中,１６０r/min、３７℃条件下过夜培

养.将 NC膜裁剪成１×１cm２ 大小的方格置于２４
孔板中.取１mL菌液于１．５mL离心管中,８０００
r/min离心５min,吸弃上清,加１mL无菌１×PBS
缓冲液重悬,１００ ℃煮沸１０min后作为抗原.向

NC膜中央滴加２μL抗原,３７ ℃干燥１５min.加

５００μL封闭液,３７℃振荡封闭２h.然后用PBST
振荡洗涤３次,每次５min.多克隆抗体使用封闭

液进行稀释并加入到２４孔板中,每孔２００μL,３７℃
振荡孵育１h.孵育结束后用PBST清洗３次.每

孔加２００μL稀释到工作浓度的 HRP标记山羊抗

兔IgG,３７℃振荡孵育１h.PBST清洗４次后,吸
去多余水分,每孔加２０μLDAB显色液,避光反应

１０min.反应结束后,蒸馏水清洗４次并吸干.膜

上呈黄褐色斑点的即为阳性,反之为阴性.

１．６　DotＧELISA 检测方法条件的优化

１．６．１　最佳 AntiＧHtpsC多抗使用浓度的确定　封

闭结束后,将 AntiＧHtpsC按照１∶１００、１∶２００、１∶
３００、１∶４００、１∶５００、１∶６００稀释,按１．５操作流程

进行后续操作,根据显色结果选择最佳 AntiＧHtpsC
多抗使用浓度.试验重复３次.

１．６．２　最佳酶标二抗稀释倍数的确定　在确定的

最佳 AntiＧHtpsC多抗使用浓度下,将 HRP标记山

羊抗鼠IgG以１∶１０００、１∶２０００、１∶３０００、１∶
４０００进行稀释,按１．５操作流程进行后续操作,根
据显色结果确定最佳酶标二抗稀释倍数.试验重复

３次.

１．７　灵敏度试验　将S．suis稀释至１×１０８ CFU/

mL、１×１０７ CFU/mL、１×１０６ CFU/mL、１×１０５

CFU/mL、１×１０４ CFU/mL、１×１０３ CFU/mL,

１００℃煮沸１０min后作为抗原,以无菌１×PBS溶

液做空白对照,分别滴加２μL于 NC膜中央.在确

定的最佳方法上进行后续操作,根据 NC膜上是否

出现明显黄褐色斑点确定本方法的检测限.试验重

复３次.

１．８　特异性试验　使用大肠杆菌、沙门氏菌、金黄

色葡萄球菌、单增李斯特菌、化脓性链球菌、无乳链

球菌、粪肠球菌作为阴性对照.将９株S．suis(４株

血清型为２型,血清型为１、４、７、９、１４型各１株)同
上述阴性对照菌株培养至１×１０６CFU/mL,煮沸后

作为抗原.以无菌１×PBS溶液作为空白对照,分
别滴加２μL于 NC膜中央.在确定的最佳方法上

进行后续操作,根据 NC膜上是否出现明显黄褐色

斑点检测本方法的特异性.试验重复３次.
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２　结　果

２．１　HtpsC氨基酸序列比对　将 HtpsC蛋白的氨

基酸序列同Slr(GenBank:HQ９０８６５４．１)、Blr(GenＧ
Bank:DQ２４２６１４．１)、InlA(GenBank:ABO３２４２６．１)

的氨基酸序列进行比对.结果如图１所示,发现

HtpsC蛋白氨基酸序列与Slr和Blr的氨基酸序列

相似性较高,分别为３７．２３％和３７．０７％;和InlA 的

相似性为２７．３２％.

HTP结构域为短线标出部分,LRR 结构域为双实线标出部分

图１　HtpsC蛋白与Slr、Blr和InlA氨基酸序列的比对分析

Fig．１　AlignmentanalysisofHtpsCproteinwithSlr,BlrandInlAaminoacidsequences

２．２　HtpsC蛋白的表达和纯化　IPTG 诱导表达

的重组菌体经超声破碎后,上清和沉淀分别用１０％
SDSＧPAGE电泳分析.在１１３kDa附近可见明显

的 HtpsC蛋白条带,且重组蛋白主要以可溶性蛋白

形式存在(图２).离心去除超声破碎后的菌体沉

淀,对上清进行亲和层析纯化.经３００mmol/L咪

唑多次洗脱后,几乎没有杂蛋白的存在,蛋白纯度大

于９０％.收集纯度较高的 HtpsC蛋白,然后透析至

１×PBS中,分装后冻存于－８０℃冰箱.

２．３　HtpsC蛋白的 Westernblot/ELISA验证　使
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M．蛋白标准品;１．pETＧ３０a未诱导;２．pETＧ３０a 诱导;３．pETＧ

３０aＧHtpsC未诱导;４．pETＧ３０aＧHtpsC 诱导;５．表达菌裂解液上

清;６．表达菌裂解液沉淀;７．HtpsC纯化蛋白

图２　HtpsC蛋白的SDSＧPAGE分析

Fig．２　SDSＧPAGEanalysisofHtpsC

用 His标签抗体作为检测抗体,对纯化后的 HtpsC
蛋白进行 Westernblot分析,结果如图３所示:纯化

的 HtpsC蛋白能够被 His标签抗体特异性识别.
使用感染猪链球菌的猪血清以及正常猪血清对制备

的 HtpsC蛋白进行 ELISA 验证分析,感染猪链球

菌的猪血清均大于正常猪血清 OD４５０数值的２．１倍.
综上所述,通过原核表达及亲和层析纯化成功制备

了 HtpsC蛋白(表２).

M．蛋白标准品;１．纯化的 HtpsC蛋白

图３　HtpsC蛋白的 Westernblot鉴定

Fig．３　WesternblotidentificationofHtpsC

表２　ELISA验证HtpsC蛋白

Tab．２　IdentificationofHtpsCproteinbyindirectELISA

编号
阳性血清 阴性血清

１ ２ ３ １ ２ ３
空白对照

A４５０nm ０．４９３ ０．５５０ ０．３７８ ０．０６８ ０．０６０ ０．０７１ ０．０３６

２．４　AntiＧHtpsC效价检测及 Westernblot分析　
动物免疫试验后收集多抗血清并使用间接 ELISA
法测定收集的血清中 AntiＧHtpsC的效价.４次免

疫后,两只试验兔收集的多抗血清效价均大于１∶
１２８０００.将多抗血清经亲和层析纯化,分装冻存于

－８０ ℃冰箱.使用 HtpsC 蛋白作为检测抗原对

AntiＧHtpsC多克隆抗体进行 Westernblot分析,结
果如图４所示:制备的AntiＧHtpsC多克隆抗体可特

异性识别 HtpsC蛋白(表３).

表３　间接ELISA法检测多抗血清效价

Tab．３　DetectionofserumtiterbyindirectELISA

编号 稀释倍数
A４５０nm

A 兔血清 B兔血清

１ １０００ １．２５０ １．３１０

２ ２０００ ０．９６９ ０．９８７

３ ４０００ ０．８６１ ０．８５７

４ ８０００ ０．７５４ ０．７３８

５ １６０００ ０．６４７ ０．６５８

６ ３２０００ ０．５５３ ０．５７２

７ ６４０００ ０．４３６ ０．４２５

８ １２８０００ ０．３２７ ０．３３４

９ 阴性对照 ０．０４６ ０．０４９

１０ 空白对照 ０．０３９ ０．０３６

A．A兔血清中纯化的多抗;B．B兔血清中纯化的多抗

图４　AntiＧHtpsC的 Westernblot鉴定

Fig．４　WesternblotidentificationofantiＧHtpsC
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２．５　最佳多抗工作浓度　AntiＧHtpsC多抗工作浓

度优化结果如图５所示,背景颜色干扰较小,且多抗

稀释小于４００倍时(图５A－D)斑点清晰.稀释倍

数大于４００时斑点颜色变淡(图５E－F).因此选择

多抗的最佳稀释倍数为１∶４００,此时 AntiＧHtpsC
多抗工作浓度为２．５μg/mL.

AntiＧHtpsC多抗浓度依次为:A．１０μg/mL;B．５．０μg/mL;C．

３􀆰３μg/mL;D．２．５μg/mL;E．２．０μg/mL;F．１．６μg/mL

图５　多抗工作浓度的优化

Fig．５　OptimizationofpolyclonalantibodyworkingconＧ
centration

２．６　最佳酶标二抗稀释倍数　在确定的最佳多抗

工作浓度条件下进行酶标二抗稀释倍数的优化,结
果如图６所示:酶标二抗稀释１∶３０００时斑点仍然

清晰可见(图６C).稀释倍数大于１∶３０００后斑点

颜色减淡.因此选择最佳的酶标二抗稀释倍数为

１∶３０００.

２．７　灵敏度、特异性试验　灵敏度检测结果如图７
所示:当S．suis 浓度大于１×１０７ CFU/mL时,斑
点清晰可见;当浓度为１×１０６CFU/mL时,斑点颜

酶标二抗稀释倍数:A．１∶１０００;B．１∶２０００;C．１∶３０００;D．

１∶４０００

图６　酶标二抗稀释倍数的优化

Fig．６　OptimizationofHRPsecondaryantibodyworking
concentration

色较浅;当浓度小于１×１０５ CFU/mL时,几乎无斑

点显现.灵敏度试验表明,该方法可检测到的S．
suis为１×１０６ CFU/mL.特异性检测结果如图８
所示:４株S．suis２(图８AＧD)以及血清型为１、４、７、

１４型的S．suis标准株,斑点清晰明显,而S．suis９
标准株因为不含有 HtpsC蛋白基因[２２],所以未见

明显的黄褐色斑点(图８H).其它对照菌均没有斑

点出现,表明该方法的特异性较好.

A．１×１０８CFU/mL;B．１×１０７CFU/mL;C．１×１０６CFU/mL;

D．１×１０５CFU/mL;E．１×１０４ CFU/mL;F．１×１０３ CFU/mL;

G．空白对照

图７　DotＧELISA灵敏度试验

Fig．７　SensitivitytestofdotＧELISA

AＧD依次为S．suis２０５ZYH３３,T１５,WZ４８Ｇ１,NCTC１０２３４;EＧI依次为S．suis１,S．suis４,S．suis７,S．suis９,S．suis１４
标准株;J．大肠杆菌;K．沙门氏菌;L．金黄色葡萄球菌;M．李斯特菌;N．化脓性链球菌;O．无乳链球菌;P．粪肠球菌;Q．空白对

照

图８　DotＧELISA特异性试验

Fig．８　SpecificitytestofdotＧELISA

３　讨　论

在过去的几十年里,免疫分析已经成为实验室

中最普遍使用的检测细菌或者病毒的免疫学检测方

法[２７].其中 DotＧELISA 方法是一种可以在一次试

验中筛选大量样本的同时,检测抗原或者抗体的快

速且简便的试验方法[２８].Attia等[２９]的研究表明,
与间接 ELISA 方法相比,DotＧELISA 方法具有更

高的敏感性和特异性.周俊明等[３０]建立了针对S．

suis２溶菌酶释放蛋白抗体间接 ELISA 检测方法.
朱剑等[３１]制备了S．suis２分泌核酸酶(SsnA),并
建立了间接 ELISA 检测方法用于检测血清中抗

体.Xia等[３２]以谷氨酸脱氢酶为诊断抗原建立了猪

链球菌间接 DotＧPPAＧELISA 快速特异性检测方

法,与常规平板 ELISA 试剂盒进行比较分析,该方

法的的特异性和敏感性分别为 ９７．５％ 和 ９６．６％.
然而上述方法的检测对象均为抗体,不能较早的检
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测到S．suis感染.欧瑜等[３３]利用S．suis２分离株

HA９８０１毒力相关蛋白溶菌酶释放蛋白(MRP)和
胞外因 子 (EF)构 建 了 DotＧELISA 方 法 和 间 接

ELISA 方法用于检测猪链球菌,两种方法的阳性率

均为６１％,但没有给出明确的检测限.
由于资源有限,我们选择了几种主要致病血清

型的S．suis(包括４株S．suis２型菌株以及血清型

为１、４、７、９、１４ 型的S．suis标准株)进行了检测.
结果显示,该方法能检出血清型为１、２、４、７、１４型的

S．suis,而不含有 HtpsC蛋白基因的S．suis９型没

有被检出.虽然我们没有获得所有血清型的猪链球

菌用于验证,但基于实验结果,我们可以推测该方法

可以适用于含有 HtpsC 蛋白基因的多种血清型

S．suis的检测,而不适用于一些不含有 HtpsC蛋白

基因的S．suis(包括血清型为９、１２、２０、２９、３２以及

３３型)的检测.在不含 HtpsC 蛋白基因的S．suis
血清型中,仅血清型 ９ 型有致病性报道,因此在血

清型９型比较流行的澳大利亚、德国以及北美洲地

区[６],该方法需要结合其它S．suis检测方法一起使

用.氨基酸序列比对结果显示,S．suis 的 HtpsC
蛋白和链球菌属中的化脓性链球菌 Slr、无乳链球

菌 Blr存在较高的相似性,因此我们选择这两种链

球菌以及常见致病菌中的粪肠球菌、单增李斯特菌、
大肠杆菌、沙门氏菌和金黄色葡萄球菌作为对照菌

株进行特异性实验.实验结果表明,所建立的 DotＧ
ELISA方法具有良好的特异性,因此该方法可以满

足S．suis的初步检测.
综上所述,本研究利用原核表达制备了 HtpsC

蛋白,并制备了 AntiＧHtpsC 多 克 隆 抗 体.基 于

AntiＧHtpsC多克隆抗体,我们建立了能够直接检测

S．suis的 DotＧELISA 检测方法.在优化的试验方

案下,背景清晰、斑点明显.由于试验条件的限制,
没有充足的临床实际样本,因此本方法的临床应用

表现还有待检验.该方法可以通过直接观察 NC膜

上是否有黄褐色斑点得到试验结果,具有操作简单、
方便快捷等特点,适用于在基层、乡镇偏远地区开展

S．suis的初步检测.本方法检测灵敏度可达 １×
１０６CFU/mL,和化脓性链球菌、无乳链球菌、粪肠

球菌、大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、单增李

斯特菌无交叉反应,特异性好.
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