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【摘要】 目的 表达支气管败血波氏杆菌(Bordetella bronchiseptica，Bb)DNT 蛋白，并以此建立检测 Bb 抗体的

间接 ELISA 方法。方法 参照 GenBank 公布的猪源支气管败血波氏杆菌 dnt 基因序列(AB020025)针对其 N-端设

计了一对特异性引物，PCR 扩增出相应的核苷酸片段。将 PCR 扩增产物连接至原核表达载体 pET-28a( + )载体

中，以 E. coli BL21(DE3)为表达菌株进行诱导表达，以纯化重组蛋白 DNT1 作为诊断抗原，通过探索最佳抗原包被

量和抗体血清稀释倍数，建立检测支气管败血波氏杆菌重组蛋白 DNT1 抗体的 ELISA 方法。结果 成功克隆了 dnt

N-端的基因序列，并在 E. coli BL21(DE3)中获得高效表达，经 SDS-PAGE、Western blot 分析显示重组蛋白 DNT1 具

有良好的抗原性。应用重组蛋白 DNT1 为抗原建立了检测 Bb 血清抗体的间接 ELISA 诊断方法。试验确定重组蛋

白 DNT1 抗原的包被浓度为 6. 25 μg /mL，最适血清稀释度为 1∶ 100。结论 建立的 ELISA 检测方法，不仅为 Bb 抗

体检测提供了一种比较实用的血清学检测手段，也为进一步开发 Bb 检测试剂盒奠定了基础。
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【Abstract】 Objective To get expression of Bordetella bronchiseptic recombinant protein DNT1 and establish an

indirect ELISA for detection of recombinant protein DNT1. Method According to a pair of specific primers designed to



amplify DNT gene of Bordetella bronchiseptica in swines promulgated by Genbank，the fragment of the target gene was

amplified by PCR and then constructed with prokaryotic expression vector PET-28a ( + ) . The recombinant expression

plasmids were transfected into BL21(DE3) strain. The optimal concentration of coated antigen recombinant protein DNT1

and serum dilution was determined to develop the ELISA technique. Results DNT1 gene of Bordetella bronchiseptica was

successfully cloned and expressed. The SDS-PAGE and Western blot analysis unfolded the excellent immunogenicity of the

recombinant proteins which were used as coating antigens to develop the ELISA method for Bb-specific antibody diagnosis.

The peridium consistency of the recombinant protein DNT1 determined in this experiment was 6. 25 μg /mL，and the

optimal testing serum dilution was 1:100. Conclusion The development of DNT1 indirect ELISA offers a simple and

practical way for monitoring antibody of Bb，and provides much information for laying a basis for development of a Bb

diagnosis kit.

【Key words】 Rabbits; Bordetella bronchiseptica; Dermonecrotic toxin ( DNT ); Prokaryotic expression;
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支气管败血波氏杆菌(Bordetella bronchiseptica，
Bb)是广泛感染家畜、野生动物和实验动物上呼吸
道的一种革兰氏阴性球杆菌，常引起家兔发生传染

性鼻炎和支气管肺炎，Bb 的感染常导致多杀性巴氏
杆菌、葡萄球菌等其它细菌的继发性感染［1，2］，从而
增加实验兔呼吸道疾病的发病率和严重程度，同时

也为细菌学检查增加了难度。近年来，人们发现 Bb
可经动物传染给人，并在免疫功能缺陷或低下的人

群(如 AIDS 患者) 体内形成严重感染［3 － 5］，因此本

病具有一定的公共卫生意义。
Bb 诊断主要是细菌学检查、血清学凝集试验、

PCR 等检测方法［6］。常规细菌学检查操作繁琐、费
时费力;血清凝集试验和 PCR 方法常出现假阳性结
果
［7］，因此，建立一种快速、高效、敏感、特异的检测
方法对本病的防控尤为重要。研究表明，皮肤坏死
毒素(dermonecrotic toxin，DNT)是 Bb 重要的毒力因
子
［8］，由 dnt 基因编码，由 A-B 两个亚单位构成，A
亚单位(C 端)为毒素的活性中心，B 亚单位(N 端)
称结合单位，能使毒素分子特异性地结合在宿主易

感组织的细胞膜受体上，并协助 A 亚单位穿过细胞
膜
［9 － 11］。本研究将 N 端结合单位命名为 DNT1，并
以临床病例中分离的高毒力 Bb 菌株(BJL0504)的
基因组为模板，对其进行了克隆、序列分析及原核
表达，并将表达蛋白作为抗原，建立了检测 Bb 抗体
的间接 ELISA 方法，为更好地防治本病奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 菌种与血清
兔支气管败血波氏杆菌株(BJL0504，Ⅰ相菌)，

由范志宇等分离鉴定并保存
［12］;BL21 (DE3)、原核

表达载体 pET-28a( + )由江苏省农业科学院兽医所
保存;兔支气管败血波氏杆菌阴、阳性血清自行制

备并保存;绵羊血采自江苏省农科院兽医所;待检

血清 100 份采自江苏省境内 4 个兔场。
1. 2 主要试剂

Sac I、HindⅢ、TaqDNA 聚合酶和 PCR 回收纯化
试剂盒、IPTG 等购自大连宝生物工程有限公司;His
Trap 纯化柱购于 GE Healthcare;EB、琼脂糖购于南
京基天生物技术有限公司;牛血清白蛋白(BSA)、酶
标羊抗兔 IgG (HRP-IgG)购自生物晶美公司;TMBS
购自 Amersco 公司。
1. 3 引物设计与 PCR 扩增
参照 GenBank 公布的猪源支气管败血波氏杆

菌 dnt 基因序列(AB020025)针对 N-端(DNT1)设计
了一对特异性引物:

上游引物:5′-CATGAGCTCCGCCTGGATTAC-3′
下游引物:5′-TGGAAGCTTGGGCGTGGAAAA-3′
为了便于构建表达载体，在上、下游引物 5′ 端

分别加入 Sac I 和 HindⅢ酶切位点(引物中下划线
部分)。PCR 扩增条件为:以 Bb I 相菌基因组为模
板，进行 PCR 扩增，95℃ 预热 5 min;94℃ 变性 1
min，58℃退火 1 min，72℃延伸 1. 5 min，35 个循环，
72℃延伸 10 min，冷却至 4℃保存。取 PCR 扩增产
物 10 μL，进行 1%琼脂糖凝胶电泳，利用凝胶成像
系统观察、拍摄、分析结果。用凝胶回收试剂盒回
收 PCR 产物。
1. 4 dnt1 基因的克隆与鉴定
取 PCR 产物和原核表达载体 pET-28a( + ) 适

量，用 Sac I、HindⅢ 酶消化，连接，转化，得到重组质
粒 pET-28a-dnt1。将初选的阳性质粒分别进行 Sac
I、HindⅢ 双酶切、PCR 及测序鉴定。
1. 5 重组蛋白的诱导表达与纯化
重组表达载体 pET-28a-dnt1 转入 E. coli BL21

(DE3)中。将含有阳性重组质粒 pET-28a-dnt1 和
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pET-28a( + ) 空载体的 E. coli BL21 (DE3) 单个菌
落，分别接种于 3 mL LB (Kan + )液体培养基，37℃
200 r /min 摇振培养 2 h 左右，使 A600达到 0. 4 ～
0. 6。加入终浓度为 1 mmol /L 的 IPTG，37℃诱导表
达 6 h。取适量诱导表达后的细菌沉淀物经超声波
裂解，加入含 8 mol /L 尿素的 Binding buffer 进行充
分溶解，然后按 His Trap 纯化柱说明书进行纯化。
1. 6 重组蛋白的 SDS-PAGE 及 Western blot 分析
按照文献［13 ］介绍的方法进行重组蛋白的

SDS-PAGE 及 Western blot 分析，一抗为兔抗 Bb 高
免血清，二抗为 HRP 标记的羊抗兔 IgG，按照 DAB
显色液试剂盒显色。
1. 7 间接 ELISA 检测方法的建立
1. 7. 1 重组蛋白和待检血清最佳工作浓度的确定:
将纯化后的重组蛋白 DNT1 用抗原包被液分别作
100 、50 、25 、12. 5、6. 25、3. 125 μg /mL 共 8 个梯度
稀释，100 μL /孔，37℃孵育 2 h，4℃过夜。次日弃去
包被液，PBST 洗涤 5 次拍干。用 2% BSA 封闭，200
μL /孔，37℃封闭 1. 5 h。用血清稀释液将阴、阳性
血清分别作 1: 100、1: 200、1: 400 倍比稀释，做
ELISA 方阵试验，100 μL /孔，37℃孵育 30 min，确定
抗原和血清的最适工作浓度。HRP-羊抗兔 IgG 做
1:20 000 稀释，100 μL /孔，37℃孵育 60 min。新鲜
配制的 TMBS-H2O2 底物显色液，37℃避光显色 10
min。每孔 50 μL 2 mol /L H2 SO4 中止反应，测定

A450值。比较阳性血清和阴性血清 A450比值(P /N)，
以确定合适的抗原包被浓度以及待测血清的最佳

稀释度。
1. 7. 2 判定标准的确定:取鉴定为 Bb 抗体阴性的
50 份兔血清，按照已确立的间接 ELISA 方法进行检
测。经统计学分析，得到 A450平均值 X 和标准差 S。
根据统计学原理，A450值≥X + 3S 时，判为阳性。
A450值≤X + 2S 者判为阴性，介于二者之间者判为
可疑。
1. 7. 3 阻断试验:取 5 份波氏杆菌阳性血清作最佳
稀释，与等量重组蛋白抗原 DNT1(50 μg /mL)混合，
37℃作用 2 h，10 000 r /min 离心 10 min，取上清液，
与未经抗原处理的阴、阳性血清一起，同时作 ELISA
检测。计算(N-P) /N 值，若此值大于 0. 5，则判为阻
断阳性。
(N － P) /N = (未阻断孔 A 值 －阻断孔 A 值) /

未阻断孔 A 值
1. 7. 4 重复性试验:取 6 份阳性血清、3 份阴性血

清在不同时间相同条件下，重复检测 3 次，观察 A450

值的变化。
1. 7. 5 临床应用:分别对江苏省境内 4 个兔场的家
兔采集血清，每个兔场随机采集 25 份，用建立的间
接 ELISA 方法对这 100 份血清进行检测，初步评价
应用效果及兔场 Bb 感染情况。

2 结果

2. 1 dnt1 基因的扩增
以支气管败血波氏杆菌Ⅰ相菌(BJL0504)为模

板进行 PCR 扩增，产物经 1%琼脂糖凝胶电泳分析，
在 1 600 bp 左右处有特异条带，与预期大小相符
(图 1)。

注:M: DNA 分子质量标准(DL2000)

1: dnt1 扩增产物

图 1 dnt1 基因的 PCR 结果
Note:M: DNA marker(DL2000)

1: PCR products of dnt1 gene

Fig. 1 PCR products of dnt1 gene

2. 2 重组表达质粒 pET-28a-dnt1 的鉴定
使用引物对重组表达质粒进行 PCR 扩增，在预

期大小处得到了特异性条带;进一步对其进行双酶

切鉴定，经琼脂糖凝胶电泳，得到与预期片段大小

一致的特异条带(图 2);测序结果显示，克隆的兔
Bb dnt1 基因序列与 GenBank 公布的 4 个猪源 dnt
基因序列:U59687、AB020025、E17214、NP890512 相
比，核苷酸同源性高达 99% 以上，说明成功构建了
目的片段的重组表达质粒 pET-28a-dnt1。
2. 3 SDS-PAGE 及 Western blot 结果
表达的重组蛋白经 His Trap 纯化柱纯化后，用

12%的聚丙烯酰胺凝胶进行 SDS-PAGE 检测，结果
表明 pET-28a-dnt1 在诱导后出现一条大小约为 60
KDa 的特异性蛋白条带，与预期大小基本一致，命
名为 DNT1 (图 3 － 4 泳道)，紫外分光光度计检测纯
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图 2 重组质粒 pET-28a-dnt1 的酶切鉴定
注:M: DNA 分子质量标准(DL2000，DL15000)

1:阴性对照; 2: pET-28a-dnt1 SacⅠ和 HindⅢ 双酶切产物

Fig. 2 Identification of recombinant plasmid pET-28a-

dnt1 by enzyme digestion
Note:M: DNA marker(DL2000，DL15000)

1: Negative control

2: pET-28a-dnt1digested by SacⅠand HindⅢ restriction enzyme.

度为 3 mg /mL 。

表 1 重组蛋白 DNT1 和血清的不同稀释度反应结果
Tab. 1 Reaction results of the recombinant protein of DNT1 and different serum dilutions

血清稀释度

Serum dilution ratio 项目 Item
抗原浓度 Antigen concentration(μg /mL) 空白对照 Blank

100 50 25 12. 5 6. 25 3. 125
P 1. 724 1. 717 1. 653 1. 692 1. 692 1. 669 0. 014

1∶ 100 N 0. 106 0. 100 0. 099 0. 101 0. 109 0. 129 0. 013
P /N 16. 264 17. 170 16. 697 16. 752 15. 523 12. 938
P 1. 275 1. 238 1. 275 1. 250 1. 291 1. 258

1:200 N 0. 070 0. 067 0. 069 0. 075 0. 077 0. 087
P /N 18. 214 18. 478 18. 478 16. 667 16. 766 14. 460

1∶ 400 P 0. 717 0. 700 0. 724 0. 734 0. 797 0. 844

Western blot 显示，DNT1 融合蛋白在约 60KDa
处出现很强的特异性反应条带(图 3 － 2 泳道)，质
粒 pET28a( + )诱导表达后在预期位置处无反应条
带(图 3 － 1 泳道)，表明重组蛋白在大肠杆菌中得
到了正确表达，并具有良好的反应原性。
2. 4 间接 ELISA 检测方法的建立
2. 4. 1 重组蛋白和待检血清最佳工作浓度的确定:
通过方阵滴定试验，不同梯度阴、阳性血清和抗原
的反应结果见表 1。确定重组蛋白 DNT1 抗原和血
清的最佳工作条件为: 抗 原 最 佳 包 被 浓 度 为

6. 25μg /ml，血清最佳稀释倍数为 1∶ 100。
2. 4. 2 结果判定: 50 份健康兔血清用建立的
ELISA 方法进行检测。结果表明，重组蛋白 DNT1

包被板的平均 A450值( x)为 0. 066，标准差( SD)为
0. 052，临界值 x + 3S = 0. 222。据此，确定血清样品

图 3 表达产物的 SDS-PAGE 结果和 Western blot 分析
注:M:标准蛋白分子质量;

1，3:pET-28a( + )阴性对照;2，4: 纯化后的 DNT1

Fig. 3 SDS-PAGE (B) and Western

blot (A) analyses
Note:M:Protein marker; 1，3: pET-28a( + ) negative control;

2，4: Purified DNT1 expression products

A450≥0. 222，且 P /N≥2. 1，方可判为阳性;A450≤
0. 170 为阴性;介于二者之间判为可疑。
2. 4. 3 阻断实验:重组蛋白 DNT1 抗原处理血清的
阻断抑制率为 88. 0%。证明重组蛋白 DNT1 对血清
抗体与包被抗原的结合有很强的抑制作用，包被抗

原与血清抗体的结合是特异的。
2. 4. 4 重复性试验:取同一批次重组蛋白包被酶标
板，在不同时间相同条件下检测 9 份血清，重复检测
3 次。以结果判定为标准，所得检测结果完全相同。
2. 4. 5 临床应用:用建立的间接 ELISA 方法对采自
江苏境内 4 个兔场的 100 份血清进行检测，总阳性
率为 56. 7%，说明本地兔场 Bb 的感染率较高，应引
起高度关注。

3 讨论

DNT 是 Bb 的主要毒力因子，早在 1979 年，有
人将 I 相菌经超声波处理后得到的无菌抽提物成功
地人工复制猪萎缩性鼻炎，当接种于仔猪鼻腔后，
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可产生和自然感染时萎缩性鼻炎相似的鼻部损伤。
此外，毒素也可能通过损坏呼吸道内正常保护层上

皮细胞而间接地促进菌株附着作用
［14 － 15］。DNT 可

以通过去酰氨基和多聚 Rho 蛋白来促进 Bb 纤毛运
动，还可以促使宿主中 DNT 受体细胞膜的增殖以及
内化的形成，从而加快粘附宿主细胞。天然 DNT 的
分泌量非常有限，且纯化工艺复杂，人工表达全毒

素的效率也较低，通过提纯天然和体外表达来制备

DNT 较困难。因此，本试验将结合位点命名为
DNT1 进行了克隆与表达，并将其作为 ELISA 包被
抗原以检测动物体内特异的 DNT 抗体，从而诊断兔
群是否发生了波氏杆菌病。
以自行分离的兔源 Bb 的基因组为模板进行克

隆，克隆出的 dnt 基因通过核苷酸和氨基酸序列比
对，发现与 GenBank 公布 4 个猪源 DNT 基因序列相
比，均有 99%以上的同源性。这表明该基因高度保
守，可考虑作为波氏杆菌病的检测抗原和亚单位疫

苗研究的候选基因。Western blot 分析表明，重组蛋
白 DNT1 呈现良好的特异性抗原反应。此外，该基
因在大肠杆菌中获得大量表达，为进一步开发为诊

断试剂盒抗原奠定基础。用建立的 ELISA 方法对
江苏 4 个兔场进行了监测，100 份血清样品的总阳
性率为 56. 7%，这说明江苏地区兔场波氏杆菌的感
染率较高，应引起高度关注。
以纯化的重组蛋白 DNT1 为包被抗原建立的检

测 Bb 抗体的间接 ELISA 方法具有良好的重复性、
特异性和敏感性。其克服了细菌分离鉴定较为繁
琐费时和 PCR 检测易出现假阳性的缺点;此外，包
被抗原易于纯化，ELISA 操作方法简单。因此，本研
究建立的新方法，有望成为一种准确、快速和实用
的兔 Bb 病血清学诊断方法。
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