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摘要:【目的】原核表达空肠弯曲菌细胞致死性肿胀毒素 B 蛋白(CdtB)，制备其单克隆抗体(mAb)，并研
究 mAb 抗毒性作用。【方法】扩增空肠弯曲菌 cdtB 基因并将其构建到 pET-30a( + )和 pGEX-6p-1 表达
载体，以原核表达的 GST-CdtB 蛋白为免疫原，应用杂交瘤技术进行细胞融合;采用间接 ELISA 方法测定
细胞上清和 mAb 腹水效价，Dot-ELISA、Western blot 分析 mAb 特异性，并以 CaCo-2 和 HD-11 细胞为模型，
鉴定 mAb 抗毒性能力。【结果】成功构建重组原核表达质粒 pET-30a( + ) -cdtB 和 pGEX-6p-1-cdtB，并融
合表达 rHis-CdtB 和 rGST-CdtB 蛋白。获得 5 株稳定分泌 CdtB 抗体的杂交瘤细胞株，分别命名为 1F3，
1F5，2E4，2E11，2F2。抗体 Ig 类和亚类检测显示 2E11 Ig 亚类为 IgG2b，其他 4 株均为 IgG1。抗体效价高
达 1:(1 × 108 )。Dot-ELISA 试验表明 5 株 mAb 均能与空肠弯曲菌标准株发生特异性反应，与非空肠弯曲
菌呈阴性反应;Western blot 法分析表明 5 株 mAb 均能与纯化蛋白 rGST-CdtB 有良好的反应性。基于
CaCo-2 细胞的黏附和侵袭实验表明 mAb 能显著降低细菌的黏附和侵袭能力 ( P ＜ 0. 01)。【结论】成功
制备了针对空肠弯曲菌 CdtB 蛋白的 mAb。为进一步研究空肠弯曲菌致病机制，以及为研制治疗性类药
物奠定了基础。
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空肠弯曲菌( Campylobacter jejuni，Cj) 是一类
革兰氏阴性、微需氧、可移动的弯曲短杆菌，是引起
人胃肠道感染最常见的人兽共患病原菌。某种血清
型的空肠弯曲菌可引起周围神经自身免疫性格林-
巴利综合症 ( Guillain-Barre syndrome，GBS)［1］。空
肠弯曲菌由于培养条件苛刻、抗原结构复杂以及缺
乏良好的感染动物模型，其致病机理迄今尚不很明
确［2］。细胞致死性肿胀毒素 ( cytolethal distending

toxin，CDT)是由革兰阴性细菌产生具有细胞毒性
的一种蛋白，能通过损伤 DNA 和激活细胞周期检
查点阻断细胞周期 G2 /M 期，导致细胞肿胀和死

亡［3］。空肠弯曲菌的细胞致死性肿胀毒素由多肽
CdtA、CdtB 和 CdtC 构成，来自于 3 个相邻基因
cdtA、cdtB、cdtC 编码，分子量分别为 25 － 35、28 －
30 和 20 － 21kDa。CDT 被认为是空肠弯曲菌感染
的重要发病因素之一，其中 CdtB 是该毒素的活性
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亚单位，也是细胞致死性肿胀毒素的关键成分［3］。
近期研究表明 CdtB 具有良好的免疫原性和保守
性，是一种理想的疫苗候选抗原。CDT 的作用于
细胞是一个精细而有序的进行过程，其在空肠弯
曲菌发病机制中担任的角色仍不很清晰［4］。本研
究通过原核表达 CdtB 蛋白，制备其单克隆抗体，
为建立空肠弯曲菌快速检测方法、进一步研究空
肠弯曲菌的致病机制以及开发新型疫苗类药物提
供实验材料。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 主要试剂: 质粒 pET-30a( + )购自 Novagen
公司，pGEX-6p-1 购自 Amersham Biosciences 公司;
限制性内切酶 BamHⅠ、XhoⅠ、T4 DNA 连接酶、
IPTG、蛋白质相对分子质量(Mr)marker、DNA ladder
购自大连宝生物有限公司。胎牛血清( Fetal Bovine
Serum，FBS)购自 Gibco 公司。HAT、DMEM 培养基、
PEG (Mr = 1 450)、完全和不完全弗氏佐剂及 HＲP
标记的山羊抗小鼠 IgG、HＲP 标记的兔抗鸡 IgG、
DMSO、鼠源 mAb 亚类检测试剂盒等均购自 Sigma
公司;其余常规试剂为国产分析纯。
1. 1. 2 实验动物和细胞系:6 周龄雌性 BALB / c 小
鼠(体质量为 18 － 22 g /只)购自扬州大学比较医学
中心。小鼠骨髓瘤细胞系 Sp2 /0-Ag-14、CaCo-2 和
HD-11 细胞由本实验室保存培养。
1. 1. 3 菌株:大肠杆菌 ( Escherichia coli) DH5α、
BL21(DE3)，肠炎沙门氏菌 ( Salmonella enteritidis，
SE)，李斯特菌( Listeria monocytogenes，Lm)，副溶血
性弧菌( Vibrio parahaemolyticus，Vp)，由本实验室保
存培养;ATCC33560，由江苏出入境检验检疫局惠
赠;NCTC11168，由遵义医学院惠赠。
1. 2 cdtB 原核表达质粒的构建及鉴定

根据 GenBank 上公布的 cdtB 基因序列设计引
物:Primer-F (含 BamH Ⅰ酶切位点):5’-TAGGAT
CCGCCACAGAAAGCAAATGGAGT-3’; Primer-Ｒ (含
Xho Ⅰ 酶 切 位 点 ): 5’-ATCTCGAGCTAAAATTTT
CTAAAATTTACTG-3’。 PCＲ 反 应 条 件: 94℃ 10
min;94℃ 1 min，60℃ 1 min，72℃ 1 min，35 个循环;
72℃ 10 min。分别构建重组质粒 pET-30a ( + )-
cdtB、pGEX-6p-1-cdtB。转化 BL21 (DE3)感受态细

菌，重组菌命名为 BL21(DE3)［pET-30a( + )-cdtB］
和 BL21(DE3)(pGEX-6p-1-cdtB)，表达蛋白命名为
rHis- CdtB 和 rGST-CdtB。连接、转化、质粒提取、电
泳的方法均参照文献［5］。
1. 3 cdtB 蛋白表达

重组菌 BL21 ( DE3) ［pET-30a ( + )-cdtB］和
BL21 ( DE3 ) ( pGEX-6p-1- cdtB )、新鲜培养物以
1∶ 100分别接种于含相应抗生素的 LB 液体培养基，
以0. 5 mmol /L的 IPTG 在 30℃条件下诱导表达 5 h
后，诱导产物 SDS- PAGE 鉴定，操作步骤依据文献
［5］的方法进行。
1. 4 Western blot 分析

以纯化后的 rHis-CdtB 免疫 BALB / c 小鼠获得
多抗血清。取 rGST-CdtB 进行 SDS- PAGE 后，电转
移至硝酸纤维素膜上，以获得的鼠源多抗血清为一
抗，HＲP 标记的羊抗鼠 Ig(G + M) 抗体为二抗，
DAB 为底物显色，进行蛋白印迹，分析重组蛋白
rGST-CdtB 的生物学活性。
1. 5 免疫原的制备

以 GST-CdtB 作为免疫原，将诱导表达后的重组
菌 BL21(pGEX-6p-1-cdtB)以 1∶ 4加入 5 × SDS 样品
处理液，100℃水浴 5min，经 SDS-PAGE。电泳结束
后，将胶块玻璃至干净平皿中，用 1 mol /L KCl 轻轻
漂洗，目的蛋白的位置会呈现出白色，将白色区域割
下置于指形管中，－ 20℃过夜，次日放于液氮罐中，
几小时后取出，将胶块研磨致粉碎，再溶于 PBS 中，
－ 20℃保存。
1. 6 免疫方案

将制备的免疫原 rGST-CdtB 蛋白与弗氏完全佐
剂 1∶ 1混合乳化后，经皮下免疫 6 周龄雌性 BALB / c
小鼠，剂量和方法依据文献［1］所述。
1. 7 杂交瘤细胞筛选与克隆

以 rHis-CdtB 蛋白作为检测抗原，间接 ELISA
法进行杂交瘤细胞筛选，方阵实验确定检测抗原的
最佳包被浓度为 0. 1 μg /孔，反应条件如下:细胞上
清 50 μL /孔，37℃作用 2 h;PBST 洗涤后加入工作
浓度的酶标二抗 50 μL /孔，37℃作用 1 h 后洗涤，
OPD 显色 10 min。A492数值大于 1. 0 判定为阳性

孔，阳性孔细胞以有限稀释法进行克隆化［6］。
1. 8 mAb 生物学特性鉴定
1. 8. 1 mAb 亚类鉴定:按 mAb 亚类试剂盒说明书
进行。
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1. 8. 2 mAb 腹水制备及效价测定:采用体内诱生
法制备腹水［6］，间接 ELISA 法测定抗体效价。
1. 8. 3 mAb 特异性分析:纯化蛋白 rHis- CdtB 进
行 SDS- PAGE 后，电转移至硝酸纤维素膜上，以获
得的 mAb 为一抗，进行 Western blot 分析，空载体
BL21(DE3) ［pET-30a( +)］作对照。分别吸取空
载体、BL21(DE3)［pET-30a( + )-cdtB］ IPTG 诱导
后的裂解液以及空肠弯曲菌标准株 NCTC11168、
ATCC33560 裂解液上清、副溶血性弧菌肠、李斯特
菌、肠炎沙门菌各 5 μL 点于 NC 膜上，进行 Dot-blot
分析，操作步骤如文献［1］所述。
1. 9 基于毒素抗体的黏附和侵袭实验

将 CaCo-2 和 HD-11 细胞分别接种于 24 孔细胞
板中，每孔铺 5 × 104 /mL。用灭菌的 PBS 漂洗 2 次。
用 DMEM 悬起细菌 NCTC11168，稀释到所需的工作
浓度。将 2 种抗体与细菌混合放入细胞培养箱中
1h。同时以 sp2 /0 腹水和细菌混合的为对照，加入
细胞。黏附侵袭实验步骤如前研究所述［7］，细胞用
PBS 洗 3 次，黏附实验:0. 01% Triton X-100 裂解细
胞，加入 150 μL 蒸馏水，反复吹打后吸出样品，做梯
度稀释后涂 CCDA 平板计数菌落数，实验重复 3 次。
侵袭实验:用含有 250 μg /mL 庆大霉素的培养基孵
1 h 以杀死细胞外的细菌，之后与黏附实验步骤
相同。
1. 10 统计学分析

应用 SPSS 16. 0 统计软件进行分析。计量资料
( 珋x ± s )表示，各组间差异采用 t 检验，P ＜ 0. 05 表
示差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 cdtB 重组质粒的构建和鉴定
琼脂糖凝胶(10 g /L)电泳显示 1 条长约 699 bp

的目的条带，测序结果正确。重组质粒 pMD18T-
cdtB，经 BamHⅠ和 XhoⅠ双酶切后分别出现载体条
带和 699 bp 的目的条带，酶切鉴定和测序结果正
确。重组质粒 pET-30a ( + )-cdtB 和 pGEX-6p-1-
cdtB 分别经 BamHⅠ和 XhoⅠ双酶切后出现载体条
带和 699bp 的目的条带，与预期相符。
2. 2 cdtB 重组蛋白的表达

SDS-PAGE 分析结果显示 (图 1)，在裂解后的
沉淀中有诱导表达的目的蛋白条带，说明表达产物

是以包涵体形式存在，相对分子质量(M r)分别为 29
kDa( rHis-CdtB)和 53 kDa( rGST-CdtB)与预期相符。

图 1． 重组大肠杆菌 BL21(DE3)［pET-30a( + )-cdtB］和
BL21(DE3)(pGEX-6p-1-cdtB)的 SDS-PAGE
Figure 1． SDS- PAGE analysis of expressed product． M， protein

marker; lane 1，BL21(DE3) ( pET-30a( + ) ) induced by IPTG; lane

2，Cracked supematant of BL21(DE3)［pET-30a( + )-cdtB］ induced

by IPTG; lane 3，Cracked deposit of BL21 ( DE3)［pET-30a ( + )-

cdtB］ induced by IPTG; lane 4，BL21(DE3)［pET-30a( + )-cdtB］

induced by IPTG; lane 5，BL21 ( DE3 ) ( pGEX-6p-1 ) induced by

IPTG; lane 6，Cracked supematant of BL21(DE3) ( pGEX-6p-1-cdtB)

induced by IPTG; lane 7，Cracked deposit of BL21(DE3) ( pGEX-6p-

1-cdtB) induced by IPTG; lane 8，BL21 ( DE3 ) ( pGEX-6p-1- cdtB)

induced by IPTG．

2. 3 重组蛋白 GST-CdtB 的生物学活性鉴定
Western blot 结果显示 His-CdtB 多抗血清能与

rGST-CdtB 发生免疫结合(图 2)，而与空载体 BL21
(DE3)(pGEX-6p-1)全菌蛋白无交叉反应。说明免
疫原 rGST-CdtB 具有良好的免疫生物学活性。

图 2． rGST-CdtB 蛋白的 Western blot 鉴定
Figure 2． Western blot analysis of rGST-CdtB． M，protein

marker; lane 1， BL21 ( DE3) ［pET-30a ( + )］whole

protein; lane 2，BL21( pGEX-6p-1-cdtB) whole protein．

2. 4 mAb 的生物学特性测定
经 2 次融合，共得到 5 株 mAb 杂交瘤细胞株，

分别命名为 1F3，1F5，2E4，2E11，2F2，其 Ig 类及亚
类检测、效价如表 1 所示，Western blot 法显示 5 株
mAb 与 cdtB 蛋白、空肠弯曲菌具有特异性反应，与
空载体无反应;Dot blot 结果显示抗体特异性强，与
其他弧菌无交叉反应。

259



陆磊等: 空肠弯曲菌细胞致死性肿胀毒素单克隆抗体的制备与鉴定 ． /微生物学报(2014)54(8)

表 1． 5 株杂交瘤细胞株的检测
Table 1． Analysis of 5 hybridoma cell lines

hybridoma

cell lines

immunoglo-

bulin

subclasses

titers of the

ascites fluid

Western blot Dot-blot ELISA
BL21(DE3)

( pET-CdtB)
Cj11168

BL21(DE3)

( pET)

BL21(DE3)

( pET-CdtB)

BL21(DE3)

( pET)
Cj11168 Cj33560 Lm Vp SE

1F3 IgG1 1∶ 3276800 + + + + + － + + + － + + － － －
1F5 IgG1 1∶ 6553600 + + + + + － + + + － + + － － －
2E4 IgG1 1∶ 819200 + + + + － + + + － + + － － －
2E11 IgG2b 1∶ 6553600 + + + + + + － + + + － + + － － －
2F2 IgG1 1∶ 13107200 + + + + + + － + + + － + + － － －

Negative( － ) ; Positive( + ) ．

图 3． 基于 CaCo-2(A)和 HD-11 (B)细胞的黏附和侵袭

实验

Figure 3． Adhesion and invasion assay． A: CaCo-2; B: HD-11． aP ＜

0. 01 vs 11168．

2. 5 基于 CaCo-2和 HD-11 细胞的黏附和侵袭实验
以 11168 + sp2 /0 腹水 (腹水和抗体浓度均为

150 μg /mL)的黏附和侵袭值为对照。结果显示对

于 CaCo-2 细胞，加入 CdtB 抗体，细菌的黏附和侵袭
分别下降了 73%和 70% (P ＜ 0. 01) (图 3-A);对于
HD-11 细胞，加入 CdtB 抗体黏附率和侵袭率分别下
降了 28%，11% (图 3-B)。表明 CdtB 对细菌的黏
附和侵袭有一定影响，加入 CdtB 抗体后能显著减弱
细菌对 CaCo-2 细胞的黏附和侵袭能力。

3 讨论

空肠弯曲菌已经成为世界范围内引起细菌性腹
泻的最主要病原菌，其对人的感染率不亚于沙门氏
菌和志贺氏菌。在美国，由 CJ 引起的腹泻高居榜
首，疾病控制中心 2009 年的监测数据美国人群的感
染率为 13. 02 /100000，每年发病超过 200 万例［8］。
特定类型的 CJ 感染后发生的 GBS 是一组免疫介导
的炎性脱髓鞘性疾病，主要累及周围神经系统。
Noel 等［9］发现 CJ 阳性的患者 GBS 发病率为 30. 4 /
100000，一般人群的发病率为 0. 3 /100000，认为 CJ
感染阳性的患者发生 GBS 的危险性是一般人群的
100 倍。目前由于缺乏合适的动物模型以及其高变
的基因组序列等原因，限制了致病因子的挖掘和疫
苗防控的研究工作。高风险的感染以及滥用抗生素
的不良后果，使得近年来新的保护性抗原、核酸疫苗
及新型抗菌材料已成为研究热点［10］。

CDT 作为一个重要的致病因素，在几乎所有空
肠弯曲菌菌株中都存在。Bang 等［11］在丹麦火鸡中
分离的 117 株空肠弯曲菌中 PCＲ 检测出有 114 株
含有 cdt 基因，在不同细胞系的感染实验中 CDT 阳
性率高达 89. 7% － 97. 4%。CdtB 是细胞致死性肿
胀毒素的关键成分，是该毒素的活性亚单位。它具
有脱氧核糖核酸酶活性，能阻断细胞周期依赖性脱
磷酸作用，导致有丝分裂不能正常进行，造成细胞周
期阻滞［12］。Biswas 等［13］将空肠弯曲菌 NCTC11168
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编码毒素亚基(CdtA，CdtB 和 CdtC)的基因进行插
入突变，从而获得了 CDT 毒素的突变株，选择 Hela
细胞和 HD-11 细胞评价突变株的黏附和侵袭能力，
结果发现突变株对 Hela 细胞的侵袭能力显著下降，
对 HD-11 细胞的黏附和侵袭无显著差异。 Jain
等［7］将 CDT +和 CDT －菌株对 Hela 进行黏附和侵袭
实验。结果发现，CDT +菌株的黏附和侵袭能力明显
高于 CDT －菌株。这些预示着 CDT 对空肠弯曲菌的
黏附和侵袭作用有一定的影响。至今国内外只有少
量关于 CJ 单克隆抗体制备的报道，主要有马尿酸水
解酶、主要外膜蛋白(MOMP)、鞭毛蛋白 FlaA、膜氨
基酸转运蛋白 cjaA 等［4，14 － 16］，这些 mAb 为空肠弯
曲菌的快速检测方法的建立奠定了基础，但没有一
种用于商业化生产，而关于毒素蛋白 CDT 的 mAb
制备未见报道。

本研究通过大肠杆菌原核表达系统表达空肠弯
曲菌 cdtB 基因，以纯化蛋白 rGST-CdtB 为免疫原制
备了针对 CdtB 的 mAb。Western-blot 和 Dot-ELISA
分析结果表明得到的 5 株 mAb 均为抗 CdtB 蛋白的
特异性抗体。基于 CaCo-2 细胞的黏附和侵袭实验
表明 mAb 能显著降低细菌的黏附和侵袭能力，本实
验为商品化新型抗菌药物的研发提供了思路，具有
良好的应用前景。本研究制备的抗体为建立酶联免
疫吸附试验、免疫磁珠吸附富集等蛋白检测方法以
及开展 CDT 蛋白致病性等后续研究提供了良好的
抗体资源。
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Preparation and characterization of monoclonal antibodies
against cytolethal distending toxin protein of Campylobacter
jejuni

Lei Lu#，Yuwei Shang#，Fangzhe Ｒen，Nan Wang，Xin'an Jiao，Jinlin Huang*

Jiangsu Key Laboratory of Zoonoses / Jiangsu Co-Innovation Center for Prevention and Control of Important Animal

Infectious Diseases and Zoonoses，Yangzhou University，Yangzhou 225009，Jiangsu Province，China

Abstract:［Objective］ To express Campylobacter jejuni cytolethal distending toxin B protein ( CdtB) in a prokaryote to

prepare monoclonal antibodies (mAbs) against the protein，and to study their antitoxic effects． ［Methods］The C． jejuni

cdtB gene was amplified and inserted into the expression plasmids pET-30a( + ) and pGEX-6p-1． The purified rGST-CdtB

protein was used as the immunogen to screen hybridoma cells for mAbs against the protein． The mAb titers were

determined with an indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)，and their specificity with a Dot-ELISA and

western blotting analysis． We determined the antitoxic properties of the mAbs in CaCo-2 and HD-11 cells． ［Ｒesults］

Ｒecombinant expression plasmids pET-30a ( + )-cdtB and pGEX-6p-1-cdtB were successfully constructed，and fusion

proteins rHis-CdtB and rGST-CdtB expressed，respectively． Five hybridoma cell lines，designated 1F3，1F5，2E4，

2E11，and 2F2，were screened for the stable secretion of mAbs against CdtB． The immunoglobulin subclass of 2E11 was

IgG2b and that of the other mAbs was IgG1． The mAb titers in the ascites fluids were 1:1 108 on indirect ELISA． Dot-

ELISA demonstrated that the five mAbs reacted specifically with C． jejuni． Western blotting analysis confirmed that the

five mAbs reacted well with the rGST-CdtB fusion protein． The mAbs significantly reduced the adhesion and invasion

capacities of the bacterium in CaCo-2 cells (P ＜ 0. 01) ． ［Conclusion］The successful preparation of five mAbs specific

for the CdtB protein will allow further study of the biological characteristics of CdtB and the pathogenesis of C． jejuni．

Keywords: CdtB protein，Campylobacter jejuni，monoclonal antibody
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