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大肠杆菌Ｏ１５７ＬＰＳ单克隆抗体的制备及
ＥＬＩＳＡ检测方法的建立

刘红亮，李克生，陈学忠＊，杜惠芬，连晓雯，鲁学萍，袁　明
（甘肃省医学科学研究院，甘肃 兰州　７３００５０）

　　摘要：以热灭活的大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７（Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７）菌体抗原为免疫原，Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７菌体
结合脂多糖（ＬＰＳ）为筛选抗原，应用淋巴细胞杂交瘤技术制备Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７ＬＰＳ单克隆抗体。采用改
良过碘酸钠法制备辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）酶标抗体，并建立检测Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７的双抗体夹心ＥＬＩＳＡ
方法。结果，成功制备了９株稳定分泌Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７ＬＰＳ单克隆抗体的杂交瘤细胞，其中７Ｆ９和７Ｇ２
为ＬＰＳ　Ｏ－特异性多糖（Ｏ－ＳＰ）单克隆抗体，与Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７菌体具有较好的反应性。此双抗体夹心

ＥＬＩＳＡ方法对与受试的非Ｏ１５７菌株没有交叉反应，对Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７纯培养菌液的检出下限为３×１０４

ＣＦＵ／ｍＬ。结果表明，建立的ＥＬＩＳＡ检测方法对Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７具有较高的特异性和灵敏度，该方法有望与
其他方法相结合用于对Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７的检测。
关键词：大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７；单克隆抗体；脂多糖；双抗体夹心ＥＬＩＳＡ
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　　肠出血性大肠杆菌（ＥＨＥＣ）是一种严重危害人
类健康的食源性病原菌，以 Ｏ１５７∶Ｈ７血清型为

主。近年来我国多地都有从腹泻病人和家禽家畜粪
便、食品及水中检测出Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ　１　５　７∶Ｈ　７的报
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道［１－２］。因此，该菌在国内外越来越受到人们的重
视。Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７引发感染的剂量极低，有报
道称摄取１０个活菌就有可能致病［３］，并且目前对于
该菌的感染还没有特效的治疗方法，所以，建立具有
高灵敏度和高特异性的检测方法用于食品检验、临
床诊断、兽医服务以及疾病暴发调查等就显得尤为
重要。基于单克隆抗体的免疫学检测方法因其具有
操作简单、检测速度快、特异性强等特点而得到了广
泛的应用，然而具有高特异性和亲和力的单克隆抗
体是进行免疫学检测的基础。目前国内针对Ｅ．ｃｏｌｉ
Ｏ１５７∶Ｈ７的夹心ＥＬＩＳＡ检测方法多是基于多克
隆抗体［４］，或是多克隆抗体结合单克隆抗体［５］，双单
克隆抗体夹心ＥＬＩＳＡ检测方法尚未见有报道。脂
多糖（ＬＰＳ）是Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７细胞壁的重要组成
部分，并且Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７特异性Ｏ抗原就位于

ＬＰＳ上。因此，本试验选用Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７ＬＰＳ
作为筛选抗原，制备了Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７ＬＰＳ特异性单
克隆抗体，继而选用制备的单克隆抗体初步建立了
检测Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７的双单克隆抗体夹心ＥＬＩＳＡ检
测方法。

１　材料与方法

１．１　菌株、ＬＰＳ抗原、细胞及实验动物

　　大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７（ＮＣＴＣ　１２９００）、大肠杆菌

Ｏ１５７、大肠杆菌、志贺氏杆菌、阪崎肠杆菌、肠炎沙
门氏菌、甲型副伤寒沙门氏菌、乙型副伤寒沙门氏
菌、婴儿沙门氏菌、鼠伤寒沙门氏菌、猪霍乱沙门氏
菌、单核增生李斯特氏菌菌种由珠海出入境检验检
疫局提供；Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７ＬＰＳ抗原和ＬＰＳ　Ｏ－特
异性多糖抗原（Ｏ－ＳＰ）以及ＳＰ２／０细胞由甘肃省医
学科学研究院医学生物中心提供；ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购
自兰州大学动物中心。

１．２　主要试剂和仪器

　　弗氏佐剂、ＨＴ母液（１００×）、Ａ母液（１００×）、
聚乙二醇（ＰＥＧ－１０００）、小鼠单克隆抗体亚类鉴定试
剂盒、碱性磷酸酶标记的羊抗鼠ＩｇＧ（羊抗鼠ＩｇＧ－
ＡＰ）、辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）均为Ｓｉｇｍａ公司产
品；新生胎牛血清为兰州民海生物公司产品；

ＤＭＥＭ培养基为Ｇｉｂｃｏ公司产品；辣根过氧化物酶
标记的羊抗鼠ＩｇＧ为北京博奥森生物制品有限公
司产品；Ｈｙｂｏｎｄ　ｃ－Ｅｘｔｒａ硝酸纤维素为 Ａｍｅｒｓｈａｍ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司产品；５－溴－４－氯－３－吲哚基－磷酸盐／
四唑硝基蓝（ＢＣＩＰ／ＮＢＴ）底物为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产
品；其他试剂均为进口分装或国产分析纯化学试剂。
酶标检测仪、洗板机由Ｔｈｅｒｍｏ　Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ公司生

产；电泳仪、垂直板槽由Ｂｉｏ－ｒａｄ公司生产；Ｓｅｐｈａｃｒ－
ｙｌ　Ｓ－３００填料和全自动蛋白纯化仪由 Ａｒｍａｓｈｉａ公
司生产。

１．３　单克隆抗体的制备

１．３．１　动物免疫　取１×１０９　ＣＦＵ／ｍＬ热灭活（６０
℃，３０ｍｉｎ）的Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７菌体抗原与等量弗
氏完全佐剂充分乳化，经腋窝、腹股沟、背部、足垫多
点注射免疫６～８周龄、１８～２０ｇ雌性健康ＢＡＬＢ／ｃ
小鼠，每只０．２ｍＬ（菌量约１×１０８　ＣＦＵ），间隔３周
用弗氏不完全佐剂以同样方法加强免疫２次，抗原
浓度每次加倍。第３次免疫后第３０天取２×１０９

ＣＦＵ／ｍＬ　Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７菌体抗原（生理盐水稀
释），腹腔加强免疫，每只０．２ｍＬ（菌量约４×１０８

ＣＦＵ），３ｄ后处死小鼠取脾。

１．３．２　细胞融合与杂交瘤细胞的筛选　取免疫小
鼠脾细胞与对数期的小鼠骨髓瘤细胞ＳＰ２／０用聚
乙二醇法融合细胞，使用 ＨＡＴ培养基筛选培养。
以菌体结合ＬＰＳ为包被抗原建立间接ＥＬＩＳＡ检测
方法筛选阳性孔，用有限稀释法对阳性孔进行亚克
隆，直至阳性率连续３次达到１００％，再分别对其进
行扩大培养，冻存于液氮罐中备用。

１．３．３　腹水制备与单克隆抗体的纯化　杂交瘤细
胞腹腔注射经液体石蜡处理过的雌性ＢＡＬＢ／ｃ小
鼠，每只２×１０６个细胞，１～２周后收集腹水，２　０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ除去杂物，处理后的腹水分别经

５００、４５０ｇ／Ｌ饱和硫酸铵盐析出沉淀和 Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ
Ｓ－３００凝胶柱分离纯化。用紫外吸收法测定纯化后
腹水总蛋白含量，并用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析抗体纯
度及抗体轻链和重链的分子质量。

１．４　单克隆抗体的鉴定

１．４．１　腹水效价及Ｉｇ亚类的测定　分别以Ｅ．ｃｏｌｉ
Ｏ１５７∶Ｈ７菌体、ＬＰＳ以及Ｏ－ＳＰ为包被抗原，采用
间接ＥＬＩＳＡ法检测各单克隆抗体腹水效价。按照
小鼠单克隆抗体亚类鉴定试剂盒说明对每株单克隆

抗体进行亚类测定。

１．４．２　单克隆抗体特异性鉴定　采用间接ＥＬＩＳＡ
法检测单克隆抗体特异性，检测菌包括 Ｅ．ｃｏｌｉ
Ｏ１５７∶Ｈ７、Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７、大肠杆菌、志贺氏杆菌、阪
崎肠杆菌、肠炎沙门氏菌、甲型副伤寒沙门氏菌、乙
型副伤寒沙门氏菌、婴儿沙门氏菌、鼠伤寒沙门氏
菌、猪霍乱沙门氏菌、单核增生李斯特氏菌。均采用
热灭活法灭活以上各菌，按１×１０７　ＣＦＵ／ｍＬ包被酶
标孔，检测各株杂交瘤细胞上清。

１．４．３　单克隆抗体结合位点的 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测

　取２０μｇ的Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７ＬＰＳ进行ＳＤＳ－
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ＰＡＧＥ电泳，采用４％的浓缩胶结合１２％的分离胶，

６０Ｖ电压直至样品进入分离胶，然后以１５０Ｖ电泳
至溴酚蓝迁移到分离胶末端。电泳结束后，取一部
分泳道进行银染［６］，作为 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ结果的对
照。将剩余泳道样品电转印至硝酸纤维素薄膜上
（２００ｍＡ，电转印６０ｍｉｎ），电转移后将膜于含５０
ｇ／Ｌ脱 脂 奶 粉 的 ＴＢＳＴ（２０ ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－Ｃｌ，

ｐＨ７．４，１５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，５ｍＬ／Ｌ　Ｔｗｅｅｎ－２０）中室
温封闭１ｈ，ＴＢＳＴ洗３次（每次５ｍｉｎ）；将膜分别浸
于各单克隆抗体腹水（１∶２００稀释，稀释液为含５０
ｇ／Ｌ脱脂奶粉的ＴＢＳＴ溶液），室温轻摇１ｈ，ＴＢＳＴ
洗膜３次（每次５ｍｉｎ）；加入二抗（１∶２　０００稀释的
羊抗鼠ＩｇＧ－ＡＰ，稀释液为含５０ｇ／Ｌ脱脂奶粉的

ＴＢＳＴ溶液），室温轻摇１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次（每次５
ｍｉｎ）；加入ＢＣＩＰ／ＮＢＴ显色液（用前现配），室温下
避光显色，蒸馏水终止反应。

１．５　双抗夹心ＥＬＩＳＡ检测方法的建立

１．５．１　酶标单抗的制备　选取纯化的单抗７Ｆ９为
标记抗体，采用改良过碘酸钠标记法［７］并做适当改
动，制备７Ｆ９－ＨＲＰ酶标抗体复合物。取制备的

７Ｆ９－ＨＲＰ溶液加入等量的饱和硫酸铵，４℃静置２
ｈ，８　０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集沉淀，并用５００ｇ／Ｌ
饱和硫酸铵洗涤沉淀２～３次，然后将沉淀溶解于少
量０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ＰＢＳ（ｐＨ７．４），过Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ－３００凝
胶柱进一步分离纯化。

１．５．２　双抗夹心ＥＬＩＳＡ检测条件的确定　将单抗

７Ｇ２作为捕获抗体包被酶标板，７Ｆ９－ＨＲＰ为检测抗
体，建立双抗夹心ＥＬＩＳＡ检测方法，采用方阵滴度
法确定包被浓度、酶标抗体的工作浓度和底物的最
佳反应时间。按照以下步骤进行检测：①纯化后单
抗７Ｇ２用包被液（０．０５ｍｏｌ／ｍＬ碳酸盐缓冲液，

ｐＨ９．６）稀释至１．６μｇ／ｍＬ后包被酶标板，每孔１００

μＬ，３７℃２ｈ，然后４℃过夜；②弃包被液，ＰＢＳ－Ｔ洗

１ｍｉｎ×３次后，加入封闭液，每孔１２０μＬ，３７℃２ｈ；

③弃封闭液，加入待检菌液，同时选择一孔只加入样
品稀释液作为空白对照，每孔１００μＬ，３７℃１ｈ；④

ＰＢＳ－Ｔ洗１ｍｉｎ×４次后，加入７Ｆ９－ＨＲＰ（１∶４　０００
稀释），每孔 ５０μＬ，３７ ℃ ３０ｍｉｎ；⑤ＰＢＳ－Ｔ 洗

１ｍｉｎ×５次后，加入ＴＭＢ底物，３７℃显色２０ｍｉｎ，２
ｍｏｌ／ｍＬ　Ｈ２ＳＯ４终止反应，用酶标仪在４５０ｎｍ下测
定各孔吸光度值。

１．５．３　双抗夹心ＥＬＩＳＡ检测方法特异性及灵敏度
的测定　用１．５．２的方法检测Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７、

Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７、大肠杆菌、志贺氏杆菌、阪崎肠杆菌、
肠炎沙门氏菌、甲型副伤寒沙门氏菌、乙型副伤寒沙
门氏菌、婴儿沙门氏菌、鼠伤寒沙门氏菌、猪霍乱沙
门氏菌、单核增生李斯特氏菌，菌浓度均为１×１０７

ＣＦＵ／ｍＬ。同时将 １×１０６　ＣＦＵ／ｍＬ（约相当于

１×２２０　ＣＦＵ／ｍＬ）的Ｏ１５７∶Ｈ７菌液系列稀释后进
行检测，确定该检测方法的灵敏度。

２　结果

２．１　杂交瘤细胞株的建立及单抗亚类的测定

　　以菌体结合ＬＰＳ为包被抗原筛选阳性杂交瘤
细胞，并经过数次亚克隆，本试验最终得到９株稳定
分泌Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７ＬＰＳ单抗的杂交瘤细胞，分
别命名为２Ｂ９、４Ｂ２、５Ｂ２、５Ｅ６、５Ｈ２、６Ｇ３、７Ｆ９、７Ｇ２、

７Ｈ１０。各单克隆抗体细胞培养上清的反应性与抗
体亚类见表１。

２．２　单克隆抗体的腹水效价及特异性

　　３株ＩｇＭ类单克隆抗体细胞株得不到效价较高
的单抗腹水，试验没有继续进行。其他各株单抗用
不同包被抗原的间接ＥＬＩＳＡ进行检测，单抗腹水的
反应性及效价见表２（在４５０ｎｍ波长下检测各孔吸
光度值，每个样品设２个重复并计算其平均值，腹水
做１∶１００稀释），其中７Ｆ９、７Ｇ２与Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶
Ｈ７菌体、ＬＰＳ、Ｏ－ＳＰ都有较强反应，４Ｂ２、５Ｅ６、６Ｇ３、

７Ｈ１０只与ＬＰＳ有较强反应，与菌体反应较弱，与

Ｏ－ＳＰ不发生反应。单克隆抗体特异性检测结果显
示，各单抗除了与 Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７和 Ｅ．ｃｏｌｉ
Ｏ１５７有较强反应外，与所有其他受试菌均不反应
（Ｄ４５０ｎｍ均小于０．０５０）。

表１　细胞上清反应性与单克隆抗体亚类

Ｔａｂｌｅ　１　Ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　ｂｙ　ｉｎｄｉｒｅｃｔ　ＥＬＩＳＡ　ａｎｄ　ｉｓｏｔｙｐｅ　ｏｆ　ＭＡｂｓ

项目
Ｉｔｅｍｓ ２Ｂ９　 ４Ｂ２　 ５Ｂ２　 ５Ｅ６　 ５Ｈ２　 ６Ｇ３　 ７Ｆ９　 ７Ｇ２　 ７Ｈ１０

Ｄ４５０ｎｍ １．１７３　 １．２１９　 １．０７５　 １．０２２　 １．２６１　 １．２７１　 １．１２５　 １．１０４　 １．２８７

亚类Ｉｓｏｔｙｐｅ　 ＩｇＭ　 ＩｇＧ２ｂ ＩｇＭ　 ＩｇＧ１ ＩｇＭ　 ＩｇＧ３ ＩｇＧ１ ＩｇＧ３ ＩｇＧ３

２．３　单克隆抗体的纯化

　　小鼠腹水分别用５００、４５０ｇ／Ｌ饱和硫酸铵盐析
沉淀，再经Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ－３００凝胶柱分离纯化，紫外
吸收法测定纯化后腹水总蛋白含量均在 １～３
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ｍｇ／ｍＬ。采用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定纯化后单抗的纯度
及分子质量分布，结果（见图１）显示，纯化后单抗主

要有２条蛋白区带，重链分子质量约为５０ｋｕ，轻链
分子质量在２３～２９ｋｕ之间。

表２　单抗腹水与不同抗原的反应性与效价

Ｔａｂｌｅ　２　Ｒｅａｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｉｔｅｒ　ｏｆ　ａｓｃｉｔｉｃ　ｆｌｕｉｄ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏａｔｉｎｇ　ａｎｔｉｇｅｎ　ｂｙ　ｉｎｄｉｒｅｃｔ　ＥＬＩＳＡ

单抗 ＭＡｂ
Ｄ４５０ｎｍ 腹水效价 Ｔｉｔｅｒ　ｏｆ　ａｓｃｉｔｉｃ　ｆｌｕｉｄ

Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７ ＬＰＳ　 Ｏ－ＳＰ　 Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７ ＬＰＳ　 Ｏ－ＳＰ

７Ｆ９　 ０．９１２　 １．０４　 １．１１０　 １×１０５　 ８×１０５　 ８×１０５

７Ｇ２　 ０．８３０　 ０．９８８　 ０．８５６　 ２×１０４　 ２×１０５　 １×１０５

４Ｂ２　 ０．２３９　 １．１６２　 ０．０５２　 ６×１０３　 ２×１０５

５Ｅ６　 ０．３８７　 ０．８７３　 ０．０６４　 １×１０４　 ２×１０５

６Ｇ３　 ０．２１２　 １．０８７　 ０．０３５　 １×１０４　 ４×１０５

７Ｈ１０　 ０．２１９　 ０．９９３　 ０．０１０　 ３×１０３　 ２×１０４

图１　纯化后单克隆抗体的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇ．１　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ａｓｃｉｔｉｃ　ｆｌｕｉｄ
Ｍ：蛋白质分子质量标准；１～６：分别为单克隆抗体４Ｂ２、５Ｅ６、６Ｇ３、

７Ｆ９、７Ｇ２、７Ｈ１０

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍａｒｋｅｒ；１－６：ＭＡｂ４Ｂ２，ＭＡｂ５Ｅ６，ＭＡｂ６Ｇ３，ＭＡｂ７Ｆ９，

ＭＡｂ７Ｇ２ａｎｄ　ＭＡｂ７Ｈ１０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ分析

　　ＬＰＳ银染与 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ分析结果（见图２）显
示，Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７ＬＰＳ经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳呈典
型的阶梯状条带，在１０～６０ｋｕ之间都有分布，主要
包括３５～６０ｋｕ的大分子区和１０～２０ｋｕ的小分子
区。４Ｂ２、５Ｅ６、６Ｇ３、７Ｈ１０与两部分都有反应，７Ｆ９、

７Ｇ２只与大分子质量的ＬＰＳ有较强的反应。

２．５　双抗夹心ＥＬＩＳＡ最佳反应条件的确定

　　包被抗体７Ｇ２的最佳包被浓度为１．６μｇ／ｍＬ，
酶标抗体７Ｆ９－ＨＲＰ的最适工作浓度为１∶４　０００稀
释，底物显色时间以２０ｍｉｎ为最佳。

２．６　双抗夹心ＥＬＩＳＡ检测方法的特异性和灵敏度

　　Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７双抗体夹心ＥＬＩＳＡ法除了
与Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７和Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７有很强的反应
外，与 其 他 受 试 菌 株 均 无 交 叉 反 应 （Ｄ４５０ｎｍ ＜
０．０５０）。从图３可以看出，该方法的最小检测限为

１×２１５　ＣＦＵ／ｍＬ，约等于３×１０４　ＣＦＵ／ｍＬ。

图２　单克隆抗体与Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７ＬＰＳ的免疫印迹反应

及Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７ＬＰＳ银染结果

Ｆｉｇ．２　Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ　ｏｆ　ＭＡｂｓ　ｏｎ　Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７ＬＰＳ　ａｎｄ

ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｓｉｌｖｅｒ　ｓｔａｉｎｉｎｇ　ｏｆ　Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７ＬＰＳ
Ｍ：蛋白质分子质量标准；１～６：分别为单克隆抗体４Ｂ２、５Ｅ６、６Ｇ３、

７Ｆ９、７Ｇ２、７Ｈ１０与Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７ＬＰＳ的免疫印迹结果；７：Ｅ．ｃｏ－

ｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７ＬＰＳ银染结果

Ｍ：Ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｓｉｌｖｅｒ　ｓｔａｉｎｉｎｇ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍａｒｋｅｒ；１－６：Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ　ｏｆ

ＭＡｂ　４Ｂ２，ＭＡｂ　５Ｅ６，ＭＡｂ　６Ｇ３，ＭＡｂ　７Ｆ９，ＭＡｂ　７Ｇ２ａｎｄ　ＭＡｂ

７Ｈ１０ｏｎ　Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７ＬＰＳ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；７：Ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｓｉｌｖｅｒ　ｓｔａｉ－

ｎｉｎｇ　ｏｆ　Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７ＬＰＳ

图３　双抗体夹心ＥＬＩＳＡ检测Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７的曲线

Ｆｉｇ．３　Ｓａｎｄｗｉｃｈ　ＥＬＩＳＡ　ｃｕｒｖｅ　ｆｏｒ　Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７

３　讨论

　　ＬＰＳ是Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７细胞壁的重要组成
部分，也是决定Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７血清型的物质基
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础之一，具有免疫优势。本试验用热灭活的Ｅ．ｃｏｌｉ
Ｏ１５７∶Ｈ７菌体作为免疫原免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，菌
体结合ＬＰＳ作为筛选抗原，得到９株阳性杂交瘤细
胞，经验证这９株单抗全是针对Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７
ＬＰＳ的单克隆抗体，所有单抗包括７Ｆ９和７Ｇ２都与

Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７有交叉反应，与其他所有受试菌都无
交叉反应。在国内外之前的研究中［８－９］，用类似免疫
方法制备的Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７单克隆抗体大多也
是针对ＬＰＳ抗原的。另外Ｐａｄｈｙｅ等［１０］用变异的
粗糙型Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７（Ｏ侧链缺失）作为免疫
原，得到了１株Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７单克隆抗体，不
与Ｏ１５７∶非 Ｈ７或非Ｏ１５７∶Ｈ７反应，但是该单抗
与Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ２６∶Ｈ１１有交叉反应。据文献［１１］报
道，ＬＰＳ在ＢＡＢＬ／ｃ小鼠体内只能激活Ｌｙ－１Ｂ淋巴
细胞系，并且 Ｌｙ－１Ｂ淋巴细胞优先分泌ＩｇＭ 或

ＩｇＧ３类抗体，本试验得到的９株单抗除了３株为

ＩｇＧ１和ＩｇＧ２ｂ亚类以外，其他６株全是ＩｇＭ 和

ＩｇＧ３。

　　根据与Ｏ－ＳＰ的反应性可将６株ＩｇＧ类单克隆
抗体分为两类，即：识别ＬＰＳ　Ｏ－特异性多糖的Ｏ－特
异性多糖单克隆抗体，包括７Ｆ９和７Ｇ２；识别ＬＰＳ
核心糖脂的核心抗原单克隆抗体，包括４Ｂ２、５Ｅ６、

６Ｇ３和７Ｈ１０，Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ结果也印证了这一点。
由于ＬＰＳ具有不均一性，是由核心糖脂（类脂Ａ和
核心多糖）和具有不同寡糖重复单位的Ｏ－特异性链
组成，所以其电泳图呈阶梯状分布。大分子质量的

ＬＰＳ分子不仅含有核心糖脂还具有较长的 Ｏ－特异
性链，所以与Ｏ－特异性多糖单克隆抗体和核心抗原
单克隆抗体都有很好的反应性；而小分子质量的

ＬＰＳ分子不含 Ｏ－特异性链，所以不能与 Ｏ－特异性
多糖单克隆抗体结合。本试验还发现，如表２所示，
虽然核心抗原单克隆抗体都与ＬＰＳ有较强的反应
性，但是与菌体的反应很弱。在光滑型的革兰氏阴
性菌中，Ｏ－特异性链位于细菌细胞壁的最外侧，核
心糖脂位于Ｏ－特异性链的内侧。因此Ｏ－特异性链
对核心糖脂的位阻作用有可能是导致核心糖脂单克

隆抗体与菌体反应较弱的原因，而在游离的光滑型

ＬＰＳ分子中不存在这种位阻现象。

　　本试验选择效价较高的 Ｏ－特异性多糖单克隆
抗体７Ｆ９作为检测抗体，将其与 ＨＲＰ结合制备酶
标抗体，酶标抗体的质量对双抗体夹心ＥＬＩＳＡ检测
的效果有着至关重要的影响。本试验利用改良过碘
酸钠法制备辣根过氧化物酶酶标抗体，并用５００
ｇ／Ｌ饱和硫酸铵处理７Ｆ９－ＨＲＰ，除去游离的 ＨＲＰ，
并且笔者在郭春祥等［７］原方法的基础上进行了改

进，利用Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ－３００凝胶层析柱进一步除去了
没有标记上 ＨＲＰ的抗体，否则这部分抗体会与酶
标抗体复合物竞争结合抗原，从而影响ＥＬＩＳＡ检测
的灵敏度。

　　由于Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７引发感染的剂量极
低［３］，因此检测的灵敏度就显得非常重要，表３为本
方法与国内外类似方法对纯培养的Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶
Ｈ７检测灵敏度的对比。细菌表面抗原具有多样
性，多克隆抗体可与细菌表面多种抗原表位结合，相
对于单克隆抗体，多克隆抗体具有更强的捕获能力，
因此在对纯培养的Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７的检测中，用
多克隆抗体作为捕获抗体灵敏度要高于单克隆抗

体。然而在实际应用中，被检样品中往往含有大量
的杂菌，由于细菌之间广泛地存在交叉抗原，因此某
些杂菌可能会与Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７竞争结合多克
隆抗体，这样势必会影响检测的灵敏度和特异性。
本方法用Ｏ－特异性多糖单克隆抗体７Ｇ２作为捕获
抗体，另外一株Ｏ－特异性多糖单克隆抗体７Ｆ９作为
检测抗体；结果表明，７Ｇ２和７Ｆ９与Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶
Ｈ７菌体有非常好的反应性，因此本方法也具有较
高的灵敏度。本方法用２株不同的单克隆抗体进行
检测，只有当菌体同时与２株单抗有交叉反应时才
会产生阳性结果，说明本方法具有较高的特异性。

表３　与其他Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７双抗体夹心ＥＬＩＳＡ检测方

法的对比

Ｔａｂｌｅ　３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｗｉｔｈ　ｏｔｈｅｒ　ＥＬＩＳＡ　ｆｏｒ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｅ．ｃｏ－
ｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７

方法
Ｍｅｔｈｏｄｓ

捕获抗体
Ｃａｐｔｕｒｅ－ａｎｔｉｂｏｄｙ

检测抗体
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ａｎｔｉｂｏｄｙ

最低检测限／
（ＣＦＵ·ｍＬ－１）
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｌｉｍｉｔ

方法１［５］
Ｍｅｔｈｏｄ　１ Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　 ＭＡｂ　 １×１０３～１×１０４

方法２［１２］
Ｍｅｔｈｏｄ　２ ＭＡｂ　 ＭＡｂ－ｂｉｏｔｉｎ　 １×１０５

本试验方法
Ｔｈｅ　ｐｒｅｓｅｎｔ
ｍｅｔｈｏｄ

ＭＡｂ　 ＭＡｂ－ＨＲＰ　 ３×１０４

　　本试验制备了Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７ＬＰＳ单克隆
抗体，并建立了双抗体夹心ＥＬＩＳＡ检测方法，虽然
该方法与Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶非 Ｈ７菌株有交叉反应，但
它可以与其他检测方法结合用于对Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶
Ｈ７的检测。
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