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人空肠弯曲菌FlaA蛋白重组表达与免疫血清制备以及间接
ELISA检测血清抗体的方法建立及初步应用
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（1. 扬州大学江苏省人兽共患病学重点实验室，江苏扬州 225000；2. 宜兴市红十字会血站，江苏宜兴 214200）

摘  要：目的  表达与纯化空肠弯曲菌（C. jejuni）FlaA蛋白，建立检测人C. jejuni抗体的ELISA诊断试剂盒。方法 对C. 
jejuni的FlaA蛋白进行生物信息学分析，构建pET-28a-flaA重组质粒，通过BL21(DE3)感受态细胞的转化，进行重组蛋白

的表达。用免疫雌性新西兰大白兔，制备相应多克隆抗血清，筛选最佳包被浓度，优化实验条件，建立间接ELISA的检测方

法，并检测58份腹泻患者血清和697份健康献血者血清样本，评价方法的灵敏度和特异度。结果 成功构建pET-28a-flaA
重组质粒，通过原核表达系统获得的重组蛋白均有较高表达量，Western blot鉴定证实重组蛋白与阳性血清反应性强，可

作为检测靶抗原，建立并优化间接ELISA检测方案，检测结果基本符合临床结论，特异度和灵敏度分别为75%和99.86%。

结论  成功表达并纯化C. jejuni FlaA重组蛋白并建立以FlaA作为包被抗原的间接ELISA方法。
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Recombinant Expression of the Human Campylobacter jejuni FlaA Protein, Preparation  
of Immuniserum, and Establishment and Preliminary Application of an Indirect ELISA 

Assay for the Detection of Serum Antibodies
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University, Jiangsu Yangzhou 225000, China; 2.Yixing Blood Center, Jiangsu Yixing 214200, China)

Abstract: Objective To express and purify the Campylobacter jejuni (C. jejuni) FlaA protein and to develop an ELISA diagnos-
tic kit for detecting C. jejuni antibodies in humans. Methods Bioinformatic analysis of the C. jejuni FlaA protein was performed, 
and the recombinant plasmid pET-28a-flaA was constructed. The recombinant protein was expressed by transforming BL21(DE3) 
competent cells. Female New Zealand white rabbits were immunized to prepare the corresponding polyclonal antiserum. The op-
timal coating concentration was screened, experimental conditions were optimized, and an indirect ELISA assay was established. 
The assay was then applied to serum samples from 58 patients with diarrhea and 697 healthy blood donors to evaluate the sensi-
tivity and specificity of the method. Results The pET-28a-flaA recombinant plasmid was successfully constructed. The recom-
binant protein obtained via the prokaryotic expression system exhibited high expression levels. Western blot analysis confirmed 
that the recombinant protein reacted strongly with positive sera and could serve as a target antigen. An optimized indirect ELISA 
protocol was established, and the test results were generally consistent with clinical findings, with specificity and sensitivity of 
75% and 99.86%, respectively. Conclusions The C. jejuni FlaA recombinant protein  is successfully expressed and purified, and 
an indirect ELISA method using FlaA as the coating antigen is established. 

Keywords：Campylobacter jejuni; FlaA protein; recombinant plasmid; protein expression and purification; indirect 
ELISA; polyclonal antibody

空肠弯曲菌（Campylobacter jejuni，C. jejuni）是

近年来国内外公认的致腹泻病原菌之一 [1]，导致了

全球 16% 的食源性腹泻 [2]，其致病机制复杂 [3]，人类

感染 C. jejuni 的途径主要是食用被污染的禽肉和水

等 [4-5]。目前已有不少研究发现，鞭毛在 C. jejuni 的致

病过程发挥重要作用，其不仅介导细菌的运动，帮助

其黏附、侵袭细胞，还参与毒力蛋白的分泌以及逃
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避宿主天然免疫应答，是其重要的抗原成分 [6-7]。C. 
jejuni 鞭毛丝蛋白由两个高度同源的蛋白组成，其中

FlaA 是主要成分 [8]。目前，该病原菌主要通过常规富

集培养、生化鉴定 [9] 或 PCR 法进行检测 [10]，耗时长，

对仪器和人员素质要求较高，不利于临床大通量检

测，而 ELISA 试剂盒灵敏度高、操作简单、成本较低，

适用于大通量床旁检测。因此，本研究基于 C. jejuni 
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NCTC1168 菌株的 FlaA 蛋白进行重组表达，制备相

应多克隆抗血清，同时建立并优化检测人 C. jejuni
抗体的间接 ELISA 方法，并从包被抗原、阳性血清

稀释度、包被液、包被时间、封闭液、封闭时间、一抗

和二抗作用时间、二抗稀释度、显色时间等方面进行

条件优化，以获得特异性强、灵敏度高、重复性好的

检测方法，为临床检测该疾病提供技术支持。

1 材料与方法

1.1 研究对象 58 例腹泻病例血清样本由宜兴市

人民医院检验科提供，697 例健康无偿献血者样本

由宜兴市红十字会血站提供，均保存于-22℃备用。

4 月龄健康雌性新西兰大白兔，1.8~2.2 kg/ 只，购自

北京明康博润科技有限责任公司，实验动物操作均

符合扬州大学实验动物伦理委员会规定（批准号：

07140020210615-1）。

1.2 仪器与试剂 大肠埃希菌 BL21(DE3)、C. jejuni 
NCTC 11168 菌株、结肠弯曲菌、金黄色葡萄球菌由

本实验室保存；质粒载体（Novagen 公司）；弗氏完全

佐剂、弗氏不完全佐剂、HRP 标记羊抗兔 IgG 抗体、

牛血清白蛋白（BSA）、异丙基硫代半乳糖苷（IPTG）、

BCA 蛋 白 定 量 试 剂 盒（美 国 Sigma 公 司）；SUN-
RISE-BASIC 酶标仪（瑞士 TECAN 公司）；全自动细

菌培养仪（美国 BD 公司）。

1.3 方法

1.3.1 FlaA蛋白的生物信息学分析：在NCBI的Gene-
Bank数据库中，检索来源于C. jejuni NCTC 11168菌株

的flaA的基因序列及对应的氨基酸序列，通过Expasy 
ProtParam tool和PONDR在线工具对FlaA蛋白的分子

量、理论等电点、亲水性和疏水性及无规则卷曲区域

等理化性质进行分析；通过SignaIP分析蛋白信号肽；

运用STRING在线预测与FlaA蛋白相互作用的蛋白；

通 过PREDICTED ANTIGENIC PEPTIDES在 线 预 测

FlaA蛋白的抗原决定簇和平均抗原倾向性指数。

1.3.2 重组质粒的构建与鉴定：根据 1.3.1 获得的 flaA
基因构建质粒，命名为 pET-28a-flaA，蓝白斑筛选阳

性克隆，扩大培养后，提取质粒，酶切后进行琼脂糖

电泳鉴定。初步鉴定为阳性的克隆送生物公司测序。

1.3.3 重组蛋白的表达与纯化：将测序正确的感受

态细胞过夜培养，第二天随机挑取1 个单克隆，置

于 37 ℃，200r/min 摇 床 中 培 养 至 吸 光 度（A）值 为

0.6~0.8；加入终浓度为1mmol/L IPTG，分别在37℃、

25℃、16℃下，于200r/min摇床中进行蛋白诱导表达

16~18h，以未加入 IPTG的菌液作为对照。取试表达

结果阳性的10 µl菌液过夜培养，第二天取1ml培养

至 A 值为 0.6~0.8，诱导表达 16~18h，离心收集菌液

底部沉淀，用超声仪破碎细胞，离心，将上清液上样

至亲和层析柱，循环上样三次，分别使用含20、50、

250mmol/L 咪唑的 PBS 溶液进行蛋白洗脱。经 SDS-
PAGE电泳鉴定后，将含较高纯度的目标蛋白溶液透

析过夜，第二天取透析液于截留分子量为10kDa的

浓缩管中，离心浓缩，至体积约1ml，采用BCA试剂

盒法检测蛋白浓度。

1.3.4 重组蛋白的变复性：离心菌液，将底部沉淀进

行超声破碎，4℃，15 000 r/min，离心 20min，取沉淀

进行电泳。用变性缓冲液（8mmol/L 尿素 PBS，pH 7.2）
室温密封搅拌 4h，冰水浴超声 45min，离心保留上清

液，分别取沉淀和上清液 20µl 用于 SDS-PAGE 电泳

检测。取上清液至亲和层析柱重复三次，分别使用洗

杂液（50mmol/L 咪唑）和洗脱液（250mmol/L 咪唑）纯

化蛋白，于复性缓冲液中透析，取 20µl 电泳，之后逐

步降低复性缓冲液中变性剂的浓度，每次更换透析

液时取 20µl 进行 SDS-PAGE 电泳。

1.3.5 动物免疫与抗血清制备：以重组的 His-FlaA 蛋

白作为免疫原，选取 2 只雌兔，其中实验组 1 只，阴

性对照组 1 只，首次免疫取 300 µg 纯化蛋白与 0.5 ml
弗氏完全佐剂充分混匀进行背部皮下多点免疫，每

间隔两周加强免疫，阴性对照组同步注射等量生理

盐水，四次加强免疫后 7~10 天，采集兔颈动脉全血，

收集血清，饱和硫酸铵沉淀法粗提后，测定血清效价

并将血清保存于-70 ℃备用。实验后续使用的阳性

血清是以 C. jejuni NCTC11168 菌株、结肠弯曲菌、金

黄色葡萄球菌、大肠埃希菌作为免疫原，免疫流程同

上，并以灭活细菌作为包被抗原进行间接ELISA，测

定阳性、阴性血清效价及验证特异性。

1.3.6 间接 ELISA 方法的建立与优化：

1.3.6.1 抗 原 包 被 浓 度 和 血 清 稀 释 度 的 确 定 使 用

ELISA方阵试验：具体操作步骤如下：用缓冲液稀释

重组蛋白，包被于96孔酶标板上，每孔100 μl，按照

每孔2、4、6、8、16、18、20、24 μg/ml共8个浓度包

被过夜，PBST洗板三次后，每孔150 μl PBST封闭

包被1 h，PBST洗板三次，将阳性、阴性血清分别按

照1:100、1:200、1:400、1:800共4个梯度稀释，每孔

100μl，37℃孵育1 h，PBST洗板三次，HRP标记的

二抗按1:8 000稀释，每孔100 μl，37 ℃孵育45 min，

PBST洗板五次，TMB显色，设置空白对照。测定A值，

选择阳性A值大于1.00，阴性A值小于0.15，阳性A值

与阴性A值之比（P/N）最大时的蛋白包被浓度和血清

稀释倍数为最佳工作浓度。

1.3.6.2 其余 ELISA 条件的优化：将抗原、阳性血清按

确定的最佳浓度稀释，以单一变量的方式，分别优化

酶标二抗稀释浓度、封闭液种类、封闭时间、血清稀

释液种类、血清作用时间、酶标二抗作用时间、显色

液作用时间、显色时间，进行 ELISA 试验。选择 P/N
值最大时的条件。
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1.3.7 阴、阳性临界值的确定：按上述建立的 ELISA
方法检测 115 份阴性血清，记录样本的 A 值，计算样

本平均值（x）和标准差（s），以 A 值≥x+3s 判定为阳性，

A 值≤x+2s 判定为阴性，介于两者之间为灰区。

1.3.8 敏感性试验：按上述建立的方法对C. jejuni阳性

血清按 1:100、1:200、1:400、1:800、1:1 600、1:3 200、 
1:6 400 倍稀释，每个稀释度重复两孔，读取 A 值，测

定能检测到 C. jejuni 抗体的最大稀释倍数。

1.3.9 特异性试验：按上述建立的ELISA 方法分别检

测 C. jejuni 阳性血清、结肠弯曲菌阳性血清、大肠埃

希菌阳性血清、金黄色葡萄球菌阳性血清，每个样本

重复两孔，读取 A 值。

1.3.10 重复性试验：批内重复：随机选取 3 份 C. jejuni
阳性血清样品、3 份阴性血清样品，用同一批制备的

重组抗原包被 2 块酶标板，在 2 个不同时间按照建立

的方法测定，每份血清样品平行测 4 孔；批间重复：

随机选取 3 份 C. jejuni 阳性血清样品、3 份阴性血清

样品，用不同批次制备的重组抗原包被2 块酶标板，

在同一时间按照建立的方法测定，每份血清样品平

行测 4 孔。计算批内和批间变异系数，以 15% 为评价

界限，评价所建立方案的重复性。

1.3.11 试剂盒的初步应用：用上述建立的方法对 58
份腹泻患者血清样本和 697 份健康献血者的血清

样 本 进 行 测 定，读 取 A 值，同 时 58 份 腹 泻 样 本 送

Novagen 公司进行测序，比对结果。

2 结果

2.1 FlaA蛋白的生物信息学分析 FlaA 蛋白的登

录号为 NC_002163.1，由 572 个氨基酸构成，分子式

为 C2530H4123N731O867S12，相对分子质量为 59 kDa，平

均亲水性为-0.119，理论等电点为 5.59，摩尔吸光

系数为 14 900。如图 1 所示，FlaA 蛋白的无序区域数

为 15 个，无序氨基酸数为 159 个，其中最长无序区

域为 35，总体紊乱百分比为 27.80%，平均预测分数

为 0.33。FlaA 蛋白有信号肽的概率为 0.17%，19 个

抗原决定簇，平均抗原倾向指数为 1.01，共有 10 种

互作蛋白。本研究表达的 FlaA 蛋白与 13 株 C.jejuni
的 FlaA 蛋白同源性在 98%~100% 之间；与 2 株结肠

弯曲菌的 FlaA 蛋白同源性在 88%~89% 之间；与其

他细菌的同种蛋白比对结果均小于 70%，具有良好

的特异性。综上，FlaA 蛋白局部亲水性良好，无信号

肽序列和跨膜区域，具有较多的抗原表位，结合能力

强，是良好的潜在免疫原和反应原。

A. FlaA 无序区域预测；B. FlaA 信号肽预测；C. FlaA 抗原决定簇预测；D. FlaA 互作蛋白预测。

图 1 FlaA 的生物信息学分析

2.2 重组质粒的鉴定 由图2A酶切电泳图谱显示，

电泳出现一条1 719 bp的条带，与预期结果相符，命

名为pET-28a-flaA。图2B为pET-28a-flaA的质粒图谱。

2.3 重组蛋白的纯化 见图 3，不同浓度洗脱液的

SDS-PAGE 电泳结果：重组菌在分子量为 59 kDa 处

出现特异条带，说明 FlaA 基因成功表达。

2.4 重组蛋白的浓度及免疫活性 BCA 试剂盒计

算得到 His-FlaA 蛋白的浓度为 1.60 mg/ml。如图 4A
所示，His-FlaA 兔源多抗血清效价为 1:1 024k。图 4B
显示，多抗血清与经 IPTG 诱导的全菌存在特异性结

合，在 59 kDa 处出现特异条带。



53现代检验医学杂志　第 41 卷　第 3 期　2026 年 5 月　J Mod Lab Med, Vol. 41, No. 3, May 2026

A. pET-28a-flaA 酶切电泳图谱；B. pET-28a-flaA 质粒图谱。

图 2 重组质粒图谱

图 3 His-FlaA 的 SDS-PAGE 电泳图谱

2.5 阳性血清效价 C. jejuni NCTC11168菌株、结肠

弯曲菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌相对应的阳性

血清效价分别为1:1 024k、1:512k、1:1 024k、1:1 024k，

阴性血清测得A450 值均<0.15。

2.6 间接ELISA的建立与条件优化 当 His-FlaA
蛋白包被浓度为 8 μg/ml，血清稀释度为 1:400 时，C. 
jejuni 阳性血清 A 值为 1.84，阴性血清 A 值为 0.11（部

分 P/N 结果见图 5）。酶标二抗稀释浓度 1:8 000，考虑

经济因素，封闭液及血清稀释液种类选择 PBST，封

闭时间 2 h，血清作用时间 1.5 h，酶标二抗作用时间

30 min，显色时间 5 min 时，P/N 值最大。

A.His-FlaA 多克隆抗血清效价；B. His-FlaA 免疫印记图谱。

图 4 His-FlaA 的免疫生物学活性

A. 1:200 血清稀释度；B. 1:400 血清稀释度；C. 1:800 血清稀释度。

图 5 不同抗原包被浓度及血清稀释度的 P/N 值
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2.7 阴、阳性临界值 用建立的方法检测阴性样

本 115 份，测得 A450 值，计算得到平均值 0.08，标准

差 0.05，x+3s 为 0.24，x+2s 为 0.19，即当血清样品的

A450nm 值≤0.19 为阴性，A450nm 值≥0.24 为阳性，介于

两数值之间为灰区。

2.8 敏感性试验 结果显示，阳性血清稀释度为

1:1 600 时，A 值为 0.40，结果为阳性；当稀释度为 
1:3 200 时，A 值为 0.10，结果为阴性。

2.9 特异性试验 结果显示，本方法只对 C. jejuni
阳性血清有较好的反应，而其他几种致腹泻病原菌

的阳性血清 A 值均小于 0.19。

2.10 重复性试验 结果见表 1，批内和批间变异系

数均小于 15%。

2.11 初步应用 用 建 立 的 方 法 检 测 697 份 健 康

人 群 血 清 样 本，共 测 得 1 份 阳 性 血 清，灵 敏 度 为

99.86%，A 值 0.97，倍比稀释后进行复检，A 值 0.10，

确认结果为阴性，与细菌培养结果均相符。58 份腹

泻病例血清样本中共测得 3 份阳性血清，对应的测

序结果均为 C. jejuni 阳性，另外 1 份测序为 C. jejuni
阳性样本，但 ELISA 结果为阴性，特异度为 75%。

表 1 重复性试验结果

样品类型 样品编号
批内 批间

平均数 标准差 变异系数 平均数 标准差 变异系数
阳性血清 1 1.82 0.087 4.79% 1.77 0.069 3.90%

2 1.88 0.057 3.06% 1.93 0.083 4.30%
3 1.85 0.052 2.82% 1.82 0.096 5.27%

阴性血清 4 0.09 0.011 11.59% 0.08 0.009 11.25%
5 0.09 0.011 12.36% 0.08 0.010 12.51%
6 0.08 0.010 12.69% 0.09 0.013 14.44%

3 讨论

C. jejuni作为一种微需氧的螺旋状阴性杆菌，已成为

全球范围内细菌性、食源性腹泻的主要致病菌[11]。在健

康人群中，该菌引发的肠炎通常是自限性的，一般不需

要抗菌药物的治疗。然而，早期筛查不仅能实现与其他

腹泻病原体的鉴别诊断，明确C.jejuni感染，还可以通过

针对性治疗缩短病程、降低并发症风险。目前，C.jejuni的
致病机制尚未完全阐明[12]，且国内缺乏商业化的检测试

剂盒。而在发展中国家，C. jejuni引起的病历报告及耐药

性案例呈逐年上升趋势[13]，尤其是儿童感染[14-15]。因此，

建立一种快速、经济且高特异性的检测方法迫在眉睫。

弯曲菌的毒力因子包括脂多糖、鞭毛蛋白、外膜

蛋白和趋化因子等，这些因子均参与了其致病过程 [16]。

其中，由flaA基因编码的FlaA蛋白是构成鞭毛的主

要组分，参与入侵和黏附宿主肠道细胞，与致病性密

切相关 [8]，基于此，本研究选取FlaA蛋白作为检测靶

标，经过小部分临床样本验证，表明该蛋白对C.jejuni
阳性血清具有较好的检测性能。在灵敏度与特异度评

估中，本研究选取了数种常见的腹泻病原菌进行测

试，结果均为阴性，证实该方法具有较高特异度。

目前，各实验室已研究出多种新型的病原学快

速检测体系，如基于重组酶的等温扩增技术 [17] 和基

于核酸分子扩增的快速检测技术 [18-19]，其检测灵敏

度可以达到 102~103 CFU/ml，甚至 103~104CFU/ml，
然而这些方法往往依赖昂贵仪器，且存在引物非特

异性扩增导致的假阳性风险 [20]，相比之下，本研究

建立的 ELISA 方法有效规避了上述问题，特别适用

于设备有限的基层医院：试剂盒经济实用，快速简

便，在获取血清样本后 3h 内就能得到结果；重复性

好，稳定性佳，可作为致腹泻病原菌的初筛检测。

本研究也存在一定局限性，在实际应用时，出现

了一例与测序结果不符的样本，分析其原因为多方

面的，有些变异菌株产生的 FlaA 效价较低，也有可

能是因为建立的 ELISA 方法检测限较低，易出现假

阴性；同时，我们也发现脂血等异常标本会对本方法

造成一定影响。由于阳性样本量过少，本文结果只是

初步的临床验证，统计学代表性不足，且无法区分急

性感染和既往感染，因此，该方法的真实临床性能有

待通过更大样本量的研究来进一步确认。

综上所述，本研究成功制备了产量高、活性好的

FlaA蛋白，并基于该蛋白建立的ELISA检测方法快速、

简便、特异度和灵敏度较高，该体系为C. jejuni的致病

机制及免疫方式等方面的研究提供了技术支持，为试

剂盒的批量生产及流行病学的调查提供了理论依据。
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