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幽门螺杆菌尿素酶抗原的分离和纯化 
√  
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本研究采用屠析技术·以Sephadex G2o吩 离幽门螺杆菌尿素醇，从幽门螺杆菌超声破碎韧离心上清中一次挺 

纯了尿索酪抗原．产物接近电泳纯井保持了盛好的抗原性 我仃，对55毋抗幽门螺杆茸抗体阴性标奉和5O份阳性精 

本检测发现-符合率选1OO ．假阴性和假阳性均为零一大样本临床标本检测也取得了很好的结果．提示此法纯化的 

抗原用于 ELISA检测血清抗幽门螺杆菌抗体具有良好的应用前最．为大量用于幽门螺杆菌感染的临床诊新和流 

行病学调查奠定了基础． 

关t调一幽门螺杆菌一柱层析}尿素酶}聚丙烯酰胺凝胶电泳一免疫印迹 

幽门螺杆菌(圩P船曲口c泖 I"t。简称 Hp> 

感染的诊断方法近年来有了很大进展，特别是 

酶联免疫吸附试验(ELISA)检测血清中抗 Hp 

抗体的方法，因其为非侵入性检测方法，且经 

济、简便而倍受重视。所用抗原成分的特异性居 

关系到此方法诊断符合率高低的若键。Hp尿素 

酶为Hp苗共有的特异性抗原成分，我们采用 

层析技术．以Sephadex G200分离 Hp尿素酶， 

以期得到较高纯度、具有良好抗原性的 Hp尿 

素酵蛋白。建立特异性Hp感染 ELISA检测方 

法 。 

材料和方法 

L 111椿靠蜂殛细■培井t用尿素酶实验选择出高 

尿素酶活性的幽门螺杆菌苗株．包括国际标准苗株 

NCTC 1]637和北 京 地 区 分 离 葛 株 CAPM Z一̂、 

CAPM53、CAPM 75和 CAPMl】2株等．经过系统鉴定 

后分别接种于古IO 脱纤维羊血的布氏琼脂平皿中· 

置混台气体(5 Oj．10 COI和B5 NI)环境，37 C培 

养三天后收茸。 

2．细■破碎置 处曩 将收集的 Hp苗用生理 盐 

水洗涤一遍后．用凝胶过滤脱洗液(O．05tool／L Trls- 

HCI．pH8．O．古O．OO5 的硫柳泵)将菌稀释至适当浓 

度(约l{亿苗／rod．经超声破碎(在冰浴下进行)后．高 

速离心(IZO00r／m／~，3 i】1)后取上清备用， 
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1．摄腔过滤过程殛脱漶峰屎素一{詈性饺测，选用 

Sephadex GZ00(粒度4O～12 0lI扪．Pharmac~a公司)，拄 

型为2．8×7如m．在220]COMBICO LDRAC l型凝胶 

过游成套设备(LKB公司生产)中进行．每次抗原上拄 

量】5—30ml，脱洗液采用0．05mol／L TfI|_HCI．pH8．0． 

脱洗速度为16滴／分钟．收集、检测及记录系坑均为自 

动进行．每臂收集5O滴．每隔5臂测定一次尿素酶活性． 

尿素酶试剂由本实虢室配制， 

4．屎素一撮鲍散果分析一将凝腔越簿后尿素酶活 

性峰成分与相应菌全苗蛋白、上桂谴及离心杭潼进行 

SDS-PAGE分析．艇察尿素醇担纯效果．漱鳍胶栗用 

5 浓度．分离胶栗用】1 浓度，电妹采用 T山一甘氟酸 

缓冲系统一凝胶经考马斯亮蓝R一250染色． 

5_鲍化屎素一戚分机厦性兔疫印遍 (Welltern 

blot)分析“ t将 Hp金菌及经凝胶过游得到的尿素酶 

活性峰．SDS—PAGE后用电泳将各蟹自转移到硝酸纤 

维膜上，经5％脱脂奶粉封闭过夜后，税^l-50稀释的 

兔抗 Hp抗血清中．童温振薪驯、时．用0．05 Tween 

2O—TBS洗膜三次后，浸泡于l·200稀释的 HRP—SPA 

中．室温撮蒋2小时．用Tween 2O—TBS洗三次后，用_嚆 

物显色液(6mJ~4-氯一I一藕酚培于2rnl冷甲醇，与古6 I 

30 H2O2的l 1TBS混合)墁浪，童墨振薪lO～30分 

钟．至显色i菏意后，惯去显色糠，用蔫惦水浸泡过糠，照 

悼记录 Western b 结果。 

I．饨他抗厦用于抗 Hp血清抗体的效果辊囊t用 

ELISA方法对经免疫印迹分析等证实的50倒阳性标奉 

和5O倒阴性标本，以及】675倒临床标奉进行桅测，以 

值(吸光度．原为光密度OD值)大于弼性对照的2．1倍 

作为阳性诊新标准f临床圣j}本同时作胃粘膜组织Hp培 

养和病理组织学幢苗进行对照， 
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结 果 

1．在凝胶过滤脱洗过程中。第55～80管出 

现第一峰．第l10～190管出现多峰融合峰，第一 

峰与后面各峰完全分离(见图1)。尿素酶活性峰 

值干端一峰内 

田l Hp蛋白sophzdex G|O0凝欣过滤洗脱曲线 

FI| 1． Pur~lcsflon of 片． pylorl UreAl|e wlth 

sephadex G2O0 Column 

B f e d c b  ̂

篓 薹 -．17．5 
田2 屎素一活性● sDs-PAGE分折 
FI窖 2．SDS-PAGE analysis of ptul2~d H·pY]ort 

ur∞ ie 

A，Bj M ．W ．m~rker．bI ur她毒e sCtivity peak， 1 · r ● 

whole ceu目．口】d pr~-purifJed solution．c} I—I2K r／mJn depo~i— 

rJon，fI 1K r／rain deposiUon 

2．SDS—PAGE结果显示，尿索酶活性峰内 

只含有分子蟹为30000和66000两条蛋白带，几 

乎不含其它杂蛋白成分，30000和66000蛋白仍 

保持很高的浓度(见图2)。 

3．Western blot结果显示，30000和66000蛋 

白仍保持很高的抗原性，且尿素酶活性峰中未 

见其它抗原性反应条带出现(见图3)。 

d．血清抗体检测结果显示。对50倒阳性标 

本和55倒阴性标本检验符合率为l00 I对l 675 

例临床标本检测与胃粘膜组织Hp培养和病理 

组织学检菌对照，其敏感性为98 ，特异性为 

96 ，阳性预报值为9县 ．阴性预报值为96 。 

a b 

xlO： 

田l 屎素■活性峰Watern b]ot分析 

FI| I-W escern blot analysis of pur~led H  pylort 

Ure■_e 

Ai H -，， ‘whm，eelb I itrBiu~ aCtivity peak 

讨 论 

由于抗 Hp菌药物在临床的广泛应用，影 

响了组织学检菌和细菌培养的准确性，但对血 

清抗体检测的结果无明显干扰。血清学方法病 

人易于接受，经济、方便、易于普及应用．且血清 

抗 Hp抗体检测用于 Hp感染诊断的符合率较 

高。 ，已被广泛采用 但第一代全菌抗原和第二 

代超声破碎抗原均易与空肠弯曲菌成分等发生 

交叉反应，出现假阳性结果，因此第三代 Hp纯 
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化抗原应运而生，特别是 Hp菌尿素酶，因其在 

菌体中含量高、抗原性强 ，且为 Hp的共同特异 

性成分，已受到人们的高度重视。目前用于 Hp 

尿素酶抗原的提取方法很多，有细菌经压力破 

碎后离心(25000×g，30rain)粗提 Hp菌尿素酶 

者。 ；有经正辛基葡萄糖粗提后，用 agarose A一 

1．5m 柱提取 Hp菌高分子量相关蛋 白(MH— 

CAP，内 含 Hp菌 尿 素 酶)者“ ；也 有 使 用 

Sephacryl S 400、Biogel P】O0柱 或 Supero~e 12 

HR 10／30柱 层析和多种亲和层析柱分离 Hp 

菌尿素酶，除亲和层析外均存在提取后尿素酶 

纯 度 较 差、回 收 率 低 等 问 题 。我 们 应 用 

Sephadex G200柱从 Hp超声 破碎物离 心上清 

中一次提纯 了 Hp菌尿素酶抗原，产物接近电 

泳纯并保持了良好的抗原性，与亲和层析法相 

比，简化了程序、降低了成本，为大量用于临床 

和流行病学调查血清标本的检测奠定了基础。 

此提纯程序在国内外尚未见报道。 

Hp菌与 空肠弯 曲菌 等有 明显 的交叉 反 

应 ，纯化的 Hp菌尿素酶抗原 因不含交叉抗 

原成分，而且 Hp菌尿素酶抗原特异性强 ，用于 

抗 Hp菌尿素酶抗体检测，可基本排除固交叉 

反应而产生的假阳性反应 ，使 ELISA检测结果 

更可靠且 易于判断。考虑到不同株 Hp菌尿素 

酶间的抗原性差异 ，可有选择性地通过多株 Hp 

尿素酶抗原的混合应用，达到最大限度地减少 

检测过程中的假阴性 。我们对55份 Hp抗体 阴 

中华微生物学和免疫学杂志 l995年 10月第 l5卷第 5期 

性标本和50份 Hp抗体阳性标本检测发现，符 

合率达l0O ，假阴性和假阳性均为零 ；在首都 

医学院附属天坛 医院用双盲法进行的大样本标 

本检测中，应用纯化的尿素酶抗原检测血清中 

抗幽门螺杆菌抗体也取得 了很好的结果 ，敏感 

性和特异性分别为98 和96 。提示此法纯化 

的尿素酶抗原代替 Hp全菌抗原 用于 ELISA 

检测血清 Hp抗体具有良好的应用前景。 
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STU【 Y oN PURIFICATIoN oF H ．PⅡ D 足r UREASE ANTIGEN 

Zhang Jianzhong’，Chen ．1ing1ing，Yang ~naoxu·et al 

’h《 町 gp~dem zolo9 and 脚抖 曲“。 ，F 一 A阳 m  Pr⋯  Med me，Beijmg l02206 

H i~yfori urea as purified with Sephadex G2∞ Coinm from ． 。r}that had subjected to uttrason Jcation The products only 

contained H - i urg e(SDS—PAGE |showed 3 0kD and 66kD H mrI e subunits only)and showed good arttigen Jc character 

i~t Jos-The furth~r uso of ELISA for d tecIinB the antibodies aginst ．， f {showed ~xtTeme sensitivity and specificity· 
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