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阪崎克罗诺杆菌 ATCC 29544 免疫原性蛋白的鉴定 
 

王健，杜欣军，王硕 

（天津科技大学，教育部食品营养与安全重点实验室，天津 300457） 

摘要：克罗诺杆菌是一种新型的食源性致病菌。迄今为止，对阪崎克罗诺杆菌的免疫原和潜在毒力因子了解很少，而免疫原性

蛋白在细菌的致病性方面发挥着重要的作用。本研究利用免疫蛋白组学的方法，鉴定了阪崎克罗诺杆菌 ATCC 29544的免疫原性蛋白。

利用固定后的阪崎克罗诺杆菌 ATCC 29544菌体免疫新西兰兔，制备多克隆抗体；采用蔗糖密度梯度离心法，提取蛋白质，并利用双

向电泳对蛋白质进行分离；以制备的多克隆抗体作为一抗进行免疫印迹分析，对具有免疫反应的蛋白点进行质谱鉴定，结果共鉴定出

7 种具有明显免疫反应的蛋白质。 
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Abstract: Cronobacter spp. are emerging opportunistic pathogens. So far, little is known about the species’ immunogens and potential 

virulence factors. Immunogenic proteins play an important role in the pathogenicity of bacteria. In this study, the immunogenic proteins of C. 

sakazakii ATCC 29544 was identified using immunoproteomics. The polyclonal antibody was prepared using the formaldehyde-fixed C. 

sakazakii ATCC 29544 as antigen. Then the proteins of C. sakazakii ATCC 29544 were extracted using sucrose density gradient centrifugation 

and separated using two-dimensional electrophoresis. Western blot was used to detect the surface-exposed proteins and mass spectroscopy was 

used to identify them. 7 immunoreactive proteins were identified in this study. 
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克罗诺杆菌是近年来在奶粉(乳)制品行业中发现

的一种条件致病菌。其主要危害人群为新生儿、早产

儿等，会引起脑膜炎、败血症及坏死性的小肠结肠炎

和系统性脓毒疾等疾病，具有较高的死亡率。因此，

该菌已引起世界多国相关部门的重视。克罗诺杆菌目

前被分为 8 个种[1~3]，其中有 3个种被认为与脑膜炎有

关，阪崎克罗诺杆菌是其中之一[4]。 

免疫蛋白质组学（immunoproteomics）是蛋白质

组学的新分支，它是伴随着基因组研究和蛋白质组学

研究的兴起和发展、以及生物质谱技术的发展，而产

生的一门新兴的学科[5~7]。随着双向电泳技术的不断完

善[8~9]、病原菌基因组研究的不断深入、生物质谱技术 
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和生物信息学的不断发展，使得免疫蛋白的分离和鉴

定的成功率极大的提高。因此，免疫蛋白质组学被迅

速的应用于免疫原性蛋白的研究中。 

细菌的免疫原性蛋白在宿主和细胞的相互作用和

引发宿主产生免疫反应的过程中发挥着重要的作用。

因此它被认为可以用来控制疾病发展的有效方法[10]。

阪崎克罗诺杆菌是具有吸附能力的菌株，它可以吸附

不同的上皮细胞和血管内皮细胞。因此，确定阪崎克

罗诺杆菌与宿主相互作用过程中的潜在毒力因子和保

护性抗原，是了解该菌致病机制和免疫机制的重要途

径。 

本研究以阪崎克罗诺杆菌 ATCC29544 为研究对

象，制备了多克隆抗体，利用免疫蛋白质组学的方法

（2-DE、免疫印迹和质谱技术），识别、鉴定其免疫

原性蛋白，为这一细菌致病机制的阐明奠定了良好的

基础。 
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1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验菌种：C. sakazakii ATCC 29544 购自美国菌

种保藏中心（American Type Culture Collection，

ATCC）。 

实验中使用的常规药品均为市售，蛋白质样品预

处理用到的脱盐试剂盒为 Perfect-FOCUSTM (For 

Preparing Low Conductivity Samples for IEF/2D-Gel 

Electrophoresis)，购自 G-BIOSCIENCES 公司。 

1.2  多克隆抗体的制备 

1.2.1  抗原制备 

将阪崎克罗诺杆菌活化、转接培养至对数期后，

收集菌体，加入甲醛（0.5%），37 ℃水浴固定24 h，

PBS 洗涤 3 次；用 0.9%的生理盐水重悬菌体，利用麦

氏比浊管，将固定菌体调整至 1×109 CFU/mL。 

1.2.2  抗体制备 

采取背部皮下多点注射和腿部肌肉注射进行免

疫。每两周免疫一次，每次免疫剂量为 1×109 CFU，

共免疫五次。从第三次免开始，免疫一周后采血，利

用间接 ELISA法检测抗血清效价[11~13]，以监测免疫过

程。第五次免疫一周后，收集血液，室温或 37 ℃培

养箱中放置 2~3 h 凝血后，放置 4 ℃冰箱中过夜，使

血块收缩；将析出的血清全部转移到新的离心管中；

血块于 4 ℃，4500 r/min 离心 20 min，取上清液与前

面的血清混合，每毫升血清中加 10%的叠氮钠10 μL，

分装，-20 ℃冻存。免疫前，采血2 mL，作为后期实

验的阴性对照。 

1.3  蛋白样品的制备 

利用蔗糖密度梯度超速离心法制备阪崎克罗诺杆

菌蛋白质[14]：将 500 mL菌液收集到的菌体用 8 mL预

冷的缓冲液（50 mM Tris HCl，1 mM EDTA（pH 7.8），

1%（V/V）蛋白酶抑制剂）重悬，200 W 超声 10 min

后，3000×g 离心 10 min 去除未破损的细胞。上清液

100,000×g 超速离心 1 h，沉淀用 10 mM/L HEPES（pH 

7.4）重悬。经过蔗糖密度梯度（2.02 mol/L、1.44 mol/L、

0.78 mol/L的不连续梯度）80,000×g 超速离心16 h 后，

收集蛋白，于-80 ℃保存。 

1.4  一维 SDS-PAGE电泳 

一维 SDS-PAGE 电泳采用 6%的浓缩胶和 12%的

分离胶分离阪崎克罗诺杆菌蛋白，电泳条件为恒压 80 

V，电泳后用考马斯亮蓝 R-250 染色观察。 

1.5  双向电泳 

1.5.1  样品脱盐 

利用脱盐试剂盒纯化蛋白样品后，Broadford法测

浓度，确保每块胶上样量为200 μg。 

1.5.2  双向电泳条件 

11 cm 的 pH 3~10 的胶条按照使用说明在溶胀液

中浸泡 12~16 h。一维等电聚焦条件：电压0~500 V，

500 V·h；500 V，2 000 V·h；500~3 000 V，5000 V·h；

3000 V，20000 V·h；3000~500 V，25 000 V·h。二维

电泳条件：12%的分离胶分离外膜蛋白，恒压 200 V。

同时进行两块二维凝胶电泳，其中一块用考马斯亮蓝

G-250 染色观察，另一块用作免疫印迹反应。 

1.6  免疫印迹 

电泳后的蛋白经过半干式电泳仪转印至 PVDF

膜。转膜条件：200 mA恒流电转 90 min。转膜后，

PVDF 膜立即用5%的脱脂奶粉封闭，与一抗（1:500）

过夜反应后，加入酶标二抗（1:5000）反应，利用 4-

氯-1-萘酚显色。 

1.7  质谱鉴定 

利用 4700 Proteomics Analyzer 质谱仪进行质谱鉴

定。 

质谱结果判定标准：质谱结果中 Protein Score 

C.I.%（一级）或Total Ion Score C.I.%（二级）列数值

达到 95%以上认为鉴定成功。 

2  结果与分析 

2.1  阪崎克罗诺杆菌 ATCC 29544多克隆抗体的制备 

以固定的 ATCC 29544 菌株为抗原，免疫新西兰

大白兔。为了排除兔子个体差异对抗血清效价的影响，

同时免疫 2 只兔子。间接 ELISA测得的抗血清效价分

别为 30000 和 20000，选取效价为 30000 的抗血清进

行后续的免疫印迹实验。 

2.2  蛋白质的检测 

超声破碎细菌（200 W，10 min）后，利用蔗糖密

度梯度法提取阪崎克罗诺杆菌蛋白质，结果如图 1 所

示。从图 1 可以看出，提取的细菌蛋白分布在14~100 

kDa 之间，主要密集分布在30~62 kDa 之间。 

 

图 1 ATCC 29544 蛋白一维电泳图 

Fig.1 SDS-PAGE of proteins in C. sakazakii ATCC 29544 
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2.3  才多克隆抗体的检测 

将 ATCC29544 蛋白电泳后的凝胶转印至 PVDF

膜后，利用免疫反应检测抗血清与免疫蛋白的结合能

力，以免疫前的血清作为阴性对照。结果如图 2所示。

从图 2 中 A泳道的免疫检测可以看出，PVDF 膜背景

干净，没有任何条带，说明免疫前的血清与蛋白样品

不发生免疫反应；从图 2 中 B泳道的免疫检测可以看

出，PVDF 膜上出现多条免疫反应条带，说明制备的

多克隆抗体对免疫原性蛋白有较好的识别能力。但是，

一维 SDS-PAGE无法较好的分离免疫反应蛋白，免疫

反应条带密集，无法进行进一步的识别与鉴定。 

 
图 2 ATCC 29544 多克隆抗体的免疫反应 

Fig.2  Western blot analysis of C. sakazakii ATCC 29544 

注：泳道 A：免疫前血清；泳道 B：免疫血清。 

2.4  蛋白质二维凝胶电泳图谱的构建 

 
图 3 ATCC 29544 蛋白的二维凝胶电泳图 

Fig.3 2-DE maps of proteins in C. sakazakii ATCC 29544 in pH 

3-10 

将一维SDS-PAGE电泳检测后的样品，按照二维

凝胶电泳的要求进行处理后，进行二维凝胶电泳，结

果如图 3 所示。从图中可以看出双向电泳图谱上，背

景干净，图谱清晰，这一结果说明利用蔗糖密度梯度

离心法提取的蛋白质量良好，该方法适用于阪崎克罗

诺杆菌蛋白质的提取；一维等电聚焦时没有出现横向

拖尾，且利用 11 cm pH 3~10的胶条能够将蛋白进行

较好的分离，蛋白质样品主要集中在 pH 5~8 的范围

内，实验结果表明，这种方法建立的双向电泳图谱重

复性好，分辨率高，说明这种方法适用于阪崎克罗诺

杆菌蛋白质的分离。和一维电泳图谱相比，双向电泳

分离得到的蛋白质的数量，远远的大于一维电泳分离

得到蛋白质，说明二维电泳在蛋白分离能力方面优势

明显，更适合阪崎克罗诺杆菌蛋白样品的分离鉴定。 

2.5  Western blot 检测免疫蛋白 

将未染色的凝胶进行western blot 检测，从图 4 中

可以看出，反应后的 PVDF 膜背景较为干净，具有免

疫反应的蛋白点信号清晰。利用PDQuest 软件对双向

电泳（图 3）与western blot 结果（图 4）进行比对，

共确定了 8 个完全重合的蛋白点。 

 

图 4 蛋白质的 Western blotting 检测  

Fig.4 Western blot of proteins of C. sakazakii ATCC 29544 in 

the pH range of 3-10 

2.6  质谱鉴定 ATCC 29544 的免疫蛋白 

将检测到的相互对应、具有免疫反应的蛋白点从

考马斯亮蓝染色的凝胶上抠取分离出来，对其进行质

谱分析。质谱分析结果如表 1 所示。从表中可以看出，

我们成功的鉴定了 8 个点。8 个点共鉴别出 7 种不同

的蛋白，分别是双功能乙醛-CoA/乙醇脱氢酶、F0F1 

ATP 合成酶 α-亚基、丝氨酸羟甲基转移酶、推测蛋白

ESA_02170（甘油醛-3-磷酸脱氢酶 A）、甘氨酸甜菜

碱转运子胞质亚单位蛋白、外膜蛋白 X 和推测蛋白

ESA_00154（分子伴侣 GroEL）。 

查阅资料发现，在细菌中，分子伴侣 GroEL被看

做是一个重要的毒力因子[15]，它能刺激机体产生免疫

反应[16]，是免疫优势蛋白；外膜蛋白 X 是阪崎克罗诺

杆菌感染宿主细胞的关键因素之一，它使细菌深入人

类的肝、脾等器官，是重要的是毒力因子，能刺激机

体产生免疫反应[17]；在克罗诺杆菌属的另一个种-苏黎

世克罗诺杆菌 3032 的研究中[18]，人们认为甘油醛-3-

磷酸脱氢酶A是参与宿主血蛋白的粘附并与纤维蛋白

原的结合，是重要的毒力因子，刺激机体产生免疫反

应。这些报道都说明在阪崎克罗诺肠杆菌 ATCC 29544

的蛋白中检测到分子伴侣 GroEL、外膜蛋白 X 和甘油

醛-3-磷酸脱氢酶 A等免疫原性蛋白，与早期的研究报
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道是一致的，由此可以看出，利用免疫蛋白质组学可

以有效的鉴定阪崎克罗诺杆菌的免疫原性蛋白。据我

们所知，目前双功能乙醛-CoA/乙醇脱氢酶、F0F1 ATP

合成酶 α-亚基、丝氨酸羟甲基转移酶、甘氨酸甜菜碱

转运子胞质亚单位蛋白等在阪崎克罗诺杆菌中尚未见

毒力方面的报道，因此，它们在阪崎克罗诺杆菌发病

机理中的作用，有待于进一步的研究。 

表 1 质谱鉴定结果 

Table 1 Identified proteins by mass spectrometry 

Rank Protein Name NCBI ID Protein M W Protein PI 

1 Bifunctional acetaldehyde-CoA/alcohol dehydrogenase gi|156933713 96 524.898 44 6.2 

2 F0F1 ATP synthase subunit alpha gi|156936114 55 444.820 31 5.93 

3 F0F1 ATP synthase subunit alpha gi|156936114 55 444.820 31 5.93 

4 Serine hydroxymethyltransferase gi|156932908 45 927.328 13 6.29 

5 Hypothetical protein ESA_02170 gi|156934339 35 762.421 88 6.61 

6 Glycine betaine transporter periplasmic subunit gi|156932791 36 439.101 56 6.5 

7 Outer membrane protein X gi|156934691 18 346.800 78 4.84 

8 Hypothetical protein ESA_00154 gi|156932378 57 391.76 4.83 
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3  结论 

阪崎克罗诺杆菌是一种认识较晚的食源性致病

菌，菌株 ATCC29544 免疫原性蛋白鉴定方面还未见

报道。本文利用实验室制备的多克隆抗体，结合免疫

蛋白质组学（二维凝胶电泳、免疫检测和一级/二级质

谱分析），从 ATCC 29544的蛋白质样品中，鉴定出了

7 种不同的免疫原性蛋白。其中，分子伴侣 GroEL、

外膜蛋白 X 和甘油醛-3-磷酸脱氢酶 A 为已经报道的

免疫优势抗原和毒力因子，双功能乙醛-CoA/乙醇脱氢

酶、F0F1 ATP 合成酶 α-亚基、丝氨酸羟甲基转移酶、

甘氨酸甜菜碱转运子胞质亚单位蛋白为新识别的免疫

原性蛋白。这些蛋白的鉴定，为进一步深入研究阪崎

克罗诺杆菌的致病机理奠定了基础。 
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