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肺炎链球菌重组蛋白ＥＬＩＳＡ检测方法的研究进展
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　　肺炎是一种常见的呼吸道疾病，３岁以下的婴幼儿在冬、

春季节患肺炎较多，肺炎的发病可急可缓，一般多在上呼吸道

感染数天后发病［１］。肺炎主要是由细菌和病毒引起，其中最主

要的病原菌是肺炎球菌，也称肺炎链球菌。它是社区获得性呼

吸道感染的一种重要病原微生物，也是引起细菌感染性疾病的

主要致病菌，通过咳嗽、打喷嚏、说话时释放的飞沫传染给其他

人。研究表明疫苗免疫是预防肺炎链球菌的有效方法［２］。

１　肺炎链球菌疫苗研究进展

１．１　传统疫苗　目前使用的肺炎链球菌疫苗主要有多糖荚膜

疫苗、荚膜蛋白质结合疫苗等。因为造成侵袭性肺炎链球菌

感染的病原９０％具有荚膜多糖，所以多糖荚膜疫苗对所覆盖

血清型的肺炎链球菌感染具有一定的保护作用。但多糖疫苗

覆盖的血清型有限而且不是Ｔ淋巴细胞依赖性，对免疫系统

发育不完善的２岁以下幼儿和老年人的保护性弱；荚膜蛋白

质结合疫苗ＰＣＶ７，对２岁以下幼儿的免疫效能明显增强，使

结合疫苗覆盖血清型肺炎链球菌在鼻咽部的携带率下降，但结

合疫苗存在荚膜血清型转换和载体携带的荚膜多糖血清型数

量有限，生产成本很高，且在肺炎高发人群中的保护作用小［３］。

１．２　基因工程疫苗　传统的疫苗没有为抵抗链球菌导致的肺

炎提供显著的保护力［４］。基因工程疫苗是分子生物学发展的

产物，被称为是一种理想、纯净的疫苗，与传统疫苗相比，更安

全可靠。研究人员也在积极地研制肺炎链球菌基因工程疫苗。

１．２．１　蛋白质疫苗　蛋白质疫苗又称肽疫苗，是类似于抗原

决定簇的小肽（约２０～４０个氨基酸），将其连在一个蛋白载体

上，以增加稳定性，同时也可提高免疫原性［５］。一般来说单独

的抗原决定簇的免疫原性较弱，所以通常要与载体偶联，或以

融合蛋白的形式进行免疫，还可以与细胞因子一起作用，以提

高免疫原性。蛋白质疫苗生产成本低，能够大规模使用，而且
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对各年龄组的人群均能产生保护作用，并诱发免疫记忆，应用

高保守的蛋白质疫苗接种，可以产生非血清型依赖的保护作

用。国内外研究人员也在积极地研制肺炎链球菌基因蛋白疫

苗，提高疫苗的免疫原性。马千里［６］通过动物实验证实了肺炎

链球菌毒力蛋白ＰｓａＡ、ＰｓｐＡ及Ｐｌｙ在经自然途径的肺炎链球

菌感染作为具有良好免疫原性的肺炎链球菌菌体成分，可作为

新一代肺炎链球菌疫苗的理想候选抗原。有研究发现Ｐｌｙ、

ＣｌｐＰ和Ｌｐｌ都可有效保护肺炎链球菌的感染这３种蛋白联合

免疫对多种血清型的肺炎链球菌感染都有保护效应，从而为肺

炎链球菌联合多肽疫苗的研制提供的新思路［７］。

１．２．２　核酸疫苗　核酸疫苗又名基因疫苗或ＤＮＡ疫苗，是

一种或多种抗原编码基因克隆到真核表达载体上，将构建的重

组质粒直接注入到体内而激活机体免疫系统，因此也有人称为

ＤＮＡ免疫。１９９５年，世界卫生组织在日内瓦召开国际会议，

将其统一命名为核酸疫苗。它所合成的抗原蛋白类似于亚单

位疫苗，区别只在于核酸疫苗的抗原蛋白是在免疫对象体内产

生的。随着肺炎链球菌蛋白疫苗的研究开发，相应的ＤＮＡ疫

苗也开始受到学者的关注。ＤＮＡ疫苗免疫应答持久，免疫效

果可靠，安全性好，适于大批量生产；分子很稳定，可制成ＤＮＡ

疫苗冻干苗，便于运输和保存；使用ＤＮＡ疫苗不用加佐剂，既

降低成本又方便使用［６］。近几年国外已针对肺炎链球菌相关

毒力蛋白的ＤＮＡ疫苗开展了试验性研究，虽然ＤＮＡ疫苗亦

存在免疫原性差，抗原呈递效率低下，所激发的体液免疫特异

性抗体效价不如蛋白疫苗等不足，但是针对肺炎链球菌毒力株

的攻击经实验证实其免疫保护效能与蛋白疫苗相当。

２　肺炎链球菌间接ＥＬＩＳＡ方法研究进展

２．１　肺炎链球菌间接ＥＬＩＳＡ抗原研究进展　肺炎链球菌有

３种抗原，荚膜多糖抗原及菌体抗原（包括Ｃ多糖和 Ｍ 蛋白两

种）［８］。此外肺炎链球菌可产生自溶素、肺炎球菌溶血素、神经

氨酸酶，以及细胞表面蛋白Ａ、表面黏附蛋白Ａ、胆碱结合蛋白

等，在感染过程中均有一定的致病作用。研究表明，用肺炎链

球菌蛋白作ＥＬＩＳＡ抗原可以获得满意的结果。

肺炎链球菌表面蛋白Ａ属于ＡＢＣ型转运蛋白复合物
［９］，

是肺炎链球菌重要的毒力因子，在抗肺炎链球菌侵入性感染比

抗黏膜性疾病作用更强［１０］；溶血素是一种含有巯基的毒素，具

有直接溶解细胞和活化补体的功能，在肺炎链球菌引起炎性反

应时起着重要的作用；用从肺炎链球菌表面提取的胆碱结合蛋

白混合物免疫小鼠，发现其免疫血清能够被动保护小鼠免于发

生脓血症［１１］；肺炎链球菌表面黏附素Ａ在肺炎链球菌黏附、自

溶以及毒力方面都起作用；热休克蛋白对于肺炎链球菌在宿主

内定植和生存是必需的，用热休克蛋白免疫小鼠能够产生保护

作用，并能抵抗致死量肺炎链球菌的攻击［１０］。

２．２　肺炎链球菌ＥＬＩＳＡ检测方法研究进展　ＥＬＩＳＡ的基础

是抗原或抗体的固相化及抗原或抗体的酶标记［１２］。在测定

时，受检标本与固相载体表面的抗原或抗体起反应。用洗涤的

方法使固相载体上形成的抗原抗体复合物与液体中的其他物

质分开。再加入酶标记的抗原或抗体，也通过反应而结合在固

相载体上。此时固相上的酶量与标本中受检物质的量呈一定

的比例。加入酶反应的底物后，底物被酶催化成为有色产物，

产物的量与标本中受检物质的量直接相关，故可根据呈色的深

浅进行定性或定量分析。由于酶的催化率很高，故可极大地放

大反应效果，从而使测定方法达到很高的敏感度。现在用于检

测肺炎体液免疫效果的方法很多，ＥＬＩＳＡ检测是现有检测体

液免疫方法中灵敏度高、快速、特异、操作简便的一种诊断方

法［１３１４］。
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