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金纳米簇可视化免疫传感器检测弓形虫ＧＲＡ７
抗体的研究

李茜雯１，李民１，刘苗２，贺靖１，刘培２，黄昊文３，袁仕善１

（１．湖南师范大学医学院，湖南长沙４１００１３；２．湖南省人民医院检验科；３．湖南科技大学化学化工学院）

【摘要】　目的　建立基于重组弓形虫致密颗粒蛋白７（ＧＲＡ７）的金纳米簇可视化免疫传感器，用于检测弓形虫ＧＲＡ７抗

体，并评价其检测性能。　方法　利用重组表达质粒ｐＱＥ６０ｇｒａ７的大肠埃希菌 Ｍ１５诱导表达并纯化ＧＲＡ７，Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ鉴定其反应原性。采用谷胱甘肽还原法制备金纳米簇，连接羊抗人ＩｇＧ；以 ＧＲＡ７作为捕获抗原，构建检测血清

ＧＲＡ７抗体的金纳米簇可视化免疫传感器，评价其敏感度、特异性、阴性预测值、阳性预测值和诊断效率。　结果　表达

纯化获得具有良好反应原性的ＧＲＡ７，分子质量约为３０ｋｕ；建立的金纳米簇可视化免疫传感器检测血清ＧＲＡ７抗体的

敏感度、特异性、阳性预测值、阴性预测值以及诊断效率分别为７６．１％、９４．８％、９４．４％、７３．０％、７８．２％。　结论　基于

重组弓形虫ＧＲＡ７建立的金纳米簇可视化免疫传感器检测弓形虫ＧＲＡ７抗体敏感、特异，且诊断效率高，可用于弓形虫

感染的抗体检测。
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　刚地弓形虫是一种专性细胞内寄生的机会致病

性原虫，可寄生于人和多种动物的有核细胞［１］。致密

颗粒蛋白７（ＧＲＡ７）是寄生虫入侵宿主细胞后分泌的

代谢分泌抗原，存在于弓形虫感染的各个时期，可导致

明显的体液和细胞免疫应答，是诊断弓形虫病的理想

候选抗原［２］。金纳米簇（ＧｏｌｄＮａｎｏｃｌｕｓｔｅｒｓ，ＡｕＮＣｓ）

是粒径大小＜２ｎｍ的新型纳米材料，由几个到几百个

不等的金原子组成，近年研究发现它具有类过氧化物

酶活性［３］。本研究基于金纳米簇的类过氧化物酶活性

构建金纳米簇可视化免疫传感器检测ＧＲＡ７抗体（图
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１），用于弓形虫感染的实验室诊断。

图１　金纳米簇可视化免疫传感器原理图
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材料与方法

１　材料

１．１　菌株与质粒　重组表达质粒ｐＱＥ６０ｇｒａ７由本

室构建［４］；大肠埃希菌 Ｍ１５菌株购自武汉普锐泰生物

科技有限公司。

１．２　主要试剂与仪器　Ｎｉ
２＋
ＮＴＡ Ｈｉｓ·Ｂｉｎｄ?

Ｒｅｓｉｎ购自美国Ｎｏｖｏｇｅｎ公司；１乙基（３二甲基氨基

丙基）碳二亚胺盐（ＥＤＣ），Ｎ羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ），

羊抗人ＩｇＧ抗体，柠檬酸三钠和２（Ｎ吗啡利诺）乙醇

磺酸（ＭＥＳ）购自生工生物工程（上海）股份有限公司；

氯金酸（ＨＡｕＣｌ４）购自上海泰坦科技股份有限公司；过

氧化氢（Ｈ２Ｏ２）购自广州西陇科技有限公司；酶标板购

自美国康宁科技有限公司。ＥＬｘ８００全自动酶标仪购

于美国ＢｉｏＴｅｋ公司。

１．３　血清　５８份体检健康者血清和８８份弓形虫抗

体阳性血清由湖南省人民医院检验科提供。

２　方法

２．１　ＧＲＡ７的诱导表达与纯化　将含ｐＱＥ６０ｇｒａ７

重组质粒的大肠埃希菌Ｍ１５接种于１０ｍＬ含５０ｍｇ／

Ｌ卡那霉素和羧苄青霉素的ＬＢ中，３７℃培养过夜，转

入１Ｌ含５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素和羧苄青霉素的ＬＢ中，

培养至Ａ６００ 值为０．６～０．８时，加异丙基βＤ硫代半

乳糖苷（ＩＰＴＧ）至终浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，诱导表达３

ｈ；４℃、４０００ｇ离心５ｍｉｎ，收集菌体，裂解缓冲液重

悬，冰浴超声裂解菌体，超声功率２００Ｗ，超声时间３

ｓ，间隔时间３ｓ，工作次数７０次；４℃、１２０００ｇ离心

２０ｍｉｎ，收集上清，ＨｉｓＴａｇ 亲和层析纯化，ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析纯化蛋白。纯化蛋白用磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）透析去除咪唑，聚乙二醇６０００浓缩，ＢＣＡ法测

定蛋白浓度，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析其反应原性。

２．２　谷胱甘肽还原法制备金纳米簇　取４３．５ｍＬ超

纯水和５ｍＬ０．０２ｍｏｌ／ＬＨＡｕＣｌ４ 加入圆底烧瓶，搅

拌５ｍｉｎ后溶液变为黄色，缓慢滴加０．１ｍｏｌ／Ｌ谷胱

甘肽溶液，待颜色从黄色变为无色后停止添加，于８５

℃油浴锅加热搅拌，溶液由白色混浊变为无色澄清，最

后呈现清澈的金黄色，金纳米簇溶液即制备成功。取

金纳米簇与等体积的３，３＇，５，５＇四甲基联苯胺（３，３＇，５，

５＇Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＴＭＢ）和Ｈ２Ｏ２ 混合均匀，另

设一管超纯水、ＴＭＢ和 Ｈ２Ｏ２ 的对照组，观察两管溶

液颜色，评价其类过氧化物酶活性。

２．３　金纳米颗粒显色条件的优化　取１ｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２

用１ｍｍｏｌ／Ｌ ＭＥＳ溶液逐级稀释成４８０、４４０、４００、

３６０、３２０、２８０、２４０、２００、１６０、１２０、８０、４０μｍｏｌ／Ｌ，然后

分别加入等体积１ｍｍｏｌ／ＬＨＡｕＣｌ４ 和４ｍｍｏｌ／Ｌ柠

檬酸三钠，充分混匀，３７℃反应１ｈ，观察不同浓度

Ｈ２Ｏ２ 时溶液颜色变化，酶标仪测量各浓度组在４００～

７００ｎｍ处的可见光谱，记录 ＡｕＮＰｓ的 Ａ５５０ 值，确定

Ｈ２Ｏ２ 的适宜浓度。

２．４　金纳米簇可视化免疫传感器检测血清弓形虫

ＧＲＡ７抗体　ＧＲＡ７用０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ９．６碳酸盐缓冲

液稀释至终浓度为５μｇ／ｍＬ，微孔板每孔加入１００

μＬ，４℃过夜包被；弃抗原，用５％脱脂奶粉于３７℃封

闭１ｈ。于金纳米簇中加入ＥＤＣ和ＮＨＳ至终浓度分

别为８０ｍｍｏｌ／Ｌ和２０ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃活化３０ｍｉｎ。

按羊抗人ＩｇＧ!

金纳米簇为１∶１０００的比例加入羊抗

人ＩｇＧ，室温反应４ｈ，得到连接羊抗人ＩｇＧ的金纳米

簇。弃封闭液，ＰＢＳ洗板；分别加入ＰＢＳ稀释的健康

体检者血清、弓形虫抗体阳性血清和弓形虫抗体阳性

混合血清１００μＬ，３７℃孵育２ｈ，ＰＢＳ洗板；加入２００

μＬ金纳米簇羊抗人ＩｇＧ，３７℃作用２．５ｈ，ＰＢＳ洗板；

加入优化浓度的 Ｈ２Ｏ２、１ ｍｍｏｌ／Ｌ ＨＡｕＣｌ４ 和 ４

ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸三钠各１００μＬ，３７℃反应１ｈ，观察孔

内颜色变化，用酶标仪测定阴性、阳性血清孔的 Ａ５５０。

根 据 受 试 者 工 作 特 征 （Ｒｅｃｅｉｖｅｒ Ｏｐｅｒａｔｉｎｇ

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ，ＲＯＣ）曲线确定最佳诊断界值，得出敏

感度、特异度、预测值和诊断效率。

结　果

１　重组犌犚犃７的表达与纯化

纯化ＧＲＡ７的ＳＤＳＰＡＧＥ结果见图２Ａ。目的蛋

白相对分子质量为３０×１０
３，与预期相符。Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ分析显示，重组ＧＲＡ７能被弓形虫抗体阳性血清

识别，即具有反应原性，正常血清对照为阴性（图２Ｂ）。

２　金纳米簇的过氧化物酶活性

用ＴＭＢ和 Ｈ２Ｏ２ 测试合成的金纳米簇的类过氧

化物酶活性，结果见图３。第一组颜色很快变为蓝绿

色；对照组中不存在金纳米簇，颜色未发生改变。表明

制备的金纳米簇具有类过氧化物酶活性。

３　金纳米颗粒显色条件的优化

在Ｈ２Ｏ２、柠檬酸三钠和氯金酸的显色体系中，各

组溶液颜色变化及４００～７００ｎｍ 处的可见光谱见图

４。从ｅ管到ｇ管由蓝色变为红色，之后颜色逐渐稳

·７５２１·
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定，此时 Ｈ２Ｏ２ 浓度为２８０μｍｏｌ／Ｌ。每组均在５５０

ｎｍ处达到最大吸光度，Ａ５５０ 值的变化见图５。Ｈ２Ｏ２

浓度从２４０μｍｏｌ／Ｌ到２８０μｍｏｌ／Ｌ时吸光度值有较

大改变，之后基本趋于平稳。故选取２８０μｍｏｌ／Ｌ的

Ｈ２Ｏ２ 作为最佳显色浓度，通过检测Ａ５５０ 进行分析。

　　Ｍ　蛋白分子质量标准　１，２　纯化的ＧＲＡ７　ａ，ｂ　ＧＲＡ７与弓

形虫抗体阳性血清反应条带　ｃ，ｄ　体检健康者血清对照

图２　纯化犌犚犃７蛋白的犛犇犛犘犃犌犈（犃）和 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋（犅）分析

Ｍ　Ｓｔａｎｄａｒｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｐｒｏｔｅｉｎ　１，２　Ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆ

ＧＲＡ７　ａ，ｂ　Ｒｅａｃｔｉｏｎｗｉｔｈａｎｔｉｂｏｄｙｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｒｕｍｏｆ犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪

犵狅狀犱犻犻　ｃ，ｄ　Ｓｅｒｕｍｒｅａｃｔｉｏｎｗｉｔｈｈｅａｌｔｈｙｐｅｏｐｌｅ

犉犻犵．２　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狋犻犮狆犪狋狋犲狉狀犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犿犪狆

狅犳狆狌狉犻犳犻犲犱狆狉狅狋犲犻狀狅犳犌犚犃７

１　金纳米簇＋ＴＭＢ＋Ｈ２Ｏ２　２　水＋ＴＭＢ＋Ｈ２Ｏ２
图３　金纳米簇的类过氧化物酶活性

１　Ｇｏｌｄｎａｎｏｃｌｕｓｔｅｒｓ＋ＴＭＢ＋Ｈ２Ｏ２　２　Ｗａｔｅｒ＋ ＴＭＢ＋ Ｈ２Ｏ２

犉犻犵．３　犘犲狉狅狓犻犱犲犾犻犽犲犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犵狅犾犱狀犪狀狅犮犾狌狊狋犲狉狊

４　金纳米簇可视化免疫传感器检测犌犚犃７抗体

金纳米簇可视化免疫传感器检测不同血清的溶液

颜色变化及８８例弓形虫抗体阳性血清和５８例健康体

检者血清Ａ５５０ 分布如图６。健康体检者血清呈现红

色，弓形虫阳性抗体血清和混血呈现蓝色，肉眼可判

别，体检健康者的Ａ５５０ 大多高于弓形虫抗体阳性患者

的Ａ５５０。对各组样品的 Ａ５５０ 进行ＲＯＣ曲线分析，得

到的曲线下面积为０．８８２，标准误０．０２９，犘＜０．０１。

ＲＯＣ曲线及部分诊断界值和相应的敏感度、特异性见

图７。当诊断界值为０．７１９３时尤登指数（敏感度＋特

异性１）最大，因此将０．７１９３定为判别值，高于此值判

为阴性，低于此值判断为阳性。用该法检测５８例健康

体检者血清，阴性５４份，阳性４份；８８例弓形虫抗体

阳性血清中阳性６８份，阴性２０份。该传感器的敏感

度、特异性、阳性预测值、阴性预测值及诊断效率分别

为７６．１％、９４．８％、９４．４％、７３．０％和７８．２％。

　　ａｌ　Ｈ２Ｏ２ 浓度依次为４０、８０、１２０、１６０、２００、２４０、２８０、３２０、３６０、

４００、４４０、４８０μｍｏｌ／Ｌ

图４　不同浓度的犎２犗２制备的金纳米颗粒的颜色变化及紫外吸收光谱

ａｌ　ＴｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＨ２Ｏ２ ｗｅｒｅ４０，８０，１２０，１６０，２００，２４０，

２８０，３２０，３６０，４００，４４０，４８０μｍｏｌ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

犉犻犵．４　犆狅犾狅狉犮犺犪狀犵犲狊犪狀犱犝犞犪犫狊狅狉狆狋犻狅狀狊狆犲犮狋狉犪

狅犳犵狅犾犱狀犪狀狅狆犪狉狋犻犮犾犲狊狆狉犲狆犪狉犲犱狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犎２犗２

图５　不同浓度犎２犗２制备的金纳米颗粒犃５５０值变化

犉犻犵．５　犌狅犾犱狀犪狀狅狆犪狉狋犻犮犾犲狊狆狉犲狆犪狉犲犱狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊

狅犳犎２犗２犮犺犪狀犵犲犻狀犃５５０狏犪犾狌犲

讨　论

刚地弓形虫是在人类和动物中分布最广的机会致

病原虫之一，呈世界性分布，是许多国家在卫生经济学

上面临的一个主要问题［５］。弓形虫病的临床表现多

样［６］，但不具特异性，单靠临床症状和体征不足以明确

诊断，需要借助早期、准确的弓形虫感染实验室诊断方

法。弓形虫病实验室诊断主要是通过寄生虫分离和对

宿主抗体的检测，常用实验室诊断方法有酶联免疫吸

附试验、血清ＩｇＧ 亲和力试验和聚合酶链式反应

等［７］。这些诊断方法各有优劣，仍需开发更经济、简

·８５２１·
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便、高效的弓形虫感染诊断方法。

　　ａ　弓形虫抗体阳性混合血清　ｂ　弓形虫抗体阳性血清　ｃ　健

康体检者血清对照

图６　金纳米簇可视化免疫传感器检测不同血清颜色变化及犃５５０值

ａ　 Ｍｉｘｅｄ ｓｅｒｕｍ ｗｉｔｈ ｐｏｓｉｔｉｖｅｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ａｎｔｉｂｏｄｙ　 ｂ　

犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪ａｎｔｉｂｏｄｙｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｒｕｍ　ｃ　Ｓｅｒｕｍｏｆｈｅａｌｔｈｙｐｅｒｓｏｎｓ

犉犻犵．６　犌狅犾犱狀犪狀狅犮犾狌狊狋犲狉狏犻狊狌犪犾犻犿犿狌狀狅狊犲狀狊狅狉犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀

狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊犲狉狌犿犮狅犾狅狉犮犺犪狀犵犲狊犪狀犱犃５５０狏犪犾狌犲

诊断界值 敏感度 １特异性

…… …… ……

０．７０２５ ０．７２７ ０．０３４

０．７０８８ ０．７３９ ０．０５２

０．７１６０ ０．７５０ ０．０５２

０．７１９３ ０．７６１ ０．０５２

０．７２０８ ０．７６１ ０．０６９

０．７２２３ ０．７６１ ０．０８６

…… …… ……

图７　犌犚犃７金纳米簇可视化免疫传感器诊断界值的犚犗犆曲线

与部分诊断界值、敏感度和特异性

犉犻犵．７　犚犗犆犮狌狉狏犲，狆犪狉狋犻犪犾犱犻犪犵狀狅狊狋犻犮狋犺狉犲狊犺狅犾犱，狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔

犪狀犱狊狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狅犳犌犚犃７犌狅犾犱狀犪狀狅犮犾狌狊狋犲狉狏犻狊狌犪犾犻犿犿狌狀狅狊犲狀狊狅狉

纳米技术利用纳米材料的独特性质，改变了诊断、

治疗、监测疾病的方式［８］。纳米酶是拥有酶催化能力

的纳米材料，与天然酶相比具有经济、易于大批量制

备、稳定性高、催化活性可调等优势［９］。金纳米簇以其

与电子的费米波长相近的超小尺寸（＜２ｎｍ）、良好的

稳定性和多种酶活性而成为一种有前途的纳米酶［１０］。

目前已有诸多利用金纳米簇的类过氧化物酶活性达到

对目标分析物的可视化检测的报道［１１１３］，该特性可应

用在比色检测。ＧＲＡ７是刚地弓形虫感染宿主细胞后

的分泌蛋白，可作为弓形虫病的潜在血清诊断标志

物［１４］，且 ＧＡＲ７ 与其ＩｇＭ、ＩｇＧ 均有良好的反应

性［１５］，构建金纳米簇可视化免疫传感器可检测弓形虫

感染血清的ＧＲＡ７抗体。

本研究采用谷胱甘肽作为还原剂和稳定剂合成金

纳米簇，谷胱甘肽中半胱氨酸的巯基与金属之间可形

成强相互作用的 ＡｕＳ键，使金纳米簇在溶液中高度

稳定［１６］。金纳米簇经ＥＤＣ和ＮＨＳ活化而暴露巯基，

与羊抗人ＩｇＧ连接，成为金纳米簇标记的羊抗人ＩｇＧ。

包被在微孔板内的ＧＲＡ７与阳性血清中的ＧＲＡ７抗

体结合，再结合金纳米簇标记的羊抗人ＩｇＧ，而体检健

康者血清因无ＧＲＡ７抗体而无法结合金纳米簇标记

的羊抗人ＩｇＧ。加过氧化氢、ＨＡｕＣｌ４ 和柠檬酸三钠

显色后，肉眼可见阳性血清孔呈蓝色，阴性血清孔呈红

色，实现了可视化检测。检测二者的 Ａ５５０ 值并进行

ＲＯＣ曲线分析，选择尤登指数最高处值０．７１９３作为

判断阴性阳性的诊断分界线，得到传感器的检测敏感

度、特异性、阳性预测值、阴性预测值以及诊断效率分

别为７６．１％、９４．８％、９４．４％、７３．０％和７８．２％，表明

ＧＲＡ７金纳米簇可视化免疫传感器具有辅助诊断弓形

虫感染的潜力，为免疫传感器用于弓形虫病诊断研究

提供了实验依据。
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ｎａｎｏｃｌｕｓｔｅｒｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＨｇ
２＋［Ｊ］．ＡｎａｌＭｅｔｈｏｄｓ，２０１９，１１（１６）：

２１７９２１８２．

［４］　李民，刘苗，贺靖，等．重组弓形虫ＧＲＡ７的纳米金免疫传感器检

测弓形虫ＧＲＡ７抗体［Ｊ］．湖南师范大学学报（医学版），２０２２，１９

（１）：７１７５．

［５］　ＰｌｅｙｅｒＵ，ＧｒｏｓｓＵ，ＳｃｈｌｕｔｅｒＤ，ｅｔａｌ．ＴｏｘｏｐｌａｓｍｏｓｉｓｉｎＧｅｒｍａｎｙ

［Ｊ］．ＤｔｓｃｈＡｒｚｔｅｂｌＩｎｔ，２０１９，１１６（２５）：４３５４４４．

［６］　ＳｍｉｔｈＮＣ，ＧｏｕｌａｒｔＣ，ＨａｙｗａｒｄＪＡ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｔｒｏｌｏｆｈｕｍａｎ

ｔｏｘｏｐｌａｓｍｏｓｉｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＰａｒａｓｉｔｏｌ，２０２１，５１（２３）：９５１２１．

［７］　ＲｏｓｔａｍｉＡ，ＫａｒａｎｉｓＰ，ＦａｌｌａｈｉＳ．Ａｄｖａｎｃｅｓｉｎｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ，ｉｍａｇｉｎｇ

ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ 犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪 犵狅狀犱犻犻

·９５２１·
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ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，２０１８，４６（３）：３０３３１５．

［８］　ＣｏｎｔｅｒａＳ，ＢｅｒｎａｒｄｉｎｏｄｅｌａＳｅｒｎａＪ，ＴｅｔｌｅｙＴＤ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄｍｅｄｉｃｉｎｅ［Ｊ］．ＥｍｅｒｇＴｏｐＬｉｆｅＳｃｉ，２０２０，４

（６）：５５１５５４．

［９］　ＷｕＪ，ＷａｎｇＸ，ＷａｎｇＱ，ｅｔａｌ．Ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓｗｉｔｈｅｎｚｙｍｅｌｉｋｅ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ（ｎａｎｏｚｙｍｅｓ）：ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｒｔｉｆｉｃｉａｌｅｎｚｙｍｅｓ

（ＩＩ）［Ｊ］．ＣｈｅｍＳｏｃＲｅｖ，２０１９，４８（４）：１００４１０７６．

［１０］　ＳｕｎＦＹ，ＬｉａｎｇＹＹ，ＪｉｎＬＨ，ｅｔａｌ．Ｗｅａｋｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｔａｉｌｏｒｅｄ

ｃａｔａｌｙｔｉｃｉｎｔｅｒｆａｃｅｏｆｕｌｔｒａｓｍａｌｌｇｏｌｄｎａｎｏｃｌｕｓｔｅｒｓａｓｅｎｚｙｍｅ

ｍｉｍｉｃｓｆｏｒｅｎｈａｎｃｅｄｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃｂｉｏｓｅｎｓｉｎｇ［Ｊ］．ＡＣＳ Ａｐｐｌ

ＭａｔｅｒＩｎｔｅｒｆａｃｅｓ，２０２１，１３（４８）：５８２０９５８２１９．

［１１］　ＬｏｎｇＹＪ，ＬｉＹＦ，ＬｉｕＹ，ｅｔａｌ．Ｖｉｓｕａｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｅｒｃｕｒｙ

ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｍｉｍｅｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｇｏｌｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ［Ｊ］．

ＣｈｅｍＣｏｍｍｕｎ（Ｃａｍｂ），２０１１，４７（４３）：１１９３９１１９４１．

［１２］　ＮｉＰ，ＣｈｅｎＣ，ＪｉａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｇｏｌｄｎａｎｏｃｌｕｓｔｅｒｓｂａｓｅｄｄｕａｌ

ｃｈａｎｎｅｌａｓｓａｙｆｏｒｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃａｎｄｔｕｒｎｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｅｎｓｉｎｇｏｆ

ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ［Ｊ］．ＳｅｎｓｏｒＡｃｔｕａｔＢＣｈｅｍ，２０１９，３０１：

１２７０８０．

［１３］　ＨｕＤＨ，ＳｈｅｎｇＺＨ，ＦａｎｇＳＴ，ｅｔａｌ．ＦｏｌａｔｅＲｅｃｅｐｔｏｒｔａｒｇｅｔｉｎｇ

ｇｏｌｄｎａｎｏｃｌｕｓｔｅｒｓａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｎｚｙｍｅｍｉｍｅｔｉｃｎａｎｏｐｒｏｂｅｓ

ｆｏｒｔｕｍｏｒｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｄｉａｇｎｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ，

２０１４，４（２）：１４２１５３．

［１４］　ＷｅｅｒａｔｕｎｇａＰ，ＨｅｒａｔｈＴＵＢ，Ｋｉｍ ＴＨ，ｅｔａｌ．Ｄｅｎｓｅｇｒａｎｕｌｅ

ｐｒｏｔｅｉｎ７ （ＧＲＡ７）ｏｆ 犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪 犵狅狀犱犻犻 ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｖｉｒａｌ

ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ犻狀狏犻狋狉狅ａｎｄ犻狀狏犻狏狅［Ｊ］．ＪＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１７，５５（１１）：

９０９９１７．

［１５］　ＪａｃｏｂｓＤ，ＶｅｒｃａｍｍｅｎＭ，ＳａｍａｎＥ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｄｅｎｓｅｇｒａｎｕｌｅａｎｔｉｇｅｎ７ （ＧＲＡ７）ｏｆ犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪犵狅狀犱犻犻ｆｏｒ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｇａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆａ

ｍａｊｏｒａｎｔｉｇｅｎｉｃｄｏｍａｉｎ［Ｊ］．ＣｌｉｎＤｉａｇｎＬａｂＩｍｍｕｎｏｌ，１９９９，６

（１）：２４２９．

［１６］　ＲｈｅｅＳＧ．Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ．Ｈ２Ｏ２，ａｎｅｃｅｓｓａｒｙｅｖｉｌｆｏｒｃｅｌｌ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００６，３１２（５７８２）：１８８２１８８３．

【收稿日期】　２０２２０６１８　【修回日期】　２０２２０９１０
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（上接１２５５页）

［２］　王璞，蔡玉荣，张刚，等．结核分枝杆菌ＰＥ／ＰＰＥ蛋白家族生物学

研究进展［Ｊ］．中国人兽共患病学报，２０２１，３７（１０）：９３７９４４．

［３］　ＤｅｌｏｇｕＧ，ＢｒｅｎｎａｎＭＪ，ＭａｎｇａｎｅｌｌｉＲ．ＰＥａｎｄＰＰＥＧｅｎｅｓ：ＡＴａｌｅ

ｏｆＣｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎａｎｄ Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ［Ｊ］．Ａｄｖ Ｅｘｐ Ｍｅｄ Ｂｉｏｌ，２０１７

（１０１９）：１９１２０７．

［４］　 Ｂｒｅｎｎａｎ ＭＪ．Ｔｈｅｅｎｉｇｍａｔｉｃ ＰＥ／ＰＰＥ ｍｕｌｔｉｇｅｎｅｆａｍｉｌｙ ｏｆ

ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＩｎｆｅｃｔＩｍｍｕｎ，２０１７，

８５（６）：ｅ００９６９１６．

［５］　Ｓｒｉｖａｓｔａｖａ Ｓ，Ｂａｔｔｕ ＭＢ，Ｋｈａｎ ＭＺ，ｅｔａｌ．犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿

狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊 ＰＰＥ２ ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ ｐ６７
ｐｈｏｘ ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｓ

ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２０１９，２０３（５）：

１２１８１２２９．

［６］　ＯｌｉｖｅｒＧＲ，ＨａｒｔＳＮ，ＫｌｅｅＥＷ．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓｆｏｒｃｌｉｎｉｃａｌｎｅｘｔ

ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｅｍ，２０１５，６１（１）：１２４１３５．

［７］　ＹｏｕｎｇＤＢ，ＣｏｍａｓＩ，ｄｅＣａｒｖａｌｈｏＬＰ．Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｖｉｔａｍｉｎＢ１２ｒｅｌａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｉｎ 犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊

［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＭｏｌＢｉｏｓｃｉ，２０１５（２）：６．

［８］　ＳｒｉｖａｓｔａｖａＳ，Ｍｕｋｈｏｐａｄｈｙａｙ Ｓ．犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿 狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊

ｐｒｏｔｅｉｎＰＰＥ２ｂｉｎｄｓｔｏＤＮＡｒｅｇｉｏｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ

［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２０２１（５６７）：１６６１７０．

［９］　 ＷａｎｇＱ，ＢｏｓｈｏｆｆＨＩＭ，ＨａｒｒｉｓｏｎＪＲ，ｅｔａｌ．ＰＥ／ＰＰＥｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｍｅｄｉａｔｅ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｆ

犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０２０，３６７（６４８２）：１１４７

１１５１．

［１０］　张西燕，付玉荣，伊正君．结核分枝杆菌ｅｉｓ基因及其编码蛋白的

生物信息学分析［Ｊ］．中国病原生物学杂志，２０１８，１３（２）：１４０

１４５，１５１．

［１１］　 ＭｕｋｈｏｐａｄｈｙａｙＳ，ＢａｌａｊｉＫＮ．ＴｈｅＰＥａｎｄＰＰＥｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆ

犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊［Ｊ］．Ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，２０１１，９１（５）：４４１

４４７．

［１２］　ＰａｌＲ，ＭｕｋｈｏｐａｄｈｙａｙＳ．ＰＰＥ２ｐｒｏｔｅｉｎｏｆ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿

狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊 ａｆｆｅｃｔｓ ｍｙｅｌｏｉｄ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ［Ｊ］．

Ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０２１，２２６（１）：１５２０５１．

［１３］　ＢｈａｔＫＨ，ＳｒｉｖａｓｔａｖａＳ，ＫｏｔｔｕｒｕＳＫ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＰＰＥ２ｐｒｏｔｅｉｎｏｆ

犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿 狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｅｓｔｏｈｏｓｔｎｕｃｌｅｕｓａｎｄ

ｉｎｈｉｂｉｔｓｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０１７（７）：３９７０６．

［１４］　ＤｅｌｏｇｕＧ，ＰｒｏｖｖｅｄｉＲ，ＳａｌｉＭ，ｅｔａｌ．犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊

ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ：ｉｎｓｉｇｈｔｓａｎｄｉｍｐａｃｔｏｎｖａｃｃｉｎｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｆｕｔｕｒｅ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１５，１０（７）：１１７７１１９４．

［１５］　Ｃｏｒｎａｂｙ Ｃ，Ｇｉｂｂｏｎｓ Ｌ，Ｍａｙｈｅｗ Ｖ，ｅｔａｌ．Ｂｃｅｌｌｅｐｉｔｏｐｅ

ｓｐｒｅａｄｉｎｇ：ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓａｎｄｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｔｏａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｄｉｓｅａｓｅｓ

［Ｊ］．ＩｍｍｕｎｏｌＬｅｔｔ，２０１５，１６３（１）：５６６８．

［１６］　Ｃｏｓｃｏｌｌａ Ｍ，Ｃｏｐｉｎ Ｒ，ＳｕｔｈｅｒｌａｎｄＪ，ｅｔａｌ．犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿

狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊Ｔｃｅｌｌｅｐｉｔｏｐｅａｎａｌｙｓｉｓｒｅｖｅａｌｓｐａｕｃｉｔｙｏｆａｎｔｉｇｅｎｉｃ

ｖａｒｉａｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓｒａｒｅｖａｒｉａｂｌｅＴＢａｎｔｉｇｅｎｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＨｏｓｔ

Ｍｉｃｒｏｂｅ，２０１５，１８（５）：５３８５４８．

［１７］　ＰｅｎｎＮｉｃｈｏｌｓｏｎ Ａ，Ｔａｍｅｒｉｓ Ｍ，ＳｍｉｔＥ，ｅｔａｌ．Ｓａｆｅｔｙａｎｄ

ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆｔｈｅｎｏｖｅｌｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｖａｃｃｉｎｅＩＤ９３＋ＧＬＡＳＥ

ｉｎＢＣＧｖａｃｃｉｎａｔｅｄｈｅａｌｔｈｙａｄｕｌｔｓｉｎＳｏｕｔｈＡｆｒｉｃａ：ａｒａｎｄｏｍｉｓｅｄ，

ｄｏｕｂｌｅｂｌｉｎｄ，ｐｌａｃｅｂｏｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｐｈａｓｅ１ｔｒｉａｌ［Ｊ］．ＬａｎｃｅｔＲｅｓｐｉｒ

Ｍｅｄ，２０１８，６（４）：２８７２９８．

【收稿日期】　２０２２０５２５　【修回日期】　２０２２０８１６

·０６２１·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志
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