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网巢病毒目!
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"动脉炎病毒科!
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"动脉炎病毒属!
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"单股正链
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病

毒%
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TRR=A

的基因组长约
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'编码产物分

别为!
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"(
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基因组结构和其

他动脉炎病毒组基因组结构相似'在病毒的
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端有

帽子结构'
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端多聚腺苷酸化%

EC"
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(其非结构蛋白编

码基因
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占基因组全长的
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左右'包含有
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复制所需的酶类'参与病毒的增殖过程(
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结构蛋白中
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目前'
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血清学抗体的检测主要使用
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方法'包被的抗原主要是全病毒或
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蛋白+

ST"

蛋白等
TRR=A

的高免疫原性蛋白(但是'以

全病毒作为诊断抗原存在散毒风险'且病毒的大量

增殖和纯化过程中所需工艺较为复杂%

D

&
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蛋白在

感染细胞中表达水平较高'保守性强'具有群特异

性'被广泛用于
TRR=A

抗体的血清学诊断'但是其

检测的
TRR=A

抗体无法反映机体的免疫状态'不

适合用于对疫苗免疫效果的监测%
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蛋白是
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最重要的免疫原性蛋白'含有病毒中和作

用和免疫保护相关的抗原表位'且
TRR=A

感染后

康复猪血清中的中和抗体主要针对
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%
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(本研

究针 对 当 前
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血 清 学 检 测 中 存 在 的 不
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蛋白和
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蛋白抗原性表位串联后进

行优化'将优化后的基因序列克隆到原核表达载体

上进行表达并对表达条件进行优化'然后纯化后的

目的蛋白为抗原包被
?XG=5

平板'建立检测

TRR=A

抗体的血清学方法'以期为开发准确+廉价

的
TRR=A

血清学检测试剂盒奠定基础(

#

!

材料与方法

#<#

!

试验试剂与血清
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电泳相关试剂+
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封闭用脱脂
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'均购自碧云天生物

技术研究所,限制性内切酶
Q*5U

'

和
:0,

'

+

\!

F/5

连接酶+

FX%$$$F/5],*I3*

+常规蛋白质标

准和预染蛋白质标准'均购自宝生物工程!大连"有

限公 司,显 色 试 剂 !

\*)3W-)3 T3*(Q9@,43 =)[C

40*,03

"'购自西宝生物科技!上海"股份有限公司,

U94

蛋白纯化试剂盒'购自
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载体'购自默
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",克隆用大肠杆菌感受

态细胞
\*,+4FU"
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和表达用大肠杆菌感受态细胞
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"'均购自北京全式金生物技术有限公

司,胶回收试剂盒和质粒小量提取试剂盒'购自
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,商 品 化
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抗 体 检 测 试 剂 盒'购 自
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猪繁殖与呼吸综合征病毒!

TRR=A

"+猪伪狂犬

病毒!

TRA

"+猪圆环病毒
%

型!

TVA%

"+猪瘟病毒

!

V=7A

"和猪流行性乙型脑炎病毒!
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"高免血清'

均由福建省农业科学院畜牧兽医研究所猪病研究室

制备并保存(

#<%

!

目的蛋白的原核表达与鉴定
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!

抗原表位选择
!

分别选取针对
/

蛋白的抗

原表位!

"$

T?NTU7TX5\?FFARUU7\T=

&$
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%

#"C#L

&和

针对
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%$$
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将选取的抗原表位串联后进行表达优化'优化后的
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Ee

端酶切位

点前引入终止密码子
\S5

!序列中黑体部分"(将

优化后的序列送由宝生物工程!大连"有限公司进行
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J
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Q*5U

'

和
:0,

'

双酶切'酶切产物经
#<$f

琼脂糖凝胶电泳鉴定后'切胶回收目的片段(将回

收的目的片段经
\!F/5

连接酶连接过夜后'转化

大肠杆菌感受态细胞
\*,+4FU"

"

'涂布氨苄青霉素

!质量浓度
"$

$

P

$

KX

"抗性的
XW

琼脂平板'

E&c

培

养
#!1

后'随机挑取
D

个单菌落于氨苄青霉素!质量

浓度
"$

$

P

$

KX

"抗性的
XW

液体培养基'

%%$*

$

K9+

+

E&

c

振荡培养
#%1

'小量提取质粒后进行
Q*5 U

'

和

:0,

'

双酶切鉴定'筛选出阳性重组质粒
J

?\E%C/C

ST"

(试验同时设
J

?\CE%,

空载体对照(

#<%<E

!

阳性重组质粒
J

?\E%C/CST"

的原核表达

!

将阳性重组质粒
J

?\E%C/CST"

转化大肠杆菌感

受态细胞
WX%#

!

F?E

"'涂布氨苄青霉素!质量浓度

"$

$

P

$

KX

"抗性的
XW

琼脂平板'

E& c

培养
#!1

后'随机挑取
D

个单菌落于氨苄青霉素!质量浓度

"$

$

P

$

KX

"抗性的
XW

液体培养基'

%%$*

$

K9+

+

E&

c

振荡培养
#%1

'进行菌液
TVR

鉴定'筛选出原核

表达阳性菌培养液(将阳性菌培养液按照体积分数

#f

转接
#$KXXW

液体培养基'

%%$*

$

K9+

+

E&c

振

荡培养
!1

至对数生长期'加入不同终浓度!

$<%"

'

$<"

'

$<&"

'

#<$

'

#<"KK(-

$

X

"的
GT\S

'

E&c

诱导表

达不同时间!诱导时间分别为
%

'

E

'

!

'

"

和
L1

"后'取

%KX

菌液经
#$$$$*

$

K9+

离心
"K9+

后收集菌体

重悬于
#$$

$

XTW=

'冰水浴超声
"K9+

!超声功率为

%$$Z

'工作
%4

'间歇
"4

"'

#$$$$*

$

K9+

离心
#$

K9+

'分别取菌体液及离心后上清液和沉淀备用(

#<%<!

!

=F=CT5S?

分析和
Z3403*+W-(0

鉴定
!

取

上述菌体液及离心后的上清液和沉淀各
D

$

X

'分别

加入
%

$

X!d=F=X(,@9+

P

W)..3*

'

M" c

加热
#$

K9+

'进行
=F=CT5S?

电泳!分离胶浓度为
#"f

"'

试验同时设
J

?\CE%,

空载体对照(剪取滤纸!和

=F=CT5S?

胶大小"

D

张和
TAF7

膜 !比
=F=C

T5S?

胶稍大"'使用转膜缓冲液处理后'按滤纸!

!

张"+

TAF7

膜+凝胶+滤纸!

!

张"的顺序依次放在转

膜仪电极板之间'开始转膜!

""K5

恒流转膜
D$

K9+

"(将
TAF7

膜置于含
"$

P

$

X

脱脂奶粉的封闭

液中'

! c

封闭过夜'取出后用
#m%"

倍稀释的

TRR=A

高免血清
E& c

孵育
M$K9+

'洗涤后加入

URT

标记的山羊抗猪酶标二抗!

#m"$$

稀释"'

E&

c

孵育
M$K9+

'洗涤后使用
Z3403*+W-(0

显色试剂

盒!

\*)3W-)3T3*(Q9@,43=)[40*,03

"显色
%K9+

(

#<E

!

/

与
ST"

串联抗原表位蛋白的纯化

将符合预期的蛋白大量表达后收获菌体液'按

照
U94

蛋白纯化试剂盒!

U94C\,

PP

3@T)*9.9>,09(+

]9+9

J

*3

J

N90

"说明书进行纯化'前期经
=F=CT5S?

鉴定为可溶表达的蛋白取超声离心后上清液!约
"$

KX

"进行纯化'洗脱后得到目的蛋白约
%$$

$

X

'利

用
=F=CT5S?

电泳对纯化效果进行鉴定'并测定纯

化后蛋白的浓度(

C9

第
#$
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TRR=A/

与
ST"

蛋白抗原表位的串联表达及其间接
?XG=5

检测方法的建立



#<!

!

TRR=A

间接
?XG=5

检测方法的建立与应用

#<!<#

!

?XG=5

条件优化
!

利用矩阵滴定试验优化

间接
?XG=5

条件'包被抗原质量浓度分别设为

#<%"

'

%<"

'

"<$

'

&<"

'

#$<$

和
#"<$

$

P

$

KX

,一抗!猪

血清"稀释度
#m%$

'

#m!$

'

#mD$

'

#m#L$

和
#mE%$

,

酶标二抗!

URT

标记的山羊抗猪"稀释度按照试剂

盒说明设定为
#m"$$$

,反应时间分别设为
E$

'

L$

'

M$

和
#%$K9+

,显色时间分别设为
!

'

L

'

D

'

#$

和
#%

K9+

,确定
?XG=5

最优工作条件(

#<!<%

!

临界值的判定
!

取经
GF?bb

商品化试剂

盒检测为阴性的猪血清
E$

份'利用本研究建立的间

接
?XG=5

方法进行检测'计算
E$

份猪阴性血清

BF

!"$

值的平均数!

(

R

"和标准方差!

$%

"(本研究将

(

RkE$%

设定为临界值!

/

"'当待测血清
BF

!"$

值
%

临界值!

/

"判定为
TRR=A

阳性,待测血清
BF

!"$

值

#

临界值!

/

"均判定为阴性(

#<!<E

!

特异性检测
!

利用优化后的条件'对猪伪狂

犬病毒!

TRA

"+猪圆环病毒
%

型!

TVA%

"+猪瘟病毒

!

V=7A

"和猪流行性乙型脑炎病毒!

'?A

"阳性血清

进行
BF

!"$

值检测'并设定猪繁殖与呼吸综合征病

毒!

TRR=A

"阳性高免血清和阴性血清为对照'评价

建立的间接
?XG=5

方法的特异性(

#<!<!

!

重复性试验
!

用同一批次的
?XG=5

平板'

对
TRR=A

阳性高免血清和阴性血清进行检测'每

份样品重复检测
"

次'计算组内重复系数,将同一批

次平板分别放置
#

'

%

'

E

'

!

和
"

周后'对同一
TRR=A

阳性高免血清和阴性血清进行检测'计算组间重复

系数(

#<!<"

!

临床应用与对比
!

用建立的间接
?XG=5

方

法'对临床送检的
!"

份猪血清进行检测,同时使用

商品化
GF?bb

试剂盒对
!"

份血清样品进行平行测

定'计算两者之间的符合率(

%

!

结果与分析

%<#

!

原核表达质粒
J

?\E%C/CST"

的鉴定

阳性重组质粒
J

?\E%C/CST"

经
Q*5U

'

和
:0,

'

双酶切后可'获得长度约为
"M$$

和
##M[

J

的
%

条片

段'而
J

?\CE%,

空载体经
Q*5U

'

和
:0,

'

双酶切后仅

获得长度约为
"M$$[

J

的片段!图
#

"(

%<%

!

目的蛋白的表达+鉴定与纯化

对诱导表达产物进行
=F=CT5S?

分析'结果表

明优化后 的 表 达 条 件 为
GT\S

终 浓 度 为
$<"

KK(-

$

X

'

E&c

诱导
!1

即可获得高效表达(对超

声后的菌体液及离心后的上清液和沉淀的分析表

明'串联
/

和
ST"

蛋白抗原表位表达的目的蛋白基

本为可溶性表达'分子质量约为
%!<&I)

!图
%

"(

]<FX%$$$F/5 ],*I3*

,

#<

重组质粒
J

?\E%C/CST"

双酶切产物,

%<

J

?\CE%,

空载体双酶切产物

]<F/5FX%$$$],*I3*

,

#<R3>(K[9+,+0

J

-,4K9@4

J

?\E%C/CST"

@9

P

3403@[

;

Q*5U

'

,+@:0,

'

,

%<

J

?\CE%,[-,+I:3>0(*

J

-,4K9@4@9

P

3403@[

;

Q*5U

'

,+@:0,

'

图
#

!

原核表达质粒
J

?\E%C/CST"

的
Q*5U

'

和
:0,

'

双酶切鉴定

79

P

<#

!

F()[-3@9

P

3409(+9@3+09.9>,09(+(.013

*3>(K[9+,+0

J

-,4K9@

J

?\E%C/CST"

]<

蛋白质
],*I3*

,

#<

J

?\CE%,

空载体!全细胞对照",

%<

J

?\CE%,

空载体!上清对照",

E<

J

?\CE%,

空载体!沉淀对照",

!<

目的蛋白

!全细胞",

"<

目的蛋白!上清",

L<

目的蛋白!沉淀"

]<T*(039+],*I3*

,

#<

J

?\CE%,:3>0(*>(+0*(-

!

V3-->(+0*(-

",

%<

J

?\CE%,:3>0(*>(+0*(-

!

=)

J

3*+,0,+0>(+0*(-

",

E<

J

?\CE%,

:3>0(*>(+0*(-

!

T*3>9

J

90,03>(+0*(-

",

!<\,*

P

30

J

*(039+

!

V3--

",

"<\,*

P

30

J

*(039+

!

=)

J

3*+,0,+0

",

L<\,*

P

30

J

*(039+

!

T*3>9

J

90,03

"

图
%

!

TRR=A/

与
ST"

蛋白串联抗原表位目的

蛋白的
=F=CT5S?

鉴定

79

P

<%

!

=F=CT5S?,+,-

;

494.(*0,+@3K3Q

J

*3449(+2901

,+09

P

3+3

J

90(

J

34(.TRR=AST",+@/

J

*(039+4

69
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!!

将目的蛋白转膜后进行
Z3403*+W-(0

鉴定'可

见串联表位表达的目的蛋白可与
TRR=A

高免血清

发生特异性反应!图
E

"(将目的蛋白按照
U94

蛋白

纯化试剂盒!

U94C\,

PP

3@T)*9.9>,09(+]9+9

J

*3

J

N90

"纯

化后进行
=F=CT5S?

'结果获得了
%!<&I)

的特异性

蛋白条带!图
!

"'经测定纯化后的蛋白质量浓度约为

##$

$

P

$

KX

(

]<

蛋白预染
],*I3*

,

#<

目的蛋白,

%<

J

?\CE%,

空载体

]<=0,9+3@

J

*(039+],*I3*

,

#<\,*

P

30

J

*(039+

,

%<

J

?\CE%,:3>0(*

图
E

!

TRR=A/

与
ST"

蛋白串联抗原表位目的

蛋白的
Z3403*+W-(0

鉴定

79

P

<E

!

Z3403*+W-(0,+,-

;

494.(*0,+@3K3Q

J

*3449(+2901

,+09

P

3+3

J

90(

J

34(.TRR=AST",+@/

J

*(039+4

]<

蛋白质
],*I3*

,

#<

纯化前的目的蛋白,

%<

纯化后的目的蛋白

]<T*(039+],*I3*

,

#<\,*

P

30

J

*(039+

[3.(*3

J

)*9.93@

,

%<\,*

P

30

J

*(039+,.03*

J

)*9.93@

图
!

!

TRR=A/

与
ST"

蛋白串联抗原表位目的蛋白的纯化

79

P

<!

!

T)*9.9>,09(+.(*0,+@3K3Q

J

*3449(+2901

,+09

P

3+3

J

90(

J

34(.TRR=AST",+@/

J

*(039+4

%<E

!

TRR=A

间接
?XG=5

检测条件的优化

经优化后的间接
?XG=5

条件为#包被抗原!纯

化后的目的蛋白"

"

$

P

$

KX

+血清稀释度为
#mD$

+酶

标二抗稀释度
#m"$$$

,

E&c

孵育
M$K9+

'避光显

色
DK9+

(对
E$

份猪血清样品进行检测后'经计算

得到
BF

!"$

的平均数(

Rl$E%EEL

'标准方差!

$%

"

l

$E$E&%

'得到本研究的临界值!

/

"为
$<E!"%

'即用

建立的
?XG=5

对临床样品进行检测时
BF

!"$

%

$<E!"%

为阳性'

BF

!"$

#

$<E!"%

为阴性(

%<!

!

TRR=A

间接
?XG=5

检测方法的特异性和重

复性

利用优化后的条件'对
TRA

+

TVA%

+

V=7A

和

'?A

阳性血清进行检测'

BF

!"$

值分别为
$<%!E

'

$<%#M

'

$<%E#

和
$<%%&

'均在
$<E!"%

以内'而

TRR=A

阳性血清的
BF

!"$

值为
#<#&E

'阴性血清的

BF

!"$

值为
$<#DL

'表明本研究建立的
TRR=A

间接

?XG=5

检测方法特异性强'与常见猪群传染病病原

高免血清均无交叉反应,重复性试验表明'所建立的

间接
?XG=5

方 法 组 内 变 异 系 数 为
#<$%f

&

E<M!f

'组间变异系数为
#<EDf

&

!<DEf

'表明该

TRR=A

间接
?XG=5

检测方法重复性良好(

%<"

!

TRR=A

间接
?XG=5

检测方法的临床应用

利用建立的
?XG=5

方法对临床送检的
!"

份猪

血清进行检测'结果检出阳性样品
ED

份'阳性率为

D!<!!f

!

ED

$

!"

",使用商品化
GF?bb

试剂盒测得

阳性样品
EL

份'阳性率为
D$f

!

EL

$

!"

"(对利用所

建立
?XG=5

方法检测为阳性的
ED

份样品再用

GF?bb

试剂盒进行检测'其中有
EL

份呈阳性'因此

%

种方法的符合率为
M!<&Ef

!

EL

$

ED

"(

E

!

讨
!

论

猪群感染
TRR=A

后'猪体内早期主要产生针

对
/

蛋白的抗体(

ST"

蛋白是
TRR=A

最重要的

免疫原性蛋白'参与中和抗体的产生'

TRR=A

感染

后康复猪血清中的中和抗体主要针对
ST"

蛋

白%

#MC%E

&

(

TRR=A

抗体水平是猪群抵抗
TRR=A

感

染的一个重要的指标'目前已有多种
TRR=A

抗体

的检测方法'如免疫过氧化物酶单层试验!

GT]5

"+

间接荧光抗体试验!

G75

"+血清中和试验!

=/

"+酶联

免疫吸附试验!

?XG=5

"+乳胶凝集试验和胶体金试

纸条等'但使用最广泛的还是
?XG=5

试剂盒'其中

主要是
GF?bb

试剂盒!以
/

蛋白为包被抗原"和

X=G

试剂盒!以
ST"

蛋白为包被抗原"'但检测成本

较高(

抗原表位!

5+09

P

3+3

J

90(

J

3

"又称抗原决定簇

!

5+09

P

3+9>@303*K9+,09(+

"'是指抗原分子表面具有

79

第
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与
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蛋白抗原表位的串联表达及其间接
?XG=5

检测方法的建立



刺激机体产生抗体或致敏淋巴细胞并能被其识别的

免疫活性区%

%!C%L

&

(本研究根据前期研究鉴定的针对

/

蛋白和
ST"

蛋白的抗原表位'选取保守性强的表

位进行串联表达'经条件优化后获得具有良好生物

学活性的分泌型串联表位重组蛋白'分子质量约为

%!<&I)

(所获得的分泌型串联表达蛋白结构简单'

易于纯化'避免了与其他病毒细菌抗体发生交叉反

应的可能性'且分泌的蛋白为水溶性蛋白'作为

?XG=5

包被抗原操作简便(

以纯化后的蛋白为包被抗原建立检测
TRR=A

抗体的血清学方法'优化后的条件为#包被抗原!纯

化后的目的蛋白"

"

$

P

$

KX

+血清稀释度为
#mD$

+酶

标二抗浓度
#m"$$$

,建立的间接
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