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小反刍兽疫病毒犖基因重组杆状病毒的构建及

间接犈犔犐犛犃抗体检测方法的建立
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摘　要：本研究旨在建立基于真核表达的小反刍兽疫病毒（ＰＰＲＶ）Ｎ蛋白的诊断小反刍兽疫的间接ＥＬＩＳＡ方法。

利用ＢａｃｔｏＢａｃ杆状病毒昆虫表达系统，构建含有ＰＰＲＶ犖 基因的重组供体质粒ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡＮ，转化犈．犮狅犾犻

ＤＨ１０Ｂａｃ感受态细胞，得到重组穿梭质粒ｐＢａｃｍｉｄＰＰＲＶＶ，转染昆虫细胞Ｓｆ２１，获得含有ＰＰＲＶ犖 基因的重组杆

状病毒。用重组病毒感染昆虫细胞后，ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定出６０ｋｕ左右的表达蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测该蛋白具有很

好的反应原性。以重组ＢａｃｍｉｄＰＰＲＶＮ蛋白作为包被抗原，建立间接ＥＬＩＳＡ检测方法。临床检测来自西藏疫区

的３７份山羊血清和来自青海省非疫区的９２份山羊血清，与法国蒙彼利埃农学发展研究国际合作中心（ＣＩＲＡＤ

ＥＭＶＴ）提供的竞争ＥＬＩＳＡ试剂盒相比较，特异性为９６．２％，敏感性为１００％，二者的符合率达到９６．９％。结果表

明本研究建立的间接ＥＬＩＳＡ方法可以很好地用于小反刍兽疫的临床诊断。
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　　作为一种外来动物疫病，小反刍兽疫（Ｐｅｓｔｅｄｅｓ

ＰｅｔｉｔｉｓＲｕｍｉｎａｎｔｓ，ＰＰＲ）
［１２］近年来在我国周边国

家频繁大规模暴发，土耳其、印度、尼泊尔、俄罗斯等

国均有发生，对我国边境及内陆畜牧业构成严重威

胁［３６］。２００７年７月，我国西藏阿里地区部分边境

县、乡发生了小反刍兽疫疫情，成为我国首先被此病

入侵的地区，疫情已引起了我国的高度重视［６８］。小

反刍兽疫是由小反刍兽疫病毒（ＰｅｓｔｅｄｅｓＰｅｔｉｔｉｓ

ＲｕｍｉｎａｎｔｓＶｉｒｕｓ，ＰＰＲＶ）引起的一种急性、热性、接

触性传染病，是世界动物卫生组织（ＯＩＥ）规定的必

须上报的传染病，在我国被列为一类动物疫病，具有

高发病率和高死亡率等特点。ＰＰＲＶ是副黏病毒科

（Ｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｕｓ）麻疹病毒属 （犕狅狉犫犻犾犾犻狏犻狉狌狊）成

员［９］。ＰＰＲＶ基因组共编码６种结构蛋白，即核蛋

白（Ｎ）、磷蛋白（Ｐ）、多聚酶大蛋白（Ｌ）、基质蛋白

（Ｍ）、融合蛋白（Ｆ）和血凝素蛋白（Ｈ）。Ｎ蛋白由犖

基因翻译，ＰＰＲＶＮｉｇｅｒｉａ７５／１株的犖ＯＲＦ编码的

蛋白含有５２５个氨基酸，估计相对分子质量为５８

ｋｕ
［１０］。本研究利用杆状病毒昆虫表达系统成功表

达了ＰＰＲＶ的Ｎ蛋白，并将此蛋白纯化后作为包被

抗原，建立了检测ＰＰＲＶ 血清抗体的间接 ＥＬＩＳＡ

检测方法。

１　材料与方法

１．１　材料

小反刍兽疫病毒疫苗株Ｎｉｇｅｒｉａ７５／１，为作者实

验室保存；ＲＮＡ提取试剂盒购自大连宝生物公司；

ＡＭＶ反转录酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡ

载体由北京市农林科学院畜牧兽医研究所刘爵老师

馈赠；Ｔ４ＤＮＡ连接酶为大连宝生物工程有限公司

产品；ＤＨ１０Ｂａｃ菌种和ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ２０００转染

试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｓｆ２１由中国科学院微生

物研究所馈赠；抗Ｈｉｓ标签的鼠源单克隆抗体、羊抗

鼠ＩｇＧＨＲＰ、兔抗山羊ＩｇＧＨＲＰ均购自中杉金桥

生物试剂有限公司；疫区临床血清样本由国家外来

动物疫病诊断中心保存；山羊口蹄疫阳性血清，山羊

痘阳性血清，９２份非疫区山羊血清均由青海省德令

哈市疾病控制中心馈赠；山羊牛瘟高免血清由中国

兽医药品监察所支海兵老师馈赠；羊包虫病阳性血

清由作者实验室保存；ＴＭＢ底物显色溶液购自北京

天根生物技术有限公司；Ｎｉ琼脂糖凝胶蛋白纯化柱

购自北京韦氏博慧色谱科技公司；竞争性ＥＬＩＳＡ试

剂盒购自法国蒙彼利埃的农学发展研究国际合作中

心（ＣＩＲＡＤＥＭＶＴ）
［１１］。

１．２　目的基因的扩增

使用 ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ ＶｉｒａｌＲＮＡ／ＤＮＡ

ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．３．０试剂盒，按照说明书从２５０

μＬＰＰＲＶ细胞培养液中提取病毒总ＲＮＡ，最后溶

于３０μＬＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ中，加入１μＬＲＮＡ酶抑制

剂（２０Ｕ），—８０ ℃冰箱中储存备用。以得到的

ＲＮＡ为模板，使用 ＡＭＶ反转录酶，４２℃３０ｍｉｎ

反转录为ｃＤＮＡ。根据ＮＣＢＩ公布的ＰＰＲＶＮｉｇｅｒｉ

ａ７５／１ 的 全 基 因 组 序 列 （ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号：

Ｘ７４４４３），设计引物扩增全长犖 基因，分别在犖 基

因的上游和下游分别引入犈犮狅ＲⅠ和犖狅狋Ⅰ酶切位

点，上下游引物分别命名为 Ｎｕｐ和 Ｎｌｐ，并由上海

生工生物工程有限公司合成，引物序列如下，Ｎｕｐ：

５′ＣＴＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＴＣＴＣＣＴＡＡＡＧ３′；Ｎｌｐ：

５′ＧＴＴＧＣＧＣＣＧＣＴＣＡＧＣＴＧＡＧＧＡＧＡＴＣＣＴＴＧＴ

３′。

ＰＣＲ程序：９５℃３ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，

７２℃１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。１％的Ａｇａｒ

ｏｓｅ凝胶电泳，紫外凝胶成像系统下观察结果。

１．３　重组供体质粒（犱狅狀狅狉狆犾犪狊犿犻犱）狆犉犪狊狋犅犪犮犎犜犃

犖的构建

　　ＰＰＲＶ犖 基因ＰＣＲ扩增片段经犈犮狅ＲⅠ和犖狅狋

Ⅰ双酶切后克隆至ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡ载体中。获得重

组供体质粒ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡＮ，犈犮狅ＲⅠ和犖狅狋Ⅰ双
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酶切鉴定，并送上海生工生物技术有限公司测序。

１．４　重组穿梭质粒的构建

ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡＮ 质 粒 按 照 常 规 程 序 转 化

ＤＨ１０Ｂａｃ犈．犮狅犾犻感受态细胞之后，加入室温下的

５００μＬ不含抗生素的ＬＢ液体培养基，３７℃摇床培

养５ｈ，取１０μＬ菌液稀释至１００μＬ，涂布于ＬＢ平

板上（含５０μｇ·ｍＬ
－１卡那霉素、７μｇ·ｍＬ

－１庆大

霉素、１０μｇ·ｍＬ
－１四环素、１００μｇ·ｍＬ

－１ Ｂｌｕｏ

ｇａｌ、４０μｇ·ｍＬ
－１ＩＰＴＧ），３７℃倒置平板培养４８ｈ，

挑白色菌落重新划线于上述含有３种抗生素的ＬＢ

平板上，白色菌落为可能已发生重组的菌落。

１．５　重组穿梭质粒的提取及鉴定

在重新划线平板上挑取白色菌落接种于ＬＢ培

养基中（含５０μｇ·ｍＬ
－１卡那霉素、７μｇ·ｍＬ

－１庆

大霉素、１０μｇ·ｍＬ
－１四环素）。３７℃摇床培养过

夜，提取重组穿梭质粒。具体方法参见ＢａｃｔｏＢａｃ

操作手册。以此重组穿梭质粒为模板，使用引物

Ｍ１３Ｆ和 Ｍ１３Ｒ、Ｍ１３Ｆ和Ｎｌｐ进行ＰＣＲ，鉴定是否

有外源基因插入。

１．６　重组穿梭质粒转染犛犳２１细胞

将Ｓｆ２１细胞培养在３５ｍｍ细胞培养板中，得

到正确重组的穿梭质粒之后，即用脂质体法转染

Ｓｆ２１细胞，同时使用ＤＨ１０Ｂａｃ的质粒转染Ｓｆ２１作

为阴性对照，具体方法参见 ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ２０００

试剂说明。转染后２７℃培养过夜，次日换液，继续

培养７２～１２０ｈ。收集培养上清，５００ｇ离心１０

ｍｉｎ，上清为病毒原种，—７０℃保存。将此病毒原种

重新感染Ｓｆ２１细胞，３ｄ后离心收集细胞上清，即为

Ｐ２代病毒，Ｐ２代病毒滴定后４℃避光保存，可以用

来感染新的细胞。

１．７　重组病毒的犛犇犛犘犃犌犈鉴定

取适量Ｐ２代重组杆状病毒感染Ｓｆ２１细胞，使

ＭＯＩ达到１～５，将感染７２ｈ的Ｓｆ２１细胞１０００

ｒ·ｍｉｎ－１离心３ｍｉｎ，细胞沉淀用细胞裂解液重悬

（２０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＴｒｉｓＨＣｌ，２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００，ｐＨ

８．０），ＳＤＳＰＡＧＥ分析重组蛋白 ＢａｃｍｉｄＰＰＲＶＮ

的表达情况。

１．８　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定重组蛋白的抗原性

ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶转膜后，使用抗 Ｈｉｓ标签的鼠

源单克隆抗体（１∶１０００倍稀释）和ＰＰＲ阳性血清

（１∶５００倍稀释）进行鉴定，二抗分别使用羊抗鼠

ＩｇＧＨＲＰ（１∶１０００倍稀释）和兔抗山羊ＩｇＧＨＲＰ

（１∶１０００倍稀释）。

１．９　间接犈犔犐犛犃方法的建立

１．９．１　抗原ＢａｃｍｉｄＰＰＲＶＮ蛋白包被浓度及血

清稀释度的确定　　使用Ｎｉ琼脂糖凝胶蛋白纯化

柱对细胞破碎后的上清进行纯化。用方阵滴定法对

抗原和血清进行梯度稀释，根据Ｐ、Ｎ值及Ｐ／Ｎ值

的大小确定ＢａｃｍｉｄＰＰＲＶＮ蛋白的最佳包被浓度

及血清的最佳稀释度。

１．９．２　其他ＥＬＩＳＡ条件的优化　　分别对封闭

液、封闭时间、血清反应时间、酶标抗体（兔抗山羊

ＩｇＧＨＲＰ）的工作浓度、酶标抗体的作用时间及显

色底物作用时间等反应条件进行优化。

１．１０　犆狌狋狅犳犳值及阴阳性标准的确定

将６０份ＰＰＲＶ阴性山羊血清按照间接ＥＬＩＳＡ

确定的优化方法进行检测，计算出ＯＤ４５０ｎｍ的算术平

均值，计算 Ｃｕｔｏｆｆ值，确定阴阳性样本的判定标

准。

１．１１　检测方法的批内、批间重复性的评价

取３份山羊阳性血清，每一份血清设置６个重

复，在最佳反应条件下，计算检测到的 ＯＤ４５０ｎｍ的平

均值及标准差，根据变异系数来评价批内的可重复

性。分别选择３次不同时间，以及不同批次纯化的

蛋白对１份阳性血清进行检测，然后计算平均值及

标准差，根据变异系数来评价批间的可重复性。

１．１２　间接犈犔犐犛犃检测方法的特异性评价

用建立的间接ＥＬＩＳＡ方法，分别对 ＯＩＥ标准

ＰＰＲ阳性血清、山羊ＰＰＲ阴性血清、山羊ＰＰＲ阳性

血清、牛瘟山羊高免血清、山羊口蹄疫阳性血清、山

羊痘阳性血清、羊包虫病阳性血清进行检测，每个血

清样品设置３个重复，判定间接ＥＬＩＳＡ检测方法的

特异性。

１．１３　临床检测的符合率试验

用建立的间接ＥＬＩＳＡ方法和竞争性ＥＬＩＳＡ检

测试剂盒（由ＬｉｂｅａｕＧ等在１９９５年构建）对从西藏

疫区采集的３７例山羊血清和从青海省德令哈市采

集的９２例山羊血清同时进行检测，计算二者检测的

阳性率和符合率。

２　结　果

２．１　重组供体质粒狆犉犪狊狋犅犪犮犎犜犃犖的鉴定

ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡＮ 双酶切后可以在５０００和

１６００ｂｐ处看到２条带，而空的ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡ载

体只酶切得到１条带，与预期的大小相符（图１），测

序结果证实目的片段大小及阅读框序列正确，证明
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犘犘犚犞 犖 基 因 已 经 成 功 克 隆 至 载 体 ｐＦａｓｔ

ＢａｃＨＴＡ。

Ｍ．ＤＬ２０００ｐｌｕｓＤＮＡ 相 对 分 子 质 量 标 准；１．ｐＦａｓｔ

ＢａｃＨＴＡＮ；２．ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡ；３．ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡＮ经犈犮狅Ｒ

Ⅰ／犖狅狋Ⅰ双酶切；４．ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡ经犈犮狅ＲⅠ／犖狅狋Ⅰ双酶

切

Ｍ．ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００ｐｌｕｓ；１．ＰｌａｓｍｉｄｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡＮ；２．

ＰｌａｓｍｉｄｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡ；３．Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡＮｂｙ犈犮狅ＲⅠａｎｄ犖狅狋

Ⅰ；４．Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｔｒｏｌｐｌａｓｍｉｄ

ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡｂｙ犈犮狅ＲⅠａｎｄ犖狅狋Ⅰ

图１　狆犉犪狊狋犅犪犮犎犜犃犖的酶切鉴定结果

犉犻犵．１　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狆犉犪狊狋

犅犪犮犎犜犃犖犫狔犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀

２．２　重组狆犅犪犮犿犻犱犘犘犚犞犖质粒的犘犆犚鉴定

使用引物 Ｍ１３Ｆ和 Ｍ１３ＲＰＣＲ得到４０００ｂｐ

左右的条带，引物 Ｍ１３Ｆ和ＮｌｐＰＣＲ得到３０００ｂｐ

左右的条带，与理论预测值相符（图２），证明ｐＦａｓｔ

ＢａｃＨＴＡＮ与Ｂａｃｍｉｄ已发生正确重组，ｐＢａｃｍｉｄ

ＰＰＲＶＮ重组质粒构建成功。

２．３　重组病毒的犛犇犛犘犃犌犈及 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

收集重组 ｐＢａｃｍｉｄＰＰＲＶＮ 质粒转染后的

Ｓｆ２１细胞经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，转移到ＮＣ膜上进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定，检测重组蛋白对 Ｈｉｓ单克隆

抗体和ＰＰＲ血清抗体的反应性，结果显示在６０ｋｕ

处有 清 晰 的反应条带 （图 ３Ｂ，第 ２ 泳 道），而

ＤＨ１０Ｂａｃ质粒转染Ｓｆ２１得到的野生型杆状病毒并

无此反应条带（图３Ｂ，第１泳道），证明重组病毒构

建成功且能正确表达融合蛋白ＢａｃｍｉｄＰＰＲＶＮ。

２．４　间接犈犔犐犛犃抗体检测方法的优化结果

２．４．１　抗原包被浓度及血清稀释度的确定　　当

阳性血清ＯＤ４５０ｎｍ值１．０左右，阴性血清ＯＤ４５０ｎｍ值

在０．１以下，且Ｐ／Ｎ比值越高，检测方法的灵敏度

越高。因此本试验确定抗原的最佳包被浓度为１

μｇ·ｍＬ
－１，血清的最佳稀释度为１∶３００。

Ｍ．ＤＬ２０００ｐｌｕｓＤＮＡ相对分子质量标准；１．引物 Ｍ１３Ｆ和

Ｍ１３Ｒ的ＰＣＲ产物；２．引物 Ｍ１３Ｆ和Ｎｌｐ的ＰＣＲ产物

Ｍ．ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００ｐｌｕｓ；１．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｐＢａｃｍｉｄＰＰＲＶＮ ｗｉｔｈＭ１３ＦａｎｄＭ１３Ｒｐｒｉｍｅｒｓ；

２．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＢａｃｍｉｄＰＰＲＶＮ

ｗｉｔｈＭ１３ＦａｎｄＮｌｐｐｒｉｍｅｒｓ

图２　重组质粒狆犅犪犮犿犻犱犘犘犚犞犖的犘犆犚鉴定

犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狆犅犪犮犿犻犱

犘犘犚犞犖犫狔犘犆犚

Ｍ１．蛋白低相对分子质量标准；Ｍ２．蛋白高相对分子质量

标准；１．野生杆状病毒感染Ｓｆ２１细胞；２．重组病毒感染的

Ｓｆ２１细胞

Ｍ１．Ｌｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｐｒｅｓｔａｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；Ｍ２．

Ｈｉｇｈｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｐｒｅｓｔａｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．Ｓｆ２１

ｃｅｌｌｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｗｉｌｄｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ；２．Ｓｆ２１ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ

图３　重组病毒的犛犇犛犘犃犌犈（犃）以及 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋（犅）鉴定

犉犻犵．３　犛犇犛犘犃犌犈（犃）犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋（犅）犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲

狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犫犪犮狌犾狅狏犻狉狌狊
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２．４．２　其他ＥＬＩＳＡ条件的确定　　最佳封闭条件

为用含１０％的牛血清的ＰＢＳＴ３７℃封闭２ｈ；待检

血清用含１０％牛血清的ＰＢＳＴ稀释，３７℃作用３０

ｍｉｎ；兔抗山羊ＩｇＧＨＲＰ用含１０％牛血清的ＰＢＳＴ

做１∶２０００倍稀释，３７℃作用３０ｍｉｎ，ＴＭＢ底物

显色条件为３７℃反应１５ｍｉｎ。

２．５　犆狌狋狅犳犳值及阴阳性判定标准的确定

对６０份山羊阴性血清进行间接ＥＬＩＳＡ检测，

阴性血清的平均值狓
－
为０．１４４，标准差狊为０．０５５，其

置信区间上限 Ｃｕｔｏｆｆ值＝狓
－

＋３狊＝０．３０９，下限

Ｃｕｔｏｆｆ值＝狓
－

＋２狊＝０．２５４，由此根据间接ＥＬＩＳＡ

判定标准［１２］，样本 ＯＤ４５０ｎｍ值≥０．３０９时判定为阳

性，ＯＤ４５０ｎｍ值≤０．２５４时判定为阴性，介于二者之

间判定为可疑，进行重新检测，若仍小于０．３０９，则

判定为阴性。

２．６　批内及批间重复性检测结果

批内重复性试验结果见表１。统计分析结果显

示变异系数在４．５５％～８．６４％，低于１０％，表明同

一批ＢａｃｍｉｄＰＰＲＶＮ蛋白具有较好的稳定性，间

接ＥＬＩＳＡ试验批内重复性良好。

批间重复性检测结果见表２。统计分析结果显

示变异系数为８．２２％，小于１０％，表明批间重复性

良好，抗原的纯化和储存方法较合适。

表１　批内重复试验结果

犜犪犫犾犲１　犚犲狊狌犾狋狅犳犻狀狋狉狅犫犪狋犮犺犱狌狆犾犻犮犪犫犻犾犻狋狔狋犲狊狋

样品

Ｓａｍｐｌｅ

重复孔的ＯＤ４５０ｎｍ值

Ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ′ＯＤ４５０ｎｍｖａｌｕｅｓ

１ ２ ３ ４ ５ ６

ＯＤ４５０ｎｍ均值狓
－

ＯＤ４５０ｎｍｍｅａｎ

ｖａｌｕｅ狓
－

标准差

Ｓｔａｎｄａｒｄ

ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

变异系数／％

Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ

１ １．４１ １．４５ １．３９ １．４２ １．３６ １．３７ １．４０ ０．０７ ４．９３

２ １．５０ １．５６ １．５３ １．５３ １．５２ １．５９ １．５４ ０．０７ ４．５５

３ ０．８６ ０．８２ ０．８６ ０．９０ ０．９１ ０．８７ ０．８７ ０．０７ ８．６４

表２　批间重复试验结果

犜犪犫犾犲２　犚犲狊狌犾狋狅犳犻狀狋犲狉犫犪狋犮犺犱狌狆犾犻犮犪犫犻犾犻狋狔狋犲狊狋

样品

Ｓａｍｐｌｅ

ＯＤ４５０ｎｍ批次均值

ＯＤ４５０ｎｍｍｅａｎｖａｌｕｅｓｏｆｂａｔｃｈｅｓ

１ ２ ３ ４

ＯＤ４５０ｎｍ均值狓
－

ＯＤ４５０ｎｍｍｅａｎ

Ｖａｌｕｅ狓
－

标准差

Ｓｔａｎｄａｒｄ

ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

变异系数／％

Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ

１ １．４１ １．５３ １．３９ １．５２ １．４６ ０．１２ ８．２２

２．７　间接犈犔犐犛犃特异性试验

间接ＥＬＩＳＡ检测结果显示，山羊口蹄疫阳性血

清、山羊痘阳性血清和羊包虫阳性血清都为阴性，表

明ＢａｃｍｉｄＰＰＲＶＮ 蛋白与这３种血清无交叉反

应。ＯＩＥ标准ＰＰＲ阳性血清、山羊ＰＰＲ阳性血清

和山羊牛瘟高免血清检测为阳性（图４）。证明此间

接ＥＬＩＳＡ 方法能检测出山羊 ＰＰＲＶ 和牛瘟病毒

（ＲＰＶ）的血清抗体。

２．８　临床检测的符合率试验

对来自西藏疫区的３７份山羊血清和青海省德

令哈市的９２份山羊血清用建立的间接ＥＬＩＳＡ方法

和竞争ＥＬＩＳＡ试剂盒进行平行检测，间接ＥＬＩＳＡ

检测出的阳性样品占２８份，阳性率为２１．７％，比竞

图４　间接犈犔犐犛犃的特异性试验

犉犻犵．４　犜犺犲犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狅犳犻狀犱犻狉犲犮狋犈犔犐犛犃

争性ＥＬＩＳＡ高。以竞争ＥＬＩＳＡ检测出的阳性和阴

性作为真实的阳性和阴性，则间接ＥＬＩＳＡ的敏感性

为１００％，特异性为９６．２％，间接 ＥＬＩＳＡ 和竞争

ＥＬＩＳＡ检测结果的符合率为９６．９％（表３）。

１５１１
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表３　间接犈犔犐犛犃与竞争犈犔犐犛犃试剂盒检测结果比较

犜犪犫犾犲３　犆狅犿狆犪狉犪狋犻狏犲狋犲狊狋狅犳犻狀犱犻狉犲犮狋犈犔犐犛犃犪狀犱犮犈犔犐犛犃

检测方法 阳性结果 阴性结果 阳性率／％ 符合率／％

Ｄｅｔｅｃｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ／Ｔｏｔａｌ Ｎｅｇａｔｉｖｅ／Ｔｏｔａｌ Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ Ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｔｒａｔｅ

间接ＥＬＩＳＡ

竞争ＥＬＩＳＡ

２８／１２９

２４／１２９

１０１／１２９

１０５／１２９

２１．７

１８．６
９６．９

３　讨　论

控制小反刍兽疫的最有效方法就是及时的预防

免疫，现在常以Ｖｅｒｏ细胞培养的Ｎｉｇｅｒｉａ７５／１弱化

毒株接种动物使之产生保护性抗体以抵御野生型病

毒的攻击［１３１４］。本研究利用杆状病毒昆虫表达系

统成功表达了小反刍兽疫病毒的Ｎ蛋白，为构建重

组的基因工程疫苗的研制奠定了基础。Ｎ蛋白是

ＰＰＲＶ中含量最丰富和免疫原性最强的病毒蛋白。

其主要作用是保护病毒免受核糖核酸酶Ⅰ（ＲＮａｓｅ

Ⅰ）的降解，并与ＲＮＡ结合参与病毒的转录和翻译

过程。Ｎ蛋白的抗原性稳定，在病毒感染的动物血

清中针对Ｎ蛋白的抗体占主导地位，但是此类抗体

不具有中和病毒的作用［１４１５］。ＰＰＲＶ和ＲＰＶ同属

于麻疹病毒属（犕狅狉犫狅犾犾犻狏犻狉狌狊）成员，都能感染小反

刍兽类，ＰＰＲＶ与ＲＰＶ的犖 基因核苷酸有６５．８％

的同源性，且二者含有共同的抗原表位，所以针对

ＰＰＲＶ的阳性血清极易与ＲＰＶ的阳性血清产生交

叉反应。人们曾经使用牛瘟疫苗来预防ＰＰＲ，但是

因为它能产生针对牛瘟病毒的抗体，从而影响牛瘟

的血清监测和全球牛瘟消灭计划而被禁止。用抗

ＰＰＲＶＮ蛋白特异性表位的单抗可以区别ＲＰＶ和

ＰＰＲＶ，从而进行鉴别诊断
［１６１７］，作者实验室也在探

索制备针对ＰＰＲＶＮ蛋白的单克隆抗体，从中筛选

得到针对ＰＰＲＶＮ蛋白特异性表位的单抗细胞株，

用于与牛瘟以及麻疹病毒属其他成员的鉴别诊断。

由于人类已经在全球范围内彻底根除了牛瘟，因此

使用本研究中构建的重组ＢａｃｍｉｄＰＰＲＶＮ蛋白做

间接 ＥＬＩＳＡ 的包被抗原，可以较好地诊断出抗

ＰＰＲＶＮ蛋白的血清抗体，使得ＰＰＲＶ的诊断和防

治更为方便［１８］。

杆状病毒的基因组为单一闭合环状双链ＤＮＡ

分子，为８０～１６０ｋｂ，其基因组可在昆虫细胞核内

复制和转录。ＤＮＡ复制后组装在杆状病毒的核衣

壳内，后者具有较大的柔韧性，可以容纳较大片段的

外源ＤＮＡ插入，因此是表达大片段ＤＮＡ的理想载

体［１９２０］。重组杆状病毒感染昆虫细胞后，在昆虫细

胞内可以对外源蛋白进行许多真核细胞的转录后加

工，包括糖基化、磷酸化、酰基化、正确的信号肽切

割、蛋白水解以及适当的折叠作用，而且还可将重组

蛋白聚集定位于天然蛋白的同一细胞器上，进行适

当的寡聚化装配，因此也是表达有生物活性的可溶

性蛋白质的理想载体。本研究采用杆状病毒昆虫表

达系统表达ＰＰＲＶＮ蛋白，旨在得到更接近于天然

构象且能最大限度保存蛋白抗原表位的重组蛋白

质。

国际上检测小反刍兽疫病毒的试剂盒价格昂

贵，对于小型农场和市县级动物疾病控制中心并不

适用，本研究中作者利用真核表达的重组Ｂａｃｍｉｄ

ＰＰＲＶＮ蛋白建立的间接ＥＬＩＳＡ检测方法，成本低

廉，操作简便，对实验条件要求不高，不需要无菌条

件，且自动化程度相对较高，在大规模样品检测中有

很大优势［２１］。对３７份疫区山羊血清和９２份非疫

区山羊血清进行检测，并与ＣＩＲＡＤＥＭＶＴ提供的

竞争性ＥＬＩＳＡ试剂盒做比较，二者的符合率达到

９６．２％，且间接ＥＬＩＳＡ检测出的阳性率更高，证明

其具有更高的敏感性。

４　结　论

本研究表明使用ＢａｃｍｉｄＰＰＲＶＮ重组蛋白作

为检测抗原，具有较好的敏感性和特异性，在检测病

毒感染及免疫效果的评价中有很高的应用价值。
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