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要!本研究以高致病性猪繁殖与呼吸综合征病毒"
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#重组
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蛋白为包被抗原!建立了检测

)**+,

抗体的间接
./0+1

方法%通过
*2!)3*

技术!从
)**+,+34+%5

株中!成功扩增出
-+)#

的主要抗原区

域%将其克隆到
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#!成功构建原核表达载体!并转化宿主菌"
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#%以镍柱纯化表达

蛋白!
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检测证实重组蛋白获得了高效表达!
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检测表明所表达蛋白能够被抗组氨酸标签单克

隆抗体和
)**+,

阳性血清识别%以此蛋白包被酶标板!初步建立了
)**+, -+)#!./0+1

诊断方法%优化的
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的最佳抗原包被浓度为
&EF

!

G

&

H/

I&

!血清的最佳稀释度为
&J'%

%用该方法检测
&5$

份血清样

品!与
0>.KK

公司
./0+1

试剂盒检测结果符合率为
L%E5M

%建立的间接
./0+1

方法敏感性高'特异性强!可用

于猪繁殖与呼吸综合征的常规诊断及流行病学调查%

关键词!猪繁殖与呼吸综合征(

-+)#

(间接
./0+1

中图分类号!

+5$#E"$LE"

!!!!

文献标识码!

1

!!!!

文章编号!

%7""!"L"'

"

#%&%

#

%"!%F&&!%"

收稿日期!

#%&%!%&!&7

基金项目!教育部长江学者和创新团队发展计划"

0*2N$$$

#

作者简介!林
!

华"

&L5#!

#!男!四川丹棱人!博士生!主要从事动物传染病病原分子生物学及分子免疫学研究!

.!H8OD

$

;OP8Q<AOP

"R

8S::EP:HE

PB

!

2<D

$

%57$!#55$5'"

"

通讯作者!郭万柱!

.!H8OD

$

TU

G

Q:

"

&#"EP:H

)./01.

2

/345*6

7

.8994/:/;'()!<1

=

/.-:34

>

8:?8

>

4/:/;@4

>

AB

2

)13A/

>

8:45

)??(C1:DE8F8B/

7

G8:3/;1:,:D4.853*+,(-H198D/:3A8*6

7

.8998D)./384:

/0-(Q8

!

?VN@8B!USQ

"

!

W(1-?X:

!

3(.->O!;SO

!

3(.-Y8B

G

!

@1-? KO8:!

R

Q

!

KVWSO!T<B

!

@1-? YOB

!

W(V/OB

G

"

!)(1$02(+#&",)+0+

34

5&)#&'

!

-(",6$)!

3

'("60#6'$07)(8&'9(#

4

!

:$;$)"#$%&'

!

5,()$

#

-I93.153

$

2S<

6

A<;<B=<Z

6

<AOH<B=T8;

6

<A[:AH<\TO=S=S<:C

]
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#引起的病毒性传染病!以

成年母猪繁殖障碍和仔猪呼吸道疾病为主要特

征)
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世纪
5%

年代末在美国暴发以来!迅速

在全球蔓延!成为世界养猪业最重要的疾病之一)
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郭宝清等于
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年首次证实了
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在中国的

存在和流行)
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年以来!高致病性猪繁殖与呼

吸综合征病毒给我国养猪业造成了极为惨重的经济

损失)
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属动脉炎病毒科!为单股正链
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病

毒!基因组大小约为
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个开放阅读框
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编码
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种结构蛋白!
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"包
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#编码的聚合蛋白裂解产生
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是变异最大

的非结构蛋白!并具有多个
X

细胞表位!在病毒的

感染过程中能够刺激机体产生特异性抗体%

./0+1

是检测
)**+

抗体最常用的方法之一%

目前所建立的
./0+1

检测方法大多采用
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全病毒或表达的核衣壳"
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是否能作为
./0+1

诊断抗原目前尚未见有

相关报道%本研究将
<-=#

基因主要抗原表位进

行原核表达!获得重组
-+)#

融合蛋白!并将融合蛋

白纯化后!初步建立了检测
)**+,

抗体的间接
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方法%
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细胞和菌株
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和
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和蛋白质分子
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硫代半乳糖苷"
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#购自上海生工生

物工程技术服务有限公司(
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标签纯化树脂购自

北京索来宝科技有限公司(抗
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单克隆抗体和

(*)

标记羊抗猪
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G
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购自北京中山金桥生物技术

有限公司(其余试剂均为国产分析纯%
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血清检测样品的采集与处理

阴性血清采自健康猪!经
0>.KK

公司抗体检

测试剂盒及
*2!)3*

检测均为阴性(
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检测

血清 样 品 采 自 四 川 发 病 猪 场%猪 圆 环 病 毒

"
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#'猪 瘟 病 毒 "

3+̀ ,

#'猪 伪 狂 犬 病 毒
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#'细小病毒"
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#阳性血清均由笔者所在

实验室制备并保存%
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引物设计和合成

根据
)**+,

经典株
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基因已鉴定的主要

抗原表位!并参照
)**+,bK1&

株基因序列"
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登陆号为
.̀ &&#''$

#!用
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内切酶位点#!

预期扩增片段为
&#"%C
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%引物由上海英骏生物技

术有限公司合成%
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基因原核表达质粒载体的构建

参照
28a8*8*-1O;:*<8
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试剂使用说明

书提取病毒细胞培养物总
*-1

%用
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反转录试剂盒反转录合成
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%
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扩增采用
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!
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体系!

)3*

产物经胶回收后!

进行
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克隆!鉴定为阳性的转化菌!送上海英骏

生物技术有限公司测序%经测序正确后命名为
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经限制性内切酶
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双酶切!与酶切消化的
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.27#8
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#载

体连接!并转化至
>($

$

宿主菌!经
)3*

和酶切鉴

定%

#L%

!
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基因的诱导表达与表达产物的纯化

将鉴定的阳性质粒转化
*:;<==8#

"
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#菌株!

挑取单个白色菌落在
&%H//X

+

1H

6

肉汤培养基

中
7Fd

振荡培养过夜%然后按
&J&%

比例扩大振

荡培养!待
N>

值达到
%E"

左右时!加入
0)2?

"终浓

度为
%E$HH:D

&

/
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#!

7F d

诱导表达
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!

' d

7%%%A
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HOB

I&离心
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!收集菌体沉淀!以
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电泳分析蛋白表达%超声波裂解诱导
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华等$高致病性猪繁殖与呼吸综合征病毒
-+)#

主要抗原区域的原核表达及间接
./0+1

检测方法的建立

表达菌体!分离裂解液上清和沉淀!

+>+!)1?.

电

泳分析重组蛋白的表达形式%采用咪唑竞争结合法

在变性条件下以
-O!-21

亲和纯化重组蛋白!操作

方法参照产品手册!从表达产物中纯化重组蛋白%

将含有目的蛋白质的洗脱液用蛋白质透析液逐步透

析复性%经
+>+!)1?.

检测纯化重组蛋白!并用核

酸蛋白仪测定纯化的重组蛋白的浓度%

#L&

!

原核表达产物的
O8938.:IB/3

分析

将上述诱导菌液进行
+>+!)1?.

后转至硝酸

纤维素膜"
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#上!以
7M

牛血清白蛋白"

X+1

#封

闭!

2X+2

洗涤后!加入
&J&%%%

鼠源组氨酸单克

隆抗体或
)**+,

阳性血清孵育过夜!洗涤!再加入

辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠
0

G

?

孵育
&S

!洗涤

后以
>1X

为显色底物进行
@<;=<ABCD:=

分析%
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抗原包被浓度与血清稀释倍数的确定

以方阵试验检测抗原的最适工作浓度和血清最

佳稀释度%用
%E%$H:D
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I&碳酸钠
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碳酸氢钠缓冲

液"
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#进

行
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,,倍比稀释!每孔
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过夜包被酶标反应板!
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I&脱脂乳
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封闭
#S

(分别加入
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,,倍比

稀释的
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阳性血清和阴性血清!

7Fd

反应
&

S
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标记的羊抗猪
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#为二抗!
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d

作用
&S

!以
24X

为显色底物进行常规
./0+1

检

测!计算阳性血清孔的平均
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'$%BH
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#和阴性血

清孔的平均
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'$%BH

值"
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#之比"
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临界值的确定

随机挑取
)**+,

抗体阴性的血清
#%

份!以优

化的抗原包被量和血清工作浓度进
./0+1

检测!确

定
./&+1

结果判定的临界值%临界值
e
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平均
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值
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的交叉反应试验

分别将
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阳性血清和阴性血清
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稀释!利用

建立的
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方法进行检测!测定
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方法对其他相关猪病血清的交叉反应性%
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与
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比较
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方法分别检测
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公司
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检测试剂盒检测为阳性和阴性

的猪临床血清样品!测定
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与
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检测试剂盒的符合率%
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结
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果
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原核表达载体的构建
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双酶切鉴定"图
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融合蛋白的诱导表达及纯化

用
%E$HH:D

&

/

I&的
0)2?

诱导阳性重组大肠

杆菌及空质粒对照!在加入诱导剂
'S

后!经
+>+!

)1?.

电泳!表达的融合蛋白质约为
F%_Q

"图
#

#!

经
X8B\+P8B

软件分析!蛋白质的最高表达量占细

菌总蛋白的
75E#M

(表达产物经
5H:D

&

/

I&尿素变

性后!经
-O!-21

柱纯化!洗脱!

+>+!)1?.

分析表

明获得了纯度较高的重组蛋白"图
7

#%

@<;=<AB

CD:=

分析表明!表达产物能与抗
(O;

单克隆抗体和

)**+,

阳性血清特异识别"图
'

#!表明其为
(O;!

-;

6

#

融合蛋白!具有良好的抗原反应性%

!LM

!

'()!T*+,(-

检测方法的建立

经核酸蛋白仪测定!纯化蛋白浓度为
%E$'

H

G

&

H/

I&

%方阵试验表明!抗原稀释度在
&J7#%

'

抗体稀释度在
&J'%

时!

)

+

-

值最大!所以选择抗

原
&J7#%

'血清
&J'%

稀释为最佳工作浓度!此时

抗原的包被浓度约为
&EF

!

G

&

H/

I&

%

7&F
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G
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(
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图
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间接
*+,(-

方法临界值的确定

对
#%

份
)**+,

阴性血清进行间接
./0+1

!按

照已经确立的
./0+1

程序进行测定!

#%

份血清

N>

'$%BH

的平均值为
%E##5

!

9

为
%E%5"$

!

./0+1

阴

阳性临界值等于
%E'L

%因此确定$样本
N>

'$%BH

#

%E'L

!判为阳性(样本
N>

'$%BH

$

%E'L

!判为阴性%

!LN

!

'()!T*+,(-

的特异性试验

用建立的
-+)#!./0+1

方法检测
)**+,

阴性

血清'

)3,#

'

3+̀ ,

'

)*,

'

)),

阳性血清!结果均为

阴性%同时对照试剂盒与上述血清均不发生反应!

表明该方法具有良好的特异性%

!L%

!

与试剂盒的符合率试验

用建立的
./0+1

方法与
0>.KK)**+,

抗体

检试剂盒平行检测
&5$

份送检血清!与
0>.KK

试

剂盒检测的阳性符合率为
L%E#M

"

&#L

+

&'7

#!阴性

符合率为
L#ELM

"

7L

+

'#

#!总符合率为
L%E5M
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&#L

97L

#+
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表
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检测方法与对照试剂盒检测结果的比较
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期 林
!

华等$高致病性猪繁殖与呼吸综合征病毒
-+)#

主要抗原区域的原核表达及间接
./0+1

检测方法的建立

M

!

讨
!

论

自
&L5F

年首次发现
)**+,

至今!国内外已建

立了多种检测技术!主要包括抗体检测和抗原检测

两方面%抗体检测的方法主要有间接免疫荧光

"

0̀ 1

#'免疫过氧化物酶单层试验"

0)41

#'酶联免

疫吸附试验"

./0+1

#等!其中以
./0+1

应用最为广

泛%目前应用的
./0+1

试剂盒!主要分为包被全病

毒和表达蛋白
#

类%

-

蛋白具有
'

个明确的抗原表

位!免疫原性好'血清抗体维持时间长)

&%

*

!因此目前

)**+,./0+1

检测试剂盒大多选择
-

蛋白作为

包被抗原%另外
4

'

.

蛋白亦可作为诊断抗原用于

./0+1

的检测)

&&

*

%利用非结构蛋白进行
./+01

检

测!目前尚处于研究起步阶段!而
-+)#

是目前研究

的重点之一%

<9

>

#

位于
N*̀ &8

基因编码区内!长度约
#EL

_C

!是
)**+,

感染细胞后最早复制的蛋白之

一)

&#

*

!最早可于
&

周内从被感染猪血清中检出针对

-+)#

的抗体%

-+)#

是非结构蛋白中变异最大的

蛋白%

)**+,

美洲型和欧洲型毒株间
<9

>

#

基因

所推导的氨基酸序列同源性仅
7#E%M

!美洲分离株

之间
-+)#

同源性最低!约为
F%M

!有学者将其作

为划分美洲型
)**+,

不同亚型的依据及监测

)**+,

变异的理想标志)

&7!&'

*

%

<9

>

#

基因的变异

包括碱基长度的不同'缺失'置换'插入等!因而已成

为开发
)**+,

标志性疫苗的重要候选区域)

&$!&"

*

%

国内外多位学者研究发现!体外表达的
)**+,

-+)#

融合蛋白具有良好的免疫原性)

&'!&5

*

%

ND<_;!

O<TOPU

等通过噬菌体展示技术显示!

-+)#

有
"

个抗

原表位能诱导产生较高水平的抗体)

&#

*

(

><

等通过

肽扫描技术发现
-+)#

上存在
&5

个抗原表位!其中

有
&%

个表位具有较强免疫原性!而
&5

个抗原表位

中有
&7

个位于
<9

>

#

基因
'%%

-

5$%

位氨基酸区

域!其中
F

个是免疫原性较强的表位)

&5

*

%

笔者综合前人的研究结果!并参照
)**+,

bK1&

株基因序列!设计了
&

对引物!对高致病性

)**+,

变异株的主要抗原区域进行了扩增!并进

行了序列测定%通过序列比对发现所扩增序列与经

典株
1233,*!#77#

和
3(!&8

氨基酸同源性分别

为
F#M

和
5FE$M

%通过抗原表位分析发现大多数抗

原表位发生抗原漂移!与经典株差异较大%但同时也

发现其中
"

个抗原表位变异较小!其中
7

个是抗原性

较 强 的 抗 原 表 位$

'7&

)))))*,g)*a2a+,

''$

'

''&

a2a+,a+/)?-a),)

''$

'

"%"

,/+.0+>2/->0-!

)1

"#%

%

'7&

)))))*,g)*a2a+,

''$仅有
&

个氨基酸

的突变!由
''&

位赖氨酸"

a

#突变为精氨酸"

*

#%因

此笔者推测变异株
-+)#

融合蛋白对
)**+,

经典

株阳性血清仍然具有较高的识别率%为此将所扩增

的主要抗原区域克隆到
6

.2!7#8

"

9

#载体!成功构

建了原核表达载体!并转化宿主菌"

./"+0(

#

*:;<==8

#

"

>.7

#!获得了高效表达%融合蛋白采用镍柱纯化

后!作为包被抗原建立了
-+)#!./0+1

抗体检测方

法!并与
0>.KK

公司的
)**+,

检测试剂盒进行了

对比!符合率达到
L%M

!与笔者的预测相符%试验

结果表明将
-+)#

蛋白作为诊断抗原是可行的!并

且具有较高的准确性和敏感性%但所建立的
-+)#!

./0+1

方法与商用试剂盒一样!均不能有效分区分

经典株与变异株产生的抗体%但如果将变异株

-+)#

主要抗原区域与经典株抗原表位相近的抗原

表位去除后!则有望开发出能特异检测高致病性

)**+,

变异株抗体的
./0+1

方法!从而实现对疫

苗与野毒感染的区分%

$

!

结
!

论

本研究成功克隆了高致病性
)**+,+34+%5

株
<9

>

#

基因的主要抗原表位的区域!并在大肠杆

菌中高效表达!融合蛋白能够被
)**+

阳性血清所

识别%以纯化蛋白为包被抗原初步建立的
-+)#!

./0+1

抗体检测方法敏感性高'特异性强!可用于

)**+

的常规诊断及流行病学调查!为最终开发出

能鉴别诊断
)**+,

不同亚型的
./0+1

检测方法

奠定了基础%
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