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要!马泰勒虫裂殖子表面抗原
%

"

>Z;!%

#是用于马梨形虫病诊断的重要靶抗原之一&为建立实用有效的间接

酶联免疫吸附试验方法!笔者根据马泰勒虫
J=!!%

基因序列设计并合成引物!将新疆株
J=!!%

全基因序列克隆

于原核表达载体
Q

3>̀!)7!%

上!构建
Q

3>̀!)7!%

%

>Z;%

重组质粒!转化至
<\0%

"

X>*

#中!经
VY73

诱导得到

>Z;!%

融合蛋白!切胶纯化后作为包被抗原建立检测马泰勒虫抗体的
E>\V:;

方法&结果显示$

$

3:7!>Z;%

蛋

白相对分子质量
2.DH

!与其理论值基本一致(

%

通过
NB,RBE-O@#R

分析证明其具有很好的特异性和反应原性(

&

以
3:7!>Z;%

蛋白作为包被抗原建立的
E>\V:;

可明显区分马泰勒虫'驽巴贝斯虫阳性血清和健康马血清(批内

和批间重复试验的最大变异系数分别为
%)'1/d

和
%%'&.d

(

6

使用建立的间接
>\V:;

与
F>\V:;

商品试剂盒分

别对新疆伊犁马场收集的
/.

份马血清样品进行检测!检出阳性率分别为
01'%d

"

0.

%

/.

#和
02'&d

"

0)

%
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#!两者

总符合率为
/2'(d

&结果表明!基于原核表达的
3:7!>Z;%

蛋白所建立的
E>\V:;

特异性'重复性好!检出率与

马泰勒虫临床分离率接近!可为新疆马泰勒虫病"特别是隐性带虫马#的检测'监控提供有效手段&
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马梨形虫病"

B

]

H$-B

Q

$E#

Q

@?,6#,$,
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>Y

#是由马

泰勒 虫 "

B,&(8&'($&

U

1(

#

)

%!0

*和%或 驽 巴 贝 斯 虫

"

E$5&0($"$5$88(

#

)

*!)

*引起的蜱传血液原虫病)

2

*

&该

病主要感染马属动物"马'骡'驴和斑马#!呈急性'亚

急性或慢性发病等&患病时动物通常呈发烧!贫血!

黄疸!肝'脾肿大!血管内溶血!可视黏膜黄染及血红

蛋白尿等表征)

.

*

!但慢性感染时临床症状不明显)

1

*

(

患病马匹即使后期治愈后也会终身带虫!作为传染

源传播给其他马属动物(该病广泛分布在热带和亚

热带地区)

(

*

!据联合国粮食和农业组织的数据显示!

0&%*

年世界范围内马匹存栏量约
%'%0

亿匹!其中

全球大约
/&d

的马属动物分布在马梨形虫病流行

地区)

/

*

&近年来!多个国家有马梨形虫病的报道!如

韩国'蒙古'委内瑞拉'突尼斯'苏丹'意大利'匈牙

利'沙特阿拉伯'墨西哥及美国德克萨斯等)

1

*

!对马

产业造成重大经济损失(在国际马术竞技比赛中马

梨形虫病作为重要的检测项目之一)

%&

*

&为保持健

康良好的国际性马产业市场!对马梨形虫病的防控

至关重要&

补体结合试验"

4W7

#是常用于检测马泰勒虫病

的方法)

%&

*

!然而因其低灵敏度和检测速率等因素对

检测造成一定的限制)

%0

*

&间接荧光抗体试验"

VW!

;7

#也可用于诊断马泰勒虫感染!但通常受到抗体

的检测范围和交叉反应性的影响(除
4W7

和
VW;7

之外!基于马泰勒虫裂殖子抗原的
>\V:;

已被用

于抗体检测)

%*

*

&近几年!通过重组抗原建立的几种

>\V:;

检测方法!已证明其诊断慢性马泰勒虫病感

染是非常有效的)

%)

*

&新疆作为马泰勒虫病的流行

疫区!其急性病例死亡率达
*&d

!制约着新疆马产

业的健康发展)

%2

*

&笔者拟构建马泰勒虫新疆株

J=!!%

基因原核表达载体及其间接
>\V:;

方法!

为马泰勒虫病的血清学诊断及地方疫区马梨形虫病

的检测'监控及综合防控提供技术支撑&

#

!

材料与方法

#H#

!

材料

马泰勒虫新疆流行虫株
7B!̂

"伊犁分离株#!

Q

3>̀ !)7!%

表达载体及马泰勒虫标准阳性'阴性血

清均由新疆农业大学动医学院寄生虫实验室提供(

待检血清样品采自于新疆伊犁地区的放牧马&

组织%全血
X5;

提取试剂盒和琼脂糖凝胶回

收试剂盒均购自德国
_V;3>5

公司(胶回收试剂盒

购自美国
8Z>3;

公司(限制性内切酶
E$;J

)

'

J"+9

)

'

7)

连接酶和
Q

ZX%(!7

载体购自宝生物工

程"大连#有限公司(大肠杆菌
XJ2

"

'

<\0%

感受态

细胞为北京全式金生物技术有限公司产品(

J9Y

标

记的兔抗马
V

S

3

'

X;<

显色试剂盒和四甲基联苯胺

"

7Z<

#购自上海生工生物有限公司(马泰勒虫

F>\V:;

检测试剂盒购自美国
9ZaX

公司(其他常

规试剂均为国产分析纯(所用水为超纯水&

#H!

!

引物设计与合成

基 于 马 泰 勒 虫 虫 株 "

3B-<?-D

登 录 号

;W0221*&

#

J=!!%

全基因序列设计的
Y49

引物$

>Z;%!Y%

"

2[!433;744;73;77744;;;74!

47!*[

#和
>Z;%!Y0

"

2[!773433443477;37;!

;;;7;3;37;3;37!*[

#!加下划线的序列分别

对应
E$;J

)

和
J"+9

)

酶切位点!基因片段大小为

(%/O

Q

&引物由上海生工公司合成&

(*1%
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期 宋瑞其等$马泰勒虫新疆株
J=!!%

基因的原核表达及间接
>\V:;

检测方法的建立

#HI

!

J!5E#

基因的扩增

使用
X5;

提取试剂盒提取马泰勒虫新疆株

"

7B!̂

#的基因组
X5;

&通过
Y49

技术对
J=!!%

全长基因"

(%/O

Q

#进行扩增"

/)i*&,

!

22i*&,

!

10i)2,

(

*&

个循环#!扩增的
Y49

产物用
%d

的

琼脂糖凝胶电泳加以确证!并用琼脂糖凝胶回收试

剂盒进行回收&

#H%

!

表达载体的构建与鉴定

将回收产物连接到
Q

ZX%(!7

载体中!并转化

至大肠杆菌
XJ2

"

感受态细胞!挑取单菌落接种至

含
%&&

,

S

+

6\

h%氨苄青霉素的
\<

液体培养基!收

集菌液进行测序&对重组质粒和
Q

3>̀ !)7!%

载体

双酶切"

E$;J

)

和
J"+9

)

#回收目的片段和空载

体!用
7)X5;@$

S

?,B

于
%.i

过夜连接!转化至大

肠杆菌
XJ2

"

感受态细胞&测序和酶切验证正确的

重组质粒
Q

3>̀ !)7!%

%

>Z;%

转化至大肠杆菌菌株

<\0%

"

X>*

#&

#H(

!

重组
*<.LPJB#

蛋白的诱导条件筛选及鉴定

在含
%&&

,

S

+

6\

h%氨苄青霉素的
\<

培养基

"

2&6\

#中小规模诱导!测定重组蛋白质的表达情

况&于
*1i0&&E

+

6$-

h%下进行诱导时间"

%

'

*

'

2

'

1

和
%0A

#和诱导剂
VY73

浓度"

&'0

'

&')

'

&'.

'

&'(

和
%'&66#@

+

\

h%

#的最佳条件筛选!通过
%0d

的

十二烷基硫酸钠/聚丙烯酰胺凝胶电泳"

:X:!

Y;3>

#分析蛋白质表达情况&

#H)

!

重组蛋白质的纯化及其反应原性测定

%'.'%

!

蛋白质的纯化
!!

根据高慎阳等)

%.

*的
=4@

染色切胶纯化法稍作改进!收集最佳诱导条件下菌

体!样品处理后进行
:X:!Y;3>

电泳!用适量的

&'026#@

+

\

h%的
=4@

溶液染色后!切下目的条带

碾碎加入
2&&

,

\Y<:

涡旋混匀!置于
h(&i

反复

冻溶
*

次后
%0&&&E

+

6$-

h%离心
06$-

取上清!用

紫外分光光度仪测定上清中蛋白质浓度!置于

h0&i

保存备用&

%'.'0

!

NB,RBE-O@#R

!!

取
%&

,

\

重组蛋白质样品

"

'

2

,

S

的蛋白质含量#进行
:X:!Y;3>

电泳后!半

干转印于
54

膜上!封闭液"

2d

脱脂奶!含
&'2d

7CBB-

的
Y<:

稀释#封闭
%A

(加马泰勒虫阳性血

清
*1i

反应
%'2A

(加二抗"

J9Y!

兔抗马
V

S

3

#

*1

i

温育
%A

&最后!向膜上滴加
X;<

显色液!避光

*1i

孵育
%&6$-

!观察结果&

#H$

!

重组
PJBL#

为包被抗原建立间接
PKT<B

%'1'%

!

抗原包被浓度和血清稀释倍数的选择
!!

采用九宫格的方法$包被质量浓度分别为
%

'

0

'

*

'

)

'

2

和
.

,

S

+

6\

h%

!血清稀释倍数分别为
%u%&&

'

%u

0&&

'

%u)&&

'

%u(&&

&

Y

%

5

值最大的一组为最佳蛋

白质浓度和血清稀释倍数&

%'1'0

!

最佳酶标二抗稀释倍数的选择
!

以确定的

包被浓度和血清稀释倍数为基础!按
%u%&&&

'

%u

0&&&

'

%u)&&&

'

%u(&&&

'

%u%&&&&

'

%u0&&&&

稀

释二抗&

Y

%

5

值最大的一组为二抗最佳稀释倍数&

%'1'*

!

最佳包被液的选择
!!

分别以碳酸盐缓冲

液"

&'&2 6#@

+

\

h%

Q

J/'.

!

4<

#'磷酸盐缓冲液

"

&'&%6#@

+

\

h%

Q

J1')

!

Y<:

#'

7E$,!J4@

缓冲液

"

&'&26#@

+

\

h%

Q

J('2

#'

5?8J

"

&'&%6#@

+

\

h%

Q

J/'.

#'生理盐水"

&'&26#@

+

\

h%

Q

J1'&

!

5:

#和

双蒸水"

"J

0

8

#作为包被液!按照优化好的最佳抗

原包被浓度进行包被!每孔
%&&

,

\

!

)i

过夜包被!

按照优化好的最佳血清稀释浓度进行检测!以
Y

%

5

值最大为判定标准!即为最佳包被液&

%'1')

!

最佳封闭液的选择
!!

分别用
&'&2d

脱脂

奶'

0'&d

脱脂奶'

2'&d

脱脂奶'

&'&2d <:;

'

0'&d

<:;

'

2'&d <:;

作为封闭液!每孔
%2&

,

\

!

*1i

封闭
%A

!按照上述优化好的条件进行检测!以
Y

%

5

值最大的一组作为最佳封闭液&

%'1'2

!

血清稀释液的选择
! !

分别以
Y<:

'

Y<:7%

"

&'&2d 7CBB-!0&

#'

Y<:70

"

&'%d 7CBB-!

0&

#'

&'%d<:;

'

2d

脱脂奶"

:Z

#和
&'&2d 7CBB-!

0&

的
:Z

"

:Z7

#作为一抗稀释液&选定最大
Y

%

5

值一组作为最佳稀释液&

%'1'.

!

血清反应时间的选择
!!

加入稀释的一抗

后!分别在
*1 i

孵育
&'2

'

%'&

'

%'2

'

0'&A

!进行

>\V:;

检测!选定
Y

%

5

值最大时为最佳反应时间&

%'1'1

!

酶标抗体反应时间的选择
!!

加入稀释的

酶标二抗后!分别在
*1i

孵育
&'2

'

%'&

'

%'2

'

0'&A

!

进行
>\V:;

检测!

Y

%

5

值最大时选为最佳反应

时间&

%'1'(

!

7Z<

底物反应时间的选择
!!

避光环境

下!加入
7Z<

底物溶液后分别于
*1i

培养箱反应

%&

'

%2

'

0&

'

026$-

!加入
2&

,

\06#@

+

\

h%

J

0

:8

)

终

止反应!

Y

%

5

值最大时选为最佳反应时间&

%'1'/

!

>\V:;

判定标准的确定
!!

用上述优化好

的
>\V:;

检测方法!对实验室保存的
*.

份马泰勒

虫病阴性血清进行检测!每份血清做
*

个重复检测!

取
*

份检测孔的平均值!计算检测样品
8X

)2&-6

的

3

Ql0

!根据统计学!当样品的
8X

)2&-6

值大于阴性样

/*1%
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!
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!

兽
!

医
!

学
!

报
)(

卷
!

品
8X

)2&-6

值的
3

Ql00

时!即可判定样品为阳性!否

则为阴性&

%'1'%&

!

敏感性试验
!!

将马泰勒虫标准阳性血清

按照
%u%&&

'

%u0&&

55

%u%0(&&

倍比稀释!其余

条件同
>\V:;

&

%'1'%%

!

特异性试验
!!

用
>\V:;

方法同时检测

马泰勒虫病'驽巴贝斯虫病阳性血清和健康马血清!

判断
>\V:;

与其他马病的病原有无交叉反应&

%'1'%0

!

批内批间重复性试验
!!

用同一批次和不

同批次纯化的蛋白质包被!分别检测
%&

份阳性血清

和
2

份阴性血清!重复试验
*

次!分别计算每个样品

的平均值'标准方差和变异系数!确定
>\V:;

同批

和不同蛋白质抗原的变异系数范围&

%'1'%*

!

符合性试验
!!

对采集的
/.

份马血清!分

别用建立的间接
>\V:;

和
F>\V:;

检测试剂盒检

测!结果以商品试剂盒的结果为标准!计算二者的符

合率&对结果不一致的样品!以试剂盒的结果为准&

符合率
j

结果相同的样品数
样品总数 e%&&d

!

!

结
!

果

!H#

!

*<.LPJB#

重组蛋白质表达质粒的构建

将新疆株
J=!!%

全基因序列克隆于原核表达

载体
Q

3>̀ !)7!%

!构建
Q

3>̀ !)7!%

%

>Z;%

重组质

粒!并酶切鉴定"图
%

#&

Z'X\0&&&X5;

相对分子质量标准(

%'

Q

3>̀!)7!%

%

>Z;%

重组质粒(

0'

Q

3>̀!)7!%

空载体(

*'

双酶切产物(

)'J=!!%

酶切后片段

Z'X\0&&&X5;6?EDBE

(

%'9BF#6O$-?-R

Q

@?,6$"

(

0'

Q

3>̀!)7!%

(

*'9B,RE$FR$TB"$

S

B,RB"EBF#6O$-?-R

Q

@?,!

6$"

(

)'7AB"$

S

B,RB"J=!!%

S

B-B

图
#

!

*<.LPJB#

重组表达质粒的酶切鉴定

S7

2

H#

!

T;1967:7C567898:19\

@

-1;7

2

1A67898:*<.LPJB#

F1C8-E79596

N

45A-7;A

!H!

!

*<.LPJB#

蛋白表达条件优化

测序和酶切验证正确的重组质粒
Q

3>̀ !)7!%

%

>Z;%

转化至大肠杆菌菌株
<\0%

"

X>*

#进行蛋白

质表达&最佳诱导条件$加入终浓度
%'&66#@

+

\

h%

VY73

在
*1i0&&E

+

6$-

h%条件下诱导
2A

获得最

佳表达(通过
%0d

的
:X:!Y;3>

分析蛋白质表达

情况!见图
0

&

Z'

蛋白质相对分子质量标准(

%

'

2'

诱导时间"

%

'

*

'

2

'

1

'

%0A

#(

.

'

%%'VY73

诱导浓度"

&

'

&'0

'

&')

'

&'.

'

&'(

'

%'&66#@

+

\

h%

#

Z'YE#RB$-6?EDBE

(

%!2'V-"HFR$#-R$6BC?,%

!

*

!

2

!

1

!

%0A

!

EB,

Q

BFR$EB@

I

(

.!%%'V-"HFR$#-F#-FB-RE?R$#-#PVY73C?,&

!

&'0

!

&')

!

&'.

!

&'(

!

%'&66#@

+

\

h%

!

EB,

Q

BFR$EB@

I

图
!

!

诱导时间及
T=.*

浓度对
*<.LPJB#

蛋白表达的影响

S7

2

H!

!

P::1C68:79;3C678967-159;T=.*C89C196F56789896>1*<.LPJB#

N

F861791Q

N

F1AA789

!HI

!

蛋白质的纯化及其反应原性分析

0'*'%

!

纯化后重组蛋白质
:X:!Y;3>

鉴定
!!

紫

外分光光度仪测定纯化后蛋白质质量浓度在
&'/

'

0'%6

S

+

6\

h%

&取
%&

,

\

处理后样品进行
:X:!

Y;3>

电泳验证!见图
*

&

0'*'0

!

NB,RBE-O@#R

!!

结果表明重组蛋白质能

够与马泰勒虫阳性血清反应!具有很好的特异性和

反应原性"图
)

#&

!H%

!

PKT<B

最佳反应条件的确定

通过对抗原包被浓度!血清'酶标二抗稀释倍

数!最佳反应时间的确定!以及包被液'封闭液'稀释

液的选择!确定如下操作程序$

$

酶标板每孔加入

&)1%



!

/

期 宋瑞其等$马泰勒虫新疆株
J=!!%

基因的原核表达及间接
>\V:;

检测方法的建立

Z'

预染蛋白质相对分子质量标准(

%

'

0'

纯化后不同浓度

的
3:7!>Z;%

蛋白

Z'YEB,R?$-B"

Q

E#RB$-6?EDBE

(

%

!

0'X$PPBEB-RF#-FB-RE?!

R$#-#P

Q

HE$P$F?R$#-#P3:7!>Z;%

Q

E#RB$-

图
I

!

纯化的重组蛋白质的
<R<L=B*P

验证结果

S7

2

HI

!

.>1<R<L=B*P5954

@

A7A8:

N

3F7:7C567898:F1C8-L

E79596

N

F86179

%&&

,

\)

,

S

+

6\

h%蛋白质!

)i

包被过夜(

%

每孔

加入
0&&

,

\Y<:7

溶液洗涤
2

次(

&

加入
%2&

,

\

&'&2d

脱脂奶
*1i

封闭
%A

!洗涤同上(

6

每孔按

%u)&&

加入血清与
2d

脱脂奶!

*1i

反应
*&6$-

!

洗涤同上(

7

每孔按
%u%&&&&

加入
J9Y

标记兔抗

马
V

S

3

与
2d

脱脂奶!

*1i

反应
*&6$-

!洗涤同上(

8

各孔加入
%&&

,

\7Z<

底物溶液!

*1i

反应
%2

6$-

(

9

每孔加入
2&

,

\06#@

+

\

h%

J

0

:8

)

(

:

在

)2&-6

处测定各孔的
8X

值&

Z'

预染蛋白质相对分子质量标准(

%'

纯化后的
3:7!

>Z;%

蛋白(

0'

阴性对照

Z'YEB,R?$-B"

Q

E#RB$-6?EDBE

(

%'YHE$P$F?R$#-#P3:7!

>Z;%

Q

E#RB$-

(

0'5B

S

?R$TBF#-RE#@

图
%

!

纯化的重组蛋白质的
Z1A61F9E486

验证结果

S7

2

H%

!

.>1Z1A61F9E4865954

@

A7A8:

N

3F7:7C567898:F1C8-L

E79596

N

F86179

!H(

!

阴阳性临界值的确定

用上述优化好的
>\V:;

检测方法!对实验室保

存的马泰勒阴性血清取
*.

份进行检测!每份血清做

*

个重复检测!取
*

份检测孔的平均值!计算检测样

品
8X

)2&-6

的平均值和标准方差!根据统计学!当样

品的
8X

)2&-6

值大于阴性样品
8X

)2&-6

值的
Q

h

c00

时!即可判定样品为阳性&临界值为
&'*2*

!大于

&'*2*

为阳性(小于
&'*2*

为阴性&见图
2

&

图
(

!

以
PJBL#

蛋白为包被抗原的
I)

份马泰勒虫阴性血清
PKT<B

检测结果

S7

2

H(

!

.>1;161C67898:I)91

2

567M1A1F3-8:A5-

N

41AE

@

FPJB#LPKT<B

!H)

!

PKT<B

方法评测情况

0'.'%

!

敏感性试验
!!

将马泰勒虫标准阳性血清

按照
%u%&&

'

%u0&&

55

%u%0(&&

倍比稀释!其余

条件同
>\V:;

&最终确定当阳性血清稀释至
%u

%.&&

时其结果仍为阳性&

0'.'0

!

特异性试验
!!

用
>\V:;

方法检测的马驽

巴贝斯虫病阳性血清和健康马血清!

8X

)2&-6

值均在

&'0

以内!判断
>\V:;

与其他马病的病原有无交叉

反应&

0'.'*

!

重复性试验
!!

对采集的
%&

份马泰勒虫阳

%)1%
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!
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!
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!

报
)(
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!

性血清和
2

份阴性血清!分别进行
*

次重复检测试

验&其中同一批
>Z;!%

蛋白抗原包被板批内变异

系数在
%')*d

'

%)'1/d

!不同批次
>Z;!%

蛋白抗

原包被板批间变异系数在
%').d

'

%%'&.d

&结果

表明
>Z;!%

蛋白的稳定性较好!具可重复性&

0'.')

!

符合性试验
!!

对采集的
/.

份马血清!分

别使用建立的
>\V:;

和
F>\V:;

试剂盒进行检测$阳

性率分别为
01'%d

"

0.

%

/.

#和
02'&d

"

0)

%

/.

#(两者

间阳性符合率为
/0'*d

!阴性符合率为
/1'0d

!总

符合率为
/2'(d

&

I

!

讨
!

论

本试验首次对新疆马泰勒虫地方流行虫株"伊

犁分离株#

J=!!%

基因进行克隆!并成功构建了重

组质粒
Q

>3>̀ !)7!%

%

>Z;%

!经优化诱导时间和

VY73

浓度后!以包涵体的形式高效表达!虽用尿素

溶液变性纯化!但洗涤后蛋白质浓度低!杂蛋白质较

多&故后期使用
=4@

染色切
:X:!Y;3>

胶进行蛋

白质回收!提高目的蛋白质的纯度和回收率(经

NB,RBE-O@#R

鉴定!重组
3:7!>Z;%

蛋白能够被马

泰勒虫阳性血清特异性识别!说明
>Z;!%

抗原能

与抗体特异性结合&

>\V:;

检测马泰勒虫抗体与其他血清学诊断

方法"

4W7

!

VW;7

#相比)

%1!%/

*

!

>\V:;

方法速度快!

对实验条件要求不高!更适用于基层实验室血清学

诊断及大规模疫病普查)

0&

*

&本研究所建立的间接

>\V:;

具有很好的特异性'敏感性和重复性!与

F>\V:;

商品试剂盒相比!两者的符合率可达
/2'(d

!

与其他学者建立的间接
>\V:;

检测符合率)

0%!0*

*的

结果相符&

%

!

结
!

论

基于马泰勒虫重组
>Z;!%

蛋白建立的间接

>\V:;

方法可以用于检测抗马泰勒虫血清抗体效

价!虽然不能代表机体的中和抗体效价!但其检测速

度快!对实验条件要求不高!安全便捷!在短时间内

可以检测大量样品!非常适于基层大批临床马血清

样品的检测!为患马泰勒虫病的马匹体内
V

S

3

抗体

水平监测与检测试剂盒的开发奠定了基础&
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