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［摘　 要］ 　 为研制特异性敏感性较好的猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）抗体检测方法，更好地

实现 ＰＲＲＳＶ 的流行病学监测和诊断，将 ＰＲＲＳＶ ＧＤｒ１８０ 毒株 Ｎ 蛋白基因序列克隆到 ｐＥＴ３２ａ（＋）载

体中，在大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）细胞内实现了高效表达，表达形式为可溶性表达，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 证

明表达产物与 ＰＲＲＳＶ ＧＤｒ１８０ 株阳性血清具有很好的反应原性和特异性。 将大肠杆菌表达的 Ｎ 蛋

白经过超声、离心、过柱纯化后，作为间接 ＥＬＩＳＡ 包被抗原检测血清中的 ＰＲＲＳＶ 抗体，通过对各参

数和试剂的优化建立了能检测 ＰＲＲＳＶ 血清抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法；对方法的特异性和重复性

以及与同类成品试剂盒间的应用效果对比进行了试验。 结果表明，研究建立的 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法

可用于检测猪血清中 ＰＲＲＳＶ 抗体、监测猪繁殖与呼吸综合征的流行情况和评价相关疫苗的免疫效果。
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ｔｈｅ Ｎ－ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ＧＤｒ１８０ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｐＥＴ３２ａ（ ＋） ｖｅｃｔｏｒ， ａｎｄ ｉｔ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （ ＤＥ３） ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍ ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
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ｃｏａｔｉｎｇ ａｎｔｉｇｅｎ ｏｆ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ＰＲＲＳＶ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ． Ｂｙ ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｎｄ

ｒｅａｇｅｎｔｓ， ａｎ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ＰＲＲＳＶ ｓｅｒｕｍ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ

ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｆｉｎｉｓｈｅｄ ｋｉｔｓ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ．

Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＥＬＩＳＡ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ

ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｐｉｇ ｓｅｒｕｍ， ｍｏｎｉｔｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ

ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅｓ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ；ＰＲＲＳＶ；ＥＬＩＳＡ

　 　 猪繁殖与呼吸综合征病毒（ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ

ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ， ＰＲＲＳＶ）是单股正链

不分节段的 ＲＮＡ 病毒，属于动脉炎病毒科、动脉炎

病毒属；即是作为全球猪业疾病的猪繁殖和呼吸综

合征（ＰＲＲＳ）的病原［１］。 ＰＲＲＳＶ 于 １９８７ 年在美国

爆发随后相继在其 他 国 家 蔓 延［２－３］； ２００６ 年，

ＰＲＲＳＶ 在中国爆发。 ＰＲＲＳＶ 目前分为欧洲型（基

因Ⅰ型）和美洲型（基因Ⅱ型）两个血清型，中国主

要流行的是美洲型 ＰＲＲＳＶ （ ＮＡ － ＰＲＲＳＶ） ［４－５］。

ＰＲＲＳＶ 基因组全长 １５ ｋｂ 左右，至少由 ＯＲＦ１ａ、

ＯＲＦ１ｂ、ＯＲＦ２ａ、ＯＲＦ２ｂ、ＯＲＦ３ ～ ＯＲＦ７ 等 ９ 个开放

阅读框（ＯＲＦ）组成，其中 ＯＲＦ７ 编码 ＧＰ７ 蛋白（又

名 Ｎ 蛋白） ［６－８］。 Ｎ 蛋白含量较高，占 ＰＲＲＳＶ 病毒

蛋白达 ２０％ ～ ４０％［９］；Ｎ 蛋白具有较强的免疫原

性，在感染后的早期阶段就可刺激机体产生持续期

比较长的特异性抗体，这对 ＰＲＲＳＶ 的早期诊断具

有重要意义［１０－１２］。

ＥＬＩＳＡ 方法具有成本低、安全、特异性和灵敏

度较高、方便在基层推广应用的优点，临床检测

ＰＲＲＳＶ 抗体一般都是采用 ＥＬＩＳＡ 方法［１３］。 目前

国内普遍采用国外的 ＥＬＩＳＡ 试剂盒进行 ＰＲＲＳＶ 抗

体的检测，但价格昂贵，大大提高了 ＰＲＲＳＶ 的流行

病学监测和诊断成本，不利于推广。 本试验以表达

纯化的 ＰＲＲＳＶ－Ｎ 蛋白为包被抗原，优化 ＥＬＩＳＡ 检

测方法的各种条件建立了检测 ＰＲＲＳＶ 抗体的间接

ＥＬＩＳＡ 检测方法，通过进一步优化工艺，期望能开

发出特异性、敏感性、稳定性均较好的猪呼吸与繁

殖综合征抗体检测间接 ＥＬＩＳＡ 试剂 盒， 降 低

ＰＲＲＳＶ 的监测和诊断成本。

１　 材　 料

ＰＲＲＳＶ－ＧＤｒ１８０、伪狂犬病毒（ＰＲＶ）、猪瘟病

毒（ ＣＳＦＶ）、猪肺炎支原体 （ＭＨＰ）、口蹄疫病毒

（ＦＭＤ）、猪细小病毒 （ ＰＰＶ）、猪乙型脑炎病毒

（ＪＥＶ）、猪圆环病毒 ２ 型病毒（ＰＣＶ２）标准阳性血

清，ＰＲＲＳＶ－ＧＤｒ１８０ 标准阴性血清，由广东永顺生

物制药股份有限公司中心实验室提供；ＨＲＰ 酶标羊

抗猪二抗购自 ａｂｃａｍ 公司；酶标板购自广州洁特生

物过滤股份有限公司；显色底物购自康为世纪生物

科技有限公司。

２　 方　 法

２．１　 重组蛋白基因质粒的构建

２．１．１　 Ｎ 基因片段的 ｐｃｒ 扩增 　 从 ＧｅｎＢａｎｋ 上下

载 ＰＲＲＳＶ ＧＤ 株（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＥＵ８２５７２４）的

基因组序列，设计一对引物并加上 ＢａｍＨⅠ限制性

酶切位点和 ＨｉｎｄⅢ限制性酶切位点，送上海生工合

成引物后，以 ＰＲＲＳＶ 病毒 ＣＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ

扩增，１％琼脂糖凝胶电泳观察目的片段并回收保存。

２．１．２　 ｐＥＴ３２ａ－ＰＲＲＳＶ－Ｎ 重组载体的构建与鉴定

利用 ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ分别对 ｐＥＴ３２ａ（ ＋）载体和

回收的 Ｎ 基因片段进行双酶切，将酶切回收产物

ｐＥＴ３２ａ（＋）载体和 Ｎ 基因片段用 Ｔ４ 连接酶连接后

转化 ＤＨ５α 大肠杆菌感受态细胞，然后将细胞涂在

氨苄霉素抗性的 ＬＡ 平板上，３７ ℃过夜培养，从平

板上挑取单菌落并过夜培养，提取质粒进行双酶切

鉴定，再把 ｐＥＴ３２ａ－ＰＲＲＳＶ－Ｎ 重组质粒转进 ＢＬ２１

（ＤＥ３）大肠杆菌感受态细胞，然后按同上的方式培

养以及鉴定，并将阳性重组质粒送往上海生工生物

技术有限公司进行测序。
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２．２　 重组蛋白的表达及纯化

２．２．１　 重组 Ｎ 蛋白表达及 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定　 取阳

性重组质粒的表达菌 ３７ ℃振荡培养至 ＯＤ６００为 ０．６

左右时，加入终浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 于 ３７ ℃诱

导 ５ ｈ，１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心收菌，超声破碎，然后离心

收集上清裂解液和沉淀，通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳分

析，确定重组蛋白是可溶性表达还是包涵体表达。

２．２．２　 重组蛋白的 Ｎｉ－ＮＴＡ 树脂纯化 　 重组蛋白

大量表达后，利用 ＨＩＳ 蛋白纯化试剂盒进行纯化，

并用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳鉴定纯化的效果，用 ＢＣＡ 试

剂盒测定纯化后的蛋白浓度。

２．３　 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析　 纯化的重组 Ｎ

蛋白，ｐＥＴ３２ａ 空载体诱导表达菌经过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

电泳，再转印至聚偏二氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅ，

ＰＶＤＦ）膜上，１％ ＢＳＡ ３７ ℃ 封闭 １ ｈ，ＰＢＳＴ 洗膜

３ 次，加 ｐｒｒｓｖ－ＧＤｒ１８０ 阳性猪血清（１ ∶ ２００ 稀释）

于 ３７ ℃孵育 １ ｈ，洗膜 ３ 次，再加 ＨＲＰ 标记的羊抗

猪 ＩｇＧ（１ ∶ １００００ 稀释）于室温孵育 １ ｈ，ＰＢＳＴ 洗膜

３ 次后用 ＨＲＰ－ＤＡＢ 底物显色试剂避光显色 １０ ｍｉｎ，

观察结果。

２．４　 ＥＬＩＳＡ 反应条件的优化

２．４．１　 通用的 ＥＬＩＳＡ 程序　 以抗原包被液稀释抗

原，１００ μＬ ／孔 ４ ℃包被过夜；ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次，加入

封闭液 ２００ μＬ ／孔，３７ ℃封闭 １ ｈ，ＰＢＳＴ 洗板 ４ 次，

拍干。 加入稀释的一抗血清 １００ μＬ ／孔，３７ ℃反应

１ ｈ，用 ＰＢＳＴ 洗板 ４ 次；加入稀释的酶标抗体

１００ μＬ ／孔，３７ ℃作用 １ ｈ，取出后用 ＰＢＳＴ 洗液洗

板 ５ 次；加入 ＴＭＢ 显色液 １００ μＬ ／孔，室温避光反

应 １５ ｍｉｎ；加入终止液 ５０ μＬ ／孔；酶标仪 ４５０ ｎｍ 处

读取各孔读数。

２．４．２　 抗原最适包被浓度和待检血清最佳稀释浓

度的确定　 采用方阵滴定法，用包被液将纯化后的

Ｎ 蛋白梯度稀释成 ８．０、４．０、２．０、１．０ 和 ０．５ μｇ ／ ｍＬ，

９６ 孔板上每个梯度包被 ２ 列孔；横向使用 ＰＢＳ 将

ＰＲＲＳＶ ＧＤｒ１８０ 株阴阳性血清作 １ ∶ ５０、１ ∶ １００、

１ ∶ ２００、１ ∶ ４００ 稀释，使用酶标抗体在建议工作浓

度下进行 ＥＬＩＳＡ 测定，选择阳性血清 ＯＤ４５０ｍｍ值在

１．０ 左右，且阳性 ＯＤ４５０ｍｍ值 ／阴性 ＯＤ４５０ｍｍ值（Ｐ ／ Ｎ）

比值最大时的抗原包被浓度和抗体稀释度为最佳

工作浓度。

２．４．３　 包被方式的优化　 将确定的最适抗原浓度

分别以 ４ ℃过夜、３７ ℃作用 １ ｈ 后 ４ ℃过夜、３７ ℃

作用 ２ ｈ 后 ４ ℃过夜和 ３７ ℃作用 ２ ｈ 这 ４ 种包被

条件进行包被，然后进行 ＥＬＩＳＡ 测定，以 Ｐ ／ Ｎ 最大

者确定为最佳包被方式。

２．４．４　 封闭液的选择　 用 ＢＳＡ 和脱脂奶粉分别按

１％、２％、５％三种浓度作为封闭液按照优化的试验

条件进行 ＥＬＩＳＡ 测定，以 Ｐ ／ Ｎ 最大者确定为最佳

封闭液。

２．４．５　 抗原抗体最佳作用时间的确定　 阴阳性血清

在 ３７ ℃分别按 １５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、４５ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、７５ ｍｉｎ、

９０ ｍｉｎ 进行 ＥＬＩＳＡ 测定，以 Ｐ ／ Ｎ 最大者确定为一

抗最佳反应时间。

２．４．６　 酶标抗体最佳作用时间确定　 酶标抗体在

３７ ℃按 １５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、４５ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、７５ｍｉｎ、９０ ｍｉｎ

进行 ＥＬＩＳＡ 测定，以 Ｐ ／ Ｎ 最大者确定为酶标抗体

最佳反应时间。

２．４．７　 酶标抗体工作浓度优化　 酶标抗体分别做

１ ∶ ２５００、１ ∶ ５０００、１ ∶ １００００、１ ∶ １５０００、１ ∶ ２００００、

１ ∶ ２５０００和 １ ∶ ３００００ ７ 个稀释度进行 ＥＬＩＳＡ 测定，

以 Ｐ ／ Ｎ 最大者确定为酶标抗体工作液最佳反应时间。

２．４．７　 ＴＭＢ 底物反应时间的确定　 加入 ＴＭＢ 底物

后，分别避光反应 ５ ｍｉｎ、１０ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ、２０ ｍｉｎ、

２５ ｍｉｎ和 ３０ ｍｉｎ 进行 ＥＬＩＳＡ 测定，以 Ｐ ／ Ｎ 值最大

者判定 ＴＭＢ 底物最佳反应时间。

２．５　 临界值的确定　 用建立的 ＥＬＩＳＡ 检测方法检

测 ５２ 份已判定为 ＰＲＲＳＶ 抗体阴性的猪血清

（ＩＤＥＸＸ 试剂盒检测确定），根据阴性血清样品

ＯＤ４５０值计算其 ＳＰ 值的平均值（ｘ）和标准差（ ｓ），以
统计学原理确定 ＥＬＩＳＡ 阴阳性临界值。 为了减少

误差采用 Ｓ ／ Ｐ 值：Ｓ ／ Ｐ ＝（样品测定孔 ＯＤ４５０值－阴性

对照孔平均 ＯＤ４５０值） ／ （阳性对照孔平均 ＯＤ４５０值－

阴性对照孔平均 ＯＤ４５０值），根据统计学原理，确定

阴阳性临界值，ＣＰ ＝ ｘ＋３ｓ；ＣＮ＝ ｘ＋２ｓ，当待测样品的

·９１·
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ＳＰ 值≥ＣＰ 时为阳性，＜ＣＮ 时为阴性，介于两者之

间为可疑。
２．６　 特异性检测 　 利用优化后的条件，对猪伪狂

犬病 毒 （ ＰＲＶ）、 猪 瘟 病 毒 （ ＣＳＦＶ）、 猪 支 原 体

（ＭＨＰ）、口蹄疫病毒（ＦＭＤ）、猪细小病毒（ＰＰＶ）、
猪流行性乙型脑炎（ＪＥ）等对进行检测，判定上述血

清是否会与试剂盒的抗原起交叉反应。
２．７　 批内重复试验　 用同一批次的 ＰＲＲＳＶ Ｎ 蛋白

包被酶标板，对 １６ 份血清进行检测，分别在第 １、３、７
天进行测定，每份血清做 ３ 个重复，结果取平均值。
２．８　 批间重复试验　 使用 ３ 批蛋白抗原分别包被

ＥＬＩＳＡ 板，对 １６ 份血清进行检测，每份血清做 ３ 个

重复，结果取平均值；计算标准差和变异系数，分析

其批间重复性。
２．９　 与同种其他试剂盒之间的比较　 利用建立的

ＥＬＩＳＡ 方法对临床送检的 １９６ 份猪血清进行检测，
同时用商品化 ＩＤＥＸＸ ＰＲＲＳＶ 抗体检测试剂盒做平

行检测，对两种方法的结果进行比较。
３　 结　 果

３．１　 重组蛋白基因质粒的构建　 通过 ＲＴ－ＰＣＲ 成

功扩增到 Ｎ 蛋白的基因片段，大小为 ３７２ ｂｐ，见图 １。
重组阳性质粒 ＰＣＲ 鉴定，双酶切均鉴定为阳性，通过

比对测序结果，确定重组蛋白基因质粒构建成功。

Ｍ：蛋白分子质量标准 １：Ｎ 蛋白的基因片段

图 １　 Ｎ 蛋白的基因片段凝胶电泳分析

Ｆｉｇ １　 Ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

３．２　 重组蛋白的表达及纯化 　 对表达产物进行

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定分析后，确认重组蛋白是以可溶性

蛋白方式存在的，通过 Ｎｉ－ＮＴＡ 树脂纯化后，ＳＤＳ－

ＰＡＧＥ 鉴定分析后，确认纯化效果良好，并用 ＢＣＡ
法测定纯化后蛋白浓度，约为 ０．２５ ｍｇ ／ ｍＬ。
３．３　 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 　 重组蛋白在

ＰＶＤＦ 膜上，与 ＰＲＲＳＶ ＧＤ 株高免阳性血清进行反

应，显色后 ＰＶＤＦ 膜上可见到明显的目的条带

（图 ２），表明重组蛋白跟 ＰＲＲＳＶ 阳性血清能发生

特异性反应，有良好的反应原性，可作为包被抗原

进行下一步方法的建立。

Ｍ：蛋白分子质量标准；１：ｐｅｔ３２ａ 空载体；２：ｐｅｔ－３２ａ－Ｎ 重组蛋白

图 ２　 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

Ｆｉｇ ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

３．４　 ＥＬＩＳＡ 反应条件的优化

３．４．１　 抗原最适包被浓度和待检血清最佳稀释浓度

的确定　 由表 １ 可知，当抗原包被浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ，
血清以 １ ∶ ５０ 稀释时，阳性 ＯＤ 值在 １．０ 左右，且
Ｐ ／ Ｎ 值较大。
３．４．２　 包被方式的优化　 由表 ２ 可知，采取 ３７ ℃
２ ｈ＋４ ℃过夜包被时，阳性 ＯＤ 值接近 １．０ 左右，Ｐ ／ Ｎ
值最大，从而确定此为最佳包被方式。
３．４．３　 封闭液的选择　 由表 ３ 可知，采用 ２％脱脂奶

粉作为封闭液时，Ｐ ／ Ｎ 值最大，故此为最佳封闭液。
３．４．４　 抗原抗体最佳作用时间确定　 当血清反应条

件为 ３７ ℃ ６０ ｍｉｎ 时，Ｐ ／ Ｎ 值最大，此时条件为最佳。

·０２·
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表 １　 抗原包被浓度和血清稀释倍数的优化结果

Ｔａｂ １　 Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ ｃｏａｔｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ

血清稀释度 检测项
不同抗原包被浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１）测定结果

０．５ １ ２ ４ ８

１ ∶ ５０

Ｐ ０．６２８ １．０５６ １．６７２ ２．３３６ ２．６４２

Ｎ ０．１９７ ０．２６８ ０．４５８ ０．７５７ １．１９２

Ｐ ／ Ｎ ３．１８９ ３．９４０ ３．６５１ ３．０８６ ２．２１６

１ ∶ １００

Ｐ ０．４９２ ０．７３０ １．１４６ １．９８３ ２．５３３

Ｎ ０．１６４ ０．２２３ ０．４０２ ０．６３３ １．０６６

Ｐ ／ Ｎ ３．００ ３．２７４ ２．８５１ ３．１３３ ２．３７６

１ ∶ ２００

Ｐ ０．３７４ ０．６４９ １．０８９ １．９３５ ２．３１６

Ｎ ０．１３９ ０．１９９ ０．３４５ ０．５７４ ０．８９４

Ｐ ／ Ｎ ２．６９１ ３．２６１ ３．１５７ ３．３７１ ２．５９１

１ ∶ ４００

Ｐ ０．３０７ ０．５８４ ０．９１５ １．７６７ ２．１６７

Ｎ ０．１３１ ０．２１６ ０．３４９ ０．５５３ ０．７９７

Ｐ ／ Ｎ ２．３４４ ２．７０４ ２．６２２ ３．１９５ ２．７１９

表 ２　 包被方式的优化结果

Ｔａｂ ２　 Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏａｔｉｎｇ ｍｏｄｅ
检测项 ４℃过夜 ３７℃ １ｈ＋４℃过夜 ３７℃ ２ ｈ＋４℃过夜 ３７℃ ２ ｈ

Ｐ ０．９５７ ０．９５１ ０．９７４ ０．７３９

Ｎ ０．１６６ ０．１６０ ０．１６２ ０．１４３

Ｐ ／ Ｎ ５．７７７ ５．９４６ ６．００２ ５．１８２

表 ３　 封闭液的优化结果

Ｔａｂ ３　 Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｌｏｓｅｄ ｌｉｑｕｉｄ

检测项
ＢＳＡ 脱脂奶粉

１％ ２％ ５％ １％ ２％ ５％

Ｐ １．５９５ １．５９８ １．６２２ １．４６８ １．７０７ １．６６２

Ｎ ０．４８４ ０．５８１ ０．４３４ ０．５０６ ０．４４２ ０．５４０

Ｐ ／ Ｎ ３．２９５ ２．７５３ ３．７４０ ２．９０１ ３．８６２ ３．０８１

表 ４　 抗原抗体作用时间的优化结果

Ｔａｂ ４　 Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ－ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
检测项 １５ ｍｉｎ ３０ ｍｉｎ ４５ ｍｉｎ ６０ ｍｉｎ ７５ ｍｉｎ ９０ ｍｉｎ

Ｐ ０．４３９ ０．６１６ ０．８５３ ０．９７３ １．０８５ １．２１９

Ｎ ０．１６６ ０．２０６ ０．２２１ ０．２２８ ０．２５７ ０．２８９

Ｐ ／ Ｎ ２．６３９ ２．９９７ ３．８６６ ４．２６１ ４．２２６ ４．２２３

·１２·
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３．４．５　 酶标抗体最佳作用时间确定　 由表 ５ 可知，
当二抗反应条件为 ３７ ℃ ９０ ｍｉｎ 时，Ｐ ／ Ｎ 值最大，
此时条件为最佳。
３．４．６　 酶标抗体工作浓度优化　 由表 ６ 可知，当稀

释度为 １５０００ 倍时，Ｐ ／ Ｎ 值最大，此时为最优。
３．４．６　 ＴＭＢ 底物反应时间的确定　 由表 ７ 可知，当
显色条件为室温下 １５ ｍｉｎ 时，Ｐ ／ Ｎ 值最大，此时条

件最佳。
３．５　 临界值的确定　 用优化的试剂盒检测 ５２ 份阴

性血清及标准阳性血清和标准阴性血清，其中测的

标准阳性血清 ＯＤ４５０ 值为 １． １５７，标准阴性血清

ＯＤ４５０值为 ０．２６９；结合表 ８ 结果，根据统计学原理确

定其临界值是：当待测样品的 ＳＰ 值≥０．１７２ 时为阳

性，ＳＰ 值＜０．０８５ 时为阴性，介于两者之间为可疑。

表 ５　 酶标二抗作用时间的优化结果

Ｔａｂ ５　 Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ－ｌａｂｅｌｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
检测项 １５ ｍｉｎ ３０ ｍｉｎ ４５ ｍｉｎ ６０ ｍｉｎ ７５ ｍｉｎ ９０ ｍｉｎ

Ｐ ０．１２１ ０．２０３ ０．３５４ ０．５００ ０．７２４ ０．９６３

Ｎ ０．０５１ ０．０６１ ０．０７５ ０．０９３ ０．１３０ ０．１５９

Ｐ ／ Ｎ ２．３５７ ３．３５２ ４．７２０ ５．３５７ ５．５８１ ６．０４４

表 ６　 酶标二抗工作浓度的优化结果

Ｔａｂ ６　 Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｌａｂｅｌｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

检测项
不同稀释倍数的测定结果

２５００ ５０００ １００００ １５０００ ２００００ ２５０００ ３００００

Ｐ ２．２７０ １．７４１ １．１６８ ０．９９９ ０．７４５ ０．６２３ ０．６０２

Ｎ ０．５４５ ０．３７２ ０．２２５ ０．１８５ ０．１４７ ０．１２８ ０．１２４

Ｐ ／ Ｎ ４．１６８ ４．６８５ ５．１９０ ５．３９２ ５．０８２ ４．８５５ ４．８６５

表 ７　 ＴＭＢ 底物反应时间的优化结果

Ｔａｂ ７　 Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＭＢ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
检测项 ５ ｍｉｎ １０ ｍｉｎ １５ ｍｉｎ ２０ ｍｉｎ ２５ ｍｉｎ ３０ ｍｉｎ

Ｐ ０．９９３ １．１０４ １．３４８ １．２９４ １．２４６ １．１８９

Ｎ ０．１３９ ０．１５０ ０．１６２ ０．１８２ ０．１９３ ０．１６７

Ｐ ／ Ｎ ７．１４１ ７．３４０ ８．３０２ ７．０９５ ６．４５４ ７．１０４

表 ８　 ５２ 份阴性血清的检测结果

Ｔａｂ ８　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ５２ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒａ
血清序号 ＯＤ 值

１－９ ０．０６８ ０．１８４ ０．３５２ ０．２１５ ０．１７５ ０．２３５ ０．２２３ ０．１４１ ０．１５０

１０－１８ ０．２０１ ０．２０５ ０．２０９ ０．２９８ ０．１４９ ０．１４３ ０．１７０ ０．１８５ ０．２１２

１９－２７ ０．１３３ ０．１４７ ０．０９７ ０．２２３ ０．１３５ ０．１６１ ０．０９０ ０．２４８ ０．１００

２８－３６ ０．２２２ ０．０６９ ０．２９９ ０．１８３ ０．３５５ ０．１５２ ０．１０８ ０．２４２ ０．１５０

３７－４５ ０．３３７ ０．１９４ ０．２６１ ０．１８０ ０．１６１ ０．３９６ ０．１０５ ０．３１９ ０．１５０

４６－５２ ０．１１３ ０．１５１ ０．２４２ ０．１４８ ０．１３９ ０．１１４ ０．３００

·２２·
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３．６ 　 特 异 性 检 测 　 ＥＬＩＳＡ 检 测 伪 狂 犬 病 毒

（ＰＲＶ）、猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）、猪肺炎支原体（ＭＨＰ）、
口蹄疫病毒（ＦＭＤ）、猪细小病毒（ＰＰＶ）、猪乙型脑

炎病毒（ＪＥＶ）、猪圆环病毒 ２ 型病毒（ＰＣＶ２）标准

阳性血清，结果各个血清的 ＳＰ 值均小于 ０． ０８５
（表 ９），表明上述血清与建立的 ＰＲＲＳＶ 抗体试剂

盒不发生交叉反应，证明建立的 ＥＬＩＳＡ 检测方法特

异性较好。
３．７　 批内重复试验 　 对于同一份血清，分别在第

１、３、７ 天检测，试验一共选取 １６ 份血清，结果见表

１０。 可以看出，每份血清检测结果的变异系数在

１．０％～８．８％之间，均小于 １０％，表明建立的 ＥＬＩＳＡ
检测方法批内稳定性较好。
３．８　 批间重复试验　 同一份血清均用 ３ 个不同批

次蛋白包被的 ＥＬＩＳＡ 板进行检测，一共选取 １６ 份

血清进行检测。 表 １１ 结果显示，其变异系数在

１．１％～９．３％之间，均小于 １０％，表明建立的 ＥＬＩＳＡ
检测方法批间稳定性较好。

表 ９　 特异性检测结果

Ｔａｂ ９　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ

检测项 ＰＲＶ ＣＳＦＶ ＭＨＰ ＦＭＤ ＰＰＶ ＪＥＶ ＰＣＶ２

ＳＰ 值 ０．０７２ ０．１４０ －０．１２５ －０．１３５ ０．０６７ －０．０７０ ０．０８２

判定结果 － － － － － － －

表 １０　 批内重复试验结果

Ｔａｂ １０　 Ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｂａｔｃｈ

血清编号 第 １ 天 第 ３ 天 第 ７ 天 平均值 标准方差 变异系数 ／ ％

１ ０．４０２ ０．３９４ ０．３９８ ０．３９８ ０．００４ １．０

２ ０．１５５ ０．１５９ ０．１６３ ０．１５９ ０．００４ ２．５

３ ０．３８６ ０．３８２ ０．３３５ ０．３６８ ０．０２８ ７．７

４ １．７９８ １．８５９ １．７４５ １．８００ ０．０５７ ３．１

５ ０．５３７ ０．６０４ ０．６１９ ０．５８７ ０．０４４ ７．４

６ ０．９２３ ０．９７８ ０．９３６ ０．９５０ ０．０３９ ４．１

７ ０．９２３ ０．９２０ ０．８８５ ０．９０９ ０．０２１ ２．３

８ ０．４６４ ０．４８９ ０．４１１ ０．４５５ ０．０４０ ８．８

９ ０．１７２ ０．１８７ ０．１８１ ０．１８０ ０．００８ ４．２

１０ ０．１３０ ０．１２３ ０．１２８ ０．１２７ ０．００４ ２．８

１１ １．８４２ １．８３３ １．７８５ １．８２０ ０．０３１ １．６

１２ ０．２１２ ０．２３６ ０．２１４ ０．２２０ ０．０１３ ６．０

１３ ０．１６１ ０．１７３ ０．１６０ ０．１６４ ０．００７ ４．３

１４ ０．１７０ ０．１８１ ０．１８８ ０．１８０ ０．００９ ５．１

１５ ０．１１５ ０．１２１ ０．１２７ ０．１２１ ０．００６ ４．９

１６ ０．１２９ ０．１４６ ０．１２７ ０．１３４ ０．０１０ ７．８

·３２·
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表 １１　 批间重复试验结果

Ｔａｂ １１　 Ｒｅｐｅａｔ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ
血清编号 第 １ 批 第 ２ 批 第 ３ 批 平均值 标准方差 变异系数 ／ ％

１ ０．４０２ ０．４２７ ０．３６２ ０．３９７ ０．０３３ ８．３

２ ０．１５５ ０．１６９ ０．１５１ ０．１５８ ０．００９ ５．８

３ ０．３８６ ０．３８６ ０．３２７ ０．３６６ ０．０３４ ９．３

４ １．７９８ １．６２８ １．５２３ １．６４９ ０．１３９ ８．４

５ ０．５３７ ０．８０５ ０．９１６ ０．８６０ ０．０７８ ９．１

６ ０．９２３ ０．９１１ ０．９８７ ０．９４０ ０．０４１ ４．４

７ ０．９２３ ０．９１１ ０．９８７ ０．９４０ ０．０４１ ６．４

８ ０．４６４ ０．４７４ ０．４９０ ０．４７６ ０．０１３ ２．８

９ ０．１７２ ０．１６３ ０．１５７ ０．１６４ ０．００８ ４．８

１０ ０．１３０ ０．１３０ ０．１３５ ０．１３１ ０．００３ ２．３

１１ １．８４２ １．８６７ １．９９０ １．８９９ ０．０７９ ４．２

１２ ０．２１２ ０．２１４ ０．２３０ ０．２１９ ０．０１０ ４．６

１３ ０．１６１ ０．１５９ ０．１４６ ０．１５５ ０．００８ ５．４

１４ ０．１７０ ０．１８９ ０．１６０ ０．１７３ ０．０１５ ８．７

１５ ０．１１５ ０．１１８ ０．１１７ ０．１１７ ０．００１ １．１

１６ ０．１２９ ０．１４５ ０．１２８ ０．１３４ ０．０１０ ７．２

３．９　 与同种其他试剂盒之间的比较　 利用本试验

建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法和 ＩＤＥＸＸ ＰＲＲＳＶ ＥＬＩＳＡ 抗

体检测试剂盒同时检测 １９６ 份血清样品，结果见表

１２。 本试验建立的间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法检测出阳

性血清 ２８ 份，阳性率为 １４．２％；用 ＩＤＥＸＸ ＰＲＲＳＶ
ＥＬＩＳＡ 试剂盒检出阳性血清 ３４ 份，阳性率为 １７．３％；
两者均检出阳性的样品为 ２２ 份，均阴性的样品 １５６
份，两者的符合率为 ９１％， 表明本实验建立的

ＥＬＩＳＡ 检测方法具有较高的准确性。

表 １２　 两种检测方法的符合率比较

Ｔａｂ １２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｔｅｓｔ ｍｅｔｈｏｄｓ

ＩＤＥＸＸ 试剂盒
Ｎ 蛋白－ＥＬＩＳＡ 检测

阳性 阴性
合计

阳性 ２２ １２ ３４

阴性 ６ １５６ １６２

合计 ２８ １６８ １９６

总符合率 ／ ％ ９１％

４　 分析与讨论

目前常通过 ＰＲＲＳＶ 血清抗体检测及时进行流

行病学监测来控制该病。 而在中和试验（ ＳＮ）、免
疫过氧化物酶单层试验 （ ＩＰＭＡ）、间接免疫荧光

（ＩＦＡ）及多种 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法中， ＥＬＩＳＡ 是最

为常用的 ＰＲＲＳ 抗体检测方法。
本研究首次以 ＰＲＲＳＶ ＧＤｒ１８０ 毒株作为模板，

顺利表达出了具有良好抗原性的 ＰＲＲＳＶ 重组 Ｎ 蛋

白。 选用 Ｎ 蛋白作为 ＥＬＩＳＡ 方法的包被抗原是因

为在 ＰＲＲＳＶ 几种蛋白中，ＰＲＲＳＶ Ｎ 蛋白在不同型

毒株中有很高的同源性，是保守性很好的蛋白，以
重组 Ｎ 蛋白作为诊断抗原建立的 ＥＬＩＳＡ 试剂盒，
其生物安全性好，不会有散毒的危险，相对生产成

本较低，方便规模化生产。 大肠杆菌表达系统具有

比较清楚的遗传背景、培养周期短、表达量高、抗污

染能力强等优点［１４］。 ＰＥＴ 系统是在大肠杆菌中表

达外源蛋白最高效、产量最高、成功率最高的表达

载体。 其是利用与启动子配套并且能高效转录特

定基因的外源 ＲＮＡ 聚合酶构建的 Ｔ７ＲＮＡ 聚合酶 ／
启动子系统，可以从各种基因生产大量的目的蛋

·４２·
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白［１５］。 另外，ｐＥＴ－３２ａ（ ＋）载体的 ＳＤ 序列下游有

ＴｒｘＡ 基因与外源插入基因相连，外源基因表达时，
表达产物融合了 ＴｒｘＡ 基因编码的硫氧还蛋白，从
而不易被大肠杆菌蛋白酶降解，有利于外源蛋白的

稳定存在。 融合蛋白含有 Ｈｉｓ 组氨酸标签结构，可
与镍亲和树脂吸附，便于后续的蛋白质纯化。 本研

究即是用 ｐｅｔ－３２ａ（ ＋）表达载体，顺利表达出了具

有良好抗原性的 ＰＲＲＳＶ 重组 Ｎ 蛋白。
用重组 Ｎ 蛋白作为包被抗原，通过优化 ＥＬＩＳＡ

检测方法的各种条件，建立了检测 ＰＲＲＳＶ 抗体的

间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法，建立的方法特异性试验检测

ＣＳＦＶ、ＪＥＶ、ＦＭＤＶ、ＰＲＶ、ＰＰＶ、ＰＣＶ２ 等多种常见猪

病病原的阳性血清均为阴性，表明建立的 ＥＬＩＳＡ 方

法特异性很好，批内与批间重复性试验的变异系数

均小于 １０％，表明建立的 ＥＬＩＳＡ 检测方法稳定性较

好。 而且同 ＩＤＥＸＸ 公司 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒进行了

对比，相对特异性高达 ９６％，两者之间符合率达到

９１％；国内也有相应的试剂盒已开发出来，但与

ＩＤＥＸＸ 试剂盒相比，主要问题是批间差异较大，稳
定性不佳，包被蛋白的纯度直接影响方法的特异

性，不同批次的包被蛋白的纯度差异是影响批间差

异的主要因素，所以优化蛋白纯化条件及确定稳定

的蛋白纯化工艺可以有效解决目前试剂盒存在的

主要问题，针对本次建立的方法，在接下来的实验

中，会在蛋白纯化，抗原保护剂，抗体稀释液等等关

键工艺上进行筛选优化，期望能使建立的方法在特

异性，稳定性方面有所提升，以开发出发稳定性更

好，灵敏性更强，检测结果更准确的 ＰＲＲＳＶ 抗体检

测试剂盒。
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腐败梭菌 α 毒素和产气荚膜梭菌 ε 毒素的
共表达及其免疫效力评价

彭国瑞，彭小兵∗，李旭妮，董令赢，蒋玉文∗
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［摘　 要］ 　 为获得腐败梭菌 α 毒素和 Ｄ 型产气荚膜梭菌 ε 毒素的共表达产物，并鉴定其致死活性

和反应原性，评价其免疫保护效力，利用 ＰＣＲ 扩增腐败梭菌 α 毒素和产气荚膜梭菌 ε 毒素基因Ｇｃｓａ
和 Ｇｃｐｅ 并克隆至 ｐＥＴＤｕｅｔ－１ 质粒，转化 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３），自诱导培养基诱导这 ２ 段基因共表达；
用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 以及小鼠毒性试验、抗毒素血清中和试验对表达产物进行鉴定；将诱

导后的大肠杆菌灭活，制成铝佐剂疫苗 １ ｍＬ ／ 只皮下注射免疫家兔 ２ 次，测定免疫血清中和抗体效

价，用 １ ＭＬＤ 的腐败梭菌毒素和 Ｄ 型产气荚膜梭菌毒素分别攻击。 结果显示，所构建的 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１
（ｐＥＴＤｕｅｔ－Ｇｃｓａ－Ｇｃｐｅ）可以同时表达 Ｇｃｓａ 和 Ｇｃｐｅ，表达产物能够与腐败梭菌和 Ｄ 型产气荚膜抗毒

素血清反应；且具有小鼠致死毒性，只有用 ２ 种抗毒素一同作用，才能将其毒性中和；制成灭活疫苗

免疫家兔，免疫血清对腐败梭菌毒素的中和抗体效价为 ２ ＭＬＤ ／ ０．１ ｍＬ，对 Ｄ 型产气荚膜梭菌毒素的

中和抗体效价≥５０ ＭＬＤ ／ ０．１ ｍＬ；用 ２ 种毒素攻击，免疫组家兔全部保护，对照组全部死亡，达到《中华

人民共和国兽药典》（２０１５ 版）效力检验标准。 结果表明，所构建的表达载体可以实现 α 毒素和 ε 毒素

的活性共表达，本研究为腐败梭菌和产气荚膜梭菌的多联基因工程灭活疫苗的研究提供了实验基础。
［关键词］ 　 腐败梭菌；产气荚膜梭菌；α 毒素；ε 毒素；共表达；免疫；疫苗
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