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摘 要：在分析马动脉炎病毒 CD 蛋白抗原性的基础上，设计一对引物克隆 CD 蛋白一段抗原性较好的抗原域编码

基因。将克隆的基因插入 E6/+#$4 的 !"#F!和 $%&!之间构建了 CD 蛋白主要抗原域原核表达载体 E6/+CD>。将

E6/+CD> 质粒转化 GD（$>）宿主菌后，对培养和表达条件进行了优化，实现了 6HI CD 蛋白主要抗原域的高效表达。

免疫印迹试验表明获得的表达产物具有良好的反应原性。应用 F8J·G8)9 亲和层析柱纯化重组 6HI+CD> 蛋白，以纯

化的重组 CD> 蛋白作为检测抗原，初步建立了检测马动脉炎病毒抗体的 8CD>+6D,KH。结果表明，抗原的最佳包被

浓度为 2L"."@M7D，血清的最佳稀释度为 >N1%，阳性标准初步定为：待检血清 ’(!2% O %L!，且待检血清 ’(!2% M阴性血

清 ’(!2% O $。应用 8CD>+6D,KH 对马血清样品进行检测，结果 表 明 8CD>+6D,KH 与 病 毒 中 和 试 验 的 符 合 率 达 到

2!L>P，与国外同类试剂盒的符合率达到 2.<"P。

关键词：马动脉炎病毒；CD 蛋白；主要抗原域；原核表达；间接 6D,KH
中图分类号：K1.$L". 文献标识码：H 文章编号：%%%>+"$%2（$%%"）%#+%!#"+%.

马动脉炎病毒（6Q(8)* HRS*R8S8J I8R(J，6HI）为套

式病毒目（T89BU840*J）、动脉炎病毒科（HRS*R8U8R894*）

成员。>2.# 年 VB00 等［>］首次从马流产胎儿中分离

出该病毒，并命名为 G(=WR(J 株。6HI 是线性单股

正链 XTH 病毒，含有 Y 个 ZX3，编码 ! 种结构蛋白：

核衣壳蛋白 T、膜蛋白 [、大囊膜糖蛋白 CD 和小囊

膜糖蛋白 CJ。大囊膜糖蛋白 CD 含有 6HI 最主要

的中和抗原决定簇［$］，是 6HI 的主要保护性抗原，

CD 蛋白和 [ 蛋白通过二硫键形成二聚体复合物，

是病毒颗粒的主要组成单位［##。

该病毒为马病毒性动脉炎的病原，引起马的散

发性呼吸系统和繁殖系统的接触性传染病，其特征

性病变为病变器官小动脉中膜变性和坏死［!］。在

6HI 流行地区马匹一般呈隐性感染或出现比较轻

的感染症状，如果在牧场发生流行可造成妊娠母马

的高流产率。持续感染的种公马虽然没有明显的临

床症状，但 是 精 液 中 的 病 毒 可 传 播 给 雌 马，引 起

6HI 的传播［!］。该病呈世界性分布，血清学试验证

实，我国也存在此病［!］。由于目前还无法区别自然

感染产生的抗体和免疫接种产生的抗体，许多国家

为了出口的需要，禁止使用疫苗接种来控制本病。

国际兽疫局（Z,6）将马病毒性动脉炎列为 G 类

传染病。我国农业部宣布其为禁止进境的二类动物

传染病，将其作为马属动物在出入境检验检疫工作

中的法定检疫项目，检疫条款规定，凡是微量中和试

验血清 > N! 结果为阳性的马不准进出口［!］。目前国

际上检测该病方法还有：微量病毒中和试验、荧光抗

体检 测、血 凝 抑 制 试 验、6D,KH 和 荧 光 定 量 \]X
等［. & 1］。但国内到目前还没有检测 6HI 抗体 6D,KH
的研究报道，关于 6HI 分子生物学的研究也很少。

本研究克隆 6HI CD 蛋白主要抗原域编码基因并进

行原核表达，以纯化重组 CD 蛋白为检测抗原建立

检测 6HI 抗体的间接 6D,KH，从而为我国进出口马

匹的马动脉炎检疫研制出一种高效、准确的检测试

剂盒。

’ 材料和方法

’(’ 材料

’(’(’ 病毒、细胞及载体：马动脉炎病毒 G(=WR(J
株、X-+># 细胞、马动脉炎阳性血清、马动脉炎阴性

血清和马动脉炎待检血清以及马鼻肺炎阳性血清、

马鼻肺炎阴性血清、马传贫阳性血清、马传贫阴性血



清由青岛出入境检验检疫局马病检测实验室保存。

原核表达载体 !"#$%&’ 质粒和宿主菌 ()&*（+"%）由

南京农业大学传染病组保存。

!"!"# 工 具 酶 及 主 要 试 剂：,$,)- 反 转 录 酶 为

./0123’ 公司产品，!"#$ +45 聚合酶、#6 +45 连接

酶 、限制性内切酶 %#& 7!、’()!、+45 ,’/82/ 均

购自大连 #’9’:’ 公司。:45 提取试剂盒 #/;!</2#,

=>0?’@;0A :2’32A@ 购自宝灵曼公司。胶回收试剂盒购

自上海华舜生物技术公司。+,", 培养基为 B=(CD
公司产品，小牛血清为杭州四季青公司产品。7;>·
(;AE! .</;F;G’@;0A 9;@ 为 40H’32A 公司产品，羊抗马

7:.$=3B（7 I )）为 9.) 公司产品（C’@’?03 40J*6$&*$
KL），"5- 抗 体 间 接 ")=M5 检 测 试 剂 盒 =4B"N=,$
5:#":=#=M 为西班牙 =4B"45M5 公司产品。D.+（邻

苯二胺）、琼脂糖、=.#B 和 +5( 显色试剂盒购自上海

M’A30A 公司，其它试剂均为分析纯。

!"# 引物设计

参照 B2A(’A8 上登陆的 "5- (<GO/<> 的基因序

列（4C$KK&P%&），应用 +45>@’/ 软件分析 B) 蛋白的

抗原性，用 ./;12/ PJK 软件设计一对引物，目标扩增

基因为 "5- B) 蛋白的主要抗原域编码基因，对应

"5- B.P *L% Q &R6S!。在引物 .* 中加入 %#&7!
酶切位点，引物 .& 中加入 ’()!酶切位点。.*：PT$
CB#BB5#CC#5C55C#B##CCBCC5B#55$%T （%#&7!）；

.&：PT$5#5C#CB5BCBB5CC5#BCBCC#B##C$%T（’()!）。

!"$ 病毒增殖

将保存的 "5- (<GO/<> 冻融后离心取上清接种

于已长成单层的 :9$*% 细胞，吸附 *U 后用含 &V血

清的 +,", 维持液于 %WX，PV CD& 条件下培养。

6YU 后，当出现 WPV以上细胞病变（C."）时收获病

毒，Z YKX下保存备用。

!"% &’( )* 蛋白的主要抗原域编码基因的扩增

取 PKK") 病毒悬液，按 #/;!</2#, 试剂盒的操作

说明提取总 :45。提取的病毒总 :45 立即用于

:#$.C:。反转录的体系为病毒总 :45 RJ&")、P [
(<FF2/ 6")、*K110?\) E4#. &")、&P110?\) ,3C?&
KJY")、:45 酶抑制 剂 *JK") 及 下 游 引 物 .& &")。

LPX反应 *P1;A 后取出，冰浴条件下加入反转录酶

,$,)- *JK")，%WX、*U，R6X、P1;A 后结束反应，总

体系为 &K")。取 P") 反转录产物为 .C: 模板，按常

规体系进行 .C: 扩增，退火温度为 PLX，时间为

*1;A，共 %K 个循环。.C: 产物进行琼脂糖凝胶电泳

鉴定，用胶回收试剂盒回收。

!"+ 表达载体 ,&-.)*! 的构建

将回 收 的 目 的 片 段 和 !"#$%&’ 质 粒 分 别 用

%#&7!、’()!酶切，用胶回收试剂盒回收纯化的

目的产物。将目的片段和载体按 % ] * 的摩尔比用

#6 +45 连接酶进行 6X过夜连接。按文献［R］介绍

的氯化钙法制备 ()&*（+"%）感受态细胞，并按常规

方法转化连接产物。自氨苄（51!）平板上挑取单菌

落，接种于含 PK"3\1) 51! 的 )( 培养基，%WX震荡

培养 *6 Q *LU，碱裂解法提取质粒用 %#&7!和 ’()
!双酶切鉴定。将阳性质粒命名为 !"#$B)*，送大

连 #’9’:’ 公司测序。

!"/ 阳性转化菌的诱导表达和表达产物的 0123145
6783 鉴定

将阳性转化菌接种于含 PK"3\1) 51! 的 )( 培

养基 %WX震荡培养过夜。次日以 &V的量接种于 &
[ ^# 培养基（PK"3\1) 51!）震荡培养至 *+LKK 约为

KJ6 Q KJP 时分别加入 *JK、KJY、KJL、KJ6、KJ&110?\)
的 =.#B 进行诱导培养 6U，取样进行 M+M$.5B" 分

析。分别在 %KX和 %WX的培养条件下用最佳浓度

的 =.#B 进 行 诱 导 培 养 6U，取 样 进 行 M+M$.5B"
分析。

将经诱导表达的菌液处理后进行 M+M$.5B"，按

文献［R］介绍的方法进行转印及反应，一抗为抗马动

脉炎病毒阳性血清，二抗为羊抗马 =3B$7:.。显色

用 +5( 试剂。

!"9 重组蛋白质 :;2.<;5= 柱纯化

根据 40H’32A 公司的 7;>·(;AE! .</;F;G’@;0A 9;@
说明书进行，取不同时间的洗脱液进行电泳鉴定

分析。

!"> ;)*!.&*?@’ 方阵滴定和检测方法的初步建立

参照文献［*K］介绍方法进行 ;B)*$")=M5 方阵

滴定。选取某一 .\4（阳性血清 *+ 值\阴性血清

*+ 值）最大且 . 在 *JK 左右的抗原和血清稀释度，

确定抗原最佳包被浓度和抗体适宜稀释倍数。

!"A ;)*!.&*?@’ 的特异性试验

将马动脉炎阳性血清、马动脉炎阴性血清、血清

马鼻肺炎阳性血清、马鼻肺炎阴性血清、马传贫阳性

血清、马传贫阴性血清从 * ] &K 开始做倍比稀释，每

个样品设 % 个重复，按常规方法利用 ;B)*$")=M5 进

行检测，取平均值比较结果。

!"!B ;)*!.&*?@’ 与病毒中和试验比较

取病毒中和试验检测过的 RKK 份马血清样品，

应用本研究建立的 ;B)*$")=M5 进行检测，对检测结

果作比较分析。

W%6梁成珠等：马动脉炎病毒 B) 蛋白主要抗原域的表达及间接 ")=M5 的初步建立 _ \微生物学报（&KKL）6L（%）



!"!! #$%!&’%()* 与进口试剂盒比较

将 !"# 份待检马血清样品分别用进口的试剂盒

$%&’($)*+,-’,$-$. 和本研究建立的 /&0!*’0$.+ 进

行检测，对检测结果作比较分析。

表 ! ’*+ 间接 ’%()* 方阵滴定结果

-1234 ! -54 647839 :; 954 /<=/64>9 ’0$.+ ?5131<@ 9/96/A496B

+C =/3894=
-/A4（!）

D:7/9/E4 7468A =/389/:< %4C19/E4 7468A =/389/:<
F# G# "# !H# IF# HG# !F"# FGH# F# G# "# !H#

!# FJHK# !JLK! !J#LH #JHLI #JI"F #JFFG #J!M" #J#HG #J"L# #JG!I #JFK! #JFG#
F# FJM!" !JHIK #JKLK #JHG! #JI"L #JFII #J!"! #J#L #JMIK #JIM! #JFFL #J!KL
G# FJ"KH !JG"K !"!,- #JLMG #JGF #JFI! #J!L! #J#HF #JGI# #JF"" ."!,/ #J!HM
"# FJGI" !J#"I #JHLL #JMG! #JI#M #JFG! #J!HK #J#H" #JGMF #JFLG #J!"F #J!LK
!H# !JKG! #J"M# #JMMI #JM!G #JFHH #JFIM #J!L" #J#LF #J#"I #J#H! #J#LG #J#HH
IF# !JL## #JHKG #JGII #JIK! #JFIM #J!K! #J!HF #J#L! #J#LH #J#HM #J#ML #J#LF
HG# !JIG" #JM!L #JI"# #JI"G #JF#L #J!"L #J!MK #J#"" #J#"! #J#HI #J#MF #J#HK
!F"# !J#K# #JM## #JIFH #JILG #JF#F #J!"M #J!MK #J#"F #J#L! #J#ML #J#HL #J#LF

-54 ;/679 1<9/2:=B 71A?347 1==4= /< 3/<4 ! 9: " N464 =/;;464<9 =/389/:<7 :; 791<=16= ?:7/9/E4 7468A :; 4O8/<4 169/6/9/7 N5/>5 /< 954 +*P 6:N :; 954 K 9:!F 3/<4 N464
=/;;464<9 =/389/:<7 :; 791<=16= <4C19/E4 7468A :; 4O8/<4 169/6/9/7 1<= 95:74 /< 954 ’*Q 6:N :; 954 K*!F 3/<4 N17 231<R >:<96:3J

0 结果

0"! 目标扩增基因编码蛋白的抗原性分析

应用软件 P%+7916 对 ’+S &0 蛋白进行抗原性

分析，&0 蛋白 MG+1*K"+1 抗原指数较高，设计引物

扩增其编码基因，作为目标表达蛋白。

0"0 目的基因的扩增和表达载体的鉴定

提取 ’+S 总 ,%+，应用设计的引物 ,-*DT, 扩

增出大小约为 !M#2? 的片段，测序结果表明扩增片

段为目的基因，编码 ’+S &0 蛋白 MM 位 +7< 和 KL 位

&3B 的密码子 ++- 和 &&+ 分别突变为大肠杆菌偏

嗜性密码子 ++T 和 &&-。

挑取表达载体转化菌落，0U 震荡培养后提取质

粒，应用 !"#Q"和 $%&"双酶切鉴定，电泳结果表

明目的片段已成功插入表达载体。

0"- 阳性转化菌的诱导表达及优化

不同浓度的 $D-& 诱导表达产物的 .P.*D+&’
结果表明，#JF V !J#AA:3W0 的 $D-& 均可有效诱导目

标蛋白的表达，相比之下 #J"AA:3W0 $D-& 的诱导效

果最佳。表达产物的大小约为 FHRP1。不同温度条

件下的诱导表达结果（图 !*+）显示，在 I#X和 ILX
条件下目标产物的表达量没有明显的差别，光密度

扫描 分 析 表 达 产 物 占 总 菌 体 蛋 白 含 量 分 别 约 为

FHJKY和 F"J!Y，阳性菌株在两种温度条件下均可

高效表达目标产物。

0"/ 1234256 7894 结果

经 Z47946< 23:9 检测，在目标条带所处的位置

（FHRP1 左右）出现一条印迹（图 !*U），表明表达产物

图 ! （*）培养温度对表达的影响；（:）表达产物的免疫

印迹分析

[/C\! （+）$<;384<>4 :; 94A?4619864 :< 4@?6477/:<；（U）+<13B7/7 :; 954

4@?64774= ?6:=8>9 2B Z47946< 23:9 \ +：!\ ’@?6477/:< :; ’ \ (&)* 5162:6/<C

?’-*&0! /< I#X；F \ ’@?6477/:< :; ’ \ (&)* 5162:6/<C ?’-*&0! /< ILX；

I \ ’@?6477/:< :; ’ \ (&)* 5162:6/<C ?’-*IF1 /< ILX；U：!\ D’-*IF1*

U0F!；F \ D’-*&0!*U0F!\ )\ D6:94/< )16R46 \

具有良好的反应原性。试验中一抗为抗马动脉炎病

毒阳性血清，为了消除非特异性反应，先用含空载体

D’-IF1 的 U0F! 发酵菌体的超声波裂解上清处理阳

性血清，在进行 Z47946< 23:9 的反应。

0"; 重组蛋白 ’*+&$%! 的纯化

将发酵的菌体进行超声波裂解，收集包涵体，变

性液溶解后用 Q/7*2/<C 层析柱纯化。取不同时间的

洗脱样品进行鉴定，目标蛋白仍有较高的浓度，尽管

存在极少量的杂蛋白，但目标蛋白占有绝对多的含

量，表明纯化效果达到预期的目的。

0"< #$%!&’%()* 的初步建立

根据抗原抗体的某一稀释孔其 +,GK# 值为 !J#
左右，且 DW% 最大的原则确定抗原抗体的最佳稀释

度。本实验结果（表 !）表明抗原最佳稀释倍数为 ! ]
G#，抗 体 最 佳 稀 释 倍 数 为 ! ] "#。原 抗 原 浓 度 为

#JI"HACWA0，因此，最佳抗原包被浓度为KJHM#CWA0。

"IG 0$+%& T54<C*^58 -. ") \ W/(." 0*(1&2*&)&3*(" 4*5*("（F##H）GH（I）



!"# $%&’()&*+, 的特异性试验结果

利用 !"#$%&#’() 检测马动脉炎阳性血清、马动

脉炎阴性血清、马鼻肺炎阳性血清、马鼻肺炎阴性血

清、马传贫阳性血清、马传贫阴性血清。只有马动脉

炎阳性血清样品 !"*+, 值与马动脉炎阴性血清样品

!"*+,值的比值远大于 -，其余样品的 !"*+,值与马动

脉炎阴性血清样品 !"*+,值的比值均小于 -。因此，

本研究建立的 !"#$%&#’() 具有较好的特异性。

!"- $%&’()&*+, 与病毒中和试验检测样品的结果

应用 !"#$%&#’() 对病毒中和试验检测过的 +,,
份马血清样品进行了检测。结果病毒中和试验检测

为阳性的 $./ 份血清，!"#$%&#’() 结果也全为阳性

（待检血清 !"*+, 0阴性血清 !"*+, 1 -）；病毒中和试

验检测为阴性的 23- 份血清中 !"#$%&#’() 结果为阴

性的为 2-+ 份（待检血清 !"*+, 0阴性血清 !"*+, 4

-），但 有 5. 份 为 阳 性（待 检 血 清 !"*+, 0阴 性 血 清

!"*+, 1 -）。在 +,, 份马血清样品中，病毒中和试验

检测阳性率为 $56.7，!"#$%&#’() 检测为阳性的样

品有 $2$ 份，阳性率 $+7。

!"#$%&#’() 与病毒中和试验进行对比发现，在

+,, 份马血清样品中 !"#$%&#’() 与中和试验的结果

相符合的样品为 /32 份，两种方法的检测符合率为

+*6$7。

!"#$%&#’() 结 果 为 阴 性 的 2-+ 份 马 血 清 的

!"*+,的平均值为 ,6-*. 8 ,6,32。因此，初步确定

!"#$%&#’() 检测结果的阳性标准：待检血清 !"*+, 1

,6*，且待检血清 !"*+, 0阴性血清 !"*+, 1 -。

!". $%&’()&*+, 与 */%)0*1(,23)2*3*+ 比较试

验结果

分别用本研究建立的 !"#$%&#’() 和进口的检

测马病毒性动脉炎抗体 ’9"&:’;%)<=&<’=’( 试剂盒

对 $/, 份待检血清进行了检测。结果均为阳性的样

品 有 -/ 份，均 为 阴 性 的 样 品 有 $** 份，应 用

’9"&:’;%)<=&<’=’( 检测为阳性，而 !"#$%&#’() 检

测为阴性的样品有 . 份，应用 ’9"&:’;%)<=&<’=’(
检测为阴性，而 !"#$%&#’() 检测为阳性的样品有 5
份。 !"#$%&#’() 检 测 结 果 的 阳 性 率 为 $/6.7，

’9"&:’;%)<=&<’=’( 试 剂 盒 检 测 结 果 的 阳 性 率

$26-7。本 研 究 制 备 的 !"#$%&#’() 试 剂 盒 与

’9"&9)() 公司的 ’9"&:’;%)<=&<’=’( 试剂盒的检

测符合率为 +5637。

4 讨论

马病毒性动脉炎引起马的繁殖障碍和呼吸系统

疾病，并严重影响赛马的质量。近年来，随着赛马的

国际化交流日益增多，该病的传播速度和传播范围

也在不断加快和扩大，$++3 年我国从吉尔吉斯进口

的 3 匹赛马，检疫结果其中 5 匹马的血清 &)> 抗体

阳性，从新疆地区出口韩国的 $$3 匹马也检出 $ 匹

血清 &)> 抗体阳性［5］。

山东检验检疫局的马病重点实验室承担全国出

入境马属动物的检验检疫工作，马病毒性动脉炎是

重点检测项目，每年检测的血清样品在 5,, 头份左

右［5］。长期以来，对出入境马属动物的 &)> 检测只

有用中和试验（9?@ABCD!ECA!FG A?HA，9=），9= 固然准确，

但需时过长，要求条件高，因此，在实际工作中，非常

需要一种快捷有效的检测方法，这对我们检验检疫

人员提高工作效率具有重要的现实意义。

ICDCH@B!JC 等［$$］研究发现 &)> 的中和抗体表位

主要位于大囊膜蛋白 "# 上，K?LM?H 等［$-］研究发现

作为状病毒表达的 "# 蛋白可作为包被抗原来检测

&)> 抗体。国际上也规定，凡是微量中和试验血清

$N* 结果为阳性的马匹不准进出口。本研究在应用

蛋白质分析软件对 &)> "# 蛋白进行抗原性分析的

基础上，运用 <=%OP< 技术从 &)> I@QJB@H 株的基因

组中克隆了 &)> "# 蛋白主要抗原域编码基因，并

成功地在大肠杆菌中高效表达，免疫印迹试验表明

表达产物具有良好的反应原性。

在成功表达马动脉炎病毒 "# 蛋白主要抗原域

基础上，本研究以纯化蛋白作为包被抗原初步建立

了检测马病毒性动脉炎抗体的间接 &#’() 方法，确

定了最佳抗原包被浓度为 +635!M0R#，抗体最佳稀

释倍 数 为 $ N /,。阳 性 标 准 初 步 定 为：待 检 血 清

!"*+, 1 ,6*，且待检血清 !"*+, 0阴性血清 !"*+, 1 -。

应用 本 研 究 建 立 的 !"#%&#’() 与 从 西 班 牙 进 口

’9"&:’;%)<=&<’=’( 试剂盒对 $/, 份待检血清进行

了对 比 实 验，结 果 两 种 试 剂 盒 的 检 测 符 合 率 为

+5637。应用 !"#%&#’() 与病毒中和试验对 +,, 份

样 品 的 检 测 结 果 表 明，两 者 的 检 测 符 合 率 为

+*6$7，表明本研究建立的检测马 动 脉 炎 抗 体 的

!"#%&#’() 可应用于马匹个体的马动脉炎抗体检测。

在我国部分地区一些马群中存在马病毒性动脉

炎血清学阳性马匹，但尚未分离到该病毒。为了维

护我国对外贸易的信誉，防止疫病传播，避免造成更

大的损失，应加强进出口马匹的检疫。

+.*梁成珠等：马动脉炎病毒 "# 蛋白主要抗原域的表达及间接 &#’() 的初步建立 S 0微生物学报（-,,3）*3（.）
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