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摘 要 将口蹄疫病毒（8=Q’）的 ’^H 基因，通过 .^3X-_LT> 表达载体在大肠杆菌 GY!H（QN"）中成功表达，获得大小为 "HB9
的融合蛋白，R-@/-2D 1)(/ 检测证实表达的该蛋白具有良好的生物学活性。以纯化的融合蛋白为抗原建立了猪 8=Q’ ’^H 蛋白

间接 NYZ,< 检测方法。通过对 J$ 份田间血清样品的检测表明，该方法与 8=Q’ 液相阻断 NYZ,<（国标试剂盒）的总符合率为

&KP!#‘，表明建立的 ’^H 蛋白间接 NYZ,< 检测方法具有很好的特异性和敏感性。
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口蹄疫（8=Q）是危害世界各国畜牧业最严重的 疾病之一，其病原是口蹄疫病毒（ 8=Q’ ）。该病毒



含有 ! 种结构蛋白，分别为 "#$、"#%、"#& 和 "#!，

其中 "#$ 蛋白上不仅存在主要的抗原位点（$!$’
$()，%))’%$&），并且含有病毒受体结合区［$］。*+,"
有 - 种血清型和众多亚型 ，并且各个国家流行的优

势血清型各不相同，在亚洲主要流行 .、/、0、

.123! ! 个血清型，致病性也有强弱之分，从

而导致该病的检测和防制非常困难。传统的检测口

蹄疫血清抗体的方法主要是采用 456 细胞培养的

口蹄疫病毒为抗原的间接 789:. 方法，以及液相阻

断 789:. 方法，虽然它们的特异性和灵敏性均较高，

但在病毒生产过程中易造成病毒的扩散，且成本较

高，检测所需时间较长。基于以上原因，试验利用本

室构建表达的 "#$ 融合蛋白代替传统的病毒抗原，

建立了 具 有 较 好 重 复 性、特 异 性、灵 敏 性 的 间 接

789:. 方法，用于检测猪血清中的口蹄疫病毒抗体，

为口蹄疫血清学检测提供了一项安全而有效的新技

术。

! 材料与方法

!"! 试验材料

重组质粒 ;#<=>?5@’"#$ 由本实验室构建并保

存，大肠埃希氏菌 48%$（,7&）购于大连宝生物公司；

蛋白纯化试剂盒购自 A=B3C>D 公司；辣根过氧化物

酶标记的兔抗猪 9CE，四甲基联苯胺（@+4）为 :2CF3
公司产品；G( 孔高亲和力酶标板为 0=1H3< 产品；42=’
I3J(K) 型酶标检测仪购自上海基因公司；超声波裂

解仪（美国产）；口蹄疫抗体液相阻断 789:. 试剂盒

由中国农业科学院兰州兽医研究所马军武研究员提

供。

*+," 阴性和阳性血清、猪细小病毒阳性血清、

猪圆环病毒阳性血清、猪瘟阳性血清、猪水疱病阳性

血清均为本实验室保存。检测用血清样品采自甘

肃、宁夏、青海等地，共 K) 份，置于 L %)M保存备用。

!"# 试验方法

!"#"! "#$ 蛋白的获得与纯化：按常规方法将重组

质粒 ;#I/>?5@’"#$ 转化到 48%$（,7&）宿主菌中，并

将获得的 "#$ 蛋白用蛋白质纯化试剂盒纯化、复

性，纯化产物进行 N>1H><DOP=H 分析［%］。

!"#"# 最佳包被浓度和最佳血清稀释度的确定（方

阵滴定）：将复性后的蛋白溶液用包被液从 $ Q $) 开

始倍比稀释横向包被酶标板，$))"8R孔，每个浓度包

被 $ 列，于 &-M温育 $S 后，置 !M冰箱过夜。取出

洗涤 & 次，每次 &F2D，甩干，然后将血清以相同比例

纵向稀释 K 列做方阵滴定确定表达产物的最佳包被

浓度［&］，$))"8R孔，每 个 浓 度 包 被 $ 行，&-M 反 应

!TF2D，洗涤 & 次，甩干，加入 $ Q !) ))) 兔抗猪 9CE’
5I# $))"8R孔，&-M反应 &)F2D，经洗涤甩干后，加入

@+4 底 物 $))"8R孔，&-M 反 应 $TF2D，最 后 加 入

$))"8 % F=PR8硫酸终止反应，用酶标仪测定 !"!T)DF

值。

!"#"$ 抗原最佳包被条件的确定：以（$）&-M &S 加

!M过夜、（%）&-M %S 加 !M过夜、（&）&-M $S 加

!M过夜、（!）!M过夜，! 种不同的条件下包被的重

组蛋 白，用 猪 口 蹄 疫 阳 性 血 清 和 阴 性 血 清 进 行

789:. 测定，确定抗原的最佳包被条件。

!"#"% 酶标二抗最佳工作浓度的确定：采用方阵滴

定法，抗原从 $ Q $) 开始倍比稀释纵向包被酶标板，

兔抗猪 9CE’5I# 从 $ Q%) ))) 开始，横向 % 倍稀释，通

过检测标准阳性和标准阴性血清来确定酶标二抗的

最佳工作浓度。

!"#"& 789:. 方法初步建立：将表达产物按 $U%U%
确定的最佳包被浓度包被酶标板，$))"8R孔，于 &-M
温育 $S 后，置 !M过夜，取出后用洗涤液洗涤 & 次，

每次 &F2D，甩干，每孔加入 $))"8 封闭液，&-M封闭

$S，然后将待检血清用血清稀释液按最佳稀释倍数

稀释后加入酶标板，$))"8R孔，&-M反应 !TF2D，洗涤

三次，甩干，加入 $ Q !) ))) 兔抗猪 9CE’5I#，$))"8R
孔，&-M反应 &)F2D，经洗涤甩干后，加入 @+4 底物

$))"8R孔，&-M反应 $TF2D，最后加入 $))"8 % F=PR8
硫酸终止反应，用酶标仪测 !"!T)DF值。

!"#"’ 789:. 阴阳性临界值的确定：取试验室保存

的猪血 清（已 知 *+," 抗 体 阴 性）%) 份 进 行 间 接

789:. 检测。每份样品重复两孔，结果取其平均值，

计算样本 !"!T)DF值的平均值（#）和标准方差（:,），

根据 统 计 学 原 则，样 本 的 !"!T)DF 值 V 阴 性 样 本

!"!T)DF值的平均值（ #）W %:, 时，可以在 GGUGX的

水平上判为阳性［&］。

!"#"( 特异性试验：用 "#$’789:. 方法分别检测猪

细小病毒（##"）阳性血清、猪圆环病毒（#0"）阳性血

清、猪 瘟 病 毒（50"）阳 性 血 清、猪 水 泡 病 病 毒

（:","）阳性血清及猪 *+," 阴性血清，观察 "#$’
789:. 方法的特异性。

!"#") 敏感性试验：将阳性血清做 $ Q $)，$ Q %)，$ Q
!)，$ QK)，$ Q$()，$ Q&%)，$ Q (!)，$ Q $%K) K 个稀释度，其

余条件按最佳反应条件进行 789:.。

!"#"* 重复性试验：选取 &) 份血清，用两次包被的

酶标板，各进行 & 次重复试验，计算其变异系数。

%(G $%&’()( *+,-’./ +0 1&+2(3%’+/+45 生物工程学报 %))-，"=PU%&，A=UT



!"#"!$ 用 !"#$%&’() 检测待测血清（对比试验）：

以 #*+*+ 确定的最佳包被度和最佳血清稀释度，以

#*+*, 确定的阴阳性临界值为标准共检测了 -. 份血

清，并同国标试 剂 盒 口 蹄 疫 病 毒 液 相 阻 断（ /01203
45678 9/:;< ，&"=）%&’() 检测的结果进行了比较。

# 结果

#"! %&! 蛋白的纯化与特异性检查

对纯化的产物用 (>($")?% 分析，并用 @87A8BC$
9/:A 试验进行检验，结果如图 # 所示。在目标条带

所在位置出现一条明显的黑色印迹，没有杂带出现，

证明纯化产物具有良好的特异性，即反应原性。

#"# 最佳包被度和最佳血清稀释度的确定（方阵滴

定）

方阵滴定结果（表 #）显示：当血清的稀释倍数

为 # D+.，抗原的稀释度为 # D ,. 时，阳性血清 !",E.CF

值可以达到 #*G+-，而阴性血清的 !",E.CF 在 .*+ 以

下，阴阳性血清 !",E.CF值相差最大，因此选择 # D +.
为最佳的血清稀释倍数，抗原的最佳稀释倍数为 # D
,.。兔抗猪 ’H? 酶标抗体工作浓度为 # D,. ...。

图 # !"# 蛋白的纯化及其 @87A8BC$9/:A 试验

I0HJ # "2B0K083 4B:32;A :K !"# 4B:A80C 6C3 @87A8BC 9/:A A87A
#：4B:A80C F:/8;2/6B L80H5A F6B<8B；+：A58 42B0K083
4B:32;A :K B!"#；G：@87A8BC 9/:A A87A :K B!"# 4B:A80CJ

表 ! 方阵滴定的 !"’($)*值结果

+,-./ ! +0/ !"’($)* 12 30/34/5-1,56 7875,781)

?B:24 (8B2F 30/2A0:C
!",E.CF :K 6CA0H8C 30/2A0:C 30KK8B8CA/M

# D#. # D+. # D,. # D-. # D#N. # DG+.

# D#. #*NO# #*EG- #*,#E #*+G. .*P,. .*OP,

":70A0Q8 # D+. #*E.N #*,.O #*G+- .*P+N .*-,G .*O,+

(8B2F #D,. #*GNO #*G#P #*.G, .*-NE .*OE# .*E,O

# D-. #*.PN .*P-. .*OE+ .*NG+ .*E+. .*,+.

# D#. .*+ON .*+#. .*#N. .*#G, .*##+ .*.-,

C8H6A0Q8 # D+. .*+#G .*#ON .*#G# .*##G .*.-O .*.N+

78B2F #D,. .*#P+ .*#G, .*##O .*.PN .*.OP .*.EO

# D-. .*#+- .*#+. .*.-P .*.N- .*.E, .*.,#

#"9 抗原最佳包被条件的确定结果

从表 + 可以看出，重组 !"# 蛋白在 GOR #5 加

,R过 夜 的 包 被 条 件 下，阳 性 血 清 与 阴 性 血 清 的

!",E.CF值相差最大，说明包被效果较好，因此将此条

件确定为重组蛋白的最佳包被条件。

表 # 最佳包被条件结果

+,-./ # :/;<.7 12 70/ 31)68781) 215
31,78)= 12 5/31*-8),)7 >517/8)

S86;A0:C A0F8 （#） （+） （G） （,）

":70A0Q8 !",E.CF #*#.+ #*+#G #*+GG #*.-+

T8H6A0Q8 !",E.CF .*#N# .*#E+ .*#E- .*#,,

#"’ 酶标二抗最佳工作浓度的确定结果

用方阵滴定实验确定抗原和酶标二抗的最佳工

作浓度，选取阳性对照 !",E.CF 大于 #*.，阴、阳性对

照差异最大时，抗原和酶标二抗的稀释度为最佳工

作浓度。测定结果为抗原 # D,. 稀释，酶标二抗 # D,.
... 稀释为最佳工作浓度（结果见表 G）。

#"( %&!?@ABCD 阴阳界限的确定结果

通过对 +. 份 IU> 阴性血清进行检测（表 ,），求

得其平均值 # 为 .*+-，标准偏差 (> 为 .*.E,，确定

阴阳性临界点为 # V +(> W .*+- V + X .*.E, W .*GP。

即待测样品的 !" 值大于 .*GP 为阳性，小于或等于

.*GP 则为阴性。

GNP王光华等：猪口蹄疫病毒 !"# 结构蛋白抗体间接 %&’() 方法的建立



表 ! 酶标二抗最佳工作浓度的确定

"#$%& ! "’& $&() *+,-./0 ).)&, +1 #/).23.0 4052678
!"#$%&$’ (’)

!"#$’*"

+ ,-. ... + ,/. ... +,0. ...

123$#$4* 3*567 8*’9#$4* 3*567 123$#$4* 3*567 8*’9#$4* 3*567 123$#$4* 3*567 8*’9#$4* 3*567

+, +. :;-/< :;-:/ .;=+. .;=.: -;.-> -;++= .;-?< .;->. +;.+: .;<0< .;+.- .;.<=

+ , -. :;+:. :;+?- .;/0/ .;/>+ +;0-: +;?0- .;-+. .;-./ .;0?= .;0>. .;.0< .;.</

+ , /. -;=++ -;/:? .;-?: .;-=+ +;/?+ +;/<: .;+:+ .;+-0 .;??/ .;?.> .;.?/ .;.0+

+ , 0. +;<<= +;<>. .;+0< .;+<: +;+:0 +;+-/ .;+.- .;++- .;=-+ .;=/: .;.>: .;.?.

+ ,+>. +;:/> +;:?= .;+:- .;+-? .;0=> .;?<> .;.<. .;.0= .;//- .;:<- .;.=< .;.>+

表 9 :; 份 <=>? 阴性血清 ?8@2AB4CD 检测结果

"#$%& 9 "’& E&)&F).+/ ,&(G%)( +1 :; /&0#).H&
(&,GI G(./0 ?8@2AB4CD

82@ !"/=."7 82@ !"/=."7

+
-
:
/
=
>
?
0
<
+.

.;->=

.;://

.;:+=

.;-/=

.;:/.

.;:?.

.;-0<

.;-?/

.;:=/

.;-/+

++
+-
+:
+/
+=
+>
+?
+0
+<
-.

.;-:>

.;-.+

.;-0>

.;-:/

.;->/

.;->=

.;-.+

.;-.<

.;:=0

.;-<0

:JK 特异性试验

采用 确 立 的 AB(C! 条 件，以 重 组 蛋 白 包 被

AB(C! 反应板，用猪细小病毒、猪圆环病毒、猪瘟、猪

水疱病阳性血清进行 AB(C! 交叉试验，以及 DEF 阳

性血清、阴性血清各一份做对照。结果均为阴性，表

明建立的以重组 G1+ 蛋白为抗原检测 DEFG 抗体的

AB(C! 方法特异性较好，结果见表 =。

表 L 特异性试验结果

"#$%& L "’& ,&(G%)( +1 ./)&,F,+(( )&()

(#*7
123$#$4* 3*567

2H 11G
123$#$4* 3*567

2H 1IG
123$#$4* 3*567

2H JIG
123$#$4* 3*567

2H CGFG

!"/=."7 .;+<: .;+>< .;+>/ .;-+>

:JM 敏感性试验

G1+ 重组蛋白按最佳包被浓度进行包被，将猪

口蹄疫阳性血清做 + ,+.，+ , -.，+ , /.，+ , 0.，+ , +>.，+ ,
:-.，+ ,>/.，+ , + -0.，0 个稀释度，其余条件按最适反

应条件进行 AB(C! 试验。结果当阳性血清稀释到 +
,+>. 时，通过 AB(C! 显色后靠肉眼观察颜色变化难

以判断阴性、阳性结果，但酶标仪仍然可以检出，+ ,
:-. 稀释的阳性血清检测结果低于阴性值，结果见

表 >。

表 K 敏感性试验结果

"#$%& K "’& ,&(G%)( +1 (&/(.).H.)N )&()

(#*7
KL* M$N6#$2" 2H &23$#$4* 3*567

+：+. +：-. +：/. +：0. +：+>. +：:-. +：>/.

123$#$4*
!"/=."7

+;>>/ +;--. .;0<0 .;>-0 .;:<? .;-0- .;+=/

8*’9#$4*
!"/=."7

.;+<. .;+=: .;+++ .;.0. .;.?. .;.=/ .;./?

:JO 重复性试验结果

取 :. 份血清，用两批包被的酶标板各重复检测

: 次，计算标准偏差。结果重复试验中变异系数最

大为 ?;0-O，最小为 +;/<O，:. 份血清变异系数都

较小，具有较好的重复性。

:JP 对比试验结果

应用 DEFG 液相阻断 AB(C! 和本法对血清样品

检测，检测结果如表 ? 所示。G1+%AB(C! 的阳性检

出率为 -?;=O，阴性检出率为 ?-;=O，以 B1P%AB(C!
的检测结果为参照，将 G1+%AB(C! 试验检出结果与

其相一致（同一样品经两种方法检测均为阴性或阳

性）的样品数除以检测样品总数，即得检测符合率。

G1+%AB(C! 试验与液相阻断 AB(C! 的检测符合率为

<>;-=O。此结果说明，本研究建立的方法在检测结

果上与液相阻断 AB(C! 试剂盒尚有一定出入，在试

验的特异性上差异不大，但在敏感性方面需做进一

步调整。

表 M 对比试验结果

"#$%& M "’& ,&(G%)( +1 F+),#() )&()
F*#*Q#$2"
7*#L2M

123$#$4*
F*#*Q#$2"
59#*RO

8*’9#$4*
F*#*Q#$2"
59#*RO

B1P%AB(C! -. -=;. >. ?=;.
G1+%AB(C! -: -0;?= =? ?+;-=

! 讨论

本试验选择 &1ST*UJK%G1+ 融合蛋白替代病毒

颗粒作为包被抗原，建立了检测口蹄疫疫苗免疫和
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病毒感染动物血清中抗 !"# 结构蛋白抗体的间接

$%&’( 方法。在利用大肠杆菌表达系统表达 !"# 蛋

白时，虽然量较大，但表达产物以包涵体形式存在，

因此，采用了透析的方法复性，帮助蛋白质形成正确

折叠。

在如何利用重组蛋白上，由于本试验中重组蛋

白主要用于抗体水平的检测，因此，其与抗猪 )*+!
血清的反应能力好坏就成为其是否具有应用前景的

主要依据。在 ,-./-01 234/ 中，该重组蛋白表现了很

好的反应原性。

目前，已经建立的利用原核表达蛋白检测口蹄

疫病毒抗体的 $%&’( 方法主要有：检测非结构蛋白

5(6、5(67 抗体的间接 $%&’(、阻断 $%&’(，另外还

有合成肽间接 $%&’(［8 9 :］。不管用什么方法，判定标

准的确定是关键环节。对于间接 $%&’( 一般有两种

方法来确定判定标准，一种是用测定样本的原始

!" 值和标准差来确定临界值［#;］；另一种是计算待

测样品相对于阳性对照的比值［##］，通过测定大量样

本效价的频次分布来确定临界值和可疑区间，有些

方法则不设可疑区间。本研究中在确定阴阳性判定

标准时，采用了测定样本的原始 !" 值和标准差的

方法。

特异性强和敏感性高是 $%&’( 检测方法的最大

优点，微量的样品就能引起高效的抗原抗体反应，因

此，准确选择抗原的包被浓度和血清样品的稀释度

是 $%&’( 试验成功的重要环节之一。在研究此检测

方法时，我们先以口蹄疫灭活疫苗免疫豚鼠的阳性

血清做了敏感性试验，结果比较理想，进而应用于猪

血清检测，通过方阵滴定确定了抗原的包被浓度和

血清最佳稀释度。在确定封闭液时发现，牛血清白

蛋白浓度增加对封闭效果没有明显的作用，而加入

<=的脱脂奶粉后阴性背景值明显降低，这说明对于

不同抗原抗体检测系统，封闭液成分必须进行选择。

此外，利用大肠杆菌表达的 !"# 蛋白作为包被抗原

检测田间猪血清时，存在宿主蛋白干扰的问题［#>，#5］，

即猪血清中存在的大肠杆菌抗体有可能与表达蛋白

中残存的宿主蛋白发生非特异性反应，因此在建立

本 $%&’( 方法的过程中，使用了多种阻断剂，如脱脂

奶 粉、大 肠 杆 菌 裂 解 液 等 来 消 除 非 特 异 性 反

应［#8 9 #?］。

目前，针对 )*+! 的检测方法主要是间接血凝

和全病毒的 $%&’( 方法，然而这两种方法都是建立

在全病毒的基础上的，存在着一定的安全隐患［#@］。

本研究中用基因工程方法得到的抗原建立了 !"#A

$%&’( 方法，对 )*+! 灭活苗免疫的猪血清和感染

)*+!的猪血清都可检测，不仅不存在安全隐患的

问题，而且具有很好的特异性，因此，用纯化的 !"#
蛋白作为诊断抗原建立的 $%&’( 方法，为 )*+! 的

检测提供了一个很好的方法，对 )*+ 的防制有着重

要意义，今后将进一步利用该法检测牛、羊血清，确

定合适的阳性和阴性参考值，进而应用于田间样品

的检测。
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