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%&’() 方法的初步建立
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摘 要：根据 C+>D/>E 公布的 F"1# 亚型禽流感病毒（GH&）血凝素（FG）基因序列设计引物，用 IJK 方法扩增 F"1#
亚型禽流感病毒 FG# 基因，将该片段定向插入到原核表达载体 L9256$/（ M ）中，构建原核表达载体 L925FG#。阳性

质粒转化宿主菌 DN$#（O96），经 HI2C 诱导，FG# 基因获得表达，重组蛋白以包涵体的形式存在。通过改变 HI2C
的浓度和诱导时间，确定了表达 FG# 基因的最佳诱导条件：HI2C 终浓度为 %P3::’(QN，诱导时间为 6R。S+TU+-> ,(’U
分析表明表达产物具有良好的免疫学活性。以纯化的表达产物作为诊断抗原建立了检测 F" 亚型 GH& 抗体的 ;FG5
9NHVG 方法。结果表明，抗原的最佳包被浓度为 !!WQ:N，血清的最佳稀释度为 # X $%%，阳性标准初步定为：!"待检血清

Y %P"，且 !"待检血清 Q!"阴性血清 Y $。
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禽流感（G[;/> H>\(.+>]/，GH）是由 G 型流感病毒

引起的一种禽类疾病综合征，严重危害畜牧业发展

和人类健康，该病以引起禽类的呼吸系统以及全身

性败血症为特征。多年来在世界上许多国家和地区

都发生过此病，造成巨大的经济损失，被国际兽疫

局确定为 G 类烈性传染病，并被列入国际生物武器

公约动物传染病名单［#］。近年来，随着血清学实验

技术的发展，有几项技术常用于禽流感的监测和诊

断，如用血凝抑制（FH）试验检测抗血凝素（FG）的

抗体，用琼脂免疫扩散（GCI）试验检测抗核蛋白的

抗体，其它还有病毒中和、补体结合、神经氨酸酶抑

制和单辐射溶血等方法。国外已对检测禽流感抗体

的 9NHVG 方法进行了不少研究［$］。我国对禽流感的

研究起步较晚，虽然已先后建立了 GCI、FH 和 K25
IJK 等检测技术，但其抗原来自于经纯化、浓缩的

完整病毒，获得该抗原存在的问题是：完整病毒不

易生产、纯化、成本较高，且存在感染性和容易散毒，

在应用中存在局限性。利用重组血凝素做抗原检测

禽流感 FG 抗体的 9NHVG 技术国内还未见报道［6］。

本试验利用基因工程的方法表达 F"1# 亚型禽流感

病毒的血凝素基因，在此基础上初步建立了检测鸡

群血清中 F" 亚型 GH& 抗体水平的间接 9NHVG 方

法，为 GH& 新型 9NHVG 抗体诊断试剂盒的研制奠定

基础。

$ 材料和方法

$*$ 材料

$*$*$ 质粒、菌株和血清：重组质粒 L^O5FG 为本

组博士生刘华雷构建，该质粒系将编码 F"1# 亚型

GH& 完整的血凝素基因克隆到 L^O#352 载体中；大

肠杆菌（#$%&’()%&)* %+,)）OF"_、DN$#（O96）、原核表达

载体 L9256$/（ M ）为本组保存；F6、F"、FA、F7 亚型

GH& 阳性血清由哈尔滨兽医研究所研制；VI* 鸡血

清 !% 份，由江苏省农业科学院提供；免疫鸡群血清

#"4 份，系用 F" 亚型禽流感病毒灭活疫苗（哈尔滨

兽医研究所研制）肌肉注射免疫 VI* 鸡两次，采血后

获得的血清；临床未免疫鸡血清 "34 份，由山东、江

苏、安徽、浙江等地养殖场提供；抗鸡 HW‘ 的二抗购

自 I-’:+W/ 公司；禽流感 F" 诊断抗原由哈尔滨兽医

研究所生产。

$*$*+ 试剂：胶回收试剂盒购自上海华舜生物技术

公司；OGD 显色试剂盒购自南京生工生物工程有限

公司；F;T·D;><# I.-;\;@/U;’> a;U 为 1’[/W+> 公 司 产

品；限制性内切酶 -*.F"、/)0<#和 2! O1G 连接



酶、!"#$ !"# 聚合酶等工具酶及 $%!&’() 载体均购

自 )*+*,* 公司；其余试剂均为分析纯。

!"# 原核表达载体的构建

引物设计参照已公布的 -."& 亚型 #/0 -# 基

因的核苷酸序列（1234*35 登录号 #6.77887），并由

)*+*,* 公司合成。为了便于基因的克隆及构建表

达载体等后续工作，在上、下游引物 .9端分别加入

%#&-!和 ’():"位点（引物中划线部分）：上游引

物 ;&：.9(1#11#)<<#)11#1#1##)#1)1<(89（ 含

%#&- ! 位 点 ）； 下 游 引 物 ;7： .9(
)###1<))11<##)1<###))<)1<#)(89（含 ’():"
位点）。

利用引物 ;&、;7，以质粒 $%!(-# 为模板，扩增

目的基因 -#&。将 ;<, 产物克隆到 $%!&’() 载体

中，酶切鉴定为阳性的克隆命名为 $%!(-#& 并送交

大连宝生物工程有限公司进行序列测定。从 $%!(
-#& 中用 %#&-!、’():"酶切获得 -#& 片段，克

隆入 $=)(87*（ > ），用 %#&-!、’():"双酶切鉴定，

阳性克隆命名为 $=)(-#&。

!"$ 重组蛋白表达最佳诱导条件的确定

将鉴 定 为 阳 性 的 $=)(-#&?4@7& 细 菌 培 养 至

*+ABB 达到 BCD E BC. 时分别用终浓度为 &CB、BC’、

BCF、BC.、BCD、BC8、BC&GGHI?@ 的 /;)1 于 8BJ下诱导

表达 8K，取出 &G@ 诱导后的细菌，&7BBBL?GM3 离心

8BN，弃上清，沉淀重悬于 &BB#@ & O P!P(;#1= 凝胶

电泳上样缓冲液中，&BBJ变性 .GM3，进行 P!P(;#1=
分析；在 &BG@ 培养物中加入 /;)1 至最佳诱导浓度，

8BJ振荡培养，取不同时间段（诱导表达 &、7、8、D、

.K）的表达产物各 &G@ 处理后进行 P!P(;#1= 分析。

!"% 表达产物的纯化

按照 -MN·4M3:! ;QLMRMS*TMH3 +MT 说明书的方法进

行操作。

!"& 表达产物 ’()*(+, -./* 分析

首先对血清进行吸附。将大肠杆菌 4@7& 在液

体 @4 中振荡培养过夜，收集菌体超声波裂解，裂解

液用来吸附鸡血清中大肠杆菌抗体。将裂解液与血

清按 &：. 混合，8FJ作用 8B E D.GM3，DJ &BBBBL?GM3
离心 &BGM3，取上清备用。

参照文献［D］介绍的方法进行 U2NT2L3 VIHT。
!"0 123456783 方阵测定和 123456783 检测方法

的初步建立

M-#(=@/P# 方阵测定参照文献［.］介绍的方法

进行。根据 M-#(=@/P# 方阵结果确定抗原、抗体的

最适稀释度，蛋白抗原每孔包被 BCD#W，待检血清、

阳性血清、阴性血清作 &：7BB 稀释，初步建立了检测

-. 亚型 #/0 抗体的间接 =@/P# 方法。

!"9 123456783 方法的特异性试验

将 -. 亚型、-8 亚型、-F 亚型、-X 亚型 #/0 阳

性血清和 P;Y 鸡血清从 &：7B 开始做倍比稀释，按常

规方法利用 M-#(=@/P# 进行检测，Z;! 显色，重复 8
次，取平均值比较结果。

!": 123456783 与 27 方法的比较试验

用 M-#(=@/P# 和 -/ 试验方法分别对 DB 份 P;Y
鸡血清、7B 份 -."& 亚型 #/0 标准阳性血清、&.A 份

免疫鸡血清、.’A 份临床未免疫血清进行检测，比较

结果。-/ 试验采用农业部标准（"6?P6&AA(7BBB）-.
亚型的禽流感 -/ 试验的方法，用配好的鸡红细胞悬

液检测待检血清中 -. 亚型禽流感的抗体。

# 结果

#"! 重组表达载体双酶切鉴定

双酶切产物电泳后，得到一大一小两个片段，其

中小片段与目的基因片段大小一致，表明重组质粒

已构建成功。

#"# 表达产物的可溶性分析

试验证明，/;)1 终浓度为 BC’GGHI?@、诱导 8K
为最佳诱导条件，P!P(;#1= 分析表明，菌体经超声

波破碎、离心后，上清中仅有少许目的条带，而沉淀

在 ..5! 处出现一条明显的特异性蛋白条带（图 &），

表明表达产物大部分以包涵体形式存在。

图 ! 表达产物的可溶性分析

YMW[& PHIQVMIMT\ *3*I\NMN HR TK2 2]$L2NN2: $LH:QST V\ P!P(;#1=

&C%M::I2 %U $LHT2M3 G*L52L；7C$=)(-#&?4@7& M3:QS2: ^MTK /;)1；

8C$=)(-#&（ NQ$2L3*T2）；DC$=)(-#&（ M3SIQNMH3 VH:\）；.C$=)(87*
（ > ）?4@7& M3:QS2: ^MTK /;)1[

#"$ ’()*(+, -./*
对未经纯化的表达产物进行 U2NT2L3 VIHT 分析，

结果与经 , [ -./( 吸附的 -. 亚型 #/0 特异性鸡抗血

清呈现阳性反应（图 7），且无非特异性条带出现，证

明表达产物抗原性较好。
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图 ! 表达产物的免疫印迹分析

!"#$% &’()*+"+ ,- ./0 01230++04 23,456. 7* 80+.03’ 7),.

9:;"44)0 ;8 23,.0"’ <(3=03；%:2>?@A&9-5+",’ 23,.0"’ (’()*+"+ 7* BCB@

D&E>；F:2>?@A&9-5+",’ 23,.0"’ (’()*+"+ 7* 80+.03’ 7),. $

!"# $%&’()*+& 方阵滴定结果

将抗原稀释成 G:H!#I!J，从 9：9H 开始倍比稀释

后包被酶标板；阴、阳性血清从 9：9H 开始倍比稀释，

按 >JKB& 程序进行方阵滴定。将抗原稀释度定为

9：9%LH M 9：%NGH，血清稀释度定为 9：%HH（数据未显

示），阳 性 标 准 初 步 定 为：!"待检血清 O H:N，且

!"待检血清 I!"阴性血清 O %:H。为以后试验方便，因此将

抗原的最适包被浓度定为 P:H!#I<J、血清最适稀释

度为 9 Q%HH。

!", $%&’()*+& 特异性试验结果

利用 "A&@>JKB& 检测 AF、AN、AR、AS 亚型禽流

感病毒标准阳性血清，结果显示该方法能够明显区

分禽流感病毒血清亚型。AN 亚型禽流感病毒的阳

性血清与 BD! 鸡血清的 !" 值之比远大于 %，而其余

F 个亚型的阳性血清与 BD! 鸡血清的 !" 值之比小

于 %。

表 - $%&’ ()*+& 与 %* 方法的比较试验结果

?(7)0 9 ?/0 6,<2(3(."T0 40.06.",’ ,- +035< +(<2)0+ 7* "A&@>JKB& (’4 AK

B035< +(<2)0 B(<2)0 ’5<703 "A&@>JKB& AK

BD! 6/"6=0’ +035< PH H! H

ANU9 +57.*20 &KV 2,+"."T0 +035< %N %N %N

&KV@"<<5’"W04 6/"6=0’ +035< 9NG 9PS 9FH

X)"’"6() ’,’@"<<5’"W04 6/"6=0’ +035< NLG 9H G

?,.() LHR 9NS 99G

!U5<703+ +/,Y04 Y030 2,+"."T0 +(<2)0+$

!". $%&’()*+& 与 %* 方法的比较试验结果

如表 9 所示，分别用这两种方法对 PH 份 BD! 鸡

血清进行检测，结果均为阴性；对 %N 份 AN 亚型

&KV 阳性血清进行检测，结果均为阳性；9NG 份免

疫鸡血清中有 9FH 份用 "A&@>JKB&、AK 检测结果均

为阳性，另有 %P 份血清用 "A&@>JKB& 检测结果为

阳性，而用 AK 检测结果为阴性；NLG 份临床未免疫

鸡血清中有 NRG 份血清用 "A&@>JKB&、AK 检测结果

均为阴性，另有 N 份血清用 "A&@>JKB& 检测结果为

阳性，而用 AK 检测结果为阴性；总之对 RL% 份鸡血

清进行检测，"A&@>JKB& 与 AK 的符合率为 SR:9 Z
（RRPILHR）。

/ 讨论

我国自 9SSP 年在广东省首次发生 ASU% 亚型

禽流感以来，陆续在其它各省区有该病发生的报

道，给我国的养禽业造成了严重危害，综合防制措

施是目前进行禽流感预防和控制的最有效手段。

>JKB& 方法是检测禽流感病毒血清抗体的一种特

异、敏感、快速的血清学诊断技术。本试验研究了重

组 ANU9 亚型 &KV A&9 蛋白作为 >JKB& 诊断抗原的

可行性。试验从重组蛋白的表达、反应原性鉴定、蛋

白的提取纯化到作为抗原包被进行 >JKB& 反应，确

定了 "A&@>JKB& 的最佳工作条件，为检测 AN 亚型

&KV 抗体的间接 >JKB& 方法的建立奠定了基础。

研究表明，A& 是构成病毒囊膜纤突的主要成

分之一，以三聚体形式存在于病毒囊膜表面，在病

毒吸附、穿膜及决定病毒的宿主特异性和致病力方

面均起着相当关键的作用，A& 是 &KV 诱生保护性

免疫的主要抗原，它不仅可以诱导特异性中和抗体

的产生，而且还可以刺激机体产生细胞毒性 ? 淋巴

细胞（X?J）反应。所以，用重组 &KV A&9 蛋白检测

到的抗体代表了鸡体保护性抗体水平的高低。

重组 A&9 蛋白以包涵体的形式表达，包涵体主

要由重组蛋白构成，这给目的蛋白纯化提供了方便。

重组蛋白主要用于抗体水平的检测，因此，重组蛋白

与 AN 亚型 &KV 抗血清的反应能力好坏就成为重组

蛋白是否具有应用前景的重要依据。在 80+.03’ 7),.
中，重组蛋白经过 BCB@D&E>，再电转移转印到 UX
膜上后，已经处于变性状态，仍然具有与 AN 亚型

&KV 抗血清反应的能力，这表明该重组蛋白具有很

强的反应原性。众所周知，当前我国鸡群中普遍存

在大肠杆菌抗体，而原核表达的重组蛋白即使纯化

后也不可避免的含有大肠杆菌的菌体蛋白，能与鸡

血清中的大肠杆菌抗体发生非特异性反应。在试验

中，我们直接处理表达重组蛋白的菌体进行 BCB@
D&E>，将 &KV 阳性血清用超声波破碎的大肠杆菌吸

附后作为 80+.03’ 7),. 分析的一抗。从 80+.03’ 7),.
的结果来看，吸附后的血清只与大肠杆菌中的重组

蛋白反应，产生一条特异性条带，说明用破碎的大肠

杆菌吸附待检血清中大肠杆菌抗体的方法是可行
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的，这也为减少 !"#$% 反应的非特异性提供了一条

新思路。

在 &’%(!"#$% 与 ’# 方法的比较试验中，&’%(
!"#$% 对免疫鸡群 %#) 抗体阳性检出率和对未免疫

鸡群 %#) 抗体阴性检出率均高于传统 ’# 方法，证

明了该方法具有较高的灵敏性和特异性。!"#$% 方

法检测 %#) 抗体与其他血清学诊断方法相比有许

多优点：!"#$% 方法速度快，对实验要求不高，不需

要无菌操作，可以自动化操作，在短时间内可以检测

大量样品，适于实验室血清学诊断、海关检疫及大

规模疫病普查。此外，!"#$% 检测法比较灵敏，而且

结果也较为可靠。因此，利用基因工程方法表达的

重组 ’%* 蛋白作为诊断抗原建立的间接 !"#$% 方

法可望用于 %#) 的保护性抗体水平检测。
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