
!" 卷 # 期

$%%" 年 &$ 月
微 生 物 学 报

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

1(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$%%"

基金项目：国家十五科技攻关项目（$%%!23"&43%5）

"通讯作者。6,)：7#8$5875$7$#%7；9:;：7#8$5875$7&54"；<8.:=)：>?:@,ABCD/)=-* E>* >/* -F
作者简介：喻正军（&455 G ），男，湖北人，硕士研究生，主要从事动物病毒分子生物学研究。

收稿日期：$%%"8%H8H%，修回日期：$%%"8%78$!

乳胶凝集试验检测 !" 亚型禽流感病毒血凝素抗体的研究

喻正军 金梅林" 徐晓娟 张瑞华 陈焕春
（华中农业大学动物医学院动物病毒室 武汉 !H%%5%）

摘 要：利用原核表达并经过纯化的 I" 亚型禽流感病毒的血凝素蛋白做为抗原，经碳二亚胺（<+3J）将表达产物

和羧基化的乳胶共价偶联，并对偶联乳胶的蛋白量和偶联时间进行合理选择，建立 I" 亚型禽流感病毒血凝素蛋白

乳胶凝集试验的方法。临床检测 I" 亚型禽流感病毒实验免疫鸡血清 &$# 份，同血凝抑制试验相比，其敏感性为

75K%HL，特异性为 77K7L，两者的符合率为 75KH%L。结果证明建立的方法可用于 I" 亚型禽流感抗体水平监测和

流行病学调查。
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禽流感（3@=:F OFP)D,F?:，3O）是由 3 型流感病毒

引起的一种病毒性传染病，它于 &775 年在意大利首

次被发现，现已呈广泛性传播和全球性分布。自

&4"4 年高致病性禽流感首次报道以来，共有 " 起由

高致病性禽流感 I"1& 造成的大爆发，每次都给养

禽业造成巨大的经济损失。并且，随着高致病性禽

流感致病力的增强，其公共卫生意义越来越重大。

特别是 &445 年香港首次爆发高致病性禽流感导致

&7 人感染 # 人死亡以来［&］，$%%! 年越南和泰国又有

7 例和 &" 例人因感染禽流感死亡［$，H］，引起了人们

对禽流感病毒广泛关注。临床上，迫切需要能对禽

流感病毒的抗原和抗体进行简单快速的检测方法。

针对 I" 亚型禽流感抗体水平检测，有很多种

血清学方法，如：血凝抑制（I,.:QQ)DA=F:A=(F =F>=/=A=(F
A,RA，IO）、中和试验（N,0D. 1,DA0:)=?:A=(F，N1）、琼脂扩

散试验（3Q:0 S,) T0,-=C=A:A=(F，3ST）、免疫荧光试验

（OFU=0,-A O..DF(P)D(0,R-,F-, 3RR:V，O93）和酶联免疫

吸 附 试 验（ <F?V., M=FW,U O..DF(R(0/,FA 3RR:V，
<MON3）等［!］。上述方法各有所长，但也有共同的缺

点，如：操作技术要求较高、过程繁琐、花费时间长、

有的需要昂贵的仪器设备等。乳胶凝集试验（M:A,;
3QQ)DA=F:A=(F 6,RA，M36）由于具有快速敏感、简单易

行、无需昂贵仪器等优点，已广泛用于多种动物疾病

抗原抗体的检测和流行病学调查［"］。

本文建立 I" 亚型禽流感病毒血凝素蛋白乳胶

凝集试验，是以羧化的聚苯乙烯乳胶为载体，采用了

共价偶联的技术经双功能试剂将表达产物和羧基化

的乳胶共价偶联起来，对血清中特异性 I3 抗体进

行检测，由于采用了共价偶联的技术，克服了蛋白致

敏普通乳胶时，致敏抗原量少、不稳定、致敏上的蛋

白容易脱落等缺点。同时，采用 I3 蛋白做为抗原，

使该方法具有更高的生物安全性。经试验证实，乳

胶凝集试验操作简单、快速，不需要贵重的仪器设备

和操作技能［"］，同时将分子生物学手段和普通的试

验方法有机结合，为临床早期快速检测 I" 亚型禽

流感血清特异性抗体水平提供了行之有效的方法。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 菌株：表达 I" 亚型禽流感病毒血凝素（I3）

蛋白的重组菌（2M$&XCS<Y8I3Z），由本实验室保存。

#$#$% 试剂和仪器：胰蛋白酶、牛血清白蛋白（2N3）

为 +O9J[ 公司产品，G $%\保存。抗 I" 亚型禽流

感病毒血清由哈尔滨兽医研究所提供，"% 份 NT9 鸡

血清以及新城疫、传染性法氏囊、传染性喉气管炎、

传染性支气管炎、马立克氏病和禽流感 I4 亚型的

标准血清购自北京试验动物中心；"75 份来自 I" 亚

型禽流感病毒免疫鸡场的免疫鸡血清。主要缓冲液

为磷酸缓冲液（CI5K!）、碳酸缓冲液（CI4K#）、硼酸

缓冲 液（CI7K!）、$L 碳 二 亚 胺（CI !K" 的 T2N 配



制）、!"#$%&’( 乙醇胺、!"#) *+, 和储存缓冲液。乳

胶直径为 !"-!$ 的羧化聚苯乙烯乳胶，./ 保存。

012#3! 紫外分光光度计（,$45678$ *9%6:94;:46）。

!"# $% 蛋白的提取和纯化

参照文献［- < #!］进行。

!"& $% 蛋白羧化乳胶制备

用 !"#$%&’( => ?"@ 碳酸缓冲液洗涤商品化羧

化乳胶 A 遍，离心，弃上清后用 !"!3$%&’( => ."B 磷

酸缓冲液重悬后，洗 A 遍，离心弃上清；然后用 3)
的 CD,E 溶液重悬后，室温作用 .7，离心弃上清；用

!"!#$%&’( => F". 硼酸缓冲液重悬洗 A 遍，离心重

悬；加入 >, 蛋白，缓慢摇动到适当时间；用乙醇胺

封闭 B$9;、*+, 封闭 A!$9; 后悬浮于贮存液中。

!"’ $% 蛋白羧化乳胶制备过程中各条件的选择

!"’"! 最佳致敏时蛋白加入量的选择：经 012#3!
分光光度计测定蛋白含量，加入蛋白量为 G#$H’$(，

致敏完毕后，上清蛋白含量为 G3$H’$(，计算偶联的

蛋白量 G I G# J G3，经方阵滴定确定敏感性，选择最

佳致敏时蛋白加入量。

!"’"# 最佳致敏时间的选择：在确定最佳蛋白加入

量的基础上，改变致敏时间，经方阵滴定确定敏感

性，选择最佳致敏时间。

!"’"& 最佳乳胶浓度的选择：确定上述条件的基础

上，改变偶联时乳胶的浓度，经方阵滴定来确定敏感

性，选择最佳致敏时乳胶浓度。

!"( 乳胶凝集试验操作程序和结果判定

将待检血清滴一滴（约 3!!(）于洁净的玻璃片

上，再滴加一滴（约 3!!(）乳胶悬液，同时设置阳性

和阴性血清对照，用牙签混匀，慢慢摇动，使其形成

直径为 #"B < 3"!:$ 的液面，摇动玻片 A! < @!6，在黑

色的背景下出现肉眼可见的凝集颗粒，表明待检样

品含有禽流感 >B 亚型的病毒血清抗体，不出现凝

集反应者为禽流感 >B 亚型抗体阴性。

!") 乳胶抗原质量的检测

!")"! 乳胶抗原自凝检测：致敏乳胶抗原同等量的

生理盐水 K*+ 和 **+ 反应，观察有无自凝现象。

!")"# 乳胶抗原特异性检验：致敏的乳胶抗原分别

同 +KL 鸡血清、新城疫传染性法氏囊、传染性喉气管

炎、传染性支气管炎、马立克氏病和禽流感 >? 亚型

的标准血清反应，观察有无凝集现象。

!"* 乳胶抗原的重复性试验

!"*"! 批内重复试验：用同一批制备的乳胶抗原在

不同的时间对 #!! 份血清样品进行检测，比较其凝

集效果。

!"*"# 批间重复试验：用 A 批不同批次的乳胶抗原

检测 #!! 份血清样品，比较其凝集效果。

!"+ ,%- 的稳定性试验

#!! 份 血 清 样 品，每 份 血 清 分 做 数 等 份 于

J 3!/冻存。致敏一批乳胶，./保存到 # 个月和 3
个月，取出做 (,M 试验。

!". ,%- 和 $/ 的符合率

用本室制备的乳胶抗原检测 #3@ 份来自 >B 亚

型禽流感病毒实验免疫鸡血清，同 >N 试验结果比

较，分析两者的符合率。

!"!0 临床血清样品检测

用本室制备的乳胶抗原检测 BF- 份来自 >B 亚

型禽流感病毒免疫鸡场免疫鸡血清，同 >N 试验结果

比较，分析两者的符合率。

# 结果

#"! $( 亚型禽流感病毒 $% 蛋白特异性分析

对表达产物经 +D+2K,OC 后转膜进行 P46Q45;
R&%Q 分析表明：?3SD 的蛋白带与抗阳性 >B 亚型 ,N1
的阳性血清发生了特异性的免疫反应，目标带所在

位置显示出明显的棕褐色印迹，而对照处 =OCG2TO
的 ! U "#$% *(3# 没有出现明显的条带，证明该表达

目标蛋白具有良好的特异性（图 #）。

图 ! 表达产物的 1234256 7894 检测

L9HU# P46Q45; R&%Q 8;8&V696 %W Q74 4X=54664Y =5%Q49;6

#"Z4H8Q9[4 :%;Q5%&；3"K5%Q49;6 4X=54664Y RV *(3#’=OCG2>,\U

表 ! 加入蛋白量和偶联蛋白量的关系

M8R&4 # M74 54&8Q9%;679= %W Q74 =5%Q49; 8YY4Y 8;Y :%8Q4Y
Z]$R45
%W &8Q4X

^59H9;8& >,
=5%Q49;’$H

E%[8&4;Q
=5%Q49;’$H ,HH&]Q9;8Q9%; M74 &4[4& %W

=%69Q9[4
# #"B! #"A? _ —

3 !"-B !"-. _ —

A !"A3B !"3. _ —

. !"#@A !"#B J #‘3B@
B !"!F3 !"!A. J #‘#3F
@ !"!.# !"!A! J #‘@.

“ _ ”67%a6 8HH&]Q9;8Q9%; 9Q64&W；“ J ”67%a6 ;% 8HH&]Q9;8Q9%; 9Q64&W；“—”

67%a6 ;% Q46Q U

#"# $% 蛋白羧化乳胶制备过程中条件的选择

#"#"! 最佳偶联蛋白量的选择：经 012#3! 分光光

度计测每 $( 蛋白含量为 #"B$H，致敏乳胶时加入蛋

白量和致敏蛋白量的关系见表 #，同时经方阵滴定
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试验 表 明，当 抗 原 ! " # 稀 释 时 即 加 入 蛋 白 量 为

$%!&’() 时，敏感性最高，且致敏后的乳胶不发生自

凝（表 !）。

!"!"! 最佳偶联时间的选择：由表 * 可知当加入蛋

白量为 $%!&’() 时，偶联时间为 + , -.，敏感性即可

达最高，且偶联后的乳胶不发生自凝（表 *）。

表 ! 偶联时间和偶联蛋白量的关系

/0123 * /.3 432056789.6: 7; 5.3 <7053= :475368 08= 5.3 <7053= 56(3

>7?02385
56(3@.

A053B
0))2C56805678

A3?32 7;
:79656?3 934C(9

>7?02385
:475368@()

’ D !"’* $%$&*

+ D !"!*# $%!’+

- D !"*-& $%!+E

& D !"*-& $%!+F

E D !：*-& $%!-!

# D !"*-& $%!-&

!"!"# 最佳乳胶浓度的选择：确定加入蛋白量为

$%!&’()@(A，致敏时间为 + , -. 后，经方正滴定证

实，当用浓度为 $%-G 的羧化乳胶时，偶联效率最

高，敏感性最高，偶联后的乳胶不发生自凝（表 ’）。

表 # 乳胶最佳浓度的选择

/0123 ’ H323<568) 5.3 7:56(02 2053B <78<385405678

>78<385405678
7; 2053B@G

A3?32 7;
:79656?3 934C(

>7?02385
:475368@() I))2C56805678

* — $%!-# J

! !"!*# $%!’E D

$%- ! "*-& $%!+’ D

$%*- ! "&+ $%!$& D

$%!*- ! "’* $%$F’E D
“ J ”9.7K9 0))2C56805678 65932;；“ D ”9.7K9 87 0))2C56805678 65932;；“—”

9.7K9 87 5395 L

!"# 乳胶抗原质量检测

!"#"$ 乳胶抗原自凝性检测：致敏乳胶抗原同等量

的生理盐水 MNH 和 NNH 不反应，证明胶抗原没有自

凝性。

!"#"! 乳胶抗原特异性检验：分别用 HMO 鸡血清、

新城疫传染性法氏囊、传染性喉气管炎、传染性支气

管炎、马立克氏病和禽流感 PF 亚型的标准血清与

致敏的乳胶抗原进行乳胶凝集试验，无凝集现象，结

果表明制备的乳胶试剂不与上述血清反应。

!"% 乳胶抗原的重复性试验

!"%"$ 批内重复试验：用同一批制备的羧化乳胶在

不同的时间对 !$$ 份血清样品进行检测，两次检测

的结果基本一致，表明致敏的乳胶抗原是比较稳定

的（图 *）。

图 ! 同一批乳胶抗原在不同时间检测 $&& 份血清的结果

O6)L* /.3 439C259 7; !$$ <.6<Q38 9340 =353<53= K65. 90(3 275 2053B

0856)38 68 =6;;34385 56(3

!"%"! 批间重复试验：用 ’ 批不同批次的乳胶检测

!$$ 份血清样品，不同批次的乳胶抗原检测血清凝

集结果基本一致，证明本文介绍的制备乳胶抗原的

工艺流程是稳定的（图 ’）。

图 # # 批乳胶抗原在同一时间检测 $&& 份血清的结果

O6)L’ /.3 439C259 7; !$$ <.6<Q38 9340 =353<53= K65. 5.433 2759 7; 2053B

0856)38 96(C250837C92R

!"’ ()* 的稳定性试验

!$$ 份 血 清 样 品，每 份 血 清 分 作 数 等 份 于

D *$S冻存。致敏一批乳胶，+S保存到 ! 个月和 *
个月，取出做 AI/ 试验。两次检测血清阳性份数分

别为 F- 和 F+ 份，同新鲜乳胶抗原无差异。进一步

的不保存期试验正在进行中。

!"+ ()* 和 ,- 的符合率

用本室制备的乳胶抗原检测 !*& 份来自 P- 亚

型禽流感病毒实验免疫鸡血清，!$# 份是 PT 阳性

（血凝抑制价!*+），!# 份是 PT 阴性（血凝抑制价 U
*+）。AI/ 试验中，!$# 份 PT 阳性血清中，有 F+ 阳

性，!+ 份阴性；!# 份 PT 阴性血清中，有 !& 份 AI/ 阴

性，仅有 * 份血清阳性。结果表明：对于试验免疫鸡

血清，相对 PT 而言，羧化乳胶的敏感性是 #E%$’G
（F+@!$#），特 异 性 为 ##%#G（ !&@!#），符 合 率 为

#E%’$G（F+ J !&@!*&）。

!". 待检血清的检测

用本室制备的乳胶抗原检测 -#E 份来自 P- 亚

型禽流感病毒免疫鸡场临床血清样品，+#E 份是 PT
阳性（血凝抑制价!*+），!$$ 份是 PT 阴性（血凝抑制

价 U *+）。AI/ 试验中，+#E 份 PT 阳性血清中，有 +$*

++F 微生物学报 !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$ *$$-，V72L+- W7L&



份是 !"# 阳性，$% 份阴性；$&& 份 ’( 阴性血清中，有

)* 份 !"# 阴性，$% 份血清阳性。结果表明：对于临

床免疫鸡血清样品的检测中，相对 ’( 而言，羧化乳

胶的敏感性是 )+,-.（%&+/%)0），特异性为 )*.（)*/
$&&），符合率为 )1,$.（%&+ 2 )*/-)0）。

! 讨论

血凝素蛋白是位于病毒囊膜的蛋白质，是一种

诱导机体产生重要免疫原性蛋白，因此，以血凝素蛋

白偶联羧化乳胶检测血清中和抗体，可以对临床血

清抗体水平高低及抗体可提供保护力直接进行检

测。本研究中表达的血凝素蛋白经 34356"78 后转

膜进行 9:;<:=> ?@A< 分析，目的带处呈现明显的条带

而未见非特异性条带，表明表达产物的特异性较好，

是成功建立本方法的关键。

致敏前，乳胶处理的方法有两种：化学偶联和物

理吸附。就物理吸附而言，致敏乳胶的敏感性受抗

原的分子量、B’ 值和离子强度等影响，同时，物理吸

附无选择性，随着致敏乳胶储存时间的延长，蛋白质

抗原会逐渐从乳胶颗粒上脱落，更有甚者，物理吸附

的乳胶抗原一旦与含有其他蛋白的血液接触，会导

致已吸附在乳胶颗粒表面的蛋白抗原被血液中的蛋

白替代造成试验误差。而且，物理吸附致敏乳胶过

程容易使蛋白生物活性丧失。本文采用共价偶联

’" 蛋白做为乳胶抗原来检测血清中和抗体，避免

因物理吸附而产生的上述缺点，使乳胶抗原可以稳

定的保存。

制备乳胶抗原时，发现其敏感性与下述因素有

关，如致敏过程中蛋白的加入量、偶联时间和乳胶采

用的浓度。试验结果显示：蛋白加入量并不是和乳

胶 抗 原 的 敏 感 性 成 正 相 关，当 蛋 白 加 入 量 为

&,$*1CD/C!时，乳胶抗原的敏感性最高，此时，阳性

血清效价为 $ E +-*；当致敏时间在 % F -G 之间时，致

敏后乳胶抗原的敏感性即可达到最高；在对致敏乳

胶过程中乳胶浓度的选择时，发现浓度太高容易造

成乳胶发生自凝，浓度过低时，蛋白的吸附量降低，

乳胶抗原的敏感性降低，当浓度为 &,-.时，致敏乳

胶的敏感性最高。

上述条件优化后，乳胶抗原与 36H 鸡血清、新城

疫、传染性法氏囊、传染性喉气管炎、传染性支气管

炎、马立克氏病和禽流感 ’I 亚型的标准血清没有

出现非特异性凝集，与生理盐水 6J3 和 JJ3 不发生

自凝，表明乳胶抗原的特异性好。批间和批内重复

试验表明本试验可以稳定制备蛋白致敏乳胶抗原。

方法建立后，检测 ’- 亚型禽流感病毒实验免

疫鸡血清 $+* 份，同血凝抑制试验相比，其敏感性为

)0,&1.，特 异 性 为 )),).，两 者 的 符 合 率 为

)0,1&.。初步运用于临床检测，与 ’( 试验同时检

测 -)0 份 ’- 亚型禽流感病毒免疫鸡场免疫鸡血清

样品，相 对 ’( 而 言，致 敏 乳 胶 抗 原 的 敏 感 性 为

)+,-.，特异性为 )*.，两者的符合 率 为 )1,$.。

检测结果，试验免疫鸡的敏感性和特异性比临床血

清样品高，可能与 !"# 检测的主要是 (DK 抗体有

关［$$］，临床样品中，有免疫后 1&L、*&L 和 $+&L 的血

清，还有的血清样品背景不清楚，而试验免疫鸡血清

样品都采集于免疫后 *&L 以内。通过上述试验证

明，本文建立的方法可以运用于 ’- 亚型禽流感抗

体水平监测和流行病学调查。

操作简单、试验快速和结果稳定是本方法最大

的优点。同其他诊断技术相比，本文建立的方法更

加适用于临床实践，未经培训的个体养殖户可以在

很短的时间内熟练运用该技术进行抗体检测。每次

反应耗时短，阳性反应的凝集在 1& F *&; 之间出现，

凝集颗粒可以持续存在，直到液面干燥，阴性反应呈

现乳白色的无非特异性凝集的液面直到干燥。因

此，我们建立了临床上可以快速检测 ’- 亚型禽流

感病毒血凝素抗体的方法。
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本书是一本关于药物基因组学的专著，介绍了该领域最新的激动人心的研究进展。第一章至第七章涉

及基因组科学的最新进展、相关研究方法以及基因组学在生物系统和引发全球性公共卫生问题的疾病治疗

方面的应用等；第八章至第二十六章介绍不同体系的药物基因组学，最后以讨论血管蛋白质组学在个性化

治疗中的作用结束。第二十七章是分子遗传学和药物基因组学的一些关键术语。本书材料翔实、新颖，阐

释清晰，是一本较好的研究、教学参考书。

本书适合从事药理学、遗传学、分子生物学、药学、医学化学及临床医学领域的工作人员使用，也可供大学高年级学生及

研究生阅读。
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近十年来，上皮细胞分离和培养的研究取得了重大进展，涌现出许多新技术。本书涵盖了常规方法和

专业方法，藉此为多种上皮细胞培养技术提供全面的、循序渐进的指导。书中内容包括不同组织和不同种

属的原代细胞的建立和维持，重点介绍了对上皮细胞进行深入分析和检测的方法，如：对细胞凋亡和整联蛋

白的分析，以及对膜电容和细胞生长融合的检测。应用不同的共培养技术，还可能开发出不同的体外研究

系统。书中有些章节涉及了这一内容，如：血)脑屏障模型、研究上皮细胞与细菌相互作用的系统以及药物

吸收模型。本书还介绍了上皮细胞培养应用于烧伤以及其他皮肤疾病的治疗。本书适于初次接触上皮细胞培养领域、学习

常规培养技术的人员参考，而且对那些需要更全面、更专业方法的研究人员以及临床医生也会有所帮助。
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