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伪狂犬病病毒（JK4,L’M8C<4K ?<M,K，JN&）属疱疹病毒科!.
疱疹病毒亚科，能引起多种家畜及野生动物的伪狂犬病，尤

其是猪的伪狂犬病，已成为危害当今养猪业的最严重的传染

病之一［!］。由于伪狂犬病病毒具有极强的潜伏感染特性和

神经嗜性［$ O 2］，5% 年代以前一直以为伪狂犬病无法根除。随

着现代生物技术的发展，尤其是基因工程缺失标记疫苗和单

克隆抗体技术的诞生与应用，才使该病的根除成为可能。目

前，欧美等发达国家主要通过广泛接种 3PQ G:Q 基因缺失标

记疫苗并结合 G:.:RSTI 鉴别诊断血清学检测启动了猪伪狂

犬病的根除计划，并取得了巨大成功，有的国家已宣布消灭

了此病［# O 6］。由于我国目前尚无自己研制的 G: 鉴别诊断试

剂，进口试剂盒价格昂贵，而且也不是十分适合我国特有的

养猪业模式，故我国猪伪狂犬病的根除计划尚未启动，严重

影响了我国养猪业的健康发展与对外贸易。

为了利用 G: 体外表达产物建立猪伪狂犬病鉴别诊断方

法，我们曾尝试以在 SUNT.$ 细胞中表达的 G: 作为抗原，尽

管抗原性很好，但非特异性很强，并且表达量极其有限［0］。

因此，本研究采用杆状病毒载体作为表达系统，对 G: 在昆虫

细胞中的表达以及利用表达产物建立 G: 乳胶凝集（G:.RI3）

鉴别诊断方法进行了探讨，为尽快启动我国猪伪狂犬病的根

除计划，从而最终消灭此病创造条件。

# 材料与方法

#$# 质粒、菌株与细胞

质粒 BTVW!)"5 X ，含伪狂犬病病毒 :8 株 G: 基因完整

编码区以及启始密码子上游 #6CBK，由作者构建［0］并保存。

U8D.@’.U8D 杆状病毒表达系统（包括转座质粒 B78K@U8D!、VY!%

U8D 受体菌）购自 ZSU1[ UNR 公司。昆虫细胞 T\/、3F.6U!.#，

大肠杆菌 VY6!均由本室保存。

#$% 工具酶与试剂

各种限制酶为宝生物（大连）公司产品；3#V*I 连接酶、

脂质体转染试剂盒 R<B\4D@<F、ZM8D4’K 昆虫细胞培养基、胎牛

血清、无血清完全培养基 T7./%%SS T7W 为 ZSU1[ UNR 公司产

品；V*I 快速回收试剂盒购自北京原平皓生物技术公司。

#$& 引物设计与 J1N 扩增

可扩增 JN& :8 株 G: 基因 6]端编码区 2"%CB 片段的 J1N
引物，由上海生工生物工程公司合成。上游引物设计 .+3YS
位点，下游引物设计 40(NS 并利用了 G: 基因内部的 .&/:SS
位点。

上游引物 J!（$";4M）6]—333 5567!!I11 I3Z1ZZ11133313Z—2]

.+3YS
下游引物 J$（$6;4M）6]—333 56677!

###
ZZ31I11ZI1I1ZZ1Z—2]

40(NS 8&/:SS

扩增条件为：/6^ 6;<F 变性后进入循环，循环参数为：

/6^ !;<F，65^ !;<F，"$^ !;<F，26 个 循 环 后 "$^ 延 伸

!%;<F，!_6‘的琼脂糖凝胶电泳鉴定 J1N 产物。

#$’ ()* 重组技术

酶切、连接、转化、质粒提取等，均按常规方法操作［"］。

#$+ 重组杆状病毒的获得与鉴定

质粒的转座、VY!% U8D 目的菌落的筛选与纯化、U8D;<L

V*I 的提取、转染、J1N 模板的制备、重组病毒的扩增与空斑

滴定等，按 ZSU1[ UNR 公司 U8D.@’.U8D 表达系统操作手册进行。

#$, 重组病毒的扩增和 !" 的表达

扩增病毒时，以 %_!B\, 的重组病毒接种 T\/ 细胞，#5= 后

收集上清，并保存在 Q "%^备用。G: 蛋白表达时，以 6 O 5
B\, 的重组病毒接种长至 "%‘ O 5%‘的 T7./%%"T7W 培养的

3F.6U!.# 细胞，$"^培养 "$= 后，JUT（BY") $）漂洗细胞 ! 次，

收集细胞，经上样缓冲液处理后进行 TVT.JIZ: 电泳。

#$- 表达产物的 ./01/23 印迹分析

将 TVT.JIZ: 电泳的蛋白带转移至硝酸纤维素膜，用含

!‘UTI 的 3UT3 封闭，按 R) Y) N’［5］所介绍的方法用白陶土

和同步培养的空白 U8D;<L 表达产物 $ 次吸附猪抗伪狂犬病

病毒高免血清并作为一抗，辣根过氧化物酶标记的兔抗猪

SGZ 为二抗，VIU 染色。



!"# 乳胶凝集抗原的制备与鉴别诊断试验

收集 感 染 后 !"# 的 细 胞，用 $%&（’(!) *）漂 洗 + 次，

, "-.反复冻融 / 次，超声波破碎，离心收集上清致敏乳胶。

致敏乳胶抗原量及其方法按本实验室建立的方法［0］进行，对

$12 高免血清、标准阴性血清、临床送检血清进行 345 检测。

$ 结 果

$"! 重组表达质粒的构建

先以 ’&67+)!8 9 为模板，$+、$" 为引物，通过 $:1 扩增

;<基因 =>端部分编码区（45?@!"#<!片段，-A/!BC），纯化的

扩增产物克隆到 ’DEFG%EH+ 的 !$%("和 &’(1"位点，重组

质粒命名为 ’D<-) /!。再用 !"#<!和 )(#"酶切 ’&67+) !8
9 ，回收 ;< 基因编码区 !"#<!位点后的片段（!"#<!@&GI’
片段，+A/8BC）并将其插入 ’D<-) /! 的 !"#<!和 )(#"位点，

获得消除了 =>端非编码区 *=C’ 的 ;< 全基因重组表达质粒

’D<+)!=（图 +）。

图 + 重组表达质粒 ’D<+)!= 的结构

DJ;)+ :IKFGLMHGJIK IN G#O LOHIPCJKEKG OQ’LOFFJIK ’REFPJS ’D<+)!=

$"$ 重组病毒的获得

’D<+)!= 转化 6(+- %EH 感受态，选择 $:1 鉴定为阳性的

菌落接种适量三抗液体培养基，提取 %EHPJS 6T4，电泳显示

%EHPJS 6T4 完整。在脂质体介导下，将其转染 &N0 细胞，约

0U# 后可观察到细胞病变、细胞变圆肿大、折光性明显增强，

正常细胞则没有这种变化。

$"% 重组病毒的 &’( 鉴定

提取重组病毒 6T4 进行 $:1 扩增，电泳可见在 -A/!BC
处出现特异性扩增条带，与阳性对照一致，而阴性对照没有

特异性带出现（图未显示），说明 ;< 基因已整合到重组杆状

病毒中，因此所获得的重组病毒为目的病毒，将其命名为

LV%EH<+)!=。

$") *+ 的表达与检测

LV%EH<+)!= 经 &N0 细胞扩增，空斑试验结果表明，重组病

毒的滴度约为（/ W =）X +-! ’NMYP3。以 = W 8’NM 的 LV%EH<+) !=
感染 5K@=%+@* 细胞，!"# 后分别收集上清和细胞，&6&@$4?<
检测可见重组病毒感染的细胞在大约 88B6 处出现一条特异

性条带，与预期的大小相当，空白 %EHPJS 感染的细胞则无此

带（图 "E）。进一步进行 ZOFGOLK 印迹分析，结果在 8- W 88B6
处出现 / 条阳性条带（图 "C），可能是因为糖基化程度不同所

致。&6&@$4?< 和 ZOFGOLK 印迹分析分别检测培养基上清，均

没有发现表达带（图未显示），说明 ;< 的表达是非分泌性的。

图 " ;< 在 5K@=%+@* 中的表达（E）和 ZOFGOLK 印迹分析（C）

DJ;)" <Q’LOFFJIK IN ;< JK 5K@=%+@*（E）EKS G#O

LOFMRG IN ZOFGOLK CRIGGJK;（C）

7) 7ELBOL；+) LV%EH<+) !=（!"# ’) J）；" ) TO;EGJVO HIKGLIR（%EHPJS）；

/ ) LV%EH<+)!=；*) %EHPJS

$", *+-./0 诊断试验

用 ;< 的表达产物致敏的乳胶分别检测高免血清 /- 份、

阴性血清 ** 份、送检血清 +"! 份，并以全病毒致敏乳胶和国

外进口 ;<@<3[&4 试剂盒作平行检测，结果见表 +。从表 + 中

可以看出，/- 份高免血清用 / 种检测方法全为阳性，说明用

杆状病毒表达的 ;< 建立的 345 鉴别诊断具有很好敏感性；

** 份阴性血清中，;<@345 和 VJLMF@345 均有一份假阳性，说明

345 的特异性略低于 <3[&4；在 +"! 份待检血清中，;<@345 和

;<@<3[&4 均为阳性的有 !/ 份，均为阴性的有 *! 份，另有 !
份血清二者结果不符，总的符合率为 0*A=\，但 ;<@345 检测

为阳性的 VJLMF@345 检测也为阳性，符合率为 +--\。在实验

中还发现，;<@345 形成的凝集颗粒没有全病毒致敏的乳胶

颗粒明显，这可能同 ;<@345 只有单一蛋白参与反应有关。

表 + *+@./0 的敏感性、特异性及其平行比较检测试验

01234 + 564789878:; 1<= >4<>8:8?8:; 9@A *+@./0 1<= 7@B61A8>@< C8:D *+@+.E5/ 1<= ?8AF>@./0

;<@345 ;<@<3[&4 2JLMF@345

$IFJGJVO FOLE（* ] /-）（+） +--\（/-Y/-）（"） +--\（/-Y/-） +--\（/-Y/-）

TO;EGJVO FOLE（* ] **） "A/\（+Y**） -\（-Y**） "A/\（+Y**）

5OFGOS FOLE（* ] +"!） U-AU\（!!Y+"!） =0A+\（!=Y+"!） 8/A=\（+-UY+"!）

TIGO：（+）K JKSJHEGOS G#O KMPCOL IN G#O FEP’ROF；（"）5#O LOFMRGF ELO F#I^OS EF LEGJI IN G#O KMPCOLF IN ’IFJGJVO GI G#O KMPCOLF IN ERR GOFGOS FOLE FEP’ROF
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! 讨 论

在我们以前的研究中发现，包含 !"非编码区 #$%& 的 ’(
全基因在杆状病毒表达系统中表达量较低，)*)+,-.( 电泳

观察不到明显的表达带，/012034 印迹才能检测特异性带（文

中未显示），这可能与 ’( 基因 !"非编码区 . 5 6 含量较高有

关，也可能是起始密码子 -7. 与杆状病毒多角体启动子距

离太远所致。为了消除这种因素，本研究通过 ,68 扩增截

去 !"非编码区，同时考虑到昆虫细胞高效表达外源基因对

-7. 前 9 后 # 碱基的要求保留了 -7. 前的 -66 9 个碱基，从

表达结果看，表达量明显提高。

在世界 各 国 伪 狂 犬 病 根 除 计 划 中，采 用 最 广 泛 的 是

7:; <’(; 双基因缺失标记疫苗（=>3?03 @>AAB40）和 ’(+(CD)-
鉴别诊断方法［# E !］。目前，我国强制性的根除计划尚未实

施，极少数猪场自行制定了本场的根除计划，采用的主要是

价格昂贵的进口 ’(+(CD)-，并且 (CD)- 在我国大部分猪场尚

无条件开展，而乳胶凝集具有快速、简便、无需特殊仪器等优

点，更适合我国特殊的养猪模式。本实验室曾以全病毒粒子

致敏乳胶，建立了猪伪狂犬病乳胶凝集诊断方法［F］。但存在

不能区分 ’( 缺失疫苗免疫猪血清和野毒感染猪血清的缺

陷。鉴于此，本研究对昆虫细胞中表达的 ’( 作为乳胶凝集

鉴别诊断抗原进行了初步探讨。从样品检测数据看，该方法

特异、敏感、快速、简便，对该方法的进一步完善将有助于我

国根除计划的启动。
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