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摘 要 利用毕赤酵母表达系统进行了禽流感病毒 X:X4、XIX4 及 XNX4 亚型血凝素基因的真核表达研究。首先将 X:X4、

XIX4及 XNX4 基因片段分别插入酵母分泌型表达载体 ;EUJNG 中，获得重组质粒 ;EUJNGLX:X4、;EUJNGLXIX4 和 ;EUJNGL
XNX4；再将所获重组质粒分别经 >+0!、.1,"及 >+,!线性化后，电转化 YH99: 感受态细胞，以插入Z替换的方式进行重组，并

经 *< 平板与 ** 平板筛选，及 EJ/ 鉴定，得到重组酵母工程菌 YH99:Z;EUJNGLX:X4、YH99:Z;EUJNGLXIX4 及 YH99:Z;EUJNGL
XNX4；用甲醇诱导分泌表达目标蛋白。经 H<HLE4YO 和 [0780,CL>’&881C6 检测，结果表明，X:X4、XIX4 及 XNX4 蛋白在毕赤酵母

中均获得表达。酵母表达了上述目的蛋白，可直接进行抗原检测，并可用于抗体检测试剂盒及亚单位疫苗制备的辅助研究。
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禽流感（421+C UCD’50C^+）是由 4 型流感病毒引起

的一种急性高度接触性传染病，是世界性流行病。

鸡对该病毒有较高的易感性。9NNI 年在香港首次

发生人［9，!］感染禽流感（X:)9）［$］，并具有比以往的



流感较 高 的 病 死 率。!""# 年 我 国 爆 发 的 禽 流 感

（$#%&）已造成 ’ 人死亡及无法估计的经济损失。

专家预测下次全球范围内的流感大流行极有可能起

源于亚洲地区［(］。该病已被 )*+ 定为 , 类传染病并

被列入国际生物武器公约动物传染病名单和反生物

恐怖主要内容之一，并被我国农业部《家禽家畜防疫

条例》列为甲类监测传染病。因此，禽流感的防治工

作迫在眉睫并具有重大意义。

禽流 感 病 毒 是 属 正 粘 病 毒 群，核 酸 型 属 于

-%,。目前发现的禽流感病毒都属于 , 型流感病

毒。根据禽流感血凝素（$./0112345656，$,）和神经

氨酸酶（%.370/565809.，%,）的不同可分为 $, 亚型

&# 个，%, 亚型 : 个。这些抗原又以不同的组合，产

生极其多样的毒株。病毒变异主要集中在病毒的血

凝素和神经胺酸酶两种表面结构蛋白上，$, 是病

毒变异、毒力和宿主特异性的主要决定因素，也是诱

导体液免疫最主要的保护性抗原［#］。$#$,、$;$,、

$:$, 三个亚型的禽流感病毒均已在人体内分离

到，且有很高的致病性，甚至导致了感染者的死亡。

由于这三段基因编码的聚合酶蛋白特异性好，亚型

间无交叉保护，故多亚型的同步检测可实现快速定

型，以便及时正确的免疫，具有重要的临床、流行病

学及经济意义。基于以上考虑，本研究利用毕赤酵

母系统表达了 $#$,、$;$,、$:$, 基因，可提供具

有生物活性的抗原蛋白用于抗体的检测，并为禽流

感病毒的抗原检测研究奠定了基础。

! 材料与方法

!"! 菌株与质粒

毕赤酵 母 表 达 载 体 <=*>:? 及 毕 赤 酵 母 菌 株

@A&&# 由本实验室保存。质粒 <B>/C$#$,、<DE&FC
$;$,、<DE&FC$:$, 由本实验室合成并保存。

!"# 工具酶与生化试剂

各种限制酶、G( E%, 连接酶、牛小肠碱性磷酸

酶（ >*,=）、大 肠 杆 菌 E%, 聚 合 酶 ! 大 片 段

（?2.6HI）、G0J 酶、E%, D07K.7 EL!"""、"C+MHG&( *
851.94 均购自 G0?0-0 公司和 =7H/.10 公司。碱性磷

酸酶标记的羊抗鸡 *1@ 抗体、N>*=、%NG、G+D+E、巯

基乙醇、等均为 =7H/.10 公司和 A51/0 公 司 产 品；

$#$,、$;$, 及 $:$, 标准血清购自哈尔滨兽医研

究所；=.<4H6 无游离氨基酸酵母含氮碱基 O%N、

N5H456、ECAH7P54H2 为上海生工公司公司产品；-%09.、
低分子量蛋白质 D07K.7、琼脂糖、胰蛋白胨、酵母提

取物均为华美生物工程公司产品。其余试剂均为分

析纯或生化试剂。所用引物由上海生工公司合成。

!"$ 重组酵母表达质粒的构建

质粒 <=*>:?C$#$, 的构建：<B>DCG$#$, 质粒

由 !"#$!、$%&-#双酶切，经补平后回收得到目的

片段；<=*>:? 质粒由 $%&-!线性化，两端分别补

平、去磷后回收；将以上回收产物经 G( 连接酶连接

后即获得目的质粒 <=*>:?C$#$,。

质粒 <=*>:?C$;$, 的构建：<DE&FCG$;$, 质粒

由 ’"(!酶切，补平后再经 $%&-!酶切，回收得到目

的片段；<=*>:? 质粒由 ’)"N!、$%&-!双酶切，去

磷后回收；将以上回收产物经 G( 连接酶连接后即获

得目的质粒 <=*>:?C$;$,。

质粒 <=*>:?C$:$, 的构建：<DE&FCG$:$, 质粒

由 !"#$!、*+)8$双酶切，经补平后回收得到目的

片段；<=*>:? 质粒由 $%&-!线性化，两端分别补

平、去磷后回收；将以上回收产物经 G( 连接酶连接

后即获得目的质粒 <=*>:?C$:$,。

!"% 重组表达质粒转化酵母菌感受态细胞（电击

法）

取 F"%L 酵母菌感受态细胞分别与 # Q !"%1 经

’"%!、!,(&及 ’"(!线性化的重组表达质粒和空

载体质粒混合，用加样器将样品滴加于 "R!M/ 电转

杯两电极间，冰浴 #/56，用 +>DF’" 电转仪于电压

&#""S，电容 !#%T，电阻 !""’条件下电转化。电击

后，立即加入 &/L &/H2UL 冰浴冷山梨醇，混匀，取

!"" Q V""%L 菌液涂布于 DE 选择平板上，’"W孵育 !
Q ’8，直至出现菌落。

!"& 酵母转化子营养表型筛选

将转化后的待检酵母菌，用无菌牙签同时接种

于 DE 和 DD 平板上，!F Q ’"W培养 ! Q (8，观察菌

落的大小，挑选在 DE 平扳上生长迅速而在 DD 平

板上生长缓慢或不生长的酵母菌进行进一步 =>-
扩增鉴定。

!"’ 酵母基因组 ()* 的提取（玻璃珠法）

挑取单菌落至 #/L O=E 液体培养基中，!F Q
’"W培养 &VX 以上，&!"""7U/56 离 心 &/56，收 集 沉

淀，#/L 88$!) 悬 浮，离 心，弃 上 清，用 !""%L
N7.0K561 P3YY.7 悬浮沉淀，加入约 !""%L "R#// 玻璃

珠和 !""%L 饱和酚，振荡 ’/56，然后 &!"""7U/56 离心

’/56，取上清，用 !R# 倍体积的无水乙醇沉淀 E%,，

用 (""%L G+（=$FR"）溶 解 沉 淀，加 入 (%L -%09.
（&"/1U/L），’;W消化 !#/56，用等体积的氯仿 Z异戊

醇抽 提 & 次，将 上 清 液 (""%L 加 入 &"%L &"/H2UL
%$(,> 和 &/L 冰浴的无水乙醇沉淀，&!"""7U/56 离

!’! -.+)/0/ 1&23)"( &4 !+&5/%.)&(&,6 生物工程学报 !""V，SH2R!!，%HR!



心 !"#$%，用 &"’乙醇洗涤沉淀，吹干后用 ("!) *+
溶解备用。

!"# 转化子的 $%& 鉴定

按前述酵母基因组的提取方法（玻璃珠法）提取

基因组 ,-. 作为模板，然后使用酵母载体上通用引

物进行 /01 反应：

通用 引 物：/!：234*.0*.**500.50.**50*504
63；/(：23450...*550.**0*5.0.*00463

扩增条件为：789 预先变性 6"": 后，然 后 按

7;9 8":，229 8":，&(9 !(": 扩增 6" 个循环，最后

&(9延伸 !"#$%；扩增后，取样进行 !’琼脂糖凝胶

电泳，根 据 扩 增 片 段 大 小 对 比，判 断 酵 母 染 色 体

,-. 中有无 <2<.、<&<. 及 <7<. 目的基因片段的

插入。

!"’ 酵母工程菌株的甲醇诱导分泌表达

接种单个阳性菌株或甘油菌（ = ("9保存）于

!""#) >/, 培养基中，(? @ 6"9，(2"AB#$% 振荡培养

约 !8 @ !?C，离心收菌，用 !""#) DE5> 培养基重悬，

(? @ 6"9，(2"AB#$% 摇瓶培养，使 !"8""达到 ( @ 8（约

!8 @ !?C），离心收取菌体，沉淀用 !B2 或 !B!" 体积的

DEE> 培养基重悬，(? @ 6"9 (2" A F #$% 继续振荡培

养 ( @ 8G，并于诱导表达起始后，每隔 (;C 补加甲醇

至总体积的 "H2’ @ !H"’，每隔 (;C 取出 !#) 样品

用于测试表达量。

!"( 目的蛋白的初步纯化

将酵母工程菌 5I!!2BJ/K07L4E4-J 按优化的表

达条件进行诱导表达，培养液 ;9 !""""AB#$% 离心

!"#$%，取上清液。培养上清首先分别用 !"’、("’、

6"’饱和度的（-<; ）( IM; 进行浓缩，浓缩产物进行

,NO4+)KI. 检测，选出不使目的蛋白发生沉淀的最大

硫酸铵饱和度；然后再用 22’、82’、&2’和 ?2’饱

和度的（-<; ）( IM; 沉淀，;9 过夜，!""""AB#$% 离心

!"#$%，浓缩产物进行 ,NO4+)KI. 检测，选出能使目的

蛋白发生沉淀的最小硫酸铵饱和度。

!"!) 外源基因表达产物的 *+*,$-./ 分析

将工程酵母菌在 DEE> 培养基中培养一定时

间后，离心将培养基上清用硫酸铵沉淀法初步纯化

后，用 ( 倍 )NPG$%Q RSTTUA 与初步纯化后的蛋白等量

混合一起进行 I,I4/.5+，分析目的蛋白的表达。

!"!! 蛋白印迹（0123145 6783395:）检测

将 I,I4/.5+ 的电泳产物转移至硝酸纤维素膜

上，用 2’的脱脂乳封闭。分别用 <2<.、<&<. 和

<7<.的标准血清抗体作为一抗，以碱性磷酸酶标

记的羊抗鸡 KQ5 作为二抗，经 D0K/B-D* 配制成底物

显色液显色，观察特异性条带。

!"!; 表达条件的优化

根据毕赤酵母诱导表达时的特点，通过不同的

溶解 氧（72’、?2’、&2’、82’、22’）、培 养 时 间

（(G、6G、;G、2G）、甲 醇 浓 度（"H2’、!H"’、!H2’、

(H"’、(H2H ’）、转瓶转数（!""、!2"、(""、(2"）和 J<
值（6H"、;H"、2H"、8H"、&H"、?H"）来优化表达条件。

注：溶解氧可粗略用（摇瓶容积 = 培养液体积）B摇瓶容

积的比值来表示。

!"!< 间接酶联免疫吸附试验（间接 /=>*-）

依据中华人民共和国国家标准（5DB*!?768 =
(""6）《高致病性禽流感诊断技术》中间接酶联免疫

吸附试验方法，对所表达抗原进行测定。过程如下：

除 .!、D!、0! 和 ,! 孔不加样品，留做空白调零，

J/K07L 空载体表达产物和 <2<.、<&<. 和 <7<. 标

准抗原分别作为阴性对照和阳性对照外，其余孔取

!V;"" 稀释的被检蛋白（即将初步纯化后的 <2<.、

<&<. 和 <7<. 抗原蛋白进行 ;"" 倍稀释进行检

测），每孔 !""!) 包被板，将加样位置做好记录。倒

掉孔内包被液，用 /DI 洗 6 次。相应加入 <2<.、

<&<.和 <7<. 标准血清，将反应板盖好盖子后置

6&9环境下作用 6"#$%。倒掉孔内液体，在吸水纸上

空干，每孔加满洗液，静置 ! @ (#$% 后倒掉，空干，再

重复洗 ( 次。除 .!、D!、0! 和 ,! 孔外，其他每孔加

碱性磷酸酶标记的抗鸡二抗 !""!)，盖好盖子后置

6&9环境下作用 6"#$%。用上述同样的方法再洗涤

6次，加入底物使用液（碱性磷酸酶缓冲液中加入

D0K/B-D* 混合液），每孔 7"!)，置室温避光显色 ( @
6#$%，加 入 中 止 液（ 浓 硫 酸 !!H!#) W 蒸 馏 水

??H7#)），每孔 7"!)，使其终止反应。用酶标仪测定

每个孔在 ;7"%# 波长的光密度值（即 !";7" 值），!"

!"H( 者判定为阳性，"H!?"!" X "H( 需重复测试 !
次，若仍在此范围则判为阳性，!" X "H!? 者判定为

阴性。

!"!? 目的蛋白含量测定

!"!?"! 目的蛋白绝对含量测定：采用分光光度

法，分别测定样品在 !"(8"、!"(?" 下的紫外吸收值，

然后根据公式［蛋白浓度（#QB#)）Y !H;2 Z !"(?" =
"H&; Z !"(8"］计算蛋白含量。

!"!?"; 目 的 蛋 白 相 对 含 量 测 定：分 别 取 6"!)
<2<.、<&<. 和 <7<. 初步纯化的抗原进行 I,I4
/.5+。经考马斯亮蓝 1(2" 染色，脱色干燥后，用

0I47""" 型薄层扫描仪（日本岛津）测定其 28"%# 波

长下的吸收值，测定表达蛋白的相对含量。

66(徐一鸣等：禽流感病毒 <2<.、<&<.、<7<. 亚型血凝素基因在毕赤酵母中的表达



! 结果

!"# 重组质粒的鉴定

!"#"# 重组质粒 !"#$%&’()(* 的鉴定：重组质粒

!"#$%&’()(* 经 !"#!单 酶 切 后，正 向 连 接 出 现

++,,、-.,,、.-/ 三条带，反向连接出现 +0,,、/-,,、

.-/ 三条带；经 $%&!单酶切后，正向连接出现 %,,,、

/,,, 两条带，反向连接出现 %),,、-),, 两条带；经

$%’!、()*!单酶切后线性化。鉴定结果见图 -。

图 - 重组质粒 !"#$%&’()(* 酶切鉴定图谱

1234- 56789: ;23:<=2>6 !?>@2A: >@ ?:B>9C26D6=
!AD<92; !"#$%&’()(*

-："AD<92; !"#$%&’()(*；/：$%’!；0：EF* 9D?G:?"+&)H -I；I：

()*!；)：!"#!；.：EF* 9D?G:? EJ/,,,；K：$%&! 4

!"#"! 重组质粒 !"#$%&’(K(* 的鉴定：重组质粒

!"#$%&’(K(* 经 ,%-(!单酶切后，出现 %,K,、-%0,
两条带；经 ,.’#单酶切后出现 +.,,、/I,0 两条带。

鉴定结果见图 /。

图 / 重组质粒 !"#$%&’(K(* 酶切鉴定图谱

1234/ 56789: ;23:<=2>6 !?>@2A: >@ ?:B>9C26D6=
!AD<92; !"#$%&’(K(*

-：!AD<92; !"#$%&’(K(*；/：EF* LD?G:?"5B>H -I；0：,.’#；I：

EF* LD?G:? EJ/,,,；)：,%-(!

!"#"$ 重组质粒 !"#$%&’(%(* 的鉴定：重组质粒

!"#$%&’(%(* 经 /0%!单 酶 切 后，正 向 连 接 出 现

+),,、/0-,、//, 三条带；反向连接出现 -,,,,、+/,、

//, 三条带。目的质粒经 $%&!单酶切后线性化。

鉴定结果见图 0。

图 0 重组质粒 !"#$%&’(%(* 酶切鉴定图谱

12340 56789: ;23:<=2>6 !?>@2A: >@ ?:B>9C26D6=
!AD<92; !"#$%&’(%(*

-：!AD<92; !"#$%&’(%(*；/：EF* 9D?G:?"5B>H -I；0：$%&!；I：

EF* 9D?G:? EJ/,,,；)：/0%! 4

!"! 酵母转化子的 %&’ 鉴定

由 通 用 引 物 "$M 扩 增 结 果 可 见，NO--)P
!"#$%&’()(* 转化子扩增出 -Q%GC 大小的带，正好

与目的基因 ()(* 加分泌信号（-QK,GC R -%+C!）的

大 小 相 当；NO--)P!"#$%&’(K(* 转 化 子 扩 增 出

-Q%GC 大小的带，正好与目的基因 (K(* 加分泌信号

（-Q.+GC R -%+C!）的大小相当；NO--)P!"#$%&’(%(*
转化子扩增出 -Q%GC 大小的带，正好与目的基因

(%(* 加分泌信号（-QKGC R -%+C!）的大小相当。证

明我们的各目的基因已整合入酵母基因组中。鉴定

结果见图 I。

!"$ 表达产物的 ()(*%+,- 分析

将经筛选的转化子分别接种 SLNT 和 SLLT
培养基诱导表达后，表达上清用 K,U硫酸铵沉淀，

取沉淀溶于原 -P-, 体积的 "SO（!(KQI）中，取样进行

OEO’"*N5，从 其 结 果 可 以 看 出，NO--)P!"#$%&’
()(* 转化子诱导产物在 ./Q,GE 处出现与预计大

小相符条带 NO--)P!"#$%&’(K(* 转化子诱导产物

在 .-Q+GE 处 出 现 与 预 计 大 小 相 符 条 带；NO--)P
!"#$%&’(%(* 转化子诱导产物在 ./Q,GE 处出现与

预计大小相符条带。鉴定结果见图 )（D V B）。

!". 表达条件的优化

用培养上清的 5J#O* 检测 12I%/值和溶解氧、培

养时间、甲醇浓度、转瓶转数和 !( 值的关系来优化

表达条件。最终确定目标蛋白最佳表达条件是大于

+,U的溶解氧、-U甲醇诱导、培养 I;、摇瓶转速大

于 /,,?P926、培养基 !( 值为 .Q,。在最佳表达条件

I0/ 345#676 8)9:#%’ ); ,5)*6&4#)’).< 生物工程学报 /,,.，W>AQ//，F>Q/



图 ! "#"$、"%"$、"&"$ 重组转化子 ’() 鉴定图

*+,- ! ’() ./012+3+452+61 63 70582 9046:;+15128 63 "#"$、"%"$ 51/ "&"$
$：<、=：>?<<#@A’.(&BC"#"$；D：EF$ G59H09 EI=JJJ；!：>?<<#@A’.(&B；K：<、=：>?<<#@A’.(&BC"%"$；D：EF$ G59H09 EI=JJJ；!：>?<<#@

A’.(&B；(：<CD：>?<<#@A’.(&BC"&"$；!：EF$ G59H09 EI=JJJ；#：>?<<#@A’.(&B-

图 # "#"$、"%"$、"&"$ 酵母转化子表达上清 ?E?C’$>L 分析图

*+,- # ?E?C’$>L 63 2M0 0NA90880/ "#"$、"%"$、"&"$ 396: 4OP2O95P 8OA09152512 63 >?<<#@A’.(&BC"#"$、

>?<<#@A’.(&BC"%"$ 51/ >?<<#@A’.(&BC"&"$
$：<：G59H09；=：>?<<#@A’.(&B；D：C<J >?<<#@A’.(&BC"#"$；K：<：G59H09；=：>?<<#@A’.(&B；DC!：>?<<#@A’.(&BC"%"$；(：<：>?<<#@A’.(&BC

"&"$；=：>?<<#@A’.(&B；D：G59H09 -

图 Q 酵母转化子表达产物的 R082091 ;P62 分析图

*+,-Q R082091 ;P62 369 A96/O428 63 >?<<#@A’.(&BC"#"$、>?<<#@A’.(&BC"%"$ 51/ >?<<#@A’.(&BC"&"$
$：<：G59H09；=：>?<<#@A’.(&B；D、!：>?<<#@A’.(&BC"#"$；K：<：>?<<#@A’.(&B；=、D：>?<<#@A’.(&BC"%"$；(：<：>?<<#@A’.(&BC"&"$；=：

>?<<#@A’.(&B-

下，目的蛋白产量可提高 <ST U =S# 倍以上。

!"# 目的蛋白含量测定结果

?E?C’$>L 分析后，利用薄层扫描于 #QJ1: 分别

测定各目的蛋白在菌体总蛋白中的相对含量，得到

如下结果："#"$、"%"$ 及 "&"$ 目的蛋白分别占

菌体总蛋白的 <TV、<TS#V和 <%V，即每升菌液可

表达目的蛋白分别约为 !%S&:,、#<S#:, 和 !!S#:,。
!"$ 表达产物的蛋白印迹（%&’(&)* +,-(）检测

对诱 导 表 达 产 物 进 行 蛋 白 印 迹 分 析。?E?C
’$>L 电泳、转膜后，分别与一抗和二抗反应。显色

#D=徐一鸣等：禽流感病毒 "#"$、"%"$、"&"$ 亚型血凝素基因在毕赤酵母中的表达



结果表明，表达的产物具有特异性，分别能与抗 !"#
$%$!、$&$! 及 $’$! 标准血清抗体发生特异反

应，所出带位置大约在 ()*+ 处，与目标蛋白大小相

当，说明目标蛋白均获得完好表达。鉴定结果见图

(（! , -）。

!"# 间接 $%&’( 实验结果

经 ./"0! 检 测，1022%345"6’78$%$!、1022%3
45"6’78$&$! 及 1022%345"6’78$’$! 表 达 产 物 测

定值 !"9’:!:;)，可判定为阳性；1022%345"6’7 表达

产物测定值 !"9’: < :;2=，可判定为阴性。证明所制

备抗原蛋白具良好生物活性，分别能特异地中和

$’$!、$’$! 及 $’$! 抗体（表 2）。

表 ) 间接 $%&’( 实验结果

*+,-. ) ./0.123.45+- 1.67-5 89 $%&’(
+>?>@?>A BCD4E> !"9’:

5-0 :;:% :;:( :;:=

1022%345"6’7 :;2: :;2F :;22

1022%345"6’78$%$! 2;%= 2;() 2;99

1022%345"6’78$&$! 2;(& 2;&) 2;%F

1022%345"6’78$’$! 2;F= 2;9( 2;92

: 讨论

毕赤酵母为甲醇营养型酵母，该表达系统使用

的乙醇氧化酶基因（!GH2）启动子为强诱导启动子，

在 5!GH2启动子控制下的外源基因表达水平高且便

于调控，重组株可按需要在诱导前高密度生长，加入

甲醇诱导后能高水平表达。毕赤酵母分泌型表达的

优点是简化了后续纯化过程，并且伴随分泌表达进

程能进行蛋白质的正确加工、二硫键的重建、蛋白质

的正确折叠、糖基化修饰等，产生具有天然生物活性

的蛋白产物，无需复性。此外，它还具有营养要求

低、表达量高、操作简便、细胞生长速度快、非致病

性、安全性等特点，并能大规模发酵生产。本研究采

用酵母分泌型表达载体 45"6’7 构建的酵母工程菌

1022%345"6’78$%$!、1022%345"6’78$&$! 和 1022%3
45"6’78$’$! 经甲醇诱导后，分别可表达分子量为

();:*+、(2;=*+ 和 ();:*+ 的目的蛋白，与预计大小

相符。在大于 =:I 的溶解氧、2I 甲醇诱导、培养

’(J、摇瓶转速大于 )::K3DLM、培养基 4$ 值为 (;: 的

条件 下，表 达 量 分 别 达 到 9&;’DN3/、%2;%DN3/ 和

99;%DN3/。既能为 !"# 抗体检测提供具有生物活性

的抗原蛋白，又可实现工业化大规模生产，体现出较

好的前景。

随着生物学技术的迅速发展和国际市场的需

要，诊断和检测技术需要更加敏感、快速且特异性

强。传统 !"# 诊断方法主要有病毒分离培养和血

清学诊断（如琼脂扩散实验、间接血凝抑制实验及病

毒中和实验），但这些方法操作烦琐、诊断时间长、结

果重复性不好，因此人们正在努力研制一种广泛使

用的，特异性强、敏感性高的 ./"0! 检测方法来鉴别

诊断禽流感。2’’F 年 7OALJCEEL 等［(］建立了双抗夹心

8./"0!（+!08./"0!）。./"0! 已成为 !"# 流行病学

普查及早期快速诊断的最有效和最实用的方法，也

是当前应用最广泛的一种免疫测定方法。目前由于

!"# 全病毒作为包被抗原建立的 ./"0! 方法存在生

物安全性问题，应用 !"# 型特异性蛋白及其单抗建

立 ./"0! 方法成为了研究的热点。本实验选用禽流

感病毒高度保守且具有高致病性的 ! 型禽流感病

毒 $%、$& 和 $’ 亚型基因，并利用廉价且产量高的

毕赤酵母表达系统制备了大量的 $%$!、$&$! 和

$’$! 蛋白，利用所获抗原蛋白研制 ./"0! 试剂盒

可快速准确地同时检测出高发、高致病性的所有

$%$!、$&$! 及 $’$! 亚型 !"#，捕捉面广且针对性

强。不但有着重要的临床、流行病学和经济意义而

且具有重要的公共卫生意义及实用价值。另外，至

今国内外至今未见报导利用毕赤酵母系统表达高致

病性禽流感病毒亚型基因，故本研究为研制禽流感

病毒亚型 ./"0! 诊断试剂盒打下坚实的基础。
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