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动物及兽医生物技术                                                               

FMDV 非结构蛋白 2C 主要表位区与 3AB 基因的组合表

达与活性分析 
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摘  要: 近年的研究表明, 口蹄疫病毒(FMDV)非结构蛋白(NSP)2C 在区分灭活疫苗免疫动物与自然感染动物方面具有

潜在的价值, 为了建立敏感性更高的鉴别诊断方法, 将截取了 2C 蛋白 N-端和 C-端的主要 B 细胞表位区和完整 3AB 蛋

白基因组合后, 进行了原核表达, 得到了分子量约为 47.6 kD 的目的蛋白 2C′3AB。通过 Western blotting 分析证明, 表达

产物能被 FMDV 感染动物阳性血清识别, 具有很好的反应性。以通过电泳纯化的目的蛋白作抗原进行间接 ELISA 检测

不同来源的动物血清, 结果表明, 该抗原仅与感染动物血清具有很好的反应活性, 而与健康动物与免疫动物血清无反

应, 说明重组蛋白 2C′3AB 可作为区分灭活疫苗免疫动物与感染动物的鉴别诊断抗原。用 2C′3AB 和 3ABC 为抗原进行

间接 ELISA, 对比检测田间血清样品, 结果显示 2C′3AB-ELISA 敏感性比 3ABC-ELISA 高。说明以重组蛋白 2C′3AB 作

为鉴别诊断抗原, 能进一步提高对临界值血清的检出率, 这对区分灭活疫苗免疫动物与 FMDV 隐性感染动物与带毒动

物具有非常重要的意义。 

关键词 : FMDV, 非结构蛋白 , 2C′3AB, 原核表达 , 活性分析  
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Abstract: In recent years, the potential value of nonstructural protein (NSP) 2C was well documented for distinguishing 
foot-and-mouth disease virus (FMDV) in infected animals and vaccinated animals. In order to develop a more sensitive approach to 
detect natural infected FMDV while there is no interact with vaccinated FMDV, we incorporated a major epitope region of 2C with 
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whole 3AB coding region within NSP and expressed in Escherichia coli. We got a 47.6 kD fusion protein named 2C′3AB. The 
product showed a specific reactivity with FMDV from serum of infected animal by using Western blotting analysis. This suggests 
that this protein could be applied to distinguish infected FMDV and vaccinated FMDV. We further compared 2C′3AB protein with 
3ABC fusion protein, another available protein used for detecting infected FMDV, using indirect ELISA assay. The results showed 
that 2C′3AB-ELISA had higher sensitivity than that of 3ABC-ELISA for distinguishing infected FMDV and vaccinated FMDV of 
sera from epidemic region. Therefore, this recombinant protein 2C′3AB is a good candidate protein to develop more sensitive method 
to differentiate infected FMDV and vaccinated FMDV from vaccinated animals. This finding will increase our capability to check the 
infectious virus carrier and finally improve FMDV infection control. 

Keywords: foot-and-mouth disease virus, NSP, 2C′3AB, prokaryotic expression, reactivity 

口蹄疫 (Foot-and-mouth disease, FMD)是由口

蹄疫病毒(Foot-and-mouth disease virus, FMDV) 引

起的偶蹄动物的急性、热性、高度接触性传染病。

FMD 暴发是灾难性的 , 不但对发生国的经济造成

严重打击, 并且产生严重的社会政治和环境影响。

2001 年英国口蹄疫发生, 造成经济损失达 200 亿英

镑, 销毁动物达 1000 万头; 2007 年英国再次发生口

蹄疫造成全国人心惊慌, 足见其影响之大。FMD 的

防制与国家的经济实力有关, 发达国家多采用扑杀

销毁的政策 , 很少采用疫苗 ; 而多数发展中国家 , 

大多也是该病流行的国家, 则采用接种灭活疫苗为

主的综合防控措施。由于 FMDV 血清型多, 病毒变

异范围较大 , 免疫原性较弱 , 免疫持续期较短 , 目

前使用的疫苗只能保护免疫动物不发病, 不能防止

免疫动物发生再次感染, 这就使疫区的免疫动物群

中, 有一定数量的动物因自然感染而成为病毒携带

者, 这些隐性感染动物不但可能引发新的疫情, 也

为病毒变异、产生新毒株提供了环境; 同时, 由于

病毒嗜性的差异, 新传入毒株也可能会造成某些动

物的隐性感染, 这些隐性带毒动物一旦接触到更易

感的动物, 就有引发新疫情的危险。在疫苗免疫的

情况下, 一些不依赖于血清型的诊断检测方法的敏

感性有所下降, 这也为免疫群体中病毒携带者的筛

查带来了困难 , 造成了 FMD 防制形势的复杂化 , 

这也是发达国家为什么不愿意使用 FMD 灭活疫苗

的原因。因此, 在采取疫苗防控策略的国家建立敏

感性高的检测所有血清型病毒感染和隐性带毒动

物、且能区分疫苗免疫动物与自然感染动物的诊断

方法, 已成为 FMD 防治的一项重要技术。近年来, 

国内外学者陆续建立了许多基于检测非结构蛋白

(NSP)3A、3AB、3ABC、2C 和 3D 抗体的 ELISA

鉴别诊断方法, 其中检测 3ABC 抗体被认为是发现

隐性感染动物与持续感染动物的最有效方法 [1−4], 

但仍然仅有不到 70%的带毒牛能够被检测为阳性[5], 

而且在用 3ABC 蛋白抗体在确认单个动物的血清时, 

仍存在不确定性, 造成隐性感染动物的漏检 [6]。现

在越来越多的研究者认为血清中一种 NSP 抗体并

不能正确反映动物的带毒状况, 所以许多实验室开

始探索同时检测几种 NSP 抗体的方法来筛查感染

及隐性带毒的动物。根据 Höhlich 等[7]和 Oem 等 [8]

的研究, FMDV NSP 2C 中也存在具有鉴别诊断意

义的表位, 这些线性的 B 淋巴细胞表位主要分布于

2C 的 N 端和 C 端, 本研究将 2C 蛋白中Ｂ细胞表位

稀少的编码区截去后和 3AB 蛋白编码区连接起来

构建成 2C′3AB 基因进行原核表达, 旨在实现多个

NSP 中Ｂ细胞表位的富集 , 以期提高鉴别诊断方

法的敏感性 , 为筛查隐性感染动物与持续感染动

物、鉴别免疫动物与感染动物找到一种更为敏感的

方法。  

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒与工具酶 

含 O/China/99 株 FMDV 2C 主要表位区及 3AB
基因的重组质粒 pGEM-2C′3AB (包括 2C 的 1~174、
681~954 位核苷酸序列及 3AB 的全部核苷酸序列)
为本实验室构建并保存。 

大肠杆菌 BL21(DE3) pLys 菌株和 pET-30a-c(+)
表达载体均购自 Novagen 公司 ; 各种限制性内切

酶、T4 DNA 连接酶、EX-Taq 酶、dNTP 及 DNA 回

收试剂盒购自 TaKaRa 公司; 小剂量质粒提取试剂

盒为博大泰克公司产品。 
FMDV NSP 3ABC 抗体检测间接 ELISA 试剂盒

为中国农业科学院兰州兽医研究所研制, 已获得农

业部颁发的新兽药证书。 
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1.2  试验血清 
1) 对照血清 , 阳性对照血清为分别用 O 型

FMDV 攻毒后, 第 3 个月采血分离的发病牛、羊和

猪血清, 经 FMDV 146S 抗原液相阻断 ELISA 检测

结构蛋白抗体阳性, 3ABC抗体阳性; 对照阴性血清, 

采自非疫区的临床健康动物 , 经检测结构蛋白抗

体、3ABC 抗体均为阴性。2) 未进行任何 FMD 疫

苗免疫的临床健康动物血清(牛血清 40 份, 羊血清

37 份, 猪血清 43 份), 经检测 O 型和 Asia 1 型结构

蛋白抗体为阴性, 3ABC 抗体阴性。3) 灭活疫苗免疫

2~3 次以上临床健康动物血清(牛血清 40 份, 羊血清

30 份, 猪血清 39 份), 3ABC 抗体阴性。4) 试验感染

的动物血清样品, 用 O 型 FMDV 攻毒后 90 d 采集的

牛血清 54 份、用 AsiaⅠ型 FMDV 攻毒后 30 d 采集

的猪血清 20 份。5) 从 AsiaⅠ型 FMD 疫区采集的临

床健康的田间羊血清 134 份。以上血清均由国家口

蹄疫参考实验室保存。  

1.3  重组表达质粒的构建 
将重组质粒 pGEM-T-2C′3AB 用 NcoⅠ和 SalⅠ

酶切消化, 回收目的片段 2C′3AB。用 NcoⅠ和 SalⅠ

对表达载体 pET-30a进行消化, 使其产生 2个与目的

片段相同的粘性末端。用 T4 DNA Ligase 连接, 转

化大肠杆菌 DH5α, 挑选单克隆鉴定出阳性质粒, 命

名为 pET30a-2C′3AB。 

1.4  重组表达质粒的诱导表达 
将构建好的重组质粒 pET30a-2C′3AB 转化

BL21(DE3)pLys 菌株, 挑取阳性克隆接种于 3 mL 含

10 g/L 葡萄糖的 LB 培养基(含 50 μg/mL 卡那霉素)

中, 37oC 220 r/min 培养过夜。第 2 天以 1/100 的接

种量, 将重组菌接种到含 10 g/L葡萄糖的 LB培养液

(含 50 μg/mL 卡那霉素)中, 37oC 250 r/min 摇至

OD600 达 0.5~1.0 左右, 取 2 mL 作为未诱导的对照, 

其余的加入 IPTG至终浓度 1 mmol/L, 37oC诱导表达, 

分别在诱导后 1~5 h 收集菌液进行检测。 

1.5  表达产物 SDS-PAGE 电泳 
收集的菌液 12 000 r/min 离心 3 min, 用 100 μL 

pH 7.4的PBS悬浮, 加入等体积的2×SDS上样缓冲液, 

混匀, 水浴煮沸 5 min, 用 120 g/L 的分离胶进行电泳。 

1.6  Western blotting 分析 
将 SDS-PAGE 的蛋白带转移至硝酸纤维素膜, 

用含 50 g/L 脱脂奶粉的 PBST 封闭, 以 O 型 FMDV

感染牛血清为一抗, 兔抗牛 IgG-HRP 为二抗, 二氨

基联苯胺(DAB)染色, 3~5 min 后水洗终止。 

1.7  ELISA 检测 
1.7.1  检测已知背景的动物血清 

2C′3AB 融合蛋白经 SDS-PAGE 电泳纯化后, 作

为抗原包被酶标板, 参考本实验室已建立的 3ABC

间接 ELISA方法的反应条件(一抗 1:21稀释, 酶标二

抗 1:10 000 稀释)[9], 确定纯化的 2C′3AB 抗原适宜

的工作浓度后, 用间接 ELISA 法检测 FMDV 感染

动物血清、健康免疫动物血清与非疫苗免疫动物血

清中的 2C′3AB 抗体。 

采用与 3ABC-ELISA 相同的判定标准, 来确定

被检血清的效价值, 即被检血清的效价=(被检血清

OD450−阴性对照 OD450)/(阳性对照 OD450−阴性对照

OD450), 如果血清效价介于 0.2~0.3 之间判为可疑,≥

0.3 判为阳性, <0.2 判为阴性。 

1.7.2  检测田间动物血清 

电泳纯化得到的 2C′3AB 融合蛋白作为抗原 , 

用间接 ELISA 法检测 134 份羊血清, 并将检测结果

与 FMD 3ABC-I-ELISA 试剂盒检测的结果进行比较。 

2  结果与分析 

2.1  重组质粒 pET30a-2C3AB 的鉴定 
重组质粒 pET30a-2C′3AB 用 NocⅠ和 SalⅠ双

酶切, 切出大小为 1155 bp左右的条带, 用 PCR方法

也可扩增出一条 1155 bp 左右的带, 说明目的片段

已正确插入表达载体(图 1)。 

 

图 1  重组质粒酶切 PCR 鉴定图 
Fig. 1  PCR and restriction enzyme digestion analysis of 
recombinant plasmid pET-30a-2C3AB. 1, 8: DNA marker; 2, 4, 
6: products from pET-30a-2C3AB digested with NocⅠand SalⅠ; 
3, 5, 7: PCR products. 
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2.2  表达产物 SDS-PAGE 电泳 
SDS-PAGE 电泳结果显示, 与未诱导的阴性对

照相比诱导后的菌体裂解液中有明显的融合蛋白表

达, 且再诱导 4 h, 目的蛋白表达量即可达最大, 表

达产物分子质量约为 47.6 kD (图 2A), 与预期的融

合蛋白分子量大小相符, 其中 2C′3AB 蛋白分子量

为 43.3 kD。 

2.3  Western blotting 分析 
表达的融合蛋白经 SDS-PAGE 电泳后转移至硝

酸纤维素膜上进行免疫学反应 , 结果显示 , 牛抗

FMDV 阳性血清与诱导菌在约 47.6 kD 处出现一条

特异性反应带, 未诱导菌无特异性反应带(图 2B)。

证明表达的融合蛋白能与 FMDV 感染动物阳性血

清发生反应。 

2.4  ELISA 检测 
2.4.1  检测已知背景的动物血清 

方阵滴定测得纯化抗原 2C′3AB 的最佳工作浓

度为稀释度 1:1500。抗原 1:1500 稀释后包被 ELISA

板检测已知背景的感染动物血清、免疫动物和健康

非免疫动物血清。结果表明 2C′3AB 抗原能与

FMDV 感染动物血清中发生特异性反应, 与 3ABC- 

ELISA 方法检测结果符合率在 90%以上(表 1), 3 种

血清用 2种方法检测结果符合率为 96.7%, 证明所表

达的抗原具有良好的活性和特异性, 可用于建立鉴

别感染动物与疫苗免疫动物的 ELISA 方法。 

2.4.2  检测田间动物血清 

纯化抗原 1:1500 稀释后包被 ELISA 板, 对经

3ABC 检测为阳性及可疑的 134 份田间羊血清进行

检测, 结果见表 2。 

从上表可以看出 2 种 NSP 为抗原检测结果一一

对应的符合率为 80.6%, 部分 3ABC-ELISA 检测可

疑的血清 2C′3AB-ELISA 检测为阳性 , 说明以

2C′3AB 为抗原对部分可疑血清的检测信号更强, 说

明这部分血清中针对 2C 和 3AB 蛋白的抗体的反应

信号具有叠加效应, 所以 2C′3AB-ELISA 的敏感性

高于 3ABC –ELISA。 

 
图 2  表达产物 SDS-PAGE 及 Western blotting 分析 
Fig. 2  Results of SDS-PAGE (A) and Western blotting analysis (B) of expressed product. (A) 1: sample before being induced; 2−6: 
samples after being induced for 1−5 h; 7: molecular weight protein marker. (B) 1: molecular weight protein marker; 2−3: samples 
after being induced for 4 h; 4: sample before being induced. 

表 1  2C′3AB-ELISA 与 3ABC-ELISA 对比检测已知背景动物血清的结果 
Table 1  Comparative results of 2C′3AB-ELISA with 3ABC-ELISA for detection of sera of different origins 

Sera of bovine 
                                                                                       

Sera of ovine 
                                                                                      

Sera of swine 
                                                                                       

Total Positive Suspicious Negative Total Positive Suspicious Negative Total Positive Suspicious Negative

Unvaccinated 40 0/0 0/0 40/40 37 0/0 1/0 36/37 43 1/0 2/0 40/43 

Vaccinated  40 0/0 1/0 39/40 30 0/0 0/0 30/30 39 0/0 2/0 37/39 
Experimentally 
infected 54 37/35 8/10 9/9 / / / / 20 18/17 2/3 0/0 

Consistent rate 97.76% (131/134) 98.51% (66/67) 94.12% (96/102) 

The numerator is results of 2C′3AB-ELISA, the denominator is results of 3ABC-ELISA. 

表 2  2C′3AB-ELISA 及 3ABC-ELISA 板检测田间羊血清结果 
Table 2  Detected results of ELISA with antigen 2C′3AB and 3ABC in ovine 

Antigen Total Positive Suspicious Negative Consistent rate (%)

2C`3AB 134 79 54 1 80.6 

3ABC 134 54 80 0 / 
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3  讨论 

最早用于鉴别 FMD 感染与免疫动物的方法是

病毒感染相关抗原(VIAA, 3D 蛋白)琼扩试验, 后来

的研究表明, 3D 蛋白会嵌合在部分病毒粒子的表面, 

在灭活疫苗的生产过程中无法去除, 而引起部分免

疫动物产生 VIAA 抗体。后续的研究主要集中在 3A、

3B、2C 等 NSP 及其前体蛋白。检测 NSP 3ABC 抗

体的鉴别诊断技术被认为是目前可信度最高的, 已

有许多商品化的试剂盒, 而且该方法也是目前检测

持续感染带毒牛的最好方法 [5], 但是 , 仍然有很大

一部分的持续感染或早期感染动物没有产生可以检

测到的 3ABC 抗体, 这就需要进一步提高 NSP 抗体

检测方法的敏感性。近年来, 越来越多的研究者认

为动物血清中的 2C 抗体也是鉴别诊断较为可靠的

指标之一, 应用合成肽表位筛查技术发现, 在 2C 蛋

白中存在具有鉴别诊断意义的抗原表位, 这些表位

主要集中在 2C 蛋白的 N-端和 C-端[10−13], 然而, 原

核表达的完整 2C 蛋白却不能作为鉴别诊断的抗     

原[14,15], 本研究组用原核表达的 2C 蛋白的主要表位

区却具有很好的鉴别诊断效果[16], 这可能与原核表

达的完整 2C 蛋白未能充分展示其两端的 B 细胞表

位有关。而在聚蛋白 3ABC 中 3AB 抗原性强, 且不

同毒株间基因变异小, 而 3C 蛋白抗原性弱, 且 3C

蛋白的存在, 会造成目的蛋白的不稳定性。本研究

将 2C 蛋白中主要表位区与完整的 3AB 蛋白编码区

连接起来, 以期表达一种能同时检测 2C 及 3AB 抗

体的重组蛋白。用这种重组蛋白作为抗原, 一方面

实现了 B 细胞表位的富集, 提高反应的敏感性; 另

一方面可降低由融合蛋白太长、包含的表位过多而

引起的与其他小 RNA 病毒的 NSP 抗体发生的非特

异反应性。检测结果也证明了这种抗原表位的优化

组合可进一步提高 NSP 抗体检测方法的敏感性。 

对于已知背景 3 种动物血清的检测表明 , 

2C′3AB- ELISA 与 3ABC-ELISA 两种方法的总符合

率达 96%以上, 仅个别 3ABC-ELISA 检测阴性的血

清, 用 2C′3AB-ELISA 检测为可疑或阳性, 但这是

否说明后者的非特异性反应较多, 还需要进一步扩

大检测数据来进行评价。对来自疫区的田间羊血清

样品的检测结果表明, 用重组蛋白 2C′3AB 作为抗

原检测 FMDV 非结构蛋白抗体, 与 3ABC-ELISA 检

测的结果符合率为 80.6%, 其中不符合的血清主要

集中在可疑部分, 3ABC-ELISA 试剂盒检测为可疑

的部分血清, 2C′3AB-ELISA 检测为阳性, 这进一步

反 映 出 2C′3AB-ELISA 方 法 的 敏 感 性 高 于

3ABC-ELISA 方法, 说明优化的 2C′3AB 抗原组合, 

既可以检出 2C 抗体又可以检出 3AB 抗体, 检测的

阳性信号更强, 提高了对部分可疑血清的检测效果, 

从而提高了对一些可疑血清的检出率, 这不仅对鉴

别诊断 FMDV 感染动物与免疫动物有很好的作用, 

而且对于筛查隐性感染动物、持续感染动物以及早

期发现疫情有非常重要的意义。 
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