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!摘!要"!用567" 689蛋白单克隆抗体预包被酶标板!将杆状病毒表达系统表达的 567" 689 蛋

白作为检测用抗原!利用捕获包被法建立了间接 +,-./法用于猪圆环病毒 " 型抗体的检测" 通过

优化+,-./条件!研制试剂盒并应用于圆环病毒 " 型疫苗的免疫效果检验" 利用研制的试剂盒与

-:/#商品化进口和国产同类试剂盒对 $'2 份猪血清进行平行检测!总符合率分别为 1(4(%;#

1'4'3;和 2&4"';!与其他几种常见猪病毒抗体阳性血清无交叉反应" 试剂盒批内#批间变异系数

分别为 "4%3; )&4#(;和 &42'; )(43&;!" )2 <保存 $3 个月稳定!适合于对不同来源猪圆环病

毒 " 型疫苗人工免疫猪血清抗体进行检测"

!关键词"!猪圆环病毒 " 型$酶联免疫吸附试验$捕获包被$抗体检测
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!!猪圆环病毒"567#是迄今发现最小的动物病

毒% 现已知567有 " 个血清型!即567$ 和 567"%

567$ 为非致病性的病毒!567" 为致病性的病毒!

是断奶仔猪多系统衰竭综合征"5_K.# 的主要病

原($)

% 除了引发 5_K. 外!567" 还与猪皮炎肾炎

综合征"5̀J.#*猪增生性坏死性肺炎"5J5#*仔猪

先天性震颤"6\#*母猪繁殖障碍等疾病相关(")

!是

全球公认的危害养猪业的重要疫病(%)

% 689 蛋白

是该病毒的主要结构蛋白!含有 & 个抗原表位!具

有较好的免疫原性和抗原性!是检测该病毒特异性

抗体的理想靶抗原表位(&)

% 为建立一种敏感*特

异*快速的猪圆环病毒 " 型抗体检测方法!使567"

疫苗的效果评价更快捷*准确和方便!本研究利用

捕获包被和间接 +,-./法研制了一种检测 567"

抗体的试剂盒!并初步应用于猪圆环病毒 " 型疫苗

免疫效果评价%

@A材料和方法

$4$!材料

$4$4$!主要试剂和仪器!567" 病毒由本实验室

保存&567" 阳性质控猪血清及阴性质控猪血清*

567$ 阳性猪血清*猪繁殖与呼吸综合征病毒

"5aa.7#阳性猪血清*猪瘟病毒"6.:7#阳性猪血

清*猪细小病毒"557#阳性猪血清*猪伪狂犬病病

毒"5a7#阳性猪血清由本实验室制备&$'2 份猪血

清样本采自湖北博牧猪场%

猪圆环病毒抗体检测试剂盒 "进口#!货号

$#'. %̀$#&猪圆环病毒 " 0V689 0+,-./抗体检测

试剂盒"国产#!批号 $$$##%&567" 猪多抗由美国

7_à 公司提供&羊抗猪荧光二抗由 \PLU=B公司

提供&Na5标记的小鼠抗猪-Rb二抗由洛阳赛尔维

实验器材有限公司提供&Na5标记的羊抗小鼠 -Rb

二抗及 \_c由 .>R=8公司提供&牛血清白蛋白

"c./#!/=LULSAB公司&c6/蛋白定量试剂盒!b+公

司&酶标板!深圳金灿华公司&其他化学试剂主要来

自国药集团化学试剂公司"分析纯#% 主要设备有包

被机*洗板机*酶标仪*恒温孵育箱*荧光显微镜%

$4$4"!567" 689蛋白的制备!参见文献(3)

!利用

杆状病毒表达系统进行689蛋白表达!将纯化后的

蛋白经 c6/蛋白定量试剂盒定量后作为检测用

抗原%

$4$4%!567" 单抗的制备!参见文献(3)

!应用杂交

瘤技术制备分泌567" 单抗的细胞株!利用小鼠腹

水生产抗 567" 的单克隆抗体!纯化后的单抗经

c6/蛋白定量试剂盒定量后作为包被用抗体%

$4"!+,-./试剂盒的研制

$4"4$!反应条件的确定!按照方阵滴定方法优化

+,-./反应条件!确定 567" 单克隆抗体和抗原的

包被浓度% 对一抗及二抗的最佳稀释度和反应时

间进行优化%

$4"4"!判定标准的确定!取经间接免疫荧光试验

"-:/#检测抗体阴性和 56a检测血清抗原阴性的

猪血清 &# 份!进行+,-./检测!统计平均 C̀

&3#F=

值

和标准差!计算阴阳性值的临界点%

$4"4%!敏感性!特异性和比较试验!取经 -:/检

测抗体阳性的 567" 猪阳性质控血清 $# 份*取经

-:/检测抗体阴性和 56a检测血清抗原阴性的阴

性质控血清 $# 份和 567$ 阳性猪血清*5aa.7阳

性猪血清*6.:7阳性猪血清*557阳性猪血清*

5a7阳性猪血清各 $ 份!共 "3 份血清用本研究试

剂盒进行 +,-./检测!分析试剂盒敏感性和特异

性% 取 $'2 份猪血清样本用本研究试剂盒和 -:/

方法及商品化进口和国产两种试剂盒分别进行检

测!分析符合率%

$4"4&!试剂盒组装!重复性及保存期试验!试剂

盒由 1( 孔抗原包被板*阳性和阴性对照血清*小鼠

抗猪-Rb酶标二抗*显色液 /和 c及终止液和 $#

倍浓缩洗涤液组成% 取 %个不同批次的试剂盒!每批

3个!分别检测567"阳性猪血清和阴性猪血清!计算

批内及批间变异系数"&4#% 将试剂盒置 " )2 <保

存!不同时间取样检测保存期%

$4"43!人工免疫血清检测!选取 "$ 日龄非免疫

健康易感仔猪 %# 头!56a检测血清 567" 病毒阴

性!+,-./检测血清抗体效价低于 $ d3#% 用本实

验室研究的基因工程疫苗及全病毒灭活疫苗及三

种商品化疫苗"进口 567" 基因工程疫苗和国产全

病毒灭活疫苗 $ 及国产全病毒灭活疫苗 "#进行常

规免疫!每种疫苗免疫 3 头!留 3 头做空白对照!免

疫后 "2 V采血进行+,-./检测%

BA结A果

"4$!+,-./反应条件的确立!确定单抗最佳包被

浓度为 "

!

R*=,!每孔 $##

!

,!& <孵育过夜!封闭

液 $; c./!每孔 "##

!

,!%' <封闭 " P 后包被抗

原!抗原最佳包被浓度为 %

!

R*=,!每孔 $##

!

,!

& <孵育过夜!一抗 $ d$## 稀释!每孔 $##

!

,!

%' <反应 &3 =>F!二抗最佳稀释度为 $ d"###!每孔

$##

!

,!%' <反应 &3 =>F!显色液 /和 c每孔各

'"'
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3#

!

,!显色 $# =>F!" =B?*,硫酸溶液终止!酶标仪

&3# F=读数%

"4"!判定标准的确定!使用本试剂盒检测经 -:/

检测抗体阴性和56a检测血清抗原阴性的健康猪

血清 &# 份!求其平均 C̀

&3#F=

值 e#4$2$&标准差 e

#4#(2&按临界值e阴性样品平均值 f% g标准差计

算!其临界值为 #4%23% 所以待检血清 C̀

&3#F=

值应

"

#4& 判为阳性!待检血清 C̀

&3#F=

值 h#4%23 判为

阴性% 在 #4%23

#

C̀

&3#F=

h#4& 范围内!为可疑!需

进行第二次检测!如还在此区间判为阴性%

"4%!敏感性#特异性和比较试验结果!$# 份阳性

质控血清的-:/检测结果见图 $ 和表 $!$# 份阳性

质控血清 +,-./检测结果均为阳性!敏感性

$##;!阳性质控血清 +,-./检测最高稀释倍数

"+,-./效价#可达 $ d%"##% $# 份阴性质控血清和

3 份其他猪病毒抗体阳性血清 "567$*5aa.7*

6.:7*5a7*557#的 +,-./检测结果均为阴性!特

异性 $##;% $'2 份猪血清样本的检测结果显示!

本研究试剂盒和 -:/方法及商品化进口和国产两

种试剂盒的总符合率分别为 1(4(%;"$'"*$'2#*

1'4'3; "$'&*$'2#和 2&4"'; "$3#*$'2#%

"8$阳性血清&Y$阴性对照#

图 @A猪血清5C0检测结果

表 @A阳性质控血清34560检测结果

检测项目
血清编号

$ " % & 3 ( ' 2 1 $#

-:/效价 $ d2# $ d2# $ d2# $ d&# $ d&# $ d"# $ d$# $ d"# $ d$# $ d$#

+,-./结果"C̀

&3#F=

#

"4$"1 "4#$2 "4$2% $41&% $4('" $4'%" $4"21 $4&12 #4(2% #4'%"

+,-./效价 $ d$(## $ d%"## $ d$(## $ d$(## $ d2## $ d2## $ d"## $ d&## $ d$## $ d$##

"4&!重复性和保存期试验结果!取 % 个不同批次

的试剂盒!每批 3 个!分别检测567" 阳性猪血清和

阴性猪血清!批内变异系数为 "4%3; )&4#(;!批

间变异系数为 &42'; )(43&;% 保存期试验结果

表明!" )2 <保存 $3 个月稳定%

"43!人工免疫血清检测结果!人工免疫猪血清检

测结果阳性率均在 2#;以上!具体结果见表 "% 两

种国产全病毒灭活疫苗组分别各有一头免疫猪抗

体呈阴性!分析原因可能与猪个体差异有关系!各

猪产生抗体的时间和抗体水平不尽一致!也可能与

疫苗质量有关系%

表 BA人工免疫猪血清检测结果

组别 "2 V血清抗体"C̀

&3#F=

#

基因工程疫苗 "4$'2 $4%21 $41%& $4#%" $4(1"

全病毒疫苗 $4'1% $4(31 $4%$1 #411& #41('

进口567" 基因

工程疫苗
#4&$% $4"3( #4'32 $4&#& #4(&3

国产全病毒

灭活疫苗 $

$4#23 #4%3% #433' $4#&% #4&2$

国产全病毒

灭活疫苗 "

#4(%$ #432" #41"1 #4'$$ #4%"1

空白组 #4#(" #4#'3 #4#1" #4$#% #4#(2

DA讨A论

567" 抗体检测对于进行 567" 流行病学调

查*疫苗效果评价及试验用阴性猪的筛选等具有重

要意义% 目前!567" 抗体检测的常用方法有病毒

中和试验".J#*酶联免疫吸附试验"+,-./#*间接

免疫荧光试验"-:/#和免疫过氧化物酶单层细胞试

验"-5_/#% .J及-:/和-5_/试验均需要结合细

胞及病毒培养来进行检测!费时费力!对操作人员

要求高!不适合推广和普及% 本研究利用单抗捕获

包被法建立了一种检测 567" 抗体的方法!并组装

形成试剂盒% 研究结果表明!试剂盒灵敏度和特异

性良好!可重复性强!" )2 <保存 $3 个月稳定%

本试剂盒研制的关键是利用 567" 单克隆抗

体捕获567" 689 蛋白进行包被板的制备!利用单

克隆抗体的高特异性来进一步提高抗原包被板的

抗原纯度和检测的敏感性及特异性% 689 蛋白是

567" 病毒的主要结构蛋白!是检测该病毒特异性

抗体的理想靶抗原% 市场上国产同类 +,-./试剂

盒主要有浙江大学研制*瑞普"保定# 生物药业有

限公司生产的猪圆环病毒 " 0V689 0+,-./抗体检

测试剂盒(()

!该试剂盒中所采用的抗原是原核系统

表达的蛋白(')

% 本试剂盒中的 689 蛋白来源于昆

虫杆状病毒表达系统!本系统表达外源蛋白产量

高*表达的689 蛋白能独立地形成病毒样颗粒(2)

!

保持天然病毒空间构象结构*免疫活性好且产物易

纯化*反应背景低!已在多种动物疫病诊断中得到

'%'
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!摘!要"!本研究克隆了羊种布鲁氏菌 $(_株#羊种布鲁氏菌_"2 株#犬种布鲁氏菌#绵羊附睾种

布鲁氏菌#牛种布鲁氏菌/$1 株#猪种布鲁氏菌 ." 株的 B=9"2 基因并对以上不同种菌株的 B=9"2

基因序列及编码的氨基酸序列进行了比对!结果显示不同种布鲁氏菌 B=9"2 基因之间仅 ( 个碱基

不同!而且只有 " 个氨基酸不同!亲水性分析结果显示两处氨基酸的差异对蛋白亲水性不造成影

响" 将羊种布鲁氏菌 $(_的 B=9"2 基因亚克隆到 9+\%"8中表达!C_5"2 在低温下诱导以可溶性

形式高效表达" KLSTLUF 0Y?BT结果显示C_5"2 反应原性良好!是布鲁氏菌病诊断抗原的可能选择"

!关键词"!布鲁氏菌$B=9"2 基因$克隆表达$反应原性

基金项目% 公益性行业"农业#科研专项""##1#%"'#

作者简介% 王秀丽!硕士!从事兽用生物制品的检验及研究%

通讯作者% 蒋玉文% +0=8>?$
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应用(1)

% 比较试验结果表明!本试剂盒与-:/试验

和商品化进口试剂盒的总符合率分别为 1(4(%;和

1'4'3;!适合猪场血清抗体检测!对 567" 流行病

学调查有重要意义&不同来源疫苗人工免疫血清检

测结果表明!本试剂盒适合市场上基因工程疫苗和

全病毒灭活苗的免疫猪血清抗体的检测!可用于疫

苗效果评价和猪群免疫抗体水平的监测%
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