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"" 现在上海市农业科学院畜牧兽医研究所。

伪狂犬病病毒 !"基因主要抗原表位区的原核表达及其
在疫苗接种和自然感染鉴别诊断中的应用

倪健强 张春玲"" 童光志" 仇华吉 王云峰 田志军
（中国农业科学院哈尔滨兽医研究所兽医生物技术国家重点实验室，哈尔滨 /3"""/）

摘 要 根据伪狂犬病病毒（FG%）H;?.2株 <9基因序列，利用 FIG方法扩增了 FG% <9基因不含信号肽、胞内区和
跨膜区的主要抗原表位区，并克隆到原核表达载体 AJ9K.1A./中，获得的重组质粒命名为 AJ9K.><9。经 LML.F2J9
电泳分析证实克隆的部分 <9基因获得了表达，融合表达产物大小约为 1-NM，并在终浓度为 "O1::&’PQ的 RF4J诱导
下，-O3D其表达量达到高峰。通过改变诱导条件，有效抑制了包涵体形成，提高了重组蛋白的溶解性。S5T>5E? B’&>
分析证实表达的重组 <9蛋白具有抗原反应活性。将表达产物利用亲和层析法纯化后作为 9QRL2抗原，通过对其
特异性、敏感性及工作条件的优化试验，和对 #0份 FG%阴性血清样品的检测结果的统计学分析，建立了猪伪狂犬
病 ><9.9QRL2鉴别诊断方法。通过对 #""份送检血清样品的检测结果分析，表明其与 FG%全病毒 9QRL2试验的符
合率高达 U3V以上，与基于抗 <9蛋白单抗竞争性 9QRL2的符合率达 U#V。此方法可用于 <9基因缺失 FG%疫苗免
疫动物和 FG%自然感染动物的鉴别诊断。
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伪狂犬病（AT5+X&E7B;5T，FG）是由伪狂犬病病毒
（FG%）引起的家畜和多种野生动物共患的一种急性
传染病。伪狂犬病病毒属疱疹病毒科!疱疹病毒亚
科成员，主要贮主为猪和鼠。除猪外，其他易感动物

感染本病为高度致死性感染，但呈散发形式。该病

对猪危害严重，主要引起种猪不育、妊娠母猪流产、

死产和产木乃伊胎；新生仔猪和断奶仔猪大量死亡；

育肥猪增重减慢等症状。伪狂犬病呈全球性分布流

行，在我国伪狂犬病已蔓延至许多省市，给畜牧业造

成巨大的经济损失［/］。长期以来，对伪狂犬病防制

的主要措施是接种疫苗。上世纪 0"年代末，基因缺
失标记疫苗及相应的弱毒疫苗免疫和野毒感染鉴别

诊断技术相继问世并得到应用，使猪伪狂犬病的根

除成为可能［! Y -］。U"年代初期，部分伪狂犬病流行
国家正式启动本病的根除计划。即在使用疫苗防制

本病的同时，配合以适当的鉴别诊断方法诊断出野

毒感染猪，对已感染野毒的猪进行扑杀淘汰，从地区

性净化猪场直至全国性根除本病。目前，荷兰、美

国、欧盟等许多国家或地区先后宣布了根除计划的

成功［# Y 3］。

目前，伪狂犬病在我国猪群中广泛流行，<9基
因缺失的弱毒疫苗也已广泛使用，但单纯使用疫苗

并没有从根本上解决问题。因此，能有效区分野毒

感染猪和疫苗免疫猪的鉴别诊断技术是最终根除伪

狂犬病的关键。据对上百株 FG%的分析证明 FG%
野外分离毒株均含有 <9 基因且较为保守［1］，表明
<9蛋白是建立鉴别诊断的理想标志蛋白。目前，在
一些发达国家使用的是基于抗 <9蛋白单克隆抗体
的竞争性 9QRL2鉴别诊断试剂盒，价格昂贵，在我国
很难推行。我国冉智光等［$］曾经建立 FIG 鉴别诊
断技术，但在实际应用时很难掌握。因此，本实验利

用克隆表达的 FG%主要抗原活性区作为抗原建立
了 FG%鉴别诊断技术，不仅拥有自主知识产权，而
且对我国根除伪狂犬病具有实际意义。



! 材料与方法

!"! 病毒和血清
!"#闽 $毒株，由中国兽药监察所提供；伪狂

犬病阳性血清和阴性血清由本室保存；抗流感病毒、

猪繁殖与呼吸综合征病毒、猪轮状病毒、传染性胃肠

炎病毒、细小病毒、流行性腹泻病毒、大肠杆菌、猪丹

毒和猪瘟病毒阳性血清由中国农业科学院哈尔滨兽

医研究所疫病防治研究室提供；现地送检血清来自

山东、黑龙江、辽宁、吉林和哈尔滨等地。

!"# 载体、受体菌和试剂
表达载体 %&’()*!)+、受体菌 ,-.+由本实验室

保存。%/0+1)2载体、各种限制酶及修饰酶购于大
连宝生物公司；&32 标签纯化试剂盒购自 /456789
,:;6<:4=<46公司；>!2&、卡那霉素购自上海生工；辣
根过氧化物酶标记兔抗猪 >?&抗体购自 >=@:A5;?4=公
司。

!"$ %&’的培养及病毒 ()*的提取
取冻干的 !"# /:=)$株种毒以细胞维持液稀释

后，接种单层 !B)+C细胞，当 D!’达 ECF时，收获细
胞。加入预冷的 !,3轻轻洗涤细胞 G次后，加入蛋
白酶 B细胞消化裂解液（+H99;IJ- 25:6·KDI %K1LH，
+H99;IJ- ’02$，HL.9;IJ- M8DI，HL+.CF 25:A;= ()
+HH，HL.CF 3;N:O9 0;N4<PI 385<;6:=8A4，+HH!?J9- 蛋
白酶 B）作用 +H9:=，之后分别以酚（+次）、酚J氯仿（.
次）和氯仿（+次）抽提，乙醇沉淀，洗涤，干燥后加适
量 2’（+H99;IJ- 25:6·KDI，+LH99;IJ- ’02$，%K1LH）
溶解，Q .HR保存备用。
!"+ 引物的设计与合成
经过对 !"# ?’基因亲水功能区的分析结合相

关的研究报道［1 Q ++］，用 !D"扩增了截短的 ?’ 基因
（A?’），此部分包含有 ?’ 蛋白的抗原反应区（*S T
+HH1=A），同时去除了蛋白胞内区、跨膜区和信号肽
的部分（图 +）。根据 &4=,8=U中 /:=)$株 !"# ?’基
因核苷酸序列设计一对特异性引物，用于 ?’基因的
!D" 扩增。上游引物序列，CV)D&&$2DDDD&$&D)
D2D2DD&DD&$&$D)GV，含有 !"#K"位点；下游引物
序 列，CV)&$$&&D&2D&$D&&&2D$&&D&&2D$&)GV，
含有 $"%"位点；扩增片段大小约为 +LHUW。
!", 表达载体的构建
取上述提取的病毒 0M$，利用所设计的引物进

行 !D"扩增，!D"产物胶回收后，与 %/0)+1 2载体
连接，转化后通过酶切筛选到阳性重组质粒，命名为

%/0)A?’。利用限制酶 !"#K"和 $"%"双酶切

图 + ?’蛋白结构示意图（箭头所指为引物扩增区域）
X:?Y+ 274 :IIO6A58A:;= ;Z ?’ %5;A4:=
（A74 8548 W4A[44= A[; 855;[6 [86 <I;=4N）

%/0)A?’，回收 ?’基因和同样处理的原核表达载体
%&’()*!)+连接，转化 ,-.+菌。碱裂解法小量提取
质粒，!"#K"J&’("双酶切筛选阳性重组质粒，并
命名为 %&’()A?’，将 %&’()A?’送上海博亚生物公司
测序。

!"- ./0基因的诱导表达
将含有重组质粒 %&’()A?’的 ,-.+菌种在含氨

苄青霉素的 -,平板上划线，GER培养过夜，挑取单
个菌落，于含 $9%的 -,中 GER摇床培养至 )**HH为

HL* T HLE 时加入诱导剂 >!2& 至终浓度 HL. T +
99;IJ-，继续于 .C T GER振摇培养 G T * 7，收获细
菌。离心后将菌体用 HLC9;IJ- M8DI、.H99;IJ-
25:6·KDI（%K \ EL*）洗 .次，然后用 !,3悬浮细胞，加
入新鲜配制的溶菌酶至终浓度 +9?J9-于 SR作用
过夜后，在高强度超声波的作用下裂解 * 次，每次
+H6，间隔 +H6，然后，离心取上清和沉淀分别加入等
体积的 . ] 303电泳上样缓冲液裂解细胞，置于沸水
中煮沸 +H9:=，使蛋白质充分变性后用 +HF凝胶进
行 303)!$&’蛋白电泳。
!"1 重组蛋白的纯化及免疫反应活性分析
将已经与亲和树脂结合的重组蛋白利用 !54)

3<:66:;= !5;A4864 酶消化其 &32标签，操作过程参照
!543<:66:;= !5;A4864酶说明书进行。之后加入适量的
酶切缓冲液洗脱目的蛋白。

纯化蛋白经 303)!$&’电泳后转移至硝酸纤维
素膜（MD 膜）上，用猪伪狂犬病标准阳性血清进行
^46A45= WI;A分析。
!"2 间接 0345*诊断方法的建立
!"2"! 间接 ’->3$程序：（+）将重组 A?’用碳酸盐包
被缓冲液（HLHC9;IJ- D,3，%K_L*）作适当稀释后包
被聚苯乙烯微量反应板，SR过夜，经洗涤、封闭后
用于检测或 SR冰箱保存备用；（.）将待检血清适当
稀释后，与上述包被后的微量反应板 GER作用一定
时间，洗涤；（G）将酶标兔抗猪抗体做适当稀释后，与
上一步的微量反应板作用一定时间，洗涤；（S）加入
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底物显色缓冲液，避光显色一定时间以后，终止反应

并测定每孔的光密度吸收值（!" 值），对结果进行
分析判定。

!"#"$ 间接 !"#$%试验条件的优化：利用方阵滴定
法分别对 &’ ( ’)&!*+孔的抗原包被量、, - . ( , - &’’
的血清稀释度、’). ( &/的血清作用时间、. ( &’012
的底物显色时间进行标化。

!"#"% 间接 !"#$%判定标准的获得：对 34 份背景
明确的阴性血清按最适条件进行 !"#$%反应，结果
进行统计学分析。

!"#"& 特异性试验：在同一条件下对猪流感病毒、
猪繁殖与呼吸综合征病毒、猪轮状病毒、传染性胃肠

炎病毒、细小病毒、流行性腹泻病毒、大肠杆菌、猪丹

毒和猪瘟病毒特异性阳性血清及 $56猪血清按间接
!"#$%程序测定。
!"#"’ 重复性试验：3份血清样品在同一批次试验
中每份样品平行设 7 个重复（批内重复）；另外在 7
个不同试验日重复测定 3份样品（批间重复）。分析
试验结果。

!"#"( 对现地送检血清样品的检测及与中和试验、
单抗竞争 !"#$%试验的对比：随机从山东、黑龙江、
辽宁、吉林等地的送检血清中选择了 3’’余份血清，
利用病毒中和试验、全病毒 !"#$%和本实验建立的
8*!9!"#$%同时进行检测，对比检测结果。此外，对
已用国外单抗竞争性 !"#$%试剂盒检测的 :. 份血
清用 8*!9!"#$%检测，对比结果。

$ 结果

$"! 截短的 )*+ ,-基因的克隆
提取 5;< =>%，用设计合成的特异性引物经

5?;扩增后，得到了约 ,)’@A 的片段，这与预期的
8*!基因片段的大小一致（图 &）。将扩增所得产物
与 BC=9,: D 载体连接，通过酶切筛选到阳性质粒
BC=98*!（图 E）。用限制酶 #$%"+&’("对 BC=98*!
和 BF!G9759,进行消化处理，D3 =>%连接酶连接，
筛选出的阳性质粒命名为 BF!G98*!（图 3）。测序结
果显示 8*!编码框全长 H3.AB，编码 E,.个氨基酸残
基。

$"$ )*+ .,-基因的表达及产物活性检测
收获的细菌裂解后，经 $=$95%F!电泳，考马斯

亮蓝染色后可见 7E@=的融合蛋白条带，在终浓度
为 ’)700IJ+"的 #5DF诱导下，E). / 其表达量达到
高峰（图 .）。薄层扫描分析，该蛋白占菌体蛋白总
量的E’K。此外，对表达条件进行改变，发现降低

图 & 8*!基因 5?;扩增结果
61*L& 5?; BMINOP8Q IR 8*! *S2S

,：CTM@SM =",.’’’；&：5?; BMINOP8 IR 5;< 8*!；E：>S*T81US PI28MIJ

图 E 重组质粒 BC=98*!酶切鉴定结果
61*LE #NS281R1PT81I2 IR 8/S MSPI0A12T28 BC=98*!

V18/ MSQ8M1P81I2 S2WX0S N1*SQ81I2
,：CTM@SM =",.’’’；& ( 3L BC=,:98*!（ 12QSM8 128I BJTQ01N PJIP@V1QS ）

N1*SQ8SN V18/ &’("；. ( 7：BC=,:98*!（ 12QSM8 128I BJTQ01N T281PJIP@9

V1QS）N1*SQ8SN V18/ &’("

图 3 表达载体 BF!G98*!酶切鉴定结果
61*L3 #NS281R1PT81I2 IR 8/S MSPI0A12T28 BJTQ01N

BF!G98*! V18/ MSQ8M1P81I2 S2WX0S N1*SQ81I2
, ( 3：BF!G98*! =1*SQ8SN V18/ )’*Y"++,-"；.：="9,.’’’ CTM@SM

诱导剂 #5DF的诱导浓度至 ’),00IJ+"、降低诱导温
度至 &.Z的条件下，可以有效的抑制蛋白包涵体的
形成，促进蛋白的可溶性（图 7）。利用亲和层析法
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纯化重组蛋白，结果蛋白的纯度可以达到 !"#以
上。将经纯化、蛋白酶酶切后的重组 $%& 蛋白经
’(’)*+,&电泳后，用 *-.多克隆阳性血清作适当
稀释后进行 /01$023 456$ 分析，结果在约 789(处观
察到了特异性的反应条带（图 :）。

图 ; 表达质粒 <,&=)$%&在受体菌 >?@A中
诱导表达产物 ’(’)*+,&电泳结果

BC%D; ’(’)*+,& 6E 20F6G4C3H3$ %& 0I<20110J C3 ! D "#$% >?@A
A K 7：0I<20110J <26JLF$1 6E ! D "#$% F63$HC3C3% <,&=)$%& H$ 8 D;，8 H3J

7 D; M6L21 HE$02 C3JLF$C63；8：0I<20110J <26JLF$1 6E ! D "#$% F63$HC3C3%

<,&=)N<)A；;：<26$0C3 GH2902

图 N 改变表达质粒 <,&=)$%&在受体菌中诱导的条件后
可溶性表达产物的 ’(’)*+,&电泳结果

BC%DN ’(’)*+,& 6E 20F6G4C3H3$ %& 0I<2011C3% C3
! D "#$% >?@A C3 OH2C6L1 C3JLF$C63 F63JC$C631

A：<26$0C3 GH2902；@：$M0 165L450 E2HF$C63 6E 0I<2011C63 <26JLF$ C3 ! D "#$%

F63$HC3C3% <,&=)$%& C3 7:P；7、8：$M0 165L450 E2HF$C63 6E 0I<2011C63

<26JLF$ C3 ! D "#$% F63$HC3C3% <,&=)$%& C3 @;P QC$M R*S, F63F03$2H$C63

6E " D@GG65T?（7）H3J " DA GG65T?（8）

!"# $%&’&()*+工作条件的确定
!"#", 抗原包被量的确定：将重组蛋白经亲和层
析法纯化后按 @" K "U@!%T孔 包被聚苯乙烯微量反
应板，选取试验用阳性血清和阴性血清 &’ 值比值
（*TV）最为明显的 @!%T孔 作为抗原的最佳工作量。
! " # " ! 血清作用稀释度及工作时间的确定：抗原

图 : 表达 $%&蛋白 /01$023 456$分析结果
BC%D: /01$023 456$ H3H5W1C1 6E 20F6G4C3H3$ $%& <26$0C3

A：’(’)*+,& 6E <L2CEC0J 20F6G4C3H3$ %&；@：*26$0C3 GH2902；7：/01$023)

456$$C3% 201L5$ QC$M 0I<2011C63 <26JLF$1 6E ! D "#$% F63$HC3C3% <,&=)$%&；

8：/01$023)456$$C3% 201L5$ QC$M 0I<2011C63 <26JLF$1 6E ! D "#$% F63$HC3C3%

<,&=)N<)A

按最佳工作量包被反应板后，血清作 A X ; K A X @""的
倍比稀释，分 7"、N"、!"、A@"GC3 不同作用时间进行
&?R’+方阵反应，选取标准阳性血清和阴性血清比
值最为明显的一组，即 A X7"稀释倍数、N"GC3作用时
间作为血清最适作用稀释度和最适作用时间。

!"#"# 显色时间的确定：抗原和血清均按最佳工
作条件，显色时间为 ;、A"、A;GC3 对阳性、阴性血清
进行 &?R’+测定。结果显色时间为 A"GC3时，*TV值
最为明显，选作最佳显色时间。

!"#"- $%&)&?R’+判定标准：将 8Y份伪狂犬病阴性
血清按最佳工作条件进行 &?R’+测定，对其结果进
行统计学分析，8Y份阴性血清 &’ 值平均数（=）等
于 "U"7!，方差（ (）等于 "U"7:，取 !!#置信区间“)
Z 7’”等于 "UA;，由此得出 %&)&?R’+的判定标准，即
&’ 值大于 "UA;者判为阳性（其 &’ 值分布直方图
见图 Y）。

图 Y 伪狂犬病阴性血清 %&)&?R’+ &’值分布直方图
BC%DY &’ .H5L01 6E *-. 30%H$CO0 1QC30

102H J0$02GC30J 4W $%&)&?R’+
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!"# $%&’&()*+对现地送检血清样品的检测及与
中和试验、单抗竞争 &()*+试验的比较
对山东、辽宁等省市未接种 !"基因缺失疫苗猪

场的送检血清同时用病毒中和试验（#$）、%!"&
"’(#)、全病毒 "’(#)等方法进行检测，结果见表 *。
对河北、辽宁锦州、哈尔滨三地送检的猪场（接

种过 !"基因缺失疫苗）血清样品进行 !"&"’(#)和
#$检测，并与国外用于检测 !"抗体的单抗竞争性
"’(#)检测结果相比较（结果见表 +）。
对比实验证明 %!"&"’(#)与全病毒 "’(#)特异

性、敏感性相近，比 #$敏感性更好。与单抗竞争性
"’(#)相符性在 ,-.左右。

表 , 对现地猪场送检血清样品的检测
-./01 , 2345.6.$781 91$1:$73; 3< =>7;1 =16. <634 ?;8.::7;.$19

@169= >7$@ $%&’&()*+，*A，36 BCD’&()*+

#/01234 /5 4678934 :61;<= ’<6/=<=! :3;3< >3?<=! #@6=A/=! B<9<=

$07;31 A3%32%3A +,C *D CC DD , *+

E@3 8/4<%<F3 16%</
;G %!"&"’(#)

HC. IC. -H. J. J. -+.

E@3 2/<=2<A3=%69 16%</
/5 %!"&"’(#) 6=A

>KL&"’(#)
,D. ,I. *JJ. *JJ. *JJ. *JJ.

E@3 2/<=2<A3=%69 16%</
/5 %!"&"’(#) 6=A #$

,J. MI. ,-. *JJ. *JJ. MC.

表 ! 对现地接种疫苗猪场血清样品的检测结果
-./01 ! 2345.6.$781 91$1:$73; 3< =>7;1 =16. <634 %&’9101$19

BCD 8.::7;1 744?;7E19 @169= >7$@ $%&’&()*+
.;9 :3451$7$781 F:+/’&()*+

>1/F<=234 :61;<= ’<6/=<=! :3;3<

$07;31 A3%32%3A D* *- +J

E@3 8/4<%<F3 16%</ ;G %!"&"’(#) MM. I*. IJ.

E@3 2/<=2<A3=%69 16%</ N<%@ O2);&"’(#) ,D. ,C. ,D.

G 讨论

!"基因是伪狂犬病病毒的主要毒力相关基因，
而 !"基因缺失的 >KL弱毒株也是包括我国在内的
世界各国广泛使用的 >KL弱毒疫苗。当前一些主
要伪狂犬病流行国家在应用 !"基因缺失疫苗预防
伪狂犬病的同时，配合以针对 !"蛋白的鉴别诊断方
法区分自然感染猪和疫苗免疫猪，逐步实现了伪狂

犬病的根除。本研究以 !"基因作为标记基因建立
了与我国广泛使用的 !"基因缺失弱毒疫苗相配套
的鉴别诊断方法，为今后在我国启动 >KL根除计划

创造了技术条件。

最早建立伪狂犬病鉴别诊断 "’(#)的是荷兰学
者 L6= P<142@/%，他于 *,MH年建立了阻断免疫过氧化
物酶单层试验（(>O)）用于区分野毒感染猪和疫苗
免疫猪［C］。虽然 (>O) 能起到有效的鉴别诊断，但
是其操作过程复杂、要求条件高，不适合配合根除计

划。随后 L6= P<142@/% 等又建立了一种单抗阻断
"’(#)诊断方法，相比于 (>O)，"’(#)诊断方法特异
性强、敏感性好，而且操作过程简单，适合于大批量

的检测，可有效配合根除计划［*+］。在与中和试验、

常规 "’(#)对比试验中，阻断 "’(#)可检测到攻毒
后 +周的 !"抗体，且至少可以维持 I个月以上。此
外 O3993=2678等用亲和层析分离纯化 !"抗原，建立
了 !"&"’(#)，可有效鉴别常规血清学方法难以区分
的野毒感染和疫苗接种感染［*C］。而 K/等在大肠杆
菌表达系统中高效表达了 >KL !" II Q +*J共 *C-个
氨基酸残基，将表达产物纯化后包被 "’(#)板建立
的鉴别诊断技术与经亲和纯化的天然 !"所建立的
"’(#)效果相近［M］。在本次实验中，我们将伪狂犬
病 !"基因去除信号肽和跨膜区的包含有全部免疫
活性表位的全部序列共 C*D个氨基酸残基在大肠杆
菌中高效表达，利用纯化的表达产物建立了 %!"&
"’(#)鉴别诊断技术。
在 %!"的初期表达中，蛋白表达量大，相互聚集

形成了很难溶解的包涵体形式。为此我们将诱导的

条件进行了优化选择，结果发现在低温 +DR条件下
降低诱导剂 (>ES的浓度可以有效抑制包涵体的形
成，促进蛋白的可溶性表达。在所表达的蛋白中我

们融合了谷胱甘肽转移酶标签，标签蛋白大小为

+,?T，为避免其可能对检测结果造成的影响，在纯
化过程中我们进一步用 >13#2<44</=蛋白酶对标签进
行了剪切，去除标签后蛋白大小约为 C-?T。
通过对间接 "’(#)抗原的包被量、血清的稀释

倍数和作用时间以及影响反应结果的显色时间等因

素的优化，我们确定了 %!"&"’(#)的最佳工作条件。
经交叉试验证实 %!"&"’(#)与猪其它 M种疫病阳性
血清及 #>U猪血清没有交叉反应，通过对背景明确
的 -M份阴性血清的检测最终确定了 %!"&"’(#)的临
界值。同时批内、批间重复性试验证实，抗体水平不

同的各血清样品 %!"&"’(#) !" 值变异程度不大，重
复性较好。经过对 -JJ余份送检血清样品的检测，
同时与中和试验和全病毒 "’(#)试验检测的结果相
对比，结果 %!"&"’(#)与中和试验相符性达 ,J.以
上，而与全病毒 "’(#)相符性达 ,D.以上，这间接
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也证明了 !"#$#%&’( 敏感性要好于中和试验，同全
病毒 #%&’(接近［)*］。此外，与单抗竞争性 #%&’(同
时对疫苗免疫猪场检测，结果相符性在 +*,左右，
证明了 !"#$#%&’(的检测能力与竞争性 #%&’(相近。
因此，本实验建立的 !"#$#%&’( 鉴别诊断方法适用
于伪狂犬病病毒 "#基因缺失疫苗免疫的猪和伪狂
犬病病毒自然感染猪的鉴别诊断。
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