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Abstract : The recombinant plasmid p ET2V P2 Ⅰwas t ransformed into BL21 competent cells and

exp ressed in high level af ter induced with 1. 0mmol/ l IP T G. The expressed product was p urified

wit h His·Bind chromatograghy after being proved by Westen2blot ,and was used as an antigen to

establish indirect EL ISA for detecting antibodies against PPV. The optional working circum2
stances for the EL ISA (antigen concent ration 3. 5μg/ mL ; serum dilution 1 ∶40 ) were t ried out

wit h chess tit ration . The positive critertion of test serum of t his EL ISA is OD490nm > 0. 51 , t he

OD490 ratio of the tested serum to t he negative serum is higher than 2. 1 .
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摘要 : 将构建好的重组质粒 PET2V P2 Ⅰ转化宿主菌BL21 ,利用 IPT G(1mmol/ L)诱导实现了 PET2VP2 Ⅰ蛋白主要

抗原域 V P2 Ⅰ融合蛋白的高效表达。通过 Western2blot 检测证明表达的重组蛋白具有良好的免疫学活性。表达

产物经 HisBind层析柱纯化后作为诊断抗原初步建立了检测 PPV抗体的间接 EL ISA方法。结果表明 : 抗原的最

佳包被浓度为 3. 5μg/ mL , 血清的最佳稀释度为 1∶40 , 待检血清阳性标准初步定为 OD490 > 0. 51 , 且待检血清的

OD490值与阴性血清的 OD490值的比值大于 2. 1。
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　　猪细小病毒 ( Porci ne p arvovi rus ,PPV)是一自

主型细小病毒 (Autonomous parvovirus) ,它是引起

母猪畸胎的主要因素之一[1 ]。通常 ,头胎怀孕母猪

感染了 PPV 之后 ,可引起繁殖障碍 ,主要症状为流

产、不孕、产死胎、木乃伊胎等 ,给养猪业带来重大的

经济损失。我国于 20世纪 80年代初在不同地区分

离到 PPV [8 ] , 并查明其为造成母猪繁殖障碍主要病

原体之一[8 ]。近年来本病的广泛流行和危害已被世

界各国重视。近 30年以来 ,病毒的病原学、分子生

物学、诊断方法和疫苗防制等方面的研究都已取得

了一定进展[12 ]。目前国内外的主要诊断方法有血

凝和血凝抑制 ( HA / HI) 、荧光抗体技术 ( FA T) 、酶

联免疫吸附实验 ( EL ISA) 、单克隆抗体技术[11 ]、核

酸探针 ( NA P) [9 ] 检测技术及多聚酶链式反应
( PCR) [ 5 ,10 ]等 ,但多数血清学诊断方法不仅费时费

力或价格昂贵 ,而且多以全病毒为抗原 ,存在很大的

散毒危险。另外病毒的提纯一直以来都没很好的解

决方案 ,给抗原的制备带来困难 , 因此迫切需要一

种简便、迅速、便于推广使用的早期诊断试剂盒 ,以

尽快检出阳性猪 ,确保养猪业发展。EL ISA方法作
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为一种快速、高效 ,特异性强、灵敏度高的诊断方法 ,

在早期诊断方面具有很好的前景。本研究利用构建

好的含猪细小病毒 V P2 蛋白主要抗原表位基因核

表达载体 PET2V P2 Ⅰ在大肠杆菌中表达 , 并以纯

化的表达产物为抗原 ,初步建立 PPV 抗体的间接

EL ISA检测方法。

1　材料与方法

1 . 1　质粒、菌株与血清

重组质粒 PET2V P2 Ⅰ由本室李霆构建[4 ] ,系将

猪细小病毒 V P2 蛋白的主要抗原表位基因 V P2 Ⅰ

克隆入原核表达载体 p ET232a ( + )的 B am H Ⅰ和

X hoⅠ之间 ;宿主菌 BL21 为本组保存 ; PPV 阴、阳

性血清为本室保存 ;猪呼吸与繁殖障碍综合征病毒

阳性血清、猪圆环病毒阳性血清、猪日本脑炎病毒阳

性血清、猪瘟病毒阳性血清均为本室保存 ; 待检的

70份血清来自上海、江苏、安徽、山东、浙江等地。

1 . 2　试剂

DAB显色试剂盒购自南京生工生物工程有限

公司 ;辣根过氧化物酶标记的羊抗猪二抗为晶美公

司产品 ; TMB 购自青岛海泰公司 ; His·Bind Puri2
fication Kit 为 Novagen公司产品 ,其余试剂为分析

纯。

1. 3　重组质粒的表达及其检测

挑取已经鉴定为阳性的含 PET2V P2 Ⅰ的 BL21

菌液按 1∶50转入含 Amp (50μg/ mL)的 LB液体培

养基中 , 37℃培养至 OD 值 0. 5～ 0. 6 间加入

1mmol/ L 终浓度的 IP T G于 37℃诱导培养 5h ,并

设PET232a/ BL21对照。取样品菌液1mL ,室温12000r/

min离心 1min ,收集菌体 ,用 100μL 1×SDS2PA GE

上样缓冲液重悬 ,沸水浴 5min。取样 20μL 进行

SDS2PA GE 电泳。将表达产物按照 His ·Bind

Purification Kit 说明书进行纯化后并对其进行

Western2blot 检测以确定其抗原性 ,方法按照文献

所介绍的进行[2 ]。

1. 4　间接 EL ISA检测方法的建立

按照文献方法进行间接 EL ISA方阵测定[ 3 ]。

2　结果

2. 1　表达产物的 SDS2PAGE

转化大肠杆菌 BL21 的重组质粒 PET2V P2 Ⅰ

在 IP T G诱导下获得了高效表达。经 SDS2PA GE

电泳分析 ,重组菌比对照菌明显多出一条约 45kDa

的条带 ,大小与预期的相符 (如图 1) 。

图 1　IPT G诱导表达 V P2 蛋白的 SDS2PA GE分析

Fig. 1　SDS2PA GE of induced expression of VP2 Ⅰprotein

by IPT G

1 ,PET2VP2 Ⅰ/ BL21 induction ;2 ,p ET232a ( + ) / BL21 induction

2. 2　Western2blot检测

通过对表达产物进行 Western2blot 分析 ,结果

与猪特异性抗血清呈阳性反应 (如图 2) ,且无非特

异性条带出现 ,证明表达产物具良好的免疫学活性。

图 2　重组 V P2 Ⅰ蛋白的 Western2blot 检测

Fig. 2　Western2blot analysis of the recombinant V P2 Ⅰpro2
tein

1 ,MW protein marker ; 2. , PET2VP2 Ⅰ fusion protein Analysis by
Western2blot .

2. 3　表达产物纯化后的 SDS2PAGE

将表达产物过 His·Bind柱 ,收集最后洗脱液
(1 ×Elute Buffer) 30mL ,即为纯化后的目的蛋白。

取纯化的蛋白样品 50μL 与 50μL 2×SDS2PA GE上

样缓冲液混匀 ,沸水浴 5min ,取 20μL 进行 SDS2
PA GE ,结果显示在 45kDa 处有一清晰的特异性条

带 (如图 3) ,证明纯化结果良好。

2. 4　间接 EL ISA方阵试验

通过蛋白质定量仪测得重组 V P2 Ⅰ蛋白的浓度

为 0. 285mg/ mL ,以 OPD/ H2 O2 作为显色底物进行
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图 3　重组 V P2 Ⅰ蛋白经 His·Bind柱纯化结果

Fig. 3　The recombinant V P2 Ⅰprotein purified by His2Bind

Kit

1 ,Middle MW protein marker ; 2 , The purified recombinant VP2 Ⅰ
protein .

间接 EL ISA方阵滴定。在终止反应后 ,取阳性血清

OD490为 1. 0、阴性血清 OD490值 0. 2 所在的孔的抗

原浓度和血清浓度为最佳稀释度。结果显示抗原最

佳包被浓度为 1 ∶80 ,即相应的抗原包被量为3. 5

μg/ mL ,而待检血清最佳稀释倍数为 1∶40。

2 . 4　一抗和二抗作用时间的优化

将一抗、二抗按照不同时间梯度相互作用 ,一共

设置 6个组合 ,对 4份血清进行抗体水平测定 ,可得

出结果如下图 (图 4)所示。

可见不同一抗、二抗作用时间对显色结果影响

并不太大。因此 ,选取一抗、二抗最佳作用时间

60min。

2 . 5　判定标准的确定

图 4　一抗、二抗不同作用时间对 EL ISA结果的影响

Fig. 4　Effect s of dfferent reaction time of serum sample ( First antibody) and anti2swine Ig G on EL ISA

1 ,First antibody for 30min ,Second antibody for 30min ;2 , First antibody 30min ,Second antibody 60min ;3 , First antibody 60min ,Second anti2
body 30min ; 4 , First antibody 60min ,Second antibody 60min ; 5 , First antibody 120min ,Second antibody 30min ; 6 , First antibody 120min ,Sec2
ond antibody 60min

　　用以初步确定的条件 ,对 20份临床阴性血清进
行 OD490值的测定 ,发现其 OD490的均值范围 0. 45±
0. 06。一般来说 ,待检血清与标准阴性血清的 P/ N

> 2. 1 时可判为阳性。因此 ,确定判定标准为 S/ N

> 2. 1且血清样品 OD490 > 0. 51 ,为阳性。
2 . 6　特异性实验

用本方法对猪呼吸与繁殖障碍综合征病毒阳性
血清、猪圆环病毒阳性血清、猪日本脑炎阳性血清、

猪瘟阳性血清进行检测 ,每份血清重复检测 3 孔。
据 OD490值的结果可判定均为阴性 ,说明 V P2 Ⅰ蛋
白不与上述血清发生交叉反应 ,具有良好的特异性。
2 . 7　敏感性实验

对临床的 70 份血清分别用自行建立的间接
EL ISA方法和间接血凝试验进行检测 ,结果显示 ,

两者阳性检出率分别为 85. 7 %和 78. 5 % ,符合率达

90. 8 % (数据略) ,由此可见 ,间接 EL ISA 的检出率

高于间接血凝的检出率。

3　讨论

目前 ,我国对 PPV的血清学诊断主要应用 HA

和 HI试验 ,但由于该方法需要豚鼠的红细胞 ,而且

血清要求通过高岭土的处理 ,从而限制了它的应用。

因此寻找一种简便易行的 ,同样具有较高特异性和

敏感性的检测方法是多数学者努力的方向。目前 ,

已有许多 PPV抗体检测方法 ,但大都是以全病毒为

抗原的 ,一方面存在着潜在的散毒危险 ,另一方面在

病毒的纯化方面有相当高的技术和工艺要求 ,因此

很难推广。

V P2 蛋白是 PPV 的主要中和抗原 ,本试验在

PPV分子流行病学的基础上 ,应用病毒核衣壳蛋白

(V P2 Ⅰ蛋白)即 V P2 蛋白主要抗原表位基因 V P2 Ⅰ

基因[7 ]的表达产物在免疫学方面的功能和作用 ,将

其在原核表达载体上进行高效表达 ,并利用纯化后

表达产物作为包被抗原 ,初步建立了检测 PPV血清

抗体的 EL ISA 方法。由于该蛋白可诱导机体产生

较高水平和持续时间较长的抗体 ,因此具有较高的

诊断意义。

在本研究中 ,在对已构建的重组载体转入表达

宿主 BL21中 ,用已确定的最佳培养条件、IP T G最
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佳诱导浓度 ,实现了对 PPV V P2 Ⅰ蛋白的高效融合

表达。本研究通过选用 PET232a ( + )为表达载体 ,

该载体的目的基因插入位点的上游为硫氧还原蛋白

基因序列 ( TrxA) ,其产物硫氧还原蛋白作为融合伴

侣的基因融合表达系统 ,适用于在大肠杆菌中表达

高产量的蛋白。多数情况下 ,该融合表达产物可正

确折叠并表现出生物活性。使用 His·Bind树亲和

层柱对重组表达产物进行纯化 ,用纯化产物作为包

被抗原初步建立了重组 V P2 Ⅰ蛋白2EL ISA 方法。

对诱导产物进行可溶性鉴定后 ,证实重组 V P2 Ⅰ蛋

白以包涵体形式存在。该形式能很好的避免细胞内

蛋白水解酶的作用和有利于目标蛋白的分离纯化。

但在用变性剂处理包涵体以及复性过程中存在使目

标蛋白失去生物学活性的可能 ,且使制备成本升高。

本研究结果显示 ,经变性复性处理后的重组 V P2 Ⅰ

蛋白仍具有良好的反应原性。

本研究中 ,对该方法的检测结果的判定标准作

出了初步确定。应用本方法对国内一些地区收集到

的血清进行检测 ,并与间接血凝实验检测结果相比

较 ,与后者的检出符合率达 90. 8 %。从检测结果也

可以得出 ,由于包被抗原的较强的反应原性 ,同一批

血清中用本方法检测的阳性率要高于后者 ,用以检

测 PPV的血清抗体是完全可行的。

间接 EL ISA 作为一种检测 PPV 的方法 ,与其

他血清学方法相比缩短了检测时间 ,大大提高了检

测效率 ,增强了其实用性 ,而且对实验要求不高 ,无

需无菌操作 ,适合于实验室血清学诊断、海关检疫及

大规模疫病调查[6 ]。该方法灵敏、安全、可靠、特异

性强 ,作为一种检测 PPV抗体的快速简便的方法有

很大发展前景。
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