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［基金项目］国家质检总局科技项目（Ｎｏ． ２０１３ＩＫ０３１，Ｎｏ． ２０１３ＩＫ０５１，Ｎｏ． ２０１５ＩＫ０８９）；福建省科技计划重点项目（Ｎｏ． ２０１４Ｎ０００１）；海南省

应用技术研究与开发专项项目（Ｎｏ． ＺＤＸＭ２０１３００２５）；广东检验检疫局科技计划项目（Ｎｏ． ２０１１ＧＤＫ４４，Ｎｏ． ２０１３ＧＤＫ０４）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ ＡＱＳＩＱ（Ｎｏ． ２０１３ＩＫ０３１，Ｎｏ． ２０１３ＩＫ０５１，Ｎｏ． ２０１５ＩＫ０８９）， Ｋｅｙ Ｐｒｏｊｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｐｌａｎ ｏｆ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （ Ｎｏ． ２０１４Ｎ０００１ ）， Ｓｐｅｃｉａｌ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｎ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ Ｈａｉｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （ Ｎｏ．
ＺＤＸＭ２０１３００２５）， Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｑｕａｒａｎｔｉｎｅ Ｂｕｒｅａｕ（Ｎｏ． ２０１１ＧＤＫ４４，Ｎｏ． ２０１３ＧＤＫ０４）．
［作者简介］李丹丹（１９７９—），女，博士，高级兽医师，研究方向：分子病毒学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：１０８０７４１８２＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］张体银（１９７９—），男，高级工程师，研究方向： 分子病毒学；杨俊兴（１９７８—）男，研究员，研究方向： 分子病毒学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：
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猴免疫缺陷病毒抗体免疫梳检测方法的建立及应用
李丹丹１，王绥家１，陈平亚１，张体银２∗，杨俊兴３∗，刘忠梅４，高慎阳５

（１． 海南出入境检验检疫局检验检疫技术中心，海口　 ５７０３１１； ２． 福建出入境检验检疫局检验检疫技术中心，
福州　 ３５０００１； ３． 深圳出入境检验检疫局动植物检验检疫技术中心，广东深圳　 ５１８００１； ４． 黑龙江出入境检验检

疫局检验检疫技术中心，哈尔滨　 １５０００１； ５． 辽宁医学院畜牧兽医学院，辽宁锦州　 １２１００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 以基因工程技术制备猴免疫缺陷病毒（ＳＩＶ）的 ＳＩＶ３０ 蛋白作为抗原诊断试剂，建立免疫梳方

法（ＩＣ）用于特异性检测实验猴血清中抗 ＳＩＶ 的抗体 ＩｇＧ。 方法　 应用原核表达载体 ｐＧＥＸ － ４Ｔ － １ 构建 ＳＩＶ ＳＩＶ３０
基因的重组表达质粒，并在感受态细胞 ＢＬ２１ 中表达，将该重组蛋白纯化后作为诊断抗原，建立免疫梳标准化检测

程序，并应用于临床检测。 结果　 最佳抗原包被量为 ０􀆰 ０２ ｍｇ ／ ｍＬ；制备好的 ＩＣ 均能够特异性检测到相应的 ＳＩＶ 阳

性血清而不与其他病毒血清间发生交叉反应，表明该检测方法特异性强；敏感性分析结果表明，ＳＩＶ３０ 蛋白能够敏

感地检测到 １∶ ４００ 倍稀释的 ＳＩＶ 阳性血清；稳定性和重复性试验结果表明，同一样品重复检测 ３ 次，变异系数（ＣＶ）
均小于 １０％ ；利用该检测方法在对 １０ 份可疑猴血清样品进行检测，ＩＣ 与 ＥＬＩＳＡ 检测结果一致率为 １００􀆰 ０％ ，Ｋａｐｐａ
＝ １􀆰 ０００。 结论　 原核表达了 ＳＩＶ３０ 蛋白，制备了 ＩＣ，并应用于临床检测。 该检测方法灵敏度高、特异性强、重复性

好，具有良好的实用性。
【关键词】 　 猴免疫缺陷病毒；ＳＩＶ３０ 蛋白；免疫梳；快速检测方法；抗体
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　 　 猴 免 疫 缺 陷 病 毒 （ ｓｉｍｉａｎ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｖｉｒｕｓ， ＳＩＶ）是一种外源性逆转录病毒，对人具有潜

在的感染性［１］。 ＳＩＶ 感染繁殖猴群将直接影响其在

生物医学研究中的应用［２］。 因此，实验猴输入国、
出口国的检疫要求都明确规定实验猴 ＳＩＶ 抗体必须

为阴性［３］。 目前，除了美国 ＢｉｏＲｅｌｉａｎｃｅ 和 ＶＲＬ 等

少数几个实验室拥有实验猴 ＳＩＶ 的 ＥＬＩＳＡ 试剂盒

之外，市场上还没有同类产品出售。 国外试剂盒虽

然准确率高，但价格昂贵，若进行大规模的 ＳＩＶ 血清

学调查，国内实验猴养殖单位难以承受，因此往往

只对即将出口的实验猴购买少量国外试剂盒做一

次性检测。 如果能够建立一种快速、准确的实验猴

ＳＩＶ 抗体检测方法，并研制出操作简单、准确率高、
价格低廉的试剂盒，将有助于国内开展实验猴 ＳＩＶ
的检测工作。

免疫梳方法（ ｉｍｍｕｎｅ ｃｏｍｂ， ＩＣ）是能够对病毒

血清抗体进行定性、定量检测的一项新型体外诊断

技术，这种技术突破性地将病毒抗原点布在具有极

强蛋白吸附力的硝酸纤维膜上，把包被好的抗原膜

贴附于 ＰＶＣ 板以增加膜的强度和硬度，经机器裁切

制成免疫梳。 将此免疫梳插入稀释好的待检血清

样本时，特异性抗体与抗原结合并固着于膜上，再
通过酶标二抗底物反应，染色后，抗体阳性的样本

表现为肉眼可见的红色斑点，阴性则无颜色变化。
膜经过图像处理系统数据化后可以进行定量分析。
该方法具有快速、简便、经济、不需任何特殊仪器，
保留了常规 ＥＬＩＳＡ 的敏感、特异的优点，又克服了

许多繁琐的操作，节省了操作时间，缩短了实验周

期，完全可在野外进行实地诊断检测，达到快速诊

断的目的，能够满足口岸机场、码头的快速通关检

测，在基层具有良好的运用推广前景。 本研究利用

基因工程技术制备 ＳＩＶ 的 ＳＩＶ３０ 基因原核表达产物

重组 ＳＩＶ３０ 蛋白作为抗原诊断试剂，建立免疫梳方

法用于对实验猴血清中抗 ＳＩＶ 的抗体 ＩｇＧ 进行特异

性检测，为快速准确检测 ＳＩＶ 抗体提供有力的技术

支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 质粒、菌株及试剂　
ｐＭＤ１８⁃Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ、 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α、 感受态细胞

（ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ ｃｅｌｌ）和 ｐＧＥＸ⁃４Ｔ⁃１ 购于宝生物工程有限

公司；ＢＬ２１（ＤＥ３） ｐＬｙｓＳ 感受态表达菌购于天根生

化科技（北京）有限公司；２ × Ｔａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ （含染

料）、ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、快速琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回

收试剂盒、质粒小提试剂盒购于康为世纪生物科技

有限公司；ＩＰＴＧ、ＮＣ 膜、显色液为北京索莱宝科技

有限公司产品；Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ、ＥｃｏＲ Ｉ、Ｓｍａ Ｉ 为 ＮＥＢ
产品；猴免疫缺陷病毒（ＳＩＶ）、猴 Ｄ 型反转录病毒Ⅰ
型（ＳＲＶ１）、猴 Ｂ 病毒、猴 Ｔ 淋巴细胞趋向性病毒 Ｉ
型（ＳＴＬＶ１）和猴麻疹病毒（ＭｅＶ）阳性血清由海南出

入境检验检疫局检验检疫技术中心保存。
１􀆰 ２　 引物的设计与合成　

根据已发表的国内外相关参考文献进行初步

理论筛选，之后登录 ＧｅｎＢａｎｋ 获取 ＳＩＶ 的参考序列

（ＧｅｎＢａｎｋ： Ｍ９２７１４􀆰 １）在 ６１ａａ⁃７６ａａ 处标识目标氨

基酸序列 ＳＥＧＣＴＰＹＤＩＮＱＭＬＮＣＶ，编码衣壳蛋白基

因为 ＴＣＡＧＡＡＧＧＣＴＧＣＡＣＴＣＣＣＴＡＴＧＡＣＡＴＣＡＡＴＣＡ
ＡＡＴＧＣＴＡＡＡＴＴＧＴＧＴＡ，在确定目标抗原表位序列

位置大小之后，为提高目标抗原表位的合成效率利

用 ＯＬＩＧＯ ７ 软件设计重复串联抗原表位基因序列，
如下：ＧＡＡＴＴＣＴＣＡＧＡＡＧＧＣＴＧＣＡＣＴＣＣＣＴＡＴＧＡＣＡＴ
ＣＡＡＴＣＡＡＡＴＧＣＴＡＡＡＴＴＧＴＧＴＡＴＣＡＧＡＡＧＧＣＴＧＣＡＣ
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ＴＣＣＣＴＡＴＧＡＣＡＴＣＡＡＴＣＡＡＡＴＧＣＴＡＡＡＴＴＧＴＧＴＡＣＴ
ＣＧＡＧ。 利用交叠延伸 ＰＣＲ（ＳＯＥ⁃ＰＣＲ）的原理设计

扩增 ＳＩＶ 表位序列的 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ 扩增引物［４ － ５］；引物

序列如下： ＳＩＶＦ： ＧＡＡＴＴＣＴＣＡＧＡＡＧＧＣＴＧＣＡＣＴＣＣ
ＣＴＡＴＧＡＣＡＴＣＡＡＴＣＡＡＡＴＧＣＴＡＡＡＴＴＧＴＧＴＡＴＣＡＧＡ；
ＳＩＶＲ： ＣＴＣＧＡＧＴＡＣＡＣＡＡＴＴＴＡＧＣＡＴＴＴＧＡＴＴＧＡＴＧ
ＴＣＡＴＡＧＧＧＡＧＴＧＣＡＧＣＣＴＴＣＴＧＡＴＡＣＡＣ． 引物序列

由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。
１􀆰 ３　 ＳＩＶ３０ 蛋白的表达与鉴定

１􀆰 ３􀆰 １　 目的基因的扩增与重组表达质粒的构建　
按照交叠延伸 ＰＣＲ 原理进行 １ ～ ２ 轮 ＰＣＲ 核酸

扩增以此获得目标病毒表位基因序列［５ － ６］。 用 Ｓｍａ
Ｉ 与 ＥｃｏＲ Ｉ 同时分别双酶切含有 ＳＩＶ 表位基因的克

隆质粒 ｐＭＤ１８Ｔ⁃ＳＩＶ 和表达载体 ｐＧＥＸ⁃４Ｔ⁃１，胶回

收酶切的目的片段。 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接回收后的

ＰＣＲ 产物，１６℃过夜，转入表达菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ
感受态细胞中，利用氨苄西林抗性筛选阳性菌落并

提取质粒进行酶切鉴定，阳性菌体命名为 ｐＧＥＸ⁃
４Ｔ⁃ＳＩＶ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 重组质粒的诱导表达及鉴定

将经测序鉴定后的阳性重组菌 ｐＧＥＸ⁃４Ｔ⁃ＳＩＶ ／
ＢＬ２１（ＤＥ３）１０ μＬ 接种到 ５ ｍＬ 含有 ２５ μｇ 的氨苄

西林的 ＬＢ 液体培养基中，３７℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 摇菌培养

至 Ａ６００值为 ０􀆰 ５ ～ １􀆰 ０ 时，加入终浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的 ＩＰＴＧ 继续同条件下诱导培养 ５ ｈ，取 １ ｍＬ 菌液，
离心后进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白电泳；取诱导表达后 ５ ｈ
的菌体，超声破碎，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分析。
１􀆰 ３􀆰 ３　 目的蛋白的纯化和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 鉴定　

采用 ＫＣｌ 染色切胶纯化方法进行表达产物的纯

化。 将诱导后的重组菌 ｐＧＥＸ⁃４Ｔ⁃ＳＩＶ ／ ＢＬ２１（ＤＥ３）
进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳检测表达情况，然后用 ０􀆰 ２５
ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＫＣｌ 溶液染色胶片 ５ ｍｉｎ；小心切下染成银

白色的目的条带并用 ＰＢＳ 洗 ３ 次，最后将胶条碾碎

后置于 ＥＰ 管中，加 ＰＢＳ ５００ μＬ 振荡混匀， － ２０℃反

复冻溶 ３ 次，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎ；取上清液即为

纯化的融合表达蛋白，采用 ＢＡＣ 方法进行蛋白定

量，调整深度后的蛋白溶液进行分装，保存，备用，
并进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定［７］。
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 确定最佳抗原包被量　

固定阳性血清浓度（１∶ ５０），将纯化定量后的目

的蛋白进行 １００ － ６ 梯度稀释包被 ＮＣ 膜，然后进行

ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析［７］，筛选最佳抗原包被量。 即先将

纯化蛋白分别进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，再并按常规方

法进行蛋白转印。 ＷＢ 鉴定时用 ＳＩＶ 的阳性血清为

一抗，室温孵育 １ ｈ，再用兔抗猴 ＩｇＧ ／ ＨＲＰ 为二抗，
室温孵育 １ ｈ，最后用 ＢＩＣＰ ／ ＮＢＴ 进行底物显色。
１􀆰 ３􀆰 ５　 表达蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 特异性检测　

以上述抗原最佳包被量为标准，进行表达蛋白

的特异性检验。 选择将 ＳＩＶ 阳性血清做待检一抗进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 特异性检测。
１􀆰 ３􀆰 ６　 表达蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 敏感性检测　

将 ＳＩＶ 阳性血清进行 ２ 倍倍比稀释 （１ ∶ ２５、
１∶ ５０、１∶ １００、１∶ ２００、１∶ ４００、１∶ ８００）分别进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 敏感性检验，确定最大检测稀释度。
１􀆰 ３􀆰 ７　 免疫梳检测试纸的制备　

根据上述试验方法确定的抗原最佳包被浓度

参数，将 ＳＩＶ 抗原分别进行线性包被 ＮＣ 膜，将膜晾

干。 用 ５％ ＢＳＡ 封闭液封闭 ＮＣ 膜过夜，弃去封闭

液后再次晾干。 将包被好的 ＮＣ 膜裁剪成 １０􀆰 ５ ｍｍ
×４ ｍｍ 标准尺寸的试纸条，依次按 ４􀆰 ５ ｍｍ 间距整

齐固定于 １５０ ｍｍ ×１ ｍｍ 的 ＰＶＣ 板上，１２ 条为一组

或直接裁剪包被好的 ＮＣ 膜制成 ＩＣ，最终于自封袋

中 ４℃保存备用。
１􀆰 ３􀆰 ８　 ＩＣ 的使用方法与判定方法　

将 １∶ ２５ 倍稀释的待检血清样品转移至 ９６ 孔酶

标反应板中，标记顺序号。 ＩＣ 方法具体的操作步骤

和判定方法参照张强等［７］ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测方法

进行。
１􀆰 ３􀆰 ９　 ＩＣ 检测的特异性鉴定　

按照优化后的 ＩＣ 操作程序，分别对 ＳＩＶ、ＭｅＶ、
ＳＲＶ１、ＢＶ 和 ＳＴＬＶ１ 阳性血清 １∶ ５０ 倍稀释用作特异

性检验，判断本方法的特异性。
１􀆰 ３􀆰 １０　 ＩＣ 检测的敏感性试验　

将阳性对照和阴性对照血清进行 １∶ ５０ 倍稀释

各 ０􀆰 ５ ｍＬ，再将 ＳＩＶ 阳性血清分别从 １∶ ２５ ～ １∶ ６４００
进行倍比稀释，按照优化后的 ＩＣ 操作程序进行检

测，确定该方法的灵敏度。
１􀆰 ３􀆰 １１　 ＩＣ 的重复性与稳定性检测　

ＩＣ 的重复性检测：在同一批试验中每份样品平

行作 ３ 次（批内），在 ３ 个不同试验日重复测定 ６ 份

样品（批间）。 分别统计分析批内和批间重复试验

变异系数情况；ＩＣ 的稳定性检测：将同一批次 ３ 条

４℃保存，分别在 １、３ 和 ６ 个月的间隔与新制备的

ＩＣ 同时对猴 ＳＩＶ 的阴、阳性血清进行检测，统计分

析 ＩＣ 的特异性与敏感性没有明显变化，并再次对同

一份样品平行作 ３ 次进行比较分析其稳定性。
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１􀆰 ３􀆰 １２　 ＩＣ 实践应用比较检测评价　
根据上述 ＩＣ 的使用描述方法和判定标准，将混

有已知 ＳＩＶ 的阳性血清与阴性血清分装标记后，利
用制备的 ＩＣ 与 ＥＬＩＳＡ 方法分别进行检测比较，以此

验证其可靠性。

２　 结果

２􀆰 １　 ＳＩＶ 病毒抗原表位基因的 ＰＣＲ 扩增结果

ＳＩＶ３０ 基因特异性引物经 ＰＣＲ 扩增后，得到了

约 ９６ ｂｐ 的目的片段， 与预计片段大小相符（图 １）。

注：１． 水对照；２． 扩增片段 ９６ ｂｐ。

图 １　 扩增片段产物 Ｍ： ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ２０００
Ｎｏｔｅ． Ｍ． ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ２０００􀆰 １． Ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｒｏｌ． ２． Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｆｒａｇｍｅｎｔ ９６ ｂｐ．

Ｆｉｇ． １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＩＶ３０ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｂｙ ＰＣＲ

２􀆰 ２　 ＳＩＶ３０ 基因测序结果　
ＤＮＡ 序列测定结果表明，所获得序列长度为 ９６

ｂｐ，与 ＧｅｎＢａｎｋ 上登录的相应序列完全一致。
２􀆰 ３　 重组表达质粒 ｐＧＥＸ⁃４Ｔ⁃ＳＩＶ 的鉴定

将表达质粒 ｐＧＥＸ⁃４Ｔ⁃ＳＩＶ 经 ＳｍａＩ ／ ＥｃｏＲＩ 双酶

切和电泳后，获得的条带大小符合预期，结合最终

的测序结果进一步验证，表明重组表达质粒构建正

确，结果如图 ２ 所示。
２􀆰 ４　 ＳＩＶ 表位抗原蛋白的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析结果

ｐＧＥＸ⁃４Ｔ⁃ＳＩＶ 融合蛋白经 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电

泳分析，结果如图 ３ 所示，目的病毒表位抗原获得表

达，大小范围符合预期 ２９ ｋｕ。
２􀆰 ５　 ＳＩＶ 表位抗原蛋白的纯化结果

将 ＳＩＶ 重组表位抗原表达产物进行切胶回收后再

次进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，分析纯化回收情况，结果如图

４ 所示，ＳＩＶ⁃３０ 蛋白成功回收且纯度均一。 （图 ４）
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 确定 ＳＩＶ 抗原最佳包被量结果

将纯化回收的重组 ＳＩＶ３０ 蛋白浓度调整至

２ ｍｇ ／ ｍＬ作为起始检测量，依次进行 １００ － ５ 稀释，分
别进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析检测，结果表明最大检测极

限为 １０３ 稀释倍数的量浓度（２ μｇ ／ ｍＬ）。 从肉眼可

见度判定，以 １０２ 稀释倍数的量浓度（０􀆰 ０２ ｍｇ ／ ｍＬ）
确定为最佳包被量。 （图 ５）

注：Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＳ ５０００ Ｌａｄｄｅｒ；１． 经 ＳｍａＩ 和 Ｅｃｏ ＲⅠ双酶切的

ｐＧＥＸ⁃４Ｔ⁃ＳＩＶ 重组质粒；２． 质粒 ｐＧＥＸ⁃４Ｔ⁃ＳＩＶ。

图 ２　 ｐＧＥＸ⁃４Ｔ⁃ＳＩＶ 重组质粒的酶切鉴定

Ｎｏｔｅ． Ｍ． ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＳ ５０００ ｌａｄｄｅｒ． １． ｐＧＥＸ⁃４Ｔ⁃ＳＩＶ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ
ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ ＳｍａＩａｎｄ Ｅｃｏ Ｒ． ２． ｐＧＥＸ⁃４Ｔ⁃ＳＩＶ
ｐｌａｓｍｉｄ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

注： Ｍ． 蛋白 ｍａｒｋｅｒ；１ ～ ３． ｐＧＥＸ⁃４Ｔ 空载体诱导表达菌；４．
ｐＧＥＸ⁃４Ｔ⁃ＳＩＶ 诱导表达菌。

图 ３　 表达产物的 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳

Ｎｏｔｅ． Ｍ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｔａｎｄａｒｄ． １ － ３． ｐＧＥＸ⁃４Ｔ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ． ４． ｐＧＥＸ⁃４Ｔ⁃ＳＩＶ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

Ｆｉｇ． ３　 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

２􀆰 ７　 重组 ＳＩＶ３０ 蛋白抗原特异性分析结果

将纯化回收的重组 ＳＩＶ３０ 蛋白以 ０􀆰 ０２ ｍｇ ／ ｍＬ
量浓度的最佳包被量进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析结果表

明，重组 ＳＩＶ３０ 能够特异性地识别 ＳＩＶ 阳性血清而

不与其他猴病毒阳性血清发生交叉反应，说明

ＳＩＶ３０ 抗原特异性良好。 （图 ６）

０２２
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注：Ｍ． 蛋白 ｍａｒｋｅｒ；１． 纯化后的 ｐＧＥＸ⁃４Ｔ⁃ＳＩＶ 表达菌。

图 ４　 融合蛋白纯化后的 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳

Ｎｏｔｅ： Ｍ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ． １． Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｐＧＥＸ⁃４Ｔ⁃ＳＩＶ．

Ｆｉｇ． ４　 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

注：１ ～ ６ 分别代表 ＳＩＶ３０ 包被浓度，即，２ ｍｇ ／ ｍＬ、０􀆰 ２ ｍｇ ／
ｍＬ、０􀆰 ０２ ｍｇ ／ ｍＬ、 ２ μｇ ／ ｍＬ、 ２００ ｎｇ ／ ｍＬ、 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ 和 ２
ｎｇ ／ ｍＬ。

图 ５　 重组 ＳＩＶ３０ 蛋白抗原最佳包被量确定

Ｎｏｔｅ． １ ～ ６． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏａｔｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ２ ｍｇ ／ ｍＬ， ０􀆰 ２ ｍｇ ／
ｍＬ， ０􀆰 ０２ ｍｇ ／ ｍＬ， ２ μｇ ／ ｍＬ， ２００ ｎｇ ／ ｍＬ， ２０ ｎｇ ／ ｍＬ ａｎｄ ２
ｎｇ ／ ｍＬ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏａｔｅｄ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＳＩＶ３０ ｐｒｏｔｅｉｎ

注：１ － ６． 分别代表 ＳＩＶ３０ 蛋白与 ＳＩＶ 阳性血清，ＳＲＶ１ 阳性血清，
猴 Ｂ 病毒阳性血清，ＳＴＬＶ１ 阳性血清和 ＭｅＶ 阳性血清免疫反应的

结果。

图 ６　 重组 ＳＩＶ３０ 蛋白抗原特异性 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 分析结果

Ｎｏｔｅ． １ ～ ６． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＳＩＶ３０ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ＳＩＶ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ， ＳＲＶ１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ， ＢＶ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ， ＳＴＬＶ１
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ， ＳＩＶ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ． ６　 Ａｎｔｉｇｅｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＳＩＶ３０
ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

２􀆰 ８　 重组 ＳＩＶ３０ 蛋白抗原敏感性分析结果

将纯化回收的重组 ＳＩＶ３０ 蛋白以 ０􀆰 ０２ ｍｇ ／ ｍＬ

量浓度的最佳包被量进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 敏感性分析

结果表明，重组 ＳＩＶ３０ 蛋白能够敏感地检测到 １ ∶
２００ 稀释的 ＳＩＶ 阳性血清，由此说明重组 ＳＩＶ３０ 蛋

白抗原敏感性良好。 （图 ７）
２􀆰 ９　 制备的 ＩＣ 特异性检验结果

在根据上述 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析确定的 ＳＩＶ 抗原

最佳包被量及其特异性与敏感性的分析基础之上，
将制备好的 ＩＣ 进行特异性评价。 检验的结果如图

８ 所示，ＩＣ 均能够特异性检测到相应的 ＳＩＶ 阳性血

清而不与其他病毒阳性血清间发生交叉反应，由此

说明设计制备的 ＩＣ 特异性良好。

注：１ ～ ６． 分别代表 ＳＩＶ３０ 抗原与 １：２５ ／ ５０ ／ １００ ／ ２００ ／ ４００ ／ ８００ 倍

稀释的 ＳＩＶ 阳性血清反应结果．

图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析重组 ＳＩＶ３０ 蛋白抗原敏感性

Ｎｏｔｅ． １ － ６． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＳＩＶ３０ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ
１∶ ２５ ／ ５０ ／ １００ ／ ２００ ／ ４００ ／ ８００ ｔｉｍｅｓ ｄｉｌｕｔｅｄ ＳＩＶ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ． ７　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＳＩＶ３０
ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

注：“ ＋ ／ － ”代表 １∶ ５０ 猴 ＳＩＶ 阳性 ／ 阴性血清抗体对照，１ 代表

１∶ ５０ 抗猴 ＳＩＶ 阳性血清；２ － ６ 分别代表抗猴 １ ∶ ２５ 的 ＢＶ，
ＳＲＶ１，ＭｅＶ，ＳＴＬＶ 阳性血清和 ＳＩＶ 阴性血清参照，７ － １０ 分别

代表 １∶ ５０ 的抗猴 ＢＶ，ＳＲＶ１，ＳＴＬＶ１ 和 ＭｅＶ 阳性血清参照。

图 ８　 ＩＣ 的特异性检测结果

Ｎｏｔｅ． “ ＋ ／ － ” ． １ ∶ ５０ ＳＩＶ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ／ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ． １􀆰 １ ∶ ５０ ａｎｔｉ
ＳＩＶ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ． ２ － ６􀆰 １ ∶ ２５ ａｎｔｉ ＢＶ ／ ＳＲＶ１ ／ ＭｅＶ ／ ＳＴＬＶ１
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ １ ∶ ２５ ａｎｔｉ ＳＩＶ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ． ７ － １０􀆰 １ ∶ ５０
ａｎｔｉ ＢＶ，ＳＲＶ１， ＳＴＬＶ１ ａｎｄ ＭｅＶ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ．

Ｆｉｇ． ８　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＩＣ

２􀆰 １０　 制备的 ＩＣ 敏感性检验结果

在根据上述 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析确定的 ＳＩＶ 抗原

最佳包被量及其特异性与敏感性的分析基础之上，

１２２
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对制备好的 ＩＣ 进行敏感性评价。 检验的结果如图

９ 所示：ＳＩＶ 抗体 ＩＣ 的最大血清阳性检测稀释度为

１∶ ４００，由此说明设计制备的 ＩＣ 敏感性良好达到了

预期。

注∶ “ ＋ ／ － ”代表 １ ∶ ５０ 猴 ＳＩＶ 阳性 ／ 阴性血清抗体对照，１ － ９
分别代表 １∶ ２５，１ ∶ ５０，１ ∶ １００，１ ∶ ２００，１ ∶ ４００，１ ∶ ８００，１ ∶ １６００，１ ∶
３２００ 以及 １∶ ６４００ 倍的抗 ＳＩＶ 阳性血清，１０ 代表空白对照。

图 ９　 ＩＣ 的敏感性检测结果

Ｎｏｔｅ． “ ＋ ／ － ” ． １∶ ５０ ＳＩＶ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ／ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ． １ － ９􀆰 １∶ ２５，
１∶ ５０， １∶ １００， １∶ ２００， １ ∶ ４００， １ ∶ ８００， １ ∶ １６００， １ ∶ ３２００ ａｎｄ １ ∶
６４００ ａｎｔｉ ＳＩＶ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ． １０： Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ．

Ｆｉｇ． ９　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＩＣ

２􀆰 １１　 ＩＣ 重复性和稳定性

ＩＣ 的重复性检测：在同一批试验中每份样品平

行作 ３ 次（批内），在 ３ 个不同试验日重复测定 ６ 份

样品 （批间）。 批内重复试验变异系数 （ ＣＶ） 为

４􀆰 ６３５ ５１１％ 小 于 ７％ ， 批 间 重 复 试 验 ＣＶ 为

５􀆰 ５６３ ４８６％小于 １０％ ，说明 ＩＣ 的重复性良好。 ＩＣ
的稳定性检测：将同一批次 ３ 条 ４℃保存，分别在 １、
３ 和 ６ 个月的间隔与新制备的 ＩＣ 同时对 ＳＩＶ 的阴、
阳性血清进行检测。 结果，ＩＣ 的特异性与敏感性没

有明显变化，对同一份样品平行作 ３ 次进行比较，
ＣＶ 为 ５􀆰 ６９１ ７８８％ 均小于 １０％ ，说明 ＩＣ 的稳定性

良好。
２􀆰 １２　 临床测试比较结果　

为了进一步检验制备的 ＩＣ 在实践中检测的可

靠性，以商品化的 ＥＬＩＳＡ 试剂盒为参照对临床采集

的 １０ 份可疑猴血清样品进行对比检验分析，结果表

明，新建立的 ＩＣ 方法与 ＥＬＩＳＡ 方法同样都检测出 １
份阳性猴血清样品和 ９ 份阴性猴血清样品，检测结

果一致率为 １００􀆰 ０％ ，Ｋａｐｐａ ＝ １􀆰 ０００，显示出本研究

建立的 ＩＣ 具有良好的实用性和可靠性。

３　 讨论

ＳＩＶ 主要破坏猴机体的免疫系统，猕猴感染 ＳＩＶ
后期可能引发猴艾滋病（ＳＡＩＤＳ），ＳＡＩＤＳ 对猕猴具

有很高的致死性，威胁猴群健康［８］。 在猴群中进行

血清抗体检测，是防止病毒传播流行的有效途

径［９］。 目前，国内外用于 ＳＩＶ 抗体的检测，最常见

的方法有 ＥＬＩＳＡ、ＷＢ 和 ＩＦＡ 等［１０］。 ＥＬＩＳＡ 方法灵

敏度、特异性和准确性都较好，但是也存在一些局

限：每次仅能检测一种病毒抗体，如果需要同时检

测多种病毒抗体时，则检测费用较为昂贵并且费

时，完成检测所需的样本量较大，非常浪费，对于一

些量少的样本就比较困难。 ＷＢ 操作步骤繁琐，反
应性低并会出现非特异性条带，从而在一定程度上

也限制了其使用范围。 只有在验证 ＥＬＩＳＡ 等实验

结果时才使用此法，显然用于整个猴群的大规模监

测是不实际的。 ＩＦＡ 是一种借助荧光显微镜检查来

观察抗原 － 抗体特异性结合反应的检测方法。 由

于免疫荧光法具有抗体特异性，且在荧光显微镜检

查之前只需较短时间的反应过程，因而它是一种快

速筛选实验猴病毒的方法。 但免疫荧光检测的结

果不易判定，需经专门训练的人员操作，所以在一

定程度上限制了这种方法的使用范围。
美国 ＶＲＬ 公司现已研制出 ＳＩＶ 抗体检测试剂

盒，准确率较高，但价格非常昂贵且仅限于实验室

使用，若对进出境的实验猴进行大规模 ＳＩＶ 抗体的

血清学调查，国内实验猴养殖单位难以承受。 ＩＣ 与

传统玻片法及 ＥＬＩＳＡ 相比，特异性抗原的使用克服

了玻片法所用抗原质量问题所导致的假阳性和假

阴性问题；染色结束后的 ＩＣ 结果直观，肉眼即可观

察判断，无需用酶联免疫检测仪测定 Ａ 值，而且该

ＩＣ 可以长期保存以便后期复查。 该方法具有快速、
简便、经济、不需任何特殊仪器，保留了常规 ＥＬＩＳＡ
的敏感、特异的优点，又克服了许多繁琐的操作，节
省了操作时间，缩短了实验周期，完全可在野外进

行实地诊断检测，达到快速诊断的目的，能够满足

口岸机场、码头的快速通关检测，在基层具有良好

的运用推广前景。
近年来，基因工程重组技术和免疫标记技术的

不断发展、成熟，使多种动物源性病原及抗体的快

速诊断试剂的研制与开发成为了可能［１１］。 因此，本
研究根据自身已有的病毒结构蛋白的系统研究经

验，建立了以表位抗原为基础的特异性针对 ＳＩＶ 血

清抗体检测的 ＩＣ，并进行了初步临床比较应用研

究。 试验结果表明 ＩＣ 具有准确、快速、简便的优点。
与 ＥＬＩＳＡ 相 比， 二 者 临 床 检 测 结 果 符 合 率 达

１００􀆰 ０％ ，显示出良好的实用性和可靠性。 这为实验

猴 ＳＩＶ 血清抗体检测提供了一种可靠的检测手段。
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