
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利申请

(10)申请公布号 

(43)申请公布日 

(21)申请号 201811192108.X

(22)申请日 2018.10.12

(71)申请人 华南农业大学

地址 510642 广东省广州市天河区五山路

483号

(72)发明人 王衡　张桂红　曾梦　冀池海　

(74)专利代理机构 广州粤高专利商标代理有限

公司 44102

代理人 任重

(51)Int.Cl.

G01N 33/68(2006.01)

G01N 33/569(2006.01)

G01N 33/543(2006.01)

G01N 33/533(2006.01)

 

 

(54)发明名称

一种伪狂犬病毒gE和gB IgG抗体双重荧光

微球免疫学检测方法

(57)摘要

本发明公开了一种伪狂犬病毒gE和gB IgG

抗体双重荧光微球免疫学的检测方法，本检测方

法基于一组基于液相蛋白芯片技术的检测猪伪

狂犬病毒抗体的羧基化荧光微球组合，其包括分

别偶联有gE截短蛋白和gB截短蛋白的羧基化荧

光微球，gE、gB截短蛋白的氨基酸序列分别如SEQ 

ID NO：2和4所示。本发明构建的同时检测PRV gE

和gB IgG抗体双重荧光微球免疫学检测方法，重

复性好、灵敏度高，特异性好，与其他常见猪病毒

病阳性血清无交叉反应。该方法的建立可同时用

于伪狂犬病毒野毒感染猪和疫苗免疫猪的快速

鉴别诊断及保护性抗体的检测，为猪病毒病监测

提供了一个重要的方法，有很大的应用价值，值

得大面积推广。
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1.一组基于液相芯片技术的检测猪伪狂犬病毒抗体的羧基化荧光微球组合，其特征在

于，包括分别偶联有gE截短蛋白和gB截短蛋白的羧基化荧光微球，gE截短蛋白的氨基酸序

列如SEQ  ID  NO：2所示，gB截短蛋白的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：4所示。

2.根据权利要求1所述的羧基化荧光微球组合，其特征在于，偶联有gE截短蛋白的羧基

化荧光微球的编号为12号。

3.根据权利要求1所述的羧基化荧光微球组合，其特征在于，偶联有gB截短蛋白的羧基

化荧光微球的编号为28号。

4.权利要求1所述的羧基化荧光微球组合的制备方法，其特征在于，包括以下步骤

S1.  得到核苷酸序列如SEQ  ID  NO：1和SEQ  ID  NO：3所示的PRV  gE截短基因和PRV  gB

截短基因；

S2.  分别将PRV  gE截短基因和PRV  gB截短基因连接入pMAL-c5X表达载体，得到重组质

粒pMAL-c5x  PRV  gE和pMAL-c5x  PRV  gB；

S3.  将重组质粒pMAL-c5x  PRV  gE和pMAL-c5x  PRV  gB分别转化入大肠杆菌中得到重

组菌；

S4.  对得到的重组菌分别诱导PRV  gE截短蛋白和PRV  gB截短蛋白表达；

S5. 分别取菌液，超声波破碎，用Ni2+柱进行纯化；

S6.  采用两步酰胺反应法进行gE截短蛋白/gB截短蛋白与羧基化荧光微球的偶联。

5.权利要求4所述制备方法，其特征在于，PRV  gE截短蛋白和PRV  gB截短蛋白表达的条

件为：终浓度为0.3～1  mM的诱导剂异丙基硫代半乳糖苷，16～37℃摇床中诱导表达4～8 

h。

6.权利要求4所述制备方法，其特征在于，PRV  gE截短蛋白用Ni2+柱进行纯化用100～

500  mM咪唑溶液进行洗脱，洗脱1～3次。

7.权利要求4所述制备方法，其特征在于，PRV  gB截短蛋白用Ni2+柱进行纯化用100～

500mM咪唑溶液进行洗脱，洗脱1～3次。

8.一种基于液相芯片技术的检测猪伪狂犬病毒抗体的试剂盒，其特征在于，包括权利

要求1所述羧基化荧光微球组合。

9.根据权利要求4所述试剂盒，其特征在于，还包括磷酸盐吐温缓冲液、生物素标记IgG

抗体、链霉素-藻红蛋白、鞘液。

10.根据权利要求6所述试剂盒，其特征在于，链霉素-藻红蛋白的稀释浓度为1：500～

1：1000。
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一种伪狂犬病毒gE和gB  IgG抗体双重荧光微球免疫学检测

方法

技术领域

[0001] 本发明涉及病毒检测技术领域，更具体地，涉及一种伪狂犬病毒gE和gB  IgG  抗体

双重荧光微球免疫学检测方法。

背景技术

[0002] 伪狂犬病毒(Pseudorabies  virus，PRV)是疱疹病毒科(Herpesviridae)、α-  疱疹

病毒亚科(Alphaherpesvirinae)的成员之一。猪是PRV的天然宿主和传染源，可引起新生猪

致命脑炎、育肥猪呼吸紊乱、种猪繁殖衰竭，以及妊娠母猪流产、死胎、产木乃伊胎。成年猪

感染后无明显症状，呈隐性感染，耐过后造成长期带毒排毒，成为最危险的传染源，给养猪

业带来巨大的经济损失。

[0003] 由于PRV  gE基因表达于所有野毒株；同时，gE缺失疫苗较其它基因缺失疫苗的安

全性更高，市场上常见PRV疫苗均为gE缺失疫苗。因此，PRV  gE蛋白作为标记区分PRV野毒感

染抗体和疫苗免疫抗体。

[0004] PRV  gB蛋白诱导产生的小鼠血清和猪血清均能在体外中和病毒感染；同时，gB蛋

白免疫后均能保护小鼠和猪免受PRV病毒感染。因此，gB蛋白是良好的亚单位疫苗靶标及保

护性抗体检测诊断抗原。

[0005] 因此对于gE和gB的检测，有助于了解猪的免疫情况，以便稳定生产和预防伪狂犬

病的暴发。但是，目前临床上主要使用gE和gB蛋白IgG抗体的单项  ELISA方法对该病毒的感

染及保护性抗体水平进行检测分析，具有成本高，方法单一的不足。

发明内容

[0006] 本发明的目的是为了克服现有技术的不足，提供建立一种能同时有效区分P  RV野

毒感染猪与疫苗免疫猪，且监测疫苗免疫猪gB蛋白IgG抗体的双重高效鉴别诊断技术，将为

伪狂犬病的系统防控提供重要帮助。

[0007] 为了实现上述目的，本发明是通过以下技术方案予以实现的：

[0008] 一组基于液相芯片技术的检测猪伪狂犬病毒抗体的羧基化荧光微球组合，包括分

别偶联有gE截短蛋白和gB截短蛋白的羧基化荧光微球，gE截短蛋白的氨基酸序列如SEQ  ID 

NO：2所示，gB截短蛋白的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：4 所示。

[0009] 优选地，偶联有gE截短蛋白的羧基化荧光微球的编号为12号。

[0010] 优选地，偶联有gB截短蛋白的羧基化荧光微球的编号为28号。

[0011] 所述的羧基化荧光微球组合的制备方法，包括以下步骤

[0012] S1.得到核苷酸序列如SEQ  ID  NO：1和SEQ  ID  NO：3所示的PRV  gE截短基因和PRV 

gB截短基因；

[0013] S2.分别将PRV  gE截短基因和PRV  gB截短基因连接入pMAL-c5X表达载体，得到重

组质粒pMAL-c5x  PRV  gE和pMAL-c5x  PRV  gB；
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[0014] S3.将重组质粒pMAL-c5x  PRV  gE和pMAL-c5x  PRV  gB分别转化入大肠杆菌中得到

重组菌；

[0015] S4.对得到的重组菌分别诱导PRV  gE截短蛋白和PRV  gB截短蛋白表达；

[0016] S5.分别取菌液，超声波破碎，用Ni2+柱进行纯化，得到氨基酸序列如SEQ  ID  NO：2

和SEQ  ID  NO：4所示的PRV  gE截短蛋白和PRV  gB截短蛋白；

[0017] S6.采用两步酰胺反应法进行gE截短蛋白/gB截短蛋白与羧基化荧光微球的偶联。

[0018] 优选地，所述大肠杆菌为BL21(DE3)。

[0019] 优选地，其特征在于，PRV  gE截短蛋白和PRV  gB截短蛋白表达的条件为：终浓度为

0.3～1mM的诱导剂异丙基硫代半乳糖苷，16～37℃摇床中诱导表达  3～8h。

[0020] 更优选地，PRVgE截短蛋白和PRV  gB截短蛋白表达的条件为：终浓度为  0.3mM的诱

导剂异丙基硫代半乳糖苷，16℃摇床中诱导表达8h。

[0021] 优选地，PRVgE截短蛋白用Ni2+柱进行纯化用100～500mM咪唑溶液进行洗脱，洗脱1

～3次。

[0022] 更优选地，PRVgE截短蛋白用Ni2+柱进行纯化用300mM咪唑溶液进行洗脱，洗脱2次。

[0023] 优选地，PRVgB截短蛋白用Ni2+柱进行纯化用100～500mM咪唑溶液进行洗脱，洗脱1

～3次。

[0024] 更优选地，PRVgB截短蛋白用Ni2+柱进行纯化用200mM咪唑溶液进行洗脱，洗脱2次。

[0025] 优选地，所述两步酰胺反应法为：(1)NaH2PO4缓冲液、Sulfo-NHS和EDC  溶液活化磷

酸化微球，使PRV  gE截短蛋白和PRV  gB截短蛋白分别与羧基化荧光微球形成共价酰胺键；

(2)PBS-TBN溶液重悬偶联复合体，4℃避光保存。

[0026] 一种基于液相芯片技术的检测猪伪狂犬病毒抗体的试剂盒，包括以上所述羧基化

荧光微球组合。

[0027] 优选地，还包括磷酸盐吐温缓冲液(PBST)、生物素标记IgG抗体、链霉素  -藻红蛋

白、鞘液。

[0028] 优选地，磷酸盐吐温缓冲液pH＝7.4。

[0029] 优选地，链霉素-藻红蛋白的稀释浓度为1：500～1：1000。

[0030] 更优选地，链霉素-藻红蛋白的稀释浓度为1：1000。

[0031] 优选地，所述IgG抗体为兔抗猪IgG抗体。

[0032] 一种基于液相芯片技术的检测猪伪狂犬病毒抗体的试剂盒，包括：偶联有g  E截短

蛋白12号羧基化荧光微球gE-12和偶联有gB截短蛋白的28号羧基化荧光微球gB-18，gE截短

蛋白的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：2所示，gB截短蛋白的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：4所示；

[0033] 磷酸盐吐温缓冲液(PBST)、生物素标记IgG抗体、链霉素-藻红蛋白、鞘液。

[0034] 试剂盒的使用方法包括以下步骤：

[0035] (1)偶联好的微球(gE-12微球复合体和gB-18微球复合体)恢复室温后，于96孔板

上每孔加入50μL(2500个)微球，室温孵育30min后，加入50μL  待检测样品，室温避光震荡

(500r/min)孵育45min；

[0036] (2)用200μL  PBST洗涤2次；

[0037] (3)每孔加入100μL  1:1000稀释的生物素标记的兔抗猪IgG(H+L链)抗体，室温避

光震荡(500r/min)孵育60min；；
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[0038] (4)用200μL  PBST洗涤2次；

[0039] (5)每孔加入100μL  1:1000稀释的链霉素-藻红蛋白(SA-PE)，在避光条件下，室温

震荡(500r/min)孵育0.5h；

[0040] (6)200μL  PBST洗涤2次；

[0041] (7)每孔加入125μL鞘液重悬，于Flex  3D液相芯片检测系统进行读取中位数荧光

强度。

[0042] 与现有技术相比，本发明具有如下有益效果：

[0043] 本发明构建的同时检测PRV  gE和gB  IgG抗体双重荧光微球免疫学检测方法，重复

性好、灵敏度高，特异性好，与其他常见猪病毒病阳性血清无交叉反应。该方法的建立可同

时用于伪狂犬病毒野毒感染猪和疫苗免疫猪的快速鉴别诊断及保护性抗体的检测，为猪疾

病监测提供了一个重要的方法，有很大的应用价值，值得大面积推广。

附图说明

[0044] 图1为PRV  gE基因第二轮扩增的电泳图；M：DL2000Marker；1：样本PCR  扩增产物。

[0045] 图2为PRV  gB基因第二轮扩增的电泳图；M：DL2000Marker；1、2：样本PCR扩增产物。

[0046] 图3为重组质粒pMAL-c5x  PRV  gE酶切鉴定；M：DL5000Marker；1、2：酶切产物。

[0047] 图4为重组质粒pMAL-c5x  PRV  gB酶切鉴定；M：DL5000Marker；1：酶切产物。

[0048] 图5为PRV  gE截短蛋白表达和可溶性分析结果；M：170kDa预染的蛋白  Marker；1：

pMAL-c5x空载诱导前；2：pMAL-c5x空载诱导后；3：pMAL-c5x  PRV  gE诱导前；4：pMAL-c5x 

PRV  gE诱导产物破碎沉淀；5：pMAL-c5x  PRV  gE诱导产物破碎上清。

[0049] 图6为PRV  gB截短蛋白表达和可溶性分析结果；M：170kDa预染的蛋白  Marker；1：

pMAL-c5x空载诱导前；2：pMAL-c5x空载诱导后；3：pMAL-c5x  PRV  gB诱导前；4：pMAL-c5x 

PRV  gB诱导后5：pMAL-c5x  PRV  gB诱导产物破碎上清；6：pMAL-c5x  PRV  gB诱导产物破碎沉

淀。

[0050] 图7为pMAL-c5x  PRV  gE截短蛋白Western-blot验证；A：His标签  Western-blot验

证；B：MBP标签Western-blot验证；M：170kDa预染的蛋白  Marker；1：pMAL-c5x  PRV  gE截短

蛋白破碎上清。

[0051] 图8为pMAL-c5x  PRV  gB截短蛋白Western-blot验证；A：His标签  Western-blot验

证；B：MBP标签Western-blot验证；M：170kDa预染的蛋白  Marker；1：pMAL-c5x  PRV  gB截短

蛋白破碎上清。

[0052] 图9为PRV  gE截短蛋白的纯化；M：170kDa预染蛋白Marker；1：80mM  咪唑洗杂；2：

100mM咪唑洗脱；3：200mM咪唑洗脱；4：300mM咪唑洗脱；5：400mM咪唑洗脱；6：500mM咪唑洗

脱。

[0053] 图10为PRV  gB截短蛋白的纯化；M：170kDa预染的蛋白Marker；1：pMAL-c5x  PRV  gB

截短蛋白破碎上清；2：流出液；3：20mM咪唑洗杂；4：20  mM咪唑洗杂；5：40mM咪唑洗杂；6：

40mM咪唑洗杂；7：60mM咪唑洗杂；  8：60mM咪唑洗杂；9：200mM咪唑洗脱。

[0054] 图11为重组PRV  gE蛋白抗原性验证；A中，M：170kDa预染的蛋白Marker；  1：PRV  gE

阳性血清；B中，M：170kDa预染的蛋白Marker；1：PRV  gE阴性血清

[0055] 图12为重组PRV  gB蛋白抗原性验证；A中，M：170kDa预染的蛋白Marker；  1：PRV  gB
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阳性血清；B中，M：170kDa预染的蛋白Marker；1：PRV  gB阴性血清。

[0056] 图13为单项荧光微球免疫学检测方法的可行性分析。

[0057] 图14为gE、gB血清稀释条件的优化。

[0058] 图15为gE  IgG抗体检测方法特异性分析。

[0059] 图16为gB  IgG抗体检测方法特异性分析。

[0060] 图17为gE  IgG抗体检测方法ROC曲线。

[0061] 图18为gE  IgG抗体检测方法ROC曲线分析。

[0062] 图19为gB  IgG抗体检测方法ROC曲线。

[0063] 图20为gB  IgG抗体检测方法ROC曲线分析。

[0064] 图21为双重FMIA检测方法检测gE  IgG抗体效果的评价。

[0065] 图22为双重FMIA检测gB  IgG抗体效果方法的评价。

具体实施方式

[0066] 下面结合说明书附图和具体实施例对本发明作出进一步地详细阐述，所述实施例

只用于解释本发明，并非用于限定本发明的范围。下述实施例中所使用的试验方法如无特

殊说明，均为常规方法；所使用的材料、试剂等，如无特殊说明，为可从商业途径得到的试剂

和材料。

[0067] 血清及主要试剂

[0068] PRV  gE、PRV  gB、猪瘟病毒(Classical  swine  fever  virus，CFSV)、猪圆环病毒

(Porcine  circovirus，PCV)及猪繁殖与呼吸综合征病毒(Porcine  reproductive 

andrespiratory  syndrome  virus，PRRSV)阴阳性血清由华南农业大学兽医学院临床实验

室保存。临床猪PRV  gE血清样本284份、PRV  gB血清样本121份收集于广东省猪场。羊抗猪

(HRP标记)抗体由华南农业大学兽医学院临床实验室保存；IRDye  800CW  Goat  anti-Mouse 

IgG(H+L)购自LI-COR公司产品；Rabbit  F(ab)Anti-Pig  IgG  H&L(Biotin)、GoatAnti-

Mouse  IgG  H&L(Biotin)购自  Abcam公司。

[0069] PRVgE、gB蛋白IgG检测ELISA试剂盒购自美国IDEXX公司；羧基化荧光编码微球、校

正、校准试剂、鞘液、1.5mL磁力架购自美国Luminex公司；乙基-3-(3-二甲氨丙基)碳二亚胺

盐酸盐(EDC)、琥珀酰亚氨基磺酸基生物素  (Sulfo-NHS-Biotin)、2-[N-吗啉代]乙磺酸

(MES)、叠氮钠购自美国Sigma公司；链霉素-藻红蛋白(SA-PE)购自Invitrogen公司；

Microplates  96孔板购自Greiner 公司。

[0070] 主要仪器

[0071] Flex  3D液相芯片检测系统为美国Luminex公司产品；Odyssey双色激光分析系统

为美国LI-COR公司产品。

[0072] 实施例1  PRV  gE和gB基因的扩增

[0073] 一、实验操作

[0074] 根据NCBI  GenBank提供的ID为KU056477 .1疱疹病毒全基因组序列和  ID为

KT948041.1疱疹Ι型广东分离株全基因序列分别设计上下游引物(见表  1)。由于直接以DNA

为模板克隆全长基因无法设计合适的引物，故分别设计两组引物进行两轮克隆，获得PRV 

gE和gB截短基因。
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[0075] 表1引物：

[0076]

[0077]

[0078] 第一轮扩增分别使用gEF1、gER1和gBF1、gBR1对PRV  gE和gB基因进行扩增。

[0079] 第一轮扩增分别使用gEF2、gER2和gBF2、gBR2对PRV  gE和gB基因进行扩增。第二轮

引物内含EcoR  I和HindШ酶切位点，表中加粗内容为对应的酶切位点；且第二轮下游引物

中插入6×His标签基因。

[0080] 二、实验结果

[0081] PRV  gE基因第一轮扩增片段长度为930bp，第二轮扩增片段长度为564bp；  PRVgB

基因第一轮扩增片段长度为933bp(图1)，为第二轮扩增片段长度为609  bp(图2)，均与预期

的结果一致。

[0082] 得到PRV  gE截短基因，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO：1，编码的PRV  gE截短蛋白，其

氨基酸序列如SEQ  ID  NO：2；得到PRV  gB截短基因，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO：3，编码的

PRV  gB截短蛋白，其氨基酸序列如SEQ  ID  NO：4。

[0083] 实施例2重组质粒pMAL-c5x  PRV  gE、pMAL-c5x  PRV  gB的构建和鉴定

[0084] 一、实验操作

[0085] 将获得PRV  gE、PRV  gB基因片段分别与pMAL-c5X表达载体用EcoR  I和  HindШ限

制性内切酶分别进行双酶切后连接，分别命名为pMAL-c5x  PRV  gE、  pMAL-c5x  PRV  gB。连

接产物转化后，挑取的单个菌落经进行扩菌后重组质粒的鉴定：(1)进行PCR；(2)使用限制

性内切酶EcoR  I和HindШ对两个重组质粒进行双酶切；(3)将所提质粒送至生工生物有限

公司测序。

[0086] 二、实验结果

[0087] PCR之后凝胶电泳分别获得约546bp、609bp的特异性条带，与预期大小一致。

[0088] 双酶切之后凝胶电泳，pMAL-c5x  PRV  gE酶切得到两条约为5677bp和547  bp的条

带，与预期结果一致(图3)；pMAL-c5x  PRV  gB酶切得到两条约为5677  bp和609bp的条带，与
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预期结果一致(图4)。

[0089] 测序结果分别与GenBank中ID为KU056477 .1疱疹病毒全基因组序列和ID  为

KT948041.1疱疹Ι型广东分离株全基因序列比对，显示与其对应序列完全一致，且两个酶切

位点均正确，重组质粒构建成功。

[0090] 实施例3检测抗原的诱导表达和可溶性分析、Western-blot验证

[0091] 一、实验操作

[0092] (1)抗原的诱导表达

[0093] 将测序成功的阳性重组质粒转化至E.coli  BL21(DE3)大肠杆菌中，加入终浓度为

0.3mM的诱导剂异丙基硫代半乳糖苷(IPTG)，16℃摇床中诱导表达8h。

[0094] (2)抗原的可溶性分析

[0095] 将诱导好的菌液8000rpm/min离心10min，弃上清，菌体用PBS重悬。将重悬的菌体

在冰浴条件下超声破碎，200W，工作3sec，间歇5sec，破碎至菌液变澄清。菌液经12000rpm，4

℃离心20min，分别收集上清液和沉淀，沉淀用PBS重悬，进行截短蛋白的可溶性分析。

[0096] 取诱导前后全菌液、破碎上清及破碎沉淀，同时取pMAL-c5X空载体诱导产物作为

对照。进行SDS-PAGE电泳以及考马斯亮蓝染色。

[0097] (3)抗原的Western-blot验证

[0098] pMAL-c5x  PRV  gE、pMAL-c5x  PRV  gB诱导产物破碎上清经SDS-PAGE 电泳分析后

转膜至PVDF膜上，以Anti-MBP单抗、Anti-His单抗为一抗、IRDye  800CW  Goat  anti-Mouse 

IgG(H+L)羊抗鼠抗体为二抗，进行蛋白免疫印迹法验证。

[0099] 二、实验结果

[0100] 结果显示pMAL-c5X空载体诱导后在43.3KDa出现一条较突出的蛋白条带，与预期

的MBP标签蛋白和His标签蛋白的重组标签蛋白大小一致；重组PRV  gE、PRV  gB蛋白分别在

约63.3KDa、66.3KDa有一条明显蛋白条带，与预期目的蛋白大小相一致，且均在破碎产物上

清中大量存在，说明该蛋白具有可溶性  (图5、6)。

[0101] 蛋白免疫印迹法验证结果显示均出现与目的蛋白大小一致的单一特异性条带(图

7、8)，说明MBP标签蛋白和His标签蛋白在重组质粒中成功表达。

[0102] 前期研究中，在gE基因扩增过程中，针对几个主要的抗原表位(1～125、  31～339、

52～238位的氨基酸残基、)进行其基因的PCR扩增，并构建表达质粒，发现并非所有的基因

片段都能表达出可溶性的蛋白，经过筛选后，在大肠杆菌表达系统中表达了本发明中的gE 

52～238位的氨基酸残基，经纯化后作为抗原进行后续的研究。

[0103] 迄今为止，国内外许多学者都成功地在大肠杆菌中表达了PRV的gE、gB  基因，但大

多以包涵体的形式存在，然而包涵体的纯化步骤复杂、对蛋白样品要求也更高。本发明获得

了可溶性的gE和gB蛋白。

[0104] 实施例4截短蛋白的纯化及Western-blot分析

[0105] 一、截短蛋白的纯化

[0106] 1、实验操作

[0107] 将pMAL-c5x  PRV  gE、pMAL-c5x  PRV  gB诱导产物破碎上清用GE公司Ni2+柱进行纯

化，取其流出液、洗杂液、洗脱液进行SDS-PAGE与考马斯亮蓝分析。

[0108] 2、实验结果
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[0109] 重组gE蛋白检测结果显示经20mM、40mM、60mM、80mM浓度的咪唑溶液各2两次洗杂

后，300mM咪唑溶液洗脱下来的目的蛋白纯度较高(图9)；重组gB蛋白检测结果显示经20mM、

40mM、60mM浓度的咪唑溶液各2两次洗杂后，200mM咪唑溶液洗脱下来的目的蛋白纯度较高，

杂蛋白基本去除(图  10)。

[0110] 二、纯化后蛋白进行Western-blot分析

[0111] 1、实验操作

[0112] 纯化产物经聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)后，转印至偏二氟乙烯  (PVDF)膜上；

5％脱脂奶粉37℃封闭2h；1：10稀释的PRV  gE阴、阳性血清，  PRVgB阴、阳性血清作为一抗，4

℃孵育过夜；加入1:5000稀释HRP的标记羊抗猪抗体，室温孵育1h；应用3,3',5,5'-四甲基

联苯胺(TMB)进行显色分析。

[0113] 2、实验结果

[0114] 重组gE、gB蛋白分别与对应的阳性血清发生特异性结合(图11、12)，均出现与目的

条带大小相符合的条带；重组gE、gB蛋白与对应的阴性血清不发生反应，无条带出现。说明

所表达的截短蛋白具有抗原性，可用于荧光微球免疫学检测方法的建立。

[0115] 实施例5伪狂犬病毒gE、gB  IgG抗体的单项荧光微球免疫学检测方法的建立

[0116] 一、实验操作

[0117] 1、抗原与磁性羧基化荧光编码微球的偶联

[0118] 根据Luminex的xMAP技术手册，采用两步酰胺反应法进行偶联：通过加入NaH2PO4缓

冲液、Sulfo-NHS和EDC溶液活化磷酸化微球，使PRV  gE、PRV  gB抗原分别与12、28号微球形

成共价酰胺键，然后用PBS-TBN溶液重悬制备得到12-PRV  gE、28-PRV  gB偶联复合体命名为

gE-12微球和gB-28微球复合体，  4℃避光保存。取gE-12、gB-28微球复合体以及对相应的

阴、阳性血清、PBS进行上机检测。

[0119] 2、荧光微球免疫学检测方法的建立

[0120] 偶联好的微球恢复室温后，于96孔板上每孔加入50μL(2500个)微球和  50μL待检

测样品(单抗或血清)，室温避光震荡(500r/min)孵育1h；用200μL  PBST(pH＝7.4)洗涤2次；

每孔加入100μL生物素标记的兔抗猪IgG(H+L链)  抗体(1:5000)；200μL  PBST洗涤2次；每孔

加入100μL  1:1000稀释的链霉素-  藻红蛋白(SA-PE)，在避光条件下，室温震荡(500r/min)

孵育0.5h；200μL  PBST  洗涤2次；每孔加入125μL鞘液重悬，于Flex  3D液相芯片检测系统进

行读取中位数荧光强度(Median  Fluorescent  Intensity,MFI)。

[0121] 应用PRV  gE/gB阳性血清(Positive  serun)、PRV  gE/gB阴性血清(Negative 

serun)、PBS(Control)分别作为阳性对照、阴性对照、空白对照样品，进行上机检测读数分

析偶联是否成功。

[0122] 二、实验结果

[0123] 结果显示：阳性血清的MFI大于10000，且大于5倍阴性对照的MFI，空白对照的MFI

小于100(图13)，说明该偶联方法和检测方法是可行的。

[0124] 实施例6伪狂犬病毒gE、gB  IgG抗体的单项荧光微球免疫学检测方法的优化

[0125] 一、正交试验

[0126] 1、实验操作

[0127] 将生物素标记抗体的稀释度(二抗稀释度)，SA-PE浓度，微球与血清反应的时间，
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微球、血清与检测抗体反应的时间四个因素各自设置三个位级，设计  L9(34)正交实验表确

定试验条件，见表2。

[0128] 表2因素位级表：

[0129]

[0130]

[0131] 2、实验结果

[0132] 根据正交试验分别得出gE、gB  IgG抗体检测方法的L9(34)正交表数据(表  3、4)，

由两次重复试验数据结果显示：gE  IgG抗体检测方法最优条件为A1B2C2D3，即二抗稀释度

为1:1000、SA-PE浓度为5μg、与血清孵育时间为45  min、与二抗孵育时间为60min为最优反

应条件；gB  IgG抗体检测方法最优条件为A1B3C2D3，即二抗稀释度为1:1000、SA-PE浓度为

10μg、与血清孵育时间为45min、与二抗孵育时间为60min为最优反应条件。且二抗稀释度对

于gE、  gB  IgG抗体检测方法都是最主要的影响因素。

[0133] 表3gE  IgG抗体检测方法的L9(34)正交表：
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[0134]

[0135]

[0136] 表4  gB  IgG抗体检测方法的L9(34)正交表：
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[0137]

[0138]

[0139] 二、最佳血清稀释度选择

[0140] 1、实验操作
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[0141] 将PRV  gE/gB阳性、PRV  gE/gB阴性血清分别进行1:10、1:20、1:40、1:80、  1:160、

1:320梯度稀释。每组3个重复，根据各组的MFI值确定血清最佳稀释倍数。

[0142] 2、实验结果

[0143] 将PRV  gE、gB阴、阳性血清分别进行1:10、1:20、1:40、1:80、1:160、1:320  梯度稀

释。结果显示：最佳稀释倍数为1:10，此时阳性血清MFI值大于10000，且大于阴性血清MFI值

的5倍(图14)。

[0144] 三、最佳检测方法

[0145] 1、gE  IgG抗体的单项荧光微球免疫学检测方法步骤

[0146] 用涡旋震荡器振荡1min偶联好的微球，用PBS-TBN将微球稀释为工作浓度50个/μL

后，50μL/孔(即2500个微球)加至Microplates  96孔板上，室温孵育30min后，加入待检测样

品50μL/孔，室温下振荡避光孵育45min，用PBST  洗涤2次，200μL/孔；

[0147] 加入生物素标记的兔抗猪IgG(H+L链)抗体(1:1000稀释)100μL/孔，室温震荡

(500r/min)避光孵育60min，用PBST洗涤2次，200μL/孔；

[0148] 加入1:500稀释的链霉素-藻红蛋白(SA-PE)100μL/孔，室温震荡(500r/min)  避光

孵育0.5h，用PBST洗涤2次，200μL/孔；

[0149] 加入鞘液125μL/孔，重悬微球，采用Flex  3D液相芯片检测系统进行读数分析，得

到每个孔对应的MFI。

[0150] 2、gE  IgG抗体的单项荧光微球免疫学检测方法步骤

[0151] 用涡旋震荡器振荡1min偶联好的微球，用PBS-TBN将微球稀释为工作浓度50个/μL

后，50μL/孔(即2500个微球)加至Microplates  96孔板上，室温孵育30min后，加入待检测样

品50μL/孔，室温下振荡避光孵育45min，用PBST  洗涤2次，200μL/孔；

[0152] 加入生物素标记的兔抗猪IgG抗体(1:1000稀释)100μL/孔，室温震荡(500  r/min)

避光孵育60min，用PBST洗涤2次，200μL/孔；

[0153] 加入1:1000稀释的链霉素-藻红蛋白(SA-PE)100μL/孔，室温震荡(500  r/min)避

光孵育0.5h，用PBST洗涤2次，200μL/孔；

[0154] 加入鞘液125μL/孔，重悬微球，采用Flex  3D液相芯片检测系统进行读数分析，得

到每个孔对应的MFI。

[0155] 实施例7伪狂犬病毒gE、gB  IgG抗体的单项荧光微球免疫学检测方法的评价

[0156] 一、特异性验证

[0157] 1、实验操作

[0158] 为验证优化后FMIA方法的特异性，应用该方法对猪常见疾病PRRSV、PCV、  CFSV阳

性血清进行检测。

[0159] 偶联好的磁珠与PRRSV阳性血清、PCV阳性血清、CSFV阳性血清进行反应，每组3个

重复，根据不同血清的MFI值差异判断其特异性。

[0160] 2、实验结果

[0161] 建立的PRV  gE  IgG抗体检测方法，只与PRV  gE阳性血清反应结果为阳性，其他猪

常见疾病检测结果为阴性；建立的PRV  gB  IgG抗体检测方法，只与PRV  gB阳性血清反应结

果为阳性，其他猪常见疾病检测结果均为阴性；且两种单项方法进行阳性血清互检时，没有

交叉反应。表明所建立两种FMIA方法特异性良好，偶联抗原与其他常见猪病毒阳性血清没
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有交叉反应(图15、16)。

[0162] 二、重复性验证

[0163] 1、实验操作

[0164] 各取PRV  gE、PRV  gB的4份阳性血清、1份阴性血清进行检测，其中每份血清做16个

重复，计算其变异系数(CV)评价该方法的批内精密度；各取PRV  gE、PRV  gB的11份阳性血

清、1份阴性血进行检测，其中每份血清3个重复，在不同时间做3次，计算CV评价该方法的批

间精密度。

[0165] 2、实验结果

[0166] PRV  gE、gB  IgG抗体FMIA检测方法的批内变异系数(CV)分别为  2.7％～10.9％、

3.9％～9.7％，批间CV分别为：2.1％～9.5％、3.6％～14 .6％。其平均批内CV分别为：

7.6％、5.8％，平均批间CV分别为：8.9％、12.1％。符合Luminex  公司的xMAP技术大全中的

批内CV小于10％、批间CV小于20％的要求，则表明本研究建立的FMIA检测方法重复性较好。

[0167] 对比例1荧光微球免疫学检测方法与ELISA的比较

[0168] 一、实验操作

[0169] 应用IDEXX公司ELISA试剂盒检测得到284份PRV  gE和121份PRV  gB  临床阳性血

清，采用实施例6建立的最佳单项荧光微球免疫学检测方法这些样本进行检测，并与IDEXX

公司的ELISA试剂盒检测结果进行比对，检测结果MFI  值采用MedCalc软件进行ROC曲线分

析，确定最优临界值、特异性及敏感度。并且对检测结果进行卡方检验评价其符合率。

[0170] 二、实验结果

[0171] 应用PRV  gE  IgG抗体FMIA方法检测IDEXX公司ELISA试剂盒检测的284  份gE临床

阳性血清，并与ELISA结果进行比对，结果通过MedCalc软件进行  ROC分析，得到ROC曲线(图

17)。结果显示，PRV  gE  FMIA检测方法的灵敏度为92.3％，特异性为99.26％，临界值为

5991.5(图18)。

[0172] 应用PRV  gB  IgG抗体FMIA方法检测IDEXX公司ELISA试剂盒检测的121  份gB临床

猪阳性血清样品，并与ELISA结果进行比对，通过MedCalc软件进行ROC分析，得到ROC曲线

(图19)。结果显示，PRV  gB  IgG抗体FMIA检测方法的灵敏度为96.3％，特异性为95.74％，临

界值为2862(图20)。

[0173] 卡方检验表明：gE、gB  IgG抗体FMIA检测方法与IDEXX公司ELISA的关联性显著(P<

0.01)，两种方法均可反应同一指标。

[0174] 实施例8一种PRV  gE、gB  IgG抗体荧光微球免疫学双重检测方法

[0175] 将gE-12、gB-28微球复合体同时加入同一个检测反应中，建立gE、gB  IgG  抗体双

重检测方法。应用单项荧光微球免疫学检测技术和双重荧光微球免疫学检测技术同时对猪

血清进行检测。

[0176] 根据Luminex的xMAP技术大全，用PBS-TBN将两种微球稀释为工作浓度  50个/μL

后，两种微球各50μL/孔(PRV-gE  PRV-gB抗原偶联微球各2500个)  加至Microplates  96孔

板上，室温孵育30min后，加入待检测样品50μL/孔，室温下振荡避光孵育45min，用PBST洗涤

2次，200μL/孔；

[0177] 加入生物素标记的兔抗猪IgG抗体(1:1000稀释)100μL/孔，室温震荡(500  r/min)

避光孵育60min，用PBST洗涤2次，200μL/孔；
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[0178] 加入1:1000稀释的链霉素-藻红蛋白(SA-PE)100μL/孔，室温震荡(500  r/min)避

光孵育0.5h，用PBST洗涤2次，200μL/孔；

[0179] 加入鞘液125μL/孔，重悬微球，采用Flex  3D液相芯片检测系统进行读数分析，得

到每个孔对应的MFI。

[0180] 实施例9  PRV  gE、gB  IgG抗体荧光微球免疫学双重检测方法的评价

[0181] 一、实验操作

[0182] 实施例6建立的单项FMIA检测方法和实施例8建立的双重FMIA检测方法同时检测

96份临床猪血清样本，其检测结果进行线性回归分析，得到对应的相关系数(R2)，检验建立

的双重FMIA检测方法是否存在交叉反应，同时验证多重FMIA检测方法的可行性。

[0183] 二、实验结果

[0184] gE、gB  IgG抗体双重荧光微球免疫学检测技术与单项荧光微球免疫学检测技术时

MFI值的相关系数(R2)分别为0.9738、0.9859(图21、22)，说明多重检测时gE-12号微球、gB-

28号微球复合体不会相互影响，无交叉反应。

[0185] 实施例10一种PRV  gE、gB  IgG抗体荧光微球免疫学双重检测试剂盒

[0186] 一、试剂盒的组成

[0187] 偶联有gE截短蛋白12号羧基化荧光微球(gE-12微球复合体)和偶联有gB  截短蛋

白的28号羧基化荧光微球(gB-18微球复合体)，gE截短蛋白的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：2所

示，gB截短蛋白的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：4所示，微球的工作浓度为50个/μL。

[0188] 磷酸盐吐温缓冲液(PBST)、生物素标记IgG抗体、链霉素-藻红蛋白、鞘液。

[0189] 二、试剂盒的使用方法

[0190] (1)偶联好的微球(gE-12微球复合体和gB-18微球复合体)恢复室温后，于96孔板

上每孔加入50μL(2500个)微球，室温孵育30min后，加入50μL  待检测样品，室温避光震荡

(500r/min)孵育45min；

[0191] (2)用200μL  PBST洗涤2次；

[0192] (3)每孔加入100μL  1:1000稀释的生物素标记的兔抗猪IgG(H+L链)抗体，室温避

光震荡(500r/min)孵育60min；；

[0193] (4)用200μL  PBST洗涤2次；

[0194] (5)每孔加入100μL  1:1000稀释的链霉素-藻红蛋白(SA-PE)，在避光条件下，室温

震荡(500r/min)孵育0.5h；

[0195] (6)200μL  PBST洗涤2次；

[0196] (7)每孔加入125μL鞘液重悬，于Flex  3D液相芯片检测系统进行读取中位数荧光

强度。
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序列表

<110> 华南农业大学

<120> 一种伪狂犬病毒gE和gB  IgG抗体双重荧光微球免疫学检测方法

<160>  4

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  564

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  1

gaggccgacg  acgatgacct  caacggcgac  ctcgacggcg  acgaccgccg  cgcgggcttc  60

ggctcggccc  tcgcatccct  gagggaggcg  cccccggccc  atctggtgaa  cgtgtccgag  120

ggcgccaact  tcaccctcga  cgcgcgcggc  gacggcgccg  tgctggccgg  gatctggacg  180

ttcctgcccg  tccgcggctg  cgacgccgtg  tcggtgacca  cggtgtgctt  cgagaccgcg  240

tgccacccgg  acctggtgct  gggccgcgcc  tgcgtccccg  aggccccgga  gatgggcatc  300

ggcgactacc  tgccgcccga  ggtgccgcgg  ctccggcgcg  agccgcccat  cgtcaccccg  360

gagcggtggt  cgccgcacct  gagcgtcctg  cgggccacgc  ccaacgacac  gggcctctac  420

acgctgcacg  acgcctcggg  gccgcgggcc  gtgttctttg  tggcggtggg  cgaccggccg  480

cccgcgccgg  cggacccggt  gggccccgcg  cgccacgagc  cccgcttcca  cgcgctcggc  540

ttccactcgc  agctcttctc  gccc  564

<210>  2

<211>  188

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  2

Glu  Ala  Asp  Asp  Asp  Asp  Leu  Asn  Gly  Asp  Leu  Asp  Gly  Asp  Asp  Arg

1               5                   10                  15

Arg  Ala  Gly  Phe  Gly  Ser  Ala  Leu  Ala  Ser  Leu  Arg  Glu  Ala  Pro  Pro

            20                  25                  30

Ala  His  Leu  Val  Asn  Val  Ser  Glu  Gly  Ala  Asn  Phe  Thr  Leu  Asp  Ala

        35                  40                  45

Arg  Gly  Asp  Gly  Ala  Val  Leu  Ala  Gly  Ile  Trp  Thr  Phe  Leu  Pro  Val

    50                  55                  60

Arg  Gly  Cys  Asp  Ala  Val  Ser  Val  Thr  Thr  Val  Cys  Phe  Glu  Thr  Ala

65                  70                  75                  80

Cys  His  Pro  Asp  Leu  Val  Leu  Gly  Arg  Ala  Cys  Val  Pro  Glu  Ala  Pro

                85                  90                  95

Glu  Met  Gly  Ile  Gly  Asp  Tyr  Leu  Pro  Pro  Glu  Val  Pro  Arg  Leu  Arg
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            100                 105                 110

Arg  Glu  Pro  Pro  Ile  Val  Thr  Pro  Glu  Arg  Trp  Ser  Pro  His  Leu  Ser

        115                 120                 125

Val  Leu  Arg  Ala  Thr  Pro  Asn  Asp  Thr  Gly  Leu  Tyr  Thr  Leu  His  Asp

    130                 135                 140

Ala  Ser  Gly  Pro  Arg  Ala  Val  Phe  Phe  Val  Ala  Val  Gly  Asp  Arg  Pro

145                 150                 155                 160

Pro  Ala  Pro  Ala  Asp  Pro  Val  Gly  Pro  Ala  Arg  His  Glu  Pro  Arg  Phe

                165                 170                 175

His  Ala  Leu  Gly  Phe  His  Ser  Gln  Leu  Phe  Ser  Pro

            180                 185

<210>  3

<211>  609

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  3

gaccacatcc  aggcgcacgt  gaacgacatg  ctgagccgca  tcgcgaccgc  ctggtgcgag  60

ctgcagaaca  aggaccgcac  cctgtggagc  gagatgtcgc  gcctgaaccc  cagcgccgtg  120

gccacggccg  cgctgggcca  gcgcgtctcg  gcgcgcatgc  tcggcgacgt  gatggccatc  180

tcgcggtgcg  tggaggtgcg  cggcggcgtg  tacgtgcaga  actccatgcg  cgtgcccggc  240

gagcgcggca  cgtgctacag  ccgcccgctg  gtgaccttcg  agcacaacgg  cacgggcgtg  300

atcgagggcc  agctcggcga  cgacaacgag  ctcctcatct  cgcgcgacct  catcgagccc  360

tgcaccggca  accaccggcg  ctactttaag  ctgggcggcg  ggtacgtgta  ctacgaggac  420

tacagctacg  tgcgcatggt  ggaggtgccc  gagacgatca  gcacgcgggt  gaccctgaac  480

ctgacgctgc  tcgaggaccg  cgagttcctg  cccctcgagg  tgtacacgcg  cgaggagctc  540

gccgacacgg  gcctcctgga  ctacagcgag  atccagcgcc  gcaaccagct  gcacgcgctc  600

aagttctac  609

<210>  4

<211>  203

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  4

Asp  His  Ile  Gln  Ala  His  Val  Asn  Asp  Met  Leu  Ser  Arg  Ile  Ala  Thr

1               5                   10                  15

Ala  Trp  Cys  Glu  Leu  Gln  Asn  Lys  Asp  Arg  Thr  Leu  Trp  Ser  Glu  Met

            20                  25                  30

Ser  Arg  Leu  Asn  Pro  Ser  Ala  Val  Ala  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Gln  Arg

        35                  40                  45

Val  Ser  Ala  Arg  Met  Leu  Gly  Asp  Val  Met  Ala  Ile  Ser  Arg  Cys  Val
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    50                  55                  60

Glu  Val  Arg  Gly  Gly  Val  Tyr  Val  Gln  Asn  Ser  Met  Arg  Val  Pro  Gly

65                  70                  75                  80

Glu  Arg  Gly  Thr  Cys  Tyr  Ser  Arg  Pro  Leu  Val  Thr  Phe  Glu  His  Asn

                85                  90                  95

Gly  Thr  Gly  Val  Ile  Glu  Gly  Gln  Leu  Gly  Asp  Asp  Asn  Glu  Leu  Leu

            100                 105                 110

Ile  Ser  Arg  Asp  Leu  Ile  Glu  Pro  Cys  Thr  Gly  Asn  His  Arg  Arg  Tyr 

        115                 120                 125

Phe  Lys  Leu  Gly  Gly  Gly  Tyr  Val  Tyr  Tyr  Glu  Asp  Tyr  Ser  Tyr  Val

    130                 135                 140

Arg  Met  Val  Glu  Val  Pro  Glu  Thr  Ile  Ser  Thr  Arg  Val  Thr  Leu  Asn

145                 150                 155                 160

Leu  Thr  Leu  Leu  Glu  Asp  Arg  Glu  Phe  Leu  Pro  Leu  Glu  Val  Tyr  Thr

                165                 170                 175

Arg  Glu  Glu  Leu  Ala  Asp  Thr  Gly  Leu  Leu  Asp  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gln 

            180                 185                 190

Arg  Arg  Asn  Gln  Leu  His  Ala  Leu  Lys  Phe  Tyr

        195                 200
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