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(57)摘要

本发明提供一种基于鸡毒支原体VlhA1.2蛋

白的优化DNA序列、重组质粒、菌株、重组蛋白、包

含所述重组蛋白的鸡毒支原体抗体胶体金检测

试纸和检测卡，所述试纸可以用于快速检测禽类

对于鸡毒支原体感染后诊断以及免疫后的抗体

水平检测。所述优化DNA序列如SEQ ID NO .1所

示。将所述优化DNA序列与pGEX-KG载体连接，得

到所述重组质粒pGEX-KG-VlhA1.2，转化、表达得

到MG-VlhA1.2重组蛋白。所述试纸包含顺序连接

的金标垫和硝酸纤维素膜，其中，所述金标垫上

包被有单克隆抗体鼠抗IgY Fc CH3-CH4的胶体

金标记物；所述硝酸纤维素膜上靠近金标垫的一

端是包被有MG-VlhA1.2重组蛋白的检测线。
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1.一种基于鸡毒支原体VlhA1.2蛋白的优化DNA序列，其特征在于，所述优化DNA序列如

SEQ  ID  NO.1所示。

2.一种重组质粒，其特征在于，将如SEQ  ID  NO.1所示的所述优化DNA序列与pGEX-KG载

体连接，得到所述重组质粒pGEX-KG-VlhA1.2。

3.如权利要求2所述的重组质粒，其特征在于，通过以下方法得到：

将如SEQ  ID  NO.1所示的所述优化DNA序列的基因5’端加上EcoR  I酶切位点，3’端加上

XhoI酶切位点，与pGEX-KG载体进行连接反应，得到所述重组质粒pGEX-KG-VlhA1.2。

4.包含权利要求2或3所述重组质粒的菌株，其特征在于，所述重组质粒的菌株已于

2018年11月13日保藏在中国典型培养物保藏中心，其保藏编号为CCTCC-M2018792。

5.由权利要求4所述菌株诱导表达得到的MG-VlhA1.2重组蛋白。

6.包含权利要求5所述MG-VlhA1 .2重组蛋白的鸡毒支原体抗体胶体金检测试纸，其特

征在于，包含顺序连接的样品垫、金标垫和硝酸纤维素膜，其中，

所述金标垫上包被有单克隆抗体鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4的胶体金标记物；

所述硝酸纤维素膜上设有靠近金标垫一端的检测线和远离金标垫一端的质控线，所述

检测线上包被有MG-VlhA1.2重组蛋白，所述质控线上包被有二抗，

所述单克隆抗体鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4由杂交瘤细胞株LZLPHZ分泌得到。

7.如权利要求6所述的试纸，其特征在于，所述二抗为羊抗鼠IgG抗体。

8.如权利要求6所述的试纸，其特征在于，所述单克隆抗体鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4的胶体

金标记物的制备方法如下：

(1)生成胶体金；

(2)于磁力搅拌下，用0.1M碳酸钾溶液调胶体金的pH值至8.0，按8.0μg抗体/mL胶体金

加入上述单克隆抗体鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4，继续搅拌混匀，加入10％牛血清白蛋白至终浓

度为1％，静置30min后12000rpm、4℃离心30min，弃上清，沉淀用0.02M  pH9.0的硼酸盐缓冲

液洗涤两次，用十分之一初始胶体金体积的0.02M  pH9.0的硼酸盐缓冲液，将沉淀重悬，得

到单克隆抗体鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4的胶体金标记物。

9.如权利要求8所述的试纸，其特征在于，步骤(1)中氯金酸和柠檬酸三钠通过水热法

反应生成所述胶体金。

10.包含权利要求6-9中任意一项所述试纸的检测卡。
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优化DNA序列、重组质粒、菌株、重组蛋白、鸡毒支原体抗体胶

体金检测试纸和检测卡

技术领域

[0001] 本发明涉及动物免疫应用技术领域，特别涉及一种优化DNA序列、重组质粒、菌株、

重组蛋白、鸡毒支原体抗体胶体金检测试纸和检测卡。

背景技术

[0002] 鸡毒支原体病是由鸡毒支原体(MG)感染引起的传染病，也称慢性呼吸道病

(Chronic  Respiratory  Disease,CRD)，流行于世界上所有养禽的国家，在我国的感染率也

很高，部分地区达75％以上。MG的宿主范围大：鸡、鹌鹑、野鸡、鸭、鸽、鹅、孔雀和鹤等10多种

禽类均可感染MG。本病可以通过垂直和水平方式传播，这也是造成鸡毒支原体感染率高、分

布广、难以根除的重要原因。无论在发达国家还是在发展中国家，鸡毒支原体病是给养禽业

造成巨大经济损失的一种疾病。

[0003] 由于通风不良、过于拥挤、卫生条件差，往往易激发鸡毒支原体病暴发，病情也趋

严重。因此，发病后的快速诊断或免疫后对抗体进行动态定量检测己经成为各地养禽场和

诊断室的常规检测项目。

[0004] 目前对鸡毒支原体病的诊断方法主要包括病原的分离鉴定、分子生物学方法、血

清学诊断方法。对于病原的分离鉴定诊断方法而言，MG的分离培养是对本病进行确诊最基

础的环节，但从野外材料中分离MG可能会受到许多外界因素的影响，可能对MG分离率产生

较大的影响；另外在实验室对MG进行培养的环节中，由于该病原对营养要求非常苛刻，因此

在实际操作过程中存在程序繁琐、各工作环节要求过高、工作量大、耗时长等明显缺点。分

子生物学方法包括对MG基因的DNA酶切分析(restriction  endonuclease  analysis,REA)、

物理图谱的构建和DNA指纹分析，DNA探针和PCR。分子生物学诊断法具有特异性强、灵敏度

高等特点，但是对实验设备、实验人员具有较高的要求。血清学诊断方法包括血清平板凝集

试验(SPA)、血凝抑制试验(HI)、酶联免疫吸附试验(ELISA)，这些方法均在不同程度上存在

特异性不强、成本高、专业性强、操作繁琐等缺点，不便于适时和快速诊断，所以均无法在基

层大范围地推广使用。

[0005] 胶体金免疫层析(gold-immunochromatography  assay  GICA)是以胶体金作为示

踪物，基于胶体金标记技术应用于抗原抗体反应的一种新型免疫标记技术。其核心技术是

以硝酸纤维素膜为固相载体，因毛细管作用而促使样品溶液在层析条上泳动，并使样品中

的待检物与层析膜上针对待检物的受体(如抗原或抗体)在短时间内发生高特异性、高亲和

性的免疫反应。它具有简便、快速、特异性强、灵敏度高、费用低的优点。

[0006] 基于该技术，国内外在人医疾病监测、环境危害监控、食品安全保障及畜禽疾病检

测等领域，都已经研制出了多种胶体金免疫层析快速检测检测卡。在鸡疫病诊断和检测方

面，鸡传染性支气管炎、鸡传染性法氏囊及鸡毒霉形体抗体免疫胶体金快速检测试纸获得

相关专利(专利号：200710169105.X；  200710169104.5；200710169106.4)。

[0007] 但是上述试纸是仅对鸡的相关疾病或疫苗免疫后抗体水平进行定性或者半定量
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检测，仅仅检测一种禽类而不能同时针对多种禽类，并且不能动态定量的监测禽类群体抗

体水平。检测多种禽类的免疫水平和评价免疫状况对于疾病的控制有着重要的意义。

[0008] 在实现本发明的过程中，发明人发现现有技术中至少存在以下问题：尚未公开针

对鸡毒支原体抗体的胶体金试纸，可以用于快速、简单检测禽类对于鸡毒支原体的免疫水

平。

发明内容

[0009] 鉴于此，本发明提供一种基于鸡毒支原体VlhA1.2蛋白的优化DNA序列、重组质粒、

菌株、重组蛋白、包含所述重组蛋白的鸡毒支原体抗体胶体金检测试纸和检测卡，所述重组

蛋白表达量高，适于生产，且所述试纸可以用于快速检测禽类对于鸡毒支原体的免疫水平。

[0010] 具体而言，根据本发明的第一方面，本发明实施例提供了一种基于鸡毒支原体

VlhA1.2蛋白的优化DNA序列，所述优化DNA序列如SEQ  ID  NO.1所示。

[0011] 根据本发明的第二方面，本发明实施例提供了一种重组质粒，将如SEQ  ID  NO.1所

示的所述优化DNA序列与pGEX-KG载体连接，得到所述重组质粒  pGEX-KG-VlhA1.2。

[0012] 具体的，

[0013] 将如SEQ  ID  NO.1所示的所述优化DNA序列的基因5’端加上EcoR  I酶切位点，3’端

加上XhoI酶切位点，与pGEX-KG载体进行连接反应，得到所述重组质粒pGEX-KG-VlhA1.2。

[0014] 根据本发明的第三方面，本发明实施例提供了包含所述重组质粒的菌株，所述重

组质粒的菌株已于2018年11月13日保藏在中国典型培养物保藏中心，其保藏编号为CCTCC 

NO:M2018792，保藏单位地址是中国武汉武汉大学，分类命名是Escherichia  coli  BL21

(DE3)  MG-VIhA1.2-DE3 （大肠杆菌BL21(DE3)  MG-VIhA1.2-DE3）。

[0015] 根据本发明的第四方面，本发明实施例提供了由所述菌株诱导表达得到的  MG-

VlhA1.2重组蛋白。

[0016] 根据本发明的第五方面，本发明实施例提供了包含所述MG-VlhA1.2重组蛋白的鸡

毒支原体抗体胶体金检测试纸，所述试纸包含顺序连接的样品垫、金标垫和硝酸纤维素膜，

其中，

[0017] 所述金标垫上包被有单克隆抗体鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4的胶体金标记物；

[0018] 所述硝酸纤维素膜上设有靠近金标垫一端的检测线和远离金标垫一端的质控线，

所述检测线上包被有MG-VlhA1.2重组蛋白，所述质控线上包被有二抗，

[0019] 所述单克隆抗体鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4由杂交瘤细胞株LZLPHZ分泌得到，据中国公

开专利文献CN107299086A记载，所述杂交瘤细胞株LZLPHZ已于2015年11月13日保藏在中国

典型培养物保藏中心，其保藏编号为CCTCC-  C2015188。

[0020] 具体的，所述二抗为羊抗鼠IgG抗体。

[0021] 具体的，所述单克隆抗体鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4的胶体金标记物的制备方法如下：

[0022] (1)生成胶体金；

[0023] (2)于磁力搅拌下，用0.1M碳酸钾溶液调胶体金的pH值至8.0，按  8.0μg抗体/mL胶

体金加入上述单克隆抗体鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4，继续搅拌混匀，加入10％牛血清白蛋白至

终浓度为1％，静置30min后12000rpm、4℃离心30min，弃上清，沉淀用0.02M  pH9.0的硼酸盐

缓冲液洗涤两次，用十分之一初始胶体金体积的0.02M  pH9.0的硼酸盐缓冲液，将沉淀重
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悬，得到单克隆抗体鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4的胶体金标记物。

[0024] 进一步具体的，步骤(1)中氯金酸和柠檬酸三钠通过水热法反应生成所述胶体金。

[0025] 根据本发明的第六方面，本发明实施例提供了包含上述试纸的检测卡。根据本领

域常用技术，将所述试纸装入检测卡壳中即可构成所述检测卡。

[0026] 一般的，上述试纸和检测卡的制备方法如下：

[0027] 1)通过对鸡毒支原体VlhA1.2基因进行密码子优化，并连接相应载体从而构建重

组质粒pGEX-KG-VlhA1.2，转化、表达后获得MG-VlhA1.2重组蛋白；

[0028] 2)用实验室保存的杂交瘤细胞株LZLPHZ注入经处理过的Balb/C小鼠，得到含单抗

的腹水，经辛酸-硫酸铵法(朱立平主编《免疫学常用实验方法》，人民军医出版社，2000版)

得到纯化的单克隆抗体鼠抗IgY  Fc  CH3-  CH4；

[0029] 3)用柠檬酸三钠与氯金酸(购自Sigma公司)反应制备胶体金；

[0030] 4)将步骤2)制备的鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4抗体，加入步骤3)制备的胶体金中，得到

单克隆抗体-胶体金标记物按一定体积混合浓缩之后构成金标混合物；

[0031] 5)将金标混合物包被在金标垫2上；

[0032] 6)将步骤1)制备的抗原(MG-VlhA1.2重组蛋白)包被在硝酸纤维素膜  3上构成检

测线5；并将二抗包被在硝酸纤维素膜3上构成质控线6；

[0033] 7)在所述的PVC背衬7上按顺序依次粘附所述的样品垫1金标垫2、硝酸纤维素膜3、

吸收垫4，得到所述的适用于多种禽类的MG的定量检测免疫胶体金试纸；

[0034] 8)将7)中所述试纸装入检测卡壳中构成检测卡。

[0035] 本发明所述试纸采用了间接法测抗体，可以大大提高试纸的检测效果。所述间接

法测抗体(为报道的常规方法)的原理为：当待检样品中含有鸡毒支原体抗体时，样本中的

鸡毒支原体抗体会在金标垫位置和单克隆抗体-胶体金标记物(IgY  Fc  CH3-CH4)发生反

应，形成“金标抗体-抗体”，反应复合物层析到检测线位置时，包被在检测线T上的抗原(MG-

VlhA1.2重组蛋白)会和复合物中的“金标抗体-抗体”发生反应，从而在检测线位置形成“金

标抗体-抗体-包被抗原”间接复合物，由于在复合物中有一种抗体是胶体金标记的，所以在

检测线位置就会出现肉眼可见的红色条带，这样就得到阳性结果。未参与反应的金标抗体

层析到质控线位置，被包被的羊抗鼠IgG所捕获而显色。相反，如果样品中不含鸡毒支原体

抗体时，在检测线位置不含间接复合物，就不会出现红色条带，这样就得到了阴性结果。检

测线颜色深度与被检血清中的抗体含量呈正相关，颜色越深说明被检测样品的抗体含量越

高，质控线C无条带出现则判为检测试纸失效。

[0036] 本发明使用的杂交瘤细胞株LZLPHZ制备的单克隆抗体可以和多种禽类  (鸡、鹌

鹑、鸽子、孔雀、鸭、鹅、鸵鸟)的IgY  Fc  CH3-CH4结合，因此建立的试纸条可对多种禽类鸡毒

支原体抗体进行动态定量检测。

[0037] 本发明实施例提供的技术方案的有益效果至少包括：

[0038] (1)本发明实施例对鸡毒支原体MG-VlhA1.2蛋白基因序列进行了同义突变和密码

子优化，获得的MG-VlhA1.2重组蛋白的表达量高，优化前的蛋白表达含量仅0.6mg/mL，优化

后的蛋白表达含量3.0mg/mL，适于生产应用。

[0039] (2)本发明实施例提供的鸡毒支原体抗体胶体金试纸，能够用于多种禽类(鸡、鹌

鹑、鸽子、孔雀、鸭、鹅和鸵鸟)的检测，具有适用范围广，特异性强，灵敏度高，检测时间短
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(10分钟)判断直观等优点。

[0040] (3)本发明可以将胶体金试纸条与胶体金生物传感器有机整合成胶体金定量检测

系统。运用免疫定量速测仪不仅减少了人为主观判断无法正确识别可疑物检测是否存在阳

性的情况，减少了因人为主观判读带来的错误率，而且增加了客观性、准确性；并且提高了

人为眼观检测的敏感性。

[0041] (4)本发明可以通过质控线C、检测线T的显色深浅与被检测抗体的量呈对应关系，

从而确定待测抗体的含量。胶体金在特定波长下，对光的吸收和散射与胶体金颗粒的量相

关，通过光电感应器检测胶体金颗粒对光的吸收和散射，从而测得待测抗体的含量。

[0042] (5)本发明的试纸操作简便，储存方便，对储存温度要求不高，在4℃下的保质期至

少为90天。

附图说明

[0043] 为了更清楚地说明本发明实施例中的技术方案，下面将对实施例描述中所需要使

用的附图作简单地介绍，显而易见地，下面描述中的附图仅仅是本发明的一些实施例，对于

本领域普通技术人员来讲，在不付出创造性劳动的前提下，还可以根据这些附图获得其他

的附图。

[0044] 图1为本发明的总体技术路线图；

[0045] 图2为本发明检测试纸的组装示意图，

[0046] 其中1-样品垫，2-金标垫，3-硝酸纤维素膜，4-吸收垫，5-检测线T，6-质控线C，7-

PVC背衬；

[0047] 图3为本发明检测试纸结果判定示意图，

[0048] 其中，9：表示检测MG为阳性结果；10：表示检测MG为阴性结果；  11、12：表示检测试

纸失效；

[0049] 图4为本发明实施例所述重组质粒的物理构建图；

[0050] 图5为本发明实施例所述检测试纸定量标准曲线图。

具体实施方式

[0051] 为使本发明的技术方案和优点更加清楚，下面将结合附图对本发明实施方式作进

一步地详细描述。

[0052] 根据本发明的第一方面，本发明实施例提供了一种基于鸡毒支原体  VlhA1.2蛋白

的优化DNA序列，所述优化DNA序列如SEQ  ID  NO.1所示。

[0053] 根据本发明的第二方面，本发明实施例提供了一种重组质粒，将如SEQ  ID  NO.1所

示的所述优化DNA序列与pGEX-KG载体连接，得到所述重组质粒  pGEX-KG-VlhA1.2。

[0054] 具体的，

[0055] 将如SEQ  ID  NO.1所示的所述优化DNA序列的基因5’端加上EcoR  I酶切位点，3’端

加上XhoI酶切位点，与pGEX-KG载体进行连接反应，得到所述重组质粒pGEX-KG-VlhA1.2。

[0056] 根据本发明的第三方面，本发明实施例提供了包含所述重组质粒的菌株所述重组

质粒的菌株已于2018年11月13日保藏在中国典型培养物保藏中心，其保藏编号为CCTCC-

M2018792。

说　明　书 4/13 页

6

CN 110058017 A

6



[0057] 根据本发明的第四方面，本发明实施例提供了由所述菌株诱导表达得到的  MG-

VlhA1.2重组蛋白。

[0058] 根据本发明的第五方面，本发明实施例提供了包含所述MG-VlhA1.2重组蛋白的鸡

毒支原体抗体胶体金检测试纸，所述试纸包含顺序连接的样品垫、金标垫和硝酸纤维素膜，

其中，

[0059] 所述金标垫上包被有单克隆抗体鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4的胶体金标记物；

[0060] 所述硝酸纤维素膜上设有靠近金标垫一端的检测线和远离金标垫一端的质控线，

所述检测线上包被有MG-VlhA1.2重组蛋白，所述质控线上包被有二抗，

[0061] 所述单克隆抗体鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4由杂交瘤细胞株LZLPHZ分泌得到，据中国公

开专利文献CN107299086A记载，所述杂交瘤细胞株LZLPHZ已于  2015年11月13日保藏在中

国典型培养物保藏中心，其保藏编号为CCTCC-  C2015188。

[0062] 具体的，所述二抗为羊抗鼠IgG抗体。

[0063] 具体的，所述单克隆抗体鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4的胶体金标记物的制备方法如下：

[0064] (1)生成胶体金；

[0065] (2)于磁力搅拌下，用0.1M碳酸钾溶液调胶体金的pH值至8.0，按  8.0μg抗体/mL胶

体金加入上述单克隆抗体鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4，继续搅拌混匀，加入10％牛血清白蛋白至

终浓度为1％，静置30min后12000rpm、4℃离心30min，弃上清，沉淀用0.02M  pH9.0的硼酸盐

缓冲液洗涤两次，用十分之一初始胶体金体积的0.02M  pH9.0的硼酸盐缓冲液，将沉淀重

悬，得到单克隆抗体鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4的胶体金标记物。

[0066] 进一步具体的，步骤(1)中氯金酸和柠檬酸三钠通过水热法反应生成所述胶体金。

[0067] 根据本发明的第六方面，本发明实施例提供了包含上述试纸的检测卡。

[0068] 一般的，上述试纸和检测卡的制备方法如下：

[0069] 1)通过对鸡毒支原体VlhA1.2基因进行密码子优化，并连接相应载体从而构建重

组质粒pGEX-KG-VlhA1.2，转化、表达后获得MG-VlhA1.2重组蛋白；

[0070] 2)用实验室保存的杂交瘤细胞株LZLPHZ注入经处理过的Balb/C小鼠，得到含单抗

的腹水，经辛酸-硫酸铵法(朱立平主编《免疫学常用实验方法》，人民军医出版社，2000版)

得到纯化的单克隆抗体鼠抗IgY  Fc  CH3-  CH4；

[0071] 3)用柠檬酸三钠与氯金酸(购自Sigma公司)反应制备胶体金；

[0072] 4)将步骤2)制备的鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4抗体，加入步骤3)制备的胶体金中，得到

单克隆抗体-胶体金标记物按一定体积混合浓缩之后构成金标混合物；

[0073] 5)将金标混合物包被在金标垫2上；

[0074] 6)将步骤1)制备的抗原(MG-VlhA1.2重组蛋白)包被在硝酸纤维素膜  3上构成检

测线5；并将二抗包被在硝酸纤维素膜3上构成质控线6；

[0075] 7)在所述的PVC背衬7上按顺序依次粘附所述的样品垫1、金标垫2、硝酸纤维素膜

3、吸收垫4，得到所述的适用于多种禽类的MG的定量检测免疫胶体金试纸；

[0076] 8)将7)中所述试纸装入检测卡壳中构成检测卡。

[0077] 本发明所述试纸采用了间接法测抗体，可以大大提高试纸的检测效果。所述间接

法测抗体(为报道的常规方法)的原理为：当待检样品中含有鸡毒支原体抗体时，样本中的

鸡毒支原体抗体会在金标垫位置和单克隆抗体-胶体金标记物(IgY  Fc  CH3-CH4)发生反
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应，形成“金标抗体-抗体”，反应复合物层析到检测线位置时，包被在检测线T上的抗原(MG-

VlhA1.2重组蛋白)会和复合物中的“金标抗体-抗体”发生反应，从而在检测线位置形成“金

标抗体-抗体-包被抗原”间接复合物，由于在复合物中有一种抗体是胶体金标记的，所以在

检测线位置就会出现肉眼可见的红色条带，这样就得到阳性结果。未参与反应的金标抗体

层析到质控线位置，被包被的羊抗鼠IgG所捕获而显色。相反，如果样品中不含鸡毒支原体

抗体时，在检测线位置不含间接复合物，就不会出现红色条带，这样就得到了阴性结果。检

测线颜色深度与被检血清中的抗体含量呈正相关，颜色越深说明被检测样品的抗体含量越

高，质控线C无条带出现则判为检测试纸失效。

[0078] 下述实施例中，所用试剂信息如下：

[0079]

[0080]

[0081] 实施例1

[0082] 1.MG-VlhA1.2重组蛋白的制备

[0083] 1.1鸡毒支原体VlhA1.2基因的获取和优化及重组质粒pGEX-KG-VlhA1.2的构建

[0084] 本发明涉及的鸡毒支原体VlhA1.2基因的序列获取及优化方法及重组质粒  pGEX-

KG-VlhA1.2的构建方法参考文献：胡思顺，鸡毒霉形体pMGA基因中  TGA的同义突变及其原

核表达[J]，中国兽医学报，2007。

[0085] 具体实施方法如下：根据GenBank收录的pMGA1 .2序列(登录号:  AF275312)获取

VlhA1.2基因序列。由于支原体中的UGA密码子编码的是色氨酸，而在大肠杆菌中UGA则为终

止密码子，为了实现目的基因在大肠杆菌中高效表达，将TGA优化为TGG；另外，我们对其它

说　明　书 6/13 页

8

CN 110058017 A

8



的密码子按照大肠杆菌的偏好性进行优化，并在基因5’端加上EcoR  I(GAATTC)酶切位点，

3’端加上  XhoI(CTCGAG)酶切位点，合成后与pGEX-KG载体进行连接反应，构建重组质粒 

pGEX-KG-VlhA1.2。优化前后的VlhA1.2基因序列同源性为76.0％。VlhA1.2优化基因与原始

基因序列对比如下所示：

[0086]
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[0087]

[0088]
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[0089] 重组质粒pGEX-KG-VlhA1.2转化至DH5α感受态细胞，并将转化菌涂布含  Amp的LB

琼脂平板37℃培养过夜。挑数个单菌落培养过夜后用TIANGEN质粒抽提试剂盒提取质粒，进

行酶切分析和PCR扩增鉴定，鉴定成功分装冻存于-20℃。重组质粒pGEX-KG-VlhA1.2构建流

程如图4所示。

[0090] 1.2MG-VlhA1.2重组蛋白的表达

[0091] 用重组质粒pGEX-KG-VlhA1.2转化大肠杆菌BL21(DE3)，涂含氨苄青霉素(Amp)的

LB平板(1％(W/V)Tryptone，0.5％(W/V)Yeast  Extract，0.5％  (W/V)NaCl，0.1mg/mL  Amp

和1.5％(W/V)Agar)，置37℃恒温箱培养，挑取单菌落，接种于2.0mL含氨苄青霉素(Amp)的

液体LB培养基(1％(W/V)  Tryptone；0.5％(W/V)Yeast  Extract；0.5％(W/V)NaCl和0.1mg/

mL  Amp)内，  37℃250-300r/min振荡培养，当OD600nm达到0.6-1.0时。分别接种1.0mL菌液

到10.0mL含氨苄青霉素(Amp)的液体LB培养基内，37℃250-300r/min振荡培养3h，而后加入

终浓度为0.8mg/mL的诱导剂IPTG(异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷)，22℃诱导8小时，离心

收集菌体进行SDS-PAGE检测所述重组质粒的菌株已于2018年11月13日保藏在中国典型培

养物保藏中心，其保藏编号为CCTCC-M2018792。

[0092] 1.3  MG-VlhA1.2重组蛋白的纯化

[0093] (1)上清的纯化

[0094] 按照上述1.2中的条件大量诱导表达，将诱导后的细菌培养物于  8,000r/min离心

10min，沉淀用PBS(磷酸盐)缓冲液(140mM  NaCl，2.4mM  KCl，10mM  Na2HPO4·12H2O，1.8mM 

KH2PO4，pH7.4)(约为原菌液体积的l/10)  重悬，加DTT(二硫苏糖醇)至终浓度为10mmol/L，

用压力破碎仪破碎至液体变为透明，4℃，12,000r/min离心15min，用0.22μm的滤膜过滤破

碎后的上清，用GSTrapTMFF  columns层析柱经AKTA蛋白纯化系统AKTA  explorer  10  (购自

GE  Healthcare公司，USA)对上述上清液进行纯化。

[0095] (2)蛋白浓度的测定及鉴定

[0096] 用核酸蛋白测定仪分别测定蛋白质溶液在280nm和260nm波长下的光吸收值为

A280、A260。依据公式计算出蛋白浓度，将达到要求浓度的蛋白溶液分装成100μL/管，取50μ

L进行SDS-PAGE(十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳)鉴定和Western-blot分析，其余

置-80℃保存备用。

[0097] SDS-PAGE检测：取上述收集的菌体，用40.0μL  ddH2O充分重悬菌体，加入等体积的

加样缓冲液(250mM  Tris-HCl，10％(W/V)SDS，0.5％(W/V)溴酚蓝，50％(V/V)甘油，5％(V/

V)β-巯基乙醇)，水浴煮沸3-5min，然后冰浴等待加样电泳。按萨姆布鲁克J，弗里奇E  F，曼

尼阿蒂斯T主编；金冬雁，黎孟枫等译，《分子克隆实验指南》，第二版，1992版所述方法制备

分离胶和积层胶，加入1×Tris-甘氨酸电泳缓冲液(25mM  Tris-base，0.1％  (W/V)SDS，

0.25M  Glycine)，取处理的样品点样，电泳2h，取下凝胶，考马斯亮蓝R250染色液(0.1％(W/

V)考马斯亮蓝R250，25％(V/V)异丙醇，  10％(V/V)冰醋酸)染色2h，然后用SDS-PAGE脱色液

(5％(V/V)乙醇，10％  (V/V)冰醋酸)脱色，观察照相。并通过凝胶薄层扫描分析所表达的外

源蛋白含量(纯度高，表达量高)。

[0098] Western-blot分析：为了分析所表达的带GST标签的MG-VlhA1.2重组蛋白的免疫

学活性，按如上所述方法进行SDS-PAGE电泳，电泳后的凝胶，不经染色，直接用转印装置将

蛋白带电转印到NC膜上，以15V电转印1.5h。转印结束后，将NC膜于TBST(150mM  NaCl,20mM 
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Tris-HCl ,0 .05％Tween20)中漂洗一下，再将NC膜转入可加热密封的加样槽，按0.1mL-

0 .15mL/cm2(NC膜面积)加入封闭液(含1％(W/V)牛血清白蛋白的TBST)，尽可能避免气泡

后，37℃2h或4℃过夜。然后弃封闭液，将膜取出，PBST漂洗2-3次，按  0.1mL-0.15mL/cm2的

量加入经TBST稀释(1:150)的NDV标准阳性血清，同上排除气泡，在摇床上室温作用1h，用

TBST洗6次，每次5mim，将膜置于加样槽中，按0.1-0.15mL/cm2加入经TBST稀释(1:5000)的

兔抗鸡IgY(购自博士德公司)，室温反应1h，TBST洗6次，每次5min，最后再用TBS漂洗2次，加

入以0.01mol/L  Tris-Cl(pH7.6)配制的底物溶液(DAB-H2O2)显色，一旦出现蛋白带，立即用

ddH2O终止，即可观察结果及扫描保存。

[0099] 根据公式计算蛋白质浓度(mg/mL)＝l.45×A280-0.74×A260获得纯化的目标蛋

白浓度为：3.0mg/mL。利用Western-blot分析结果表明本发明所述MG-  VlhA1 .2重组蛋白

(92KDa)，与鸡毒支原体标准阳性血清(购自中国兽医药品检查所)发生了特异性的反应，证

实这表达产物具有较好的抗原性。

[0100] 2.鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4单克隆抗体制备：

[0101] 2.1杂交瘤细胞复苏

[0102] 准备37℃水浴，将分泌单克隆抗体的杂交瘤细胞(已于2015年11月13 日保藏在中

国典型培养物保藏中心，其保藏编号为CCTCC-C2015188)从液氮罐中取出，用止血钳夹着冻

存管迅速在37℃水浴中转动，直到细胞解冻，吸取冻存液，1200r/min水平离心5min，用

RPMI-1640基础培养液1mL重悬，洗细胞两次，用1mL完全培养液将细胞重悬后加入培养瓶

中，在37℃CO2恒温培养箱中培养。

[0103] 2.2饲养细胞的制备

[0104] 在制备饲养细胞时，采用Balb/c小鼠的腹腔巨噬细胞和脾细胞的混合细胞作为饲

养细胞，其制备步骤如下：取1只空白Balb/c小鼠，摘除眼球放血，用1.5mL离心管收集血液

(作为阴性对照)，直至小鼠失血而死，将处死后的小鼠用75％的酒精浸泡消毒5min后，拧干

酒精，腹部朝上用针头固定在泡沫板上，用灭菌的镊子提起小鼠腹部皮肤，用灭菌的剪刀在

提起部位剪开一小口，小心剥去皮肤，使小鼠胸腹部完全暴露；在小鼠腹膜中央剪开一小

口，将2.5mL  1640基础培养基从剪开的小口注入小鼠的腹腔，吹吸数次后，转移至50mL离心

管，重复一次以尽可能多的获得腹腔巨噬细胞；剥去小鼠的腹膜，交叉固定两后肢，充分暴

露脾脏；分离脾脏，用剪刀剪碎脾脏置于灭菌的玻璃匀浆器中；取5mL  1640基础培养基，匀

浆，直至无红色组织块，补加  5mL  1640基础培养基，混匀后垂直静置1min，待白色的结缔组

织沉到管底后，小心取出上层细胞悬液，转移至50mL离心管中，重复一次后，1200r/min  水

平离心5min，弃上清；用10mL  1640基础培养基重悬离心一次，弃上清；用75mL含HAT的1640

完全培养基重悬细胞，放入37℃CO2培养箱备用。

[0105] 2.3小鼠腹水法生产单克隆抗体

[0106] 本实验室采用灭菌液体石蜡预处理Balb/c小鼠后，再注射杂交瘤细胞的方法生产

腹水，其具体过程如下：Balb/c小鼠的预处理：用灭菌的液体石蜡处理小鼠，腹腔注射

0.5mL/只，十天后即可注射杂交瘤细胞。

[0107] 阳性孔的扩大培养：在24孔细胞培养板加入饲养细胞，4滴/孔，将96  孔板内的阳

性细胞转到24孔细胞培养板进行扩大培养。待到细胞长满孔底即可注射小鼠。杂交瘤细胞

注射：将24孔板的细胞重悬，1200r/min，离心  5min，细胞计数，用RPMI-1640基础培养液稀
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释成(1-5)×106/mL，腹腔注射小鼠0.5mL/只，8天左右观察到小鼠腹部隆起，即可采集腹

水。

[0108] 3.单克隆抗体的纯化

[0109] 参照参考文献：朱立平等，《免疫学常用实验方法》，人民军医出版社，2000版中报

道的方法：取所得的小鼠腹水5mL与适量的二氧化硅混合，加入等体积的巴比妥缓冲液(配

方：氯化钠85.00g，巴比妥5.75g，巴比妥钠  3.75g，叠氮钠2.00g，用蒸馏水定容至2000mL)，

室温振荡1h后，在室温下静置30min，取上清于洁净离心管中，于4℃，3000rpm离心10min；取

上清液8mL，加入16mL  0.06mol醋酸钠缓冲液，用HCl调pH值至4.5，充分搅拌下缓缓加入辛

酸132μL后，室温搅拌30min，然后转入4℃冰箱充分沉淀2h，  4℃，15000rpm离心30min，得上

清液22mL，加入2.2mL  0 .1M的磷酸缓冲液  (简称PB，配方：10mM  Na2HPO4·12H2O和1.8mM 

KH2PO4，pH7.2)，用  NaOH调pH值至7.6，搅拌下缓缓加入硫酸铵至终浓度为0.277g/mL，4℃冰

箱充分沉淀2h后，于4℃，12000rpm离心30min，弃上清，沉淀用5mL  0.01M 的PBS缓冲液(配

方：140mM  NaCl，2.4mM  KCl，10mM  Na2HPO4·12H2O，  1.8mM  KH2PO4，pH7.2)重悬，装入透析

袋，对5000mL  0 .01M  pH7 .2的PBS缓冲液充分透析后，再对2000mL蒸馏水透析，最后对

3000mL三蒸去离子水透析，将充分透析好的蛋白溶液用PEG-20000浓缩至3mL，然后于4℃，

12000  rpm离心30min，弃沉淀，收集上清液，测得单克隆抗体浓度在4.5mg/mL。经SDS-PAGE

鉴定为纯化的鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4单克隆抗体，其纯度大于  95％。该单克隆抗体可用于制

备免疫胶体金。

[0110] 4.单克隆抗体－胶体金标记物的制备

[0111] (1)胶体金的制备：

[0112] 用双蒸去离子水将1％氯金酸稀释成0.01％，置磁力加热搅拌器上搅拌煮沸，按每

100mL  0.01％氯金酸加入1.5mL  1％柠檬酸三钠，继续煮沸，直到液体呈橙红色即停止加

热，冷却至室温后补足失水。制备好的胶体金外观应纯净、透亮、无沉淀和漂浮物，置4℃保

存。

[0113] (2)单克隆抗体－胶体金标记物的制备：

[0114] 将所得的鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4单克隆抗体标记胶体金颗粒。具体步骤如下：于磁

力搅拌下，用0.1M碳酸钾溶液调胶体金的pH值至8.0，按8.0μg抗体/mL胶体金加入上述单克

隆抗体(鼠抗IgY  Fc  CH3-CH4)，继续搅拌混匀30  min，加入10％BSA(牛血清白蛋白)至终浓

度为1％，静置30min。12000  rpm，4℃离心30min，弃上清，沉淀用0.02M  pH9.0的硼酸盐缓冲

液(配方：硼酸0.1237g，PEG-20000  1g，用三蒸水定容至1000mL，调pH至9.0)洗涤两次，用十

分之一初始胶体金体积的0.02M  pH9.0的硼酸盐缓冲液(配方：硼酸  0.1237g，PEG-20000 

1g，用三蒸水定容至1000mL，调pH至9.0)将沉淀重悬，置4℃备用，保质期60天。

[0115] 6.金标垫的包被

[0116] 将金标垫浸泡于封闭液(配方：1％BSA，2％蔗糖，0.3％PVP  K-30，0.02％  NaN3，

0.5％吐温-20，0.29％Na2HPO4·12H2O和0.02％KH2PO4，pH7.6)中30  min后，于37℃烘干。用

上海金标点膜仪将制备好的单克隆抗体－胶体金标记物均匀包被在金标垫上，每厘米金标

垫包被7μL单克隆抗体－胶体金标记物，真空干燥(按常规方法)，真空封装(按常规方法)，

置4℃备用。

[0117] 7.样品垫的处理
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[0118] 将样品垫浸泡于封闭液(含3％BSA，2％蔗糖，0.3％PVPK-30，0.02％  NaN3，0.29％

Na2HPO4·12H2O和0.02％KH2PO4，pH6.0)中30min后，于37℃烘干，真空封装，置4℃备用。

[0119] 8.硝酸纤维素膜的包被

[0120] 用包被液(含3％甲醇、1％蔗糖的0.01M  pH  7.4PBS缓冲液)将MG-  VlhA1.2重组蛋

白稀释至0.6mg/mL，用上海金标点膜仪将其包被于硝酸纤维素膜上作为检测线(检测线为

T，1μL/cm，该检测线靠近金标垫端，距金标垫垫端约5mm)；用包被液将二抗(羊抗鼠IgG抗

体)(购自博士德公司)稀释到800μg/mL，用上海金标点膜仪将其包被于硝酸纤维素膜作为

质控线C，包被量为1μL/cm，该质控线靠近吸收垫，距吸收垫约5mm，质控线或检测线之间距

离为3～4mm。37℃烘干30-40min，备用。

[0121] 9.试纸的组装

[0122] 将样品垫1、金标垫2、硝酸纤维素膜(简称NC膜)3、吸收垫4按图2  所示的顺序依次

粘附在PVC背衬7上，切成4mm宽的小条，得到试纸，封装于检测卡壳中组成检测卡，制备完成

后将该检测卡真空封装。于4℃保存，保质期至少为90天。

[0123] 10.鸡毒支原体抗体胶体金检测试纸的使用方法

[0124] (1)样品稀释液：样品稀释液为经纯水仪过滤的纯水；

[0125] (2)样品制备，样本采集和处理的详细操作方法如下：

[0126] 血清制备：翼根静脉采血，固定动物，左手将家禽双翼提起，露出翼静脉的采血位

置，把覆盖血管的羽毛拨开，即可见到明显一条较粗的静脉血管。采血时用左手大拇指夹住

覆盖静脉的羽毛，食指协调大拇指夹住双翼，中指、无名指和手掌轻轻提起或轻按背部保定

鸡只，待其安静方可刺针。针头在据静脉血管0.3-0.5cm一旁斜刺入皮肤，再与血管平行进

针0.2-0.4cm后刺入血管，见有少量回血即可采集血液，采血完成后立刻压迫伤口止血。将

血样37℃自然凝固，待血清开始出现后，放置4℃12或24小时，离心分离血清，3000rpm  5-

10min，得到的上清即为血清，小心将上清吸出，注意切勿吸出细胞成分。将血清与样品稀释

液按1：4稀释后进行检测。

[0127] (3)检测：检测卡室温平衡20分钟，取50μL制备好的样品滴入检测卡的加样孔中

(滴于样品垫上)，10分钟内判定结果。

[0128] (4)结果判定：当试纸中NC膜上的质控线出现肉眼可见的紫红色，而相对应的检测

线没有出现肉眼可见的紫红色，检测样品中不含MG抗体，结果判为阴性，记为“-”；当质控线

出现肉眼可见的紫红色质控线，同时相对应的检测线如T出现肉眼可见的紫红色，检测样品

中含MG抗体，结果判为阳性，记为“+”；检测线颜色深度与被检血清中的抗体呈正相关，颜色

越深说明被检测样品的抗体含量越高，质控线无条带出现则判为检测试纸失效。

[0129] 11.定量标准曲线的建立

[0130] 1)用本发明所述试纸分别检测稀释至不同抗体效价(24、23、22、21、20、  2-1、2-2、2-3、

2-4)标准样品，重复5次，用免疫定量速测仪读取T/C比值(检测线/质控线)。

[0131] 2)以SPA试验测得的血清效价为横坐标，T/C比值为纵坐标，确立标准曲线，如图5

所示。

[0132] 对于待检样品，检测得出y值(即T/C值)，根据对应标准方程得出效价  x值。

[0133] 12.特异性试验

[0134] 分别将商购的鸡毒支原体标准阳性、鸡滑液支原体、新城疫病毒、传染性支气管炎
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病毒、传染性法氏囊炎病毒、禽流感病毒H5、H7、H9阳性血清和标准阴性血清用超纯水1：2稀

释后进行试验。其中，标准阴性血清购自中国兽医药品监察所，上述其余生物材料购自中国

农业科学院哈尔滨兽医研究所。本发明试纸检测鸡滑液支原体、新城疫病毒、传染性支气管

炎病毒、传染性法氏囊炎病毒、禽流感病毒H5、H7、H9阳性血清时，质控线出现明显的紫红色

条带，非对应的检测线则不显紫红色条带；而检测鸡毒支原体标准阳性血清，质控线、检测

线均出现紫红色条带。这表明本发明试纸特异性高，与禽的其它重要疾病抗原无交叉反应。

[0135] 13.敏感性试验：本发明所述试纸在检测效价为2-2及24时具有良好的线性关系，在

效价为2-2和2-1的信号值之间存在极显著差异(P<0.01)，表明试纸条的检测限为2-2。

[0136] 14.本发明的试纸对临床样品的检测及其与血清平板凝集(SPA)试验方法的比较

[0137] 用本实验的检测卡对湖北省武汉市周边养鸡场共采集种鸡130份血清样品进行了

检测，以SPA检测为对照，其中111份的检测卡结果与SPA的检测一致，两者符合率85.38％。

[0138] 实施例2

[0139] 本发明的禽鸡毒支原体抗体胶体金检测试纸稳定性的考核

[0140] 将分别在4℃和37℃放置的真空封装的本发明的试纸，在第7、16、35、  54、70、90天

取出，用鸡毒支原体标准阳性血清用纯水倍比稀释后进行检测。结果如表2，本发明的试纸

在4℃的保存期较长，保存期至少为90天。

[0141] 表2试纸不同贮存条件下的保存期试验结果

[0142]

[0143] 注：“+”检测线显色，“－”表示检测线不显色。

[0144] 以上所述仅是为了便于本领域的技术人员理解本发明的技术方案，并不用以限制

本发明。凡在本发明的精神和原则之内，所作的任何修改、等同替换、改进等，均应包含在本

发明的保护范围之内。
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序列表

<110> 华中农业大学

<120>  优化DNA序列、重组质粒、菌株、重组蛋白、鸡毒支原体抗体胶体金检测试纸和检

测卡

<160>  1

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  1808

<212>  DNA

<213>  鸡毒支原体(Mycoplasma  gallisepticum)

<400>  1

caagcggtgg  tatgaacggc  ggtgacatta  acccgggcgg  cggtcaaaat  atgatggaca  60

gcgcagccca  ggaactgacc  gcagcaagaa  ccgcactgac  cagcctgctg  gcaagcaaaa  120

atgcgaatgt  tgaaatgtat  agcgattatg  caaagataca  gaataccctg  attgcagcat  180

atacgaccgc  agaacaaacc  agccagaata  gttccgccac  cctggaacag  gtaaaaaatg  240

caaccagcgc  actgcagacc  gcaattaata  ccgcaaatag  caataaacag  aaatttgatc  300

aggatcatag  caatctgctg  atgagctata  aaaatctgat  ggcaaccctg  gcaaaaaaag  360

aaaccgcagt  tatgaccctg  aaagatccga  aatatagcgc  aattctggat  cagattaatg  420

gtgttagcag  caaaggtgaa  gaactggttc  agcataccct  ggatccggtt  agcggtattg  480

ttccggcagc  aaataccatt  accgaagaaa  ttaccaaaat  tgaagaagtt  attagcgaaa  540

aaaccctgca  ggatcagaaa  aataatgcag  atcagtttgc  aaattatcag  agctttaccc  600

tggataaaac  caaactggaa  aatgttgaag  atgcaaaaaa  aatgggtcag  ccggcaaatt  660

atagctttgt  tggttatagc  gttgatgtta  ccggtaccag  cggtcaggaa  accaccattc  720

cgaattggaa  ttttgcacag  cgtgcaattt  ttaccagcgg  taatcagccg  accaaagtta  780

ccgcaaccac  caccggtgaa  gatcagagca  ccgcaaaacc  gctgagcgat  gttagctgga  840

tttatagcct  ggcaggtacc  ggtgcaaaat  ataccctgga  atttacctat  tatggtccga  900

gcaccggttg  gctgtatttt  ccgtataaac  tggttaaagc  aaatgatgat  gttggtctgc  960

agtataaact  gaatagcaat  gaaaccctga  ccccgattat  ttttggtgaa  ggtaccacca  1020

ccaatggtcc  ggcagcaacc  gttgaaaata  ttaatgttgc  aaaagttcgt  ctgaccggtc  1080

tggcatttgg  taaaaatacc  attgaattta  gcgttccgat  gagcaaagtt  gcaccgatga  1140

ttggtaatat  gtatattacc  agcagcgata  ccgaaaccaa  taaacagaat  attgaaaata  1200

gcatttttgg  taatagcgtt  accaccaaaa  ataatattac  caaaattagc  gttgataccc  1260

tgagcgcata  tagcctggca  agcgattgga  gcacctttat  tggtcagtat  agcagcgata  1320

gcctgaccct  gaatggtaat  cgtattagcg  atcagaaata  ttatctgatt  ggttatgttg  1380

gtggtaatac  cggtcagcgt  aatattacca  tggttgcaaa  taccaatcag  cagcgtctgc  1440

cgaccgcaag  caatcagaat  acccgtagct  atacctttta  tgttaatgca  ccgaaagcag  1500

gtgcatatta  tattaaaggt  gtttttacca  gcgaagttcg  tcgtgatctg  aaatttagca  1560

ccggtgatat  gagcagcaat  aatgttacca  ttcagcagct  gaccaccggt  aatctgacca  1620
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ccctgaaaac  ctttgatacc  agcgcaaccg  aaggtccgac  ccgtgttacc  accgttgata  1680

ccaatcgtaa  aaccctgacc  ctggttaaag  gtctgaataa  aattgttgtt  agcggtgcaa  1740

ccgcaaataa  tggtaatgca  ccgaattttg  gttatctgga  atttattctg  aatgaaaccc  1800

agagctaa  1808
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