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摘要： 为建立一种山羊痘病毒 （ＧＴＰＶ） 抗体快速检测方法， 试验将携带 ＧＴＰＶ 结构蛋白 Ｐ３２ 基因的重组质粒 ｐＥＴ２８ａ－Ｐ３２ 转化至大肠杆菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３） 感受态细胞中， 经 ＩＰＴＧ 诱导后获得了重组蛋白， 纯化后经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定表明该蛋白具有良好的特异性和反应原性。 以荧光微球为标

记材料对 Ｐ３２ 蛋白进行标记， 通过优化反应条件制备了快速检测 ＧＴＰＶ 抗体的荧光微球免疫层析试纸条， 并对其性能进行评价。 结果： 该试纸条

与山羊副流感病毒 ３ 型 （ＣＰＩＶ３）、 小反刍兽疫病毒 （ＰＰＲＶ）、 羊口疮病毒 （ＯＲＦＶ） 的阳性血清均无交叉反应； 阳性血清稀释至 ８００ 倍仍能检出

阳性， 敏感性较高； 批内变异系数小于 １０％， 批间变异系数小于 １５％， 稳定性较好； 与 ＥＬＩＳＡ 检测方法对比的总符合率为 ９２􀆰 ５％。 综上， 本试验

建立的荧光微球试纸条可用于 ＧＴＰＶ 抗体的快速检测和流行病学调查。
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感染引起的发病急、 热性、 高度接触性传染病， 造成

被感染山羊的皮肤、 消化道黏膜和呼吸道出现痘疹等

症状， 是具有严重威胁的一种动物痘病［１］。 山羊痘

被世界动物卫生组织 （ＷＯＡＨ） 列为必须通报的动

物疫病［２－６］， 我国农业农村部将其列为二类传染病。
该病广泛分布于世界各地， 如非洲、 中东、 北欧各国

等［７］， 近几年 来， 在 我 国 多 个 地 区 也 有 相 关 报
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道［８－９］。 该病的发病率和死亡率均较高， 尤其羔羊感

染后的死亡率最高可达 １００％［１０］， 给部分地区养羊业

带来严重的经济损失。
ＧＴＰＶ 基因组为线性双股、 两端共价闭合的

ＤＮＡ， 长度约为 １５０ ｋｂ， 编码约 １５０ 个蛋白［１１］。 Ｐ３２
蛋白是位于羊痘病毒膜表面的一种结构蛋白， 包含 １
个重要抗原决定簇， 能诱导产生良好的中和抗体［１２］，
可以用于建立血清学诊断技术。 目前常用的血清学检

测方法有病毒中和试验 （ＶＮＴ）、 酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）、 琼脂扩散试验 （ＡＧＩＤ） 和间接免疫荧光

（ＩＦＡ） 等［１３－１４］， 这些方法存在费时费力、 试验步骤

繁琐、 特异性和敏感性不高等缺点； ＰＣＲ 技术也可

用于检测山羊痘［１５］， 但需要昂贵的仪器设备和专业

人员， 不利于在基层推广。 荧光微球免疫学检测技术

（ＦＭＩＡ） 是一种超敏免疫分析方法［１６］， 具有低背景、
强特异性、 高灵敏度等优点， 已被广泛应用于病毒、
细菌、 药物、 激素等的快速检测分析［１７］。

本研究将实验室前期成功构建的 ｐＥＴ２８ａ－Ｐ３２ 重

组质粒转化至大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 中， 经诱导表

达及纯化后得到重组 Ｐ３２ 蛋白， 以镧系元素铕 （Ｅｕ）
及其螯合物作为标记物对重组蛋白进行偶联标记， 成

功建立了一种快速检测 ＧＴＰＶ 抗体的荧光微球免疫层

析方法， 为山羊痘病毒抗体的现场快速检测提供了技

术支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 血清

ＧＴＰＶ 阳性血清购自中国兽医药品监察所；
ＧＴＰＶ 阴性血清， 山羊副流感病毒 ３ 型 （ ＣＰＩＶ３），
小反刍兽疫病毒 （ＰＰＲＶ）， 羊口疮病毒 （ＯＲＦＶ） 阳

性血清和兔抗山羊 ＩｇＧ 多抗均由本实验室保存； １２０
份临床血清样品为内蒙古、 山东等地羊场送检保存。
１􀆰 ２　 主要试剂和耗材

原核表达重组质粒 ｐＥＴ２８ａ－Ｐ３２ 由山东省滨州预

防兽医学与动物生物技术重点实验室保存， 截取了

Ｐ３２ 蛋白抗原表位集中的 Ｎ 端 ２ ～ １４１ ａａ 区域进行表

达； 大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３）、 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 低分子量

蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、 ＤＡＢ 底物显色液等购自宝生物 （大连）
工程有限公司； 山羊痘病毒抗体 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒

购自山东绿都生物科技有限公司； Ｅｕ－荧光微球 （粒
径为 ２１０ ｎｍ） 购自南京微测生物科技有限公司；
ＥＤＣ ［１－ （３－二甲氨基丙基） －３ 乙基碳二亚胺盐酸

盐］ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司； 硝酸纤维素膜 （ＮＣ 膜） 购自

上海杰一生物有限公司； 样品垫、 结合垫、 吸水纸、
ＰＶＣ 板购自上海金标生物科技有限公司； 其他试剂

为国药分析纯。

１􀆰 ３　 主要仪器

超声波细胞粉碎机购自宁波新芝生物科技股份有

限公司； 试纸条喷点平台购自美国 ＢｉｏＤｏｔ 公司；
ＨＧＳ２０１ 切条机购自杭州峰航科技有限公司； ＺＷＹＲ－
２１０２Ｃ 恒温摇床购自上海智城分析仪器制造有限公

司； ＭＤ－１００ 干式荧光分析仪购自上海飞测生物科技

有限公司。
１􀆰 ４　 Ｐ３２ 重组蛋白的表达、 纯化与鉴定

将 ｐＥＴ２８ａ－Ｐ３２ 重组质粒转化至大肠杆菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３） 感受态细胞， 加入终浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＩＰＴＧ 诱导 ６ ｈ， 收集菌体并超声， 离心取沉淀溶于

８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素溶液中， 复性后用镍离子亲和层析法纯

化目的蛋白。 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析纯化蛋白， 通过半干

转印法将目的蛋白转移到聚偏二氟乙烯 （ＰＶＤＦ） 膜

上， ５％脱脂奶 ３７ ℃ 封闭 ２ ｈ， 含 ０􀆰 ５％吐温－２０ 的

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲液 （ＴＢＳＴ） 洗涤， 加入 １ ∶ １００ 稀释的

ＧＴＰＶ 抗体阳性兔血清 ４ ℃ 过夜， ＴＢＳＴ 洗涤后加入

显色液， 室温避光显色 ３０ ｍｉｎ 观察鉴定结果。
１􀆰 ５　 试纸条的制备

１􀆰 ５􀆰 １　 微球标记

取固体含量为 １％的 Ｅｕ－荧光微球分散液１００ μＬ，
加入 ４００ μＬ ｐＨ＝ ８􀆰 ０ 的硼酸缓冲溶液 （ＢＢＳ）， 再加

入 ２０ μＬ １０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＥＤＣ 溶液， 室温活化 ３０ ｍｉｎ；
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、 ４ ℃离心 １５ ｍｉｎ， 将沉淀洗涤 １ 次， 用

５００ μＬ ＢＢＳ 重悬； 超声分散后， 加入 ０􀆰 １ ｍｇ Ｐ３２ 蛋

白， 室温孵育 ２ ｈ， 用终浓度 １％的 ＢＳＡ 在 ４ ℃过夜

封闭； 以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、 ４ ℃离心 １５ ｍｉｎ， 等体积复

溶液 （０􀆰 １％的 ＢＳＡ， ＢＢＳ 缓冲液） 复溶， 超声分散

后置于 ２ ～ ８ ℃保存备用。
１􀆰 ５􀆰 ２　 ＮＣ 膜划线

以 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 硼酸缓冲液为包被液， 用点膜仪

以 ５０ ｍｍ ／ ｓ 的速度、 ５ μＬ ／ ｃｍ 的剂量将稀释后的兔抗

山羊 ＩｇＧ 多抗、 Ｐ３２ 蛋白分别喷在 ＮＣ 膜的质控线

（Ｃ 线）、 检测线 （ Ｔ 线） 位置， ３７ ℃ 烘箱中烘干

２～３ ｈ 后密封备用。
１􀆰 ５􀆰 ３　 结合垫的制备

将荧光微球标记的 Ｐ３２ 蛋白稀释成系列浓度，
均匀的喷在结合垫上， ３７ ℃烘箱中烘干 ２ ～ ３ ｈ 后密

封备用。
１􀆰 ５􀆰 ４　 试纸条的组装

将 ＮＣ 膜、 吸水纸、 结合垫、 样品垫依次贴于

ＰＶＣ 底板上， 用切条机切成 ４ ｍｍ 宽的试纸条， 装入

卡壳， 置于含干燥剂的铝箔袋内密封备用。
１􀆰 ５􀆰 ５　 结果判定

将待检血清用 ｐＨ＝ ８􀆰 ０ 的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 溶液稀释 １００
倍， 吸取 ８０ μＬ 样品滴加到试纸条样品孔中， 反应结
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束后在荧光分析仪上读取信噪比值 （Ｔ ／ Ｃ）。 参照标

准［１８］， 当 Ｔ ／ Ｃ＜０􀆰 １ 时， 判定为阴性； 当 Ｔ ／ Ｃ≥０􀆰 １
时， 判定为阳性。
１􀆰 ６　 试纸条反应条件的优化

１􀆰 ６􀆰 １　 划线浓度的优化

Ｃ 线浓度设定为 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ， 将 Ｔ 线划线浓度稀

释为 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ。 检测 ＧＴＰＶ
阴性、 阳性血清样本， 通过荧光分析仪读取 Ｔ ／ Ｃ， 根

据阳性血清 （Ｐ） 和阴性血清 （Ｎ） 比值， 即 Ｐ ／ Ｎ 值

筛选最佳划线浓度。
１􀆰 ６􀆰 ２　 荧光微球复溶稀释倍数的优化

荧光微球按照 ５０、 １００、 ２００、 ４００ 倍复溶， 分别

检测阴性、 阳性血清样本， 读取 Ｔ ／ Ｃ 值， 根据 Ｐ ／ Ｎ
值确定合适的复溶稀释倍数。
１􀆰 ６􀆰 ３　 反应时间的优化

加样后分别在 ５、 １０、 １５、 ２０、 ２５ ｍｉｎ 时读取数

据， 以 Ｔ ／ Ｃ 值稳定、 Ｐ ／ Ｎ 值最大且时间最短为最佳

反应时间。
１􀆰 ７　 性能评价

１􀆰 ７􀆰 １　 特异性

用制备的荧光微球试纸条检测 ＧＴＰＶ、 ＣＰＩＶ３、
ＰＰＲＶ、 ＯＲＦＶ 阳性血清及 ＧＴＰＶ 阴性血清， 每份血

清样本做 ３ 个重复， 读取 Ｔ ／ Ｃ 值， 以评价试纸条的

特异性。

１􀆰 ７􀆰 ２　 敏感性

将 ＧＴＰＶ 阳性血清参照品按 ２ 倍倍比稀释

（１ ∶ ５０～１ ∶ １ ６００）， 各取 ８０ μＬ 滴加于试纸条样品

孔中， 读取 Ｔ ／ Ｃ 值， 以评价该试纸条的敏感性。
１􀆰 ７􀆰 ３　 重复性

取同一批次和不同批次制备的荧光微球试纸条，
分别对 ６ 份临床血清样品进行检测， 每份血清做 ３ 个

重复， 读取 Ｔ ／ Ｃ 值， 计算批内与批间变异系数

（ＣＶ）。
１􀆰 ７􀆰 ４　 稳定性

将同批次制备的试纸条干燥密封后置于 ３７ ℃条

件下进行加速老化试验， 每天随机取出 １ 组检测阴

性、 阳性血清， 每组 ３ 个平行， 读取 Ｔ ／ Ｃ 值。
１􀆰 ８　 临床样本的检测

采用优化后的试纸条对 １２０ 份临床山羊血清进行

检测， 将检测结果与山东绿都 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测方

法作对比， 计算 ２ 种检测方法的符合率。

２　 结果

２􀆰 １　 Ｐ３２ 蛋白的表达、 纯化与鉴定

经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 显示在大约 １６ ｋＤａ 处可见目的条

带 （图 １Ａ）， 使用镍离子亲和层析法纯化得到 Ｐ３２
蛋白， 质量浓度为 １􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显

示， 重组蛋白可以与 ＧＴＰＶ 阳性血清发生特异性反应

（图 １Ｂ）， 表明具有良好的反应原性。

Ｍ１􀆰 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 诱导后上清液； ２􀆰 诱导后沉淀； ３􀆰 纯化蛋白； Ｍ２􀆰 预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； ４􀆰 纯化蛋白与阳性血清反应。

图 １　 蛋白诱导表达 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ （Ａ） 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ （Ｂ） 鉴定

２􀆰 ２　 试纸条反应条件的优化

２􀆰 ２􀆰 １　 划线浓度的优化

由图 ２ 中可知， 当 Ｔ 线划线浓度为 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ
时， Ｐ ／ Ｎ 值最大， 因此选择 Ｃ 线 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ、 Ｔ 线

０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 为最佳划线浓度。

２􀆰 ２􀆰 ２　 荧光微球复溶稀释倍数的优化

从图 ３ 中可知， 当荧光微球按照 ２００ 倍稀释复溶

时， 阳性血清 Ｔ ／ Ｃ 值较高， Ｐ ／ Ｎ 值最大， 因此选择

２００ 倍为最佳复溶稀释倍数。
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图 ２　 Ｔ 线最佳划线浓度确定

图 ３　 荧光微球最佳复溶稀释倍数确定

２􀆰 ２􀆰 ３　 反应时间的优化

从图 ４ 可以看出， １５ ｍｉｎ 后 Ｔ ／ Ｃ 值较稳定， Ｐ ／ Ｎ
值最大， 因此选择在反应时间为 １５ ｍｉｎ 时读取结果。

图 ４　 最佳反应时间确定

２􀆰 ３　 性能评价

２􀆰 ３􀆰 １　 特异性

用 制 备 的 试 纸 条 对 ＣＰＩＶ３、 ＰＰＲＶ、 ＯＲＦＶ、
ＧＴＰＶ 阳性血清及 ＧＴＰＶ 阴性血清进行检测。 结果显

示， 只有 ＧＴＰＶ 阳性血清检测结果 Ｔ ／ Ｃ 值大于 ０􀆰 １，
其余均为阴性 （表 １）， 表明该试纸条特异性良好。

表 １　 特异性试验结果 （ｘ±ＳＤ）

项目
阳性血清

ＣＰＩＶ３ ＰＰＲＶ ＯＲＦＶ ＧＴＰＶ
ＧＴＰＶ 阴性血清

Ｔ ／ Ｃ 值 ０􀆰 ０３２±０􀆰 ０１１ ０􀆰 ０３５±０􀆰 ０１３ ０􀆰 ０５６±０􀆰 ０１５ １􀆰 １８１±０􀆰 ０８９ ０􀆰 ０３３±０􀆰 ０１５

结果判定 － － － ＋ －

　 　 注： ＋表示阳性， -表示阴性。

２􀆰 ３􀆰 ２　 敏感性

将 ＧＴＰＶ 阳性血清按 ２ 倍倍比稀释 （１ ∶ ５０ ～ １ ∶
１ ６００）， 稀释 ８００ 倍时， Ｔ ／ Ｃ 值仍大于 ０􀆰 １， 为阳性，
说明该试纸条的敏感性较高。
２􀆰 ３􀆰 ３　 重复性

用同一批次与不同批次的试纸条对 ６ 份临床山羊

血清检测， 表 ２ 结果显示， 批内变异系数小于 １０％，
批间变异系数小于 １５％， 说明该试纸条重复性较好。

表 ２　 重复性试验结果 （ｎ＝６）

样品

编号

批内 （Ｔ ／ Ｃ） 批间 （Ｔ ／ Ｃ）

ｘ ＳＤ ＣＶ ／ ％ ｘ ＳＤ ＣＶ ／ ％

１ ０􀆰 ０６１ ０􀆰 ００４ ６􀆰 １７３ ０􀆰 ０５６ ０􀆰 ００４ ７􀆰 ２４１

２ ０􀆰 ０４２ ０􀆰 ００３ ７􀆰 ３３２ ０􀆰 ０４５ ０􀆰 ００５ １０􀆰 ０６２

３ １􀆰 ０４１ ０􀆰 ０８１ ７􀆰 ７９５ １􀆰 ０４４ ０􀆰 ０５７ ５􀆰 ４７４

４ ０􀆰 ５８６ ０􀆰 ０３７ ６􀆰 ３６９ ０􀆰 ４５４ ０􀆰 ０５３ １１􀆰 ６２４

５ １􀆰 ００４ ０􀆰 ０２７ ２􀆰 ６９４ １􀆰 ０６３ ０􀆰 ０８６ ８􀆰 １３４

６ ０􀆰 ８０１ ０􀆰 ０７５ ９􀆰 ３４１ ０􀆰 ６３８ ０􀆰 ０５８ ９􀆰 １４９

２􀆰 ３􀆰 ４　 稳定性

在 ３７ ℃条件下进行加速老化试验， 测得试纸条

Ｔ ／ Ｃ 值变化相对稳定 （图 ５）， 在 ７ ｄ 时仍可准确读

出阴性、 阳性血清。 表明在 ３７ ℃条件下至少可保存

７ ｄ， 该试纸条稳定性较好。

图 ５　 ３７ ℃条件加速老化试验
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２􀆰 ４　 临床样品的检测

试纸条与 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测对比结果见表 ３， 经

ＥＬＩＳＡ 方法检测的 ７０ 份阳性血清中检出 ５ 份阴性，
阳性符合率为 ９２􀆰 ８６％； ５０ 份阴性血清中检测出 ４ 份

阳性， 阴性符合率为 ９２％； 总体符合率为 ９２􀆰 ５％，
说明试纸条准确性较高。

表 ３　 试纸条与 ＥＬＩＳＡ 检测结果

检测方法 结果
试纸条

阳性 阴性
总数

ＥＬＩＳＡ
阳性 ６５ ５ ７０

阴性 ４ ４６ ５０

总数 ６９ ５１ １２０

３　 讨论

我国对山羊痘的控制主要通过接种疫苗来完成，
羊痘弱毒疫苗在羊痘防控过程中发挥了巨大作用。 由

于该疫苗有效接种途径为尾部皮内注射， 具有一定的

接种难度， 因操作失误等原因可导致疫苗免疫失败，
使羊具有感染羊痘病毒的风险。 国内外已建立了多种

ＧＴＰＶ 检测方法， 常规的病毒中和试验应用表达荧光

蛋白的重组羊痘病毒， 使检测时间大大缩短［１５］； 有

学者针对 ＧＴＰＶ 建立了快速、 灵敏的 ＰＣＲ 诊断技术，
并已经研究出可同时识别山羊痘病毒和羊口疮病毒的

ＰＣＲ 检测方法［１９］； 程汝佳等［２０］ 选取 ＯＲＦ０６８ 基因保

守区域设计引物， 建立了 ＧＴＰＶ 环介导等温快速检测

方法， 与实时荧光 ＰＣＲ 方法符合率达 １００％。 赵宏吉

等［２１］以 Ｇ９ 蛋白作为包被抗原建立的 ＧＴＰＶ 间接

ＥＬＩＳＡ 方法， 证实与 Ｐ３２ 蛋白作为包被抗原建立的

ＥＬＩＳＡ 方法的检测效果相似。
疫苗免疫抗体水平的现场快速监测对于成功预防

羊痘具有重要意义， 目前已有商品化的羊痘病毒

ＥＬＩＳＡ 抗体检测试剂盒， 但因其对检测平台具有一定

的要求， 不适用于现场的快速检测。 １９８３ 年， Ｓｏｉｎｉ
等［２２］首次提出将稀土离子为标记物引入到免疫分析

领域， 为 ＦＭＩＡ 检测方法的开创奠定了基础。 该技术

利用镧系元素 Ｅｕ 微球共价偶联标记抗原或抗体， 比

物理偶联更加牢固［２３］。 微球包裹及葡聚糖修饰技术

确保了荧光离子不泄露、 不受外界干扰， 光稳定性

好， 而且 Ｅｕ 离子 Ｓｔｏｋｅ 位移大， 具有时间分辨功能，
可有效地排除非特异荧光的干扰， 极大地提高了分析

灵敏度［２４］。 若能同时结合便携式荧光分析仪， 操作

简便， 适于在基层推广应用。
ＧＴＰＶ 抗体检测的靶蛋白中， Ｐ３２ 蛋白是目前世

界各国分离鉴定的毒株所共有的、 特异性很强的结构

蛋白［２５］。 其中， ２ ～ １４１ ａａ 区域是 Ｐ３２ 蛋白的优势抗

原区， 本试验前期将该区域在大肠杆菌中进行截短表

达、 纯化获得重组 Ｐ３２ 蛋白， 为荧光微球快速检测

方法的建立提供了抗原基础。 以荧光微球为标记材料

对 Ｐ３２ 蛋白进行标记， 以纯化的多抗 ＩｇＧ 和 Ｐ３２ 蛋白

分别包被试纸条的 Ｃ 线与 Ｔ 线， 通过优化反应条件

建立了 ＧＴＰＶ 抗体荧光微球免疫层析试纸条， 丰富了

ＧＴＰＶ 快速检测方法。 经评价， 该试纸条只与 ＧＴＰＶ
阳性血清反应， 与 ＣＰＩＶ３、 ＰＰＲＶ、 ＯＲＦＶ 的阳性血

清均无交叉反应， 特异性较强； 阳性血清稀释至 ８００
倍仍能检出阳性， 敏感性较高； 随着时间的延长， 信

号强度会有所减弱， 但 Ｔ ／ Ｃ 值相对稳定， 批内变异

系数小于 １０％， 批间变异系数小于 １５％； 与 ＥＬＩＳＡ
检测方法对比的总符合率为 ９２􀆰 ５％。

综上所述， 本研究建立的基于 Ｐ３２ 蛋白的 ＧＴＰＶ
抗体荧光微球快速检测方法具有特异性强、 敏感性

高、 重复性和稳定性好、 无需大型昂贵的仪器、 操作

简便等优势， 可广泛应用于羊场中 ＧＴＰＶ 抗体的监测

和流行病学调查。
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