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摘要： 为开展 Ｈ３Ｎ２ 亚型犬流感的血清流行病学调查， 本研究拟原核表达犬流感病毒 （ＣＩＶ） 血凝素 １ （ＨＡ１） 基因， 建立一种灵敏、 准确、 稳

定的 ＥＬＩＳＡ 检测方法。 对地方毒株的 ＨＡ１ 基因进行氨基酸序列优化， 采用化学合成法合成目的基因， 插入 ｐＥＴ３０ａ 中并转化至大肠杆菌表达， 对

蛋白进行纯化、 鉴定， 建立 ＣＩＶ 间接 ＥＬＩＳＡ 方法。 结果显示： 优化后的 ＨＡ１ 基因序列密码子对原核表达系统的 ＣＡＩ 指数升至 ０􀆰 ８８， 无复杂二级

结构， 蛋白可获得高效表达； 原核表达后蛋白主要存在于包涵体中， 经纯化、 复性后的蛋白具备作为诊断抗原的应用价值； 建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方

法检测国内采集的 １ ６９０ 份犬血清， 显示 Ｈ３Ｎ２ 亚型 ＣＩＶ 整体阳性率为 ９􀆰 ２３％， 与商品化试剂盒符合率为 ９７􀆰 ９％。 提示： 建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法

可靠， 具备良好的应用前景。
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性、 接触性呼吸道传染病， 患犬表现出体温升高、 流

鼻涕、 咳嗽、 呼吸急促等临床症状， 该病传播迅速，
易群体性流行并伴随一定的死亡率， 对规模化犬场造

成较 大 的 经 济 损 失［１－２］。 研 究 证 实 禽 源 Ｈ３Ｎ２、
Ｈ５Ｎ１、 Ｈ５Ｎ２、 Ｈ９Ｎ２， Ｈ３Ｎ２ 重组的 Ｈ３Ｎ１ 亚型， 马

源 Ｈ３Ｎ８ 亚型， 季节性 Ｈ３Ｎ２ 亚型人流感病毒和 ２００９
年甲型人流感病毒等均可自然感染家犬， 但只有禽源
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Ｈ３Ｎ２ 亚型和马源 Ｈ３Ｎ８ 亚型能够水平传播［３－８］。 因

此， 犬流感病毒 （ｃａｎｉｎｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ， ＣＩＶ） 主要

指 Ｈ３Ｎ２ 和 Ｈ３Ｎ８ 两个亚型， 我国 ＣＩＶ 流行毒株为

Ｈ３Ｎ２ 亚型。 鉴于犬对流感病毒的天然易感性， 以及

犬作为伴侣动物与人、 禽及其他哺乳动物均会高度密

接， 犬极有可能成为流感病毒的另一种基因混合器，
犬流感的公共卫生问题应当予以密切关注［９－１０］。

除伴侣犬外， 工作犬作为犬的重要组成群体， 在

我国的当前规模已达 ４ 万头。 工作犬在反恐处突、 侦

查破案、 安保警卫、 安全检查、 社会面巡逻等方面发

挥了独特作用， 为社会稳定和公共安全作出很大贡

献。 调查发现， 犬流感在工作犬领域不仅呈现高发态

势， 而且会导致工作犬出现严重嗅觉障碍， 甚至嗅觉

丧失， 对维护公共安全带来一定隐患［１１］。
解决犬流感在公共安全和卫生领域的问题， 首要

工作是开展流行病学调查和疫情监测工作， 这需要建

立一种灵敏、 准确、 稳定的检测方法。 基于此， 本文

对国内流行的 Ｈ３Ｎ２ 亚型病毒的基因序列进行了比对

分析， 对血凝素 １ （ＨＡ１） 蛋白进行了氨基酸序列优

化， 利用原核表达系统表达蛋白并纯化， 建立间接

ＥＬＩＳＡ 检测方法， 并在血清流行病学调查中进行了

应用。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物

６ 月龄健康英国史宾格犬 ５ 只， １４􀆰 ７ ～ １７􀆰 ２ ｋｇ，
用于采血制备 ＣＩＶ 阳性血清， ２ 月龄健康英国史宾格

犬 ５０ 只， 体重 ２􀆰 ８～３􀆰 ３ ｋｇ， 用于采血制备 ＣＩＶ 阴性

血清。 犬均由南京警犬研究所提供， 采血、 制备血清

在南京警犬研究所实验动物中心完成。
１􀆰 ２　 主要试剂和仪器

生物酶、 表达载体、 工程菌为大连宝生物公司产

品； 蛋白质电泳试剂、 ＩＰＴＧ、 抗生素、 质粒抽提和

ＤＮＡ 回收试剂盒为天根生化科技有限公司产品； 酵

母提取物、 蛋白胨为 ＯＸＯＩＤ 产品； Ｎｉ － ＩＤＡ 树脂、
Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白浓度测定试剂盒、 ＨＲＰ 标记的山羊抗犬

ＩｇＧ、 ＴＭＢ 显色液为上海碧云天公司产品； ＣＩＶ 抗体

间接 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒为江苏酶免公司产品。 Ｈ３Ｎ２
亚型犬流感地方毒株、 ＣＩＶ 阳性和阴性血清， 由警犬

技术公安部重点实验室保存、 制备； 基因的化学合

成、 测序， 由金斯瑞公司完成。
１􀆰 ３　 原核表达载体的构建

参考 ＧｅｎＢａｎｋ 公开的 Ｈ３Ｎ２ 犬流感毒株 ［ Ａ ／
ｃａｎｉｎｅ ／ Ｎａｎｊｉｎｇ ／ ２０１７０３２８－７ ／ ２０１７（Ｈ３Ｎ２）］的 ＨＡ１ 基

因核苷酸序列（登录号 ＭＫ２１２４７７􀆰 １），用 ＭａｘＣｏｄｏｎＴＭ

Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ Ｐｒｏｇｒａｍ （Ｖ１３） 软件对参考基因的密码

子和 ｍＲＮＡ 结构进行优化， 包括对稀有密码子、 ＧＣ
含量、 二级结构进行调节， 基于密码子适应指数

（ｃｏｄｏｎ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ， ＣＡＩ） 预测优化后基因的表

达效率， 同时在优化基因的 ３′端加入 ６×Ｈｉｓ 标签， 插

入 ＮｄｅⅠ和 ＨｉｎｄⅢ酶切位点 （ＣＡＴＡＴＧ 和 ＡＡＧＣＴＴ），
优化后的基因进行全基因合成、 测序验证， 进而通过

双酶切将合成的 ＨＡ１ 基因片段插入到 ｐＥＴ３０ａ 质粒

中， 进一步转化到大肠杆菌 （ＴＯＰ１０） 菌株， 对克隆

后的质粒进行酶切和测序验证。
１􀆰 ４　 ＨＡ１ 蛋白的表达条件

将构建好的含有 ＨＡ１ 基因的质粒转化到 ＢＬ２１
（ＤＥ３） 感受态细胞， 均匀涂布到 ＬＢ 平板上 （含 ５０
μｇ ／ ｍＬ 的硫酸卡那霉素）， 倒置于 ３７ ℃培养箱过夜。
从平板中挑选单克隆转化菌， 接种到含 ５０ μｇ ／ ｍＬ 的

硫酸卡那霉素的 ＬＢ 培养基中进行小量表达， 待菌液

ＯＤ６００值达到 ０􀆰 ５ ～ ０􀆰 ８ 时加入 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ，
分别置于 １５、 ２８、 ３７ ℃下进行诱导表达。 对诱导后

的培养液取样， 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析， 确定最佳诱

导条件。 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 方法参考文献 ［１２］ 进行。
１􀆰 ５　 ＨＡ１ 蛋白的纯化

收集菌体后进行超声裂解， 高速离心后取上清液

和沉淀， 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析， 确定蛋白主要表达

部位； 进一步采用镍柱纯化， 获得最终的蛋白。 上清

液和包涵体的纯化过程参照文献 ［１３］ 进行。 收集

纯度最高时浓度洗脱液下的蛋白进行透析复性， 再次

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测纯度， 用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白浓度试剂盒测

定 ＨＡ１ 蛋白浓度。
１􀆰 ６　 ＨＡ１ 蛋白的反应原性分析

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测纯化蛋白的反应原

性［１４］： 将纯化的 ＨＡ１ 蛋白转印至 ＮＣ 膜上， 以

１ ∶ ２００倍稀释的 ＣＩＶ 抗血清为一抗， 以 １ ∶ １ ０００ 倍

稀释的 ＨＲＰ 标记的山羊抗犬 ＩｇＧ 为二抗， 孵育洗涤

后进行 ＥＣＬ 显色， 拍照记录 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果。 ＣＩＶ
抗血清的制备方法如下： 以血凝 （ＨＡ） 效价为 ２８的

弱毒株 Ａ ／ ｃａｎｉｎｅ ／ Ｎａｎｊｉｎｇ ／ １１ ／ ２０１２ （ Ｈ３Ｎ２） 鸡胚培

养物经甲醛灭活后离心纯化， 加弗氏佐剂乳化， 免疫

６ 月龄健康史宾格犬 ５ 只， 每间隔 １０ ｄ 免疫 １ 次， 进

行 ３ 次免疫， 以第 ２８ 和 ３５ 天采集的血清混合后， 作

为一抗血清。
１􀆰 ７　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的建立

基于上述表达纯化的 ＨＡ１ 蛋白， 参照文献 ［１５－
１６］ 方法建立 Ｈ３Ｎ２ 亚型 ＣＩＶ 的 ＥＬＩＳＡ 检测方法，
其中阳性参考血清和阴性对照血清， 均由本实验室制

备。 阳性血清制备方法同 １􀆰 ６； 阴性血清采集自南京

警犬研究所犬群中的 ５０ 只 ２ 月龄无 ＣＩＶ 发病史的健

康史宾格犬， 前肢头静脉采血血各 １ ｍＬ， 分离血清
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混合后作为阴性对照血清。 所有血清均经过常规灭

活、 离心处理。
１􀆰 ７􀆰 １　 抗原最适包被浓度和酶标抗体工作浓度的选择

以方阵滴定法， 将 ＨＡ１ 蛋白用碳酸钠 ／碳酸氢钠

包被液依次做 １ ∶ １００、 １ ∶ ２００、 １ ∶ ４００、 １ ∶ ８００、
１ ∶ １ ６００ 倍稀释； 兔抗犬 ＨＲＰ 标记二抗用 ＰＢＳＴ
（０􀆰 ２％的 ＢＳＡ） 稀释液按 １ ∶ １ ０００、 １ ∶ ２ ０００、
１ ∶ ４ ０００、 １ ∶ ８ ０００ 稀释。 ＥＬＩＳＡ 其他条件参数如

下： 包被条件为 １００ μＬ、 ４ ℃ 包被过夜； ２％ ＰＢＳＴ
封闭液 ２００ μＬ、 ３７ ℃封闭 ２ ｈ； ０􀆰 ２％ ＰＢＳＴ 洗涤液

洗涤 ３ 次， 每次浸泡 ３ ｍｉｎ； 血清进行 １ ∶ １００ 倍稀

释， １００ μＬ、 ３７ ℃反应 １ ｈ； 显色底物为 ＴＭＢ 单组

分显色液， １００ μＬ、 ３７ ℃反应 １５ ｍｉｎ； １０％硫酸终

止液 ５０ μＬ 终止。 读取 ＯＤ４５０值。
１􀆰 ７􀆰 ２　 封闭液的优化

分别用含 １％ ＢＳＡ、 ２％ ＢＳＡ、 ５％脱脂奶、 ５％胎

牛血清、 １０％胎牛血清的 ＰＢＳＴ 作为封闭液， 同时做

不封闭对照， ３７ ℃封闭 ２ ｈ 后进行 ＥＬＩＳＡ 检测， 测

定 ＯＤ４５０ 值和 Ｐ ／ Ｎ 值， 选择 Ｐ ／ Ｎ 值最大者作为封

闭液。
１􀆰 ７􀆰 ３　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法临界值的确定

按照上述最优条件组合建立 ＥＬＩＳＡ 检测方法，
对 ５０ 份经血凝 ／血凝抑制 （ＨＡ ／ ＨＩ） 方法筛选的阴

性犬血清样本进行 ＥＬＩＳＡ 检测， 测定 ＯＤ４５０值， 进行

统计分析， 并确定阴阳临界值。
１􀆰 ７􀆰 ４　 批内、 批间重复性试验

用同一批制备的重组抗原包被不同的 ＥＬＩＳＡ 板，

取 ６ 份不同抗体水平的血清， 在同一时间、 同一条

件、 同一批试验中按间接 ＥＬＩＳＡ 程序测定， 每份血

样做 ５ 个重复， 结果进行统计学分析。 用 ５ 个不同批

次制备并纯化的重组蛋白包被不同的 ＥＬＩＳＡ 板， 取 ３
份不同抗体水平的血清 （每份血样做 ５ 个重复）， 在

同一时间按间接 ＥＬＩＳＡ 程序测定， 结果进行统计学

分析。
１􀆰 ７􀆰 ５　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的应用

对本实验室保存的采集自全国各地的 １ ６９０ 份犬

的血清进行了 ＥＬＩＳＡ 检测， 其中包含工作犬血清

１ ３１７份、 伴侣犬血清 ３７３ 份， 犬种包括拉布拉多犬、
史宾格犬、 德国牧羊犬、 马里努阿犬及其他犬种， 与

商品化的 ＣＩＶ 抗体间接 ＥＬＩＳＡ 试剂盒进行对比检测。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 原核表达载体的构建

参考基因在密码子和 ｍＲＮＡ 结构优化过程中去

除了信号肽、 稀有密码子， ＧＣ 含量降为 ５０％， 见图

１。 优化后新的基因在原核表达系统中无限制性位点

和作用元件、 二级结构， ＣＡＩ 达到 ０􀆰 ８８， 见图 ２。 合

成的基因经测序验证大小为 １ ０２６ ｂｐ， 基因长度和序

列无错误， 预计表达的蛋白长度为 ３３７ 个氨基酸， 分

子量为 ３７􀆰 ２３ ｋｕ， 蛋白等电点为 ８􀆰 ５３， 优化后的基

因序列见图 ３。 将合成的基因片段插入到克隆载体

ｐＥＴ３０ａ 中， 经测序及限制性内切酶酶切鉴定 （图

４）， 确定合成片段大小和碱基序列无误， 证明片段

成功插入到载体中。

图 １　 序列优化后的 ＧＣ 含量

图 ２　 序列优化后的 ＣＡＩ
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图 ３　 优化后的 ＨＡ１ 基因序列

Ｍ． ＤＮＡ 分子质量标准 ＤＬ５０００； １． 构建的 ｐＥＴ－３０ａ－ＨＡ１ 表达载

体； ２． 载体双酶切片段。

图 ４　 ｐＥＴ－３０ａ－ＨＡ１ 质粒双酶切鉴定

２􀆰 ２　 ＨＡ１ 蛋白的表达条件

蛋白小量表达后的电泳结果如图 ５ 所示， 蛋白在

１５、 ２８、 ３７ ℃ 均能表达， 以 ２８ ℃ 诱导时表达量最

高， 确定 ２８ ℃为最佳诱导温度。
２􀆰 ３　 ＨＡ１ 蛋白纯化

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析显示， 在菌体破碎离心后的上

清液中， 镍柱孵育后流出液以及不同浓度咪唑洗脱液

中均无目的蛋白， 而在破碎菌体的沉淀中有大量的目

的蛋白存在， 说明 ＨＡ１ 蛋白表达在包涵体中， 见图

６。 对包涵体中的蛋白进行纯化， 亲和层析结果显示，
在不同浓度咪唑的洗脱液中均可检测到目的蛋白， 以

０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 浓度下的纯度较高， 见图 ７。 收集该浓度

洗脱液下的蛋白进行透析复性， 再次 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检

测纯度， 只见唯一清晰条带， 见图 ８。 试剂盒定量

ＨＡ１ 蛋白浓度为 ０􀆰 ４６ ｍｇ ／ ｍＬ。 至此， 获得高纯度的

表达蛋白。

Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １． 对照； ２． １５ ℃ ２４ ｈ； ３． ２８ ℃ ２４ ｈ；
４． ３７℃ ２４ ｈ。

图 ５　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析 ＨＡ１ 蛋白表达条件
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Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １． 菌体破碎离心后的沉淀； ２． 菌体破

碎离心后的上清液； ３． 上清液经 Ｎｉ－ＩＤＡ 结合后的流出液。

图 ６　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析 ＨＡ１ 蛋白表达形式

Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １． ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素溶解离心后上清液； ２．
８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素溶解上清液与 Ｎｉ－ＩＤＡ 孵育后流出液； ３～ ５． ０􀆰 ０５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
咪唑洗脱液； ６～９． ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑洗脱液； １０～１２． ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑

洗脱液。

图 ７　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析 ＨＡ１ 蛋白纯化效果

Ｍ． 蛋白分子质量标准； １． ＨＡ１ 蛋白 （１􀆰 ５ μｇ ／ μＬ）。

图 ８　 纯化 ＨＡ１ 蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定

２􀆰 ４　 ＨＡ１ 蛋白的反应原性

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示， 在近 ３８ ｋｕ 处显示唯一的

清晰条带， 表明 ＨＡ１ 蛋白能够与 ＣＩＶ 抗血清发生反

应， 表达的蛋白具有良好的反应原性， 见图 ９。

Ｍ． 蛋白分子质量标准； １． ＨＡ１ 蛋白。

图 ９　 ＨＡ１ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

２􀆰 ５　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的建立

２􀆰 ５􀆰 １　 抗原最适包被浓度和酶标抗体工作浓度的

选择

以方阵滴定法测定的不同抗原和二抗稀释度下的

ＯＤ４５０值， 计算出 Ｐ ／ Ｎ 值， 见表 １。 二抗浓度选择原

则： ＯＤ４５０值在 １􀆰 ０ 左右， Ｐ ／ Ｎ 值高。 结果显示， 二

抗浓度为 １ ∶ １ ０００ 时 Ｐ ／ Ｎ 值最高， 但 ＯＤ４５０值均在

２􀆰 ０ 左右， 不符合要求； 当二抗浓度为 １ ∶ ２ ０００ 时的

Ｐ ／ Ｎ 值高， 且 ＯＤ４５０值均在 １􀆰 ０ 左右， 符合要求。 在

１ ∶ ２ ０００ 的二抗浓度下， 当抗原浓度在 １􀆰 １５ μｇ ／ ｍＬ
时， Ｐ ／ Ｎ 值最大。 综合上述结果， 确定 １􀆰 １５ μｇ ／ ｍＬ
为最佳抗原包被浓度， １ ∶ ２ ０００ 为二抗最佳工作

浓度。

表 １　 不同抗原和二抗工作浓度下的 Ｐ ／ Ｎ 值

二抗浓度
抗原浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１）

４􀆰 ６０ ２􀆰 ３０ １􀆰 １５ ０􀆰 ５８ ０􀆰 ２９

１ ∶ １ ０００ １８􀆰 ４２ ２１􀆰 ４１ ２４􀆰 ５６ ２５􀆰 ３８ ２２􀆰 ３２

１ ∶ ２ ０００ １７􀆰 ２３ １８􀆰 ７６ １９􀆰 ６８ １６􀆰 ４９ １７􀆰 ３９

１ ∶ ３ ０００ １５􀆰 ８４ １４􀆰 ９１ １３􀆰 ２７ １３􀆰 ６２ ９􀆰 ３２

１ ∶ ４ ０００ １１􀆰 ４３ ８􀆰 ７３ ７􀆰 ７３ ８􀆰 ６２ ７􀆰 ４４

２􀆰 ５􀆰 ２　 封闭液的优化

采用不同封闭液完成 ＥＬＩＳＡ 测定， 结果见表 ２，
根据 ＯＤ４５０值和 Ｐ ／ Ｎ 值可见， ５％脱脂奶条件下阴性

血清的背景值较低， 同时 Ｐ ／ Ｎ 值最高， 说明采用 ５％
脱脂奶建立的体系中非特异性反应较少， 以 ５％脱脂

奶作为最佳封闭剂。
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表 ２　 封闭液及使用浓度的筛选

检测类型 １％ ＢＳＡ ２％ ＢＳＡ
５％

脱脂奶

５％胎牛

血清

１０％胎牛

血清

阳性血清 ＯＤ４５０值 １􀆰 ６１ １􀆰 ５５ １􀆰 ４０ １􀆰 ５８ １􀆰 ５４

阴性血清 ＯＤ４５０值 ０􀆰 ２４ ０􀆰 ２８ ０􀆰 １３ ０􀆰 ３２ ０􀆰 ３０

Ｐ ／ Ｎ ６􀆰 ６２ ５􀆰 ４９ １０􀆰 ９６ ４􀆰 ９１ ５􀆰 ０８

２􀆰 ５􀆰 ３　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法临界值的确定

对 ５０ 份经 ＨＡ ／ ＨＩ 方法筛选的阴性犬血清样本进

行 ＥＬＩＳＡ 检测， 测定 ＯＤ４５０值 （见图 １０）。 进行统计

分析， 计算最终 ＯＤ４５０值平均值 （ｘ） 为 ０􀆰 １６９， 标准

差 （ ｓ） 为 ０􀆰 ０４， 按照公式， 阳性临界值： Ｃｐ ＝ ｘ ＋
３ｓ＝ ０􀆰 ２８９， 阴性临界值： Ｃｎ ＝ ｘ＋２ｓ ＝ ０􀆰 ２４９， 即当样

品的 ＯＤ４５０ 值≥０􀆰 ２９ 时可判为阳性， ＯＤ４５０ 值≤０􀆰 ２５
时判为阴性， 两者之间为可疑。

图 １０　 ５０ 份阴性血清的 ＯＤ４５０值

２􀆰 ５􀆰 ４　 批间、 批内重复性试验

由表 ３、 表 ４ 可见， 批间差异系数和批内差异系

数均小于 １０％， 表明间接 ＥＬＩＳＡ 方法具有良好的重

复性。

表 ３　 批内差异系数 ％

项目 １ ２ ３ ４ ５ ６ 平均值

差异系数 ５􀆰 ２０ ６􀆰 ４４ ４􀆰 ６９ ９􀆰 ２９ ３􀆰 ５３ ６􀆰 ６０ ５􀆰 ３８

表 ４　 批间差异系数 ％

项目 １ ２ ３ 平均值

差异系数 ６􀆰 ９０ ８􀆰 ７６ ９􀆰 １６ ８􀆰 ２７

２􀆰 ６　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的应用

经过上述步骤， 建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法参数如

下： １􀆰 １５ μｇ ／ ｍＬ 蛋白在 ４ ℃ 包被 １２ ｈ， 以 ５％脱脂

奶 ／ ＰＢＳＴ 缓冲液为封闭剂封闭 ２ ｈ， 血清稀释度为

１ ∶ ２０， 被检血清孵育 １ ｈ， 羊抗犬 ＩｇＧ 二抗浓度为

１ ∶ ２ ０００ 倍， ＴＭＢ 显色液 ３７ ℃显色 １０ ｍｉｎ， 终止液

终止后 １０ ｍｉｎ 内读取 ＯＤ４５０值， 阳性结果的 Ｃｕｔ－ｏｆｆ

值为 ０􀆰 ２９。
在检测方法的应用过程中， 由表 ５ 可见， 间接

ＥＬＩＳＡ 方法从 １ ６９０ 份血清中分别检出阳性 １５６ 份，
阴性 １ ５３４ 份； 商品化试剂盒则检出阳性 １４４ 份， 阴

性 １ ５４６ 份。 两者的阳性符合率为 ９５􀆰 ２％ （１３７ ／ １４４），
阴性符合率为 ９８􀆰 ８％ （１ ５２７ ／ １ ５４６）， 总符合率为

９７􀆰 ９％ （１ ５３４ ／ １ ６９０）。
间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测工作犬和伴侣犬的血清，

工作犬阳性率为 ８􀆰 ４３％， 伴侣犬阳性率为 １２􀆰 ０６％，
总体阳性率为 ９􀆰 ２３％， 见表 ６。

表 ５　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法与商品化试剂盒的符合率比较

间接 ＥＬＩＳＡ
商品化试剂盒

阳性 ／ 份 阴性 ／ 份
合计 ／ 份 符合率 ／ ％

阳性 ／ 份 １３７ １９ １５６ ９５􀆰 ２

阴性 ／ 份 ７ １ ５２７ １ ５３４ ９８􀆰 ８

合计 １４４ １ ５４６ １ ６９０ ９７􀆰 ９

表 ６　 工作犬和伴侣犬 ＣＩＶ 的检出率比较

犬的类型
样本数 ／

份

间接 ＥＬＩＳＡ 商品化试剂盒

阳性 ／ 份 阳性率 ／ ％ 阳性 ／ 份 阳性率 ／ ％

工作犬 １ ３１７ １１１ ８􀆰 ４３ １０２ ７􀆰 ７４

伴侣犬 ３７３ ４５ １２􀆰 ０６ ４２ １１􀆰 ２６

合计 １ ６９０ １５６ ９􀆰 ２３ １４４ ８􀆰 ５２

３　 讨论

ＨＡ 蛋白是甲型流感病毒的主要表面抗原之一，
是病毒基因产物中最大的典型糖蛋白［１７－１８］， 在介导

受体结合、 膜融合、 病毒粒子包装及致病性方面发挥

着重要作用［１９］。 该蛋白是宿主获得性免疫应答识别

的主要抗原， 具有刺激机体产生中和抗体、 阻止病毒

感染的能力［２０］。 ＨＡ 蛋白由 ＨＡ１ 和 ＨＡ２ 两个亚单位

组成， 其中 ＨＡ１ 位于 ＨＡ 蛋白 Ｎ 端， ＨＡ２ 是 ＨＡ 蛋

白的部分茎部区域［２１］。 ＨＡ１ 有 ４ 个抗原决定簇， 比

ＨＡ２ 具有更高的抗原性和免疫原性。 位于 ＨＡ１ 上的

受体结合域相对保守且可以产生广泛反应的 Ｂ 细胞

免疫抗体， ＨＡ 头部结构域上的离散抗原位点似乎是

抗体反应的优先目标［２２］， 这些位点比病毒的大多数

其他 Ｂ 细胞表位具有免疫优势［２３］。 因此， 选择 ＨＡ１
蛋白对于感染早期和抗体滴度较低的样本诊断将会更

加准确， 有利于后续流行病学调查。
在蛋白表达上， 真核表达系统的加工、 修饰体系

更完善， 目的蛋白能够形成正确的空间结构， 是表达

生物活性蛋白及疫苗的理想选择， 但表达量低、 周期
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长、 成本高； 原核系统最成熟稳定， 具有容易操作、
时间短、 成本低和蛋白表达量高等优点， 有利于大量

制备诊断抗原或不需要翻译后修饰的蛋白［２４－２５］。 研

究表明， ＨＡ 基因含有大肠杆菌稀有密码子， 受密码

子偏好性影响获得的蛋白含量偏低［２６］。 常规基因扩

增方法难以对目标基因进行定向改造， 而以化学合成

的方法制备预表达基因， 更有利于实现对氨基酸序列

的优化、 密码子偏好性修饰、 增减其他表达元件。 本

研究中， 在构建表达载体之前， 对 ＨＡ１ 的参考基因

应用商业化软件对氨基酸序列进行了系统优化， 去除

了稀有密码子， 调整了 ＧＣ 含量至 ５０％， 去除了阻碍

蛋白表达的二级结构和作用元件， 优选了适应原核表

达系统的密码子， 优化后密码子的适应指数提升至

０􀆰 ８８， 为宿主菌高效表达目的蛋白创造了最佳条件，
然后对优化后的基因进行全基因合成， 进而构建了用

于原核表达系统的 ｐＥＴ－３０ａ－ＨＡ１ 表达载体， 实现了

蛋白的高效表达。 进一步验证了纯化的原核表达的

ＨＡ１ 蛋白具备稳定的抗原特性后， 以重组 ＨＡ１ 蛋白

作为诊断抗原建立了间接 ＥＬＩＳＡ 方法， 检测出我国

Ｈ３Ｎ２ 亚型 ＣＩＶ 的阳性率为 ９􀆰 ２３％， 与商品化试剂盒

的符合率为 ９７􀆰 ９％， 证实了本文建立的间接 ＥＬＩＳＡ
方法具备良好的应用前景。

综上所述， 利用化学合成法合成基因， 结合原核

表达技术建立 Ｈ３Ｎ２ 亚型 ＣＩＶ 的 ＨＡ１ 蛋白制备方法，
有利于对目的片段进行定向优化， 实现蛋白的高效表

达并保持生物学活性， 为诊断抗原的制备及相关研究

提供了一种优化的途径。
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