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摘要：通过利用分子生物学手段克隆 ＩＨＨＮＶ衣壳蛋白基因并构建原核表达载体，筛选抗原特性好
的多肽免疫兔以制备高效的特异性ＩＨＨＮＶ多克隆抗体，最终建立高效的检测对虾 ＩＨＨＮＶ的新型
双抗夹心ＥＬＩＳＡ方法．实验结果表明该方法成功表达了对虾病毒 ＩＨＨＮＶ衣壳蛋白基因的抗原多
肽，并制备出了高灵敏性的多克隆抗体．将抗原多肽及多克隆抗体用于ＥＬＩＳＡ的检测，抗体的效价
在１∶１２８００以上，最低可检测到１ｐｇ的抗原蛋白，表明已成功建立高效的双抗夹心 ＥＬＩＳＡ方法，对
于对虾的海水养殖及ＩＨＨＮＶ病毒性疾病的防控具有重要的参考价值．
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　　我国拥有全球最大的对虾养殖产业，养殖总产
量已多年位居世界第一［１］，但随之而来的养殖病害

问题也一直困扰着我国对虾养殖业，特别是病毒性

疾病，尤其是近年来的传染性皮下及造血组织坏死

病毒的暴发，已对我国对虾养殖业造成了巨大的经

济损失．
传染性皮下及造血组织坏死病毒最初于１９８１

年在美国夏威夷地区养殖细角滨对虾中被发现［２］，

是世界各地养殖和野生对虾的重要病原之一，该病

毒在亚洲地区也具有流行趋势，ＩＨＨＮＶ病毒从２００１
年就开始在中国养殖的凡纳滨对虾中普遍流行，并

对不同种对虾造成了一定的经济损失［３５］．ＩＨＨＮＶ
是单链 ＤＮＡ细小病毒，属于细小病毒科，短浓核症
病毒属（Ｂｒｅｖｉｄｅｎｓｏｖｉｒｕｓ），是目前已知的对虾病毒中
颗粒最小的一种，直径只有２２ｎｍ，无包膜，２０面体
对称的球状颗粒［６７］．ＩＨＨＮＶ主要对细角滨对虾和
凡纳滨对虾比较敏感，尤其会严重危害幼虾，在自然

条件下对于大部分养殖对虾，ＩＨＨＮＶ均可以感染，
严重时引起对虾的发病和死亡；感染凡纳滨对虾后

可以造成慢性矮小残缺综合症（ｒｕｎｔｄｅｆｏｒｍｉｔｙｓｙｎ

ｄｒｏｍｅ，ＲＤＳ），也是南美白对虾常见的一种慢性致
病病毒．ＩＨＨＮＶ主要感染对虾的表皮、鳃、前后肠上
皮细胞、神经索和神经节等外胚层组织；造血组织、

淋巴器官、性腺、结缔组织和横纹肌等中胚层器官，

感染对虾后可在宿主细胞核内形成一定的包涵体．
患此病的病虾身体变形，引起慢性感染为主，严重时

可造成虾的大量死亡，影响经济效益［８１１］．
目前人类对病毒的认识还很有限，至今没有特

异性杀灭宿主体内病毒的药物．现价段仍以预防为
主，最有效的预防措施即是避免养殖对虾与对虾病

毒直接接触，故而需要对对虾类病毒进行早期的快

速有效诊断，因此快速灵敏的病毒检测技术是必不

可少的工具．２０世纪７０年代，Ｅｎｇｖａｌｌ等（１９７１）在
放射免疫分析方法的原理基础上创立了 ＥＬＩＳＡ检
测方法［１２］．ＥＬＩＳＡ反应以抗原和抗体特异性结合的
免疫学特性为基础，能特异性的检测出少量的待测

样品，具有较高的灵敏度和精确度．ＥＬＩＳＡ通过酶与
底物的颜色反应定量检测未知抗原或特异性抗体，

比如多肽、蛋白质、单克隆抗体、多克隆抗体等，现已

广泛应用于抗原抗体的分析以及疾病诊断等生物医
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药领域，尤其是检测试剂盒的开发为疾病的临床诊

断提供更多便利性和准确性．
由于缺乏对 ＩＨＨＮＶ较敏感的对虾细胞系，关

于ＩＨＨＮＶ的侵入宿主机制以及在宿主体内的复制
机制研究较少，需要进行深入的研究，本研究用纯化

的多肽制备了２种高效的特异性多克隆抗体，在原
核表达系统中成功表达了具有较好免疫原性的抗原

多肽，并成功建立了高效的检测对虾 ＩＨＨＮＶ的新
型双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ方法，对于 ＩＨＨＮＶ病毒的早
期诊断提供有力的方法，有助于建立完善的对虾病

毒监控系统，对及时预防和控制对虾病毒 ＩＨＨＮＶ
的爆发和流行具有重要意义．

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　材料来源　感染有传染性皮下及造血组织
坏死病毒的对虾样品采集于福建莆田市对虾养殖

塘，经国家海洋局第三海洋研究所海洋生物遗传资

源重点实验室杨丰研究员实验室鉴定，所采集的对

虾感染的病毒为传染性皮下及造血组织坏死病毒．
１．１．２　主要试剂与仪器　原核表达质粒载体 ｐＥＴ
２２ｂ（＋）为本实验室保存，海洋动物组织基因组
ＤＮＡ提取试剂盒、通用 ＤＮＡ纯化回收试剂盒和质
粒小提中量试剂盒购于北京天根生化科技有限公

司，ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲＨＳＭｉｘ、限制性核酸内切酶ＢａｍＨＩ
和ＨｉｎｄＩＩＩ购于大连宝生物 Ｔａｋａｒａ公司，Ｔａｑ酶、预
染色蛋白Ｍａｒｋｅｒ购于赛默飞世尔科技（中国）有限
公司，ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、ＤＬ１００００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、
Ｘｇａｌ、ｐＥＡＳＹＴ１载体、抗 Ｈｉｓ标签鼠单克隆抗体、
羊抗鼠或兔 ＨＲＰＩｇＧ抗体、内参 ＧＡＰＤＨ鼠抗体、
ＰｒｏｔｅｉｎＩｓｏ ＮｉＮＴＡＲｅｓｉｎＨｉｓ标签蛋白纯化试剂盒
购于全式金（北京）生物公司，克隆用感受态细胞

ＤＨ５α及蛋白表达用感受态细胞 ＢＬ２１（ＤＥ３）购于
生工生物工程（上海）股份有限公司，诱导剂 ＩＰＴＧ、
氨苄青霉素、丙烯酰胺／甲叉双丙烯酰胺（体积比为
２９∶１）购于北京索莱宝科技有限公司，高效快速克
隆试剂盒ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓＭｕｌｔｉｓＯｎｅＳｔｅｐＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ购
于南京诺唯赞生物科技有限公司．ＰＣＲ仪购于 Ｂｉｏ
ＲＡＤ公司，电热恒温水槽购于上海精宏有限公司，
摇床购置于上海福玛公司，隔水式恒温培养箱购于

上海一恒科技有限公司．
１．２　抗原多肽的选取

根据ＮＣＢＩ数据库中的 ＩＨＨＮＶ衣壳蛋白基因
序列，经ＣｌｕｓｔａｌＷ软件比对发现衣壳蛋白的同源基
因在病毒中同源性高达９９％，因此我们选择衣壳蛋

白基因作为抗原多肽的来源．通过利用 ＤＮＡｓｔａｒ中
的ｐｒｏｔｅａｎ模块对衣壳蛋白的氨基酸序列进行分析，
并参考疏水性、抗原指数、表位可能性等指标，选择

指数高的多肽片段作为免疫多肽，最终选取了２条
约１５个氨基酸长度的免疫多肽片段，分别命名为
ＩＨＨＮＶｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅＡ和 ＩＨＨＮＶｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅＢ，将多
肽序列送至杭州华安生物技术有限公司进行多肽合

成并免疫兔子，随后进行血清抗体滴度的检测，经多

抗纯化及抗体效价的测定，制备成特异性的多克隆

抗体Ａ和Ｂ，作为双抗夹心 ＥＬＩＳＡ的抗体．此外，选
取一段包含２条免疫多肽序列的基因序列克隆至原
核表达载体 ｐＥＴ２２ｂ（＋），用来表达双抗夹心
ＥＬＩＳＡ检测用的抗原蛋白，抗原蛋白基因片段长
４５０ｂｐ，预测蛋白大小为１７ｋＤａ．
１．３　抗原蛋白的克隆
１．３．１　引物设计　根据ＩＨＨＮＶ衣壳蛋白基因的同
源序列，使用引物设计软件 ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０设计
抗原多肽克隆引物．在进行原核表达引物设计时，目
的基因引物两端添加１５ｂｐ与线性化载体两端互补
的同源序列，为防止碱基移码造成氨基酸翻译的错

乱，在前引物 ５’端添加 Ｇ碱基．酶切位点选取
ＢａｍＨＩ（ＧＧＡＴＣＣ）和ＨｉｎｄＩＩＩ（ＡＡＧＣＴＴ）．本研究所
设计的引物均由厦门安特奥生物技术有限公司进行

合成．
１．３．２　原核表达载体构建　以感染ＩＨＨＮＶ的对虾
鳃组织为样本提取ＤＮＡ，以提取的 ＤＮＡ为模板，利
用设计的衣壳蛋白基因鉴定引物进行ＰＣＲ扩增（表
１），扩增结束后进行琼脂糖凝胶电泳，并切胶纯化
回收后连接至载体ｐＥＡＳＹＴ１，连接产物转化感受态
细胞ＤＨ５α，并经阳性克隆鉴定、质粒提取、基因测
序鉴定后将质粒命名为 ｐＥＡＳＹｃａｐｓｉｄ．以质粒
ｐＥＡＳＹｃａｐｓｉｄ为模板，利用抗原蛋白克隆引物（表
１）扩增抗原蛋白目的基因片段，对ＰＣＲ扩增产物经
琼脂糖凝胶电泳并切胶纯化回收．ｐＥＴ２２ｂ（＋）经
由ＢａｍＨＩ和ＨｉｎｄＩＩＩ双酶切并纯化回收后，利用高
效快速克隆试剂盒ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓＭｕｌｔｉｓＯｎｅＳｔｅｐＣｌｏ
ｎｉｎｇＫｉｔ将纯化的抗原蛋白基因片段连接至酶切后
的线性化载体 ｐＥＴ２２ｂ（＋），连接产物转化感受态
细胞ＤＨ５α，并经阳性克隆鉴定、质粒提取酶切鉴定
后，送至上海铂瑞生物科技有限公司进行基因测序，

将克隆无误的原核表达质粒命名为ｐＥＴｃａｐｓｉｄ．
１．４　抗原蛋白的表达及纯化
１．４．１　诱导表达条件的优化　培养条件在重组蛋
白的诱导表达过程中具有至关重要的作用，比如培

养温度会影响蛋白产生速度，进而会影响正确折叠，
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导致表达蛋白的折叠错误；诱导时培养温度过高或

者当诱导时间过长时都会导致所表达的蛋白因产生

过快而不能形成正确的折叠结构；相反当诱导培养

温度过低或者诱导时间过短时细胞的生长速度较

慢，融合蛋白的产量较低．而诱导剂 ＩＰＴＧ浓度较高
时会导致细胞的死亡，影响蛋白的表达，ＩＰＴＧ浓度

较低时，诱导表达不足，蛋白的产量较低．因此，需要
对原核表达诱导过程中的培养温度、诱导培养时间

和诱导剂浓度等培养条件进行优化选择，以优化后

的诱导表达条件进行诱导表达抗原多肽以获取最大

的效益．

表１　衣壳蛋白ＰＣＲ引物
Ｔａｂ．１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｏｆｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎ

引物名称 引物序列（５′—３′） 用途

ｐＥＡＳＹｃａｐｓｉｄＦ ＡＧＣＡＡＧＣＣＣＡＡＧＧＡＡＡＡＧＡＴ 基因鉴定

ｐＥＡＳＹｃａｐｓｉｄＲ ＴＧＧＴＣＣＴＴＴＧＡＴＴＧＧＴＧＡＣＡ 基因鉴定

ｐＥＴｃａｐｓｉｄＦ ＡＡＴＴＡＡＴＴＣＧＧＡＴＣＣＧＴＣＡＡＣＡＡＧＡＧＣＡＡＧＣＣＣＡＡＧ 抗原蛋白克隆

ｐＥＴｃａｐｓｉｄＲ ＴＧＣＧＧＣＣＧＣＡＡＧＣＴＴＧＴＣＴＧＣＴＧＧＧＴＡＧＡＣＴＡＧＧＴＴＴＣ 抗原蛋白克隆

　　注：下划线表示酶切位点，酶切位点后加碱基Ｇ以防止读码框移码

　　本研究中我们主要通过对培养温度（２８、３０、
３２、３４、３６、３７、３８℃）、诱导剂 ＩＰＴＧ浓度（０．１、０．２、
０．３、０．４、０．５ｍｍｏｌ／ｄｍ３）和培养时间（１、２、３、４、５ｈ）
３个因素作进一步的优化筛选，研究诱导温度、诱导
时间、ＩＰＴＧ浓度等因素对融合蛋白表达量的影响，
以优化目的蛋白的产量．蛋白表达诱导完成后通过
ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法［１３］检测实验组中的 Ｈｉｓ标签融合
蛋白的表达以筛选最适的培养条件．
１．４．２　抗原蛋白的大量制备　通过对诱导条件的
优化筛选，以最适的诱导条件进行融合蛋白表达的

大量诱导培养．首先将重组质粒转化 Ｅ．ｃｏｌｉ表达菌
株 ＢＬ２１（ＤＥ３），挑取单菌落于 ５ｃｍ３液体 ＬＢ
（Ａｍｐ＋）培养基中，３７℃摇床中１８０ｒ／ｍｉｎ摇速培养
１２ｈ，将培养物以体积比１∶５０的比例接种于含抗生
素Ａｍｐ的２００ｃｍ３液体 ＬＢ培养基中，于３７℃摇床
中１８０ｒ／ｍｉｎ转速下培养至菌液ＯＤ６００值约为０．６～
０．７．实验组加入最适浓度的 ＩＰＴＧ，对照组不加
ＩＰＴＧ，于摇床中最适温度下，１８０ｒ／ｍｉｎ的转速继续
培养最适时间以诱导重组蛋白的表达．取等量ＯＤ６００
值的培养菌液，以１２０００ｒ／ｍｉｎ的转速进行离心，时
间为１ｍｉｎ，离心好后收集菌体，向菌体中加入 ２０
ｍｍ３的２×ＳＤＳｂｕｆｆｅｒ，然后煮沸１０ｍｉｎ，配制丙烯酰
胺／甲叉双丙烯酰胺体积分数为１２％的ＳＤＳ蛋白胶
（ＳＤＳＰＡＧＥ），各取１０ｍｍ３上样进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电
泳鉴定所诱导表达的Ｈｉｓ标签融合蛋白．
１．４．３　抗原蛋白的纯化　抗原蛋白诱导完成后，将
培养液转移到离心管中，于４℃下８０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，收集菌体，去除上清；按照１ｇ菌体加入１０

ｃｍ３ＰＢＳ的比例，使用ＰＢＳ将菌体悬浮，ＰＢＳ加入终
浓度为１ｍｍｏｌ／ｄｍ３的 ＰＭＳＦ中，经充分混匀后，在
冰浴中进行超声破碎，超声条件为功率３００Ｗ，循环
时间３０ｓ（超声１５ｓ，间隔停留１５ｓ），总超声时间为
１０～２０ｍｉｎ；４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去除上
清，将上清和沉淀分别进行体积分数为１２％的ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶电泳以鉴定蛋白形式．ＰｒｏｔｅｉｎＩｓｏ Ｎｉ
ＮＴＡＲｅｓｉｎ可以在非变性或变性条件下纯化任何表
达系统所表达的 Ｈｉｓ标签重组蛋白，因此可以利用
ＰｒｏｔｅｉｎＩｓｏ ＮｉＮＴＡＲｅｓｉｎ进一步纯化超声后的蛋
白．对纯化的 Ｈｉｓ标签重组蛋白进行体积分数为
１２％的ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳并用考马斯亮蓝染色以
分析鉴定纯化的目的蛋白．
１．５　双抗夹心ＥＬＩＳＡ检测方法的建立
１．５．１　多克隆抗体效价的测定　为检测针对ＩＨＨ
ＮＶ病毒衣壳蛋白所制备的多克隆抗体的效价，我
们创新的采用２种不同免疫多肽所制备的抗体进行
双抗夹心ＥＬＩＳＡ检测抗体的效价，具体为：（１）包被
多抗：利用碳酸盐包被缓冲液 （０．０５ｍｏｌ／ｄｍ３，ｐＨ
值为 ９．６）分别以抗体体积比为 １∶２００、１∶４００、
１∶８００、１∶１６００、１∶３２００、１∶６４００、１∶１２８００的比例
等梯度稀释所制备的兔多克隆抗体 Ａ，然后包被于
９６孔酶标板，平行３孔，每孔１００ｍｍ３，并设置空白
对照和阴性对照，置于４℃冰箱过夜１２ｈ．为避免蒸
发，酶标板上加一层保鲜膜．（２）洗涤酶标板：弃去
孔中液体，用ｐＨ值为７．４的１×ＰＢＳＴ洗涤酶标孔，
放置２ｍｉｎ略作摇动吸去液体后在吸水纸上拍干，
洗涤液加满孔重复洗涤３次，每次３ｍｉｎ．（３）封闭
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酶标板：配制质量分数为１％ 的 ＢＳＡ（ＰＢＳＴ），每孔
加入２００ｍｍ３并去除各孔中的气泡，置于３７℃培养
箱中避光孵育１ｈ．（４）洗涤酶标板：弃去孔中液体，
用ｐＨ值为７．４的１×ＰＢＳＴ洗涤酶标孔，放置２ｍｉｎ
略作摇动吸去液体后在吸水纸上拍干，洗涤液加满

孔重复洗涤３次，每次３ｍｉｎ．（５）加入抗原蛋白：将
纯化的抗原蛋白用 ＰＢＳ稀释到适当的含量
（１μｇ／ｃｍ３），一般抗原量为每孔２０～２００ｎｇ，体积
为１００ｍｍ３，置于３７℃ １ｈ，为避免蒸发，酶标板上
加一层保鲜膜．（６）洗涤酶标板：弃去孔中液体，用
ｐＨ值为７．４的１×ＰＢＳＴ洗涤酶标孔，放置２ｍｉｎ略
作摇动吸去液体后在吸水纸上拍干，洗涤液加满孔

重复洗涤３次，每次３ｍｉｎ．（７）孵育所制备的兔多
克隆抗体 Ｂ稀释比例为１∶５０００，每孔加１００ｍｍ３，
３７℃避光孵育４５ｍｉｎ．（８）洗涤酶标板：弃去孔中液
体，用ｐＨ值为７．４的１×ＰＢＳＴ洗涤酶标孔，放置２
ｍｉｎ略作摇动吸去液体后在吸水纸上拍干，洗涤液
加满孔重复洗涤３次，每次洗涤时间３ｍｉｎ．（９）加
入有辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的抗体：将ＨＲＰ标
记羊抗兔ＩｇＧ稀释５０００倍，每孔加１００ｍｍ３，３７℃
避光孵育４５ｍｉｎ．（１０）洗涤酶标板：弃去孔中液体，
用ｐＨ值为７．４的１×ＰＢＳＴ洗涤酶标孔，放置２ｍｉｎ
略作摇动吸去液体后在吸水纸上拍干，洗涤液加满

孔重复洗涤３次，每次３ｍｉｎ．（１１）加入显色底物液
显色（现用现配）：ＴＭＢ过氧化氢尿素溶液每孔１００
ｍｍ３，置于３７℃避光孵育 ５ｍｉｎ．（１２）终止显色反
应：每孔加入终止液（２ｍｏｌ／ｄｍ３Ｈ２ＳＯ４）５０ｍｍ

３以

终止反应，２０ｍｉｎ内利用酶标仪测定各孔ＯＤ４５０吸收
值．（１３）结果判定：以样本孔的吸收值（Ｐ）与阴性测
定孔均值（Ｎ）的比值（Ｐ／Ｎ）表示检测结果，只有
Ｐ／Ｎ比值大于２时可作为抗体的有效效价．
１．５．２　抗原蛋白检出量的测定　在测定双抗夹心
ＥＬＩＳＡ对ＩＨＨＮＶ病毒抗原蛋白的检出量时，包被抗
体多抗Ａ的稀释比例为１∶６４００；对于待检测的抗原
蛋白，用 ＰＢＳ稀释到适当浓度，以１０６、１０５、１０４、１０３、
１０２、１０１、１ｐｇ的质量梯度加入酶标板．其他操作方法
及结果的判定参见多克隆抗体效价的测定部分．

２　结果与讨论

２．１　抗原蛋白的克隆
利用 ＤＮＡ提取试剂盒提取患病对虾鳃组织

ＤＮＡ，根据设计的 ＩＨＨＮＶ衣壳蛋白基因引物进行
ＰＣＲ扩增，扩增产物电泳结果如图１，将 ＰＣＲ产物
连接至Ｔ载体 ｐＥＡＳＹＴ１，提取阳性克隆质粒进行
基因测序验证，并经与ＮＣＢＩ数据库比对，比对结果

显示与ＩＨＨＮＶ衣壳蛋白序列同源性高达９９％，表
明所扩增的基因片段为 ＩＨＨＮＶ的衣壳蛋白基因片
段．将选取的抗原蛋白片段克隆至原核表达载体
ｐＥＴ２２ｂ（＋）中，并经阳性克隆筛选鉴定、质粒提取
后酶切鉴定以及基因测序验证．ｐＥＴｃａｐｓｉｄ双酶切
电泳结果如图２，基因测序结果显示与 ＰＣＲ扩增的
衣壳蛋白基因一致性为１００％，这些结果表明我们
所选取的抗原多肽基因片段已成功克隆至原核表达

载体ｐＥＴ２２ｂ（＋）中．

图１　ＩＨＨＮＶ衣壳蛋白基因扩增电泳结果
Ｆｉｇ．１　ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＩＨＨＮＶｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎ

ｇｅｎｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：阴性对照；２：感染ＩＨＨＮＶ对虾组织ＤＮＡ

图２　表达载体ｐＥＴｃａｐｓｉｄ双酶切鉴定电泳结果
Ｆｉｇ．２　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｒｅｓｕｌｔｏｆｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

ｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＥＴｃａｐｓｉｄ
Ｍ：ＤＬ１００００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：载体ｐＥＴ２２ｂ（＋）；２：表达载体ｐＥＴｃａｐｓｉｄ

２．２　原核表达条件的优化
为选择最适的诱导表达条件，本研究针对诱导
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温度、ＩＰＴＧ浓度、诱导时间进行了研究探索．为确定
Ｈｉｓ标签融合蛋白表达的最适温度，诱导时间设为
４ｈ，ＩＰＴＧ浓度设为０．５ｍｍｏｌ／ｄｍ３，共设置了２８～
３８℃范围内的７个温度梯度，以探究诱导温度对融
合蛋白表达量的影响．诱导表达结束后制备样品，采
用ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法进行检测，以 ＧＡＰＤＨ蛋白作为
内参，利用Ｈｉｓ标签抗体检测所表达的融合蛋白．

由图３ａ、ｂ可知，在诱导温度为３７℃时，融合蛋
白的表达量最高，因此我们选择３７℃为该抗原多肽

诱导表达的最适诱导温度．当选择诱导温度为
３７℃，诱导时间设定为４ｈ，在诱导剂 ＩＰＴＧ浓度为
０．１ｍｍｏｌ／ｄｍ３时，融合蛋白的表达量最高（图 ３ｃ、
ｄ），因此我们选择０．１ｍｍｏｌ／ｄｍ３为该抗原多肽诱导
表达的最适诱导剂浓度．在诱导温度为３７℃、诱导
剂ＩＰＴＧ浓度为０．１ｍｍｏｌ／ｄｍ３的条件下，诱导时间
为４ｈ时融合蛋白表达量即达到最高值（图３ｅ、ｆ），
故而我们确定诱导时间４ｈ为该抗原多肽诱导表达
的最适诱导时间．

图３　原核表达条件的优化结果
Ｆｉｇ．３　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＮＣ：未诱导组

２．３　蛋白纯化
抗原蛋白诱导完成后经离心收集菌体及超声波

破碎，ＮｉＮＴＡ进行蛋白的纯化，将未诱导菌、诱导
菌、超声上清及沉淀、纯化洗涤样、咪唑洗脱等的蛋

白样品进行体积分数为１２％的 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电
泳，并用考马斯亮蓝染色，结果如图４，ＩＰＴＧ诱导后

有大量目的蛋白表达，超声后目的蛋白集中于沉淀

中，ＮｉＮＴＡ纯化时，５０ｍｍｏｌ／ｄｍ３的咪唑液可以完全
洗脱超声后蛋白，纯化的蛋白浓度为５ｍｇ／ｃｍ３．实
验结果表明所构建的 ＩＨＨＮＶ病毒抗原蛋白原核表
达载体成功表达，并且我们已成功的纯化出目的蛋

白，纯化的蛋白可以用于ＥＬＩＳＡ的检测．
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图４　Ｈｉｓ标签融合蛋白的表达及纯化
Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＨｉｓｔａｇｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

２．４　双抗夹心ＥＬＩＳＡ检测
双抗夹心ＥＬＩＳＡ检测包被抗体效价时，抗原蛋

白加入量为 １００ｎｇ，利用质量分数为 １％的 ＢＳＡ
（ＰＢＳＴ）于 ３７℃下封闭 １ｈ，检测抗体稀释倍数
５０００，由ＥＬＩＳＡ检测结果可知最大包被抗体稀释比
例组的Ｐ／Ｎ比值在９以上，表明所制备的多克隆抗

体具有较高的效价，抗体稀释１２８００倍时仍具有较
强的捕获抗原蛋白能力．将多抗 Ａ稀释６４００倍进
行酶标板包被时，检测不同浓度的抗原蛋白，结果显

示在抗原蛋白为１ｐｇ时，ＥＬＩＳＡ检测Ｐ／Ｎ比值大于
９，表明所建立的双抗夹心 ＥＬＩＳＡ检测方法具有非
常高的灵敏度（表２、３、图５、６）．

表２　双抗夹心ＥＬＩＳＡ效价
Ｔａｂ．２　ＤｏｕｂｌｅａｎｔｉｓａｎｄｗｉｃｈＥＬＩＳＡｔｉｔｅｒ

多抗Ａ稀释倍数 ＯＤ４５０（抗原蛋白１００ｎｇ） 均值±标准差

２００ ２．１０７ ２．１６９ ２．１５２ ２．１４３±０．６４１

４００ ２．０５１ ２．０４０ ２．１５５ ２．０８２±１．２６９

８００ １．９６７ ２．０５８ ２．１３３ ２．０５３±１．６６３

１６００ １．５８８ １．６２７ １．７３０ １．６４８±１．４６７

３２００ １．４３２ １．３４２ １．４５５ １．４１０±１．１９４

６４００ ０．９６７ ０．９５１ ０．９３３ ０．９５０±０．３４０

１２８００ ０．４６８ ０．４７０ ０．４２７ ０．４５５±０．４８５

阴性对照 ０．０４９ ０．０４９ ０．０５３ ０．０５０±０．０４６

表３　双抗夹心ＥＬＩＳＡ检测抗原蛋白
Ｔａｂ．３　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｇｅｎｐｒｏｔｅｉｎｂｙｄｏｕｂｌｅａｎｔｉｓａｎｄｗｉｃｈＥＬＩＳＡ

抗原蛋白加入量／ｐｇ ＯＤ４５０（多抗Ａ稀释６４００倍） 均值±标准差

１×１０６ １．１７０ １．１００ １．２３０ １．１６７±１．０６７

１×１０５ ０．９４０ ０．９６９ ０．９２０ ０．９４３±０．４０４

１×１０４ ０．９０３ ０．８６３ ０．９１６ ０．８９４±０．４５３

１×１０３ ０．７９８ ０．８０２ ０．７５７ ０．７８６±０．４０８

１×１０２ ０．７９２ ０．７２１ ０．７４０ ０．７５１±０．６０３

１×１０１ ０．６７２ ０．７１２ ０．６８７ ０．６９０±０．３３１

１ ０．５５９ ０．５２５ ０．４７２ ０．５１９±０．７１９

阴性对照 ０．０５５ ０．０６３ ０．０６６ ０．０６１±０．０９３
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图５　双抗夹心ＥＬＩＳＡ检测抗体效价
Ｆｉｇ．５　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｂｏｄｙｔｉｔｅｒｂｙｄｏｕｂｌｅａｎｔｉｓａｎｄｗｉｃｈＥＬＩＳＡ

Ｃｔｒｌ：阴性对照组

图６　双抗夹心ＥＬＩＳＡ检测抗原蛋白
Ｆｉｇ．６　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｇｅｎｐｒｏｔｅｉｎｂｙｄｏｕｂｌｅａｎｔｉｓａｎｄｗｉｃｈＥＬＩＳＡ

Ｃｔｒｌ：阴性对照组

３　结论
本研究针对对虾传染性皮下及造血组织坏死病

毒衣壳蛋白制备了高效的２种多克隆抗体，并成功
表达了抗原蛋白，成功建立了新型的用以检测传染

性皮下及造血组织坏死病毒的双抗夹心 ＥＬＩＳＡ方
法．所建立的双抗夹心 ＥＬＩＳＡ检测方法抗体效价较
高，在１∶１２８００以上；灵敏性较好，最低可检测１ｐｇ

的抗原蛋白，为开发针对对虾 ＩＨＨＮＶ的临床检测
用试剂盒提供了研究基础，对于预防和控制对虾病

毒提供了一种新的有效检测手段，对于虾类水产养

殖疾病防治具有重要意义．由于时间原因，我们所建
立的新型双抗夹心 ＥＬＩＳＡ检测方法还在进行临床
样品的检测应用研究中．
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