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　 　 摘要:　 本研究利用基因工程方法将抗口蹄疫病毒(ＦＭＤＶ)纳米抗体 Ｎｂ２０５ 和抗鸡醛化红细胞(ｃＲＢＣ)纳米

抗体 ＮｂＲＢＣ４８ 的基因片段连接ꎬ构建双特异纳米抗体 Ｎｂ２０５￣４８ꎬ其相对分子质量为３.５×１０４ꎬ能同时与 ＦＭＤＶ 和

ｃＲＢＣ 反应ꎮ 利用 Ｎｂ２０５￣４８ 成功建立了可用于 ＦＭＤＶ 抗原检测的血凝方法ꎬ该方法检测灵敏度为 １ μｇ / ｍｌꎬ与其他

病毒无交叉反应ꎬ且批内和批间重复性好ꎮ 分别采用血凝法和夹心 ＥＬＩＳＡ 方法对 ３ 批次 ＦＭＤＶ 抗原进行了检测ꎬ
二者检测结果基本吻合ꎮ 本研究建立了基于双特异纳米抗体 Ｎｂ２０５￣４８ 的血凝检测方法ꎬ该方法具有较好的灵敏

度、特异性和重复性ꎬ且简便、快捷、成本低ꎬ其检测结果与传统的 ＦＭＤＶ 定量检测方法的检测结果相关性好ꎬ为检

测口蹄疫疫苗生产过程中 ＦＭＤＶ 抗原的含量提供了新方法ꎮ
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　 　 口蹄疫(Ｆｏｏｔ￣ａｎｄ￣ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅꎬＦＭＤ)是由口蹄

疫病毒(Ｆｏｏｔ￣ａｎｄ￣ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎬＦＭＤＶ)引起的

人畜共患病ꎮ 该病毒可以通过消化道、呼吸道等途

径在 ７０ 多种偶蹄动物(猪、牛、羊等)间快速传播ꎬ
造成巨大经济损失[１]ꎮ 世界动物卫生组织将其列

为 Ａ 类传染病之首ꎮ
疫苗接种是防控该病最有效的措施ꎬ免疫动物抵

御 ＦＭＤＶ 的能力与疫苗的质量密切相关ꎮ 依据«中
华人民共和国兽药典»ꎬＦＭＤＶ 疫苗质量控制的首要

指标是疫苗中有效抗原含量ꎮ ＦＭＤＶ 疫苗中有效抗

原含量测定的方法主要包括双抗体夹心酶联免疫法

(Ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ) [２￣３]、蔗
糖密度梯度离心法(Ｓｕｃｒｏｓｅ ｄｅｎｓｉｔｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｌｔｒａｃｅｎ￣
ｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎꎬＳＤＧ) [４] 以及高效液相色谱法(Ｈｉｇｈ￣ｐｅｒ￣
ｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬＨＰＬＣ) [５] 等ꎮ 但此类

方法操作繁琐、成本较高ꎬ且对实验室硬件条件以及

操作人员经验均有较高要求ꎬ因此不适用于一般实验

室ꎮ 血凝方法因为操作简便、对设备和工作人员要求

低等优点被广泛应用于基层实验室[６￣８]ꎬ由于 ＦＭＤＶ
没有血凝性ꎬ无法使用血凝方法进行检测ꎮ 近年来有

文献报道ꎬ利用双功能分子或双特异抗体可以实现红

细胞的交联和凝集ꎬ并成功建立可用于检测人体免疫

缺陷病毒 １ 型(ＨＩＶ￣１) [９]、乙肝病毒表面抗原(ＨＢ￣
ｓＡｇ) [１０]和猪圆环病毒(ＰＣＶ２) [１１]的血凝方法ꎮ 本研

究拟利用抗 ＦＭＤＶ 和抗醛化鸡红细胞(Ｃｈｉｃｋｅｎ ｒｅｄ
ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓꎬｃＲＢＣｓ)的纳米抗体构建一种新型双特异

纳米抗体(Ｂｉｓｐｅｃｉｆｉｃ ｎａｎｏｂｏｄｙ)Ｎｂ２０５￣４８ꎬ建立一种可

用于检测 ＦＭＤＶ 抗原的血凝方法ꎬ并对该方法的灵敏

度、特异性和重复性进行鉴定ꎬ为口蹄疫疫苗生产过

程中 ＦＭＤＶ 抗原含量的检测提供新的思路和参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

灭活 Ｏ 型 ＦＭＤＶ 抗原由中国农业科学院兰州

兽医研究所提供ꎬ３ 批次灭活 Ｏ 型 ＦＭＤＶ 抗原(ＦＭ￣
ＤＶ￣１、ＦＭＤＶ￣２ 和 ＦＭＤＶ￣３ꎬ３ 批次独立生产)由内蒙

古金宇集团提供ꎬ猪圆环病毒 ２ 型(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒ￣
ｕｓ ｔｙｐｅ ２ꎬＰＣＶ２)、猪繁殖与呼吸综合征病毒(Ｐｏｒ￣
ｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓꎬ
ＰＲＲＳＶ)、猪伪狂犬病毒( Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓꎬＰＲＶ)
和猪流行性腹泻病毒(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉ￣
ｒｕｓꎬＰＥＤＶ)均由江苏省农业科学院动物免疫工程研

究所保存ꎻ 载体 ｐＥＴ３２ａ 和 ｐＭＤ１８￣Ｔ、 大肠杆菌

ＤＨ５α 和 ＢＬ２１ 购自 Ｎｏｖａｇｅｎ 公司ꎻＡｎｔｉ￣ｈｉｓ 鼠单抗

及 ＨＲＰ 羊抗鼠 ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ)购自武汉博士德生物工

程有限公司ꎻ限制性内切酶及 ＰＣＲ 相关试剂均购自

ＴａＫａＲａ 公司ꎻＨｉｓＴｒａｐ ＨＰ 亲和层析柱购自 Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ￣
ｅｎｃｅ 公司ꎻ口蹄疫 Ｏ 型抗体液相阻断 ＥＬＩＳＡ 检测试

剂盒购自中国农业科学院兰州兽医研究所ꎮ ｃＲＢＣｓ
由江苏省农业科学院动物免疫工程研究所制备ꎻ抗
ＦＭＤＶ 纳米抗体 Ｎｂ２０５[１２] 和抗 ｃＲＢＣｓ 纳米抗体

ＮｂＲＢＣ４８[１１]均由江苏省农业科学院动物免疫工程

研究所筛选获得ꎮ 本研究所涉及到的 ＰＣＲ 引物见

表 １ꎮ

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称 引物序列 (５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

ＮｂＦＭＤＶ￣ｌ ＣＡＴＡＴＧＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＧ(有下划线的为 Ｎｄｅ Ⅰ酶切位点)

ＮｂＦＭＤＶ￣ｒ ＧＡＣＣＣＣＡＧＣＴＣＣＡＡＡＧＣＴＣＣＣＡＡＡＧＣＴＣＣＣＡＡＣＧＧＴＣＡＣＴＴＧＧＧＴ

ＮｂＲＢＣ￣ｌ ＡＧＣＴＴＴＧＧＡＧＣＴＧＧＧＧＴＣＴＴＣＧＣＴＧＴＧＧＴＧＧＡＧＴＣＴＧＧＧＧＧＡＧＧＣ

ＮｂＲＢＣ￣ｒ ＧＣＧＧＣＣＧＣＴＧＡＧＧＡＧＡＣＧＧＴ(有下划线的为 Ｎｏｔ Ⅰ酶切位点)

１.２　 双特异纳米抗体 Ｎｂ２０５￣４８ 表达载体的构建

１.２.１　 ＮｂＦＭＤＶ￣ｌｉｎｋｅｒ￣ＮｂＲＢＣ 基因片段的扩增　 通

过连接肽将抗 ＦＭＤＶ 纳米抗体的基因片段 Ｎｂ２０５
和抗 ｃＲＢＣｓ 纳米抗体的基因片段 ＮｂＲＢＣ４８ 连接ꎬ扩
增出 ＮｂＦＭＤＶ￣ｌｉｎｋｅｒ￣ＮｂＲＢＣ 基因片段[１１]ꎮ 具体操

作如下:以 Ｎｂ２０５ 基因序列为模板ꎬ以 ＮｂＦＭＤＶ￣ｌ

(含酶切位点 Ｎｄｅ Ⅰ)和 ＮｂＦＭＤＶ￣ｒ(含部分连接肽

序列)为引物ꎬ通过 ＰＣＲ 扩增出 ＮｂＦＭＤＶ￣ｌｉｎｋｅｒꎻ以
ＮｂＲＢＣ４８ 基因片段为模板ꎬ以 ＮｂＲＢＣ￣ｌ(含部分连接

肽序列)和 ＮｂＲＢＣ￣ｒ(含酶切位点 Ｎｏｔ Ⅰ)为引物ꎬ通
过 ＰＣＲ 扩增出 ｌｉｎｋｅｒ￣ＮｂｃＲＢＣꎮ 以 ＮｂＦＭＤＶ￣ｌ 和

ＮｂＲＢＣ￣ｒ 为引物ꎬ采用重叠延伸 ＰＣＲ(Ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｏｖｅｒ￣
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ｌａｐ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ＰＣＲꎬ ＳＯＥＰＣＲ) 将 ＮｂＦＭＤＶ￣ｌｉｎｋｅｒ 和

ｌｉｎｋｅｒ￣ＮｂＲＢＣ 组装成 ＮｂＦＭＤＶ￣ｌｉｎｋｅｒ￣ＮｂＲＢＣꎮ 所有

ＰＣＲ 产物均采用 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定ꎬ利用

ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒回收目的片段后连接 ｐＭＤ１８￣
Ｔ 载体ꎬ转化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ将菌落 ＰＣＲ 鉴定为阳

性的单克隆送至上海生工生物有限公司进行测序分

析ꎮ 将测序正确的扩增片段记为 ＮｂＦＭＤＶ￣ｌｉｎｋｅｒ￣
ＮｂＲＢＣꎮ
１.２. ２ 　 ｐＥＴ３２ａ￣Ｎｂ２０５￣４８ 表达载体的构建 　 采用

Ｎｄｅ Ⅰ和 Ｎｏｔ Ⅰ对 ＮｂＦＭＤＶ￣ｌｉｎｋｅｒ￣ＮｂＲＢＣ 和载体

ｐＥＴ３２ａ 进行双酶切ꎬ酶切产物经琼脂糖凝胶电泳后

利用 ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒回收目的片段ꎮ 将回收

的目的片段和载体 ｐＥＴ３２ａ 利用 Ｔ４ 连接酶连接后

转化大肠杆菌 ＢＬ２１ꎮ 随机挑选单克隆ꎬ进行菌落

ＰＣＲ 鉴定和双酶切鉴定ꎬ将鉴定为阳性克隆送上海

生工生物有限公司进行测序分析ꎮ 将测序正确的克

隆记为 ｐＥＴ３２ａ￣Ｎｂ２０５￣４８ꎮ
１.３　 Ｎｂ２０５￣４８ 的表达与纯化

将 ｐＥＴ３２ａ￣Ｎｂ２０５￣４８ 转化的大肠杆菌 ＢＬ２１ 接

种到含终质量浓度为 １００ μｇ / ｍｌ氨苄西林的 ＬＢ 培

养基中ꎬ３７ ℃ 恒温摇床上培养ꎮ 待菌液 ＯＤ６００ 为

０.６~０􀆰 ８ 时ꎬ添加终浓度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＩＰＴＧꎬ１６ ℃
恒温摇床上诱导表达过夜ꎮ ８ ０００ ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ 收

集菌体ꎬＰＢＳ(ｐＨ ７􀆰 ２)重悬菌体后进行高压破碎ꎮ
将细菌破碎液１２ ０００ ｇ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎮ
采用 ＨｉｓＴｒａｐ ＨＰ 对上清液进行亲和纯化ꎮ 采用

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定表达产物及纯化

的 Ｎｂ２０５￣４８ꎮ
１.４　 间接 ＥＬＩＳＡ 鉴定 Ｎｂ２０５￣４８ 的反应原性

用碳酸盐缓冲液(ＣＢＳ)将新鲜的鸡红细胞稀释

至每 １ ｍｌ ２×１０５个ꎬ加到 ９６ 孔酶标板中 ３７ ℃包被 ２
ｈꎬ弃上清液后加入 ０.５％戊二醛室温固定 １０ ｍｉｎꎬ弃
去固定液后加入含 ３％过氧化氢的甲醇溶液室温 １
ｈ(淬灭内源性过氧化物酶)ꎬＰＢＳＴ 洗涤后用 １％明

胶￣ＰＢＳＴ 封闭酶标板ꎬＰＢＳＴ 洗涤后备用ꎮ 用 ＣＢＳ 将

ＦＭＤＶ 稀释至 １ μｇ / ｍｌ后加到 ９６ 孔酶标板中 ３７ ℃
包被 ２ ｈꎬＰＢＳＴ 洗涤后用 １％明胶￣ＰＢＳＴ 封闭酶标

板ꎬＰＢＳＴ 洗涤后备用ꎮ 用 ＰＢＳＴ 将 Ｎｂ２０５￣４８ 稀释

到 １ μｇ / ｍｌ后加入到上述制备好的酶标板中ꎬ另用

Ｎｂ２０５、ＮｂＲＢＣ４８ 和 ＰＢＳ 分别代替 Ｎｂ２０５￣４８ 作为对

照ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎮ ＰＢＳＴ 洗涤后向上述酶标板中加

入１ ∶ ２ ０００稀释的 Ａｎｔｉ￣ｈｉｓ 鼠单抗ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎮ

ＰＢＳＴ 洗涤后向上述酶标板中加入１ ∶ １０ ０００稀释的

ＨＲＰ￣羊抗鼠 ＩｇＧ (Ｈ＋Ｌ)ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎮ ＰＢＳＴ 洗

涤后向上述酶标板中加入 ＴＭＢ 显色液ꎬ室温显色

１０ ｍｉｎꎮ 用 ２ ｍｏｌ / Ｌ硫酸终止反应后ꎬ酶标仪上读取

４５０ ｎｍ 处吸光值ꎮ
１.５　 基于 Ｎｂ２０５￣４８ 的血凝方法的建立

１.５.１　 Ｎｂ２０５￣４８ 工作质量浓度的确定 　 预先在血

凝板上每孔加入 ２５ μｌ ＦＭＤＶ(１０ μｇ / ｍｌ)和 ２５ μｌ
ｃＲＢＣｓ(每 １ ｍｌ ２×１０５个细胞)ꎮ 用 ＰＢＳ 将 Ｎｂ２０５￣４８
稀释至 ３２􀆰 ００ μｇ / ｍｌ、 １６􀆰 ００ μｇ / ｍｌ、 ８􀆰 ００ μｇ / ｍｌ、
４􀆰 ００ μｇ / ｍｌ、２􀆰 ００ μｇ / ｍｌ、１􀆰 ００ μｇ / ｍｌ、０􀆰 ５０ μｇ / ｍｌ和
０􀆰 ２５ μｇ / ｍｌꎮ 取 ２５ μｌ 稀释后的 Ｎｂ２０５￣４８ 加入到上

述血凝板中ꎬ并用 ＰＢＳ 代替 Ｎｂ２０５￣４８ 作为对照ꎬ轻
轻振荡混匀ꎬ３７ ℃孵育 １５ ｍｉｎꎬ观察血凝结果ꎮ 引

起 ｃＲＢＣｓ 完全血凝时 Ｎｂ２０５￣４８ 的最低质量浓度为

Ｎｂ２０５￣４８ 的工作质量浓度ꎮ
１.５.２　 灵敏度测定　 用 ＰＢＳ 将 ＦＭＤＶ 抗原稀释至

８􀆰 ００ μｇ / ｍｌ、４􀆰 ００ μｇ / ｍｌ、２􀆰 ００ μｇ / ｍｌ、１􀆰 ００ μｇ / ｍｌ、
０􀆰 ５０ μｇ / ｍｌ和 ０􀆰 ２５ μｇ / ｍｌꎮ 取 ２５ μｌ 稀释后的 ＦＭ￣
ＤＶ 加入到血凝板中ꎬ再向每孔中加入 ２５ μｌ ｃＲＢＣｓ
和 ２５ μｌ Ｎｂ２０５￣４８ꎬ用 ＰＢＳ 代替 ＦＭＤＶ 作为对照ꎬ轻
轻振荡混匀ꎬ３７ ℃孵育 １５ ｍｉｎꎬ观察血凝结果ꎮ 能

引起 ｃＲＢＣｓ 完全凝集时抗原最低质量浓度为该方

法的检测灵敏度ꎮ
１.５.３　 特异性试验　 在血凝板中加入 ２５ μｌ ＦＭＤＶ、
ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ、ＰＲＶ、ＰＥＤＶ 和 ＰＢＳꎬ再向每孔中加

入 ２５ μｌ ｃＲＢＣｓ 和 ２５ μｌ Ｎｂ２０５￣４８ꎬ轻轻振荡混匀ꎬ
３７ ℃孵育 １５ ｍｉｎꎬ观察血凝结果ꎬ验证该方法的特

异性ꎮ
１.５.４　 批内和批间重复性试验 　 用 ＰＢＳ 将 ＦＭＤＶ
抗原稀释至 １６􀆰 ００ μｇ / ｍｌ、８􀆰 ００ μｇ / ｍｌ、４􀆰 ００ μｇ / ｍｌ、
２􀆰 ００ μｇ / ｍｌ、 １􀆰 ００ μｇ / ｍｌ、 ０􀆰 ５０ μｇ / ｍｌ 和 ０􀆰 ２５
μｇ / ｍｌꎮ 用同一批 Ｎｂ２０５￣４８ 工作液对每个稀释度

的 ＦＭＤＶ 重复检测 ３ 次ꎬ验证该方法的批内可重复

性ꎮ 用 ３ 批次 Ｎｂ２０５￣４８ 工作液对每个稀释度的

ＦＭＤＶ 重复检测 ３ 次ꎬ验证该方法的批间可重复性ꎮ
１.６　 血凝法与夹心 ＥＬＩＳＡ 方法检测结果的比较

将 ３ 批次灭活 Ｏ 型 ＦＭＤＶ 抗原(ＦＭＤＶ￣１ꎬＦＭ￣
ＤＶ￣２ꎬＦＭＤＶ￣３)梯度稀释后分别采用本研究建立的

基于 Ｎｂ２０５￣４８ 的血凝方法和夹心 ＥＬＩＳＡ 方法进行

检测ꎬ对比分析 ２ 种方法检测结果的相关性ꎮ 夹心

ＥＬＩＳＡ 方法具体操作如下:(１)将灭活 Ｏ 型 ＦＭＤＶ
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抗原用 ＰＢＳ 稀释至 １ μｇ / ｍｌ后ꎬ２ 倍梯度稀释成 ５ 个

梯度ꎬ作为标准品ꎻ将样品 ＦＭＤＶ￣１ꎬＦＭＤＶ￣２ꎬＦＭＥＶ￣
３ 抗原 ２ 倍梯度稀释ꎮ (２)取出口蹄疫 Ｏ 型抗体液

相阻断 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒中的已包被口蹄疫 Ｏ 型

兔抗的 ＥＬＩＳＡ 板ꎬ以每孔 ５０ μｌ 向上述板中分别加

入梯度稀释后的标准品和样品ꎬ以加入 ＰＢＳ 代替标

准品的孔为空白对照ꎻ３７ ℃温育 ６０ ｍｉｎꎮ (３)ＰＢＳＴ
洗板 ５ 次后ꎬ以每孔 ５０ μｌ 向 ＥＬＩＳＡ 板中加入口蹄

疫 Ｏ 型豚鼠抗体工作液ꎬ３７ ℃ 温育 ３０ ｍｉｎꎮ (４)
ＰＢＳＴ 洗板 ５ 次后ꎬ以每孔 ５０ μｌ 向 ＥＬＩＳＡ 板中加入

兔抗豚鼠 ＩｇＧ￣ＨＲＰ 工作液ꎬ３７ ℃温育 ３０ ｍｉｎꎮ (５)
ＰＢＳＴ 洗板 ５ 次后ꎬ将 ＴＭＢ 底物 Ａ 溶液和 Ｂ 溶液等

体积混合后以每孔 ５０ μｌ 加入到 ＥＬＩＳＡ 板中ꎬ３７ ℃
温育 １５ ｍｉｎꎮ (６)每孔加入 ５０ μｌ 终止液终止反应ꎬ
在酶标仪上读取 ＯＤ４５０值ꎮ 以 ＦＭＤＶ 抗原质量浓度

为横坐标ꎬＯＤ４５０值为纵坐标绘制标准曲线ꎬ根据样

品 ＯＤ４５０值计算出样品中 ＦＭＤＶ 抗原的含量ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 Ｎｂ２０５￣４８ 的构建、表达及鉴定

将 Ｎｂ２０５ 和 ＮｂＲＢＣ４８ 基因采用连接肽连接ꎬ成
功构建表达 Ｎｂ２０５￣４８ 的重组菌 ｐＥＴ３２ａ￣Ｎｂ２０５￣４８
(图 １)ꎮ 重组菌 ｐＥＴ３２ａ￣Ｎｂ２０５￣４８ 经 ＩＰＴＧ 诱导表

达和镍柱亲和纯化最终获得双功能纳米抗体

Ｎｂ２０５￣４８ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定结果

显示ꎬＮｂ２０５￣４８ 可在大肠杆菌中表达ꎬ其表达的蛋

白质相对分子质量为３.５×１０４(图 ２)ꎬ符合预期ꎮ 采

用间接 ＥＬＩＳＡ 对 Ｎｂ２０５￣４８ 与 ＦＭＤＶ 和 ｃＲＢＣｓ 的反

应性能进行检测ꎬ结果显示 Ｎｂ２０５￣４８ 可以同时与

ＦＭＤＶ 及 ｃＲＢＣｓ 反应ꎬ 且反应性能与 Ｎｂ２０５ 和

ＮｂＲＢＣ４８ 无明显差异(图 ３)ꎮ
２.２　 血凝方法的建立

２.２.１　 Ｎｂ２０５￣４８ 工作质量浓度的确定 　 将梯度稀

释后的 Ｎｂ２０５￣４８ 加入含 ＦＭＤＶ 和 ｃＲＢＣｓ 的血凝板

中进行血凝试验ꎬ确定其工作质量浓度ꎮ 结果显示ꎬ
当 Ｎｂ２０５￣４８ 质量浓度高于 ２ μｇ / ｍｌ时 ｃＲＢＣｓ 完全

凝集ꎬ当 Ｎｂ２０５￣４８ 低于 ２ μｇ / ｍｌ时 ｃＲＢＣｓ 部分凝集

或不凝集ꎬ表明 Ｎｂ２０５￣４８ 最佳工作质量浓度为 ２
μｇ / ｍｌ(图 ４)ꎮ
２.２.２　 灵敏度 　 将 ＦＭＤＶ 梯度稀释后进行血凝试

验ꎬ测定该方法的灵敏度ꎮ 结果显示ꎬ当 ＦＭＤＶ 质

量浓度高于 １ μｇ / ｍｌ时ꎬ ｃＲＢＣｓ 完全凝集ꎬ低于 １

泳道 Ｍ１:ＤＬ２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:Ｎｂ２０５ 基因片段ꎻ２:ＮｂＲＢＣ４８
基因片段ꎻ３:Ｎｂ２０５￣４８ 基因片段ꎻＭ２:ＤＬ １０ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎬ条
带碱基数从上至下依次为:１０ ０００ ｂｐ、７ ０００ ｂｐ、４ ０００ ｂｐ、２ ０００
ｂｐ、１ ０００ ｂｐ、５００ ｂｐ 以及 ２５０ ｂｐꎻ４:未经酶切处理的重组质粒

ｐＥＴ３２ａ￣Ｎｂ２０５￣４８ꎻ５:双酶切重组质粒 ｐＥＴ３２ａ￣Ｎｂ２０５￣４８ 后的产

物ꎮ
图 １　 重组质粒 ｐＥＴ３２ａ￣Ｎｂ２０５￣４８ 的鉴定

Ｆｉｇ. １ 　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ３２ａ￣
Ｎｂ２０５￣４８

Ｍ:蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎬ条带相对分子质量由上到下依次为 １.７×１０５、

１.３×１０５、１.０×１０５、７.０×１０４、５.５×１０４、４.０×１０４、３.５×１０４、２.５×１０４、

１.５×１０４ꎻ１:诱导后的转化的大肠杆菌ꎻ２:转化的大肠杆菌破碎

后的上清液ꎻ３:亲和纯化后的 Ｎｂ２０５￣４８ꎮ
图 ２　 Ｎｂ２０５￣４８ 的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ(Ａ)及Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ(Ｂ)鉴定

结果

Ｆｉｇ.２　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ(Ａ) ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ(Ｂ) ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
Ｎｂ２０５￣４８

μｇ / ｍｌ时 ｃＲＢＣｓ 不凝集ꎮ 说明能引起 ｃＲＢＣｓ 完全凝

集时 ＦＭＤＶ 的最低质量浓度为 １ μｇ / ｍｌꎬ因此该方

法的检测灵敏度为 １ μｇ / ｍｌ(图 ５)ꎮ
２.２.３ 　 特异性 　 将 ＦＭＤＶ、ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ、ＰＲＶ 和

ＰＥＤＶ 分别加入血凝板中进行血凝试验ꎮ 结果显示

仅 ＦＭＤＶ 能凝集 ｃＲＢＣｓꎬ其他病毒不能凝集 ｃＲＢＣｓ
(图 ６)ꎬ表明本方法具有较好的特异性ꎮ
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ＦＭＤＶ:猪口蹄疫病毒ꎻｃＲＢＣｓ:鸡醛化红细胞ꎮ
图 ３　 ＥＬＩＳＡ 鉴定 Ｎｂ２０５￣４８ 的反应性

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｂ２０５￣４８ ｂｙ ＥＬＩＳＡ

２.２.４　 批内与批间重复性　 采用同一批 Ｎｂ２０５￣４８
工作液对 ＦＭＤＶ 进行 ３ 次重复检测ꎬ其检测灵敏度

均为 １ μｇ / ｍｌ(图 ７Ａ)ꎻ采用不同批 Ｎｂ２０５￣４８ 工作

液对 ＦＭＤＶ 进行重复检测ꎬ其检测灵敏度均为 １
μｇ / ｍｌ(图 ７Ｂ)ꎬ表明该方法具有较好的可重复性ꎮ

图 ４　 Ｎｂ２０５￣４８ 最佳工作质量浓度

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｂ２０５￣４８

图 ５　 灵敏度检测结果

Ｆｉｇ.５　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

ＦＭＤＶ:口蹄疫病毒ꎻＰＲＲＳＶ:猪繁殖与呼吸综合征病毒ꎻＰＣＶ２:猪
圆环病毒 ２ 型ꎻＰＲＶ:猪伪狂犬病毒ꎻＰＥＤＶ:猪流行性腹泻病毒ꎮ

图 ６　 特异性测定结果

Ｆｉｇ.６　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

图 ７　 批内(Ａ)和批间(Ｂ)重复性测定结果

Ｆｉｇ.７ 　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｔｒａ￣ａｓｓａｙ (Ａ)
ａｎｄ ｉｎｔｅｒ￣ａｓｓａｙ(Ｂ)

２.３　 血凝法与夹心 ＥＬＩＳＡ 方法检测结果比较

将 ３ 批次灭活 Ｏ 型 ＦＭＤＶ 抗原(ＦＭＤＶ￣１、ＦＭ￣
ＤＶ￣２、ＦＭＤＶ￣３)梯度稀释后分别采用本研究建立的

血凝法和夹心 ＥＬＩＳＡ 方法进行检测ꎮ 图 ８ 为夹心

ＥＬＩＳＡ 的标准曲线ꎬ该曲线的Ｒ２ ＝ ０.９９７ ７>０􀆰 ９９５ꎬ表
明夹心 ＥＬＩＳＡ 检测结果准确ꎮ 表 ２ 为夹心 ＥＬＩＳＡ
检测 ３ 批次抗原在不同稀释倍数下的结果ꎬ数据显

示 ３ 批次抗原的质量浓度分别约为 ３２ μｇ / ｍｌ、３４
μｇ / ｍｌ、３３ μｇ / ｍｌꎮ 图 ９ 为血凝法检测 ３ 批次口蹄疫

抗原的结果ꎬ可见 ＦＭＤＶ￣１、ＦＭＤＶ￣２、ＦＭＤＶ￣３ 在稀

释倍数≤３２ 倍时出现血凝现象ꎬ稀释倍数为 ６４ 倍

时不出现血凝现象ꎬ可判定 ＦＭＤＶ￣１、ＦＭＤＶ￣２、ＦＭ￣
ＤＶ￣３ 的质量浓度均≥３２ μｇ / ｍｌꎬ这与夹心 ＥＬＩＳＡ 结

果基本相符ꎬ表明血凝法的检测结果与夹心 ＥＬＩＳＡ
方法的检测结果相关性好ꎮ
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图 ８　 夹心 ＥＬＩＳＡ 方法的标准曲线

Ｆｉｇ.８　 Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｓａｎｄｗｉｃｈ ＥＬＩＳＡ

３　 讨 论

口蹄疫对畜牧养殖业危害巨大ꎬ计划免疫口蹄

疫疫苗一直是防控该病的有效措施ꎮ 疫苗中 ＦＭＤＶ
的含量决定了该疫苗的质量和免疫效力ꎬ因此 ＦＭ￣
ＤＶ 含量的测定对于该病的防控至关重要ꎮ
　 　 蔗糖密度梯度离心法(ＳＤＧ)作为金标准是口蹄

疫疫苗中 ＦＭＤＶ 抗原定量最广泛使用的方法[１３]ꎬ但
该方法存在操作过程繁琐ꎬ耗时耗力ꎬ通量低ꎬ重复

性不佳等缺点[１４]ꎮ 为了提高定量结果的准确性和

可重复性ꎬ高效液相色谱(ＨＰＬＣ) [１５￣１６] 被引入后已

表 ２　 夹心 ＥＬＩＳＡ 方法检测 ３ 批次 ＦＭＤＶ 的结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ＦＭＤＶ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｓａｎｄｗｉｃｈ ＥＬＩＳＡ

稀释倍数
ＦＭＤＶ￣１

ＯＤ４５０ 检测值(μｇ / ｍｌ)

ＦＭＤＶ￣２

ＯＤ４５０ 检测值(μｇ / ｍｌ)

ＦＭＤＶ￣３

ＯＤ４５０ 检测值(μｇ / ｍｌ)

３２ １.３０３ ３２.０ １.３７８ ３４.１ １.３２９ ３２.７

６４ ０.７６４ ３２.６ ０.７８９ ３４.１ ０.７７３ ３３.１

１２８ ０.４８２ ３２.４ ０.５００ ３４.５ ０.４８６ ３２.９

图 ９　 血凝法检测 ３ 批次 ＦＭＤＶ 的结果

Ｆｉｇ.９　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ＦＭＤＶ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

取代 ＳＤＧꎮ 但该方法对样品的纯度要求较高ꎬ上机

前需 先 对 样 品 进 行 蔗 糖 密 度 梯 度 离 心 纯 化ꎮ
ＥＬＩＳＡ[３ꎬ１７￣２０]虽然操作简单、通量高、检测时长短ꎬ但
仍存在依赖高精度设备和有经验操作人员等缺点ꎮ
血凝方法是一种基层兽医工作人员在畜禽疾病诊断

中广泛应用的快速检测方法[２１]ꎬ该技术具有受干扰

因素(如环境温度、红细胞质量、操作人员技术水

平)影响小、操作简便、耗时短、肉眼即可判读检测

结果等优点ꎬ一直被用于具有血凝活性病毒(如流

感病毒)的检测[２２]ꎮ 随着双功能分子的出现ꎬ血凝
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方法也被用于检测无血凝性的病毒(如 ＨＩＶ、ＨＢ￣
ｓＡｇ、ＰＣＶ２)ꎮ 这种双功能分子一般由抗红细胞抗体

和抗原分子或抗红细胞抗体和抗体两部分通过化学

交联或重组表达获得[２３]ꎮ 传统双功能分子中的抗

体一般为单链抗体ꎬ但是单链抗体相对分子质量大ꎬ
在表达时容易聚沉且产量低ꎮ 纳米抗体是目前已知

的具有完整功能的最小抗原结合片段ꎬ因其相对分

子质量小、热稳定性强、易可溶性表达等优点被广泛

应用于疾病治疗和诊断试剂的研究[２４]ꎮ

４　 结 论

本研究将抗 ＦＭＤＶ 和 ｃＲＢＣ 的纳米抗体融合表

达构建了双特异纳米抗体 Ｎｂ２０５￣４８ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 及

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示 Ｎｂ２０５￣４８ 能在大肠杆菌

中可溶性表达ꎬ间接 ＥＬＩＳＡ 结果显示 Ｎｂ２０５￣４８ 与

ＦＭＤＶ 和 ｃＲＢＣ 均有较好的反应性能ꎮ 基于 Ｎｂ２０５￣
４８ 的双特异性ꎬ本研究建立了用于 ＦＭＤＶ 检测的血

凝方法ꎮ 通过试验确定了该方法的灵敏度为 １
μｇ / ｍｌꎬ特异介导 ＦＭＤＶ 凝结 ｃＲＢＣꎬ与其他病毒无

交叉反应ꎬ且批内和批间重复性好ꎮ 分别采用本研

究建立的血凝法和夹心 ＥＬＩＳＡ 方法对 ３ 批次 Ｏ 型

ＦＭＤＶ 抗原进行检测ꎬ二者的检测结果基本吻合ꎬ表
明该血凝法有用于检测 ＦＭＤＶ 含量的潜力ꎮ 由于

方法的局限性ꎬ本研究建立的血凝法灵敏度为 １
μｇ / ｍｌꎬ不如夹心 ＥＬＩＳＡ 方法(０􀆰 ０６ μｇ / ｍｌ)ꎮ 但该

方法的检测时间只有 １５ ｍｉｎꎬ远远低于夹心 ＥＬＩＳＡ
方法(２ ｈ １５ ｍｉｎ)等传统的 ＦＭＤＶ 检测方法ꎬ可实

现 ＦＭＤＶ 的快速高通量检测ꎮ 后续的研究工作中ꎬ
我们还可以通过优化融合表达方式和筛选亲和力更

高的纳米抗体去提高该方法灵敏度ꎮ
综上所述ꎬ本研究通过构建双特异纳米抗体ꎬ建

立了可用于 ＦＭＤＶ 抗原检测的血凝方法ꎬ该方法灵

敏度高、特异性强、重复性好ꎬ检测结果与传统检测

方法的检测结果相关性好ꎬ操作简便ꎬ成本低ꎬ耗时

短ꎬ为检测口蹄疫疫苗生产过程中 ＦＭＤＶ 抗原的含

量提供了新方法ꎮ
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