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要"目的
!

制备
T̂SC"
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*

抗体检测试剂盒并评估其检测效果&方法
!

采用
0FC=!0

分别获取
T̂SC"

型
(

%

*

组的

MO

-"

以及
T̂SC+

MO

/A

的优势表位基因!并通过柔性链将各表位基因嵌合!重组表达!亲和纯化%辣根过氧化酶标记!与包被抗原

配对筛选!获取检测
T̂S

抗体的双抗原试剂&结果
!

成功嵌合各表位基因并获得表达!纯化后的抗原具有很高的抗原活性!检测

灵敏度与国外试剂相当&结论
!

采用柔性链技术嵌合表达制备的
T̂SC"

'

+

'

*

抗体联合诊断试剂盒对
T̂S*

组病毒株的检测具

有较高灵敏度&

关键词"

T̂S*

亚型#

!

酶联免疫诊断#

!

柔性链#

!

双抗原夹心
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人免疫缺陷病毒$
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H
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#

T̂S

&在

病毒分类中属逆转录病毒科慢病毒属中的人类免疫缺陷病毒#

可分为
T̂SC"

型和
T̂SC+

型#由于
T̂SC"

的遗传变异#目前

已经有
2

至
Y"#

种基因亚型(

"

)

'

T̂SC"

型可进一步分为
/

个

组!

(

亚型组$

@L3:

#即主要组&*

*

亚型组(

+

)

$

<G8'3:&

#即外围

组&和
1

亚型组$

:&P

#

:<:C(

#

:<:C*

#新组或非
(

非
*

组&'

目前#国外绝大多数及国内全部的
T̂S

检测试剂都只能检测

T̂SC"

亚型
(

组和
T̂SC+

亚型#而对于
*

组
T̂SC"

病毒株

无检测能力#直接导致了
T̂SC"

型
*

组病毒株的漏检 (

/C-

)

'

而国内尚未有此类试剂成功开发的报道'本研究的目的就是

开发此类产品#打破国外产品的垄断'

@

!

材料与方法

@,@

!

菌株*表达质粒和基因模板
!

菌株
\?+"

$

b[/

&购自深圳

源动力科技有限公司'表达质粒
=4[_C-FC"

*

O

[FC/+L

为基

因酷保藏中心$

PPP,

M

&:&K<<',K<@

&提供'

T̂S

阳性血清为

本院收集的门诊标本'

@,A

!

工具酶和试剂
!

病毒
012

提取试剂盒*

0FC=!0

试剂

盒*质粒提取试剂盒*

=!0

产物回收试剂盒*

T=F4

以及
0̂=

购自上海生工生物工程技术服务有限公司%

FL

R

酶*

%1F=

@3Q8G9&

*限制性内切酶*

F-

连接酶*

b12

分子量标准
b?+###

购自大连宝生物工程有限公司%

13C1F2

亲和柱为
a3L

M

&:

公

司产品%

T̂S

确认试剂为
4&:&'L;

公司产品'

@,B

!

克隆*表达及纯化

@,B,@

!

参照
1!\T

上的中国地区
T̂S&:N

基因序列#辅以生

物软件分析
T̂S&:N

基因的优势表位基因#由上海英骏生物

技术有限公司合成下列引物'

T̂SC"(&:N

$

MO

-"

&

(

MO

-"CX

!

444 442 F!! 44F 44F F!F 44F 44F

2!F2F444!F4

$划线部分为
\L@^

*

酶切位点#黑框内为

柔性链基因&'

(

MO

-"C0

!

!!! 422 FF!FF2 242 F!F !24 !!2

2FFF4FF2F4FF222!

$划线部分分别为
[K<0

*

和
\

M

'

+

酶切位点&'

T̂SC"*&:N

$

MO

-"

&

*

MO

-"CX

!

444 442 F!! 44F 44F 24F 44F 44F

4!!FF2422 2!!FFFF2F!24 2

$划线部分分别为

\L@^

*

酶切位点#黑框内为柔性链基因&'

*

MO

-"C0

!

444 422 FF!FF2 242 F!F!!2 F4F

2F!4FF!!2FFFF2!

$划线部分分别为
[K<0

*

和
\

M

'

+

酶切位点&'

T̂SC+&:N

$

MO

/A

&

+

MO

/ACX

!

FFF 442 F!! 44F 44F F!F 44F 44F

42F4F44F!224242!22!22

$划线部分为
\L@^

*

酶切位点#黑框内为柔性链基因&'

+

MO

/AC0

!

!!! 422 FF! FF2 242 F!F 22! 2F!

!!24!F2FFF22FFFF

$划线部分分别为
[K<0

*

和
\

M

'

+

酶切位点&'

从
T̂S

阳性患者血清中提取总
012

#再以上述引物#进

行
0FC=!0

反应#得到的
T̂SC"

型
(

*

*

组的
MO

-"

基因以及

T̂SC+

型的
MO

/A

基因#分别命名为
T̂SC"

*

T̂SC*

*

T̂SC+

'

@,B,A

!

基因克隆
!

=!0

产物回收之后#连接
=4[_C-FC"

载

体$简称
-F

&#转化
\?C+"

#涂板#

/.j

培养过夜#次日挑取单

菌落#

=!0

鉴定#阳性克隆转接于
+@??\

培养基中#

T=F4

诱

导
-I

#

"+V>b>C=24[

电泳表达鉴定#正确表达的菌测序'测

+

+AD

+

国际检验医学杂志
+#""

年
-

月第
/+

卷第
D

期
!

T:8Y?L;(&%

!

2

O

93'+#""

!

S<',/+

!

1<,D



序正确的进行多表位嵌合抗原表达质粒的构建!

O

-FĈ TSC"

质粒用
\

M

'

+

和
[K<0

*

双酶切之后#回收载体#连接经过

\L@^

*

和
[K<0

*

双酶切之后的
T̂SC+

片段#得到
-FĈ TSC

"C+

'

T̂SC*

片段也依此法构建#最后获得表达质粒
-FĈ TSC

"C+C*

#其表达的抗原用作包被抗原#简称
-FC"

"

+

"

*

'

\L@^

*

和
[K<0

*

双酶切质粒
-FĈ TSC"C+C*

#切下目的片段
T̂SC"C+C

*

#连接到
O

[FC/+L

$简称
/+L

&载体#最后获得表达质粒

O

[FC/+LĈ TSC"C+C*

#其表达的抗原作为标记抗原#简称

/+LC"

"

+

"

*

'

@,B,B

!

抗原纯化
!

将含有
-FĈ TSC"C+C*

质粒的菌株#接种

于
D##@?

含有
"##@

M

"

?

氨苄西林钠的
?\

培养基中#

/.j

恒温摇床
+##9

O

@

培养过夜$

"-I

&

T=F4

诱导
-I

#收集菌液#

以离心半径
5K@

#

D###9

"

@3:

离心
+#@3:

#弃上清液#沉淀用

"#@?

裂解液裂解#超声破碎菌体#

"+###9

"

@3:

离心
+#@3:

#

>b>C=24[

电泳#发现目的蛋白分布在裂解液上#弃沉淀#上清

液通过硫酸铵饱和梯度$

+#V

"

-#V

&沉淀目的蛋白#沉淀用

+#@(=\>

复溶#用
4'G8L8I3<:&>&

O

IL9<7&-\

亲和层析柱纯

化蛋白#

>b>C=24[

电泳检测纯度#此蛋白命名为
-FĈ TS

2

M

'将含有
O

[FC/+LĈ TSC"C+C*

质粒的菌株#接种于
D##@?

含有
"##@

M

"

?

氨苄西林钠的
D##@??\

培养基中#后续纯化

步骤同
-FĈ TS 2

M

#最后上
13C1F2

亲和层析柱纯化蛋白#

>b>C=24[

电泳检测纯度#此蛋白命名为
/+LĈ TS2

M

'

@,C

!

抗原标记生物素及亲和素标记
0̂=

!

标记方法$过碘酸

钠法&参照文献(

D

)操作#得到的标记物命名为
/+LĈ TS 2

M

C

0̂=

'

@,D

!

双抗原夹心法检测
T̂S

抗体
!

将
-FĈ TS 2

M

抗原以

"k+###

的比例用碳酸盐缓冲液$

D#@(

#

O

^$,D"

&稀释#

"##

!

?

"孔加入酶标板#

-j

包被
+-I

#次日用
=\>CF

#

O

^.,-

&洗

涤液洗板二次#拍干#

"+#

!

?

"孔加入含
/#V

新生牛血清#

5V

蔗糖#

Dl

酪蛋白#

"D#@( 1L!'

的
O

^.,-

#

"#@( =\

封闭

液#

/.j

封闭
+I

#甩掉孔内液体#拍干#置室温
+#

"

+Dj

*湿

度
DDV

"

ADV

*有通风设备的房间内风干'

在包被酶标板中先加入
"##

!

?

待测样品*阴性参照样品*

阳性参照样品对照#

/.j

温育
/#@3:

%用
=\>F

洗涤液洗板
D

次#拍 干'再
"##

!

?

"孔 加 入 含 有
+#V

新 生 牛 血 清#以

"k+###

稀释的
/+LĈ TS2

M

C\3<83:

标记物#以及
"k"###

稀

释的
2N3%3:Ĉ 0=

标记物的
O

^.,-

的
+#@( =\

缓冲液#

/.j

温育
/#@3:

%用
=\>F

洗涤液洗板
D

次#拍干'

每孔加入含
#,Dl

过氧化氢尿素*

-,.Al

三水合乙酸钠*

#,$l

冰醋酸的显色剂
2

及含
#,/+lF(\

*

D@(

柠檬酸*

#,D

@([bF2C+1L

*

DV

甲醇*

+l

二甲基甲酰胺的显色剂
\

各
D#

!

?

#

/.j

避光显色
"#@3:

'每孔加
D#

!

?

#含
+(

硫酸的终止

液终止反应#酶标仪
-D#:@

波长$参考波长
A/#:@

&空白孔校

零后读取
*b

值'

截值$

!*S

&计算!

!*Sc

阴性对照平均
*b

值
d+,#

#阴

性对照
*b

值低于
#,#.D

按
#,#.D

计算#高于
#,#.D

按实际

*b

值计算%待测样品
*b

值大于或等于
!*S

为阳性#待测样

品
*b

值小于
!*S

为阴性'

@,K

!

对照试剂盒
!

选取国外某厂家的
T̂SC"

"

+

"

*

检测试剂

盒#以及
+

种国内
T̂S

抗体检测试剂盒作为对照#检测
"#

份

经过
4&:&'L;

公司的确认试剂盒验证阳性的
T̂S

感染者血

清#以及
"#

份阴性血清#来测试本实验室建立的
T̂SC"

"

+

"

*

抗体联合检测试方法的效果'

A

!

结
!!

果

A,@

!

多表位基因的嵌合
!

通过
0FC=!0

扩增获得
T̂SC"

型

(

*

*

组的
MO

-"

基因片段'通过酶切*连接等分子克隆实验手

段构建多表位嵌合抗原表达质粒
-FC/+LĈ TSC"C+C*

以及

O

[FC/+LĈ TSC"C+C*

#利用上述引物#

=!0

扩增鉴定#表达质粒

均可扩增出相应的基因片段#证明该表达质粒均已构建成功'

将两株表达质粒拿去测序#结果正如预期设想'

A,A

!

抗原表达及纯化
!

将构建的含有目的基因的表达质粒转

化到
\?+"

$

b[/

&受体菌中#经
T=F4

诱导后#

>b>C=24[

鉴

定#嵌合抗原以上清形式表达#

-FĈ TS2

M

抗原表达量约占菌

体蛋白总量的
"#V

#

/+LĈ TS2

M

抗原表达量约占菌体蛋白总

量的
"DV

'

A,B

!

抗原标记
!

表达上清经过硫酸铵浓缩后的样品#采用亲

和纯化之后#经
>b>C=24[

鉴定#均可达到电泳纯#纯度达到

$DV

以上'

A,C

!

双抗原试剂调试及试剂盒优化
!

本试剂盒以及对照试剂

盒检测
D

例
T̂S

阳性标本*

D

例为抗
T̂SC"*

组病毒株血清*

"#

例
T̂S

阴性标本的结果#见表
"

'

表
"

!!

各
T̂SC"

&

+

&

*

抗体联合检测试剂盒比较"

血清$ 本试剂盒 进口试剂盒 国产试剂盒
"

国产试剂盒
+

=" "D,A$ "A,+D "#,/# "+,/-

=+ "-,+" "/,$- "",5. "+,/#

=/ "+,A+ "#,$5 .,$A 5,-.

=- "#,+A 5,"+ D,5- A,$"

=D #,++ #,+/ #,+A #,-+

=A D,D- D,+/ #,/" #,-/

=. -,5A D,"" #,+/ #,D"

=5 D,.. D,A- #,+5 #,D.

=$ ",++ #,5$ #,+A #,-+

="# #,-D #,"$ #,-A #,/$

1" #,". #,+" #,/" #,DA

1+ #,/- #,+5 #,/- #,/-

1/ #,+/ #,+# #,+$ #,+5

1- #,/" #,"/ #,D- #,-.

1D #,/D #,+- #,A" #,/-

1A #,+- #,+$ #,/- #,/5

1. #,"A #,"- #,+A #,D"

15 #,-D #,+/ #,". #,+-

1$ #,/$ #,"$ #,/" #,/"

1"# #,+5 #,"5 #,-" #,/5

!!

"

!表中数据为
*b

"

!*S

%

$

!血清已经事先用
4&:&'L;

公司的确

认试剂盒验证#其中
="

"

=-

为
T̂SC"

的
(

组阳性血清%

=D

为
T̂SC+

阳性血清%

=A

"

="#

为抗
T̂SC"*

组病毒血清$其中
=$

为
=5

稀释
"#

倍%

="#

为
=5

稀释
"##

倍&%

1"

"

1"#

为
T̂S

阴性血清'

如表
"

所示#本实验室制备的
T̂SC"

"

+

"

*

双抗原夹心法

T̂S

检测试剂盒#其灵敏度和特异性已经接近国外进口试剂

盒的水平#灵敏度比国内试剂盒有较大优势%在针对
T̂SC*

型

标本的检测方面#国产试剂盒由于没有加入
T̂SC*

组的抗原#

所以出现了漏检$

=A

"

="#

&#而国外试剂在
T̂SC*

抗血清稀
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释到一定倍数后灵敏度降低的比较快#本试剂对于
T̂SC*

病

毒株的检测上具有更高的灵敏度'

B

!

讨
!!

论

据
6^*

最新统计#全球
T̂S

感染人数高达
//##

余万#

其中亚洲感染人数约
-$#

万#

+##.

年造成的死亡人数达
+"

余

万#并仍有
+D#

余万新发病例(

AC.

)

'中国
T̂S

感染人数达
5-

万#处于流行的高速增长期(

.

)

'

T̂S

感染已成为各国严重的

社会问题及医学难题#其危害难以估量(

5C$

)

'

T̂SC"

的
(

组病

毒呈全球性流行#我国也基本上是该组病毒株#而
T̂SC"

的
*

组#

1

组和
T̂SC+

型只在非洲某些局部地区流行(

"#

)

'目前#国

外绝大多数及国内全部的
T̂S

检测试剂都只能检测
T̂SC"

亚型
(

组和
T̂SC+

亚型#而对于
*

组
T̂SC"

病毒株无检测

能力#直接导致了
T̂SC"

型
*

组病毒株的漏检(

/C-

)

'随着世界

经济日益紧密#各国往来日益频繁#原本只存在于非洲局部地

区的
T̂S*

亚型在北美*欧洲和澳大利亚均有报道(

""

)

#各国

科学家也纷纷加强针对
*

组病毒检测试剂研究'目前#已有

包括罗氏$

*98I<!'3:3KL'b3L

M

:<783K7T:K

&*生物梅里埃$

\3C

<(&93&GQT:K

&和西门子$

>3&@&:7

&在内的知名企业研发出试剂

盒(

"+C"D

)

'

[?T>2

技术是世界公认的#较成熟的生物分析技术#由于

该技术产品具有使用方便*灵敏度高和较经济等优点#

6^*

曾向各国推荐使用'目前以该技术已开发出了第三代
T̂S

双

抗原夹心法检测抗体诊断试剂#所以双抗原夹心法是目前主流

的
T̂S

检测方法'对于同时检测
T̂SC"*

#

(

亚型和
T̂SC+

型病毒抗体的技术#国外已有此类产品的销售#技术上完全

可行'

本项目产品采用柔性链将
/

段表位基因嵌合在一起#一方

面作为一个嵌合抗原能够顺利表达%另外一方面#表达后各自

的抗原活性并没有丧失'我们也尝试过不加柔性链直接嵌合

表达#但是嵌合在中间位置的
T̂SC+

MO

/A

的抗原活性很低'

我们分析#

T̂SC"(

MO

-"!

端和
T̂SC+

MO

/A1

端刚性连接#

而
T̂SC+

MO

/A!

端和
T̂SC"*

MO

-"1

端也是刚性连接#但重

组抗原表达出来后#经过自然构像#两端的
MO

-"

把
MO

/A

的结

构破坏#阻碍了
MO

/A

表位的暴露#造成
T̂SC+

阳性标本的漏

检'而柔性链#我们知道是几个可以自由旋转的氨基酸分子#

/

段表位基因经过柔性连接后#在表达过程中都尽可能的保持了

天然构造#较好的保持了各自的抗原活性#本研究对比试验也

很好的说明了这点'

病毒传播是没有国界的#因此做好预防是阻止病毒扩散的

有效途径'虽然我国没有
T̂SC"*

组感染者#但并不代表以

后不会有#因此在
T̂S

的检测中加入对
*

组病毒株的检测非

常有意义'

参考文献

(

"

)

&̂

H

:%3KWQ?

#

YL:77&:76

#

2'L9

H

(

#

&8L',4&:&83KNL93L;3'38

H

<J

T̂S8

HO

&"3:\&:3:

(

Y

)
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