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摘要： 旨在建立一种检测猪肺炎支原体 （Ｍｈｐ） 抗体的方法。 选取 Ｍｈｐ Ｐ４６、 Ｐ９７ 和 Ｐ６５ 的截短蛋白作为抗原， 不同抗原之间用柔性连接肽

Ｌｉｎｋｅｒ （ＧＧＧＧＳ） 将 ３ 个片段进行连接， 构建重组质粒 ｐＥＴ２８－Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５， 对该质粒进行双酶切鉴定， 确认结果无误后， 将其转化至

ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞， 诱导表达后获得可溶性表达的 Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ 截短融合蛋白。 以纯化的 Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ 截短融合蛋白为包被

抗原， 优化各项反应条件， 初步建立了间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法。 优化结果显示： ＥＬＩＳＡ 方法的抗原包被浓度为 １􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ， 待检血清 １ ∶ ５０ 稀

释； 羊抗猪 ＩｇＧ－ＨＲＰ 抗体使用浓度为 １ ∶ １ ０００， 临界值为 ０􀆰 ２５０。 该方法具有较高的特异性， 与猪丹毒杆菌 （Ｅｒ）、 伪狂犬病病毒 （ＰＲＶ）、 猪瘟

病毒 （ＣＳＦＶ） 等病原抗体无交叉反应； 批内和批间变异系数均低于 １０％， 表现出良好的重复性。 采用本研究建立方法和 ＩＤＥＸＸ 公司 Ｍｈｐ 抗体

ＥＬＩＳＡ 试剂盒对比检测 ２１７ 份临床血清， 结果显示， Ｍｈｐ ＥＬＩＳＡ 阳性率为 ４７％ （１０２ ／ ２１７）， 阴性率 ５３％ （１１５ ／ ２１７）； ＩＤＥＸＸ ＥＬＩＳＡ 阳性率为

５４􀆰 ８４％ （１１９ ／ ２１７）， 阴性率 ４５􀆰 １６％ （９８ ／ ２１７）， 两者的阳性符合率为 ８０􀆰 ６７％， 阴性符合率为 ９３􀆰 ８８％， 总符合率为 ８６􀆰 ６４％。 上述结果表明， 本

研究所建立的 Ｍｈｐ ＥＬＩＳＡ 方法检测结果准确可靠， 具有很好的应用前景。
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　 　 猪支原体肺炎 （Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｏｆ ｓｗｉｎｅ，
ＭＰＳ） 是由猪肺炎支原体 （Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，
Ｍｈｐ） 感染引起的慢性呼吸道疾病， 以咳嗽、 气喘、
生长发育不良、 高发病率和低死亡率为主要特征［１］，
是猪场常见的一种传染病， 也被称为猪气喘病、 猪地

方流行性肺炎等［２］。 Ｍｈｐ 本身致死率不高， 但很容

易继发感染猪繁殖与呼吸系统综合征病毒 （ＰＲＲＳＶ）
和猪圆环病毒 ２ （ＰＣＶ２） 等， 严重的导致猪死亡，
造成的经济损失巨大［３－４］。

Ｍｈｐ 缺乏细胞壁， 其细胞膜在该菌致病过程中

发挥着极其重要的作用。 Ｐ４６ 和 Ｐ６５ 蛋白属于 Ｍｈｐ
表面抗原， 是免疫优势蛋白［５］； ｐ９７ 蛋白作为主要抗

原决定簇使机体产生强烈免疫反应， 也可以发挥纤毛

的黏附功能［６］， 常应用于 Ｍｈｐ 血清学检测和亚单位

疫苗的开发。 目前， 血清学检测方法是 Ｍｈｐ 流行病

学调查较为常用的方法［７］。 Ｓｏｒｅｎｓｅｎ 等［８］ 对 Ｍｈｐ 的

早期诊断技术进行研究， 指出用优势抗原建立 ＥＬＩＳＡ
方法具有高特异性的特点， 且该方法操作简单、 检测

速度快， 是目前临床应用最广泛的 Ｍｈｐ 抗体检测方

法［９］。 当前我国主要使用进口 Ｍｈｐ 抗体 ＥＬＩＳＡ 检测

试剂盒， 价格相对较贵， 限制了其在临床中的大规模

应用。 本研究通过对主要保护性蛋白 Ｐ４６、 Ｐ９７ 和

Ｐ６５ 在大肠杆菌中进行截短融合表达、 纯化， 并建立

了基于截短融合蛋白 Ｍｈｐ － Ｐ４６ － Ｐ９７ － Ｐ６５ 的间接

ＥＬＩＳＡ 检测方法， 且进行了初步应用， 为 Ｍｈｐ 感染

的血清学诊断提供一定的帮助。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂

ｐＥＴ－２８ａ （＋） 质粒由本实验室保存； Ｎｉ－ＩＤＡ 纯

化介质购自武汉汇研生物科技公司； 封闭液、 血清稀

释液、 二抗稀释液均购自长沙恩樾生物科技有限公

司； 辣根过氧化物酶 （ ＨＲＰ） 标记的羊抗猪 ＩｇＧ、
ＴＭＢ 显色液均购自 ＫＰＬ 公司； Ｍｈｐ 抗体检测试剂盒

为美国 ＩＤＥＸＸ 公司产品； Ｂｒａｄｆｏｒｄ 试剂盒购自北京索

莱宝科技有限公司。
１􀆰 ２　 血清样品

猪丹毒杆菌 （ Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ ｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅ， Ｅｒ），
伪狂犬病病毒 （ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ， ＰＲＶ）， 猪瘟病毒

（ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ， ＣＳＦＶ）， 猪繁殖与呼吸综

合征病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ｖｉｒｕｓ， ＰＲＲＳＶ ）， 猪 流 行 性 腹 泻 病 毒 （ ｐｏｒｃｉｎｅ
ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ， ＰＥＤＶ）， 猪圆环病毒 ２ （ｐｏｒ⁃
ｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ２， ＰＣＶ２） 和胸膜肺炎放线杆菌 （Ａｃｔｉ⁃
ｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ， ＡＰＰ） 阳性血清由本实验

室保存。 ３ 份 Ｍｈｐ 阳性参考血清、 ３ 份阴性参考血清

和 ４６ 份确定临界值的阴性血清样本均经过 ＩＤＥＸＸ
Ｍｈｐ 抗体 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测确认。 ２１７ 份临床血清来

自湖南省某规模化猪场。
１􀆰 ３　 重组质粒的构建与鉴定

以 Ｍｈｐ２３２ 株 （ＮＣ＿００６３６０􀆰 １） 基因组为参考序

列， 选取 Ｍｈｐ Ｐ４６、 Ｐ９７ 和 Ｐ６５ 蛋白作为抗原， 使用

ＴＭＨＭＭ２􀆰 ０、 ＤＮＡｓｔａｒ Ｐｒｏｔｅａｎ、 Ｅｘｐａｓｙ 软件分别预测

Ｐ４６、 Ｐ９７ 和 Ｐ６５ 蛋白的跨膜区及抗原表位分析， 不

同抗原之间用柔性连接肽 Ｌｉｎｋｅｒ （ＧＧＧＧＳ） 将 ３ 个片

段进行连接， 在目的基因编码序列的 ５′和 ３′末端分

别加上 ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ限制性内切酶识别位点及保

护碱基， 该基因经南京金斯瑞生物科技有限公司密码

子优化后合成构建重组质粒 ｐＥＴ２８－Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－
Ｐ６５。 对重组质粒进行双酶切鉴定， 将鉴定正确的重

组质粒送至上海生工生物工程有限公司进行测序， 测

序正确的质粒命名为 ｐＥＴ２８－Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５。 　
１􀆰 ４　 重组 Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ 蛋白的表达与纯化

将经测序确认正确的 ｐＥＴ２８－Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５
重组质粒转化大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞，
３７ ℃培养至 ＯＤ６００ ｎｍ值达到 ０􀆰 ６， 加入最终浓度为 １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ， ３７ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 诱导 ５ ｈ， 离心收

集细菌。 将所得菌泥用超纯水进行 ２５ 倍浓缩重悬，
在冰水浴条件下进行超声波破碎， 超声破碎仪参数设

置为 ３５％功率输出， 采用工作 ３ ｓ 、 间歇 ５ ｓ 的模式。

·４４· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２６　 Ｖｏｌ􀆰 ５８　 Ｎｏ􀆰 １０



破碎后的样品在 ４ ℃ 条件下以 ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ， 分别收集菌体的上清液与沉淀。 沉淀用等体

积裂解缓冲液重悬， 将沉淀超声破碎 ５ ｍｉｎ， １０ ０００ ｇ
离心 １５ ｍｉｎ。 将处理好的样品进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测

以确定蛋白表达方式。 确定表达方式后， 采用孔径为

０􀆰 ４５ μｍ 的滤膜， 对蛋白上清液进行过滤处理， 处理

后与汇研 Ｎｉ－ＩＤＡ 纯化介质结合 ２ ｈ 后进行纯化。 纯

化后的样品通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析， Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定纯

化蛋白的浓度。
１􀆰 ５　 间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法最佳反应条件的确定

采用方阵滴定法确定 Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ 间接

ＥＬＩＳＡ 的最佳蛋白包被浓度和血清稀释倍数， 将纯化

后的 Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ 重组蛋白分别使用碳酸盐缓

冲液 （ｐＨ＝ ９􀆰 ６） 按 ２􀆰 ０、 １􀆰 ０、 ０􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 的浓度稀

释， ４ ℃包被 ２４ ｈ， ３７ ℃封闭 １ ｈ。 ５ 份 Ｍｈｐ 阳性参

考血清和 ３ 份阴性参考血清按 １ ∶ ２５、 １ ∶ ５０、 １ ∶
１００、 １ ∶ ２００ 稀释， 进行方阵滴定。 计算阳性和阴性

参考血清的 ＯＤ４５０ ｎｍ比值 （Ｐ ／ Ｎ 值）， 以 Ｐ ／ Ｎ 值最大

的抗原包被浓度和血清稀释度为判定条件。 在此条件

下， 进一步优化待检血清 ３７ ℃ 条件下反应时间

（１５、 ３０、 ４５、 ６０ ｍｉｎ）， 羊抗猪 ＩｇＧ－ＨＲＰ 抗体使用

浓度 （１ ∶ ５００、 １ ∶ １０００、 １ ∶ ２ ０００） 及其在 ３７ ℃条

件下反应时间 （１５、 ３０、 ４５、 ６０ ｍｉｎ）、 ＴＭＢ ３７ ℃条

件下显色时间 （５、 １０、 １５、 ２０ ｍｉｎ）。 选取 Ｐ ／ Ｎ 值

最大的反应条件为最佳反应条件。
１􀆰 ６　 临界值的确定

选取 ４６ 份经 ＩＤＥＸＸ 公司试剂盒检测为阴性的血

清， 与阳性对照血清共同进行 ＥＬＩＳＡ 检测， 计算阴

性血清 Ｓ ／ Ｐ 值的平均数 （阴性血清样品 ＯＤ４５０ ｎｍ值 ／
阳性对照 ＯＤ４５０ ｎｍ值） 和标准偏差 （ＳＤ）。 临界值 ＝
阴性血清 Ｓ ／ Ｐ 值的平均数＋３ＳＤ。 当待检血清的 Ｓ ／ Ｐ
值≥临界值， 判定为阳性； 待检血清的 Ｓ ／ Ｐ 值＜临界

值， 判定为阴性。
１􀆰 ７　 特异性试验

为评估所建立的 Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ ＥＬＩＳＡ 方法

的特异性， 采用该方法对 Ｅｒ、 ＰＲＶ、 ＣＳＦＶ、 ＰＲＲＳＶ、
ＰＥＤＶ、 ＰＣＶ２、 ＡＰＰ 阳性血清进行检测， 并分析其与

常见病原阳性血清间的交叉反应性。
１􀆰 ８　 灵敏度试验

选取 １ 份 Ｍｈｐ 临床阳性血清， 进行倍比稀释

（１ ∶ ２０、 １ ∶ ４０、 １ ∶ ８０、 １ ∶ １６０、 １ ∶ ３２０、 １ ∶ ６４０、

１ ∶ １ ２８０、 １ ∶ ２ ５６０）， 采用 Ｍｈｐ － Ｐ４６ － Ｐ９７ － Ｐ６５
ＥＬＩＳＡ 方法和 ＩＤＥＸＸ 试剂盒同时检测， 比较二者的

检测灵敏度。
１􀆰 ９　 重复性试验

为了评估 Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ ＥＬＩＳＡ 方法的批内

重复性， 取 ３ 份不同抗体水平的阳性参考血清和 ３ 份

阴性参考血清， 用同一批次制备的蛋白包被板在 ３ 个

不同的时间点分别进行检测。 为了评估 Ｍｈｐ－Ｐ４６－
Ｐ９７－Ｐ６５ ＥＬＩＳＡ 的批间重复性， 取 ３ 份不同抗体水平

的阳性参考血清和 ３ 份阴性参考血清用 ３ 个不同批次

的抗原包被板分别进行检测。 计算每份血清样品平均

ＯＤ４５０ ｎｍ值 （ｘ） 和 ＳＤ， 变异系数 （ＣＶ） ＝ （ＳＤ ／ ｘ） ×
１００％， 以评估该方法的重复性。
１􀆰 １０　 Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ ＥＬＩＳＡ 与 ＩＤＥＸＸ 试剂盒

对比检测临床血清

　 　 本研究采用建立的 ＥＬＩＳＡ 方法与 ＩＤＥＸＸ 公司

Ｍｈｐ ＥＬＩＳＡ 试剂盒对 ２１７ 份临床猪血清进行对比检

测， 分析检测结果一致性， 并计算两种方法的符

合率。

２　 结果

２􀆰 １　 抗原表位分析及截短融合蛋白的基因序列

使用 ＴＭＨＭＭ２􀆰 ０ 分析可知， Ｐ４６ 和 Ｐ９７ 蛋白的

跨膜区分别位于各自第 ９～３１ 位和第 ７～２９ 位氨基酸，
Ｐ６５ 蛋白氨基酸无跨膜区， 全部序列均位于膜外区

（图 １Ａ）。 根据 ＤＮＡｓｔａｒ Ｐｒｏｔｅａｎ 软件对 Ｐ４６、 Ｐ９７ 和

Ｐ６５ 蛋白的抗原指数预测结果 （图 １Ｂ）， 选取 Ｐ４６ 蛋

白的 ３３～ １０３ 位氨基酸、 Ｐ９７ 蛋白 Ｒ１ 区 ８１９ ～ ８８３ 位

氨基酸和 Ｐ６５ 蛋白的 ４７３ ～ ５６２ 位氨基酸等抗原指数

较高的抗原区域作为备选抗原片段。 使用 Ｅｘｐａｓｙ 软

件分析以上 ３ 个片段， 显示其不稳定指数 （Ⅱ） 分

别为 ３１􀆰 ３７、 ３１􀆰 ２６ 和 ３１􀆰 １７， 全部归类为稳定蛋白。
将以上所选取的 Ｐ４６ 蛋白第 ３３ ～ １０３ 位氨基酸重复 ３
遍序列， 通过 ＧＧＧＧＳ 柔性连接肽依次与 Ｐ９７ 蛋白的

８１９～８８３ 位氨基酸以及 Ｐ６５ 蛋白的第 ４７３ ～ ５６２ 位氨

基酸进行串联， 作为最终重组融合蛋白用于后续试

验。 使用 Ｅｘｐａｓｙ 软件分析截短融合后的蛋白序列，
显示其不稳定指数为 ３３􀆰 ９４， 归类为稳定蛋白。 根据

该重组抗原的氨基酸序列进行密码子优化， 并由生物

公司合成基因且构建重组表达质粒 ｐＥＴ２８－Ｍｈｐ－Ｐ４６－
Ｐ９７－Ｐ６５。 　
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Ａ． ＴＭＨＭＭ２􀆰 ０ 软件分析结果； Ｂ． ＤＮＡｓｔａｒ Ｐｒｏｔｅａｎ 软件分析结果。

图 １　 Ｍｈｐ 蛋白 Ｐ４６、 Ｐ９７ 和 Ｐ６５ 的抗原表位分析

２􀆰 ２　 重组质粒的鉴定

对重组质粒使用 ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ进行双酶切鉴

定， 结果如图 ２ 所示， 可见重组质粒被双酶切为

５ ３５０ ｂｐ 和 １ ２００ ｂｐ 左右的 ２ 个条带， 鉴定结果与测

序结果均正确， 结果表明重组质粒 ｐＥＴ２８－Ｍｈｐ－Ｐ４６－
Ｐ９７－Ｐ６５ 成功构建。

Ｍ． ＤＮＡ 相对分子质量标准； １􀆰 ｐＥＴ２８－Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ 的双

酶切鉴定。

图 ２　 ｐＥＴ２８－Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ 重组质粒的双酶切鉴定

２􀆰 ３　 重组蛋白表达与纯化的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果显示， Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ 蛋白

在大肠杆菌表达系统中为可溶性表达， 在约 ５５ ｋＤａ
处出现目的条带 （图 ３）， 进一步采用 Ｎｉ－ＩＤＡ 亲和层

析法纯化目的蛋白， 纯化产物的结果显示在 ５５ ｋＤａ
处出现单一目的条带 （图 ３）。 表明 Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－
Ｐ６５ 蛋白在大肠杆菌中成功表达且纯化效果较好。

Ｍ． 蛋白质相对分子质量标准； １􀆰 裂解离心后沉淀； ２􀆰 裂解离心

后上清液； ３􀆰 流穿液； ４～１０􀆰 咪唑洗脱液。

图 ３　 Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ 蛋白纯化结果

２􀆰 ４　 Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ 蛋白抗体间接 ＥＬＩＳＡ 方法

的优化

２􀆰 ４􀆰 １　 最优抗原包被浓度和血清稀释比例的确定

使用方阵滴定法确定最优抗原包被浓度和血清稀

释比例。 结果如图 ４ 所示， 包被浓度为 １􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ
和 ２􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ， 血清稀释比例为 １ ∶ ５０ 的条件下，
Ｐ ／ Ｎ 值较高且相差不大， 考虑到低浓度抗原的特异

性更好， 确定了 Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ ＥＬＩＳＡ 的最佳包
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被浓度为 １􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ， 最佳血清稀释比例为 １ ∶ ５０。

图 ４　 最优抗原包被浓度和血清稀释比例的确定

２􀆰 ４􀆰 ２　 最佳二抗工作浓度的确定

确定上述条件后， 分别使用不同工作浓度的二

抗， 检测结果如图 ５ 所示， 当二抗工作浓度为 １ ∶
１ ０００时 Ｐ ／ Ｎ 值最大， 因此确定最佳工作浓度为 １ ∶
１ ０００。

图 ５　 最佳二抗工作浓度的确定

２􀆰 ４􀆰 ３　 最佳孵育时间的确定

检测结果如图 ６ 所示， 随着血清孵育时间增加，
Ｐ ／ Ｎ 值呈降低趋势， 与商品化试剂盒结果对比分析，
选择 ３０ ｍｉｎ 为最佳血清孵育时间； 酶标二抗孵育时

间为 ４５ ｍｉｎ、 底物反应时间为 １５ ｍｉｎ 时 Ｐ ／ Ｎ 值最大，
因此确定以此为最佳反应条件。

Ａ． 最佳血清孵育时间的确定； Ｂ． 最佳二抗孵育时间的确定； Ｃ． 最佳底物反应时间的确定。

图 ６　 最佳孵育时间的确定

２􀆰 ５　 临界值的确定

采用本研究建立的 Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ ＥＬＩＳＡ 方

法对 ４６ 份阴性血清样品进行检测， 得出其 Ｓ ／ Ｐ 值的

平均数 （ｘ） 为 ０􀆰 １０１， Ｓ ／ Ｐ 值的 ＳＤ 为 ０􀆰 ０４９ ７， ｘ＋
３ＳＤ＝ ０􀆰 ２５０， 因此将 Ｍｈｐ－ＥＬＩＳＡ 临界值设为 ０􀆰 ２５０。
即当 Ｓ ／ Ｐ＜０􀆰 ２５０ 为阴性； Ｓ ／ Ｐ≥０􀆰 ２５０ 为阳性。
２􀆰 ６　 特异性试验

采用建立的 Ｍｈｐ－Ｐ４６ －Ｐ９７ －Ｐ６５ ＥＬＩＳＡ 方法对

Ｅｒ、 ＰＲＶ、 ＣＳＦＶ、 ＰＲＲＳＶ、 ＰＥＤＶ、 ＰＣＶ２、 ＡＰＰ 和

Ｍｈｐ 的阳性血清进行检测， 结果显示， 除 Ｍｈｐ 阳性

血清外， 其他血清 Ｓ ／ Ｐ 值均低于临界值 ０􀆰 ２５０ （图
７）， 说明本方法与其他常见病原抗体无交叉反应，
具有较强的特异性。
２􀆰 ７　 灵敏度试验

倍比稀释结果显示， 本方法可检测出的阳性血清

最大稀释倍数为 １ ∶ １ ２８０ （图 ８Ａ）， ＩＤＥＸＸ 试剂盒

可检测出的阳性血清最大稀释倍数为 １ ∶ ３２０ （图

８Ｂ）， 表明本研究建立的 Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ 方法具

有较高灵敏度。

图 ７　 血清特异性试验结果
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图 ８　 Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ ＥＬＩＳＡ （Ａ） 和

ＩＤＥＸＸ ＥＬＩＳＡ （Ｂ） 灵敏度试验结果

２􀆰 ８　 重复性试验

用建立的 Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ ＥＬＩＳＡ 方法对 ３ 份

不同抗体水平的阳性参考血清和 ３ 份阴性参考血清分

别进行批内和批间重复性试验。 结果表明， 批内变异

系数为 １􀆰 ９４％ ～ ８􀆰 ９６％， 批间变异系数为 １􀆰 ９８％ ～
９􀆰 ６５％， 均小于 １０％ （表 １）， 表明本研究建立的

Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ ＥＬＩＳＡ 方法具有良好的重复性。

表 １　 Ｍｈｐ－ＥＬＩＳＡ 重复性试验结果

血清

编号

批内重复试验 批间重复试验

ｘ±ＳＤ ＣＶ ／ ％ ｘ±ＳＤ ＣＶ ／ ％

１ １􀆰 ７７６±０􀆰 ０３８ ２􀆰 １３ １􀆰 ７４１±０􀆰 ０３４ １􀆰 ９８

２ １􀆰 １１９±０􀆰 ０４１ ３􀆰 ７１ １􀆰 １５９±０􀆰 ０７４ ６􀆰 ４３

３ ０􀆰 ９４８±０􀆰 ０８５ ８􀆰 ９６ ０􀆰 ９７２±０􀆰 ０８１ ８􀆰 ３５

４ ０􀆰 ０７９±０􀆰 ００２ １􀆰 ９４ ０􀆰 １００±０􀆰 ００７ ７􀆰 ０５

５ ０􀆰 １９０±０􀆰 ０１２ ６􀆰 ０７ ０􀆰 １９８±０􀆰 ０１６ ７􀆰 ８３

６ ０􀆰 ２２７±０􀆰 ０１９ ８􀆰 ３７ ０􀆰 ２４８±０􀆰 ０２４ ９􀆰 ６５

２􀆰 ９　 Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ ＥＬＩＳＡ 与 ＩＤＥＸＸ 试剂盒

对比检测临床血清

　 　 用本方法和 ＩＤＥＸＸ 公司 Ｍｈｐ 抗体 ＥＬＩＳＡ 试剂盒

同时检测 ２１７ 份临床血清样品， 本研究建立的间接

ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测出阳性 １０２ 份， 阴性 １１５ 份； 用

ＩＤＥＸＸ Ｍｈｐ 抗体检测试剂盒检测出阳性 １１９ 份， 阴

性 ９８ 份。 两种检测方法的阳性符合率为 ８０􀆰 ６７％
（９６ ／ １１９）， 阴性符合率为 ９３􀆰 ８８％ （９２ ／ ９８）， 总符合

率为 ８６􀆰 ６４％ （１８８ ／ ２１７）， ｋａｐｐａ 系数为 ０􀆰 ７３３ ４， 详

见表 ２。 结果表明， 本研究建立的 ＥＬＩＳＡ 方法与

ＩＤＥＸＸ ＥＬＩＳＡ 方法具有良好的一致性， 可以用于临

床样品的检测。

表 ２　 临床猪血清样本的检测结果对比

本方法
ＩＤＥＸＸ

阳性血清数 阴性血清数
共计

阳性血清数 ９６ ６ １０２

阴性血清数 ２３ ９２ １１５

共计 １１９ ９８ ２１７

３　 讨论

Ｍｈｐ 自 ２０ 世纪 ６０ 年代首次被鉴定以来， 目前已

经在世界范围内广泛流行和传播， 严重危害着集约化

养猪业的健康发展［１０］。 Ｍｈｐ 的检测方法研究主要包

括分子生物学方法和血清学方法， 在实际生产中仍以

血清学检测方法为主［１１］。 血清学诊断技术中 ＥＬＩＳＡ
方法因方便快捷、 时间短、 特异性高、 试验结果直观

等优势而被广泛应用。 目前针对 Ｍｈｐ 的 ＥＬＩＳＡ 检测

方法已有一些研究， 张飞雁等［１２］ 以抗 ｐ４６ 多抗为包

被抗体、 ＨＲＰ－ｐ４６ 单抗为检测抗体建立了双抗夹心

ＥＬＩＳＡ 方法， 该方法可用于 Ｍｈｐ 灭活疫苗 （ ＪＭ 株、
ＲＭ４８ 株） 的定量检测与质控。 祝永琴等［１３］ 建立了

Ｍｈｐ Ｐ３６ 蛋白的间接 ＥＬＩＳＡ 方法， 与 ＩＤＥＸＸ 检测试

剂盒的符合率在 ７３％左右， 能够有效检测疫苗免疫

后的抗体变化， 同时指出单一的 Ｐ３６ 蛋白作为包被

抗原可能存在假阴性。
由多蛋白组成的重组融合蛋白相较于单一蛋白有

着更高敏感性和特异性， 该优点已在多项研究中得到

证实。 杨振宇等［１４］以 Ｐ４６、 Ｐ６５ 蛋白为抗原建立了检

测 Ｍｈｐ 抗体的 ＥＬＩＳＡ 方法， 与广泛使用的 ＩＤＥＸＸ 公

司的 ＥＬＩＳＡ 方法和 Ｍｈｐ 的颜色变化抑制试验比较，
其敏感性更高、 特异性更强， 解决了目前 Ｍｈｐ ＥＬＩＳＡ
抗体检测方法敏感性偏低的问题； 李叔光等［１５］ 建立

了 Ｍｈｐ Ｐ４６－Ｐ３６ 融合蛋白的间接 ＥＬＩＳＡ 方法， 具有

很好的特异性， 且能够监测 Ｍｈｐ 早期感染和中晚期

感染的抗体水平。 Ｐ４６ 和 Ｐ６５ 蛋白是 ２ 个重要的膜蛋

白， 其中 Ｐ４６ 蛋白属于 Ｍｈｐ 表面抗原， 是引起早期

免疫反应的表面脂蛋白， 与猪絮状支原体、 猪鼻支原

体和猪滑液支原体等病原体之间无交叉反应， 是 Ｍｈｐ
主要免疫优势蛋白［１６］； Ｐ６５ 蛋白可引起机体的早期
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免疫反应， 也常作为 Ｍｈｐ 血清学诊断的候选蛋

白［１７］。 国内外研究表明， 纤毛黏附因子 Ｐ９７ 是 Ｍｈｐ
的特异性免疫原， 其基因 Ｃ 端的 Ｒ１ 区被证实为 Ｐ９７
的抗原决定簇， 直接参与黏附［１８］， 因此本研究选取

Ｍｈｐ Ｐ９７ 蛋白 Ｒ１ 区作为抗原片段。 基于 Ｍｈｐ 的

Ｐ４６、 Ｐ９７、 Ｐ６５ 蛋白相对保守， 且是主要保护性蛋

白的特性， 本研究将 ３ 个蛋白进行生物信息学分析，
选取目的序列进行串联表达， 可同时捕获针对不同表

位的抗体， 引入 ＢａｍＨⅠ、 ＨｉｎｄⅢ酶切位点合成目的

基因， 并利用大肠杆菌系统对蛋白进行原核表达纯

化， 获得可溶性表达的重组蛋白 Ｍｈｐ － Ｐ４６ － Ｐ９７ －
Ｐ６５； 以该重组 Ｍｈｐ－Ｐ４６－Ｐ９７－Ｐ６５ 融合蛋白作为抗

原， 在对反应条件进行优化后， 建立针对 Ｍｈｐ 的间

接 ＥＬＩＳＡ 方法。
为验证该方法的特异性与准确性， 本试验利用该

方法对 Ｅｒ、 ＰＲＲＳＶ、 ＰＥＤＶ 等 ７ 种病原阳性血清进行

抗体检测， 并与 ＩＤＥＸＸ 公司商品化试剂盒进行了对

比。 结果显示本研究建立的方法与其他病原阳性血清

均无交叉反应； Ｍｈｐ 阳性血清稀释至 １ ∶ １ ２８０ 时仍为

阳性， 说明本方法具有良好的分析敏感性； 批内和批

间变异系数均低于 １０％， 表现出良好的重复性； 与

进口试剂盒对比检测临床血清结果总符合率为

８６􀆰 ６４％， ２ 种方法的 ｋａｐｐａ 系数为 ０􀆰 ７３３ ４， ｋａｐｐａ 值

介于 ０􀆰 ６～０􀆰 ８ 之间， 表明具有较高的一致性［１９］。 检

测临床样品的阳性率低于进口试剂盒， 提示其诊断敏

感性可能低于进口试剂盒。 这可能与以下两方面因素

有关： 一是包被抗原不同， 本研究建立的方法以 Ｍｈｐ
－Ｐ４６ － Ｐ９７ － Ｐ６５ 截短融合蛋白作为包被抗原， 而

ＩＤＥＸＸ 公司试剂盒包被抗原为 Ｐ４６ 蛋白［２０］， ２ 种方

法能检测到的抗体有所差异； 二是临床血清样品来源

较为复杂， 不同样品中 Ｍｈｐ 抗体存在一定差异， 尤

其是对处于抗体产生初期或消退阶段的血清抗体， 采

用不同方法检测结果可能存在明显差异。 这也说明未

来可通过优化抗原组合进一步提升检测敏感性。
综上， 本研究成功建立检测了 Ｍｈｐ 抗体的间接

ＥＬＩＳＡ 方法， 该方法操作简便， 为预防和控制 Ｍｈｐ
感染提供了一种可行的诊断技术， 同时为实现同类进

口试剂盒的国产替代奠定了基础。
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