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摘  要: 利用 DNA 重组技术, 将禽流感病毒( AIV )核蛋白基因片段克隆重组于溶菌酶缺陷噬菌体 T 4- z1, 获得重

组噬菌体 T4- z1-NP。经 SDS-PAGE 和Western blo t检测证实, AIV 核蛋白成功地在 T4 噬菌体表面展示。以 T4-

z1-NP为抗原建立了检测禽流感抗体的酶联免疫吸附试验 ( T4-NP-ELISA )方法。其与琼脂免疫扩散试验( AGP)

的相对灵敏度为 100% , 特异性为 871 62% , T 4-NP-ELISA 的检测准确率为 911 43%。T4-NP-ELISA 可检测 H 5、

H7 和 H 9 亚型 AIV 特异性抗体,而 IBD、IB、MD、ND、EDS 的阳性血清检测结果则为阴性。敏感性试验证实,当阳

性血清以 1B 640 倍稀释时仍能检测到流感病毒抗体, 说明该方法比较敏感。对 192 份血样的检测显示, T4- NP-

ELISA 与 IDDEXX ELISA 符合率为 961 8%。这表明 T4-NP-ELISA 可检测 AIV 抗体,也为检测与诊断 AI 提供了

一种技术选择。
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Abstract: A 1 320 bp fragment o f NP gene o f avian inf luenza virus ( A IV ) w as cloned and inte-

g rated into the genome of T4-z1 phage w ith SOC-deleted and lysozyme-defected by homo logous

recombinat ion. T he recombinant phage w as named as T4-z1-NP. T he results of SDS-PA GE and

Western blo t show ed that nucleoprotein o f AIV w as successfully display ed on the sur face of the

T4-z1-NP. Based on the pur if ied T4-z1-NP, an indirect enzyme- linked immunoso rbent assay ( T 4-

NP-ELISA) w as developed for detect ion of antibodies against AIV. Its sensit ivity relat ive to AGP

was 100% but the specif icity w as 871 62% . The detect ion accuracy rate of T 4-NP-ELISA was

911 43%. It could detect ant ibodies to H5, H7 and H9 subtype A IV, but has no signif icant reac-

t ion to posit ive serum of IBD, IB, MD, ND and EDS. The sensitive test conf irmed that w hen the

positiv e serum of AI w as diluted to 1B640, the OD450value w as st ill posit ive, w hich suggested it

had bet ter sensit ivity. The accordance rate betw een T 4-N P-ELISA and commercial IDDEXX
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ELISA was 961 8%, when 192 serum samples w er e detected w ith them. These results indicated

that T 4-N P-ELISA could no t only detect ant ibody to AIV, but also prov ide an alternative tech-

nique fo r diagno sis and contro l o f AI.

Key words: avian inf luenza v ir us; nucleopro tein; bacter iophage T 4; display ; T4-NP-ELISA

  禽流感( Avian inf luenza, A I)是 A 型流感病毒

引起的一种禽类(家禽和野禽)的感染和/或疾病综

合征
[ 1]
。该病严重危害养禽业,也威胁人类健康

[ 2]
。

A 型禽流感病毒( Av ian influenza virus, AIV)具有

8个基因片段,编码 10种蛋白,其中核蛋白( Nucle-

opro tein, NP)高度保守,在 AIV 各亚型间的同源性

达 90%以上,是主要的型特异性抗原[ 3-7] ,常常作为

临床检测 AI 的诊断试剂
[ 8-9]

, 在实际临床诊断中具

有重要意义。

  近年来,已经建立了许多检测流感的方法,如病

毒分离、中和试验、HA、HI、NA、NI、AGP、RT-PCR

和序列分析 [ 10]。RT-PCR和序列分析主要用于疫

源追踪、毒型鉴定和毒株的遗传学分析。间接血凝

试验、琼脂扩散试验、中和试验和病毒分离较为常

用,然而都存在一定缺点,中和试验和病毒分离费时

费力;间接血凝存在亚型的限制;而 AGP 的敏感性

低。以上方法在使用活病毒时,存在散毒的危险, 尤

其是在检测高致病性毒株时。而且流感病毒存在多

种亚型,在对禽类(野鸟、禽)动物进行流感检测时,

以上方法仍然存在困难。而基于 NP 的群特异性检

测方法( ELISA)适于大批样品的血清学调查, 其作

为抗原建立的 ELISA 方法在流感检测中被证实是

可行的
[ 11-13]

。而且基因表达技术的逐渐成熟为其实

用性奠定了基础,选择合适的表达系统表达 NP, 获

得纯度高的 NP 抗原已在实际中得到应用
[ 3, 14-15]

。

但利用重组噬菌体展示技术生产的核蛋白做抗原检

测流感抗体的 ELISA 技术国内外还未见报道。为

此,本研究利用基因工程的方法表达 H9N2亚型禽

流感病毒的核蛋白基因, 在此基础上初步建立了检

测禽类血清中 A 型流感病毒抗体水平的间接

ELISA 方法,为流感的监测以及早期预警提供一种

技术上的选择。

1  材料和方法
11 1  菌种和质粒

  含有 AIV NP 基因的 NP-T 重组质粒、pR整合

质粒、大肠杆菌( Escher ichia coli ) DH5A、E2、BL-21

( DE3)由华南农业大学动物科学学院基因工程实验

室保存。

11 2  病毒和抗体

  溶菌酶缺陷型噬菌体( T 4-z1)和野生型 T 4噬

菌体由美国马里兰州立大学任兆均惠赠; AIV 广东

分离株( GD/ 5/ 01)由华南农业大学动物科学学院基

因工程实验室分离鉴定。酶标记兔抗鸡 IgY 购自

Promega 公司。IBDV、IBV、MDV、NDV、EDSV 感

染血清、A型禽流感阳性血清(包括 H5、H9、H7亚

型流感病毒抗血清)、SPF 鸡血清购自哈尔滨兽医

研究所; 43份流感阳性血清、97份阴性血清由广东

省兽医防治站提供。

11 3  主要试剂

  工具酶及试剂: Ex T aq DNA 聚合酶、EcoR Ñ、

T 4DNA 连接酶、溶菌酶和 DNA 片段快速纯化回收

试剂盒均购自中国大连宝生物( T aKaRa)公司。预

染蛋白质标准购自深圳百奥生物技术有限公司。其

余试剂均为分析纯。

11 4  AIV NP基因的 PCR扩增

  参照 GenBank AIV NP 基因序列( AY950257)

设计 1对引物, 用于扩增删除其 C 末端部分序列、

1 320 bp的 NP 基因片段,并分别在 5c端加 E coR Ñ
位点(划线部) : N P1、NP2 分别为 5c-CAAGAAT-

TCT ATGAT AACAATAGAGAGA-3c 和 5c-TC-

GAAT TCTCAAT T GT CA TACT CCT-3c。扩增条
件: 95 e 预变性 3 min; 94 e 45 s, 55 e 45 s, 72 e

11 5 m in, 30个循环; 72 e 延伸 10 min。扩增产物

- 20 e 保存备用。

11 5  重组载体 pR-NP的构建

  用酚-氯仿抽提 PCR产物, EcoR Ñ酶切消化,同

法消化 pR质粒,用琼脂糖凝胶电泳回收NP 基因片

段和 pR载体片段, 在 T 4 DNA 连接酶作用下连接

后转化 DH5A感受态细胞。PCR方法筛选阳性重

组菌。另用 pR 质粒上的一段序列作为上游引物

( pSOC-UP: 5c-GAATCAT ATGGCTAGTCT CG-

CGG-3c)与 NP 基因下游引物进行 PCR扩增,选择

插入方向正确的克隆, 提取重组质粒用 EcoR Ñ进行

酶切鉴定。取 PCR及酶切鉴定正确的克隆送交上

海博亚生物工程公司测序。重组整合质粒命名为
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pR-NP。

11 6  T4重组噬菌体的构建

  T4-zl噬菌体的 SOC 基因及溶菌酶( e)基因部

分序列缺失,穿梭质粒 pR-NP 中含有缺失的序列,

用 T4-z1噬菌体感染含有 pR-NP 质粒的重组菌时,

NP 基因与上述序列经同源重组整合到噬菌体基因

组中。首先以 pR-N P 质粒转化 E. col i E2 菌, 重组

E2菌用 SC 培养基培养至 OD600 01 3~ 01 4 后, 用

T4-z1噬菌体感染, 取细菌裂解液 10 LL 点样于不

含溶菌酶的 SC 培养平皿上 37 e 过夜。用灭菌牙

签蘸取噬菌斑接种于 SC 顶层琼脂, 37 e 过夜培养。

刮取噬菌斑生长良好的顶层琼脂,浸泡于磷酸盐缓

冲液中 24 h以上。以上述重组噬菌体浸出液为模

板进行 PCR检测,重组噬菌体命名为 T4-z1-NP, 参

照噬菌体的制备方法进行扩大培养、纯化
[ 16]
。

11 7  重组噬菌体的 PAGE和Western blot检测

  浓缩纯化的重组噬菌体于- 80和 37 e 冻融 3

次后, SDS-PA GE 检测; 然后将之转移至硝酸纤维

素( NC)膜, 用含 3% BSA 的 Tris-HCl缓冲液( pH

71 5)封闭过夜, 分别用 AIV 阳性血清和 HRP 标记

的兔抗鸡 IgY 分别作用 2 h, 充分洗涤后, 用 DAB

和 H 2O 2显色。

11 8  间接 ELISA检测方法的建立

11 81 1  最佳工作条件的选择  按常规方法确定抗

原最佳包被量、血清最佳稀释倍数、酶标二抗的最佳

工作浓度和阴阳性临界值,建立检测 AIV 抗体的间

接 ELISA。将重组抗原用包被液稀释至最佳工作

浓度后包被酶标板, 100 LL/孔, 37 e 放置 4 h 后置

4 e 过夜。甩去包被液, 用 PBST 洗涤 3次, 每次 2

~ 3 min。然后加入封闭液, 200 LL/孔, 37 e 封闭 1

h。甩去封闭液, 洗涤同上,用 PBS液将血清稀释至

最佳稀释度,加入血清, 100 LL/孔,每份样品设 2个

重复, 37 e 作用 1 h, 洗涤同上, 加入酶标兔抗鸡

IgG, 100 LL/孔, 37 e 作用 1 h, 洗涤同上。然后加

入底物溶液, 37 e 避光作用 10~ 15 min, 加入终止

液, 50 LL/孔,终止反应, 立即于酶标仪上读取 450

nm 处的吸光值( OD450 )。同时设阳性对照、阴性对

照及空白对照。

11 81 2  敏感性试验  按常规方法进行,将阳性血清

作1 B40、1B80、1B 160、1B 320、1B640、1B 1 280、

1B2 560稀释; 按已建立的 ELISA 方法进行检测,

确定该方法的敏感性。

11 81 3  特异性试验  按常规方法进行 ELISA 交叉

试验和特异性阻断试验, 从而确定其特异性。对于

阻断性试验,以其( N- P) / N= (未阻断孔 OD值-

阻断孔 OD值) /未阻断孔 OD值来判断其效果。

11 81 4  灵敏度和特异性指标的检验  取 AGP 琼

脂扩散试验检测阳性的 43份血清和阴性的 97份血

清,用本研究建立的间接 ELISA 方法进行检测, 阴

性血清中检出为阴性的检出率为特异性, 阳性血清

中检出为阳性的检测率为相对灵敏度。琼脂扩散试

验和 ELISA 两种方法检测结果均为阳性和阴性的

样品总数占总检样品的比例为检测的准确率。

11 9  T4-NP- ELISA的初步应用

  取来自广东、河南等地 3个不同鸡群的 192份

血清样品,用建立的 T 4-NP-ELISA 检测, 与商品化

的 IDDEXX ELISA 试剂盒进行比较, 确定其临床

应用价值。

2  结  果
21 1  NP基因的 PCR扩增与 pR-NP重组载体的构

建

  PCR 产物用 l% 琼脂糖电泳检测, 获得了约

1 320 bp的特异性扩增条带(图 1) , 与预期结果相

符。以 NP1/ NP2和 pSOC-UP/ NP2引物分别进行

PCR筛选, 获得大小约 l 320和 l 600 bp 的特异性

扩增条带。提取重组质粒用 E coR Ñ酶消化,获得大

小分别为5 100 bp的载体条带和 l 320 bp的目的条

带(图 2) ,结合序列测定结果,读码框正确的 NP 基

因成功克隆至 pR载体。

M1 DL2000 DNA 相对分子质量标准; 11 NP 的 PCR产物

(约 1 320 bp)

M1 DL2000 DNA marker ; 11 PCR product o f NP gene ( a-

bout 1 320 bp)

图 1  NP基因的 PCR结果

Fig1 1 PCR product of NP gene

21 2  重组 NP基因噬菌体的获得

  重组噬菌体恢复溶菌酶活性, 可在不含溶菌酶

的 SC培养基上增殖并形成噬菌斑, 以噬菌斑作为
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M11 DL2000 DNA 相对分子质量标准; 11 EcoR I 酶切产物; 21
重组 pR质粒对照; M21 DL15000 DNA 相对分子质量标准

M11 DL2000 DNA marker ; 11 Digested by EcoR I ;

21 Recombinant plasmid pR; M21DL15000 DNA marker

图 2 重组质粒 pR-NP的酶切鉴定

Fig1 2 Restriction analysis of pR-NP recombinant plasmid

模板,用 pSOC-UP/ NP2引物进行 PCR筛选, 获得

约 1 600 bp的特异条带(图 3) ,表明 NP 基因已按

正确方向重组至噬菌体基因组。扩大培养并纯化,

获得重组噬菌体的浓度为 11 28 mg / mL。

1~ 51 重组噬菌体 PCR产物, 获得 3 个( 1、2、5)含有

NP基因片段的阳性克隆; M1 DL2000 DNA 相对分

子质量标准

1-51 PCR products of r ecombinant phages, 3 posit ive

clones containing NP gene segment were obtained;

M1 DL2000 DNA marker

图 3 重组噬菌体 T4-z1-NP的 PCR筛选

Fig1 3  PCR screening of recombinant phage T4-z1-

NP

21 3  重组噬菌体 T4-z1-NP 的 SDS-PAGE与 West-

ern blot检测

  T 4-z1-NP 感染宿主菌 E2, 扩增后, 以 12% 的

SDS-PA GE 检测重组噬菌体表面展示的蛋白, 结果

如图 4所示, 融合蛋白大小约58 ku。然后将其转移

至 NC 膜上进行Western blot ,重组 SOC-NP 蛋白

可与 AIV 阳性血清发生特异性结合反应,产生相对

分子质量约 58 ku 的特异条带(图 5) , 进一步表明

NP 基因已在 T4噬菌体表面成功展示。

21 4  检测流感抗体的间接 T4-NP-ELISA的最佳工

作条件的选择

21 41 1  抗原最佳包被浓度和血清最佳稀释度的确

定  分别将抗原和标准阳性、阴性血清作系列稀释,

进行棋盘滴定试验。当抗原 1 B 400 倍稀释、血清

1B 160倍稀释时, P/ N 值最大, 且阴性血清非特异

性反应较小。综合考虑, 确定抗原的最佳稀释度为

1B 400, 血清最佳稀释倍数为 1 B 160,此时抗原的

包被浓度为 31 2 Lg / mL。

21 41 2  酶标二抗最佳工作浓度的确定  将酶标二

抗作不同倍数的稀释, 其它均为最适条件, 进行

ELISA 试验,确定二抗的最佳工作浓度, 当二抗作

1B 3 000以上稀释时, OD450值下降幅度明显, 确定

酶标二抗的最佳工作浓度为 1 B3 000倍稀释。
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21 5  ELISA阴、阳性临界值的确定

  用已建立的间接 ELISA 方法检测 22份 SPF

鸡血清, 计算 22份 SPF 鸡血清 OD 450值的平均值

(�x )为 01 152,标准差( s)为 01 040, �x + 3s为 01 272,
OD 450 \01 272判为阳性, OD450 < 01 272判为阴性。
21 6  ELISA试验的敏感性

  将阳性血清作系列稀释,用已建立的 ELISA 方

法检测,测定其 OD450值。结果表明,当阳性血清 1

B640倍稀释时, OD 450值为 01 398,仍能检测到流感
病毒的抗体,说明该方法敏感性较强。

21 7  ELISA特异性试验

21 71 1  ELISA 交叉试验  结果显示, 阳性对照血

清的 OD450值为 01 629, 而与 IBD、IB、MD、ND、EDS

的 OD 450值均在 01 272 以下, 根据本试验建立的判

定标准, 均为阴性, 表明重组核蛋白不与 IBDV、

IBV、MDV、NDV、EDSV 感染的血清反应, 只与 A

型禽流感阳性血清反应(包括 H5、H9、H7 亚型流

感病毒抗血清) ,说明该方法具有较好的特异性。

21 71 2  ELISA 特异性阻断试验  阻断试验表明,

经 AI 感染性尿囊液处理后的阳性血清的 OD450值

有明显的降低, 几乎降低 50%以上。其( N- P) / N

= (未阻断孔 OD值- 阻断孔 OD值) /未阻断孔 OD

值几乎都大于 01 5。大于 1 B 160 稀释的血清基本

上完全阻断, ( N- P) / N 在 01 7以上, 表明该方法具

有较好的特异性。

21 71 3  相对灵敏度试验结果  对 AGP 检测阳性

的 43 份血清, 阴性的 97份血清, T 4-NP-ELISA 检

测的结果如表 1所示, 其相对灵敏度为 100% ,而特

异性为 871 62%。ELISA 方法的检测准确率为

911 43%。这表明所建立方法具有较高的灵敏性。

表 1 ELISA对 AGP法的相对敏感性的特异性试验

Table 1 Sensitivity of T4-NP-ELISA relative to AGP

AGP样品数

AGP samples

EL ISA 检测结果  ELISA results

阳性 Positive 阴性 Negativ e
检出率/ % Detect ion ratio

阳性 Positive 阴性 Negativ e

43份阳性 43 posit ive samples 43 0 100 -

97份阴性 97 negat ive samples 12 85 - 87. 62

21 8  T4-NP-ELISA与商品化试剂盒比较

  T4-NP-ELISA 和商品化试剂盒 IDDEXX

ELISA 对 192 份血样的检测结果见表 2, 阳性检出

率分别为 411 7% 和 421 7%, T4-NP-ELISA 略低于

商品化试剂盒,二者的符合率为 961 8%。这表明建
立的 NP-ELISA 可作为家禽或者野鸟流感大规模

临床检测的一种技术选择。

表 2 T4-NP-ELISA与商品化试剂盒比较

Table 2  Comparison between T4-NP-ELISA and IDDEXX ELISA

样品

Samples

阳性检出率  Positive detection ratio

T 4-NP-ELISA
商品试剂盒

IDDEXX ELISA

符合率/ %

Acco rd rate

鸡群 1 No. 1 chicken flock 29/ 65 30/ 65 96. 7

鸡群 2 No. 2 chicken flock 32/ 82 31/ 82 103. 2

鸡群 3 No. 3 chicken flock 19/ 45 21/ 45 90. 5

平均阳性率/ % Mean po sitive r ate 41. 7 42. 7 96. 8

3  讨  论
  T4噬菌体表面展示系统是近来发展起来的新

型生物技术,该展示系统由其重组载体、噬菌体阳性

选择载体组成。构建能够在 SOC位点展示外源蛋

白的重组噬菌体, 必须通过缺失溶菌酶基因的噬菌

体阳性选择载体与携带有外源基因和溶菌酶基因重

组质粒发生同源重组而将其整合入 T 4噬菌体基因
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组中, 从而将外源蛋白展示于 T 4 噬菌体的表

面[ 17-19]。基于此原理的该系统具有 3种展示方式,

HOC、SOC位点展示与 HOC 和 SOC 位点双展示。

其中 SOC 位点展示较成熟,在其C 末端插入的外源

基因的片段大, 可展示较大的多肽和蛋白质, 应用范

围更广,而且已经有多个病原微生物的功能蛋白被

展示,表达的蛋白具有很好的生物学活性[ 19]。但未

见利用此位点展示流感病毒核蛋白的报道。本研究

利用 PCR技术首次成功地构建了表达流感病毒核

蛋白的重组噬菌体, 通过 SDS-PAGE与免疫印迹检

测证实其表达的融合蛋白具有特异的免疫学反应性

(图 4、5)。笔者利用此重组噬菌体作为诊断抗原建

立了检测 AIV 抗体的 ELISA 方法, 为进一步利用

T4噬菌体展示系统开展新型诊断试剂以及基因工

程疫苗的研究奠定了基础。

  流感病毒的核蛋白结构高度保守, 可诱导动物

产生抗体,刺激动物机体产生细胞免疫,在抗原性上

具有重要意义。Harley 等在痘病毒中表达了 A/

Shearw ater/ Aust ralia/ 72株 NP 蛋白, 发现抗重组

NP 蛋白的兔血清可用于检测 A 型流感病毒, 并可

区分 A、B型流感病毒[ 14] 。而 De Boer 等利用抗 NP

的单克隆抗体建立了双夹心 ELISA, 检测人、马、

鸡、猪、海豹、雪貂、鼠等血清中的 AIV 抗体,结果表

明 NP-ELISA 可用于动物流感的检测, 而 HI 适用

于流感病毒的血清学分型
[ 11]

,进一步证实了 Harley

的推论。后来, Shafer 等利用在昆虫细胞表达的

NP 生产抗核蛋白单抗,建立了竞争 ELISA,检测禽

类血清,比 AGP 方法更敏感、特异, 表明该方法有

可能代替 AGP 用于禽类 A 型流感病毒血清的检

测[ 12]。本研究以噬菌体展示的 N P 蛋白建立了

ELISA,初步结果表明较 AGP 敏感、特异, 可用于

禽类血清抗体的检测。这些研究为流感的诊断提供

了更多的选择。

  此外,笔者以表达 NP 蛋白的重组噬菌体作为

ELISA 的诊断抗原建立检测 AIV 抗体的 ELISA

方法,具有其独特的优点: ( 1)外源蛋白展示于噬菌

体的球状头部表面, 能充分接触抗体, 提高了

ELISA 的灵敏性; ( 2) T 4噬菌体 SOC 位点展示的

融合蛋白拷贝数高, 达到 960拷贝,增加了抗原蛋白

的免疫原性; ( 3) T4噬菌体本身是病毒粒子,相对分

子质量较大,表达的蛋白处于其表面与噬菌体一起

以溶液形式存在,利于包被; ( 4)表达于其表面的蛋

白易保持其天然构象,具有良好的生物活性, 且成分

较为单一,大大降低了 ELISA 方法的非特异性; ( 5)

与全病毒作为诊断抗原相比,不必担心散毒危险,具

有高度的生物安全性; ( 6)诊断抗原易于生产,价格

低廉,易于推广应用。该法与琼脂扩散检测相比,其

相对灵敏度为 100% ,而特异性为 871 62%。检测的
准确率为 911 43%。其敏感性较琼脂扩散试验高,

与相关研究的结果一致 [ 8, 12]。结果表明, 以噬菌体

展示的 NP 作为抗原建立的 ELISA 方法能特异、有

效地监测 AIV 抗体。具有较高的特异性和敏感性。

但由于本方法未做田间试验,对于在野外监测流感

抗体,还需做进一步的标准化工作。

参考文献:

[ 1 ]  SAIF Y M . 禽病学 [ M ] . 苏敬良, 高  福, 译. 第 11

版. 北京:中国农业出版社, 2005: 147-177.

[ 2 ]  SUAREZ D L . Evo lution o f avian influenza v iruses

[ J] . Veterinar y M icrobio lo gy , 2000, 74 ( 1-2) : 15-

27.

[ 3 ]  吴仁蔚, 胡思顺, 肖运才, 等. 检测禽流感病毒抗体的

重组核蛋白间接 ELISA 方法的建立[ J] . 畜牧兽医学

报, 2006, 37 ( 10) : 1 067-1 072.

[ 4 ]  EPST EIN S L , KONG W P, MISPLON J A , et al.

P rotection against mult iple influenza A subtypes by

vaccination with highly conser ved nucleoprot ein [ J] .

Vaccine, 2005, 23( 46-47) : 5 404-5 410.

[ 5 ]  ALTST EIN A D, GIT ELMAN A K, SMIRNOV Y

A, et al. Immunization w ith influenza A NP-express-

ing vaccinia virus recombinant protects mice against

exper imental infect ion wit h human and av ian influenza

v iruses [ J] . A rchives of V iro lo gy , 2006, 151 ( 5) :

921-931.

[ 6 ]  BREATHNACH C C, CLARK H J, CLARK R C,

et al. Immunizat ion w ith recombinant modified vac-

cinia Ankara ( rM VA) constr ucts encoding the HA or

NP gene protects ponies fr om equine influenza virus

challenge [ J] . Vaccine, 2006, 24( 8) : 1 180-1 190.

[ 7 ]  SAHA S, YOSH IDA S, OH BA K, et a l. A fused

gene of nucleoprot ein ( NP) and H erpes simplex virus

g enes ( VP22) induces highly pr otectiv e immunity

against differ ent subtypes of influenza virus [ J] . V-i

ro lo gy , 2006, 354( 1) : 48-57.

[ 8 ]  STARICK E, WERNER O , SCH IRRM EIER H , et

al. Establishment o f a competit ive EL ISA ( cEL ISA )

system fo r the detection of influenza A virus nucleo-

protein ant ibodies and its applicat ion to field sera from

different species [ J] . Journal of Veterinar y Medicine,

1542



 11 期 王新卫等: A IV NP 基因在噬菌体表面的展示及间接 ELISA 方法的建立

2006, 53( 8) : 370-375.

[ 9 ]  ZHANG A, JIN M , LIU F, et al. Development and

evaluation of a DAS-ELISA fo r rapid detection of

avian influenza v iruses[ J] . Av ian Diseases, 2006, 50

( 3) : 325-330.

[ 10]  WEBSTER R , COX N, STH R K. WHO Manual on

Animal Influenza D iagnosis and Surveillance [ M ] .

2002: 19-64.

[ 11]  DE BOER G F, BACK W, OSTERHAU S A D. An

ELISA for detection o f ant ibodies against influenza A

nucleopr otein in humans and various animal species

[ J] . A rch Viro l, 1990, 115( 1-2) : 47-61.

[ 12]  SH AFER A L , KATZ J B, EERNISSE K A . Deve-l

opment and validation of a compet itiv e enzyme- linked

immunoso rbent assay fo r detect ion of type A influen-

za ant ibodies in av ian sera [ J] . Avian Dis, 1998, 42

( 1) : 28-34.

[ 13]  于康震,付朝阳, 刑大昌, 等.高致病力禽流感的流行

与防制研究进展[ J] . 中国预防兽医学报, 2001, 23

( 5) : 393-396.

[ 14]  HARLEY V R , MATH ER K A, POWER B E, et

al. Char acter ization o f an av ian influenza v irus nucle-

opro tein expressed in E. coli and in insect cells [ J] .

A rch V ir ol, 1990, 113( 3-4) : 267-277.

[ 15]  BROWN D W, KAWAOKA Y, WEBSTER R G, et

al. A ssessment o f r etrov ir us- expressed nucleopro tein

as a vaccine against lethal influenza v irus infections o f

chickens[ J] . Avian Dis, 1992, 36( 3) : 515-520.

[ 16]  JIN D Y , LI M F . M olecular Cloning : A Labo rato ry

Manual[ M ] . 2nd ed. Beijing : Science Press, 1999:

133-135.

[ 17]  REN Z J, LOWIS G K , WINGFIELD P L, et al.

Phage display of intact doma ins at high copy number:

A system based on SOC, the small outer capsid pr o-

tein of bacteriophage T4 [ J] . Pr otein Science, 1996,

5: 1 833-1 843.

[ 18]  REN Z J, BAU MANN R G, BLACK L W. Cloning

of linear DNAs in viv o by over expr essed T4 DNA

ligase: Constr uction o f a T 4 phage hoc gene display

vecto r [ J] . Gene, 1997, 195: 303-311.

[ 19]  刘  铀, 毕英佐,曹永长. 新城疫病毒 F 基因重组噬菌

体的构建及其免疫原性[ J] .中国农业科学, 2005, 38

( 6) : 1 270-1 274.

动物疫情快递

德国发生低致病性禽流感

2008年 10月 17日,德国向 OIE通报了低致病性禽流感疫情。疫情始于 2008年 10月 2日, 于 10月 9

日确诊。此次疫情是临床发病, 病原是 H5N3 亚型禽流感病毒, 依靠实验室检测 (高级) 作出诊断。

Friedrich-Loeff ler研究所(国家实验室)的 Rea-l t ime PCR 结果为阳性。疫区位于萨克森州 Leipzig 的动物

园和一个养殖场,易感动物是禽,动物园有易感禽 248只,病例 4例( 1只鹅和 3 只鸭) ,未出现死亡, 销毁 4

只;养殖场(毒株神经氨酸酶仍未确定)有易感禽 106只, 病例 106例,未出现死亡, 全部销毁,没有活禽的流

通。感染来源尚不清楚。德国采取的控制措施有控制野生动物、国内限制移运、筛查、区域化、染疫场区消毒

和改良的扑杀, 并且禁止免疫,未对动物进行治疗。这是德国首次发生低致病性禽流感。

斯洛文尼亚发生炭疽

2008年 10月 17日,斯洛文尼亚向 OIE 通报了炭疽疫情。疫情始于 2008年 10月 9 日, 于 10月 13日

得到确诊。病原是炭疽杆菌, 此次疫情是临床病例,根据怀疑、临床症状和实验室检测作出诊断,国家兽医研

究所(国家实验室)的细菌学检查结果为阳性。疫区位于占采列市 Loce pri Poljcanah的养殖场,易感动物是

牛,有易感牛 22头, 病例 2例。感染来源尚不清楚。斯洛文尼亚采取的控制措施有国内限制移运、筛查、紧

急免疫、染疫场区消毒,未禁止免疫,未对动物进行治疗。斯洛文尼亚上一次发生炭疽是 2001年。

(摘译自 OIE 网站)
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