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摘 要

目的：表达和纯化 A组轮状病毒（Rotavirus, RV）VP6蛋白；利用纯化后的 RV病

毒粒子和 VP6蛋白分别免疫动物制备特异性多克隆抗体；基于 VP6蛋白建立血清中人

A组轮状病毒抗体水平的检测方法。

方法：（1）将 VP6基因连接到 pET30a载体构建重组质粒，鉴定成功后在大肠杆菌

系统中进行蛋白表达，22℃低温诱导表达和纯化可溶 VP6蛋白，37℃高温诱导制备包涵

体 VP6蛋白并进行透析复性；（2）将 VP6基因连接到 pFastBac1载体构建重组质粒并在

蛋白 C端带有 his标签，鉴定成功后利用杆状病毒表达系统制备 VP6蛋白，使用亲和层

析镍柱进行纯化；（3）培养和纯化完整 RV病毒粒子，分别以 RV和 RV VP6蛋白为免

疫原，免疫动物获得多克隆抗体，利用间接 ELISA 法检测制备抗体的效价；（4）以纯

化得到的 VP6蛋白为包被抗原，建立检测血清中人 RV抗体的间接 ELISA 方法，优化

条件后对 46份湖南腹泻入院儿童血清样本进行 RV抗体水平的检测。

结果：（1）利用大肠杆菌表达系统得到包涵体 VP6蛋白，包涵体透析复性后仅能得

到少量可溶蛋白，复性效率低。利用杆状病毒表达系统表达得到纯度高、免疫原性好的

可溶 VP6蛋白；（2）利用纯化的 RV病毒粒子免疫小鼠得到效价较高的 RV鼠多抗，VP6

包涵体蛋白免疫兔子制备 RVVP6兔多抗，两种多抗均可用于Western Blotting检测，鼠

多抗纯度较高且特异性更好；（3）利用建立的间接 ELISA法检测 46份腹泻儿童血清样

本，血清稀释至 1:6000后检出率为 82.6%。

结论：本研究成功表达纯化出 A组轮状病毒 VP6可溶蛋白，制备得到 RV鼠多抗

和 RVVP6兔多抗，并基于 VP6蛋白建立了间接 ELISA 法用以检测血清中人轮状病毒

抗体水平，为轮状病毒检测及疫苗评价相关研究奠定了基础。

关键词 轮状病毒；VP6蛋白；抗体制备；抗体检测
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ABSTRACT
Objective: To obtain the VP6 protein of group A rotavirus and generate specific

polyclonal antibodies by immunizing animals with rotavirus or VP6 protein. Establishing a

method to detect the antibody level against human RVs in serum based on VP6 protein.

Methods: (1) The VP6 fragment was cloned into the pET30a vector and the recombinant

plasmid was successfully constructed. VP6 protein was expressed in the E.coli. The soluble

VP6 protein and VP6 inclusion body were expressed at 22 ℃ and 37 ℃ ,respectively.

Refolding of VP6 inclusion body was carried out using the dialysis method. (2) The VP6 gene

was cloned into pFastBac1 vector with a C-terminal his tag and recombinant plasmid was

successfully constructed. The soluble VP6 protein was expressed in baculovirus system and

purified by affinity chromatography using Histrap column. (3) An indirect ELISA method was

established to detect antibody against human RVs in serum. The antibody level of 46 serum

samples of hospitalized children with diarrhea in Hunan province was evaluated following

optimized conditions.

Results: (1) VP6 protein was mainly expressed as inclusion body in Escherichia coli.

Soluble VP6 protein with high purity and good immunogenicity was obtained in the

baculovirus expression system. (2) RV polyclonal antibodies of rabbits and mice with high

titers were obtained by animal immunization, both of which could be used for Western

Blotting detection. Rabbit RV polyclonal antibodies has higher purity. (3) The antibody level

in 46 serum samples of hospitalized children with diarrhea were detected by indirect ELISA.

The detection rate was 82.6% with the serum diluted to 1:6000.

Conclusions: In summary, RV VP6 soluble protein was successfully expressed, RV

polyclonal antibodies of rabbits and mice were obtained, and an indirect ELISA method was

established to detect the antibody level against human rotavirus in serum using VP6 protein.

This study provides the basis for further research of rotavirus detection and vaccine

evaluation.

KEYWORDS rotavirus, VP6 protein, antibody production, antibody detection
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前 言

轮状病毒（Rotavirus, RV）是引起儿童急性腹泻和重症腹泻的最常见病毒，已成为

5岁以下儿童腹泻死亡的重要原因，是世界范围内影响婴幼儿健康的重大公共卫生问题。

几乎每个 5岁以下儿童均会感染轮状病毒，无论在发达国家还是发展中国家均造成沉重

的疾病负担。在我国，轮状病毒的感染具有发病率低但检出率高、死亡率低但死亡例数

高的流性特征。临床上至今仍没有针对轮状病毒的特异有效的治疗方法，只能通过接种

疫苗降低感染率。近年来我国轮状病毒流行株不断变化，其中 A组轮状病毒（group A

rotaviruses, RVAs）在人群中流行最为广泛，是引起婴幼儿腹泻的最主要病原，市售疫苗

的保护效果已不能满足当前防控需求，因此研制新型疫苗至关重要。

轮状病毒结构蛋白中，中间衣壳蛋白 VP6为决定病毒分组的抗原，也是同组中任意

种属动物 RV均有的共同抗原。VP6蛋白是轮状病毒中含量最高的蛋白，且 VP6具有很

好的免疫原性和抗原性，这使得它成为轮状病毒疫苗开发和病毒检测方法研究中的热点，

而 VP6蛋白的表达则是开展相关研究的基础。大肠杆菌表达系统是表达 VP6蛋白时使

用最广泛的表达系统，其优点是操作简便、周期短、成本低，局限性是只能表达出包涵

体形式的 VP6蛋白，导致蛋白空间结构发生改变，对其进行包涵体复性时效率较低且蛋

白生物活性受到影响。昆虫杆状病毒表达系统表达周期长、操作较为复杂，一般常用于

实验室研究，不适于工业大规模生产，但该系统表达可溶形式蛋白更有优势。同种蛋白

比较时，可溶形式比包涵体形式更接近于天然状态，因此可溶性蛋白生物活性高、蛋白

真实且抗原性好。

在轮状病毒的疫苗开发研究中，接种疫苗后血清抗体水平是评价疫苗效果的重要标

准，因此建立可靠的血清抗体检测方法十分重要。轮状病毒抗体的检测方法主要是间接

ELISA法，只需将待检血清加入制备好的抗原板上孵育，再加入酶标抗体孵育显色即可

测定 OD450值，操作简便、快速，可同时检测大量样品。目前国内有许多针对猪、牛等

动物轮状病毒抗体检测的相关试剂盒，而检测人轮状病毒血清抗体水平的试剂盒较少，

一般均注明用于科研实验而非临床诊断，且没有公认的金标准试剂盒，并且试剂盒在检

测抗体时需要先对血清样本进行稀释，而目前现有试剂盒的稀释标准各不相同，差异达

到数十倍甚至百倍，这直接导致了后续检测值和评判标准的不同，不利于抗体检测试剂

盒的规范及疫苗效果的评价。

本研究在 P2实验室进行人轮状病毒培养及蛋白表达。分别尝试在大肠杆菌表达系
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统和昆虫杆状病毒表达系统中，表达 A组轮状病毒 VP6蛋白，期望得到表达量大、纯

度高、免疫原性好的可溶性 VP6蛋白。在大肠杆菌表达系统中构建重组质粒并鉴定成功

后，于 22℃条件下进行低温诱导，表达 VP6可溶性蛋白；于 37℃条件下进行高温诱导，

表达 VP6包涵体蛋白，并通过透析复性使包涵体蛋白恢复空间折叠结构。在昆虫杆状病

毒表达系统中构建重组质粒并鉴定成功后，转染进悬浮培养的 sf9细胞中培养并扩毒，

培养完成后收取上清液离心，以亲和层析镍柱进行纯化后浓缩蛋白。用轮状病毒及表达

纯化出的 VP6蛋白作为免疫原免疫小鼠及兔，制备出可用于实验室轮状病毒及 VP6蛋

白检测的多克隆抗体，并以 A 组轮状病毒 VP6蛋白作为检测抗原，以鼠抗 RV阴、阳

性标准血清作为抗体建立人轮状病毒血清抗体间接 ELISA 检测方法，对方法进行条件

优化后，检测 46份湖南腹泻入院儿童样本并进行方法评价，为轮状病毒的防控奠定基

础。
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第一章 免疫原及抗体的制备

轮状病毒（Rotaviruses, RV）是引起儿童急性腹泻与重症腹泻的最常见病毒。全球

范围内，每年约 1.14 亿儿童感染 RV，导致 45.3 万人死亡[1]和超过 200万的 5岁以下

儿童住院[2-5]。轮状病毒颗粒有三层衣壳组成，组成中间层衣壳的 VP6蛋白是决定病毒

分组的抗原，是同组中的任意种属动物轮状病毒均有的共同抗原，在同组中表现为高度

保守。依据 VP6抗原特异性和序列进化分析，可将 RV分为 A~J共 10个组，其中 A组

轮状病毒（group A rotaviruses, RVAs）是引起婴幼儿腹泻的最主要病原[6]，也是研究人

感染 RV的重点，在流行病学及疫苗研制方面极为重要。VP6蛋白约占 RV病毒总蛋白

量的 51%[7]，其分子量约为 45 KDa[8]。研究表明，RV感染后最早和主要的抗体反应是

针对 VP6，且 VP6具有高度的免疫原性和抗原性[9]。因此，轮状病毒 VP6是 RV疫苗研

制和 RV检测方法研究中的重要分子[10-12]。

轮状病毒感染至今仍没有特异有效的治疗方法[13]，且卫生状况的改善并不能阻止

RV的传播。疫苗的应用是减少婴幼儿轮状病毒感染性腹泻和死亡的有效手段[14-16]，研

制安全、有效的 RV疫苗尤为重要。血清中的抗体水平是评价疫苗有效性的重要指标，

用 RV病毒液及 RVVP6蛋白作为抗原免疫动物，制备轮状病毒抗体及 RV VP6蛋白抗

体是 RV疫苗开发和 RV检测相关研究的基础。

1. 实验材料

1.1主要实验仪器

（1）立式高速冷冻离心机，日本日立公司

（2）凝胶成像系统 Gel Doc™ XR+ System，美国 BIO-RAD公司

（3）恒温摇床 THZ-052，上海博彩生物科技有限公司

（4）电热恒温培养箱，上海森信实验仪器有限公司

（5）超声波细胞粉碎机，宁波新艺超声设备有限公司

（6）亲和层析柱，GE healthcare公司

（7）基础电泳仪，美国 BIO-RAD公司

（8）Nanodrop lite分光光度计，美国 Thermo公司
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（9）AKTAFrac-950纯化仪，GE healthcare公司

（10）蛋白转膜仪，南京金斯瑞生物科技有限公司

（11）TC1000-G PCR仪 ,美国 Scilogex公司

（12）96孔酶标板，美国 Corning公司

（13）微孔板振荡器，北京启维益成科技有限公司

（14）酶标仪，美国 Thermo公司

1.2主要实验试剂

（1）大肠杆菌 BL21（DEC3）北京天根生物有限公司

（2）氨苄青霉素（Amp），美国 Sigma公司,

（3）卡纳青霉素（K），美国 Sigma公司

（4）异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（IPTG），上海 Sangon公司

（5）十二烷基硫酸钠（Sodium dodecyl sulfate，SDS），美国 Sigma公司

（6）SDS-PAGE凝胶配制试剂盒，上海碧云天生物技术有限公司

（7）吐温（Tween 20），美国 Sigma公司

（8）蛋白低分子量标准 Protein RulerⅡ，北京全式金生物公司

（9）蛋白低分子量标准 Protein Blue PlusⅡ，北京全式金生物公司

（10）5×loading buffer，上海碧云天生物技术有限公司

（11）胶回收试剂盒，美国 Omega公司

（12）质粒提取试剂盒，美国 Omega公司

（13）四甲基联苯胺（TMB）底物试剂盒，美国 BD公司

（14）HRP标记的链霉亲和素抗体，英国 Abcam公司

（15）山羊抗鼠 IgG，北京全式金生物公司

（16）山羊抗兔 IgG（H+L），美国 Proteintech公司

1.3主要试剂配制

（1）LB液体培养基：1%胰蛋白胨，1% NaCl，0.5%酵母提取物，加入去离子水配制。

121℃高温高压灭菌 20 min后冷却至室温，存于 4℃。

（2）LB固体培养基：1%胰蛋白胨，1% NaCl，0.5%酵母提取物，1.5%琼脂糖，加入去
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离子水配制，121℃高温高压灭菌 20 min后冷却至 60℃左右，加入终浓度为 100 mg/mL

的抗生素，充分混匀后倒平板。待平板冷却凝固后用封口膜封口，存于 4℃。

（3）PBS缓冲液：将 PBS磷酸盐缓冲液干粉用去离子水按说明定容，121℃高温高压

灭菌 20min后冷却至室温，储存备用。

（4）SDS-PAGE凝胶：

a. 12%分离胶（10mL）：将 2mL去离子水，4mL 30%Acr-Bis，3.8mL 1M Tris (pH8.8)，

0.1mL 10%SDS，0.1mL 10%过硫酸铵，0.004mL TEMED 混匀，注入制胶板体积的

4/5后，快速注入适量乙醇驱赶气泡。

b. 5%浓缩胶（2mL）：将 1.4mL去离子水，0.33mL 30%Acr-Bis，0.25mL 1M Tris(pH6.8)，

0.02mL 10%SDS，0.02mL 10%过硫酸铵，0.002mL TEMED 混匀，吸干制胶板中的

乙醇，将制好的浓缩胶注入凝固的分离胶上层，插上梳子待凝。

2. 实验方法

2.1轮状病毒培养及纯化

2.1.1病毒培养

在 P2实验室进行人轮状病毒培养。接种MA 104细胞到 T75培养瓶，培养 24小时

后取生长状态良好的MA104致密单层细胞，弃去其中培养基，用 PBS清洗 3次后加入

无血清的 DMEM培养基，并接种 1 mL RV病毒液（提前加入终浓度 10 μg/mL胰酶活化

处理 37℃ 1h），轻摇后于 37℃、5% CO2的恒温培养箱中静置吸附 2 h，期间每 15 min

轻摇混匀一次。2 h后弃去吸附液，用 PBS清洗 2次后加入胰蛋白酶终浓度为 5 μg/mL

的无血清 DMEM培养基，置于 37℃、5% CO2的恒温培养箱内培养。待观察到 80%左

右细胞病变时停止培养，于-80℃保存。

2.1.2病毒纯化

采用超速离心法纯化病毒。将 400 mL RV细胞培养物反复冻融 3次后，置于水浴锅

中，56℃、60 min进行灭活处理。灭活后的 RV病毒液先 6000 rpm离心 1h，再 8000 rpm

离心 1h，除去细胞碎片。离心后取细胞上清液，用 100 KDa超滤管浓缩至 20 mL。将病

毒浓缩液在 4℃条件下，以 35000 rpm超速离心 2 h后，小心倒弃上清液，用 500 μL PBS

重悬离心管底部的病毒粒子并收集于 EP管中，液氮速冻后存于-80℃。
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2.1.3 RV的 SDS-PAGE分析

利用 SDS-PAGE电泳，检测 RV培养及纯化情况。实验操作步骤如下：

a. 以 12%的分离胶和 5%的浓缩胶制作 SDS-PAGE电泳凝胶。

b. 吸取纯化前、纯化后的 RV病毒液各 20 μL，分别与 5 μL 5×蛋白上样缓冲液充

分混匀，13000 rpm离心 2 min。

c. 于沸水中煮 6-8 min使样品变性，13000 rpm离心 2min。

d. 组装电泳设备，吸取样品上清液及 RulerⅡMarker各 10 μL，加入蛋白胶孔中。

连接好正、负电极，将电压设为 80V进行 20min电泳。条带到达分离胶后，再将电压设

为 120V继续进行约 50min电泳，条带到达凝胶底部后关闭电源。

e. 取出蛋白胶，切下分离胶放入 Quick Blue染液中，置于水平摇床染色 1h。

f. 倒出染液，纯水冲洗凝胶后放于凝胶成像仪内，拍照观察。

2.1.4 RV的Western Blotting鉴定

对纯化后的 RV进行 SDS电泳，Marker使用 Blue PlusⅡ，操作如 2.1.3（步骤 a.至

d.）。取下蛋白胶后，切下分离胶放入纯水中，继续如下检测：

a. PVDF膜活化。剪下与蛋白胶尺寸相同的 PVDF膜，浸入甲醛 1min后取出，再

浸入 1×平衡液中 1min。

b. 转膜。三明治转膜夹内由阳极→阴极的顺序为：海绵垫→PVDF 膜→目的蛋白

电泳后的蛋白胶→海绵垫，采用槽式湿转法转膜。以恒流 300mA快速转模大约 16min

左右，关闭电源。

c. 取出 PVDF膜，浸泡在 10%的脱脂奶粉中，置于水平摇床封闭 1h。

d. 封闭结束，将兔 RV VP6 蛋白多抗按照 1:1500 稀释到 2%的脱脂奶粉中，并把

PVDF膜全部浸透其中，4℃过夜孵育。

e. PVDF膜在一抗中孵育结束后，用 PBST洗三遍，每次 5min。将 HRP标记的山

羊抗兔 IgG酶标二抗按照 1：2000比例稀释，并把 PVDF膜全部浸透其中，置于水平摇

床孵育 1 h，用 PBST洗三遍。

f. 发光鉴定。A、B发光液按 1:1稀释后均匀滴在 PVDF膜上，快速放进显影匣内

拍照。
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2.2轮状病毒 VP6蛋白的表达及纯化

2.2.1大肠杆菌表达 VP6-his蛋白

2.2.1.1构建重组质粒

由本实验室保存和完成基因测序的人 RVAG9P[8]VP6基因序列，于苏州金唯智生

物科技有限公司优化序列合成构建于 pET-30a载体上的质粒，即 VP6蛋白的重组表达质

粒 pET30a-G9P[8] VP6。

2.2.1.2重组质粒的转化

a. 挑取公司合成的重组质粒 pET30a-G9P[8] VP6 菌体，放入 5mL LB 液体培养基

（K+）中，37℃，180 rpm过夜培养 12-14 h。利用质粒 DNA小提试剂盒提取质粒。

b. BL21（DEC3）感受态细菌于冰上解冻后吸取 50 μL，加入 2 μL 质粒吹打混匀

后，冰上孵育 30 min。

c. 42℃水浴锅中冲击 45 s后，冰上孵育 2 min。

d. 加入 200 μL无抗 LB液体培养基，37℃，180 rpm培养 45 min。

e. 吸取菌液 50 μL，均匀涂布接种于卡那霉素抗性（K+）的 LB固体培养基平板上，

37℃，倒置过夜培养。

f. 次日，在平板上挑取单克隆菌落，加入 150 mL LB液体培养基（K+）中，37℃，

180 rpm过夜摇菌培养 12-14 h。

2.2.1.3 VP6-his蛋白的可溶性表达

a. 过夜培养的菌液按 1:100加入 LB液体培养基（K+）中，37℃，180 rpm培养至

OD600吸光值约 0.7。

b. 菌液中加入 0.4 mM IPTG，分别在 22℃、37℃条件下，150 rpm，诱导过夜 12-14

h。

c. 次日，诱导后菌液在 4℃条件下，6000 rpm离心 8 min。倒弃上清液，加入 30 mL

PBS重悬菌体。

d. 将重悬后的菌体以 80%的功率进行超声破碎。超声 2s，间隔 3s，超声破碎 1h

后，在 4℃条件下，13000 rpm离心 30 min。

e. 通过 SDS-PAGE鉴定不同温度下蛋白表达情况，步骤同 2.1.3。

2.2.1.4 VP6-his蛋白的包涵体表达

a. 过夜培养的菌液按 1:100加入 LB液体培养基（K+）中，37℃，180 rpm培养至
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OD600吸光值约 0.7。

b. 在菌液中分别加入浓度为 0，0.1mM，0.2mM，0.5mM，1mM，2mM的 IPTG，

在 37℃，180 rpm条件下，分别诱导 5h，8h，12h，16h。

c. 4℃，6000 rpm离心，收菌并用 PBS重悬，鉴定不同条件下包涵体蛋白表达的

最佳条件。

d. 在最佳条件下扩大培养菌液，4℃，6000 rpm离心，收菌并用 PBS重悬。

e. 重悬后的菌体以 50%的功率进行超声破碎。超声 2s，间隔 3s，重复 100次后，

在 4℃条件下，13000 rpm离心 30 min。倒弃上清液，离心管底部白色沉淀即为包涵体

蛋白。

f. 用玻璃棒轻柔刮去包涵体表面较为柔软的菌体层。菌体呈褐色软黏状，包涵体

为白色、较硬的固体。

g. 用washing buffer（0.5%Triton-100，50mM Tris pH8.0，300mM NaCl，10mM EDTA，

1‰DTT）重悬包涵体，超声 30次后，4℃，13000 rpm离心 15 min。再用玻璃棒刮去包

涵体表面的菌体。重复 1-2次直至包涵体表面无明显菌体层。

h. 用 resuspension buffer（50mM Tris pH8.0，100mM NaCl，10mM EDTA，1‰DTT）

重悬包涵体，超声 30次后，4℃，13000 rpm离心 15 min，并对包涵体进行称重。

i. 将包涵体按 30 mg/mL的比例溶解于 dissolution buffer（8M 尿素（Urea）），在 4℃

条件下，搅拌均匀后，13000 rpm离心 15min。吸取上清液，保存于-80℃。

2.2.1.5 VP6-his蛋白的包涵体透析复性

a. 在 100mL refolding buffer（8M Urea，400mM L-Arg HCl，100mM Tris pH8.0，2mM

EDTA，5mM GSH，1mM GSSG）中，加入 2mL（30mg/mL）溶解后的包涵体蛋白，搅

拌均匀后放于透析袋中。将透析袋浸没于装有 2L透析液（PBS，6M Urea，5mM GSH，

1mM GSSG，pH7.5）的大烧杯内。在烧杯内加入转子，置于磁力搅拌器上，于 4℃条件

下，搅拌透析。

b. 透析液以 6M，4M，2M，1M，0.5M尿素浓度（其他条件不变），进行梯度透析，

每隔 8h换液一次。

c. 尿素浓度透析至 0.5 M后，烧杯内换为 PBS液体继续透析 24 h，每 2-4 h换液一

次。

d. 透析结束后倒出透析袋内液体，4℃，13000 rpm离心 30 min，收集上清液。

e. 用 10 KDa超滤管将上清液浓缩至 2 mL，浓缩液装入 EP管中，4℃，13000 rpm
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离心 10 min。吸取上清液装入新的 EP管内，测蛋白浓度并标记。蛋白经液氮速冻后保

存于-80℃。

2.2.1.6 SDS-PAGE检测

利用 SDS-PAGE电泳（步骤同 2.1.3），检测大肠杆菌系统表达的 VP6-His蛋白，包

括：22℃诱导后的上清和沉淀、37℃不同浓度 IPTG诱导后的沉淀、最佳诱导条件下表

达的包涵体蛋白、纯化后的包涵体蛋白及透析复性后的蛋白。

2.2.2大肠杆菌表达 VP6-GST蛋白

2.2.2.1构建重组质粒

（1）引物的设计与合成

引物由苏州金唯智生物科技有限公司合成，引物序列如下，划线部分为酶切位点。

FBamHIVP6：CGCGGATCCGAAGTGCTGTATAGCCTGAGC

RXhoIVP6：
CCGCTCGAGttaTTTAATCAGCATGCTGCGAATGC
（2）目的基因的 PCR扩增

以 pET30a-G9P[8] VP6重组质粒为模板，进行 PCR扩增，构建反应体系如表 1-1，

PCR反应程序如表 1-2。

表 1-1 目的基因 PCR反应体系

试剂 体积（μL）
模板 2
I5 Mix 25
ddH2O 19

引物 FBamHI VP6 2
引物 RXhoI VP6 2

表 1-2 PCR反应程序

步骤 温度（℃） 时间（min）
heat 94 03:00
变性 91 00:30
退火 55 00:30
延伸 72 01:00

终延伸 72 07:00

注：变性至延伸循环 35次

（3）琼脂糖凝胶电泳检测
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对 PCR反应产物进行琼脂糖凝胶电泳检测，具体操作步骤如下：

a. 将 50×TAE电泳缓冲液用纯水稀释至 1×TAE缓冲液。

b. 称取 1.5g 琼脂糖，加入 100 mL 1×TAE 缓冲液，配置成 1.5%的琼脂糖凝胶溶

液。

c. 用微波炉高火加热，待完全溶解后，滴加 10 μL Gel Red染液充分混匀。

d. 按照跑样需求，在制胶槽中插入适当胶孔的梳子，倒入琼脂糖凝胶溶液并迅速

去除其中杂质及气泡，放于室温中凝固约 30 min。

e. 垂直拔掉梳子，用切胶刀沿四周小心取下固体，即 1.5%的琼脂糖凝胶。

f. 组装好电泳设备后，将 10 μL样品与 2 μL 6×loading buffer充分混匀，以 10 μL/

孔,上样并加入 1 0 μL Marker，180V，120mA进行电泳。

g. 结束后将胶放入凝胶成像仪中，进行拍照保存。

（4）PCR产物的胶回收

a. 切下 PCR产物跑胶后的目的条带，装入 EP管中。

b. 加入 700μL XP2，置于 60℃金属浴中，每 2-3min震荡一次至完全溶解。

c. 将溶解液吸入 HiBid DNA cloumn-2mL收集管内，10000g离心 1min，弃废液，

留管。

d. 加入 300μL XP2，13000g离心 1min，弃废液，留管。

e. 加入 700μL SPW，13000g离心 1min，弃废液，留管。重复操作一次。

f. 空管离心 2min后，将 HiBid DNA cloumn移入 1.5mL EP管，加入 20μL Elution

Buffer，静置 2min后，13000g离心 1min。标记 EP管，存于-20℃。

（5）目的基因与载体质粒的酶切及连接

a. 对胶回收产物和 pGEX6P-1载体质粒分别进行酶切，构建反应体系如表 1-3。将

构建好的体系放入 37℃培养箱中，静置反应 4h。

表 1-3 酶切反应体系

试剂 体积（μL）
胶回收产物/载体质粒 20

ddH2O 20
Cutsmart Buffer 5

BamH I 2.5
Xho I 2.5

b. 酶切反应完成后进行 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测，步骤同 2.2.2.1（3）。



A组轮状病毒 VP6蛋白抗体制备及血清抗体检测方法的建立

13

c. 切下凝胶上的目的条带后进行胶回收纯化，步骤同 2.2.2.1（4）。

d. 将回收的目的基因酶切产物与 pGEX6P-1 载体酶切产物进行连接，构建反应体

系如表 1-4。构建好的体系置于室温下连接 10min。

表 1-4 连接反应体系

试剂 体积（μL）
T4 DNA Ligas 1

10×T4 DNA buffer 1
目的基因酶切产物 2

pGEX6P-1载体酶切产物 1
ddH2O 5

（6）连接产物的转化

a. BL21（DEC3）感受态细菌上解冻后吸取 50 μL，加入 5 μL 连接产物轻柔吹打

混匀，冰上孵育 30 min。

b. 加入 500 μL无抗LB液体培养基，37℃，150 rpm培养 1h后，5000 rpm离心 3 min，

吸出 400 μL上清液并倒弃。

c. 重悬剩余菌液并吸取 50 μL均匀涂布接种于 LB固体培养基（Amp+）上，37℃

倒置过夜培养。

d. 次日，挑取培养基上单克隆菌落，加入装有 500 μL LB液体培养基（Amp+）的

1.5mL EP管中，37℃，180rpm，摇菌培养 5h。

（7）菌液 PCR

以上述培养好的菌液为模板，进行 PCR扩增，构建体系如表 1-5，PCR反应程序如

表 1-2。PCR产物进行 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测，步骤同 2.2.2.1（3）。

表 1-5 连接产物 PCR反应体系

2.2.2.2 VP6-GST蛋白的可溶性表达

试剂 体积（μL）
模板 2

2× Mix 10
ddH2O 7

引物 FBamHI VP6 0.5
引物 RXhoI VP6 0.5
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在鉴定连接正确的平板上，挑取生长状态良好的单克隆菌落加入 150 mL LB液体培

养基（Amp+）中，37℃，180 rpm过夜摇菌培养 12-14 h。余下操作同 2.2.1.3，其中所

有培养基均对应换成带有氨苄抗性的 LB液体培养基（Amp+)、LB固体培养基（Amp+)，

诱导温度为 22℃。

2.2.2.3纯化 VP6-GST蛋白

a. 取含有 2 mL谷胱甘肽琼脂糖凝胶填料的亲和层析柱，先用去离子水流穿清洗填

料数次，再用 PBS流穿清洗 5次。堵住出水口，加入 2 mL PBS混匀后倒入装有蛋白上

清液的离心管内，4℃，翻转结合 60 min。

b. 将结合后的填料与蛋白液共同倒入亲和层析柱中流穿，并用 PBS清洗 5次，除

去杂蛋白。

c. 取 GST标签洗脱缓冲液洗脱 5次，每次 10 mL，收集洗脱液。

d. 清水冲洗亲和层析柱 5次。堵住出水口，加入 10 mL盐酸胍（6 mol/L）浸泡 10

min后流穿，再用清水冲洗 5次。加入 10 mL清水封存于 4℃冰箱。

2.2.2.4 SDS-PAGE检测

通过 SDS-PAGE电泳检测，鉴定 VP6-GST蛋白在大肠杆菌中的可溶性表达情况，

操作同 2.1.3。

2.2.2.5质谱检测鉴定

洗脱蛋白经 SDS-PAGE跑胶后，用切胶刀从蛋白胶上切下目的条带，并将其浸泡于

含有 500 μL ddH2O的 1.5 mL EP管中。做好标记，交由中国科学院微生物研究所进行质

谱检测鉴定。

2.2.3昆虫杆状病毒表达 VP6蛋白

2.2.3.1构建重组质粒

由实验室保存并完成测序的人 RVAG9P[8]VP6基因序列，于苏州金唯智生物科技

有限公司合成构建于 pFastBac1 载体上的质粒，即 VP6 蛋白的重组表达质粒

pFastBac1-G9P[8] VP6，序列末端带有组氨酸（His）标签用于蛋白亲和层析纯化。

2.2.3.2重组质粒的转化及鉴定

（1）转化重组质粒

a. 将公司合成的重组质粒 pFastBac1-G9P[8] VP6粉末以 13000rpm离心 10min，加

入 50 μL去离子水并将其充分混匀。

b. DH10Bac感受态细菌冰上解冻后吸取100 μL，加入1 μL重组质粒轻柔吹打混匀，
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冰上孵育 30 min。

c. 42℃水浴锅中冲击 45s，冰上孵育 2 min。

d. 加入 900 μL 无抗 LB液体培养基，37℃，225rpm培养 4 h，使感受态细菌恢复

生长。

e. 吸取菌液 100μL，余下的菌液按梯度稀释(10-1, 10-2, 10-3)后，各吸取 100 μL，均

匀涂布接种于三抗 LB 固体培养基（50 μg/mL 卡那霉素 kanamycin, 7 μg/mL 庆大霉素

gentamicin, 10 μg/mL四环霉素 tetracycline, 100 μg/mL Bluo-gal和 40 μg/mL IPTG）。37℃

倒置培养 24-48 h，直至长出较大的均匀菌落且蓝白斑清晰。

f. 挑选单克隆白斑于 200 μL的 KGT（50 μg/mL kanamycin, 7 μg/mL gentamicin和

10 μg/mL tetracycline）三抗 LB液态培养基中，37℃，225rpm培养 2h。

（2）菌液 PCR鉴定

以上述培养好的菌液为模板，以杆状病毒通用引物M13F和 M13R进行 PCR扩增

（ M13F Forward (-40) 5 ′ d[GTTTTCCCAGTCACGAC]3 ′ ； M13R Reverse 5 ′

d[CAGGAAACAGCTATGAC]3′），构建反应体系如表 1-6，PCR反应程序如表 1-7。反

应完成后取 PCR产物进行 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测，步骤同 2.2.2.1（3）。

表 1-6 连接产物 PCR反应体系

试剂 体积（μL）
模板 2

2× Mix 10
ddH2O 7

引物M13F 0.5
引物M13R 0.5

表 1-7 PCR反应程序

步骤 温度（℃） 时间（min）
heat 93 03:00
变性 94 00:45
退火 55 00:45
延伸 72 05:00

终延伸 72 07:00

注：变性至延伸循环 35次

（3）提质粒

挑取菌液 PCR鉴定为阳性的白斑菌液，加入 3mL KGT三抗 LB培养基中，37℃，
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225rpm摇菌培养 24h左右。用质粒 DNA中提试剂盒提取质粒，质粒测浓度后待做转染。

（4）质粒 PCR鉴定

以提取的质粒为模板，进行 PCR扩增，构建反应体系如表 1-6，PCR反应程序如表

1-7。反应完成后取 PCR产物进行 1.5%琼脂糖凝胶电泳，检测步骤同 2.2.2.1（3）。

2.2.3.3转染

a. 预先准备好悬浮培养的 sf9细胞，细胞密度约 1.5-2.5×106 cells/mL。

b. 细胞计数板数细胞后铺六孔板（孔直径 35mm），每孔 8-9×105个细胞，在平滑

台面上画十字将细胞混匀，27℃培养 1h左右，使细胞完全贴壁。

c. 在超净台中，Cellfectin II 6-8 μL+ unsupplemented Grace’s Medium 100 μL，轻

柔混匀，标管 1，静置 5 min。bacmid 1-2 μg+ unsupplemented Grace’s Medium 100 μL，

轻柔混匀并标管 2。管 1、管 2混合后孵育 45min。

d. 吸出六孔板中的培养基，以 2 mL/孔加入 unsupplemented Grace’s Medium清洗

后弃去培养基。

e. 步骤 c的混合液中加入 0.8 mL unsupplemented Grace’s Medium，27℃孵育 5 h。

弃去培养基，以 2 mL/孔加入 Sf-900™ III SFM 培养基（含三种抗生素：50 units/mL

penicillin、50μg/mL streptomycin和 0.125μg/mL Fungizone®Antimycotic）。27℃避光孵育

72 h，至细胞裂解，单层细胞漂浮。

f. 收取 2mL上清，500g、5min离心后转移至干净的 EP管，锡箔纸包裹 4℃避光

保存，即为 P1病毒。

2.2.3.4扩毒

用 10cm 盘铺约 1×107个 sf9 细胞，加入 500 μL P1病毒，27℃避光培养 72h后收

毒，500 g离心 5 min后上清转移至干净的 15 mL离心管，锡箔纸包裹 4℃避光保存，即

为 P2 病毒。用 10 cm 盘铺约 1×107个 sf9 细胞，加入 200 μL P2 病毒，27℃避光培养

72 h后收毒，500 g离心 5 min后上清转移至干净的 15 mL离心管，锡箔纸包裹 4℃避光

保存，即为 P3病毒。悬浮避光培养 300mL sf9细胞，密度为 1.5-2×106加入 600 μL P3

病毒，27℃继续悬浮培养 72 h后，1000 g离心 10 min后上清转移至干净的 50 mL离心

管，锡箔纸包裹 4℃避光保存，即为 P4病毒。

2.2.3.5病毒感染昆虫细胞表达 VP6蛋白

悬浮培养 4瓶 300 mL Hi5细胞，分别加入 40 mL P4病毒，避光悬浮培养 48 h后，

7000 rpm、4℃离心 2 h，收集上清液，该上清即含有杆状病毒感染昆虫细胞表达 VP6蛋
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白。上清液用 0.22 μm滤膜抽滤去除杂质。

2.2.3.6纯化 VP6蛋白

（1）Ni柱纯化

a. 在蠕动泵上接好 Ni 柱，以 1mL/min 流速，先用 50mL ddH2O 过柱清洗，再用

50mL buffer（10mM CaCl2，20mM Tris-HCl，150mM NaCl，pH8.0）过柱平衡，防止病

毒上清直接接触水后在柱子上变性沉淀。

b. 抽滤好的蛋白上清在 4℃条件下，以 2 mL/min流速，过柱进行结合。

c. 结合蛋白后，在 4℃条件下，依次以咪唑浓度分别为：20mM、50mM、300mM

的 50mL Elution buffer（10mM CaCl2，20mM Tris-HCl，150mM NaCl，咪唑，pH8.0）过

柱洗脱蛋白，分别收集洗脱液并标记。

d. 用 30 mL ddH2O清洗 Ni柱后，保存于 4℃冰箱中。

e. 将 300 mM咪唑洗脱蛋白加入 10KDa超滤管中，2800 rpm，4℃离心。每次浓缩

至蛋白样品剩约 3 mL时，加满 buffer 并弃去超滤管下层滤液，重复数次，直至蛋白样

品中含有咪唑的缓冲液几乎全部替换为不含咪唑 buffer。将其浓缩至约 2 mL，吸出后装

于 EP管中，4℃，13000 rpm离心 10 min。吸取上清液，用 Nanodrop lite检测浓度，液

氮中速冻后保存于-80℃。

（2）AKTA纯化

连接好AKTA后，以1mL/min流速，先用120 mL ddH2O过柱清洗，再用120 mL buffer

（10mM CaCl2，20mM Tris-HCl，150mM NaCl，pH8.0）过柱平衡，走平后 UV值调零。

将 Ni 柱纯化浓缩后的蛋白用注射器打入进样口后，继续流过 buffer。设定参数后，用

EP管收集 UV值大于 20 mAU的洗脱液（1mL/管）。根据蛋白 280nm吸收峰的位置和对

应的样品管，收集目的蛋白，通过 SDS-PAGE进一步验证。洗脱结束后，先用 120 mL

ddH2O过柱清洗，再用 120 mL 20%的乙醇装满柱子并封闭存放。

2.2.3.7 SDS-PAGE检测

通过 SDS-PAGE鉴定昆虫杆状病毒表达系统中，VP6蛋白的可溶性表达情况，包括

上清表达产物经 Ni柱纯化后 20mM咪唑洗、50mM咪唑、300mM咪唑洗脱下的蛋白，

及 AKTA纯化后的蛋白。步骤同 2.1.3。

2.2.3.8 Western blotting检测

对纯化后的重组 VP6蛋白进行Western blotting检测，步骤同 2.1.4。
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2.3轮状病毒制备鼠多抗

2.3.1动物免疫

选取两只健康的 BALB/c小鼠作为首免动物。免疫前尾静脉采血，留作阴性标准血

清。小鼠共进行 8次免疫，免疫间隔时间为 7天，免疫剂量为 20 μg/次。第 1-6次免疫

抗原为纯化后的 RV病毒液，第 7、8次免疫抗原为纯化后的重组 VP6蛋白。用于首免

的抗原加入弗氏完全佐剂；用于第 2-8次免疫的抗原加入弗氏不完全佐剂。取血检测时

间为第 8次免疫后 7天。ELISA检测抗血清达到要求后，颈动脉采全血。采集到的血液

均在 4℃条件下，3000 rpm离心 15 min，抽取上层血清，保存于-20℃冰箱。动物免疫实

验由上海艾比玛特公司完成。

2.3.2鼠多抗效价鉴定

a. 将纯化好的重组 VP6蛋白用 0.05 M 的碳酸盐缓冲液稀释至 0.25 μg/mL 后加入

酶标板中，100 μL/孔，4℃孵育过夜。

b. 次日弃去孔内液体，加入含 10%脱脂奶粉的 PBS，100μL/孔，37℃封闭 1h 后

PBST洗板。

c. 将小鼠血清样本分别倍比稀释至1:1000、1:2000、1:4000、1:8000、1:16000、1:32000、

1:64000、1:128000、1:256000、1:512000后加入酶标板，100 μL/孔，以免疫前小鼠作为

阴性血清，依次同比例稀释进行对照，37℃孵育 1h后 PBST洗板。

d. 将 HRP标记的山羊抗鼠 IgG 酶标二抗稀释至 1:8000后加入酶标板，100 μL/孔，

37℃孵育 45 min后 PBST洗板。

e. 将 TMB底物的 A液与 B液按 1:1混匀后加入酶标板，50 μL/孔，室温避光反应

15min。

f. 加入 0.5 M磷酸终止液，50 μL/孔，终止显色反应；利用酶标仪测定 OD450值。

实验中以 Tween-20浓度为 0.5‰的 PBST溶液洗板，震荡洗涤 5次，每次 3min，洗

涤后拍干。多克隆抗体血清孔的 OD450值记为 P，阴性对照孔的 OD450值记为 N。当 P/N

≥2.1时，多克隆抗体的最高稀释度为多克隆抗体的效价。

2.3.3鼠多抗Western Blotting鉴定

对免疫后获得的多克隆抗体进行Western Blotting验证。一抗即为该多克隆抗体，二

抗为山羊抗鼠 IgG，鉴定该多克隆抗体与RV及RVVP6的特异性结合情况，方法同 2.1.4。



A组轮状病毒 VP6蛋白抗体制备及血清抗体检测方法的建立

19

2.4 VP6蛋白制备兔多抗

2.4.1动物免疫

选取两只健康的雌性新西兰大白兔作为首免动物，免疫原为大肠杆菌表达的

VP6-His包涵体蛋白，包涵体蛋白用尿素溶解。免疫前留血样，作为阴性标准血清。免

疫方案如下：

一免：第 1天，预取血，通过颈后背部皮下注射 1000 μL/只，500 μg蛋白+500 μL

弗氏完全佐剂 KX0210046Q；

二免：第 15天，按照同样的免疫方式免疫用抗原 1000 μL/只，500 μg蛋白+500 μL

弗氏不完全佐剂 KX0210047Q；

三免：第 25天，按照同样的免疫方式免免疫用抗原 1000 μL/只，500μg蛋白+500 μL

弗氏不完全佐剂 KX0210047Q；

四免：第 35天，按照同样的免疫方式免免疫用抗原 1000 μL/只，500μg蛋白+500 μL

弗氏不完全佐剂 KX0210047Q；

终放血：第 45天，ELISA 检测抗血清效价达到要求后颈动脉采全血。采集到的血

液均在 4℃条件下，4000 rpm离心 15 min，抽取上层血清，保存于-20℃冰箱。动物免疫

实验由上海博奥龙公司完成。

2.4.2兔多抗效价鉴定

包被：将尿素溶解的 VP6-His蛋白以 2 μg/mL的浓度包被到酶标板中，100 μL/孔，

4℃孵育过夜。洗板：用 PBST洗涤三次。

封闭：封闭液（1%BSA，0.1%Tween-20，pH7）250μL/孔，4℃过夜孵育。次日，

PBST洗板三次。

加一抗：将抗血清分别按照 1:1000稀释，然后 2倍稀释下去，37℃孵育 1h后 PBST

洗板三次。

加二抗：HRP山羊抗兔 IgG（H+L）1:5000稀释，100μL/孔，37℃孵育 45min后 PBST

洗板三次。

显色：加入底物溶液（TMB）100μL/孔，反应 5-10min。

终止：最后加入 50μL 2mol/L硫酸终止反应。

测 OD值：用酶标仪在 450nm波长下测定 OD450值。

兔多抗效价鉴定由上海博奥龙公司完成。
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2.4.3兔多抗Western Blotting鉴定

对免疫后获得的多克隆抗体进行Western Blotting验证。一抗即为该多克隆抗体，二

抗为山羊抗兔 IgG，鉴定该多克隆抗体与RV及RVVP6的特异性结合情况，方法同 2.1.4。

3. 实验结果

3.1轮状病毒培养及纯化

3.1.1 RV的增殖

未接种 RV与接种 RV后的 MA 104 细胞显微镜下形态结构如图 1-1 所示。A 图是

MA104细胞对照培养 72 h后，细胞仍保持致密单层，仅有少量细胞脱落，无明显空泡；

B图是接种 RV的MA 104细胞培养 72 h后，细胞脱落 80%以上且呈拉丝状，有明显空

泡，细胞病变现象明显。

A B

图 1-1 正常MA 104细胞（A）与接种 RV后 72h细胞（B）的形态结构

3.1.2 RV的纯化

RV病毒液灭活后以超速离心法进行纯化，纯化后的 RV经 Nanodrop lite 分光光度

计测定浓度为 1.3 mg/mL。对纯化物进行 SDS-PAGE 分析，纯化物在 45KDa、68KDa

处有明显单条带，结果如图 1-2所示。
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图 1-2 纯化前、后 RV的 SDS-PAGE

（1：纯化前 RV；2：纯化后 RV；M：RulerⅡ Marker）

3.1.3 RV的Western Blotting鉴定

纯化后的 RV通过 Western Blotting分析，其结果显示在 45KDa 处有明显条带，与

预期值相符；在 30KDa处有较浅杂带，结果如图 1-3所示。Western Blotting分析结果表

明，45KDa处条带为RVVP6蛋白且该蛋白可与兔VP6多抗血清发生特体性免疫学反应，

证实纯化出的 RV具有良好的反应原性。

图 1-3 纯化 RV的Western Blotting

（1：纯化前 RV；2：纯化后 RV；M：Blue PlusⅡ Marker）

3.1.4 RV电镜下观察
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纯化后的轮状病毒送于病毒病所宋敬东老师处，在电镜下观察，结果如图 1-4所示，

可看到清晰的轮状病毒三层衣壳颗粒，表明纯化得到了很好的病毒粒子。

图 1-4 纯化 RV颗粒电镜下观察图片（宋敬东老师提供）

3.2轮状病毒 VP6蛋白的表达及纯化

3.2.1大肠杆菌表达 VP6-His蛋白

3.2.1.1 VP6-His蛋白预表达

在大肠杆菌中表达 VP6-His蛋白，经 SDS-PAGE蛋白电泳显示，22℃诱导表达时蛋

白上清液中未见明显条带，沉淀中出现特异性蛋白条带，大小约为 43KDa，与预期的相

对分子质量相符。说明大肠杆菌系统表达出条带正确的 VP6-His包涵体蛋白，但不能表

达可溶形式的目的蛋白，结果如图 2-1-1。

通过在 22℃与 37℃条件下诱导表达对比发现，37℃诱导表达 VP6-His包涵体蛋白

的表达量更高，结果如图 2-1-1所示。因此后续实验中，VP6-His包涵体蛋白均于 37℃

高温诱导表达。
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图 2-1-1 大肠杆菌中 VP6-His蛋白预表达

（1：22℃诱导后上清；2：22℃诱导后沉淀；3：37℃诱导后沉淀；M：RulerⅡ Marker）

3.2.1.2 VP6-His包涵体蛋白的最佳表达条件

在大肠杆菌表达系统中，摸索不同诱导条件下VP6-His包涵体蛋白的最佳表达条件。

经 SDS-PAGE蛋白电泳显示，37℃条件下，以 0.1mM IPTG诱导 12h后 VP6-His包涵体

蛋白表达量最高，即 VP6-His包涵体蛋白的最佳表达条件为：37℃、0.1mM IPTG诱导

12h。结果如图 2-1-2所示。

图 2-1-2 VP6-His包涵体蛋白的最佳表达条件

（1-6：诱导 5h，IPTG浓度分别为 0，0.1mM，0.2mM，0.5mM，1mM，2mM；7-12：诱导 8h，IPTG
浓度分别为 0，0.1mM，0.2mM，0.5mM，1mM，2mM；13-18：诱导 12h，IPTG浓度分别为 0，0.1mM，

0.2mM，0.5mM，1mM，2mM；19-24：诱导 16h，IPTG浓度分别为 0，0.1mM，0.2mM，0.5mM，

1mM，2mM；M：RulerⅡ Marker）

3.2.1.3 VP6-his包涵体蛋白透析复性

在最佳诱导条件下表达 VP6-his包涵体蛋白，重悬清洗包涵体后得到 2.52g纯度较
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高的包涵体蛋白。对包涵体蛋白进行透析复性，透析过程中析出较多沉淀，得到少量可

溶性蛋白。经 SDS-PAGE蛋白电泳显示，包涵体蛋白有特异性目的条带，大小约为 45KDa，

与预期的相对分子质量相符且纯度极高；透析复性后的蛋白除目的条带外，还出现其他

杂带，说明 VP6-his包涵体蛋白复性效率较低。结果如图 2-1-3所示。

图 2-1-3 VP6-his包涵体蛋白透析复性

（1：最佳诱导条件表达 VP6-his包涵体；2：重悬清洗后的 VP6-his包涵体；3：透析复性后的 VP6-his
包涵体；M：RulerⅡ Marker）

3.2.2大肠杆菌表达 VP6-GST蛋白

3.2.2.1 VP6-GST重组质粒的构建

（1）目的基因的 PCR扩增

VP6目的基因经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测，出现一条带，条带大小为 1200bp，与

预期大小一致，说明 PCR成功扩增出 VP6目的基因。

（2）VP6-GST连接产物鉴定

VP6目的基因与 pGEX6P-1载体分别酶切后连接，连接产物转化挑菌培养。对培养

后的菌液进行 PCR鉴定。连接产物菌液经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测，出现单一条带，

片段大小约为 1200bp，与预期大小一致；空载阴性对照也出现单一条带，片段大小约为

300bp，结果如图 2-2-1所示，说明 VP6目的基因已成功插入 pGEX6P-1表达载体中。
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图 2-2-1 连接产物菌液 PCR后的凝胶电泳图

（1：连接产物菌液 PCR产物；2：阴性对照；M：100bp-Marker）

3.2.2.2大肠杆菌表达 VP6-GST蛋白

在大肠杆菌中表达 VP6-GST蛋白，纯化后经 SDS-PAGE电泳检测显示，蛋白上清

液中有 26KDa、48KDa两条带。48KDa处蛋白量大；26KDa处蛋白量少且与预期的 GST

蛋白的相对分子质量相符，而目的蛋白预期的分子量应该为 GST融合表达的 VP6蛋白

26KDa加 48KDa，即 74KDa，结果如图 2-2-2所示。

切下蛋白胶 48KDa 处条带进行质谱鉴定，发现条带蛋白与大肠杆菌 chaperonin 蛋

白比对覆盖度在 92%，与 VP6-GST目的蛋白的基因序列符合度为 43%，结果如图 2-2-3

所示。质谱检测表明，表达出的条带蛋白不是目的蛋白，即在大肠杆菌表达系统中没有

表达出可溶形式的 VP6-GST蛋白。
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图 2-2-2 大肠杆菌表达 VP6-GST 蛋白的产物 SDS-PAGE图

（1：大肠杆菌表达产物；M：MES Marker）

图 2-2-3 质谱检测鉴定结果

3.2.3昆虫杆状病毒表达 VP6蛋白

3.2.3.1重组质粒的构建及转化

重组质粒 pFastBac1-G9P[8] VP6转化培养后，将菌液稀释 100 倍并取 100 μL 涂布

于卡那霉素、庆大霉素、四环霉素（KGT）三抗板，48 h后长出均匀较大菌落且蓝白斑

清晰。

挑取白斑菌落培养后，进行菌液 PCR鉴定。经鉴定白斑条带约 3500bp（2300bp加
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VP6序列 1200bp），确是阳性克隆；同时挑取蓝斑作为阴性对照，蓝斑空载条带约为 300bp，

说明白斑是转化成功的目的克隆。

将鉴定为阳性克隆的菌液提质粒，经 Nanodrop lite 分光光度计测定质粒浓度为

634μg/uL。进行质粒 PCR再次鉴定后出现单一条带，片段大小约为 3500bp，与预期大

小一致，确定质粒是阳性克隆，说明重组质粒 pFastBac1-G9P[8] VP6转化正确。

菌液及质粒 PCR产物均用 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测，结果如图 2-3-1所示。

图 2-3-1 杆状病毒重组质粒鉴定的凝胶电泳图

（1：菌液 PCR产物；2：质粒 PCR产物；3：蓝斑阴性对照；M1：DL15000 DNAMarker；M2：
100bp-Marker）

3.2.3.2重组 VP6蛋白的真核表达及纯化

在昆虫杆状病毒表达系统中表达重组 VP6蛋白，并用 Ni柱进行纯化。对 Ni柱纯化

物进行 SDS-PAGE分析，20 mM咪唑洗脱下大量杂带白，50 mM咪唑洗脱下部分杂蛋

白及少量目的蛋白，300 mM咪唑洗脱下大量目的蛋白，目的蛋白条带在大约 48 kDa处，

与预期大小相符且纯度较高，结果如图 2-3-2所示。

将 300mM 洗脱液浓缩至约为 2 mL，经 Nanodrop lite 分光光度计测定浓度为 1.1

mg/mL。



A组轮状病毒 VP6蛋白抗体制备及血清抗体检测方法的建立

28

图 2-3-2 VP6 蛋白咪唑洗脱液的凝胶电泳图

（1：20mM咪唑洗脱液；2：50mM 咪唑洗脱液；3：300mM咪唑洗脱液；M：RulerⅡ Marker）

3.2.3.2重组 VP6蛋白的分子筛层析纯化

对 300 mM 咪唑洗脱下的目的蛋白进行换液浓缩后，用分子筛层析柱

（Superdex200pg）对其再次进行纯化，结果如图 2-3-3所示。70-80mL处出现蛋白峰，

对应蛋白分子量约 150 KDa，与预估 VP6三聚体出峰位置一致，目的峰值约为 130 mAU。

说明 300mM咪唑洗脱下的目的蛋白可以经分子筛层析进行纯化，再次证明目的蛋白表

达正确。

图 2-3-3 VP6蛋白 AKTA纯化图

3.2.3.4 分子筛纯化产物的 SDS-PAGE鉴定
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将 70-80mL 峰值处洗脱下的蛋白浓缩至 1mL，经 Nanodrop lite分光光度计测定浓

度为 1.3mg/mL。通过 SDS-PAGE分析，单一条带大小约为 48KDa，与预期的相对分子

质量相符且纯度较高，结果如图 2-3-4所示。说明通过分子筛层析再次纯化后成功得到

了纯度更高的重组 VP6蛋白。

图 2-3-4 AKTA纯化后 VP6 蛋白 SDS-PAGE图

（1：AKTA纯化后 VP6蛋白；M：RulerⅡ Marker）

3.2.3.5重组 VP6蛋白的Western Blotting鉴定

纯化后的重组 VP6蛋白通过Western Blotting鉴定，在 48KDa处有明显条带，与预

期值相符，结果如图 2-3-5所示。Western Blotting分析结果表明，该条带为 VP6蛋白，

即在昆虫杆状病毒系统中成功表达出可溶性重组 VP6蛋白，且该重组 VP6蛋白可以与

兔 VP6多抗血清发生特体性免疫学反应，证实表达的重组 VP6蛋白具有良好的反应原

性。
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图 2-3-5 重组 VP6 蛋白Western Blotting图

（1：重组 VP6 蛋白；M：Blue PlusⅡ Marker）

3.3 RVVP6鼠多抗

3.3.1鼠多抗效价鉴定

利用间接 ELISA法对小鼠多克隆抗体血清进行效价测定，测得鼠抗 RVVP6多克隆

抗体血清效价为 1:128000，表明免疫小鼠制备的 RVVP6抗体血清效价较高，结果如图

3-1所示。将血清置于-80℃保存，用于后续实验。

图 3-1 RVVP6 多克隆抗体效价测定

3.3.2鼠多抗Western Blotting鉴定

对免疫后获得的多克隆抗体进行Western Blotting验证。一抗即为该多克隆抗体，稀

释比例为 1:8000；二抗为山羊抗鼠 IgG，稀释比例为 1:8000。结果如图 3-2所示，该多
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抗与纯化浓缩后的 RV病毒液、VP6包涵体蛋白复性液、昆虫杆状系统表达的可溶性重

组 VP6蛋白均有明显的特异性结合反应，而与轮状病毒 VP7、VP8*蛋白则未见结合。

另外，未浓缩纯化的 RV病毒培养液因为病毒含量过低，与该多抗也没有明显结合。

图 3-2 RVVP6鼠多克隆抗体 Western Blotting

（1：纯化浓缩的 RV病毒液；2：RV病毒原液；3：包涵体复性后的 VP6蛋白；4：VP7蛋白；5：
VP8蛋白:6：杆状表达 VP6 蛋白；M：Blue PlusⅡ Marker）

3.4 RVVP6兔多抗

3.4.1兔多抗效价鉴定

利用间接 ELISA 法对小鼠多克隆抗体血清进行效价测定，测得两只兔子抗体血清

效价分别为 1:128000、1:256000，表明免疫兔制备的 RVVP6抗体血清效价较高。将血

清置于-80℃保存，用于后续实验。

3.4.2兔多抗Western Blotting鉴定

对免疫后获得的多克隆抗体进行Western Blotting验证。一抗即为该多克隆抗体，稀

释比例为 1:8000；二抗为山羊抗兔 IgG，稀释比例为 1:8000。结果如图 4所示，该多抗

与浓缩纯化后的 RV病毒液、VP6包涵体蛋白复性液、昆虫杆状系统表达的可溶性重组

VP6蛋白均有明显的结合反应，与未纯化的 RV病毒液结合出现两条带、而与 VP7、VP8*

蛋白则未见结合。
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图 4 RVVP6 兔多克隆抗体Western Blotting

（1：纯化浓缩的 RV病毒液；2：RV病毒原液；3：包涵体复性后的 VP6蛋白；4：VP7蛋白；5：
VP8蛋白:6：杆状表达 VP6 蛋白；M：Blue PlusⅡ Marker）

4. 分析与讨论

轮状病毒防控的重要手段是研制出安全性高、保护效果好的 RV疫苗
[17-19]

，并提高

人群接种率。近年来我国轮状病毒流行株不断变化，现有市售疫苗已无法满足防控需求，

获得高质量的抗原、抗体成为开展 RV疫苗研制工作的首要工作。本研究选择的 G9P[8]

型人轮状病毒毒株是当前人群中最流行的毒株之一，表达其 VP6蛋白作为抗原，并以

VP6蛋白免疫动物获得抗体，可以为相关 RV疫苗的研制提供基础。

针对轮状病毒 VP6蛋白表达的研究早在上世纪就有报导
[20]
。至今为止，大肠杆菌表

达系统仍是使用最广泛的重组蛋白表达系统
[21]
。该系统具有操作简便、周期短、成本低。

产量大且前期研究较多等优点
[22]
，但由于蛋白表达速度过快、不正确折叠或多肽链疏水

区域间非特异性相互作用等原因
[23]
，该系统表达的蛋白很有可能以无活性的包涵体形式

存在，难以获取可溶性目的蛋白
[24]
。为优化重组蛋白在大肠杆菌中的表达，研究者深入

进行相关生物信息学研究
[25]
，尝试通过蛋白可溶性预测

[26]
、二级结构优化

[27,28]
、增加融

合标签
[29,30]

等方法克服重组蛋白溶解度问题
[31-35]

，但目前仍没有能显著提高蛋白可溶性

的通用方法。有研究者在大肠杆菌中表达人 RVVP6[36,37]
和牛 RVVP6[38]

时以包涵体形式

表达后再进行包涵体复性。包涵体以线性结构存在，复性后空间结构上会恢复折叠状态。

复性后蛋白虽有一定活性，但过程中仍会析出大量沉淀、复性效率低且蛋白可能会发生

空间结构上的改变。
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本研究在表达 A组轮状病毒 VP6蛋白时，首先采用大肠杆菌表达系统，在 pET-30a、

pGEX6P-1两种载体上进行表达。结果显示，两种载体上构建的重组质粒均不能在大肠

杆菌系统中表达出可溶形式的 VP6蛋白。由于 pGEX6P-1载体所带的 GST标签较大且

不利于包涵体表达，而 pET-30a 载体所带的 His 标签相对分子质量极小，故选择使用

pET-30a载体构建的重组 VP6-His 蛋白进行包涵体蛋白表达。VP6-His 包涵体蛋白表达

量大且纯度较高，但在随后进行的包涵体透析复性中，即使缩小透析梯度，透析过程仍

有沉淀出现。尤其当尿素浓度降低到 0.5M以后，透析袋中析出大量沉淀，即溶于尿素

的 VP6蛋白再次展开空间结构，变为生物活性低的包涵体，证明 VP6包涵体复性效率

极低，与前人研究结果一致。通过对复性蛋白的 SDS-PAGE鉴定可以发现，复性蛋白较

复性前出现明显的较多杂带，说明在复性过程中，部分蛋白可能发生了不正确折叠，即

当前透析所得可溶性蛋白仍难以满足纯度与浓度的需求。总体来看，VP6包涵体蛋白透

析复性过程费时、费力，且复性效率很低，与之前研究结果相符。

近年来，研究者已在不同表达系统中进行了 VP6表达尝试，其中昆虫杆状病毒表达

系统表达出的 VP6蛋白可溶性高且抗原性好[39]，但由于其难以进行工业大规模生产，所

以目前主要用于实验室研究。本研究在大肠杆菌系统表达不理想的情况下，尝试在昆虫

杆状病毒表达系统中表达重组 VP6蛋白。结果显示，VP6蛋白在杆状病毒系统表达为

可溶形式，悬浮培养 1L病毒后约能获得 1mg VP6蛋白，蛋白表达量及纯度均达到预期

水平。

制备 RV抗体首先要确定用于免疫的抗原，目前用于 RV疫苗研制及 RV检测的免

疫原主要是全病毒和重组蛋白[40]。以 RV全病毒作为免疫原进行免疫可针对多个抗原表

位，但 RV纯化过程损耗较大，较为费时、费力。VP6蛋白在 RV中含量最高、同源性

最强，RV感染后最早和主要的抗体反应是针对 VP6[41]，并且经本实验可得，重组 VP6

蛋白可以在杆状病毒系统中表达出大量可溶性蛋白。以重组 VP6蛋白作为免疫原进行动

物免疫得到的抗体更适用于 RV检测，也可作为一抗用于实验室Western Blotting检验。

我们也正在开展以可溶 VP6蛋白全程免疫小鼠制备抗体的工作，以期得到能够更适用于

建立 RV检测试剂盒的抗体。

本研究制备得到 RV病毒液及 RVVP6蛋白，通过 RV免疫与 RVVP6加强免疫后得

到的鼠多抗效价高，且能特异识别VP6蛋白，可作为实验室RVVP6蛋白Western Blotting

的检测抗体；小鼠血清可作为后续间接 ELISA 检测的阴、阳性标准血清，为建立血清

抗体检测方法奠定了基础。而通过 VP6-His包涵体蛋白免疫得到的兔多抗血清则较杂一
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些，仅可用于实验室 RVVP6蛋白的初步Western Blotting检验，说明利用包涵体蛋白进

行动物免疫仍存在一定局限性，免疫效果不如天然可溶性蛋白。

5. 小结

本研究成功纯化获得轮状病毒病毒颗粒及 RVVP6蛋白，并制备出 RV鼠多抗及 RV

兔多抗。

（1）轮状病毒培养纯化后纯度较高且其中含有较多 VP6蛋白；

（2）重组 VP6蛋白在大肠杆菌中仅能以包涵体形式存在，包涵体复性效率低；

（3）昆虫杆状病毒系统表达出 RVVP6可溶蛋白，表达量及纯度较高；

（4）通过动物免疫获得针对 RV VP6的小鼠多克隆抗体血清，血清效价较高、纯

度高且特异性强；

（5）通过动物免疫获得针对 RV VP6的兔多克隆抗体血清，血清效价均较高，纯

度较低。
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第二章 间接 ELISA法检测血清中抗体水平方法的建立

在 RV疫苗的研制过程中，免疫后血清中的抗体含量是衡量疫苗效果的重要质量控

制指标。因此，针对 RV建立有效的血清抗体检测方法十分重要。轮状病毒抗体的检测

方法主要是酶联免疫吸附分析（Enzyme-Linked Immunosorbent Assay，ELISA），ELISA

检测法包括夹心法、间接法和竞争法。间接 ELISA 法是测定抗体最常用的方法，只需

将待检血清加入制备好的抗原板上孵育，再加入酶标抗体孵育显色即可测定 OD450值，

操作简便、快速。

目前国内有许多针对动物检测的相关试剂盒，而针对人的抗体检测试剂盒一般均注

明用于科研实验而非临床诊断。本研究旨在建立一种针对人 A组轮状病毒抗体的检测方

法，主要用于婴幼儿进行 RV疫苗免疫后的血清抗体水平检测，由此判断疫苗对人群的

保护效果。

1. 实验材料

主要实验材料与第一章相同。

2. 实验方法

2.1间接 ELISA法的建立

2.1.1 间接 ELISA法步骤

a. 包被：将抗原用 0.05 M的碳酸盐缓冲液（CBS，pH9.6）按照一定的稀释倍数稀

释后，加入 96孔酶标板中，100 μL/孔，4℃孵育过夜。

b. 封闭：次日弃去孔内液体，加入封闭液（5%脱脂奶粉，0.01%Tween的 PBST），

100 μL/孔，37℃封闭 1h后 PBST洗板。

c. 样品孵育：将小鼠血清样品用稀释液（1%脱脂奶粉，0.01%Tween的 PBST）按

照一定的稀释倍数稀释后，100 μL/孔加入制备好的抗原板上，37℃孵育 1h后 PBST洗

板。

d. 二抗孵育：将 HRP标记的山羊抗鼠 IgG酶标二抗用稀释液（2%脱脂奶粉，PBS）

按照一定的稀释倍数稀释后加入酶标板，100 μL/孔，37℃孵育 45 min后 PBST洗板。
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e. 显色反应：将 TMB底物的 A液与 B液按 1:1混匀后加入酶标板，50μL/孔，室

温避光反应 15 min。

f. 终止反应：加入 0.5M磷酸终止液，50 μL/孔，终止显色反应。

g. 测 OD450值：按照仪器操作说明，利用酶标仪测定 OD450值。

实验中以 Tween-20浓度为 0.5‰的 PBST溶液洗板，震荡洗涤 5次，每次 3min，洗

涤后拍干。小鼠多克隆抗体阳性血清孔的 OD450值记为 P，阴性对照孔的 OD450值记为

N。

后续 ELISA检测均按照此操作步骤进行，部分反应条件随具体实验改变。

2.1.2抗原的选择

用 0.05 M的碳酸盐缓冲液（CBS，pH9.6），将昆虫杆状病毒系统表达的 VP6、VP7

可溶性蛋白分别稀释至 2 μg/mL，将纯化 RV病毒液、未纯化 RV病毒液分别以 1:1比例

稀释，以上四种抗原稀释后分别包被于 96孔酶标板中。将小鼠阳性、阴性血清分别稀

释 1:2000、1:4000、1:8000、1:16000、1:32000、1:64000、1:128000，与不同抗原进行反

应。以阳性血清 OD 值＞1.0，且阳性血清 OD值（P）与阴性血清 OD 值（N）的比值

（P/N）最大时对应的抗原作为后续 ELISA实验的包被抗原。

2.2间接 ELISA法最佳条件的优化

2.2.1 VP6最佳包被浓度和阴、阳性血清最佳稀释度的选择

将 VP6蛋白和血清作方阵滴定，确定最佳的抗原包被浓度及血清稀释度。用 0.05M

的碳酸盐缓冲液（CBS，pH9.6）将 VP6蛋白分别稀释至 0.5μg/mL、1μg/mL、2μg/mL、

4μg/mL、8μg/mL，用稀释液（1%脱脂奶粉，0.01%Tween的 PBST）将小鼠阴、阳性血

清分别稀释至 1:500、1:1000、1:2000、1:4000、1:8000、1:16000、1:32000、1:64000，

以 P＞1.0且 P/N值最大所对应的蛋白浓度和血清稀释度作为最佳的抗原包被浓度和最

佳的阴、阳性血清稀释度。

2.2.2 VP6最佳包被条件的选择

用 0.05 M的碳酸盐缓冲液（CBS，pH9.6）在不同包被条件下：37℃包被 1h、37℃

包被 2h、4℃包被过夜、37℃包被 1h后 4℃过夜、37℃包被 2h后 4℃过夜，包被抗原于

酶标板。以 P＞1.0且 P/N值最大所对应的包被条件作为最佳包被条件。

2.2.3 HRP标记的山羊抗鼠 IgG 最佳稀释度的选择
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用稀释液（2%脱脂奶粉，PBS）将 HRP标记的山羊抗鼠 IgG稀释至 1:1000、1:2000、

1:4000、1:6000、1:8000、1:12000、1:16000、1:20000，以 P＞1.0 且 P/N值最大所对应

的稀释度作为 HRP标记的山羊抗鼠 IgG 最佳稀释度。

2.2.4最佳封闭时间的选择

用封闭液（5%脱脂奶粉，0.01%Tween的 PBST）在不同时间下：0.5h、1h、1.5h、

2h，对抗原板上的阴、阳性血清进行封闭。以 P＞1.0且 P/N值最大所对应的封闭时间

作为最佳封闭时间。

2.2.5最佳显色时间的选择

用 TMB底物的 A液与 B液按 1:1混匀后加入酶标板，在不同显色时间下：5min、

10min、15min、20min、25min、30min，室温避光进行显色反应。以 P＞1.0且 P/N值最

大所对应的显色时间作为最佳显色时间。

2.2.6阴阳性临界值的确定

用优化后的最佳条件建立间接 ELISA检测方法。选择 15份未进行轮状病毒免疫的

小鼠血清，进行优化 ELISA检测，读取每孔的 OD450值，计算样本的平均值（X）和标

准差（S）。根据统计学原理，选择 X+3S 作为阴阳性临界值，即本检测方法的 Cut off

值。

2.2.7人血清样本稀释度的选择

选择 6份轮状病毒抗体阳性的人血清样本，用稀释液稀释至 1:100、1:200、1:400、

1:800、1:1600、1:3200、1:6400、1:12800、1:25600，并设施空白对照，按优化后的最佳

条件进行 ELISA检测。以阳性样本 OD450值均大于 1时对应的最大稀释度，作为后续检

测中的人血清样本稀释度。

2.3优化间接 ELISA法的检验

2.3.1优化间接 ELISA法

根据以上最佳反应条件建立优化间接 ELISA 法，对待检血清样本中轮状病毒抗体

的阴、阳性情况进行检测。

2.3.2特异性检验

用建立的轮状病毒间接 ELISA 法，对轮状病毒、诺如病毒、腺病毒鉴定为阳性的

鼠血清样本进行特异性试验，检测该方法与不同病原血清之间是否存在交叉反应。
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2.3.3重复性检验

（1）批内重复试验

取同一批次包被的酶标板，用优化间接 ELISA 法检测 5 份人血清样本，每份样本

重复 3次，测定 OD450值后进行分析数据变异情况。

（2）批间重复实验

取不同批次包被的酶标板，用优化间接 ELISA 法检测 5 份人血清样本，每份样本

重复 3次，测定 OD450值后进行分析数据变异情况。

2.3.4人血清样本检测

用建立的人轮状病毒血清抗体间接 ELISA法检测 46份因腹泻入院的儿童血清样本，

计算检出率。根据阴、阳性判定标准的 Cut off值，当检测出 OD450大于 Cut off值可判

定为轮状病毒抗体阳性，检测出 OD450小于 Cut off值则判定为轮状病毒抗体阴性。

3. 实验结果

3.1间接 ELISA法包被抗原的确定

包被不同抗原：VP6、VP7、RV（纯化）、RV（未纯化）于酶标板中，与不同稀释

倍数下的小鼠阳性、阴性血清反应。结果如表 2-1所示，VP6作为包被抗原时，在不同

血清稀释倍数下反应后 P值均最大；当血清稀释至 1:64000时，仅有 VP6项 P值＞1.0

且 P/N值最大，说明以 VP6作为包被抗原与小鼠血清反应效果最好。因此选择昆虫杆

状病毒系统表达的 VP6可溶性蛋白作为包被抗原。
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表 2-1 间接 ELISA法包被抗原的选择

包被抗原
血清稀释倍数

1:2000 1:4000 1:8000 1:16000 1:32000 1:64000 1:128000

VP6

P 2.469 1.875 2.352 2.148 1.749 1.293 0.846
N 0.065 0.057 0.054 0.053 0.050 0.050 0.050
P/N 38.100 32.839 43.799 40.609 34.700 26.058 17.085

VP7

P 1.739 1.172 0.809 0.534 0.304 0.191 0.122
N 0.104 0.058 0.052 0.051 0.051 0.048 0.048
P/N 16.756 20.131 15.699 10.489 5.998 3.969 2.535

RV
（纯化）

P 2.370 1.770 1.831 1.407 0.908 0.543 0.332
N 0.058 0.054 0.053 0.053 0.055 0.051 0.051
P/N 41.075 33.024 34.742 26.540 16.573 10.600 6.478

RV
（未纯化）

P 2.027 1.448 1.207 0.782 0.482 0.301 0.189
N 0.061 0.063 0.050 0.055 0.057 0.050 0.053
P/N 33.010 22.943 24.286 14.326 8.403 6.032 3.585

3.2间接 ELISA法最佳条件的优化

3.2.1 VP6最佳包被浓度和阴、阳性血清最佳稀释度

包被不同浓度的 VP6蛋白于酶标板中，与不同稀释倍数下的小鼠阳性、阴性血清反

应。方阵滴定结果如表 2-2所示，P＞1.0且 P/N 值最大所对应的蛋白浓度为 2μg/mL，

血清稀释度为 1:2000。因此 VP6最佳包被浓度为 2μg/mL，阴、阳性血清最佳稀释度为

1:2000。
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表 2-2 间接 ELISA法 VP6 最佳包被浓度和阴、阳性血清最佳稀释度的确定

蛋白浓度

（μg/mL）
血清稀释倍数

1:500 1:1000 1:2000 1:4000 1:8000 1:16000 1:32000 1:64000

0.5
P 1.849 1.643 1.454 1.008 0.929 0.604 0.412 0.224
N 0.074 0.064 0.058 0.074 0.064 0.056 0.042 0.041
P/N 24.845 25.512 24.985 13.692 14.520 10.874 9.894 5.506

1
P 2.028 2.000 1.838 1.632 1.467 1.183 0.681 0.440
N 0.082 0.079 0.075 0.071 0.112 0.067 0.060 0.070
P/N 24.792 25.413 24.512 23.055 13.066 17.741 11.343 6.319

2
P 2.106 2.047 1.944 1.889 1.723 1.547 1.106 0.681
N 0.076 0.069 0.062 0.064 0.061 0.060 0.057 0.072
P/N 27.598 29.500 31.401 29.605 28.157 25.997 19.267 9.442

4
P 2.047 1.951 1.986 1.907 1.724 1.503 1.129 0.772
N 0.172 0.116 0.101 0.194 0.111 0.075 0.066 0.065
P/N 11.874 16.757 19.680 9.850 15.563 20.045 17.129 11.869

8
P 2.061 2.014 2.013 1.949 1.846 1.627 1.276 0.902
N 0.615 0.395 0.249 0.195 0.149 0.093 0.098 0.095
P/N 3.353 5.094 8.079 10.007 12.362 17.423 12.991 9.499

3.2.2 VP6最佳包被条件

在不同包被条件下， 以 VP6最佳包被浓度和阴、阳性血清最佳稀释度进行 ELISA

实验。结果如表 2-3所示，37℃包被 2h后 4℃过夜条件下 P＞1.0且 P/N值最大，为最

佳包被条件。但不同包被条件下 P/N值差别较小，且均能达到较好的实验结果。考虑到

VP6蛋白在 37℃可能会发生变性及实验操作的便捷性问题，最终选择 4℃包被过夜为后

续实验的 VP6包被条件。

表 2-3 间接 ELISA法 VP6 最佳包被条件的确定

37℃1h 37℃2h 4℃过夜
37℃1h后
4℃过夜

37℃2h后
4℃过夜

P 1.527 1.697 1.910 1.981 2.026
N 0.057 0.053 0.061 0.058 0.058
P/N 26.722 31.916 31.510 34.124 34.761

3.2.3 HRP标记的山羊抗鼠 IgG 最佳稀释度

在 HRP标记的山羊抗鼠 IgG不同稀释度条件下， 以 4℃过夜包被条件、VP6最佳

包被浓度和阴、阳性血清最佳稀释度进行 ELISA 实验。结果如表 2-4 所示，稀释度为

1:8000时，P＞1.0且 P/N值最大。因此 HRP标记的山羊抗鼠 IgG最佳稀释度为 1:8000。
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表 2-4 间接 ELISA法 HRP标记的山羊抗鼠 IgG最佳稀释度的确定

1:1000 1:2000 1:4000 1:6000 1:8000 1:12000 1:16000 1:20000
P 2.200 2.158 2.095 2.022 2.022 1.903 1.970 1.892
N 0.081 0.065 0.057 0.065 0.055 0.054 0.058 0.055
P/N 27.028 33.250 36.497 30.916 36.496 35.377 34.139 34.150

3.2.4最佳封闭时间

在抗原的不同封闭时间下，以 4℃过夜包被条件、VP6最佳包被浓度和阴、阳性血

清最佳稀释度、HRP标记的山羊抗鼠 IgG 最佳稀释度进行 ELISA 实验。结果如表 2-5

所示，抗原的封闭时间为 1h时，P＞1.0且 P/N值最大。因此最佳封闭时间为 1h。

表 2-5 间接 ELISA法最佳封闭时间的确定

0.5h 1h 1.5h 2h
P 2.053 2.116 2.119 2.154
N 0.054 0.055 0.060 0.059
P/N 37.699 38.445 35.256 36.508

3.2.5最佳显色时间

在 TMB作用的不同显色时间下，以 4℃过夜包被条件、VP6最佳包被浓度和阴、

阳性血清最佳稀释度、HRP标记的山羊抗鼠 IgG 最佳稀释度、最佳封闭时间进行 ELISA

实验。结果如表 2-6所示，室温避光显色 25min时，P＞1.0且 P/N值最大。因此最佳显

色时间为 25min。

表 2-6 间接 ELISA法最佳显色时间的确定

5min 10min 15min 20min 25min 30min
P 1.427 2.303 2.853 3.228 3.430 3.532
N 0.061 0.067 0.079 0.076 0.073 0.082
P/N 23.258 34.197 36.206 42.278 46.705 43.051

3.2.6阴阳性临界值的确定

利用优化间接 ELISA 法检测 15份小鼠阴性血清样本，以 X+3S作为检测时的阴阳

性临界值。结果如表 2-7所示，15份阴性血清样本的平均值（X）为 0.0737，标准差（S）

为 0.0287，X+3S=0.0737+3×0.0287=0.163，因此将 0.163 作为优化间接 ELISA 法的阴

阳性临界值，即 Cut off值=0.163。当检测出 OD450＞0.163可判定为阳性，检测出 OD450

＜0.163则判定为阴性。
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表 2-7 间接 ELISA法阴阳性临界值的确定

OD450值

样本

0.112 0.054 0.161 0.052 0.065
0.062 0.061 0.074 0.055 0.062
0.059 0.097 0.080 0.065 0.049

3.2.7人血清样本稀释度的选择

利用优化间接 ELISA法检测 6份人阳性血清样本。结果如表 2-8示，阳性样本 OD450

值均大于 1时对应的最大稀释度为 1:6400，为便于后续实验操作，故选择人血清样本稀

释度为 1:6000。

表 2-8 间接 ELISA法人血清样本稀释度的确定

编号 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400 1:12800 1:25600
1 3.590 3.510 3.317 3.086 2.762 2.199 1.629 1.085 0.645
2 3.600 3.324 3.242 3.017 2.734 2.199 1.730 1.364 0.716
3 3.525 3.253 3.015 2.661 2.198 1.652 1.216 0.681 0.409
4 3.525 3.409 3.124 2.899 2.778 2.281 1.808 1.147 0.767
5 3.492 3.188 3.009 2.756 2.286 1.870 1.276 0.846 0.549
6 3.439 3.179 2.938 2.619 2.170 1.644 1.162 0.683 0.465

3.3优化间接 ELISA 法的检验

3.3.1优化间接 ELISA法

优化间接 ELISA法具体操作步骤如下：

a. 包被：用 0.05 M的碳酸盐缓冲液（CBS，pH9.6），将 VP6蛋白稀释至 2 μg/mL，

加入 96孔酶标板中，100 μL/孔，4℃孵育过夜。

b. 封闭：次日弃去孔内液体，加入封闭液（5%脱脂奶粉，0.01%Tween的 PBST），

100 μL/孔，37℃封闭 1 h后 PBST洗板。

c. 样品孵育：将待检血清样品用稀释液（1%脱脂奶粉，0.01%Tween的 PBST）稀

释至 1:6000，100 μL/孔加入制备好的抗原板上，37℃孵育 1h后 PBST洗板。

d. 二抗孵育：用稀释液（2%脱脂奶粉，PBS），将 HRP标记的山羊抗鼠 IgG 酶标

二抗稀释至 1:8000后加入酶标板，100 μL/孔，37℃孵育 45min后 PBST洗板。

e. 显色反应：将 TMB底物的 A液与 B液按 1:1混匀后加入酶标板，50μL/孔，室

温避光反应 25 min。

f. 终止反应：加入 0.5M磷酸终止液，50μL/孔，终止显色反应。
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g. 测 OD450值：按照仪器操作说明，利用酶标仪测定 OD450值。

实验中以 Tween-20浓度为 0.5‰的 PBST溶液洗板，震荡洗涤 5次，每次 3min，洗

涤后拍干。对于待检血清样本，以 Cut off值=0.163为标准，当检测出 OD450＞0.163可

判定为轮状病毒抗体阳性，检测出 OD450＜0.163则判定为轮状病毒抗体阴性。

3.3.2特异性

利用建立的优化间接 ELISA 法分别检测轮状病毒、诺如病毒、腺病毒。结果如表

2-9所示，只有轮状病毒检测 P值＞1.0，检测结果为阳性；诺如病毒和腺病毒检测 P值

＜0.163且 P/N值接近于 1，检测结果为阴性。说明建立的间接 ELISA法具有很好的特

异性。

表 2-9 优化间接 ELISA法的特异性检验

轮状病毒 诺如病毒 腺病毒

P 1.904 0.050 0.048
0.049N 0.049 0.049

P/N 39.105 1.031 0.990

3.3.3重复性检验

（1）批内重复试验

用同一批次包被的酶标板检测 5份人血清样本，每份样本重复 3次。结果如表 2-10

所示，批内重复试验变异系数均小于 8%。

表 2-10 优化间接 ELISA法的批内重复性检验

1 2 3 4 5

重复 3次
1.192 1.761 0.155 1.967 1.751
1.331 1.815 0.143 1.947 1.734
1.186 1.838 0.165 1.973 1.747

平均值 1.236 1.805 0.154 1.962 1.744
标准差 0.082 0.040 0.011 0.013 0.008

变异系数 6.6% 2.2% 7.2% 0.7% 0.5%

（2）批间重复试验

用不同批次包被的酶标板检测 5份人血清样本，每份样本重复 3次。结果如表 2-11

所示，批间重复试验变异系数均小于 17%。
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表 2-11 优化间接 ELISA法的批间重复性检验

1 2 3 4 5

重复 3次
1.428 1.261 1.617 0.870 1.606
1.494 1.329 1.636 0.980 1.360
1.730 1.216 1.808 1.176 1.162

平均值 1.551 1.269 1.687 1.009 1.376
标准差 0.159 0.057 0.105 0.155 0.223

变异系数 10.2% 4.5% 6.2% 15.4% 16.2%

根据重复性检验结果可得，批内重复优于批间重复，符合重复性试验一般规律。两

者变异系数均小于 17%，说明实验建立的间接 ELISA检测法效果良好。

3.3.4人血清样本检测

用建立的人轮状病毒血清抗体间接 ELISA法检测 46份因腹泻入院的儿童血清样本。

结果如表 2-12示，以 Cut off值=0.163，检出 38份样本为轮状病毒抗体阳性，检出 8份

样本为轮状病毒抗体阴性，检出率为 82.6%。

表 2-12 优化间接 ELISA法检测 46份人血清样本

OD450值

0.110 1.448 0.193 1.239 1.560 0.109 1.494
0.734 1.092 0.138 1.123 0.240 1.329 0.153
0.767 1.264 1.231 1.636 1.606 0.815 1.234
0.101 0.858 1.751 1.525 1.611 1.325 1.247
0.223 1.663 0.980 0.195 1.789 0.138 1.360
0.990 1.558 1.474 1.192 1.761 0.941 0.487
0.116 0.155 1.967 1.751

4. 分析与讨论

轮状病毒感染引起腹泻是世界范围内影响婴幼儿健康的重大公共卫生问题
[42]
，但目

前临床上仍没有特异有效的治疗方法，只能通过提高 RV疫苗接种率来预防 RV感染引

发的腹泻问题
[43]
。近年来我国轮状病毒流行毒株较多，流行变化较大

[44]
，目前市售疫苗

均有其局限性。为满足 RV防控需求，研制符合当前流行趋势的新型疫苗十分重要。在

研制更为有效的 RV疫苗过程中，免疫后血清抗体水平是评价疫苗效果的重要指标。检

测抗体常用的血清学方法为间接 ELISA 法，只需将待检血清加入制备好的抗原板上孵

育，再加入酶标抗体孵育显色即可测定 OD450值。间接 ELISA检测试剂盒具有特异性好、

敏感性高、重复性好、操作简便、可同时检测大量样品等优点
[45]
。
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目前国内有许多针对动物 RV疫苗[46,47]及抗原抗体检测的研究[48]，例如牛轮状病毒

间接 ELISA检测方法建立[49]、猪病毒性腹泻病原抗体检测[50]、大鼠血清抗轮状病毒 IgG

检测[51]等。针对牛、猪等家畜开展抗体检测是为评价接种相应疫苗后，对家畜的保护效

果，降低因家畜腹泻造成的经济损失；针对大鼠、兔等实验动物开展抗体检测主要是通

过动物免疫原性试验为相关研究奠定基础，有助于 RV感染机制的研究和人轮状病毒疫

苗的研制。但目前针对人的抗体检测试剂盒较少，且一般均注明用于科研实验而非临床

诊断。原因主要有两方面：（1）诊断标准难以统一。根据 RV流行病学特性可知，几乎

所有人在 5岁之前均有过 RV感染[52]，且只要感染过 RV后人体内通常会一直携带 RV

抗体，因此在人群中获取足够的阴性样本较为困难，故诊断时的阴阳临界值难以确定；

（2）RV抗体试剂盒应用范围较小。RV抗原检测只需采集患者粪便样本即可判断出是

否感染了 RV[53]，而 RV抗体检测则需要采集患者血样，因此不适用于判断是否感染 RV。

RV抗体试剂盒主要针对评价人群接种 RV疫苗后的抗体水平变化，多用于新型疫苗制

备时的效果评价，目前尚未投入临床诊断中。

本研究通过 RV免疫的小鼠阴、阳性标准血清建立间接 ELISA法，优化条件后进行

人血清 RV抗体 IgG 检测。当待检血清稀释到 1:6000 时，应用研究建立的间接 ELISA

法仍能测得较高的阳性值，说明该方法灵敏性较好。但研究仍存在一些不足之处：

（1）阴阳性临界值的确定不准确。在理想的检测条件下，确定阴、阳性临界时，

应检测足量的人阴性血清样本，以检测值的均值加 3倍标准差（X+3S）作为检测样本

的阴阳性临界值[54]。但由于轮状病毒感染性强且感染后几乎终身携带抗体，因此即使抗

体水平有高有低，成人血清中几乎都含有水平不同的 RV抗体。部分 6月龄以内的新生

儿由于其母体免疫并未感染 RV[55]，即为 RV抗体阴性，但存在样本收集困难的问题，

本研究条件下未能获得。最终本研究以实验小鼠阴性血清样本为基础确定了检测方法的

阴阳性临界值，在检测人血清样本时可能存在一定误差。

（2）无标准试剂盒进行对比。建立间接 ELISA检测方法后应与现有的金标准或公

认常用的检测试剂盒进行对比。但目前人轮状病毒抗体检测试剂盒较少，没有公认常用

的检测试剂盒且诊断标准并不统一。有些试剂盒在检测时只将血清稀释至 1:60左右，血

清检测浓度高，对应的检测值也较高，一般均会判断为轮状病毒抗体阳性。而本实验血

清检测浓度为 1:6000，浓度相差 100倍，检测结果不具有可比性，因此研究建立的检测

方法并未与其他试剂盒进行比较。

本研究建立的人轮状病毒抗体间接 ELISA 检测方法灵敏度高，在后续研中主要用
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于相应 RV疫苗的效果评价，即分别检测人接种 RV疫苗前、后血清中抗体水平的变化，

为 RV疫苗研制奠定基础。

5. 小结

本研究建立了人轮状病毒抗体间接 ELISA 检测方法，灵敏度高，但仍需完善。该

方法可用于实验室免疫效果评价。

（1）确定包被抗原为 VP6可溶蛋白，建立人轮状病毒抗体间接 ELISA检测方法，

优化包被条件、抗原包被浓度、标准血清稀释度、封闭时间、HRP标记的山羊抗鼠 IgG

稀释度、显色时间这 6个实验条件；

（2）确定最佳包被条件为 4℃包被过夜，抗原最佳包被浓度为 2μg/mL，阴、阳性

血清最佳稀释度为 1:2000，最佳封闭时间为 1h，HRP标记的山羊抗鼠 IgG 最佳稀释度

为 1:8000，最佳显色时间为 25min；

（3）确定判定血清中轮状病毒抗体阴、阳性的临界值，即 Cut off值=0.163；

（4）该方法特异性及重复性好。批内重复试验变异系数均小于 8%，批间重复试验

变异系数均小于 17%；

（5）该方法灵敏度高。利用该方法检测 46份腹泻儿童血清样本，样本稀释至 1:6000，

检出率为 82.6%。
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结 语

本研究尝试在不同表达系统中表达轮状病毒 VP6蛋白。实验结果证明，大肠杆菌系

统只能表达出包涵体形式的 VP6蛋白，昆虫杆状病毒系统可以表达出可溶性 VP6蛋白

且蛋白生物活性较好。

虽然包涵体蛋白表达量大且纯度高，但由于其改变了天然折叠方式变为线性结构，

使得 VP6蛋白的生物学特性发生了一定改变。理论上包涵体蛋白可以通过复性手段恢复

空间折叠结构，但在实际研究中，包涵体蛋白通过透析复性得到的蛋白杂带较多，说明

蛋白在复性过程中产生了一些不正确折叠，并且复性效率较低，生物活性远远不如天然

可溶性蛋白。杆状病毒表达系统很好的解决了这一问题。通过杆状病毒系统表达的 VP6

蛋白为可溶形式，表达量较高且纯化后蛋白纯度较高，用于动物免疫中可以获得特异性

更好的抗体。

本研究以杆状病毒系统表达出的 VP6蛋白作为包被抗原，建立了人轮状病毒血清抗

性间接 ELISA检测方法。该方法灵敏度高，可将待检血清稀释至 1:6000进行检测，但

方法中阴阳性临界值的确定仍存在局限性，在后续研究中仍需深入探讨。

本研究成功表达出可溶性 VP6蛋白、制备出 RVVP6多克隆抗体，并初步建立起人

轮状病毒抗体检测方法，达到预期研究目标，为后续轮状病毒蛋白表达、轮状病毒检测

及轮状病毒抗体检测提供了实验方法及依据，为轮状病毒防控的相关研究奠定了研究基

础。
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文献综述

轮状病毒及其检测方法的研究进展

【摘要】轮状病毒（Rotaviruses, RV）是引起婴幼儿腹泻的最常见病毒，RV感染是世界范围内的重

大公共卫生问题。本文旨在对RV流行情况及其检测方法相关研究进行综述，以期全面了解RV疫苗研

制及抗原抗体检测的必要性，了解VP6蛋白在RV研究中的重要地位，为建立基于VP6蛋白的疫苗研

制及检测方法研究提供理论依据。

关键词：轮状病毒；疫苗；VP6；检测方法

1.轮状病毒概述

腹泻是引起 5岁以下儿童死亡的重要原因，是世界范围内影响婴幼儿健康的重大公

共卫生问题，其中轮状病毒（Rotaviruses, RV）是造成儿童急性腹泻和重症腹泻的最常

见病毒。全球范围内，每年约 1.14亿儿童感染RV，约导致 20万人死亡[1]和超过 200万

的 5岁以下儿童住院[2]。世界卫生组织在 2009年对 43个国家的感染性腹泻儿童住院病

例进行监测，结果显示全年轮状病毒感染率中位数是 36%（25%~47%）[3]。发展中国家

RV感染更为严重，全球婴幼儿因感染RV死亡的病例中，超过 85%的病例发生在发展中

国家[4]，这与部分发展中国家卫生条件差、医疗水平低、经济落后等因素有直接关系。

其中，大多数RV感染性腹泻引起的死亡都发生在亚洲和非洲，造成了严重的疾病负担。

事实上无论社会经济状况及地区差异如何，几乎所有儿童在 5岁前都感染过轮状病毒，

六月龄至 2岁的婴幼儿感染率最高[5]。我国最近监测显示，因腹泻入院的儿童中RV检测

阳性率高达 47.8%[6]，且 6至 23月龄婴幼儿的RV检测阳性率最高，其中 6至 11月龄、

12至 23月龄有两个高峰发病期[7]，与国外报道一致，这表明轮状病毒也是我国婴幼儿

腹泻住院的重要病原。

1973年Bishop等人首次发现了轮状病毒[8]，在电子显微镜下可以观察到，病毒完整

的三层粒子结构组装成为一个轮状体(RotainLatin)，1975年，国际病毒分类委员会正式

将此病毒命名为轮状病毒（Rotavirus，RV）[9]。此后近 50年中，关于RV的研究愈发深

入。RV的一个重要特征是它在环境中有较好的稳定性[10]，对外界环境的抵抗力非常强，

只有高浓度的乙醇、氯、钙鳌合剂才能将其灭活[11]。临床研究发现，RV在室温环境下最

长能够存活 7个月，在 50℃的环境中能存活约 1h，甚至在-20℃中也能长期存活[12]。此

外，RV具有耐热性和耐酸性，不会被胃酸所破坏，主要的传播途径为粪-口传播，病毒

通过口咽部进入胃肠道，从而引起患者腹泻，又在腹泻期间大量排出，传播性较强。在
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易感个体中，只需要很少的病毒颗粒就可以引起胃肠道症状。

2.轮状病毒疫苗

轮状病毒感染在临床上至今仍没有特异有效的治疗方法，且卫生状况的改善并不能

阻止RV的传播。应对RV造成的腹泻，基础治疗是补液预防脱水，补锌减轻严重程度及

缩短腹泻期。接种RV疫苗是减少婴幼儿轮状病毒感染性腹泻和死亡的有效手段[13]，因此

研制安全、有效的RV疫苗尤为重要。血清学研究发现，新生儿初次感染RV后，再次感

染时严重程度会明显降低，多表现为无症状[14]，这一结果为RV疫苗的研究和应用奠定了

基础，目前各国均开始重视RV疫苗的使用[15]。

市面上主要的RV疫苗均为口服减毒活疫苗，主要包括 3 类：动物轮状病毒毒株、

人和动物的重组株以及人轮状病毒减毒毒株。2006年RV疫苗引入市场后[17]，世界范围

内因RV死亡人数下降 50%，发达国家中RV住院病例数下降 90%[18]。但事实证明，口服

减毒活疫苗对肠道环境要求较高，其对发展中国家儿童的保护效果远低于发达国家[19, 20]，

并且存在引起肠套叠问题的安全隐患[21]。因此近年来有许多研究者尝试开发肠胃外非复

制型轮状疫苗，包括灭活RV疫苗、亚单位疫苗、嵌合疫苗、转基因植物疫苗等[22]。其中，

亚单位疫苗以安全性高的特点，成为目前全球RV疫苗研究的热点。南非Michelle Groome

博士等人[23]研制出一种新型肌注接种的RV亚单位疫苗，是目前首个进行Ⅱ期临床试验的

人灭活RV疫苗，试验结果证明该苗保护效果好且安全性较高。

3.轮状病毒VP6蛋白

轮状病毒结构蛋白中，中间衣壳蛋白VP6为决定病毒分组的抗原，也是同组中任意

种属动物RV均有的共同抗原。依据VP6抗原特异性可将RV分为A~J共 10个组，其中A

组轮状病毒（group A rotaviruses, RVAs）是引起婴幼儿腹泻的最主要病原[24]，也是研究

人感染RV的重点，在流行病学及疫苗研制方面极为重要。VP6蛋白约占病毒总蛋白量

的 51%[25]，其分子量约为 45KDa[26]。VP6蛋白在同组中表现为高度保守，在不同哺乳动

物群体中的氨基酸同源性大于 87%。同时，VP6蛋白是RV转录酶、复制酶的必须亚基[27]，

具有高度的免疫原性和抗原性，对于病毒的中和起重要作用。研究表明，RV感染后最

早和主要的抗体反应是针对VP6蛋白[28]。

VP6蛋白在RV中的高含量及其相应的免疫原特性，使得它成为疫苗研制和RV检测

方法研究中的热点，而VP6蛋白的表达则是这些研究中的重要一环。早在上世纪，针对

VP6蛋白表达的研究就已出现[29]。至今为止，大量研究在表达VP6蛋白时，仍使用传统
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的大肠杆菌表达系统。该系统具有操作简便、周期短、成本低且前期研究较多等优点，

但在表达VP6蛋白时，其可溶性表达量极低，研究者多以包涵体形式表达后再进行复性

[30]。复性蛋白虽有一定的生物活性，但复性效率低且蛋白空间结构发生改变。近年来，

研究者已在不同表达系统中进行了VP6表达尝试，应用较为广泛的有昆虫杆状病毒表达

系统，表达出的VP6 蛋白真实且抗原性好。如Cid[31]和原霖[32]等人均在昆虫杆状病毒中

成功表达出VP6，另外还有基于酵母[33]、哺乳动物细胞[34]、重组腺病毒[35]、转基因番茄

果实[36]、植物烟草[37]、植物乳杆菌[38]等诸多表达VP6蛋白的报道。

4.轮状病毒检测方法

在RV疫苗的研制过程中，病毒有效的抗原含量及免疫后血清中的抗体含量是衡量

疫苗效果的重要质量控制指标。因此，针对RV建立有效的抗原检测及血清抗体检测方

法十分重要。

轮状病毒的临床检测多针对RV抗原，大部分以腹泻患者的粪便为标本，检测其中

是否含有RV抗原，检测方法主要有酶联免疫吸附分析（ELISA）、免疫胶乳凝集法、胶

体金免疫层析等[39]。目前市售RV检测试剂中，ELISA抗原检测试剂盒具有特异性好、敏

感性高、重复性好、可同时检测大量样品及可定量等优点[40]，它对于待测样品的前处理

要求较小，因为抗体对抗原存在特异性免疫识别，包被在 96孔酶标板上的抗体可以直

接从待测样品中抓取需要检测的蛋白或者病毒等抗原而不会被待测样品中的其他物质

所影响，所以特别适合于对于人体的体液等进行直接检测。

RV抗体的检测方法主要是间接ELISA法，只需将待检血清加入制备好的抗原板上孵

育，再加入酶标抗体孵育显色即可测定OD450值，操作简便、快速。目前国内有许多针

对动物检测的相关试剂盒，而针对人的抗体检测试剂盒一般均注明用于科研实验而非临

床诊断。原因主要有两方面：（1）诊断标准难以统一。根据RV流行病学特性可知，几

乎所有儿童均有过RV感染，且只要感染过RV后人体内通常会一直携带RV抗体，因此在

人群中获取足够的阴性样本较为困难，故阴阳临界值难以确定；（2）应用范围较小。RV

抗原检测只需采集患者粪便样本即可判断出是否感染了RV，而RV抗体检测则主要针对

评价人群接种RV疫苗后的抗体水平变化，故而多用于新型疫苗制备时的效果评价，目

前尚未投入临床诊断中。

5.小结

轮状病毒是引起儿童腹泻的最常见病毒，是世界范围内影响婴幼儿健康的重大公共
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卫生问题。因RV传播力强、感染广泛且无特异有效的治疗方法，RV疫苗研制成为了解

决这一问题的有效手段。自RV发现以来，相关研究愈发深入，但目前上市的疫苗均有

其局限性。根据RV最新流行特点，研制安全有效的疫苗仍是公共卫生领域的重要工作。

在疫苗研制过程中，抗原免疫原性及血清抗体含量是评价疫苗效果的重要质控标准。VP6

蛋白以其在RV中的高含量、高同源性、高免疫原性和抗原性，成为了疫苗研制及抗原、

抗体检测方法研究的首选蛋白。基于VP6蛋白，开展相关RV疫苗及检测方法的研究，

将为当前该领域存在的问题提供重要的解决方案。
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