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摘 要 以牛传染性鼻气管炎病毒（]P3’）基因组 L+> 为模板，MR3 扩增 E[ 基因，克隆到 A 载体 .?L=TIA，经限制性酶切分析

及序列测定鉴定正确后，进一步亚克隆至原核表达载体 .[G ÎJ[。,L,IM>[G 和 a-B/-2: 1)(/ 分析表明，该基因在大肠杆菌

P\!=（LG"）中呈可溶性及包涵体两种形式表达，重组蛋白质具有免疫学活性。包涵体蛋白经提纯、变性、复性后，作为包被抗

原建立了 E[IG\],> 诊断方法。应用该方法与进口试剂盒（]LG^^）平行检测 "T$ 份血清样品，两种方法的符合率为 &!b（"#=c
"T$）。对 O 份病毒分离阳性血清的检测均为阳性，对非相关病原的阳性血清及中监所的阴性血清检测均为阴性，表明所建立

的 ]P3’ E[ 抗体的 G\],> 检测具有良好的灵敏度与特异性。对 =!QT 份奶牛血清样本进行了检测，进口牛群的 ]P3’ 抗体阳性

率平均为 !=d%b，湖北本地中国黑白花奶牛的抗体阳性率在不同牧场之间变化很大，范围为 $d$b e Q=d#b。
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牛 传 染 性 鼻 气 管 炎（ $.2-0#"17* @1B".-
J/".1#6)0/-"#"*，$@J）是 由 牛 传 染 性 鼻 气 管 炎 病 毒

（$@JK）引起的牛的一种急性、热性、接触性传染病。

该病毒为 $ 型牛疱疹病毒，具有广泛的组织嗜性，临

床上以上呼吸道炎症为主，但可表现出多种症状，如

发热、鼻气管炎、结膜炎、生殖道粘膜病变、流产、脑

炎等。上世纪 P5 年代在美国首次发现本病并分离

到病毒。目前除丹麦与瑞典外，该病在世界范围内

流行，对牛的肥育率、产奶量和繁殖率影响极大，给

养牛业造成了严重危害［H］。$@JK 具有潜伏感染与

持续带毒排毒的特征，近年来进口奶牛及精液与胚

胎已成为扩大奶牛养殖规模、改良我国奶牛地方品

种的重要举措，如 >55I 年进口奶牛就达 HH 万之多，

奶牛 $@J 在我国的流行风险日益加大。厦门出入境

检验检疫局检测了 >55P 年初进口的 3555 头奶牛发

现，$@J 抗体阳性率为 I>?（H>=3V3555）［>］，广州出入

境检验检疫局对 P555 头进口种牛检疫，结果血清抗

体阳性率为 35?（HP5PVP555）［3］。我国 H=45 年从新

西兰进口奶牛中首次分离到该病毒［I］，此后，各口岸

均相继从抗体阳性、无临床表现的进口牛中分离到

病毒［3 W P］。

与此同时，国内一些血清学调查表明，我国广

东、广西、河南、河北、山东、新疆、四川、贵州等地区

都有 $@JK 血清阳性牛群。>55I 年贵州省四个地区

的流行病学调查表明，当地的血清抗体阳性率为

PMI?［X］，青海省刚察地区的当地奶牛血清阳性率为

35MX?［N］。其它地区的牛群感染情况有待进一步了

解。

$@J 的诊断方法包括分离病毒，免疫荧光法检

测抗原，中和试验、琼脂扩散试验、间接血凝试验、酶

联免疫吸附试验（&E$FG）等检测血清抗体，YRJ 及荧

光定量实时 YRJ 检测病毒核酸等［H］。&E$FG 因为方

便、快速、易于自动化，是流行病学调查与临床初诊

的首选方法。当前国外普遍使用的 $@J 控制手段包

括使用缺失毒力基因（ !"）与非必需基因（ #$）的基

因工程弱毒疫苗与配套的 <&D&E$FG 分子鉴别诊断

方法。国内也有学者建立了 <&D&E$FG，但尚无产品

问世［4］。本研究以糖蛋白 C（<C）为靶蛋白，克隆和

表达了 <C 基因，并利用表达产物建立了 <CD&E$FG

方法。糖蛋白 C 是病毒复制非必需的分泌性蛋白，

可影响病毒在宿主细胞内有效增殖与细胞间扩散，

与病毒毒力相关，被广泛用于其它疱疹病毒的诊断

抗原［= W HH］。研究 <CD&E$FG 及配套的 <C 基因缺失疫

苗，可为我国控制可能的 $@J 流行提供工具。

) 材料与方法

)*) 材料

)*)*) 病毒与菌种：牛传染性鼻气管炎病毒 @)6#/)
Z7VXN 株 及 牛 肾 细 胞 系 细 胞（[),".D%)6LA L1B".-
S",.-A，[%@!）购于中国兽药监察所。$ : %&’( %QP!
菌株和 $ : %&’( @E>H 菌株由本室保存。

)*)*+ 质粒及相关试剂：8[%H4D; 载体、;)\ 聚合

酶、;I %ZG 连接酶以及相关限制酶均购自大连宝生

物工程公司。8C&’D!C 由本室保存。]Z$^DH5 柱式

离心式 %ZG 凝胶回收试剂盒购自上海生工生物工

程有限公司。胎牛血清购自杭州四季青公司。

)*)*, 参考血清和酶标抗体：$@J 阳性和阴性血清

均购自中国兽药监察所，口蹄疫阳性血清购于兰州

兽医研究所，辣根过氧化物酶标记羊抗牛 $<C 购于

晶美生物公司，@QKDH 抗体检测试剂盒购自美国

$%&’’ 公司。

)*)*- 血清样本：共收集 H>PI 份奶牛血清。NXP 份

中国黑白花奶牛血清，分别来自于湖北省内 H 个奶

牛小区、H 个 H555 头规模化养殖场与 I 个 H55 头左

右中型奶牛场。I43 份血清采自于进口荷尔斯坦奶

牛群。X 份血清来自于病毒分离阳性奶牛，由黑龙

江八一农垦大学侯喜林教授惠赠。

)*+ 方法

)*+*) 病毒增殖与纯化：将适量 $@JK @)6#/) Z7VXN
株病毒接种至 [%@! 细胞中，I4 O N>/ 后，待 45?以

上细胞出现病变时收获细胞培养物，冻融 3 次；低速

离心 去 除 细 胞 碎 片，上 清 液 进 行 低 温 超 速 离 心

（_8#"+);[ E&D45! ]9#6)0-.#6"27<-，FT>4 61#16，>N555
6V+". ‘ H>5+".）。沉 淀 用 少 量 ;&Z（ H55M5++19VE
Z)R9，H5M5++19VE ;6"*DQR9，HM5++19VE &%;G，8Q4M5）

缓冲液溶解后，铺于预先制备好的 >5? O X5?的连

续蔗糖梯度上，超速离心（离心机型号及转头号同

上，>3I556V+". ‘ H>5+".），收集介于 I5? O P5?之间
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的病毒带，超速离心（离心机型号及转头号同上，

!"###$%&’( ) *!#&’(）脱 糖，沉 淀 用 少 量 +,- 溶

解［*!］。纯化的病毒经 !.磷钨酸负染后，用电子显

微镜（/0+12/0 /3"###41 ,5,2+67- 80267927:,）

观察病毒粒子的形态特征。

!"#"# 模板制备：在纯化的病毒液中加入终浓度为

#;<.的 9=9、<&&>?%5 ,=+1、*##!@%&5 蛋 白 酶 A，

B"C过夜，用酚%氯仿混合物和氯仿各抽提 * 次，上

清中的 =-1 用无水乙醇沉淀，"<. 乙醇洗涤 =-1
沉淀，抽干，溶解于适量灭菌双蒸水中，D !#C保存

备用。

!"#"$ 引物设计与合成：根据 EF(GH(I 上发表的牛

传染性鼻气管炎病毒 GH$JKH -L%M" 株 @E 基因的全

长核苷酸序列（-2##*NO"），设计一对引物，并在 <P端
分别加上 !"#/"和 $%&Q#酶切位点。引物由上

海 生 工 合 成。 引 物 序 列 为：4>$RH$Q：:* <P3
+E1EE1+221+E22+E22E222EE3BP；6FSF$TF：:! <P3
+E211E2+++21E12E2+E1E21+3BP。
!"#"% @E 基因的 :26 扩增和回收：:26 反应体系

体积为 <#!5；其中模板 =-1 *!5，Q-+: !!5，=897
（或甘油）<!5，*# ) GLUUF$ <!5，引物 :*、:! 各 *!5，

+HV 酶 *!5，加双蒸水至 <#!5。扩增后取 N!5 产物于

#;N.的琼脂糖凝胶中进行电泳，回收 *;BIW 的片

段。

!"#"& @E 基因的克隆与测序质粒的构建：将纯化

的 :26 产 物 连 接 于 X8=*N3+ 载 体，转 化 ’ ; ()*%
=/<$感受态细胞，挑取单菌落培养后，以碱裂解法

提取少量质粒，用 !"#/"和 $%&Q#酶切质粒后于

#;N.琼 脂 糖 凝 胶 电 泳，回 收 *;BIW 的 片 段，与 经

!"#/"和 $%&Q#酶切的 XE,Y3AE 载体连接，转化

=/<$，按同样方法抽提少量质粒，双酶切及 =-1 测

序鉴定。

!"#"’ @E 基因的表达、纯化及 ZFTJF$( W?>J 分析：将

测序 正 确 的 质 粒 转 化 大 肠 杆 菌 G5!*（=,B），

#;N&&>?%5 0:+E 诱导，于不同时间取样，9=93:1E,
电泳鉴定表达蛋白，确定最佳诱导时间和温度。按

照分子克隆［*B］介绍的方法提取包涵体，并进行复性

处理。将表达蛋白经 9=93:1E, 分离，半干法转移

至硝酸纤维素膜上，用含 *. G91 和 <. 脱脂乳的

+G9+ 封闭，用牛抗 0G6[ 高免血清为一抗，辣根过氧

化物酶标记的羊抗牛 0@E 为二抗，=1G 显色。

!"#"( ,5091 诊断方法的建立：以纯化的 @E 重组

蛋白为包被抗原、酶标羊抗牛 0@E 为二抗建立检测

血清 0G6[ 抗体的间接 @E3,5091，其主要步骤如下：

将纯 化 好 的 重 组 @E 蛋 白 用 碳 酸 盐 缓 冲 液

（#;#<&>?%5 2G9，X/\;M）作适当稀释，包被聚苯乙烯

微量反应板（深圳市金灿华实业有限公司），OC过

夜；每 孔 加 入 B##!5 封 闭 液（含 <. 脱 脂 奶 粉 的

:G9+）作用 *K；将待检血清样品作适当稀释后，按

*##!5%孔加入反应板，B"C作用 O<&’(；酶标羊抗牛

抗体作适当稀释后，按 *##!5%孔加入反应板，B"C作

用 O<&’(。上 述 步 骤 之 间 均 用 洗 涤 液（含 #;#<.
+RFF(3!# 的 :G9，X/";O）进行充分洗涤。加入 +8G
底物显色液（+8G 贮存液用底物缓冲液按 * ]!# 的比

例稀释，每毫升底物液加入 #;!!5 B#. /!7!），避光

显色一定时间以后，用终止液（#;!<. /4）终止反

应，测定每孔吸收值（+,MB#值），进行结果分析。

判定标准的确定：选取 M# 份经进口试剂盒检测

为阴性的奶牛血清，进行 @E3,5091 检测。计算该 M#
份血清的平均值 - 与标准差 9=，样品 +, 值!- ^
!9= 判为阳性，+, 值 _ - ^ !9= 则判为阴性。

重复性试验：按照参考文献［*O］方法，取相同批

次抗原包被酶标板条 M 条，及 M 个不同批次抗原包

被酶标板条各 M 条，分别检测 M 份抗体水平不同的

血清样品，每样本重复 M 次。计算批内和批间变异

系数。

特异性试验：用 @E3,5091 分别检测牛口蹄疫阳

性血清、牛病毒性腹泻阳性血清、牛结核阳性血清、

牛巴贝斯虫病阳性血清、牛附红细胞体阳性血清、牛

布氏杆菌病阳性血清。

敏感性试验：用商品化 0G6[ 竞争 @G3,5091 试

剂盒（美国 0=,YY 公司）与本研究建立的 @E3,5091
诊断方法同步检测 BN# 份由本室保存的血清样品，

计算敏感性与符合率。

临床样本检测：用 @E3,5091 方法对试验室保存

的 *!ON 份奶牛血清进行检测，包括进口奶牛血清与

湖北中国黑白花奶牛血清，以评价 0G6[ 血清抗体

阳性率。

# 结果

#"! 病毒纯化结果

用蔗糖密度梯度离心纯化病毒，负染后电镜观

察，病毒粒子近似圆形，约为 *<#(&，具有囊膜，符合

0G6[ 的典型形态特征。

#"# )*+ 扩增和克隆结果

以 0G6[ GH$JKH -L%M" 株纯化病毒总 =-1 为模

板，扩增出一条约 *;BIW 的特异性片段，与预期大小

相符。回收之后连接到 X8=*N3+ 载体，用 !"#/"
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和 !"#!!双 酶 切，回 收 "#$%& ’() 片 段，克 隆 至

*+,-./+ 载体，得到重组质粒 *+,-.0+。测序结果

显示，0+ 基因序列为 "$$1&*，包括了从 )2+ 至 2+)
的完 整 阅 读 框，与 +34564% 登 陆 序 列 7589 56:;<6
(=>?@（(ABB"CD@）的同源性为 "BBE。

!"# $% 在大肠杆菌中的表达与检测

将 鉴 定 正 确 的 *+,-.0+ 转 化 5FG"（’,$），

B#CHHIJ>F 7K2+ 诱导，将全菌进行 L’L.K)+,，结果

显示：*+,-.0+ 与空载体转化菌株相比，重组质粒转

化菌在约 @$%’ 处多出现一明显的蛋白条带，其大小

与预期相当，而对照在 G?%’ 处出现一特征性条带，

与标签 +L2 大小相符（图 "）。从诱导 $< 的菌液中

提取包涵体，上清和沉淀分别进行 L’L.K)+, 电泳，

结果发现，沉淀和上清中都有目的蛋白。对诱导的

菌液以不同时间取样以及用不同的温度诱导，目的

带的表达量没有明显差异。

超声 波 破 碎 7K2+ 诱 导 $< 的 菌 体，上 清 用

+J=;6;<MI43 D5 亲和层析纯化，结果没有得到目的蛋

白。对包涵体进行纯化，并进行 N3O;3:4 &JI; 分析，

结果 *+,-.0+ 转化菌在约 @$%’ 处出现了阳性条

带，对照 *+,-./+ 在相应位置为阴性（图 "），说明

0+ 基因在 5FG"（’,$）中获得了正确表达，并且具有

免疫原性。

图 " L’L.K)+, 及 N3O;3:4 &JI; 检测重组

蛋白 0+ 的表达与免疫原性

PM0Q" 2<3 3R*:3OOMI4 IS 0+ :3TIH&M464; *:I;3M4
646JUV3! WM;< L’L.K)+, 64! N3O;3:4 &JI;

X：:3S3:34T3 *:I;3M4 H6:%3: LX.BD$"（X57）WM;< ;<3 HIJ3T=J6: H6OO I4

;<3 J3S;；"：2<3 *=:MSM3! S=OMI4 *:I;3M4 +L2.0+；G：JUO6;3 IS $ Q %&’"

;:64OSI:H3! &U *+,-.0+ 6S;3: 7K2+ M4!=T;MI4；$：JUO6;3 IS $ Q %&’"

;:64OSI:H3! &U *+,-.0+ &3SI:3 M4!=T;MI4；D：JUO6;3 IS $ Q %&’"

;:64OSI:H3! &U &J64% Y3T;I: O<IWM40 ;<3 ;60（+L2）3R*:3OOMI4 6S;3: 7K2+

M4!=T;MI4 6O 4306;MY3 TI4;:IJ；1：O=*3:46;64; IS $ Q %&’" ;:64OSI:H3! &U

&J64% Y3T;I: 6O 4306;MY3 TI4;:IJ；?：*:I;3M4 3R*:3OO3! &U *+,-.0+Q

!"& $%’()*+, 诊断方法的建立

!"&"- ,F7L) 最适条件及阴阳界限的确定：经方阵

滴定 确 定 抗 原 最 佳 包 被 浓 度 为 " Z ?DB，相 当 于

B#1C1"0>孔；血清最佳稀释度为 " Z 1B；底物最佳作用

时间为 "BHM4。?B 份阴性血清 ()?$B值为 * [ B#BG1，

求得阴阳界限为 B#G\\。因此判定标准定为：以空白

孔调零，在酶标仪上测定各孔 ()?$B 值，()?$B!B#G\\
判为血清抗体阳性，()?$B ] B#G\\ 则判为阴性。

!"&"! *+,-./+ 空载体表达蛋白工作浓度的确定：

*+,-./+ 空载体经 7K2+ 诱导表达，超声波破碎后

离心，将上清液加入血清稀释液中，使之含量（+ >+）

分 别 为 BE，B#1E，"#BE，"#1E，G#BE，G#1E，

$#BE，同时设阴性、阳性、空白对照，其他条件完全

一致，进行试验。结果表明，空载体表达蛋白含量为

"#BE时，可达到最佳中和效果，即可最大程度地消

除非特异性反应。

!"&"# 重复性试验：利用相同批次抗原包被酶标板

条与不同批次抗原包被酶标板条检测 ? 份抗体水平

不同的 血 清 样 品，结 果 批 内 变 异 系 数 在 $#1E ^
C#CE之间，批间变异系数在 D#1E ^ \#"E之间，说

明此诊断方法具有良好的重复性（表 "）。

表 - $%’()*+, 重复性试验

./012 - .32 4256175 89 42:27;7;8< 7257 984 $%’()*+,
74.&6;T< A9>E C#C $#1 1#\ C#? ?#@ @#"

53;W334 &6;T< A9>E \#" D#1 ?#G @#$ @#B 1#D

!"&"& 特异性试验：用 0+.,F7L) 检测了牛口蹄疫

阳性血清、牛病毒性腹泻阳性血清、牛结核阳性血

清、牛巴贝斯虫病阳性血清、牛附红细胞体阳性血

清、牛布氏杆菌病阳性血清、牛传染性鼻气管炎病毒

阴性血清，结果均为阴性；而在相同条件下检测牛传

染性鼻气管炎病毒阳性血清，结果则为阳性，表明此

方法特异性良好（表 G）。

表 ! $%’()*+, 特异性试验

./012 ! .32 4256175 89 5:2=;9;=;7> 7257 984 $%’()*+,
(306;MY3
O3:=H 83S3:34T3 *IOM;MY3 O3:6

’MO36O3O 758 PX’ 59’ 52 55 5,’ 5: 758
()?$B B#""G B#"D\ B#"$@ B#GB$ B#""@ B#"C1 B#G? B#1""

(I;3："#PX’：&IYM43 SII; 64! HI=;< !MO36O3；G#59’：&IYM43 YM:6J !M6::<36.
H=TIO6J !MO36O3；$#52：5IYM43 2=&3:T=JIOMO；D#55：56&3OM6 5IYMO；1#5,’：

&IYM43 ,*3:U;<:IVII4 !MO36O3；?#5:：&IYM43 &:=T3JJIOMO；@# 758：74S3T;MI=O
5IYM43 8<M4I;:6T<3M;MOQ

!"&"? 敏感性试验：用美国 7’,-- 公司的 7589 竞

争 05.,F7L) 试剂盒与本研究建立的 0+.,F7L) 同步

检测 $CB 份本室保存的奶牛血清样品，结果，本试剂

盒的阳性检出率为 GB#G?E，05.,F7L) 的阳性检出

率为 "C#\1E。两种方法的阳性符合率或敏感性为

C$E（?B>@G），阴性符合率为 \DE（G\">$BC），总符合

\BC颜邦芬等：牛传染性鼻气管炎病毒 0+ 蛋白的表达及 0+.,F7L) 的建立



率为 !"#（$%&’$()）（表 $、表 *）。

表 ! "#$%&’() 与商品试剂盒 "*$%&’()
（’+%,,）的比较试验

-./01 ! 2345.67839 :18: /1:;119 "#$%&’() .9<
=34416=7.0 "*$%&’()（’+%,,）

+,--./0123 456789:;
<,=1>1?. @.42>1?. A,>23

<,=1>1?. B) &C CC
4D6789:; @.42>1?. &" "!& $)$

A,>23 C" $)( $()

表 > "#$%&’() 与商品试剂盒 "*$%&’()（’+%,,）

对 !?@ 份血清的检测结果

-./01 > -A1 618B0:8 3C "#$%&’() .9<
=34416=7.0 "*$%&’()（’+%,,）

456789:;2 4D6789:;E

! !" F :G ! !" F :G
<,=1>1?. C" )H)CC F )H)B" CC )H**$ F )H&&%
@.42>1?. $)( )H!!B F )H&%( $)$ )H&%& F )H)B(

2：0,-I.>1>1?. 789:;；E：1JK1/.0> 789:;L

用 4D6789:; 与 456789:;（9G7MM）对 B 份病毒分

离阳性奶牛血清进行检测，结果均为阳性。

DE>EF 4D6789:; 血清抗体检测的应用：除临床病毒

分离确定为阳性的 B 份血清外，用 所 建 立 的 4D6
789:; 对实验室保存的其余 &"*( 份血清进行了检

测。结果发现，进口牛群的 95NO 抗体阳性率平均

为 "&HC#。湖北本地中国黑白花奶牛的 95NO 抗体

阳性率在不同牧场之间变化很大（)H)# P *&H%#）

（表 %）。

表 G 奶牛血清样本 ’*HI 抗体检测

-./01 G ’*HI .9:7/3<J <1:1=:739 C36 =3; 816B4 8.45018

D/,QI=
A,>23 JQ-E./
（R.2K=）

<,=1>1?. JQ-E./
（R.2K=）

<,=1>1?. /2>.
’#

& **& &"& "CH*
" B$ % CH!
$ $$ ) )H)
* &"! &" !H$
% $* % &*HC
B B% "C *&H%
C" *($ &)% "&HC

A,>23 &"*( "C% ""H)
"：9-I/,>.K 0,S=L

! 讨论

尽管牛传染性鼻气管炎是一种呈世界流行的病

毒性传染病，给养牛业造成严重危害［&］，我国尚未发

现牛传染性鼻气管炎的流行。导致我国关注 95NO
的直接原因是奶牛进口，如我国 &!() 分离的第一株

95NO 病毒分自于进口奶牛，以后报道的临床病毒分

离研究也多来自于出入境检验检疫机构，而且病毒

多分自于抗体阳性、临床表现健康的带毒牛［" T %］。

由于 95NO 具有潜伏感染和间歇排毒的特征，95NO
初次感染牛后，病毒粒子沿感觉神经纤维上行，到颅

神经或脊髓神经节内潜伏下来，可能终生带毒，也可

能在应激条件下激活，导致临床发病［&%］。随着我国

奶牛业的蓬勃发展，出于品种改良等目的，我国还在

不断引进奶牛。进口牛群引入 95NO 的风险可谓防

不胜防。本研究对部分进口牛群的血清学调查也证

实了这一观点。

然而，国内本地牛群 95N 流行的风险也不容忽

视。从本研究的奶牛血清流行病学调查结果看，所

调查的湖北地区大部分牧场均有不同比例的 95NO
抗体阳性牛，从 CH!#到 *&H%#。这一结果证实了

其它 研 究 者 有 关 95NO 抗 体 阳 性 率 为 %H*# P
$)HB#的报道［B，C］。由于目前在全国范围内的 95N
流行病学资料尚不清楚，有必要进一步扩大调查范

围，以全面了解牛群的感染状况，防患于未然。

鉴于 95N 对我国牛群的潜在危害，加强对 95NO
抗体阳性牛的检测与监控迫在眉睫。然而，由于中

和试验等经典方法烦琐费时，目前主要依靠价格昂

贵的进口 789:; 试剂盒进行检测与诊断，国内自主

研制的检测方法极少。4D 是 95NO 的主要囊膜糖蛋

白之一，具有很强的抗原性［&B］，是许多疱疹病毒的

诊断抗原，被广泛用于其它疱疹病毒感染性疾病的

血清学诊断［&C］。本试验成功建立了检测 95NO 血清

抗体的 4D6789:; 诊断方法，对 95NO 阳性参考血清、

病毒分离阳性的 B 份临床血清的检测均为阳性，对

非相关病原的阳性参考血清的检测均为阴性，显示

该诊断方法具有良好的敏感性与特异性。

比较本研究建立的 4D6789:; 与 9G7MM 公司商

业化 456789:; 试剂盒的检测结果，发现两种方法具

有较高的符合率（!"#），证实所建立的方法可以用

于临床检测。95NO 的 45 蛋白是疱疹病毒科中最保

守的蛋白，是一种必需蛋白，在其所有组成蛋白中具

有最高的同源性，常被用作诊断抗原。但该蛋白与

单纯疱疹病毒（U:O6&）具有免疫交叉反应［&(］，且不

能用作鉴别诊断。而 4D 是一种病毒复制非必需的

分泌性蛋白，以此建立的检测方法有望与基因工程

标记疫苗配套使用，以区分野毒感染与疫苗接种病

毒。然而，由于本研究使用抗原为包涵体纯化抗原，

纯度不高，因此检测时本底偏高。尽管空载体转化

大肠杆菌吸附血清能有效降低检测背景，但操作较

为烦琐。进一步提高重组抗原的纯度，有望提高检

测灵敏度，简化操作程序，便于推广应用。
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［!>］ G;25I(X -U，C2$JJ(2 G[，D5$66(25 Q‘/ .0( )$8I(35#6( 4(^$()8( 37

50( *IX831235(#) , 03J3I3*$( 37 (^$#)( 0(21(4:#2$4 M（[GPM）

#)6#8;5(4 [GPM #4 ; 6#45#)85 (^$#6 ;I10;0(21(4:#2$4/ 31(" 6)1&,，

!AAA，’++（!=）：<=<M @ <=MM/
［!T］ G;)* +‘（黄伟坚），‘#;)* &（姜焱），-0() CD（陈德胜）/ -I3)#)*，

4(^$()8( ;);IX4#4 37 50( *, *()( 37 V4($632;9#(4 :#2$4 DG 452;#)/

/&01$#, &2 B#$C)$’ 3’1)(0,+01#, A$)?*1.)+7（南京农业大学学报），

<==M，)/（!）：!=T @ !!=/
［!S］ "# E"（李兆利），%$( ’（薛飞），E0$ &Q（朱远茂）/ .0( 2(4(;280

;6:;)8(4 37 *F 37 H)7(85#3$4 F3:#)( O0#)352;80(#5#4 P#2$4/ :1&’1*..

)$ 6*+*1)$#17 8*%)()$*（动物医学进展），<==>，),（L）：

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

! @ L/

《生物工程学报》明年起将改为月刊

《生物工程学报》是由中国微生物学会和中国科学院微生物所联合主办的综合性学术期刊，主要报道我

国生物技术领域科学和技术的最新成果和最新进展，自 !AS? 年创刊以来，得到了广大科研工作者的广泛关

注和支持，来稿踊跃。由于来稿量大，发稿周期较长，目前的双月刊已无法满足广大读者和作者的需要。为

适应当前科技信息更新速度，与国际接轨，本刊自 <==S 年开始将由现在的双月刊改为月刊，每月 <? 日发行，

每期 !>= 页，定价 >? 元。希望广大作者和读者一如既往地支持《生物工程学报》，踊跃投稿。我们将和生物

技术研究工作者和生物学教学工作者一道共同推动中国生物技术基础研究和生物技术产业的发展壮大。

地址：北京市朝阳区大屯路中国科学院微生物所《生物工程学报》编辑部（!==!=!）

电话：=!=Y>LS=T?=A
[YJ;#I：8]9a #J/ ;8/ 8)
网址：0551：bb]3$2);I4 / #J/ ;8 / 8)

!!S颜邦芬等：牛传染性鼻气管炎病毒 *, 蛋白的表达及 *,Y["HDU 的建立




