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Abastract：The purified recombinant nuclocapsid protein of PRRSV was used to conjoined with latex， 

and the conjoined concentration，temperature and time were optimized，a detection method for serum 

antibodies against Porcine reproductive and respiratory syndrome virus was established．Some tests for 

the method’S sensitivity,specificity and stability were confirmed．About 200 serum samples were 

detected by using the method，and these sam ples were also detected by recombinant N protein based 

ELISA and IDEXX ELISA kit．The result showed that the agreement ratio of the recombinant N protein 

based LAT with other two methods arrived at 93％，78％，respectively． 
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猪繁殖与呼吸综合征(Porcine Reproductive and 

Respiratory Syndrome，PRRS)于 l987年首先在美 

国被发现，现在已经成为危害世界养猪业发展的重 

要传染病之一。我国已在许多地区分离到该病的病 

原体一猪繁殖与呼吸综合征病毒(Porcine reproduc— 

tive and respiratory syndrome virus，PRRSV)，从而证 

实了该病在我国的流行【l J。这些年来，本病的临 

诊表现及流行病学也出现了新的变化，如隐性感染 

及慢性感染病例显著上升，持续性感染在猪群中较 

为普遍。由于本病同其它引起猪繁殖障碍的疾病(如 

猪细小病毒病、伪狂犬病等)表现出极为相似的临床 

症状，并伴随混合感染和继发感染 ，增加了临床 

诊断的难度。所以，探索一种简便易行具有推广意 

义的检测方法成为本研究的方向。 

1 材料与方法 

1．I试验材料 

表达猪繁殖与呼吸综合征病毒 (PRRSV)核衣 
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壳蛋白基因的重组载体 pETN 为笔者所构建I6J； 

BL21(DE3)宿主菌为本室保存；医用乳胶购自上 

海市临检中心；蛋白质纯化试剂盒为Novagen公司 

出品；IDEXX公司PRRS ELISA诊断试剂盒购自上 

海罗曼生物技术公司；PRRS阴性、阳性血清为本室 

保存；PRRS兔抗血清为本室制备并保存；对照用猪 

繁殖障碍性疾病阳性血清均为本室保存；检测用血 

清样品从江苏、浙江、山东、安徽等地采集或收集。 

1．2 PRRSV N蛋白的获得与纯化 

按常规方法将笔者已构建的重组质粒pETN转 

化到BL21(DE3)宿主 ，并对转化物进行诱导 

表达I6J。将表达产物分别经离心、洗涤后经超声波 

裂解，随后用裂解液重悬，后离心取上清，将此上 

清用蛋 白质纯化试剂盒进行纯化。随后通过 

SDS--PAGE电泳判定纯化效果，并经Western—blot 

试验检验纯化产物的特异性。 

1．3 重组N蛋白致敏乳胶凝集试验操作程序 

乳胶的预处理及重组 N 蛋白致敏乳胶最佳条 

件的确定参照有关方法f8 】。定性试验的操作程序与 

结果判定同常规方法。 

1．4 重组N蛋白致敏乳胶的稳定性检验 

将重组 N 蛋白致敏乳胶分别于室温及 4℃保 

存，肉眼观察乳胶有无发生自身凝集，并于显微镜 

下观察乳胶颗粒的形状。将致敏乳胶在适宜的保存 

温度下分别放置一定时间 (2周、4周、6周、8周、 

lO周、l2周)，取出后观察乳胶状态，并用已知阴、 

阳性血清进行检测。 

I．5 特异性试验 

采用实验室保存的PRRS阴、阳性血清、PRRS 

兔抗血清、猪细小病毒阳性血清、猪圆环病毒阳性 

血清、猪乙型脑炎病毒阳性血清、猪瘟病毒阳性血 

清、猪布鲁氏菌病阳性血清，按凝集试验的操作方 

法进行检验，同时设立pH7．2 PBS的对照，结果判 

定同前。 

1．6 敏感性试验 

取 5O份已知背景并经 IDEXX公司 ELISA检 

测试剂盒检测的血清样品，采用本方法检测，统计 

结果并评价其敏感性。 

1．7 重复性试验 

分别对已知的阴、阳性血清、及五份待检血清 

应用本方法进行检测，每份样品重复五次。取不同 

时间 (三批)制备并纯化的重组N蛋白，按照前面 

述及的方法处理并致敏乳胶，经稳定性检测合格后 

检测包括阴、阳性血清在内的七份血清，每2周重 

复一次，共进行长达三个月的重复试验。 

1．8 重组N蛋白一乳胶凝集试验的检测应用 

取本实验室采集的200份待检血清样品，分别 

用 IDEXX公司 ELISA检测试剂盒、重组 N蛋白 

一 ELIsA检测方法及重组N蛋白一乳胶凝集试验进 

行检测，并对结果进行分析比较。 

2 结果与讨论 

2．1 重组N蛋白的特异性检查 

Western．blot试验结果显示，在目标条带所在位 

置出现一条明显的棕褐色印迹，未见到杂条带。证 

明该纯化产物具有良好的特异性。 

2．2 重组N蛋白致敏乳胶最佳条件的确定 

通过试验，确定重组 N 蛋白最佳致敏浓度为 

29．2 rw,／mL，最佳致敏温度为45℃，最佳致敏时间 

确定为 120min。 

2．3 重组N蛋白致敏乳胶的稳定性检验 

经3个月的观察与检测，确定致敏乳胶需置于 

4℃保存，保存期最长可达 lO周。 

2．4 特异性与敏感性检测 

通过乳胶凝集试验，PRRS 阳性血清、PRRS 

兔抗血清发生完全凝集，猪细小病毒阳性血清、猪 

圆环病毒阳性血清、猪乙型脑炎病毒阳性血清、猪 

瘟病毒阳性血清、猪布鲁氏菌病阳性血清及 PRRS 

阴性血清、PBS均不发生凝集反应，此结果证实了 

这种方法的良好特异性；以IDEXX公司ELISA检 

测试剂盒作为参照，以两种方法检测后均为阳性或 

阴性结果且与血清背景相符的结果为重要依据，确 

定本研究建立的重组 N 蛋白一乳胶凝集试验的检测 

敏感性为 78％。 

2．5 重复性试验 

批内重复试验结果见表 1。可以看出，阴、阳 

样性血清、PRRS兔抗血清及样品3前后五次检测 

结果一致，而样品1、2在总体结果一致的情况下， 

稍有波动，但不会对最终结果判定产生影响。 

取不同阶段制备的重组N蛋白，分别致敏乳胶 

后进行应用，检测包括阴、阳性血清在内的七份血 

表 1 重组N蛋白一乳胶凝集试验的批内重复试验 

Table 1 Repetitive test of LAT with recombinant N protein 

Detect． Positive Negalive Anti．rabbit 

ed serum of Serum of serum of sample 1 sample 2 sample 3 

serums PRRS PRRS PRRS 

Results ++++ 一 ++++ 

++++ —— ++++ 
oI 

detecn． ++++ 一 ++++ 

++++ —— ++++ 
on 

++++ —— ++++ 

++++ —— 

++++ —— 

+++ —— 

+++ —— 

+++ —— 

一

Nonagglutinate： + 25％agglutinate： ++5O％ agglutinate： 卅 75％ 

agglutinate：++++loo％ agglutinate 
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清。检测结果表明前后几批抗原致敏乳胶后，其检 

测效果稳定，有良好的重复性。 

2．6 重组N蛋白一乳胶凝集试验的应用 

三种方法的检测结果见表2。由表2可以得出， 

重组 N 蛋白一乳胶凝集试验 (rN—LAT)的阳性检 

出率为 42．5％、阴性检出率为 57．5％。rN．LAT与 

IDEXX公司ELISA试剂盒测符合率为78％，与重 

组N蛋白一ELISA(rN．ELISA)的符合率为93％。 

由此说明本方法在检测结果上与前者尚有一定差 

距，在试验的特异性上差别不大，但在敏感性方面 

需作出调整。 

表 2 重组N蛋白一乳胶凝集试验的应用 

1'able2 Application of recombinant N protein based LAT 

本研究用纯化的PRRSV重组N蛋白作为抗原 

致敏乳胶，初步建立了检测PRRS抗体的乳胶凝集 

试验 (LAT)。应用该方法与 IDEXX公司的 ELISA 

试剂盒同步检测了200份待检血清，两者的符合率 

达78％。检测结果显示，这两种方法在少量血清的 

检测上存在差异，笔者认为同所用抗原的性质及血 

清抗体的类型有关。随着对该方法的进一步完善， 

将其用于大规模检测是我们努力实现的目标之一。 
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