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论著
基于 f!噬菌体的 *群轮状病毒装甲 (@*标准参考样品的研制

张奇!逄凤娇!江艳华!李风铃!姚琳!王联珠!谭志军!翟毓秀
!中国水产科学研究院黄海水产研究所 农业部水产品质量安全检测与评价重点实验室

农业部水产品质量安全风险评估实验室!青岛#"山东 青岛$&--%U##

摘$要!目的$基于 f! 噬菌体装甲 (@*技术构建内含 *群轮状病毒 &2"(%95:31!(a’检测靶标的装甲 (@*
&2"(%95:319DK:DCF (@*!*(+(a’!并开展系统的初步定值"均匀性"稳定性研究# 方法$人工合成核酸片段
f!G@(a!该片段 )h端至 !h端依次为 f! 噬菌体成熟酶编码基因"衣壳蛋白编码基因"包装位点序列"(a检测靶标
2[@*序列"多克隆位点序列!并将其克隆到 ;VQ+&,9& i’载体中构建重组质粒 ;VQ+f!G@(a# 将 ;VQ+f!G@(a转
化大肠埃希菌 L5&# &[V!’并诱导表达!利用氯化铯密度梯度超速离心"丙烯葡聚糖凝胶层析纯化 *(+(a后电镜
观察!并参照 ]L/Q#)%%%.!(&%%,)标准样品工作导则&!’ 标准样品 定值的一般原则和统计方法*规定的方法与
原则对制备的 *(+(a开展定值"均匀性和稳定性研究# 结果$十二烷基硫酸钠+聚丙稀酰胺凝胶电泳 & G[G+
_*]V’结果证实重组质粒在大肠埃希菌中有目的条带表达!大小约为 #".# J[9$经氯化铯密度梯度超速离心"丙烯
葡聚糖凝胶层析纯化的 *(+(a无杂蛋白干扰$电镜下可见结构完整的病毒样颗粒!大小约为 &) =K$定值结果显
示!*(+(a中检测靶标 (@*的含量为&#.%& j%.!’ k#%U 2:;<CI/$B$均匀性分析结果为 !e%.-- l!%.%)&’!&%’ !表明样
品均匀性良好$稳定性结果表明!*(+(a在 !U m可保存 #) F"&) m可保存 #) F"" m可保存 )% F" n&% m至少可保
存 &U% F" n,% m至少可保存 !-% F# 结论$本研究基于 f! 噬菌体制备的 *(+(a拷贝数高!均匀性和稳定性良好!

可为 (a分子检测提供安全"稳定的标准参考样品#
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O9I9M:PA#".# J[91Q4CN<DPI+B<JC;9DA<2BCI:3*(+(a% &) =K<= F<9KCACD% O<A4 AH;<29BK:D;4:B:>H2:PBF MC:MICDNCF
P=FCDCBC2AD:= K<2D:I2:;C1*(+(aI9K;BCI;DC;9DCF <= A4<IIAPFHOCDCN9BPCF 9I"#.%& j%.!# k#%U 2:;<CI/$B9=F
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I<>=<3<29=AFC2DC9IC1$/).’4+2/)$Q4C>D:P; *2"(%95:319DK:DCF (@* M9ICF := f! M92ACD<:;49>CO9IIP22CII3PBBH
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I93CDC3CDC=2CK9ACD<9B29=F<F9AC3:DA4C2"(%95:31N<DPI(@*FCAC2A<:=1

;(7 </-,+$ 2"(%95:31’ 9DK:DCF (@*’ f! M92ACD<:;49>C’ DC3CDC=2CK9ACD<9B’ DC9B+A<KCDCNCDICAD9=I2D<;A<:=+;:BHKCD9IC
249<= DC92A<:=

$$轮状病毒 "2"(%95:31%(a#属呼肠病毒科%轮状
病毒属%基因组由 ## 条双链 (@*片段组成%可编码
- 种结构蛋白和 ) 种非结构蛋白, (a可分为 *p]
等不同群落%其中 *群 (a不仅是儿童腹泻的主要
病原%也是引起成年人急性腹泻的重要因素, 世界
范围内 (a每年导致约 &% 万名 ) 岁以下儿童死
亡 *#+ % 我 国 成 年 人 * 群 (a 的 检 出 率 可 达
!!.’q *&+ %美国-意大利-日本等国家多次出现因食
用受污染食品导致 (a集体感染或疫情暴发的事
件 *!+)+ %已成为影响食品安全与公共卫生安全的重
要食源性病毒,

双壳贝类主要靠滤食水体中的有机碎屑或微
藻类等生活%如果水体受到污染%贝类将会富集其
中的病毒粒子 *-+ %食用加热不彻底的污染贝类%将
引发 (a感染甚至疫情 *U+,+ , 与临床标本比较%污染
贝类中的 (a含量较低且样品基质复杂%目前实时
荧光逆转录+聚合酶链式反应"(Q+_?(#是污染贝类
(a检测的主要方法, 为了确保检测结果的准确
性%通常需要在检测过程中添加标准样品作为质量
控制手段, 目前有标准或研究使用 (a阳性腹泻标
本或互补 (@*"2:K;BCKC=A9DH(@*%2(@*#作为 (a
分子检测的质控手段 *’+#%+ %然而前者存在生物安全
隐患%后者易降解且不能监控病毒提取-裂解等关
键环节,

装甲 (@*"9K:DCF (@*#技术是通过基因工程
手段%将检测靶标 (@*包裹到某些病毒 "如噬菌
体-烟 草 花 叶 病 毒 # 的 病 毒 样 颗 粒 " N<DPI+B<JC
;9DA<2BCI%a5_I#内的一种技术%具有可监控完整的
检测环节-无生物安全风险-稳定性高-易保存等优
点 *##+#!+ %现已成功用于制备人类免疫缺陷病毒 *#"+ -
寨卡病毒 *#)+ -流感病毒 *#-+等病毒的装甲 (@*%但多
数研究仅将其作为单纯的阳性质控样品来用%没有
开展系统的定值-均匀性-稳定性等方面的研究%限
制了装甲 (@*的进一步使用,

本研究基于 f! 噬菌体的装甲 (@*技术平
台 *#U+ %研制了内含 (a检测靶标的装甲 (@*%并开
展初步定值-均匀性-稳定性研究%为 (a的核酸检

测提供安全-稳定的标准参考样品,

#$材料与方法
#.#$材料
#.#.#$质粒及菌株

大肠埃希菌 L5&# "[V!# *天根生化科技 "北
京#有限公司+%原核表达载体 ;VQ+&,9" i#-;]V‘+
(a均为本实验室制备或保存%包含 G@/Q&)&%!
&%#%(贝类中 *群轮状病毒检测方法 普通 _?(和
实时荧光 _?(方法) *#,+所规定的实时荧光 (Q+_?(
方法的检测靶标即 (a非结构蛋白 ! 保守片段
"]C=L9=J 登录号 r,#"!-%’-! p# %"’ =A#对应的
2[@*序列,
#.#.&$主要仪器与试剂

5<>4A?H2BCD&.% 实 时 荧 光 _?( 仪 " 瑞 士
(:24C#%微量核酸蛋白测定仪"德国 6‘_5V@#%透射
电镜%超速真空冷冻离心机%电泳仪"美国 L<:+D9F#%
凝胶成像分析系统 "法国 a<BMCD5:PDK9A#%Q?+’-
_?(仪"杭州博日科技有限公司#%LG+#%%*自动部
分收集器"上海青浦沪西仪器厂#,

同源克隆试剂盒 ?B:=Vc;DCII! 66Z=CGAC;
?B:=<=>b<A"南京诺唯赞生物科技有限公司#%限制
性内 切 酶- 一 步 法 荧 光 定 量 试 剂 盒 Z=CGAC;
_D<KCG2D<;AQ‘ (Q+_?(b<A均购自宝生物工程"大连#
有限公司%体外转录试剂盒 QU (<M:‘*rQ‘ Vc;DCII
59D>CG29BC(@*_D:FP2A<:= GHIACK"美国 _D:KC>9#%
Q(6T:B试剂"美国 6=N<AD:>C=#%丙烯酰胺葡聚糖凝胶
"GC;492DHBG+&%% X(%北京天恩泽生物技术有限公
司#%卡那霉素-氯化铯-异丙基硫代+!<=+半乳糖苷
"<I:;D:;HB+!<=+A4<:>9B92A:I<FC%6_Q]#均购自北京索
莱宝生物科技有限公司%其他试剂均为分析纯,
#.&$方法
#.&.#$引物和探针的合成

参考 G@/Q&)&%!&%#% *#,+中实时荧光 (Q+_?(
法%由北京六合华大基因科技有限公司 "以下简称
华大基因#合成轮状病毒检测用引物与探针%相关
信息见表 #,
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表 #$引物-探针信息
Q9MBC#$6=3:DK9A<:= :3;D<KCDI9=F ;D:MC

引物-探针名称 序列")h+!h#
位置/=A

"]C=L9=J r,#"!-#

@a_!+E *??*Q?Q*?*?*Q]*???Q? ’-! p’,&
@a_!+( ]]Q?*?*Q**?]???? # %!" p# %"’
@a_!+_"探针# E*‘+*Q]*]?*?**Q*]QQ****]?Q**?*?Q]Q?**+Q*‘*(* ’," p# %#-

#.&.&$目的片段 f!G@(a的合成
参考 f! 噬菌体基因组序列以及 G@/Q&)&%!

&%#% *#,+所规定的 (a实时荧光 (Q+_?(法检测靶标
对应的 2[@*序列%由华大基因合成核酸片段
f!G@(a%)h端至 !h端分别为 f! 噬菌体成熟酶编码
基因-衣壳蛋白编码基因-包装位点序列-(a检测
靶标 2[@*序列-多克隆位点序列 ">.% 6-?.8 6-
-1(6-$.’6-$., 6-@"(6#%长度约为 &." JM,
#.&.!$重组质粒的构建与鉴定

采用同源克隆的方法%参照 ?B:=Vc;DCII! 66
Z=CGAC; ?B:=<=>b<A说明书%将 f!G@(a亚克隆到
线性化的 ;VQ+&,9" i#载体中%并将酶切鉴定筛选
出的阳性重组质粒%送至华大基因测序验证,
#.&."$诱导表达

参考(分子克隆实验指南 "第三版#) *#’+ %将阳
性重组质粒转入大肠埃希菌 L5&# "[V!#感受态细
胞内%涂布在含卡那霉素的 5L培养基上%过夜培养
后挑取单菌落接种到 5L培养基中振荡活化培养%

取 & KB活化菌液接种于 &%% KB5L培养基中%!U m
#,% D/K<= 振荡培养至 -%% =K处吸光度"Z[#值约
为 %.-%加入终浓度为 %." KK:B/56_Q]诱导表达
’ 4%离心收集菌体%进行十二烷基硫酸钠+聚丙稀酰
胺凝胶电泳"G[G+_*]V#分析,
#.&.)$纯化

将 #.&." 收集的菌体进行超声波破碎%" m
## %%% D/K<= 离心 &% K<=%收集上清后分别加入
[@9IC6和 (@9IC*进行消化%用 %.") $K滤膜过
滤%滤液采用氯化铯密度梯度超速离心% " m
,% %%% D/K<=离心 ) 4%小心吸取目标层的 a5_I, 将
初步纯化的 a5_I过 GC;492DHBG+&%% X(柱层析%
#% K<=/管, 将收 集 到 的 各 管 组 分 测 定 &-% 和
&,% =K处的 Z[值和 G[G+_*]V鉴定, 即可获得内
含 (a检测靶标的装甲 (@*"命名为 *(+(a#%用
(@9IC+EDCC_LG" ;XeU.&#缓冲液适当稀释后分装
备用,
#.&.-$电子显微镜观察

将 *(+(a进行 &q磷钨酸负染后用透射电镜
进行观察,
#.&.U$残留重组质粒鉴定

用实时荧光 (Q+_?(扩增法检测 *(+(a是否

含有 残 留 重 组 质 粒 ;VQ+f!G@(a, 反 应 体 系
"&% $B#为 & k_DCK<cVcA%B"_D:MCR_?(# #% $B%
@a_!+E%." $B%@a_!+(%." $B%@a_!+_%., $B%*(+
(a& $B%(@9IC+EDCCX&Z-." $B’循环参数为 ’) m

预变性 #% I’’) m变性 ) I%-% m退火延伸 &% I’
"% 个循环,
#.&.,$初步定值
#.&.,.#$2(@*的制备

以限制性内切酶 @#’6线性化的 ;]V‘+(a为
模板%进行体外转录%反应体系 "&% $B#$(<:‘*rQ‘

Vc;DCIIQU & kLP33CD#% $B%线性化的 ;]V‘+(a模
板 , $B%V=THKC‘<cQU Vc;DCII& $B’ !U m温育
!% K<=, 向反应后体系中加入 # $B的 (f# (@9IC+
EDCC[@9IC%!U m温育 #) K<=%按照生产商说明书用
Q(6T:B法提取 2(@*,
#.&.,.&$2(@*标准曲线的构建

使用微量核酸蛋白测定仪测定 2(@*的浓度,

按照公式"-.%& k#%&!拷贝/K:B# k(@*含量"=>/$B#
k#% n’ /* 片 段 长 度 " M; # k!"% + e拷 贝 数
"2:;<CI/$B#%计算 2(@*拷贝数, 将 2(@*进行
#% 倍系列梯度稀释%进行实时荧光 (Q+_?(检测%

反应体系 "&% $B#$& k:=CIAC; (Q+_?(LP33CD666
#% $B% Q9J9(9 Vc A%B XG " ) 7/$B# %." $B%
_D<KCG2D<;A(QV=THKC‘<c66%." $B%引物 @a_!+E-
@a_!+(各 %." $B%探针 @a_!+_%., $B%2(@*& $B%
(@9IC+EDCCX&Z).- $B, 循环参数为 "& m逆转录
) K<=%’) m预变性 #% I’’) m变性 ) I%-% m退火延
伸 &% I’"% 个循环, 根据所测得的循环阈值"?A值#

与各梯度拷贝数的对数绘制标准曲线,
#.&.,.!$初步定值和不确定度分析

参考 ]L/Q#)%%%.!!&%%,(标准样品工作导则
"!# 标准样品 定值的一般原则和统计方法) *&%+的
要求%随机选取 #) 瓶 *(+(a%用 Q(6T:B法提取
(@*%按 #.&.,.& 的实时荧光 (Q+_?(方法进行检
测%将测定的 ?A值代入标准曲线计算其拷贝数, 参
考 YYE#%)’.#!&%#& (测量 不 确定度评定 与表
示) *&#+的规定%计算 *类不确定度%公式为$

C"D
E
# EF(""GH##

"
G

5E#
"#DHD

E
# &

G"GH#槡 #
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其中 (%"GH## 为显著性水平 "-自由度为 GH# 的
(值%#D5为单次测量的平均值%D为测量的总平均值%
G为测量次数,
#.&.’$均匀性试验

参考 ]L/Q#)%%%.!!&%%, *&%+的要求和本实验
室前期的试验方法 *#U+ %随机抽取 #% 瓶 *(+(a样
品%每瓶取 #%% $B样品%用 Q(6T:B法提取 (@*%按
#.&.,.& 的实时荧光(Q+_?(方法进行检测%采用单
因素方差分析方法分析瓶间均匀性’每瓶分别取
! 次样品%每次取 #%% $B样品%用 Q(6T:B法提取
(@*%按 #.&.,.& 的实时荧光 (Q+_?(方法进行检
测%采用单因素方差分析方法分析瓶内均匀性,
#.&.#%$稳定性试验

参考 ]L/Q#)%%%.!!&%%, *&%+的要求和本实验
室前期的试验方法 *#U+ %将 *(+(a样品分别置于 !U-
&)-"- n&%- n,% m保存不同天数, 按 #.&.,.& 的
实时荧光 (Q+_?(方法进行检测%每瓶重复 ! 次%采
用单因素方差和线性回归方法统计样品的稳定性,

&$结果
&.#$重组质粒的鉴定

用限制性内切酶 I%GX6单酶切重组质粒%电
泳检测出现 # 条大小约为 U.U JM 的条带% 与
;VQ+&,9" i#载体"约 ).! JM#和 f!G@(a片段"约
&." JM#大小之和一致’I%GX6/$%66双酶切重组质
粒%琼脂糖凝胶电泳检测出现约 -.%-#.U JM 的 & 条
条带%与预期一致"图 ##%测序结果经序列比对后确
认无突变且读码框正确%证实重组质粒构建成功%
命名为 ;VQ+f!G@(a,

注$‘$[@*分子量 [5#) %%%’#$I%GX6单酶切’

&$I%GX6/$%66双酶切

图 #$;VQ+f!G@(a的酶切鉴定图
E<>PDC#$V=THKCF<>CIA<:= :3;VQ+f!G@(a

&.&$;VQ+f!G@(a在大肠埃希菌中的诱导表达
;VQ+f!G@(a大肠埃希菌 L5&# "[V! # 中经

6_Q]诱导%在 #".# J[9左右有一条明显的重组蛋
白条带"图 &%箭头处#%与预期大小一致%表明 f!

噬菌体的衣壳蛋白诱导表达成功,

注$‘$蛋白质分子量’#$大肠埃希菌 L5&#"[V!#菌体蛋白’

&$;VQ+&,9" i#空载体菌体蛋白’!$未诱导的重组菌体蛋白’

" pU$诱导的重组菌体蛋白

图 &$表达产物的 G[G+_*]V分析
E<>PDC&$G[G+_*]V9=9BHI<I:3Cc;DCIICF ;D:FP2AI

&.!$纯化
表达产物经氯化铯密度梯度离心后%通过

GC;492DHBG+&%% X(层析柱进一步纯化%将收集到的
各个管内的组分分别测定 &-% 和 &,% =K的 Z[值%
可知峰值均出现在第 && 收集管"图 !#%对第 #’ p&)
收集管内的组分进行 G[G+_*]V分析可知%*(+(a
集中出现在第 &#-&& 收集管中%未见杂蛋白条带%说
明 GC;492DHBG+&%% X(的纯化效果较好"图 "#,

图 !$丙烯葡聚糖凝胶层析 *(+(a样品的 Z[值分析
E<>PDC!$*MI:DM9=2CN9BPC:3*(+(a;PD<3<CF MHGC;492DH6

G+&%% X(>CB24D:K9A:>D9;4H

&."$电镜观察
电镜观察 *(+(a%可见大量结构完整-大小一

致的病毒样颗粒%直径为 &) =K左右%与预期大小一
致%结果如图 ),
&.)$残留重组质粒的测定

以纯化后的 *(+(a为模板进行实时荧光 (Q+
_?(分析%同时以质粒 ;VQ+f!G@(a为阳性对照%
X&Z为阴性对照, 结果表明%阳性对照组出现特异
性扩增%*(+(a组和阴性对照组结果一致%均未出
现明显的特异性扩增"图 -#%说明纯化后的 *(+(a
中无重组质粒残留影响,
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注$‘$蛋白质分子量 ‘9DJCD’# pU$#’ p&) 收集管的样品’

,$诱导表达的重组菌体蛋白

图 "$吸收峰值附近样品 G[G+_*]V分析结果
E<>PDC"$G[G+_*]V9=9BHI<I:3I9K;BCI9D:P=F

9MI:DMC=A;C9J

图 )$*(+(a电镜照片
E<>PDC)$VBC2AD:= K<2D:I2:;H:3*(+(a

注$#$阳性对照组’&$*(+(a组’!$阴性对照组

图 -$*(+(a中残留质粒实时荧光 (Q+_?(检测结果
E<>PDC-$(C9B+A<KC(Q+_?(3:DDCI<FP9B;B9IK<F FCAC2A<:=

<= *(+(a

&.-$初步定值
&.-.#$2(@*标准曲线的构建

以 #% 倍梯度稀释的 2(@*为模板进行实时荧
光 (Q+_?(分析, 以 2(@*各稀释梯度的对数为横
坐标%以 ?A值为纵坐标建立标准曲线%即 )e
n!.!"&UDi"!.-U,%2& e%.’,’ ,,
&.-.&$初步定值及其不确定度分析

以 Q(6T:B法提取 #) 瓶 *(+(a中的 (@*%进行
实时荧光 (Q+_?(检测, 参考 YYE#%%-!#’’" (一

级标准物质技术规范) *&&+ %将样品所测得的 ?A值经
格拉布斯准则剔除可疑数据后代入 2(@*标准曲
线%计算其拷贝数, 按公式计算得到其不确定度为
%.! k#%U, 故本次制备的 *(+(a初步定值结果为
"#.%& j%.!# k#%U 2:;<CI/$B%见表 &,

表 &$*(+(a定值结果分析

Q9MBC&$a9BP9A<:= :3*(+(a

#D 1
自由
度

置信
概率

A%
"N# 定值结果

#.%& k#%U ".&% k#%- #" ’)q &.#" "#.%& j%.!# k#%U

&.U$均匀性分析
随机抽取 #% 瓶 *(+(a样品%进行实时荧光

(Q+_?(检测%将测得 ?A值进行单因素方差分析,
根据显著性水平 "e%.%) 和自由度"’%&%#%查 !分
布表可得临界值 !%.%)"’%&%# e&.!’%与由公式计算所
得的 !e‘I9K:=>/‘IO<A4<= e%.-- 比较可知%!l!"%表
明瓶内和瓶间无明显差异%证实本研究制备的 *(+
(a是均匀的%结果见表 !,

表 !$均匀性试验的方差分析

Q9MBC!$a9D<9=2C9=9BHI<I:3P=<3:DK<AHACIA
差异源 $$"#%#) # #& J$"#%#" # ! - !2D<A

瓶间 %.’) ’ #.%-

瓶内 !.&% &% #.-%
%.-- %.U! &.!’

合计 ".#) &’ ! ! ! !

注$$$ 表示平方和’#&表示自由度’J$ 表示均方’!表示 !检验的统
计量’-表示在相应 !值下的概率值’!2D<A表示在相应显著水平下
的 !临界值’!表示该项不统计

&.,$稳定性分析
对不同保存条件下的 *(+(a样品进行实时荧

光 (Q+_?(检测%并将测得 ?A值进行线性回归方法
统计分析, 稳定性试验结果显示%本研究制备的
*(+(a样品在 !U m可稳定保存 #) F%&) m可稳定
保存 #) F%" m可稳定保存 )% F% n&% m至少可稳定
保存 &U% F% n,% m至少可稳定保存 !-% F%结果见
表 ",

!$讨论
装甲 (@*能弥补 2[@*和 2(@*作为阳性质

控样品的不足%保证 (@*病毒检测结果的可靠性和
可比性, 目前已有多种 (@*病毒构建了装甲
(@**&!+&)+ , 虽然装甲 (@*技术已趋于成熟%但大部
分的研究还是将其作为分子检测的阳性质控样品
来应用%未系统开展均匀性-稳定性等分析, 本研
究基于 f! 噬菌体装甲 (@*制备平台研发了内含
(a检测靶标的 *(+*a%而且按 ]L/Q#)%%%.!!
&%%, *&%+的要求对其进行初步定值-均匀性-稳定性
研究%后期将与其他实验室进行联合定值分析%将
在 (a检测质控-实验室间检测结果溯源与对比-
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$$$ 表 "$*(+(a稳定性试验结果
Q9MBC"$QDC=F ACIA3:DIA9M<B<AH:3*(+(a

温度/m 拟合方程 斜率 M#
斜率的不确
定度 1" M# #

自由度
8 n&

(%.’)%" 8 n&# sM# sn(%.’)%" = n&# k1" M# # 趋势

!U Ke" nU.&% k#%) #Li#.%, k#%U nU.&% k#%) !.!U k#%) " &.U, n&.#U k#%) l% 未观测到不稳定性
&) Ke" n!.") k#%) #Li#.,% k#%U n!.") k#%) #."! k#%) " &.U, n).#" k#%" l% 未观测到不稳定性
" Ke" n&.,U k#%) #Li&.)U k#%U n&.,U k#%) #.&- k#%) ) &.") n&.%" k#%" l% 未观测到不稳定性

n&% Ke" nU.!, k#%" #Li#.&) k#%U nU.!, k#%" !.&# k#%) U &.!- n&.%" k#%" l% 未观测到不稳定性
n,% Ke" n#.!" k#%) #Li&.!’ k#%U n#.!" k#%) U.,& k#%" ) &.") n).U- k#%" l% 未观测到不稳定性

仪器或方法灵敏度评价等领域得到广泛应用,
目前世界卫生组织认证的 (@*标准样品主要

包括两类%一类是基于慢病毒载体制备的 (@*%如
埃博拉病毒%另一类是病毒感染期的宿主血浆%如
寨卡病毒-人体免疫缺陷病病毒-登革热病毒 *&-+ ’我
国有认证的 (@*标准样品主要为经灭活处理的血
清标本%如人类免疫缺陷病病毒-丙型肝炎病毒 *&U+ ,
病毒感染期的血浆/血清制备的标本%可高度模拟
病毒在人体体液中的状态%但即使经过灭活仍存在
一定生物安全隐患%并且其含有的多种生物抑制因
子可影响病毒的检测%不适于作为污染贝类等食品
检测, 基于慢病毒载体构建的 (@*标准样品%其制
备繁琐%需要大量培养哺乳动物细胞%成本较高,
国内外对装甲 (@*类的核酸标准样品目前还处于
起步阶段%具有良好的应用前景,

由 G[G+_*]V结果可知%本研究表达 f! 噬菌
体的衣壳蛋白%分子量约为 #".# J[9%透射电镜观
察到衣壳蛋白已自动组装成为 a5_I%外部结构完
整%直径在 &) =K左右’实时荧光 (Q+_?(结果显示
a5_I中含有 (a检测靶标 (@*%以上试验结果均表
明 (a的装甲 (@*即 *(+(a完成制备, 对残留质
粒的检测%实验室前期根据重组质粒中靶标片段上
下游序列%设计合成引物%使用普通 _?(进行检
测 *#U+ ’由于实时荧光 (Q+_?(比普通 _?(检测灵敏
度更高%本研究采用标准方法中的引物 @a_!+E-
@a_!+(及探针 @a_!+_进行实时荧光 (Q+_?(检
测%结果显示制备的 *(+(a中无残留质粒污染,

在制备装甲 (@*的过程需要去除大肠埃希菌
的蛋白-基因组等%避免影响标准参考样品的质量%
因此装甲 (@*纯化方式至关重要, 有研究 *&,+使用
组氨酸标签技术纯化装甲 (@*%纯度高%适合于实
验室内小量制备’也可使用丙烯葡聚糖凝胶纯化装
甲 (@*%效果较好 *&’+!#+ %但不经预处理的样品容易
堵塞层析柱’本实验室前期使用氯化铯密度梯度超
速离心的方式对装甲 (@*进行纯化 *#U+ %取得良好
效果, 本研究又在超速离心后用丙烯葡聚糖凝胶
层析法进一步纯化%从 G[G+_*]V结果看%除衣壳蛋
白条带之外无肉眼可见杂带%说明 .超速离心 i层
析/的纯化效果良好, 这两种纯化方式的定值结果

并无明显差异"数据未发表#%但超速离心法吸取样
品目标层时%易误吸到附近的杂蛋白层%从而造成
样品污染%因此对试验人员的操作技能与经验要求
较高, 与之相比%.超速离心 i层析/的方法更容易
实现标准化操作%便于后期商业化批量制备,

生物大分子类的标准样品在制备-稀释-分装
等过程中可能出现微环境下的局部聚集%因此对其
均匀性的评价十分重要, 本研究随机选取 #% 瓶
*(+(a样品进行检测%对结果进行单因素方差分
析%结果 -e%.U!" t%.%)#%表明 *(+(a具有良好
的均匀性, 标准样品还须在不同运输-储存条件下
保持良好的稳定性%本研究考察了 *(+(a在 " 种主
要运输-储存温度下的稳定性%同时设置 !U m作为
*(+(a在运输或储存环节温度异常的极端挑战%结
果表明 *(+(a在 &)-"- n&%- n,% m可分别稳定保
存 #)-)%-&U%-!-% F%!U m下可稳定保持 #) F%稳定
性良好, ?X*@]等 *!#+基于 ‘G& 噬菌体构建的含
(a@G_! 基因装甲 (@*可在室温下保存 #% F’
^*@]等 *!&+构建的埃博拉病毒装甲 (@*可在 " m

保存 -% F’8X*@]等 *!!+构建的麻疹病毒装甲 (@*
在 n&% m可稳定性保存 -% F%与本研究以及前期研
究结果比较可知%基于 f! 噬菌体研发平台制备的
装甲 (@*的稳定性要高于 ‘G& 噬菌体%因此更适
于 (@*类标准参考样品的制备 *#U+ ,

综上所述%基于 f! 噬菌体制备的内含 (a检测
靶标的装甲 (@*%拷贝数高-均匀性和稳定性良好%
可实现对 (a核酸检测过程中的病毒粒子裂解-核
酸提取-反转录-扩增等关键环节的全程评价%为
(a分子检测提供了一种安全-稳定的标准参考
样品,
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