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摘　要：本研究旨在建立一种快速、简便的鸡传染性支气管炎抗体的检测方法。通过生物信息学软件对传染性支

气管炎病毒（ＩＢＶ）ＺＹ３株的Ｓ１蛋白进行分析后，筛选出４段Ｓ１蛋白抗原表位优势区域（Ｆ１～Ｆ４），将４段表位串

联成１条新基因犉，对犉基因编码的蛋白质进行二级结构预测，结果表明该蛋白抗原指数性高且具有良好的柔韧

性。构建重组表达载体ｐＥＴ３２ａ（＋）Ｆ，并在原核表达系统中表达，获得大小为４２ｋｕ的融合蛋白，经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

分析表明表达的串联蛋白具有良好的反应原性。以纯化的串联蛋白作为包被抗原，建立了一种检测ＩＢＶ抗体的间

接ＥＬＩＳＡ方法。利用建立的ＥＬＩＳＡ方法对采集来１７５份血清样品进行检测，并与商品化试剂盒进行对比，显示其

阳性符合率为９０．２％，阴性符合率为８５．７％，总体符合率为８９．７％，表明建立的ＥＬＩＳＡ方法具有良好的特异性、

重复性和敏感性。
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　　鸡传染性支气管炎（Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ，ＩＢ）

是由传染性支气管炎病毒（Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓｖｉ

ｒｕｓ，ＩＢＶ）引起的一种急性、高度接触传染性、病毒

性呼吸道疾病。各种日龄、不同品种的鸡均易感染，

尤以１～４周龄雏鸡最为严重，死亡率高达４０％～

９０％。虽然广泛使用疫苗预防，但ＩＢ并未得到有

效控制，而且变异株或新的基因型不断出现，给世界

养禽业带来巨大经济损失［１４］。

ＩＢＶ的基因组由单股正链 ＲＮＡ 组成，长２７～

３０ｋｂ，基因组编码 主要结构蛋白：纤突蛋白（Ｓ）、核

衣壳蛋白（Ｎ）、膜蛋白（Ｍ）和小膜蛋白（Ｅ）。Ｓ蛋白

是ＩＢＶ最重要的保护性抗原，Ｓ蛋白翻译后被宿主

细胞的蛋白酶切割为等摩尔的Ｓ１蛋白和Ｓ２蛋白。

其中Ｓ１蛋白是诱导中和抗体和血凝抑制抗体产生

的主要免疫原，在决定ＩＢＶ 血清型特异性、组织嗜

性及其毒力方面也具有一定作用［５６］。因此，可以用

重组的Ｓ１蛋白或其截短片段作为诊断抗原，用于

ＩＢＶ抗体的检测。

目前用于ＩＢ抗体检测的的实验室方法主要有

酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）、琼脂扩散沉淀试验

（ＡＧＰ）和病毒中和试验（ＶＮ）等方法。３种检测方

法均有较好的特异性，但 ＡＧＰ灵敏度较差；中和试

验操作复杂、费时且需要较高的实验室条件，ＥＬＩＳＡ

方法由于其速度快、对实验条件要求不高、不需无菌

操作、短时间内能检测大量样品，适用于实验室血清

诊断以及大规模的疫病 调查［７］。本研究利用

ＤＮＡＳｔａｒ软件对 ＧｅｎＢａｎｋ上发表的ＩＢＶＺＹ３毒

株Ｓ１蛋白的氨基酸序列进行分析，同时结合文献研

究报道［８１１］，筛选出ＩＢＶＳ１蛋白４段抗原性强，高

度亲水、柔性好的抗原表位优势区（Ｆ１～Ｆ４），利用

相同酶切位点串联４段抗原表位，在抗原片段间加

入柔性序列Ｇ４Ｓ以确保各抗原表位形成各自的高

级结构，不影响串联蛋白的生化特性。构建原核表

达载体ｐＥＴ３２ａ（＋）Ｆ，并在原核表达系统中表达，

用纯化的串联蛋白作为包被抗原，通过条件的优化，

建立间接ＥＬＩＳＡ检测方法，并对该方法的特异性、

重复性和敏感性进行探索，显示了良好的应用前景，

为进一步组装成试剂盒奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　质粒、菌株和血清　　ＩＢＶ 四川分离株

（ＺＹ３）由作者实验室分离保存；犈．犮狅犾犻ＤＨ５α、犈．

犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞由作者实验室制备并

保存；ｐＭＤ１９Ｔ载体购自大连宝生物有限公司，载

体 ｐＥＴ３２ａ（＋）本实验室保存；ＡＩＶ（Ｈ５）、ＡＩＶ

（Ｈ９）、ＮＤＶ、ＩＢＤＶ 标准阳性血清均购自哈尔滨维

科生物技术开发公司；ＩＢＶ 阳性血清、阴性血清均

由作者实验室制备。

１．１．２　主要试剂　　限制性内切酶、Ｅｘ犜犪狇酶、

Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ、蛋白质相对分子质量标准（低）等

购自宝生物工程（大连）有限公司；ＤＡＢ底物显色试

剂盒，购自成都博瑞克生物技术有限公司；辣根过氧

化物酶（ＨＲＰ）标记羊抗鸡ＩｇＧ，购自北京博奥森生

物技术有限公司；质粒小量提取试剂盒、可溶性单组

分 ＴＭＢ购自北京天根生化科技有限公司；９６孔可

拆酶标板，购自美国康宁公司；其余试剂均为国产分

析纯。引物合成和测序由上海英骏生物技术有限公

司完成。

１．２　引物

利用ＤＮＡＳｔａｒ分析软件分析预测ＩＢＶＺＹ３毒

株Ｓ１蛋白的二级结构、抗原性指数、亲水性、柔韧

性，筛选出４段抗原性强，亲水性和柔韧性好的优势

表位区（Ｆ１：２６～５１ＡＡ、Ｆ２：１６５～２４９ＡＡ、Ｆ３：２９５

～３９１ＡＡ及Ｆ４：４６４～５０５ＡＡ）。参照大肠杆菌密

码子偏爱表，在表位间加入柔性肽（Ｇｌｙ４Ｓｅｒ）；犉１片

段５′端引入起始密码子；犉４片段３′端引入终止密

码子，详见表１。

１．３　抗原表位基因犉原核表达载体的构建

参照 ＴａＫａＲａＲＮＡｉｓｏＲｅａｇｅｎｔ试剂使用说明

书提取病毒总ＲＮＡ。用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔ

ｋｉｔ反转录试剂盒反转录合成ｃＤＮＡ。犉１、犉２、犉３

和犉４分别用５０μＬ体系扩增，ＰＣＲ产物经胶回收

后，进行ＴＡ克隆，酶切鉴定为阳性的转化菌，送上

海英骏生物技术有限公司测序。经测序正确后分别

命名为 ｐＭＤ１９ＴＦ１、ｐＭＤ１９ＴＦ２、ｐＭＤ１９ＴＦ３

和ｐＭＤ１９ＴＦ４。

１８７１



畜　牧　兽　医　学　报 ４３卷　

表１　引物序列

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲

名称

Ｎａｍｅ

位置／ｂｐ

Ｌｏｃａｔｉｏｎ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

限制性内切酶

Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｓ

Ｆ１ ２６～５１
犌犌犃犜犆犆犃犜犌ＡＡＴＴＡＴＧＴＧＴＡＣＴＡＣＴＡＣＣＡＡＡＧ

犌犃犃犜犜ＣＣＡＣＴＡＣＴＧＣＡＴＡＡＧＣＡＣＣＣＣ

犅犪犿ＨⅠ

犈犮狅ＲⅠ

Ｆ２ １６５～２４９
犌犃犃犜犜犆ＧＧＴＧＧＴＧＧＣＧＧＴＡＧＣＡＡＣＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧＴＴ

犜犆犜犃犌犃ＡＧＴＡＡＡＡＧＧＡＴＡＡＡＡＧＣＣＧＴＣ

犈犮狅ＲⅠ

犡犫犪Ⅰ

Ｆ３ ２９５～３９１
犜犆犜犃犌犃ＧＧＴＧＧＴＧＧＣＧＧＣＡＧＣＴＡＴＣＡＡＡＣＡＣＡＣＡＡＣＡＧ

犌犜犆犌犃犆ＧＣＴＧＣＣＧＣＣＴＣＣＴＣＣＴＴＣＡＣＣＴＧＡＡＴＡＡＡＣＡＣ

犡犫犪Ⅰ

犛犪犾Ⅰ

Ｆ４ ４６４～５０５
犌犜犆犌犃犆ＧＧＧＴＴＡＧＣＴＡＴＴＴＴＡＧＡＴＡＣＴＴＣ

犆犜犆犌犃犌犜犜犃ＧＣＣＡＣＣＡＧＡＣＡＣＴＡＣＡＡＡＣ

犛犪犾Ⅰ

犡犺狅Ⅰ

加粗是限制性内切酶序列；下划线是柔性肽序列；斜体加粗是起始密码子和终止密码子

Ｂｌｏｄｅｄ ｍｅａｎｓｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ；ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｍｅａｎｓｆｌｅｘｉｂｌｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅ；ｂｏｌｄｉｔａｌｉｃｓ ｍｅａｎｓｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｃｏｄｏｎ ａｎｄ

ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｃｏｄｏｎ

　　犅犪犿ＨⅠ和 犈犮狅ＲⅠ双酶切重组质粒ｐＭＤ１９

ＴＦ１，胶回收犉１片段；犈犮狅ＲⅠ和 犡犫犪Ⅰ双酶切重

组质粒ｐＭＤ１９ＴＦ２，胶回收犉２片段 ；将胶回收的

犉１和犉２用Ｔ４连接酶连接，用连接产物做模板进

行ＰＣＲ扩增得到犉１２片段 ，胶回收表位犉１２，克隆

入Ｔ载体，测序正确后命名为 ｐＭＤ１９ＴＦ１２。同

理，依次酶切ｐＭＤ１９ＴＦ３和ｐＭＤ１９ＴＦ４，依次将

犉３和犉４片段与 犉１２连接，成功构建重组质粒

ｐＭＤ１９ＴＦ（即ｐＭＤ１９ＴＦ１２３４）。将该重组质粒

用犅犪犿ＨⅠ和犡犺狅Ⅰ双酶切后，回收串联的抗原表

位犉，通过犅犪犿ＨⅠ和犡犺狅Ⅰ位点连接入ｐＥＴ３２ａ

（＋）空载体上，并转化至 ＤＨ５α宿主菌，将酶切鉴

定正确的重组质粒送上海英骏生物技术有限公司

测序。

１．４　犉基因的诱导表达与表达产物的纯化

将测序正确的ｐＥＴ３２ａ（＋）Ｆ／ＤＨ５α菌提取

质粒，转入犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，取１５０

μＬ涂布于含Ａｍｐ（１００μｇ·ｍＬ
－１）的ＬＢ琼脂平板

中，３７℃培养过夜，挑取单个白色菌落于含Ａｍｐ的

ＬＢ液体培养基中振荡培养过夜。然后按１∶１００比

例扩大振荡培养，待 ＯＤ值达到０．６左右时，加入

ＩＰＴＧ至终浓度为０．８ｍｍｏｌ·Ｌ－１，３７℃振荡培养

４ｈ，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测表达产物。

反复冻融表达菌体３次，超声波破碎菌体４

次，间 歇 进 行，对 破 碎 后 的 菌 液 ４ ℃ １００００

ｒ·ｍｉｎ－１ 离心 ２０ｍｉｎ，分离裂解液上清和沉淀，

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析重组蛋白的表达形式。采用

洗涤包涵体的方法在变性条件下去除杂蛋白，将变

性的纯蛋白在不同尿素浓度下透析逐步复性。经

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测纯化重组蛋白，并用核酸蛋白

仪测定纯化的重组蛋白的浓度。

１．５　原核表达产物的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

重组蛋白经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，于半干式转移

电泳仪以恒压１Ｖ·ｃｍ－２转移６０ｍｉｎ，取出硝酸纤

维素膜（ＮＣ），ＴＢＳＴ 漂洗，５％脱脂牛奶封闭１ｈ

后，ＴＢＳＴ漂洗，加入鸡传染性支气管炎阳性血清，

ＴＢＳＴ 漂洗，再加入 ＨＲＰ 标记的羊抗鸡ＩｇＧ，

ＴＢＳＴ漂洗，将ＮＣ膜放入ＨＲＰＤＡＢ显色液中，出

现条带后立即用双蒸水终止显色，观察结果。

１．６　间接犈犔犐犛犃检测方法的建立

１．６．１　最佳工作条件的确定　　用０．０５ｍｏｌ·Ｌ
－１

碳酸钠碳酸氢钠缓冲液（ｐＨ９．６）稀释纯化的Ｆ蛋白

至５０、２５、１２．５、６．２５、３．１２、１．５６、０．７８、０．３９

μｇ·ｍＬ
－１，１００μＬ·孔

－１，３７℃ 包被１ｈ后，取出

用ＰＢＳＴ洗涤３次，每次４ｍｉｎ；选用５％ 脱脂奶粉

３７℃分别封闭６０、９０、１２０、１５０ｍｉｎ，２００μＬ·孔
－１，

同前洗涤；ＩＢＶ阴阳性血清分别作１∶１０、１∶２０、１∶

４０、１∶８０、１∶１６０、１∶３２０倍比稀释，１００μＬ·孔
－１，

血清作用时间分别设定为３０、６０、９０、１２０、１５０ｍｉｎ，

同一样品作３个重复孔，同时作一空白对照孔，于

３７℃ 孵育１ｈ，同前洗涤；接着加酶标二抗，进行

１∶１０００、１∶２０００、１∶３０００、１∶４０００和１∶５０００
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稀释，１００μＬ·孔
－１，分别于３７℃反应３０、６０、９０、

１２０、１５０ｍｉｎ，同前洗涤；继而加入可溶性单组分

ＴＭＢ底物溶液，５０μＬ·孔
－１，避光反应，反应时间分

别设定为５、１０、１５、２０ｍｉｎ，最后加入２ｍｏｌ·ｍＬ－１的

Ｈ２ＳＯ４终止反应，５０μＬ·孔
－１。在酶标仪上测定

ＯＤ４５０ｎｍ值。采用方阵滴定法确定抗原的最适包被

浓度、封闭时间、血清和酶标二抗的最佳稀释度和作

用时间，底物显色时间等。

１．６．２　临界值的确定　　随机挑取ＩＢＶ抗体阴性

血清２０份，以优化的工作条件进行常规 ＥＬＩＳＡ 检

测。根据统计学原则，样本的ＯＤ４５０ｎｍ值＞阴性样本

ＯＤ４５０ｎｍ平均值（狓）＋３×标准差（狊）时，可以在

９９．９％的水平上判定为阳性。所以，临界值＝阴性

血清平均ＯＤ４５０ｎｍ值＋３×标准差（狊）。

１．６．３　重复性试验

１．６．３．１　批内重复性试验：用同一批制备的融合

蛋白包被１块ＥＬＩＳＡ板，在同一块酶标板内检测５

份阳性血清，每份血清设４个重复。计算其标准差

（狊）和变异系数（ＣＶ），以检验批内样品的重复性。

１．６．３．２　批间重复性试验：用同一批制备的融合

蛋白包被３块 ＥＬＩＳＡ 板，相同条件下分别在３块

ＥＬＩＳＡ板内检测５份阳性血清，每份血清设４个重

复。计算其标准差（狊）和变异系数（ＣＶ），以检验批

间样品的重复性。

１．６．４　敏感性试验　　将阳性血清作１∶５０、１∶

１００、１∶２００、１∶３００、１∶４００、１∶５００、１∶６００、１∶

７００稀释，按已建立的 ＥＬＩＳＡ 方法进行检测，确定

该方法的敏感性。

１．６．５　特异性试验　　用建立的间接ＥＬＩＳＡ方法

分别检测 ＡＩＶ（Ｈ５）、ＡＩＶ（Ｈ９）、ＮＤＶ、ＩＢＤＶ阳性

血清，同时设ＩＢＶ 阳性血清与阴性血清对照，每个

样品重复３次，判断该方法有无交叉反应。

１．６．６　ＥＬＩＳＡ方法的应用　　用已建立的间接

ＥＬＩＳＡ方法和美国ＩＤＥＸＸ 公司商品化的ＥＬＩＳＡ

试剂盒对从四川乐山、眉山、雅安等鸡场采取的１７５

份血清样品进行检测，比较２种方法的符合率。

２　结　果

２．１　串联基因犉的生物信息学分析

用ＤＮＡＳｔａｒ软件分析构建的ＩＢＶＳ１蛋白串

联基因犉的生物信息特征。如图１所示，串联基因

犉具有较强的亲水性和抗原性，柔性区域分布较多，

并且由图可见在基因构建时人工添加的柔性连接肽

处形成了柔性区，表明嵌合基因构建成功。

红色箭头是添加的柔性肽

ＰｏｓｉｔｉｏｎｍａｒｋｅｄｂｙａｒｒｏｗｓｍｅａｎｓａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙａｄｄｅｄＦｌｅｘｉｂｌｅｐｅｐｔｉｄｅ

图１　构建的犐犅犞多表位串联基因犉的生物信息学分析

犉犻犵．１　犜犺犲犫犻狅犻狀犳狅狉犿犪狋犻犮狊犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犿狌犾狋犻犲狆犻狋狅狆犲狊犲狉犻犲狊犵犲狀犲犉狅犳犐犅犞

２．２　犐犅犞犛１蛋白多表位串联基因犉的拼接结果

利用４对引物分别对ＩＢＶＺＹ３毒株Ｓ１蛋白的

片段犉１、犉２、犉３、犉４进行 ＰＣＲ 扩增，ＰＣＲ 产物用

２．５％琼脂糖凝胶电泳进行鉴定，结果均出现特异性

条带，片段大小分别为９３、２７６、３２４、１３８ｂｐ，其大小

与预期相符，电泳图见图２。

用表位犉１与犉２、表位犉３与犉４的连接产物作

为模板，分别进行ＰＣＲ扩增得到表位犉１２和犉３４，

扩增产物用１．０％琼脂糖凝胶电泳进行鉴定，结果

均出现特异性条带，片段大小分别为３６３、４５６ｂｐ，
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其大小都与预期相符，电泳图见图２。表位犉１２与

犉３４连接产物作模板，进行ＰＣＲ扩增得到表位犉，

扩增产物用１．０％琼脂糖凝胶电泳进行鉴定，结果

出现特异性条带，片段长度为８１３ｂｐ，电泳图见

图２。

Ｍ１．５０ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ相对分子质量标准；Ｍ２．ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标准；１．犉１扩增产物；２．犉２扩增产物；

３．犉３扩增产物；４．犉４扩增产物；５．犉３４扩增产物；６．犉１２扩增产物；７．阴性对照；８．犉扩增产物

Ｍ１。５０ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；Ｍ２．ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．犉１ｆｒａｇｍｅｎｔ；２．犉２ｆｒａｇｍｅｎｔ；３．犉３ｆｒａｇｍｅｎｔ；４．

犉４ｆｒａｇｍｅｎｔ；５．犉３４ｆｒａｇｍｅｎｔ；６．犉１２ｆｒａｇｍｅｎｔ；７．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；８．ｉｎｔａｃｔｔａｎｄｅｍｇｅｎｅｏｆ犉
图２　犐犅犞犛１蛋白抗原表位串联各步构建连接产物电泳图

犉犻犵．２　犜犺犲狊狆犾犻犮犻狀犵犲狆犻狋狅狆犲犳狉犪犵犿犲狀狋狊犱狌狉犻狀犵狋犺犲犮狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳狋犪狀犱犲犿犵犲狀犲犉狅犳犐犅犞

２．３　重组质粒的构建及序列分析

挑选白色菌落，以碱裂解法提取质粒，将提取的

含目的片段的重组质粒ｐＭＤ１９ＴＦ和ｐＥＴ３２ａＦ

分别用限制性内切酶犅犪犿ＨⅠ和 犡犺狅Ⅰ进行双酶

切鉴定。酶切产物在１．０％ 琼脂糖凝胶电泳观察，

双酶切结果显示获得了２６００ｂｐ的载体ｐＭＤ１９Ｔ、

５６００ｂｐ的载体ｐＥＴ３２ａ和大小为８１３ｂｐ的目的

条带，与预期结果一致，电泳结果见图３。

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标准；１．犅犪犿ＨⅠ／犡犺狅Ⅰ
双酶切 ｐＭＤ１９ＴＦ；２．犅犪犿ＨⅠ／犡犺狅Ⅰ双酶切 ｐＥＴ

３２ａＦ

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１．ｐＭＤ１９ＴＦ／犅犪犿ＨⅠ ＋

犡犺狅Ⅰ；２．ｐＥＴ３２ａＦ／犅犪犿ＨⅠ＋犡犺狅Ⅰ
图３　重组质粒酶切鉴定

犉犻犵．３　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱犫狔犲狀狕狔犿犲犱犻

犵犲狊狋犻狅狀

２．４　串联蛋白的诱导表达及 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

ＳＤＳＰＡＧＥ的结果显示（图４），串联基因犉在

大肠杆菌中获得高效表达，相对分子质量为４２ｋｕ，

与预期结果一致。

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准（低）；１．未诱导的重组菌；

２．经ＩＰＴＧ诱导的重组菌

Ｍ．Ｌｏｗｅｒｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ；１．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｃｏｍｂｉ

ｎａｎｔ ｐｒｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２．ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｉｎｄｕｃｅｄ

４ｈｏｕｒｓ

图４　串联基因原核表达的犛犇犛犘犃犌犈分析

犉犻犵．４　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狆狉狅犽犪狉狔狅狋犻犮犲狓狆狉犲狊狊犲犱狊犲狉犻犲狊

狆狉狅狋犲犻狀犫狔犛犇犛犘犃犌犈

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析表明，表达的重组蛋白可以

与ＩＢＶ阳性血清发生反应（图５）。多次试验结果表

明串联表位Ｆ的表达量是比较稳定的，纯化的蛋白
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不仅可以和ＩＢＶＺＹ３毒株阳性血清发生反应，也可

以与 Ｈ５２毒株发生特异性反应，证明表达的串联蛋

白Ｆ具有良好的反应原性。

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准（低）；１．ＩＢＶＨ５２阳性血清

免疫印迹；２．ＩＢＶＺＹ３阳性血清免疫印迹；３．纯化后重

组蛋白

Ｍ．Ｌｏｗｅｒｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ；１．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ＩＢＶ Ｈ５２ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｒｕｍ；２．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＩＢＶＺＹ３

ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｒｕｍ；３．Ｐｕｒｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ
图５　串联基因原核表达的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犻狀犵鉴定

犉犻犵．５　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狆狉狅犽犪狉狔狅狋犻犮犲狓狆狉犲狊狊犲犱狊犲狉犻犲狊

狆狉狅狋犲犻狀犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵

２．５　间接犈犔犐犛犃检测方法的建立

２．５．１　间接 ＥＬＩＳＡ 最佳工作条件的确定　　方

阵试验的结果显示，当抗原浓度为１２．５μｇ·ｍＬ
－１，

血清稀释倍数为１∶１６０时，Ｐ／Ｎ值较大，且阳性血清

的ＯＤ４５０ｎｍ值接近１．０，故蛋白的最佳包被浓度为１２．５

μｇ·ｍＬ
－１，血清最佳稀释比为１∶１６０。血清最佳反

应时间为１ｈ，酶标二抗最佳工作浓度为１∶２０００，反

应条件为３７℃６０ｍｉｎ，底物３７℃显色１０ｍｉｎ。

２．５．２　临界值的确定　　按照已建立的间接

ＥＬＩＳＡ方法检测２０份鸡阴性血清，测定其ＯＤ４５０ｎｍ

值。２０份血清中犗犇４５０ｎｍ最大值为０．３０５，最小值为

０．１４８，平均值（狓）为０．２４８，标准差（狊）为０．０３８。

因此，间接 ＥＬＩＳＡ 方法的临界值为０．２５８＋３×

０．０３８＝０．３６３，确定当样本 ＯＤ４５０ｎｍ≥０．３６３时判

定为阳性；ＯＤ４５０ｎｍ＜０．３６３时判定为阴性。

２．５．３　重复性试验　　重复性试验结果显示，５份

阳性血清的批内 ＣＶ 最小值为３．３２％，最大值为

６．５６％，而批间 ＣＶ 最小值为５．３４％，最大值为

９．６１％，均小于 １０％ （表 ２），表明建 立的间接

ＥＬＩＳＡ方法具有良好的重复性。

２．５．４　敏感性试验　　ＩＢＶ阳性血清从１∶５０倍开

始稀释进行间接ＥＬＩＳＡ检测，当血清稀释至１∶５００

时，测得的ＯＤ４５０ｎｍ值为０．３７４（图６），说明仍能检测

到ＩＢＶ抗体，证明建立的方法具有较好的敏感。

表２　板内、板间重复性试验结果（狀＝５）

犜犪犫犾犲２　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狅犳狉犲狆犲犪狋犪犫犻犾犻狋狔犻狀狋犺犲狊犪犿犲犪狀犱犱犻犳犳犲狉犲狀狋

犿犻犮狉狅狆犾犪狋犲狊（狀＝５） ％

１ ２ ３ ４ ５

批内变异系数

Ｉｎｔｒｏｂａｔｃｈ
３．３２ ４．９６ ４．９２ ６．５６ ５．７１

批间变异系数

Ｉｎｔｅｒｂａｔｃｈ
７．５７ ５．３４ ５．７０ ９．６１ ８．１６

图６　敏感性试验

犉犻犵．６　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔犜犲狊狋

２．５．５　特异性试验　　串联蛋白作为 ＥＬＩＳＡ 包

被抗原与其他４种鸡常见的传染病阳性血清发生

反应，测其 ＯＤ４５０ｎｍ值均小于０．３６３，均为阴性（表

３），表明串联蛋白针对ＩＢＶ阳性血清具有良好的特

异性，可以作为 ＥＬＩＳＡ 包被抗原用于ＩＢＶ 抗体的

检测。

表３　特异性试验结果

犜犪犫犾犲３　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狅犳狊狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狋犲狊狋

禽流感 Ｈ５

ＡＩＶＨ５

禽流感 Ｈ９

ＡＩＶＨ９

新城疫

ＮＤＶ

传染性法氏囊

ＩＢＤＶ

阳性对照

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

阴性对照

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

ＯＤ４５０ｎｍ ０．２３２ ０．２４９ ０．２６９ ０．２７５ ０．９１８ ０．２２５

判定结果 — — — —

Ｒｅｓｕｌｔ
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２．５．６　与试剂盒的符合率试验　　用建立的

ＥＬＩＳＡ方法与ＩＤＥＸＸＩＢＶ抗体试剂盒平行检测

１７５份送检血清，与ＩＤＥＸＸ试剂盒检测的阳性符合

率为９０．２％（１３９／１５４），阴性符合率为８５．７％（１８／

２１），总体符合率为８９．７％ ［（１３９＋１８）／１７５］，见

表４。

表４　犈犔犐犛犃检测方法与试剂盒检测结果的比较

犜犪犫犾犲４　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狋犺犲狉犲狊狌犾狋狊犫犲狋狑犲犲狀狋犺犲犲狊狋犪犫犾犻狊犺犲犱犈犔犐犛犃犪狀犱犆狅犿犿犲狉犮犻犪犾犽犻狋

检测结果

Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ

ＩＤＥＸＸ　ＥＬＩＳＡ试剂盒Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｋｉｔ

血清数　Ｓｅｒｕｍｃｏｕｎｔｓ

ＥＬＩＳＡ检测结果 ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄＥＬＩＳＡ

阳性数Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｕｎｔｓ 阴性数 Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｕｎｔｓ

阳性Ｐｏｓｉｔｉｖｅ １５４ １３９ ３

阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ２１ １５ １８

合计 Ｔｏｔａｌ １７５ １５４ ２１

３　讨　论

ＩＢＶ为典型的冠状病毒，主要结构蛋白有Ｓ、Ｎ

和 Ｍ 蛋白３种。其中 Ｍ 蛋白的作用主要与病毒的

复制有关，其免疫原性比较弱且不能诱导产生免疫

保护性作用；Ｎ蛋白和Ｓ蛋白均可用作检测ＩＢＶ特

异性抗体的抗原。最终作者选择Ｓ１蛋白作为研究

对象，主要有两方面的原因：一方面，Ｓ１蛋白的抗体

水平能够反映机体免疫状况，可作为评价疫苗免疫

效果的指标，同时也可以用来检测雏鸡体内母源抗

体，为确定适当的免疫时间提供依据［１２１４］；另一方

面，近年的研究结果表明，Ｎ蛋白虽能诱导机体产

生高水平抗体，但其不是主要保护性抗原，抗体水平

并不代表中和抗体水平和保护性抗体水平。

由于β折叠和α螺旋的化学键较高，结构规则

较稳定，不容易变形，较难嵌合抗体，所以一般不作

为抗原表位的首选区域［１５］，因此在筛选抗原表位区

时应避开α螺旋和β折叠区序列。另外在筛选抗原

表位时，不仅要选择具有免疫优势的表位，同时尽可

能包含不同毒株间相对保守的表位，期望能同时检

测出不同毒株产生的ＩＢＶ抗体，结果表明，纯化的

串联蛋白与鸡抗ＩＢＶ Ｈ１２０和 Ｈ５２阳性血清进行

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析均能发生特异性反应，这就为后

期的研究奠定了基础。

把４个表位直接串连成１条新基因的难度较

高，在做预试验时也尝试过直接连接，但由于保守

性、连接效率等因素的影响均未连接成功。所以最

后本试验采用分步克隆、连接和再克隆的方法串连

４个抗原表位。由于ＰＣＲ 扩增过程中酶的保真性

有限，一些碱基可能会发生突变或缺失，所以试验过

程中每一步骤的克隆及其测序都非常重要，其目的

主要是保证每一次的串联都正确，不会出现碱基突

变或缺失的现象。

串联表达技术有其自身的优点和特殊性，将抗

原表位进行串联既纯化了抗原性，又减少了无关干

扰序列的影响。近年来，表位串联这种手段已经广

泛应用于诊断抗原、免疫原的制备［１６１７］。本研究根

据重复多次的ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，结

果表明串联蛋白表达量高且稳定、抗原性良好，用纯

化的串联蛋白作为包被抗原，通过一系列优化试验，

建立了检测ＩＢＶ 抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 方法，并与

ＩＤＥＸＸ公司的ＩＢＶ 检测试剂盒进行了对比，符合

率到达８９．５％，与其他常见的４种鸡病的阳性血清

反应无交叉反应。试验结果说明建立的ＥＬＩＳＡ检

测方法可行且具有良好的重复性、敏感性和特异性，

显示了良好的应用前景，为鸡传染性支气管炎的检

测提供了一种快速、简便的手段。
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