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重组蛋白作为包被抗原!建立检测
6F4W!X

抗体的间接

9L724

方法'结果表明!试验的最佳条件$用
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反应时间为
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'该方法重复性好!批内变异系数为
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!批间变异系数为
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#&鸭瘟病毒
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6bW

#&新城疫病毒"

G6W

#&禽流感病毒"
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#&鸭抗大肠杆菌&鸭抗金黄色葡萄球菌&鸭抗沙门菌&鸭抗禽多杀性

巴氏杆菌以及鸭疫里默杆菌阳性血清无交叉反应!而与基因
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抗体的通用
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方法'与中和试验相比!阳性血清检测符合率

为
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!阴性血清检测符合率为
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测'本研究基于
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#引起雏

鸭的一种以肝肿大和出血为主要病理变化的急性&

高度接触性和致死性的传染病'

6WF

以发病急&

传播迅速&病死率高为特征'自发现以来!在全世界

养鸭地区广泛分布!是危害养鸭业最为严重的传染
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为星状病毒科成员'根据基因组成差异!
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分为
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种基因型!王丽艳等称之为基因
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型
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6F4W

+

)!(

,

'目前在中国

大陆主要流行基因
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个大的开放阅读框"
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!编码
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个含
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个氨基酸的多聚

蛋白'在蛋白翻译过程中多聚蛋白被蛋白酶水解!

其中
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区蛋白水解为
Wb&
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和
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三种衣壳

蛋白+
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个基因型
6F4W

的基因组长度差异主

要是由
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基因以及
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和
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的长度变异引

起'

6F4W!X%C%

基因全长
10&O

S

!编码
0)&

个

氨基酸'

%C%

基因作为小
Ĝ4

病毒的主要抗原基

因!其编码的蛋白能诱导机体产生保护性中和抗体!

并且有识别相应受体的作用+
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,

'

本研究利用纯化的
6F4W!XWb%

重组蛋白作

为包被抗原建立检测
6F4W

抗体的间接
9L724

方

法!为
6F4W

抗体的快速检测与血清流行病学调

查提供基本方法'

#

!

材料与方法

#B#

!

质粒与菌株

6F4W!X%C%

基因原核表达载体
b9V!*0;

"

p

#

!Wb%

由西南民族大学动物医学实验室构建并

保存+

1

,

!原核表达工程菌
#̂,NTT;

"

69*

#购自
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#:N"

公司'

#B!
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血清

6F4W!X

&

6F4W!4

&鸭瘟病毒"

6bW

#&新城疫

病毒"

G6W

#&禽流感病毒"

47W

#&鸭抗大肠杆菌&鸭

抗金黄色葡萄球菌&鸭抗沙门菌&鸭抗禽多杀性巴氏

杆菌&鸭疫里默杆菌阳性血清以及
2b[

鸭阴性血清

均由西南民族大学动物医学实验室制备保存(鸭乙

型肝炎病毒"

6F5W

#和鸭圆环病毒"

6KXW

#阳性血

清由四川农业大学贾仁勇教授馈赠'

#B(

!

主要试剂

F b̂

标记的羊抗鸭
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公司(

V_5
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V>NP:#

公司(
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购自
2$

?
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公司(酶

标板购自
X#P-$-
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A#,T;P

公司(

524

购自
5$#T#

SS

N"

公司!

5X4

蛋白定量试剂盒购自上海生工生物工程

公司'

#B$

!

:Q<\GM\1#

重组蛋白的纯化及特异性

按
F$,VP;

S

V_

Fb

亲 和 层 析 柱 说 明 书 对

6F4W!XWb%

重组蛋白纯化和复性!

262!b4H9

检测纯度!按
5X4

蛋白定量试剂盒说明书测定纯化

蛋白浓度!与兔抗
6F4W!X

血清和正常兔血清
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检测纯化的
6F4W!XWb%

重组蛋白

的特异性'
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间接
L[P5<

抗原最佳包被浓度和最佳血清稀

释度的选择

采用方阵法!用
S

F/'.

&

&'&3:#<

3

L

h%碳酸盐

包被缓冲液将纯化的重组蛋白按
0&

&

%&

&

3

和
0'3

+

?

3

:L

h%稀释后包被酶标板!

%&&

+

L

3孔h%

!

)Y

过夜(洗涤后!用含
%&Z

或
3Z

脱脂乳的
&'&%

:#<

3

L

h%

b52%&&

+

L

3孔h%

*1Y

封闭
0>

(洗涤

后!用含
&'&3ZVQNN-!0&

的
&'&%:#<

3

L

h%

b52

溶液"

b52V

#将阳性和阴性血清分别稀释
%n%&&

&

%n0&&

&

%n*&&

&

%n)&&

!

*1Y

孵育
%>

'洗涤后加

入
F b̂

标 记的 羊 抗 鸭
7

?

H

"

%n3&&&

#!

%&&

+

L

3孔h%

!

*1Y

孵育
&'3>

(洗涤后加入底物
V_5

显色!室温避光孵育
%3 :$-

(加入
0 :#<

3

L

h%

F

0

2\

)

终止!测定
\6

)3&-:

值'根据
b

%

G

值确定最

佳抗原包被浓度和血清最佳稀释度'

#BH

!

酶标二抗最佳稀释度的选择

应用已确定的最适抗原包被浓度和血清最佳稀

释度来确定酶标二抗的最佳稀释度!将
F b̂

标记

的羊抗鸭
7

?

H

按
%n%&&&

&

%n0&&&

&

%n*&&&

&

%n

)&&&

&

%n3&&&

和
%n%&&&&

稀释!根据
b

%

G

值确

定酶标二抗的最佳稀释度'

#B&

!

酶标二抗反应时间的优化

按照优化好的酶标二抗稀释度!酶标二抗
*1Y

孵育时间分别为
*&

&

)3

&

.&

&

13:$-

!按以上
9L724

程序!根据
b

%

G

值确定酶标二抗的最佳反应时间'

#BI

!

临界值的确定

按照最佳的
9L724

工作条件!对
*&

份不含

6F4W!X

抗体的鸭血清进行间接
9L724

测定!测

定
\6

)3&-:

值!计算血清
\6

)3&-:

平均值"

L

h

#和标准

差"

/

#!确定阴阳性临界值"

L

h

j*/

#'

#B'

!

间接
L[P5<

重复性试验

%'/'%

!

批内重复
!!

同一批
0

块酶标板检测

6F4W!X

阳性和阴性血清各
%

份!每份血清各
*

个

重复检测!计算批内变异系数'

%'/'0

!

批间重复
!!

0

批次各
%

块酶标板检测

6F4W!X

阳性和阴性血清各
%

份!每份血清各
*

个

重复检测!计算批间变异系数'

#B#"
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间接
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特异性试验

用建立的间接
9L724

方法检测
6KXW

&

6F!

5W

&

6F4W!4

&

G6W

&

47W

&

6bW

&鸭抗大肠杆菌&鸭

抗金黄色葡萄球菌&鸭抗沙门菌&鸭抗禽多杀性巴氏

杆菌&鸭疫里默杆菌和
6F4W!X

的阳性血清!以验

证建立的间接
9L724

方法是否与其他病原鸭源阳

性血清发生交叉反应'
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敏感性试验

9L724

检测
%n%&&

"

%n%0(&&

倍比稀释的

6F4W!X

阳性血清!确定该方法的敏感性'

#B#!

!

与中和试验方法比较

采用中和试验方法对建立的间接
9L724

方法

检测的
%3

份阳性血清和
%3

份阴性血清进行检测!

比较
0

种方法的符合率'

#B#(

!

初步临床应用

免疫
-

型
6FW

弱毒苗种鸭所产种蛋孵出的雏

鸭分别在
0

&

3

&

(

&

%%

和
%)

日龄采血分离血清!用建

立的间接
9L724

测定母源抗体的消长情况(对
*

日

龄雏鸭免疫
-

型
6FW

弱毒苗后!采集免疫后
*

&

1

&

%&

和
%3"

的血清!间接
9L724

测定免疫后抗体的

消长情况'对免疫
1"

雏鸭攻毒!采集攻毒后
*

&

3

和
1"

血清!间接
9L724

测定攻毒后抗体消长情

况'

!

!

结
!

果

!B#

!

纯化的
:Q<\GM\1#

重组蛋白及其特异性

262!b4H9

显示
F$,VP;

S

V_

Fb

柱纯化的
Wb%

蛋白只有
%

条
)1]R

左右的目的条带!如图
%

'

5X4

测定的蛋白浓度为
0(*

+

?

3

:L

h%

'

6F4W!XWb%

蛋白能与兔抗
6F4W!X

血清特异性结合"图
0

#'

_'

蛋白质相对分子质量标准(

%'

纯化的
Wb%

重组蛋白

_'bP#TN$-:;P]NP

(

%'bRP$U$N"PNA#:O$-;-TWb%

图
#

!

纯化的
\1#

重组蛋白

C;

3

B#

!

1F/;4;+A\1#/+0269;8.8=

D

/2=+;8

!B!

!

L[5P<

反应条件的确定

方阵试验结果显示!当抗原包被浓度为
3

+

?

3

:L

h%

!血清稀释度为
%n%&&

时!

\6

)3&-:

值在

%'&

左右!且
b

%

G

值较高'因此!抗原包被浓度为
3

+

?

3

:L

h%

!血清稀释倍数为
%&&

倍'最适浓度抗原

&3%%



!

1

期 杨发龙等$基于基因
X

型鸭甲肝病毒
Wb%

重组蛋白的鸭甲肝病毒抗体
9L724

检测方法的建立

_'9;,

@

2NNJN,TNP-

分子质量标准(

%'

S

9V*0;

"

p

#空载

菌体(

0'

健康兔血清(

*'

纯化的重组
Wb%

蛋白

_'9;,

@

2NNJN,TNP-:;P]NP

(

%'G#!PNA#:O$-;-T

S

9V*0;

"

p

#

CNAT#P

(

0'2NP;UP#:>N;<T>

@

P;OO$T

(

*'bRP$U$N"Wb%

PNA#:O$-;-T

S

P#TN$-

图
!

!

\1#

重组蛋白的
V+-=+/8972=

鉴定

C;

3

B!

!

V+-=+/8972=.8.7

?

-;-24/+0269;8.8=

D

/2=+;8\1#

和血清与不同稀释度酶标二抗
9L724

检测结果表

明!酶标二抗最佳稀释度为
%n3&&&

'最佳包被抗

原浓度&血清稀释度和酶标二抗浓度优化酶标二抗

的孵育时间为
*&:$-

'

采用优化的间接
9L724

最佳条件对
*&

份鸭阴

性血清进行
9L724

检测!根据检测结果计算出

\6

)3&-:

平均值为
&'*0%

!标准方差"

/

#为
&'&3%

!根

据公式$阴阳性临界值
o

阴性血清
\6

)3&-:

平均值
p

*i/

!得出
&')1)

为阴阳性血清检测临界值!即

\6

)3&-:

,

&')1)

者判为阳性!

\6

)3&-:

'

&')1)

者判

为阴性'

!B(

!

重复性

批内重复性试验结果显示!变异系数最大为

0l/3Z

!最小为
0'&*Z

!表明同一批酶标板具有很好

的重复性'

0

批包被板重复性试验结果显示!变异系

数最大为
1'*1Z

!最小为
*'0(Z

!均未超过最大变异

系数
%&Z

!不同批次包被板具有很好的重复性'

!B$

!

特异性

间接
9L724

检测
6KXW

&

6F5W

&

6F4W!4

&

G6W

&

47W

&

6bW

&鸭抗大肠杆菌&鸭抗金黄色葡萄

球菌&鸭抗沙门菌&鸭抗禽多杀性巴氏杆菌&鸭疫里

默杆菌和
6F4W!X

的阳性血清
\6

)3&-:

分别为

&l*3.

&

&l*13

&

&'(0(

&

&'))*

&

&'*%0

&

&'*&0

&

&'**)

&

&l*)0

&

&'***

&

&l*%1

&

&'0*)

和
%'*&1

!除
6F4W

外!

其他阳性血清的
\6

)3&-:

值均小于临界值!而

6F4W!4

值为
&'(0(

!表明建立的
6F4W!X

间接

9L724

与
6F4W!4

阳性血清有交叉反应!该

9L724

方法可作为检测
6F4W!X

与
6F4W!4

血

清的通用方法'

!B%

!

敏感性

阳性血清稀释到
%n.)&&

倍时!

\6

)3&-:

为

&l)(/

!检测仍为阳性!而阳性血清稀释为
%n%0(&&

倍时!

\6

)3&-:

'

&')1)

!检测为阴性'

!BH

!

与中和试验方法比较结果

间接
9L724

鉴定为
6F4W!X

阳性的血清
%3

份!经中和试验鉴定为阳性
%0

份!

0

种方法检测阳

性样本的符合率为
(&Z

(间接
9L724

检测阴性血

清
%3

份!经中和试验检测均为阴性!

0

种方法检测

阴性样本的符合率为
%&&Z

'

!B&

!

间接
L[P5<

检测母源抗体和免疫抗体结果

间接
9L724

检测结果表明!

0

日龄时雏鸭母源

抗体滴液较高!

\6

)3&-:

达到
%'3(*

!随着雏鸭日龄的

增加!母源抗体滴液逐渐降低!在
(

日龄时达到临界

值!

%&

日龄以后母源抗体消失!如图
*

'间接

9L724

测定免疫雏鸭的抗体消长!结果表明$免疫

后
*"

开始产生抗体!

1"

时达到最大为
%'&0%

!

%3"

时抗体仍在临界值以上!如图
)

'免疫
1"

后攻毒!

随时间的增加!抗体效价逐渐降低!如图
3

'

图
(

!

雏鸭母源抗体消长规律

C;

3

B(

!

S/2@=*.8AA+07;8+246.=+/8.7.8=;92A

?

;8AF0UG

7;8

3

-

图
$

!

雏鸭免疫后抗体的消长规律

C;

3

B$

!

S/2@=*.8AA+07;8+24.8=;92A

?

;8;66F8;̂+A

AF0U7;8

3

-

%3%%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)3

卷
!

图
%

!

免疫
&A

后攻毒的抗体消长情况

C;

3

B%

!

S/2@=*.8AA+07;8+24.8=;92A

?

;80*.77+8

3

+AAF0UG

7;8

3

-

(

!

讨
!

论

6WF

是危害养鸭业最为严重的传染病之一!

国内众多学者对
6WF

的检测诊断方法进行了研

究!苏敬良等用病毒的分离来鉴定
6FW

+

%%

,

!病毒分

离技术要求高!鉴定时间长(杨萍萍等用纯化的

6FW

病毒作为包被抗原建立的间接
9L724

+

%0

,

!该

方法中纯化
6FW

的设备超速冷冻离心机昂贵!操

作复杂!包被抗原的制备较困难(程安春等建立了

V̂!bX̂

检测
6FW

+

%*

,

!该方法中需要特殊设备

bX̂

仪!操作技术要求较高'

6F4W!X

是近年中

国流行的
%

种
6FW

变异株!最关键的是针对

6F4W!X

的检测目前只停留在病毒的分离鉴定和

V̂!bX̂

方面+

%)

,

'

9L724

方法具有特异性强&敏感

性高和操作简单快速等优点!但对包被抗原的纯度

要求较高'本研究利用构建好的
6F4W!X%C%

基

因原核表达载体
S

9V!*0;

"

p

#

!Wb%

+

1

,

!经诱导表达

Wb%

重组蛋白!采用亲和层析来纯化
Wb%

蛋白显著

提高了蛋白的纯度!它作为
9L724

的包被抗原特异

性好'

Wb%

蛋白作为小
Ĝ4

病毒的主要免疫原性蛋

白!能诱导机体产生中和抗体'

6F4W!X%C%

基

因与
HN-5;-]

登录的
6F4W!4

&

6F4W!5%C%

基

因核苷酸序列和氨基酸相似性分析表明$

6F4W!X

%C%

基因与
6F4W!4%C%

基因之间的核苷酸序列

相似性为
.1'(Z

"

10'&Z

!氨基酸序列的相似性为

.1'.Z

"

11'1Z

(

6F4W!X%C%

基因与
6F4W!5

%C%

基因之间的核苷酸序列相似性为
1%')Z

"

1)l&Z

!氨基酸序列相似性为
1%'0Z

"

(&'3Z

'

*

种基因型的
6F4W%C%

基因的核苷酸和氨基酸相

似性较高!运用
Wb%

重组蛋白作为包被抗原建立抗

体检测的间接
9L724

!可能会产生交叉反应'本研

究试验结果证明$运用
6F4W!XWb%

重组蛋白作

为包被抗原建立的间接
9L724

与
6F4W!4

阳性

血清有交叉反应!因此本研究建立的间接
9L724

方

法可作为不同基因型
6F4W

抗体的检测方法'

9L724

方法中降低
9L724

非特异性至关重

要'本研究对封闭液和血清稀释液等都进行了筛

选'本研究先用
%Z

的
524

作为封闭液!结果背景

值高!经试验!含
%&Z

脱脂奶的封闭液
*1Y

封闭
0

>

效果最好'初步临床应用表明$

6F4W!XWb%

重

组蛋白作为包被抗原建立的抗体检测
9L724

方法

可以用于雏鸭母源抗体&免疫后抗体消长规律和攻

毒后抗体消长规律的检测'基于
6F4W!XWb%

重

组蛋白的
6F4W!X

和
6F4W!4

抗体检测
9L724

的建立为
6FW

疫苗免疫后抗体水平监测&血清流

行病学调查等提供了快速的方法'

$

!

结
!

论

以纯化的基因
X

型鸭甲肝病毒"

6F4W!X

#

Wb%

重组蛋白作为包被抗原!建立检测
6F4W!X

抗体的间接
9L724

方法'

9L724

最佳条件$用
S

F

/'.

&

&'&3:#<

3

L

h%的碳酸盐缓冲液将包被抗原稀

释成
3

+

?

3

:L

h%

!

)Y

包被过夜!抗体稀释度为
%n

%&&

!

F b̂

酶标羊抗鸭
7

?

H

稀释度为
%n3&&&

!封闭

液为含
%&Z

脱脂乳的
&'&%:#<

3

L

h%

b52

!

*1Y

封

闭
0>

!血清稀释液为含
%Z 524

的
b52

!抗体反应

时间为
.& :$-

!酶标羊抗鸭
7

?

H

反应时间为
*&

:$-

!底物作用时间为
%3:$-

!临界值为
\6

)3&-:

,

&')1)

'该方法重复性好!特异性高!与基因
4

型鸭

甲肝病毒"

6F4W!4

#阳性血清有交叉反应!可用于

基因
4

型和
X

型鸭甲型肝炎的血清流行病学调查

和抗体检测'
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