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要!旨在探究
%

型鸭甲肝病毒"

OP<]!%

#

];*

蛋白抗血清的中和活性并鉴定
];*

的线性
[

细胞表位'利用

U

2>K!)T!%

表达载体!在
[R0%

"

O>*

#宿主菌中原核表达
OP<]!%%J*

基因!以切胶纯化出的蛋白质为抗原免疫

兔制备多克隆抗体!通过鸡胚中和试验对多抗的中和效价进行检测&采用
J?S

U

6C,u85@C6X

(

>4$-$

(

?̀43,#-!F#6Y

和

;?S93S

方法分别对柔韧性(表面可及性(抗原性及亲水性进行分析!得到了
)

条候选线性
[

细胞表位!以制备的兔

抗
];*

多克隆抗体为一抗!通过间接
>RI8<

方法对人工合成的
[

细胞表位进行鉴定!并进一步用临床鸭血清样品

对鉴定的
[

细胞表位的抗体检测能力进行评估'结果显示!

];*

在
[R0%

"

O>*

#中以包涵体形式表达!大小约
1)

9C

!

F3,73S-V6#7

分析表明重组蛋白质具有较好的反应原性'制备的兔抗
];*

多克隆抗体的琼扩效价达到
%p%.

!

并能中和
OP<]!%

!中和效价为
%p*/

&利用间接
>RI8<

鉴定出
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#和
]:88<;8:IO

"

0&&

1

0&/??

#为
];*

的
[

细胞表位!抗体检测能力试

验结果显示表位肽可检测临床
OP<]!%

鸭血清'本研究表明
OP<]!%];*

的抗血清具备一定的中和活性!

%
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0&
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%1&??

和
0&&

1

0&/??

为
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的
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细胞表位且具有临床应用前景'
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鸭病毒性肝炎"
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!

O]P

#是一

种发病快(传播迅速(高度接触性和高死亡率的重要

传染病!它主要感染
)

周龄以下雏鸭!以肝肿大(出

血为主要病变特征!严重制约着养鸭业的健康发展'

引起
O]P

的病毒至少有
*

种!其中鸭甲肝病毒
%

型"

"C59@3

U

?7$7$,<W$SC,7

EU

3%

!

OP<]!%

#和新型

鸭肝炎病毒"

OP<]!0

和
OP<]!*

#分别为鸭甲型

肝炎病毒"

OP<]

#的三种基因型)

%

*

!均为小
\:<

病毒科禽肝炎病毒属成员)

0

*

!而鸭肝炎病毒
0

型

"

"C59@3

U

?7$7$,W$SC,0

!

OP]!0

#和
*

型"

OP]!*

#已

经归为星状病毒科)

*

*

'

OP<]!%

所致的鸭肝炎是

分布最广!危害最大的!

%

周龄内死亡率可超过

1&̂

!甚至达到
/1̂

)

)

*

'

OP<]!%

为单股正链小
\:<

病毒!由
\:<

和衣壳组成!没有囊膜'基因组只有一个开放阅读

框"

#

U

3-S3?"$-

B

YS?43

!

N\a

#!上下游分别连接
1q

非编码区"

1qLT\

#和
*q

非编码区"

*qLT\

#'基因

组编码的
0<

(

0[

(

0G

(

*<

(

*[

(

*G

和
*O

七种非结构

蛋白在病毒的复制和增殖中发挥作用&编码的
];&

"

];)

和
];0

共价相连#(

];*

和
];%

三种结构蛋白

组装形成衣壳!其中
];%

和
];*

位于衣壳表面!彼此

空间结构非常相似'序列比对发现!

];%

有很多高度

变异的区段)

1

*

!这些区域大多暴露在外!使
];%

成为

主要的抗原蛋白)

.

*

!而
];*

的
:

端也有一段暴露的

高变氨基酸序列)

=

*

!提示
];*

也有可能是决定抗原

性的主要蛋白质之一!有研究证明
];*

具有抗原

性)

(!/

*

'然而!

];*

的抗血清是否具有中和活性以及

];*

蛋白的
[

细胞表位鉴定还未见报道'

作者用原核表达的
];*

蛋白制备多克隆抗体!

并对其抗体效价及中和活性进行分析!同时利用生

物信息学工具!综合分析获得
];*

可能存在的线性

[

细胞表位!以制备的多克隆抗体通过间接
>RI8<

鉴定
];*

蛋白的
[

细胞表位!这对了解
];*

的抗

原结构和免疫学活性!开发
OP<]!%

新型诊断试剂

和疫苗都具有重要意义'

#

!

材料与方法

#?#

!

实验材料及动物

OP<]!%P

株病毒(

OP<]!%

鸡胚化弱毒株

"

GP.&

株#(

OP1

)

(

[R0%

"

O>*

#和
U

2>K!)T!%

载体

均由笔者所在实验室保存和提供&

T

克隆载体

U

MO%/!T

"

8$4

U

63

#购自宝生物工程"大连#有限公

司'

\:<$,# ;6C,

(

0l;S$4387?S M?D ;S34$D

(

O:< M?93S

(

O:< R$

B

?,3 M$D

(限 制 性 内 切 酶

"

B$>P

&

(

[,+

&

#均购自宝生物工程"大连#有限

公司&

P\;

标记的山羊抗兔
I

B

2

抗体购自北京中杉

金桥&

P\;

标记的兔抗鸭
I

B

2

抗体购自北京康碧

泉!兔抗
OP<]!%I

B

2

由本实验室制备保存'临床

鸭血清样"可能含
OP<]!%

阳性或阴性血清#采自

各地养殖场&

0

"

*9

B

健康雄兔(

/

日龄鸡胚购自本

0)%
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期 沈友林等$

%

型鸭甲肝病毒
];*

蛋白的抗血清中和活性分析及
[

细胞表位鉴定

地养殖场'

#?!

!

引物设计与合成

根据
23-[?-9

公布的
OP<]!%P

株"

H̀*&%).=

#

基因序列!利用
;S$43S;S34$3S1

和
N6$

B

#=

软件设

计一对可以扩增覆盖
%J*

基因全长的特异性引物!

上游引物
];*a

$

1q!22<TGG2G<<T22<G<<T!

G<222<<<2<2<!*q

"下划线所示为
B$>P

&

位

点#!下游引物
];*\

$

1q!GTG2<2<<GT22GT<!

<TG<TGGGGT<!*q

"下划线所示为
[,+

&

位点#!

预期目的片段长度
==)V

U

'引物由
I-W$7S#

B

3-

"上

海#公司合成'

#?B

!

HAB

的表达%纯化及反应原性分析

按
\:<$,#;6C,

试剂的说明书提取病毒
\:<

!

反转录成
5O:<

后进行
;G\

扩增!胶回收目的片

段并
T!<

克隆至
U

MO%/

"

8$4

U

63

#载体!

;G\

和酶

切鉴定正确后命名为
U

MO!];*

'

B$>P

&

和
[,+

&

分别酶切
U

MO!];*

和
U

2>K!)T!%

载体!胶回收

目的片段并连接!转化
OP1

)

!鉴定的阳性菌送

I-W$7S#

B

3-

"上海#公司测序!阳性质粒命 名 为

U

2>K!];*

'将
U

2>K!];*

转化
[R0%

"

O>*

#并表

达!冰浴超声破碎菌体后离心!分别收集上清和沉淀

进行
8O8!;<2>

检测'对
I;T2

浓度(诱导温度和

时间进行摸索并以最优表达条件大量诱导表达'对

纯化方式进行摸索!选择切胶方式并参考文献纯化

目的蛋白质)

%&

*

'重组蛋白质经
8O8!;<2>

后转移

至
;]Oa

膜!以兔抗
OP<]!%I

B

2

"

%p%&&

#作为一

抗!阴性兔血清作为对照!

P\;

标记的羊抗兔
I

B

2

"

%p*&&&

#作为二抗!按常规方法进行
F3,73S-V6#7

检测'

#?%

!

兔抗
HAB

多克隆抗体的制备

将切胶纯化的目的蛋白与等量弗氏佐剂混合并

乳化!按常规程序免疫兔"除二免(三免分别免疫
%

4

B

+只d%和
&'=4

B

+只d%外!其余
&'14

B

+只d%

#&

分离血清!琼扩试验检测多抗效价'以重组蛋白质

作为抗原!制备的多抗"

%p%&&

#作为一抗!

P\;

标

记的羊抗兔
I

B

2

"

%p*&&&

#作为二抗!

F3,73S-V6#7

检测
];*

多抗的反应性'

#?C

!

HAB

抗血清的中和活性分析

首先以
GP.&

株"

%&

d)

"

%&

d(稀释#接种
/

日龄

鸡胚尿囊腔!常规方法测定
>RO

1&

!然后采用,固定

病毒
d

稀释血清-法检测中和效价!具体如下$将多

抗在
1.r

处理
*&4$-

后进行
%p0

"

%p01.

稀释!

然后将
0&&>RO

1&

的
GP.&

株病毒液与各稀释度的

多抗血清等体积混合!

*=r

作用
%@

进行中和'将

中和液接种
/

日龄鸡胚尿囊腔!每个稀释度
1

枚!

&_04R

+枚d%

!

*=r

继续孵育!同时设空白对照"用

灭菌生理盐水替代中和液!如上步骤操作!鸡胚须全

部健活#和病毒对照"接种
%&&>IO

1&

+

&'04R

d%的

GP.&

株!鸡胚须全部死亡#'连续观察
1"

!记录死

亡情况!

\33"!MC3-5@

法计算结果'

#?$

!

HAB

的
7

细胞表位鉴定

%'.'%

!

[

细胞表位的预测与合成
!!

登录免疫信

息学网站"

@77

U

$%%

7##6,'$44C-33

U

$7#

U

3'#S

B

#!采用

J?S

U

6C,u85@C6X

(

>4$-$

及
;?S93S

方法分别对
];*

蛋白序列的柔韧性(表面可及性和亲水性进行分析'

进一步结合
O:<87?S='%

的
;S#73?-

程序!利用

?̀43,#-!F#6Y

法预测抗原性!综合各因素预测得到

];*

蛋白的线性
[

细胞表位'将上述多肽序列送

吉尔生化"上海#公司合成!纯度
%

/1̂

'

%'.'0

!

];*

蛋白
[

细胞表位的鉴定
!!

首先用纯

化的
];*

重组蛋白质"

%p0&

"

%p01.&

稀释#作抗

原包被酶标板!

%&&

*

R

+孔d%

!

)r

过夜&次日洗板
)

次!每次
14$-

!拍干反应板"洗板过程下同#&每孔

加入
0&&

*

R%̂

明胶溶液!

*=r

封闭
/&4$-

&弃封

闭液!洗板!拍干后
%&&

*

R

+孔d%加入
];*

多克隆

血清和阴性血清"分别作
%p(&

"

%p1%0&

稀释#!

*=r

孵育
/&4$-

&洗板!拍干!加入
%p*&&&

稀释

的
P\;!

羊抗兔
I

B

2

!

%&&

*

R

+孔d%

!

*= r

孵育
)1

4$-

&洗板!拍干!

%&&

*

R

+孔d%加入
TM[

工作液!

室温避光作用
%& 4$-

后!

1&

*

R

+ 孔d%加入
0

4#6

+

R

d%

P

0

8N

)

终止反应!用酶标仪以
)1&-4

和

.*&-4

双波长测定
NO

值'选择阳性孔的
NO

值

%'&

左右(阴性对照的
NO

值
&'%

左右的稀释度作

为最佳抗原工作浓度'

以最佳抗原浓度稀释各表位肽!兔抗
];*

多克

隆抗体作为一抗"

%p0&

"

%p01.&

稀释#并平行设

置阴性血清对照!

P\;!

羊抗兔
I

B

2

"

%p*&&&

#作为

二抗!按上述条件进行间接
>RI8<

!做
*

个重复!

)1&-4

和
.*&-4

双波长读数'

#?&

!

7

细胞表位在检测应用中的初步评估

分别以
];*?

单肽(

];*?n];*Vn];*5

混合

肽和纯化的
];*

蛋白作抗原!

0&&-

B

+孔d%包被酶

标板&取
%&

份临床鸭血清样作
%p)&

稀释!设立阴

性鸭血清对照&以
P\;

标记的兔抗鸭
I

B

2

"

%p

%&&&

#作为二抗!参照,

%'.'0

-的步骤进行检测'

!

!

结
!

果

!?#

!

@)B

目的基因的克隆与鉴定

对提取的病毒
\:<

进行
\T!;G\

扩增!结果

*)%
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在约
=1&V

U

处得到了预期大小的条带"图
%<

#!先

后克隆至
U

MO%/!T

"

8$4

U

63

#载体和
U

2>K!)T!%

表

达载体!经菌液
;G\

和酶切鉴定得到预期大小的条

带"图
%[

#'送
I-W$7S#

B

3-

"上海#测序!对测序结果

进行核苷酸序列比对!结果显示载体中插入的基因

片段大小为
==)V

U

!并与原始片段相似性为
%&&̂

!

表明重组表达载体构建成功!命名为
U

2>K!];*

'

!?!

!

重组
HAB

蛋白的表达%纯化及反应原性分析

8O8!;<2>

结果表明!重组
];*

蛋白在阳性重

组表达菌中得到表达"图
0<

#!大小约
1)9C

!符合

预期'表达条件优化结果显示!以
&'044#6

+

R

d%

I;T2

(

*=r

诱导
(@

时表达量最大!且以包涵体形

式存在'切胶纯化得到的目的蛋白质纯度较高"图

0[

#'重组
];*

蛋白能与兔抗
OP<]!%I

B

2

特异

性结合!具有良好的反应原性"图
0G

#'

!?B

!

多克隆抗体的制备

!!

经过五免后的兔血清琼扩效价均达到
%p%.

!

M%'0&&&V

U

O:<

相对分子质量标准&

M0'%1&&&V

U

O:<

相对分子质量标准&

%'%J*

基因扩增产物&

0'

U

2>K!];*B$>P

&

单酶切结果&

*'

U

2>K!];*

的
B$>P

&

和
[,+

&

双酶切结果&

)'

U

2>K!];*

的
;G\

鉴定结果

M%'0&&&V

U

O:<4?S93S

&

M0'%1&&&V

U

O:<4?S93S

&

%'<4

U

6$Y$3"%J*

B

3-3

U

S#"C57

&

0'

U

2>K!];*"$

B

3,73"V

E

B$>P

&

&

*'

U

2>K!];*"$

B

3,73"V

E

B$>P

&

?-"[,+

&

&

)'

U

2>K!];*$"3-7$Y$3"V

E

;G\

图
#

!

@)B

基因的扩增#

(

$及重组表达质粒
)

2QeRHAB

的
ALD

%酶切鉴定#

7

$

G+

:

?#

!

(4

)

*+1+,-.+/0/1@)B

:

303

#

(

$&

ALD-0930]

>

43

9+

:

3<.+/0+930.+1+,-.+/0/1

)

2QeRHAB83,/4;+0-0.

)

*-<4+9

#

7

$

M%'

蛋白质低相对分子质量标准&

M0'

预染蛋白质相对分子质量标准&

%

"

1'

分别为空质粒诱导(重组质粒未诱导全

菌(重组质粒诱导全菌(重组质粒诱导上清和重组质粒诱导沉淀&

.'

未纯化对照!

='

纯化后蛋白质&

('

重组
];*

蛋白

孵育兔抗
OP<]!%

抗体&

/'];*

孵育阴性兔血清

M%'T@36#A 4#635C6?SA3$

B

@7

U

S#73$-,7?-"?S"

&

M0';S3,7?$-3"

U

S#73$-,7?-"?S"

&

%!1'T@3$-"C53"D."+/([R0%

"

O>*

#"

U

2>K!)T!%

#!

7@3C-$-"C53"D."+/([R0%

"

O>*

#"

U

2>K!];*

#!

7@3$-"C53"D."+/([R0%

"

O>*

#"

U

2>K!];*

#!

7@3,C

U

34?7?-7#Y$-"C53"D."+/([R0%

"

O>*

#"

U

2>K!];*

#!

7@3,3"$43-7,#Y$-"C53"D."+/([R0%

"

O>*

#"

U

2>K!

];*

#!

S3,

U

357$W36

E

&

.'T@3C-

U

CS$Y$3"

U

S#73$-,Y#S5#-7S#6

&

='T@3

U

CS$Y$3"

U

S#73$-

&

('T@3S35#4V$-?-7];*

U

S#73$-

$-5CV?73"A$7@S?VV$7?-7$!OP<]!%?-7$V#"

E

&

/'];*$-5CV?73"A$7@-3

B

?7$W3S?VV$7,3SC4

图
!

!

重组
HAB

蛋白表达形式分析#

(

$%纯化结果#

7

$和
_3<.380;*/.

分析#

L

$

G+

:

?!

!

QP

)

83<<+/01/84

#

(

$&

)

I8+1+,-.+/083<I*.

#

7

$

-09_3<.380;*/.

#

L

$

-0-*

>

<+</183,/4;+0-0.HAB

)

8/.3+0

对分离的血清进行
F3,73S-V6#7

分析!结果显示制

备的兔抗
];*

多克隆抗能与重组
];*

蛋白发生结

合!产生特异性印记!与兔阴性血清则不能结合

"图
*

#'

!?%

!

HAB

抗血清的中和活性分析

通过
\33"!MC3-5@

法计算该批
GP.&

病毒液

的
>RO

1&

为
%&

d='*

+

&'04R

d%

'用测过
>RO

1&

的病

毒液!以,固定病毒
!

稀释血清-法进行鸡胚中和试

验!

\33"!MC3-5@

法计算其中和效价为
%p*/

!即

%p*/

的血清可保护
1&̂

鸡胚不发生死亡'

!?C

!

HAB

蛋白
7

细胞表位的鉴定

0'1'%

!

[

细胞表位预测
!!

综合生物信息学软件

分析
];*

蛋白序列的柔韧性"图
)<

#(表面可及性

"图
)[

#(亲水性"图
)G

#和抗原性"图
)O

#!确定了

];*

蛋白可能的
)

条
[

细胞表位序列$

];*?

"

%

2J!

\J;G\\;IPJ;J:;;H>;

0&

#(

];*V

"

%*%

a:T2\!

QHM8FQ;I<O2>H8R

%1&

#(

];*5

"

%==

TTF\J8T!

\O;Q2

%((

#和
];*"

"

0&&

]:88<;8:IO

0&/

#'由吉尔

生化"上海#人工合成表位肽段'

0'1'0

!

[

细胞表位鉴定
!!

按照方阵法!确定了

))%



!

%

期 沈友林等$

%

型鸭甲肝病毒
];*

蛋白的抗血清中和活性分析及
[

细胞表位鉴定

M'

预染蛋白质相对分子质量标准&

%'

重组
];*

蛋白孵育

兔抗
];*

多抗&

0'];*

孵育阴性兔血清

M';S3,7?$-3"

U

S#73$- 4?S93S

&

%'T@3S35#4V$-?-7];*

U

S#73$-$-5CV?73"A$7@S?VV$7?-7$!];*

U

#6

E

56#-?6?-7$V#"!

$3,

&

0'T@3];*$-5CV?73"A$7@-3

B

?7$W3S?VV$7,3SC4

图
B

!

HAB

多抗的
_3<.380;*/.

分析

G+

:

?B

!

_3<.380;*/.-0-*

>

<+</1-0.+RHAB

)

/*

>

,*/0-*-0.+R

;/9+3<

最佳抗原工作质量浓度为
&'%=)-

B

+

*

R

d%

"

%p

%0(&

稀释#'以该质量浓度包被各表位肽!以阴性

血清组作为对照!进行间接
>RI8<

检测!结果表明

];*?

"

%

2J\J;G\\;IPJ;J:;;H>;

0&

#(

];*V

"

%*%

a:T2\QHM8FQ;I<O2>H8R

%1&

#和
];*"

"

0&&

]:88<;8:IO

0&/

#能与
];*

多抗特异性结合!

为
];*

蛋白的
[

细胞表位"图
1

#'

!?$

!

7

细胞表位检测应用潜力的初步评估

通过检测
%&

份临床鸭血清!结果发现
];*?

单

肽及
];*?n];*Vn];*"

混合肽与
];*

蛋白一

样!可以区分不同
OP<]!%

抗体水平的鸭血清!而

且对于检测结果反映的抗体水平高低的规律!三者

是一致的'但
];*?

单肽和
];*?n];*Vn];*"

<'

柔韧性分析&

['

表面可及性分析&

G'

亲水性分析&

O'

抗原性分析

<'a63D$V63S3

B

$#-

&

['8CSY?53

U

S#

U

3S7

E

&

G'P

E

"S#

U

@#V$5$7

EU

6#7

&

O'<-7$

B

3-$-"3D

图
%

!

HAB

蛋白的柔性%表面可及性%亲水性及抗原指数分析

G+

:

?%

!

G*3P+;*383

:

+/0

&

<I81-,3

)

8/

)

38.

>

&

K

>

98/

)

K/;+,+.

>)

*/.-09-0.+

:

30+093P-0-*

>

<+</1HAB

)

8/.3+0

图
C

!

HAB

蛋白
7

细胞表位鉴定结果

G+

:

?C

!

JK383<I*./17R,3**3

)

+./

)

3<+930.+1+,-.+/01/8HAB

)

8/.3+0

1)%
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混合肽分别作抗原的间接
>RI8<

检测值"以下分别

简称
];*?

的值和混合肽的值#显著低于
];*

全蛋

白作抗原的间接
>RI8<

检测值!

];*?

的值与混合

肽的值之间没有显著差异"图
.

#'

图
$

!

7

细胞表位肽与
HAB

蛋白在抗体检测中的对比分析

G+

:

?$

!

L/4

)

-8+</0-0-*

>

<+<;3.6330HAB

)

8/.3+0-09+.<7R,3**3

)

+./

)

3<+0-0.+;/9+3<93.3,.+/0

B

!

讨
!

论

目前对
OP<]

的研究主要集中于
];%

蛋

白)

%%!%1

*

!它是公认的小
\:<

病毒最主要的抗原蛋

白!对开发亚单位疫苗有重要意义'然而!

];*

也

是重要的衣壳蛋白!和
];%

一样位于病毒衣壳表

面!其他小
\:<

病毒的研究表明
];*

上存在大量

[

细胞和
T

细胞表位)

%.!%=

*

!对抗原性有重要影响!

但
OP<]];*

的相关研究未见报道'

本研究表达的重组
];*

蛋白能与兔抗
OP<]!%

抗体特异性结合!证明了其良好的反应原性'虽然

];*

蛋白的反应原性已经被大量研究证实)

(!/

!

%(

*

!但

其是否具有免疫原性以及其抗血清是否具有中和活

性还不清楚!而中和活性是评价免疫保护力!进而评

价疫苗潜力的重要指标!对其研究具有重要意义'

对于小
\:<

病毒的
];*

蛋白!目前只有禽脑脊髓

炎病毒"

?W$?-3-53

U

@?6#4

E

36$7$,W$SC,

#的
];*

被证

明是有免疫原性的)

%/

*

'本研究通过鸡胚中和试验

初步证明由
OP<]!%];*

激发机体所产生的抗体

能够中和
OP<]!%

!表明
];*

具备开发亚单位疫苗

的潜力'

[

细胞表位是位于抗原蛋白上能够被机体
[

淋

巴细胞特异性识别的氨基酸序列!有线性和构象型

之分!是体液免疫的直接诱因!对
[

细胞表位的鉴

定有利于揭示体液免疫的本质!开发新型诊断试剂

和安全(高效的表位疫苗'目前对线性
[

细胞表位

的研究主要有单克隆抗体技术(噬菌体展示技术(裂

解法(交互重叠多肽法(肽芯片高通量扫瞄法等)

0&

*

!

随着生物信息学的发展!通过计算机软件预测线性

[

细胞表位成为简便(可靠的方法'本研究利用生

物信息学软件综合分析!并通过间接
>RI8<

方法检

测表明!

%

1

0&??

(

%*%

1

%1&??

和
0&&

1

0&/??

能与

兔抗
];*

多抗产生免疫结合反应'

%

1

0&??

和

%==

1

%((??

是之前预测的
OP<]!%];*

的
[

细

胞表位)

(!/

*

!与
OP<]!%

亲缘关系最近的人类双埃

柯病毒"

@C4?-

U

?S35@#W$SC,3,

#

];*

的
:

端有一段

暴露的碱性氨基酸富含区域!被证明是
[

细胞表

位)

0%

*

!而
OP<]!%

的
];*

在
:

端也有同样的结构

特征)

1

*

!暗示其也可能是
[

细胞表位!本研究对
%

1

0&??

的鉴定证明了上述推测&然而
%==

1

%((??

在

本研究中未得到验证!有可能预测的表位并非真实

的
[

细胞表位!也可能它是隐蔽性表位'为了评估

];*

蛋白
[

细胞表位在检测应用中的潜力!以鉴定

出的
[

细胞表位肽和
];*

蛋白分别作抗原!用间接

>RI8<

检测了
%&

份临床鸭血清样本!结果发现表

位肽与
];*

重组蛋白质一样可区分不同
OP<]!%

抗体水平的鸭血清!而
];*

能用以检测
OP<]!%

抗体)

00

*

!这表明表位肽同样具有检测
OP<]!%

抗

体的 潜 力'本 研 究 中!尽 管 表 位 肽 也 能 识 别

OP<]!%

血清!但反应原性不及
];*

重组蛋白质

强!可能是因为本研究中采用的是经优化后的
];*

重组蛋白质的间接
>RI8<

检测条件!没有另对表位

肽检测
OP<]!%

抗体的条件进行优化&也有可能是

表位肽相对分子质量太小!包被时未能很好地吸附

到
>RI8<

板上&还有可能
];*

上包含了比本研究

中更多的
[

细胞表位!这需要进一步研究确认'这

也提示我们对
OP<]

表位诊断试剂及疫苗的研究

需考虑多表位重叠或偶联载体等技术手段'由于目

前尚无对
OP<] ];*

蛋白
[

细胞表位鉴定的报

.)%



!

%

期 沈友林等$

%

型鸭甲肝病毒
];*

蛋白的抗血清中和活性分析及
[

细胞表位鉴定

道!也没有商品化的
OP<]

单克隆抗体!因此本试

验以自制的兔抗
];*

多克隆抗体为材料!采用间接

>RI8<

方法鉴定
[

细胞表位!结果显示该方法是切

实可行的'本研究为深入研究
OP<]!%];*

的抗

原结构和免疫学功能提供了重要材料!并为今后

OP<]!%

新型诊断试剂和新型疫苗的研制带来启

发'

%

!

结
!

论

制备的兔抗
];*

多克隆抗体具有一定的中和

活性!

%

1

0&??

(

%*%

1

%1&??

和
0&&

1

0&/??

为
];*

蛋白的线性
[

细胞表位!初步证明
];*

蛋白的
[

细

胞表位具有检测
OP<]!%

抗体的潜力'
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