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要!为了建立坦布苏病毒"

IYce

#感染鸭群的抗体检测方法!以
IYceD2%

的原核表达蛋白质作为包被抗

原!建立了间接
6ST24

方法!并对该方法进行了检测条件的优化'将
IYceD-%

全基因序列克隆至
L

6I!0(8

"

a

#!利用
US0%

"

R6*

#表达
D2%

蛋白!纯化后其质量浓度为
)'%.

'

=

/

'

S

_%

'通过方阵试验!确定了
D2%

蛋白的

最佳包被质量浓度是
%&&-

=

/孔_%

!检测血清的最佳稀释倍数为
)&

倍'随后对检测条件进行了优化!优化后的结

果$抗原的最佳包被条件是
)k

作用过夜&酶标二抗的最佳工作条件是稀释
1&&&

倍!

*3k

作用
%;

&阴阳血清的临

界值为
&'03(

'一系列试验验证了该检测方法具有很强的特异性(敏感性(重复性'对采集自山东各地的
(&

份血

清样品进行检测!其检测结果显示!该方法与经典的鸡胚中和试验检测结果的符合率为
/*'1X

以上!且比传统的中

和试验更敏感'对
IYce

感染鸭群的血清进行检测!描述了
IYce

感染后鸭群抗体水平的消长规律!为该病的

防治提供重要的理论依据'以
D2%

蛋白为包被抗原的间接
6ST24

方法的建立为临床上
IYce

的感染提供了一

种新的抗体检测方法!尤其是在
IYce

早期感染的检测方面有着更为广泛的应用前景'
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坦布苏病毒"

I<7M?,?O$K?,

!

IYce

#感染是

近年来新出现的一种以水禽感染为主的病毒性传染

病!产蛋鸭感染后主要表现为产蛋率下降!出血性卵

巢炎&雏鸭感染后主要表现为扭脖(瘫痪等神经症

状!死亡率较高*

%!0

+

'该病毒于
%/11

年最早从蚊子

体内分离得到!属于黄病毒科(黄病毒属中的那他耶

病毒群*

*!1

+

'黄病毒属中的大多数病毒属于人畜共

患!如登革热病毒(流行性乙型脑炎病毒(黄热病毒(

西尼罗病毒等!每年都会引起数百万的人群感染或

死亡!严重威胁着全世界人们的生命健康*

.

+

'

目前!针对
IYce

感染的一些检测方法也已

经陆续建立!如套式
JHZ

检测方法*

3

+

(荧光定量

JHZ

*

(

+

(地高辛探针检测法*

/

+

(阻断
6ST24

*

%&

+

(间接

6ST24

"

6

蛋白为基础#

*

%%

+等'

JHZ

方法主要是对

病原进行检测!不能检测抗体&目前建立的阻断

6ST24

和间接
6ST24

检测方法!都是以
6

蛋白为

包被抗原的检测方法!由于
6

蛋白是结构蛋白!以

它为基础的检测方法不能区分活毒感染和灭活苗免

疫产生的抗体*

%0

+

'而
D2%

蛋白是
IYce

的一种

非结构蛋白!非结构蛋白只有在活毒感染宿主细胞

时才会出现!且该蛋白质具有非常重要的生物学功

能!能刺激机体产生非中和性的保护性抗体'因此

以该蛋白质为基础建立的
6ST24

检测方法可以区

分活毒感染和灭活苗免疫!在生产实践将会有更广

泛的临床应用!发挥更重要的作用'

本研究成功表达了
IYce D2%

原核蛋白!并

以此为基础建立了敏感性(特异性及稳定性均很强

的间接
6ST24

检测方法!为
IYce

早期感染及活

病毒感染的检测提供了方便敏感的检测方法!为进

一步研究
D2%

蛋白的功能奠定了基础'

#

!

材料与方法

#A#

!

病毒及血清

鸭坦布苏病毒
2R2E

株病毒由山东农业大学禽

病研究所分离保存&新城疫"

DR

#(低致病性禽流感

病毒"

5/

#(

%

型鸭肝炎病毒"

R5e!%

#(

*

型鸭肝炎病

毒"

R5e!*

#(鸭瘟病毒"

RJe

#等的阳性血清均来自

山东农业大学禽病研究所&血清样品从山东潍坊(泰

安(菏泽等地的鸭场采集'

#A!

!

试剂

5ZJ

标记的羊抗鸭酶标二抗!购自
bJS

公司&

IYU

底物显色液!购自北京天根生物科技有限公

司&

TJIE

!购自索莱宝生物科技有限公司&

Z8-"#7

JK<7$<K

(

B$

W

RD4

聚合酶(

L

YR%(!I

试剂盒(质粒

快速提取试剂盒(

RD4

凝胶纯化试剂盒等购自大连

宝生物工程有限公司&

IK$:#9

试剂(反转录酶
YSe

(

ZD4

酶抑制剂(

""5

0

V

等均购自北京全式金生物

技术有限公司'其他试剂均为分析纯'

#A)

!

仪器

台式冷冻高速离心机"

U<@P78-H#?9B<K

#(普通

JHZ

仪"

4

LL

9$<"U$#,

>

,B<7,030&

#(凝胶成像系统

"

UTVZ4R

#(电泳仪"北京市六一仪器厂#'

#A%

!

*(#

全基因原核重组表达载体的构建及鉴定

根据
E<-U8-P

中
IYceD-%

的全基因序列

"登录号$

bW3)&3)('%

#设计引物!引物序列如下!

D2%Q

$

1g!HEE44IIHE4H4HEEEEIEHIH44!

IH!*g

!"下划线为
I"+Z

)

酶切位点#&

D2%Z

$

1g!

HHH44EHII4EHH4IE4HHIIIE4IIIE4!*g

!"下

划线为
E()"

+

酶切位点#'引物由上海生物工程

有限公司合成'以
IYce2R2E

株的
@RD4

为模

板!扩增
D-%

全基因序列'

D-%

基因的
JHZ

产物

回收后与原核表达载体
J6I!0(8

"

a

#分别进行双酶

切!回收后进行连接!构建
D-%

基因的原核重组表

达载体
L

6I!0(!D2%

!并对构建的表达载体进行双

酶切及测序鉴定'

#A'

!

<I#

重组蛋白质的诱导表达$纯化及鉴定

将鉴定为阳性的原核重组表达载体
L

6I!0(!

D2%

及空载体
L

6I!0(8

"

a

#同时转化至
US0%

"

R6*

#表达菌中!挑取菌落!在
SU

"

47

L

a

#中培养

过夜'

17SSU

"

47

L

a

#中加入
%'&X

的新鲜菌液!

*3k

继续培养至
VR

.&&-7

为
&'.

"

&'(

!加入终浓度

为
%77#9

/

S

_%的
TJIE

!诱导
%

"

.;

!然后进行

%3/
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2R2!J4E6

电泳'

2R2!J4E6

电泳参照分子克隆

"第二版#进行'

#A$

!

融合蛋白质的制备和纯化

按照,

%'1

-所述的方法!诱导
%&&7S

菌液"含

L

6I!0(!D2%

#'冰 浴 条 件 下 超 声 波 裂 解 菌 液!

%0&&&K

/

7$-

_%

l%&7$-

离心!取离心后的上清和

沉淀进行
2R2!J4E6

电泳'蛋白质沉淀采用梯度

尿素法"

%

(

*

(

17#9

/

S

_%的尿素溶液#进行洗涤纯

化!每次
%0&&&K

/

7$-

_%

l17$-

离心'纯化的蛋

白质进行
2R2!J4E6

电泳!然后采用
U24

蛋白含

量测定试剂盒"北京康为世纪生物科技有限公司#测

定纯化后蛋白质的浓度'

#A&

!

间接
OFMI1

检测方法的建立

%'3'%

!

抗原最佳包被浓度和最佳血清稀释度的确

定
!!

采用方阵滴定法!在
/.

孔
6ST24

板中!将纯

化后的
D2%

蛋白用
&'&17#9

/

S

_%碳酸盐缓冲液

"

L

5/'.

#稀释至
)&&

'

=

/

%&&

'

S

_%

!然后进行横向

倍比稀释至
01

'

=

/

%&&

'

S

_%

!每孔加入
%&&

'

S

!

)

k

包被过夜'然后加入倍比稀释的抗
IYce

鸭阳

性血清和阴性血清"纵向稀释#!从
%̂ 1

稀释至
%̂

%0(&

!

%&&

'

S

/孔_%

!

*3k

作用
%'&;

'

JU2I

洗涤

*

次后加入羊抗鼠酶标二抗"

%^1&&&

稀释#!

1&

'

S

/孔_%

!

*3k

作用
%'&;

'

JU2I

洗涤
*

次后加

入
IYU

显色液!

%&&

'

S

/孔_%

!

*3k

闭光显色
%1

7$-

!加 入
0 7#9

/

S

_%

5

0

2V

)

终 止 反 应!

1&

'

S

/孔_%

!酶标仪测定
VR

)1&-7

'阳性血清与阴性

血清
VR

)1&-7

比值"

J

%

D

值#最大时即为最佳抗原的

包被浓度和血清稀释度'

%'3'0

!

抗原最佳包被条件的确定
!!

以最佳抗原

浓度包被
6ST24

板!分别采用
*3k

作用
0;

!

)k

作用过夜!

*3k

作用
0;

后
)k

过夜!三种条件进

行孵育!其他条件不变'按照,

%'3'%

-中所述的步骤

测定抗原的最佳包被条件'

%'3'*

!

最佳封闭条件的确定
!!

封闭液分别采用

1X

的脱脂乳!

)X

的小牛血清&封闭时间分别采用

*3k

作用
0;

!

)k

作用过夜!

*3k

作用
0;

后
)k

作用过夜'其他条件不变!按照,

%'3'%

-中所述的步

骤确定最佳封闭液和最佳封闭时间'

%'3')

!

酶标二抗最佳工作条件的确定
!!

对酶标

二抗进行稀释!选择最佳的稀释倍数&酶标二抗作用

的时间分别采用
*3k%;

!

*3k0;

!

)k

作用过夜'

其他条件不变!按照,

%'3'%

-中所述的步骤确定酶标

二抗的最佳稀释倍数和最佳作用时间'

%'3'1

!

间接
6ST24

临界值的确定
!!

采用本研究

中建立的
6ST24

检测方法!对采集的
0&

份
IYce

阴性血清样品进行检测!每份样品检测
*

遍!计算样

品的
VR

)1&-7

值和标准差!阳性样品的临界值
j

阴性

VR

)1&-7

平均值
a*l

标准差!当样品
VR

)1&-7

值大于

此值则判为阳性'

%'3'.

!

特异性鉴定
!!

采用本研究中建立的

6ST24

检测方法!对新城疫"

DR

#(

5/

亚型禽流感

"

5/

#(

%

型鸭肝炎病毒"

R5e!%

#(

*

型鸭肝炎病毒

"

R5e!*

#(鸭瘟病毒"

RJe

#等的阳性血清进行检

测!以确定该检测方法的特异性'

%'3'3

!

敏感性鉴定
!!

将
IYce

的阳性血清按

%̂ 1

"

%̂ %0(&

进行倍比稀释!采用本研究中建立

的
6ST24

方法进行检测!以确定可以检测的血清最

大稀释倍数!从而确定该方法的敏感性'

%'3'(

!

重复性鉴定
!!

在同一块酶标板中检测
%&

份血清样品!每份样品重复
*

孔!计算同一份血清样

品的板内变异系数"

HeX

#!以确定检测样品的板内

重复性'

采用
*

块不同时间段包被的酶标板!对
%&

份血

清样品进行检测!计算同一份血清样品的板间变异

系数"

HeX

#!以确定检测样品的板间重复性'

#A(

!

临床样品的检测

从山东潍坊(泰安等地免疫过
IYce

弱毒苗

的种鸭场采集
%0&

份血清样品进行检测!同时与中

和试验进行比较!从而确定该检测方法对临床样品

的检测效率'

#AB

!

攻毒后雏鸭体内抗体水平的消长规律检测

对
0&

日龄雏鸭攻毒
IYce

!分别采集攻毒后

%

(

*

(

1

(

3

(

/

(

%%

(

%*

(

%1

(

%3

(

0%"

的鸭血清!采用本研

究建立的
6ST24

方法进行抗体检测!对攻毒后鸭体

内
IYce

抗体水平的消长规律进行鉴定'

!

!

结
!

果

!A#

!

*(#

基因原核重组表达载体的鉴定

将重组质粒
L

6I!0(!D2%

进行双酶切鉴定!酶

切产物进行
&'(X

的琼脂糖电泳鉴定!结果出现大

小为
%&1.M

L

的特异性条带"图
%

#'重组质粒测序

结果显示!其序列与
E<-U8-P

上
IYceD-%

序列

的相似性为
%&&X

'

03/



!

1

期 提金凤等$坦布苏病毒
D2%

蛋白的表达及
6ST24

检测方法的建立

Y'Y8KP<K1&&&

相对分子质量标准&

0'

重组质粒
L

6I!0(!

D2%

双酶切

Y'Y8KP<K1&&&

&

0'R#?M9<"$

=

<,B$#-#NK<@#7M$-8-B

L

98,!

7$"

L

6I!0(!D2%

图
#

!

重组质粒
K

OCN!(N<I#

双酶切鉴定

G:

E

A#

!

C0+:2+4=:;:/-=:545;25J>H++4a

8

7+2:

E

+,=:545;

K

OCN!(N<I#

!A!

!

<I#

重组蛋白的表达及纯化

将原核重组表达载体
L

6I!0(!D2%

及空载体

L

6I!0(8

同时转化至大肠杆菌
US0%

"

R6*

#中!终浓

度为
%77#S

/

S

_%

TJIE

分别诱导
%

"

.;

后!

2R2!J4E6

电泳结果显示!

TJIE

诱导
1;

后的蛋

白质表达量最高!

D2%

蛋白大小为
)1P?

左右"图

0

#'超声波裂解菌液!将菌液上清和沉淀分别进行

2R2!J4E6

电泳!结果显示!表达的蛋白质在沉淀

中!以包涵体的形式存在'将超声波裂解后的菌液

沉淀用不同浓度的尿素进行洗涤!最终获得纯度较

高的表达蛋白质"图
0

#'纯化后的
D2%

蛋白的质量

浓度为
)'%.

'

=

/

'

S

_%

'

Y'

蛋白质相对分子质量标准&

%

"

)'

含
L

6I!0(!D2%

的
US0%

"

R6*

#分别诱导
*

(

)

(

1

(

.;

&

1'

含
L

6I!0(!D2%

的
US0%

"

R6*

#未经
TJIE

诱导&

.'

纯化后的
D2%

蛋白&

3'

含
L

6I!0(!D2%

的
US0%

经
TJIE

诱导

Y'JK#B<$-78KP<K

&

%!)'US0%

"

R6*

#

@#-B8$-$-

=L

6I!0(!D2%A$B;$-"?@$-

=

#NTJIEN#K*

!

)

!

1

!

.;

&

1'US0%

"

R6*

#

@#-B8$-$-

=L

6I!0(!D2%A$B;#?B$-"?@$-

=

#NTJIE

&

.'I;<

L

?K$N$<"D2%

L

K#B<$-

&

3'US0%

"

R6*

#

@#-B8$-$-

=L

6I!0(!

D2%A$B;$-"?@$-

=

#NTJIE

图
!

!

<I#

蛋白的原核表达及纯化后的
IUIND1LO

鉴定

G:

E

A!

!

M2+4=:;:/-=:545;IUIND1LO5;<I#

K

.5=+:4

K

.5S-.

8

5=:/+P

K

.+,,:54-42

K

J.:;:/-=:54

!A)

!

抗原最佳包被浓度和血清最佳稀释倍数的确定

采用方阵滴度法!将纯化后的
D2%

蛋白倍比稀

释后包被
6ST24

板!阳性血清和阴性血清倍比稀释

后进行检测'结果显示!阳性血清与阴性血清

VR

)1&-7

比值最高为
/'))

!

D2%

蛋白的质量浓度为

%&&-

=

/孔_%

!阳性血清的最佳稀释倍数为
)&

倍'

!A%

!

抗原最佳包被条件的确定

采用最佳抗原包被浓度!在不同条件下进行包

被!

)k

作用过夜包被时!

J

%

D

"阳性血清与阴性血

清的
VR

)1&-7

比值#最大!且背景值最低'

!A'

!

酶标二抗最佳工作条件的确定

酶标二抗进行倍比稀释!待稀释倍数为
1&&&

倍时!

J

%

D

最大&采用不同的二抗作用温度和时间!

*3k

作用
%;

时的
J

%

D

最大!且背景值最小'

!A$

!

间接
OFMI1

临界值的确定

采用本研究建立的间接
6ST24

检测方法对
0&

份鸭阴性血清进行检测!阴性血清
VR

)1&-7

的平均值

为
&'%*3

!标准差为
&'&)3

!根据公式临界值
j

阴性

VR

)1&-7

平均值
a*l

标准差!阴阳性血清的临界值

为
&'03(

'

!A&

!

特异性试验

采用本研究建立的间接
6ST24

检测方法对新

城疫"

DR

#(

5/

亚型禽流感"

5/

#(鸭肝炎病毒

"

R5e

#(鸭瘟病毒"

RJe

#等的阳性血清进行检测!

*3/
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其
VR

)1&-7

均小于临界值
&'03(

!因此该检测方法具

有良好的特异性'

!A(

!

敏感性试验

采用本研究建立的间接
6ST24

检测方法!将阳

性血清进行一系列倍比稀释!待阳性血清稀释至

%̂ 1&&

倍时!其检测的
VR

)1&-7

依然大于临界值'因

此该检测方法具有较强的敏感性'

!AB

!

重复性试验

用同一块包被好的
6ST24

板检测
%&

份不同的

血清样品!每份样品重复
*

次!其样品的板内变异系

数为
&'.(X

"

%'*0%X

&用
*

块不同批次包被的

6ST24

板检测
%&

份血清!每份样品重复
*

次!其检

测结果的板间变异系数为
&'1*X

"

0')%*X

!变异

系数均小于
1X

'因此!该检测方法具有非常好的

重复性'

!A#"

!

临床样品的检测

对采集自山东各地区免疫过
IYce

弱毒苗的

鸭血清样品进行检测!分别采用本研究建立的

6ST24

方法和经典的鸡胚中和试验!其检测结果见

表
%

'结果显示!中和试验检测为阳性的样品"中和

滴度
2DI

(

1

#!

6ST24

检测结果也为阳性!两种方

法检测的阳性样品的符合率为
/*'1X

以上!而且!

本研究建立的
6ST24

检测方法比传统的中和试验

更敏感'在
%%0

份中和试验检测为阳性的样品中!

有的血清样品中和滴度较低!但
6ST24

检测的效价

相对较高'但两种方法对血清样品阳性率的检测结

果是一致的"表
0

#'

表
#

!

两种检测方法对临床样品检测的比较

C->H+#

!

657

K

-.:,545;=@52+=+/=:54-,,-

8

,;5.=0+2+=+/=:545;#!"/H:4:/-H,-7

K

H+,

方法
R<B<@B$#-8,,8

>

样品总数
I#B89,87

L

9<

检测的阳性样品
J#,$B$O<,87

L

9<

检测的阳性率%
X J#,$B$O<K8B<

中和试验
D<?BK89$:8B$#-B<,B %0& %%0 /*'1

6ST24 %0& %%1 /1'(

表
!

!

两种检测方法对临床样品检测的比较"部分样品#

C->H+!

!

657

K

-.:,545;=@52+=+/=:54-,,-

8

,;5.=0+2+=+/=:545;/H:4:/-H,-7

K

H+,

"

,57+,-7

K

H+,

#

样品
287

L

9<

中和试验"滴度#

D<?BK89$:8B$#-B<,B

"

I$B<K

#

6ST24

滴度
I$B<K VR

)1&-7

% 1'() (& %'03

0 %&'0 )& %')*

* %3'( (& &'()

) .'/ )& %'%.

1 %%'1 %.& &'30

. .'*% (& &'3(

3 0& %.& &'.)

( 3'& )& &'/(

/ 1'0 )& &'((

%& ('* (& %'&1

!A##

!

免疫后雏鸭体内抗体水平的消长规律检测

对
0&

日龄樱桃谷鸭攻毒
IYce

!分别间隔
0"

采集攻毒后的鸭血清!采用本研究建立的
6ST24

方

法进行抗体检测!检测结果如图
*

所示'鸭群在攻

毒后第
1

天抗体水平开始转阳!之后抗体水平持续

升高!攻毒后
%1"

达到最高!之后抗体滴度开始下

降'该检测结果展示的抗体消长规律与孙晓燕"

f'

F'2?-

#等通过中和试验检测的
IYce

感染鸭群

的抗体消长水平是一致的*

%*

+

!而且该方法能更早检

测到鸭群抗体转阳'这与临床上鸭群感染
IYce

后出现的抗体变化规律基本是一致的'因此!该方

法可以用于临床上
IYce

感染鸭群或免疫鸭群血

清抗体水平的检测!为临床上更好地预防和控制该

病制定合理的免疫措施和防制措施'

)3/



!

1

期 提金凤等$坦布苏病毒
D2%

蛋白的表达及
6ST24

检测方法的建立

图
)

!

!"

日龄桃谷鸭攻毒
CT\Z

后抗体水平的检测

G:

E

A)

!

U+=+/=:545;-4=:>52:+,=5CT\Z:42J/S,-;=+.:4N

5/JH-=:54-=!"2

K

:

)

!

讨
!

论

坦布苏病毒属于黄病毒属中的蚊媒类病毒!蚊

蝇在该病毒的传播中发挥着重要的媒介作用*

%

+

'自

从
0&%&

年该传染病在我国东南部鸭场出现以来!该

病毒在较短的时间内迅速传播到全国绝大多数的养

鸭地区!给我国的养鸭业造成了严重的经济损

失*

%)

+

'坦布苏病毒基因组全长为
%&//&PM

!包含

一个开放阅读框!编码一个多聚蛋白!包括
*

种结构

蛋白"

H

(

L

KY

(

6

#和
3

种非结构蛋白"

D2%

(

D204

(

D20U

(

D2*

(

D2)4

(

D2)U

(

D21

#

*

%)

+

'其中
D2%

蛋

白是一种与膜功能密切相关的糖蛋白!包含多个
I

细胞和
U

细胞表位!参与病毒感染的免疫应答反

应!能刺激机体产生非中和性的保护性抗体!在机体

的免疫应答反应中发挥着极为重要的作用*

%.!%(

+

'尤

其重要的是!

D2%

蛋白不会产生病毒的抗体依赖性

感染增强作用!这就意味着该蛋白质在疫苗的制备(

蛋白质功能的研究及检测方法的建立等方面将发挥

重要的作用*

%/

+

'

目前!对于
IYce

感染的检测方法有多种!其

中
6ST24

方法具有操作简单(快速!可同时检测大

量样品的优点!在临床检测中可广泛应用'多数检

测黄病毒的商品化
6ST24

试剂盒采用灭活的全病

毒作为抗原!但全病毒的纯化难度大!成本高!而且

容易出现与其他黄病毒的交叉反应*

0&

+

'

IYce

的

纯化同样也面临着这样的问题!而且该病毒的病毒

滴度下降较快'因此!以该病毒的结构或非结构蛋

白为抗原来建立检测方法就有更广泛的应用价值'

本研究以
D2%

蛋白为包被抗原!建立了检测

IYce

活毒感染的间接
6ST24

检测方法!并且对

该方法进行了系列优化'目前!我国尚无该抗体检

测的商品化
6ST24

试剂盒'

本研究通过原核表达系统成功表达了
IYce

D2%

蛋白!并利用不同浓度的尿素溶液对表达的蛋

白进行纯化'若包被抗原的纯度不高!会严重影响

到检测方法的敏感性(特异性和重复性'纯化后的

D2%

蛋白含量及纯度均很高!为
6ST24

检测方法

的成功建立奠定了基础'

D2%

蛋白是
IYce

的一

种非结构蛋白!只有在活毒感染机体时才会产生!并

且该蛋白质是在病毒复制早期出现的*

0%

+

'因此!以

D2%

蛋白为包被抗原的
6ST24

检测方法可用于

IYce

早期感染的诊断'

6ST24

检测方法的特异性和敏感性与抗原的

包被浓度(待测血清的稀释倍数也有密切的关系'

若抗原包被浓度过高!抗原蛋白质分子之间频繁的

相互作用容易造成蛋白质分子的多层化!使包被抗

原在洗涤时容易被洗掉!导致检测结果出现非特异

性&若浓度太低!载体表面吸附的抗原量不够!同样

也可能出现假阴性!从而影响
6ST24

检测结果的敏

感性*

00

+

'本研究通过方阵试验筛选出了抗原的最佳

包被剂量!

D2%

蛋白的最佳包被量为
%&&-

=

/孔_%

'

该抗原的包被量适中!符合抗原的包被要求'而谢

星星等*

0*

+建立的
6ST24

检测方法!其
D2%

蛋白的

包被剂量为
%/0-

=

左右!包被剂量是本研究中
D2%

蛋白包被剂量的二倍!这也表明本研究中表达的

D2%

蛋白纯度及活性更强!建立的检测方法的敏感

性(特异性和稳定性更强'

同时!本研究对建立的
6ST24

检测方法的其他

条件!如抗原的包被时间和温度(二抗的作用条件(

敏感性(特异性和重复性等也分别进行了优化和鉴

定'通过优化抗原的包被条件及二抗的作用条件!

成功解决了鸭血清检测时背景值较高的缺陷'该检

测方法具有良好的特异性!与
IYce

的阳性血清

反应敏感!而与新城疫"

DR

#(

5/

亚型禽流感

"

5/

#(鸭肝炎病毒"

R5e

#(鸭瘟病毒"

RJe

#等的阳

性血清无任何交叉反应'该方法的敏感性很高!阳

性血清稀释至
%̂ 1&&

倍时!其检测结果依然大于临

界值'该方法的重复性很强!板间和板内的变异系

数均小于
1X

'

应用该检测方法对临床上
%0&

份鸭血清样品进

行检测!并且与血清中和试验进行比对!结果显示该

检测方法具有更高的阳性检出率'通过检测接种

IYce

后的
0&

日龄樱桃谷鸭体内抗体水平的消长

13/
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规律!为临床上
IYce

免疫及防治程序的合理制

定提供了理论依据'而且本研究建立的
6ST24

检

测方法能更早得检测到鸭群抗体转阳的时间!这可

能是由于
D2%

蛋白是病毒感染早期产生的蛋白质!

因此其抗体在
IYce

感染后也能较早检测到!这

在
IYce

早期感染的检测及诊断中有着重要的意

义!这也为更好地预防和控制该病提供更加有效检

测手段*

%0

+

'而且
D2%

蛋白是
IYce

一种非结构

蛋白!因此可以对实际生产中的
IYce

野毒或活

毒感染的水禽进行检测!从而确定水禽的活毒感染

情况!而以
6

蛋白为包被抗原的
6ST24

方法却不

能区分活毒或灭活苗的免疫*

%0

+

'

因此!本研究建立的以
D2%

蛋白为基础的间接

6ST24

检测方法将在临床检测中发挥着重要的作

用!为更好地检测和防控该病提供了一种敏感性(特

异性和重复性强!操作简单!检测成本较低的检测方

法'

%

!

结
!

论

作者建立了以
IYce

非结构蛋白
D2%

为包被

抗原的间接
6ST24

检测方法!该方法具有良好的特

异性(稳定性和重复性'通过临床应用!该方法比中

和试验敏感性更高!且操作简单(省时省力(检测成

本较低&而且可以应用于临床上
IYce

感染或免

疫鸭群血清中抗体水平的检测!为临床上更好地预

防和控制该病的发生提供了重要的检测手段及理论

依据'
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