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要!旨在建立鸭坦布苏病毒"

<AXR̀

#的特异性血清学诊断方法'本研究以纯化的单克隆抗体
%5:

为固相筛

选分子!利用噬菌体展示技术鉴定
<AXR̀

囊膜"

F

#蛋白的特异性抗原表位!并利用
<45;QGK

分析抗原表位序列

在
<AXR̀

中保守性和与其他黄病毒的
F

蛋白相应位点的氨基酸序列相似性'结果成功筛选到
<AXR̀ F

蛋白

的一个线性抗原表位
(1

_5F_B

/%

!该抗原表位在
<AXR̀

中具有高度的保守性!无氨基酸位点差异!而与其他黄病

毒
F

蛋白相应位点的氨基酸序列不具有相似性'
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L

结果表明表位
(1

_5F_B

/%

与
<AXR̀

阳性血清具有

良好的亲和性!而与
>F̀

(

<F4̀

(
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等黄病毒阳性血清间不出现交叉反应!可见抗原表位
(1

_5F_B

/%

为
<A!

XR̀

所特有的抗原表位'利用
<AXR̀

特异性抗原表位
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_5F_B

/%

建立
F
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血清学诊断方法并对

%0.

份鸭血清样品进行检测!以中和试验作为标准进行比较!结果显示
F

2

$Q#
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P!F?B;5

检测方法的相对特异性为

%&&b

!相对敏感度为
/.b

!并且
F
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$Q#
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与其他黄病毒血清间不出现交叉反应性!表明本研究建立的

F

2

$Q#
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P!F?B;5

检测方法是一种特异的(灵敏的
F?B;5

血清学诊断方法'
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鸭坦布病毒病是由鸭坦布苏病毒"

"OĴ AP6!

[O,OZ$KO,

!

<AXR`

#引起的一种以蛋鸭产蛋量骤

然下降为特征的一种急性传染病!该病于
0&%&

年在

我国江浙地区首次暴发!并迅速传播蔓延!给我国鸭

养殖业造成了巨大的经济损失)

%!0

*

'

<AXR`

属于

黄病毒科黄病毒属!为单股正链
345

病毒!病毒基

因组大小为
%&//&-Q

!含
:]!RA3

(

*]!RA3

及中间

一个开放的阅读框!不含
7H#

C

5

尾巴!病毒基因组

共编码
*

种结构蛋白$

@

蛋白(

X

前体蛋白
7KX

(

F

蛋白!七种非结构蛋白$
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(
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(

4;)\

(

4;:

)

*!:

*

'黄病毒中
F

蛋白是病毒的

主要结构蛋白!位于病毒颗粒的表面!是引起宿主抗

感染免疫的主要保护性抗原!其表面存在大量的抗

原决定簇!具有良好的免疫原性与反应原性!能够诱

导宿主产生中和抗体)

.!1

*

'

由于传播迅速!

<AXR`

的监测和疾病诊断越

来越被学者们所重视)

(!/

*

'

<AXR`

与登革热病毒

"

<F4̀

#(日本乙型脑炎病毒"

>F̀

#(西尼罗河病毒

"

=4̀

#等黄病毒属同科同属病毒!而黄病毒
F

蛋

白间又有一定的相似性!因此黄病毒属各个病毒阳

性血清间具有一定的交叉反应性!这为疾病的血清

学诊断造成了一定困难)

%&

*

'因此!本研究利用噬菌

体展示技术筛选
<AXR`F

蛋白抗原表位!并利用

特异性抗原表位建立
F

2

$Q#

2

P!F?B;5

血清学诊断

方法!为该病的快速检测和临床上抗体水平的评估

提供技术手段'

#

!

材料与方法

#B#

!

实验材料

单克隆抗体"

X5[

#

%5:

由本实验室制备保存&

鸭坦布苏病毒"

<AXR`

#(鸭瘟病毒"

<F̀

#(番鸭

细小病毒"

X<7̀

#(

*

型鸭肝炎病毒"

<S`

#阳性血

清均由本实验室保存&登革热病毒"

<F4̀

#(日本乙

型脑炎病毒"

>F̀

#(西尼罗河病毒"

=4̀

#等阳性血

清由华荣虹与祁贤博士提供'

2

TFU!.7!%

质粒(感

受态大肠杆菌
<S:

$

及感受态细胞
\?0%

"

<F*

#均

购自宝生物"

AGcG3G

#公司'

#B!

!

主要试剂

噬菌体随机
%0

肽库及限制性内切酶
O"+3

*

和

S,+

*

购自
4P8F-

L

HG-"\$#HG[,

公司&

A)

连接酶

购自
AGcG3G

公司&质粒小量试剂盒购自
5M

CL

P-

公司&辣根过氧化物酶"

S37

#标记的鼠抗
X%*B

L

T

(

S37

标记的山羊抗小鼠
B

L

T

(

S37

标记的羊抗鸭

B

L

T

(

S37

标记的羊抗兔
B

L

T

(

S37

标记的羊抗人

B

L

T

均购自
c7?

公司&蛋白质相对分子质量
XGK̂!

PK

购自
X\B

公司&

<5\

显色液购自北京中杉金桥

公司&

AX\

显色液购自武汉博士德公司&

B66#[$!

H$EP"7K#QP$-T@#HO6-

购自生工生物工程"上海#

股份有限公司'

#BJ

!

抗原表位鉴定

%'*'%

!

单克隆抗体的纯化
!!

本实验室以原核表

达的
<AXR`A5

株的囊膜"

F

#蛋白免疫小鼠!成

功制备了一株单克隆抗体"

X5[

#

%5:

)

%%!%0

*

'利用

7K#QP$-T

亲和层析柱对
X5[%5:

进行纯化!纯化

步骤参考相关文献)

%*!%.

*

'取
:&&

&

?

单克隆抗体

%5:

!

%&&&&K

1

6$-

k%离心
:6$-

去除杂质!取上

清!用
:

倍体积的
\$-"$-

L

\ODDPK

"

7\;

!

2

S1'0

#进

行稀释!将单抗稀释液经过
7K#QP$-T

亲和层析柱进

行纯化!上样流速为
%'&6?

1

6$-

k%

'然后用
%&6?

\$-"$-

L

\ODDPK

再次清洗柱子除去杂质'用
:6?

FHOQ$#-\ODDPK

"

7\;

!

&'%6#H

1

?

k%

TH

C

!

2

S0':

#洗

脱结合在亲和层析柱上的抗体!流速
&':6?

1

6$-

k%

!

收集洗脱液!每
%6?

加入
%&&

&

?4POQKGH$EGQ$#-

\ODDPK

"

7\;

!

&'%6#H

1

?

k%

AK$,

!

2

S(':

#进行中

和'纯化后的单克隆抗体用紫外分光光度计测其浓

度并取
%&

&

?

抗体加入
0

&

?

%

巯基乙醇室温孵育

:6$-

!进行
;<;!75TF

分析'

%'*'0

!

生物淘选
!!

以纯化的单克隆抗体
%5:

为

固相载体分子对噬菌体随机
%0

肽库进行淘选!淘选

步骤参考文献)

%)!%1

*

'将纯化的
X5[%5:

以
%&&

&

L

1

6?

k%浓度包被
F?B;5

板!每孔
%&&

&

?

!

)w

孵

育过夜!以
\;5

作为阴性对照'第二日!弃去包被

液!用封闭缓冲液"

&'%6#H

1

?

k%

4GS@V

*

!

2

S('.

!

:

6

L

1

6?

k%

\;5

!

&'&0b 4G4

*

#

*1w

封闭
0N

!以

&'%b

的
A\;A

洗
.

次'加入噬菌体肽库!室温轻

/:/%
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卷
!

柔振荡
%N

!使噬菌体与抗体结合'再次洗涤
.

次

后!每孔加入
%&&

&

?&'06#H

1

?

k%

TH

C

J$-P!S@H

"

2

S0'1

#洗脱!将洗脱液转至
%':6?

离心管!加

入
%:

&

?%6#H

1

?

k%

AK$,!S@H

"

2

S/

#中和至中

性'取
%

&

?

中和液测定噬菌体滴度!其余扩增纯

化并进行下一轮筛选'共对噬菌体淘选
)

轮!并且

在第
0

#

)

轮淘选过程中将包被的抗体浓度分别降

低至
:&

(

%&

与
%&

&

L

1

6?

k%

!

A8PP-!0&

的浓度提高

到
&':b

'第四轮淘选后!挑取单个噬菌斑进行增

殖!筛选阳性噬菌斑克隆'

%'*'*

!

噬菌斑阳性克隆的筛选
!!

将
X5[%5:

"

%&&

&

L

1

6?

k%

#包被
F?B;5

板上!每孔
%&&

&

?

!

)

w

孵育过夜'第二天加满封闭缓冲液!

*1 w

封闭

%N

'甩干封闭缓冲液!加入
%a%&

.

2

DO

噬菌斑克

隆!以原始的噬菌体文库为阴性对照!室温温和作用

%N

'

A\;A

"

&':b A8PP-!0&

#洗涤
.

次!加入
%{:&&&

倍稀释的
S37

标记的鼠抗
X%*B

L

T

!每孔
0&&

&

?

!

*1w

孵育
%N

'洗涤
.

次!每孔加入
%&&

&

?AX\

底

物溶液!避光室温作用
0&6$-

!加入
06#H

1

?

k%

S

0

;V

)

终止反应'测定
):&-6

吸光值'

F?B;5

检测结果阳性者进行测序'

%'*')

!

模拟表位分析
!!

阳性噬菌斑克隆测序成

功后!对噬菌体所展示的
%0

肽序列进行相似性比较

分析!根据
%0

肽中各个氨基酸出现的频率及位置关

系确定出模拟表位的氨基酸序列!再对模拟表位与

<AXR`F

蛋白氨基酸序列进行同源性比较!初步

确定
<AXR`F

蛋白上的抗原表位氨基酸序列'

%'*':

!

序列合成及重组质粒构建
!!

人工合成筛

选到的抗原表位的寡核苷酸序列!并用
@

端与
4

端

逐个氨基酸缩短的方法!设计合成相应多肽的寡核

苷酸序列'寡核苷酸序列见表
%

'在互补的两条寡

核苷酸链中!正义链
:]

端引入
S,+

*

酶切位点!反

义链
:]

端引入
O"+3

*

酶切位点'寡核苷酸链由吉

林省库美生物科技有限公司合成'两条互补的寡核

苷酸链!退火后可形成双链的
<45

!可直接与
O"+3

*

和
S,+

*

酶切处理的
2

TFU!.7!%

载体连接!得到

重组质粒送吉林省库美生物科技有限公司进行测序

验证'

表
#

!

寡核苷酸序列和其对应的短肽序列

F0>=.#

!

F3.5=*

6

57<2=.5:*;./.

Z

<.72.5I;./*

6

7.;/351:

)

.

)

:*;..Y

)

1.//*57/

引物

7K$6PK,

序列"

:]

$

*]

#

;P

I

OP-JP

截断肽

AKO-JGQP"

2

P

2

Q$"P

%5:!%!Y

%5:!%!3

55AA@A5@T@AT55A5@5A5@

A@T5TA5ATA5AA@5T@TA5T

_5F_B

%5:!0!Y

%5:!0!3

55AA@T@AT55A5@5A5@

A@T5TA5ATA5AA@5T@T

5F_B

%5:!*!Y

%5:!*!3

55AA@A5@T@AT55A5@@

A@T5TTA5AA@5T@TA5T

_5F_

%'*'.

!

质粒诱导表达及
=P,QPK-[H#Q

分析
!!

将

测序正确的重组质粒进行诱导表位!表达后的样品

经
;<;!75TF

电泳后!电转移到纤维硝酸素"

4@

#

膜上&用
:b

脱脂乳"

7\;

#

)w

封闭过夜!

7\;

洗
*

遍!每遍
:6$-

&以
%{%&&&

倍稀释的单抗
%5:

作

为一抗!

*1w

孵育
%N

!

7\;A

"

&'%b A8PP-!0&

#洗

*

遍!每遍
:6$-

&然后
%{0&&&

倍稀释的
S37

标

记的山羊抗小鼠
B

L

T

作为二抗!

*1 w

孵育
%N

!

7\;A

"

&'%b A8PP-!0&

#洗
*

遍!每遍
:6$-

&

<5\

显色!观察结果'

%'*'1

!

抗原表位同源性分析
!!

从
TP-\G-̂

上选

取具有代表性的黄病毒属病毒株!如表
0

!利用

<45;QGK ?G,PK

L

P-P 7K#

L

KG6

"

<45;A53 B-J

!

XG"$,#-

!

=B

!

R;5

#对
<AXR`

与 黄 病 毒 属

<F4̀

(

>F̀

(

=4̀

的
F

蛋白进行序列比对!以分

析筛选到的
<AXR`F

蛋白的线性抗原表位在黄

病毒中的同源性'

%'*'(

!

抗原表位交叉反应性分析
!!

利用
<#Q!

\H#QQ$-

L

分析筛选到的
<AXR`F

蛋白的线性抗原

表位在
<AXR`

(

>F̀

(

<F4̀

(

=4̀

阳性血清间

的交叉反应性'方法$将融合表达的肽段!取
:

&

?

点于
4@

膜上!室温干燥
*& 6$-

&用
:b

脱脂乳

"

7\;

#

*1w

封闭
%N

!

7\;

洗
*

遍!每遍
:6$-

&将

<AXR`

"鸭源#(

>F̀

"兔源#(

<F4̀

"人源#(

=4̀

"兔源#阳性血清
%{%&

倍稀释!

)w

孵育过夜!

7\;

洗
*

遍!每遍
:6$-

&将
S37

标记的羊抗人
B

L

T

(羊

&./%



!

%&

期 李晨曦等$鸭坦布苏病毒
F

蛋白特异性抗原表位鉴定及
F

2

$Q#

2

P!F?B;5

血清学诊断方法建立

表
!

!

黄病毒毒株相关资料

F0>=.!

!

8=0Q*Q*1</.//:10*7/</.;*7:3./.

Z

<.72.070=

@

/*/*7:3*//:<;

@

病毒名

$̀KO,-G6P

毒株名

;QKG$--G6P

TP-\G-̂

登陆号

TP-\G-̂ 4#'

分离信息
B,#HGQ$#-$-D#K6GQ$#-

地点
;$QP

年份
_PGK,

<AXR̀ A5 >90(/::&'% @N$-G 0&%&

<AXR̀ <c

%

AS

%

@R!% c3&.%***'% ANG$HG-" 0&%*

<AXR̀ T<S<0&%)!* cA%:/1%*'% @N$-G 0&%)

<F4̀ !% S43T0)(01 c@./0:%%'% 5K

L

P-Q$-G 0&%&

<F4̀ !0 <F4̀ !0

%

7̂

%

;8GQ!&0 c>1&%:&1'% 7Ĝ$,QG- 0&%*

<F4̀ !* <(*!%)) c>1*1)*&'% ANG$HG-" %/(*

<F4̀ !) FSB*%&5%0/;_%& >U&0)1:('% ;$-

L

G

2

#KP 0&%&

=4̀ R;5 5_.).*:)'% R;5 0&&0

=4̀ YQ@!*.// c3(.(1*)'% R;5 0&%0

>F̀ SF4&1&% Y>)/:%(/'% @N$-G 0&&1

>F̀ @@01!;. 5_*&*1/1'% AG$8G-

!

@N$-G 0&&*

抗鸭
B

L

T

(羊抗兔
B

L

T

二抗进行
%{0:&

倍稀释!

*1

w

孵育
%N

!

7\;

洗
*

遍!每遍
:6$-

&

<5\

显色'

#B%

!

X

)

*:5

)

.EXPOK-

诊断方法的建立

%')'%

!

抗原蛋白和血清最佳稀释度的确定
!!

用

矩阵滴定法)

%(!%/

*对抗原表位融合蛋白的最佳包被

浓度及
<AXR`

阳性血清最佳反应浓度进行确定'

将抗原表位融合蛋白以
%{%&

开始进行
%&

倍梯度

稀释!包被
F?B;5

板上!每孔加
%&&

&

?

的包被液!

)w

孵育过夜'将
<AXR`

阳性与阴性血清以

%{0&

开始进行
0

倍梯度稀释!每孔加入
%&&

&

?

!

*1

w

孵育
%N

'以
%{%:&&

倍稀释的
S37

标记的羊

抗鸭
B

L

T

进行二抗的孵育!每孔
%&&

&

?

!

*1w

孵育

%N

'其他步骤按照
F?B;5

程序进行'最后
AX\

底物显色液!每孔加
:&

&

?

!在
*1w

避光温育显色

%&6$-

!以
06#H

1

?

k%

S

0

;V

)

终止液中止显色!酶

标仪
):&-6

读取
V<

值'判定标准$选取阳性血清

"

7

#%阴性血清值"

4

#

&

0'%

!且阳性
V<

):&

-6

值为

接近
%'&

左右的抗原表位蛋白包被浓度和血清的最

大稀释倍数为蛋白质和血清的最佳工作浓度'

%')'0

!

封闭液的选择
!!

确定抗原表位蛋白与血

清最佳工作浓度之后!再分别以
:b

聚乙烯醇(

:b

脱脂乳(

%b \;5

(

%b

明胶(

0b

卵清蛋白作为封闭

液'计算
7

%

4

值!选
7

%

4

最大值为最佳封闭液进

行后续试验'

%')'*

!

待检血清反应时间的确定
!!

在确定抗原

表位蛋白和血清的最佳工作浓度(最佳封闭液后!将

血清孵育时间分别定为
*1 w ):6$-

(

*1 w .&

6$-

(

*1w1:6$-

(

*1w/&6$-

!比较不同孵育时间

的
7

%

4

值!取
7

%

4

最大值为血清最佳反应时间'

%')')

!

酶标二抗最佳反应时间的确定
!!

根据上述

反应条件!加入二抗后!孵育时间分别为
*1w):6$-

(

*1w.&6$-

(

*1w1:6$-

(

*1w/&6$-

!比较各组的

7

%

4

值!取
7

%

4

的最大值时为二抗最佳反应时间'

%')':

!

阴阳性临界值的确定
!!

根据试验确立的

F?B;5

最佳反应条件!对
0:

份鸭
<AXR`

阴性血

清样品进行检测!根据结果计算阴性样品的
V<

):&-6

平均值"

F

k

#和标准差"

7

#!确定阴阳性标准的临界值!

阴阳性临界值
x

阴性样品
F

k

d*7

'

%')'.

!

特异性试验
!!

用已经建立的鸭
<AXR`

血清
F

2

$Q#

2

P!F?B;5

检测方法对
*

型鸭肝炎病毒

"

<S !̀

*

#(鸭病毒性肠炎病毒"

<F̀

#(番鸭细小病

毒"

X<7̀

#阳性血清进行检测!分析其交叉反应性'

%')'1

!

重复性试验
!!

批内重复性试验$用同一批

次包被的
F?B;5

板!检测
.

份不同
<AXR`

血清!

进行批内
.

次重复试验!用统计学分析其结果!以检

验其批内重复性'

批间重复性试验$用不同批次包被的
F?B;5

板!加入
.

份
<AXR`

血清!进行批内
.

次重复试

验!其结果用统计学分析!以检验其批间重复性'

%')'(

!

敏感性试验
!!

以血清中和试验"

,PKO6

-POQKGH$EGQ$#-QP,Q,

!

;4

#作为标准对
%0.

份鸭血清

样品进行检测)

%(

*

'用建立的
F

2

$Q#

2

P!F?B;5

对上

述
%0.

份鸭血清进行检测!以血清中和试验作为标

准!根据检测结果计算其特异性与敏感性'

%./%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)(

卷
!

!

!

结
!

果

!B#

!

抗原表位鉴定结果

0'%'%

!

单克隆抗体纯化
!!

经
B66#[$H$EP"7K#!

QP$-T@#HO6-

纯化后的单克隆抗体
%5:

!利用
%

巯

基乙醇打断二硫键并通过
;<;!75TF

进行分析!结

果显示分别在
::

与
0. Ô

处出现单一的重链和轻

链条带"图
%

#!说明抗体纯化成功!利用紫外分光光

度计测得纯化后抗体质量浓度为
%')6

L

1

6?

k%

'

图
#

!

纯化抗体
KDKE4-NX

分析

8*

6

B#

!

KDKE4-NX070=

@

/*/5I

)

<1*I*.;G->

0'%'0

!

噬菌斑阳性克隆筛选结果
!!

通过
F?B;5

反应!最终筛选到与单克隆抗体
%5:

呈现特异性反

应的
%0

个阳性克隆!见图
0

'

图
!

!

噬菌体克隆与
G->

结合的
XPOK-

检测结果

8*

6

B!

!

D.:.2:*575I259>*70:*57>.:A..7

)

30

6

.07; G->

>

@

XPOK-

0'%'*

!

阳性噬菌体克隆测序及相似性分析
!!

通

过分析阳性噬菌体表面所展示的各个氨基酸出现频

率及位置关系!最终确定一个模拟表位序列为

_5F_B

!将该序列与
<AXR`F

蛋白氨基酸序列

进行比对分析!发现模拟表位序列与
F

蛋白
(1!

_5F_B!/0

序列一致"表
*

#'

表
J

!

噬菌体克隆展示的
#!

肽序列及其同源性分析

F0>=.J

!

4.

)

:*;.//.

Z

<.72./5I

)

30

6

.2=57./07;:3.*1257/.7/<//.

Z

<.72./

噬菌体克隆

7NG

L

PJH#-P,

序列

;P

I

OP-JP

@% ; 3 4 ? ; ` - X ` O 9 B

@0 T 4 ` ; X ` O ` T c ? `

@* ; ; ` S 4 ` O 9 Y 3 4 A

@) ; ; ` A 5 ` O X 5 3 T 9

@: 4 ; X ; F ` B 4 ` O ? A

@. ` < ` ; A ` O ; 3 ? A ;

@1 4 Y X 4 ` - X ` ` 9 c c

@( ` < ` ; A ` O ; 3 ? A ;

@/ A ` S ; ` F X ` B ` 9 c c

@%& ` ; 7 ` - X ` A 5 3 3

@%% = < ` 4 ? ` O c _ ` 5 3

@%0 ` < ` - ? ` O ; 3 ? A ;

@#-,P-,O, ` - X ` O

$̀KO,A5 () c 5 A ` - X ` O @ c c <

!

/1

0./%
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%&

期 李晨曦等$鸭坦布苏病毒
F

蛋白特异性抗原表位鉴定及
F

2

$Q#

2

P!F?B;5

血清学诊断方法建立

0'%')

!

融合多肽的
=P,QPK-[H#Q

分析
!!

将人工

合成的寡核苷酸链退火后!直接与酶切的
2

TFU!

.7!%

质粒相连!得到的阳性重组质粒进行诱导表达

并进行
=P,QPK-[H#Q

分析!结果表明!表达的融合蛋

白
T;A!%5:!%

可与
X5[%5:

发生特异性反应!说

明单抗
%5:

所针对的抗原表位核心氨基酸短肽序

列为
_5F_B

!见图
*

'

4P

L

GQ$ZPJ#-QK#H'T;A

2

K#QP$-

&

%5:!%'T;A!_5F_B

&

%5:!0'T;A!5F_B

&

%5:!*'T;A!_5F_

&

7#,$Q$ZPJ#-QK#H'

F

2

K#QP$-

图
J

!

短肽融合蛋白与单抗的
\./:.17>=5:

分析

8*

6

BJ

!

\./:.17>=5:070=

@

/*/5I:3.1.02:*Q*:

@

5I/351:

)

.

)

:*;.E

I</.;

)

15:.*7

0'%':

!

抗原表位同源性分析
!!

利用
<45;QGK

!

将筛选到的线性抗原表位
_5F_B

与
<F4̀

(

>F̀

(

=4̀

的
F

蛋白序列进行比较!结果显示
<AXR`

F

蛋白抗原表位
_5F_B

的氨基酸序列在
<AXR`

中具有高度的保守性!无氨基酸位点差异!而与其他

几种黄病毒则不具有同源性!表明抗原表位
_5F_B

为
<AXR`

所特有的抗原表位!见图
)

'

0'%'.

!

抗原表位交叉反应性分析
!!

通过
<#Q!

\H#QQ$-

L

结果发现抗原表位
_5F_B

与
<AXR`

阳

性血清均具有良好的亲和性!且在其他黄病毒阳性

血清间不具有交叉反应性!表明抗原表位
_5F_B

是
<AXR`

所特有的抗原表位!见图
:

'

!B!

!

X

)

*:5

)

.EXPOK-

诊断方法建立

0'0'%

!

抗原表位融合蛋白最佳包被浓度和血清最

佳稀释度的确定
!!

通过矩阵法对血清与抗原表位

融合蛋白进行倍比稀释!确定了血清的最佳稀释倍

数和抗原表位融合蛋白的最佳包被浓度'检测结果

见表
)

!当抗原表位蛋白浓度
%{%&&

稀释至
.')

&

L

1

6?

k%

!血清样品进行
%{(&

稀释时!此时
7

%

4

值最大!为
(')(

!因此
.')

&

L

1

6?

k%为表位蛋白最

佳包被浓度!

%{(&

为血清最佳稀释倍数'

0'0'0

!

最佳封闭液选择
!!

分别以
:b

聚乙烯醇(

:b

脱脂乳(

%b \;5

(

%b

明胶(

0b

卵清蛋白作为

封闭液对
F?B;5

板进行封闭!血清样品进行检测!

如表
:

!结果显示当封闭液为
%b \;5

时!

7

%

4

值

"为
1'(

#最大!因此所建立的
F

2

$Q#

2

P!F?B;5

检测

方法中最佳封闭液为
%b \;5

'

图
%

!

黄病毒属病毒之间同源序列比较

8*

6

B%

!

T595=5

6

5<//.

Z

<.72.259

)

01*/575II=0Q*Q*1</./

*./%
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图
'

!

抗原表位与黄病毒阳性血清交叉反应性分析

8*

6

B'

!

F3.215//E1.02:*Q*:

@

5I:3..

)

*:5

)

./:5:3.c0

)

07./..72.

)

30=*:*/Q*1</

"

cX_

#'

;.7

6

<.Q*1</

"

DX,_

#'

\./:,*=.Q*1</

"

\,_

#

表
%

!

抗原蛋白和血清最佳稀释度的确定"

D̂

%'"79

#

F0>=.%

!

F3.5

)

:*9<907:*

6

.7

)

15:.*7250:*7

6

2572.7:10:*5707;:3.>./:;*=<:*575I:3./.1<9

"

D̂

%'"79

#

血清稀释浓度

;PKG"$HOQ$#-

抗原表位蛋白包被浓度%"

&

L

1

6?

k%

#

@#GQ$-

L

J#-JP-QKGQ$#-#DG-Q$

L

P-

2

K#QP$-

.) .') &'.) &'&.) &'&&.)

%{0&

d %':%(y&'&0: %'0*/y&'&0) &'(:/y&'&00 &'../y&'&*: &'::(y&'&*:

k &'0)*y&'&0: &'0&)y&'&%% &'%1.y&'&%0 &'%:*y&'&( &'%:0y&'&%%

%{)&

d %'0*0y&'&:* %'&0(y&'&)/ &'.&.y&'&%1 &':)*y&'&)) &')&:y&'&0.

k &'0%%y&'&0& &'%.*y&'&%0 &'%%0y&'&0: &'%%0y&'&0& &'&/0y&'&%(

%{(&

d %'&:%y&'&1. "'&&!d"'"%' &':10y&'&)) &')//y&'&0% &'*0*y&'&00

k &'%:)y&'&01 "'#"%d"'"#$ &'&/*y&'&%1 &'&1)y&'&%. &'&.(y&'&%%

%{%.&

d &'.**y&'&:( &':0%y&'&%) &')**y&'&%( &'*)*y&'&)& &'0)&y&'0%&

k &'%%/y&'&&. &'&1/y&'&%. &'&.1y&'&%) &'&.&y&'&%% &'&:)y&'&%0

表
'

!

最佳封闭液的确定

F0>=.'

!

F3.5

)

:*90=>=52R*7

6

0

6

.7:

指标

7GKG6PQPK

封闭液
\H#Ĵ$-

L

G

L

P-Q

:b

聚乙烯醇

:b

2

#H

C

Z$-

C

HGHJ#N#H

:b

脱脂乳

:b,̂$66P"6$Ĥ

%b

牛血清白蛋白

%b\;5

%b

明胶

%b

L

PHGQ$-

0b

卵清蛋白

0b#ZGH[O6$-

阳性平均值"

7

#

&'(*( &'(*% &'(&* &'(&: &'(0(

阴性平均值"

4

#

&'%)( &'%*) &'%&* &'%%0 &'%0)

7

%

4 :'.. .'0& 1'(& 1'%/ .'.(

)./%



!

%&

期 李晨曦等$鸭坦布苏病毒
F

蛋白特异性抗原表位鉴定及
F

2

$Q#

2

P!F?B;5

血清学诊断方法建立

0'0'*

!

血清最佳反应时间确定
!!

在确定抗原表

位蛋白和血清的最佳工作浓度(最佳封闭液后!将血

清孵育时间分别定为
*1w):6$-

(

*1w.&6$-

(

*1w1:6$-

(

*1w/&6$-

!结果见表
.

!当反应时

间为
%N

时!

7

%

4

值最大!为
1'*01

'据此!确定血

清最佳反应时间为
%N

'

表
C

!

血清最佳反应时间确定

F0>=.C

!

F3.5

)

:*90=1.02:*57:*9.5I/.1<9

指标

7GKG6PQPK

血清作用时间%
6$-3PGJQ$#-Q$6P#D,PKO6

): .& 1: /&

阳性平均值"

7

#

&'1%. &'(0( &'(*0 &'(/.

阴性平均值"

4

#

&'%&/ &'%%* &'%0( &'%*%

7

%

4 .':./ 1'*01 .':&& .'()&

0'0')

!

二抗最佳反应时间的确定
!!

根据以上反

应条件!加入二抗后!孵育时间分别为
*1 w ):

6$-

(

*1w.&6$-

(

*1w1:6$-

(

*1w/&6$-

!结果

见表
1

!当二抗作用时间为
%N

时!

7

%

4

值为
1'.)*

!

高于其他二抗反应时间的检测结果!据此确定二抗

最佳作用时间为
%N

'

表
$

!

酶标二抗最佳反应时间的确定

F0>=.$

!

F3.5

)

:*90=1.02:*57:*9.5I.7U

@

9.=0>.=.;07:*>5;

@

指标

7GKG6PQPK

二抗作用时间%
6$-

3PGJQ$#-Q$6P#DP-E

C

6PHG[PHP"G-Q$[#"

C

): .& 1: /&

阳性平均值"

7

#

&'1.( &'(1/ &'/./ %'&01

阴性平均值"

4

#

&'%&) &'%%: &'%*( &'%)/

7

%

4 1'*(: 1'.)* 1'&00 .'(/*

0'0':

!

阴阳性临界值确定
!!

根据以上试验确立

的
F?B;5

最佳反应条件!对
0:

份鸭
<AXR`

阴性

血清样品进行检测!见图
.

!根据结果计算阴性样品

的
V<

):&-6

的
F

k

和
7

!阴阳性临界值
x&'0*:d*a

&'&).:

'最终得出阴阳性临界值为
&'*1:

'检测

结果
'

&'*1:

即为阳性!检测结果
#

&'*1:

即为

阴性'

图
C

!

DFGa_

特异性抗原表位与鸭阴性血清
XPOK-

反应

8*

6

BC

!

XPOK-1.02:*Q*:*./5IDFGa_/

@

7:3.:*2

)

.

)

:*;.A*:37.

6

0:*Q./.1<9/09

)

=./

0'0'.

!

特异性试验结果
!!

用已经建立的特异性

抗原表位
F?B;5

检测方法对
<S !̀

*

(

<F̀

(

X<!

7̀

阳性血清以及
<F4̀

(

>F̀

(

=4̀

黄病毒阳性

血清检测'结果见图
1

!

<AXR`

阳性血清检测结

果为阳性!其他病毒阳性血清检测结果均为阴性!

V<

值小于
&'*1:

'说明本研究建立的
F?B;5

检测

方法与其他病毒阳性血清没有交叉反应!特异性比

较好'

0'0'1

!

批内(批间重复性试验结果
!!

根据统计学

分析结果!见表
(

!批内重复性试验变异系数小于

/b

!批间重复性试验变异系数均小于
%%b

!说明本实

验室建立的
F

2

$Q#

2

P!F?B;5

诊断方法重复性良好'

0'0'(

!

敏感性试验
!!

用建立的
F

2

$Q#

2

P!F?B;5

检测方法与血清中和试验"

;4

#标准检测方法对

%0.

份鸭血清样品进行检测!见表
/

!血清中和试验

5'<A=R̀

阳性血清&

\'<S !̀

*

阳性血清&

@'<F̀

阳性血

清&

<'X<7̀

阳性血清&

F'<F4̀

阳性血清&

Y'>F̀

阳性血

清&

T'=4̀

阳性血清

5'<A=R̀

2

#,$Q$ZP,PKG

&

\'<S !̀

* 2

#,$Q$ZP,PKG

&

@'<F̀

2

#,$Q$ZP,PKG

&

<'X<7̀

2

#,$Q$ZP,PKG

&

F'<F4̀

2

#,$Q$ZP

,PKG

&

Y'>F̀

2

#,$Q$ZP,PKG

&

T'=4̀

2

#,$Q$ZP,PKG

图
$

!

特异性试验

8*

6

B$

!

F3./

)

.2*I*2*:

@

.Y

)

.1*9.7:1./<=:

:./%
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!

牧
!
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!
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!

学
!

报
)(

卷
!

分别检测出
%&%

份鸭阳性血清"

7

#与
0:

份鸭阴性血

清"

4

#!

F

2

$Q#

2

P!F?B;5

方法分别检测到
/1

份鸭阳

性血清"

7

#与
0/

份鸭阴性血清"

4

#!两种检测方法

一致的结果共有
/1

份鸭阳性血清与
0:

份鸭阴性血

清!以血清中和试验作为标准!则计算得到
F

2

$Q#

2

P!

F?B;5

检测结果的相对特异性为
%&&b

!相对敏感

度为
/.b

'

表
&

!

批内&批间重复性试验结果

F0>=.&

!

O7:1007;*7:.1E0//0

@

5IXPOK-

样品序号

;G6

2

HP4#'

批内试验
B-QKG!G,,G

C

批间试验
B-QPK!G,,G

C

F

k

y7

变异系数%
b @̀

F

k

y7

变异系数%
b @̀

% &')*:y&'&0. :'(/ &')0%y&'&*: ('*%

0 &'../y&'&:) ('&1 &'1%0y&'&.* ('(:

* &'1/0y&'&.% 1'1& &'(*0y&'&(1 %&').

) &':%(y&'&*: .'1. &':0.y&'&:0 /'(/

: &'%:.y&'&%0 1'./ &'%::y&'&%1 %&'/1

. &'%11y&'&&/ :'&( &'%(0y&'&%: ('0)

表
(

!

血清中和试验与
X

)

*:5

)

.EXPOK-

血清检测结果对比

试验

F0>=.(

!

F3.1./<=:5IK,:./:/07;X

)

*:5

)

.EXPOK-I51;.:.2E

:*575IDFGa_E1.=0:.;/.10

检测方法

<PQPJQ$#-6PQN#"

;4

"

7

#

;4

"

4

#

总计

A#QGH

F

2

$Q#

2

P!F?B;5

"

7

#

/1 & /1

F

2

$Q#

2

P!F?B;5

"

4

#

) 0: 0/

总计
A#QGH %&% 0: %0.

J

!

讨
!

论

鸭坦布苏病毒属于黄病毒科黄病毒属!黄病毒

属各种病毒
F

蛋白间的相似性较高!因此黄病毒属

各个病毒血清间存在一定的交叉反应性!利用
<A!

XR` F

蛋白建立的
F!F?B;5

"

F!7K#QP$-!\G,P"!

F-E

C

6P!?$-̂P"B66O-#,#K[P-Q5,,G

C

#血清学诊断

方法以及利用纯化的灭活病毒作为抗原建立的

F?B;5

血清学诊断方法均存在黄病毒阳性血清的

交叉反应问题!这为鸭坦布苏病毒病的诊断造成了

一定困难)

0&!00

*

'本试验利用噬菌体展示技术成功

筛选到一个
<AXR` F

蛋白特异性抗原表位

_5F_B

!并利用表位建立了
F

2

$Q#

2

P!F?B;5

诊断方

法'

F

2

$Q#

2

P!F?B;5

诊断方法是一种特异性的检测

方法!该方法仅对
<AXR`

阳性血清具有反应性!

而对鸭其他种类传染病病原的阳性血清以及

<F4̀

(

>F̀

(

=4̀

等阳性血清不具有反应性'

本研究优化完善了
F

2

$Q#

2

P!F?B;5

反应条件!

通过矩阵滴定法最终确定抗原表位融合蛋白的最佳

包被浓度为
.')

&

L

1

6?

k%

!血清的最佳稀释度数为

%{(&

'为达到最佳的封闭效果本研究以
%b \;5

作为封闭液!最大限度减小了非特异性的结合'利

用建立的
F

2

$Q#

2

P!F?B;5

检测方法对
0:

份鸭阴性

血清进行检测!根据检测结果最终确定阴阳性临界

值为
&'*1:

'特异性试验表明!

<F̀

(

<S5̀

(

X<!

7̀

(

<F4̀

(

>F̀

和
=4̀

阳性血清检测值均为阴

性!说明该种检测方法值仅针对于
<AXR`

血清的

检测'

F

2

$Q#

2

P!F?B;5

检测方法的批内变异系数为

:'&(b

#

('&1b

!批间变异系数为
('0)b

#

%&'/1b

!

变异系数都小于
%%b

!说明同一样品在同批次和不

同批次的
F?B;5

板的检测结果差异不大!该方法

具有良好的重复性'用建立的
F

2

$Q#P!F?B;5

检测

方法和血清中和试验对
%0.

份鸭血清样品进行检

测!以中和试验为标准确定出
%&%

份鸭阳性血清样

品!

0:

份鸭阴性血清样品!分别在利用
F

2

$Q#

2

P!

F?B;5

检测方法对这
%&%

份鸭阳性血清样品进行

检测!结果确定
/1

份阳性!

0:

份阴性!则相对特异

性为
%&&b

!而利用
F

2

$Q#

2

P!F?;B5

检测方法对
0:

份鸭阴性血清进行检测!结果也均为阴性!则其相对

敏感度为
/.b

'

但是本试验建立的
F

2

$Q#

2

P!F?B;5

检测方法

所检测到的阳性样品的
V<

值均偏低!在亲和力上

还有待进一步优化提高'

../%
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%&

期 李晨曦等$鸭坦布苏病毒
F

蛋白特异性抗原表位鉴定及
F

2

$Q#

2

P!F?B;5

血清学诊断方法建立

%

!

结
!

论

成功鉴定到一个
<AXR̀ F

蛋白特异性的抗原

表位
_5F_B

!并利用该表位建立了
F

2

$Q#

2

P!F?B;5

血

清学诊断方法!该方法特异性好(无交叉反应性!可用

于
<AXR̀

的临床诊断和抗体水平的评价'
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