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重组蛋白纯化后包被斉斕斏斢斄板建立检测禽坦布苏病毒血清学间接 斉斕斏斢斄方法棳该方法优化后的参数为棽灡椀毺旂
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性强棳批内和批间重复性较好暎用建立的间接斉斕斏斢斄方法对坦布苏病毒灭活苗免疫鸭血清和自然感染鸭血清进

行检测棳结果表明棳本研究建立的 斘斢棻灢斉斕斏斢斄不能用于区分禽坦布苏自然感染和疫苗免疫血清的鉴别诊断暎
关键词椇禽坦布苏病毒椈非结构蛋白 斘斢棻椈表达椈间接斉斕斏斢斄
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及出现不同程度死亡为特征的鸭群新发传染病暎该

病可感染多品种鸭群棳不同地区暍不同品种鸭群发

病率高低不一暎鸭感染该病的典型剖检病变主要见
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规方法复性后棳按照 斎旈旙斝旛旘斘旈灢斘斣斄斝旛旘旈旀旈斻斸旚旈旓旑
斔旈旚试剂盒说明书进行蛋白的纯化暎将纯化后蛋白

进行 斢斈斢灢斝斄斍斉 电 泳 鉴 定 结 果棳利 用 斣旇斿旘旐旓
斢斻旈斿旑旚旈旀旈斻斘斸旑旓斈旘旓旔棽棸棸棸微量紫外分光光度计测

定纯化后的蛋白浓度暎
棻灡棿暋斉斕斏斢斄方法的初步建立

棻灡棿灡棻暋斉斕斏斢斄 条件的优化暋将纯化的蛋白用碳酸

盐包被液稀释后包被斉斕斏斢斄板棳按常规斉斕斏斢斄条

件优化的方法进行矩阵滴定优化各种反应条件棳如
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抗原包被浓度暍一抗稀释度暍最佳二抗作用浓度暍
最佳显色时间和最佳反应时间的优化棳初步确定

斉斕斏斢斄最佳工作浓度暎
棻灡棿灡棽暋阴阳性值的判定暋选取筛选出的 斈斣斖斦斨
阴性血清棾棸份棳进行间接斉斕斏斢斄鉴定棳每份血清

重复棽孔棳计算其 斚斈棿椀棸旑旐平均值及标准方差暎阴

阳性临界值椊 棬阴性样本斚斈棿椀棸旑旐平均值棲棽暳标准

方差棭暎
棻灡棿灡棾暋特异性检测暋用优化后的间接斉斕斏斢斄方法

分别对鸭主要常见病原高免血清进行 斉斕斏斢斄 检测

与分析暎本研究使用的主要血清有椇产蛋下降综合

征病毒 棬斉旂旂斾旘旓旔旙旟旑斾旘旓旐斿旜旈旘旛旙棳斉斈斢斨棭暍番鸭

细小病毒 棬斖旛旙斻旓旜旟斾旛斻旊旔斸旘旜旓旜旈旘旛旙棳斖斈斝斨棭暍棻
型鸭肝炎病毒 棬斾旛斻旊旇斿旔斸旚旈旚旈旙旜旈旘旛旙旚旟旔斿棻棳斈斎斨灢
棻棭暍鸭源禽流感病毒 棬斎椀斘棻和 斎椆斘棽棭暍禽棻型

副粘病 毒 棬斸旜旈斸旑旔斸旘斸旐旟旞旓旜旈旐旙旚旟旔斿旍棳斄斝斖斨灢
棻棭暍番 鸭 呼 肠 孤 病 毒 棬斖旛旙斻旓旜旟斾旛斻旊旘斿旓旜旈旘旛旙棳
斖斈斠斨 棭 和 鸭 疫 里 默 氏 菌 棬斠旈斿旐斿旘斿旍旍斸
斸旑斸旚旈旔斿旙旚旈旀斿旘棳斠斄棭棻型和棽型暎阳性血清为 斪斠
株高免血清棳阴性血清采自斢斝斊鸭暎
棻灡椀暋斉斕斏斢斄方法的初步应用

棻灡椀灡棻暋自然感染鸭与灭活苗免疫鸭血清的检测暋
收集椆份鸭坦布苏病毒灭活苗免疫的鸭血清和棻椀
份鸭坦布苏病毒自然感染鸭血清棳经之前建立以纯

化的病毒为包被原的间接 斉斕斏斢斄 检测为阳性的血

清棳用本研究建立的间接 斉斕斏斢斄 方法进行检测棳
并对两者的结果进行差异性分析棳判定该重组蛋白

能否用于自然感染与灭活苗免疫鸭血清的鉴别

诊断暎
棻灡椀灡棽暋 临 床 样 品 的 检 测 暋 用 本 研 究 检 测 间 接

斉斕斏斢斄对临床采集疑似坦布苏病毒感染的椂椄份鸭

血清进行 斉斕斏斢斄 检测棳评价本研究建立的 斘斢棻灢
斉斕斏斢斄在临床检测上的应用暎
棽暋结果与分析

棽灡棻暋表达条件的优化

对非结构蛋白 斘斢棻表达条件进行优化后棳得

到斏斝斣斍棸灡椀旐旐旓旍暏斕棴棻表达棿旇可获得最优表达棳
表达的蛋白经斢斈斢灢斝斄斍斉分析主要为包涵体形式

存在棳蛋白大小约椂棸旊斾棬图棻棭棳经 斪斿旙旚斿旘旑斺旍旓旚
分析发现棳表达的蛋白可与鸭高免血清发生特异性

免疫反应棳表明表达的 斘斢棻蛋白具有良好的生物

学活性 棬图棽棭暎表达的蛋白经 斎旈旙斝旛旘斣斖 斘旈灢斘斣斄
斝旛旘旈旀旈斻斸旚旈旓旑斔旈旚纯化棳经 斢斈斢灢斝斄斍斉 电泳检测可

见均一的目的重组蛋白 棬图棾棭暎

图棻暋非结构蛋白 斘斢棻原核表达的斢斈斢灢斝斄斍斉分析

斊旈旂灡棻暋斏斾斿旑旚旈旀旈斻斸旚旈旓旑旓旀斘斢棻旀旘旓旐旔斉斣棾棽斸灢斘斢棻旔旍斸旙旐旈斾斺旟
斢斈斢灢斝斄斍斉

注椇棻为优化条件后的表达沉淀椈棽为优化条件后的上清液椈斖
为蛋白分子量标准暎

图棽暋非结构蛋白 斘斢棻原核表达的旝斿旙旚斿旘旑斺旍旓旚分析

斊旈旂灡棽暋斈斿旚斿斻旚旈旓旑旓旀斘斢棻斺旟旝斿旙旚斿旘旑斺旍旓旚斸旑斸旍旟旙旈旙
注椇棻为阴性血清椈棽为阳性血清椈斖 为蛋白分子量标准暎

棽灡棽暋斉斕斏斢斄 条件的优化

经优化后的 斉斕斏斢斄 条件为棳抗原包被质量浓

度为棽灡椀毺旂暏旐斕棴棻暍一抗 棬鸭血清棭最佳稀释度

棻暶棻棸棸暍酶标二抗 棬斎斠斝标记的羊抗鸭斏旂斍棭最

佳稀释度棻暶棾棸棸棸暍作用时间为椆棸旐旈旑暍棾椃曟避

光显色椀旐旈旑时斝棷斘值最大暎
棽灡棾暋血清阴阳性判定

根据间接斉斕斏斢斄检测结果计算出棾棸份阴性血

清的斚斈棿椀棸旑旐平均值为棸灡棽棸椂棳标准差斢斈为棸灡棸椀椂棳
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图棾暋斘斢棻蛋白的纯化

斊旈旂灡棾暋斝旛旘旈旀旈斿斾旘斿斻旓旐斺旈旑斸旑旚斘斢棻
注椇棻为重组蛋白未纯化椈棽为重组蛋白纯化椈斖 为蛋白分子量

斖斸旘旊斿旘暎

当样品 斚斈棿椀棸旑旐曒 棬阴性血清 斚斈棿椀棸旑旐棲棽倍斢斈棭时

为阳性棳反之为阴性棳样品 斚斈棿椀棸旑旐曒棸灡棾棻椄时判

定为阳性棳斚斈棿椀棸旑旐椉棸灡棾棻椄时判为阴性 棬图棿棭暎

图棿暋棾棸份临床阴性样品的检测

斊旈旂灡棿暋斈斿旚斿斻旚旈旓旑旓旀棾棸旑斿旂斸旚旈旜斿旙斿旘旛旐旙斸旐旔旍斿旙斺旟旈旑斾旈旘斿斻旚
斉斕斏斢斄

棽灡棿暋特异性试验

用建立的间接 斉斕斏斢斄 方法对产蛋下降综合征

病毒 棬斉旂旂斾旘旓旔旙旟旑斾旘旓旐斿旜旈旘旛旙棳斉斈斢斨棭暍番鸭细

小病 毒 棬斖旛旙斻旓旜旟斾旛斻旊旔斸旘旜旓旜旈旘旛旙棳斖斈斝斨棭暍棻
型鸭肝炎病毒 棬斾旛斻旊旇斿旔斸旚旈旚旈旙旜旈旘旛旙旚旟旔斿棻棳斈斎斨灢
棻棭暍鸭源禽流感病毒 棬斎椀斘棻和 斎椆斘棽棭暍禽棻型

副粘病 毒 棬斸旜旈斸旑旔斸旘斸旐旟旞旓旜旈旐旙旚旟旔斿旍棳斄斝斖斨灢
棻棭暍番 鸭 呼 肠 孤 病 毒 棬斖旛旙斻旓旜旟斾旛斻旊旘斿旓旜旈旘旛旙棳
斖斈斠斨 棭 和 鸭 疫 里 默 氏 菌 棬斠旈斿旐斿旘斿旍旍斸

斸旑斸旚旈旔斿旙旚旈旀斿旘棳斠斄棭棻 型和 棽 型阳性血清 棬斠斄灢棻
和斠斄灢棽棭暍鸭阴性血清 棬斘斆棭和鸭源禽坦布苏病

毒高免抗体 棬斝斆棭棳测定其 斚斈棿椀棸旑旐值棳均小于阴

阳性临界值 棸灡棾棻椄棳而阳性血清值为 棻灡棸椄棻 棬图
椀棭棳表明本试验建立的间接 斉斕斏斢斄 方法具有较好

的特异性暎

图椀暋鸭常见病原高免血清斉斕斏斢斄检测

斊旈旂灡椀暋斏旑斾旈旘斿斻旚斉斕斏斢斄旓旑旙斿旘旛旐 旙斸旐旔旍斿旙斻旓旍旍斿斻旚斿斾旀旘旓旐
斻旓旐旐旓旑斾旛斻旊旈旑旀斿斻旚旈旓旛旙斾旈旙斿斸旙斿旙

棽灡椀暋斉斕斏斢斄方法的应用

棽灡椀灡棻暋自然感染与疫苗免疫鸭血清的检测暋棽棿份

经以全病毒包被抗原建立的 斉斕斏斢斄 检测为阳性的

鸭血清棳经本研究建立的 斉斕斏斢斄 检测均为阳性棳
表明建立的 斘斢棻灢斉斕斏斢斄方法不能用于区分鸭群坦

布苏病毒自然感染和鸭群坦布苏病毒灭活疫苗自然

免疫血清感染暎
棽灡椀灡棽暋 临 床 样 品 检 测 暋 用 本 试 验 建 立 的 间 接

斉斕斏斢斄方法对临床采集的椂椄份血清进行检测棳结

果显示阳性血清棿椆份棳阴性血清棻椆份棳阳性率为

椃棽灡棻棩暎
棾暋讨论与结论

非结构蛋白 斘斢棻是黄病毒科黄病毒属病毒的

一个较为保守的糖蛋白棳推测其与病毒毒力相关暎
研究发现棳黄病毒属病毒感染细胞后棳其 斘斢棻蛋

白或与细胞器相连棳或分泌到细胞表面 棬选择性运

输方式棭或糖基化的方式释放到上清中等存在方

式椲棻棿椵暎
研究发现棳登革热病毒 棬黄病毒科黄病毒属棭

的非结构蛋白 斘斢棻存在膜结合型和分泌型棽种主

要形式棳是登革热病毒具有较强免疫原性的蛋白暎
该非结构蛋白 斘斢棻可在登革热病人刚开始发热直

至临床期结束时都可以被检测棳甚至在登革病毒

斏旂斖 抗体尚不能被检出的情况下棳非 结构蛋白
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斘斢棻抗体就能在血清暍尿液和脑脊液中被检出棳
已 成 为 登 革 病 毒 早 期 感 染 的 一 种 重 要 标 志 分

子椲棻椀棴棻椃椵暎关于坦布苏病毒血清学快速诊断方法已

有报道椲棻椄棴棻椆椵棳主要有全病毒抗原包被和表达 斉蛋

白建立的 斉斕斏斢斄 方法和乳胶凝集方法进行血清学

诊断的研究报道棳但关于坦布苏病毒是否有类似登

革热病毒 斘斢棻蛋白的相关生物学功能还有待进一

步明确暎
本研究根据禽坦布苏病毒非结构蛋白 斘斢棻特

征棳设计引物对其进行原核表达并进行生物学活性

检测暎结果表明棳所获得重组蛋白为包涵体棳并具

有良好的生物学活性暎建立的检测禽坦布苏病毒间

接斉斕斏斢斄方法棳具有良好的特异性暍敏感性和重

复性棳可用于对禽坦布苏病毒血清学检测方法的有

力补充暎
综上所述棳本研究建立的 斘斢棻灢斉斕斏斢斄 方法可

以作为检测禽坦布苏血清学感染的储备方法棳但该

方法还不能用于对禽坦布苏病毒自然感染和灭活疫

苗血清的鉴别诊断暎
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