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　 　 摘要:　 为了迅速且便利地判定血清 ４ 型禽腺病毒(ＦＡｄＶ￣４)ꎬ设计引物进行扩增ꎬ构建重组载体ꎬ原核表达的

融合蛋白乳化后动物免疫得到多克隆抗体ꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测ꎬ最后建立即时检验(ＰＯＣＴ)荧光微球免疫层析试

纸条ꎬ并进行初步应用ꎮ 用 ＰＯＣＴ 荧光微球免疫层析试纸条检测不同浓度的 ＦＡｄＶ￣４ 病毒液及临床阳性样本ꎬ结果

表明ꎬ用 ＰＯＣＴ 荧光微球免疫层析试纸条 １５ ｍｉｎ 可以检测出结果ꎬ且检测出阳性ꎬ与临床诊断结果相符ꎮ 建立的

ＰＯＣＴ 荧光微球免疫层析检测 ＦＡｄＶ￣４ 的方法ꎬ特异性良好ꎬ操作简单且便于携带ꎬ检测效率高ꎬ有利于基层兽医临

床检测ꎮ
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　 　 禽腺病毒对养禽业有很大的隐患ꎬ许多家禽品
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种ꎬ如鸡、鸭、鹅等都会被感染ꎮ 血清 ４ 型禽腺病毒

(Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４ꎬＦＡｄＶ￣４)属于感染最为

严重的 Ｉ 群禽腺病毒ꎬ不仅可以经口、经粪水平传

播ꎬ而且还可以通过种蛋垂直传播[１]ꎮ ＦＡｄＶ￣４ 侵染

后主要以禽的心包积液和包涵体肝炎为病理特征ꎬ
在世界各地都有发生ꎮ ＦＡｄＶ￣４ 侵害 ３ ~ ５ 周龄肉鸡

和蛋雏鸡ꎬ感染率高达 ９０％以上ꎬ死亡率可高达

８０％[２￣３]ꎮ ＦＡｄＶ￣４ 是养殖业中致病的主要流行株ꎬ
一直以来给中国家禽养殖业造成了严重的经济损

失[４￣５]ꎮ
目前常用的检测 ＦＡｄＶ￣４ 的方法有 ＰＣＲ、间接

ＥＬＩＳＡ 与 ＩＦＡ 等ꎮ 这些方法大都来自实验室ꎬ要求

较高的专业技术ꎬ操作过程繁琐且检测仪器昂贵ꎬ对
于大规模的临床检测来说费时费力[６]ꎮ 荧光免疫

层析因快捷简单、价格低廉、灵敏度高等优势而广泛

应用于病原检测、食品安全检测、环境检测等方

面[７]ꎮ 即时检验( Ｐｏｉｎｔ￣ｏｆ￣ｃａｒｅ ｔｅｓｔｉｎｇꎬＰＯＣＴ)是设

备小、移动方便、操作简单、出结果时间短、即时即地

检测的检测方式[８]ꎮ 荧光微球免疫层析技术检测

病毒时有较高的效率和灵敏度ꎬ可以定量检测ꎬ而且

没有较高的技术要求ꎮ 该技术在农业上可以运用于

微生物鉴定、霉菌毒素残留测定、药物残留鉴定、动
物疾病诊断、食品质量检测等[９]ꎮ

本研究用制备的鼠源多克隆抗体偶联荧光微

球ꎬ用兔源多克隆抗体作为检测线 ( Ｔｅｓｔ ｌｉｎｅꎬ Ｔ
线)ꎬ山羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体为质控线(Ｃｏｎｔｒｏｌ ｌｉｎｅꎬ Ｃ
线) [１０]ꎬ以 ＦＡｄＶ￣４ 具有特异性的抗原决定簇 Ｈｅｘｏｎ
蛋白制备多克隆抗体ꎬ建立 ＦＡｄＶ￣４ 荧光微球免疫

层析试纸条检测方法ꎬ并验证该试纸条的特异性和

灵敏性ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 试验样品　 原核表达载体 ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１、ｐＥＴ￣
３２ａ、ＦＡｄＶ￣４ 基因组 ＤＮＡ、ＦＡｄＶ￣４ 病毒液(滴度 １
ｍｌ １×１０７.５２ ＴＣＩＤ５０)ꎬＦＡｄＶ￣４ 阳性临床样本、禽白血

病(ＡＬＶ)阳性临床样本ꎬ均由安徽农业大学动物科

技学院兽医病理生物学与疫病防控实验室保存ꎮ
１.１.２　 试验动物　 ７ 只 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠、２ 只 ２ ｋｇ 左

右的新西兰雌兔ꎮ
１.１.３　 主要试剂 　 洗脱液Ⅰ:１２０􀆰 ００ ｇ 尿素、１ ｍｌ
ｔｒｉｔａｎ１００、２􀆰 ９２ ｇ 氯化钠、０􀆰 ０５ ｇ ＥＤＴＡꎬ加入磷酸盐

缓冲液(Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ￣ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬ ＰＢＳ)至体积为 １
Ｌꎮ 洗脱液Ⅱ:１２０ ｇ 尿素、１ ｍｌ ｔｒｉｔａｎ１００ꎬ加入 ＰＢＳ
至体积为 １ Ｌꎮ Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ􀅸Ｖｅｒｓｉｏｎ ２􀆰 ０ ( Ｌｏａｄｉｎｇ
ｄｙｅ ｍｉｘ)、５× Ｐｒｏｔｅｉｎ ＳＤＳ ＰＡＧＥ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ、 ２×
Ｐｏｗｅｒ Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 均购自诺唯赞生物科技有

限公司ꎬ ＤＨ５α ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ ｃｅｌｌ、 Ｃａｔ ｎｏ􀆰
１１８０２ＥＳ 购自北京全式金生物公司ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋

白上样缓冲液、ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂盒购自上

海雅酶生物科技有限公司ꎬ弗氏完全佐剂、弗氏不完

全佐剂购自上海碧云天生物科技有限公司ꎬＨＲＰ 标

记的山羊抗兔 ＩｇＧ 和 ＨＲＰ 标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ 购

自合肥艾格博斯生物科技有限公司ꎬ荧光微球购自

美国 Ｂａｎｇｓ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓꎬ Ｉｎｃ 公司ꎮ
１.２　 试验方法

１. ２. １ 　 引 物 的 合 成 　 参考 ＧｅｎＢａｎｋ ( 登 录 号

ＭＮ７８１６６５)的 ＦＡｄＶ￣４ ｈｅｘｏｎ 基因碱基序列ꎬ设计 １
对特异性引物 ｈｅｘｏｎ￣Ｆ / ｈｅｘｏｎ￣Ｒꎬ 以实验保存 的

ＦＡｄＶ￣４ 基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ扩增目的基因片段ꎮ
用实验室保存的线性化载体 ｐＥＴ￣３２ａ 及 ｐＧＥＸ￣６ｐꎬ
分别设计载体引物 ｐＥＴ￣３２ａ￣ｈｅｘｏｎ￣Ｆ / ｐＥＴ￣３２ａ￣ｈｅｘｏｎ￣
Ｒ 和 ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１￣ｈｅｘｏｎ￣Ｆ / ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１￣ｈｅｘｏｎ￣Ｒꎬ由生

工生物工程(上海)股份有限公司合成(表 １)ꎮ

表 １　 本研究使用的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称　 　 　 序列 (５′→３′)

ｈｅｘｏｎ￣Ｆ ＧＡＣＡＴＧＧＧＧＴＣＧＡＣＣＴＡＴＴＴＣ

ｈｅｘｏｎ￣Ｒ ＡＧＴＧＡＴＧＧＣＧＧＧＡＣＡＴＣＡ

ｐＥＴ￣３２ａ￣ｈｅｘｏｎ￣Ｆ ＡＴＧＧＣＴＧＡＴＡＴＣＧＧＡＴＣＣＧＡＣＡＴＧＧＧＧＴＣ￣
ＧＡＣＣＴＡＴＴＴＣ

ｐＥＴ￣３２ａ￣ｈｅｘｏｎ￣Ｒ ＴＣＧＡＣＧＧＡＧＣＴＣＧＡＡＴＴＣＡＧＴＧＡＴＧＧＣＧＧ￣
ＧＡＣＡＴＣＡ

ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１￣ｈｅｘｏｎ￣Ｆ ＴＣＣＣＧＧＧＴＣＧＡＣＴＣＧＡＧＧＡＣＡＴＧＧＧＧＴＣＧ￣
ＡＣＣＴＡＴＴＴＣ

ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１￣ｈｅｘｏｎ￣Ｒ ＴＣＡＧＴＣＡＣＧＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＡＧＴＧＡＴＧＧＣＧ￣
ＧＧＡＣＡＴＣＡ

下划线部分为与线性化载体两末端对应的完全一致的同源臂序列ꎮ

１.２.２　 重组质粒标准品　 以实验室保存的 ＦＡｄＶ￣４
基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬＰＣＲ 扩增目的片段(７２９ ｂｐ)ꎮ
ＰＣＲ 反应程序:９５ ℃预变性 １５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ 变性 ３０
ｓꎬ５６ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃复性 ２ ｍｉｎꎬ共 ３２ 个循环ꎻ７２
℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 将重组产物进行凝胶回收ꎬ经过纯

化后ꎬ与保存的线性化载体利用 ＰＣＲ 进行连接ꎮ 转

化于感受态细胞上ꎬ构建重组质粒ꎮ 提取阳性质粒ꎬ
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进行测序ꎬ将结果进行比对ꎮ 将阳性标准品于

－２０ ℃保存ꎬ作为后续试验的阳性模板ꎮ
１.２.３　 扩增产物诱导表达条件确立 　 将 Ｈｉｓ￣ｈｅｘｏｎ
蛋白和 ＧＳＴ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白分别接种于 ＬＢ 培养基ꎬ用异

丙基￣β￣Ｄ￣硫代吡喃半乳糖苷(ＩＰＴＧ) 诱导蛋白质表

达ꎬＩＰＴＧ 终浓度设为 ０􀆰 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ及 ０􀆰 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
诱导温度分别设为 １６ ℃、２８ ℃ 及 ３７ ℃ꎮ 诱导蛋

白质表达后ꎬ１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ用
磷酸盐缓冲液(Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ￣ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬ ＰＢＳ)重悬

沉淀ꎮ 采用超声波细胞破碎仪破碎蛋白质沉淀ꎬ收
集蛋白质上清液与包涵体沉淀ꎬ经 １２％聚丙烯酰胺

凝胶(Ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)
电泳后ꎬ确定融合蛋白质的表达条件ꎮ
１.２.４　 扩增产物溶解纯化条件的确立　 先用 ＰＢＳ 重

悬包涵体沉淀ꎬ离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎮ 分别用洗脱

液Ⅰ、洗脱液Ⅱ和 ８ ｍｏｌ / Ｌ尿素重悬 Ｈｉｓ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白沉

淀ꎬ混匀ꎬ冰上静置 １０ ｍｉｎꎬ１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ
收集上清液ꎮ 分别用洗脱液Ⅰ、洗脱液Ⅱ、６ ｍｏｌ / Ｌ尿素

重悬 ＧＳＴ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白沉淀ꎬ混匀ꎬ冰上静置 １０ ｍｉｎꎬ
１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎮ 分别取经处

理后的 Ｈｉｓ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白和 ＧＳＴ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白上清液ꎬ
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 验证ꎬ确定融合蛋白的溶解条件ꎮ
１.２.５　 动物免疫及抗体效价的测定　 用 ＢＣＡ 试剂

盒测定 Ｈｉｓ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白和 ＧＳＴ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白的浓度ꎮ
用 ＰＢＳ 稀释重组抗原ꎬ首次免疫动物时ꎬ抗原溶液

与弗氏完全佐剂等量混合制成乳剂后免疫动物ꎬ之
后免疫时ꎬ抗原溶液与弗氏不完全佐剂等量混合ꎬ振
荡使之完全融合ꎮ 具体的免疫过程:取已经乳化好

的 Ｈｉｓ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白ꎬ皮下分多点注射 ７ 只 ＢＡＬＢ / ｃ 小

鼠ꎮ ２ 周、４ 周、６ 周后以相同方法再各免疫 １ 次ꎬ最
后一次免疫后 ４ ｄ 摘除小鼠眼球取血ꎮ 取 ＧＳＴ￣ｈｅｘ￣
ｏｎ 蛋白注射新西兰大白兔 ２ 只ꎬ每隔 ７ ｄ 进行一次

免疫ꎬ最后一次免疫后 ４ ｄ 采集心脏血液ꎮ 收集血

清ꎬ经过洗涤、封闭ꎬ加入不同浓度的多克隆抗血清ꎬ
孵育 １ ｈꎮ 加入待测血清ꎬ加入用封闭液按１ ∶ ５ ０００
稀释的 ＨＲＰ 标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体ꎬ孵育 １ ｈꎬ避
光ꎬ用 ３ꎬ３′ꎬ５ꎬ５′￣四甲基联苯胺 (３ꎬ３′ꎬ５ꎬ５′￣Ｔｅｔｒａｍ￣
ｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅꎬ ＴＭＢ)显色ꎬ终止后用酶标仪测定波

长 ４５０ ｎｍ 处的吸光值ꎬ计算分析 Ｐ / Ｎ 值(阳性血清

与阴性血清 ＯＤ 值之比)确定融合蛋白最佳包被浓

度ꎬ根据最佳包被浓度测定抗体效价ꎮ 用相同的方

法测定兔源多克隆抗体效价ꎮ

１.２.６　 ｈｅｘｏｎ 基因的多克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定

　 ＧＳＴ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白进行 １２％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ将蛋

白质转印到 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ封闭后 ４ ℃过夜ꎮ 以稀释

１００ 倍的鼠源多克隆抗体为一抗ꎬ稀释 ５ ０００ 倍的

ＨＲＰ 标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ 为二抗ꎬ润洗后ꎬ加 ＥＣＬ
显色液避光显色ꎮ Ｈｉｓ￣ｈｅｘｏｎ 经 １２％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电

泳转印到 ＰＶＤＦ 膜ꎬ过夜孵育ꎬ以稀释 １００ 倍的兔源

多克隆抗体为一抗ꎬ稀释５ ０００倍的 ＨＲＰ 标记的山

羊抗兔 ＩｇＧ 为二抗ꎬ加 ＥＣＬ 显色液ꎬ避光显色ꎮ 拍

照分析ꎮ
１.３　 ＦＡｄＶ￣４ ＰＯＣＴ 荧光微球免疫层析方法的建立

１.３.１　 ＰＯＣＴ 试纸条包被微球液最适 ｐＨ 的确定　
将标准品用 ＰＢＳ ２ 倍梯度稀释ꎬ空白对照为 ＰＢＳꎮ
ＦＡｄＶ￣４ 病毒液的每个样品分别用 ｐＨ 值为 ６􀆰 ２、
６􀆰 ６、７􀆰 ２ 偶联鼠源多克隆抗体组装的试纸条检测ꎬ
在电脑上读出数值ꎮ
１.３.２　 ＰＯＣＴ 试纸条包划线浓度的确定　 将标准品

用 ＰＢＳ ２ 倍梯度稀释ꎬ空白对照为 ＰＢＳꎮ 将 ＦＡｄＶ￣４
病毒液的每个样品分别用划线稀释液稀释至 １ ｇ / Ｌ、
２ ｇ / Ｌ、３ ｇ / Ｌ组装的试纸条检测ꎬ读出数值ꎮ
１.３.３　 敏感性试验　 在最适 ｐＨ 下稀释 ５ 倍微球稀

释液ꎬ利用三维喷点平台将稀释好的抗体标记微球

溶液喷涂到 ５ ｍｍ 的玻璃纤维膜与最佳划线浓度制

备好的 ＰＶＣ 板ꎮ 分别取 ＦＡｄＶ￣４ 病毒液(分别稀释

１０１、１０２、１０３、１０４ 倍)、禽白血病临床阳性样本及样

本稀释液加入加样孔ꎬ用本研究建立的 ＰＯＣＴ 荧光

微球免疫层析方法进行检测ꎬ１５ ｍｉｎ 后进行读数ꎬ保
存数据ꎮ
１.４　 临床样品的检测

将实验室保存的 ７ 份禽腺病毒样本分别进行

ＰＣＲ 检测与 ＰＯＣＴ 荧光微球免疫层析检测ꎬ对比检

测结果ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 　 ｐＥＴ￣３２ａ￣ｈｅｘｏｎ 及 ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１￣ｈｅｘｏｎ 载体的

构建

　 　 ＰＣＲ 产物与载体 ｐＥＴ￣３２ａ 用同源重组方法连接ꎬ
转化后提取质粒ꎮ 进行 ＰＣＲ 验证ꎬ结果如图 １ 所示ꎬ
ＰＣＲ 目的片段大小在 ７２９ ｂｐ 左右ꎬ与预期相符ꎬ测序

正确ꎮ ＰＣＲ 产物与载体 ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１ 经同源重组方法

连接ꎬ转化后提取质粒ꎬ进行 ＰＣＲ 验证ꎬ结果如图 ２
所示ꎬＰＣＲ 目的片段与预期相符ꎬ测序正确ꎮ
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Ｍ:核酸大小标准ꎻ１、２:ＰＣＲ 产物ꎮ
图 １　 ｐＥＴ￣３２ａ￣ｈｅｘｏｎ 载体验证

Ｆｉｇ.１　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＥＴ￣３２ａ￣ｈｅｘｏｎ

Ｍ:核酸大小标准ꎻ１、２:ＰＣＲ 产物ꎮ
图 ２　 ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１￣ｈｅｘｏｎ 载体验证

Ｆｉｇ.２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１￣ｈｅｘｏｎ

２.２　 产物诱导表达温度及 ＩＰＴＧ 浓度的确定

Ｈｉｓ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白在不同浓度 ＩＰＴＧ、不同温度下

诱导表达ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测结果表明ꎬＨｉｓ￣ｈｅｘ￣
ｏｎ 蛋白在包涵体中表达ꎬ在蛋白质相对分子质量

４.３×１０４左右出现目的条带ꎬ第 ５ 孔融合蛋白目的条

带明显 (图 ３)ꎮ 因此在 １６ ℃、 ＩＰＴＧ 浓度 ０􀆰 ２５
ｍｍｏｌ / Ｌ条件下诱导表达 Ｈｉｓ￣ｈｅｘｏｎ 融合蛋白最佳ꎮ
　 　 ＧＳＴ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白在不同浓度 ＩＰＴＧ、不同温度下

诱导表达ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测结果显示ꎬ ＧＳＴ￣
ｈｅｘｏｎ 蛋白在包涵体中表达ꎬ在蛋白质相对分子质

量５.２×１０４左右出现目的条带ꎬ第 ９ 孔融合蛋白目的

条带明显且杂蛋白质最少ꎮ 所以在 ３７ ℃、 ＩＰＴＧ 浓

度 ０􀆰 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 条件下诱导表达 ＧＳＴ￣ｈｅｘｏｎ 融合蛋

白最佳(图 ４)ꎮ
２.３　 融合蛋白的溶解纯化条件优化

Ｈｉｓ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白在大肠杆菌中以包涵体形式存

Ｍ 为蛋白质相对分子质量标准ꎬ１、２ 分别为 １６ ℃诱导温度下空

载未诱导、空载诱导ꎬ３ 为 １６ ℃诱导温度下菌液未诱导ꎬ４ ~ ６ 分

别为 １６ ℃诱导温度、ＩＰＴＧ 浓度 ０􀆰 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ下的菌液、上清液、
包涵体ꎬ７~９ 分别为 １６ ℃诱导温度、ＩＰＴＧ 浓度 ０􀆰 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ下
的菌液、上清液、包涵体ꎮ
图 ３　 Ｈｉｓ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白在大肠杆菌中的诱导表达

Ｆｉｇ.３　 Ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈｉｓ￣ｈｅｘｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ

Ｍ 为蛋白质相对分子质量标准ꎬ１、２ 分别为 １６ ℃诱导温度下空

载未诱导、空载诱导ꎻ３ 为 １６ ℃诱导温度下菌液未诱导ꎬ４~ ６ 分

别为 １６ ℃诱导温度、ＩＰＴＧ 浓度 ０􀆰 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ下的菌液、上清液、
包涵体ꎬ７~９ 分别为 ３７ ℃诱导温度、ＩＰＴＧ 浓度 ０􀆰 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ下
的菌液、上清液、包涵体ꎮ
图 ４　 ＧＳＴ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白在大肠杆菌中的诱导表达

Ｆｉｇ.４　 Ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＳＴ￣ｈｅｘｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｅ.ｃｏｌｉ

在ꎮ 对重悬沉淀混合后溶解纯化的 Ｈｉｓ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白

进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎬ从图 ５ 可看出ꎬ８ ｍｏｌ / Ｌ尿素

能充分溶解 Ｈｉｓ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白且目的蛋白浓度较高ꎮ
　 　 对经洗脱液、尿素洗脱下来的 ＧＳＴ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白

进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎬ从图 ６ 可看出ꎬ６ ｍｏｌ / Ｌ尿素

能充分溶解 ＧＳＴ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白且目的蛋白浓度较高ꎮ
２.４　 Ｈｅｘｏｎ 基因的多克隆抗体效价测定

采用间接 ＥＬＩＳＡ 方法测定最后一次免疫后小

鼠血清ꎮ 在 １ ∶ ８００ 包被抗原稀释倍数下ꎬＰ / Ｎ 值

普遍高于１ ∶ ４００ 与１ ∶ １ ６００包被浓度下的 Ｐ / Ｎ 值ꎬ
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Ｍ:蛋白质相对分子质量标准ꎻ１:洗脱液Ⅰꎻ２:洗脱液Ⅱꎻ３:８
ｍｏｌ / Ｌ 尿素ꎮ
图 ５　 Ｈｉｓ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白的溶解纯化

Ｆｉｇ.５　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｈｉｓ￣ｈｅｘｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｍ:蛋白质相对分子质量标准ꎻ１:洗脱液Ⅰꎻ２:洗液Ⅱꎻ３:６ ｍｏｌ / Ｌ
尿素ꎻ４:８ ｍｏｌ / Ｌ 尿素ꎻ５:细菌菌液ꎮ
图 ６　 ＧＳＴ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白的溶解纯化

Ｆｉｇ.６　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＧＳＴ￣ｈｅｘｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

并且在抗原稀释到１ ∶ ８００、血清稀释到１ ∶ １００ 时

Ｐ / Ｎ值达到最高ꎬ所以在１ ∶ ８００ 稀释度下包被效果

最佳ꎮ 在包被浓度１ ∶ ８００ 下进行抗体效价测定ꎬ再
用间接 ＥＬＩＳＡ 方法测定抗体效价ꎬ取Ｐ / Ｎ≥２􀆰 １ 的

血清稀释度为小鼠血清效价ꎬ结果(表 ２)显示小鼠

血清效价为１ ∶ ８１９ ２００ꎮ
　 　 用间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测最后一次免疫后新西

兰大白兔的血清ꎬ在包被浓度１ ∶ ８００ 时 Ｐ / Ｎ 值普遍

高于１ ∶ ４００ 与１ ∶ １ ６００包被浓度下的 Ｐ / Ｎ 值ꎬ且在

抗原稀释到１ ∶ ８００、血清稀释到１ ∶ ８００ 时 Ｐ / Ｎ 值达

到最高ꎬ所以在１ ∶ ８００ 稀释度下包被效果最佳ꎮ 在

包被浓度１ ∶ ８００ 时进行抗体效价测定ꎬ再用间接

ＥＬＩＳＡ 方法测定抗体效价ꎬ取Ｐ / Ｎ≥２􀆰 １ 的血清稀释

度为兔血清效价ꎬ结果(表 ３)显示ꎬ１ 号兔的血清效

价为１ ∶ ５１２ ００、２ 号兔血清效价为１ ∶ １０２ ４００ꎮ

表 ２　 鼠源抗体效价的间接 ＥＬＩＳＡ 测定结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ｆｏｒ ｍｏｕｓｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ

血清稀释度　 　 阳性对照(Ｐ)
ＯＤ 值

阴性对照(Ｎ)
ＯＤ 值

Ｐ / Ｎ 值

１ ∶ ４００ ２.８７９ ４５ ０.０４９ ２０ ５８.５２５ ４０

１ ∶ ８００ ２.３０２ ５０ ０.０４４ ６０ ５１.６２５ ５０

１ ∶ １ ６００ １.９７５ ５０ ０.０４６ ７５ ４２.２５６ ６０

１ ∶ ３ ２００ １.８９６ ７５ ０.０４７ ６５ ３９.８０５ ８０

１ ∶ ６ ４００ １.８８４ ５５ ０.０４７ ７５ ３９.４６７ ００

１ ∶ １２ ８００ １.８１０ ３０ ０.０４６ ９５ ３８.５５８ ００

１ ∶ ２５ ６００ １.６０９ ７０ ０.０４６ ７５ ３４.４３２ ００

１ ∶ ５１ ２００ １.３０１ ９０ ０.０４５ ００ ２８.９３１ １０

１ ∶ １０２ ４００ ０.９２３ ３０ ０.０４４ ４０ ２０.７９５ ００

１ ∶ ２０４ ８００ ０.５４６ ６５ ０.０４１ ８０ １３.０７７ ７０

１ ∶ ４０９ ６００ ０.３９１ ８５ ０.０４０ ５０ ９.６７５ ３０

１ ∶ ８１９ ２００ ０.２３６ ５０ ０.０４８ ５５ ４.８７１ ３０

１ ∶ １ ６３８ ４００ ０.０８９ ７１ ０.０４７ ７３ １.８７９ ５０

２.５　 多克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定

将 ＧＳＴ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定ꎬ结果

(图 ７)显示第 ２ 孔在５.２×１０４左右出现与预期蛋白

质大小相同的条带ꎮ 将 Ｈｉｓ￣ｈｅｘｏｎ 融合蛋白进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定ꎬ结果(图 ８)显示第 ２ 孔在４.３×１０４

左右出现与预期蛋白质大小相同的条带ꎮ
２.６　 ＰＯＣＴ 试纸条包被微球液最适 ｐＨ 的优化及

划线浓度的确定

　 　 用 ＦＡｄＶ￣４ 病毒液作为标准品鉴定试纸条包被

微球液最适 ｐＨꎮ 采用荧光读数仪读取 Ｔ 线(检测线)
和 Ｃ 线(质控线)的荧光强度ꎬ并计算 Ｔ / Ｃ 值ꎮ Ｔ / Ｃ
值越大说明特异性越好ꎬ如表 ４ 所示ꎬ该鼠源多克隆

抗体荧光包被微球液在 ｐＨ 为 ６􀆰 ６ 时效果最好ꎮ
２.７　 ＰＯＣＴ 试纸条划线质量浓度的优化

用 ＦＡｄＶ￣４ 病毒液作为标准品ꎬ比较试纸条包

被微球液最适的兔源多克隆抗体 Ｔ 线划线质量浓

度ꎮ 用荧光读数仪读取的 Ｔ 线和 Ｃ 线荧光强度ꎬ并
计算 Ｔ / Ｃ 值ꎮ Ｔ / Ｃ 值越大说明特异性越好ꎬ如表 ５
所示ꎬ兔源多克隆抗体 Ｔ 线划线质量浓度在 ３ ｇ / Ｌ时
效果最好ꎮ
２.８　 ＰＯＣＴ 荧光微球免疫层析检测的敏感性

用 ＰＯＣＴ 试纸条检测实验室保存的临床样本ꎬ
分别检测了 ３ 组 ＰＢＳ 稀释液、３ 组 ＡＬＶ 阳性组织研

磨液、３ 组 ＦＡｄＶ￣４ 阳性组织研磨液与 ５ 组 ＦＡｄＶ￣４
病毒液ꎮ 结果(表 ６)显示 ＡＬＶ 阳性组织研磨液为
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阴性ꎬＦＡｄＶ￣４ 阳性组织稀释液为阳性ꎮ ＦＡｄＶ￣４ 病

毒液的稀释度１×１０３时为阳性ꎬ稀释度１×１０４时为阴

性ꎬ禽白血病阳性组织液为阴性ꎮ 检测病毒液最低

病毒滴度为 １ ｍｌ １×１０４.５２ ＴＣＩＤ５０ꎮ

表 ３　 兔源抗体效价的间接 ＥＬＩＳＡ 测定结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ

血清稀释度　 　 １ 号阳性对照
(Ｐ)ＯＤ 值

２ 号阳性对照
(Ｐ)ＯＤ 值

阴性对照
(Ｎ)ＯＤ 值 １ 号 Ｐ / Ｎ ２ 号 Ｐ / Ｎ

１ ∶ ４００ ２.１８１ ３.１２４ ０.２２０ ９.８９８ １４.１７７

１ ∶ ８００ ２.１０７ ２.９９７ ０.１７５ １２.０２９ １７.１０９

１ ∶ １ ６００ ２.２５６ ３.０９６ ０.２２２ １０.１２８ １３.８９６

１ ∶ ３ ２００ １.７７２ ２.４１２ ０.２１１ ８.３８１ １１.４０６

１ ∶ ６ ４００ ０.９５６ ２.３７７ ０.２４７ ３.８５９ ９.５９４

１ ∶ １２ ８００ ０.５１３ ０.９５５ ０.１４５ ３.５２３ ６.５６０

１ ∶ ２５ ６００ ０.２７６ ０.４９７ ０.１１５ ２.３８５ ４.２９９

１ ∶ ５１ ２００ ０.１５７ ０.２４６ ０.０５４ ２.９０５ ４.５６１

１ ∶ １０２ ４００ ０.１０１ ０.２５３ ０.１２３ ０.８２４ ２.０６０

１ ∶ ２０４ ８００ ０.１２１ ０.２０７ ０.１１８ １.０２６ １.７５８

１:ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１ 空载菌液ꎻ２:ＧＳＴ￣ｈｅｘｏｎ 蛋白ꎮ
图 ７　 鼠源多克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定

Ｆｉｇ.７　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

１:ｐＥＴ￣３２ａ 空载菌液ꎻ２:ｐＥＴ￣３２ａ￣ｈｅｘｏｎꎮ
图 ８　 兔源多克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定

Ｆｉｇ.８　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ

表 ４　 不同包被微球液 ｐＨ 下 ＰＯＣＴ 试纸条荧光强度峰值

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｐｅａｋ ｏｆ ＰＯＣＴ ｓｔｒｉｐｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐＨ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

荧光包被微球液 ｐＨ 项目　 　 　 　 病毒原液 １ ∶ ２ 稀释液 １ ∶ ４ 稀释液

６.２ Ｔ 峰峰值 ８ ７１５ ７０５ ８ ７９４ ６２０ ８ ６３２ ５４５

Ｃ 峰峰值 ９ １２３ ５９６ ９ １８２ ８９０ ８ ６１５ ９３１

Ｔ 峰峰值 / Ｃ 峰峰值比值(Ｔ / Ｃ) ０.９５５ ０.９５７ １.００１

６.６ Ｔ 峰峰值 ８ ６６７ ８２９ ８ ７２７ ２５２ ８ ６６０ ６０２

Ｃ 峰峰值 ８ ９９９ ７６４ ９ １６６ ００７ ８ ６２９ ２８８

Ｔ 峰峰值 / Ｃ 峰峰值比值(Ｔ / Ｃ) ０.９６３ ０.９５２ １.００３

７.２ Ｔ 峰峰值 ８ ７５５ ７８７ ８ ８４２ ６５２ ８ ６０４ ７３５

Ｃ 峰峰值 ９ ４４４ ８８８ ９ ９５７ ７８３ ９ ５３９ ５８７

Ｔ 峰峰值 / Ｃ 峰峰值比值(Ｔ / Ｃ) ０.９２７ ０.８８８ ０.９０２

２.９　 ＰＯＣＴ 荧光微球免疫层析检测方法初步应用

取实验室保存的 ７ 份禽腺病毒样本用 ＰＯＣＴ 荧

光微球免疫层析试纸条检测ꎮ ＰＯＣＴ 荧光微球免疫

层析试纸条 １５ ｍｉｎ 检测出结果ꎮ 检测结果如图 ９
所示ꎬ检测出 ２ 份阳性ꎬ与 ＰＣＲ 检测结果和临床诊

断结果相符ꎮ

３０３１邵　 颖等:血清 ４ 型禽腺病毒 ＰＯＣＴ 荧光微球免疫层析检测方法的建立



表 ５　 不同兔源抗体质量浓度下 ＰＯＣＴ 试纸条荧光峰值

Ｔａｂｌｅ ５ 　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｐｅａｋ ｏｆ ＰＯＣＴ ｓｔｒｉｐｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

兔源多克隆
抗体划线液
质量浓度
(ｇ / Ｌ)

项目 病毒原液 １ ∶ ２ 稀释液

１ Ｔ 峰峰值 ４５ ５８８ ３７７ １２ ９６６ ４７２

Ｃ 峰峰值 ３ ８６２ ３９３ ３ ２４１ ４０５

Ｔ 峰峰值 / Ｃ 峰峰值比
值(Ｔ / Ｃ)

１１.８０３ ４.０００

２ Ｔ 峰峰值 １６ ２２０ １６３ １７ ６７０ ８７１

Ｃ 峰峰值 ７０４ ４７１ １ ４１２ ８２６

Ｔ 峰峰值 / Ｃ 峰峰值比
值(Ｔ / Ｃ)

２３.０２４ １２.５０７

３ Ｔ 峰峰值 ３４ ８０２ ５０３ １７ ９７７ ９１５

Ｃ 峰峰值 ４７６ ９６５ ２８５ ５２２

Ｔ 峰峰值 / Ｃ 峰峰值比
值(Ｔ / Ｃ)

７２.９６６ ６２.９６５

表 ６　 ＰＯＣＴ 试纸条检测临床组织样本的荧光强度峰值之比

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｐｅａｋ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍ￣
ｐｌｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＰＯＣＴ ｓｔｒｉｐｓ

样本 组别 Ｔ 峰峰值 Ｃ 峰峰值 Ｔ / Ｃ

ＰＢＳ １ ３７７ ９５６ ３０ １４９ １３８ ０.０１２

２ ２０８ ５７８ ２２ ２８５ ４５２ ０.００９

３ １１５ ５１５ １１ ８２０ ７６２ ０.００９

ＡＬＶ 阳性组织研磨液 １ ２２０ ０７２ １４ ４２２ ６２６ ０.０１５

２ ３６４ ７４１ ２５ １０８ ９７６ ０.０１４

３ ３ １３６ ０６１ １５１ ０９１ ６２２ ０.０２０

ＦＡｄＶ￣４阳性组织研磨液 １ ４７ ６９４ ４０１ ２２ ９２６ ５５１ ２.０８０

２ ２９ ８７９ ８６２ ３４ ４５９ １７６ ０.８６７

３ ６０ ４９５ ４５７ ７４ ２３３ ４３４ ０.８１４

ＦＡｄＶ￣４病毒液 １ ３４ ８０２ ５０３ ４７６ ９６５ ７２.９６６

２ １６ ２２０ １６３ ７０４ ４７１ ２３.０２４

３ １７ ６７０ ８７１ １ ４１２ ８２６ １２.５０７

４ １２ ９６６ ４７２ ３ ２４１ ４０５ ４.０００

５ ４５ ７３９ ４５７ ２８７ ７６７ ９５２ ０.１５８

５ 组 ＦＡｄＶ￣４ 病毒液中ꎬ１ 为原液(滴度为 １ ｍｌ １×１０７.５２ ＴＣＩＤ５０)ꎬ２~５
分别为 １０１、１０２、１０３、１０４倍稀释液ꎮ

３　 讨 论

禽腺病毒属于禽腺病毒属ꎬ是 ＤＮＡ 病毒[１１￣１３]ꎮ
禽腺病毒有 １２ 种血清型(ＦＡｄＶ￣１ ~ ＦＡｄＶ￣７、ＦＡｄＶ￣

图 ９　 ＰＯＣＴ 荧光微球免疫层析试纸条检测结果图

Ｆｉｇ.９　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＯＣＴ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｒｏｐｈｅｒｅ ｉｍｍｕ￣
ｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｔｅｓｔ ｓｔｒｉｐ

８ａ、 ＦＡｄＶ￣８ｂ、 ＦＡｄＶ￣９ ~ ＦＡｄＶ￣１１ ) [１４]ꎮ ＦＡｄＶ￣４ 和

ＦＡｄＶ￣８ｂ 两种血清型最常见ꎬＦＡｄＶ￣４ 型在中国养禽

业中发生更加普遍ꎬ引起了广泛重视[１５]ꎮ 血清 ４ 型

禽腺病毒会引起鸡的包涵体肝炎、心包积水综合征、
产蛋下降综合征等临床症状ꎬ发病率和死亡率都很

高[１６]ꎮ 目前对于血清 ４ 型禽腺病毒最常见的检测

法有琼脂试验检测法、中和试验检测法、ＥＬＩＳＡ 检测

法、免疫荧光技术检测法等ꎬ这些检测方法都能有效

地检测病毒ꎬ具有良好的特异性[１７]ꎬ但是操作专业

性强ꎬ需要在实验室条件下进行ꎬ对于养殖场工作者

来说是比较困难的ꎮ 因此建立操作要求低且适用于

大部分养殖场和基层兽医临床的检测方法十分必

要ꎮ
　 　 本研究针对血清 ４ 型禽腺病毒特异性抗原的多

克隆抗体ꎬ建立了一种检测血清 ４ 型禽腺病毒的

ＰＯＣＴ 荧光微球免疫层析试纸条检测方法ꎮ 生产

ＰＯＣＴ 荧光微球免疫层析试纸条的关键技术在于抗

体的制备ꎬ用特异性高的抗体制备的试纸条特异性

和灵敏性也更高[１８]ꎮ 利用同源重组技术将目的基

因与载体连接ꎬ转化为 Ｈｉｓ￣ｈｅｘｏｎ 和 ＧＳＴ￣ｈｅｘｏｎꎬ作
为免疫原ꎬ制备高效价的多克隆抗体ꎬ用间接 ＥＬＩＳＡ
和Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 方法鉴定ꎮ 本试验用的是多克隆

抗体ꎬ利用 ＰｒｏｔｅｉｎＡ / Ｇ￣Ｓｅｐｈｒｏｓｅ ＦＦ 亲和层析柱快速

提取多抗中的 ＩｇＧꎬ大大提高了试纸条的特异性ꎬ捕
获到了抗原的存在ꎬ但灵敏度还有待进一步提

高[１９]ꎮ
影响试纸条特异性与灵敏性的因素还有一些化

学药剂造成的非特异性结合、包被液和稀释液的浓

度、包被液的 ｐＨ 等ꎮ 不同样本稀释液检测的结果
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会有一定的差异ꎬ一般会选择 ＰＢＳꎮ 在试纸条组装

过程中ꎬ要避免操作台不被病原等可控因素影响ꎬ组
装时尽可能不触碰到结合垫与 ＮＣ 膜ꎬ避免出现误

差[２０]ꎮ 本试纸条最大的优点是不需要昂贵的仪器ꎬ
定性检测的时候只需要紫外灯光照射便可观察结

果ꎬ既快速又简单[２１]ꎬ可以在 １５ ｍｉｎ 内产生结果ꎬ
适合于现场快速检测ꎮ 但还需要进一步完善和优化

生产过程ꎬ以适应不断变化的检测需求ꎮ
荧光微球制备过程简单且受外界环境的干扰较

小ꎬ稳定性更好ꎬ利用检测仪就能实现基本定量ꎬ同
时 ＰＯＣＴ 技术已是很多病毒检测项目的研究热

点[２２]ꎮ 本试验将二者相结合ꎬ建立了血清 ４ 型禽腺

病毒的 ＰＯＣＴ 荧光微球免疫层析检测方法ꎬ为基层

兽医临床诊断提供了一种新的快速检测方法ꎮ
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