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摘要： 旨在制备鸭坦布苏病毒 （ＤＴＭＵＶ） Ｅ 蛋白多克隆抗体并建立抗体检测方法。 克隆 ＤＴＭＵＶ Ｅ 基因， 构建重组质粒 ｐＥＴ－３２ａ－Ｅ 并进行原核

表达， 对表达蛋白提纯后免疫家兔， 制备兔抗 ＤＴＭＵＶ Ｅ 蛋白多克隆抗体。 以原核表达的 Ｅ 蛋白作为包被抗原， 建立了检测抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 方

法。 结果： ＤＴＭＵＶ Ｅ 蛋白在大肠杆菌中成功表达， 且具有良好的免疫原性， 制备的兔源抗 ＤＴＭＵＶ Ｅ 蛋白多克隆抗体能够与 ＤＴＭＵＶ 发生良好特

异性反应， 建立的抗体间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法具有高敏感性、 特异性和重复性。 提示： 制备的 ＤＴＭＵＶ 多克隆抗体和建立的抗体间接 ＥＩＩＳＡ 检测方

法为 ＤＴＭＵＶ 的深入研究提供了技术支撑。
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　 　 鸭坦布苏病毒 （ ｄｕｃｋ Ｔｅｍｂｕｓｕ ｖｉｒｕｓ， ＤＴＭＵＶ）
作为一种严重威胁鸭健康的病毒， 其高感染率和严重

的致病性给养鸭业造成严重的威胁和较大的经济损

失。 据报道， ＤＴＭＵＶ 对鸭的感染率高达 ８０％， 一旦

感染， 将导致蛋鸭产蛋率急剧下降， 雏鸭生长受阻甚
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至死亡， 恢复生产性能需要较长时间， 并且难以恢复

到感染前的产蛋水平［１］。 ２０１０ 年中国首次报道

ＤＴＭＵＶ 感染病例。 该病毒除了对养鸭业的直接影响

外， 也威胁着公共卫生安全［２－４］。 因此， 加强对 ＤＴ⁃
ＭＵＶ 的研究显得尤为迫切。

ＤＴＭＵＶ 属于黄病毒科中的一个成员［５］， 病毒粒

子为球形， 直径在 ３０～５０ ｎｍ 之间， 表面包裹着一层

囊膜。 ＤＴＭＵＶ 的基因组中包含了 １０ 个编码病毒蛋白

的基因［６－７］， 其中位于病毒表面的重要蛋白是 Ｅ 蛋

白， 其分子质量约为 ５４ ｋＤａ［８－９］。 Ｅ 蛋白作用广泛，
与病毒的宿主范围、 毒力、 免疫保护力、 组织嗜性等

都有很大的关系［１０］。 另外， 由于 Ｅ 蛋白本身有许多
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保护性抗原表位， 可产生中和抗体， 发生保护性免疫

应答［１１］。 疫苗研究通常选择 Ｅ 蛋白作为 ＤＴＭＵＶ 的

主要目标蛋白。 因此， 深入研究 ＤＴＭＵＶ Ｅ 蛋白功

能， 有助于揭示病毒的感染机制和生物学特征。
本研究拟通过对之前分离的 １ 株 ＤＴＭＵＶ 的 Ｅ 基

因进行克隆并在原核系统中进行表达， 使用纯化的重

组蛋白对家兔进行免疫， 制备用于检测 ＤＴＭＵＶ 的抗

Ｅ 蛋白多克隆抗体， 并建立针对重组 Ｅ 蛋白的间接

ＥＬＩＳＡ 检测方法， 旨在为研究 ＤＴＭＵＶ 感染过程中的

作用机制提供物质基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

试验 家 兔 从 南 京 青 龙 山 动 物 繁 殖 场 购 买。
ＤＴＭＵＶ 毒株， 本实验室前期分离到的病毒株 ＤＴＭＵＶ－
２０２２－ＷＦ； 羊抗鼠 ＩｇＧ－Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 购自碧云天生

物技术； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 所用 ＨＲＰ 标记山羊抗小鼠

ＩｇＧ２ａ （Ｈ＋Ｌ） 抗体购自 ＫＰＬ 公司； ｐＥＴ－３２ａ 载体购

自北京百奥莱博科技有限公司； ＤＭＥＭ 细胞培养基、
２×ＤＭＥＭ 培养基、 胎牛血清 （ ＦＢＳ） 及双抗 （ １００
μｇ ／ ｍＬ 链霉素和 １００ ＩＵ ／ ｍＬ 青霉素） 均购自于

ＧＩＢＣＯ 公司； 细胞消化用 ０􀆰 ０５％胰酶 （Ｔｒｙｐｓｉｎ） 购

自于 Ｓｉｇｍａ 公司； ＲＩＰＡ 细胞裂解缓冲液购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ
公司； 总 ＲＮＡ 提取试剂盒、 带有 ｇＤＮＡ 擦除剂的

ＨｉＳｃｒｉｐｔ®Ⅱ Ｑ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ＰＣＲ 反转录试剂盒购自南

京诺唯赞公司； 封闭用山羊血清购自上海碧云天生物

技术公司； 封闭式脱脂奶粉从光明牛奶有限公司购

买； 小剂量质粒纯化试剂盒和 Ｗ－ＴＭＢ 显色液试剂盒

均从生工生物工程 （上海） 股份有限公司购买； ２×
Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ、 ＤＬ１５０００ Ｍａｒｋｅｒ 均

购自上海碧云天生物技术有限公司； Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶

试剂盒购自翌圣生物； 限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ
购自宝生物工程 （大连） 有限公司； ＥＬＩＳＡ ９６ 孔酶

标板购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司； ＥＬＩＳＡ 包被液、 ＴＭＢ 显色液、
终止液购自默沙克生物； １０×ＰＢＳＴ、 ５％牛血清白蛋

白 （ＢＳＡ） 封闭液购自北京索莱宝生物科技有限公

司； 其余试剂为国产分析纯。 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 和 ＤＨ５α
感受态细胞从重庆擎科生物科技有限公司购买。
ＢＨＫ－２１ 细胞由本实验室保存。
１􀆰 ２　 引物的设计与合成

利用 ＧｅｎＢａｎｋ 中参考株 ＤＴＭＵＶ－ＳＤ２０１０ （登录

号： ＭＮ６４９２６０） 的核苷酸序列， 在 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 软件

中设计了专门针对 ＤＴＭＵＶ Ｅ 基因的引物， 并在引物

序列上添加了相应的酶切位点。 具体引物序列如下：
引物 Ｆ： ５′－ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＧＡＧＴＧＡＡＴＧＧＴＧＴＴＧＡＧＴＧ－
３′， 其中划线部分为 ＥｃｏＲⅠ酶切位点； 引物 Ｒ： ５′－

ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＣＡＴＧＣＣＴＴＧＡＧＴＡＡＴＣＣＡ－３′， 其中划

线部分为 ＸｈｏⅠ酶切位点。 目的片段为 １ ３５３ ｂｐ。 引

物由重庆擎科生物技术有限公司合成。
１􀆰 ３　 Ｅ 基因的克隆及载体的构建

据病毒 ＲＮＡ 提取试剂盒说明书从 ＤＴＭＵＶ－２０２２－
ＷＦ 毒株中提取总 ＲＮＡ， 并通过 ５×Ａｌｌ － Ｉｎ －Ｏｎｅ ＲＴ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 反转录试剂盒反转录得到 ｃＤＮＡ。 反转录

反应体系 （总体积 ２０ μＬ）： ４×ＡｃｃｕＲＴ Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｍｉｘ
２ μＬ， 总 ＲＮＡ ６ μＬ， ５ × ＡｃｃｕＲＴ Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｓｔｏｐｐｅｒ
２ μＬ， ５×Ａｌｌ－Ｉｎ－Ｏｎｅ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ４ μＬ， ＤＥＰＣ 水

６ μＬ。 反转录条件： ２５ ℃， １０ ｍｉｎ； ４２ ℃， １５ ｍｉｎ；
８５ ℃， ５ ｍｉｎ。 反转录得到的 ｃＤＮＡ 产物作为模板直

接用于 ＰＣＲ 扩增， 预期扩增片段大小为 １ ３５３ ｂｐ。
ＰＣＲ 扩增体系 （总体积 ２５ μＬ）： ＰＣＲ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ，
ｃＤＮＡ ２􀆰 ５ μＬ， 上下游引物各 １ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ８ μＬ。
ＰＣＲ 扩增条件： ９５ ℃， ５ ｍｉｎ 预变性； ９５ ℃ 变性

３０ ｓ， ５３ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 ４５ ｓ， 共进行 ３２ 个

循环； 最后在 ７２ ℃条件下延伸 １０ ｍｉｎ 结束。 通过琼

脂糖凝胶电泳对 ＰＣＲ 产物进行鉴定。
纯化回收阳性 ＰＣＲ 产物， 将纯化后的产物经过

ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切， 酶切片段与载体 ｐＥＴ－３２ａ
连接， 并转化至 ＢＬ２１ （ ＤＥ３） 感受态细胞中。 在

３７ ℃的培养箱中培养 １４ ～ １８ ｈ， 挑选单个菌落， 接

种于 ＬＢ 液体培养基中继续震荡培养 １６ ｈ。 待培养完

成， 提取质粒， 同时对质粒进行 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ酶

切鉴定。 完成鉴定后， 将阳性质粒命名为 ｐＥＴ－ＣＺ－
Ｅ， 送至重庆擎科生物科技有限公司测序。
１􀆰 ４　 重组 Ｅ 蛋白的诱导表达与 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定

　 　 重组菌经过鉴定后， 培养至光密度 （ＯＤ） 值为

０􀆰 ４～０􀆰 ９， 以 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导 ＤＴＭＵＶ 重组 Ｅ 蛋

白表达， 并连续培养 ８ ～ １０ ｈ。 培养结束后， 进行离

心操作。 离心后重悬菌体沉淀， 使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技
术来确认蛋白质的表达情况。 同时， 剩余的菌液离心

５ ｍｉｎ， 用 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲液重悬。 将样品在冰浴超声

条件下裂解， 并在 ４ ℃， １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 的条件下离心

１０ ｍｉｎ， 取上清液 （４０ μＬ） 供后续分析使用。 使用

尿素将沉淀溶解， 产生包涵体样品进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
检测。 用蛋白切胶的方法纯化 Ｅ 蛋白， 并且使用

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 来评估纯化效果［１２］。
１􀆰 ５　 重组 Ｅ 蛋白兔源多克隆抗的制备

选用家兔， 待家兔适应环境后， 开始制备能够产

生特定 Ｅ 蛋白抗体的兔源多克隆抗体。 首先， 将重

组 Ｅ 蛋白与弗氏完全佐剂按照 １ ∶ １ 的比例混合乳化

作为抗原， 采用皮下注射的方式给 ２ 只 ６ ～ ８ 周的雌

性家兔进行免疫。 隔离 １４ ｄ 后， 将重组 Ｅ 蛋白与弗

氏不完全佐剂按照 １ ∶ １ 的比例混匀， 再次通过皮下
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注射对家兔进行二免。 隔离 １４ ｄ 后， 进行三免， 方

法同二免。 三免后 １ 周进行四免， 方法同二免。 四免

后 １ 周， 通过耳静脉采血的方式收集血清。
１􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验鉴定

将 ＢＨＫ２１ 细胞接种到 ２４ 孔板中， 待细胞密度达

到 ８０％左右时， 接种 ＤＴＭＵＶ－２０２２－ＷＦ， 同时设立

空白对照组。 感染后 ４８～７２ ｈ 及时观察细胞， 待出现

细胞病变时， 收集细胞样本， ＲＩＰＡ 缓冲液裂解细胞。
通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 技术检测样品， 将跑完的蛋白胶于

３３０ ｍＡ 恒定电流条件下， 用湿转法转印 ２ ～ ３ ｈ 至

ＰＶＤＦ 膜上。 待转印完成后， 用镊子小心取出 ＰＶＤＦ
膜并于 １０％的脱脂乳中封闭， 室温条件下封闭１􀆰 ５ ｈ。
封闭完成后， 弃去封闭液， 使用 ＰＢＳＴ 溶液间隔

１０ ｍｉｎ 洗涤 ＰＶＤＦ 膜 ５ 次， 然后将制备的 Ｅ 蛋白多克

隆抗体以 １ ∶ １ ０００ 稀释作为一抗， 置于 ４ ℃摇床孵

育过夜。 过夜后取出 ＰＶＤＦ 膜并使用 ＰＢＳＴ 间隔

１０ ｍｉｎ 洗涤 ＰＶＤＦ 膜 ５ 次， 加入适量 ＨＲＰ 标记山羊

抗小鼠 ＩｇＧ２ａ （Ｈ＋Ｌ） 抗体作为二抗 （以 ５％的脱脂

乳稀释）， ３７ ℃培养箱内孵育 １ ｈ。 使用 ＰＢＳＴ 间隔

１０ ｍｉｎ 洗涤 ＰＶＤＦ 膜 ５ 次， 加入 ＥＣＬ 化学发光液，
避光条件下在化学发光成像系统仪下进行曝光操作。
１􀆰 ７　 间接免疫荧光试验 （ＩＦＡ） 鉴定

用 ＤＴＭＵＶ－２０２２－ＷＦ 感染 ＢＨＫ－２１ 细胞， 以未

感染 ＤＴＭＵＶ 的细胞作为对照， 培养 ３６ ｈ 后， 每个细

胞孔以 ４％多聚甲醛在室温下固定 ２０ ｍｉｎ， 用 ＰＢＳ
（ｐＨ ＝ ７􀆰 ２） 洗涤 ３ 次， 每次清洗持续 ５ ｍｉｎ； 用

０􀆰 １％的 Ｔｒｉｔｏｎ １００ 作用 ２０ ｍｉｎ； 洗涤后每孔加入含有

２％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ ２００ μＬ， 于 ３７ ℃封闭 ２ ｈ， 洗涤后每

孔加入按 １ ∶ ３００ 稀释的 Ｅ 蛋白多克隆抗体， 于 ４ ℃
条件下孵育过夜。 接下来用无菌 ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 每

次 ５ ｍｉｎ； 避光加入 １ ∶ １ ０００ 稀释的 ＩｇＧ－Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ
４８８ 作为二抗， 室温条件下孵育 １ ｈ； 最后在避光条

件下， 用无菌 ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 将细胞板置于荧光显

微镜下观察， 拍照并保存。
１􀆰 ８　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的建立

１􀆰 ８􀆰 １　 抗原最佳包被浓度及最佳血清稀释度的确定

采用棋盘方阵滴定法， 在 ９６ 孔 ＥＬＩＳＡ 酶标板上，
将纯化后的重组 Ｅ 蛋白用 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ·Ｌ－１、 ｐＨ 为 ９􀆰 ６
的碳酸盐缓冲液按 １６、 ８、 ４、 ２、 １ 和 ０􀆰 ５ μｇ·ｍＬ－１

进行倍比稀释， 每孔 １００ μＬ 包被酶标板， ４ ℃包被

过夜。 然后弃去孔内液体， 用 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次后， 加

入含有 ０􀆰 ２％明胶的 ＰＢＳＴ， ３７ ℃封闭 １ ｈ。 阴性与阳

性血清分别按照 １ ∶ ５０、 １ ∶ １００、 １ ∶ ２００ 和 １ ∶ ４００
进行倍比稀释， ３７ ℃ 作用 １ ｈ 后， 用 ＰＢＳＴ 洗涤 ３
次， 加入 １ ∶ ５ ０００ 稀释的羊抗鸭酶标二抗， ３７ ℃作

用 １ ｈ， 用 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次后拍干。 每孔加入 １００ μＬ

的 ＴＭＢ 显色液， 避光显色 １５ ｍｉｎ 后， 每孔加入

２ ｍｏｌ·Ｌ－１ Ｈ２ＳＯ４ 终止反应， 用酶标仪测定 ＯＤ４５０ ｎｍ

值， 当阳性血清与阴性血清 ＯＤ４５０ ｎｍ比值 （Ｐ ／ Ｎ 值）
最大时， 其对应的即为抗原最佳包被浓度与最佳血清

稀释度。
１􀆰 ８􀆰 ２　 酶标二抗最佳工作浓度的确定

采用 １􀆰 ８􀆰 １ 试验中获得的最佳抗原包被浓度和最

佳血清稀释度， 将 ＨＲＰ 标记的羊抗鸭二抗依次从

１ ∶ ２ ０００ 开始进行倍比稀释， 最大稀释倍数为 １ ∶
６４ ０００， 其余条件一致。 测定 ＯＤ４５０ ｎｍ 值后， 计算并

确定酶标二抗的最佳工作浓度。
１􀆰 ８􀆰 ３　 酶标二抗最佳工作时间的确定

采用上述试验中获得的最佳抗原包被浓度、 最佳

血清稀释浓度和最佳酶标二抗稀释浓度， 将酶标二抗

作用时间分别控制在 ３０、 ４５、 ６０ 和 ９０ ｍｉｎ， 其余条

件保持一致。 测定 ＯＤ４５０ ｎｍ值后， 计算并确定酶标二

抗的最佳工作时间。
１􀆰 ８􀆰 ４　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法对阴性和阳性临界值的确定

采用上述建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法， 对收集到的

山东省各地共 ４０ 份肉鸭 ＤＴＭＵＶ 阴性血清进行检测。
每份样品重复检测 ３ 孔， 测定 ＯＤ４５０ ｎｍ值并计算样本

的平均值 （Ｘ） 和标准差 （ ＳＤ）。 根据统计学原理，

样本的 ＯＤ４５０ ｎｍ ＞阴性样本 ＯＤ４５０ ｎｍ 均值 （Ｘ） ＋ ２ＳＤ
（标准差） 时， 能够在 ９９􀆰 ５％水平上判定为阳性。
１􀆰 ８􀆰 ５　 特异性试验

用建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法分别检测新城疫

（ＮＤ）、 Ｈ９ 亚型禽流感 （Ｈ９）、 鸭肝炎 ３ 型 （ＤＶＨ－
３）、 鸭瘟 （ＤＰ） 等阳性血清， 验证本试验建立的间

接 ＥＬＩＳＡ 方法是否对鸭其他病阳性血清有交叉反

应性。
１􀆰 ８􀆰 ６　 敏感性试验

将抗 ＤＴＭＵＶ 阳性血清从 １ ∶ １００ 开始进行倍比

稀释， 最大稀释倍数为 １ ∶ ６ ４００， 其余条件不变按上

述试验步骤进行， 验证该方法可以检测到的血清最大

稀释倍数， 从而确定该方法的敏感性。
１􀆰 ８􀆰 ７　 重复性试验

为了评估板内重复性， 在同一酶标板上， 对 １０
份血清样品 （阴性血清与阳性血清各 ５ 份） 进行了

检测， 每份样品均重复了 ６ 孔， 分别计算了每份血清

样品的板内变异系数 （ＣＶ）。 此外， 为了确定板间重

复性， 使用 ３ 块在不同时间段包被的酶标板， 对相同

的 １０ 份血清样品进行了检测， 分别计算了每份血清

样品的板间 ＣＶ。
１􀆰 ８􀆰 ８　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的临床应用

用建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测本试验室所采集
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的山东各地区免疫过鸭坦布苏病毒病 （ＤＴＭＵＶＤ）
弱毒疫苗的鸭血清样品 ２００ 份及正常未感染的肉鸭血

清样品 ５０ 份， 计算阴阳性检出率。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 Ｅ 基因的克隆及载体构建

Ｅ 基因的 ＰＣＲ 扩增结果如图 １ 所示， 可见 １ 条

约 １ ３５３ ｂｐ 的目的条带， 与预期结果一致。 将

ＤＴＭＵＶ Ｅ 基因连接到 ｐＥＴ－３２ａ 载体后， 使用限制性

内切酶 ＥｃｏＲⅠ／ ＸｈｏⅠ双酶切， 获得了 １ 条约 ５ ９００ ｂｐ
的载体片段和 １ 条约 １ ３５３ ｂｐ 的目的条带 （见图 ２），
结果与预期大小相符， 说明重组质粒 ｐＥＴ－ＣＺ－Ｅ 构

建成功。

Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＤＴＭＵＶ。

图 １　 ＤＴＭＵＶ Ｅ 基因的 ＰＣＲ 扩增

Ｍ． ＤＬ１５０００ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ｐＥＴ－ＣＺ－Ｅ。

图 ２　 重组表达载体 ｐＥＴ－ＣＺ－Ｅ 的酶切鉴定

２􀆰 ２　 重组 Ｅ 蛋白的表达形式鉴定

将重组质粒 ｐＥＴ－ＣＺ－Ｅ 在大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３）
感受态细胞中经过 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导后， 通过

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定。 结果显示 （见图 ３）， 与未诱导相

比， 重组质粒 ｐＥＴ－ＣＺ－Ｅ 在大小约 ５４ ｋＤａ 处出现了

目的蛋白， 与预期结果一致。 诱导菌裂解后沉淀中存

在重组融合蛋白， 同时上清液中也检测到少量诱导表

达的融合蛋白。 重组蛋白 ＤＴＭＵＶ Ｅ 成功表达。

Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 诱导菌裂解后上清液； ２􀆰 重组质粒 ｐＥＴ－ＣＺ－Ｅ 诱

导； ３􀆰 重组质粒 ｐＥＴ－ＣＺ－Ｅ 未诱导； ４􀆰 ｐＥＴ３２ａ 空载体未诱导； ５􀆰 诱

导菌裂解后沉淀； ６􀆰 ｐＥＴ３２ａ 空载体诱导。

图 ３　 重组 Ｅ 蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

２􀆰 ３　 重组蛋白的纯化与免疫

将含有 ｐＥＴ３２ａ （ ＋） －Ｅ ／ ＢＬ２１ 的培养物接种到

添加了 １‰双抗的 ＬＢ 液体培养基中， 以扩大培养规

模。 经过 ８ ～ １０ ｈ 的诱导表达后， 离心将菌体沉淀收

集， 然后使用超声波破碎技术对细胞进行裂解。 随

后， 提取包涵体样品， 将纯化的重组蛋白进行 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 验证， 纯化效果良好 （见图 ４）。 通过 ＢＣＡ 法

测定， 确定目的蛋白的浓度为 ３􀆰 ０２３ ｇ ／ Ｌ。 用重组蛋

白免疫家兔， 采集耳静脉血样， 并收集血清备用。

Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 未纯化的包涵体蛋白； ２􀆰 纯化后的重组 Ｅ 蛋白。

图 ４　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 对纯化后 Ｅ 蛋白的分析

２􀆰 ４　 重组 Ｅ 蛋白多克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

将 ＤＴＭＵＶ 感染 ＢＨＫ２１ 细胞， 收样后经 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 鉴定， 得到了 １ 条与预期结果一致的目的条带

（约 ５２ ｋＤａ） （见图 ５）， 表明制备的 Ｅ 多克隆抗体能
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够识别 Ｅ 蛋白。

Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 诱导 ｐＥＴ－ＣＺ－Ｅ 表达的蛋白。

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定多克隆抗体对 ＤＴＭＵＶ
感染细胞 Ｅ 蛋白的识别

２􀆰 ５　 多克隆抗体的 ＩＦＡ 检测

ＤＴＭＵＶ 感染 ＢＨＫ２１ 细胞 ７２ ｈ 后， 使用 ＩＦＡ 方

法进行检测。 结果显示， 特异性绿色荧光信号显著，
而未接受病毒感染的对照组则无荧光信号， 如图 ６ 所

示。 结果表明， 制备的兔源抗 Ｅ 蛋白多克隆抗体能

成功检测 ＤＴＭＵＶ 的 Ｅ 蛋白， 且特异性较好。
２􀆰 ６　 间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立

２􀆰 ６􀆰 １　 抗原最佳包被浓度及最佳血清稀释度的确定

方阵滴定结果显示， 当血清的稀 释 浓 度 为

１ ∶ ２００， 每孔抗原包被量为 ０􀆰 １ μｇ 时 （表 １）， 阳性

血清的 ＯＤ４５０ ｎｍ值可达到 １􀆰 ０６５， 与之对应的阴性血清

孔 ＯＤ４５０ ｎｍ 值 为 ０􀆰 １９４， 阳 性 血 清 与 阴 性 血 清 的

ＯＤ４５０ ｎｍ比值最大 （Ｐ ／ Ｎ＝ ５􀆰 ４８９）。 由此得出， 最佳的

血清 稀 释 度 为 １ ∶ ２００， 抗 原 的 最 佳 包 被 量 为

０􀆰 １ μｇ ／孔。

Ａ． 对照组； Ｂ． ＤＴＭＵＶ 感染组。

图 ６　 重组 Ｅ 蛋白的 ＩＦＡ 检测

表 １　 方阵滴定法测定抗原最佳包被浓度及最佳血清稀释度

血清稀释度 指标
抗原浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１）

１６ ８ ４ ２ １ ０􀆰 ５

１ ∶ ５０

阳性血清 ＯＤ４５０ ｎｍ值 １􀆰 ７４５ １􀆰 ７７９ １􀆰 ６８２ １􀆰 ７６１ １􀆰 ４９５ １􀆰 １４８

阴性血清 ＯＤ４５０ ｎｍ值 ０􀆰 ４６２ ０􀆰 ３６６ ０􀆰 ４４１ ０􀆰 ４０１ ０􀆰 ４３３ ０􀆰 ４１８

Ｐ ／ Ｎ ３􀆰 ７７７ ４􀆰 ８６１ ３􀆰 ８１４ ４􀆰 ３９２ ３􀆰 ４５３ ２􀆰 ７４６

１ ∶ １００

阳性血清 ＯＤ４５０ ｎｍ值 １􀆰 ４０４ １􀆰 ５２３ １􀆰 ４２５ １􀆰 ３２２ １􀆰 １６７ １􀆰 ０２２

阴性血清 ＯＤ４５０ ｎｍ值 ０􀆰 ３１１ ０􀆰 ２９５ ０􀆰 ３２１ ０􀆰 ３１５ ０􀆰 ３３４ ０􀆰 ２９６

Ｐ ／ Ｎ ４􀆰 ５１４ ５􀆰 １６３ ４􀆰 ４３９ ４􀆰 １９７ ３􀆰 ４９４ ３􀆰 ４５３

１ ∶ ２００

阳性血清 ＯＤ４５０ ｎｍ值 １􀆰 ４９６ １􀆰 ３３７ １􀆰 ２２４ １􀆰 １４２ １􀆰 ０６５ ０􀆰 ６５８

阴性血清 ＯＤ４５０ ｎｍ值 ０􀆰 ３０２ ０􀆰 ２５５ ０􀆰 ２４７ ０􀆰 ２４１ ０􀆰 １９４ ０􀆰 ２２１

Ｐ ／ Ｎ ４􀆰 ９５４ ５􀆰 ２４３ ４􀆰 ９５５ ４􀆰 ７３９ ５􀆰 ４８９ ２􀆰 ９７７

１ ∶ ４００

阳性血清 ＯＤ４５０ ｎｍ值 ０􀆰 ９９５ ０􀆰 ９１２ ０􀆰 ８６２ ０􀆰 ８１８ ０􀆰 ７１２ ０􀆰 ５１８

阴性血清 ＯＤ４５０ ｎｍ值 ０􀆰 ２０１ ０􀆰 １７９ ０􀆰 １６４ ０􀆰 １５７ ０􀆰 １５９ ０􀆰 １３７

Ｐ ／ Ｎ ４􀆰 ９５０ ５􀆰 ０９５ ５􀆰 ２５６ ５􀆰 ２１０ ４􀆰 ４７８ ３􀆰 ７８１

２􀆰 ６􀆰 ２　 酶标二抗最佳工作浓度的确定

结果显示， 当酶标二抗羊抗鸭以 １ ∶ １６ ０００ 稀释

时， 阳性值更接近于 １ 且 Ｐ ／ Ｎ ＝ ４􀆰 ５０３ 为最大。 因此，
将 １ ∶ １６ ０００ 确定为酶标二抗的最佳工作浓度 （表 ２）。
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表 ２　 酶标二抗最佳工作浓度测定

指标
二抗稀释倍数

１ ∶ ２ ０００ １ ∶ ４ ０００ １ ∶ ８ ０００ １ ∶ １６ ０００ １ ∶ ３２ ０００ １ ∶ ６４ ０００

阳性血清 ＯＤ４５０ ｎｍ值 ３􀆰 ３５５ ２􀆰 ８３６ １􀆰 ９７７ １􀆰 ２７９ ０􀆰 ７９２ ０􀆰 ４８２

阴性血清 ＯＤ４５０ ｎｍ值 ０􀆰 ９６４ ０􀆰 ６５１ ０􀆰 ４６７ ０􀆰 ２８４ ０􀆰 １７７ ０􀆰 １１７

Ｐ ／ Ｎ ３􀆰 ４８０ ４􀆰 ３５６ ４􀆰 ２３３ ４􀆰 ５０３ ４􀆰 ４７５ ４􀆰 １２０

２􀆰 ６􀆰 ３　 酶标二抗最佳工作时间的确定

结果显示， 将羊抗鸭酶标二抗以 １ ∶ １６ ０００ 稀释

后， 作用 ４５ ｍｉｎ 时阳性血清与阴性血清的 ＯＤ４５０ ｎｍ值

比值最大。 因此， 将 ４５ ｍｉｎ 确定为酶标二抗的最佳

工作时间。
２􀆰 ６􀆰 ４　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法对阴性和阳性临界值的确定

对 ４０ 份 ＤＴＭＵＶ 阴性血清进行间接 ＥＬＩＳＡ 检测。
结果显示， 平均值为 ０􀆰 １９７， 标准差为 ０􀆰 １２９， 可计

算出试验临界值为 ０􀆰 ４５５， 即待测样品的 ＯＤ４５０ ｎｍ值≥
０􀆰 ４５５ 时为阳性， ＯＤ４５０ ｎｍ值＜０􀆰 ４５５ 为阴性。
２􀆰 ６􀆰 ５　 特异性试验

采用建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法分别检测 ＮＤ、 Ｈ９、
ＤＶＨ－３、 ＤＰ 等阳性血清， 结果显示， 所有阳性血清

ＯＤ４５０ ｎｍ值均小于临界值 ０􀆰 ４５５ （表 ３）。

表 ３　 间接 ＥＬＩＳＡ 特异性试验检测

指标 ＮＤ Ｈ９ ＤＶＨ－３ ＤＰ

ＯＤ４５０ ｎｍ值 ０􀆰 １２２ ０􀆰 ０８５ ０􀆰 ２１１ ０􀆰 ０９７

２􀆰 ６􀆰 ６　 敏感性试验

采用上述试验所得最佳条件进行包被， 将抗

ＤＴＭＵＶ 阳性血清从 １ ∶ １００ 开始进行倍比稀释， 最大

稀释倍数为 １ ∶ ６ ４００， 其余按最适反应条件进行间接

ＥＬＩＳＡ。 结果显示， １ ∶ ８００ 稀释时， 其 ＯＤ４５０ ｎｍ值仍

然大于 ０􀆰 ４５５ （表 ４）。 因此， 该 ＥＬＩＳＡ 方法的检测

敏感性大于 １ ∶ ８００。

表 ４　 间接 ＥＬＩＳＡ 敏感性试验结果

指标
血清稀释倍数

１ ∶ １００ １ ∶ ２００ １ ∶ ４００ １ ∶ ８００ １ ∶ １ ６００ １ ∶ ３ ２００ １ ∶ ６ ４００

阳性 ＯＤ４５０ ｎｍ值 ０􀆰 ８８５ ０􀆰 ８２１ ０􀆰 ７１８ ０􀆰 ４８２ ０􀆰 ３６７ ０􀆰 ２７４ ０􀆰 １８１

阴性 ＯＤ４５０ ｎｍ值 ０􀆰 １７１ ０􀆰 １３５ ０􀆰 １１１ ０􀆰 ０９２ ０􀆰 ０８７ ０􀆰 ０７９ ０􀆰 ０７６

２􀆰 ６􀆰 ７　 重复性试验

板内重复性试验： 将 １０ 份抗 ＤＴＭＵＶ 血清 （其
中阳性血清与阴性血清各 ５ 份） 用同一批包被的酶

标板检测， 重复 ６ 孔， 计算标准偏差和平均值。 结果

显示， 试验中 ＣＶ 最大为 ６􀆰 ２％， 最小为 １􀆰 １％。
板间重复性试验： 不同时间内包板， 分别进行 ３

次试验， 检测上述 １０ 份血清， 每孔同样做 ６ 个平行

孔， 计算标准偏差和平均值。 结果显示， 批间 ＣＶ 最

大为 ９􀆰 ７％， 最小为 ２􀆰 ８％。
２􀆰 ６􀆰 ８　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的临床应用

用建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法分别检测本实验室所

采集的山东各地区免疫过 ＤＴＭＵＶＤ 弱毒疫苗的鸭血

清样品 ２００ 份及正常未感染的肉鸭血清样品 ５０ 份。
结果显示， 免疫过 ＤＴＭＵＶＤ 弱毒疫苗的鸭血清中共

测得阳性样本 １９２ 份， 阳性率为 ９６％； 正常未感染的

肉鸭血清样品则全部检测为阴性， 阴性率为 １００％。

３　 讨论

ＤＴＭＵＶＤ 自 ２０１０ 年首次在中国发现以来， 该病

给我国水禽养殖业带来了巨大的冲击， 给养殖者造成

了严重的经济损失［１３］。 当前针对 ＤＴＭＵＶ 的研究亟

待加强， 特别是在探究其致病机理、 跨物种传播机制

以及疫苗研制方面尚需突破。 针对 ＤＴＭＵＶ 的研究可

以从多个层面展开， 包括病毒的传播途径、 致病机

制、 免疫学特性以及疫苗研发等方面［１４－１６］。 通过深

入了解 ＤＴＭＵＶ 的生物学特性和致病机制， 有望为制

定更有效的防控策略提供科学依据， 从而减轻其对养

鸭业的危害， 保障养殖业的健康发展。 同时， 加强监

测和防控 ＤＴＭＵＶ 感染的工作也是维护公共卫生安全

的重要举措， 有助于减少疾病对人类健康造成的潜在

风险。 因此， 深入研究 ＤＴＭＵＶ 并加强相应的防控工

作对促进养鸭业的可持续发展具有重要作用。
Ｅ 蛋白作为 ＤＴＭＵＶ 的囊膜蛋白， 在病毒感染过

程中扮演着至关重要的角色［１７］。 Ｅ 蛋白的结构域Ⅰ
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作为特异性抗原表位具有中和活性， 对病毒的中和及

清除至关重要； 结构域Ⅱ在病毒入侵宿主细胞的过程

中发挥着重要作用， 参与了介导病毒与宿主细胞的膜

融合。 当病毒侵入细胞后， 其外膜蛋白会与宿主细胞

膜上的受体结合， 随后通过结构域Ⅱ介导的膜融合机

制， 将病毒基因组释放到宿主细胞内部， 从而激发机

体产生抗体应对感染； 结构域Ⅲ作为 ＤＴＭＵＶ 产生抗

体的主要靶点， 能够引发机体产生特异性免疫反应，
有助于清除感染病毒［１８］。 基于对 Ｅ 蛋白功能的深入

了解， 可以为疫苗研制提供重要的理论依据， 同时也

有助于揭示 ＤＴＭＵＶ 感染机制和病理生物学特征， 为

制定精准防控策略提供重要参考。 本研究制备的 Ｅ
蛋白多克隆抗体， 经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＩＦＡ 试验鉴定，
可以与 ＤＴＭＵＶ 发生良好的特异性反应， 对于更好地

了解该病毒的感染机制， 研发有效疫苗以及保护水禽

养殖业具有重要意义。
目前， 对于 ＤＴＭＵＶ 感染有多种检测方法， 其中

ＥＬＩＳＡ 方法因其操作简便、 快速高通量而在临床检测

中广受欢迎。 然而， 大部分用于检测抗 ＤＴＭＵＶ 抗体

的商业化 ＥＬＩＳＡ 试剂盒采用的是灭活的全病毒作为

包被抗原。 这种方法虽然有效， 但全病毒的纯化过程

既复杂又昂贵， 而且存在与其他黄病毒发生交叉反应

的风险［１９］。 同样， 对于 ＤＴＭＵＶ 来说， 纯化也面临

类似 的 挑 战， 其 病 毒 滴 度 大 幅 下 降。 因 此， 以

ＤＴＭＵＶ 的结构蛋白或非结构蛋白为抗原建立检测方

法， 将具有更广泛的实用价值。 本研究采用重组 Ｅ
蛋白作为抗原， 成功构建了检测抗 ＤＴＭＵＶ 抗体的间

接 ＥＬＩＳＡ 方法。 试验结果显示， 该方法展现出了较

高的敏感性， 即使在血清稀释至 １ ∶ ８００ 的情况下，
仍为阳性。 同时， 其特异性较强， 不会与其他病毒或

细菌的阳性血清发生交叉反应。 在重复性方面， 该方

法也表现优异， 无论是批间还是批内检测， ＣＶ 均低

于 １０％。 这一研究成果为 ＤＴＭＵＶＤ 的诊断、 血清检

测以及流行病学调查提供了坚实的基础。
综上， 本研究成功利用原核表达系统表达了 ＤＴ⁃

ＭＵＶ Ｅ 蛋白， 并制备了针对 ＤＴＭＵＶ Ｅ 蛋白的兔源多

克隆抗体， 建立了一种基于重组 Ｅ 蛋白的间接 ＥＬＩＳＡ
抗体检测方法， 该方法具有高敏感性、 特异性和重复

性， 为鸭坦布苏病的诊断、 血清学检测以及流行病学

调查提供了可靠的工具， 有利于养殖业的可持续

发展。
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