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用于检测1型和3型鸭甲型肝炎病毒血清抗
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(57)摘要

本发明公开了一种用于检测1型和3型鸭甲

型肝炎病毒血清抗体的通用型间接ELISA试剂盒

及其应用。本发明建立了一种基于VP0重组蛋白

检测1型和3型DHAV血清抗体的通用型间接ELISA

检测方法，该方法是以原核表达的1型DHAV  VP0

重组蛋白为检测抗原，经Western  blotting和间

接ELSIA方法证实该VP0重组蛋白即可以与1型

DHAV血清抗体发生特异性反应，也能与3型DHAV

血清抗体发生特异性反应，因此以1型DHAV  VP0

重组蛋白为检测抗原进行间接ELISA检测可判断

被检鸭血清是否含有1型和3型鸭甲型肝炎病毒

的抗体及其抗体水平，本发明的提出为有效防治

鸭甲型肝炎提供了新的快速检测手段。
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1.1型鸭甲型肝炎病毒（Duck  Hepatitis  A  Virus  1 ,  DHAV‑1）VP0重组蛋白在制备检

测1型和3型鸭甲型肝炎病毒血清抗体通用型检测试剂中的用途，所述的1型鸭甲型肝炎病

毒VP0重组蛋白由SEQ  ID  NO.1所示的核苷酸序列编码。

2.用于检测1型和3型鸭甲型肝炎病毒（Duck  Hepatitis  A  Virus ,  DHAV）血清抗体的

通用型间接ELISA试剂盒，其特征在于，所述的试剂盒中包括1型DHAV  VP0重组蛋白包被的

ELISA板，所述的1型DHAV  VP0重组蛋白由SEQ  ID  NO.1所示的核苷酸序列编码。

3.如权利要求2所述的试剂盒，其特征在于，所述的1型DHAV  VP0重组蛋白按照以下方

法制备得到：

1）以携带1型DHAV  VP0基因的阳性质粒作为模板，通过RT‑PCR方法对其VP0基因进行扩

增、克隆至pMD18‑T得到重组质粒pMD18T‑DHAV‑1‑VP0，扩增1型DHAV  VP0基因的上下游引物

分别是：

DHAV‑1‑VP0上游引物：5’‑CCGGAATTCATGGATACTCTCACCAAAAA‑3’

DHAV‑1‑VP0下游引物：5’‑CCGCTCGAGTAACTGATTGTCAAATGGTCG‑3

扩增得到的1型DHAV  VP0基因的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.1所示；

2）以EcoRI和XhoI限制性内切酶同时对重组质粒pMD18T‑DHAV‑1‑VP0和pET‑30a（+）载

体进行酶切，回收目的片段，16℃金属浴连接过夜，将连接产物转化到TG1感受态细胞，提取

质粒，质粒经EcoR  I和Xho  I双酶切鉴定正确后获得阳性重组表达质粒pET30a‑DHAV‑1‑

VP0；

3）将阳性重组表达质粒pET30a‑DHAV‑1‑VP0转化到RosettaTM（DE3）PlysS感受态细胞，

获得的阳性质粒菌于37℃培养，待A600值达到0.4‑0.6时，加入IPTG至终浓度为0.6mmol/L

进行诱导表达，收集诱导表达后5h的菌体，超声波破碎，离心后取沉淀进行SDS‑PAGE分析和

Western  blotting鉴定，而后沉淀用Ni2+‑NTA琼脂糖凝胶柱纯化，透析，得到1型DHAV  VP0

重组蛋白。

4.如权利要求2所述的试剂盒，其特征在于，所述的1型DHAV  VP0重组蛋白包被的ELISA

板是按照以下方法制备得到：

用pH9.6的0.05M碳酸盐缓冲液作为抗原包被缓冲液，将DHAV‑1‑VP0重组蛋白稀释为

0.25ug/mL，按100uL/孔加入ELISA反应板中，37℃作用2h，4℃包被过夜，洗涤液洗板，拍干，

用5%w/v脱脂乳37℃封闭2小时，以含0.05%v/v吐温‑20  pH7.4的PBS洗涤，拍干。

5.如权利要求2所述的试剂盒，其特征在于，所述的试剂盒中还包括样品稀释液、10×

浓缩洗涤液、酶结合物工作液、显色液A、显色液B、终止液、阳性血清和阴性血清。

6.如权利要求5所述的试剂盒，其特征在于，所述样品稀释液为含0.05%v/v吐温‑20的

0.05M  pH7.4的磷酸盐缓冲液；所述10×浓缩洗涤液为含0.05%v/v吐温‑20的0.01M  pH7.4

的磷酸盐缓冲液；所述酶结合物工作液为HRP‑山羊抗鸭IgG；所述显色液A为0.2mg/mL的四

甲基联苯胺溶液，所述显色液B为含0.5‰w/v过氧化氢尿素的柠檬酸‑磷酸盐缓冲液；所述

终止液为0.01M硫酸溶液；所述阳性血清为经鸭甲型肝炎病毒1型疫苗和3型病毒尿囊液免

疫成年鸭获得的阳性血清；所述阴性血清为未免疫鸭的血清。

7.如权利要求2‑6任一项所述的试剂盒，其特征在于，用于检测1型和3型鸭甲型肝炎病

毒血清抗体时，按照以下步骤进行：

1）用pH9.6的0.05M碳酸盐缓冲液作为抗原包被缓冲液，将DHAV‑1‑VP0重组蛋白稀释为
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0.25ug/mL，100uL/孔，37℃作用2h，4℃包被过夜，洗涤液洗板，拍干；

2）5%w/v脱脂乳封闭，300uL/孔，37℃作用90min，洗涤液洗板，拍干；

3）将待检血清用样品稀释液作1:100稀释，按100uL/孔加入抗原包被板孔中，37℃作用

60min，同时设阴性对照，洗涤液洗板，拍干；

4）加入HRP标记的山羊抗鸭IgG与抗原抗体复合物结合，用洗涤液洗板，拍干；

5）加入TMB底物显色液A、B按体积比1:1比例混合后显色，再加入终止液；

6）在波长450nm处读取其吸收值。

8.权利要求2‑6任一项所述的试剂盒在制备检测1型和3型鸭甲型肝炎病毒血清抗体试

剂中的用途。
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用于检测1型和3型鸭甲型肝炎病毒血清抗体的通用型间接

ELISA试剂盒及其应用

技术领域

[0001] 本发明特别涉及一种基于1型鸭甲型肝炎病毒VP0蛋白的，可用于检测1  型和3型

鸭甲型肝炎病毒血清抗体的通用型间接ELISA试剂盒及其应用。本发明属于生物检测技术

领域。

背景技术

[0002] 鸭病毒性肝炎(Duck  Viral  Hepatitis ,DVH)是由鸭甲型肝炎病毒(Duck 

Hepatitis  A  Virus,DHAV)和鸭星状病毒(Duck  astrovirus,DAstV)引起的雏鸭的一种传

播迅速、高度致死的病毒性疾病。鸭甲型肝炎病毒属于小RNA病毒科禽肝病毒属成员，其成

员按照基因型分为A、B、C型分别对应传统的DHV‑1、台湾新型和韩国新型，此三型也称为鸭

甲型肝炎病毒1型(DHV‑1)，2型(DHV‑2)  和3型(DHV‑3)，各型间无交叉保护或弱交叉保护。

鸭星状病毒属于星状病毒科禽星状病毒属成员，与鸭甲型肝炎病毒无血清型交叉反应。我

国以鸭甲型肝炎病毒的发生最为严重，主要流行的为1型和3型DHAV，且生产实践中常发生1 

型和3型DHAV的混合感染，除台湾地区外，内陆尚未见DHAV‑2的报道。随着养鸭业不断向产

业化、集约化和规模化方向发展，许多地区所进行的传统鸭肝炎的主动免疫和被动免疫失

败现象频繁发生，对鸭肝炎的防控提出了新的挑战。目前1  型DHAV疫苗已获得批准文号，3

型DHAV‑3疫苗尚在研制中。鉴于当前DHAV‑1  和DHAV‑3的危害日趋严重，多价苗的开发迫在

眉睫。

[0003] 为了能有效防控鸭甲型肝炎在我国的流行，对疫情进行实时监测和及时接种疫苗

显得尤为重要。目前，对于鸭甲型肝炎的血清学检测方法主要采用的是血清中和试验，但是

该方法存在检测周期长、重复性较差的缺点，不适合进行快速检测，因此急需一种更为简

洁、可靠的鸭肝炎抗体检测技术。基于全病毒建立的  ELISA方法因DHV纯化比较困难限制了

该方法的推广使用，已报道的利用大肠杆菌表达的主要抗原蛋白建立的ELISA方法都是针

对其中一个型的DHAV，在用于多价苗评价及临床混合感染血清抗体检测时，需要分别进行

DHAV‑1和DHAV‑3  血清抗体的检测，操作繁琐且成本翻倍。目前鲜有针对鸭甲型肝炎病毒我

国主要流行株1型和3型DHAV血清抗体通用型ELISA检测方法的报道。在小RNA病毒中，VP0蛋

白作为主要的宿主保护蛋白，编码主要的抗原位点并具有主要的型特异性位点，是决定病

毒抗原性的主要成分。因此，利用基因工程技术研制开发适用于1型和3型DHAV血清抗体检

测的特异的、敏感的、适合基层应用的通用型ELISA检测方法，对于我国当前鸭甲型肝炎病

毒的快速诊断和有效防控具有重要意义。

发明内容

[0004] 本发明的目的是克服传统鸭甲型肝炎病毒血清抗体检测手段的不足，即不能一次

性全面检测鸭血清中I型和3型鸭甲型肝炎病毒的抗体水平，提供了一种可检测I型和3型鸭

甲型肝炎病毒血清抗体水平的通用型间接ELSIA检测方法及试剂盒。
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[0005] 本发明的目的通过以下技术方案实现：

[0006] 本发明以原核表达的1型和3型DHAV  VP0重组蛋白为检测抗原，经Western 

blotting和间接ELSIA方法证实1型DHAV  VP0重组蛋白即可以与1型DHAV血清抗体发生特异

性反应，也能与3型DHAV血清抗体发生特异性反应，且  DHAV‑1‑VP0重组蛋白作为包被抗原

与3型血清抗体反应的强度强于  DHAV‑3‑VP0重组蛋白作为包被抗原与1型血清抗体反应的

强度。因此以1型  DHAV  VP0重组蛋白为检测抗原进行间接ELISA检测可判断被检鸭血清是

否含有1型和3型鸭甲型肝炎病毒的抗体及其抗体水平。

[0007] 在上述研究的基础上，本发明提出了1型鸭甲型肝炎病毒(Duck  Hepatitis  A 

Virus  1,DHAV‑1)VP0重组蛋白在制备检测1型和3型鸭甲型肝炎病毒血清抗体通用型检测

试剂中的用途。其中，优选的，所述的1型鸭甲型肝炎病毒VP0重组蛋白由SEQ  ID  NO.1所示

的核苷酸序列编码。

[0008] 进一步的，本发明还提出了一种用于检测1型和3型鸭甲型肝炎病毒(Duck 

Hepatitis  A  Virus,DHAV)血清抗体的通用型间接ELISA试剂盒，所述的试剂盒中包括1型

DHAV  VP0重组蛋白包被的ELISA板。

[0009] 其中，优选的，所述的1型DHAV  VP0重组蛋白按照以下方法制备得到：

[0010] 1)以携带1型DHAV  VP0基因的阳性质粒作为模板，通过RT‑PCR方法对其VP0基因进

行扩增、克隆至pMD18‑T得到重组质粒pMD18T‑DHAV‑1‑VP0，扩增1型DHAV  VP0基因的上下游

引物分别是：

[0011] DHAV‑1‑VP0上游引物：5’‑CCGGAATTCATGGATACTCTCACCAAAAA‑3’

[0012] DHAV‑1‑VP0下游引物：5’‑CCGCTCGAGTAACTGATTGTCAAATGGTCG‑3

[0013] 2)以EcoR  I和Xho  I限制性内切酶同时对重组质粒pMD18T‑DHAV‑1‑VP0  和pET‑

30a(+)载体进行酶切，回收目的片段，16℃金属浴连接过夜，将连接产物转化到TG1感受态

细胞，提取质粒，质粒经EcoR  I和Xho  I双酶切鉴定正确后获得阳性重组表达质粒pET30a‑

DHAV‑1‑VP0；

[0014] 3)将阳性重组表达质粒pET30a‑DHAV‑1‑VP0转化到RosettaTM(DE3)PlysS  感受态

细胞，获得的阳性质粒菌于37℃培养，待A600值达到0.4‑0 .6时，加入IPTG  至终浓度为

0.6mmol/L进行诱导表达，收集诱导表达后5h的菌体，超声波破碎，离心后取沉淀进行SDS‑

PAGE分析和Western  blotting鉴定，而后沉淀用Ni2+‑NTA  琼脂糖凝胶柱纯化，透析，得到1

型DHAV  VP0重组蛋白。

[0015] 其中，优选的，步骤1)中扩增得到的1型DHAV  VP0基因的核苷酸序列如  SEQ  ID 

NO.1所示。

[0016] 其中，优选的，所述的1型DHAV  VP0重组蛋白包被的ELISA板是按照以下方法制备

得到：

[0017] 用pH9.6的0.05M碳酸盐缓冲液作为抗原包被缓冲液，将DHAV‑1‑VP0重组蛋白稀释

为0.25ug/mL，按100uL/孔加入ELISA反应板中，37℃作用2h，4℃包被过夜，洗涤液洗板，拍

干，用5％w/v脱脂乳37℃封闭2小时，以含0.05％v/v 吐温‑20pH7.4的PBS洗涤，拍干。

[0018] 其中，优选的，所述的试剂盒中还包括样品稀释液、10×浓缩洗涤液、酶结合物工

作液、显色液A、显色液B、终止液、阳性血清和阴性血清。

[0019] 其中，优选的，所述样品稀释液为含0.05％v/v吐温‑20的0.05M  pH7.4的磷酸盐缓
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冲液；所述10×浓缩洗涤液为含0.05％v/v吐温‑20的0.01M  pH7.4的磷酸盐缓冲液；所述酶

结合物工作液为HRP‑山羊抗鸭IgG；所述显色液A为0.2mg/mL 的四甲基联苯胺溶液，所述显

色液B为含0.5‰w/v过氧化氢尿素的柠檬酸‑磷酸盐缓冲液；所述终止液为0.01M硫酸溶液；

所述阳性血清为经鸭甲型肝炎病毒1  型疫苗和3型病毒尿囊液免疫成年鸭获得的阳性血

清；所述阴性血清为未免疫鸭的血清。

[0020] 其中，优选的，所述的试剂盒用于检测1型和3型鸭甲型肝炎病毒血清抗体时，按照

以下步骤进行：

[0021] 1)用pH9.6的0.05M碳酸盐缓冲液作为抗原包被缓冲液，将DHAV‑1‑VP0  重组蛋白

稀释为0.25ug/mL，100uL/孔，37℃作用2h，4℃包被过夜，洗涤液洗板，拍干；

[0022] 2)5％w/v脱脂乳封闭，300uL/孔，37℃作用90min，洗涤液洗板，拍干；

[0023] 3)将待检血清用样品稀释液作1:100稀释，按100uL/孔加入抗原包被板孔中，37℃

作用60min，同时设阴性对照，洗涤液洗板，拍干；

[0024] 4)加入HRP标记的山羊抗鸭IgG与抗原抗体复合物结合，用洗涤液洗板，拍干；

[0025] 5)加入TMB底物显色液A、B按体积比1:1比例混合后显色，再加入终止液；

[0026] 6)在波长450nm处读取其吸收值。

[0027] 进一步的，本发明还提出了所述的试剂盒在制备检测1型和3型鸭甲型肝炎病毒血

清抗体试剂中的用途。

[0028] 相较于现有技术，本发明具有以下优点：

[0029] 1.本发明建立的检测1型和3型鸭甲型肝炎病毒血清抗体通用型间接  ELISA，一次

性全面检测鸭血清中I型和3型鸭甲型肝炎病毒的抗体水平，较分别检测型和3型DHAV血清

抗体，检测次数由两次变为一次，可显著降低检测成本。

[0030] 2.该方法操作简单、快速，适合大批量样本的检测，尤其适用于I型DHAV  疫苗，3型

DHAV疫苗单独免疫或联合免疫，及1型和3型DHAV混合感染后批量血清样品的抗体检测，对

于DHAV的血清抗体的监测和检测，评价疫苗的免疫效力及掌握DHAV的发生和流行情况，有

效防控DHAV的发生和流行，提供有力的检测手段和基础数据。

[0031] 3.本发明以基因工程表达并纯化的1型DHAV  VP0重组蛋白作为检测抗原，重组蛋

白为非全病毒抗原，安全性好，不含无关杂蛋白，只与1型和3型DHAV  血清发生特异性结合，

不与其他病毒的阳性血清发生交叉反应，具有良好的特异性。

附图说明

[0032] 图1是DHAV‑1‑VP0基因扩增的电泳图片；

[0033] 其中M：DNA分子质量标准；1：DHAV‑1‑VP0基因扩增产物；2：阴性对照。

[0034] 图2是DHAV‑3‑VP0基因扩增的电泳图片；

[0035] 其中M：DNA分子质量标准；1：DHAV‑3‑VP0基因扩增产物；2：DHAV‑3‑VP0  基因扩增

产物；3：阴性对照。

[0036] 图3是DHAV‑1‑VP0基因克隆到pMD18‑T载体得到的重组质粒  pMD18T‑DHAV‑1‑VP0

的酶切鉴定图片；

[0037] 其中M：DNA分子质量标准；1：XhoⅠ单酶切pMD18T‑DHAV‑1‑VP0产物；  2：EcoRⅠ、XhoⅠ

双酶切pMD18T‑DHAV‑1‑VP0产物。
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[0038] 图4是DHAV‑3‑VP0基因克隆到pMD18‑T载体得到的重组质粒  pMD18T‑DHAV‑3‑VP0

的酶切鉴定图片；

[0039] 其中M：DNA分子质量标准；1：EcoRⅠ单酶切pMD18T‑DHAV‑3‑VP0产物；2：XhoⅠ单酶切

pMD18T‑DHAV‑3‑VP0产物；3：EcoRⅠ、XhoⅠ双酶切  pMD18T‑DHAV‑3‑VP0产物。

[0040] 图5是DHAV‑1‑VP0基因插入到pET‑30a(+)载体得到的重组质粒  pET30a‑DHAV‑1‑

VP0的酶切鉴定图片；

[0041] 其中M：DNA分子质量标准；1：EcoRⅠ单酶切pET30a‑DHAV‑1‑VP0产物；  2：XhoⅠ单酶

切pET30a‑DHAV‑1‑VP0产物；3：EcoRⅠ、XhoⅠ双酶切  pET30a‑DHAV‑1‑VP0产物。

[0042] 图6是DHAV‑3‑VP0基因插入到pET‑30a(+)载体得到的重组质粒  pET30a‑DHAV‑3‑

VP0的酶切鉴定图片；

[0043] 其中M：DNA分子质量标准；1：EcoRⅠ单酶切pET30a‑DHAV‑3‑VP0产物；  2：XhoⅠ单酶

切pET30a‑DHAV‑3‑VP0产物；3：EcoRⅠ、XhoⅠ双酶切  pET30a‑DHAV‑3‑VP0产物。

[0044] 图7是Rosetta‑pET30a‑DHAV‑1‑VP0诱导表达结果图片；

[0045] 其中M：Protein  marker；1：Rosetta‑pET‑30a诱导前菌体；2：Rosetta‑pET‑30a  诱

导后菌体；3：Rosetta‑pET30a‑DHAV‑1‑VP0诱导前菌体；4：  Rosetta‑pET30a‑DHAV‑1‑VP0诱

导后全菌体；5：Rosetta‑pET30a‑DHAV‑1‑VP0  诱导后超声上清；6：Rosetta‑pET30a‑DHAV‑

1‑VP0诱导后超声沉淀。

[0046] 图8是Rosetta‑pET30a‑DHAV‑1‑VP0蛋白纯化结果图片；

[0047] 其中M：Protein  marker；1:Rosetta‑pET30a‑DHAV‑1‑VP0纯化后蛋白。

[0048] 图9是Rosetta‑pET30a‑DHAV‑3‑VP0诱导表达结果图片；

[0049] 其中M：Protein  marker；1：Rosetta‑pET‑30a诱导前菌体；2：Rosetta‑pET‑30a  诱

导后菌体；3：Rosetta‑pET30a‑DHAV‑3‑VP0诱导前菌体；4：  Rosetta‑pET30a‑DHAV‑3‑VP0诱

导后全菌体；5：Rosetta‑pET30a‑DHAV‑3‑VP0  诱导后超声上清；6：Rosetta‑pET30a‑DHAV‑

3‑VP0诱导后超声沉淀。

[0050] 图10是Rosetta‑pET30a‑DHAV‑3‑VP0蛋白纯化结果图片；

[0051] 其中M：Protein  marker；1：Rosetta‑pET30a‑DHAV‑3‑VP0纯化后蛋白。

[0052] 图11是DHAV‑1‑VP0和DHAV‑3‑VP0表达产物与DHAV‑1阳性血清反应的  Western 

blotting分析图片；

[0053] 其中M：Protein  marker；1：Rosetta‑pET30a‑DHAV‑1‑VP0纯化后蛋白；2： 

Rosetta‑pET30a‑DHAV‑3‑VP0纯化后蛋白；3：阴性对照Rosetta‑pET30a‑MX‑C 纯化后蛋白。

[0054] 图12是DHAV‑1‑VP0和DHAV‑3‑VP0表达产物与DHAV‑3阳性血清反应的  Western 

blotting分析图片；

[0055] 其中M：Protein  marker；1：Rosetta‑pET30a‑DHAV‑1‑VP0纯化后蛋白；2： 

Rosetta‑pET30a‑DHAV‑3‑VP0纯化后蛋白；3：阴性对照Rosetta‑pET30a‑MX‑C 纯化后蛋白；

[0056] 图13为检测DHAV‑1血清抗体最低检出量；

[0057] 图14为检测DHAV‑3血清抗体最低检出量。

具体实施方式

[0058] 为了使本发明的目的、技术方案及优点更加清楚明白，以下结合实施例，对本发明
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进行进一步详细说明。应当理解，此处所描述的具体实施例仅仅用以解释本发明，并不用于

限定本发明。

[0059] 实施例1  1型和3型鸭甲型肝炎病毒血清抗体的间接ELISA检测方法的建立

[0060] 1.DHAV1‑VP0和DHAV3‑VP0基因的扩增及表达载体的构建

[0061] 1)参照GenBank发表的1型鸭甲型肝炎病毒E53株全基因序列  (EF151313.1)和本

实验室克隆的3型鸭甲型肝炎病毒全基因序列，设计  DHAV‑1‑VP0和DHAV‑3‑VP0两对引物，

DHAV‑1‑VP0上游引物：5’‑  CCGGAATTCATGGATACTCTCACCAAAAA‑3’；DHAV‑1‑VP0下游引物：

5’‑  CCG CTCG AG TAACTG ATTG TC AAATGG TCG ‑3’。DHAV‑3‑ VP0上游引物：  5’‑

G G C G A A T T C A T G G A C A C T C T A A C T A ‑ 3’；D H A V ‑ 3 ‑ V P 0 下 游 引物 ：  5’‑

CGGCTCGAGTTACTGGTCATTGAAAGGCCG‑3’。以本实验室保存的携带  DHAV‑1VP0基因或DHAV‑

3VP0基因的阳性质粒为模板，对目的基因进行PCR  扩增。分别用表1中的引物和Prime  STAR 

DNA聚合酶进行PCR扩增，扩增体系包括上下游引物各0.5uL，无菌水16.8uL，Prime  STAR 

DNA聚合酶0.2uL，dNTP 1uL，5×Prime  STAR  Buffer  5uL，携带DHAV‑1VP0基因或DHAV‑3VP0

基因的阳性质粒为模板1uL，扩增体系为25uL。反应条件：98℃5min；94℃30s；58℃30s；  72

℃1min；72℃10min；30个循环；PCR产物用1％的琼脂糖凝胶电泳进行分析，以确定产物的大

小(如图1和图2所示)。

[0062] 表1  DHAV‑1‑VP0和DHAV‑3‑VP0基因的克隆及表达引物序列

[0063]

[0064] 2)PCR扩增产物经1％琼脂糖凝胶电泳后，切胶，回收目的片段，将扩增出的DHAV‑

1‑VP0(SEQ  ID  NO.1所示)和DHAV‑3‑VP0基因(SEQ  ID  NO.2所示)  克隆至pMD18‑T载体中，

经EcoR  I和Xho  I双酶切鉴定、测序正确的阳性克隆分别命名为pMD18T‑DHAV‑1‑VP0和

pMD18T‑DHAV‑3‑VP0(如图3和图4所示)。以EcoR  I和Xho  I同时对重组质粒pMD18T‑DHAV‑1/

DHAV‑3‑VP0和pET‑30a(+)  载体进行酶切，回收目的片段，16℃连接过夜，转化TG1感受态细

胞，提取质粒，经EcoR  I和Xho  I双酶切鉴定正确后获得阳性重组质粒pET30a‑DHAV‑1‑VP0

和  pET30a‑DHAV‑3‑VP0(如图5和图6所示)。

[0065] 2.重组表达质粒的诱导表达

[0066] 将阳性重组表达质粒pET30a‑DHAV‑1/DHAV‑3VP0及空白载体pET‑30a(+)  分别转

化到RosettaTM(DE3)PlysS感受态细胞，将获得的阳性重组表达质粒菌于37℃培养，待A600

达到0.4‑0.6时，加入IPTG至终浓度为0.8mmol/L，37℃培养进行诱导表达。收集诱导5h后表
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达的菌体，超声波破碎，离心后分别取上清和沉淀进行SDS‑PAGE电泳。结果表明重组蛋白以

不溶性包涵体的形式存在于菌体中，分子量均约为34kDa，与预期结果相符(SDS‑PAGE结果

如图7和9所示)。

[0067] 3.重组蛋白的纯化

[0068] 将表达菌体的沉淀用8mol/L尿素溶解，根据重组蛋白的表达形式采取变性条件下

纯化目的蛋白，用Ni2+‑NTA琼脂糖凝胶柱纯化，而后透析。采用TGE透析液4℃透析，每隔4‑6

小时换液一次，完全除去尿素后，12％SDS‑PAGE分析纯化效果(如图8和图10)。

[0069] 4.鸭抗血清的Western  blotting分析

[0070] 将纯化后的重组蛋白经SDS‑PAGE电泳后转印至硝酸纤维素膜(NC膜)上，分别以制

备的1型和3型鸭抗血清为一抗(1:500倍稀释)，HRP标记的山羊抗鸭  IgG为二抗(1:500倍稀

释)，加入ECL显色液作用1min后曝光，结果表明一种型的纯化后重组VP0蛋白与两种型的血

清抗体均可发生反应(如图11和12)。

[0071] 5.样品稀释液、洗涤液和终止液的配制

[0072] 样品稀释液为含0 .05％吐温‑20的0 .01M  pH7 .4磷酸盐缓冲液(K2PO40 .2g， 

NaHPO4·12H2O  2.9g，NaCL  8g，定容至1000mL，再加0.5mL吐温‑20)；10×浓缩洗涤液为含

0.5％吐温‑20的0.1M  pH7.4的磷酸盐缓冲液(K2PO42g，  NaHPO4·12H2O  29g，NaCL  80g，定

容至1000mL，再加5mL吐温‑20)；终止液为  2M硫酸溶液(取111.2mL浓硫酸即18M，稀释定容

至1000mL)。

[0073] 6.阳性血清和阴性血清的处理

[0074] 采用胸肌免疫的方式，将DHAV‑1A66株疫苗和DHAV‑3病毒尿囊液分别免疫七只成

年鸭(均未免疫过鸭肝炎疫苗)，6只未免疫鸭(均未免疫过鸭肝炎疫苗)  作为阴性对照；首

免2周后进行第二次免疫，免疫方式同前，免疫剂量为首免的二倍，每隔7天采血一次；二免

12周后进行第三次免疫，免疫方式同前，免疫剂量为首免的二倍，每隔7天采血一次；采血的

方式采取翅下静脉采血。将DHAV‑1  疫苗和DHAV‑3病毒免疫成年鸭获得的1型和3型鸭抗血

清用样品稀释液作1:100 倍稀释，作为待检血清。

[0075] 7.显色液的配制

[0076] 显色液：A液：称取200mg四甲基联苯胺(TMB)，用100mL无水乙醇或  DMSO溶解后，用

双蒸水定容至1000mL；B液：称取21g柠檬酸(C7H8O7·H2O)，  28 .2g无水硫酸氢二钠

(Na2HPO4)，6.4mL0.75％过氧化氢尿素，双蒸水定容至  1000mL，调pH值4.5‑5.0；二者的体积

比为1:1。

[0077] 8.检测1型和3型DHAV血清抗体的间接ELISA条件的确定

[0078] 抗原和血清最佳工作浓度的确定：采用棋盘滴定法试验。用包被缓冲液将  DHAV‑

1‑VP0和DHAV‑3‑VP0重组蛋白进行包被，包被的蛋白浓度按照  0.25ug/mL、0.5ug/mL、1ug/

mL、2ug/mL，100uL/孔；抗DHAV‑1和DHAV‑3的阳性血清和阴性血清用样品稀释液分别作1:

20、1:50、1:100、1:500、1:1000倍稀释；进行间接ELISA测定；TMB显色液显色，硫酸终止液终

止反应；测定光波长OD450值。DHAV‑1‑VP0与1型血清抗体和3型血清抗体反应的结果分别见

表2和表3所示，DHAV‑3‑VP0与1型血清抗体和3型血清抗体反应的结果分别见表4和表5所

示，结果表明，VP0重组蛋白与1型和3型的血清抗体均可发生反应，且DHAV‑1‑VP0重组蛋白

作为包被抗原与3型血清抗体反应的强度强于  DHAV‑3‑VP0重组蛋白作为包被抗原与1型血
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清抗体反应的强度。综上所述，选择DHAV‑1‑VP0作为最佳抗原，取阳性血清OD450  1.0左右，

且阳性血清OD450/  阴性血清OD450即P/N值≧2的抗原浓度和血清稀释度为最佳工作浓度，结

果表明，血清最佳稀释度为1:100，抗原最佳浓度为0.25ug/mL。

[0079] 表2  DHAV‑1‑VP0抗原与1型血清抗体反应的ELISA棋盘滴定结果

[0080]

[0081]

[0082] 表3  DHAV‑1‑VP0抗原与3型血清抗体反应的ELISA棋盘滴定结果
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[0083]

[0084] 表4  DHAV‑3‑VP0抗原与1型血清抗体反应的ELISA棋盘滴定结果

[0085]

[0086]
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[0087] 表5  DHAV‑3‑VP0抗原与3型血清抗体反应的ELISA棋盘滴定结果

[0088]

[0089] 9.间接ELISA检测方法的优化

[0090] 按照上述确定的优化后的抗原浓度和血清抗体稀释倍数包被ELISA检测板，摸索

包被液的选择及包被时间、封闭液的选择及封闭时间、血清最佳孵育时间、酶标二抗工作浓

度及工作时间、底物显色时间，以确定最终优化后的间接ELISA  检测方法，优化结果如表6。

[0091] 表6间接VP0‑ELISA的最佳反应条件

[0092]

[0093] 10.结果判定标准

[0094] 将收集的118份阴性鸭血清，在最佳的工作条件下进行间接ELISA测定，以确定鸭

血清在无DHAV‑1和DHAV‑3感染时其吸收值范围，平均值 为0.180，标准差(SD)为
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0 .04 2，本检测方法以 为临界值，即临界值为0 .307，检测的血清样本为

(0.307)判定为阳性，检测的血清样本 (0.264)判定为

阴性， (0.307)≧检测的血清样本 (0.264)为可疑。

[0095] 11.ELISA操作程序的确定

[0096] 按以上确定的优化条件进行操作，即得到本方法的最佳操作程序：

[0097] 用pH9.6的0.05M碳酸盐缓冲液作包被液，将DHAV‑1‑VP0重组蛋白稀释为  0.25ug/

mL，按100uL/孔加入ELISA反应板中，37℃作用2h，4℃包被过夜，以含0.05％吐温‑20pH  7.4

的PBS洗涤，每孔加洗涤液300uL，洗涤3次，拍干；加入5％脱脂乳，300uL/孔，37℃封闭2h，以

含0.05％吐温‑20pH  7.4的PBS洗涤，每孔加洗涤液300uL，洗涤3次，拍干；将待检血清用样

品稀释液1:100倍稀释，按100uL/孔加入抗体检测板中，37℃孵育60min，弃去反应孔中的液

体，以含0.05％吐温‑20pH  7.4的PBS洗涤，每孔加洗涤液300uL，洗涤3次，拍干；将酶标二抗

用样品稀释液按1:400倍稀释，按100uL/孔加入抗体检测板中，37℃孵育60min，弃去反应孔

中的液体，以含0.05％吐温‑20pH  7.4的PBS洗涤，每孔加洗涤液300uL，洗涤3次，拍干；加入

100uL  TMB显色液，37℃避光显色  15min；加入50uL硫酸终止液，用酶标仪在450nm波长测测

定各孔的吸光度A值，读值计算并判定结果。

[0098] 实施例2试剂盒的组装及应用

[0099] 一、试剂盒的组装

[0100] 所述试剂盒包括：1型DHAV  VP0重组蛋白包被的ELISA板、样品稀释液、  10×浓缩

洗涤液、酶结合物工作液、显色液A、显色液B、终止液、阳性血清和阴性血清。其中，所述样品

稀释液为含0.05％v/v吐温‑20的0.05M  pH7.4的磷酸盐缓冲液；所述10×浓缩洗涤液为含

0.05％v/v吐温‑20的0.01M  pH7.4的磷酸盐缓冲液；所述酶结合物工作液为HRP‑山羊抗鸭

IgG；所述显色液A为0.2mg/mL 的四甲基联苯胺溶液，所述显色液B为含0.5‰w/v过氧化氢

尿素的柠檬酸‑磷酸盐缓冲液；所述终止液为0.01M硫酸溶液；所述阳性血清为经鸭甲型肝

炎病毒1  型疫苗和3型病毒尿囊液免疫成年鸭获得的阳性血清；所述阴性血清为未免疫鸭

的血清。

[0101] 二、操作步骤

[0102] 1、将DHAV‑1‑VP0重组蛋白用样品稀释液稀释成0.25ug/mL，按100uL/孔加入ELISA

检测板中，37℃作用2h，4℃包被过夜；

[0103] 2、弃去反应孔中的液体，以含0.05％v/v吐温‑20pH  7.4的PBS洗涤，每孔加洗涤液

300uL，洗涤3次，拍干；加入5％w/v脱脂乳，300uL/孔，37℃封闭2h，以含0.05％v/v吐温‑

20pH  7.4的PBS洗涤，每孔加洗涤液300uL，洗涤3次，拍干；

[0104] 3、将待检血清用样品稀释液作1:100稀释，按100uL/孔加入抗原包被板孔中，37℃

作用60min，同时设阴性对照；

[0105] 4、弃去反应孔中的液体，以含0.05％v/v吐温‑20pH  7.4的PBS洗涤，每孔加洗涤液

300uL，洗涤3次，拍干。将酶标二抗用样品稀释液按1:400倍稀释，按100uL/孔加入检测板

中，37℃孵育60min；

[0106] 5、弃去反应孔中的液体，以含0.05％v/v吐温‑20pH  7.4的PBS洗涤，每孔加洗涤液

300uL，洗涤3次，拍干；加入100uL  TMB显色液，37℃避光显色15min；
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[0107] 6、加入50uL硫酸终止液，用酶标仪在450nm波长下测定各孔吸光度A值，读值计算并

判定结果。

[0108] 三、应用

[0109] 1、特异性试验

[0110] 用DHAV‑1‑VP0重组蛋白建立的间接ELISA检测试剂盒分别检测鸭源小鹅瘟、鸭肠

炎、禽流感H9N2亚型的阳性血清，并设立鸭甲型肝炎病毒1型和3型阳性对照及阴性对照，每

个样本2个重复，进行反应性测定。检测结果显示鸭甲型肝炎病毒1型和鸭甲型肝炎病毒3型

阳性血清为阳性结果，其余均为阴性，表明该检测方法与小鹅瘟、鸭肠炎、禽流感H9N2亚型

等无交叉反应。

[0111] 2、敏感性试验

[0112] DHAV‑1和DHAV‑3血清各3份，分别选择抗体水平较强的、较弱的及阴性血清三种进

行检测，将血清从1:20起进行倍比稀释，其余条件按最佳反应条件进行ELISA检测，结果表

明，检测DHAV‑1血清，最低检出量为1:640，结果如图  13；检测DHAV‑3血清，最低检出量为1:

320，结果如图14，综上所述，本发明建立的方法的最低检出量为1:320。

[0113] 3.重复性试验

[0114] 板内重复试验：用DHAV‑1‑VP0重组蛋白作抗原包被酶标板，分别对根据血清抗体

消长规律筛选出的6份抗体水平不同的DHAV‑1和DHAV‑3阳性血清样本进行检测，每份做6个

重复。

[0115] 板间重复试验：分别在6个不同时间包被ELISA板，对根据血清抗体消长规律筛选

出的(同板内重复性试验的血清)6份抗体水平不同的DHAV‑1和DHAV‑3 阳性血清进行检测。

[0116] 同时设立阴性对照，对结果进行统计学分析，计算同一份检测样本阳性百分率的

变异系数( S：标准差， 算术平均值)。结果表明对DHAV‑1  血清样本进

行检测，板内变异系数在0.57％～2.67％之间，板间变异系数在  1.94％～6.05％之间。对

DHAV‑3血清样本进行检测，板内变异系数在0.65％～3.48％之间，板间变异系数在2.48％

～4.20％之间。变异系数均小于10％，重复性较好。

[0117] 4.符合率试验

[0118] 检测的样本为试验样本和部分送检样本。应用本发明建立的ELISA检测方法和公

司生产的试剂盒同时检测46份血清样本，比较两种方法的符合率。其中本发明建立的ELISA

检测方法检出阳性血清为30份，阳性检出率为65.2％，公司生产的试剂盒检出阳性血清为

28份，阳性检出率为60.9％，两种方法的符合率为  95.7％(如表7所示)。

[0119] 表7本发明建立的ELISA检测方法与公司生产的试剂盒比较
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[0120]

[0121] 注：检出符合率＝(共同阳性数+共同阴性数)/总样品数×100％。
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