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摘要：根据ＧｅｎＢａｎｋ发表的鸭源新城疫病毒ＳＤＷＦ０２株ＮＰ基因序列，设计并合成１对特异性引物，扩增出鸭源新

城疫病毒的ＮＰ基因，与原核表达载体ｐＥＴ－２８ａ构建重组质粒ｐＥＴ２８ａ－ＮＰ，经鉴定后转化Ｒｏｓｅｔｔａ感受态细胞，经

ＩＰＴＧ诱导，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ分析表明，５４　０００的融合蛋白得以表达，该蛋白能与鸭源新城疫的阳性血

清发生特异性的反应。以纯化的重组蛋白为包被抗原，建立检测鸭源新城疫抗体的间接ＥＬＩＳＡ方法，经方阵滴定

确定最佳包被质量液为ｐＨ９．６的碳酸盐缓冲液，最佳包被质量浓度为１０ｎｇ／孔，血清最佳稀释度为１∶１　０００。经

应用试验表明该方法具有良好的特异性、可重复性和敏感性，为临床检测鸭源新城疫抗体水平提供了一种简单、准

确、快速的诊断方法。
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＊Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ａｕｔｈｏｒ

　　新城疫（Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ　ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＤ）是由新城疫病 毒（Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｖｉｒｕｓ，ＮＤＶ）引起的以感染禽

类为主的一种急性、高度接触性传染病［１］。该 病 以

消化道和呼吸道病变为主要特征，发病率和死亡率

高，给养禽业带来了严重的危害。以往资料表明，鸭
和鹅等 水 禽 对 新 城 疫 病 毒 多 呈 隐 性 感 染［２］。１９９７
年，王永坤等［３］从患病鹅体内分离到ＮＤＶ强毒株，
从此打破了 ＮＤＶ对 水 禽 的 不 致 病 之 说。近 年 来，
鸭群发生新城疫在我国多个省市均有报道，且呈上
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升趋势，对养鸭业造成重大的经济损失［４］。
新城疫病毒属于副黏病毒科、副黏病毒亚科、腮

腺炎病毒属，禽Ⅰ型副黏病毒（ＡＰＭＶ－１）中的成员，
其基因组编码的６种蛋白依次为核衣壳蛋白（ＮＰ）、
磷蛋白（Ｐ）、基质蛋白（Ｍ）、融合蛋白（Ｆ）、血凝素－神
经氨酸 酶 蛋 白（ＨＮ）和 大 分 子 量 聚 合 酶 蛋 白（Ｌ）。

ＮＰ蛋白是组成 核 衣 壳 最 主 要 的 结 构 蛋 白，与Ｐ和

Ｌ蛋白结合包裹基因组ＲＮＡ形成一个螺旋的核糖

核蛋白（ＲＮＰ）复合体［５］。ＮＰ蛋白在新城疫病毒中

的含量相对丰富，并且具有高度的免疫原性和保守

性，因此以ＮＰ蛋白为抗原 建 立 的 诊 断 方 法 具 有 更

高的稳定性。
本试验对分离的ＳＤＦＣ株新城疫病毒的ＮＰ基

因进行了克隆和原核表 达，用 纯 化 的 ＮＰ蛋 白 建 立

了间接ＥＬＩＳＡ诊断方法，从而为鸭源新城疫的流行

病学调查和预防提供了一种快速而有效的方法。

１　材料与方法

１．１　病毒、抗血清、菌种和试验动物　鸭源新城疫

ＳＤＦＣ株及其抗血清，由本实验室保存；ＳＰＦ鸡胚购

自山东省农业科学院家禽研究所；ＳＰＦ鸭胚购自哈

尔滨兽医研究所；原核表达载体ｐＥＴ－２８ａ，大肠杆菌

工程菌ＤＨ５α、Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）由本实验室保存；克隆

载体ｐＭＤ１８－Ｔ购自大连ＴａＫａＲａ公司；

１．２　主 要 试 剂　Ｔｒｉｚｏｌ抽 提 试 剂 购 自ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司；质粒小提试剂盒、ＵＮＩＱ－１０柱式ＤＮＡ胶回收

（小量）试 剂 盒 购 自 上 海 生 工 生 物 工 程 公 司；Ｈｉｇｈ－
Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｎｉ－ＮＴＡ　Ｒｅｓｉｎ蛋 白 纯 化 柱 购 自 南 京 金 思

特生物技术公司；ＨＲＰ标记的兔抗鸭ＩｇＧ购自武汉

博士德 生 物 科 技 有 限 公 司；Ｍ－ＭＬＶ、Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、Ｔａｑ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ和各种限制性内切

酶均购自大连ＴａＫａＲａ公司；预染蛋白质低分子量

标准 Ｍａｒｋｅｒ购 自 北 京 全 式 金 生 物 技 术 有 限 公 司，
其他试剂均为国产分析纯。

１．３　引物设计　参照ＧｅｎＢａｎｋ上发表的鸭源新城

疫病毒ＮＰ蛋 白 基 因 序 列，并 根 据ｐＥＴ－２８ａ（＋）原

核表 达 载 的 特 点 设 计 １ 对 特 异 性 引 物，Ｆ：５′－
ＧＡＧＡＡＴＴＣＡＴＧＴＣＧＴＣＴＧＴＴＴＴＣＧＡ－３′；

Ｒ：５′－ＧＧＴＣＧＡＣＴＣＡＧＴＡＣＣＣＣＣＡＧＴＣ－３′划

线部分分别为ＥｃｏＲⅠ、ＳａｌⅠ酶切位点，引物由上海

生工生物工程有限公司合成。

１．４　病毒的增殖　取种毒经尿囊腔接种９～１１日

龄的ＳＰＦ鸡 胚（０．２ｍＬ／枚），３７℃温 箱 孵 育，弃 去

２４ｈ内的死胚，将７２ｈ后将剩余鸡胚放置在４℃过

夜，无菌收集尿囊液，－７０℃保存备用。

１．５　病毒基因组ＲＮＡ的提取　取上述鸡胚尿囊液

参照 Ｔｒｉｚｏｌ试 剂 盒 说 明 提 取 病 毒 ＲＮＡ，经 ＤＥＰＣ
水溶解后－８０℃保存备用。

１．６　ＮＰ基因ＲＴ－ＰＣＲ扩增　反转录采用１０μＬ体

系，其中５×ＲＴ　Ｂｕｆｆｅｒ　２μＬ，ｄＮＴＰｓ　１．０μＬ，Ｒｉｂｏ－
ｎｕｃｌｅａｓｅ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　０．２５μＬ，Ｍ－ＭＬＶ　０．５μＬ，上 游

引物Ｆ　１．０μＬ，病毒ＲＮＡ　５．２５μＬ，混匀后４２℃９０
ｍｉｎ，７０℃１５ｍｉｎ。ＰＣＲ反应采用２５μＬ体系，其中

ｄｄＨ２Ｏ　１６．２μＬ，１０×ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋）２．５μＬ，

ｄＮＴＰｓ　２．０μＬ，上、下游引物各１．０μＬ，ＲＴ－ＰＣＲ产

物２．０μＬ，Ｔａｑ酶０．３μＬ。反应程序：９４℃预变性

１０ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５８℃退 火４５ｓ，７２℃延 伸２
ｍｉｎ，共３０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产

物经１％琼脂糖凝胶电泳检测结果。

１．７　ＮＰ基因原核表达载体的构建　将ＮＰ基因克

隆到ｐＭＤ１８－Ｔ载体中，经酶切鉴定后进行测序，命

名为ｐＭＤ１８－Ｔ－ＮＰ。将 阳 性 重 组 质 粒ｐＭＤ１８－Ｔ－
ＮＰ和ｐＥＴ－２８ａ载体分别用ＥｃｏＲⅠ和ＳａｌⅠ进行双

酶切。酶 切 产 物 纯 化 后 后，将 载 体 和 目 的 片 段 按

１∶３物质的 量 混 合，Ｔ４ 连 接 酶１６℃连 接 过 夜。转

化至Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）感受态细胞中，将鉴定为阳性质

粒的菌液送南京金斯瑞生物科技有限公司测序。

１．８　融 合 蛋 白 最 佳 诱 导 条 件 的 确 定　将 阳 性 菌

３７℃振荡培养至Ｄ６００值为０．４～０．６，分别加入不同

浓度的ＩＰＴＧ（０～１．０ｍｍｏｌ／Ｌ），诱导４ｈ。同时加

入ＩＰＴＧ至 终 浓 度 为１ｍｍｏｌ／Ｌ，分 别 诱 导０、２、４、

６、８ｈ。表达产物进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。

１．９　ＮＰ重 组 蛋 白 的 纯 化 与 定 量　按 最 佳 诱 导 条

件，大量诱导重组菌。超声波破碎菌体后，按照Ｎｉ－
ＮＴＡ蛋白纯 化 试 剂 盒 说 明 书 进 行 纯 化，其 产 物 进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ鉴 定。用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法 测 定 纯 化 后

重组蛋白含量，－２０℃保存。

１．１０　间接ＥＬＩＳＡ方法的建立

１．１０．１　ＥＬＩＳＡ反应条件的优化　用０．０５ｍｏｌ／Ｌ
碳酸盐缓冲液（ｐＨ９．６）包被融合蛋白，按照常规进

行间接ＥＬＩＳＡ方法操作，方阵滴定法确定融合蛋白

的最佳包被浓度和血清最佳稀释度。固定抗原、血

清浓 度，分 别 用０．０５ｍｏｌ／Ｌ 碳 酸 盐 缓 冲 液（ｐＨ
９．６）、０．０５ｍｏｌ／Ｌ　ＰＢＳ（ｐＨ　７．４）、Ｈ２Ｏ（ｐＨ　６．５）作

为稀释液稀释抗原，以确定最佳包被液。当阳性血

清Ｄ４５０（Ｐ）和阴性血清的Ｄ４５０（Ｎ）比值达到最大时，
确定最佳反应条件。

１．１０．２　临界值的确定　在最佳反应条件下，测定

３６份ＳＰＦ鸭血清的Ｄ４５０值，计算其平均数（ｘ—）和标

准差（ｓ），则 阳 性 的Ｃｕｔ－ｏｆｆ值Ｃｐ＝ｘ—＋３ｓ；阴 性 的
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Ｃｕｔ－ｏｆｆ值Ｃｎ＝ｘ—＋２ｓ。运 用 公 式Ｓ／Ｐ＝（Ｓ－Ｎ）／
（Ｐ－Ｎ）来判定结果（Ｓ：待检样品的Ｄ４５０值；Ｐ：阳性

对照的Ｄ４５０值；Ｎ：阴性对照的Ｄ４５０值）

１．１０．３　重复性试验　用同时包被和不同时包被的

酶标板对６份抗体效价的血清进行批内和批间重复

性检验，每份血清平行测６孔，按照文献［６］方法进

行，计算批内和批间的变异系数。

１．１０．４　特异性试验　按照已建立的ＥＬＩＳＡ分别对

鸭瘟病毒、鸭流感病毒（Ｈ９Ｎ２亚型）、鸭肝炎病毒、鸭
圆环病毒的阳性血清和ＳＰＦ鸭血清进行检测。

１．１０．５　ＥＬＩＳＡ与 ＨＩ法的比较　分别用上述建立

的间接ＥＬＩＳＡ方 法 和 ＨＩ方 法 同 时 检 测１０５份 送

检的鸭血清，记录并分析检测结果。

２　结果

２．１　ＮＰ基因ＲＴ－ＰＣＲ扩增结果　ＲＴ－ＰＣＲ产 物 经

１％琼脂糖凝胶电泳，在凝胶成像系统中观察到１条

特异性的条带，约为１．５ｋｂ（图１），与预期结果一致。

　　图１　鸭源新城疫ＮＰ蛋白基因的ＰＣＲ扩增结果　
Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．ＰＣＲ产物

２．２　重 组 质 粒ｐＭＤ１８－Ｔ的 酶 切 鉴 定　重 组 质 粒

ｐＭＤ１８－Ｔ经ＥｃｏＲⅠ、ＳａｌⅠ双酶切可得到约１．５ｋｂ
目的片段和约２ｋｄ的Ｔ载体片段（图２），与预期的

结果相 符 合。测 序 结 果 表 明，重 组 质 粒ｐＭＤ１８－Ｔ
构建正确。

图２　重组质粒ｐＭＤ１８－Ｔ双酶 切 鉴 定　Ｍ．ＤＬ　１ｋｂ　Ｍａｒｋ－
ｅｒ；１，ｐＭＤ１８－Ｔ／ＥｃｏＲⅠ＋ＳａｌⅠ双酶切产物

２．３　重 组 表 达 质 粒ｐＥＴ２８ａ－ＮＰ的 酶 切 鉴 定　重

组质粒ｐＥＴ２８ａ－ＮＰ经ＥｃｏＲⅠ、ＳａｌⅠ双酶切后，可

得到约１．５ｋｂ目的条 带 和 约５ｋｂ的 载 体 条 带（图

３），与预期的结果相符，且测序结果正确。

图３　重 组 质 粒ｐＥＴ　２８ａ－ＮＰ双 酶 切 鉴 定　Ｍ．ＤＬ１ｋｂ

Ｍａｒｋｅｒ；１，ｐＥＴ　２８ａ－ＮＰ／ＥｃｏＲⅠ＋ＳａｌⅠ酶切产物

２．４　重 组 表 达 蛋 白 的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分 析　ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ分 析 结 果 表 明，ＩＰＴＧ 的 终 浓 度 为 ０．１
ｍｍｏｌ／Ｌ（图４），诱导６ｈ（图５）时蛋白的条带最亮，
蛋白的表达量最高。超声波裂解重组表达菌体，离

心后取上清和沉淀进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，检测目的

蛋白的可溶性。结果表明，表达的蛋白在上清中含

量极低，主要以包涵体的形式存在（图６）。

图４　不同的ＩＰＴＧ浓度 对 重 组 质 粒 表 达 的 影 响　Ｍ．蛋 白

低分子量标准；１．１．０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ诱导的空载体裂

解产物；２．０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ诱 导 的 重 组 细 菌 裂 解 产

物；３．０．１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ诱 导 的 重 组 细 菌 裂 解 产 物；

４．０．２ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ诱导的重组细菌裂解产物；５．０．５

ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ 诱 导 的 重 组 细 菌 裂 解 产 物；６．０．８

ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ 诱 导 的 重 组 细 菌 裂 解 产 物；７．１．０

ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ诱导的重组细菌裂解产物

２．５　纯化 后 重 组 蛋 白 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ分 析　纯 化

后的重组蛋白与鸭源ＮＤＶ的阳性血清形成了明显

的条带，表明其具有良好的抗原性，而空载体诱导后

表达的蛋白无抗原性（图７）。
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图５　不同的诱导时间对重 组 质 粒 表 达 的 影 响　Ｍ．蛋 白 低

分子量标准；１．诱导８ｈ重 组 菌 裂 解 产 物；２．诱 导６ｈ
重组菌裂解产物；３．诱导４ｈ重组菌裂解产物；４．诱导

２ｈ重组菌裂 解 产 物；５．添 加 诱 导 剂 前 的 重 组 菌 裂 解

菌产物；６．空载体裂解产物

图６　重组蛋白的 存 在 形 式　Ｍ．蛋 白 低 分 子 量 标 准；１．诱

导的重组 菌 裂 解 液 沉 淀；２．诱 导 的 重 组 菌 裂 解 液 上

清；３．诱导的重组菌裂解液

图７　重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ分析　 Ｍ．蛋白低分子量标

准；１．纯化的ＮＰ蛋白；２．阴性对照

２．６　ＥＬＩＳＡ方法的建立

２．６．１　ＥＬＩＳＡ反应的条件优化　当融合蛋白的包

被浓度为１０ｎｇ／孔，血清的最佳稀释度是１∶１　０００
时，Ｐ／Ｎ 达到最大（表１）。固定融合蛋白的包被浓

度和血清稀释度，分别用碳酸盐缓冲液（ＣＢ）、ＰＢＳ、

Ｈ２Ｏ包被蛋白，结果表明ＣＢ作 为 包 被 液，其Ｐ／Ｎ
值达到了最大（表２）。

２．６．２　ＥＬＩＳＡ临界值的确定及结果的判定　对３６
份ＳＰＦ鸭的血 清 进 行 了 间 接ＥＬＩＳＡ测 定，平 均 值

为０．２１３、标 准 差 为０．０４２　４，阳 性 Ｃｕｔ－ｏｆｆ值 为

０．３４０、阴性Ｃｕｔ－ｏｆｆ值 为０．２９７。Ｓ／Ｐ≥０．３４０，待

检血 清 为 阳 性；Ｓ／Ｐ＜０．２９７，待 检 血 清 为 阴 性；

０．３４０＞Ｓ／Ｐ≥０．２９７，判为可疑。

表１　融合蛋白和血清的最佳稀释比例（Ｐ／Ｎ）

抗原稀释度／

（ｎｇ·孔－１）
１／１０　 １／１００　 １／１　０００　 １／１０　０００　 １／１００　０００　 １／１　０００　０００

１０　０００　 １．２２　 ０．９７　 ０．９３　 ３．９９　 ２．６４　 １．４８
１　０００　 １．２５　 ０．８７　 １．３４　 ３．９８　 ２．５７　 １．３０
１００　 １．０１　 ０．９９　 ２．１７　 ４．３０　 ２．３７　 １．４３
１０　 ０．８５　 １．７６　 ４．７５　 ３．１０　 １．９９　 １．２１
１　 １．０７　 ２．００　 １．６０　 １．７３　 １．２２　 １．１５
０．１　 １．１２　 １．７４　 ０．９７　 １．２０　 ０．７６　 ０．９３

表２　抗原最佳包被液的选择（Ｄ４５０）

项目 Ｈ２Ｏ　 ＰＢＳ　 ＣＢ

阳性血清 １．１３２　 １．００９　 １．３８８
阴性血清 ０．６９３　 ０．５２３　 ０．６３７

Ｐ／Ｎ　 １．６３　 １．９３　 ２．１７９

２．６．３　重复性试验　对６份ＮＤＶ阳性的血清进行

了６次重复 测 定（批 内 重 复），其 变 异 系 数２．０％～
９．３％；对上述样 品 进 行 了 批 间 重 复，变 异 系 数 最 小

为２．７％，最大为１０．２％，可见该方法具有良好的重

复性。

２．６．４　特异性试验　利 用 鸭 源 新 城 疫 ＮＰ蛋 白 建

立的ＥＬＩＳＡ方法 检 测 鸭 流 感 病 毒、鸭 瘟 病 毒、鸭 肝

炎病毒、鸭圆环病毒的阳性血清（表３），其Ｓ／Ｐ的值

均小于０．２９７，为阴性，表明建立的ＥＬＩＳＡ方法具有

良好的特异性。

表３　间接ＥＬＩＳＡ特异性

血清 Ｄ４５０ Ｓ／Ｐ
ＤＰＭＶ（＋） １．１０２ －
ＤＰＭＶ（－） ０．１６３ －
空白对照 ０．０７１ －

鸭流感病毒 ０．１９８　 ０．０３７　２
鸭瘟病毒 ０．１７７　 ０．０１４　９

鸭肝炎病毒 ０．１７２　 ０．００９　５
鸭圆环病毒 ０．１８６　 ０．０２４　５
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２．６．５　ＥＬＩＳＡ与 ＨＩ法的比较　用ＥＬＩＳＡ法检测

送检的鸭血清阳性率为６０％（６３／１０５），ＨＩ法检测的

阳性率为５２．４％（５５／１０５）（表４），ＥＬＩＳＡ法 灵 敏 度

明显的高于 ＨＩ法。

表４　不同方法检测鸭ＮＤ抗体的试验 个

检测方法 阳性样本数 阴性样本数 总数

ＥＬＩＳＡ　 ６３　 ４２　 １０５
ＨＩ　 ５５　 ５０　 １０５

３　讨论

鸭源新城疫 病 毒 是 一 种 有 囊 膜 的、单 股 不 分 节

段的负链ＲＮＡ病毒，其基因组编码６种结构蛋白：

ＮＰ蛋白、Ｐ蛋白、Ｍ 蛋白、ＨＮ蛋白、Ｆ蛋 白 和Ｌ蛋

白。其中 ＮＰ蛋 白、Ｐ蛋 白 和Ｌ蛋 白 共 同 构 成 了 核

衣壳蛋白（内部蛋白）。ＮＰ蛋白有２个主要的区域：

一是氨基（Ｎ）端区域，约占ＮＰ蛋白的２／３，与ＲＮＡ
直接结合；另一端是羧基（Ｃ）端区域，裸露在装备后

的核衣壳 后 面［７］。核 衣 壳 蛋 白 与 病 毒 基 因 组 ＲＮＡ
紧密结合在一起，形成１个螺旋棒状的核糖核蛋白

复合体（ＲＮＰ），保护基因组ＲＮＡ免受ＲＮＡ酶的攻

击。虽然ＮＰ蛋白不是ＮＤＶ毒力的主要决定因素，
但是具 有 高 度 的 免 疫 原 性，能 够 诱 导 机 体 产 生 抗

体［８］，且具有高度的保守性。

新城疫病毒的检测方法主要有病毒的分离与鉴

定、电镜检测技术、血清学诊断方法以及分子生物学

诊断方法等［９］。ＥＬＩＳＡ方法是目前应用最广泛的一

种免疫检测方 法，该 方 法 具 有 敏 感 性 好、特 异 性 强、

操作简 单、重 复 性 好 等 优 点。姜 平 等［１０］和 丁 炜 东

等［１１］建立检测ＮＤＶ抗体的间接ＥＬＩＳＡ法，其特异

性和敏感性均优于 ＨＩ。临床上检测鸡源ＮＤＶ抗体

的ＥＬＩＳＡ试剂 盒 已 经 广 泛 的 生 产 和 使 用。由 于 鸭

源ＮＤＶ与鸡源ＮＤＶ的参考毒株ＬａＳｏｔａ、Ｆ４８Ｅ９的

核苷酸序列的同源性在８３．８％～９０．９％［１２］，为了准

确的监测鸭源ＮＤＶ抗体水平，本试验以ＮＰ蛋白为

包被抗原建立了间接ＥＬＩＳＡ方法。

本试 验 利 用ｐＥＴ－２８ａ表 达 载 体 表 达 了５４　０００
大小的融 合 蛋 白，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ分 析

表明该蛋白具有的良好反应原性和特异性，以纯化

后的融合蛋 白 为 包 被 抗 原 建 立 了 间 接ＥＬＩＳＡ方 法

（ＮＰ－ＥＬＩＳＡ）。重 复 性 试 验 表 明，样 品 的Ｄ 值 的 变

异系数均低于０．１１％。特异性试验结果表明，该方

法与鸭流感病 毒、鸭 圆 环 病 毒、鸭 瘟 病 毒、鸭 肝 炎 病

毒的阳性血清均不发生反应。分别用ＮＰ－ＥＬＩＳＡ方

法与 ＨＩ法对送检的１０５份鸭血清样品进行检测，结
果显示 ＮＰ－ＥＬＩＳＡ 方 法 的 阳 性 检 出 率 为６０％，而

ＨＩ阳性检出率为５２．３８％，ＮＰ－ＥＬＩＳＡ的 检 出 率 明

显高于 ＨＩ的检出率。同时也说明山东地区鸭场中

已存在鸭源新城疫病毒的感染和流行，由此引起的

疾病已给这些地区的养鸭业造成了相当大的经济损

失［４］。
在建立间接ＥＬＩＳＡ方法时，常出现假阳性的现

象。主要 是 由 于 我 国 的 鸭 群 中 普 遍 存 在 大 肠 杆 菌

病，因此体内 不 可 避 免 的 产 生 大 肠 杆 菌 的 抗 体。融

合蛋白虽然经过Ｎｉ－ＮＴＡ亲和层析纯化后的纯度很

高，但是不可避免污染大肠杆菌菌体蛋白，该蛋白与

鸭体内的大肠杆菌抗体发生非特异性反应［１３］。因此

将超声波 粉 碎 含 有 空 载 体 的 宿 主 菌 与 待 检 血 清 混

合，３７℃作用２０ｍｉｎ，能够显著的提高ＥＬＩＳＡ的 准

确度和灵敏度。
综上所述，此次建立的间接ＥＬＩＳＡ方法具有良

好的特 异 性、重 复 性 和 敏 感 性，并 且 安 全、方 便、快

捷，为临床上监测鸭源新城疫抗体水平提供了一种

准确、快速、有效的方法。
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量密集黄褐色阳性显色，在黏膜上皮外侧呈线状分

布，与 图１、图３相 对 照，断 奶１５日 仔 猪 胃 窦 部

Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ分布和胃底部、胃体不同，胃窦部 以 外 分

泌为主，黏膜内自分泌的含量下降。
综上所述，通过断奶１５日仔猪不同部位胃壁的

免疫组化研 究，证 明 了 Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ在 仔 猪 胃 内 广 泛

存在，而且在胃壁的不同部位，其分布、含量有所不

同。同时，本 试 验 也 从 侧 面 证 实 了 Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ在 猪

和其他已证明的动物种属之间结构位点相似，提示

Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ的蛋白序列、结构以及功能在种属间可能

高度保守，这需要进一步采用其他分子生物学手段

进行研究。同 时，Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ在 仔 猪 阶 段 的 分 布、含

量变化及在其他组织的分布，也需要进一步研究。
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