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［摘　 要］ 　 以 ４ 型禽腺病毒（ＦＡｄＶ－４）的 ＤＮＡ 为模板，扩增其六邻体（ｈｅｘｏｎ）部分基因并进行重组

表达，以重组 ｈｅｘｏｎ 蛋白为包被抗原，优化 ＥＬＩＳＡ 检测条件，建立了 ＦＡｄＶ－４ 的 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方

法。 该方法对 ＦＡｄＶ－４ 阳性血清检测为阳性，对于其他鸡常见病毒，如禽流感病毒 ５、７、９ 型，新城疫

病毒以及鸡传染性支气管炎病毒阳性血清检测均为阴性；与 ＰＣＲ 方法的阳性符合率为 ８３．３％。 试

验表明，建立的以重组 ｈｅｘｏｎ 蛋白为包被抗原检测 ＦＡｄＶ－４ 血清抗体的 ＥＬＩＳＡ 方法可以用于检测

ＦＡｄＶ－４ 的感染及相关流行病学调查。
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　 　 ４ 型禽腺病毒（Ｆｏｗｌ Ａｖｉａｎａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４，

ＦＡｄＶ－４）属于Ⅰ群禽腺病毒，能够引起鸡心包积水

综合征［１］。 该病最早在巴基斯坦的安卡拉首先被

报道，因此又称安卡拉病［２－３］。 近几年来，我国多个

省份相继出现爆发，给养鸡业造成了严重的经济损

失［４－６］。 由于发病时鸡出现明显的心包积液症

状［７－８］，因此该病的临床诊断主要以剖检为主，实验

室诊断主要以病毒分离、ＰＣＲ 检测为主，也有利用

琼脂扩散进行检测的报道［９－１０］。 不过以上诊断方

法都存在一定的缺点，例如，病毒分离难度大，ＰＣＲ

方法批量检测样品工作量大，而琼脂扩散试验灵敏

度较差等。 因此有必要建立一种高效省时且灵敏

度高的检测方法，能更好的对该病进行血清学检测

以及血清抗体监测。

腺病毒粒子中的六邻体（ｈｅｘｏｎ）是主要的衣壳

蛋白，全长约 ２８１１ ｂｐ，带有主要的属和亚属特异性

抗原决定簇及次要的种特异性抗原决定簇。 研究

表明，ｈｅｘｏｎ 中几个比较大的抗原表位区都位于前

段和中段，这一区域恰好位于病毒的表面，暴露性

好，后段虽然也有较好的抗原性，但暴露性较

差［１１］。 因此在试验中截短表达了 ｈｅｘｏｎ 蛋白的前、

中段进行原核表达，并应用于 ＥＬＩＳＡ 方法的建立。

１　 材料与方法

１．１　 血清及临床样品　 病鸡心脏、肝脏组织样品、

血清样品均收集自黑龙江省齐齐哈尔市甘南县肉

鸡养殖场。 ＦＡｄＶ－４ 阳性鸡血清由哈尔滨兽医研究

所禽传染病研究室惠赠，禽流感 ５、７、９ 型（Ａｖｉａｎ

Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ｖｉｒｕｓ， ＡＩＶ－５、ＡＩＶ－７、ＡＩＶ－９）阳性鸡血

清、新城疫（Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｖｉｒｕｓ， ＮＤＶ）阳性鸡

血清、传染性支气管炎（ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ Ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ Ｖｉｒｕｓ，

ＩＢＶ）阳性鸡血清由黑龙江省兽医科学研究所病毒

研究室惠赠。 ＦＡｄＶ－４ 阴性血清为 ＳＰＦ 雏鸡血清，

ＳＰＦ 鸡胚购自哈尔滨维科生物技术开发公司。

１．２　 主要实验试剂　 ｐＥＴ－２８ａ 载体购自大连宝生

物工程有限公司，Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、限制性内切酶

ＥｃｏＲⅠ／ ＸｈｏⅠ、Ｔ４ 连接酶、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自 ＴａＫａＲａ

公司；ＨＲＰ 标记兔抗鸡 ＩｇＧ 购自北京百奥莱博科技

有限公司；增强型 ＨＲＰ－ＤＡＢ 底物显色试剂盒、可

溶性 ＴＭＢ 底物显色液购自天根生物科技有限公

司；ＰＶＤＦ 膜购自密理博中国有限公司。

１．３　 ｈｅｘｏｎ 蛋白克隆、表达及纯化　 利用已发表的

Ｋｒ－ｙｅｏｊｕ 株 ｈｅｘｏｎ 序列（登录号：ＨＱ７０９２２８．１）设计

引物，并添加 ＥｃｏＲⅠ／ ＸｈｏⅠ为酶切位点。 引物序

列 为： Ｆ： ５ ＇ － ＧＧＡＡＴＴＣＣＣＣＡＣＣＣＧＡＡＡＴＧＴＣＡ⁃

ＣＧＡＣ－３＇； Ｒ： ５ ＇ － ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＧＣＧＧＴＧＴＴＧＴＴＧ⁃

ＧＴＧＴＡＧＡＧ－３＇，扩增长度为 １０３２ ｂｐ 基因片段，连

接 ｐＥＴ－２８ａ 载体，命名为 ｐＥＴ－２８ａ－ｈｅｘｏｎ，测序正

确的 质 粒 转 化 至 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （ ＤＥ３ ）。

０．８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ ３７ ℃条件下 ６ ｈ 诱导重组菌，同

时设立未诱导阴性对照。 离心收集菌体进行超声

破碎，１２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳分析表达蛋白并切胶

纯化。

１．４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析　 纯化的蛋白经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

电泳后半干转印至 ＰＶＤＦ 膜，以 １︰１００ 稀释的

ＦＡｄＶ－４ 鸡阳性血清以及 ＦＡｄＶ－４ 鸡阴性血清为一

抗，以 １︰５０００ 稀释的兔抗鸡 ＩｇＧ－ＨＲＰ 为二抗，进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析。

１．５　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的建立

１．５．１　 间接 ＥＬＩＳＡ 反应条件的优化　 以 ３７ ℃ １ ｈ、

３７ ℃ ２ ｈ 和 ４ ℃ 过夜三种不同条件包被纯化的

ＦＡｄＶ－４ 重组 ｈｅｘｏｎ 蛋白，确定最佳包被条件；利用

方阵滴定法对 ＦＡｄＶ－４ 重组 ｈｅｘｏｎ 蛋白的工作浓度

和 ＦＡｄＶ－４ 鸡阳性血清的稀释浓度进行了确定。

以不同浓度脱脂乳封闭，确定最佳的封闭液浓度以

及封闭时间。 确定血清和 ＨＲＰ 标记二抗最佳工作

时间，确定底物作用时间。 判定标准为：阳性血清

（Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ，Ｐ）与阴性血清（Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ，Ｎ）

ＯＤ４５０ｎｍ的 Ｐ ／ Ｎ 值高且 Ｐ 值≈１ 为原则将所选条件

确定为 ＥＬＩＳＡ 反应的最佳反应条件。

１．５．２　 间接 ＥＬＩＳＡ 判定标准的确定　 按照优化后

的 ＥＬＩＳＡ 方法对已确定为 ＦＡｄＶ－４ 阴性的 ２０ 份血

清进行检测（阴性血清按照 １︰１００ 稀释），计算阴

性样品的 ＯＤ４５０ｎｍ的平均值（ｘ）和标准差（ ｓ），结果

进行统计学分析，确定临界值。

·８·
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１．５．３　 特异性实验　 在相同条件下对其他鸡几种

常见病毒，如 ＡＩＶ－５、ＡＩＶ－７、ＡＩＶ－９、ＮＤＶ、ＩＢＶ 阳性

血清进行检测，同时设 ＦＡｄＶ－４ 阴、阳性血清对照。

１．５．４　 临床血清样本的检测　 于黑龙江省齐齐哈

尔市甘南县肉鸡养殖场采集并保存的 ２１ 份临床血

清样本通过建立的 ＥＬＩＳＡ 方法进行检测。

１．５．５　 符合率试验　 ２１ 份临床血清样对应的组织

样品提取基因组后进行 ＰＣＲ 检测，检测结果与

ＥＬＩＳＡ 检测结果比较分析。

２　 结　 果

２．１　 ｈｅｘｏｎ 基因扩增结果 　 在出现心包积液症状

的鸡肝脏组织中扩增 ｈｅｘｏｎ 基因，经 １％琼脂糖核

酸电泳分析，结果显示，扩增基因大小约为 １０３２ ｂｐ

（图 １）。 扩增基因连接载体后测序，结果显示为

ＦＡｄＶ－４ 基因。

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １： ｈｅｘｏｎ 截短基因

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１： ｈｅｘｏｎ－ｔｒｕｎｃａｔｅｄ ｇｅｎｅ

图 １　 ｈｅｘｏｎ 截短基因扩增结果

Ｆｉｇ １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｘｏｎ ｇｅｎｅ

２．２　 ｈｅｘｏｎ 蛋白的表达与纯化　 ＩＰＴＧ 诱导后，表达

产物经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析，表达蛋白约为 ４６ ｋｕ（图 ２）。

２．３　 重组 ｈｅｘｏｎ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证　 纯化蛋白

进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定，结果显示纯化的 ｈｅｘｏｎ 蛋白

能够与 ＦＡｄＶ－４ 阳性血清结合，而与阴性血清无反

应（图 ３）。

２．４　 间接 ＥＬＩＳＡ 的建立及反应条件的确定　 按照

常规 ＥＬＩＳＡ 方法建立检测抗 ＦＡｄＶ－４ 血清抗体的

间接 ＥＬＩＳＡ，对各反应条件进行了筛选和优化，结

果如表 １ 所示。

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ；１：纯化蛋白；２：诱导表达

重组 ｈｅｘｏｎ 蛋白细菌；３：未诱导表达细菌对照

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； １：Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｈｅｘｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ；

２：Ｌｙｓｅｄ ｈｅｘｏｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｉｅｓ；

３：Ｎｏｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｒｕｄｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｙｓａｔｅ ｆｒｏｍ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｈｅｘｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ

图 ２　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ ２　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ；１：纯化 ｈｅｘｏｎ 重组蛋白；

２：阴性血清对照

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｈｅｘｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ； ２： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定结果

Ｆｉｇ ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

·９·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 ８ 月第 ５２ 卷第 ８ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

表 １　 间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法反应条件优化结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ

筛选条件
Ｆｉｌｔｅｒ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

重组 ｈｅｘｏｎ 蛋白
ｈｅｘｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

封闭液
Ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

待检血清
Ｓａｍｐｌｅ

兔抗鸡－ＨＲＰ
Ｒａｂｂｉｔ Ａｎｔｉ－Ｃｈｉｃｋｅｎ

Ａｎｔｉｂｏｄｙ－ＨＲＰ

显色底物
Ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃ
ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

最佳稀释浓度
Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ １ ｕｇ ／ ｍＬ ５％脱脂乳 １ ︰ １００ １ ︰ ５０００ ／

反应条件
Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ４℃ ／ １２ ｈ ３７℃ ／ １ ｈ ３７℃ ／ １ ｈ １ ｈ １５ ｍｉｎ

　 ＂ ／ ＂显色底物为商品化购买不需要稀释，直接加入至 ＥＬＩＳＡ 板中即可

２．５　 间接 ＥＬＩＳＡ 判定标准　 采取未感染 ＦＡｄＶ－４
的鸡血清，经间接 ＥＬＩＳＡ 方法进行检测，计算最终

平均 ＯＤ４５０ｎｍ值（ｘ）为 ０．１６３，标准差（ ｓ）为 ０．０２４，按

照公式：阴阳临界值 ＝ ｘ＋３ｓ，临界值为 ０．２３６。 即当

样品的 ＯＤ４５０ｎｍ值大于或等于 ０．２３６ 为阳性，ＯＤ４５０ｎｍ

小于 ０．２３６ 为阴性（图 ４）。
２．６　 特异性试验　 利用建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法对

ＦＡｄＶ－４、ＮＤＶ、ＡＩＶ－５、 ＡＩＶ－７、ＡＩＶ－９、ＩＢＶ 阳性血清

进行检测，同时设阴性对照（Ｎｅｇａｔｉｖｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣ），
结果表明：重组 ｈｅｘｏｎ 蛋白与 ＦＡｄＶ－４ 阳性血清特

异性结合，与 ＮＤＶ、ＡＩＶ－５、 ＡＩＶ－７、ＡＩＶ－９、ＩＢＶ 阳

性血清均没有交叉反应（图 ５）
２．７　 符合率试验　 采用建立的间接 ＥＬＩＳＡ 检测方

法，检测临床中 ２１ 份鸡血清样品，其中 １５ 份为

ＦＡｄＶ－４ 抗体阳性，而 ＰＣＲ 结果显示 １８ 份样品呈

阳性，两种方法阳性符合率为 ８３．３３％。 结果表明，
建立的 ＥＬＩＳＡ 方法和 ＰＣＲ 方法符合率较好，可用

于临床鸡血清样品的抗体检测。

图 ４　 阴性样品结果分布图

Ｆｉｇ ４　 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｎｏｒｍａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ

图 ５　 ＥＬＩＳＡ 特异性试验

Ｆｉｇ ５　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＥＬＩＳＡ

表 ２　 ＥＬＩＳＡ 检测方法与 ＰＣＲ 方法一致性检测结果

Ｔａｂ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｎｃｏｒｄａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＥＬＩＳＡ ａｎｄ ＰＣＲ Ｔｅｓｔ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＦＡｄＶ－４
检测方法

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
阳性样本数

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
阴性样本数
Ｎｅｇａｔｉｖｅ

总样本数
Ｔｏｔａｌ

阳性样本符合率
Ｃｏｎｃｏｒｄａｎｃｅ

ＥＬＩＳＡ １５ ６ ２１

ＰＣＲ １８ ３ ２１
８３．３３

３　 讨论与小结

多数学者以Ⅰ群禽腺病毒代表株 ＣＥＬＯ 株

ｈｅｘｏｎ 蛋白作为包被抗原［１２］，由于不同血清型ｈｅｘｏｎ

蛋白推导的氨基酸同源性差异较大，同源性的差异

很可能会影响重组蛋白的抗原性。 鉴于此，建立了

以 ＦＡｄＶ－４ 的基因组为 ＤＮＡ 模板扩增并表达的

·０１·
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ｈｅｘｏｎ 蛋白为包被抗原的 ＥＬＩＳＡ 检测方法，对于

ＦＡｄＶ－４ 的血清学鉴定可能更有针对性，更适于临

床出现心包积液症状病鸡的血清学诊断，但两种蛋

白包被抗原对于 ＦＡｄＶ－４ 的检测灵敏性是否具有

差异仍需进一步研究验证。
目前，ＦＡｄＶ－４ 的实验室诊断仍然以 ＰＣＲ 为

主，ＥＬＩＳＡ 方法的建立为该病的诊断提供了血清学

方法。 除作为诊断手段，ＥＬＩＳＡ 也可以作为监测抗

体效价的有效方法，黑龙江省兽医科学研究所兽药

研究室在进行鸡心包积水综合征卵黄抗体的制备

过程中血清抗体监测就是由建立的 ＥＬＩＳＡ 方法完

成，抗体含量检测准确，相比较琼脂扩散方法灵敏

度高，效果更好。
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