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鸭乙型肝炎病毒表面抗原的纯化及应用 
唐 霓，黄爱龙 ，郭树华，张定风 

(承陕 科大学病毒性肝炎研究所 晕 400010) 

【摘 要】目的：从鸭已型肝炎病毒 (DHBV)缚染鸭i『IL消·卜纯化装面抗原 (DHBsAg)．初步应Hj 病毒缚染后 制的研 

究 方法：州蔗糖南度梯度离心纯他病毒采 抗原．经Bradford法定量JlIL滴·}t该蚩白含量；建~ZDHBsAg ELI,~检测靠法， 

井与DHBV DNA斑点杂变牛H比较。结果：纯他DHBsA~经ELISA检测OI)490nm≥1．0，we虬锄 杂变展示主要肚分子量为 

17KDa~35KDa；Bradford法定量Jf『L浦蚩白禽量为2．85～5．10 u g]m1．DHBsAgELISA检测l00份JlIL消标本日1性数为84例，斑点杂 

交榆测F丌性数为88例．两者吻台率为94％。结论：DHBsAg的制备及ELISA 法的建靠．为进 步研究病 感染后复制及体 

免疫应粹状况奠定了基础。 
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Preparation and identification of duck hepatitis B virus(DH BV)SUfface antigen 

frOm infected duck serum 

TANG Ni,elal 

(The Research Institute for Viral Hepatitis，Chongqing Medical University，400o10) 

【Abstract】 Objective：Preparation of DHBsAg from DHBV infected ducks and its application for the study of 

virus replication．Methods The positive serum were layered over a step gradient of 20％ and 66％ sucrose， 

DHBsAg were harvested at the interface between 20％ and 66％ sucrose．and then analyzed by Bradford method． 

Meanwhile,DHBsAg ELISA and DHBV DNA dot blot hybridization assayed 100 serum samples．Results： 

Purified antigen were detected OD490nm≥1．0 by DHBsAg ELISA assay and quantified 2．85～5．10 eCml by 

Bradford method．Both 35KDa and 1 7KDa presJs bands were present in DHBV·infected serum．DHBsAg assayed 

84 positive in 1 00 serum samples，while DHBV DNA dot blot hybridization detected 88 positive，showing good 

accordance．Conclusion：Preparation of DHBsAg from DHBV·infected ducks and application of DHBsAg ELISA 

assaywill behelpfultothe studyofkinetics ofDHBV andimmune respo nse ofduckstothe virus． 
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鸭乙 肝炎病毒与人乙型肝炎病毒同属嗜肝 

DNA~j毒科，在病毒复制形式、感染转归等方面都 

相似．常成为研究HBV发病机理、防治等的参考实 

验动物模 。近年来监测DHBV感染过程中复制和 

免疫应答状况的捡测指标己得到小断的完善 。为 

建立简便、特异的检测系统，了解病毒感染后复制 

及体内免疫虑答状况，奉文自重庆地 感染麻鸭血 

清中分离纯化鸭乙 肝炎病毒表面抗原(DHBsAg)， 

用针对PreS特异单克隆抗体杂交瘤细胞1H1制备的 

腹水进行检测，初步应用于感染鸭病毒复制的研 

究。 

作者彳r颦；唐 霓 (1973． )．女，博 

1 材料与方法 

1 ~'DHBVPrcS-~-克隆抗体腹水的制备 

针对DHBsAg PreS区 抗祭变精细胞株1川 山澳大利 

阿秘策镌大学微生物和免疫学系Dr．Allison Jilben馈肼。纲胞 

培养条件为RPM／l640，10％胎牛JlIL精 (Hyclon~)，l00u／ml 

青霉翥，l 00 g／ml链霉素。纲胞生长的最佳状态为5×10～ 

5x10个纲胞／m1．每2～3天换液1次。 

选墩2门龄雄性BALS／Cd,鼠，经蝮腔沌射0．5ml 完夸 

弗氏佐剂． 用后收集生长状态良好的IHI细胞，“jPBS洗 

筠}。敞．细胞讣数后重怂 Y'O．5ml PBS，以每Jl鼠5X l0细胞 

比例往入腹腔。l～2周后等待腹水形成．断颈处死小鼠，收 

枭腹水3000g离心IOmin，啦墩 卜消 56℃水浴45min热处 

理，分装并冻存 7O℃． 

I．2 DHBsAgELISA检测 
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『lIL浦样品以l：500稀释]--PBS并过夜乜被，加l：5000稀 

释的 执腹水1H1 100 孔．37'(2佧J_}j lh。再加入 抗鼠 

HRP l (Jackson)，最后加底物液避光显色lSmin， 

OD490~m读数。 

1．3 血清标本DHBsAg与DHBV DNA]~点杂交检测 

共选墩100份『ffL消标本、H』卜述疗法检~UDHBsAg， 斑 

点杂交结果相比较。 空所刚探引为地高中标记的DHBV会 

罄用组 针．探针榆 j下限为56Apg DHBV DNA／m]。 

1．4 DHBsAg~纯化 

橄姑文献略佧修 一。Ⅲ巴氏德哦管吸~Sral 20％蔗糖 

溶液轻铺 离心营戚弃If，再啦墩Iml 66％蔗糖济液．将吸管 

口捅入离心管底部缓慢加入，加完后可在两种梯度溶液州见 

条明显的分界线。37'C静置lh后，将5mlm{i!{铺加于蔗糖 

梯度溶灏表【fii185 39吨 (HITACHI RP-83T)4'C离心4h。离 

心完毕，按200 1僭 分别收集，进千I ELISA及蚩白质定量检 

、蒯。 

帏组 分 在TN缓 冲 液 ·I·(20raM "I ris．Cl PH7．4， 

150mMNaCI)4'C透析过傲。PEGS000浓缩样品后，取部分 

做Western bloc检测，其采贮r-70'(2。 

1．5 DHBsAg定量 

采刚Bradford沾榆测，以牛m清白蚩白作为标准品对 

照 。 

I 6 Western blot 

报据文献略怍修 ‘。 

2 结 果 

2．1 血清标本DHBsAg与DHBV DNA．@t点枭交检测 

结果 

实验结果显示，DHBsAg ELISA检测与血清斑 

点杂交法 比较，捡出阳性例数 为84，符合率为 

94％，重复检测阳性及I{Ij性血清符5份，ELISA结果 

完全吻合。少数标_奉DHBV DNA阳性而DHBsAgI{Ij 

性，均 为斑点杂交弱阳性血清．说 明 DHBsAg 

ELISA~如DHBV DNA斑点杂交敏感。用制备的含 

PreS单抗腹水作为l。Ab，抗体效价可达 l：5000， 

检测结果特异性好。 

表1 DHBsAg与DItBV DNA检测结果 

2．2 超速高 分段收集样o~oDHBsAg E LlsA检测结 

果 

A1-IO按照从20％到66％蔗糖分段收集，从表中 

可 看出 DHBsAg高峰管接近于66％蔗糖表咖 

靠近20％蔗糖溶液．DHBsAg含鼍较少。 

查 塑苎竺璺些苎堂墨 竺 ! 
样 I管号 AI A2 A3 A4 A5 A6 A7 AS q̂ A10 

OD490nm O 08 0．05 004 0l2 O 36 0 49 0．89 1 07 1．12 1 05 

2．3 Bradford法定量纯化蛋白质 

纯化样品经12％SDS-PAGE电泳后转移垒硝酸 

纤维素膜上，经Western杂交并与蛋白质分了罱标准 

比较泳动距离，用Gel软件分析 在大约17KDa、 

35KDa水平 出现 阳性 条带 。其 中纯 化样品2经 

DHBsAg ELISA检测为强阳性结果，其特异抗壕条 

带较明显。 

衰3 纯化样品置白质定量结果 

2,3 Western blot鉴定 (见图1) 

蟛 掌舔 l7KDa 

≮ 

二 — 35Koa 

1～4：纯化样品，5：阴性血清对照 

图i Western杂交检测纯化样品s抗原结果 

纯化样品经 12％sDs·PAGE电泳后转移至硝酸 

纤维隶膜上，经Western杂交并与蛋白质分了罱标准 

比较泳动距离，用Gel软件分析：在大约17KDa、 

35KDa水 平 出现 阳性 条带 。其 中纯 化样 品2经 

DHBsAg ELISA检测为强阳性结果，其特异抗原条 

带较叫显。 

3 讨 论 

自l980年Manson等首先从北京鸭血清中发现 

DHBV以来，符国学者对DHBV的形态结构、复制 

规律等生物学特性进行了广泛研究。以往DHBV感 

染复制捡测指标多为斑点杂交、电镜观察以及 

DHBV多聚酶活性检测，而用纯化的DHBsAg免疫 
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家兔所制备的多克隆抗体进行血清DHBsAg的检 

测．也是了解病毒复制与表达特异抗原蛋白的重要 

指标 。由于多克隆抗体的制备和纯化程序复杂． 

特异性 高制约了其作为病毒复制的特异性检测指 

标。Pugh于1995年首先建立针对DHBV PreS／S大蛋 

白的单抗IHI和针埘s医的单抗7C-12细胞株，并以 

杂交瘤细胞培养上清或含单抗的腹水用于血清 

DHBsAg ELISA的检测 ，取得了较好的结果 。我 

室 在 澳 大利 Adelaide大 学 帮 助 下 ，建 立 了 

DHBsAg ELISA检测方法．对l00例血清标本的检测 

结果显示：DHBsAg阳性数为84．斑点杂交阳性数 

为88，两者吻台率为94％。DHBsAg ELISA检测方 

法快速简便、结果稳定可靠。4例DHBV DNA阳性 

而DHBsAg阴性标奉．DHBV DNA斑点杂交均为弱 

阳性，提示DHBsAg的检测方法 如DHBV DNA斑 

点杂交敏感。 

HBV研究发现： Pies蛋白含有T、B细胞抗原 

决定簇，具有强免疫原性．PreS 的免疫识别位点 

及T细胞谈别位点已相继鉴定 。Chassot、Cheung 

等也在DHBV PreS 发现 了抗原表位晌免疫决定 

匠：位于DHBV大蛋F1的N末端PreS部分58．1O7位氨 

基酸⋯ ；而用含DHBVPreS／S的DNA疫苗免疫北京 

鸭，也可产生免疫保护效麻 一。因此展开对DHBV 

表面抗原的生物学特性研究．是研究病毒编码抗原 

的重要内容。Schlicht曾用PEX表达载体表达了MS2 

- DHBVPreS融合蛋F1．但DHBVI res蛋白的原核表 

达相当困难，一般均需采用分子量大的融合蛋F1形 

式．而且PreS蛋白较小稳定．纯化该蛋白也有一定 

难度 因此直接从感染DHBV滴度较高的鸭血清 

中采用超速离心的方法分离纯化DHBsAg．成为研 

究s抗原理化特性及特异免疫应答的重要手段。 

我室曾用慢性DHBV感染重庆麻鸭作为动物模 

型．考核了一系列抗病毒药物的有效·性及毒副反 

应。重庆地 麻鸭的自然感染率与其它地 有所不 

同．其感染DHBV s抗缘的生物学特性一直有待研 

究。我们通过蔗糖超速离心从感染鸭血清中纯化 

DHBsAg发现：DHBsAg的高峰管集中在66％与20％ 

蔗糖的交界面上，Bradford法定量蛋 白浓度为2．85 

u mI～5．1O u g／ml血清 。经Western blot分析证 

实 ， 分 离DHBsAg主 要 肽 分 子 晕 为 17KDa、 

35KDa，与Marion、张维等报道的DHBsAg主要肽 

分子罱相近。 

血清DHBsAg的制备和纯化．为进一步进行 

DHBsAb ELISA检测、研究鸭外周血单个核细胞 

(PBMCs)对DHBV特异抗原应答状况奠定了基 

础。 
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