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　　摘要：为了制备鹅星状病毒（ｇｏｏｓｅａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ，ＧＡｓｔＶ）刺突（Ｓｐｉｋｅ）蛋白的单克隆抗体，并对获得的单克隆抗体的生
物学特性进行鉴定，将大肠杆菌表达的截短Ｓｐｉｋｅ蛋白免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，经细胞融合和单克隆抗体的筛选来获得阳
性杂交瘤细胞，并进一步利用免疫印迹和间接免疫荧光技术进行单抗的鉴定；采用 ＥＬＩＳＡ技术进行单克隆抗体亚型、
抗体效价的测定；同时根据ＧＡｓｔＶＸＸ株 Ｓｐｉｋｅ蛋白序列合成重叠的多肽库进行单抗识别的抗原表位鉴定。共获得３
株阳性杂交瘤细胞，分别命名为１Ａ５、２Ｂ４、１２Ｅ６；免疫印迹和间接免疫荧光实验显示３株单克隆抗体均与Ｓｐｉｋｅ蛋白具
有良好的免疫反应，其中２Ｂ４、１２Ｅ６可与ＧＡｓｔＶ发生反应；亚型鉴定结果显示单抗１２Ｅ６、２Ｂ４为 ＩｇＧ２ｂ亚类，单抗１Ａ５
为 ＩｇＧ２ａ亚类；轻链均为κ链；敏感性结果显示，抗体效价都在１∶５１２００以上；抗原表位的鉴定结果表明单抗１Ａ５识
别的抗原表位为（ＥＰ１６）ＥＬＲＮＲＬＮＩＡＤＧＤＹＶＩ，单抗２Ｂ４识别的抗原表位为（ＥＰ２１）ＡＧＤＳＮＰＧＥＴＦＱＮＦＫＭ。本研究成
功制备了针对ＧＡｓｔＶＳｐｉｋｅ蛋白的单克隆抗体，并鉴定出２个新的抗原表位，为建立快速、简便的ＧＡｓｔＶ检测方法奠定
了基础。
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　　２０１６年以来，我国各地养鹅场相继暴发了一种
雏鹅全身性痛风疫病，经病原分离鉴定，证实该疫

病由鹅星状病毒（ｇｏｏｓｅａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ，ＧＡｓｔＶ）感染引
起［１－２］。该病毒主要感染５～２０日龄雏鹅，临床症
状表现为关节肿胀，解剖后可见肾脏与关节腔内有

大量的白色尿酸盐沉积［３］，发病率为７０％ ～８０％，
死亡率最高可达５０％，给我国养鹅业造成了重大经
济损失［４－５］。目前市场上缺乏有效的疫苗与药物，

临床上主要通过控制饲料中的蛋白含量进行预防

控制。快速准确诊断对于该病的临床防控具有重

要的指导作用，目前主要通过 ＲＴ－ＰＣＲ和 ＥＬＩＳＡ
等检测方法来监控病毒感染［６－８］，尚缺少适合现场

操作的快速检测技术。

ＧＡｓｔＶ是一种无囊膜的单股正链ＲＮＡ病毒，基
因组长度为６．８～７．９ｋｂ，包括５′端非编码区（５′－
ＵＴＲ），３′端非编码区（３′－ＵＴＲ），多聚腺苷酸（Ｐｏｌｙ
Ａ）尾巴和 ３个开放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，
ＯＲＦｓ），分别是：ＯＲＦ１ａ、ＯＲＦ１ｂ、ＯＲＦ２［９］。ＯＲＦ１ａ编
码非结构蛋白，如核定位信号、丝氨酸蛋白酶等；

ＯＲＦ１ｂ编码 ＲＮＡ依赖性 ＲＮＡ聚合酶 （ＲＮＡ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＲｄＲｐ）；ＯＲＦ２编码的衣
壳蛋白其中包含４个功能域：Ｓ、Ｐ１、Ｐ２和酸性 Ｃ末
端结构域（ａｃｉｄｉｃＣ－ｔｅｒｍｉｎａｌｄｏｍａｉｎ，ＡＣＴＤ），其中
Ｐ２结构域编码的 Ｓｐｉｋｅ蛋白，构成病毒表面的刺突
结构，是ＧＡｓｔＶ的主要保护性抗原蛋白，可以诱导
机体的免疫反应［１０－１１］。本研究通过原核表达系统

获得可溶性表达的截短 Ｓｐｉｋｅ蛋白，制备出３株针
对该蛋白的单克隆抗体，为建立有关 ＧＡｓｔＶ诊断方
法提供了材料支持。

１　材料与方法

１．１　病毒、细胞和实验动物
ｐＥＴ－２８ａ－Ｓｐｉｋｅ重组质粒由河南省农业科学

院动物免疫学重点实验室保存；ＧＡｓｔＶＸＸ株
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＭＮ３３７３２３）由河南省农业科学院
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动物免疫学重点实验室分离、鉴定和保存；鸡肝癌

细胞系（ＬＭＨ）由河南省农业科学院动物免疫学重
点实验室保存；ＢＡＬＢ／ｃ雌鼠购自济南朋悦实验动
物繁殖有限公司。

１．２　主要试剂
质粒小量提取试剂盒购自北京天根生物公司；

Ｅｘ－Ｔａｑ酶、ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ购自北京宝日医生物
公司；Ｎｉ－ＮＴＡ填料、ＨｉｓＴｒａｐｅｘｃｅｌ预装柱购自美
国 ＧＥ生物公司，ＨＲＰ－Ｈｉｓ单克隆抗体、羊抗鼠
ＩｇＧ－ＨＲＰ、山羊抗鼠ＩｇＧＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、鼠源单克
隆抗体亚型鉴定试剂盒购自武汉三鹰生物公司；

ＥＣＬ显色液、胰蛋白酶、无血清细胞冻存液购自苏
州新赛美公司；１ｍｏｌ／Ｌ的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值７．５）、
ＩＰＴＧ、彩虹１８０广谱蛋白 ｍａｒｋｅｒ、ＡＥＣ显色液、单组
分ＴＭＢ显色液、ＤＭＥＭ培养基、ＲＰＭＩ１６４０培养基购
自北京索莱宝生物公司；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒
购自上海碧云天生物公司；ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细
胞、澳洲胎牛血清购自北京全式金生物公司；ＨＴ、
ＨＡＴ、ＰＥＧ－１５００、弗氏完全佐剂与弗氏不完全佐剂
购自美国Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ生物公司。
１．３　Ｓｐｉｋｅ蛋白的表达与纯化

将构建好的 ｐＥＴ－２８ａ－Ｓｐｉｋｅ质粒转化至
ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，挑取单菌落转至１ｍＬ含
卡那霉素的 ＬＢ培养基中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ振荡培
养。当Ｄ６００ｎｍ值为０．６～０．８时，分别加入终浓度为
０．５ｍｍｏｌ／Ｌ、１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，１６℃诱导表达 １４～
１６ｈ后，１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ弃去培养
基，重悬菌体沉淀，冰上超声破碎后再次离心，分别

取上清与沉淀进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ来检测蛋白的表达
情况。将超声破碎后的菌液上清先用０．４５μｍ滤
膜过滤，再用０．２２μｍ滤膜过滤，通过镍柱系统进
行蛋白纯化，２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑缓冲液除去杂蛋白，
１００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑缓冲液洗脱并收集。将洗脱液转
入透析袋，置于 １０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液中，
４℃ 条件下利用磁力搅拌器搅拌。每隔３０ｍｉｎ换
液，至少换５次后结束透析。
１．４　Ｓｐｉｋｅ蛋白的鉴定

利用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ鉴定纯化后的
蛋白，电泳结束后通过半干法转膜，然后用５％脱脂
奶３７℃封闭１ｈ，１∶２０００稀释的 ＨＲＰ－Ｈｉｓ单抗
室温孵育１ｈ，用ＰＢＳＴ洗涤３次，每次５～８ｍｉｎ，最
后滴加ＥＣＬ超敏显色液后凝胶成像仪显色。使用
ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒进行蛋白浓度的测定，分

装后保存于－８０℃冰箱。
１．５　Ｓｐｉｋｅ蛋白单克隆抗体的制备
１．５．１　小鼠免疫　按１∶１的比例将 Ｓｐｉｋｅ蛋白与
弗氏完全佐剂乳化后，以 ２００μＬ／只（蛋白含量
３０μｇ）剂量皮下多点注射 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，同时对照
组的小鼠注射等体积的无菌 ＰＢＳ。２周后，按相同
的比例、剂量与弗氏不完全佐剂充分乳化后进行二

次免疫，之后每隔２周免疫１次小鼠，共免４次。在
四免２周后通过断尾采血法收集１０μＬ血液加到
１９０μＬ的ＰＢＳ中，５０００ｇ离心８ｍｉｎ左右，吸取血
清，利用ＥＬＩＳＡ方法检测小鼠血清效价。在融合前
３ｄ，以５０μｇ／只的蛋白剂量腹腔注射到小鼠体内。
１．５．２　间接 ＥＬＩＳＡ方法　用 ＣＢＳ溶液将 Ｓｐｉｋｅ蛋
白稀释为 ２．５μｇ／ｍＬ转入酶标板（１００μＬ／孔）后
３７℃ 包被２ｈ，再用５％脱脂奶于３７℃封闭１ｈ，小
鼠的阴性、阳性血清倍比稀释后作为一抗，二抗为

１∶２０００稀释的羊抗鼠ＩｇＧ－ＨＲＰ，ＰＢＳＴ洗涤３～４
次，经ＴＭＢ显色后加入终止液，最后利用酶标仪读
取各稀释度Ｄ４５０ｎｍ值，当阳性血清 Ｄ４５０ｎｍ／阴性血清
Ｄ４５０ｎｍ＞２．１所对应的最大稀释倍数为小鼠的抗体
效价。

１．５．３　细胞融合与筛选　用 ＰＥＧ－１５００将对数生
长期的骨髓瘤细胞与脾细胞按一定比例进行融合，

待杂交瘤细胞密度达到孔底面积１／３左右时，吸取
细胞上清通过ＥＬＩＳＡ进行初步筛选，并将相同载体
的不同蛋白包板，利用 ＥＬＩＳＡ进行反筛来排除针对
Ｈｉｓ标签的假阳性杂交瘤细胞株。借助有限稀释法
对阳性杂交瘤细胞进行 ２次亚克隆，通过 ＥＬＩＳＡ、
ＩＰＭＡ方法筛选出阳性单克隆细胞，置于液氮中
冻存。

１．５．４　腹水制备　提前２周向 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠腹腔
内注射５００μＬ灭菌石蜡致敏，将 ＰＢＳ重悬的 ４×
１０６个阳性单克隆细胞注射到小鼠腹腔，７ｄ左右观
察到小鼠腹部明显膨胀，采集腹水，５０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ吸取上清，－４０℃保存。
１．６　单克隆抗体的鉴定
１．６．１　Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ鉴定　Ｓｐｉｋｅ蛋白进行 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ后转膜进行分析，将按１∶５００稀释的小鼠腹
水作为一抗，室温孵育１ｈ，以１∶１０００稀释的羊抗
鼠ＩｇＧ－ＨＲＰ作为二抗，室温孵育 １ｈ，最后滴加
ＥＣＬ显色液，并在凝胶成像仪中成像。
１．６．２　ＩＦＡ鉴定　将 ＬＭＨ细胞经胰酶消化后，以
每孔１００μＬ细胞转入 ９６孔板，待细胞密度达到
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８０％左右时，用无血清 ＤＭＥＭ／Ｆ１２（含１μｇ／ｍＬ胰
酶）将 ＧＡｓｔＶ稀释 １００倍后接种到 ＬＭＨ细胞上，
３７℃ 培养２ｈ后，更换２％ＦＢＳ－ＤＭＥＭ／Ｆ１２维持
液（含１μｇ／ｍＬ胰酶）继续培养３６ｈ。用预冷的甲
醇固定２０ｍｉｎ后，５％脱脂奶３７℃温箱封闭１ｈ，一
抗为１∶３００稀释的腹水，二抗为１∶５００稀释的山
羊抗鼠ＩｇＧＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８，经ＤＡＰＩ染核后，在荧光
显微镜下观察并拍照保存。

１．６．３　效价与亚类的测定　通过 ＥＬＩＳＡ方法测定
单克隆抗体的效价，ＣＢＳ溶液包被 Ｓｐｉｋｅ蛋白，分别
以２倍倍比稀释的腹水作为一抗，羊抗鼠ＩｇＧ－ＨＲＰ
作为二抗，最后利用酶标仪读取各稀释度 Ｄ４５０ｎｍ值。
按照亚型鉴定试剂盒说明书进行单抗的亚类测定。

１．６．４　表位鉴定　利用肽扫描方式筛选单克隆抗
体的抗原表位，根据ＧＡｓｔＶＸＸ株的截短Ｓｐｉｋｅ蛋白
序列合成了１５个氨基酸的２５条重叠肽，重叠长度
为７个氨基酸，所合成多肽的纯度均大于９５％。通
过间接 ＥＬＩＳＡ方法进行表位筛选，用ＣＢＳ溶液将合
成多肽稀释成为浓度 ２．５μｇ／ｍＬ后转入酶标板
（１００μＬ／孔），每条多肽重复３个孔，４℃包被过夜
或３７℃包被２ｈ，以 Ｓｐｉｋｅ蛋白作为阳性对照，ＰＢＳ
作为阴性对照，用５％脱脂奶３７℃温箱封闭１ｈ，一
抗为１∶５００稀释的３株单克隆抗体，１∶２０００稀释
的羊抗鼠ＩｇＧ－ＨＲＰ为二抗，根据酶标仪读取Ｄ４５０ｎｍ
值鉴定单抗的抗原表位。通过 Ｄｏｔ－ｂｌｏｔ方法进行
表位鉴定，将 １μｇ合成肽点至硝化纤维素膜上，
Ｓｐｉｋｅ蛋白为阳性对照，ＰＢＳ为阴性对照，室温干燥
后５％脱脂奶３７℃封闭１ｈ，将１：５００稀释的阳性
血清单克隆抗体作为一抗，１∶２０００稀释的羊抗鼠
ＩｇＧ－ＨＲＰ为二抗，ＰＢＳＴ洗涤４次，最后用 ＥＣＬ试
剂显影。

２　结果与分析

２．１　Ｓｐｉｋｅ蛋白的表达、纯化与鉴定
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果显示：ＩＰＴＧ诱导后，Ｓｐｉｋｅ蛋

白在菌液上清中大量表达，１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导表
达的蛋白量比０．５ｍｍｏｌ／Ｌ诱导表达的蛋白量高，故
选择１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ进行 Ｓｐｉｋｅ蛋白的诱导表达
（图１）。
　　 通过镍离子亲和层析纯化 Ｓｐｉｋｅ蛋白，
２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑缓冲液洗杂，１００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑缓冲
液洗脱目的蛋白。对纯化后的 Ｓｐｉｋｅ蛋白进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ鉴定，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果

显示纯化的 Ｓｐｉｋｅ蛋白大小正确，约为２３ｋｕ，且纯
度较高，大约为９５％（图２－Ａ）。针对 Ｈｉｓ标签的
单克隆抗体免疫印迹分析显示，在大小为２３ｋｕ处
出现了特异性的条带（图２－Ｂ）。进一步通过 ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒检测，确定了获得的纯化蛋白浓度

为１．５ｍｇ／ｍＬ。

２．２　单克隆抗体的筛选
２．２．１　小鼠免疫及血清效价的测定　Ｓｐｉｋｅ蛋白与
弗氏佐剂充分乳化后皮下多点注射 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，
四免后利用断尾采集小鼠血清，通过 ＥＬＩＳＡ方法检
测血清效价。因小鼠个体的差异，血清效价不同，

与其他 ３只小鼠相比，１号小鼠效价较高，达到
１∶５１２０００，故选择１号小鼠进行超免与细胞融合
（图３）。
２．２．２　阳性单克隆杂交瘤细胞的筛选　先利用
ＥＬＩＳＡ方法初步筛选融合后的细胞，得到１７孔阳性
杂交瘤细胞，再将它们转到４８孔板，待细胞密度达
７０％左右，通过ＥＬＩＳＡ、ＩＰＭＡ方法进行复筛，得到８
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株杂交瘤细胞，并对其进行亚克隆，最终利用ＥＬＩＳＡ
方法筛选出３株阳性单克隆杂交瘤细胞，分别命名
为１Ａ５、２Ｂ４和１２Ｅ６。利用 ＩＰＭＡ对３株阳性单克
隆杂交瘤细胞进行进一步鉴定，以３株阳性单克隆
杂交瘤细胞的上清分别作为一抗，二抗为１∶５００稀
释的羊抗鼠 ＩｇＧ－ＨＲＰ，ＡＥＣ显色后在倒置显微镜
下观察显色结果，显示２Ｂ４和１２Ｅ６单克隆杂交瘤
细胞的上清可以与ＧＡｓｔＶ发生特异性反应（图４）。

２．３　单克隆抗体的鉴定
２．３．１　Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ鉴定　Ｓｐｉｋｅ蛋白进行 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ后转膜、封闭，再用５％脱脂奶将３株单克隆
抗体（１∶５００）分别稀释后作为一抗，通过Ｗｅｓｔｅｒｎ－
ｂｌｏｔ鉴定其与 Ｓｐｉｋｅ蛋白的反应性。３株单克隆抗
体均与Ｓｐｉｋｅ蛋白反应，且反应性较强（图５）。
２．３．２　ＩＦＡ鉴定　利用间接免疫荧光实验（ＩＦＡ）鉴
定单克隆抗体与 ＧＡｓｔＶ的反应性，预冷甲醇将接种
ＧＡｓｔＶ的 ＬＭＨ细胞板固定，以１∶３００倍稀释的３
株单抗分别作为一抗，以多少倍稀释的山羊抗鼠

ＩｇＧＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８作为二抗。结果显示，与阴性和
阳性血清比较，２Ｂ４、１２Ｅ６与 ＧＡｓｔＶ发生特异性反
应（图６）。
２．３．３　效价与亚型的鉴定　利用 ＥＬＩＳＡ方法检测
３株单克隆抗体的效价：ＣＢＳ溶液包被 Ｓｐｉｋｅ蛋白，
以２倍倍比稀释的腹水作为一抗，３株单克隆抗体
均与 Ｓｐｉｋｅ蛋白反应性良好，并且效价均在
１∶２５６００以上（图７－Ａ）。利用亚型鉴定试剂盒
测定３株单克隆抗体，根据 Ｄ４５０ｎｍ值判定单抗亚型，
结果显示１２Ｅ６、２Ｂ４单抗为 ＩｇＧ２ｂ亚类，１Ａ５单抗
为 ＩｇＧ２ａ亚类；３株单抗的轻链均为 κ链（图 ７－
Ｂ）。
２．３．４　抗原表位的鉴定　利用多肽扫描方式筛选
单克隆抗体的抗原表位，ＥＬＩＳＡ筛选的结果表明，单
克 隆 抗 体 １Ａ５ 识 别 的 表 位 为：（ＥＰ１６）
ＥＬＲＮＲＬＮＩＡＤＧＤＹＶＩ；单克隆抗体２Ｂ４和１２Ｅ６识别
的表位为：（ＥＰ２１）ＡＧＤＳＮＰＧＥＴＦＱＮＦＫＭ；它们均为
Ｓｐｉｋｅ蛋白上的线性 Ｂ细胞表位（图８－Ａ）。利用
Ｄｏｔ－ｂｌｏｔ方法对单克隆抗体进行进一步的表位鉴
定，结果表明，与阳性血清对比，单克隆抗体１Ａ５和
２Ｂ４分 别 识 别 （ＥＰ１６）ＥＬＲＮＲＬＮＩＡＤＧＤＹＶＩ和
（ＥＰ２１）ＡＧＤＳＮＰＧＥＴＦＱＮＦＫＭ，与 ＥＬＩＳＡ鉴定结果
一致（图８－Ｂ）。
２．３．５　抗原表位的空间分布　利用 ＳＷＩＳＳ－
ＭＯＤＥＬ软件以ＴＡｓｔＶ－２Ｓｐｉｋｅ蛋白（ＰＤＢ：３ＴＳ３）的
晶体结构为模板进行同源建模，获得 Ｓｐｉｋｅ蛋白的
三维结构，其以同源二聚体形式存在（图９－Ａ）。
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之后使用ＰＹＭＯＬ软件绘制Ｂ细胞表位 ＥＰ１６，ＥＰ２１
在Ｓｐｉｋｅ蛋白结构上的位置。由图９－Ｂ可见，抗原
表位（ＥＰ１６）ＥＬＲＮＲＬＮＩＡＤＧＤＹＶＩ位于 Ｓｐｉｋｅ蛋白
结构 的 侧 面 （红 色），而 抗 原 表 位 （ＥＰ２１）
ＡＧＤＳＮＰＧＥＴＦＱＮＦＫＭ位于 Ｓｐｉｋｅ蛋白单体的顶部
（黄色）。

３　讨论

鹅星状病毒主要感染雏鹅，其特征为痛风、肾

脏出血和肿胀，发病率较高。据统计，该病已经造

成１２亿～１５亿元的经济损失。常规的ＰＣＲ检测方
法受环境、技术的限制，在养鹅企业很难得到应用，

因此建立快速、简便的 ＧＡｓｔＶ抗原诊断技术对于该
病的防控十分重要［１２］。而基于单克隆抗体的胶体

金免疫层析检测技术具有快速、简便、不依赖任何

设备的特点，同时具有良好的特异性和敏感性，非

常适合疫病的现场即时检测 ［１３，１４］。在本研究中，我

们制备了３株针对 Ｓｐｉｋｅ蛋白的特异性单克隆抗
体，为后期研发针对 ＧＡｓｔＶ的胶体金试纸条等抗原
检测方法提供了材料。

线性 Ｂ细胞表位可以为疫苗设计和诊断方法
开发提供潜在候选位点［１５］。Ｒｅｎ等制备了针对
Ｈｉｓ－Ｐ２－ＡＣＴＤ蛋白的单克隆抗体，并鉴定出３个
线性表位，首次开发了基于单抗的夹心 ＥＬＩＳＡ方法

用于检测 ＧＡｓｔＶ。Ｘｕ等利用水稻胚乳表达的猪瘟
病毒（ＣＳＦＶ）Ｅ２蛋白免疫小鼠，获得了相应的单克
隆抗体，发现其中２株具有中和活性，鉴定出的表位
Ｐ３３能够区分猪瘟病毒抗体与牛病毒性腹泻病毒
（ＢＶＤＶ）抗体，并为新疫苗的设计和鉴别诊断提供了
理想的候选肽［１６］。本研究鉴定出２条线性抗原表
位，为ＧＡｓｔＶ疫苗和诊断技术的开发奠定了基础。

４　结论

本研究通过小鼠免疫、融合，ＥＬＩＳＡ筛选，亚克
隆以及 ＩＰＭＡ验证成功制备了３株单克隆抗体，其
中２株可以与病毒发生反应；并通过多肽扫描技术，
鉴定出２条分布于 Ｓｐｉｋｅ蛋白的抗原表位；为建立
快速、简便的ＧＡｓｔＶ检测方法奠定了基础。
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蛋鸡资源群体的小肠质量全基因组关联分析

李永峰，王克华，窦套存，胡玉萍，郭　军，王星果，马　猛，曲　亮
（江苏省家禽科学研究所，江苏扬州２２５１２５）

　　摘要：小肠是鸡重要的营养消化吸收器官，在蛋鸡生长和生产发挥重要作用，小肠质量是反映肠道发育情况的重
要生理指标，有必要对其遗传结构进行研究。利用白来航鸡与东乡绿壳蛋鸡杂交构建 Ｆ２代资源群体，采用６００Ｋ鸡

ＳＮＰ芯片对Ｆ２代１５１２羽个体进行基因型检测，通过 ＰＬＩＮＫ软件对小肠质量性状进行全基因组关联分析（ＧＷＡＳ）。

结果显示，十二指肠、空肠和回肠的遗传力分别为０．３２、０．２８、０．２６，说明小肠质量表现出中等遗传力水平。ＧＷＡＳ共
鉴定出１８５、２０１、３６个ＳＮＰ分别与十二指肠、空肠、回肠质量显著相关（共４２２个 ＳＮＰ），其中，４２１个 ＳＰＮ位于１号染
色体１６６．６～１７３．２Ｍｂ区域，说明该区域与小肠质量关系密切。共有２８个ＳＮＰ与３段小肠质量均显著相关，其中，６
个ＳＮＰ位于对应４个候选基因（ＦＯＸＯ１、ＣＫＡＰ２、ＣＡＢ３９Ｌ和ＭＲＰＳ３１）的内含子区，它们可能与小肠质量密切相关。通
过ＧＷＡＳ分析，初步筛选出与蛋鸡小肠质量性状相关的６个 ＳＮＰ和４个候选基因，可为性状的遗传机制解析和分子
育种提供理论依据。
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　　饲料成本是蛋鸡饲养成本主要组成部分，通过
提高饲料效率可有效降低饲养成本，优化饲料配方

是提高饲料效率的重要手段。然而，随着生物技术

的发展，基因选择成为一种更有效的方法［１］。肠道

发育是家禽饲料效率的重要影响因素之一，与消化

酶的活性和营养吸收能力息息相关［２］。肠道质量

是反映肠道发育的重要指标。目前，关于鸡小肠质

量遗传背景的研究很少，有必要对其遗传结构进行

解析。ＧＷＡＳ通过对全基因组中的序列变异、表型
和系谱信息进行关联分析，从而筛选出目标性状的

调控基因或元件［３］。与传统 ＱＴＬ定位作图方法相
比，ＧＷＡＳ检测变异的效果更好，定位的基因组区域
更窄［４］。在鸡的形态特征、生产性状、抗病等方面

已有许多ＧＷＡＳ研究成果［３］，但与鸡小肠质量有关

的ＧＷＡＳ研究鲜有报道。本研究选取 Ｆ２代资源群
体母鸡１５１２羽，采用６００Ｋ鸡ＳＮＰ芯片进行基因型
检测和ＧＷＡＳ分析，以期为蛋鸡小肠质量性状的遗
传机制解析提供参考，为分子育种提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　资源群体构建
由白来航（ＷＬ）纯系和东乡绿壳蛋鸡（ＤＸ）纯
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