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① 单抗直接D ot-EL ISA 检测禽脑脊髓炎病毒抗原

杨建民3 　秦卓明　赵继勋　苏敬良
(中国农业大学动物医学院, 北京 100094)

摘　要　本研究在已制备的A EV 单抗基础上建立了检测A EV 抗原的直接Do t2EL ISA 方法。该方法对A EV

最低检出量为 8103 ΛgõmL - 1。人工感染 1 日龄 SPF 鸡, 取临床发病鸡 (6～ 13 日龄)相应病料, 各病料样本病

原阳性检出率分别为: 脑 98% , 胰 94% , 十二指肠 80% , 腺胃 85%。对 100 份临床自然发病鸡病料检测, 阳性

检出率为 90%。对 10 份A EV 病原分离阳性样品检测阳性率为 100%。
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Abstract　T he p rocedu re of d irect Do t2EL ISA has been successfu lly estab lished fo r detect ion
of A EV an t igen, and the detect ion lim its of the A EV w as 8. 03 ΛgõmL - 1, T he one2day2o ld
SPF ch icken s w ere infected w ith A EV (V R and Shandong iso la tes) by the w ay of b ra in s and
subcu taneou s in ject ion in neck, and the patho logica l t issues and o rgan s infected w ere
co llected w hen they are 6～ 132day2o ld. It w as show n that the po sit ive ra tes of A EV an t igen
in b ra in, pancreas, duodenum , gland2stom ach are 98% , 94% , 80% , 85% respect ively.
T hese o rgan s are the m ajo r targets infected by A EV. O ne hundred samp les co llected from
field infected ch icken s having clin ica l sign w ere detected, and the po sit ive ra te of A EV w as
90%.
Key words　A EV an tigen; monoclonal an t ibody; d irect do t2EL ISA ; an t igen detect ion

禽脑脊髓炎的特异性诊断一直是该病研究中的重点研究方向之一。在A E 的诊断中病原

分离是最好的确诊方法之一, 但比较费时、费力。目前多采用免疫学方法如: 免疫荧光 (FA ) 和

酶联免疫吸附法 (EL ISA )直接检测抗原[1 ]。这些方法中, 为了避免非特异性反应, 使用了提纯

或吸附的抗血清。单克隆抗体技术特异性强, 被认为是鉴定病毒因子的可靠方法, 已用于多种

病毒感染的诊断。据报道, 国外用A EV 单克隆抗体 (V R 921 株) , 建立了免疫组化、间接免疫荧

光和免疫过氧化物酶染色、抗生物素蛋白2生物素2过氧化物酶染色方法检测A EV 抗原, 并用

于A EV 的定量研究[2 ] , 而国内相关报道较少。本研究在制备A EV 单克隆抗体的基础上[3 ] , 建

立了检测A EV 抗原的直接Do t2EL ISA 方法, 并对其进行了初步应用。
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1　材料与方法

111　材料

A EV V anRoekel (鸡胚适应株) , A EV 山东分离株, A EV 阳性抗原及试验所用的参考病

毒为新城疫病毒 (NDV )、减蛋综合症病毒 (ED SV 276)、鸡马立克病病毒 (M DV )、传染性支气

管炎病毒 ( IBV H120)、传染性法氏囊病病毒 ( IBDV )、鸡传染性喉气管炎病病毒 ( IL TV ) , SPF 鸡

由中国农业大学实验动物所提供; SPF 种蛋及待检鸡脑组织病料由山东家禽所提供。A EV

EL ISA 抗体检测试剂盒, 美国 ID EXX 公司生产, 由中国农业大学实验动物所提供; Do t2
EL ISA 底物溶液: 0105 mo lõL - 1 pH 712 T ris2HC l 缓冲液 100 mL + DAB 40 m g+ 30% H 2O 250

ΛL。进口醋酸纤维素薄膜 (N C 膜) , 购自同正生物公司, 国产醋酸纤维素薄膜 (N C 膜) , 浙江黄

岩四青生化材料厂生产。HR P, 购自中山生物公司。

112　单抗直接D ot-EL ISA 操作程序

N C 膜处理, (将N C 膜浸入含 013% H 2O 2 的 PBS 中 10 m in, 洗涤 3 次, 每次 3 m in) , 点

样, 点样的N C 膜的封闭, 加酶标单抗, 加底物溶液 (将N C 膜浸入新鲜配制的底物溶液中, 显

色 10 m in, 37℃) , 终止显色 (将N C 膜置蒸馏水中 3 m in) , 自然干燥, 观察结果。判定标准: 与

阴性对照相同不呈斑点者为阴性 (—) ; 以斑点深棕色, 背景白色, 对比度清楚为强阳性 (# ) ; 斑

点浅棕色, 对比度清晰为 (+ + ) ; 介于两者之间的为 (+ + + ) ; 斑点较弱或点内不均质的棕色

点为 (+ )。以呈现“+ ”最高稀释倍数为被检抗原效价。每次检测样本时, 均设A EV 阳性对照

与阴性鸡脑组织对照。

113　酶标单克隆抗体的制备

采用辛酸硫酸胺法提纯腹水 [4 ] , 参照郭春祥的改良过碘酸钠法 HR P 标记。测定其

OD 280nm , OD 403nm。按如下公式计算标记率、酶标记物中的HR P 量 ( [HR P ])、酶标记物中的 IgG

量 ( [ IgG ]) 与克分子比: 标记率= OD 403nm öOD 280nm , [HR P ] (m gömL ) = 014×OD 403nm , [ IgG ]

(m gömL ) = (OD 280nm - 013×OD 403nm )×0162, HR P 与 IgG 克分子比=
[HR P ]×160 000

[ IgG ]×40 000
, 式中

160 000 为 IgG 分子量, 40 000 为HR P 分子量。

114　实验条件的确定

11411　底物最适 pH 值　按方阵法测定[3 ]。

11412　抗原包被浓度, 酶标单抗浓度确定　确定抗原包被浓度, 酶标单抗浓度 2 倍倍比系列

稀释A EV 纯化抗原 (1∶21, 1∶22, 1∶23, ⋯, 1∶214)酶标单抗作 1∶20, 1∶40, 1∶80, 1∶160,

1∶320, 1∶640 系列稀释, 设CEF 阴性对照, 按照单抗直接Do t2EL ISA 法程序 (112 项)进行。

11413　最佳试验条件确定　进口膜与国产膜比较　将进口N C 膜 (北方同正生物技术发展公

司经销)与国产N C 膜进行同样预处理后以工作浓度的酶标单抗点样按 112 操作, 比较结果。

封闭液种类选择 (阴性血清供试)　供试封闭液分别用 0101 mo lõL - 1 pH 712PBS (N aC l 浓

度为 01145 mo lõL - 1) 和包被液配制的 10% 小牛血清、5% 小牛血清、6% 卵清蛋白 (体积分数

Υ)、011%、1% 和 2%、4% 明胶和 011%BSA。其中 6% 卵清蛋白是使用 SPF 鸡蛋 (未受精蛋)的

卵清按体积比加入配制液后摇匀, 并以 3 000 rõm in - 1离心 30 m in 后的上清液。点样等操作过

程按 112 所述进行。

封闭时间及洗涤次数、时间选择确定　按 112 所述比较封闭 30 m in 和 1 h, 封闭后的不同
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洗涤次数以及其他步骤的洗涤次数和时间不同对最终试验结果的影响。除测试内容外, 其他操

作均按 112 所述进行。

酶标单抗作用时间、作用温度确定　分别以 30, 60 和 120 m in 为单抗作用时间单位, 分别

于室温、37℃条件下显色效果观察比较。

底物显色时间、显色温度确定 分别以 5, 10, 15, 20, 30 m in 为底物显色时间单位, 分别于

室温、37℃条件下观察比较显色效果。

11414　特异性试验

阻断试验　按照 112 所述进行, 将N C 膜剪成适当大小, 分成A、B 2 组 (每组 2 片) , 分别

点样阳性抗原、阴性抗原; 每组其中一片加阳性鸡血清, 另一片加 SPF 鸡阴性血清, 37℃作用

30 m in; 再将其一同在酶标单抗溶液中感作, 加底物溶液显色, 终止显色, 自然干燥。重复 1 次。

交叉试验　分别以NDV (L aso ta 系疫苗株)、ED S276 病毒、M DV、IBV、IBDV、IL TV、

A EV 抗原点样, 按 112 程序进行检测是否有交叉反应。

11415　敏感性试验 (最低检出量确定)　按 1∶21～ 1∶214倍比稀释A EV 阳性抗原 (蛋白含量

11029 m gõmL - 1)和阴性抗原, 按 112 程序进行确定最低检出量)。

11416　重复性试验　按单抗直接Do t2EL ISA 操作程序重复 11415 试验 3 次。比较每次试验

检出及结果的重复性。

115　样本处理及检测

A EV (V R 株及A EV 山东株) 脑内接种 1 日龄 SPF 雏鸡, 每只 011 mL (1 000E ID 50õ

mL - 1) , 隔离盒中饲养。观察记录发病情况。待鸡出现临床A E 典型症状, 采血处死。取脑、胰、

十二指肠和腺胃, 分别常规研磨、离心, 冻融处理。采用单抗直接Do t2EL ISA 检测人工感染

SPF 鸡不同脏器组织带毒情况, 计算检出率; 取田间表现出A E 典型临床症状发病鸡脑, 称重

后, 用玻璃匀浆器研磨, 按 1∶4 加入无菌 PBS 缓冲液, 冻融 3 次, 超声波处理, 3 000 rõm in - 1

离心 30 m in, 取水相, 采用单抗直接Do t2EL ISA 对其进行检测。

2　结果与分析

211　酶标记物分析

按改良过碘酸钠法制备HR P2IgG 后, 测定OD 280、OD 403, 计算结果表明: 标记率= 01601ö
11132×100% = 53109% , [HR P ]= 0140×01601= 0. 240 (m gõmL - 1) , [ IgG ]= (1. 132- 0. 3×

0. 601)×0. 62= 0. 590 m gõmL - 1, HR P 与 IgG 克分子比= (0. 240ö0. 590)×4= 1. 627。

212　单抗直接法D ot-EL ISA 检测AEV 实验条件的确定

21211　底物溶液的最适 pH 值选择　底物溶液 pH < 614 和 pH > 814 时规定显色时间内斑点

不能形成。结果表明: 底物溶液最适 pH 值为 712～ 810,

21212　抗原、酶标单抗最适工作浓度的测定　试验结果表明, 可测得A EV 抗原的最佳点样

稀释度为 1∶26, 即 16. 08 ngödo t。酶标抗体在 1∶2 000 时可检测效价高, 但斑点与背景的对

比度差, 酶标抗体在 1∶5 000 时对比度清晰但斑点形成的颜色比 1∶4 000 的浅, 用可检测效

价低, 酶标羊鼠 IgG 最适工作浓度为 1∶4 000。

21213　封闭条件测定　根据阳性斑点不减色时背景色度的深浅判定封闭及洗涤效果, 结果表

明用包被液配制的封闭液效果明显好于用 0101 mo lõmL - 1 pH 712 PBS 液配制。通过此试验可

以看出为了达到既节省时间而又不影响反应效果的目的, 可将封闭液和洗涤方式调整为:
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40 m in 封闭后做 3 m in 一次洗涤; 其他步骤洗涤均为每次 2 m in, 共 3 次。

21214　酶标单抗作用时间、作用温度, 底物显色时间、显色温度确定　根据阳性斑点不减色时

背景色度的深浅判定效果, 结果表明酶标单抗作用温度和时间以 37℃、60 m in 为最佳, 底物显

色温度和时间以室温、15 m in 为最佳。

21215　进口N C 膜与国产N C 膜的比较　试验结果表明二者没有差别, 而且国产N C 膜价格

较为低廉, 故选用国产N C 膜进行以后的试验。

213　单抗直接D ot-EL ISA 检测 AEV 抗

原的特异性试验

21311　阳性阻断试验　试验结果表明: 阳

性鸡抗A EV 血清能阻断阳性反应, 无可

见斑点形成 (表 1)。

21312　交叉反应试验　结果见表 2。

表 1　单抗直接D ot-EL ISA 检测AEV 抗原的

阻断试验结果　　　　　　　　

阻断血清 A EV 阳性抗原 阴性抗原

阳性鸡抗A EV 血清 - -
SPF 鸡阴性血清 　 + -

表 2　直接D ot-EL ISA 检测AEV 抗原的交叉反应试验结果

抗原 阳性抗原 NDV IBDV M DV ED S276 IL TV IBV 阴性对照

判定结果 + - - - - - - -

214　单抗直接D ot-EL ISA 检测AEV 抗原的敏感性试验

3 次重复试验纯化病毒的可检测效价为 1∶27。对照均无可见斑点形成。A EV 最低检出量

为 8. 03 mL。

215　单抗直接D ot-EL ISA 检测AEV 抗原的重复性试验

分别取阴阳性抗原按 2 倍倍比稀释 21～ 214, 按间接Do t2EL ISA 操作程序进行, 同时点 3

片N C 膜, 再分别按同样的步骤重复, 结果表明每次重复, 抗原可检测效价相同, 都为 27, 说明

本直接Do t2EL ISA 检测A EV 抗原具有良好的重复性, 保证了试验结果的可靠性和准确性。

216　单抗直接D otZ-EL ISA 检测AEV 临床样本

21611　人工感染 SPF 鸡A EV 样本的检测　经人工感染A EV 后, 在脑、胰腺、十二指肠、腺

胃均可检测到病原 (表 3)。

表 3　人工感染 SPF 鸡AEV 样本的检测结果 %

样　品
V R 株

阳性 可疑 阴性

分离株

阳性 可疑 阴性

对照

阳性 可疑 阴性

脑　　　 98 0 0 98 0 0 0 0 100

胰腺　　 94 4 0 94 4 0 0 0 100

十二指肠 80 2 0 80 2 0 0 0 100

腺胃　　 85 2 0 85 2 0 0 0 100

21612　自然感染样本的检测　将 100 份取自疑似A E 临床发病鸡的脑组织常规处理样品, 按

上述 112 检测, 结果: A E 阳性率为 90% 其中包括曾进行A E 病原分离阳性的 10 份脑组织病

料, 该 10 份脑组织病料阳性率为 100%。
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3　讨　论

经交叉试验、阻断试验、敏感性试验、重复性试验, 证明本法能检测较低含量的抗原成分,

且特性高, 重复性好。对人工感染 SPF 鸡的组织样品用本法检测, 以及对病原分离确认为

A EV 阳性和表现疑似A E 临床症状发病鸡病料检测, 证明本法能够用于A E 临床病料的特异

检测。

Do t2EL ISA 方法的优点在于快速、简便, 既保留了常规 EL ISA 的敏感性高、特异性强等

优点, 又克服了其繁琐的程序, 结果直观可用肉眼直接观察, 也可定量单一抗原或抗血清滴度。

单克隆抗体以其特异性强、均质性好、重复性好、效价高、成本低, 并可大量生产之优点, 能够克

服多抗在敏感性和特异性方面存在的某些弊端, 可用于病原微生物的诊断, 进而实现血清学诊

断技术的标准化和商品化——制备诊断试剂盒。由于本方法所用病料极少, 操作过程无特殊仪

器, 操作简单, 因此易于基层工作人员掌握。标准程序及各种试剂标准浓度建立后, 可研制诊断

盒, 便于推广应用。
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