
中国兽药杂志 ２０１８ 年 ３ 月第 ５２ 卷第 ３ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：

猪流行性腹泻病毒抗体 ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立

赵玉龙１，２，石 勇１，２，刘 涛１，２，吴雅清１，２，吕茂杰１，２，
朱秀同１，２，张德宝１，２，马 明１，２，李卫东１，２

（１． 瑞普（保定）生物药业有限公司，河北保定 ０７１０００；２． 河北省兽医生物技术工程技术研究中心，河北保定 ０７１０００）
［收稿日期］ ２０１７－０７－０６　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２－１２８０ （２０１８） ０３－００００－００　 ［中图分类号］Ｓ８５２．６５

［摘　 要］ 　 为检测猪血清中猪流行性腹泻病毒（ＰＥＤＶ）抗体水平，以纯化的 ＰＥＤＶ 作为包被抗原，
优化 ＥＬＩＳＡ 反应条件，建立了检测 ＰＥＤＶ 血清 ＩｇＧ 抗体的诊断方法：当血清 ＯＤ４５０ｎｍ 值＞０．３１ 时，判
定阳性；当 ＯＤ４５０ｎｍ 值小于 ０．２６ 时，判定阴性；当 ＯＤ４５０ｎｍ 值介于两者之间判定可疑。 本方法为检

测猪血清中猪流行腹泻病毒抗体、监测猪流行腹泻病的流行情况和评价相关疫苗的免疫效果等提

供了帮助。
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　 　 猪流行性腹泻病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ
ｖｉｒｕｓ，ＰＥＤＶ）可引起猪以腹泻、呕吐、脱水和哺乳仔

猪高致死率（８０％ ～ １００％）为特征的高度接触性肠

道传染病［１－３］。 该病自 １９７１ 年首次发现，随后在世

界多个国家出现了该病的报道［４－６］。 近年来我国呈

现了不断扩散和暴发的趋势［７－１０］，给养猪业造成了

巨大的经济损失。
目前猪流行性腹泻病原的诊断方法有 ＲＴ －

ＰＣＲ 法、荧光定量 ＰＣＲ 法、ＥＬＩＳＡ 法、免疫荧光法

等［１１］，猪流行性腹泻抗体的检测方法有免疫荧光

法、ＥＬＩＳＡ 法和中和抗体试验法等［１２］。 其中免疫荧

光抗体法和中和抗体试验对试验仪器要求高，检测

周期较长，检测成本高，不利于在基层推广。 而

ＥＬＩＳＡ 方法具有成本低、安全、敏感性高，特异性

强、对仪器要求相对低的特点，方便在基层推广使

用。 本研究以纯化的 ＰＥＤＶ 全病毒为包被抗原，通
过优化 ＥＬＩＳＡ 反应条件，建立了检测 ＰＥＤＶ 血清

ＩｇＧ 抗体的诊断方法，为监测该病的流行情况和评

价相关疫苗的免疫效果提供了帮助，方便在基层检

测的需要。
１　 材　 料

猪流行性腹泻病毒毒液（ＺＪ０８ 株、保定瑞普生

产，经检测病毒含量 １０６．５ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ）猪繁殖与呼

吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）、猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）、伪狂犬

病毒（ＰＲＶ）标准阳性血清均瑞普（保定）生物药业

有限公司提供。 酶标板购自 ＮＵＮＣ 公司；ＨＲＰ 标

记羊抗猪 ＩｇＧ 酶标抗体购自 ＫＰＬ 公司 （批号

１０１７４０２２）。
２　 方　 法

２．１　 ＰＥＤＶ 全病毒抗原蛋白和标准阴阳性血清的

制备

２．１．１　 ＰＥＤＶ 全病毒制备　 取 ５００ ｍＬ ＰＥＤＶ 毒液

（病毒含量 １０６．５ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ）反复冻融 ３ 次，加入

５０ ｍＬ 的 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００，室温振荡 １０ ｍｉｎ。 用高速

冷冻离心机 ４ ℃、６０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，取离心

上清液于超速冷冻离心机 ４００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ４ ｈ，沉
淀充分溶解于 ２５ ｍＬ ＰＢＳ 溶液中，即为 ＰＥＤＶ 全病

毒抗原。 用 ＢＣＡ 法测定抗原浓度后，分装，－２０ ℃

保存。
２．１．２　 ＰＥＤＶ 参考阴阳性血清制备　 采取 ３０ 日龄

ＳＰＦ 健康仔猪的血液分离血清作为参考阴性血清；
将 ＰＥＤＶ 疫苗接种 ３０ 日龄 ＳＰＦ 健康仔猪，首免间

隔 ７ ｄ 加强免疫，加强免疫后 ４ 周采集血液分离血

清作为参考阳性血清；用纯化的全病毒抗原 １ ∶ ５
稀释作为检测抗原、以参考阴性血清和生理盐水作

为对照、参考阳性血清做 １ ∶ １６、１ ∶ ３２、１ ∶ ６４、１ ∶
１２８ 梯度稀释进行琼脂扩散试验测定效价，效价检

测合格后作为本研究的标准阳性血清和标准阴性

血清。
２．２　 ＥＬＩＳＡ 方法的一般程序 　 以碳酸盐缓冲液

（ｐＨ ９．６）稀释抗原，１００ μＬ ／孔 ４ ℃包被过夜；纯化

水洗板 ３ 次，加入封闭液 ２００ μＬ ／孔，３７ ℃封闭 ２
ｈ，纯化水 ２ 洗板 ４ 次，自然干燥。 用样品稀释液稀

释一抗血清，１００ μＬ ／孔加入酶标板中，３７ ℃ 作用

６０ ｍｉｎ，取出后用 ＰＢＳＴ 洗液洗板 ５ 次；用酶标抗体

稀释液对酶标抗体进行稀释，１００ μＬ ／孔，３７ ℃作用

６０ ｍｉｎ，取出后用 ＰＢＳＴ 洗液洗板 ５ 次；加入 ＴＭＢ
显色液 １００ μＬ ／孔，室温避光反应 １５ ｍｉｎ；加入终止

液 ５０ μＬ ／孔；酶标仪 ４５０ ｎｍ 处读取各孔读数。
２．３　 ＥＬＩＳＡ 反应条件的优化

２．３．１　 抗原最适包被浓度和待检血清最佳稀释浓

度的确定　 采用方阵滴定法，横排做抗原包被浓度

稀释，纵排做血清 １ ∶ １００、１ ∶ ２００、１ ∶ ４００ 倍比稀

释。 使用酶标抗体建议工作浓度进行 ＥＬＩＳＡ 测定，
以阳性血清值为 １．０ 左右、阴性血清值小于 ０．２、Ｐ ／
Ｎ 最大者确定为最佳包被浓度和血清稀释倍数。
２．３．２　 包被方式的优化　 以最适抗原浓度，用 ３ 种

方式进行酶标板包被：４ ℃过夜、３７ ℃ ２ ｈ 后 ４ ℃
过夜和 ３７℃ ２ ｈ。 封闭后按确定的血清稀释倍数进

行 ＥＬＩＳＡ 测定，以阳性血清值为 １．０ 左右、阴性血

清值小于 ０．２、Ｐ ／ Ｎ 最大者确定为最佳包被方式。
２．３．３ 　 封闭液的选择 　 分别用 １％ＢＳＡ、５％脱脂

乳、１％酪蛋白作为封闭剂，封闭后按照优化的试验

条件进行 ＥＬＩＳＡ 测定，以 Ｐ ／ Ｎ 最大者确定为最佳

封闭液。
２．３．４　 抗原抗体最佳作用时间确定　 待检血清（一

·２·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 ３ 月第 ５２ 卷第 ３ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

抗）３７ ℃分别作用 ３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、９０ ｍｉｎ、１２０ ｍｉｎ
进行 ＥＬＩＳＡ 测定，以 Ｐ ／ Ｎ 最大者确定为一抗最佳

反应时间。
２．３．５　 酶标抗体最佳作用时间确定　 酶标抗体 ３７
℃作用时间分别为 ３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、９０ ｍｉｎ 和 １２０
ｍｉｎ 进行 ＥＬＩＳＡ 测定，以 Ｐ ／ Ｎ 最大者确定为酶标抗

体最佳反应时间。
２．３．６　 酶标抗体工作浓度优化　 酶标抗体分别做

１ ∶ １０００、１ ∶ ２０００、１ ∶ ３０００ 和 １ ∶ ４０００ 稀释进行

ＥＬＩＳＡ 测定，以 Ｐ ／ Ｎ 最大者确定为酶标抗体工作液

最佳反应时间。
２．３．７　 ＴＭＢ 底物反应时间的确定　 加入 ＴＭＢ 底物

后，分别避光反应 ５ ｍｉｎ、１０ ｍｉｎ、２０ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ 进

行 ＥＬＩＳＡ 测定，以 Ｐ ／ Ｎ 值最大者判定 ＴＭＢ 底物最

佳反应时间。
２．４　 血清阴阳性临界值的确定　 按照建立的检测

方法对 ３０ 份 ＰＥＤＶ 阴性猪血清进行 ＥＬＩＳＡ 测定，
计算各血清 ＯＤ４５０ ｎｍ 值平均值 和标准差 ｓ。 根据

统计学原理，ＯＤ４５０ｎｍ 值≥ ＋３ｓ 时，判为阳性；ＯＤ４５０

ｎｍ 值≤ ＋２ｓ 时，判为阴性，介于二者之间者判为可

疑。
２．５　 建立的 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒验证

２．５．１　 敏感性试验　 选取 ６ 份不同的 ＰＥＤＶ 阳性

血清，同时设立标准阳性和标准阴性对照血清，在
稀释 １００ 倍的基础上分别进行倍比稀释至 １ ∶
１６００，检测所建立方法的敏感性。
２．５．２　 特异性试验　 选取猪圆环病毒 ２ 型（ＰＣＶ－

２）、猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）、猪瘟病毒

（ＣＳＦＶ）、伪狂犬病毒（ＰＲＶ）标准阳性血清按照优

化的血清稀释倍数稀释后进行 ＥＬＩＳＡ 检测，确定上

述血清是否会与建立的试剂盒发生交叉反应。
２．５．３　 批内重复试验　 用同一批制备的抗原包被

Ａ 板，检测 ５ 份不同抗体水平的阳性血清和 ３ 份标

准阴性血清，分别第 １、３、７ 天进行 ＥＬＩＳＡ 重复测

定，每份血清平行做 ２ 孔，对结果进行统计学分析。
２．５．４　 批间重复试验　 用不同批次抗原制备三批

次检测试剂盒，分别检测 ５ 份不同抗体水平的阳性

血清和 ３ 份阴性血清，每份血清平行做 ２ 孔，对结

果进行统计学分析。
２．６　 试剂盒的初步应用　 对同一猪群，采集 ８ 份

未免疫 ＰＥＤＶ 疫苗猪血清和 １６ 份免疫 ＰＥＤＶ 疫苗

猪血清，用建立的检测方法进行 ＥＬＩＳＡ 测定，区分

免疫前后血清阴阳性。

３　 结　 果

３．１　 ＰＥＤＶ 全病毒抗原蛋白和标准阴阳性血清的

制备

３．１．１　 全病毒蛋白浓度测定　 用 ＢＣＡ 法测定所制

备的蛋白浓度为 ２．４ ｍｇ ／ ｍＬ。

３．１．２　 ＰＥＤＶ 参考阴性血清和参考阳性血清制备

测定的参考阴性血清效价为 ０，参考阳性血清效价

达到 １ ∶ ２５６。 结果见图 １。

１ 孔：生理盐水；２ 孔：参考阴性血清孔；３－６ 孔：参考阳性血清

１ ∶ ２５６、１ ∶ １２８、１ ∶ ６４、１ ∶ ３２ 稀释；７ 孔：ＰＥＤＶ 抗原

Ｈｏｌｅ １：Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｌｉｎｅ；Ｈｏｌｅ ２：Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ；

Ｈｏｌｅ ３－６：Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ １ ∶ ２５６， １ ∶ １２８，

１ ∶ ６４， １ ∶ ３２ ｄｉｌｕｔｉｏｎ；Ｈｏｌｅ ７：ＰＥＤＶ ａｎｔｉｇｅｎ

图 １　 琼脂扩散试验测定参考血清效价

Ｆｉｇ １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ａｎｔｉｓｅｒｕｍ

ｂｙ ａｇａｒ ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ

３．２　 ＥＬＩＳＡ 反应条件优化

３．２．１　 抗原包被浓度和血清稀释倍数的优化　 结

果表明，当抗原进行 １ ∶ １０００ 稀释（包被浓度 ２．４

ｕｇ ／ ｍＬ）、血清进行 １ ∶ ２００ 稀释时检测 Ｐ ／ Ｎ 值最

大，检测效果最佳。 结果见表 １。

·３·
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表 １　 抗原包被浓度和血清稀释倍数的优化结果

Ｔａｂ １　 Ｏｐｔｉｍａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ ｃｏａｔｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ

抗原稀释倍数
血清 １ ∶ １００ 稀释 血清 １ ∶ ２００ 稀释 血清 １ ∶ ４００ 稀释

阳性血清 阴性血清 Ｐ ／ Ｎ 值 阳性血清 阴性血清 Ｐ ／ Ｎ 值 阳性血清 阴性血清 Ｐ ／ Ｎ 值

１：２５０ １．９２８ ０．２５３ ７．６２ １．６９３ ０．１８７ ９．０５ １．３１６ ０．１５１ ８．７２

１：５００ １．６１３ ０．２２４ ７．２ １．５１８ ０．１４３ １０．６２ １．２０４ ０．１２７ ９．４８

１：７５０ １．４４８ ０．１８２ ７．９６ １．２９４ ０．１２８ １０．１１ １．１０３ ０．１０８ １０．２１

１：１０００ １．３９７ ０．１５８ ８．８４ １．２５６ ０．０９ １３．９６ ０．９９５ ０．０８１ １２．２８

１：２０００ ０．９３６ ０．１２ ７．８ ０．８３１ ０．０８１ １０．２６ ０．７３１ ０．０７ １０．４４

３．２．２　 包被方式的优化　 当采取 ３７ ℃ ２ ｈ ＋４ ℃
过夜的方式进行包被时，Ｐ ／ Ｎ 值最大，检测效果最

佳，因此确定为最佳包被条件。 结果见表 ２。

表 ２　 包被方式优化结果

Ｔａｂ ２　 Ｏｐｔｉｍａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏａｔｉｎｇ ｍｏｄｅ
包被方式 阳性血清 阴性血清 Ｐ ／ Ｎ 值

４ ℃过夜 １．３５６ ０．０８５ １５．９５

３７ ℃ ２ ｈ １．２１４ ０．０８１ １４．９９

３７ ℃ ２ ｈ＋４ ℃过夜 １．４７３ ０．０７６ １９．３８

３．２．３　 封闭液的选择优化　 当采用 ５％脱脂乳作为

封闭液时，Ｐ ／ Ｎ 值最大，酶标板封闭效果要好。 结

果见表 ３。
表 ３　 封闭液优化结果

Ｔａｂ ３　 Ｏｐｔｉｍａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｌｏｓｅｄ ｌｉｑｕｉｄ
封闭方式 阳性血清 阴性血清 Ｐ ／ Ｎ 值

１％ＢＳＡ １．２６１ ０．０８５ １４．８４

５％脱脂乳 １．３１７ ０．０６２ ２１．２４

１％酪蛋白 １．１１３ ０．０８２ １３．５７

３．２．４　 待检血清最佳反应时间优化　 当血清反应

时间为 ６０ ｍｉｎ 时，Ｐ ／ Ｎ 值最大。 因此最佳反应时

间为 ６０ ｍｉｎ。 结果见表 ４。
３．２．５　 酶标抗体工作液最佳反应时间优化　 当酶

标抗体工作液反应时间为 ３０ ｍｉｎ 时 Ｐ ／ Ｎ 值最大。
因此确定酶标抗体工作液最佳反应时间为 ３０ ｍｉｎ。
结果见表 ５。

表 ４　 待检血清反应时间优化结果

Ｔａｂ ４　 Ｏｐｔｉｍａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｉｍｅ
血清反应
时间 ／ ｍｉｎ 阳性血清 阴性血清 Ｐ ／ Ｎ 值

３０ １．１６１ ０．０６８ １７．０７

６０ １．３１７ ０．０６８ １９．３７

９０ １．３０３ ０．０７２ １８．１

１２０ １．３７８ ０．０９ １５．３１

表 ５　 酶标抗体工作液最佳反应时间优化结果

Ｔａｂ ５　 Ｏｐｔｉｍａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ－ｌａｂｅｌｅｄ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗｏｒｋｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

酶标抗体
反应时间 ／ ｍｉｎ 阳性血清 阴性血清 Ｐ ／ Ｎ 值

３０ １．１３４ ０．０６６ １７．１８

６０ １．２５４ ０．０７ １７．９１

９０ １．３０３ ０．０８６ １５．１５

１２０ １．３７８ ０．１０５ １３．１２

３．２．６　 酶标抗体工作浓度优化　 当酶标抗体工作

浓度 １ ∶ ３０００ 时，Ｐ ／ Ｎ 值最大，因此酶标抗体工作

液工作浓度确定为 １ ∶ ３０００。 结果见表 ６。

表 ６　 酶标抗体工作浓度优化结果

Ｔａｂ ６　 Ｏｐｔｉｍａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｌａｂｅｌｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ

ｗｏｒｋｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
酶标抗体
工作浓度

阳性血清 阴性血清 Ｐ ／ Ｎ 值

１ ∶ １０００ １．６３４ ０．１３６ １２．０１

１ ∶ ２０００ １．５５４ ０．０９ １７．２７

１ ∶ ３０００ １．３８３ ０．０７６ １８．２

１ ∶ ４０００ １．１４２ ０．０６８ １６．７９
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３．２．７　 ＴＭＢ 底物反应时间优化 　 当底物反应 １０
ｍｉｎ 时，Ｐ ／ Ｎ 值最大，因此 ＴＭＢ 底物最佳反应时间

为 １０ ｍｉｎ。 结果见表 ７。

表 ７　 ＴＭＢ 底物反应时间优化结果

Ｔａｂ ７　 Ｏｐｔｉｍａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＭＢ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
ＴＭＢ 反应
时间 ／ ｍｉｎ 阳性血清 阴性血清 Ｐ ／ Ｎ 值

５ ０．９３４ ０．０６８ １３．７４

１０ ０．２９３ ０．０７ １８．４７

２０ １．３８３ ０．０９６ １４．４１

３０ １．５６５ ０．１２６ １２．４２

３．３　 血清阴阳性临界值的确定　 用优化的试剂盒

对 ３０ 份阴性血清进行 ＥＬＩＳＡ 测定，结果见表 ８。 计

算所得阴性血清平均值 ＝ ０．１５８，标准差 ｓ＝ ０．５１，计
算 ＋２ｓ ＝ ０．２６； ＋３ｓ ＝ ０．３１。 因此当测得血清 ＯＤ４５０

ｎｍ 值＞０．３１ 时，判定阳性；当测得 ＯＤ４５０ｎｍ 值小于

０．２６ 时，判定阴性；测得 ＯＤ４５０ ｎｍ 值介于两者之间

判定可疑。
３．４　 建立的 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒验证

３．４．１　 敏感性验证　 检测 ６ 份阳性血清，分别倍比

稀释，可检测出 ＯＤ４５０ｎｍ 值随血清稀释倍数增加呈

现递减规律。 结果表明试剂盒可以区分不同效价

水平阳性血清。 结果见表 ８。

表 ８　 试剂盒敏感性试验

Ｔａｂ ８　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｋｉｔ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ
血清稀释度 血清 １ 血清 ２ 血清 ３ 血清 ４ 血清 ５ 血清 ６ 标准阳性 标准阴性

１ ∶ １００ １．８１４ １．０１７ ３．７８９ ０．８４５ １．５４３ ２．５４６ ２．７１５ ０．２２７

１ ∶ ２００ １．４１６ ０．７５４ ３．２８７ ０．６５２ １．１２４ ２．２６３ ２．１５２ ０．１６８

１ ∶ ４００ ０．９５４ ０．６２８ ２．６５９ ０．４９６ ０．８９５ １．６５９ １．７３４ ０．１０２

１ ∶ ８００ ０．６２７ ０．４７３ １．９４５ ０．３５４ ０．６９４ １．０１２ １．２６３ ０．０８４

１ ∶ １６００ ０．４６５ ０．３０４ １．５１４ ０．２９８ ０．４２８ ０．８６１ ０．８４５ ０．０５６

３．４．２　 特异性试验　 ＥＬＩＳＡ 检测猪圆环病毒 ２ 型

（ＰＣＶ－２）、猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）、猪
瘟病毒（ＣＳＦＶ）、伪狂犬病毒（ＰＲＶ）标准阳性血清，
血清检测值 ＯＤ４５０ｎｍ 值均小于 ０．２６，表明上述血清

不与建立的 ＰＥＤＶ 抗体 ＥＬＩＳＡ 检测方法发生交叉

反应。 结果见表 ９。

表 ９　 特异性试验结果

Ｔａｂ ９　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｅｓｔ
血清 ＯＤ４５０ｎｍ 值 判定

ＰＣＶ２ 血清 ０．１５６ 阴性

ＰＲＲＳＶ 血清 ０．１２１ 阴性

ＣＳＦ 血清 ０．１９６ 阴性

ＰＲＶ 血清 ０．１４７ 阴性

ＰＥＤＶ 阳性血清 ２．０１２ 阳性

ＰＥＤＶ 阴性血清 ０．０９１ 阴性

３．４．３　 批内重复试验　 对同一份血清分别在 １、３、
７ ｄ 检测，共选取 ８ 份血清。 结果显示，每份血清检

测结果变异系数在 ２． ２５％ ～ ７． ９８％之间，均小于

１０％，表明建立的 ＥＬＩＳＡ 方法批内稳定。 结果见

表 １０。
３．４．４　 批间重复试验 　 对同一份血清分别在用 ３
个批次制备的试剂盒检测，共选取 ８ 份血清。 结果

表明每份血清检测结果变异系数在 ２．９１％ ～８．３３％
之间，均小于 １０％，表明建立的 ＥＬＩＳＡ 方法不同批

次间稳定。 结果见表 １１。

３．５　 试剂盒初步应用　 采集的未免疫 ＰＥＤＶ 疫苗

的血清 ８ 份和免疫 ＰＥＤＶ 疫苗血清 １６ 份进行检

测，结果见表 １２。 检测结果表明 ８ 份未免疫 ＰＥＤＶ
疫苗的血清全部为阴性，１６ 份免疫 ＰＥＤＶ 疫苗血清

全部呈阳性，表明建立的 ＥＬＩＳＡ 方法可以区别

ＰＥＤＶ 抗体阴阳性。

·５·
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表 １０　 试剂盒批内重复试验结果

Ｔａｂ １０　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅａｇｅｎｔ ｔｅｓｔ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｔ ｂａｔｃｈ
样品血清 １ ｄ 检测 ３ ｄ 检测 ７ ｄ 检测 平均值 方差 变异系数 Ｃ．Ｖ

阳性 １ １．５９６ １．４９５ １．５５６ １．５４９ ０．０５ ３．２８％

阳性 ２ ０．８８７ １．０１２ ０．９５６ ０．９５２ ０．０６ ６．５８％

阳性 ３ ３．０１２ ２．９８７ ３．１１６ ３．０３８ ０．０７ ２．２５％

阳性 ４ ２．４３１ ２．０９６ ２．２９６ ２．２７４ ０．１７ ７．４１％

阳性 ５ １．１９９ １．３０３ １．２５６ １．２５３ ０．０５ ４．１６％

阴性 １ ０．１８９ ０．１６６ ０．１９３ ０．１８３ ０．０１ ７．９８％

阴性 ２ ０．０８６ ０．０９２ ０．０８２ ０．０８７ ０．０１ ５．８１％

阴性 ３ ０．１９６ ０．１８９ ０．１８７ ０．１９１ ０ ２．４８％

表 １１　 试剂盒批间重复试验

Ｔａｂ １１　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅａｇｅｎｔ ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ ｔｅｓｔ
样品血清 第 １ 批检测 第 ２ 批检测 第 ３ 批检测 平均值 方差 变异系数 Ｃ．Ｖ

阳性 １ １．５９６ １．７９５ １．５３３ １．６４１ ０．１４ ８．３３％

阳性 ２ ０．８８７ ０．９１２ １．０１３ ０．９３７ ０．０７ ７．１２％

阳性 ３ ３．０１２ ２．８８７ ３．０５４ ２．９８４ ０．０９ ２．９１％

阳性 ４ ２．４３１ ２．１４５ ２．１６７ ２．２４８ ０．１６ ７．０８％

阳性 ５ １．１９９ １．４０３ １．３５６ １．３１９ ０．１１ ８．１０％

阴性 １ ０．１８９ ０．１７６ ０．１７６ ０．１８ ０．０１ ４．１６％

阴性 ２ ０．０８６ ０．０７６ ０．０８６ ０．０８３ ０．０１ ６．９８％

阴性 ３ ０．１９６ ０．１８４ ０．２１２ ０．１９７ ０．０１ ７．１２％

表 １２　 试剂盒初步应用－临床血清检测结果

Ｔａｂ １２　 Ｋｉｔ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ－ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｅｒｕｍ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
临床血清 ＯＤ４５０ｎｍ 值

阴性血清 １－８ ０．２２５ ０．１８７ ０．１１３ ０．１４６ ０．１９５ ０．０８９ ０．１７２ ０．０８２

阳性血清 １－８ １．４５８ １．２３４ ２．０４５ ０．８９７ １．３４８ ０．９６１ １．５４２ １．４５１

阳性血清 ９－１６ ２．２３６ ０．９８９ １．５１４ １．２３４ １．６９６ １．２３４ ０．８８９ ２．２１１

４　 讨　 论

猪流行性腹泻对仔猪有很高的感染性和致死

性，我国自 ２０１０ 年以来，ＰＥＤ 多呈发病突然，传播

速度快，流行范围广和持续性长、仔猪普遍获得的

母源抗体不足的特点［１３－１４］。 由于本病无特效药，
因此对我国养猪业造成巨大经济损失。 因此建立

一种方便、经济的试验诊断方法符合市场需求。
目前国内已经报道了利用 ＰＥＤＶ 重组 Ｓ 蛋白

和 Ｎ 蛋白作为抗原建立的 ＥＬＩＳＡ 方法［１５－１６］。 重组

蛋白经过纯化具有相对特异性高的特点，但是也会

存在表达蛋白为包涵体［１７］ 或表达量低的情况。 此

外重组蛋白也存在因为毒株不同造成同源蛋白差

异大，影响检出率。 全病毒蛋白作为包被抗原含有

所有的抗原位点，相比重组蛋白具有更高的阳性检

出率［１８－１９］。 随着新的培养基和生产工艺的研究和

使用，ＰＥＤＶ 培养难度降低，克服了之前报道中提

到的全病毒获得困难的问题。 本研究使用的 ＰＥＤＶ
病毒液效价达到 ６．５，可以满足酶标板制备的需要。
通过超速离心获得纯化的全病毒蛋白作为包被抗

原，建立了一种检测猪流行性腹泻病毒抗体的

·６·
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ＥＬＩＳＡ 方法，通过初步应用，可以区分猪血清抗体

阴阳性及抗体水平高低，并且批内批间稳定。 本方

法对于监控血清抗体变化和筛选感染猪、评价

ＰＥＤＶ 疫苗免疫效果提供了帮助。
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