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［摘　 要］ 　 应用胶体金免疫层析技术，结合胶体金定量读数仪研制出一种快速定量检测猪血清中

猪瘟抗体水平的检测卡。 该检测卡以胶体金标记高灵敏的猪瘟重组 Ｅ２ 蛋白，同时在 ＮＣ 膜上包被

同一蛋白，经正交实验确定最适条件，同时通过与对照线的颜色对比，应用胶体金定量读数仪，可对

样本中猪瘟抗体水平进行定量。 该检测卡检测方法简便、快速、稳定性好。 与猪圆环病毒病、猪伪

狂犬病、猪繁殖与呼吸综合征等常见猪疫病抗体均无交叉反应。 检测 ７１ 份猪血清样本结果与

ＥＬＩＳＡ 结果的符合率达 ９０．１％。 结果表明，实验研制的猪瘟抗体胶体金快速定量检测卡可用于基层

兽医站和养殖企业的检测。
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ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｓｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ ｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅｓ．
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　 　 猪瘟是由猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）引起的一种急性、
发热、具有高度传染性的疫病，在自然条件下只感

染猪，不同年龄、性别、品种的猪和野猪都易感，一
年四季均可发生，且病死率高，传播迅速，蔓延地区

广，对养猪业构成了极大威胁。 本病在 １８３３ 年首

次发现于美国，之后其流行遍及全球，给养猪业造

成巨大的经济损失［１］。 ２０ 世纪 ５０ 年代，我国猪瘟

兔化弱毒疫苗问世后，对猪瘟的控制主要依赖于疫

苗免疫，因此，疫苗免疫效果的优劣对猪瘟防控起

了决定性作用，而猪瘟抗体水平的监测是疫苗免疫

效果评价的主要方法［２］。 目前市场上检测猪瘟抗

体的产品主要是进口的 ＥＬＩＳＡ 试剂盒［３］，但其价格

昂贵，需要专业人员操作，且检测时间长［４］。 而现

有的猪瘟抗体胶体金及荧光免疫层析检测卡，只能

做定性检测［５］，即根据 Ｔ 线的有无判定样本中猪瘟

抗体的阴阳性［６－８］。 这种判定凭肉眼观察［９－１０］，主
观性较强，且结果对于疫苗免疫效价的评定意义不

大。 因此，应用胶体金免疫层析技术，结合胶体金

定量读数仪，进行了快速定量猪瘟抗体检测卡的研

制，以期可快速定量检测猪血清中猪瘟抗体水平。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 实验材料　 氯金酸（ＨＡｕＣｌ４·４Ｈ２Ｏ），国药；
猪瘟重组 Ｅ２ 蛋白，北京龙科方舟生物工程技术有

限公司；羊抗鼠 ＩｇＧ、小鼠 ＩｇＧ，上海金标生物科技

有限公司；硝酸纤维素膜，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ；胶体金结合垫、
样品垫、吸水纸，上海金标生物科技有限公司；猪瘟

病毒抗体检测试剂盒（ＥＬＩＳＡ），ＩＤＥＸＸ；猪圆环病毒

病阳性血清、猪伪狂犬病阳性血清、猪繁殖与呼吸

综合征阳性血清、猪乙型脑炎阳性血清、待检血清，
重庆市畜牧科学院。
１．１．２　 仪器设备　 三维平面点膜喷金仪 ＨＭ３０３０，
上海金标生物科技有限公司；微电脑自动斩切机

ＺＱ２０００，上海金标生物科技有限公司；高速冷冻离

心机 Ｈ－２０５０Ｒ，长沙湘仪离心机仪器有限公司；紫
外连续扫描分光光度计，Ｔｈｅｒｍｏ；数显磁力搅拌电

热套，天津市莱玻特瑞仪器设备有限公司；手持式

胶体金定量读数仪，深圳元秦科技有限公司；电热

恒温鼓风干燥箱，上海一恒科学仪器有限公司。
１．２　 方法

１．２．１　 胶体金溶液的制备　 在圆底烧瓶中加入 １ Ｌ
超纯水加热至煮沸，加入 １０ ｍＬ １％氯金酸溶液，
２ ｍｉｎ后加入 １２ ｍＬ １％柠檬酸三钠溶液，此时溶液

颜色由黑色逐渐变为酒红色。 继续煮沸 １５ ｍｉｎ 后

停止加热，冷却至室温，４ ℃贮存。 紫外扫描检测

胶体金溶液质量。
１．２．２　 抗原最佳标记 ｐＨ 值的确定　 取 １ ｍＬ 胶体

金溶液，分别加入 １、３、５、８、１０、１５、２０ μＬ 浓度为

０．２ ｍｏｌ ／ Ｌ的碳酸钾（Ｋ２ＣＯ３）溶液调节 ｐＨ 值［１１］，猪
瘟重组 Ｅ２ 蛋白按照 ０．０２ ｍｇ ／ ｍＬ 标记，终浓度 １％
ＢＳＡ 封闭，离心去上清液后用磷酸盐缓冲溶液

（ＰＢＳ）洗涤一次，再次离心后用 １５０ μＬ 悬浮液悬

浮。 小鼠 ＩｇＧ 按照 ０．０１ ｍｇ ／ ｍＬ 标记后，与标记好

的抗原等体积混匀。 混合液按 １０ μＬ ／ ｃｍ 喷金量包

被在胶体金结合垫上，３７ ℃干燥 ２ ｈ。
猪瘟重组 Ｅ２ 蛋白和羊抗鼠 ＩｇＧ 分别稀释到

１．０ ｍｇ ／ ｍＬ，按 １ μＬ ／ ｃｍ 划膜量包被到 ＮＣ 膜上，３７ ℃
干燥 １ ｈ。 组装大板、切条，用猪瘟病毒弱阳性血清

检测，观察 Ｔ 线显色情况，选择没有死金的且显色

最强的 Ｋ２ＣＯ３ 溶液用量作为最佳标记 ｐＨ 值。
１．２．３　 抗原最佳标记浓度与最佳包被浓度的确定

用确定的最佳标记 ｐＨ 值，猪瘟重组 Ｅ２ 蛋白分别

按照 ０．０１、０．０２、０．０３、０．０４ ｍｇ ／ ｍＬ 标记，小鼠 ＩｇＧ 按

照 ０．０１ ｍｇ ／ ｍＬ 标记。 猪瘟重组 Ｅ２ 蛋白分别按照

０．２、０．４、０．８、１．０ ｍｇ ／ ｍＬ 包被在 Ｔ 线位置，进行正交

实验，检测猪瘟病毒阳性血清、弱阳性血清和阴性
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血清。 选择弱阳性血清显色明显且阳性血清与弱

阳性血清显色差异最大的组合为最佳条件。 在此

条件 下， 羊 抗 鼠 ＩｇＧ 分 别 按 照 ０． ８、 １． ０、 １． ２、
１．４ ｍｇ ／ ｍＬ包被在 Ｃ 线位置，检测猪瘟病毒阳性血

清，选择 Ｃ 线显色强度与 Ｔ 线相当的包被浓度为最

佳条件。
将包被有猪瘟重组 Ｅ２ 蛋白和羊抗鼠 ＩｇＧ 的硝

酸纤维素膜、喷有猪瘟重组 Ｅ２ 蛋白偶联胶体金的

聚酯垫、玻璃纤维滤纸与吸水纸组装在 ＰＶＣ 底板

上，用切条机切成 ４．０ ｍｍ 宽的试纸条，装入检测卡

壳中，即为最终的检测卡。
１．２．４　 样品检测方法的确定　 将猪瘟阳性血清、弱
阳性血清、阴性血清分别取 ５０、８０、１００、１５０ μＬ 加

到加样孔中，室温反应 １０、１３、１５、２０ ｍｉｎ 观察结果，
确定加样量及反应时间。
１．２．５　 标准曲线的建立　 用猪瘟阴性血清按梯度

稀释阳性血清，用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测并计算其阻断

率，分别取 ８０ μＬ 加到检测卡的加样孔中，室温反

应 １５ ｍｉｎ，放入胶体金定量读数仪中，读取 Ｔ 线与

Ｃ 线的峰面积比值即 Ｔ ／ Ｃ 值，每个浓度重复检测 ５
次，计算平均值。 以 Ｔ ／ Ｃ 值平均值为横坐标、血清

样本阻断率为纵坐标，制作标准曲线。
１．２．６　 结果判定方法的建立　 检测卡检测 ２０ 份猪

瘟抗体阴性血清，用定量读数仪读取 Ｔ ／ Ｃ 值，计算

ｃｕｔｏｆｆ 值。 检测临床样本的 Ｔ ／ Ｃ 值小于该值判定为

阴性，大于该值同时小于阻断率为 ４０ 血清样本对

应的 Ｔ ／ Ｃ 值为灰区，大于阻断率为 ４０ 血清样本对应

的 Ｔ ／ Ｃ 值的样本则以定量读数仪结果为最终结果。
１．２．７　 检测卡特异性检测　 猪瘟检测卡分别检测

猪圆环病毒病阳性血清、猪伪狂犬病阳性血清、猪
繁殖与呼吸综合征阳性血清、猪乙型脑炎阳性血

清，确定本检测卡的特异性。
１．２．８　 检测卡重复性及加速稳定性检测　 检测卡

分别检测猪瘟抗体阴性、弱阳性、阳性血清，每份血

清样本重复检测 ５ 次，考察其重复性。 将检测卡放

置于 ４５ ℃温箱中，分别于第 ０、２、４、６、８ 周检测猪瘟

抗体阴性、弱阳性、阳性血清，考察检测卡的稳定性。
１．２．９　 样本检测　 随机选取 ７１ 份猪血清样本，分
别用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒和本检测卡检测猪瘟抗体水平，
比较检测结果。
２　 结果与分析

２．１　 胶体金溶液扫描结果 　 以双蒸水为对照，用
紫外分光光度计在 ４００ ～ ７００ ｎｍ 连续扫描，测定吸

收曲线和吸收峰，结果为：λｍａｘ ＝ ５２７ ｎｍ，ＯＤｍａｘ ＝

０．１０９。 所制备的胶体金溶液颗粒大小在 ４０ ｎｍ 左

右，颜色为透明的酒红色，液面无油质类漂浮物，可
用于试纸条制备。
２．２　 抗原最佳标记 ｐＨ 值 　 胶体金中加入 ５ μＬ
０．２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｋ２ＣＯ３ 溶液调节 ｐＨ 值时，标记抗原没有

死金现象，且显色最强，调节后的胶体金溶液的 ｐＨ
值在 ８．０ 左右。
２．３　 抗原最佳标记浓度与最佳包被浓度　 通过正

交实验，确定猪瘟重组 Ｅ２ 蛋白和小鼠 ＩｇＧ 分别按

０．０１ ｍｇ ／ ｍＬ 标记、 Ｔ 线猪瘟重组 Ｅ２ 蛋白按照

０．８ ｍｇ ／ ｍＬ包被、Ｃ 线羊抗鼠 ＩｇＧ 按照 １． ０ ｍｇ ／ ｍＬ
包被为最佳条件组合。
２．４　 样品检测方法的确定　 取血清样本 ８０ μＬ 加

到加样孔中，室温反应 １０ ｍｉｎ，为样本的检测条件。
２．５　 标准曲线的建立　 通过检测梯度稀释的阳性

血清，确定线性范围及对应的 Ｔ ／ Ｃ 值。 以 Ｔ ／ Ｃ 值

平均值为横坐标、阳性样本阻断率为纵坐标，建立

标准曲线如图 １。
２．６　 结果判定方法的建立　 检测卡检测 ２０ 份猪瘟

抗体阴性血清，用定量读数仪读取 Ｔ ／ Ｃ 值，计算

ｃｕｔｏｆｆ 值为 ０．０３５。 确定检测临床样本的 Ｔ ／ Ｃ 值小

于 ０．０３５ 判定为阴性，大于 ０．０３５ 同时小于 ０．３３１ 判

定为灰区，大于 ０．３３１ 的则以定量读数仪结果为最

终结果。
２．７　 检测卡的特异性　 本检测卡检测猪圆环病毒

病阳性血清、猪伪狂犬病阳性血清、猪繁殖与呼吸

综合征阳性血清、猪乙型脑炎阳性血清，结果均为阴

性（图 ２），说明检测卡与以上疫病抗体无交叉反应。

·４２·
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图 １　 猪瘟抗体快速定量检测卡标准曲线

Ｆｉｇ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＣＳＦ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｔｅｓｔ ｃａｒｄ

ａ．猪瘟阳性对照，ＣＳＦ；ｂ．猪圆环病毒病，ＰＣ；ｃ．猪伪狂犬病，ＰＲ；ｄ．猪繁殖与呼吸综合征，ＰＲＲＳ；ｅ．猪乙型脑炎，ＪＥ

图 ２　 检测卡特异性结果

Ｆｉｇ ２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＣＳＦ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｔｅｓｔ ｃａｒｄ

２．８　 检测卡重复性结果　 用同批次检测卡分别检

测猪瘟抗体阴性、弱阳性、阳性血清，每个浓度重复

检测 ５ 次，批内重复性结果见表 １。 结果表明，猪瘟

抗体检测卡的批内重复性好，无明显差异。

表 １　 检测卡批内重复性

Ｔａｂ １　 Ｉｎｔｒａ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＣＳＦ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｔｅｓｔ ｃａｒｄ
血清样本 ＥＬＩＳＡ 阻断率 ／ ％ 卡 １ 卡 ２ 卡 ３ 卡 ４ 卡 ５ 变异系数 ／ ％

阴性血清 １３ 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 －－

弱阳性血清 ５０ ４８ ４５ ５２ ４８ ４９ ５

阳性血清 ８０ ８５ ８７ ７４ ７２ ７９ ８

２．９　 检测卡加速稳定性结果 　 将检测卡放置于

４５ ℃温箱中，于第 ０、２、４、６、８ 周检测猪瘟抗体阴

性、弱阳性、阳性血清，其稳定性结果见表 ２。 可以

看出，检测卡在 ４５ ℃下保存 ８ 周其检测结果无明显

差异，可依此确定检测卡室温保质期最少为 ６ 个月。
２．１０　 样品检测结果 　 检测卡和 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检

测 ７１ 份样本中猪瘟抗体结果见表 ３。 部分样本具

体对比结果见表 ４。
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表 ２　 检测卡稳定性

Ｔａｂ ２　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＣＳＦ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｔｅｓｔ ｃａｒｄ

血清样本
ＥＬＩＳＡ

阻断率 ／ ％
０ 周 ２ 周 ４ 周 ６ 周 ８ 周

检测值 检测值 变异系数 ／ ％ 检测值 变异系数 ／ ％ 检测值 变异系数 ／ ％ 检测值 变异系数 ／ ％

阴性血清 １３ 阴性 阴性 －－ 阴性 －－ 阴性 －－ 阴性 －－

弱阳性血清 ５０ ５２ ５４ ３ ５１ １ ４７ ７ ４３ １３

阳性血清 ８０ ８３ ８４ １ ８０ ３ ７４ ８ ７０ １２

表 ３　 检测卡与 ＥＬＩＳＡ 检测猪瘟抗体结果符合情况

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｃａｒｄ ａｎｄ ＥＬＩＳＡ

ＥＬＩＳＡ
定量检测卡

阳性 阴性
合计

阳性 ３８ ５ ４３

阴性 ２ ２６ ２８

合计 ４０ ３１ ７１

表 ４　 猪瘟抗体定量检测卡检测样本结果

Ｔａｂ ４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＳＦ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｔｅｓｔ ｃａｒｄ
样本编号 ＥＬＩＳＡ 阻断率 ／ ％ 定量卡 Ｔ ／ Ｃ 值 定量卡阻断率 ／ ％ 相对误差 ／ ％

７ ２５ ０．０２２ 阴性 －－

１４ １３ ０．０１２ 阴性 －－

２１ １７ ０．００９ 阴性 －－

３７ １１ ０．０１３ 阴性 －－

６５ ２３ ０．００６ 阴性 －－

５ ５２ ０．４１４ ４８ ４

１６ ８６ ０．８１７ ８１ ３

１９ ９２ ０．７９７ ８０ ７

２２ ５２ ０．４５１ ５２ ０

２５ ６７ ０．５５７ ６１ ５

３８ ６２ ０．５５６ ６１ １

４９ ８２ ０．５８ ６３ １３

５２ ８８ ０．９９１ ９２ ２

６８ ５８ ０．４３３ ５０ ７

７０ ７８ ０．５７５ ６３ １１

　 　 由表 ３ 可见，相对 ＥＬＩＳＡ 检测法，定量检测卡

检测阳性为 ４０ 份，阴性为 ３１ 份，假阳性为 ２ 份，假
阴性为 ５ 份。 定量检测卡的灵敏度为 ８８．４％，特异

性为 ９２．９％，总符合率为 ９０．１％。
由表 ４ 可见，定量检测卡检测猪瘟抗体阳性样

本的阻断率与 ＥＬＩＳＡ 结果有较好的符合度，相对误

差在 １５％以内。

３　 讨论与结论

猪瘟是妨碍养猪业发展的主要疫病之一，在猪

瘟的防疫中，猪瘟抗体水平的检测是十分必要的，
其高低反应了猪对猪瘟病毒的抵抗能力及疫苗免

疫效果。 目前主要用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测猪瘟抗体

水平，但其检测时间通常需要 １．５ ～ ３ ｈ［１２－１３］。 实验

研制的胶体金定量检测卡结合手持式定量读数仪，

·６２·
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其操作简便、步骤单一，加样 ８０ μＬ 后反应只需

１０ ｍｉｎ，即可读取 Ｔ ／ Ｃ 值及对应的阻断率，避免了

人为主观判断造成的差异，适用于单个及多个样本

的检测。 与 ＥＬＩＳＡ 结果相比，检测卡灵敏度为

８８．４％，特异性为 ９２．９％，总符合率为 ９０．１％。 检测

阳性样本的阻断率与 ＥＬＩＳＡ 结果的相对误差在

１５％以内，符合度较好。 同时检测卡只需常温储

存，加速稳定性实验结果表明 ４５ ℃条件下 ８ 周其

结果差异仍小于 １５％，相当于常温放置 ６ 个月。 实

验研制的猪瘟抗体快速定量检测卡使用方便、快
速，成本低，可用于猪瘟抗体的快速检测，适合基层

兽医站和养殖企业使用。
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