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［摘　 要］ 　 利用纯化的 Ｉ 群禽腺病毒 ４ 型重组 Ｈｅｘｏｎ 蛋白，通过各反应条件筛选，建立了 Ｉ 群禽腺

病毒 ４ 型 ＩｇＧ 抗体间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法。 结果显示，抗原最佳包被浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ；最佳封闭液为

１％牛血清白蛋白；待检血清最佳作用浓度是 ４００ 倍稀释，３７ ℃孵育 ６０ ｍｉｎ；酶标抗体的最佳作用条

件为稀释度 １∶ ８０００，３７ ℃孵育 ６０ ｍｉｎ；最佳显色时间为 １０ ｍｉｎ。 用所建方法对 １６０ 只临床鸡只进行

检测，同时与拭子 ＰＣＲ 检测对比，一致性较好，表明该方法可有效用于临床检测。
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ｇｒｏｕｐ Ｉ Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４ ＩｇＧ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ Ｈｅｘｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏａｔｉｎｇ ａｎｔｉｇｅｎ ｗａｓ １ μｇ ／ ｍＬ； ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ １％
ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ； ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｔｏ ｂｅ ｔｅｓｔｅｄ ｗａｓ ４００ － ｆｏｌｄ ｄｉｌｕｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｏｐｔｉｍａｌ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｗａｓ ６０ ｍｉｎｕｔｅｓ ａｔ ３７ ℃；ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ － ｌａｂｅｌｅｄ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗｅｒｅ １ ∶ ８０００ ｄｉｌｕｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｆｏｒ ６０ ｍｉｎｕｔｅｓ ａｔ ３７ ℃； ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃ ｔｉｍｅ ｗａｓ １０
ｍｉｎｕｔｅｓ． Ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ １６０ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｗａｂ ＰＣＲ ｔｅｓｔ，
ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｇｒｏｕｐ Ｉ Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４； Ｈｅｘｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ； ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
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　 　 肝炎 － 心包积液综合征（Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ａｎｄ ｈｙｄｒｏ⁃
ｐｅｒｉｃａｒｄｉｕｍ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＨＨＳ） 是由禽腺病毒 ４ 型

（Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４， ＦＡｄＶ －４）新基因型引

起的以禽心包积液、肝脏黄染、肿大和出血为特征

的传染病［１］。 ＨＨＳ 首次于 １９８７ 年在巴基斯坦的安

卡拉地区发生，又名安卡拉病，随后在亚洲、欧洲和

南美洲等地区流行［２ － ４］。 ２０１３ 年以来该病在我国

河南、山东、江苏、河北、陕西等地大面积流行，给家

禽养殖业造成了巨大经济损失［５ － ７］。 ＦＡｄＶ － ４ 属

于禽腺病毒Ⅰ群，呈二十面体对称结构，病毒粒子

大小在 ７０ ～ ９０ｎｍ［８］。 ＦＡｄＶ － ４ 病毒粒子有 ２５２ 个

衣壳粒，包含 ２４０ 个六邻体（Ｈｅｘｏｎ）和 １２ 个五邻体

（顶点衣壳粒） ［９］。 研究表明，Ｈｅｘｏｎ 蛋白是特异性

抗原决定簇，可以引发极强的中和反应，当六邻体

发生变异将导致中和免疫的缺失，可作为诊断型和

群的首选蛋白［１０ － １１］。 ＦＡｄＶ －４ 的 Ｈｅｘｏｎ 抗原表位

主要集中在前段、中段，推测其具有型和群特异性

表位［１２ － １３］。 为此，本试验利用前期重组表达的

ＦＡｄＶ －４ Ｈｅｘｏｎ 蛋白作为包被抗原，通过一系列条

件的优化，建立 Ｉ 群 ＦＡｄＶ － ４ ＩｇＧ 抗体间接 ＥＬＩＳＡ
检测方法，为临床检测和有效防控提供技术支撑。
１　 材　 料

１． １　 抗原与对照抗体　 纯化重组 Ｈｅｘｏｎ 蛋白，由
北京市动物疫病预防控制中心制备；Ｉ 群 ＦＡｄＶ － ４
ＩｇＧ 阴、阳性对照抗体，由河北农业大学提供。
１． ２　 试剂　 ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ、ＰＢＳＴ 均购自 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； ＨＲＰ － 兔抗鸡二抗购自 Ｓｉｇｍａ 公

司；底物溶液购自湖州生物技术有限公司；ＰＣＲ 引

物由上海生工生物工程股份有限公司合成。
１． ３　 临床样品　 临床样品由北京市动物疫病预防

控制中心采集。
２　 方 法

２． １　 ＦＡｄＶ －４ 抗体间接 ＥＬＩＳＡ 操作基本方法　 将

纯化的重组 Ｈｅｘｏｎ 蛋白用 ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的碳酸盐缓

冲液稀释后包被 ９６ 孔酶标板，每孔 １００ μＬ，３７ ℃
孵育 ５ ｈ 后 ２ ～ ８ ℃作用 １４ ～ １８ ｈ。 弃去孔中的包

被液，每孔加入 ２５０ μＬ ＰＢＳＴ 洗涤酶标板 ５ 次，每
次 ３ ｍｉｎ。 按每孔 ２００ μＬ 加入封闭液，３７ ℃ 封闭

２ ｈ后弃去，每孔加入 ２５０ μＬ ＰＢＳＴ 洗涤酶标板 １
次，每次 ３ ｍｉｎ。 加入待检样品，１００ μＬ ／孔，３７ ℃孵

育 ３０ ～ １２０ ｍｉｎ。 弃去液体，每孔加入 ２５０ μＬ ＰＢＳＴ
洗涤酶标板 ５ 次，每次 ３ ｍｉｎ。 加入稀释的 ＨＲＰ －
兔抗鸡二抗，１００ μＬ ／孔，置 ３７ ℃ 孵育 ３０ ～ １２０
ｍｉｎ。 弃去液体，每孔加入 ２５０ μＬ ＰＢＳＴ 洗涤酶标

板 ５ 次，每次 ５ ｍｉｎ。 每孔加入底物显色液 １００ μＬ，
３７ ℃避光显色 ５ ～ １５ ｍｉｎ，然后每孔加入 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ
Ｈ２ＳＯ４溶液 ５０ μＬ，终止反应。 利用酶标仪测定每

孔 ＯＤ４５０ｎｍ吸光值。
２． ２　 抗原最佳包被浓度及最佳样品稀释度的确定

用棋盘法对重组 Ｈｅｘｏｎ 蛋白包被浓度和 ＦＡｄＶ － ４
ＩｇＧ 抗体阴、阳性对照稀释度进行优化：包被液浓度

从 ８ μｇ ／ ｍＬ 倍比稀释至 ０． ５ μｇ ／ ｍＬ，１００ μＬ ／孔。
ＦＡｄＶ － ４ ＩｇＧ 抗体阴、阳性对照分别以 ＰＢＳＴ 做

１∶ １００、１∶ ２００、１∶ ４００、１∶ ８００、１∶ １６００ 稀释，做方阵试

验。 根据 Ｐ ／ Ｎ 值 （阳性样品 ＯＤ４５０ｎｍ ／阴性样品

ＯＤ４５０ｎｍ）筛选出抗原最佳包被浓度和样品最佳稀

释度。
２． ３　 最佳封闭液的选择　 在不包被 Ｈｅｘｏｎ 蛋白和

包被 Ｈｅｘｏｎ 蛋白后，分别以 １％ 牛血清白蛋白

（ＢＳＡ）、５％脱脂乳、１０％ 马血清和 １％ 明胶作为封

闭液进行封闭。 检测 ＦＡｄＶ －４ ＩｇＧ 抗体阴、阳性对

照，根据 Ｐ ／ Ｎ 值选择最佳封闭液。
２． ３． １　 直接封闭　 不包被任何蛋白，每孔加入 ３００
μＬ 相应封闭液，３７ ℃封闭 ２ ｈ。
２． ３． ２　 包被后封闭　 以１ μｇ ／ ｍＬ 的纯化重组Ｈｅｘｏｎ
蛋白包被 ＥＬＩＳＡ 板，分别用不同的封闭液封闭，每
孔加 ３００ μＬ，３７ ℃封闭 ２ ｈ。
２． ４　 样品孵育时间的优化　 将 ＦＡｄＶ － ４ ＩｇＧ 抗体

阴、阳性对照的孵育时间设置 ３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、９０
ｍｉｎ、１２０ ｍｉｎ 四个梯度，分别进行 ＦＡｄＶ － ４ ＥＬＩＳＡ
试验，根据 Ｐ ／ Ｎ 值结果筛选出最佳样品孵育时间。
２． ５　 ＨＲＰ －兔抗鸡二抗最佳工作浓度的测定　 将

ＨＲＰ － 兔抗鸡二抗分别进行 １ ∶ ２０００、 １ ∶ ４０００、
１∶ ８０００和 １∶ １６０００ 倍稀释，按照以上操作程序进行

ＦＡｄＶ －４ ＥＬＩＳＡ 试验，根据 Ｐ ／ Ｎ 值结果筛选出二抗

最佳工作浓度。
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２． ６　 ＨＲＰ －兔抗鸡二抗最佳孵育时间的优化　 将

二抗以 １ ∶ ８０００ 稀释后分别孵育 ３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、
９０ ｍｉｎ、１２０ ｍｉｎ，按照以上操作程序进行 ＦＡｄＶ － ４
ＥＬＩＳＡ 试验，根据 Ｐ ／ Ｎ 值结果筛选纯化二抗最佳工

作时间。
２． ７　 底物（ＴＭＢ）反应时间的优化　 将底物的作用

时间分别设置为 ５ ｍｉｎ、７ ｍｉｎ、１０ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ，按照

以上操作程序进行 ＦＡｄＶ －４ ＥＬＩＳＡ 试验，根据 Ｐ ／ Ｎ
值结果筛选出底物最佳作用时间。
２． ８　 临床样品检测　 采集 １６０ 只临床鸡只血清进

行新建间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测，同时对鸡只采集拭子

依据 《Ⅰ群血清４型禽腺病毒核酸ＰＣＲ检测技术

规程》（ＤＢ ３４ ／ Ｔ ３１２１ － ２０１８）进行 ＰＣＲ 检测，对比

两种方法的一致性。
３　 结果与分析

３． １　 抗原最佳包被浓度及最佳样品稀释度的确定

不同浓度的抗原和不同稀释度的 ＦＡｄＶ － ４ ＩｇＧ 抗

体阴、阳性对照按正交试验的方法进行组合，每组

设置 ２ 个重复取平均值。 由表 １ 可知，在抗原包被

浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ，ＦＡｄＶ －４ ＩｇＧ 抗体阴、阳性对照稀

释 ４００ 倍时，Ｐ ／ Ｎ 值最大，非特异性最小，试验的灵

敏度最高，所以确定包被抗原的浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ，
ＦＡｄＶ －４ ＩｇＧ 抗体阴、阳性对照稀释 ４００ 倍时检测

效果最佳。

表 １　 包被浓度和样品稀释度的确定

Ｔａｂ １ Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏａｔｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ ｄｉｌｕｔｉｏｎ
对照稀释度 测定项 ８ μｇ ／ ｍＬ ４ μｇ ／ ｍＬ ２ μｇ ／ ｍＬ １ μｇ ／ ｍＬ ０． ５ μｇ ／ ｍＬ

１∶ １００

阴性样品 ＯＤ４５０ｎｍ ０． ８０３ ０． ７２１ ０． ５６１ ０． ４２５ ０． ３１６

阳性样品 ＯＤ４５０ｎｍ １． ９２ １． ７５５ １． ６０１ １． ４２ １． ２１１

Ｐ ／ Ｎ ２． ３９ ２． ４３ ２． ８５ ３． ３４ ３． ８３

１∶ ２００

阴性样品 ＯＤ４５０ｎｍ ０． ３８３ ０． ３３２ ０． ２５８ ０． ２３１ ０． ２２２

阳性样品 ＯＤ４５０ｎｍ １． ８６２ １． ５１５ １． ２８１ １． ４２ １． ０６１

Ｐ ／ Ｎ ４． ８６ ４． ５６ ４． ９７ ６． １５ ４． ７８

１∶ ４００

阴性样品 ＯＤ４５０ｎｍ ０． ３２５ ０． ２６１ ０． ２０１ ０． １０６ ０． １８２

阳性样品 ＯＤ４５０ｎｍ １． ３２ １． ２５５ １． ２５１ １． ０９６ ０． ８１１

Ｐ ／ Ｎ ４． ０６ ４． ８１ ６． ２２ １０． ３４ ４． ４６

１∶ ８００

阴性样品 ＯＤ４５０ｎｍ ０． ２３３ ０． ２０１ ０． １４１ ０． ０９９ ０． １３９

阳性样品 ＯＤ４５０ｎｍ １． ２２ １． ２０５ １． ２０１ ０． ９２１ ０． ７６７

Ｐ ／ Ｎ ５． ２４ ６． ００ ８． ５２ ９． ３０ ５． ５２

１∶ １６００

阴性样品 ＯＤ４５０ｎｍ ０． ２０３ ０． １８１ ０． １３１ ０． ０９１ ０． ０８９

阳性样品 ＯＤ４５０ｎｍ １． １９６ １． １６５ １． １０１ ０． ７６２ ０． ６９１

Ｐ ／ Ｎ ５． ８９ ６． ４４ ８． ４０ ８． ３７ ７． ７６

３． ２　 最佳封闭液的选择　 如表 ２ 所示，在不包被

任何蛋白的情况下，用 １％ 明胶、１０％ 马血清封闭

时，ＦＡｄＶ －４ ＩｇＧ 抗体阳性对照的 ＯＤ４５０ｎｍ值较高，
都在 ０． ５ 以上，表明 ＦＡｄＶ －４ ＩｇＧ 抗体阳性对照与

封闭液之间存在非特异性结合。 而用 ５％脱脂奶和

１％ ＢＳＡ 封闭时，ＦＡｄＶ － ４ ＩｇＧ 抗体阳性对照的

ＯＤ４５０ｎｍ值基本都在 ０． ２ 以下，表明 ＦＡｄＶ － ４ ＩｇＧ 抗

体阳性对照与这两种封闭液之间的非特异性结合

程度较小。 在包被 Ｈｅｘｏｎ 蛋白抗原后，用 １％ ＢＳＡ
和 ５％脱脂奶进行封闭，阴阳性区分明显，表明 １％
ＢＳＡ 和 ５％脱脂奶作为封闭液时对抗原抗体特异性

结合干扰较小，选择 Ｐ ／ Ｎ 值较大的 １％ ＢＳＡ 作为最

佳封闭液。

·３·
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表 ２　 最佳封闭液的确定

Ｔａｂ ２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｓｅａｌｉｎｇ ｆｌｕｉｄ

抗原 测定项
封闭液

１％ ＢＳＡ ５％脱脂乳 １％明胶 １０％马血清

未包被蛋白

阳性样品 ＯＤ４５０ｎｍ ０． １４２ ０． １６２ ０． ５６１ ０． ８５２

阴性样品 ＯＤ４５０ｎｍ ０． １３１ ０． １７０ ０． ６０３ ０． ７６４

Ｐ ／ Ｎ １． ０８ ０． ９５ ０． ９３ １． １１

包被蛋白

阳性样品 ＯＤ４５０ｎｍ １． ２０５ ０． ９６６ １． ５６２ １． ６０２

阴性样品 ＯＤ４５０ｎｍ ０． １４６ ０． １５３ ０． ６９９ ０． ７８８

Ｐ ／ Ｎ ８． ２５ ６． ３１ ２． ２３ ２． ０３

３． ３　 样品孵育时间的优化 　 在以上优化的基础

上，按确定的抗原包被条件、样品稀释度及最佳封

闭液，将抗原和抗体作用的时间分别设为 ３０ ｍｉｎ、
６０ ｍｉｎ、９０ ｍｉｎ 和 １２０ ｍｉｎ，其他条件相同，选择样品

最佳孵育时间。 结果见表 ３，发现样品作用时间为

３０ ｍｉｎ 时 Ｐ ／ Ｎ 值最小，作用 ６０ ｍｉｎ、９０ ｍｉｎ 和 １２０
ｍｉｎ 时 Ｐ ／ Ｎ 接近，考虑到 ＥＬＩＳＡ 反应时间越短越便

利，因此选择 ６０ ｍｉｎ 为最佳样品孵育时间。
３． ４　 ＨＲＰ －兔抗鸡二抗最佳稀释度的确定　 将酶

标二抗按 １∶ ２０００、１∶ ４０００、１∶ ８０００ 和 １∶ １６０００ 倍稀

释加入酶标板中，其他条件相同，选择最佳二抗稀

释度，结果发现 ＨＲＰ －兔抗鸡二抗稀释度为１∶ ８０００
时，Ｐ ／ Ｎ 的比值最大，因此 ＨＲＰ － 兔抗鸡二抗抗体

的最佳稀释度为 １∶ ８０００，结果见表 ４。
３． ５　 ＨＲＰ －兔抗鸡二抗最佳反应时间的确定　 在

以上优化的条件下，试验酶标二抗不同孵育时间的

Ｐ ／ Ｎ 值。 结果如表 ５ 所示，当酶标二抗反应时间为

６０ ｍｉｎ 时，Ｐ ／ Ｎ 值最大，因此酶标二抗最佳反应时

间为 ６０ ｍｉｎ。
３． ６　 底物（ＴＭＢ）显色时间的确定　 结果如表 ６ 显

示，当显色反应为 １０ ｍｉｎ 时，Ｐ ／ Ｎ 的值最大，因此底

物（ＴＭＢ）最佳显色时间为 １０ ｍｉｎ。
３． ７　 阴、阳性标准临界值的确定　 取 ５０ 份 ＦＡｄＶ４
抗体为阴性的血清样品，按照确定的条件进行间接

ＥＬＩＳＡ，用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长下测定 ＯＤ 值，计
算 ＯＤ４５０ｎｍ的平均值及标准方差（ ｓ），为消除每次间

接ＥＬＩＳＡ检测时，试验环境及操作的影响，每次检

表 ３　 样品反应时间的优化

Ｔａｂ ３　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

一抗作用时间 阳性样品 ＯＤ４５０ｎｍ 阴性样品 ＯＤ４５０ｎｍ Ｐ ／ Ｎ

３０ｍｉｎ ０． ８０１ ０． １３５ ５． ９３

６０ｍｉｎ １． ２１１ ０． １３９ ８． ７１

９０ｍｉｎ １． ３０２ ０． １５１ ８． ６２

１２０ｍｉｎ １． ５２２ ０． １８６ ８． １８

表 ４　 ＨＲＰ －兔抗鸡二抗最佳稀释度的确定

Ｔａｂ ４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｏｆ

ＨＲＰ － ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ － ｃｈｉｃｋｅｎ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ａｎｔｉｂｏｄｙ

ＨＲＰ － 兔抗鸡二抗 阳性样品 ＯＤ４５０ｎｍ 阴性样品 ＯＤ４５０ｎｍ Ｐ ／ Ｎ

１∶ ２０００ １． ８６６ ０． ３２１ ５． ８１

１∶ ４０００ １． ４２１ ０． ２８１ ５． ０５

１∶ ８０００ １． １０１ ０． １２２ ９． ０２

１∶ １６０００ ０． ７８６ ０． １０９ ７． ２１

表 ５　 ＨＲＰ －兔抗鸡二抗最佳反应时间的确定

Ｔａｂ ５　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＲＰ － ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ － ｃｈｉｃｋｅｎ

ｓｅｃｏｎｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｏｐｔｉｍａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

ＨＲＰ － 兔抗鸡
二抗反应时间

阳性样品 ＯＤ４５０ｎｍ 阴性样品 ＯＤ４５０ｎｍ Ｐ ／ Ｎ

３０ｍｉｎ ０． ７２２ ０． １３１ ５． ５１

６０ｍｉｎ １． ２１３ ０． １４３ ８． ４８

９０ｍｉｎ １． ３２１ ０． １６６ ７． ９６

１２０ｍｉｎ １． ３３９ ０． １８１ ７． ４０

·４·
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测时加入标准阳性血清和标准阴性血清作为对照，
阳性血清 ＯＤ４５０ｎｍ约等于 １． ０，否则结果无效；经计

算，５０ 份阴性血清 ＯＤ４５０ｎｍ的平均值为 ０． １７４，标准

差 ｓ 为 ０． ０７６４，因此间接 ＥＬＩＳＡ 阴阳性的临界值

（平均值 ＋ ３ｓ）为 ０． ４０３ （表 ７），为计算方便定为

０． ４。 因此，当样品 ＯＤ４５０ｎｍ≥０． ４ 时，判定 Ｉ 群 ＦＡｄＶ
抗体水平为阳性，当样品 ＯＤ４５０ｎｍ ＜ ０． ４ 时，判定 Ｉ 群
ＦＡｄＶ 抗体阴性。

表 ６　 底物最佳显色时间的确定

Ｔａｂ ６　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｌｏｒ
ｒｅｎｄｅｒｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｆ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ

显色时间 阳性样品 ＯＤ４５０ｎｍ 阴性样品 ＯＤ４５０ｎｍ Ｐ ／ Ｎ

５ｍｉｎ ０． ６０１ ０． ０９６ ６． ２６

７ｍｉｎ ０． ８８８ ０． １０６ ８． ３８

１０ｍｉｎ １． １８８ ０． １３１ ９． ０６

１５ｍｉｎ １． ３２４ ０． １９１ ６． ９３

表 ７　 阴阳性标准临界值的确定

Ｔａｂ ７　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｖａｌｕｅ
样品 ＯＤ４５０ｎｍ 样品 ＯＤ４５０ｎｍ 样品 ＯＤ４５０ｎｍ 样品 ＯＤ４５０ｎｍ

阴性血清 １ ０． ２８９ 阴性血清 １５ ０． ０７１ 阴性血清 ２９ ０． ０９９ 阴性血清 ４３ ０． ２１６

阴性血清 ２ ０． ２４２ 阴性血清 １６ ０． ０７１ 阴性血清 ３０ ０． １０５ 阴性血清 ４４ ０． １５

阴性血清 ３ ０． ２２４ 阴性血清 １７ ０． ２３８ 阴性血清 ３１ ０． １２６ 阴性血清 ４５ ０． １５７

阴性血清 ４ ０． １６４ 阴性血清 １８ ０． ３２６ 阴性血清 ３２ ０． ０７９ 阴性血清 ４６ ０． １１７

阴性血清 ５ ０． １０９ 阴性血清 １９ ０． ０４６ 阴性血清 ３３ ０． １４１ 阴性血清 ４７ ０． １７４

阴性血清 ６ ０． １４３ 阴性血清 ２０ ０． ３６７ 阴性血清 ３４ ０． １９２ 阴性血清 ４８ ０． １１５

阴性血清 ７ ０． １４６ 阴性血清 ２１ ０． ２２２ 阴性血清 ３５ ０． １５１ 阴性血清 ４９ ０． １２２

阴性血清 ８ ０． １２６ 阴性血清 ２２ ０． ２０４ 阴性血清 ３６ ０． ２２９ 阴性血清 ５０ ０． ３１５

阴性血清 ９ ０． １７３ 阴性血清 ２３ ０． １４６ 阴性血清 ３７ ０． １３３ 标准阳性 １． ０６２

阴性血清 １０ ０． １２９ 阴性血清 ２４ ０． １５６ 阴性血清 ３８ ０． ２２４ 标准阴性 ０． １０２

阴性血清 １１ ０． １ 阴性血清 ２５ ０． １０８ 阴性血清 ３９ ０． ２３９ 平均 ＯＤ 值 ０． １７４

阴性血清 １２ ０． １４ 阴性血清 ２６ ０． ２１１ 阴性血清 ４０ ０． １４１ 标准差 ０． ０７６４

阴性血清 １３ ０． １０９ 阴性血清 ２７ ０． ３０９ 阴性血清 ４１ ０． ３１ 阴阳性临界值 ０． ４０３

阴性血清 １４ ０． ０９５ 阴性血清 ２８ ０． ３２１ 阴性血清 ４２ ０． １９３ － －

３． ８　 临床样品 Ｉ 群 ＦＡｄＶ － ４ 抗体的检测　 对 １６０
份临床鸡血清样品，按照确定的条件进行间接

ＥＬＩＳＡ 检测以及拭子 ＰＣＲ 检测，结果见表 ８。 经分

析统计两者 ｋａｐｐａ 值为 ０． ９２４（Ｐ ＜ ０． ００１），结果表

明两种检测方法一致性较好。 １６０ 份血清样本用

建立的间接 ＥＬＩＳＡ 进行检测有 ４６ 份样本为阳性，

血清阳性率为 ２８． ７５％ ，说明北京市部分鸡群中存

在 Ｉ 群 ＦＡｄＶ －４ 感染。

表 ８　 两种方法检测临床样品的一致性结果

Ｔａｂ ８　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

新建间接 ＥＬＩＳＡ 检测
ＰＣＲ 检测

阳性 ／ 份 阴性 ／ 份

阳性 ／ 份 ４４ ２

阴性 ／ 份 ３ １１１

４　 讨论与结论

ＨＨＳ 是主要由 ＦＡｄＶ －４ 引起的一种具有高度

传染性和高死亡率的新型家禽疾病。 ２０００ 年前后，

国内报道的 ＦＡｄＶ 病毒的血清型主要为 １ 型、２ 型、

８ 型、９ 型、１０ 型和 １２ 型。 ２０１２ 年 ＦＡｄＶ －４ 引起的

ＨＨＳ 在我国许多地区零星散发，２０１３ 年呈现出暴

发式增长［１４ － １６］，２０１５ － ２０１８ 年国内报道的 ＦＡｄＶ

的血清型仍然主要是 ４ 型［１７ － ２０］。

ＦＡｄＶ －４ 病毒衣壳蛋白主要由六邻体、纤突蛋

白、五邻体和五邻体周围蛋白等构成。 六邻体是腺

病毒最丰富的结构蛋白，含有大量的型特异性抗

原，同时也是病毒对免疫压力最弱的地方［２１］。 本

研究利用前期分离到 Ｉ 群 ＦＡｄＶ － ４ 新基因型克隆

表达的 Ｈｅｘｏｎ 蛋白作为包被抗原，建立了 ＦＡｄＶ － ４

·５·
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ＥＬＩＳＡ 检测方法，并对该检测方法的各个步骤进行

了条件优化，确定该检测方法的最适条件：样品稀

释 ４００ 倍检测；抗原最佳包被浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ；最
适合的封闭液为含 １％ ＢＳＡ 的磷酸盐缓冲液；最合

适的样品孵育时间为 １ ｈ；最适合的二抗稀释浓度

和反应时间为 １∶ ８０００ 稀释反应 １ ｈ；最适合的底物

显示时间为 １０ ｍｉｎ。 取 ５０ 份 ＦＡｄＶ４ 抗体为阴性的

血清样品进行 ＥＬＩＳＡ 检测，通过平均值 ＋ ３ｓ 的方法

计算确定本 ＥＬＩＳＡ 方法的临界值为 ０． ４。
目前国内 Ｉ 群 ＦＡｄＶ － ４ 尚没有相关血清学检

测标准，根据专业知识，血清学检测与病原学检测

存在较大相关性，故本研究在临床样品检测阶段与

现有 ＰＣＲ 方法进行了一致性比较，结果较好。 在

当前我国尚未使用疫苗对 ＨＨＳ 进行普遍防疫的情

况下，加强 ＨＨＳ 血清流行病学调查，可为 ＨＨＳ 早

期有效的防控措施提供指导。 ＥＬＩＳＡ 具有快速、可
操作性强、高通量等优点，常被作为血清流行病学

调查的主要方法。 部分临床样品检测表明北京市

鸡群存在 ＦＡｄＶ －４ 感染，应当引起重视，及时采取

有效防控措施。
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