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［摘　 要］ 　 为建立鸡传染性法氏囊病病毒（ ＩＢＤＶ）抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法，应用原核表达的

ＩＢＤＶ ＶＰ２ 蛋白作为包被抗原，经方阵试验确定间接 ＥＬＩＳＡ 试验的最佳反应条件：包被抗原的浓度

为 ８ μｇ ／ ｍＬ，标准阴、阳性血清的稀释度为 １∶ ４００，封闭液选用 １０％马血清，酶标抗体最佳稀释倍数

为 １∶ １５０００，最佳抗原稀释液为 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ（ｐＨ７． ２），抗原最佳包被条件为 ４ ℃过夜，待检血清

和酶标二抗反应条件为 ３７ ℃ ６０ ｍｉｎ，底物作用时间为 １５ ｍｉｎ。 待检血清的 ＯＤ４５０ｎｍ≥０． ２８８ 判为阳

性，反之判为阴性。 结果显示，该方法的特异性好、敏感高、重复性好。 用建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法与

商品化 ＩＤＥＸＸ － ＥＬＩＳＡ 试剂盒对临床血清样品进行检测，符合率为 ９５． ７％ 。 该方法的建立为检测

ＩＢＤＶ 抗体提供了一种安全、特异、敏感、方便经济的检测方法，为鸡传染性法氏囊病免疫监测和预

防控制提供了科学的技术手段。
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Ｔｈｅ ｂｅｓｔ ＥＬＩＳＡ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ａｒｒａｙ ｔｉｔｒｉｍｅｔｒｉｃ ｔｅｓｔ． Ｔｈｅ ｆｉｎａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏａｔｅｄ
ａｎｔｉｇｅｎ ｗａｓ ８ μｇ ／ ｍＬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ｗａｓ １∶ ４００． Ｔｈｅ ｃｏｎｆｉｎｉｎｇ ｌｉｑｕｉｄ
ｗａｓ １０％ ｈｏｒｓｅ ｓｅｒｕｍ， ａｎｄ ｔｈｅ ｗｏｒｋｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｊｕｇａｔｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗａｓ １∶ １５０００． Ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｄｉｌｕｅｎｔｓ ｗａｓ
０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ｐＨ７． ２）． Ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｐａｃｋｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｗａｓ ４ ℃ ｏｖｅｒｎｉｇｈｔ． Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｃｏｎｊｕｇａｔｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗａｓ ３７ ℃ ６０ ｍｉｎ． Ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｗａｓ １５ ｍｉｎ
ＯＤ４５０ ｎｍｏｆ ０． ２８８ ｗａｓ ｓｅｔ ａｓ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｕｔｏｆｆ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｄｕｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｐｅａｔａｂｌｅ． Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｔｈｅ ＩＤＥＸＸ － ＥＬＩＳＡ ｋｉｔ． Ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｗａｓ ９５． ７％ ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ｗａｓ ｒａｐｉｄ， ｓｉｍｐｌｅ， ｓｐｅｃｉｆｉｃ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｉｔ ｗａｓ ａ ｖａｌｕａｂｌｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｉｍｍｕｎｉｔｙ
ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ， ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｕｒｓａｌ ｄｉｓｅａｓｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｕｒｓａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ； ａｎｔｉｂｏｄｙ； ＶＰ２； ｉｎｄｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ

　 　 鸡传染性法氏囊病（ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｕｒｓａｌ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＩＢＤ）是由传染性法氏囊病病毒 （ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｕｒｓａｌ
ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ， ＩＢＤＶ）引起的鸡和火鸡的急性、高度

接触性传染病［１］，ＩＢＤＶ 属双 ＲＮＡ 病毒科双 ＲＮＡ
病毒属。 该病与禽网状内皮组织增生症、禽白血

病、鸡传染性贫血病并称为危害鸡免疫系统的四

大病毒性疾病［２］。 该病主要感染 ３ 周龄以内的鸡，
鸡群被感染后会造成中枢免疫器官法氏囊的损伤，
从而引起免疫抑制，进而引起疫苗免疫失败或继发

其他病毒性、细菌性疾病，严重的可以导致鸡群大

量死亡，给养禽业带来巨大的经济损失［３］。 自从

ＩＢＤＶ 发现至今，鸡传染性法氏囊病目前几乎遍及

世界上所有养鸡国家和地区，已成为危害养鸡业的

重要疾病之一。
目前防控 ＩＢＤＶ 最有效的方法就是疫苗免疫，

但由于 ＩＢＤＶ 基因组易发生基因突变，不同毒株交

叉感染还易发生基因组重配，造成疫苗免疫失

败［４］。 因此，在使用 ＩＢＤＶ 疫苗免疫后，对鸡群免

疫后的保护性抗体水平进行评价，也是当前 ＩＢＤ 防

控工作中的重要课题。 ＩＢＤＶ 抗体的检测方法主要

有中和试验、琼脂扩散试验（ＡＧＰ）、间接免疫荧光

试验（ＩＦＡ）及酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ） ［５］。 中和

试验是评价鸡群抗体的金标准，但操作繁琐，耗时

长，且需要用细胞培养，普通养殖场很难开展操作。
琼脂扩散试验操作简单，但耗时较长，不符合快速

检测的要求。 ＩＦＡ 操作繁琐，需要用细胞培养，且

观察需要用的荧光显微镜，既不方便也价格昂贵。
而 ＥＬＩＳＡ 检测方法具有特异性好、操作简便、快速

的优点，逐渐成为近年来研究的热点。
本研究选用大肠杆菌表达系统表达 ＩＢＤＶ 的

ＶＰ２ 蛋白作为包被抗原［６］，建立了检测 ＩＢＤＶ 抗体

的间接 ＥＬＩＳＡ 方法，为 ＩＢＤＶ 流行病学调查和隐性

感染监测提供有效的监测手段，为试剂盒的研制提

供参考数据。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 主要试剂　 ＩＢＤＶ 标准阳性血清及阴性血

清、鸡减蛋综合征病毒（ＥＤＳＶ）阳性血清、鸡新城疫

病毒（ ＮＤＶ） 阳性血清、鸡传染性支气管炎病毒

（ＩＢＶ）阳性血清、鸡传染性喉气管炎病毒（ＩＬＴＶ）阳
性血清、禽网状内皮组织增生症病毒（ＲＥＶ）阳性血

清和马立克氏病火鸡疱疹病毒（ＨＶＴ）阳性血清、鸡
大肠杆菌阳性血清购自中国兽医药品监察所；
禽流感病毒（ＡＩＶ，Ｈ５、Ｈ９） 阳性血清购自哈尔滨

兽医研究所；３７５ 份临床血清采自 ＳＰＦ 鸡；ＨＲＰ 标

记的 Ｄｏｎｋｅｙ ａｎｔｉ － ｃｈｉｃｋｅｎ ＩｇＹ 购自康为世纪生物

科技有限公司；ＴＭＢ 由 Ｓｉｇｍａ 公司提供；酶标板为

Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司产品；ＩＢＤ ＥＬＩＳＡ 抗体检测试剂盒为

ＩＤＥＸＸ 公司产品。
１． １． ２　 ＩＢＤＶ ＶＰ２ 蛋白的制备　 参照文献［６］，利用

大肠杆菌表达系统进行 ＶＰ２ 蛋白表达，纯化后的蛋

白浓度为 ８００ μｇ ／ ｍＬ，将纯化后的蛋白定量后作为
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ＥＬＩＳＡ 包被用抗原。
１． ２　 方法

１． ２． １　 抗原包被浓度和待检血清稀释度的确定　
用 ＰＢＳ 将纯化后蛋白进行倍比稀释，取 ８、４、２、１、
０． ５ μｇ ／ ｍＬ ５ 个浓度，１００ μＬ ／孔包被酶标板，３７ ℃
１ ｈ 后 ４ ℃ 过夜。 洗涤后加入 １０％ 脱脂乳，每孔

２００ μＬ，３７ ℃ 封闭 １ ｈ。 洗涤拍干后分别加入

１∶ １００、１∶ ２００、１ ∶ ４００、１ ∶ ８００ 稀释的 ＩＢＤ 阳性血清

和阴性血清进行 ＥＬＩＳＡ 方阵试验， １００ μＬ ／孔，
３７ ℃ １ ｈ，洗涤后加入 １ ∶ １８００ 稀释的酶标抗体，
１００ μＬ ／孔，３７ ℃ １ ｈ；洗涤后加入 ＴＭＢ 底物溶液，
１００ μＬ ／孔，３７ ℃ １０ ｍｉｎ，５０ μＬ ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４终止

反应。 在酶标仪上测定 ＯＤ４５０ｎｍ值，每个稀释度做 ２
个重复，取其平均值。 以阳性血清的 ＯＤ４５０ｎｍ值接近

１． ０、Ｐ ／ Ｎ 值最大的所在孔的抗原浓度和血清稀释

倍数作为最佳抗原工作浓度和血清稀释度。
１． ２． ２　 酶标抗体稀释度的确定　 固定抗原包被浓

度和待检血清稀释度，将 ＨＲＰ 标记的驴抗鸡酶标

抗体稀释为 １∶ １００００、１ ∶ １２０００、１ ∶ １５０００、１ ∶ １８０００、
１∶ ２００００，按照 ＥＬＩＳＡ 程序进行检测，筛选酶标抗体

的最佳稀释度。
１． ２． ３　 封闭液的确定　 以 １％ ＢＳＡ、１０％ 脱脂乳、
１０％ 马血清、３％ 明胶，１％ ＯＶＡ 封闭包被板，用
ＩＢＤＶ标准阴性、阳性血清进行检测，以确定最佳包

被液。
１． ２． ４ 　 最佳包被条件的确定 　 分别选择 ４ ℃ 过

夜、３７ ℃ １ ｈ ＋ ４ ℃过夜、３７ ℃ ２ ｈ 三个反应条件进

行检测，以确定最佳包被条件。
１． ２． ５　 抗原稀释液的确定　 分别用 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 碳

酸盐缓冲液（ｐＨ９． ６）和 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ（ｐＨ７． ２）稀
释 ＶＰ２ 蛋白进行检测，确定抗原稀释液。
１． ２． ６　 ＥＬＩＳＡ 反应时间的优化

１． ２． ６． １　 待检血清反应时间的确定　 加入最佳稀

释度的 ＩＢＤＶ 标准阳性血清和阴性血清，按作用时

间分别为 ３７ ℃ ３０ ｍｉｎ、３７ ℃ ６０ ｍｉｎ、３７ ℃ ９０ ｍｉｎ
及 ３７ ℃ １２０ ｍｉｎ 进行 ＥＬＩＳＡ 检测，确定血清最佳

反应时间。
１． ２． ６． ２　 酶标抗体作用时间的确定　 加入酶标抗

体后，分别按 ３７ ℃ ３０ ｍｉｎ、３７ ℃ ６０ ｍｉｎ、３７ ℃
９０ ｍｉｎ及 ３７ ℃ １２０ ｍｉｎ 进行 ＥＬＩＳＡ 检测，确定酶标

抗体最佳反应时间。
１． ２． ６． ３ 　 底物反应时间的确定　 加入底物后，按
室温 １０、１５、２０ ｍｉｎ 进行反应，以 Ｐ ／ Ｎ 值最高确定

最终反应时间。
１． ２． ７　 阴阳性临界值的确定　 按照已建立的ＩＢＤＶ
抗体间接 ＥＬＩＳＡ 方法进行检测。 通过对 ３７５ 份阴

性鸡血清样品进行检测，根据检测结果计算阴性血

清的 ＯＤ４５０ｎｍ平均值和标准差，将平均值 ＋ ３ × 标准

差作为判断阴阳性血清临界值的标准。
１． ２． ８　 特异性试验　 用已建立的 ＩＢＤＶ 抗体间接

ＥＬＩＳＡ 检 测 方 法 对 抗 ＥＤＳＶ、 ＮＤＶ、 ＩＢＶ、 ＩＬＴＶ、
ＲＥＶ、ＡＬＶ（Ｈ５）、ＡＬＶ（Ｈ９）和 ＨＶＴ 等 ８ 种禽常见

传染病病毒阳性血清和鸡大肠杆菌阳性血清进行

测定，评价该 ＩＢＤＶ 抗体间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法的

特异性。
１． ２． ９　 敏感性试验　 取 ４ 份 ＩＢＤＶ 阳性血清，分别

进行 １∶ ４００、１ ∶ ８００、１ ∶ １６００、１ ∶ ３２００ 稀释后进行检

测，同时与 ＩＤＥＸＸ 公司生产的 ＩＢＤＶ 抗体检测试剂

盒进行比较，以评价 ＩＢＤＶ 抗体间接 ＥＬＩＳＡ 检测方

法的敏感性。
１． ２． １０　 重复性试验

１． ２． １０． １ 　 批内重复性试验 　 取同一批次三块

ＥＬＩＳＡ 板，对 ４ 份阳性血清、４ 份阴性血清进行

ＥＬＩＳＡ 测定，每个平行做 ３ 孔，进行批内重复性试

验，检测结果进行统计学分析、计算变异系数。
１． ２． １０． ２ 　 批间重复性试验　 不同时间制备的三

批抗原包被的 ＥＬＩＳＡ 板，对 ４ 份阳性血清、４ 份阴

性血清进行 ＥＬＩＳＡ 测定，每个平行做 ３ 孔，进行批

间重复性试验，检测结果进行统计学分析、计算变

异系数。
１． ２． １１　 与 ＩＤＥＸＸ 公司的 ＩＢＤＶ 抗体检测试剂盒

进行符合率比较 　 用已建立的 ＩＢＤＶ 抗体间接

ＥＬＩＳＡ 检测方法检测不同抗体效价的血清 １８４ 份，
同时将这些血清按照 ＩＤＥＸＸ 公司的 ＩＢＤＶ 抗体检

测试剂盒说明进行测定。 根据结果确定两者之间

的符合率。
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２　 结果与分析

２． １ 　 抗原包被浓度和待检血清稀释度的确定 　
ＥＬＩＳＡ 方阵试验结果表明，在抗原的包被浓度为

８ μｇ ／ ｍＬ，每孔 １００ μＬ，待检血清稀释度为 １∶ ４００ 时，
阳性血清 ＯＤ４５０ｎｍ在 １． ０ 左右，且 Ｐ ／ Ｎ 值最大（表 １）。

表 １　 抗原包被浓度和待检血清稀释度的确定

Ｔａｂ １　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｄｉｌｕｔｉｏｎ

血清稀
释倍数

检测
指标

不同抗原包被浓度（μｇ ／ ｍＬ）的检测值

８ ４ ２ １ ０． ５

１∶ １００
Ｐ １． ４８９ １． ２９０ ０． ９２３ ０． ８２４ ０． ６２５
Ｎ ０． ２９８ ０． ３２５ ０． ３４７ ０． ３３１ ０． ３１６

Ｐ ／ Ｎ ５． ００ ３． ９６ ２． ６６ ２． ４９ １． ９８

１∶ ２００
Ｐ １． １７７ ０． ８９５ ０． ６７５ ０． ５１８ ０． ３８１
Ｎ ０． ２１９ ０． ２２０ ０． ２３５ ０． ２２７ ０． ２２６

Ｐ ／ Ｎ ５． ３８ ４． ０８ ２． ８７ ２． ２８ １． ６９

１∶ ４００
Ｐ ０． ９０６ ０． ６３０ ０． ４６１ ０． ３５１ ０． ２５９
Ｎ ０． １６６ ０． １６１ ０． １６５ ０． ２１３ ０． １７２

Ｐ ／ Ｎ ５． ４５ ３． ９３ ２． ８０ １． ６４ １． ５０

１∶ ８００
Ｐ ０． ５７７ ０． ４２６ ０． ３０３ ０． ２４０ ０． １８４
Ｎ ０． １３３ ０． １３２ ０． １３６ ０． １３３ ０． １５０

Ｐ ／ Ｎ ４． ３５ ３． ２４ ２． ２３ １． ８０ １． ２２
　 　 Ｐ：阳性血清 ＯＤ４５０ｎｍ值； Ｎ：阴性血清 ＯＤ４５０ｎｍ值； Ｐ ／ Ｎ：阳性血
清 ＯＤ４５０ｎｍ值 ／ 阴性血清 ＯＤ４５０ｎｍ值

２． ２　 酶标抗体稀释度的确定　 在最适抗原包被浓

度和待检血清最佳稀释度条件下，将 ＨＲＰ 标记的驴

抗鸡酶标抗体稀释为 １ ∶ １００００、１ ∶ １２０００、１∶ １５０００、
１∶ １８０００、１∶ ２００００，按照 ＥＬＩＳＡ 程序检测，结果表明酶

标抗体的最佳稀释度为 １∶ １５０００（表 ２）。

表 ２　 不同酶标抗体稀释度的 ＥＬＩＳＡ 结果

Ｔａｂ ２　 ＥＬＩＳＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
二抗浓度 Ｐ Ｎ Ｐ ／ Ｎ

１∶ １００００ １． ６０７ ０． ２８０ ５． ７４

１∶ １２０００ １． ６４８ ０． ３０８ ５． ３６

１∶ １５０００ ０． ９５４ ０． １６０ ５． ９４

１∶ １８０００ １． ７３２ ０． ３０２ ５． ７４

１∶ ２００００ １． ５３８ ０． ２６１ ５． ８９

　 　 注释同表 １

２． ３　 封闭液的确定 　 分别以 １％ ＢＳＡ、１０％ 脱脂

乳、１０％马血清、３％明胶、１％ ＯＶＡ 封闭包被板，用

ＩＢＤＶ标准阴性、阳性血清进行检测，结果显示 １０％
马血清的封闭效果最好（表 ３）。

表 ３　 不同封闭液条件的 ＥＬＩＳＡ 结果

Ｔａｂ ３　 ＥＬＩＳＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｌｉｎｇ ｆｌｕｉｄ
封闭液 Ｐ Ｎ Ｐ ／ Ｎ
１％ ＢＳＡ １． １８７ ０． １６３ ７． ３０

１０％脱脂乳 ０． ９５４ ０． １６０ ５． ９４
１０％马血清 １． ２５４ ０． １２６ ９． ８７
３％明胶 １． １５８ ０． １５６ ７． ４４
１％ ＯＶＡ １． ０２９ ０． ２９７ ３． ４６

　 　 注释同表 １

２． ４　 最佳包被条件的确定 　 分别选择 ４ ℃过夜、
３７ ℃ １ ｈ ＋ ４ ℃过夜、３７ ℃ ２ ｈ 三个反应条件进行

检测，结果显示 ４ ℃过夜、３７ ℃ １ ｈ ＋ ４ ℃过夜效果

较好，确定最佳包被条件为 ４ ℃过夜（表 ４）。

表 ４　 不同包被条件的 ＥＬＩＳＡ 结果

Ｔａｂ ４　 ＥＬＩＳＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏａｔｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
包被方式 Ｐ Ｎ Ｐ ／ Ｎ
４ ℃过夜 ０． ７６９ ０． ０９２ ８． ３２

３７ ℃ １ ｈ ＋ ４ ℃过夜 ０． ７８９ ０． ０９４ ８． ４３
３７ ℃ ２ ｈ ０． ５２１ ０． ０９１ ５． ７１

　 　 注释同表 １

２． ５　 抗原稀释液的确定　 分别用 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸

盐缓冲液（ｐＨ９． ６）和 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ（ｐＨ７． ２）稀释

ＶＰ２ 蛋白进行检测，两者差异不大，选择常用的

０ ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ（ｐＨ７． ２）作为抗原稀释液（表 ５）。

表 ５　 不同抗原稀释液的 ＥＬＩＳＡ 结果

Ｔａｂ ５　 ＥＬＩＳＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ａｎｔｉｇｅｎ Ｄｉｌｕｅｎｔｓ
抗原稀释液 Ｐ Ｎ Ｐ ／ Ｎ

０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸盐缓冲液（ｐＨ９． ６） ０． ９９６ ０． １１４ ８． ７１

０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ（ｐＨ７． ２） １． ０１４ ０． １１８ ８． ６２

　 　 注释同表 １

２． ６　 待检血清反应时间的确定　 加入最佳稀释度

的 ＩＢＤＶ 标准阳性血清和阴性血清，按作用条件分

别为 ３７ ℃ ３０ ｍｉｎ、３７ ℃ ６０ ｍｉｎ、３７ ℃ ９０ ｍｉｎ 及

３７ ℃ １２０ ｍｉｎ 进行 ＥＬＩＳＡ 检测，确定血清最佳反应

时间为 ９０ ｍｉｎ（表 ６）。

·７１·



中国兽药杂志 ２０２２ 年 ９ 月第 ５６ 卷第 ９ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

表 ６　 不同血清反应时间的 ＥＬＩＳＡ 结果

Ｔａｂ ６　 ＥＬＩＳＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｒｕｍ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
血清作用时间 Ｐ Ｎ Ｐ ／ Ｎ

３０ ｍｉｎ ０． ６７０ ０． ０９７ ６． ８８
６０ ｍｉｎ ０． ９０５ ０． １０１ ８． ９９
９０ ｍｉｎ ０． ９７３ ０． １０４ ９． ３７
１２０ ｍｉｎ ０． ９９８ ０． １２３ ８． １１

　 　 注释同表 １

２． ７　 酶标抗体作用时间的确定 　 加入酶标抗体

后，分别按 ３７ ℃ ３０ ｍｉｎ、３７ ℃ ６０ ｍｉｎ、３７ ℃ ９０ ｍｉｎ
及 ３７ ℃ １２０ ｍｉｎ 进行 ＥＬＩＳＡ 检测，确定酶标抗体

最佳反应时间为 ３７ ℃ ６０ ｍｉｎ（表 ７）。

表 ７　 不同酶标抗体作用时间的 ＥＬＩＳＡ 结果

Ｔａｂ ７　 ＥＬＩＳＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ｌａｂｅｌｅｄ

ａｎｔｉｂｏｄｙ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
酶标抗体作用时间 Ｐ Ｎ Ｐ ／ Ｎ

３０ ｍｉｎ ０． ８８７ ０． １０７ ８． ３０
６０ ｍｉｎ １． ２１１ ０． １２８ ９． ４５
９０ ｍｉｎ １． ３９８ ０． １５６ ８． ９６
１２０ ｍｉｎ １． ６０２ ０． １７０ ９． ４２

　 　 注释同表 １

２． ８　 底物反应时间的确定　 加入底物后，按室温

１０、１５、２０ ｍｉｎ 进行反应，确定最终反应时间为

１５ ｍｉｎ（表 ８）。

表 ８　 不同底物作用时间的 ＥＬＩＳＡ 结果

Ｔａｂ ８　 ＥＬＩＳＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
底物作用时间 Ｐ Ｎ Ｐ ／ Ｎ

１０ ｍｉｎ ０． ８９２ ０． １１４ ７． ８３
１５ ｍｉｎ １． １７４ ０． １２７ ９． ２５
２０ ｍｉｎ １． ２３４ ０． １３６ ９． ０６

　 　 注释同表 １

２． ９　 阴阳性临界值的确定　 按照已建立的 ＩＢＤＶ
抗体间接 ＥＬＩＳＡ 方法进行检测。 通过对 ３７０ 份阴

性鸡血清样品进行检测，计算得到阴性血清的

ＯＤ４５０ ｎｍ平均值为 ０． １４４，标准差为 ０． ０４８，临界值 ＝
平均值 ＋ ３ × 标准差 ＝ ０． １４４ ＋ ３ × ０． ０４４ ＝ ０． ２８８
（表 ９）。

表 ９　 ３７０ 份鸡阴性血清的 ＥＬＩＳＡ 测定结果

Ｔａｂ ９　 ＥＬＩＳＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ３７０ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ
样品 ＯＤ４５０ ｎｍ
１ ～ １０ ０． １１１ ０． １６０ ０． １０９ ０． １１９ ０． １５５ ０． １８５ ０． １１６ ０． １１６ ０． ０８３ ０． １８０
１１ ～ ２０ ０． ０９８ ０． １２１ ０． １３５ ０． １２９ ０． １１１ ０． ０９４ ０． １３７ ０． １２１ ０． １２２ ０． １３３
２１ ～ ３０ ０． １３９ ０． １４２ ０． １３５ ０． １３６ ０． １３６ ０． ０９３ ０． １０４ ０． １６１ ０． １３７ ０． １２８
３１ ～ ４０ ０． １２９ ０． １１５ ０． １２１ ０． １３０ ０． ２１４ ０． １９０ ０． １０４ ０． １５６ ０． １２１ ０． １３３
４１ ～ ５０ ０． １０６ ０． １５５ ０． ０９３ ０． ０７５ ０． １３ ０． １５７ ０． １１８ ０． １４０ ０． １３５ ０． ０９３
５１ ～ ６０ ０． １８９ ０． ０８６ ０． １２２ ０． １１２ ０． ０８６ ０． １１３ ０． １４８ ０． １２０ ０． １２８ ０． １５２
６１ ～ ７０ ０． １３５ ０． １０３ ０． １３４ ０． １３７ ０． ２４４ ０． １１５ ０． １０７ ０． １７１ ０． ２４３ ０． １１７
７１ ～ ８０ ０． ２１９ ０． １４６ ０． １９６ ０． １７０ ０． １８９ ０． １３４ ０． １２６ ０． １３４ ０． １３９ ０． ２０６
８１ ～ ９０ ０． ２１１ ０． １５４ ０． ２２０ ０． １６４ ０． ２１１ ０． １４７ ０． ２３１ ０． １８３ ０． ２６４ ０． １８３
９１ ～ １００ ０． １９１ ０． １５７ ０． ２２６ ０． １９５ ０． １９６ ０． １５０ ０． １４１ ０． ０９７ ０． １０１ ０． ０９４
１０１ ～ １１０ ０． ０９９ ０． ０９２ ０． １１９ ０． １１１ ０． １０８ ０． １１３ ０． １０６ ０． １１３ ０． ０９６ ０． ０８７
１１１ ～ １２０ ０． １４３ ０． ０９２ ０． １６０ ０． ２４３ ０． １０７ ０． １２８ ０． ２０１ ０． １３６ ０． １１８ ０． １４２
１２１ ～ １３０ ０． １７７ ０． １３９ ０． １４８ ０． １１１ ０． １１６ ０． １０５ ０． ２０６ ０． １６６ ０． １５０ ０． ０９９
１３１ ～ １４０ ０． １１５ ０． １１４ ０． １９３ ０． １０４ ０． １２２ ０． １２２ ０． １３１ ０． １６４ ０． １６６ ０． １１９
１４１ ～ １５０ ０． １２８ ０． １３５ ０． １２５ ０． １１１ ０． ２３７ ０． １８１ ０． ０９１ ０． １０６ ０． １４６ ０． １１３
１５１ ～ １６０ ０． １１１ ０． １４４ ０． ０９９ ０． ０８８ ０． ０９５ ０． ０９０ ０． ０７８ ０． ０９０ ０． ０９４ ０． １７６
１６１ ～ １７０ ０． １１９ ０． ０８１ ０． ２１０ ０． １２２ ０． ０９３ ０． １１５ ０． ０９０ ０． ０９５ ０． １０６ ０． １４９
１７１ ～ １８０ ０． ０８５ ０． １１１ ０． １４４ ０． １７６ ０． １０１ ０． １１１ ０． ２７９ ０． １５３ ０． １３５ ０． １４０
１８１ ～ １９０ ０． １０８ ０． １００ ０． １１６ ０． １８１ ０． １３１ ０． １３６ ０． １６５ ０． １３３ ０． １４２ ０． １７３
１９１ ～ ２００ ０． １２３ ０． ２０１ ０． １８８ ０． １１４ ０． ０８８ ０． １１９ ０． ０９３ ０． １０１ ０． １２９ ０． ０９６
２０１ ～ ２１０ ０． １１５ ０． １１３ ０． ２２４ ０． １３５ ０． １７２ ０． １１３ ０． １３５ ０． １１１ ０． １０５ ０． １８３
２１１ ～ ２２０ ０． １７４ ０． １４７ ０． １４１ ０． １７５ ０． １４０ ０． １６６ ０． ２２５ ０． １３１ ０． １０７ ０． １１０
２２１ ～ ２３０ ０． １４９ ０． ２６７ ０． １５３ ０． １８４ ０． １９２ ０． ２２５ ０． ０９７ ０． ２０８ ０． １５０ ０． ２５４
２３１ ～ ２４０ ０． ２４４ ０． ２４１ ０． ２３７ ０． １５２ ０． ２３３ ０． １９１ ０． １４０ ０． １６２ ０． １７０ ０． １６９
２４１ ～ ２５０ ０． ２７９ ０． １２８ ０． １８７ ０． １８３ ０． ２４７ ０． １６３ ０． ２６９ ０． ２３０ ０． １１１ ０． １６４
２５１ ～ ２６０ ０． ２１７ ０． １１２ ０． ２７９ ０． １９４ ０． １２８ ０． １３２ ０． １３４ ０． １４４ ０． １９６ ０． ２５９
２６１ ～ ２７０ ０． １２４ ０． ２４２ ０． １９１ ０． １９５ ０． ２４８ ０． ２４６ ０． ２５８ ０． １６５ ０． ０７９ ０． １０７
２７１ ～ ２８０ ０． ０９６ ０． ０７８ ０． １１０ ０． １２８ ０． １１６ ０． １４６ ０． １２９ ０． ０７８ ０． ０９９ ０． ０９８
２８１ ～ ２９０ ０． ０８５ ０． １０３ ０． １１３ ０． １０１ ０． １０６ ０． ０９８ ０． １０５ ０． ０８７ ０． １３５ ０． １７２
２９１ ～ ３００ ０． ２３ ０． ２３７ ０． １８６ ０． ２４８ ０． １８１ ０． ２５７ ０． １９５ ０． ２５６ ０． １２２ ０． ０８３
３０１ ～ ３１０ ０． ２２９ ０． １５６ ０． １４９ ０． ２０９ ０． １１７ ０． ２２０ ０． ２０１ ０． １９１ ０． １５３ ０． １１１
３１１ ～ ３２０ ０． ２１１ ０． ２２２ ０． ０７５ ０． ０７５ ０． ０９６ ０． ２１７ ０． １１７ ０． ２１３ ０． ０７８ ０． ０９７
３２１ ～ ３３０ ０． １３１ ０． ０８０ ０． ０９７ ０． ０８２ ０． １０２ ０． ０９３ ０． ０８４ ０． ０８５ ０． ０９４ ０． １００
３３１ ～ ３４０ ０． １２７ ０． １０７ ０． ２０５ ０． １２２ ０． １１９ ０． １９７ ０． ０９９ ０． ０９４ ０． １１６ ０． ０８３
３４１ ～ ３５０ ０． １０４ ０． １３１ ０． １００ ０． １０６ ０． １２３ ０． ０９５ ０． ０９５ ０． １２２ ０． １７０ ０． ０６８
３５１ ～ ３６０ ０． ０９０ ０． １８４ ０． １１５ ０． ０９４ ０． １０８ ０． ０９３ ０． １１６ ０． １８７ ０． １１１ ０． ０８３
３６１ ～ ３７０ ０． ０８７ ０． １０９ ０． １６１ ０． １３１ ０． １７６ ０． １６７ ０． ２４１ ０． ２３７ ０． １８１ ０． １１８

·８１·
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２． １０　 特异性试验 　 用已建立的 ＩＢＤＶ 抗体间接

ＥＬＩＳＡ 检测方法对抗 ＥＤＳＶ、ＮＤＶ、ＩＢＶ、ＩＬＴＶ、ＲＥＶ、
ＡＬＶ（Ｈ５）、ＡＬＶ（Ｈ９）和 ＨＶＴ 等 ８ 种禽常见传染病病

毒阳性血清和鸡大肠杆菌阳性血清进行测定，检测结

果均为阴性，证明无血清交叉反应，建立的 ＩＢＤＶ 抗体

间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法具有很好的特异性（表 １０）。

表 １０　 ＥＬＩＳＡ 方法特异性试验结果

Ｔａｂ １０　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ
血清 ＯＤ４５０ｎｍ 判定

标准阳性血清 ０． ８０５ 试验成立

标准阴性血清 ０． ０７２ 试验成立

ＡＩＶ － Ｈ９ ０． ０８５ 阴性

ＡＩＶ － Ｈ５ ０． ０８０ 阴性

ＲＥＶ ０． １２８ 阴性

ＨＴＶ ０． １８５ 阴性

ＩＢＶ ０． １３９ 阴性

ＥＤＳ ０． １４１ 阴性

ＮＤＶ ０． ０８６ 阴性

ＩＬＴＶ ０． ０８１ 阴性

鸡大肠杆菌阳性血清 ０． ０７６ 阴性

２． １１　 敏感性试验 　 表 １１ 结果表明，本试验建立

的 ＥＬＩＳＡ 方法检测 １∶ ４００ 至 １∶ １６００ 倍稀释的血清

均为阳性，ＩＤＥＸＸ 公司生产的 ＩＢＤＶ 抗体检测试剂

盒检测的最高限 １ ∶ １６００ 为阳性，说明两者的敏感

性相当（表 １１）。

表 １１　 ＥＬＩＳＡ 方法敏感性试验结果

Ｔａｂ １１　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ

样品及标准血清
不同稀释度血清 ＯＤ４５０ ｎｍ

１∶ ４００ １∶ ８００ １∶ １６００ １∶ ３２００

１ ０． ９６８ ０． ６５６ ０． ３８９ ０． ２３４

２ ０． ８３６ ０． ５４６ ０． ３７５ ０． ２０９

３ ０． ６５２ ０． ４３２ ０． ２５３ ０． １６０

４ ０． ８０７ ０． ５１０ ０． ３２０ ０． １９６

标准阳性血清 ０． ８０９ ０． ６６０ ０． ３８１ ０． ２９２

标准阴性血清 ０． ０９６ ０． ０８０ ０． ０６４ ０． ０５８

２． １２　 重复性试验

２． １２． １　 批内重复性试验　 结果见表 １２，变异系数为

３． ３％ ～７． ３％，小于 １０％，表明有很好的批内重复性。
２． １２． ２　 批间重复性试验　 结果见表 １２，变异系数

为 １． ９％ ～６． ０％ ，小于 １０％ ，表明有很好的批间重

复性。

表 １２　 ＥＬＩＳＡ 方法批内重复试验和批间重复试验结果

Ｔａｂ １２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｂａｔｃｈ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｉｎｅｒ ｂａｔｃｈ ｔｅｓｔ

血清

批内重复试验 批间重复试验

样品 ＯＤ４５０ｎｍ

平均值 标准差

变异系数
ＣＶ

样品 ＯＤ４５０ｎｍ

平均值 标准差

变异系数
ＣＶ

阳性血清

１ ０． ９３５ ０． ０５３ ０． ０５７ １． ０３９ ０． ０３５ ０． ０３４
２ ０． ７６２ ０． ０３１ ０． ０４１ ０． ８３７ ０． ０１６ ０． ０１９
３ ０． ９２１ ０． ０３３ ０． ０３６ １． ０１７ ０． ０２４ ０． ０２４
４ ０． ７６３ ０． ０２５ ０． ０３３ ０． ８５０ ０． ０５１ ０． ０６０

阴性血清

１ ０． １５２ ０． ００６ ０． ０３９ ０． １７７ ０． ００８ ０． ０４５
２ ０． １３７ ０． ０１０ ０． ０７３ ０． １５５ ０． ００５ ０． ０３２
３ ０． ２３５ ０． ０１０ ０． ０４３ ０． ２６２ ０． ０１１ ０． ０４２
４ ０． ０８７ ０． ００３ ０． ０３４ ０． ０９５ ０． ００２ ０． ０２１

２． １２． ３ 　 与 ＩＤＥＸＸ 公司 ＩＢＤＶ 抗体检测试剂盒进

行符合率比较 　 结果见表 １３。 建立的 ＩＢＤＶ 抗体

间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法，检测结果为阳性 １２ 份，阴性

１７２ 份；ＩＤＥＸＸ 公司ＩＢＤＶ － ＥＬＩＳＡ 抗体试剂盒的检

测结果为阳性 １４ 份阳性，阴性 １７０ 份，符合率为

９５． ７％ 。

·９１·
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表 １３　 建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法与 ＩＤＥＸＸ － ＥＬＩＳＡ

试剂盒检测结果比较

Ｔａｂ １３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｉｏｎ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｉｒｅｃｔ

ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＩＤＥＸＸ － ＥＬＩＳＡ ｋｉｔ

间接 ＥＬＩＳＡ 方法
ＩＤＥＸＸ 试剂盒

阳性 阴性
合计 符合率

阳性 ９ ３ １２

阴性 ５ １６７ １７２

合计 １４ １７０ １８４

９５． ７％

３　 讨　 论

目前，商品化的 ＩＢＤ 抗体间接 ＥＬＩＳＡ 试剂盒采

用的是全病毒包被酶标板，病毒的制备过程繁琐，
成本高，不利于推广应用，而且全病毒包被，有较强

的背景反应和非特异性反应，易造成实验结果不准

确。 在 ＩＢＤＶ 的 ５ 个病毒蛋白中，ＶＰ２ 和 ＶＰ３ 蛋白

均可以用来研制 ＩＢＤＶ 的抗体检测试剂盒，ＶＰ２ 是

病毒的衣壳蛋白，也是病毒的主要保护性抗原，有
研究表明用 ＶＰ２ 蛋白来研制 ＩＢＤＶ 抗体检测试剂

盒比 ＶＰ３ 具有更好的优势［７ － ８］。 虽然， ＩＢＤ 重组

ＶＰ２ 蛋白可由多种表达系统进行表达［９ － １２］，但若要

研制 ＩＢＤＶ 抗体检测试剂盒，大肠杆菌表达系统是

首选，表达量高，生产和纯化方便。 为此，试验选用

重组 ＶＰ２ 蛋白作为包被抗原，并通过原核表达系统

来制备，操作简便，经济，特异性高。
在对临床样品的检测中，本方法跟 ＩＤＥＸＸ 公

司的试剂盒相比符合率很高，ＩＤＥＸＸ 试剂盒多检出

的两份阳性样品，用经典的琼脂扩散试验方法（参
照《中国兽药典》２０２０ 年版三部）进行复核，结果为

阴性，与本方法检测结果一致，说明本方法检测准

确率高。 酶标液的选择是影响 ＥＬＩＳＡ 试验特异性

的主要因素［１３］。 研究使用 １０％的马血清做为封闭

液封闭酶标板，大大降低了非特异性因素影响。 包

被抗原的浓度和阴阳性血清稀释度是否适宜也影

响 ＥＬＩＳＡ 试验特异性和敏感性，试验中阳性血清稀

释到 １ ∶ １６００ 仍然能检测出来，说明方法的敏感性

非常好。 抗原的包被浓度如果太高，蛋白分子间相

互作用会造成分子的多层化，洗的时候这些蛋白容

易被洗掉，造成试验的非特异性；浓度太低，载体表

面吸附的抗原量太少，容易出现假阴性的情况，造
成结 果 的 不 准 确。 试 验 将 包 被 抗 原 稀 释 为

８ μｇ ／ ｍＬ，每孔加入 １００ μＬ，试验的特异性最高。
血清的稀释度也直接影响试验的特异性和灵敏度。
试验显示，随着血清稀释度的增加，阳性样品 ＯＤ
值有下降趋势。 而阴性样品的 ＯＤ 值变化不大。
可能是因为血清中蛋白成分复杂，有可能在 ＥＬＩＳＡ
反应体系会出现非特异性反应，因此对血清做适宜

的稀释可降低这种非特异性反应。 该方法与其他

血清不出现交叉反应，说明方法的特异性好。
本研究优化了间接 ＥＬＩＳＡ 方法的反应体系和

反应条件，证明方法的敏感性高、特异性和重复性

好，与国外同类型的商品化试剂盒的复合率高，初
步建立了检测 ＩＢＤＶ 抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 方法，为商

品化试剂盒的研制奠定了基础。
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