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［摘　 要］ 　 建立了猪丹毒丝菌抗体竞争 ＥＬＩＳＡ 检测方法，用于猪丹毒疫苗效力检验。 用 ＳｐａＡ 蛋白

（纯度 ９０％ ）和辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的 ＳｐａＡ 蛋白单克隆抗体，建立猪丹毒丝菌竞争 ＥＬＩＳＡ

抗体检测方法，确定检测结果的判定标准，并对该方法的特异性、敏感性、重复性（批间重复性和批内

重复性）等进行评价。 建立效力检验血清学方法与免疫攻毒法的平行关系，并对两种方法符合率进行

评价。 结果表明，ＳｐａＡ 的最佳包被浓度为 ２． ０ ｎｇ ／ μＬ，阴阳性对照血清的最佳稀释倍数为 １∶ ７５，ＨＲＰ

标记的单克隆抗体的最佳工作浓度为 ０． ２ ｎｇ ／ μＬ。 ＥＬＩＳＡ 结果判定标准为血清样本抑制率 ＰＩ≥８． ０％

时判定为阳性，ＰＩ ＜８． ０％判定为阴性。 该方法特异性良好，与空白小鼠阴性血清及 Ａ 型和 Ｂ 型猪多杀

性巴氏杆菌阳性血清均不发生交叉反应；敏感性良好，与敏感性血清样品可呈现不同梯度抑制率；重复

性良好，批内重复和批间重复性试验结果变异系数均小于１０％ ；与效力检验免疫攻毒法具备平行关系，

小鼠血清效价≥１∶ １００ 时可抵抗 １０００ ＭＬＤ 强毒攻击；对用不同冻干代次菌种制备的 ４ 批猪丹毒丝菌

灭活抗原和来自 ４ 家企业的 ７ 批猪丹毒灭活疫苗进行检测并与免疫攻毒实验结果比较，总符合率为

１００％ 。 建立的猪丹毒丝菌抗体竞争 ＥＬＩＳＡ 检测方法可以作为猪丹毒疫苗的效力检验方法。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ ｒｈｕｒｉｏｐａｔｈｉａｅ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ｅｒｙｓｉｐｅｌａｓ ｖａｃｃｉｎｅ． Ｔｈｅ ＳｐａＡ ｐｒｏｔｅｉｎ （ｐｕｒｉｔｙ ９０％ ） ａｎｄ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ
ＳｐａＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ （ＨＲＰ） ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ＥＬＩＳＡ ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ ｒｈｕｒｉｏｐａｔｈｉａｅ． Ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ， ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，
ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ， ａｎｄ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ （ ｉｎｔｅｒ ｂａｔｃｈ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｔｒａ ｂａｔｃｈ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ） ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ
ｅｖａｌｕａｔｅｄ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｐａｒａｌｌｅｌ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ
ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｍｅｔｈｏｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｏｐｔｉｍｕｍ ｃｏａｔｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＳｐａＡ ｗａｓ ２． ０ ｎｇ ／ μＬ， ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｅｒｕｍ ｗａｓ １ ∶ ７５， ａｎｄ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｗｏｒｋｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＲＰ ｌａｂｅｌｅｄ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗａｓ
０． ２ ｎｇ ／ μＬ． Ｔｈｅ ＥＬＩＳＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ＰＩ≥８． ０％ ，
ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｗｈｅｎ ＰＩ ＜ ８． ０％ ． Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｒｏｓｓ ｒｅａｃｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｔｙｐｅ Ａ ａｎｄ Ｂ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｐｉｇｓ； Ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ
ｑｕａｌｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ； Ｔｈｅ
ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｇｏｏｄ， ｉｎｔｒａ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ ｂａｔｃｈ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｗａｓ ｌｅｓｓ
ｔｈａｎ １０％ ； Ｉｔ ｈａｄ ａ ｐａｒａｌｌｅｌ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｃｙ ｔｅｓｔ ｉｍｍｕｎｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｍｅｔｈｏｄ， ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｓｅｒｕｍ
ｔｉｔｅｒ ｗａｓ ≥１ ∶ １００， ｉｔ ｃｏｕｌｄ ｒｅｓｉｓｔ １０００ ＭＬＤ ｖｉｒｕｌｅｎｔ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ； Ｆｏｕｒ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｏｆ
Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ ｒｈｕｒｉｏｐａｔｈｉａｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｅ － ｄｒｉｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｓｅｖｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｓｗｉｎｅ
ｅｒｙｓｉｐｅｌａｓ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｆｒｏｍ ｆｏｕｒ ｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅｓ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｔｅｓｔ， ｔｈｅ
ｔｏｔａｌ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ １００％ ． Ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ
Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ ｒｈｕｒｉｏｐａｔｈｉａｅ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｔｅｓｔ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ｅｒｙｓｉｐｅｌａｓ ｖａｃｃｉｎｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ ｒｈｕｒｉｏｐａｔｈｉａｅ； ｖａｃｃｉｎｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｔｅｓｔ； ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ＥＬＩＳＡ

　 　 猪丹毒是一种严重威胁养猪业的重要传染病，
同时丹毒也是一种人和其它多种动物都能感染的

共患病，具有重要的公共卫生学意义。 免疫接种猪

丹毒疫苗是有效防控该病的重要手段，我国对于猪

丹毒疫苗的效力目前是通过小鼠或猪的免疫攻毒

实验来予以评价［１］。 ＳｐａＡ 蛋白被认为是猪丹毒丝

菌最主要的保护性抗原［２ － ４］，本研究试图建立一种

以 ＳｐａＡ 蛋白（纯度 ９０％ ）作为包被抗原，利用抗

ＳｐａＡ 蛋白的特异性单克隆抗体为竞争抗体，用于

猪丹毒抗体检测的竞争 ＥＬＩＳＡ 方法。
采用纯化的 ＳｐａＡ 蛋白作为包被抗原，确定包

被抗原的最佳浓度为 ２． ０ ｎｇ ／ μＬ，阴阳性对照血清

的稀释度为 １ ∶ ７５，ＨＲＰ 标记的单克隆抗体的最佳

工作浓度为 ０． ２ ｎｇ ／ μＬ。 通过控制单一变量法对封

闭条件，反应条件，显色条件等进行优化，最终选择

用 ０． ４％ 的明胶 ３７ ℃ 封闭 １２０ ｍｉｎ，待检血清及

ＨＲＰ 标记的单克隆抗体 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，显色条

件选择 ＴＭＢ 在室温下避光显色 １５ ｍｉｎ。 用所确定

的竞争 ＥＬＩＳＡ 反应条件对已知背景的小鼠血清进

行检测， 确定小鼠阳性结 果 判 定 的 临 界 值 为

ＰＩ≥８． ０％ 。 当小鼠血清抗体效价不低于 １ ∶ １００
时，小鼠攻毒保护率为 １００％ 。

对 ４ 批猪丹毒灭活抗原和来自 ４ 家企业的 ７
批猪丹毒灭活疫苗采用竞争 ＥＬＩＳＡ 方法进行检测

并与免疫攻毒实验结果比较，总符合率为 １００％ 。
猪丹毒灭活疫苗效力检验血清学方法的建立，不仅

可以缩减检验成本，提升检验效率，而且是降低生

物安全风险和提高动物福利的一项举措。
１　 材料与方法

１． １ 　 菌株 　 猪丹毒丝菌 ＣＶＣＣ４３００８ 株（１ 型）、
ＣＶＣＣ４３００６ 株（２ 型）、ＣＶＣＣ４３００５ 株（２ 型），多杀

性巴氏杆菌 Ｐ７１ 株（Ａ 型）、ＣＶＣＣ４４４０１ 株（Ｂ 型）。
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１． ２　 培养基及试剂　 猪丹毒培养基，购自青岛高科

技工业园海博生物技术有限公司。 ＴＳＡ、ＴＳＢ 培养基，
购自 ＢＤ 公司。 ＰＢＳ（０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ７． ２），购自北京中

海动物保健科技公司。 马血清，购自 ｇｂｉｃｏ 公司。 明

胶，购自 Ｓｉｇｍａ 公司。 脱脂奶粉，购自 ＯＸＯＩＤ 公司。
羊抗小鼠 ＩｇＧ 多克隆抗体，购自北京普利莱基因技

术有限公司。 ＥＬＩＳＡ ＴＭＢ 显色液试剂盒，购自南京建

成生物工程研究所。 ＥＬＩＳＡ 终止液，购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公

司。 ＳｐａＡ 蛋白（１． ４ ｍｇ ／ ｍＬ，纯度 ９０％），ＨＲＰ 标记的

ＳｐａＡ 蛋白单克隆抗体（Ｍｅｒｉｎｔｏｎ ＳＭＡ４０００ 微量紫外分

光光度计测定浓度为 ０􀆰 ７ ｍｇ ／ ｍＬ），均由中监所提供。
１． ３　 疫苗　 猪丹毒灭活疫苗，猪多杀性巴氏杆菌

病活疫苗（６７９ － ２３０ 株），猪多杀性巴氏杆菌病活

疫苗（ＣＡ 株），均为已注册上市产品。
１． ４ 　 实验动物 　 ＩＣＲ 小鼠，ＳＰＦ 级，１６ ～ １８ ｇ，雌
性，购自北京维通利华实验动物技术有限公司。
１． ５　 阴、阳性对照血清的制备　 取 １４０ 只 １６ ～ １８ ｇ
ＳＰＦ 级小白鼠随机分为 ８ 组。 第 １ 组 ５０ 只，第２ ～ ３
组每组 １０ 只，分别皮下注射 ＳｐａＡ 蛋白 ０􀆰 ８ μｇ；第 ４
组 ５０ 只，不注射疫苗；第 ５ ～ ８ 组，每组 ５ 只，不注

射疫苗，作为对照组。 免疫 ２１ ｄ 后，第 １ 组 ５０ 只免

疫小鼠采血，提取的血清混合后作为阳性对照血

清；第 ４ 组 ５０ 只空白小鼠采血，提取的血清混合后

作为阴性对照血清；第 ２ 组 １０ 只免疫小鼠，连同第

５ 组 ５ 只对照小鼠各注射 １０００ ＭＬＤ （Ｍｉｎｉｍｕｍ Ｌｅ⁃
ｔｈａｌ Ｄｏｓｅ，最小致死量） ＣＶＣＣ４３００８ 强毒菌液，另
取第 ６ 组 ５ 只对照小鼠注射 １ ＭＬＤ ＣＶＣＣ４３００８ 强

毒菌液；第 ３ 组 １０ 只免疫小鼠，连同第 ７ 组 ５ 只对

照小鼠各注射 １０００ ＭＬＤ ＣＶＣＣ４３００６ 强毒菌液，另
取第 ８ 组 ５ 只对照小鼠注射 １ ＭＬＤ ＣＶＣＣ４３００６ 强

毒菌液。 攻毒后观察 １０ ｄ，统计保护率。
１． ６　 阴、阳性对照血清及阴、阳性血清盘的检验　
进行性状、无菌检验及效价测定。 性状，肉眼观察。
无菌检验，取血清 １０ μＬ 接种肉肝胃酶消化汤

１０ ｍＬ，３７ ℃培养 ７ ｄ，逐日观察。 效价测定采用试

管凝集方法进行。
１． ７ 　 最佳抗原包被浓度的确立 　 用 ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ
ｐＨ９． ６的碳酸盐缓冲液（ＣＢＳ）将纯化且已知浓度的

ＳｐａＡ 蛋白做横向 ２ 倍倍比稀释，设置 ６ 个梯度，依次

为 ０． １２５、０． ２５、０． ５、１、２、４ ｎｇ ／ μＬ。 同时用含 ０． ０５％
吐温 －２０ ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ７． ２ 的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳＴ）
制备的 １％脱脂乳将 ＨＲＰ 标记的单克隆抗体稀释至

５ ｎｇ ／ μＬ。
抗原用 ＣＢＳ 倍比系列稀释后 １００ μＬ ／孔包

被酶标板，３７ ℃ 包被 ２ ｈ，用 ２００ μＬ ／孔含 ０． ０５％
吐温 －２０的生理盐水洗板 ４ 次，５ ｍｉｎ ／次；洗板后加入

１００ μＬ ／孔 ０． ４％的明胶，３７ ℃封闭 ２ ｈ，同上洗板，取
ＨＲＰ 标记的单克隆抗体按１００ μＬ ／孔加入到 ＥＬＩＳＡ 板

中，３７ ℃孵育 １ ｈ，同上洗板；加入１００ μＬ ／孔 ＴＭＢ 显

色液室温下（２５ ℃）避光显色 １５ ｍｉｎ；按 ５０ μＬ ／孔
加入 ＥＬＩＳＡ 终止液终止反应。

每个反应重复 ２ 孔，测 ＯＤ４５０ｎｍ值，２ 孔平均值

最大的反应孔中使用的抗原包被浓度即为最佳使

用浓度。
１． ８　 ＨＲＰ 标记的单克隆抗体最佳工作浓度的确立

用 ＣＢＳ 将 ＳｐａＡ 蛋白稀释至最佳包被浓度。 用 １％
脱脂乳将 ＨＲＰ 标记的单克隆抗体作系列稀释，设
置 ８ 个梯度，依次为 ０． ０４、０． ０８、０． １６、０． ３、０． ６、
１􀆰 ２５、２． ５、５ ｎｇ ／ μＬ。 抗原 １００ μＬ ／孔包被酶标板，
与各浓度的 ＨＲＰ 标记单克隆抗体进行直接 ＥＬＩＳＡ
反应， 每个反应重复 ２ 孔， 测 ＯＤ４５０ｎｍ 值， 选 取

ＯＤ４５０ｎｍ值接近 １． ０ 所对应的单克隆抗体浓度为

ＨＲＰ 标记的单克隆抗体最佳工作浓度。
１． ９　 血清样品最佳稀释倍数的确立 　 用 ＣＢＳ 将

ＳｐａＡ 蛋白稀释至最佳包被浓度，用 １％ 脱脂乳将

ＨＲＰ 标记的单克隆抗体稀释至最佳工作浓度。 用

１％脱脂乳将阴、阳性对照血清进行稀释，稀释倍数

依次为 １∶ ３００、１∶ １５０、１∶ ７５、１∶ ５０。 抗原 １００ μＬ ／孔
包被酶标板，３７ ℃包被 ２ ｈ；洗板后加入 １００ μＬ ／孔
０． ４％的明胶，３７ ℃封闭 ２ ｈ；洗板，加入不同稀释度

的阴、阳性对照血清 １００ μＬ ／孔，３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ；
洗板，取最佳工作浓度的 ＨＲＰ 标记的单克隆抗体

按 １００ μＬ ／孔 加 入 到 ＥＬＩＳＡ 板 中， ３７ ℃ 孵 育

３０ ｍｉｎ；洗板，加入 １００ μＬ ／孔 ＴＭＢ 显色液室温下

（２５ ℃）避光显色 １５ ｍｉｎ；按 ５０ μＬ ／孔加入 ＥＬＩＳＡ
终止液终止反应，测定 ＯＤ４５０ｎｍ 值。 计算抑制率
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（ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ，ＰＩ），ＰＩ（％ ） ＝ （１ － Ｐ ／ Ｎ） ×
１００％ ，Ｐ 代表阳性血清 ＯＤ４５０ｎｍ值，Ｎ 代表阴性血清

ＯＤ４５０ ｎｍ值，选取 ＰＩ 最高值所对应的血清稀释倍数

为血清样品最佳稀释倍数。
１． １０　 竞争 ＥＬＩＳＡ 相关反应条件的优化 　 确定最

佳抗原包被浓度和单克隆抗体最佳稀释倍数后，按
照控制单一变量法比较抗原包被 ４ ℃过夜、３７ ℃
１ ｈ、３７ ℃ ２ ｈ、３７ ℃ ３ ｈ 的差异；比较用 ＰＢＳＴ 制备

的 ３％脱脂乳、５％ 脱脂乳、０． ４％ 明胶、５％ 兔血清，
在 ３７ ℃封闭 １５０、１２０、９０、６０、３０、１５ ｍｉｎ 的封闭效

果；比较待检血清和单克隆抗体在 ３７ ℃ ６０、４５、３０、
２０、１０、５ ｍｉｎ 不同的孵育时间下作用的差异；比较

显色液室温（２５ ℃）作用 ５、８、１０、１５、２０、３０ ｍｉｎ 的

显色情况，最终筛选出最佳的反应条件，确定该系

统的最终反应程序。 测 ＯＤ４５０ｎｍ值，计算 ＰＩ（％ ） ＝
（１ － Ｐ ／ Ｎ） × １００％ 。 每个反应均取 ＰＩ 最高值所对

应的反应条件为最佳反应条件。
１． １１　 血清阴阳性临界值的确立　 ５０ 份已知阴性

血清和 ９０ 份已知阳性血清，按照 １． ７ 项 ～ １． １０ 项

建立的 ＥＬＩＳＡ 反应条件进行实验操作，阴、阳性

对照血清重复 １８ 孔，测定 ＯＤ４５０ｎｍ值，用阴性对照血清

１８ 次测定值的平均值作为 Ｎ 值，将阳性对照血清

和阴、阳性血清盘的 ＯＤ４５０ｎｍ 值作为 Ｓ 值，计算

ＰＩ（％ ） ＝ （１ － Ｓ ／ Ｎ） × １００％ ，根据阳性对照血清

ＰＩ 值的平均值 ± 标准差作为对照成立的条件。
用 ＳＰＳＳ软件进行 ＲＯＣ 曲线分析，确定临界值，当待

检血清 ＰＩ 高于或等于临界值则视为阳性血清，若
待测血清 ＰＩ 低于临界值则视为阴性血清。
１． １２　 竞争 ＥＬＩＳＡ 检测方法效果评价　
１． １２． １　 特异性检验　 用 Ａ 型猪多杀性巴氏杆菌

病活疫苗（ＣＡ 株）、Ｂ 型猪多杀性巴氏杆菌病活疫

苗（６７９ － ２３０ 株）各 １ 批分别皮下免疫 １５ 只小鼠，
ＣＡ 株疫苗每只小鼠接种 １ ／ １００ 头份剂量，６７９ －
２３０ 株疫苗每只小鼠接种 １ ／ １５０ 头份剂量，免疫 １４
日后随机抽取两种疫苗免疫小鼠各 ５ 只采血、提取

血清。 ＣＡ 株疫苗剩余 １０ 只免疫小鼠连同 １０ 只空

白小鼠皮下注射 ２ ＭＬＤ Ｐ７１ 株强毒菌液，观察 １０
日，记录小鼠死亡情况。 ６７９ － ２３０ 株疫苗剩余 １０

只免疫小鼠连同 ３ 只空白小鼠皮下注射 ３０ ＭＬＤ
ＣＶＣＣ４４４０１ 株强毒菌液，另 ３ 只空白小鼠皮下注射

１ ＭＬＤ ＣＶＣＣ４４４０１ 株强毒菌液，观察 １０ 日，记录小

鼠死亡情况。 ５ 份 ＣＡ 株疫苗免疫小鼠血清、５ 份

６７９ － ２３０ 株疫苗免疫小鼠血清，连同 １０ 份阴性血

清，共同组成特异性血清盘。 与 １． ５ 项制备的阴、
阳性对照血清一起用建立的竞争 ＥＬＩＳＡ 方法进行

检测，验证所建立方法的特异性。
１． １２． ２ 敏感性检验　 用阴性血清将阳性对照血清

进行 ２ 倍、４ 倍、８ 倍、１６ 倍稀释，将阳性对照血清原

液、２ 倍稀释液、４ 倍稀释液、８ 倍稀释液、１６ 倍稀释

液组成敏感性血清盘。 与 １． ５ 项制备的阴、阳性对

照血清一起用建立的竞争 ＥＬＩＳＡ 方法进行检测，验
证所建立方法的敏感性。
１． １２． ３　 重复性检验 　 批内重复性：用 ０１ 批包被

的酶标板对 ４ 份敏感性血清样品进行检测，每个样

品重复检测 ６ 次，计算同一批包被的酶标板检测同

一份血清 ＰＩ 值的变异系数，根据变异系数的大小来

判断批内重复性，若变异系数 ＜ １０％，则重复性好。
变异系数 ＝ 标准差 ／平均值 × １００％。 批间重复性：
用 ０１、０２、０３ 不同批次包被的酶标板对 ４ 份敏感性血

清样品进行检测，计算 ３ 批包被酶标板检测同一份

血清 ＰＩ 值的变异系数，分析批间重复性效果。
１． １３ 　 血清抗体效价与免疫攻毒保护率平行关系

的建立　 将猪丹毒灭活疫苗用 ４０％ 铝胶生理盐水

进行 ３ 倍、６ 倍、７ 倍、８ 倍、９ 倍、１０ 倍、１１ 倍、１２ 倍、
１３ 倍稀释。 取 １２５ 只 １６ ～ １８ ｇ ＳＰＦ 级小白鼠随机

分为 １５ 组。 第 １ ～ １０ 组，每组 １０ 只，分别皮下注

射疫苗原液、３ 倍稀释液、６ 倍稀释液、７ 倍稀释液、８
倍稀释液、９ 倍稀释液、１０ 倍稀释液、１１ 倍稀释液、
１２ 倍稀释液、１３ 倍稀释液 ０． １ ｍＬ；第 １１ ～ １５ 组，每
组 ５ 只，不注射疫苗，作为对照组。 免疫 ２１ ｄ 所有

小鼠采血后，第 １ ～ １０ 组每组随机取 ５ 只免疫小

鼠，连同第 １１ 组 ５ 只对照小鼠各注射 １０００ ＭＬＤ
ＣＶＣＣ４３００８ 强毒菌液，另取第 １２ 组 ５ 只对照小鼠

注射 １ ＭＬＤ ＣＶＣＣ４３００８ 强毒菌液；第 １ ～ １０ 组每

组剩余 ５ 只免疫小鼠，连同第 １３ 组 ５ 只对照小鼠

各注射 １０００ ＭＬＤ ＣＶＣＣ４３００６ 强毒菌液，另取第 １４

·４·



中国兽药杂志 ２０２３ 年 ８ 月第 ５７ 卷第 ８ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

组 ５ 只对照小鼠注射 １ ＭＬＤ ＣＶＣＣ４３００６ 强毒菌

液；第 １５ 组 ５ 只对照小鼠注射生理盐水。 攻毒后

观察 １０ ｄ，统计保护率。 小鼠血清用建立的竞争

ＥＬＩＳＡ 检测方法测定血清效价，阴阳性对照血清进

行 １∶ ７５ 稀释，待检血清进行 １ ∶ ２５、１ ∶ ５０、１ ∶ ７５、
１∶ １００、１∶ １５０、１∶ ２００、１∶ ３００、１∶ ４００ 稀释。
１． １４　 效力检验血清学方法建立　 根据 ＥＬＩＳＡ 反应

最优条件及血清抗体效价与免疫攻毒保护率的平行

关系建立猪丹毒灭活疫苗效力检验血清学方法。
１． １５ 　 两种效力检验方法符合率评价 　 将 １９８６
年、１９９６ 年、２００６ 年、２０１５ 年冻干的 ４ 个代次猪丹

毒丝菌 ＣＶＣＣ４３００５ 株菌种参照《中华人民共和国

兽用生物制品规程》二〇〇〇年版［６ ］ 分别制备成

氢氧化铝胶灭活抗原。 用免疫攻毒法［１］ 和建立的

血清学方法对此 ４ 批灭活抗原以及 ７ 批猪丹毒灭

活疫苗进行效力检验。 免疫攻毒法 １０ 只免疫小鼠

中至少保护 ７ 只判定为效力检验结果符合规定，竞

争 ＥＬＩＳＡ 检测方法 １０ 只免疫小鼠中至少有 ７ 只血

清抗体呈阳性判定为符合规定。 根据检验结果计

算出竞争 ＥＬＩＳＡ 方法与免疫攻毒法的符合率。
２　 结　 果

２． １ 　 阴、阳性对照血清的制备　 小鼠免疫 ０． ８ μｇ
ＳｐａＡ 蛋 白， 可 以 抵 抗 １０００ ＭＬＤ ＣＶＣＣ４３００６ 及

ＣＶＣＣ４３００８ 株强毒菌的攻击，两组免疫小鼠均 １０ ／ １０
健活，免疫小鼠的血清可作为阳性对照血清。 对照

组小鼠攻击 １０００ＭＬＤ 组均 ５ ／ ５ 死亡，攻击 １ＭＬＤ 组

均 ４ ／ ５ 死亡，对照小鼠的血清可作为阴性对照血清。
２． ２　 阴、阳性对照血清及阴、阳性血清盘的检验　
血清性状为黄色或淡红色澄清液体，在肉肝胃酶消

化汤中 ３７ ℃培养 ７ ｄ 均无菌生长，效价测定结果见

表 １，阳性对照血清的试管凝集效价为 １∶ ４０，阴性对

照血清的效价 ＜ １∶ １０，阳性血清盘的血清抗体效价

均≥１∶ ４０，阴性血清盘的血清抗体效价均 ＜１∶ １０，且
疫苗中抗原含量与血清抗体效价呈正相关。

表 １　 血清效价测定结果及同组小鼠免疫攻毒结果

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｔｉｔｅｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｃｅ ｉｍｍｕｎｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｒｏｕｐ
免疫疫苗 疫苗稀释倍数 血清抗体效价 几何平均效价 ＣＶＣＣ４３００６ 保护率 ＣＶＣＣ４３００８ 保护率

２０２００２０３ 批
猪丹毒灭活疫苗

原液
２ ／ １５　 １∶ １６０
１１ ／ １５　 １∶ ３２０
２ ／ １５　 １∶ ６４０

１∶ ３２０ １００％ （１０ ／ １０） １００％ （１０ ／ １０）

２ 倍
１ ／ １５　 １∶ ８０
５ ／ １５　 １∶ １６０
９ ／ １５　 １∶ ３２０

１∶ ２３２ １００％ （１０ ／ １０） １００％ （１０ ／ １０）

３ 倍
１ ／ １５　 １∶ ４０
２ ／ １５　 １∶ ８０
１２ ／ １５　 １∶ １６０

１∶ １３３ １００％ （１０ ／ １０） １００％ （１０ ／ １０）

４ 倍
１ ／ １５　 １∶ ４０
６ ／ １５　 １∶ ８０
８ ／ １５　 １∶ １６０

１∶ １１１ １００％ （１０ ／ １０） １００％ （１０ ／ １０）

５ 倍
２ ／ １５　 １∶ ４０
１１ ／ １５　 １∶ ８０
２ ／ １５　 １∶ １６０

１∶ ８０ １００％ （１０ ／ １０） １００％ （１０ ／ １０）

６ 倍
６ ／ １５　 １∶ ４０
８ ／ １５　 １∶ ８０
１ ／ １５　 １∶ １６０

１∶ ６３ １００％ （１０ ／ １０） １００％ （１０ ／ １０）

阳性对照血清 ＳｐａＡ １∶ ４０ ／ １００％ （１０ ／ １０） １００％ （１０ ／ １０）

阴性对照血清 ／ ＜ １∶ １０ ／ ０％ （０ ／ ５） ０％ （０ ／ ５）

空白小鼠 ／ ５０ ／ ５０ ＜ １∶ １０ ／ ０％ （０ ／ ５） ０％ （０ ／ ５）

　 　 攻毒剂量为 １０００ ＭＬＤ
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２． ３　 最佳抗原包被浓度的确立　 最佳抗原包被浓

度为 ２ ｎｇ ／ μＬ，检测结果见表 ２。
２． ４　 最佳单克隆抗体工作浓度的确立　 ＨＲＰ 标记单

抗浓度为０． １６ ｎｇ ／ μＬ 时 ＯＤ４５０ ｎｍ值为 ０． ７３３ ＜１． ０，浓度

为０．３ ｎｇ ／ μＬ 时 ＯＤ４５０ ｎｍ值为 １． ３４４ ＞１． ０，故确定最佳

单克隆抗体工作浓度为０．２ ｎｇ ／ μＬ，检测结果见表３。

表 ２　 ＳｐａＡ 蛋白最佳包被浓度

Ｔａｂ ２　 Ｏｐｔｉｍｕｍ ｃｏａｔｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＳｐａＡ ｐｒｏｔｅｉｎ
ＨＲＰ 标记
单抗浓度

不同抗原包被浓度（ｎｇ ／ μＬ）检测结果

０． １２５ ０． ２５ ０． ５ １ ２ ４
５ ｎｇ ／ μＬ ０． ０６９ ０． ３２０ １． １５８ ２． ６５０ ２． ８０２ ２． ４０３

表 ３　 ＨＲＰ 标记单克隆抗体最佳工作浓度

Ｔａｂ ３　 Ｏｐｔｉｍｕｍ ｗｏｒｋｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＲＰ ｌａｂｅｌｅｄ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ
抗原包
被浓度

不同 ＨＲＰ 标记单抗浓度（ｎｇ ／ μＬ）检测结果

０． ０４ ０． ０８ ０． １６ ０． ３ ０． ６ １． ２５ ２． ５ ５
２ ｎｇ ／ μＬ ０． ２０４ ０． ３８８ ０． ７３３ １． ３４４ ２． １１２ ２． ５４８ ２． ５５１ ２． ８０２

２． ５　 血清样品稀释倍数的确立　 血清样品稀释倍

数为 １∶ ７５，检测结果见表 ４。
２． ６　 竞争 ＥＬＩＳＡ 相关反应条件的优化

２． ６． １　 最佳包被时间的确立　 最佳抗原包被时间

为 ３７ ℃ ２ ｈ，检测结果见表 ５。
２． ６． ２ 　 封闭液的选择　 控制其它条件不变，通过

对 ３％脱脂乳、５％ 脱脂乳、０． ４％ 明胶、５％ 兔血清，
在 ３７ ℃封闭 ２ ｈ 效果比较，ＰＩ 值显示用 ０． ４％的明

胶封闭效果最好，结果见表 ６。
２． ６． ３　 封闭时间的优化　 控制其它条件不变，通过

对０． ４％明胶在３７ ℃ １５０、１２０、９０、６０、３０、１５ ｍｉｎ ６ 个封

闭条件下进行封闭效果比较，ＰＩ 值显示在３７ ℃
封闭 １２０ ｍｉｎ效果最好，结果见表 ７。

表 ４　 血清样品稀释倍数

Ｔａｂ ４　 Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅ
稀释度 ＰＩ ／ ％

１∶ ５０ ４９． ３
１∶ ７５ ５７． ４
１∶ １５０ ３４． ３
１∶ ３００ １８． ５

表 ５　 最佳包被时间

Ｔａｂ ５　 Ｏｐｔｉｍｕｍ ｃｏａｔｉｎｇ ｔｉｍｅ
封闭液 ＰＩ ／ ％

４ ℃过夜 ３８． １
３７ ℃ １ ｈ ５１． ５
３７ ℃ ２ ｈ ５５． １
３７ ℃ ３ ｈ ５０． ３

表 ６　 最佳封闭液

Ｔａｂ ６　 Ｏｐｔｉｍｕｍ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ
封闭液 ＰＩ ／ ％

３％脱脂乳 ３４． ５

５％脱脂乳 ４５． ４

０． ４％明胶 ５２． ６

５％兔血清 ４４． ４

表 ７　 最佳封闭时间

Ｔａｂ ７　 Ｏｐｔｉｍｕｍ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｔｉｍｅ
时间 ／ ｍｉｎ ＰＩ ／ ％

１５ １． ５０
３０ ６． ６０
６０ ３３． ２０
９０ ４８． ７０
１２０ ５０． ８０
１５０ ４３． ９０

２． ６． ４ 　 待检血清及单克隆抗体孵育时间的选

择　 将待检血清和单克隆抗体在 ３７ ℃条件下设置

不同孵育时间 ６０、４５、３０、２０、１０、５ ｍｉｎ，按照建立的

ＥＬＩＳＡ 检测方法操作。 表 ８ 结果表明，待检血清和

单克隆抗体最佳孵育时间为 ３７ ℃ ３０ ｍｉｎ。
２． ６． ５　 最佳显色时间的确立　 ＴＭＢ 底物显色时间

为在室温条件下分别作用 ５、８、１０、１５、２０、３０ ｍｉｎ，
反应结束后立即加入终止液终止反应。 检测结果

见表 ９，在室温 １５ ｍｉｎ 条件下 ＰＩ 值最大，故该检测

方法的最佳底物显色时间为室温 １５ ｍｉｎ。

·６·
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表 ８　 待检血清和单克隆抗体孵育时间

Ｔａｂ ８　 Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｅｓｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ

ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ
时间 ／ ｍｉｎ ＰＩ ／ ％

５ ２３． ９

１０ ３４． ３

２０ ３６． ５

３０ ４５． ０

４５ ４３． ４

６０ ４１． ５

表 ９　 底物显色时间

Ｔａｂ ９　 Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｃｏｌｏｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
时间 ／ ｍｉｎ ＰＩ ／ ％

５ ３５． ２
８ ３６． ８
１０ ３９． ７
１５ ４５． ４
２０ ３６． ７
３０ ３４． ８

２． ７　 血清阴阳性临界值的确立　 根据本研究已建

立的竞争 ＥＬＩＳＡ 检测方法对 １． ５ 项制备的阴、阳性

对照血清重复进行 １８ 次检测，阳性对照血清 ＰＩ 值

的平均值为 ５２． ８％ ，标准差为 ０． ０８１。 当阳性对照

血清 ＰＩ 值在 ４４． ７％ ～ ６０． ９％ 范围内时试验成立。

从图 １ 可知，当敏感性为 １００％ ，特异性为 １００％

时，其最优的 ｃｕｔ － ｏｆｆ 值为 ０． ０８０，当待测血清 ＰＩ≥
８． ０％时血清抗体为阳性，待测血清 ＰＩ ＜ ８． ０％时血

清抗体为阴性。

图 １　 阴阳性样品临界值的 ＲＯＣ 曲线分析

Ｆｉｇ １　 Ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ （ＲＯＣ）

ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｖａｌｕｅｓ

２． ８　 竞争 ＥＬＩＳＡ 效果评价

２． ８． １　 特异性分析　 ＣＡ 株疫苗免疫小鼠 １０ ／ １０ 保

护，对照小鼠 １０ ／ １０ 死亡，说明 ＣＡ 株疫苗免疫小鼠

血清 Ａ 型多杀性巴氏杆菌抗体阳性；６７９ － ２３０ 株疫

苗免疫小鼠 １０ ／ １０ 保护，对照小鼠 ６ ／ ６ 死亡，说明

６７９ －２３０ 株疫苗免疫小鼠血清 Ｂ 型多杀性巴氏杆菌

抗体阳性。 按照优化的条件同时对特异性血清盘

（包括猪多杀性巴氏杆菌病活疫苗（ＣＡ 株）免疫的小

鼠血清 ５ 份、猪多杀性巴氏杆菌病活疫苗（６７９ － ２３０
株）免疫的小鼠血清 ５ 份、阴性血清 １０ 份）进行竞争

ＥＬＩＳＡ 检测，同时设置阴、阳性对照，阳性对照血清

的 ＰＩ 值为 ４７． ６％，试验成立。 ２０ 份特异性血清的 ＰＩ
值均≤４． ７％，符合阴性血清的判定标准。
２． ８． ２ 　 敏感性分析 　 阳性对照血清的 ＰＩ 值为

５０􀆰 ７％ ，试验成立。 将阳性对照血清原液、２ 倍稀释

液、４ 倍稀释液、８ 倍稀释液、１６ 倍稀释液重复检测

６ 次，根据 ６ 次检测的平均值和标准差确定敏感性

血清的判定标准见表 １０。

表 １０　 敏感性血清判定标准

Ｔａｂ １０　 Ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ ｓｅｒｕｍ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
敏感性血清盘 ＰＩ 值范围

阳性对照血清原液 ４４． ７％ ～６０． ９％
阳性对照血清 ２ 倍稀释液 ３４． ４％ ～４４． ６％
阳性对照血清 ４ 倍稀释液 １４． ０％ ～３４． ３％
阳性对照血清 ８ 倍稀释液 ８． ０％ ～１４． ０％
阳性对照血清 １６ 倍稀释液 ＜ ８． ０％

２． ８． ３　 重复性分析 　 根据公式变异系数 ＝ 标准

差 ／平均值 × １００％ ，计算同一批次包被的 ＥＬＩＳＡ 反

应板以及不同批次包被的 ＥＬＩＳＡ 反应板的批内和

批间变异系数来判断该检测方法的重复性。 结果

如表 １１ 所示：批内、批间变异系数均小于 １０％ ，重
复性较好。
２． ９　 血清抗体效价与免疫攻毒保护率平行关系的

建立　 对照组小鼠攻击 １０００ ＭＬＤ 组均 ５ ／ ５ 死亡，
攻击 １ ＭＬＤ 组均 ５ ／ ５ 死亡，生理盐水注射组 ５ ／ ５ 健

活。 免疫小鼠血清抗体效价与免疫攻毒结果相关

性见表 １２，当小鼠血清抗体效价不低于 １∶ １００ 时，
小鼠攻毒保护率为 １００％ 。

·７·
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表 １１　 重复性分析

Ｔａｂ １１　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ

敏感性血清盘
批内重复性 批间重复性

平均值 标准差 变异系数 平均值 标准差 变异系数

阳性对照血清原液 ５２． ４％ ０． ０３４５ ６． ６％ ５４． ０％ ０． ０５１０ ９． ４％

阳性对照血清 ２ 倍稀释液 ３９． ５％ ０． ０２３３ ５． ９％ ４１． １％ ０． ０２６８ ６． ５％

阳性对照血清 ４ 倍稀释液 ３３． １％ ０． ０２９２ ８． ８％ ２５． ７％ ０． ０１２３ ４． ８％

阳性对照血清 ８ 倍稀释液 １２． ４％ ０． ００３６ ２． ９％ １０． ０％ ０． ００７４ ７． ３％

表 １２　 小鼠血清抗体检测和攻毒后免疫保护结果

Ｔａｂ １２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｉｎ ｍｉｃｅ
血清抗体效价 ＣＶＣＣ４３００６ 保护率 ＣＶＣＣ４３００８ 保护率 总保护率

＜ １∶ ２５ ０％ （０ ／ １１ 保护） ０％ （０ ／ ９ 保护） ０％ （０ ／ ２０ 保护）

１∶ ２５ ０％ （０ ／ １０ 保护）） ０％ （０ ／ １２ 保护） ０％ （０ ／ ２２ 保护）

１∶ ５０ ０％ （０ ／ ４ 保护） ０％ （０ ／ ４ 保护） ０％ （０ ／ ８ 保护）

１∶ ７５ ７５％ （３ ／ ４ 保护） ７１． ４％ （５ ／ ７ 保护） ７２． ７％ （８ ／ １１ 保护）

１∶ １００ １００％ （１０ ／ １０ 保护） １００％ （７ ／ ７ 保护） １００％ （１７ ／ １７ 保护）

１∶ １５０ １００％ （６ ／ ６ 保护） １００％ （６ ／ ６ 保护） １００％ （１２ ／ １２ 保护）

１∶ ２００ １００％ （３ ／ ３ 保护） １００％ （１ ／ １ 保护） １００％ （４ ／ ４ 保护）

１∶ ３００ １００％ （２ ／ ２ 保护） １００％ （２ ／ ２ 保护） １００％ （４ ／ ４ 保护）

１∶ ４００ ／ １００％ （２ ／ ２ 保护） １００％ （２ ／ ２ 保护）

２． １０　 效力检验血清学方法建立 　 根据 ＥＬＩＳＡ 反

应最优条件及血清抗体效价与免疫攻毒保护率的

平行关系建立猪丹毒灭活疫苗效力检验血清学方

法。 用体重 １６ ～ １８ ｇ 小白鼠 １０ 只，分成 ２ 组，第 １

组各皮下注射疫苗 ０． １ ｍＬ，第 ２ 组各皮下注射用 １

份疫苗加 ３ 份 ４０％ 氢氧化铝胶生理盐水稀释的疫

苗 ０． ２ ｍＬ，２１ 日后连同条件相同的对照小白鼠 ５

只，采血，分离血清，按下述方法进行血清抗体检

测，５ 只对照小鼠血清 ＰＩＳ值应全部 ＜ ８． ０％ ，１０ 只

免疫小鼠中应至少有 ７ 只血清 ＰＩＳ值≥８． ０％ 。

２． １０． １ 　 样品处理　 取小鼠全血，待血液凝固后，

５０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，分离血清，血清应清亮，无

溶血。

２． １０． ２ 　 待检血清和对照血清的稀释　 在血清稀

释板中将阴性对照血清和阳性对照血清用 １％脱脂

乳作 １∶ ７５ 稀释；将待检血清作 １∶ １００ 稀释。

２． １０． ３　 包被　 用 ＣＢＳ 将 ＳｐａＡ 蛋白稀释至２ ｎｇ ／ μＬ，

充分混匀，加入酶标板中，１００ μＬ ／孔，３７ ℃包被 ２ ｈ。

２． １０． ４　 洗板　 将板中液体弃去，每孔加入 ２００ μＬ

含 ０． ０５％ 吐温 － ２０ 的生理盐水， 洗板 ４ 次，

５ ｍｉｎ ／次，每次均将孔内液体弃去后，在干净吸水

纸上拍干。

２． １０． ５　 封闭　 每孔加入 ０． ４％的明胶溶液１００ μＬ，

３７ ℃封闭 ２ ｈ。

２． １０． ６　 洗板　 同 ２． １０． ４ 项。

２． １０． ７　 加样　 将稀释好的待检血清、阳性对照血

清和 阴 性 对 照 血 清 分 别 加 入 到 ＥＬＩＳＡ 板 中，

１００ μＬ ／孔，其中待检血清加 １ 孔、阳性对照血清和

阴性对照血清各加 ２ 孔，３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ。

２． １０． ８　 洗板　 同 ２． １０． ４ 项。

２． １０． ９　 酶标单克隆抗体的稀释　 用 １％脱脂乳将

ＨＲＰ 标记的单克隆抗体稀释至 ０． ２ ｎｇ ／ μＬ，充分

混匀。

２． １０． １０ 　 加酶标单抗 　 将稀释好的 ＨＲＰ 标记单

克隆抗体加入到 ＥＬＩＳＡ 板中，１００ μＬ ／孔，３７ ℃ 孵

育 ３０ ｍｉｎ。
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２． １０． １１　 洗板　 同 ２． １０． ４ 项。
２． １０． １２　 显色与终止　 将 ＴＭＢ 显色液 Ａ 和 Ｂ 按

１∶ １（Ｖ ／ Ｖ）混合后，立即加入到 ＥＬＩＳＡ 反应板中，
１００ μＬ ／孔，室温避光显色 １５ ｍｉｎ 后，每孔加 ５０ μＬ
终止液终止反应。
２． １０． １３ 　 结果判定 　 反应终止后，１５ ｍｉｎ 内用酶

标仪测定 ＯＤ４５０ｎｍ值。 用阴性对照血清和阳性对照

血清ＯＤ４５０ｎｍ 值，计算抑制率 ＰＩＣ （％） ＝ （１ － Ｐ ／ Ｎ）
×１００％，Ｐ 代表阳性对照血清 ＯＤ４５０ｎｍ值的平均值，
Ｎ 代表阴性对照血清 ＯＤ４５０ｎｍ 值的平均值。 当

４４􀆰 ７％≤ＰＩＣ≤６０． ９％ 时，试验成立。 用待检血清

ＯＤ４５０ｎｍ值，计算抑制率 ＰＩＳ （％ ） ＝ （１ － Ｓ ／ Ｎ） ×
１００％ ，Ｓ 代表待检血清 ＯＤ４５０ｎｍ值，Ｎ 代表阴性对照

血清 ＯＤ４５０ｎｍ值的平均值。
２． １１　 两种方法符合率评价　 对 ４ 批猪丹毒灭活

抗原和 ７ 批猪丹毒灭活疫苗同时用血清学方法和

免疫攻毒法进行效力检验，检验结果见表 １３。 效力

检验血清学方法与免疫攻毒法的符合率结果如表

１４ 所示，符合率为 １００％ 。

表 １３　 两种方法效力检验结果

Ｔａｂ １３　 Ｅｆｆｉｃａｃｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ

产品名称 批号
免疫攻毒法 血清学方法

结果 结论 结果 结论

猪丹毒灭活抗原 １９８６ 年冻干菌种制备 ９ ／ １０ 保护 符合规定 １０ ／ １０ 阳性 符合规定

猪丹毒灭活抗原 １９９６ 年冻干菌种制备 ９ ／ １０ 保护 符合规定 １０ ／ １０ 阳性 符合规定

猪丹毒灭活抗原 ２００６ 年冻干菌种制备 ９ ／ １０ 保护 符合规定 ９ ／ １０ 阳性 符合规定

猪丹毒灭活抗原 ２０１５ 年冻干菌种制备 １０ ／ １０ 保护 符合规定 １０ ／ １０ 阳性 符合规定

猪丹毒灭活疫苗 ２０２００２０２ １０ ／ １０ 保护 符合规定 ９ ／ １０ 阳性 符合规定

猪丹毒灭活疫苗 ２０２００２０３ １０ ／ １０ 保护 符合规定 １０ ／ １０ 阳性 符合规定

猪丹毒灭活疫苗 ２０２１０１ ３ ／ １０ 保护 不符合规定 ３ ／ １０ 阳性 不符合规定

猪丹毒灭活疫苗 ２００５００２ １０ ／ １０ 保护 符合规定 ９ ／ １０ 阳性 符合规定

猪丹毒灭活疫苗 ２０２０１００１ １０ ／ １０ 保护 符合规定 ８ ／ １０ 阳性 符合规定

猪丹毒灭活疫苗 ２０２０１００２ １０ ／ １０ 保护 符合规定 ８ ／ １０ 阳性 符合规定

猪丹毒灭活疫苗 ２０２０１００３ ９ ／ １０ 保护 符合规定 ８ ／ １０ 阳性 符合规定

表 １４　 比对结果

Ｔａｂ １４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ
检验结果 免疫攻毒法 竞争 ＥＬＩＳＡ 总符合率 ／ ％

符合规定 １０ １０

不符合规定 １ １

总计 １１ １１

１００

３　 讨　 论

猪丹毒在我国于 ２０ 世纪 ８０ 年代以前多发，在
２０ 世纪 ９０ 年代后期至 ２１ 世纪初期很少有关于猪

丹毒病例的报道，从业人员曾一度认为猪丹毒病已

经消失。 然而，２０１０ 年开始，我国部分省市就有零

星报道猪丹毒病例，到 ２０１２ 年猪丹毒的发病比例

相对增多，主要集中在多雨炎热的 ４ ～ ７ 月。 以生

长育肥猪和怀孕母猪多发，特别是怀孕母猪的发病

率和病死率相对较高。 在我国广西、广东、四川、福
建、江西、湖南、安徽、吉林、黑龙江等多地均有猪丹

毒病的发生。 ２０１７ 年 ７ 月江西某猪场爆发猪丹毒，
造成大批量的保育猪、肥育猪和少量母猪死亡［７］。
２０１８ 年 ６ 月甘肃省瓜州县南岔镇某规模化猪场

存栏的 ８５ 头妊娠母猪发生猪丹毒，导致母猪死

亡 ５ 头，发生流产 ６ 窝［８］。 ２０１９ 年 ４ 月湖南省双峰

县石牛乡［９］、２０１９ 年 ８ 月福建省建宁县溪源乡［１０］

均有生猪养殖场发生猪丹毒。 综上说明，猪丹毒

仍是一种发病比较普遍，对养猪业造成较大危害的

动物疫病。
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控制猪丹毒的发生和流行的重要手段是疫苗

免疫。 《中国兽药典》２０２０ 年版收录的猪丹毒相关

疫苗有猪丹毒活疫苗（Ｇ４Ｔ１０ 株），猪丹毒活疫苗

（ＧＣ４２ 株），猪瘟、猪丹毒、猪多杀性巴氏杆菌病三

联活疫苗，猪丹毒灭活疫苗，猪丹毒、猪多杀性巴氏

杆菌病二联灭活疫苗共 ５ 个产品。 其中，猪丹毒灭

活疫苗（Ｃ４３ － ５ 株）效力检验采用小鼠和靶动物的

免疫攻毒法进行，此方法不仅需要使用动物，而且

要在检验过程中使用强毒，需要制备攻毒菌液，配
备负压动物舍，攻毒后也需要较长观察时间，存在

生物安全风险大、试验成本高、检验周期长、操作繁

琐等缺点。 而且攻毒剂量不准确是影响检验结果

准确性的最重要因素。 本研究建立的通过采用竞

争 ＥＬＩＳＡ 技术检测免疫小鼠血清抗体以评价疫苗

效力的检验方法，特异性良好，与空白小鼠阴性血

清及 Ａ 型和 Ｂ 型猪多杀性巴氏杆菌阳性血清均不

发生交叉反应，敏感性良好，与敏感性血清样品可

呈现不同梯度抑制率，重复性良好，批内重复和批

间重复性试验结果变异系数均小于 １０％ ，可以实现

降低检验过程生物安全风险、缩减检验成本、缩短

检验周期、提高检验结果准确性的目的。
自从 Ｋｉｒｃｈｈｏｆｆ 等首次报道运用 ＥＬＩＳＡ 技术建

立检测猪丹毒抗体的方法［１１］ 后，许多学者都开展

了相关研究。 Ｙｕｍｉｋｏ Ｉｍａｄａ 等将猪丹毒丝菌 ＳｐａＡ
蛋白分为 ５ 段进行表达构建 ＥＬＩＳＡ 方法，最后筛选

丹毒丝菌重组蛋白 ＳｐａＡ４１６ 建立了一个可特异性

检测 保 护 抗 体 ＳｐａＡ 的 间 接 ＥＬＩＳＡ 方 法［１２］。
Ｇｉｍéｎｅｚ － Ｌｉｒｏｌａ 等利用重组蛋白 ＳｐａＡ４１５ 建立了

特异性检测猪丹毒丝菌 ＩｇＧ 抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 方

法［１３］。 美国猪丹毒灭活疫苗是通过双抗体夹心

ＥＬＩＳＡ 的方法来进行疫苗中 ＳｐａＡ 蛋白含量的检

测［１４］。 国内，２００３ 年肖国生建立了 Ｄｏｔ － ＰＰＡ －
ＥＬＩＳＡ 方法对丹毒弱毒苗和灭活苗检测监控有比

较好的效果［１５］。 ２０１５ 年刘晓波以 Ｆｅ － ２ 蛋白包被

酶标板建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法可以鉴别诊断猪丹

毒丝菌野毒感染抗体与 ＳｐａＡ 蛋白 Ｎ 端免疫猪产生

的抗体［１６］。 ２０１６ 年姚焱彬等建立的以 ＳｐａＡ 蛋白

为抗原的间接 ＥＬＩＳＡ 方法与美国 ＴＳＺ 公司猪丹毒

丝菌抗体检测试剂盒的总符合率为 ９２． ２０％ ，可用

于猪丹毒丝菌的抗体检测及流行病学调查［１７］。 本

研究建立的竞争 ＥＬＩＳＡ 方法与评价疫苗效力的金

方法（免疫攻毒法）具有平行关系，当小鼠血清抗体

效价不低于 １ ∶ １００ 时，小鼠攻毒保护率为 １００％ 。
用此方法与免疫攻毒法同期对 ４ 批猪丹毒丝菌灭

活抗原和来自 ４ 家企业的 ７ 批猪丹毒灭活疫苗进

行效力检验，结果符合率为 １００％ ，此竞争 ＥＬＩＳＡ
方法可以用于疫苗效力检验。 此外，由于竞争

ＥＬＩＳＡ 方法相较间接 ＥＬＩＳＡ 而言，其检测对象不受

宿主限制，本研究也为后期采用此竞争 ＥＬＩＳＡ 方法

进行猪血清 ＳｐａＡ 蛋白抗体检测相关研究奠定了

基础。
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