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摘要：采用禽流感病毒多克隆抗体及犎９亚型特异性单克隆抗体，研究建立犎９亚型特异性抗原捕捉

犈犔犐犛犃检测方法，用于检测犎９亚型禽流感病毒．优化了反应条件，确定了包被抗体、检测抗体及酶结合物的最

佳工作浓度，对该方法的敏感性、特异性、重复性及稳定性分析，并与犚犜－犘犆犚方法比较．通过使用该方法对

野外样品进行检测．结果表明该方法敏感、特异，具有良好的重复性和稳定性，可用于检测临床样品、鸡胚培养

物及细胞培养物中的犎９亚型禽流感病毒．
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禽流感（犃狏犻犪狀犻狀犳犾狌犲狀狕犪，犃犐狅狉犫犻狉犱犳犾狌）是由正

粘病毒科、流感病毒属犃型流感病毒（犐狀犳犾狌犲狀狕犪

狏犻狉狌狊狋狔狆犲犃）引起的严重危害养禽业的一种烈性传

染病［１］．世界动物卫生组织（犗犐犈）将其列为犃类疫

病［２］，我国动物防疫法规定为一类动物传染病．

１９９２年陈伯伦等在广东某蛋鸡场的鸡中分离到

犎９犖２亚型禽流感毒株，其后几年由该亚型病毒引

起的禽流感疫情不断增多．犎９犖２虽然为中低致病

力毒株，但它分布广泛，能造成宿主的免疫抑制，并

且可与其他病原微生物通过协同作用引起禽类发

病，对养禽业的危害不容忽视．近几年来，禽流感呈

世界性发生和流行，给世界养禽业造成了重大经济

损失，具有重要的公共卫生意义，给人类健康造成

严重威胁，引起全球的高度重视．目前禽流感病原

诊断通常采用病毒分离鉴定和犚犜－犘犆犚２种方

法［２，３］，难以在基层大面积推广使用．犈犔犐犛犃以其

高敏感性、高特异性、经济、简便的特点，在疫病诊

断和监测中发挥了重要作用．国际上已有采用抗原

捕捉犈犔犐犛犃检测流感病毒抗原的报道并有商品化

试剂盒［２，４］，建立了禽流感间接 犈犔犐犛犃，犇狅狋－

犈犔犐犛犃抗体检测技术及夹心犈犔犐犛犃抗原检测技

术［５～８］．本研究在获得禽流感病毒多克隆抗体及

犎９亚型特异性单克隆抗体的基础上，研究建立犎９

亚型特异性抗原捕捉 犈犔犐犛犃（犃狀狋犻犵犲狀犆犪狆狋狌狉犲

犈犔犐犛犃，犃犆－犈犔犐犛犃）检测方法，用于检测临床样

品或鸡胚、细胞培养物中的禽流感病毒．

１ 材料与方法

１．１ 病毒、野外样品 来源于不同时间、不同禽类

的犎９犖２，犎５犖１亚型禽流感及新城疫（犖犇）、传染性

支气管炎（犐犅）、传染性喉气管炎（犐犔犜）、传染性法氏

囊病（犐犅犇）、减蛋综合症（犈犇犛－７６）、马立克氏病

（犕犇）病毒及鸡慢性呼吸道病（犕犌）病原，本实验室

分离、保存，由哈尔滨兽医研究所和本实验室鉴定，

并采用０．０５％～０．１％β－丙内酯灭活．野外样品为

自云南１６个地州（市）采集的８４２３份喉、气管组织

或拭子及１０份健康鸡喉、气管组织和拭子．

１．２ 试剂、酶标板及仪器 犎９犖２亚型禽流感病毒
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重组血凝素蛋白（经凝胶切割洗脱液洗脱纯化获得，

蛋白质量浓度为１．０μ犵／犿犔），犅犔２１大肠杆菌菌体裂

解物，本实验室制备、保存．犎９血凝抗原购自哈尔滨

兽医研究所．犘狉狅狋犲犻狀犃亲合层析柱购自美国犅犐犗－

犚犃犇公司．辣根过氧化物酶（犎犚犘）标记的羊抗鼠

犐犵犌，购自北京中杉金桥生物技术有限公司．犗犘犇底

物购自犛犐犌犕犃公司．高亲合性９６孔酶标板购自

犆狅狊狋犪狉公司．犈犿犪狓犜犕酶标仪购自美国分子设备有

限公司（犕狅犾犲犮狌犾犪狉犇犲狏犻犮犲狊犆狅狉狆狅狉犪狋犻狅狀）．４０６０紫外分

光光度计购自瑞典犘犺犪犿犪狉犮犻犪公司．

１．３ 包被抗体和检测抗体 包被抗体和检测抗体均由

本实验室按常规方法制备、保存．包被抗体采用抗

犎９犖２亚型禽流感病毒的鸡高免血清，经硫酸铵沉淀法

纯化，按常规测定血凝抑制效价后混合血清．检测抗体

采用抗犎９犖２亚型流感病毒血凝素亚型特异性单克隆

抗体，并采用犘狉狅狋犲犻狀犃亲合层析柱按试剂盒提供的操

作手册进行浓缩、纯化，紫外定量后，经直接犈犔犐犛犃检

测已知病毒和重组血凝素蛋白评价其特异性．

１．４ 抗原捕捉犈犔犐犛犃（犃犆－犈犔犐犛犃）

１．４．１ 试验程序 稀释后的包被抗体，按５０μ犔／孔

包被犈犔犐犛犃板，混匀后置湿盒密封４℃过夜或３７℃

振荡１犺，洗板，加抗原或待检样品２００μ犔／孔，３７℃振

荡孵育１犺，洗板，加稀释后的检测抗体５０μ犔／孔，３７

℃振荡孵育１犺，洗板，加稀释后的酶结合物５０

μ犔／孔，３７℃振荡１犺，洗板，加底物避光显色２０犿犻狀，２

犿狅犾／犔犎２犛犗４５０μ犔／孔终止，测定４９０狀犿光密度值．计

算犗犇４９０狀犿试验组与犗犇４９０狀犿阴性对照比值．

１．４．２ 各组分最佳工作浓度的确定 滴定包被抗

体、检测抗体、酶结合物、重组血凝素蛋白的浓度，

测定重组抗原阳性对照孔犗犇４９０狀犿在１．０～１．２之

间的各组分最高稀释浓度，优化犈犔犐犛犃反应条件，

以期提高检测敏感性和特异性．

１．５ 判定标准的确定 检测１０份健康鸡泄殖腔

试子样品，测定其犗犇４９０狀犿值，按统计学方法确定

犈犔犐犛犃的判定标准．

１．６ 敏感性试验 应用犃犆－犈犔犐犛犃检测已知禽

流感病毒，评价其覆盖率．选取１株犎９犖２，１株

犎５犖１亚型禽流感病毒及１株新城疫病毒自１∶２

倍比稀释至１∶４０９６，应用犃犆－犈犔犐犛犃和传统血

凝试验同步检测，评价其敏感性．

１．７ 特异性试验 应用犃犆－犈犔犐犛犃检测灭活后

的新城疫（犖犇）、传染性支气管炎（犐犅）、传染性喉气

管炎（犐犔犜）、传染性法氏囊病（犐犅犇）、减蛋综合症

（犈犇犛－７６）、马立克氏病（犕犇）病毒及鸡慢性呼吸

道病（犕犌）病原，评价其特异性．

１．８ 重复性和稳定性试验 固定样品，对同一批

次和３批不同批次的犃犆－犈犔犐犛犃试剂进行重复

检测，评价其重复性；对保存于４℃６个月的３批

不同批次的犃犆－犈犔犐犛犃试剂按月进行重复检测，

评价其稳定性．

１．９ 野外样品检测 检测自云南１６个地州（市）

采集灭活后的８４２３份喉、气管组织或拭子样品，

并与病毒分离结果比较，对其敏感性、特异性和应

用价值进行评价．

２ 结 果

２．１ 包被抗体和检测抗体浓度 硫酸铵沉淀法纯

化后的抗犎９犖２亚型流感病毒的鸡高免血清，血凝

抑制效价为２１１～２１２，作为包被抗体．犘狉狅狋犲犻狀犃亲

合层析柱纯化的犎９亚型特异性单克隆抗体，经紫

外定量，蛋白质量浓度为１．０３犵／犔．

２．２ 单克隆抗体特异性 单克隆抗体能与纯化后

的重组血凝素蛋白（图１）及来源于不同时间、不同

禽类的１８株犎９亚型禽流感病毒尿囊液 （犗犇４９０狀犿
值０．６８～１．２１）发生特异性反应，而与犎５犖１亚型

禽流感病毒（犗犇４９０狀犿值０．０４），新城疫（犗犇４９０狀犿值

０．０４）等相关病毒无交叉反应，详细结果见表１．提

示单克隆抗体针对犎９亚型禽流感病毒血凝素蛋

白中的共有表位，具有犎９亚型特异性．

图１ 单克隆抗体特异性分析
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表１ 抗原捕捉犈犔犐犛犃检测犎９亚型禽流感病毒结果

犜犪犫．１犎９狊狌犫狋狔狆犲犪狏犻犪狀犻狀犳犾狌犲狀狕犪狏犻狉狌狊狉犲狊狌犾狋狅犳犪狀狋犻犵犲狀犮犪狆狋狌狉犲犈犔犐犛犃

病毒编号 犎９－１ 犎９－２ 犎９－３ 犎９－４ 犎９－５ 犎９－６ 犎９－７ 犎９－８ 犎９－９ 犎９－１０

犗犇４９０狀犿值
０．６９±

０．００５

０．７３±

０．００５

０．７８±

０．００６

０．６８±

０．００５

０．７２±

０．００５

０．９５±

０．００７

０．８７±

０．００４

０．９４±

０．００３

０．７９±

０．００６

０．９７±


０．００５

病毒编号 犎９－１１ 犎９－１２ 犎９－１３ 犎９－１４ 犎９－１５ 犎９－１６ 犎９－１７ 犎９－１８ 阳性对照 阴性对照

犗犇４９０狀犿值
１．０５±

０．００４

１．０１±

０．００６

０．８８±

０．００７

０．７４±

０．００５

１．２１±

０．００５

０．９３±

０．００５

０．８２±

０．００４

０．９４±

０．００５

１．１３±

０．００４

０．０４±

０．００４

２．３ 最佳工作浓度的确定 当重组犎９蛋白作

１∶１０００倍稀释，包被抗体、检测抗体、酶结合物稀

释度分别为１∶３０００，１∶５００，１∶５００，阳性孔犗犇４９０狀犿
值达１．１１，菌体裂解物对照孔和阴性尿囊液对照

孔犗犇４９０狀犿值分别为０．０４，０．０５，且考虑到各组分

采用更高稀释度后，均引起阳性孔犗犇４９０狀犿值出现

３０％～４０％的下降，阴性对照孔无明显差异．因此

确定犃犆－犈犔犐犛犃包被抗体、检测抗体、酶结合物

最佳工作浓度分别为１∶３０００，１∶５００，１∶５００．

２．４ 判定标准的确定 检测１０份健康鸡泄殖腔

试子，根据统计学原理，样品犗犇４９０狀犿值＞阴性样

品犗犇４９０狀犿平均值＋３犛犇时，可以在９９．９％的水平

上判定为阳性．１０份阴性样品犗犇４９０狀犿平均值为

０．０６２（０．０４１～０．０８４），标准方差（犛犇）为０．０１６，

犗犇４９０狀犿值大于０．１１可判为阳性．为了便于基层判

定结果，确定犗犇４９０狀犿值大于０．１５，且犗犇４９０狀犿试验

组与 犗犇４９０狀犿阴性对照比值大于２，作为 犃犆－

犈犔犐犛犃阳性判定标准．

２．５ 敏感性和特异性试验 犃犆－犈犔犐犛犃检测１８

株犎９亚型禽流感病毒，结果均为阳性，其犗犇４９０狀犿
值０．６６～１．２３，阴性对照犗犇４９０狀犿值０．０５．提示

犃犆－犈犔犐犛犃能检测来源于不同时间、不同禽类的

禽流感病毒犎９亚型．

所检测的１株 犎９亚型病毒血凝价为２６

（１∶６４），１株犎５亚型和１株新城疫病毒血凝价病

毒均为２８（１∶２５６）．犎９亚型病毒作１∶２５６（２８）倍稀

释后，犃犆－犈犔犐犛犃检测犗犇４９０狀犿值为０．１６（阴性对

照犗犇４９０狀犿值为０．０５），呈阳性；１株犎５亚型病毒

和新城疫病毒检测结果为阴性（图２）．提示犃犆－

犈犔犐犛犃较传统血凝试验敏感４倍．

２．６ 特异性试验 犃犆－犈犔犐犛犃检测新城疫

（犖犇）、传染性支气管炎（犐犅）、传染性喉气管炎

（犐犔犜）、传染性法氏囊病（犐犅犇）、减蛋综合症（犈犇犛

－７６）、马立克氏病（犕犇）病毒及鸡慢性呼吸道病

（犕犌）病原均为阴性．表明犃犆－犈犔犐犛犃具有较高

的特异性（表２），与相关病原体无交叉反应．

２．７ 重复性和稳定性试验 犃犆－犈犔犐犛犃批内和

批间重复检测犗犇４９０狀犿值波动范围（变异系数）在

１．４６％～３．９８％之间，保存于４℃６个月的试剂重

复检测犗犇４９０狀犿值波动范围（变异系数）在１．９８％

～４．８７％之间，变异系数均小于５％．表明犃犆－

犈犔犐犛犃有良好的重复性和稳定性，整套试剂４℃

保存期６个月检测稳定性基本不变．

２．８ 野外样品检测 应用犎９犖２亚型特异性犃犆

－犈犔犐犛犃检测自云南１６个地州（市）采集的８４２３

份喉、气管组织或拭子样品，并与传统的病毒分离

鉴定结果比较，其敏感性、特异性和符合率详见表

３．

图２ 抗原捕捉犈犔犐犛犃敏感性和特异性分析

犉犻犵．２犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犪狀狋犻犵犲狀犮犪狆狋狌狉犲犈犔犐犛犃

９８第１期 宋建领等：禽流感病毒犎９亚型特异性抗原捕捉犈犔犐犛犃


检测方法的研究



表２ 抗原捕捉犈犔犐犛犃特异性分析

犜犪犫．２犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犪狀狋犻犵犲狀犮犪狆狋狌狉犲犈犔犐犛犃

相关禽类

病毒
犎５ 犖犇犞 犐犅犞 犐犔犜犞 犐犅犇犞 犈犇犛７６ 犕犇犞 犕犌

阳性

对照

阴性

对照

犗犇４９０狀犿值
０．０６±

０．００５

０．０５±

０．００５

０．０４±

０．００６

０．０５±

０．００７

０．０４±

０．００５

０．０５±

０．００４

０．０３±

０．００５

０．０５±

０．００７

１．１１±

０．００６

０．０４±

０．００６

表３ 犃犆－犈犔犐犛犃对野外样品检测的特异性、敏感性及符合率分析

犜犪犫．３犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔，狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔犪狀犱犮狅犻狀犮犻犱犲狀犮犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犃犆－犈犔犐犃犻狀犮犾犻狀犻犮犪犾狋犻狊狊狌犲狊犪犿狆犾犲狊

方法 阳性／例 阴性／例 敏感性／％ 特异性／％ 符合率／％

病毒分离 １５ ８４０８

犃犆－犈犔犐犛犃 １４ ８４０９ ９３．３ １００ ９６．５

３ 讨 论

（１）犎５犖１高致病性禽流感的发生和危害，以

及对人类健康的威胁引起各国广泛重视．犎９犖２亚

型的发生和危害同样应该给予高度重视，因为

犎９犖２亚型不仅流行于全世界，而且可以感染人

类．１９９４年，陈伯伦等
［９］报道广东的某些鸡场发生

犎９犖２亚型禽流感病毒以来，陈福勇、付朝刚、唐秀

英等［１０，１１］也相继介绍了我国从病鸡、鸭、鹌鹑体内

分离到多株犎９犖２亚型禽流感病毒和发病情况，从

我国部分养鸡场的禽流感调查，说明犎９亚型禽流

感在我国广大地区存在，是我国禽流感的主要流行

亚型，同时给我国的养禽业造成巨大的经济损失．

（２）禽类呼吸道疾病仍然是当前困扰和制约

我国养禽业发展的重要问题之一，如新城疫、禽流

感、传染性支气管炎、传染性喉气管炎、传染性鼻

炎、慢性呼吸道病等，由于缺乏特征性临床症状和

病理剖检变化，确诊依赖实验室诊断［１，２］．血清抗

体检测无法区分野毒感染和疫苗免疫动物，不能实

时反应疫病分布、流行、传播动态，病毒分离鉴定周

期长、成本高、需要在生物安全实验室或国家指定

研究机构进行，犚犜－犘犆犚依赖特定的设备、良好的

实验室条件和高素质的技术人员，难以在疫区和基

层推广应用．快速、有效的抗原诊断技术已成为急

需研究建立的关键技术．

（３）国外已有采用抗原捕捉犈犔犐犛犃检测流感

病毒抗原的报道［２，４］，近几年建立的犈犔犐犛犃方法

主要是用于检测禽流感抗体［５～７］，肖运才等采用

鸡、兔高免血清建立夹心犈犔犐犛犃检测禽流感病毒

取得一定进展［８］，但存在正常鸡胚组织或尿囊液

的本底干扰．本研究采用高纯度的特异性抗犎９犖２

亚型禽流感病毒的鸡高免多克隆抗体，具有广泛的

捕获待检样品中犎９亚型病毒的作用，而检测抗体

采用抗犎９亚型流感病毒血凝素特异性单克隆抗

体，具有犎９亚型特异性，既可以特异检测犎９亚型

禽流感病毒，又可以排除正常鸡胚组织或尿囊液的

本底干扰．本研究建立的抗原捕捉犈犔犐犛犃，用于检

测临床样品及鸡胚组织、细胞培养物中的犎９亚型

禽流感病毒，是可行的．

（４）犎９亚型抗原捕捉犈犔犐犛犃检测滴度较传

统血凝滴度高４倍以上，且与禽流感病毒犎５、新城

疫等相关病毒无交叉反应，能检测本实验室不同时

期自不同禽类分离获得的所有犎９亚型禽流感病

毒，野外样品检测结果与病毒分离结果基本一致，

具有良好的重复性和稳定性，４～５犺可获得结果，

加之其检测对象为灭活后的病毒样品，表明所建立

的抗原捕捉犈犔犐犛犃具有快速、简便、经济、安全、敏

感、特异的优点，在预防和控制禽流感中有一定应

用价值．由于受实验条件和有关规定的限制，未能

采用其它亚型病毒对所建立的犎９亚型抗原捕捉

犈犔犐犛犃的特异性进行评价．
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