
0 引言

猪流行性腹泻（Porcine Epidemic Diahorrea，PED）

是由猪流行性腹泻病毒(PEDV)引起猪呕吐、腹泻和脱

水为主要临床症状特征的猪肠道传染病[1-2]。中国从

1976年开始就陆续有PED的报道[3-,4]。该病己成为重

要的猪病毒性腹泻病之一。由于 PED与猪传染性胃

肠炎（Transmissible gastroenteritis，TGE）在流行病学、

临床症状、病理剖检等变化上非常相似，这给该病的快

速诊断带来了一定困难，尚需结合试验室诊断方法进

行确诊。目前主要的实验室诊断方法有免疫电镜法

(IEM)、免疫荧光法 (IF)、微量血清中和试验、ELISA

法、RT-PCR法等。其中除RT-PCR方法外其它诊断方

法多以全病毒制备的抗原或抗体作为基础的诊断试

剂。另外，由于PEDV适应细胞培养难度高而且以病
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摘 要：为建立一种高效、经济、简便适用于基层防疫检疫人员使用的猪流行性腹泻(PED)疾病的检测方

法，参考已知的胶体金免疫层析法(GICA)工作原理基础之上，将葡萄球菌蛋白A(SPA)进胶体金标记作

为指示介质，将基因工程表达PEDV M蛋白抗原和自制的抗SPA多抗血清包被硝酸纤维素膜(NCM) 分

别作为检测线和质控线，由此制成一种检测PEDV血清抗体的快速诊断试纸。其特异性、敏感性试验与

ELISA进行比较。结果表明该GICA与参考检测方法ELISA具有相近的灵敏度，在二者检测的75份临

床样本中有65份共同检测为阳性结果，7份共同检测为阴性结果，其符合率达96%。说明该GICA检测

技术的建立为检测PEDV抗体提供了一种快速简便的方法。
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Abstract: To establish a highly efficient, cost-effective and handily detection method for the diagnosis of
porcine epidemic diarrhea. Based on the well known working principle of Gold-Immunochromatography Assay
(GICA), a batch of in-house GICA test strips were made by assembling the following elements, which were
included the protein SPA labeled with HAuCl4 as indicating reagent as well as the recombinant PEDV M
protein and multiple anti-SPA serum coated onto the NC membrane as detective line and control line
respectively. Compared with the reference ELISA method, the established GICA shared the similar test
sensitivity. Especially, the clinical test agreement rate of both methods reached 96%, which was calculated by
the sum percent of positive (65) and negative (7) samples among total 75 clinical samples. This GICA method
provided the most rapid and convenient means for detection of PEDV infection in field.
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毒制备的抗原存在潜在的排散危险，因而目前常规诊

断 PED的诊断试剂只限于实验室中而未能适用于临

床实践[5-7]。自Faulk和Taytor在1971年首先将胶体金

引入免疫学以来，经过不断的技术革新改进现已发展

成为一种成熟的被广泛应用于生物医学各领域的新方

法，即胶体金免疫层析诊断法(Gold-Immunochromato-

graphy Assay, GICA)[8]。近年来中国的食品安全问题

(如药残、食品添加剂)日益复杂，在控制食品供应源头

上如畜禽疾病的诊断监测环节，目前急需一大批具有

灵敏、快速、简便、经济等优点且适合于广大基层检疫

人员操作的快速检测手段。免疫胶体金技术虽然起步

晚但作为免疫标记技术的后起之秀完全满足以上提到

这些优点，现已不仅仅局限于人类的疾病、孕情、毒品

等方面的检测应用，在畜禽疾病诊断疫情监测方面亦

具有巨大的发展潜力和应用前景[9]。目前国内尚未有

关于应用该技术进行PED诊断的报道，所以针对PED

免疫胶体金抗体检测技术进行探索，并以辽宁地方猪

场为小范围试点进行初步应用研究将具有重要的示范

作用和实用价值。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 抗原与血清抗体 PEDV膜蛋白(M蛋白)表达抗

原按之前报道方法制备[10]。病毒血清：猪流行性腹泻

病毒（PEDV）阳性血清、猪传染性胃肠炎病毒 (

TGEV ) 阳性血清、猪轮状病毒(PRoV )阳性血清、伪狂

犬病毒(PRV)阳性血清、猪细小病毒( PPV)阳性血清，

均为参照样品。以自制的金黄色葡萄菌蛋白A (SPA)

阳性高免血清作为质控血清。

1.1.2 试剂 胶体金标试纸成套材料均购自上海金标生

物科技有限公司产品；金黄色葡萄菌蛋白A (SPA)为

Sigma 公司产品；牛血清白蛋白（BSA）和 Tris 均为

Amresco产品。辣根过氧化物酶标记的羊抗猪 IgG为

北京中杉金桥生物技术有限公司产品。

1.1.3 临床抽检样品 2010年4月份从锦州的三个规模

化猪场共采集了75份产前母猪血液样品，按免疫情况

进行编号统计，分离血清于-20℃保存备用。

1.2 方法

1.2.1 SPA 胶体金标记物的制备 将氯化金配制成

0.01%水溶液，取100 mL煮沸 2 min后，边搅拌边加入

柠檬酸三钠(1%) 2 mL，煮沸至溶液颜色变成酒红色，

冷却后加入双蒸水恢复到原体积，用 0.2 mol/L K2CO3

调至pH值至5.6，加入0.5 mg SPA 混匀结合，室温作用

20 min，再加入 Tris-HCl (pH 8.0，20 mmol/L )配制的

BSA使终浓度为 1%，4℃放置 2 h后。经两次超速离

心、过滤纯化后的SPA金标产物置于4℃保存[11-12]。

1.2.2 硝酸纤维膜(NCM)的处理 将质控血清、重组表

达M蛋白抗原倍比稀释到适宜浓度用自制微量加样

笔依次间隔 4 mm在NCM上划线，分别作为质控线、

检测线，37℃干燥后于 3% BSA PBS溶液中 37℃封闭

15 min，再次干燥后备用。

1.2.3 胶体金检测试纸的制备 将包被有SPA胶体金标

记物的玻璃纤维(金标垫)、NCM、吸水滤纸分别固定在

粘性 PVC板上，依次作为加样垫、检测反应板、吸收

垫。然后裁剪成3~4 mm宽的试纸条。

1.2.4 重复性检测与判定标准 将待检血清混入配制好

的 SPA金标溶液中，取 100 μL加样，10 min内观察结

果，若出现两条紫红色线，则判为阳性结果；若只有质

控线出现紫色则为阴性；若质控线不显色则表明试验

无效。重复试验以每批3次进行。

1.2.5 特异性检验 分别将 PEDV、TGEV、PRoV、PRV

和 PPV阳性血清混入配制好的 SPA金标溶液中进行

特异性检测。

1.2.6 敏感性检验 将 PEDV高免血清倍比稀释后，同

时进行GICA和ELISA检测比较[13]。

1.2.7 临床样品检测 应用免疫胶体金试纸条对从当地

猪场采集的血清样品进行 GICA 和 ELISA 检测比

较[13]。

2 结果与分析

2.1 各工作液参数的确定

NCM 上检测线 M 蛋白的包被最佳浓度为

15 μg/mL，质控线质控血清包被最佳浓度为 20 μg/mL

(1:200 稀释）；氯金酸溶液 pH 值根据 SPA 等电点

PI＋0.5确定为5.6[14]；金标垫上SPA胶体金标记物的包

被浓度为5 μg/mL。

2.2 重复性试验结果

取 PEDV阳性血清和正常血清各 3份，分别进行

稀释加样，每份样品重复检测三次。阳性血清点样结

果均为阳性，而正常血清均为阴性，证明重复性良好。

2.3 特异性试验结果

用TGEV、PRoV、PRV和PPV阳性血清进行GICA

检测均为阴性，而PEDV阳性血清和PEDV M蛋白血

清的检测结果均为阳性，证明该检测试纸特异性良好

与其它腹泻病毒阳性血清无交叉反应，可以进行下一

步的测试。

2.4 灵敏度检测结果

将PEDV阳性高免血清倍比稀释，同时进行间接

ELISA 和 GICA 检测，二者最低检出量均在 1:（640~

1280）范围内，证明敏感性相近（见表1）。
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2.5 临床样品检测结果

将采集的 75 份猪血液样品进行 GICA 和 ELISA

检测比较结果见表2，两种方法检测的PEDV血清抗体

阳性率分别为 88.0%和 89.3%。以 ELISA 方法为参

考，，两种方法的符合率达 96%，GICA方法的特异性

与敏感性分别为87.5%和97%，证明GICA检测结果可

靠。

3 讨论

仔猪病毒性腹泻呈属世界范围流行，严重危害养

猪业发展。据报道中国仔猪腹泻死亡率达 40%以上，

而PED就是重要“祸首”之一[15]。由于缺少可用的简便

快速的诊断方法，基层兽医人员仅凭临床经验很难对

临床症状和病理特征相近的腹泻性疾病进行鉴别诊

断, 所以容易导致误诊进而防治不当。国内外报道的

有关PED病原的诊断与PED血清抗体的检测方法几

乎都是基于体内或体外增殖手段获得的天然病毒粒子

为基础或利用RT-PCR方法[16]。但由于分离提取病毒

需要一定的专业条件且耗时长不便于基层人员掌握和

使用，因而限制了这些方法的推广使用。近年来，基因

工程重组技术和免疫胶体金标记技术的不断成熟发

展，使 PED、TGE等腹泻性疾病的快速诊断试剂的研

制与开发成为了可能。为此，辽宁医学院畜牧兽医学

院重点实验室据自身已有的PEDV M蛋白的系统研究

基础，建立了针对 PEDV血清抗体检测的GICA方法

并进行了初步临床应用研究。试验结果表明GICA具

有准确、快速、简便的的优点。与ELISA参考方法相

比，二者临床检测结果符合率达 96%。而且该试验所

需原料均已商品化，容易制成试剂盒用于PED临床监

测和诊断。虽然目前只能进行定性检测，但临床应用

试验结果表明该方法完全可以作为辅助诊断工具用于

腹泻疾病的初筛和免疫水平的监测。这为广大畜主养

殖的技术水平的提高，养殖经济的发展提供了一种有

利技术保障。另外，在临床检测的75份产前母猪血清

样品中 PEDV血清抗体阳性率达 88.0%~89.3%，说明

仍有 10%以上免疫空白猪只未得到保护，提示猪场应

该提高猪只的免疫密度做好日常防控工作。
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表1 ELISA与 GICA灵敏度检测比较结果

注：“++++、+++、++、+”分别代表强阳性、阳性、弱阳性、疑似，“-”

代表阴性；ELISA结果判定域值为S/N≥2.1为阳性，其它为阴性; N为阴

性对照，P为阳性对照。

GICA

阳性(+)

阴性(-)

合计

ELISA

阳性(+)

86.7% (65/75)A

2.7% (2/75)

89.3% (67/75)

阴性(-)

1.3% (1/75)

9.3% (7/75)A

10.7% (8/75)

合计

88.0% (66/75)

12.0% (9/75)

100% (75/75)

表2 对采集猪血清样品进行GICA和ELISA临床检测比较

注：以ELISA方法为参考，两种方法的符合率为共同检出的阳性

与阴性结果的百分比之和为86.7%+9.3%=96%；GICA方法的特异性＝

100×(GICA 阴性检测结果)/(合计的 ELISA 阴性结果)，敏感性=100×

(GICA阳性结果)/(合计的ELISA阳性结果)。
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