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禽流感病毒型及亚型特异性免疫酶染色技术的研究
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摘要:在获得禽流感病毒型及亚型特异性单克隆抗体的基础上,研究建立型及亚型特异性免疫酶染色技术,

用于检测或鉴定禽流感病毒.优化反应条件, 确定单克隆抗体及辣根过氧化物酶标记二抗的最佳工作浓度, 进行

敏感性、特异性、重复性及稳定性分析,并与病毒分离鉴定比较. 结果表明该方法敏感、特异, 具有良好的重复性

和稳定性,可用于检测临床组织样品、鸡胚及细胞培养物中的禽流感病毒.
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  禽流感是由 A型流感病毒引起的一种禽类的

感染和疾病综合征
[ 1]

. 高致病性禽流感是由部分

H5,H7亚型禽流感病毒引起, 主要侵袭家禽、野

禽,引起高发病率、高死亡率的烈性传染病,并可感

染人、马、猪[ 2] .目前H5N1亚型高致病性禽流感在

全球呈蔓延趋势,引起数以亿计的家禽及野生鸟类

发病、死亡或被扑杀. 禽流感病毒( Avian inf luen-

z a v ir us, AIV)属于正粘病毒科( Orthomyxoviridae)

流感病毒属( I nf luenz a vi rus ) A 型流感病毒( In-

f luenza typ e A vi ruses)成员,病毒粒子表面分布密

集的钉状物或突起物, 包含血凝素和神经氨酸酶.

其抗原性差异确定病毒亚型的划分, 目前已知 HA

共有 16种亚型( H1, H16)
[ 3]

, NA 共有 9 种亚型

( N1, N9) .禽流感病毒感染后引起的临床症状和病

理变化, 因感染禽的种类、年龄、免疫状况、继发或

混合感染情况、病程长短及感染毒株的毒力等不同

而表现不一致, 缺乏特征性症状和病理剖检变化,

易与新城疫、传染性支气管炎、传染性喉气管炎、传

染性法氏囊病、及鸡慢性呼吸道病等疫病相混淆,

因此禽流感确诊必须依赖实验室诊断
[ 4, 5]

. 免疫酶

技术具有特异性强、敏感性高、速度快、不需要特殊

设备、安全的优点, 在疫病诊断中发挥重要作

用[ 6~ 8] .在获得禽流感病毒型及H5N1, H9N2亚型

特异性单克隆抗体的基础上,分别建立了禽流感病

毒的免疫荧光和 ELISA 检测方法[ 9~ 11] .本文研究

建立 A 型及 H5N1, H9N2 亚型特异性免疫酶染色

技术,用于检测和鉴定临诊组织样品、鸡胚及细胞

培养物中的流感病毒及 H5N1, H9N2 亚型禽流感

病毒.

1  材料与方法

111  病毒、野外样品  来源于不同时间、不同禽类

的H5N1, H9N2 等亚型禽流感病毒 45 株 (其中

H5N1 亚型 36 株、H9N2亚型 6 株, 非 H5, H7, H9

亚型 3株)及新城疫( ND)、传染性支气管炎( IB)、

传染性喉气管炎( ILT)、传染性法氏囊病( IBD)、减

蛋综合症( EDS- 76)、马立克氏病( MD)病毒及鸡

慢性呼吸道病( MG)病原, 本实验室鉴定、保存. 野

外样品为自云南 16 个地州 (市)采集的 3 000 份

喉、气管组织或拭子及 10份健康鸡喉、气管组织和
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拭子.

112  主要试剂及器材  Protein A, Protein G 磁性

珠购自 New England BioLabs公司. 辣根过氧化物

酶( HRP)标记的羊抗鼠 IgG,购自北京中杉金桥生

物技术有限公司. 3- 氨基- 9- 乙基咔唑( AEC)底

物购自 SIGMA公司. 96孔平底细胞培养板购自美

国 BECT ION DICKINSON公司.

113  单克隆抗体  A 型及 H5N1, H9N2亚型特异

性单克隆抗体, 均由本实验室制备、保存, 并采用

Protein A, Protein G 磁性珠按抗体纯化试剂盒提

供的操作手册进行浓缩、纯化, 紫外定量后, - 20

e 保存备用.

114  免疫酶染色技术

11411  待检样品处理  
(1) 组织触片或压印片  取新鲜组织样品,剪开

后用滤纸将切面液体吸干,用镊子取洁净盖玻片通过

酒精灯火焰后,轻压组织切面,室温晾干或吹干.

( 2) 单层细胞  取无菌 96孔平底细胞培养板,

每孔加 100LL MDCK细胞悬液(细胞浓度 215 @ 105

mL- 1) ,置37 e , 5% CO2 培养箱中培养 24~ 48 h,

于倒置显微镜下观察形成单层细胞,移弃细胞培养

液,取待检组织上清液,按每孔 50 LL 接种单层细

胞,每个样品 2孔,置 37 e , 5% CO2 培养箱中孵育

30min,移弃组织上清液,按每孔 200 LL 加新鲜细胞

维持液,置 37 e , 5% CO2 培养箱中培养 24~ 48 h.

或将待检组织上清液按 10%与 MDCK细胞悬液(细

胞浓度215 @ 105 mL- 1)混合,按每孔 100LL,每个样

品 2孔,加至无菌 96孔平底细胞培养板, 置 37 e ,

5% CO2培养箱中培养 24~ 48 h.同时设阳性对照和

健康鸡样品阴性对照.

11412  试验程序  将临诊组织触片在 3%甲醛中

浸泡 10 min,或将 96孔细胞培养板中培养液移弃,

按每孔 300 LL 加 3%甲醛, 室温固定 10 min. 用

PBST 浸洗 5次, 每片加入 150LL(或 50 LL/孔)稀

释后的禽流感型特异或亚型特异性单克隆抗体,置

于湿盒中 37 e 孵育 30 m in.用 PBST 浸洗 3 次,每

片加入 150 LL(或 50 LL/孔)稀释后的 HRP 标记

的山羊抗鼠 IgG 二抗, 置于湿盒中 37 e 孵育 30

min.用 PBST 浸洗 3 次, 每片加入 300 LL(或 100

LL/孔) AEC底物(称取 20 mg AEC,用 6 mL 二甲

基亚砜溶解后, 加至 50 mL pH610的醋酸盐缓冲
液中,再加 40LL 30% H2O2) , 室温静置 30 min,弃

去底物,每孔加入 100 LL PBS 液,置倒置显微镜下

观察.

11413  结果判定  阳性对照和阴性对照成立的前

提下, 5个以上细胞胞浆或核内存在棕红色沉淀为

阳性,表明检测样品中存在 A 型、H5N1 或 H9N2

亚型禽流感病毒.

11414  各组份最佳工作浓度的确定  滴定单克隆

抗体、HRP 标记二抗的工作浓度,确定获得特异性

染色的高稀释浓度, 优化免疫酶染色反应条件, 以

期提高检测敏感性和特异性.

115  敏感性试验  应用免疫酶染色检测已知禽流

感病毒, 评价其覆盖率. 选取 2 株 H5N1、2 株

H9N2亚型禽流感病毒及 1株新城疫病毒,自 10- 2

稀释到 10- 7, 应用免疫酶染色(每个稀释度 8孔)

和鸡胚接种分离(每个稀释度 5个鸡胚)同步检测,

评价其敏感性.

116  特异性试验  应用免疫酶染色检测新城疫

(ND)、传染性支气管炎 ( IB )、传染性喉气管炎

( ILT)、传染性法氏囊病( IBD)、减蛋综合症( EDS

- 76)、马立克氏病( MD)病毒及鸡慢性呼吸道病

( MG)病原,评价其特异性.

117  重复性和稳定性试验  固定样品, 对同一批

次和 3批不同批次的免疫酶染色试剂进行重复检

测,评价其重复性; 对保存于 4 e 6个月的 3批不

同批次的免疫酶染色试剂按月进行重复检测,评价

其稳定性.

118  野外样品检测  检测自云南 16个地州(市)

采集的 3 000 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,对其敏感性、特异性

和应用价值进行评价.

2  结  果

211  单克隆抗体浓度  Protein A, Protein G磁珠

纯化的 A型及 H5N1, H9N2亚型特异性单克隆抗

体, 经紫外定量,蛋白质量浓度为 1117, 1163, 1134
g/ L .

212  最佳工作浓度的确定  随机选取 H5N1,

H9N2, ND毒株各 1 株, 将 A 型及 H5, H9 亚型特

异性单克隆抗体和 HRP 标记二抗体分别作 1B

500, 1B1 000, 1B2 000, 1B4 000稀释, 进行 16种组

合后进行免疫酶染色试验, 详细结果见表 1~ 3. 确

定单克隆抗体及二抗的最佳工作稀释度为: A型单

克隆抗体为 1B2 000, H5及 H9亚型特异性单克隆

抗体均为 1B1 000, HRP 标记二抗体为 1B1 000.
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表 1 A型单克隆抗体及二抗抗体稀释度筛选结果

Tab11  Screening results of avian influenza A type monoclonal antibody and HRP- labeled seconed ant ibody

二抗体稀释度
H5 H9 ND

1B500 1B1 000 1B2 000 1B4 000 1B500 1B1 000 1B2 000 1B4 000 1B500 1B1 000 1B2 000 1B4 000

1B500 + + + + / - + + + + / - - - - -

1B1 000 + + + + / - + + + - - - - -

1B2 000 + / - + / - + / - - + / - + / - + / - - - - - -

1B4 000 - - - - - - - - - - - -

  + :阳性; + / - : 可疑; - : 阴性

表 2 H5 亚型单克隆抗体及二抗抗体稀释度筛选结果

Tab1 2 Screening r esults of avian influenza H5 subtype monoclonal antibody and HRP- labeled seconed antibody

二抗体稀释度
H5 H9 ND

1B500 1B1 000 1B2 000 1B4 000 1B500 1B1 000 1B2 000 1B4 000 1B500 1B1 000 1B2 000 1B4 000

1B500 + + + / - - - - - - - - - -

1B1 000 + + + / - - - - - - - - - -

1B2 000 + / - - - - - - - - - - - -

1B4 000 - - - - - - - - - - - -

  + :阳性; + / - : 可疑; - : 阴性

表 3 H9 亚型单克隆抗体及二抗抗体稀释度筛选结果

Tab13  Screening results of avian influenza H9 subtype monoclonal antibody and HRP- labeled seconed antibody

二抗体稀释度
H5 H9 ND

1B500 1B1 000 1B2 000 1B4 000 1B500 1B1 000 1B2 000 1B4 000 1B500 1B1 000 1B2 000 1B4 000

1B500 - - - - + + + / - - - - - -

1B1 000 - - - - + + - - - - - -

1B2 000 - - - - + / - + / - - - - - - -

1B4 000 - - - - - - - - - - - -

  + :阳性; + / - : 可疑; - : 阴性

213  免疫酶染色试验的敏感性
21311  免疫酶染色试验的覆盖率  应用所建立的

A型及H5, H9亚型特异性免疫酶染色试验,检测

2002~ 2006年不同时间、不同禽类的禽流感病毒

45株(其中 H5N1 亚型 36 株, H9N2亚型 6株,非

H5,H7, H9 亚型 3株) , 结果发现型特异性免疫酶

染色试验对 45株禽流感病毒均呈阳性反应. H5亚

型特异性免疫酶染色试验对 36株 H5N1亚型禽流

感病毒均呈阳性反应, 与其它 9株病毒呈阴性反

应.而 H9 亚型特异性免疫酶染色试验对 6 株

H9N2亚型禽流感病毒均呈阳性反应, 与其它 39

株病毒呈阴性反应. 表明所建立的免疫酶染色试验

具有较好的覆盖率和特异性.

21312  免疫酶染色试验的敏感度  选取 5株病毒

自10
- 2
稀释到10

- 7
,应用免疫酶染色(每个稀释度

8孔)和鸡胚接种分离(每个稀释度 5个鸡胚)同步

检测,结果发现:单层细胞法与鸡胚接种分离敏感

性相似(表 4) ,经统计学分析无显著差异.

214  免疫酶染色试验的特异性  应用 A 型及

H5,H9亚型特异性免疫酶染色检测新城疫( ND)、

传染性支气管炎( IB)、传染性喉气管炎( ILT )、传

染性法氏囊病( IBD)、减蛋综合症( EDS- 76)、马立

克氏病( MD)病毒及鸡慢性呼吸道病( MG)病原,

结果均为阴性(表 5) ,表明 A 型及H5, H9亚型特

异性免疫酶染色具有特异性.

215  重复性和稳定性试验  对同 1批次和 3批不

同批次的免疫酶染色试剂进行重复检测,检测结果

一致;保存于 4 e 6个月的 3批不同批次的免疫酶

染色试剂按月进行重复检测,检测结果一致. 表明

免疫酶染色试验有良好的重复性和稳定性,整套试
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剂 4 e 保存期大于 6个月.

216  野外样品检测  应用 A 型及H5, H9亚型特

异性免疫酶染色检测自云南 16个地州(市)采集的

3 000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 6.

表 4  免疫酶染色试验敏感度分析

Tab1 4 Sensit ivity analysis of immunoper oxidase staining assay

毒株 病毒亚型
病毒分离

( 100LL ) / ID50

免疫酶染色(单层细胞法, 100LL ) / ID50

A型 H5亚型 H9 亚型

ACKK00104 H5N1 1051 6 10513 10513 -

ACKYN0505 H5N1 1051 8 10518 10516 -

ACKYNXIE199 H9N2 1041 4 10416 - 1041 4

ACKYN0100 H9N2 10
41 3

10
415 - 10

41 6

F 48E9 新城疫病毒 105 - - -

表 5  免疫酶染色试验特异性分析

Tab1 5 Specificity analysis of immunoperox idase staining assay

相关禽类病毒 NDV IBV ILTV IBDV EDS76 MDV MG 阳性对照 阴性对照

型特异免疫酶染色 - - - - - - - + -

H5 亚型特异免疫酶染色 - - - - - - - + -

H9 亚型特异免疫酶染色 - - - - - - - + -

表 6  免疫酶染色对野外样品检测的特异性、敏感性及符合率分析

Tab1 6 Specificity, sensitiv ity and coincidence analysis of immunoperox idase assay in clinical t issue samples

阳性 阴性 敏感性/ % 特异性/ % 符合率/ %

病毒分离 377 2 623

免疫酶染色

触片法

A 73/ 80 87/ 80 9113 100 951 4

H5 59/ 65 101/ 95 9018 100 921 1

H9 14/ 15 146/ 145 9313 100 961 2

细胞法

A 372/ 377 2 628/ 2 623 9817 100 991 2

H5 341/ 347 2 659/ 2 653 9813 100 99

H9 15/ 15 1985/ 1985 100 100 100

3  讨  论

( 1) 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、慢性呼吸道

病等,由于彼此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. 我国禽流感病毒仅发现

H5N1,H5N2(台湾) , H9N2亚型毒株,鉴于禽流感

感染动物数量及种类众多, 加之疫苗的大面积使

用,且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, RT - PCR 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,严重并将长期制约我

国禽流感的防制进程. 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.

( 2) 本研究采用特异性单克隆抗体, 建立 A型

及H5, H9亚型特异性免疫酶染色试验,可排除正

常鸡胚组织及临床症状和病理剖检相似疫病病原

的干扰,用于检测临床组织样品及鸡胚组织、细胞

培养物中的禽流感病毒,是可行的.

( 3) 免疫酶染色试验触片法对病毒分离阳性

的野外样品组织 80份进行检测, A型及 H5, H9亚

型敏感性分别为 9113% ( 73/ 80) , 9018% ( 59/ 65)

和 9313%( 14/ 15) ,敏感性较病毒分离和单层细胞

法低,但约 2 h 可获得检测结果.单层细胞法敏感

性与病毒分离一致, 48 h可获得检测结果. 加 1 块
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96孔细胞培养板可同时进行 44 份样品的检测,不

需要特殊设备, 且与新城疫等相关病毒无交叉反

应,能检测或鉴定不同时期自不同禽类分离获得的

所有 H5N1, H9N2亚型禽流感病毒,野外样品检测

结果与鸡胚病毒分离鉴定结果符合率在 99%以

上,具有良好的重复性和稳定性. 表明所建立的免

疫酶染色试验具有快速、简便、经济、安全、敏感、特

异的优点, 在预防、控制、净化、根除禽流感中有一

定应用价值.

( 4) 由于受实验条件和有关规定的限制, 未能

采用其它亚型流感病毒对免疫酶染色试验的特异

性、敏感性进行评价, 但考虑到所建立的免疫酶染

色试验能检测不同时期来源于不同禽类的禽流感

病毒分离物.能直接检测临床组织样品, 其结果与

病毒分离鉴定结果基本一致. 我国及东南亚目前存

在的高致病性禽流感病毒为 H5N1亚型, H9N2亚

型病毒在我国广泛分布.因此,该方法仍可作为禽

流感病毒鉴定和快速诊断的有效方法.
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Developmentof type and subtype- specific immunoperox idase

staining techniques for detection of av ian inf luenz a v irus
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Abstract: Based on obtaining avian influenza type and subtype- specific monoclonal ant ibody, the type

and subtype specif ic immunoperox idase staining techniques w ere developed for detect ion of avian inf luenza

v irus. The react ive condit ion and the w orking t iters of monoclonal ant ibodies and HRP- labeled second ant-i

body were opt imized, and the assay sensit ivity, specificity, repeatability, stability w ere analyzed and com-

pared w ith virus isolation and ident if icat ion. T he results indicated that immunoperoxidase staining techniques

w ere sensitive, specif ic, w ith high repeatability and stability for detection of avian inf luenz a vir us in clinical

tissue samples, embryo and cell culture t issues.

Key words: avian inf luenza virus; type- specif ic; subtype- specific; immunoperoxidase staining
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