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猪嗜血支原体酶标单抗阻断犈犔犐犛犃检测方法

的建立
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摘　要：为确定猪嗜血支原体（犕．狊狌犻狊）在临床的感染情况和进行流行病学调查提供检测方法，本研究以纯化的猪

嗜血支原体重组 ＭＳＧ１蛋白和辣根过氧化酶标记的 ＭＳＧ１蛋白单抗建立了检测猪嗜血支原体的阻断ＥＬＩＳＡ方

法。经筛选确定，抗原最佳包被浓度为０．５μｇ·ｍＬ
－１，待检血清最佳稀释度为１∶１，作用时间为３７℃１．５ｈ，酶标

单抗最佳稀释度为１∶１００００，作用时间为３７℃１ｈ。通过对１００份犕．狊狌犻狊阴性血清阻断ＥＬＩＳＡ检测结果进行

统计学分析，确定本方法的判定标准为当阻断率ＰＩ≥２３．７１％时判为阳性，ＰＩ≤３６．３５％时判为阴性，２３．７１％ ＜ ＰＩ

＜３６．３６％时判为可疑。敏感性、特异性和重复性试验证明该检测方法敏感性高、特异性强、可重复性好，可用于

犕．狊狌犻狊流行病学调查和疾病诊断。
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　　猪嗜血支原体（犕狔犮狅狆犾犪狊犿犪狊狌犻狊）即猪附红细

胞体（犈狆犲狉狔狋犺狉狅狕狅狅狀狊狌犻狊），可引起猪附红细胞体病

（Ｅｐｅｒｙｔｈｒｏｚｏｏｎｏｓｉｓ）。该病在世界范围内广泛存

在，临床主要表现为贫血、黄疸、发热等，常与其它病
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原混合感染，发病率低但死亡率高，病愈后的猪可终

生携带病原，给养猪业造成了巨大的经济损失［１］。

根据对猪附红细胞体基因序列（１６ＳｒＲＮＡ）的

分析［２］，现在国际上已经将猪附红细胞体归类于支

原体目支原体属，并更名为猪嗜血支原体（犆犪狀犱犻

犱犪狋狌狊犕狔犮狅狆犾犪狊犿犪犺犪犲犿狅狊狌犻狊）。由于该病原在体

外尚无成熟的培养方法，使其病原学的研究受到了

极大限制。２００６年Ｈｏｅｌｚｌｅ等用试验感染猪的阳性

血清捕捉到猪嗜血支原体的８种特异性抗原蛋

白［４］，其中的 ＭＳＧ１（犕．狊狌犻狊ＧＡＰＤＨｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ

１）蛋白能够介导猪嗜血支原体与宿主红细胞的黏附

作用，且具有糖酵解活性，与病原感染过程的葡萄糖

降解相关［５］。该蛋白很可能是诱发宿主红细胞变

形，进而导致患病猪贫血、低血糖的因素之一。作为

猪嗜血支原体的关键致病蛋白之一，ＭＳＧ１蛋白目

前已成为研究热点。２００７年 Ｈｏｅｌｚｌｅ等对 ＭＳＧ１

蛋白进行了重组表达，并用重组蛋白免疫猪，发现它

能够诱导猪体产生强烈的免疫应答，证明了 ＭＳＧ１

蛋白具有良好的抗原性［６］。

目前已报道的犕．狊狌犻狊血清抗体检测的方法主

要包括补体结合试验、间接血凝试验和酶联免疫吸

附试验（ＥＬＩＳＡ）
［３］，其中 ＥＬＩＳＡ 方法具有操作简

便、敏感性高、一次检测样本多、易标准化等特点，已

成为常规诊断试剂的首选。由于猪嗜血支原体尚无

成熟的体外培养方法，使抗原的来源受到限制，而利

用基因工程方法表达重组蛋白可解决抗原来源困难

的问题。Ｈｏｚｏｌｅ等用猪嗜血支原体重组抗原

ＭＳＧ１蛋白、ＨｓｐＡ１蛋白分别建立了间接ＥＬＩＳＡ

检测方法［７］，并证明重组抗原ＥＬＩＳＡ的敏感性和特

异性等同或高于天然抗原ＥＬＩＳＡ。

检测病原抗体的 ＥＬＩＳＡ 方法中，单抗阻断

ＥＬＩＳＡ因能够排除包被抗原中杂蛋白成分的干扰

而具有良好的特异性。目前国内外还没有犕．狊狌犻狊

相关阻断ＥＬＩＳＡ检测方法建立的报道。本研究应

用已经获得的 犕．狊狌犻狊ＭＳＧ１蛋白单克隆抗体，首

次建立了一种能够检测猪嗜血支原体特异性抗体的

阻断ＥＬＩＳＡ方法，同时优化反应条件，并为最终形

成诊断试剂盒提供可能。

１　材料与方法

１．１　试剂、菌株、细胞及血清

质粒ｐＢＡＤ／ＨｉｓＢｍｓｇ１由本实验室构建、保

存［８］，宿主菌 Ｔｏｐ１０，蛋白纯化试剂盒（ＨｉｓＢｉｎｄ

Ｋｉｔｓ）及 蛋 白 Ｍａｒｋｅｒ 均 购 自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司；

ＥＬＩＳＡＰｌａｔｅｓ为ＪｅｔＢｉｏｆｉｌ公司产品；能够特异性分

泌抗猪嗜血支原体 ＭＳＧ１蛋白单克隆抗体的杂交

瘤细胞株由本实验室制备、鉴定及保存；其它化学试

剂为国产分析纯。

犕．狊狌犻狊标准阴、阳性血清为临床送检猪血清，

抗体经间接ＥＬＩＳＡ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴定，相应

血液样品中病原经ＰＣＲ鉴定
［９］。猪圆环病毒２型

（ＰＣＶ２）、副猪嗜血杆菌（ＨＰｓ）、猪伪狂犬病病毒（

ＰＲＶ）、猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）、猪瘟病

毒（ＣＳＦＶ）、猪脑心肌炎病毒（ＥＭＣＶ）参考阳性血

清均由本实验室保存。

１．２　抗原蛋白的制备

将本实验室已构建好的质粒 ｐＢＡＤ／ＨｉｓＢ

ｍｓｇ１转化Ｔｏｐ１０大肠杆菌感受态细胞，涂布氨苄

青霉素平板，挑取阳性克隆细菌 Ｔｏｐ１０／ｐＢＡＤ

ｍｓｇ１，按照文献［８］构建好的方法用阿拉伯糖进行

ＭＳＧ１蛋白的诱导表达，并按照ＨｉｓＢｉｎｄＫｉｔｓ方法

在非变性条件下纯化 ＭＳＧ１重组蛋白。纯化好的

蛋白经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定、核酸定量仪测定浓度

后，保存于－２０℃，作为检测抗原用。

１．３　单克隆抗体的纯化及辣根过氧化物酶（犎犚犘）

标记

　　本试验用分泌抗猪嗜血支原体 ＭＳＧ１蛋白单

克隆抗体的杂交瘤细胞（１Ａ７）制备腹水，将腹水送

生物工程公司进行抗体的纯化和 ＨＲＰ标记，对纯

化后的抗体进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析和纯度测定，并以

直接ＥＬＩＳＡ法对酶标抗体进行滴定，以对酶标抗体

的工作浓度进行初步选择。

１．４　阻断犈犔犐犛犃步骤

用ｐＨ９．６的碳酸盐缓冲液稀释纯纯化的重组

ＭＳＧ１蛋白，包被 ９６ 孔高吸附 ＥＬＩＳＡ 板，１００

μＬ·孔
－１，置于４℃过夜，然后用含有０．０５％吐温

２０的０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ（简称ＰＢＳＴ，ｐＨ７．２）洗３

次，每次５ｍｉｎ。加入含５％脱脂乳粉的ＰＢＳＴ，２００

μＬ·孔
－１，３７℃２ｈ封闭，洗涤同上。加入ＰＢＳＴ

稀释的待检血清，１００μＬ·孔
－１，３７℃作用１ｈ，洗

涤后加入ＰＢＳＴ稀释的酶标单抗 ＨＲＰＭＡｂ，１００

μＬ·孔
－１，３７℃作用１ｈ，洗涤后加入ＴＭＢ底物溶

液，１００μＬ·孔
－１，３７℃显色１０ｍｉｎ。加入２ｍｏｌ·Ｌ－１

硫酸５０μＬ·孔
－１终止反应，用酶标仪读取各孔

ＯＤ４５０ｎｍ值。按照以下公式计算阻断率，阻断率

（ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ／ＰＩ）＝ （阴性血清ＯＤ４５０ｎｍ值

２９５１
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－被检血清 ＯＤ４５０ｎｍ值）／阴性血清 ＯＤ４５０ｎｍ值×

１００％。

１．５　阻断犈犔犐犛犃最佳反应条件的选择

１．５．１　抗原最佳包被浓度和血清最佳稀释度的选

择　　按棋盘法进行，以ｐＨ９．６的碳酸盐缓冲液

将抗原蛋白分别稀释至终浓度为２．０、１．０、０．５、

０．２５μｇ·ｍＬ
－１，４℃过夜包被ＥＬＩＳＡ板。用ＰＢＳＴ

洗涤后加入１∶１、１∶５、１∶１０、１∶５０、１∶１００、１∶

２００稀释的犕．狊狌犻狊标准阳性血清和标准阴性血清，

进行阻断ＥＬＩＳＡ检测，每个稀释度重复一次，取其平

均值，计算各组阳性血清的阻断率，选择阻断率最高

的反应条件作为阻断ＥＬＩＳＡ最佳反应条件。

１．５．２　待检血清作用时间的选择　　使用最佳抗

原包被浓度包被ＥＬＩＳＡ板，封闭后，加入最佳稀释

浓度的待检血清，３７℃分别作用０．５、１．０、１．５和

２．０ｈ，对标准阴阳性血清进行阻断ＥＬＩＳＡ测定，比

较各组阳性血清的阻断率，以选择合适的血清作用

时间。

１．５．３　酶标单抗工作浓度的选择　　待检血清按

最佳条件作用后，洗涤ＥＬＩＳＡ板，根据１．３中用直

接ＥＬＩＳＡ法滴定的结果将酶标单抗分别用ＰＢＳＴ

按照１∶５０００、１∶１００００、１∶１５０００和１∶２００００

进行稀释，１００μＬ·孔
－１，对标准阴阳性血清进行阻

断ＥＬＩＳＡ测定，比较各组阳性血清的阻断率，以选

择合适的酶标单抗工作浓度。

１．５．４　酶标单抗作用时间的选择　　将酶标单抗

按确定好的稀释倍数加入ＥＬＩＳＡ板后，３７℃分别

作用２０、４０、６０和８０ｍｉｎ，对标准阴阳性血清进行

阻断ＥＬＩＳＡ测定，比较各组阳性血清的阻断率，以

选择合适的酶标单抗作用时间。

１．６　阻断犈犔犐犛犃临界值的确定

自猪嗜血支原体阴性猪场采取血液样品，取经

间接ＥＬＩＳＡ检测为阴性的猪血清样品１００份，用阻

断ＥＬＩＳＡ检测其阻断率，计算平均值（狓）和标准

差（狊），以确定结果判定的临界值。

１．７　阻断犈犔犐犛犃的重复性试验

使用５批不同时间表达和纯化的 ＭＳＧ１蛋白

包被阻断ＥＬＩＳＡ板，选用经间接ＥＬＩＳＡ检测为犕．

狊狌犻狊阴性、弱阳性、强阳性的３份试验猪血清，用相

同批次和不同批次各５个ＥＬＩＳＡ 板进行批内和批

间重复性试验，计算变异系数。

１．８　阻断犈犔犐犛犃的敏感性和特异性试验

从猪犕．狊狌犻狊阳性猪场采取母猪血液样品，对

于ＰＣＲ阳性的母猪分不同时期收集其血清样品，取

５０份经间接ＥＬＩＳＡ检测为阳性的猪血清样品用阻

断ＥＬＩＳＡ方法进行检测，根据检测结果判定本方法

的敏感性。另外从犕．狊狌犻狊常年阴性猪场采取猪血

液样品，取５０份经间接ＥＬＩＳＡ鉴定为阴性的猪血

清样品用阻断ＥＬＩＳＡ方法进行检测，以判定本方法

的特异性。

１．９　阻断犈犔犐犛犃的交叉反应试验

用阻 断 ＥＬＩＳＡ 对 已 知 猪 圆 环 病 毒 ２ 型

（ＰＣＶ２）、副猪嗜血杆菌（ＨＰｓ）、猪伪狂犬病病毒（

ＰＲＶ）、猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）、猪瘟病

毒（ＣＳＦＶ）、猪脑心肌炎病毒（ＥＭＣＶ）参考阳性血

清进行检测，同时设立犕．狊狌犻狊标准阴、阳性对照。

１．１０　临床血清样品的检测

应用本试验建立的阻断ＥＬＩＳＡ方法对江苏、浙

江、山东、四川、广东等地送检的３１０份临床血清进

行检测，以“１．６”中确定的判定标准为依据对检测结

果进行判定。

２　结　果

２．１　单克隆抗体的纯化和犎犚犘标记

腹水经纯化后，单抗的纯度达到９７．６％，腹水

纯化前后 ＳＤＳＰＡＧＥ 分析结果见图１。用直接

ＥＬＩＳＡ法对酶标单抗进行滴定，初步选择出的酶标

抗体工作浓度为１∶１００００稀释。

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准；１．１Ａ７单抗腹水粗品；

２．纯化的１Ａ７单抗样品

Ｍ．ＰｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔＭａｒｋｅｒ；１．Ｃｒｕｄｅｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｏｆ１Ａ７ＭＡｂａｓｃｉｔｅｓ；２．Ｐｕｒｉｆｉｅｄ１Ａ７ＭＡｂ
图１　单抗纯化的犛犇犛犘犃犌犈分析

犉犻犵．１　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳１犃７犿狅狀狅犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱狔狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀
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２．２　阻断犈犔犐犛犃最佳反应条件的选择

经过对各种试剂的使用浓度及反应条件进行筛

选，最终确定最佳抗原包被浓度为０．５μｇ·ｍＬ
－１；

待检血清稀释度为１∶１（表１），３７℃作用１．５ｈ（表

２）；酶标单抗最佳稀释度为１∶１００００（表３），最佳

作用时间为３７℃６０ｍｉｎ（表４）。

表１　抗原最佳包被浓度和血清最佳稀释度的选择

犜犪犫犾犲１　犇犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳狅狆狋犻犿犪犾犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳犪狀狋犻犵犲狀犪狀犱犱犻犾狌狋犻狅狀狅犳狊犲狉狌犿

抗原包被浓度／（μｇ·ｍＬ
－１）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｇｅｎ

血清稀释度 Ｄｉｌｕｔｉｏｎｏｆｓｅｒｕｍ

１∶１ １∶５ １∶１０ １∶５０ １∶１００ １∶２００

２

Ｐ ０．８０５ ０．９５７ １．６０３ ２．０１２ ２．０８９ ２．１０９

Ｎ ２．３８９ ２．５３９ ２．４８５ ２．４３３ ２．６６４ ２．４９７

ＰＩ／％ ６６．３０ ６２．３１ ３５．４９ １７．３０ ２１．５８ １５．５４

１

Ｐ ０．４４７ ０．６２１ ０．８ ０．９２ １．１８４ １．１６４

Ｎ ２．０３４ ２．２０５ １．９８ １．７１ １．８７６ １．８１４

ＰＩ／％ ７８．０２ ７１．８４ ５９．５９ ４６．２０ ３６．８９ ３５．８３

０．５

Ｐ ０．２１８ ０．２１５ ０．３２ ０．３５２ ０．３８８ ０．４６２

Ｎ １．２２４ ０．９１７ ０．９８１ ０．８ ０．７２６ ０．７９７

ＰＩ／％ ８２．２０ ７６．５５ ６７．３８ ５６．００ ４６．５５ ４２．０３

０．２５

Ｐ ０．１７１ ０．１９ ０．２１７ ０．２５６ ０．２８７ ０．２９５

Ｎ ０．８６２ ０．７６７ ０．６６１ ０．４６５ ０．４６５ ０．４３１

ＰＩ／％ ８０．１６ ７５．２３ ６７．１７ ４４．９４ ３８．２８ ３１．５５

表２　血清最佳作用时间的选择

犜犪犫犾犲２　犇犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳狅狆狋犻犿犪犾狊犲狉狌犿狉犲犪犮狋犻狅狀狋犻犿犲

血清作用时间／ｈ

Ｓｅｒｕｍｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ

阴性血清ＯＤ４５０ｎｍ

ＯＤｖａｌｕｅｏｆｎｅｇａｔｉｖｅｓｅｒｕｍ

阳性血清ＯＤ４５０ｎｍ

ＯＤｖａｌｕｅｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｒｕｍ

阻断率／％

ＰＩ

０．５ １．１９８５ ０．４１９ ６５．０４

１．０ １．２２７ ０．３７５５ ６９．３９

１．５ １．０１２ ０．２７３ ７３．０２

２．０ ０．７９１ ０．２８１ ６４．４７

表３　酶标单抗最佳稀释浓度的选择

犜犪犫犾犲３　犇犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳狅狆狋犻犿犪犾犱犻犾狌狋犻狅狀狅犳犎犚犘犕犃犫

酶标抗体稀释度

ＤｉｌｕｔｉｏｎｏｆＨＲＰＭＡｂ

阴性血清ＯＤ４５０ｎｍ

ＯＤｖａｌｕｅｏｆｎｅｇａｔｉｖｅｓｅｒｕｍ

阳性血清ＯＤ４５０ｎｍ

ＯＤｖａｌｕｅｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｒｕｍ

阻断率／％

ＰＩ

１∶５０００ １．２８８ ０．４５４ ６４．７５

１∶１００００ ０．８３３ ０．２８２ ６６．１４

１∶１５０００ ０．７８５ ０．２７１ ６５．４８

１∶２００００ ０．５０２ ０．２１４ ５７．３７
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表４　酶标单抗最佳反应时间的选择

犜犪犫犾犲４　犇犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳狅狆狋犻犿犪犾狉犲犪犮狋犻狅狀狋犻犿犲狅犳犎犚犘犕犃犫

酶标抗体工作时间／ｍｉｎ

ＲｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆＨＲＰＭＡｂ

阴性血清ＯＤ４５０ｎｍ

ＯＤｖａｌｕｅｏｆｎｅｇａｔｉｖｅｓｅｒｕｍ

阳性血清ＯＤ４５０ｎｍ

ＯＤｖａｌｕｅｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｒｕｍ

阻断率／％

ＰＩ

２０ ０．４４１ ０．１４１ ６８．０３

４０ ０．７８５ ０．２７１ ６５．４８

６０ ０．８４７ ０．２５９ ６９．４２

８０ ０．９４１ ０．５４６ ４１．９７

２．３　阻断犈犔犐犛犃临界值的确定

用阻断ＥＬＩＳＡ检测１００份已知阴性血清，计算

其阻断率，结果经统计学分析，计算出血清样品的平

均阻断率（狓）为－１．５５％，标准差（狊）为１２．６３％，

狓＋２狊 ＝ ２３．７１％；狓 ＋３狊＝３６．３５％，当 ＰＩ≥

２３．７１％时判为血清抗体阳性反应，ＰＩ≤３６．３５％

时判为血清抗体阴性反应，２３．７１％ ＜ ＰＩ ＜

３６．３６％时判为可疑，需重复检测１次，如果仍低于

３６．３５％则判为血清抗体阴性反应。

２．４　阻断犈犔犐犛犃的重复性试验

重复性试验结果显示（表５），３份血清在批内和

批间试验中的变异系数均小于１０％，证明该阻断

ＥＬＩＳＡ检测方法具有良好的重复性。

表５　阻断犈犔犐犛犃的重复性试验结果

犜犪犫犾犲５　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳狉犲狆犲犪狋犪犫犻犾犻狋狔狋犲狊狋犫狔犫犾狅犮犽犻狀犵犈犔犐犛犃

血清编号

ＳｅｒｕｍＮｏ．

批内重复（阻断率／％）Ｒｅｐｅａｔｉｎｔｈｅｓａｍｅｂａｔｃｈ（ＰＩ／％）

重复１

Ｒｅｐｅａｔ１

重复２

Ｒｅｐｅａｔ２

重复３

Ｒｅｐｅａｔ３

重复４

Ｒｅｐｅａｔ４

重复５

Ｒｅｐｅａｔ５

平均值

Ｍｅａｎｖａｌｕｅ

变异系数／％

ＣＶ

１ １５．２１ １４．９２ １５．６６ １５．４５ １６．０９ １５．４６ ２．８７

２ ３８．４５ ３９．３ ４０．６９ ４０．００ ４０．０４ ３９．６９ ２．１５

３ ７６．４２ ８０．３９ ８０．５９ ８０．３６ ７８．９９ ７９．３５ ２．２１

血清编号

ＳｅｒｕｍＮｏ．

批间重复（阻断率／％）Ｒｅｐｅａｔｉｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｔｃｈｅｓ（ＰＩ／％）

重复１

Ｒｅｐｅａｔ１

重复２

Ｒｅｐｅａｔ２

重复３

Ｒｅｐｅａｔ３

重复４

Ｒｅｐｅａｔ４

重复５

Ｒｅｐｅａｔ５

平均值

Ｍｅａｎｖａｌｕｅ

变异系数／％

ＣＶ

１ １４．８７ １５．０８ １５．４０ １６．６３ １６．０３ １５．６０ ４．６３

２ ３９．７４ ３６．５３ ３７．３７ ４１．９５ ４０．６３ ３９．２４ ５．７５

３ ８３．２３ ８０．６２ ７５．２３ ８０．８３ ７９．６１ ７９．９０ ３．６７

２．５　阻断犈犔犐犛犃的敏感性和特异性试验

用阻断ＥＬＩＳＡ方法检测５０已知犕．狊狌犻狊阳性

血清，结果有４份血清检测结果为阴性，证明本方法

的相对敏感性为９２％；用阻断ＥＬＩＳＡ方法检测５０

已知犕．狊狌犻狊阴性血清，结果这５０份血清的检测结

果均为阴性，证明本方法的相对特异性为１００％。

２．６　阻断犈犔犐犛犃的交叉反应试验

交叉反应试验结果表明，除 犕．狊狌犻狊阳性血清

为阳性反应外，其他几种猪病毒参考阳性血清均为

阴性反应，证明该阻断ＥＬＩＳＡ方法可特异性检测

犕．狊狌犻狊抗体，并与其他几种猪病原血清无交叉反

应。

２．７　临床血清样品的检测

采用阻断ＥＬＩＳＡ方法对来自江苏、山东、浙江、

安徽、四川、广东等地的３１０份送检血清样品进行了

检测，结果显示（表６）这些地区送检的血清的 犕．
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ｓｕｉｓ抗体阳性检出率为０～９３．６８％，总检出率为

５２．２６％；其中安徽合肥某猪场送检的９５份血清抗

体阳性率较高，说明该猪场犕．狊狌犻狊感染较为严重，

而华东和华南某些地区也存在 犕．狊狌犻狊感染的现

象。

表６　阻断犈犔犐犛犃对猪场送检血清中犕．狊狌犻狊抗体的检测结果

犜犪犫犾犲６　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犪狀狋犻犫狅犱犻犲狊狋狅犕．狊狌犻狊犳狉狅犿犳犻犲犾犱狆犻犵狊犲狉犪犫狔犫犾狅犮犽犻狀犵犈犔犐犛犃

地区

Ａｒｅａｓ

血清样本数

Ｃｏｕｎｔｏｆｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓ

阳性数

Ｃｏｕｎｔｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ

阴性数

Ｃｏｕｎｔｏｆｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ

阳性检出率／％

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ

上海Ｓｈａｎｇｈａｉ ３４ ０ ３４ ０

南通Ｎａｎｔｏｎｇ ５５ ０ ５５ ０

临沂Ｌｉｎｙｉ １６ ２ １４ １２．５

衢州Ｑｕｚｈｏｕ １８ １３ ５ ７２．２２

萧山Ｘｉａｏｓｈａｎ ２０ １３ ７ ６５

海宁 Ｈａｉｎｉｎｇ ２０ １１ ９ ５５

合肥 Ｈｅｆｅｉ ９５ ８９ ６ ９３．６８

自贡Ｚｉｇｏｎｇ ３２ ８ ２４ ２５

东莞Ｄｏｎｇｇｕａｎ ２０ １２ ８ ６０

总计Ｔｏｔａｌ ３１０ １４８ １６２ ５２．２６

３　讨　论

由于猪嗜血支原体尚不能在体外培养，给实验

室诊断造成了很大困难。国外文献报道的检测猪嗜

血支原体抗体的ＥＬＩＳＡ方法
［１０１２］，基本上都是通过

动物试验，使病原在试验猪体内增殖，然后从猪血液

中提取猪嗜血支原体作为检测抗原。这种方法耗时

耗力，对试验操作的要求很高，抗原纯度很难保障。

虽然已有研究证明除去血液提取病原中的免疫球蛋

白（Ｉｇ）能够有效提高ＥＬＩＳＡ反应的特异性
［３］，但这

些方法很难大规模应用于常规的临床检测。本研究

使用的检测抗原是原核表达的重组蛋白ｒＭＳＧ１，它

以可溶的形式存在于细菌中，而且在Ｎ端带有 Ｈｉｓ

标签，这有利于重组蛋白的大量纯化，因而解决了抗

原来源的问题。使用重组抗原代替全菌作为包被抗

原，应用于ＥＬＩＳＡ检测以及制备ＥＬＩＳＡ试剂盒可

大大提高不同批次间抗原的稳定性。

目前已经报道的猪嗜血支原体ＥＬＩＳＡ检测方

法多为间接ＥＬＩＳＡ方法，原核表达的重组蛋白即使

经过纯化回收也难以完全排除大肠杆菌菌体蛋白成

分的干扰，而临床猪在生长过程中可能多次感染大

肠杆菌，其血清样本中很可能含有大肠杆菌成分的

抗体，所以使用间接ＥＬＩＳＡ方法检测血清抗体很可

能造成假阳性的结果而降低了检测方法的特异性。

本研究所建立的阻断ＥＬＩＳＡ方法基于待检血清样

品抑制酶标单抗与抗原蛋白的结合，以检测病原特

异性抗体，不受包被抗原中杂蛋白成分的干扰，因而

大大提高了检测的特异性。本试验在进行反应条件

优化时，在保证阴、阳性血清阻断结果差异显著的前

提下，选择最小稀释倍数作为血清最佳稀释度，目的

是为了最大限度地提高阻断ＥＬＩＳＡ的敏感性。敏

感性试验中应用阻断ＥＬＩＳＡ方法检测５０份间接

ＥＬＩＳＡ标定为阳性的血清，其中４份血清的检测结

果为阴性，经数据分析发现此４份血清间接ＥＬＩＳＡ

检测的ＯＤ值均为阳性值中较低的，所以不排除这

４份血清在间接ＥＬＩＳＡ中是假阳性的结果，产生阳

性的原因可能是包被抗原中的大肠杆菌杂蛋白和针

对大肠杆菌的抗体反应所导致的。

４　结　论

所建立的阻断ＥＬＩＳＡ方法与以往猪嗜血支原

体抗体检测方法相比具有很多的优势，不但为 犕．

狊狌犻狊流行病学调查和疾病诊断提供了一种快速有效

的检测方法，同时也为 犕．狊狌犻狊检测试剂盒的研制
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提供了可能。

参考文献：

［１］　ＭＥＳＳＩＣＫＪＢ．犎犲犿狅狋狉狅狆犺犻犮犿狔犮狅狆犾犪狊犿犪狊 （ｈｅｍｏ

ｐｌａｓｍａｓ）：ａｒｅｖｉｅｗａｎｄｎｅｗｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ

ｐｏｔｅｎｔｉａｌ［Ｊ］．犞犲狋犆犾犻狀犘犪狋犺狅犾，２００４，３３：２１３．

［２］　ＲＩＫＩＨＩＳＡＹ，ＫＡＷＡＨＡＭ Ｍ，ＷＥＮＢ．Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆ犎犪犲犿狅犫犪狉狋狅狀犲犾犾犪犿狌狉犻狊ａｎｄ

ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ１６ＳｒＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ犎．犿狌狉狊，犎．

犳犲犾犻狊ａｎｄ犈狆犲狉狔狋犺狉狅狕狅狅狀狊狌犻狊［Ｊ］．犑犆犾犻狀犕犻犮狉狅犫犻狅犾，

１９９７，３５（４）：８２３８２９．

［３］　ＨＯＥＬＺＬＥＬＥ，ＨＯＥＬＺＬＥＫ，ＲＩＴＺＭＡＮＮ Ｍ，ｅｔ

ａｌ．犕狔犮狅狆犾犪狊犿犪狊狌犻狊ａｎｔｉｇｅｎｓｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄｄｕｒｉｎｇｈｕ

ｍｏｒａｌｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｌｙｉｎｆｅｃｔｅｄ

ｐｉｇｓ［Ｊ］．犞犪犮犮犻狀犲犐犿犿狌狀狅犾，２００６，１３（１）：１１６１２２．

［４］　ＨＯＥＬＺＬＥＬＥ，ＨＯＥＬＺＬＥＫ，ＨＥＬＢＬＩＮＧＭ，ｅｔａｌ．

ＭＳＧ１，ａｓｕｒｆａｃｅｌｏｃａｌｉｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆ犕狔犮狅狆犾犪狊犿犪狊狌

犻狊ｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅａｄｈｅｓｉｏｎｔｏｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．

犕犻犮狉狅犫犲狊犐狀犳犲犮狋，２００７，９：４６６４７４．

［５］　ＨＯＥＬＺＬＥＫ，ＤＯＳＥＲＳ，ＲＩＴＺＭＡＮＮＭ，ｅｔａｌ．Ｖａｃ

ｃｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅ犕狔犮狅狆犾犪狊犿犪狊狌犻狊ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｈｅ

ｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎＭＳＧ１ｅｌｉｃｉｔｓａｓｔｒｏｎｇｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｂｕｔｆａｉｌｓｔｏｉｎｄｕｃｅｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｉｎｐｉｇｓ［Ｊ］．犞犪犮犮犻狀犲，

２００９，２７：５３７６５３８２．

［６］　沈克飞，尹继刚，彭　帅，等．猪附红细胞体检测方法

研究进展 ［Ｊ］．中国兽医杂志，２００８，４４（９）：４２５４．

［７］　ＨＯＥＬＺＬＥＫ，ＧｒｉｍｍＪ，ＲｉｔｚｍａｎｎＭ，ｅｔａｌ．Ｕｓｅｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｎｔｉｇｅｎｓｔｏ ｄｅｔｅｃｔａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｇａｉｎｓｔ

犕狔犮狅狆犾犪狊犿犪狊狌犻狊，ｗｉｔｈｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌｒｅ

ｓｕｌｔｓｔｏｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌｆｉｎｄｉｎｇｓ［Ｊ］．犆犾犻狀犞犪犮犮犻狀犲犐犿

犿狌狀狅犾，２００７，１４（１２）：１６１６１６２２．

［８］　缪芬芳，刘明亚，李玉峰，等．猪附红细胞体 ＭＳＧ１蛋

白的表达和多克隆抗体的制备 ［Ｊ］．畜牧与兽医，

２０１０，４２（５）：５９６１．

［９］　张长莹，张莉莉，李玉峰，等．猪嗜血支原体ＰＣＲ及荧

光定量ＰＣＲ检测方法的建立和比较 ［Ｊ］．中国预防

兽医学报，２０１１，３３（６）：４４３４４７．

［１０］　ＳＣＨＵＬＬＥＲＷ，ＨＥＩＮＲＩＴＺＩＫ，ＡＬＮＵＫＴＨＡＳ，ｅｔ

ａｌ．Ｓｅｒｏｌｏｇｉｃ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ ｕｓｉｎｇ ＣＦ ａｎｄ

ＥＬＩＳＡ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ

犈狆犲狉狔狋犺狉狅狕狅狅狀狊狌犻狊ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｆｓｗｉｎｅ．ｌ［Ｊ］．犅犲狉犾

犕狌狀犮犺犜犻犲狉犪狉狕狋犾犠狅犮犺犲狀狊犮犺狉，１９９０，１０３（１）：９１２．

［１１］　ＨＳＵＦＳ，ＬｉｕＭＣ，ＣＨＯＵＳＭ，ｅｔａｌ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆ

ａｎｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｏｆ犈狆犲狉狔狋犺狉狅狕狅狅狀狊狌犻狊ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｉｎｓｗｉｎｅ［Ｊ］．犃犿犑

犞犲狋犚犲狊，１９９２，５３（３）：３５２３５４．

［１２］　ＺＨＡＮＧＳＦ，ＪＵＹＬ，ＪＩＡＬＪ，ｅｔａｌ．Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ

ｏｆａｎｅｆｆｉｃｉｅｎｔｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ

ｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ犈狆犲狉狔狋犺狉狅狕狅狅狀狊犻狌狊ａｎｔｉｂｏｄｙｉｎ

ｓｗｉｎｅ［Ｊ］．犑犞犲狋犕犲犱犛犮犻，２００８，７０（１０）：１１４３１１４５．

（编辑　白永平）

７９５１


