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摘　要：为建立一种快速、简便、直观的口蹄疫Ｏ、Ａｓｉａ１分型彩色胶乳免疫层析的方法，作者选择２种不同颜色的

单分散胶乳，将纯化的Ａｓｉａ１／Ｃｈｉｎａ／０５流行毒株兔抗体制备蓝色免疫胶乳；将纯化的Ｏ／Ｃｈｉｎａ／９９流行毒株兔抗

体制备红色免疫胶乳。将２种免疫胶乳分别喷涂于不同玻璃纤维上，晾干叠加制成彩色胶乳反应垫。再分别将纯

化的Ａｓｉａ１／ＹＮ／ＢＳｈ／５８／Ｂ和ＡＶ９９（Ｌ）标准毒株的豚鼠抗体固定于同一硝酸纤维素膜的不同区域上作为２条检

测带。最后组装成口蹄疫Ｏ、Ａｓｉａ１分型彩色胶乳试纸条。通过对阳性参考样品的检测，结果显示试纸条有很好的

灵敏度，可检测到病毒含量为３．９０×１０４ＬＤ５０；在检测与口蹄疫临床症状相似病原，如猪水泡病病毒（ＳＶＤＶ）、水泡

性口炎（ＶＳ）、水泡性疹（ＶＥＳ）抗原时无交叉反应，特异性好；不同批次间、同一批次内的试纸条，在检测阴、阳性参

考样品时，结果完全一致，说明试纸条重复性好；试纸条对检测已知血清型的７４份田间样品的符合性试验中，Ｏ

型、Ａｓｉａ１型样品的阳性符合率分别为９５．２４％、９６．３０％，阴性样品符合率为１００％。本试验研发的口蹄疫 Ｏ、

Ａｓｉａ１分型彩色胶乳试纸条具有很好的灵敏度、特异性、重复性和符合性，而且可以通过不同颜色进行定型检测，

适合国内流行的口蹄疫病原型别的分型检测。
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　　口蹄疫（ｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ，ＦＭＤ）是偶蹄

动物的一种急性、热性、高度接触性传染病，是全球

最重要的动物健康问题之一，世界大部分地区时有

发生，常在牛群及猪群中大范围流行。口蹄疫在长

期进化过程中，产生了许多血清型、基因型和突变

株，这种特性给口蹄疫的防治带来技术上的难题。

因此，快速和准确的口蹄疫分型诊断一直是口蹄疫

研究中的重点问题之一。１９９９—２００９年，国内部分

省市相续发生了数起Ｏ、Ａｓｉａ１型口蹄疫疫情，国家

口蹄疫病防控形势非常严峻。如何利用有限样本进

行分型检测成为现阶段追踪疫源，控制口蹄疫疫情

蔓延的重要环节。目前，在国家口蹄疫参考实验室

已发展了多种分型诊断的方法，其中常规方法有反

向间接血凝、夹心ＥＬＩＳＡ、分型ＰＣＲ等，这些方法

操作复杂，成本高，用时长，需要一定仪器和技术人

员才能开展检测；而口蹄疫免疫胶体金定型试纸

条［１３］，虽然快速、简便，但由于胶体金仅显示单一红

色，在一次层析反应中不能直观分析口蹄疫的多种

血清型别；染色乳胶颗粒是近年来发展较快的新技

术，在生物领域中得到广泛应用［４５］，由于可以制备

成红、蓝等多种颜色的胶乳颗粒，将其作为标记物可

实现对不同血清型样本进行一步化定型分析，满足

口蹄疫多种血清型的检测需要。本试验利用彩色胶

乳标记技术，将直径范围０．１～１μｍ彩色胶乳与含

有羧基、氨基、羟基等基团的蛋白物质（抗原／抗体）

结合，当此彩色胶乳标记蛋白与检测样本中相应配

体结合后形成胶乳标记复合物，并在检测膜上显示

出肉眼可见，不同颜色的条带［６７］。并且本试验针对

口蹄疫型别多，现有的技术难以在基层、田间口蹄疫

病原诊断中推广的现状，利用国内流行的Ｏ、Ａｓｉａ１

型口蹄疫标准株和流行株病原制备标记抗体，结合

免疫胶乳技术首次建立口蹄疫Ｏ、Ａｓｉａ１分型彩色

胶乳试纸条的检测方法，为口蹄疫病毒的快速分型

诊断提供新的手段。

１　材料与方法

１．１　毒种、病毒样品

ＦＭＤＶ／Ａｓｉａ１／Ｃｈｉｎａ／０５、Ｏ／Ｃｈｉｎａ／９９流行毒

株细胞抗原；阳性参考样品：ＦＭＤＶ／Ｏ、Ａｓｉａ１型标

准毒株乳鼠组织抗原；阴性参考样品：猪水泡病病毒

（ＳＶＤＶ）、水泡性口炎（ＶＳ）、水泡性疹（ＶＥＳ）抗原；

田间及试验样品（７４份包括水疱皮、水疱液、乳鼠组

织毒、细胞培养毒）均由兰州兽医研究所口蹄疫参考

实验室提供。

１．２　试纸条

０９０３０１批、０９０３１２批、０９０４０４批口蹄疫 Ｏ、Ａ

ｓｉａ１分型彩色胶乳试纸条，由本实验室研制。

１．３　试剂

ＨｉＴｒａｐＤｅｓａｌｔｉｎｇ、ＤＥＡＥＳｅｐｈｒｏｓｅ 层 析 柱：

ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司产品；蔗

糖、羊抗兔抗体、牛血清白蛋白（ＢＳＡ）：Ｓｉｇｍａ公司

产品；聚乙二醇２００００（ＰＥＧ）：日本进口分装；红色

和蓝色彩色胶乳：上海捷宁公司产品；三氯乙烯、氯

化钠、脱氧胆酸钠等试剂均为国产分析纯；ＦＭＤＶ／

Ａｓｉａ１／ＹＮ／ＢＳｈ／５８／Ｂ、ＡＶ９９（Ｌ）标准毒株抗体，

ＦＭＤＶ／Ｏ、Ａｓｉａ１型琼扩抗原：兰州兽医研究所口

蹄疫参考实验室提供。

１．４　材料及仪器

硝酸纤维素膜（ＮＣ膜）、吸水纸、玻璃纤维：

Ｓｃｈｌｅｉｃｈｅｒ＆Ｓｃｈｕｅｌｌ公司产品；ＸＹ３０００ 喷膜仪、

ＣＭ３０００切条机：美国ＢｉｏＤｏｔ公司产品；ＣＡＲＹ５０
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　６期 蒋　韬等：口蹄疫Ｏ、Ａｓｉａ１分型彩色胶乳试纸条诊断方法的建立

紫外可见光光度仪：日本岛津；超速离心机：日立；

ＰｈａｒｍａｃｉａＦＰＬＣ纯化系统：瑞典Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司产

品；ＴＧＬ２１６Ｇ台式高速冷冻离心机：上海安亭科学

仪器厂出品；超声机：国产；电镜：Ｊｅｍ１２３０。

１．５　免疫抗原的制备

将灭活细胞毒冻融３次，４℃６０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心４０ｍｉｎ，上清加８％（ｗ$ｖ）ＰＥＧ６０００和０．１５

ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ搅拌过夜，同上离心，上清液用三氯

乙烯脱脂后，４５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５０ｍｉｎ。沉淀

用ｐＨ７．２，０．０５ｍｏｌ·Ｌ
－１ＰＢＳ重悬，再经１５％～

４５％蔗糖密度梯度，２５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５０ｍｉｎ，

收集１４６Ｓ级分，合并后测定 ＯＤ。用蛋白质浓度

（ｍｇ·ｍＬ
－１）＝１．４５Ａ２８０ｎｍ０．７４Ａ２６０ｎｍ（Ａ２８０ｎｍ和

Ａ２６０ｎｍ分别为蛋白质溶液在２８０ｎｍ和２６０ｎｍ处测

得的吸光度值）公式计算蛋白含量。

１．６　高免血清的制备

将纯化的 ＦＭＤＶ／Ａｓｉａ１／Ｃｈｉｎａ／０５，ＦＭＤＶ／

Ｏ／Ｃｈｉｎａ／９９流行毒株抗原分别加等量的弗氏完全

佐剂初次免疫按１００μｇ·ｍＬ
－１（兔子）分别皮下注

射（多部位），一个月后按初免同等剂量加不完全弗

氏佐剂加强免疫，３周后分别采血，收集免疫血清。

制备的血清用免疫琼脂糖双扩散法进行鉴定。

１．７　高免血清中抗体的纯化

将 ＦＭＤＶ／Ａｓｉａ１／Ｃｈｉｎａ／０５，ＦＭＤＶ／Ｏ／Ｃｈｉ

ｎａ／９９流行毒株兔血清首先分别用硫酸铵盐析提

纯，再用ＤＥＡＥＳｅｐｈｒｏｓｅ离子交换层析柱进一步纯

化，ＳＤＳＰＡＧＥ法鉴定纯度，紫外分光光度法确定

蛋白的含量，双向免疫扩散法测定纯化抗体效价。

１．８　免疫彩色胶乳的制备

１．８．１　彩色胶乳的预处理　　分别取红色、蓝色胶

乳溶液，用８０Ｈｚ的超声波处理５ｍｉｎ后，再用超纯

水２００倍稀释，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取沉

淀用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ５．６的柠檬酸缓冲液溶解，

再用８０Ｈｚ超声波处理５ｍｉｎ。

１．８．２　ＦＭＤＶ／Ｏ／Ｃｈｉｎａ／９９流行毒株兔抗体最佳

标记量的选择　　分别取上述红色胶乳用磁力搅拌

器搅拌，并分别缓慢以０．１、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０

ｍｇ·ｍＬ
－１加入抗体，搅拌２ｈ后缓慢加入５０

ｇ·Ｌ
－１ＢＳＡ使其终浓度为１０ｇ·Ｌ

－１，继续搅拌１ｈ

后，１００００ｒ·ｍｉｎ－１，１０ｍｉｎ离心，沉淀用０．１

ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ溶解，８０Ｈｚ超声波５ｍｉｎ处理后，反

复洗涤３次，最终沉淀用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ溶解为

原体积的１$２０。将其涂于玻璃纤维制成试验用

的反应垫，与已确定的ＮＣ反应膜匹配检测阳性和

阴性参考样品，以阴性参考样品不显色，阳性参考样

品显示清晰可见一条红色条带为标准来确定ＦＭ

ＤＶ／Ｏ／Ｃｈｉｎａ／９９流行毒株抗体最佳标记量。

１．８．３　ＦＭＤＶ／Ａｓｉａ１／Ｃｈｉｎａ／０５流行毒株兔抗体

最佳标记量的选择　　取蓝色胶乳溶液，按１．８．２

操作，确定ＦＭＤＶ／Ａｓｉａ１／Ｃｈｉｎａ／０５流行毒株兔抗

体最佳标记量。

１．８．４　免疫彩色胶乳最适浓度的搭配　　分别取已

确定最佳标记量的红色和蓝色免疫胶乳，用０．１

ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ分别作倍比稀释，喷涂于玻璃纤维上，

制成一系列红色、蓝色反应垫。然后不同浓度的红

色、蓝色反应垫进行叠加匹配，与已确定的ＮＣ反应

膜搭配制成试纸条试验品。检测阳性参考样品，以检

测Ｏ型阳性参考样品时只显色一条红色条带，检测

Ａｓｉａ１型阳性参考样品时只显色一条蓝色条带为标

准确定最终的红色和蓝色免疫胶乳的最适浓度搭配。

１．９　免疫彩色胶乳反应垫的制备

１．９．１　红色（Ｏ型）、蓝色（Ａｓｉａ１型）反应垫的制备

　　将最终确定的红色、蓝色彩色免疫胶乳，分别用

喷膜仪按１５、１２μＬ·ｃｍ
－１喷涂于玻璃纤维上，制成

红色、蓝色２种反应垫，干燥后储存备用。

１．９．２　彩色胶乳反应垫的制备　　将１．９．１制备

的红色、蓝色２种反应垫叠加成一套彩色反应垫，干

燥后储存备用。

１．１０　犖犆膜的制备

１．１０．１　检测带的最适浓度确定　　分别将ＦＭ

ＤＶ／Ａｓｉａ１／ＹＮ／ＢＳｈ／５８／Ｂ、ＡＶ９９（Ｌ）标准毒株豚

鼠抗体倍比稀释，固定于ＮＣ膜上，将ＮＣ膜与１．８．

１、１．８．２的反应垫分别匹配，制成试纸条试验品，分

别检测阳性、阴性参考样品。根据检测带显色深度，

来确定ＦＭＤＶ／Ａｓｉａ１／ＹＮ／ＢＳｈ／５８／Ｂ、ＡＶ９９（Ｌ）标

准毒株豚鼠抗体最适浓度。

１．１０．２　最终ＮＣ反应膜的制备　　将１．１０．１已

确定 最 终 浓 度 的 ＦＭＤＶ／Ａｓｉａ１／ＹＮ／ＢＳｈ／５８／Ｂ、

ＡＶ９９（Ｌ）标准毒株豚鼠抗体用喷膜仪按１．５、１．０

μＬ·ｃｍ
－１分别喷涂于同一条ＮＣ膜上的不同区域，

ＦＭＤＶ／Ａｓｉａ１／ＹＮ／ＢＳｈ／５８／Ｂ、ＡＶ９９（Ｌ）标准毒株

豚鼠抗体反应线相距５ｍｍ，用０．１％ＢＳＡ封闭ＮＣ

反应膜，再用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ洗脱，然后室温晾

干备用。
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１．１１　彩色胶乳试纸条的的组装

将１．９．２的彩色胶乳反应垫和１．１０．２的 ＮＣ

反应膜、样品垫、吸水滤纸按顺序装配在ＰＶＣ底板

上，然后用切条机切割成２．５ｃｍ，制成口蹄疫Ｏ、Ａ

ｓｉａ１分型彩色胶乳试纸条。

１．１２　样品的检测及结果判定

１．１２．１　待测样品的处理　　口蹄疫疑似动物组织

（舌皮、水泡皮）或乳鼠组织按常规口蹄疫病料处理

方法进行。即：用ｐＨ７．５０．０５ｍｏｌ·Ｌ
－１ＰＢＳ缓冲

液洗２～３次，并用消毒滤纸吸去水分称重，加少许

玻璃砂研磨，制成１∶１０（ｗ／ｖ）的悬液，４℃浸毒２～

３ｈ．振摇后以４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清

于５８℃水浴中灭活４０ｍｉｎ；水泡液直接置于５８℃

水浴中灭活４０ｍｉｎ。

１．１２．２　样品检测　　用０．１ｍｏｌ·Ｌ
－１ＰＢＳ进行

样品的倍比稀释，将１条试纸条有标志线的一端插

入样品中，样品液面不可超过标志线。当液体全部

浸湿ＮＣ膜后，１５～２０ｍｉｎ内判定结果。

１．１２．３　结果判定

１．１２．３．１　试纸条的一条检测线显示红色条带，另

一条检测线不显示蓝色条带，说明样品中含有Ｏ型

口蹄疫病毒，红色显色越深，说明Ｏ型口蹄疫病毒

含量较高。

１．１２．３．２　试纸条的一条检测线显示蓝色条带 ，另

一条检测线不显示红色条带，说明样品中含有Ａｓｉａ

１型口蹄疫病毒，蓝色显色越深，说明Ａｓｉａ１型口蹄

疫病毒含量较高。

１．１２．３．３　试纸条的两条检测线均不显色，即：一条

检测线不显示红色条带，另一条检测线不显示蓝色条

带，说明样品中不含Ｏ型和Ａｓｉａ１型口蹄疫病毒。

１．１３　试纸条适用性的评价

１．１３．１　敏感性试验　　取国家口蹄疫参考实验室

提供的已知ＬＤ５０ＦＭＤＶ／Ｏ型、Ａｓｉａ１型阳性参考

样品，用稀释液做倍比稀释后，用试纸条进行检测，

按照１．１２操作判定，将试纸条检测到的阳性参考样

品的最低病毒量定为试纸条的灵敏度。

１．１３．２　特异性试验　　取国家口蹄疫参考实验室

提供的阴性参考样品，用试纸条检测，按照１．１２操

作判定。

１．１３．３　重复性试验　　用３批不同批次的试纸条

重复检测阳、阴性参考样品，按照１．１２操作判定。

１．１３．４　符合率试验　　检测国家口蹄疫参考实验

室已确定血清型的７４份田间样品（Ｏ型２１份，Ａ型

６份，Ａｓｉａ１型２７份，阴性２０份）。通过对已知血

清型别的参考样品以及阴性参考样品的检出数来评

价试纸条的符合率。

２　结　果

２．１　免疫抗原１４６犛含量及抗体效价的测定

通过蛋白质浓度（ｍｇ·ｍＬ
－１）＝１．４５Ａ２８０ｎｍ－

０．７４Ａ２６０ｎｍ（Ａ２８０和Ａ２６０分别为蛋白质溶液在２８０ｎｍ

和２６０ｎｍ处测得的吸光度值）公式计算蛋白含量，

结果：Ｏ 型、Ａｓｉａ１型１４６Ｓ含量分别为２０５．９２、

２１２．３１ｍｇ·ｍＬ
－１。

将纯化的 ＦＭＤＶ／Ａｓｉａ１／Ｃｈｉｎａ／０５、ＦＭＤＶ／

Ｏ／Ｃｈｉｎａ／９９流行毒株兔抗体用ＳＤＳＰＡＧＥ电泳方

法测定，其纯度大于９５％，用紫外分光光度法测定

抗体浓度，含量大于２ｍｇ·ｍＬ
－１；琼脂糖双扩散法

测定抗体效价Ａｓｉａ１型≥１∶３２，Ｏ型≥１∶８。

２．２　彩色胶乳的鉴定

经电镜检测直径为３８０ｎｍ，颗粒大小均匀，变

异系数（ＣＶ）＜１０％Ｃ．Ｖ．，如图１显示。

图１　彩色微球电镜图

犉犻犵．１　犜犈犕犻犿犪犵犲狅犳犾犪狋犲狓狆犪狉狋犻犮犾犲狊

２．３　免疫彩色胶乳的制备

以分别检测ＦＭＤＶ／Ｏ、Ａｓｉａ１型阳性参考样品

时，检测线显色深，只需１０～１５ｍｉｎ就能观察到显

色线，检测阴性参考样品时，检测线不显色，由表１

可知 ＦＭＤＶ／Ａｓｉａ１／Ｃｈｉｎａ／０５，ＦＭＤＶ／Ｏ／Ｃｈｉｎａ／

９９流行毒株兔抗体最适标记量分别为０．６、０．８

ｍｇ·ｍＬ
－１（总体积为原胶乳溶液体积）。

用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ洗涤免疫彩色胶乳，洗剂次

数越少，特异性越差，洗剂次数越多，对特异性结果无

影响，为无效操作，所以确定最佳洗剂次数为３次。

以检测Ｏ型阳性参考样品时只显色红色条带，

检测Ａｓｉａ１型阳性参考样品时只显色蓝色条带，确

定最终的红色和蓝色免疫胶乳的最适浓度搭配，由
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表２可知最适浓度组合为０．１５、０．２ｍｇ·ｍＬ
－１（总 体积为原胶乳溶液体积）。

表１　抗体标记最适浓度的确定

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狊犲犾犲犮狋犲犱狅狆狋犻犿犪犾犐犵犌犮狅狀犼狌犵犪狋犲犱狑犻狋犺犮狅犾狅狌狉犾犪狋犲狓狆犪狉狋犻犮犾犲狊

抗体标记浓度／

（ｍｇ·ｍＬ
－１）

ＴｈｅｄｅｎｓｉｔｙｏｆＩｇＧ

ｆｏｒｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇ

Ａｓｉａ１型／标准株乳鼠组织抗原

ＦＭＤＶＡｓｉａ１ｔｙｐｅｇｕｉｎｅａｐｉｇａｎｔｉｇｅｎｓ

蓝色

Ａｂｌｕｅｌｉｎｅ

Ｏ型／标准株乳鼠组织抗原

ＦＭＤＶＯｔｙｐｅｇｕｉｎｅａｐｉｇａｎｔｉｇｅｎｓ

红色

Ａｒｅｄｌｉｎｅ

阴性参考样品

Ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ

蓝色

Ａｂｌｕｅｌｉｎｅ

红色

Ａｒｅｄｌｉｎｅ

０．１ － － － －

０．２ － － － －

０．４ － － － －

０．６ － ＋ － －

０．８ ＋ ＋＋ － ＋

１．０ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋

－．不显示红色或蓝色线（阴性）；＋．显示肉眼可见的红色或蓝色线（阳性）；＋＋．显示十分深的红色或蓝色线（强阳性）

－．Ｎｏｔｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｒｅｄｌｉｎｅｏｒｂｌｕｅｌｉｎｅ（Ｎｅｇａｔｉｖｅ）；＋．Ｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｏｂｖｉｏｕｓｒｅｄｌｉｎｅｏｒｂｌｕｅｌｉｎｅ（Ｐｏｓｉｔｉｖｅ）；＋＋．Ｓｈｏｗｉｎｇ

ｔｈｅｖｅｒｙｔｈｉｃｋｒｅｄｌｉｎｅｏｒｂｌｕｅｌｉｎｅ（Ｈａｒｄｐｏｓｉｔｉｖｅ）

表２　免疫彩色胶乳最适浓度的确定

犜犪犫犾犲２　犜犺犲狊犲犾犲犮狋犲犱狅狆狋犻犿犪犾犱犲狀狊犻狋狔狅犳犮狅犾狅狌狉犾犪狋犲狓狆犪狉狋犻犮犾犲狊

红色免疫胶乳浓度／

（ｍｇ·ｍＬ
－１）

Ｔｈｅｄｅｎｓｉｔｙｏｆｒｅｄ

ｉｍｍｕｎｉｔｙｌａｔｅｘｐａｒｔｉｃｌｅｓ

蓝色免疫胶乳浓度／

（ｍｇ·ｍＬ
－１）

Ｔｈｅｄｅｎｓｉｔｙｏｆｂｌｕｅ

ｉｍｍｕｎｉｔｙｌａｔｅｘｐａｒｔｉｃｌｅｓ

Ｏ型／标准株乳鼠组织抗原

ＦＭＤＶＯｔｙｐｅｇｕｉｎｅａ

ｐｉｇａｎｔｉｇｅｎｓ

Ａｓｉａ１型／标准株乳鼠组织抗原

ＦＭＤＶＡｓｉａ１ｔｙｐｅ

ｇｕｉｎｅａｐｉｇａｎｔｉｇｅｎｓ

０．６０ ０．８０
紫色（两条）

Ｔｗｏｐｕｒｐｌｅｌｉｎｅｓ

紫色（两条）

Ｔｗｏｐｕｒｐｌｅｌｉｎｅｓ

０．３０ ０．４０
紫色（两条）

Ｔｗｏｐｕｒｐｌｅｌｉｎｅｓ

紫色（两条）

Ｔｗｏｐｕｒｐｌｅｌｉｎｅｓ

０．１５ ０．２０
红色（一条）

Ａｒｅｄｌｉｎｅ

蓝色（一条）

Ａｂｌｕｅｌｉｎｅ

０．０８ ０．１０
不显色（两条）

Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｏｆｔｗｏｌｉｎｅｓ

不显色（两条）

Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｏｆｔｗｏｌｉｎｅｓ

紫色为蓝色和红色交叉色，表示非特异反应严重，此免疫胶乳浓度不是最适浓度

Ａｂｓｏｒｂｅｄｔｈｅｍｉｘｅｄｂｌｕｅａｎｄｒｅｄｌａｔｅｘｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ｔｈｅｔｅｓｔｌｉｎｅｓｈｏｗｐｕｒｐｌｅ，ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔｔｈｉｓｄｅｎｓｉｔｙｏｆｉｍｍｕｎｉｔｙｌａ

ｔｅｘｐａｒｔｉｃｌｅｓｃａｎｎｏｔｂｅｕｓｅｆｏｒｔｈｅｔｅｓｔ

２．４　犖犆反应膜检测带的制备

检测ＦＭＤＶ／Ｏ、Ａｓｉａ１型阳性参考样品时，检

测线显色深，只需１０～１５ｍｉｎ就能观察到显色线，

检测阴性参考样品时，检测线不显色，由表３可知

ＦＭＤＶ／ＡＶ９９（Ｌ）、Ａｓｉａ１／ＹＮ／ＢＳｈ／５８／Ｂ标准毒株

豚鼠抗体最适浓度分别为０．２０、０．３０ｍｇ·ｍＬ
－１。
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表３　标准毒株犗型、犃狊犻犪１型抗体检测带的最适浓度确定

犜犪犫犾犲３　犜犺犲狊犲犾犲犮狋犲犱狅狆狋犻犿犪犾犃狊犻犪１，犗狋狔狆犲犪狀狋犻犫狅犱狔犱犲狀狊犻狋狔狅犳狋犺犲狋犲狊狋犾犻狀犲

Ｏ型标准株抗

体检测带浓度／

（ｍｇ·ｍＬ
－１）

ＴｈｅｄｅｎｓｉｔｙｏｆＯｔｙｐｅ

Ｇｕｉｎｅａｐｉｇａｎｔｉｂｏｄｙ

Ａｓｉａ１型标准株抗

体检测带浓度／

（ｍｇ·ｍＬ
－１）

ＴｈｅｄｅｎｓｉｔｙｏｆＡｓｉａ１

ｔｙｐｅＧｕｉｎｅａｐｉｇａｎｔｉｂｏｄｙ

Ｏ型／标准株

乳鼠组织抗原

ＦＭＤＶＯ

ｔｙｐｅａｎｔｉｇｅｎｓ

Ａｓｉａ１型／标准

株乳鼠组织抗原

ＦＭＤＶＡｓｉａ１

ｔｙｐｅａｎｔｉｇｅｎｓ

阴性参考样品

Ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ

０．８０ １．２０
紫色（两条）

Ｔｗｏｐｕｒｐｌｅｌｉｎｅｓ

紫色（两条）

Ｔｗｏｐｕｒｐｌｅｌｉｎｅｓ

紫色（两条）

Ｔｗｏｐｕｒｐｌｅｌｉｎｅｓ

０．４０ ０．６０
紫色（两条）

Ｔｗｏｐｕｒｐｌｅｌｉｎｅｓ

紫色（两条）

Ｔｗｏｐｕｒｐｌｅｌｉｎｅｓ

紫色（两条）

Ｔｗｏｐｕｒｐｌｅｌｉｎｅｓ

０．２０ ０．３０
红色（一条）

Ａｒｅｄｌｉｎｅ

蓝色（一条）

Ａｂｌｕｅｌｉｎｅ

不显色（两条）

Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔ

ｏｆｔｗｏｌｉｎｅｓ

０．１０ ０．１５

不显色（两条）

Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔ

ｏｆｔｗｏｌｉｎｅｓ

不显色（两条）

Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔ

ｏｆｔｗｏｌｉｎｅｓ

不显色（两条）

Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔ

ｏｆｔｗｏｌｉｎｅｓ

紫色为蓝色和红色交叉色，表示非特异反应严重，此抗体浓度不是制备检测带的最适浓度

Ａｂｓｏｒｂｅｄｔｈｅｍｉｘｅｄｂｌｕｅａｎｄｒｅｄｌａｔｅｘｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ｔｈｅｔｅｓｔｌｉｎｅｓｈｏｗｐｕｒｐｌｅ，ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔｔｈｉｓｄｅｎｓｉｔｙｏｆｉｍｍｕｎｉｔｙｌａ

ｔｅｘｐａｒｔｉｃｌｅｓｃａｎｎｏｔｂｅｕｓｅｆｏｒｔｈｅｔｅｓｔｌｉｎｅ

２．５　试纸条适用性的评价

阳性参考样品用样品稀释液倍比稀释，由图２

可知用试纸条可检测到Ｏ 型样品病毒最低含量为

３．９０×１０４ＬＤ５０，Ａｓｉａ１型样品检测病毒最低含量为

１．９５×１０４ＬＤ５０（Ａ１～Ａ７是Ａｓｉａ１型样品病毒含量

为１．５６×１０５ＬＤ５０～２．４４×１０
３ＬＤ５０；Ｂ１～Ｂ７ 是 Ｏ

型样品病毒含量为 １．２０×１０６ＬＤ５０ ～１．９５×

１０４ＬＤ５０），说明试纸条的灵敏度为３．９０×１０
４ＬＤ５０。

用试纸条检测国家口蹄疫参考实验室提供的阴

性参考样品（ＳＶＤＶ、ＶＳ、ＶＥＳ），结果试纸条２条检

测线均不显色，即：一条检测线不显示红色条带，另

一条检测线不显示蓝色条带，说明试纸条特异性好。

用３批试纸条重复检测阳、阴性参考样品，３次

检测结果完全一致，不同批次间、同一批次内检测结

果完全一致，说明试纸条重复性好。

检测国家口蹄疫参考实验室已确定口蹄疫病毒

血清型的样品７４份（Ｏ 型２１份，Ａ型６份，Ａｓｉａ１

型２７份，阴性２０份）。由表４可知：Ｏ 型、Ａｓｉａ１

型、阴性样本的符合率分别为９５．２４％、９６．３０％、

１００％。

Ａ１Ａ７．１．５６×１０
５、７．８０×１０４、３．９０×１０４、１．９５×１０４、９．７５×１０３、４．８８×１０３、２．４４×１０３ＬＤ５０；Ｂ１Ｂ７．１．２０×１０

６、６．００×

１０５、３．００×１０５、１．５×１０５、７．５０×１０４、３．８０×１０４、１．９５×１０４ＬＤ５０
图２　敏感性试验

犉犻犵．２　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔犪狊狊犪狔狋犲狊狋
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表４　试纸条符合率试验

犜犪犫犾犲４　犜犺犲犮狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵狉犪狋犲狉犲狊狌犾狋狊

口蹄疫病毒血清型

ＦＭＤＶｓｅｒｏｔｙｐｅ

样品数

Ｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ

试纸条结果

Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｓｔｒｉｐｋｉｔ

符合数

Ｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｕｍ

符合率／％

Ｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｒａｔｅ

Ｏ型

ＴｈｅＦＭＤＶｏｆＯｔｙｐｅ
２１ ２０ ９５．２４

Ａｓｉａ１型

ＴｈｅＦＭＤＶｏｆＡｓｉａ１ｔｙｐｅ
２７ ２６ ９６．３０

阴性样品（含Ａ型）

Ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ（ＩｎｃｌｕｄｉｎｇＡｔｙｐｅｓａｍｐｌｅ）
２６ ２６ １００

３　讨　论

乳胶标记技术是近年来发展较快的免疫新技

术，标记过程中含羧基的胶乳与含氨基的抗原（抗

体）呈共价键形式结合，结合量大且牢固，标记后生

物大分子物质可保持活性不变［８９］。另外，检测过程

无需特殊仪器，用目测法，简便快速直观地判断试验

结果，因此在生物医学领域倍受青睐。

免疫乳胶技术应用时间最长，最广泛的是乳胶

凝集试验（ＬＡＴ）。此方法已成功应用于水牛巴贝

斯虫病［１０］、猪粪轮状病毒［１１］、犊牛轮状病毒［１２］、猪

伪狂犬病［１３］、羊传染性胸膜肺炎［１４］、家蚕浓核病

毒［１５］等动物疫病的诊断中。然而在一些病原的早

期诊断中，由于抗原含量较低，无色的胶乳与背景较

难区分，胶乳凝集效果难以观察，诊断效果往往并不

令人满意。随着近几年的发展，研究者将胶乳颗粒

染成不同颜色，并均匀地分散在介质中形成彩色溶

液，加入待测样品后，若有凝集发生，则胶乳聚集成

较大的肉眼可见的彩色“云团”，可增大乳胶凝集反

应的灵敏度。但由于凝集实验是在液相环境中进

行，大颗粒的彩色胶乳容易聚集，使检测结果的非特

异性反应加重，从而降低了检测特异性，因此给准确

的检测病原带来了极大的困难。在 Ｒｅｉｄ等
［１６］关于

口蹄疫病毒胶乳检测技术的报道中，是将乳胶标记

技术和免疫层析技术结合，层析实验中硝酸纤维素

膜能有效地分散胶乳颗粒，使胶乳颗粒沿膜均匀地

通过吸附线，有效地防止胶乳聚集所带来的非特异

性反应，从而提高了检测特异性。但由于该方法仅

使用一种颜色的胶乳作为标记载体，进行与口蹄疫

临床症状相似的疾病作鉴别诊断，并不能对多血清

型的口蹄疫病毒进行分型检测。而目前国内针对口

蹄疫病毒胶乳检测技术尚未见报道。

最近蒋韬等［３］建立的口蹄疫病毒定型胶体金检

测技术，是以胶体金颗粒作为标记载体，由于其能够

获得更佳的混合程度，从而获得较好的灵敏度。但

由于胶体金仅显单一红色不能在一次层析反应中分

析多种病原，需要借助不同型的试纸条配成一套才

能完成定型检测。

本试验将彩色乳胶标记技术标记物色彩丰富、

辨识度高、灵敏度好的优点，层析技术快速、简便、特

异性好的优点相结合，首次建立了Ｏ、Ａｓｉａ１型口蹄

疫分型的乳胶层析检测试纸条诊断方法，实现了抗

原分型一步化，满足了口蹄疫病毒多血清型的鉴别

诊断需要。

彩色胶乳标记时，彩色胶乳与抗原或抗体共价

结合不影响生物大分子的活性及免疫反应性，最终

彩色胶乳过剩的羧基封闭至关重要，如果最终含有

过剩羧基就严重影响特异性，因此胶乳和标记物工

作浓度尤为关键［６］。通过大量预试验研究最终确定

了乳 胶 与 抗 体 的 最 佳 配 比 浓 度：即 用 ０．１５

ｍｇ·ｍＬ
－１（原红色胶乳２００倍稀释）的红色胶乳以

０．６０ｍｇ·ｍＬ
－１的抗体量标记为佳，０．２０ｍｇ·ｍＬ

－１

（原蓝色胶乳２００倍稀释）的蓝色胶乳以０．８０

ｍｇ·ｍＬ
－１的抗体量标记为佳。发现高于上述浓度的

抗体和胶乳量都会严重影响特异性，低于上述浓度的

抗体和胶乳量时，试纸条检测带的颜色浅，严重影响

灵敏度。

彩色胶乳应用了双键彩色染料，彩色单体泄漏，

是造成非特异性反应的主要原因。因此有效洗涤步

骤的建立是解决特异性问题的关键，作者确定了最

佳洗涤次数、超声波处理的方法。发现洗涤次数过

少非特异反应越严重，洗涤次数过多对试验结果无

１２８
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影响，为无效操作。并且在每次洗涤过程中，超声波

处理能明显改善胶乳的单分散性，防止胶乳颗粒聚

集，保证试验的可重复性。

根据我国口蹄疫疫情的流行情况，建立了 Ｏ、

Ａｓｉａ１型口蹄疫分型的乳胶层析检测试纸条，在符

合率试验中，试纸条对各类田间及实验室样品定型

准确率达９５．２４％以上，对阴性样本的符合率为

１００％，说明该方法可适用于水疱皮、水疱液、乳鼠组

织等田间样本的检测，并具有较好的灵敏度与特异

性。后续检测口蹄疫病毒 Ａ型的彩色乳胶层析技

术已在研发过程中。

４　结　论

在国内外ＦＭＤＶ快速定型检测的报道中，主要

以胶体金层析技术为主，而将彩色的胶乳标记技术

用于多血清型口蹄疫的诊断中的报道尚未见到。本

项工作的开展是彩色胶乳技术在口蹄疫定型诊断中

的首次尝试，研发具有自主知识产权试剂盒在各项

评价试验中显示了良好的敏感性、特异性、重复性和

符合性，可为今后口蹄疫病毒样本多血清型的分型

检测奠定理论与应用基础。
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