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6,$9%

型口
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&由于该病流行范围广)发病率高和传播

速度快!一旦暴发很难控制!严重威胁畜牧业和国际

贸易!在全世界造成了重大的经济损失&胶体金免

疫层析技术"
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世纪
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年代在胶体金标

记技术)免疫层析技术基础上建立的一种独特的免

疫学检测技术&它以胶体金作为示踪物!利用特异

性抗原抗体结合原理!通过胶体金颗粒的颜色放大

免疫反应系统!使反应结果在固相载体上直接显示

出来*
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&胶体金试纸条具有操作简单!检测速度快

等优点!但是该方法的结果判定是通过观察检测带

显色条带的有无!因此大多数胶体金免疫层析试纸

条只能用于定性和半定量的检测&目前!口蹄疫病

毒检测技术及定性的方法主要有病毒分离)病毒中

和试验)
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需要专业的设备和技术人员&目前!定量试纸条多

见于人类医学诊断领域)食品添加剂)残留药物的检

测等!而口蹄疫病毒定量检测试纸条还未见有文献

报道&本研究首次将定量检测试纸条应用于口蹄疫

病毒的检测中&本试验选择
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株制备抗体!利用胶体金免疫层析技术!并结合金标

分析仪建立对
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型口蹄疫病毒快速定量检测
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调节胶体
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试纸条的组装$将吸取样品的样品垫)胶
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检测结果的判读$将处理好的病毒液和正

常细胞培养液"作为阴性样品#
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加到制备好的

试纸条的样品端!静置
%18$-

观察结果&质控带和

检测带都出现红色则判为阳性!只有质控带出现红

色则判为阴性!质控带和检测带都不显色为无效&
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特异性$用制备好的
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型
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4̀Y

病

毒抗原用稀释液作不同的稀释&按确定的最佳反应

条件制备的胶体金试纸条!检测不同质量浓度的

VTZ
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4̀Y

病毒抗原!每个浓度重复
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次&按照
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法进行操作和判定!将试纸条检测到的最

高稀释倍数为灵敏度&
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田间样品检测$国家口蹄疫参考实验室保

存!由病毒分离)反向间接血凝)
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测序定型等方

法确定
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I

比值的标差与平均值的比值为变异系数&

%'*'/')

!

回收率$在线性检测范围内!检测已知浓

度的
6,$9%

型
VTZ

病毒抗原!根据金标分析仪读

出的
R

%

I

比值和标准曲线计算出的浓度为检测浓

度!检测浓度和理论浓度的比值百分率为回收率&

分别检测理论质量浓度为
5'()

)

1'00

)

*'/0

)

0'.%

)

%'15

)

&'5(

%

@

/

8Y

^%的
6,$9%

型
VTZ

病毒抗原&

!

!

结
!

果

!=#

!

测定提纯抗体纯度$蛋白含量

4Z4!a632

电泳分析纯化的
VTZc 6,$9%

_

@

3

进行!纯度
'

/(S

'分光光度法测定各型纯化

_

@

3

的含量为
*'50.

%

@

/

8Y

^%

&

!=!

!

胶体金的测定

制备好的胶体金用分光光度计检测"图
%

#!合

格可用的胶体金溶液的检测波长
EZ

10*-8

在
%'%

"

%'0

&符合标记用胶体金要求&

!=<

!

JUN42.,#

型抗体最适
D

K

在保证胶体金颜色正常的情况下!将不同
M

D

下制备的金标抗体检测所得的
EZ

1*&-8

值绘制曲线!

结果如图
0

所示!当
M

D

为
1'1

时!曲线最接近
H

轴!因此
M

D1'1

为胶体金溶液的最佳标记
M

D

&

图
#

!

胶体金的紫外
L

可见扫描曲线

J.

1

=#

!

?:@@:.;,@

1

:@;_+LV.2.5@02-,//./

1

-I6V0

!=$

!

42.,#

型抗体标记最适量

在
M

D

为
1'1

的胶体金溶液中!加入不同浓度

的抗体进行标记!将测得的
EZ

1*&-8

值绘制曲线!结

果如图
*

所示!当抗体量为
5')1

%

@

时!曲线最接近

H

轴!此时的抗体量即为胶体金标记的最适量&

)&*%
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期 朱玉婵等$胶体金免疫层析试纸条快速定量检测
6,$9%

型口蹄疫病毒含量方法的建立

图
!

!

确定胶体金标记抗体的最佳
D

K

J.

1

=!

!

QF020@0-30;:

D

3.T,@

D

K:EG

1

)-:/

[

I

1

,30;9.3F-:@L

@:.;,@

1

:@;

图
<

!

YN

%<"/T

值曲线法确定胶体金标记蛋白的最佳浓度

结果

J.

1

=<

!

QF0:

D

3.T,@-:/-0/36,3.:/:E

1

:@;-:@@:.;5./;./

1

D

6:30./5

8

YN

%<"/T

!=%

!

纯化
JUN

(

ZOM

病毒抗原蛋白含量

收集
*1S

"

)1S

蔗糖密度处的病毒抗原!即为

%).4

抗原!测得
6

01/-8

j%'0%55

!根据公式$病毒抗

原含量"

%

@

/

8Y

^%

#

j6

01/-8

h%0('5

"

6

01/-8

^

空

白#!病毒抗原的含量为
%1.'5%

%

@

/

8Y

^%

&

!=R

!

特异性与灵敏度

按照确定的最佳反应条件制备的
6,$9%

型口

蹄疫免疫层析试纸条!分别检测
E

)

6

型口蹄疫)

4cZc

和正常细胞培养液!检测结果均为阴性&型

别间无交叉反应&将
6,$9%

型
VTZ

%

4̀Y

病毒抗

原分别稀释为
%1'.5

)

%'1.5

)

&'5(

)

&'10

)

&'*/

%

@

/

8Y

^%

!可检测到的最高稀释倍数对应的质量浓

度为
&'5(

%

@

/

8Y

^%

"图
)

#&

!='

!

田间样品的检测

用
6,$9%

型胶体金试纸条检测已确定血清型

的
%)0

份样品的结果!见表
%

&其中
6

型全部阴性!

符合率为
%&&S

'

E

型全部阴性!符合率为
%&&S

'

6,$9%

型阳性
0)

份!阴性
0

份!符合率为
/0S

&

图
$

!

42.,#

型
JUN

胶体金免疫层析试纸条特异性和敏感性

J.

1

=$

!

O

D

0-.E.0;,/;20/2.3.V.3

8

,22,

8

3023602I@32:EJUN42.,#3

8D

0

1

:@;.TTI/:-F:T,3:

1

6,

D

F.-236.

D

表
#

!

42.,#

型
JUN

胶体金试纸符合率试验

Q,5@0#

!

QF0-:6602

D

:/;./

1

3023:EJUN42.,#3

8D

0

1

:@;.TTI/:-F:T,3:

1

6,

D

F.-236.

D

样品

498

M

:J

样品数
试纸条检测结果

RJ,ALJ,<:A,#O$88<-#7?#89A#

@

L9

M

?$7,AL$

M

阳性
a#,$A$PJ

阴性
FJ

@

9A$PJ

符合率%
S

R?J7#LLJ,

M

#-"$-

@

L9AJ

VTZcE )0 & )0 %&&

VTZc6 )* & )* %&&

VTZc6,$9% 0. 0) 0 /0

阴性样品
*% & *% %&&

总计
R#A9: %)0 0) %%( /('1

1&*%
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42.,#

型口蹄疫试纸条的定量检测结果

0'('%

!

判定值
!!

用金标分析仪扫描读取阴性样

品的
R

%

I

比值!共检测
0&

次&

0&

个
R

%

I

比值的平

均值 和
*

倍 标 差 之 和 为 判 定 值!判 定 值 为

&'&.5(.*

&

0'('0

!

标准曲线的建立
!!

用金标分析仪检测不

同浓度的
6,$9%

型
VTZc

抗原!每个浓度检测
%&

次!取
%&

次
R

%

I

比值的平均值&以
6,$9%

型
VTZ

抗原浓度为横坐标"

H

#!金标分析仪读值
R

%

I

比值

作为纵坐标"

2

#作图!建立胶体金检测标准曲线&

当
6,$9%

型
VTZ

抗 原 浓 度 在
&'5(

"

5'()

%

@

/

8Y

^%

!病毒抗原的质量浓度与其金标分析仪读

值
R

%

I

比值之间呈良好的线性关系"图
1

#!线性回

归方程为
2

j&'%/1(Hb&'(*/5

!

E

0

j&'//.)

&

E

0

接近
%

!证实建立标准曲线有较好的线性关系&

0'('*

!

重复性
!!

重复检测质量浓度为
&'5(

)

%'/.

)

0W.%

)

*'/0

)

1'00

)

5'()

%

@

/

8Y

^%的
6,$9%

型

图
%

!

胶体金免疫层析试纸条检测
42.,#

型
JUN

病毒抗

原标准曲线

J.

1

=%

!

?:@@:.;,@

1

:@;.TTI/:-F6:T,3:

1

6,

D

F.-3023236.

D

42.,#3

8D

0JUN+,/3.

1

0/23,/;,6;-I6V0

VTZc

抗原!每个浓度检测
%&

次!经过统计学

4RZ2c

计算得出标准差!变异系数为标准差与平均

值的比值!由表
0

可以看出变异系数介于
&'0S

"

1S

&变异系数小于
0&S

证实有良好的重复性&

表
!

!

42.,#

型胶体金试纸检测系统的变异系数"

% #̀"

#

Q,5@0!

!

42.,#3

8D

0:EJUN-:@@:.;,@

1

:@;3023236.

D

2

8

230T-:0EE.-.0/3:EV,6.,3.:/

"

% #̀"

#

质量浓度%"

%

@

/

8Y

^%

#

I#-7J-AL9A$#-

标准差

4A9-"9L""JP$9A$#-

平均值

6PJL9

@

J

变异系数%
S

I#JOO$7$J-A#OP9L$9A$#-

&'5( u&'&&00( &'&0( &'(

%'15 u&'&&1&* %'%1% 1

0'.% u&'&*)0. %'*.0 0

*'/0 u&'&*%(* %'1(/ &'0

1'00 u&'&%*&( %'()( &'5

5'() u&'&*%(( 0'0/( %'%

0'(')

!

回收率
!!

由表
*

可见&理论质量浓度为

5W()

)

1'00

)

*'/0

)

0'.%

)

%'15

)

&'5(

%

@

/

8Y

%̂的
6,$9%

型
VTZ

病毒抗原用金标分析仪检测后的质量浓度为

5'))

)

1'%)

)

*'(5

)

0'.5

)

%'1/

)

&'5%

%

@

/

8Y

%̂

!计算其

回收率在
/%S

"

%&0S

&基本满足回收率应为
/&S

"

%%&S

标准!证明其定量检测准确度高&

表
<

!

42.,#

型
JUN

胶体金免疫层析试纸条检测系统回收率

Q,5@0<

!

42.,#3

8D

0JUN-:@@:.;,@

1

:@;.TTI/:-F6:T,3:

1

6,

D

F.-236.

D

;030-3.:/2

8

230T60-:V06

8

R

%

I

比值

R

%

IL9A$#

检测质量浓度%"

%

@

/

8Y

^%

#

ZJAJ7A9N:J7#-7J-AL9A$#-

理论质量浓度%"

%

@

/

8Y

^%

#

R?J#LJA$79:7#-7J-AL9A$#-

回收率%
S

\J7#PJL

B

0'0/( 5')) 5'() /1

%'()( 1'%) 1'00 //

%'1/( *'(5 *'/0 /(

%'*.0 0'.5 0'.% %&0

%'%1% %'1/ %'15 %&0

&'/5( &'5% &'5( /%

.&*%
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期 朱玉婵等$胶体金免疫层析试纸条快速定量检测
6,$9%

型口蹄疫病毒含量方法的建立

<

!

讨
!

论

胶体金免疫层析技术"

3_I6

#是
0&

世纪
(&

年

代在胶体金标记技术和新材料技术基础上建立的一

种独特的免疫学检测技术&它以检测速度快!简单!

直观)便宜)适用田间检测备受关注*

5

+

&但是该方法

不能定量!只能用于定性和半定量的检测&目前胶

体金免疫层析技术正朝着定量)高灵敏度)检测多元

化的方向发展&

免疫层析试纸条定量检测技术是基于便携式光

学传感器的一种新型的试纸条快速定量分析方法&

常用的定量形式有
R

%

I

比值法和
R

线值法等&

R

线值法是依据
R

线吸光值和待测物浓度呈一定的

比例关系而定量&由于免疫层析试纸条上的免疫反

应是一个动态的过程!

R

线显色强度随时间的变化

而逐渐增强!最后趋于稳定!而
R

线的显色会受到

工作环境)样品差异等影响!产生误差&

R

%

I

比值

法是依据试纸条上
R

)

I

线的免疫反应在一定程度

上受环境影响一致!从而可以在一定程度上消除工

作环境!样品差异等的对试纸条显色差异的影

响*

/!%*

+

&近年来免疫层析试纸条定量检测方法的文

献逐渐增多&例如李怀明等*

%0

+建立了基于荧光微

球的克伦特罗免疫层析定量检测方法'李超辉

等*

%&!%%

+建立了胶体金免疫层析试纸条定量检测猪尿

中克伦特罗和胶体金免疫层析法定量检测猪肉中克

伦特罗等&目前为止还未见到定量试纸条检测口蹄

疫病毒的文献&口蹄疫病毒检测技术及定性的方法

主要有病毒分离)病毒中和试验)

2Y_46

和
aI\

!定

量检测口蹄疫病毒方法有荧光定量
aI\

!而荧光定

量
aI\

针对口蹄疫病毒核酸定量&这些方法过程

繁多!操作复杂!检测时间长!成本高!而且还需要专

业的设备和技术人员&本研究快速简便)易操作!而

且不需要专业技术人员!补充了血清学定量检测口

蹄疫病毒的方法&

胶体金对蛋白的吸附效率主要取决于
M

D

!一

般来说在接近蛋白质的等电点或偏碱的条件下!是

二者最容易结合形成牢固的复合物!确定最佳
M

D

后尤为重要&本方法在建立过程中!最适
M

D

选择

的时候!发现在蒋韬等*

%)

+建立的口蹄疫病毒
E

)

6

)

6,$9%

型诊断试纸条胶体金免疫层析方法中!最适

M

D

为
('&

!任维维等*

%1

+得到的最适
M

D

为
('1

!而

本研究中最适
M

D

为
1'1

&在定量检测样品的过程

中!试纸条加入样品后!

%8$-

后开始显色!随着反

应时间的延长!

R

)

I

线的显色也在不断增强!约在

%18$-

后进入稳定期!并且在
0&8$-

之内保持稳

定&这就表明
R

%

I

比值法能在一定范围内消除免

疫反应的动态差异&金标分析仪在读取
R

%

I

值的

时候!测试结果会受到
R

)

I

线的粗细)背景颜色的

干扰!金标分析仪设备性能等因素的影响&通常采

用喷膜仪划膜!能够使
R

)

I

线粗细均匀一致!消除

了
R

)

I

线对
R

%

I

值的影响&为了评价该检测系统

的重复性!用
6,$9%

型
VTZ

胶体金免疫层析试纸

条检测不同浓度的
6,$9%

型
VTZ

抗原!每个质量

浓度进行
%&

次重复测定!其变异系数在
&'0S

"

1S

!变异系数小于
0&S

*

%.

+

!表明本研究用的胶体金

试纸条具有良好的重复性&为评价该系统的准确

性!测定了其回收率!在线性检测范围内!检测已知

质量浓度的
6,$9%

型
VTZ

病毒抗原!根据金标分

析仪读出的
R

%

I

比值和标准曲线计算出的质量浓

度为检测质量浓度!检测质量浓度和理论质量浓度

的比值百分率为回收率&此方法的回收率在
/%S

"

%&0S

&回收率在
/&S

"

%%&S

结果为可接受*

%.

+

!

表明本试验定量检测准确度高&

$

!

结
!

论

选择
6,$9%

型
VTZc

流行株的多克隆抗体!

利用胶体金免疫层析技术研制了
6,$9%

型口蹄疫

胶体金试纸条!检测
E

)

6

型口蹄疫!与口蹄疫症状

相似的猪水疱病病毒及正常细胞培养基检测结果均

为阴性!型间没有交叉反应!特异性较好'并结合金

标分析仪建立了
6,$9%

型口蹄疫病毒抗原胶体金

定量检测的方法!可以在
%18$-

内完成对
6,$9%

型

VTZ

病 毒 抗 原 定 量 的 检 测!灵 敏 度
&'5(

%

@

/

8Y

^%

!线性范围在
&'5(

"

5'()

%

@

/

8Y

^%

'变

异系数在
&'0S

"

1S

!证明该方法重复性好'回收

率在
/%S

"

%&0S

!证明定量检测准确度高&此方

法快速!简单!克服了传统试纸条无法定量的缺陷&
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