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摘　要：采用特异性好的鼠源抗猪流行性腹泻病毒 （ＰＥＤＶ）单克隆抗体为捕获抗体，兔源多克隆抗体为检测抗

体，建立ＰＥＤＶ双抗体夹心ＥＬＩＳＡ检测方法。结果显示，该方法的最佳反应条件为：抗ＰＥＤＶ单克隆抗体Ｅ１

包被质量浓度４．４０μｇ·ｍＬ
－１，３７℃包被２ｈ，采用５％ＢＳＡ封闭液封闭１ｈ，兔抗ＰＥＤＶ抗体工作质量浓度为

５．９１μｇ·ｍＬ
－１，酶标二抗稀释度为１∶２０００，以ＯＤ４５０ｎｍ≥０．３８１作为阳性判定标准。该ＥＬＩＳＡ方法对猪轮状病

毒和猪传染性胃肠炎病毒无交叉反应。敏感度可达３０μｇ·ｍＬ
－１ （５×１０３．１２）；重复性变异系数小于１０％。采用

该方法和ＲＴＰＣＲ方法同时检测临床样品４２份，阳性样品符合率为９２．３０％，表明建立的ＰＥＤＶ双抗体夹心

ＥＬＩＳＡ检测方法具有特异性好、敏感性高和方便快捷等优点，可用于ＰＥＤＶ快速检测。
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　　猪流行性腹泻 （ＰｏｒｃｉｎｅＥｐｉｄｅｍｉｃＤｉａｒｒｈｅａ，

ＰＥＤ）是一种由冠状病毒引起的高度接触性肠道传

染病，年幼仔猪发病率高，可表现呕吐、腹泻和死

亡，剖检可见胃肠道内有未消化乳汁，肠壁变薄近

乎透明，死亡率可达１００％
［１］。亚洲地区ＰＥＤ首

次暴发于韩国，并迅速传到其他国家，在多个国家
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流行。猪 流 行 性 腹 泻 病 毒 （ＰｏｒｃｉｎｅＥｐｉｄｅｍｉｃ

ＤｉａｒｒｈｅａＶｉｒｕｓ，ＰＥＤＶ）于２０１３年首次在美国猪

群中分离并鉴定出［２－３］。目前，ＰＥＤ已成为世界

性养猪病害之一。

ＰＥＤＶ核酸是单股正链具有感染性的 ＲＮＡ，

有６个ＯＲＦ，其编码的纤突蛋白 （Ｓ）、小膜蛋白

（Ｅ）、膜糖蛋白 （Ｍ）和核衣壳蛋白 （Ｎ）为

ＰＥＤＶ主要结构蛋白。福建ＰＥＤＶ 流行毒株的犛

和犗犚犉３变异程度较大，犖 基因存在个别氨基酸

变异，犈基因有高度保守性，犕 基因除个别基因

突变外也相对保守［４－５］。

引起猪只出现腹泻症状的病因是多方面的，需

要实验室诊断来进行确诊。常见的ＰＥＤＶ检测方

法主要是ＲＴＰＣＲ法、ＥＬＩＳＡ法、胶体金法和免

疫电镜法。ＲＴＰＣＲ法和免疫电镜法需要特殊仪器

设备和熟练的操作人员仅限实验室诊断，而操作便

捷的ＥＬＩＳＡ和胶体金法则常用于临床检测。由于

缺少特异性好的检测试剂，研制快速诊断ＰＥＤＶ

的试剂成为研究重点。本研究在可识别 Ｍ 蛋白的

抗ＰＥＤＶ单克隆抗体制备的基础上，采用纯化的

全抗原制备兔抗ＰＥＤＶ多克隆抗体，通过优化反

应条件建立检测ＰＥＤＶ的双抗体夹心ＥＬＩＳＡ，以

期为ＰＥＤＶ临床样品的快速诊断提供更好的检测

手段。

１　材料和方法

１１　病毒与细胞株

猪流行性腹泻病毒 （ＰＥＤＶ）、猪传染性胃肠

炎病毒 （ＴＧＶ）、猪轮状病毒和ＰＥＤＶ ＭＡｂ杂交

瘤细胞株Ｅ１由福建省农业科学院畜牧兽医研究所

畜病室保存。

１２　主要试剂和仪器

ＨＲＰ标记的羊抗兔 ＨＲＰＩｇＧ、ＴＭＢ和终止

液购自博士德生物公司，牛血清白蛋白 （ＢＳＡ）购

自Ｓｉｇｍａ公司。

Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００／２０００Ｃ 分 光 光 度 计 购 自

Ｔｈｅｒｍｏ公司。

１３　病毒纯化

取生长状况良好的ｖｅｒｏ单层细胞，用ＰＢＳ缓

冲液洗１次，加入１∶１００稀释的ＰＥＤＶ细胞培养

物１ｍＬ和终浓度为６ｍｇ·ｍＬ
－１胰酶，３７℃吸附

１ｈ后，加入终浓度６ｍｇ·ｍＬ
－１胰酶无血清的

ＤＭＥＭ培养液，观察细胞病变 （ＣＰＥ）达８０％以

上收获病毒，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心１ｈ，取上清

液，５００００ｒ·ｍｉｎ－１离心３ｈ，采用蔗糖密度梯度

离心法收获病毒［６］，分装后－７０℃保存。

１４　ＰＥＤＶ的 ＭＡｂ的制备

按常规方法复苏ＰＥＤＶ ＭＡｂ杂交瘤细胞株

Ｅ１并制备小鼠腹水，采用辛酸饱和硫酸铵法纯化

腹水［７］，并用建立的间接ＥＬＩＳＡ 检测抗体效价，

用Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００／２０００Ｃ分光光度计测蛋白浓度。

１５　兔抗ＰＥＤＶ多克隆抗体的制备和纯化

将纯化的ＰＥＤＶ病毒液稀释至１ｍｇ·ｍＬ
－１，

与等量弗氏完全佐剂乳化后背部多点注射清洁级大

白兔，每只注射１ｍＬ，２周后将病毒液与等量弗

氏不完全佐剂乳化后加强免疫２次，每次间隔２

周。最后１次免疫后第１５ｄ采血并分离血清，采

用辛酸饱和硫酸铵法纯化后检测多抗效价，用

Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００／２０００Ｃ分光光度计测蛋白浓度。

１６　ＰＥＤＶ双抗体夹心ＥＬＩＳＡ检测方法的建立

１６１　双抗体夹心ＥＬＩＳＡ基本操作步骤　采用纯

化的腹水包被酶标板，３７℃包被；ＰＢＳＴ 洗涤３

次，每次５ｍｉｎ；加入含５％ＢＳＡ的ＰＢＳＴ封闭液，

４℃封闭过夜；ＰＢＳＴ洗涤３次，每次５ｍｉｎ；加入

待检样品，３７℃反应１ｈ；ＰＢＳＴ洗涤３次，每次５

ｍｉｎ；加入纯化的抗ＰＥＤＶ多克隆抗体３７℃孵育

１ｈ；ＰＢＳＴ洗涤３次，每次５ｍｉｎ；加入稀释后的

羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ二抗孵育一定时间后，加入终止

液，读取数值。以 ＯＤ４５０ｎｍ值接近１，Ｓ／Ｎ值＞２，

作为阳性判定依据。

１６２　捕获抗体和检测抗体稀释倍数的确定　 采

用方阵滴定法，将纯化的腹水以１∶１００、１∶２００、

１∶４００、１∶８００、１∶１６００、１∶３２００、１∶６４００和

１∶１２８００进行稀释，每孔加入１００μＬ，设置２个

复孔，３７℃包被２ｈ，检测纯化的ＰＥＤＶ病毒液；

同样将抗ＰＥＤＶ多克隆抗体以１∶１００倍比稀释后

加入酶标板进行检测，根据ＯＤ４５０ｎｍ值和Ｓ／Ｎ值选

择最佳捕获抗体和检测抗体稀释倍数。

１６３　 捕获抗体包被条件的确定 　 用 ０．０５

ｍｏｌ·Ｌ－１碳酸盐稀释纯化腹水，包被条件３７℃包

被２ｈ、４℃包被１２ｈ和３７℃２ｈ加４℃１２ｈ。其

他条件相同进行ＥＬＩＳＡ试验，根据ＯＤ４５０ｎｍ值和Ｓ／

Ｎ值确定最佳包被条件。

１６４　封闭液浓度和封闭时间的确定　采用２％

ＢＳＡ、３％ＢＳＡ和５％ＢＳＡ封闭液进行３７℃封闭１

ｈ，其他条件相同进行ＥＬＩＳＡ试验。确定最佳封闭

液浓度后封闭时间以３７℃封闭１ｈ、４℃封闭１２ｈ

和３７℃１ｈ加４℃１２ｈ进行封闭，观察封闭效果，

根据ＯＤ４５０ｎｍ值和Ｓ／Ｎ值确定最佳封闭液浓度和封

闭时间。
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１６５　抗原作用时间的确定　确定捕获抗体和检

测抗体稀释倍数，经适合的封闭液封闭后，加入纯

化的病毒液，以不加入抗原为阴性对照，３７℃反应

６０、９０ｍｉｎ，根据 ＯＤ４５０ｎｍ值确定最佳抗原作用

时间。

１６６　酶标二抗浓度和作用时间的确定　确定捕

获抗体和检测抗体稀释倍数，酶标二抗以１∶

１０００、１∶２０００、１∶３０００、１∶４０００和１∶５０００稀

释进行试验，确定最佳酶标二抗浓度后作用时间以

３０、６０、９０ｍｉｎ孵育，根据ＯＤ４５０ｎｍ值确定最佳作

用时间。

１７　ＥＬＩＳＡ结果判定的标准

采用建立的ＥＬＩＳＡ方法检测经ＲＴＰＣＲ鉴定

为阴性的样品２０份，计算ＯＤ４５０ｎｍ平均值 （珡犡）和

标准差 （ＳＤ）。以样品的 ＯＤ４５０ｎｍ值珡犡＋３ＳＤ为阳

性临界值。

１８　ＥＬＩＳＡ特异性试验

采用建立的ＥＬＩＳＡ方法对ＰＥＤＶ、ＴＧＶ和轮

状病毒进行检测，每个样品２个复孔，确定该方法

特异性。

１９　ＥＬＩＳＡ敏感性试验

ＰＢＳ稀释纯化ＰＥＤＶ从１∶１０开始二倍稀释

至１∶２５６０，每个稀释度２个复孔，采用建立的

ＥＬＩＳＡ方法进行检测，确定该方法敏感度。

１１０　ＥＬＩＳＡ重复性试验

在同一酶标板内检测５份阳性样品，每个样品

３个重复，计算批内变异系数。不同批次酶标板对

同一样品进行检测，每个样品３个重复，计算批间

变异系数。

１１１　临床样品检测

取自临床发生腹泻，出现死亡的仔猪的小肠及

内容物，研磨后１∶１０加入生理盐水制成匀浆，

－２０℃反复冻融３次，４℃、４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０

ｍｉｎ，收集上清液用建立的ＥＬＩＳＡ方法与ＲＴＰＣＲ

方法同时检测，评价该方法的特异性、敏感性和符

合率。

２　结果与分析

２１　病毒纯化

将细胞培养的ＰＥＤＶ经过蔗糖密度梯度离心

纯化后，用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００／２０００Ｃ分光光度计测

其纯化病毒的蛋白质量浓度为４．８ｍｇ·ｍＬ
－１。

２２　ＰＥＤＶＭＡｂ和多抗的纯化和效价测定

用Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００／２０００Ｃ分光光度计测其纯

化后 ＭＡｂ和多抗的蛋白质量浓度分别为３．５２、

３．５５ｍｇ·ｍＬ
－１。间接 ＥＬＩＳＡ 方法测定纯化后

ＭＡｂ和多抗效价均为１０４。

２３　ＰＥＤＶ双抗体夹心ＥＬＩＳＡ方法的建立和反应

条件优化

在建立ＰＥＤＶ双抗体夹心ＥＬＩＳＡ检测方法时

对捕获抗体最佳包被浓度和时间、封闭液浓度选择

和封闭时间、抗原最佳作用时间、兔抗最佳工作浓

度和工作时间和酶标二抗稀释度和作用时间进行反

应条 件 优 化。结 果 显 示，ＰＥＤＶ 双 抗 体 夹 心

ＥＬＩＳＡ的最佳反应条件为：抗 ＰＥＤＶ 单克隆抗

体作为捕获抗体，包被质量浓度为１∶８００ （４．４０

μｇ·ｍＬ
－１），３７℃包被２ｈ，采用５％ＢＳＡ封闭液，

３７℃封闭１ｈ；抗原最佳作用时间３７℃，９０ｍｉｎ；

兔抗ＰＥＤＶ抗体作为检测抗体，工作质量浓度为１

∶６００ （５．９１μｇ·ｍＬ
－１），３７℃作用１ｈ，酶标二

抗稀释度为１∶２０００，３７℃作用１ｈ。

２４　ＥＬＩＳＡ结果判定的标准

采用建立的ＥＬＩＳＡ方法检测经ＲＴＰＣＲ鉴定

为阴性的样品２０份，计算ＯＤ４５０ｎｍ平均值为０．２１６，

标准差０．０５５。根据公式 珚Ｘ＋３ＳＤ计算，即样品

ＯＤ４５０ｎｍ值≥０．３８１判断为阳性。

２５　ＥＬＩＳＡ特异性

采用建立的ＥＬＩＳＡ方法同时对ＰＥＤＶ、ＴＧＶ

和轮状病毒进行检测，每个样品３次重复检测，结

果显示只有ＰＥＤＶ的 ＯＤ４５０ｎｍ值＞０．３８１，ＴＧＶ和

轮状病毒检测为阴性，表明该方法特异性好

（图１）。

图１　双抗体夹心ＥＬＩＳＡ特异性试验

犉犻犵．１　犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狅犳犇犃犛犈犔犐犛犃

２６　ＥＬＩＳＡ敏感性

ＰＢＳ稀释纯化ＰＥＤＶ从１∶１０开始二倍稀释

至１∶２５６０，每个稀释度２个复孔，采用建立的

ＥＬＩＳＡ方法进行检测，以抗原的稀释浓度为横

坐标，ＯＤ值为纵坐标，绘制标准曲线，其线性

回归方程为狔＝４．８５９狓＋０．２７２，线性回归常数

犚２＝０．９９７４，检测范围为３０～４８０μｇ·ｍＬ
－１。该

方法最低可检测３０μｇ·ｍＬ
－１ （５×１０３．１２）的病毒
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（图２）。

图２　双抗体夹心ＥＬＩＳＡ敏感性试验

犉犻犵．２　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狅犳犇犃犛犈犔犐犛犃

２７　ＥＬＩＳＡ重复性

对５份不同ＰＥＤＶ阳性样品进行批内重复和

批间重复试验，结果 （表１）显示批内和批间的变

异系数均小于１０％，表明建立的ＰＥＤＶ双抗体夹

心法有较好的重复性。

表１　批内和批间重复试验结果（ｎ＝５）

犜犪犫犾犲１　犐狀狋狉犪犪狀犱犻狀狋犲狉犫犪狋犮犺狉犲狆狉狅犱狌犮犻犫犻犾犻狋狔狋犲狊狋狉犲狊狌犾狋狊狅狀

犇犃犛犈犔犐犛犃

样品

批内重复试验 批间重复试验

平均数 方差
变异系数

／％
平均数 方差

变异系数

／％

１ １．０５０ ０．０２１ ２．００３ ０．７７８ ０．０２３ ２．９９８

２ ０．６５５ ０．０２０ ３．１２８ ０．８９７ ０．０３６ ４．０５６

３ ０．７７４ ０．０３１ ４．００７ ０．９２０ ０．０３３ ３．５８８

４ ０．５８９ ０．０１８ ３．１２２ ０．６９１ ０．０２０ ２．９７５

５ １．２５５ ０．０５８ ４．５８９ １．３２０ ０．０４９ ３．７４５

２８　临床样品检测

采用建立 ＰＥＤＶ 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 和 ＲＴ

ＰＣＲ同时检测４２份临床样品，检测结果显示用建

立的ＥＬＩＳＡ检测出阳性样品１２份，阴性样品３０

份；用ＲＴＰＣＲ检测出阳性样品１３份，阴性样品

２９份，ＲＴＰＣＲ检测为阴性样本，该方法也检测

为阴性。阴性样品符合率为１００％，阳性样品符合

率为９２．３０％。表明该方法具有很好的特异性和敏

感性，可用于临床对ＰＥＤＶ的检测。

３　讨论与结论

猪流行性腹泻病全球范围内流行，严重危害养

猪业的发展［８］。即使是健康猪群也可能存在ＰＥＤＶ

的潜在感染［９］。由于临床缺少相应的检测设备和快

速诊断手段，基层兽医人员无法较快地对临床症状

相似的腹泻性疾病进行准确鉴别诊断，容易出现误

诊延误病情，因此快速检测临床ＰＥＤＶ已成为生

产中亟待解决的问题。

双抗体夹心ＥＬＩＳＡ法常用于临床抗原的检测，

且受检样品无须稀释可直接进行检测，其灵敏度相

对高于间接ＥＬＩＳＡ，该方法检测特异性的关键在

于捕获抗体和检测抗体的选择［１０－１１］。已制备的

ＰＥＤＶＭＡｂＥ１可识别ＰＥＤＶ Ｍ 蛋白，只识别单

一抗原决定簇，与抗原结合特异性强，包被９６孔

板用于捕获抗原保证检测特异性，兔抗ＰＥＤＶ抗

体可结合多个抗原决定簇，亲和性高，可提高检测

灵敏度。因此选用单抗作为捕获抗体，多抗作为检

测抗体建立ＰＥＤＶ双抗体夹心ＥＬＩＳＡ方法
［１２］。

李一经等［１３］利用纯化的病毒免疫小鼠制备单

抗，建立猪排泄物中ＰＥＤＶ检测方法，检测临床

样品阳性样品符合率９０．５％。张清真等
［１４］采用商

品化的单克隆抗体作为捕获抗体，生物素标记的抗

ＰＥＤＶＩｇＧ作为检测抗体，建立检测ＰＥＤＶ的生

物素亲和素系统双抗体夹心ＥＬＩＳＡ方法，与ＲＴ

ＰＣＲ符合率为１００％。本试验通过方阵法确定最佳

ＰＥＤＶＭＡｂ包被浓度和抗ＰＥＤＶ兔抗工作浓度分

别为１∶８００ （４．４０μｇ·ｍＬ
－１）和１∶６００ （５．９１

μｇ·ｍＬ
－１）。ＰＥＤＶＭＡｂ３７℃包被２ｈ；采用５％

ＢＳＡ封闭液封闭１ｈ后，加入抗原反应９０ｍｉｎ；

兔抗ＰＥＤＶ抗体的作用时间１ｈ；酶标二抗稀释度

为１∶２０００，作用时间１ｈ；以 ＯＤ４５０ｎｍ≥０．３８１作

为阳性判定标准，最低可检测３０μｇ·ｍＬ
－１ （５×

１０３．１２）的病毒。用建立的方法检测ＰＥＤＶ结果为

阳性，ＴＧＶ和轮状病毒结果为阴性，表明该方法

具有很好的特异性。此外，本研究采用建立的

ＰＥＤＶ双抗体夹心ＥＬＩＳＡ方法与ＲＴＰＣＲ同时进

行临床样品检测比较，二者符合率达到９２．３％，

表明该方法可用于ＰＥＤＶ 临床样品的快速检测。

综上所述，本试验建立的 ＰＥＤＶ 双抗体夹心

ＥＬＩＳＡ方法具有很好的临床应用价值，为ＰＥＤＶ

流行病学调查提供了有效的工具。
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