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摘 要
�
以� 型鸭疫里氏杆菌裂解物作为包被抗原

,

以辣根过氧化物酶标记的兔抗鸭�� � 杭体为第二抗体
,

以� � �

为显色剂
,

成功地建立了检测鸭血清中� 型鸭疫里氏杆菌抗体的间接��� � � 方法
。

经检测表明该方法特异性强
,

敏

感性比常规的试管凝集试验高 � �� 倍
�

以该方法对免疫 � 型鸭疫里氏杆菌灭活油乳剂疫苗的试验鸭进行抗体水平

的跟踪测定
,

发现试验鸭于免疫后 � � 开始产生抗体
,

�� � 达到最高峰
,

然后开始下降
,

于免疫后 �� � 其抗体水

平仍高于免疫后 �� � 的水平
�
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鸭疫里氏杆菌 (尺iem e re zza a n a tip est
if6
r ,

R A )

可侵害雏鸭
,

引起急性
、

高度致死性的败血症
。

临

诊表现纤维素性心包炎
、

肝周炎
、

气囊炎
、

脑膜炎
、

关节炎等病变
,

造成严重的直接经济损失
,

还导致

僵鸭增多
、

淘汰率高
、

饲料转化率降低
、

生长发育

迟缓等间接经济损失
。

我国各地均有该病的流行
,

严

重影响养鸭业的发展
。

目前检测鸭血清中鸭疫里氏杆菌抗体的方法有

平板凝集试验
、

试管凝集试验
、

琼脂扩散试验和

EL IS A 方法等
。

平板凝集试验操作简单
,

能在短时

间内判断结果
,

适合基层单位应用
,

但与试管凝集

和琼脂扩散试验一样均存在敏感性低
、

影响因素多

等缺点
。

张鹤晓等[l]
、

苏敬良等闭
、

程安春等图分别

建立了检测 1型
、

1 型
、

4 型鸭疫里氏杆菌抗体的酶

联免疫吸附试验 (en:ym e
一

l i
n
k

e
d i m m

u n o s o r
b
e n t

a s s a
y

,

E L I s A ) 方法
。

H
u a n

g 等[
‘〕用 rp

‘。
N

‘

( R A 表

面抗原P.
5
的末端片段41 K D

a
重组蛋白) 建立了间

接 E L ISA
,

成功 地检 测 到 1
、

1 0

、

1 5

、

9 型 和

A T C C l l8 45 菌株免疫过鸭的P
45
抗体

。

E L I S A 主要

是基于抗原或抗体能吸附到固相载体的表面并保持
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其免疫活性
,

抗原或抗体与酶形成的酶结合物仍保

持其免疫活性和酶催化活性的基本原理
,

将酶化学

反应的敏感性和抗原抗体反应的特异性结合起来
,

用于细胞或亚细胞水平上示踪抗原或抗体的所在部

位
,

或在微克
、

纳克水平上测定抗原或抗体的含量
。

该方法特异性强
、

敏感性高
,

是当前应用最广
、

发

展最快的一项新技术
。

本研究针对我省主要流行的
2 型 R A

,

建立检测其抗体的间接E L IS A 方法
,

用于

检测 2 型R A 疫苗免疫后抗体的消长情况
,

为制订最

佳免疫程序提供依据
。

1 材料与方法

1.1 材料

1
.
1
.
1 2 型R A 菌株 福建省农科院牧医所禽病室

分离
、

鉴定并保存的菌株
。

1

.

1

.

2 辣根过氧化物酶标记的兔杭鸭IgG 杭体 (简

称酶标二杭 ) 南京农业大学动物医学院张炜博士

惠赠
。

1

.

1

.

3 强 阳性血清
、

阴性血清和待检血清 按常规

方法制备强阳性血清和阴性血清
。

选择 7 日龄健康北京鸭 20 羽
,

用2 型鸭疫里氏

杆菌灭活油乳剂疫苗免疫后
,

于 3 d
、

7 d 及其后每

隔7 d 采血1次
,

每次随机挑选4 羽
,

共采血9次
,

分

别分离血清
,

冻存备用
。

1

.

1

.

4 试剂 参照文献 〔5〕方法配制
。

选择PB S 配

制的0
.
5% 牛血清白蛋白为封闭液

,

底物用四甲基联

苯胺 (T M B )
。

1

.

2 方法

1
.
2
.
1 间接 E LI S A 方法的建立 建立间接E LI SA

方法
,

试验完成后置酶标仪中读取405
nm 的吸光度

(A bs or bence
,

A
40
、
)

。

同时以鸭阴性血清为阴性对

照
,

以强阳性血清为阳性对照
,

以抗体稀释液代替

待检血清为空白对照
,

所有值必须减去空白对照的

A ‘。。
值

。

L 2

.

2 酶标二杭工作浓度的浏定 鸭 IgG 按参考

文献 【6〕方法提取
。

用包被液稀释至 10 0 拌g
·

m l
一 , ,

包被酶标板
,

以 10 。~ 6 40 。倍稀释的酶标二抗作

E L IS A
,

设底物溶液加终止液为空白对照孔
。

以能产

生A 405 值为 1时的稀释度为酶标抗体的最佳使用浓

度
。

1

.

2

.

3 包被杭原的制备及最佳浓度的确定

1
.
2
.
3
.
1 2 型R A 抗原 的制备 将2型 R A 菌泥用

灭菌生理盐水洗涤直至上清液完全透明
,

然后用少

量包被液重悬
,

用超声波裂解器充分裂解
,

后再以

2 ooo r
·

m i
n 一 ‘
离心 30 m i

n
除去大的细菌碎片

。

测

定蛋白含量
,

将制备好的抗原分装
,

一 20 ℃下保存

备用
。

1

.

2

.

3

.

2 包被抗原最佳 浓度的确定 采用棋盘滴

定法
,

选择强阳性血清的A 40
5
值大于 0

.
8

、

阴性血清

的A 40
5
值小于 0

.
1 的包被抗原的稀释度作为工作浓

度
。

1

.

2

.

4 2 型R A 灭活疫 苗免疫后雏鸭血清中的抗体

消长规律测定 根据上述预试验的结果
,

将20 份阴

性血清1
: 100 稀释后做E LI SA

,

求A 40
。
的平均值

,

加

上 2倍的标准差
,

定为规定吸收值
。

将待检血清以抗

体稀释液稀释 10 0 倍后倍比稀释
,

做 E LI SA
,

测出

A 405值
。

每份血清的效价定为A 405 值大于规定吸收值

的血清最高稀释度
。

同一天 4 份血清的效价平均后

为该天的抗体效价
。

1

.

2

.

5 E
LI

S A 的特异性试验 将禽霍乱多杀性巴

氏杆菌
、

鸭源大肠杆菌以超声波裂解器处理后代替

上述包被抗原
,

做E LIS A
,

测 A 40
。

值
。

以鸡血清
、

鸽

血清代替鸭抗鸭疫里氏杆菌血清
,

做E LI SA
,

测A 405

值
。

1

.

2

.

6 E
LI

S A 的重复性试验 取不 同滴度的待检

血清3份
,

在同一块酶标板上各重复6 次
,

做E LI SA
,

测A 405 值
。

计算每份血清的板内变异系数
。

取上述待

检血清 3份
,

分别在 6块酶标板上做E LI SA
,

测A. 05

值
。

计算每份血清的板间变异系数
。

1

.

2

.

7 E
LI

S A 与试管凝集试验的比较 试管凝集

试验方法
:
参照文献 【7〕进行

,

以P B S 洗涤2 型鸭

疫里氏杆菌菌泥至清亮
,

调A 52s 值~ 。
.
2 为抗原

。

以

PB S 将血清稀释5 倍后倍比稀释
,

每试管中加入 500

川
,

然后加入等量的抗原
,

混匀
,

置37 ℃静置18 h 后

观察结果
,

轻轻摇动试管
,

有絮状凝集块者为阳性
。

取 E LI SA 方法测定血清效价为阳性的待检血

清 8 份
,

另取强阳性血清和阴性血清为对照作试管

凝集试验
。

2 结果与分析

2.1 酶标二抗工作浓度的确定
随着酶标二抗稀释倍数的增加

,

A
40 5

值越来越

小
,

当1
: 6 40。稀释时

,

A 405 值最接近1
.
。 ,

结合棋

盘滴定试验
,

最终选择1
: 5 000 的稀释度为酶标二

抗的工作浓度
。

2

.

2 包被抗原最佳浓度的确定

所制备的包被抗原浓度为 600 拜g
·

m l
一‘。

当包

被抗原一 320 稀释即浓度为 一 5 7 拌g
·

m l
一 ,

时
,

强

阳性血清的A 40
s
值为0

.
87

、

阴性血清的A 40
。
值为0

.
09

(两者均为减去空白对照值后的数值)
,

符合选择要
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求
,

本试验确定的2型R A 包被抗原使用浓度为1
.
87

拌g
’

m l
一1 。

2

.

3 规定吸收值

20 份阴性血清1
: 100 稀释后做E LI SA

,

测得的

A 405 值
,

求平均数加上2 倍的标准差即本试验的规定

吸收值为 0
.
157

。

2

.

4 疫苗免疫后雏鸭血清抗体测定结果

免疫后 3 d
,

鸭血清中的抗体为阴性
,

从免疫后

7 d 开始
,

血清中的抗体效价逐渐升高
,

至 28 d 左右

时抗体效价最高
,

然后开始 回落
,

免疫后 56 d
,

抗体

效价仍高于免疫后 14 d 时的水平
。

以免疫后天数为

横坐标
,

以抗体效价为纵坐标绘制抗体消长情况

(图1)
。

表1 重复性试验结果

T able 1 T he rePetition test of indireet EL ISA

血清
板内变异系数

(% )

板间变异系数
(肠)

待检血清 1

待检血清 2

待检血清 3

4
.

4
.
11

23

6.15

5
.
84

表2 试管凝集试验与E LI SA 试验比较

Table 2 T he eom Parison betw een tube ag gluti
nation test

and indireet EL ISA

血清 试管凝集价 EL Is A 效价

1 :6400

000000)0加即404080806(
......

⋯⋯

..

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

幸减葫二田

14 2 1 2 8 3 5 4 2 4 9 5 6

免疫后天数 (d )

强阳性血清

阴性血清

待检血清1

待检血清 2

待检血清 3

待检血清 4

待检血清5

待检血清6

待检血清 7

待检血清8 1 : 1600

图 1 疫苗免疫后鸭血清中的抗体消长情况

The dynam ie change of antibody against R A

SerotyPe 2 in im m unized duek

3 讨 论

ELIS A 的特异性测定

以禽霍乱多杀性巴氏杆菌和大肠杆菌的裂解抗

3
.
1 本试验以 2 型鸭疫里氏杆菌裂解物作为包被

抗原
,

以自制的辣根过氧化物酶标记的兔抗鸭IgG

抗体为第二抗体
,

以T M B 为显色剂
,

成功地建立了

检测鸭血清中2 型鸭疫里默氏菌抗体的间接E Ll sA

方法
。

经试验表明该方法特异性强
,

重复性好
,

敏

感度比常规试管凝集试验高 320 倍
。

3

.

2 该方法对免疫过 2 型鸭疫里氏杆菌灭活油乳

剂疫苗的鸭群进行抗体水平的跟踪测定
,

发现鸭群

在免疫后 7 d 开始产生抗体
,

免疫后 28 d 左右达到

最高峰
,

然后开始下降
,

免疫后 56 d 抗体水平仍高

于免疫后 14 d 的水平
。

该结果与免疫保护测定试验

结果 (灭活油乳剂疫苗免疫后 g d 的保护率高达

83
.
3%

,

免疫后 14 d 高达 100%
,

免疫后 56 d 保护

指数仍可达100 % ) 比较吻合
。

目前
,

我国各主要养

鸭区鸭疫里氏杆菌病的多发日龄为1~ 8 周龄
,

可见

肉鸭于 5~ 7 日龄时免疫1 次鸭疫里氏杆菌灭活油乳

剂疫苗
,

即可维持至上市
。

3

.

3 关于包被抗原的浓度
,

苏敬良等图报道为 100

拌g
·

m l
一 ‘

( 1 型 )
,

张鹤晓等[
‘〕报道为 70 拜g

·

m l
一 ‘

( 1 型)
,

程安春等阁报道为2
.
8 拼g

·

m l
一 ‘

(
4 型)

,

本

.
195F
.

O自

原作包被抗原
,

以强阳性血清
、

疫苗免疫后的鸭阳

性血清和阴性血清做E LI SA
,

测定的O D 405 值均小于

规定值 , 以2 型鸭疫里 氏菌裂解抗原作包被抗原
,

以

鸡血清和鸽子血清作第一抗体做E L IS A
,

测定的

0 D 40s 值也均小于规定值
。

以上结果表明该方法的特

异性好
。

2

.

6 E L is A 的重复性检测结果

根据3份待检血清E LI SA 结果
,

计算出板内变

异系数和板间变异系数 (表 1)
,

从表中可见
,

本试

验的重复性好
。

2

.

7 E L Is A 与试管凝集试验的敏感性比较结果

8份血清的E LI SA 效价和试管凝集价见表2
。

从

表中可见试管凝集试验阴性的血清
,

用E LI SA 方法

仍然测得出来
,

E L IS A 方法的敏感性比试管凝集试

验高出320 倍
。
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试验确定的包被抗原浓度为 1
.
87 拼g

·

m l

一‘ ,

与程安

春等的报道最为接近
,

这可能与抗原的制备方法
、

酶

标板的质量
、

R A 血清型的差异
、

R A 菌株的免疫原

性差异等有关
。

3. 4 关于 E LI S A 方法的敏感性测定
,

本试验将其

与试管凝集试验(其中的抗原用光密度值来定量)对

比
,

敏感性高出 320 倍
。

而程安春等[sj 建立 间接

E L is A 方法测定 4 型 R A 抗体
,

比微量凝集试验敏

感 50 ~ 100 倍
,

这可能与微量凝集试验中因抗原未

定量而影响试验的准确性和稳定性有关
。
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