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［摘　要］　为研究种蛋卵黄中禽网状内皮组织增生症病毒（ＲＥＶ）抗体的检测方法，运用ＩＤＥＸＸ公

司的ＲＥＶ抗体ＥＬＩＳＡ检测试剂盒，比较了不同提取方法、不同稀释倍数、不同洗液对卵黄中ＲＥＶ抗

体检测结果的影响。结果显示：当用直接提取的卵黄液做３００倍稀释检测，用含０．０５％吐温－２０的

蒸馏水洗涤时，卵黄抗体的Ｓ／Ｐ比值与相应鸡群的血清抗体的 Ｓ／Ｐ比值吻合度最高。应用本方法

分别对５０枚ＳＰＦ种蛋和５０枚普通鸡蛋进行检测，ＳＰＦ种蛋均为ＲＥＶ抗体阴性；普通鸡蛋有４枚为

ＲＥＶ抗体阳性，阳性率为８％。实验表明，种蛋卵黄 ＥＬＩＳＡ抗体检测法可以代替传统血清抗体检

测，为ＳＰＦ鸡群的ＲＥＶ感染监测奠定了基础。

［关键词］　网状内皮组织增生症病毒；ＥＬＩＳＡ；卵黄抗体

作者简介：黄小洁，助理研究员，从事实验动物管理工作。

通讯作者：李慧姣，Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｈｕｉｊｉａｏ＠ｉｖｄｃ．ｏｒｇ．ｃｎ；李俊平，Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｊｕｎｐｉｎｇ＠ｉｖｄｃ．ｏｒｇ．ｃｎ

ＳｔｕｄｙｏｎｔｈｅＥＬＩＳＡＤｅｔｅｃｔｉｏｎｆｏｒＡｖｉａｎ
ＲｅｔｉｃｕｌｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏｓｉｓＶｉｒｕｓＡｎｔｉｂｏｄｙｉｎＥｇｇＹｏｌｋ

ＨＵＡＮＧＸｉａｏ－ｊｉｅ，ＹＡＯＷｅｎ－ｓｈｅｎｇ，ＹＡＮＧＣｈｅｎｇ－ｈｕａｉ，ＳＵＮＹｉｎｇ，

ＡＮＸｉａｏ，ＲＥＮＸｉａｏ－ｘｉａ，ＬＩＨｕｉ－ｊｉａｏ，ＬＩＪｕｎ－ｐｉｎｇ

（ＣｈｉｎａＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００８１，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｄｅｔｅｃｔａｖｉａｎｒｅｔｉｃｕｌｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏｓｉｓｖｉｒｕｓａｎｔｉｂｏｄｙｉｎｅｇｇｙｏｌｋ，ｔｈｅＩＤＥＸＸＥＬＩＳＡｋｉｔｆｏｒＲＥＶ

ａｎｔｉｂｏｄｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｓｕｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ，ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｌｕｔｉｏｎｒａｔｉｏｓａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｄｉｓｔｉｌｌｗａｔｅｒｏｆｅｇｇｙｏｌｋｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅＳ／Ｐｒａｔｉｏｏｆｅｇｇｙｏｌｋ

ａｎｔｉｂｏｄｙｗａｓｃｌｏｓｅｒｔｏｔｈａｔｏｆｓｅｒｕｍＥＬＩＳＡａｎｔｉｂｏｄｙｏｆｔｈｅｓａｍｅｃｈｉｃｋｅｎｇｒｏｕｐｗｈｅｎｔｈｅｅｇｇｙｏｌｋａｎｔｉｂｏｄｙｗａｓ

ｄｉｒｅｃｔｌｙｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｅｇｇｓａｎｄｗａｓｄｉｌｕｔｅｄｉｎｔｏ１∶３００，ａｎｄｄｉｓｔｉｌｌｗａｔｅｒｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０．０５％ Ｔｗｅｅｎ－２０ｗａｓ

ｕｓｅｄ．ＵｓｉｎｇｔｈｉｓＥＬＩＳＡｍｅｔｈｏｄ，５０ＳＰＦｅｇｇｓａｎｄ５０ｏｒｄｉｎａｒｙｅｇｇｓｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔａｌｌｏｆＳＰＦ

ｅｇｇｓｗｅｒｅＲＥＶａｎｔｉｂｏｄｙｎｅｇａｔｉｖｅ；ｆｏｕｒｏｒｄｉｎａｒｙｅｇｇｓｗｅｒｅＲＥＶａｎｔｉｂｏｄｙｐｏｓｉｔｉｖｅｗｉｔｈｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆ８％．Ｔｈｉｓ

ｓｔｕｄｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｅｇｇｙｏｌｋａｎｔｉｂｏｄｙＥＬＩＳＡｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｃｏｕｌｄｒｅｐｌａｃｅｔｈｅｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｓｅｒｕｍ ａｎｔｉｂｏｄｙ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ａｎｄｗｏｕｌｄｌａｙｔｈｅｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＲｅｖｉｎｆｅｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｏｆＳＰＦｃｈｉｃｋｅｎｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＲＥＶ；ＥＬＩＳＡ；ｅｇｇｙｏｌｋａｎｔｉｂｏｄｙ

·７·



中国兽药杂志 ２０１６，５０（２）：７～１１／黄小洁，等　

　　禽网状内皮组织增生症（ＲＥ）是指由反转录病

毒科网状内皮组织增生症病毒（ＲＥＶ）引起的禽类

以急性网状细胞肿瘤、生长抑制综合症、淋巴组织

和其他组织的慢性肿瘤形成为特征的一群病理综

合症［１］。ＲＥＶ不仅能够通过接触水平传播，还能通

过鸡胚垂直传播，使用非ＳＰＦ禽胚制备活疫苗存在

污染ＲＥＶ的潜在危险。目前，ＳＰＦ鸡胚生产企业主

要通过检测鸡群血清抗体来确定鸡群的感染状态。

然而，血清采集费时费力，还易引起鸡的应激反应，

导致鸡只生产性能下降，甚至诱发疾病［２］，并且对

于疫苗生产企业而言，送检血清的可靠性和真实性

也难以保障［３］。这些问题的存在促使整个行业不

得不考虑能否以种蛋卵黄抗体检测来替代血清抗

体检测。

卵黄抗体是指鸡、鸭、鹅等蛋禽卵黄中存在的

抗体，也称卵黄免疫球蛋白［４］，本研究利用 ＲＥＶ具

有可垂直传播的特性，以及 ＥＬＩＳＡ检测方法简便、

准确、快捷的优势，研究运用 ＥＬＩＳＡ方法检测卵黄

中的ＲＥＶ抗体。美国 ＩＤＥＸＸ公司生产的 ＲＥＶ抗

体ＥＬＩＳＡ检测试剂盒是目前许多疫苗生产企业和

研究单位进行 ＲＥＶ抗体检测的首选试剂盒，但该

ＥＬＩＳＡ抗体检测试剂盒是用于血清抗体的检测，能

否用于卵黄抗体检测有待进一步验证。为此，本试

验用该试剂盒对卵黄中ＲＥＶ抗体的ＥＬＩＳＡ检测方

法进行研究，以期代替传统的血清抗体检测的方法

用于ＳＰＦ鸡群的ＲＥＶ感染监测。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　普通产蛋鸡，购自北京某鸡场。

１．１．２　试剂盒　ＲＥＶ抗体 ＥＬＩＳＡ试剂盒，批号

ＧＫ１６０，购自ＩＤＥＸＸ公司。

１．１．３　其他材料及试剂　ＳＰＦ鸡蛋购自北京梅里

亚维通实验动物技术有限公司，普通鸡蛋购自北京

某超市；氯仿、吐温２０购自国药集团。

１．２　方法

１．２．１　样品收集血清　ＲＥＶ抗体阳性蛋鸡４只，

抗体阴性蛋鸡１只，分别单独隔离饲养，每天收集

种蛋并作好标记，每周采集全血分离血清，连续收

集４周。

１．２．２　卵黄抗体提取方法

１．２．２．１　直接提取法［５］　吸取５０μＬ卵黄，加入

４５０μＬ稀释液，吹打混匀，作为被检样品冷冻保存

备用。

１．２．２．２　氯仿萃取法［６］　吸取３００μＬ卵黄，加入

６００μＬ氯仿和９００μＬ生理盐水，充分震荡混匀后，

３７℃恒温水浴 ３０ｍｉｎ，期间搅拌 ２～３次，４０００

ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，提取上层水相作为被检样品冷

冻保存备用。

１．２．３　卵黄洗涤液的选择　将同一只鸡的血清和

鸡蛋一一对应，血清和卵黄均做５００倍稀释，每个

样品做１个重复，结果取平均值。如果２个孔的读

值差异太大，则重复检测。血清检测按ＲＥＶＥＬＩＳＡ

抗体检测剂盒说明书进行；卵黄分别用蒸馏水、含

０．０５％吐温２０的蒸馏水两种洗液洗涤，其余步骤

按ＲＥＶＥＬＩＳＡ抗体检测剂盒说明书操作。

１．２．４　卵黄稀释度的确定　按照已确定的卵黄抗

体提取方法和洗涤液，将卵黄做３００、４００、５００、６００、

７００倍稀释，进行 ＥＬＩＳＡ抗体检测，检测结果与血

清检测结果进行比较，吻合度最高的稀释度即为最

佳卵黄稀释倍数。

２　结 果

２．１　卵黄提取方法比较　本次实验抗体阳性组共

采集血清样品１６份，鸡蛋样品４１份；抗体阴性组

血清样品４份，鸡蛋样品１１份。按照直接提取法

和氯仿萃取法提取卵黄抗体，其他操作按试剂盒说

明，血清按试剂盒说明检测。将 ＯＤ值换算成 Ｓ／Ｐ

比值，同一次采样的血清抗体和卵黄抗体Ｓ／Ｐ比值

分别取平均值比较。结果表明，不同提取方法阴性

对照组血清和卵黄 Ｓ／Ｐ比值均低于０．５，检测结果

为阴性。阳性对照组的 Ｓ／Ｐ值用 ｓｐａｓｓ软件分析，

两种提取方法卵黄抗体 Ｓ／Ｐ比值与血清抗体 Ｓ／Ｐ

比值的相关系数分别为０．７６４，０．９４６，且直接提取

法卵黄抗体 Ｓ／Ｐ比值更接近血清抗体水平（表１、

图１）。
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表１　血清抗体及不同提取方法卵黄抗体Ｓ／Ｐ比值

样品 处理方法 组别

不同采样点样本数量（ｎ）及Ｓ／Ｐ平均值

第１次 第２次 第３次 第４次

ｎ Ｓ／Ｐ ｎ Ｓ／Ｐ ｎ Ｓ／Ｐ ｎ Ｓ／Ｐ

血清 ／
阳性组 ４ ５．０３ ４ ４．３９ ４ ４．１８ ４ ３．０８

阴性组 １ ０．３２ １ ０．２５ １ ０．２６ １ ０．２３

卵黄

氯仿提取法
阳性组 １７ ２．６８ ６ ３．１７ １２ ２．３５ ６ １．７８

阴性组 ３ ０．１７ ２ ０．１２ ３ ０．１５ ３ ０．２０

直接提取法
阳性组 １７ ４．２９ ６ ４．２７ １２ ３．７６ ６ ２．１２

阴性组 ３ ０．１９ ２ ０．１１ ３ ０．２１ ３ ０．１０

２．２　ＥＬＩＳＡ洗涤液的确定　直接稀释的卵黄进
行ＥＬＩＳＡ抗体检测，分别用蒸馏水及含 ０．０５％
吐温－２０的蒸馏水两种洗涤液洗涤，其他操作按试
剂盒说明进行。结果蒸馏水及含０．０５％吐温 －２０

图１　阳性组不同提取方法卵黄抗体与
血清抗体Ｓ／Ｐ比值比较

的蒸馏水两种洗涤液卵黄抗体与血清抗体 Ｓ／Ｐ
值相关系数分别为 ０．９３６，０．９９７，且用含 ０．０５％
吐温－２０的蒸馏水洗涤，卵黄抗体Ｓ／Ｐ比值更接近
血清抗体（表２和图２）。

图２　阳性组不同洗涤液洗涤卵黄抗体与
血清抗体Ｓ／Ｐ比值比较

表２　血清抗体及不同洗涤液洗涤卵黄抗体Ｓ／Ｐ比值

样品 处理方法 组别

不同采样点样本数量（ｎ）及Ｓ／Ｐ平均值

第１次 第２次 第３次 第４次

ｎ Ｓ／Ｐ ｎ Ｓ／Ｐ ｎ Ｓ／Ｐ ｎ Ｓ／Ｐ

血清 ／
阳性组 ４ ５．０３ ４ ４．３９ ４ ４．１８ ４ ３．０８

阴性组 １ ０．３２ １ ０．２５ １ ０．２６ １ ０．２３

卵黄

蒸馏水洗涤
阳性组 １７ ４．２９ ６ ４．２７ １２ ３．７６ ６ ２．１２

阴性组 ３ ０．１９ ２ ０．１１ ３ ０．２１ ３ ０．１０

加０．０５％吐温
２０蒸馏水洗涤

阳性组 １７ ４．４５ ６ ４．４９ １２ ３．８７ ６ ２．６３

阴性组 ３ ０．２０ ２ ０．２０ ３ ０．１７ ３ ０．１９

２．３　卵黄样品稀释度的确定　按已确定的提取方
法和洗涤液对３００、４００、５００、６００、７００倍稀释的卵
黄进行测定，各稀释度卵黄与血清抗体相关系数依

次为０．９６１、０．８５１、０．７２４、０．５９５、０．４７６。结果表

明，卵黄抗体进行３００倍稀释时Ｓ／Ｐ比值最接近血
清抗体水平，并且随着稀释倍数的增加，与血清抗

体的Ｓ／Ｐ比值偏差增大（表３、图３）。
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表３　血清抗体与不同稀释度卵黄抗体Ｓ／Ｐ比值

样品 处理方法 组别

不同采样点样本数量（ｎ）及Ｓ／Ｐ平均值

第１次 第２次 第３次 第４次

ｎ Ｓ／Ｐ ｎ Ｓ／Ｐ ｎ Ｓ／Ｐ ｎ Ｓ／Ｐ

血清 ／
阳性组 ４ ５．０３ ４ ４．３９ ４ ４．１８ ４ ３．０８

阴性组 １ ０．３２ １ ０．２５ １ ０．２６ １ ０．２３

卵黄

３００倍稀释
阳性组 １７ ４．５６ ６ ４．３４ １２ ３．６２ ６ ２．８０

阴性组 ３ ０．２３ ２ ０．２４ ３ ０．１９ ３ ０．１６

４００倍稀释
阳性组 １７ ３．５５ ６ ３．０８ １２ ２．７１ ６ ２．６７

阴性组 ３ ０．２１ ２ ０．１９ ３ ０．１９ ３ ０．１６

５００倍稀释
阳性组 １７ ３．１４ ６ ２．９１ １２ ２．５４ ６ ２．５８

阴性组 ３ ０．２０ ２ ０．２０ ３ ０．１７ ３ ０．１９

６００倍稀释
阳性组 １７ ２．９７ ６ ２．５２ １２ ２．２１ ６ ２．４５

阴性组 ３ ０．２２ ２ ０．３０ ３ ０．１６ ３ ０．１８

７００倍稀释
阳性组 １７ ２．７７ ６ ２．３７ １２ ２．１０ ６ ２．３９

阴性组 ３ ０．２６ ２ ０．２９ ３ ０．２３ ３ ０．１７

图３　阳性组不同稀释度卵黄抗体与
血清抗体Ｓ／Ｐ比值比较

２．４　ＳＰＦ鸡蛋和普通鸡蛋样品检测结果　对５０枚
ＳＰＦ种蛋和５０枚普通鸡蛋进行检测，并经两次重复
实验验证，ＳＰＦ鸡蛋均为ＲＥＶ抗体阴性，普通鸡蛋有
４枚检测结果为ＲＥＶ抗体阳性，阳性率８％。
３　小结与讨论

ＧＢ／Ｔ１７９９９－２００８规定ＳＰＦ鸡群ＲＥＶ的监测
采用琼脂扩散方法（ＡＧＰ）或 ＥＬＩＳＡ方法［７］。ＡＧＰ
既能够用于ＲＥＶ抗原检测，又能用于 ＲＥＶ抗体检
测，方法简便、快捷，但敏感性较低，且需要大量的

纯化抗原或特异性血清［８］，因此在 ＳＰＦ鸡群的
ＲＥＶ感染监测中大多使用 ＥＬＩＳＡ方法检测血清抗
体。但血清检测存在诸多技术问题，加之政策上

ＳＰＦ鸡（蛋）管理的认证、检测、使用等各个环节又
是脱节的，疫苗生产行业对 ＳＰＦ鸡（蛋）使用量大
但缺少有效的监控手段，疫苗生产企业与国内 ＳＰＦ

鸡生产企业之间缺乏信赖，又无法获得可靠血清用

于检测ＳＰＦ鸡质量，如果能通过检测ＳＰＦ种蛋卵黄
抗体来替代血清抗体，这些问题将迎刃而解。

本试验结果表明，直接提取卵黄抗体的方法优

于氯仿萃取方法，原因可能是在萃取的过程中会损

失部分抗体，导致抗体检测Ｓ／Ｐ值降低。直接吸取
卵黄检测抗体时，卵黄粘稠性大，使用冻融的方法

能够降低卵黄的粘稠度。洗涤液中添加吐温能使

洗涤更彻底，减少非特异性吸附，降低了背景值。

不同卵黄稀释倍数的检测结果显示，稀释３００倍时
卵黄抗体与血清抗体的Ｓ／Ｐ比值最接近，卵黄稀释
度过高，容易出现假阴性；而如果稀释度太低，容易

出现非特异性吸附，产生假阳性。运用本研究确定

的方法检测的５０枚ＳＰＦ鸡蛋均为 ＲＥＶ抗体阴性，
而普通鸡蛋则检测出了抗体，证实我国商品鸡群中

有感染ＲＥＶ的情况。
本实验确定了卵黄抗体样品的处理方法、洗涤

液的选择及最佳卵黄稀释倍数，通过现有 ＲＥＶ抗
体ＥＬＩＳＡ检测试剂盒，对种蛋卵黄 ＲＥＶ抗体进行
检测的方法可代替血清抗体检测，从而为监测 ＳＰＦ
鸡群感染ＲＥＶ状况奠定了基础。
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乌鳢舒氏气单胞菌的分离鉴定及药敏试验
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［摘　要］　对广东省佛山市某乌鳢养殖鱼场患病的乌鳢进行病原分离，将疑似分离菌Ｓ－１株进行

形态和培养特性、生化特性鉴定、ＰＣＲ鉴定、药敏试验和人工感染等试验。结果表明，该分离菌为舒

氏气单胞菌。药敏试验结果表明，本分离菌对壮观霉素、米诺环素、庆大霉素、氧氟沙星、诺氟沙星、

头孢类等多种药物敏感。本研究为舒氏气单胞菌病细菌学检测及治疗提供了科学依据。
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