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［摘　 要］ 　 为建立检测牛病毒性腹泻病毒抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法，利用大肠杆菌表达系统成

功表达 Ｅ２ 蛋白并纯化，利用纯化后的蛋白作为包被抗原，用方阵法对影响 ＥＬＩＳＡ 试验的各个因素

进行优化，并进行特异性、敏感性和重复性试验。 确定 Ｅ２ 抗原最佳包被浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ，最佳血清

稀释度为 １∶ ４０，最佳封闭液为 １％明胶，最佳血清作用方式为 ３７ ℃作用 ３０ ｍｉｎ，酶标抗体的最佳作

用方式为 １∶ ２０００ 稀释、３７ ℃作用 ３０ ｍｉｎ；最佳底物作用时间为室温 ２０ ｍｉｎ，阳性临界值为 ＯＤ４５０ｎｍ≥
０． ２５５。 与血清中和试验和商品化试剂盒进行比较，总符合率分别为 ９８％和 ９６％ ，批内和批间重复

性试验的变异系数均小于 １０％ 。 该方法与其它常见牛病毒阳性血清均无交叉反应。 本研究成功建

立了间接 ＥＬＩＳＡ 方法，为进一步用于大批量牛血清样本的抗体检测和流行病学研究奠定了基础。
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ａｎｄ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ． Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： １ μｇ ／ ｍＬ Ｅ２ ａｎｔｉｇｅｎ
ｃｏａｔｅｄ ａｔ ４ ℃ ｆｏｒ ｏｖｅｒｎｉｇｈｔ， １％ ｇｅｌａｔｉｎ ｓｅａｌｅｄ ａｔ ３７ ℃ ｆｏｒ １ ｈ， １∶ ４０ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｓｅｒｕｍ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ａｔ ３７ ℃ ｆｏｒ ３０
ｍｉｎ， １∶ ２０００ ｄｉｌｕｔｅｄ ｓｅｃｏｎｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ａｔ ３７ ℃ ｆｏｒ ３０ ｍｉｎ ａｎｄ ｃｏｌｏｒｅｄ ｆｏｒ ２０ ｍｉｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
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ｃｒｉｔｉｃａｌ ｖａｌｕｅ ｗａｓ ＯＤ４５０ｎｍ≥０． ２５５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ａｎｄ ＩＤＥＸＸ ＥＬＩＳＡ， ｔｈｅ ｔｏｔａｌ
ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ９８％ ａｎｄ ９６％ ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｉｎｔｒａ － ａｓｓａｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ － ａｓｓａｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｗａｓ
ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １０％ ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｈａｄ ｎｏ ｃｒｏｓｓ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｃｏｍｍｏｎ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒｕｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｔｈｅ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｑｕａｎｔｉｔｉｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ
ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ； Ｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎ； Ｅ． ｃｏｌｉ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ

　 　 牛病毒性腹泻病（ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＢＶＤ）是由牛病毒性腹泻病毒（Ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ
ｖｉｒｕｓ，ＢＶＤＶ）引起的一种接触性传染病，以发热、腹
泻、消化道黏膜坏死、溃烂、持续性感染等为特

征［１ － ３］。 ＢＶＤ 在国内外地区均广泛流行，其致病机

制复杂且缺乏有效的治疗手段，给养牛业造成了巨

大的经济损失［４ － ６］。 ＢＶＤＶ 属于黄病毒科瘟病毒

属，是一种长度约 １２． ３ ｋｂ 的单股正链 ＲＮＡ 病毒，
在遗传上分为 ＢＶＤＶ － １、ＢＶＤＶ － ２ 和 ＢＶＤＶ － ３
型，其基因型主要由 ５′ＵＴＲ 区、Ｎｐｒｏ 和 Ｅ２ 蛋白编

码区决定。 Ｅ２ 蛋白是 ＢＶＤＶ 主要的结构蛋白，位
于病毒粒子的表面，是最早产生抗体的囊膜糖蛋

白，因此可用于 ＢＶＤ 的快速诊断［７ － ９］。
ＢＶＤＶ 基因型和基因亚型众多，给该病的检测

和预防带来了严重挑战，特别是持续性感染，加重

了该病的传播，因此对患病牛和带毒牛的检测和淘

汰非常必要。 ＢＶＤ 的检测和鉴定方法主要有病原

学检测和血清学检测。 病原学检测包括病毒分离、
电镜技术、分子生物学检测等；血清学检测包括血

清中和试验、琼脂扩散试验、免疫荧光技术和

ＥＬＩＳＡ 方法等。 其中 ＥＬＩＳＡ 方法具有操作简单、特
异性强等特点，技术比较成熟，能实现样本的快速

和高通量检测，最适于在基层推广使用［１０ － １１］。 本

研究对 ＢＶＤＶ － １ 标准株 Ｃ２４Ｖ 株的 Ｅ２ 基因进行

分析和密码子优化，利用原核表达系统表达 Ｅ２ 蛋

白，建立基于 Ｅ２ 蛋白的 ＢＶＤＶ 抗体间接 ＥＬＩＳＡ 检

测方法，以期为 ＢＶＤＶ 大批量样本的抗体检测和流

行病学研究提供技术支持。
１　 材料与方法

１． １ 　 质粒、病毒和血清 　 ｐＥＴ２２ｂ 载体、 Ｅ． ｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ＤＥ３）购自北京擎科生物技术公司；中和试验

用 ＢＶＤＶ ＮＡＤＬ 株和 ＭＤＢＫ 细胞由中国兽医药品

监察所保存；ＢＶＤＶ 阳性血清和阴性血清、１６０ 份

ＢＶＤＶ 临床样本血清（收集自内蒙古呼和浩特地区

和河北张家口地区牛场）、牛副流感病毒 ３ 型

（ＢＰＩＶ３）阳性血清、牛传染性鼻气管炎（ ＩＢＲＶ）阳

性血清、牛呼吸道合胞体病毒（ＢＲＳＶ）阳性血清等

由中国兽医药品监察所保存。
１． ２　 主要试剂 　 ＩＰＴＧ、氨苄青霉素购自 Ａｍｒｅｓｃｏ
公司；明胶、辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的兔抗牛

ＩｇＧ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司；蛋白预染 Ｍａｒｋｅｒ、ＴＭＢ 单组份

显色液、终止液、包被液均购自北京索莱宝生物科

技有限公司；ＢＶＤＶ 抗体 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒购自

ＩＤＥＸＸ 公司；其他试剂均为国产分析纯。
１． ３ 　 ｐＥＴ２２ｂ － Ｅ２ 原核表达载体的构建 　 以

ＢＶＤＶ － １ Ｃ２４Ｖ 株基因序列 （ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

Ｌ０７４９６． １）为基础，密码子优化后进行基因合成目

的片段， 通过同源重组将 目 的 片 段 亚 克 隆 至

ｐＥＴ２２ｂ 表达载体， 经测序鉴定正确后命名为

ｐＥＴ２２ｂ － Ｅ２。
１． ４　 Ｅ２ 蛋白的表达、鉴定和纯化 　 ｐＥＴ２２ｂ － Ｅ２
转化大肠杆菌表达菌株 ＢＬ２１（ＤＥ３），得到的菌液

加入 ＩＰＴＧ 诱导后进行表达测试，确认目的蛋白有

表达后进行蛋白的纯化测试。
１． ５　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的优化　 以纯化后的 Ｅ２ 蛋

白作为包被抗原，采用间接 ＥＬＩＳＡ 方法作为基础，
分别对影响间接 ＥＬＩＳＡ 反应的各个因素进行方阵

优化。
１． ５． １　 确定抗原包被浓度和阴阳性血清稀释度　
使用包被液将纯化的 Ｅ２ 蛋白稀释为 ８、４、２、１、０． ５
μｇ ／ ｍＬ ５ 个稀释度。 将阴阳性血清分别做 １ ∶ ４０、
１∶ ８０、１∶ １６０ 和 １ ∶ ３２０ 稀释，封闭液选择 １％ 明胶，
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酶标二抗作 １∶ ５０００ 稀释，按常规 ＥＬＩＳＡ 方法进行

方阵滴定试验，用酶标仪测定 ＯＤ４５０ｎｍ值。 以 Ｐ ／ Ｎ 最大

且阳性血清ＯＤ４５０ｎｍ≥１．０、阴性血清ＯＤ４５０ｎｍ≤０．２ 作为

判定最优的标准。
１． ５． ２　 确定最佳封闭液　 按照优化的包被浓度和

血清稀释度，分别选择 ５％脱脂奶、１％明胶、１０％山

羊血清、１０％ 马血清、１％ ＢＳＡ、１０％ 兔血清作为封

闭液，按照上述方法和判定标准进行试验，确定最

佳封闭液。
１． ５． ３　 确定血清最佳作用方式　 将阴阳性血清分

别于室温和 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ，测定 ＯＤ４５０ｎｍ

值，确定血清最佳作用温度和时间。
１． ５． ４　 确定酶标二抗工作浓度 　 将 ＨＲＰ 标记的

兔抗牛 ＩｇＧ 分别作 １ ∶ ２０００、１ ∶ ４０００、１ ∶ ６０００ 和

１∶ ８０００稀释，选择已经优化好的条件、确定最佳二

抗浓度。
１． ５． ５　 确定酶标二抗最佳作用方式　 将酶标二抗

分别于室温和 ３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ，测定

ＯＤ４５０ｎｍ值，确定酶标二抗最佳作用温度和时间。
１． ５． ６　 最佳底物作用时间的优化　 按照已经优化

的反应条件，将 ＴＭＢ 底物分别避光置室温作用 １０
ｍｉｎ、２０ ｍｉｎ 和 ３０ ｍｉｎ 加入终止液终止反应，确定底

物最佳作用时间。
１． ６　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的阴阳性临界值确定 　 取

５３ 份经血清中和试验检测为 ＢＶＤＶ 抗体阴性的牛

血清，用建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测，根据测定的

ＯＤ４５０ｎｍ值计算平均值（ ｘ－ ）及标准偏差 ｓ，根据判定

规则（ ｘ－ ＋ ３ｓ）确定间接 ＥＬＩＳＡ 方法的临界值。
１． ７　 ＥＬＩＳＡ 方法的特异性试验　 将建立的 ＥＬＩＳＡ
方法对 ＢＶＤＶ 抗体阳性牛血清、ＩＢＲＶ 抗体阳性牛

血清、ＢＰＩＶ３ 抗体阳性牛血清、ＢＲＳＶ 抗体阳性牛血

清以及 ＢＶＤＶ 抗体阴性牛血清进行同步检测，根据

ＯＤ４５０ｎｍ值判定有无交叉反应，以评价建立方法的特

异性。
１． ８　 ＥＬＩＳＡ 方法的敏感性试验　 将 ＢＶＤＶ 阳性血

清稀释至 １ ∶ １００、１ ∶ ２００、１ ∶ ４００、１ ∶ ８００、１ ∶ １６００、
１∶ ３２００、１ ∶ ６４００ 倍，用建立的 ＥＬＩＳＡ 方法进行检

测，以评估方法的敏感性。

１． ９　 重复性试验　 批内重复性试验：使用同一批

纯化的 Ｅ２ 蛋白包被酶标板，检测 ５ 份不同抗体水

平的 ＢＶＤＶ 阳性血清样品和 １ 份 ＢＶＤＶ 阴性血清

样品，计算变异系数。 批间重复性试验：取 ３ 块不

同时间包被在不同酶标板的试剂盒，检测 ５ 份不同

抗体水平的 ＢＶＤＶ 阳性血清样品和 １ 份 ＢＶＤＶ 阴

性血清样品，每份血清做 ３ 个重复，计算并分析

结果。
１． １０　 临床样本检测 　 选取 １６０ 份临床牛血清样

品，应用建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法进行 ＢＶＤＶ 抗体检

测，并与微量血清中和试验、商品化试剂盒检测结

果进行比较，计算符合率情况。
参照常规方法进行微量血清中和试验：采用 ９６

孔细胞培养板培养 ＭＤＢＫ 细胞至长满单层；将

ＢＶＤＶ ＮＡＤＬ 株病毒稀释至 ２００ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ；将
待检血清做 ５ 倍稀释，取血清 ２００ μＬ 加入 ２００ μＬ
工作抗原，充分混合后置 ３７ ℃作用 ２ ｈ；取 ＭＤＢＫ
９６ 孔细胞板，弃去细胞培养液，每孔加入血清病毒

中和液 １００ μＬ，每个稀释度重复 ４ 孔，至 ３７ ℃吸附

１ ｈ 后，每孔补加 １００ μＬ 细胞维持液，继续培养，每
日观察细胞病变，第 ５ 日进行判定；同时设标准阳

性血清、阴性血清和病毒对照。 待检血清在 １∶ ５ 稀

释时有 ２ 个或 ２ 个以上孔的细胞未出现细胞病变

判为血清阳性，否则判为血清阴性。
２　 结果与分析

２． １　 Ｅ２ 蛋白的原核表达　 重组质粒 ｐＥＴ２２ｂ － Ｅ２
转化 ＢＬ２１ （ ＤＥ３），得到的菌液进行诱导表达，
ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 鉴定结果显示目的蛋白在 ４０ ｋＤ 左右

出现明显条带，有可溶性表达和包涵体表达两种形

式，可溶性表达蛋白经纯化后效果较好（图 １Ａ）。
Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 检测结果表明，重组 Ｅ２ 蛋白能与

ＢＶＤＶ 阳性血清发生特异性反应（图 １Ｂ）。
２． ２　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的方阵优化结果

２． ２． １　 最佳抗原包被浓度和最佳血清稀释度的

确定　 由表 １ 可以看出，抗原包被浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ、
血清稀释倍数为 １ ∶ ４０ 时，Ｐ ／ Ｎ 值最大，阳性血清

ＯＤ４５０ｎｍ≥１． ０ 且阴性血清 ＯＤ４５０ｎｍ≤０． ２，所以确定

抗原包被浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ，血清稀释倍数为 １∶ ４０。
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Ａ： ｐＥＴ２２ｂ － Ｅ２ 诱导表达；１． Ｍａｒｋｅｒ； ２． ｐＥＴ２２ｂ － Ｅ２ 未诱导； ３． 诱导样品上清； ４． 诱导样品沉淀； ５． 可溶蛋白纯化样品

Ｂ： Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 鉴定 Ｅ２ 蛋白； １． Ｍａｒｋｅｒ； ２． Ｅ２ 蛋白

图 １　 Ｅ２ 蛋白诱导表达和 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 鉴定

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐＥＴ２２ｂ － Ｅ２ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ

表 １　 最佳抗原包被浓度和血清稀释度选择

Ｔａｂ １　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ ａｎｄ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ

抗原包被浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １）
１∶ ４０ 稀释 １∶ ８０ 稀释 １∶ １６０ 稀释 １∶ ３２０ 稀释

＋ — ＋ — ＋ — ＋ —
８ ２． ５８１ ０． ３８１ ２． １６７ ０． ３９１ １． ７１５ ０． ３９５ １． １５８ ０． ４３３
４ ２． ９４８ ０． ２１１ １． ８８８ ０． １５３ １． ６１７ ０． １７７ １． １４１ ０． ２４９
２ １． ２７２ ０． １３２ １． １４６ ０． １１０ ０． ８８７ ０． １３３ ０． ５７５ ０． １２５
１ １． １０３ ０． ０８２ ０． ７７７ ０． ０８４ ０． ５４８ ０． ０８３ ０． ３９２ ０． ０６４

０． ５ ０． ６８１ ０． ０６５ ０． ５７０ ０． ０７３ ０． ４３７ ０． ０６６ ０． ２９０ ０． ０８６

２． ２． ２　 最佳封闭液选择　 选择封闭液为 １％明胶于

３７ ℃封闭１ ｈ，Ｐ ／ Ｎ 值最大且阳性血清ＯＤ４５０ｎｍ≥１ ０、
阴性血清 ＯＤ４５０ｎｍ≤０． ２。
２． ２． ３　 血清最佳作用方式的确定 　 血清于 ３７ ℃
作用 ３０ ｍｉｎ 时，Ｐ ／ Ｎ 值最大且阳性血清 ＯＤ４５０ｎｍ≥
１． ０ 且阴性血清 ＯＤ４５０ｎｍ≤０． ２（表 ２）。

表 ２　 血清最佳作用方式

Ｔａｂ ２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｏｐｔｉｍａｌ ａｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅ ｏｆ ｓｅｒｕｍ

血清作用方式
血清 ＯＤ４５０ｎｍ

＋ — Ｐ ／ Ｎ

３７ ℃ ３０ ｍｉｎ １． ０６７ ０． ０７６ １４． ０

３７ ℃ ６０ ｍｉｎ １． ４４７ ０． １２９ １１． ２

室温 ３０ ｍｉｎ １． ０３２ ０． ０７７ １３． ４

室温 ６０ ｍｉｎ １． ６５１ ０． １２０ １３． ８

２． ２． ４　 最佳酶标二抗工作浓度的确定　 酶标二抗

选择 １∶ ２０００ 时，Ｐ ／ Ｎ 值最大且阳性血清 ＯＤ４５０ｎｍ≥
１． ０、阴性血清 ＯＤ４５０ｎｍ≤０． ２。
２． ２． ５　 酶标二抗最佳作用方式的确定　 酶标二抗

于 ３７ ℃ 作用 ３０ ｍｉｎ 时，Ｐ ／ Ｎ 值最大且阳性血清

ＯＤ４５０ｎｍ≥１． ０ 且阴性血清 ＯＤ４５０ｎｍ≤０． ２（表 ３）。

表 ３　 酶标二抗最佳作用方式

Ｔａｂ ３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｏｐｔｉｍａｌ ａｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅ ｏｆ

ＨＲＰ ｌａｂｅｌｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ

酶标二抗作用方式
血清 ＯＤ４５０ｎｍ

＋ — Ｐ ／ Ｎ

３７ ℃ ３０ ｍｉｎ １． ３９３ ０． １１０ １２． ７
３７ ℃ ６０ ｍｉｎ ２． ２７２ ０． ２２８ １０． ０
室温 ３０ ｍｉｎ １． ５３８ ０． １３７ １１． ２
室温 ６０ ｍｉｎ １． ５８７ ０． ２０６ ７． ７
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２． ２． ６ 　 底物作用时间的确定　 表 ４ 结果显示，底
物作用时间为室温 ２０ ｍｉｎ 时，Ｐ ／ Ｎ 值最大。

表 ４　 底物最佳作用时间

Ｔａｂ ４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｏｐｔｉｍａｌ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

作用时间
血清 ＯＤ４５０ｎｍ

＋ — Ｐ ／ Ｎ
室温 １０ ｍｉｎ １． １３８ ０． ０８２ １３． ８
室温 ２０ ｍｉｎ １． ４８７ ０． ０９７ １５． ３
室温 ３０ ｍｉｎ １． ７９６ ０． １２７ １４． １

２． ３　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法阴阳性临界值的确定 　 对

５３ 份经血清中和试验检测为 ＢＶＤＶ 抗体阴性的牛

血清进行检测（表 ５），测得 ＯＤ４５０ｎｍ平均值（ ｘ－ ）为

０． １６５，标准偏差 ｓ 为 ０． ０３０，根据阴阳性临界判定

规则（ ｘ－ ＋ ３ｓ），确定 ＥＬＩＳＡ 方法的阴阳性临界值为

０． ２５５，即样品 ＯＤ４５０ｎｍ≥０ ２５５ 时判定为阳性，样品

ＯＤ４５０ｎｍ ＜ ０． ２５５ 时判定为阴性。 　 　

表 ５　 ５３ 份 ＢＶＤＶ 抗体阴性牛血清 ＯＤ４５０ｎｍ值

Ｔａｂ ５　 Ｔｈｅ ＯＤ４５０ｎｍ ｏｆ ５３ ＢＶＤＶ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍｓ

样品编号
ＯＤ４５０ｎｍ

值 １ 值 ２
样品编号

ＯＤ４５０ｎｍ

值 １ 值 ２
样品编号

ＯＤ４５０ｎｍ

值 １ 值 ２

１ ０． １９０ ０． １９６ ２０ ０． １６８ ０． １７４ ３９ ０． １９９ ０． １８９

２ ０． １５８ ０． １５２ ２１ ０． １２３ ０． １３３ ４０ ０． ２１７ ０． ２０３

３ ０． １８６ ０． １７８ ２２ ０． １３０ ０． １３２ ４１ ０． ２１８ ０． ２０９

４ ０． １５７ ０． １４９ ２３ ０． １３２ ０． １４４ ４２ ０． １６１ ０． １７３

５ ０． １６１ ０． １６５ ２４ ０． ２０３ ０． １９５ ４３ ０． １７７ ０． １７３

６ ０． ２１１ ０． ２０９ ２５ ０． １１６ ０． １１０ ４４ ０． １７８ ０． １６２

７ ０． １３８ ０． １４４ ２６ ０． １３９ ０． １４５ ４５ ０． １６１ ０． １６９

８ ０． １６７ ０． １７１ ２７ ０． １９３ ０． ２０７ ４６ ０． １２４ ０． １１８

９ ０． １５２ ０． １６２ ２８ ０． １２０ ０． １１６ ４７ ０． １２４ ０． １３６

１０ ０． １５４ ０． １５０ ２９ ０． １６６ ０． １７８ ４８ ０． ２１８ ０． ２１２

１１ ０． １９３ ０． ２０５ ３０ ０． １６１ ０． １７１ ４９ ０． １９９ ０． １８３

１２ ０． １５１ ０． １４９ ３１ ０． １１９ ０． １２７ ５０ ０． ２１１ ０． ２１５

１３ ０． １２５ ０． １２３ ３２ ０． １３６ ０． １４４ ５１ ０． １４９ ０． １３５

１４ ０． １４０ ０． １４８ ３３ ０． １５４ ０． １５０ ５２ ０． １７６ ０． １６８

１５ ０． １４６ ０． １５０ ３４ ０． １３０ ０． １４６ ５３ ０． １８４ ０． １８２

１６ ０． ２３９ ０． ２４９ ３５ ０． １７９ ０． １８５ 阳性血清 １． ２２５ １． １９２

１７ ０． １７３ ０． １６９ ３６ ０． １４２ ０． １３６ 阴性血清 ０． ０９２ ０． １１１

１８ ０． １５２ ０． １４６ ３７ ０． １４５ ０． １５９

１９ ０． ２００ ０． １９２ ３８ ０． １６８ ０． １５６

２． ４　 特异性试验结果 　 特异性试验结果显示，仅
ＢＶＤＶ 抗体阳性牛血清检测 ＯＤ４５０ｎｍ ＞ ０． ２５５，其他

均为阴性，说明建立的间接 ＥＬＩＳＡ 具有良好的特异

性，与常见其它的牛血清无交叉反应。
２． ５　 敏感性试验结果 　 将 ＢＶＤＶ 阳性血清连续

倍比稀释后，用建立的 ＥＬＩＳＡ 方法进行检测，结果

显示，阳性血清稀释 １６００ 倍时，ＯＤ４５０ｎｍ ＞ ０． ２５５
仍为阳性，表明建立的 ＥＬＩＳＡ 方法具有较高的敏

感性。
２． ６　 重复性试验结果　 表 ６ 和表 ７ 结果显示，批
内重复性试验和批间重复性试验变异系数均小于

１０％ ，表明建立的 ＥＬＩＳＡ 方法重复性良好。
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表 ６　 批内重复性试验

Ｔａｂ ６　 Ｔｈｅ ｉｎｔｒｏ － ｂａｔｃｈ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ
样品 血清 ＯＤ４５０ｎｍ 平均值 方差 变异系数

阳性 １ １． ４５７ １． ４５５ １． ４０２ １． ４０８ １． ４２７ １． ４０９ １． ４２６ ０． ０２４ １． ６８％
阳性 ２ ０． ９８４ ０． ９７７ ０． ９５９ ０． ９８７ １． ００４ ０． ９８６ ０． ９８３ ０． ０１５ １． ５３％
阳性 ３ ０． ８０８ ０． ７７６ ０． ７５７ ０． ７６７ ０． ７９７ ０． ７９５ ０． ７８３ ０． ０２０ １． ５７％
阳性 ４ ０． ７９６ ０． ７６１ ０． ７７７ ０． ７６８ ０． ７４６ ０． ７３７ ０． ７６４ ０． ０２１ ２． ７５％
阳性 ５ １． ４２３ １． ３９７ １． ４０３ １． ３９５ １． ３４３ １． ３４３ １． ３８４ ０． ０３３ ２． ３８％
阴性 １ ０． １７４ ０． １６６ ０． １６９ ０． １５０ ０． １５１ ０． １４９ ０． １６０ ０． ０１１ ６． ９０％

表 ７　 批间重复性试验

Ｔａｂ ７　 Ｔｈｅ ｉｎｔｒｅ － ｂａｔｃｈ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ
样品 第 １ 批 第 ２ 批 第 ３ 批 第 ４ 批 平均值 方差 变异系数

阳性 １ １． ４０１ １． ４５５ １． ４６６ １． ４４０ １． ４２９ １． ３８７ １． ４２６ １． ４６０ １． ４３３ ０． ０２６ １． ８１％
阳性 ２ ０． ９６１ ０． ９９６ ０． ９３２ ０． ９３６ ０． ９９９ ０． ９７９ ０． ９１７ ０． ９６４ ０． ９６１ ０． ０３０ ３． １２％
阳性 ３ ０． ８１９ ０． ８３３ ０． ７１５ ０． ６８４ ０． ８７９ ０． ８１３ ０． ７６０ ０． ７６２ ０． ７８３ ０． ０６５ ８． ３０％
阳性 ４ ０． ７１５ ０． ７５４ ０． ７５１ ０． ７６１ ０． ７５６ ０． ７３８ ０． ７４４ ０． ７５９ ０． ７４７ ０． ０１５ ２． ００％
阳性 ５ １． ４５２ １． ４９２ １． ２６５ １． ３３６ １． ４２６ １． ４１０ １． ３９０ １． ３８１ １． ３９４ ０． ０７０ ５． ０２％
阴性 １ ０． １５９ ０． １７９ ０． １６３ ０． １４２ ０． １５５ ０． １４７ ０． １６７ ０． １５１ ０． １５８ ０． ０１２ ７． ６０％

２． ７　 临床样本检测　 对 １６０ 份牛血清样本，用商

品化的 ＢＶＤＶ 总抗体检测试剂盒进行抗体检验，结
果显示阳性 ９２ 份，阴性 ６８ 份。 对 ９２ 份阳性样本，
用建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测到阳性血清 ８５ 份，
其中的 ８２ 份用血清中和试验检测同为阳性；有 ７
份样本两种方法检测均为阴性。 对阴性血清 ６８
份，间接 ＬＥＩＳＡ 方法和血清中和试验检测结果均为

阴性。 间接 ＥＬＩＳＡ 方法与血清中和试验、商品化试

剂盒的总体符合率分别为 ９８％和 ９６％ 。 详见表 ８。

表 ８　 对 １６０ 份血清样本 ＢＶＤＶ 抗体检测

Ｔａｂ ８　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢＶＤＶ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｏｆ １６０ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ

商品化试剂盒
间接 ＥＬＩＳＡ 血清中和试验

阳性 阴性 阳性 阴性

阳性（９２） ８５ ７ ８２ １０

阴性（６８） ０ ６８ ０ ６８

间接 ＥＬＩＳＡ 与血清
中和试验总符合率

９８％

间接 ＥＬＩＳＡ 与商品
化试剂盒总符合率

９６％

３　 讨论与结论

ＢＶＤＶ 呈世界性流行，我国流行情况更加复

杂，给养殖业造成了巨大的经济损失。 ＢＤＶ 目前尚

无特效药物，国内外主要采取疫苗免疫、病原和抗

体检测、清除持续性感染牛、ＢＶＤＶ 净化等综合防

控措施，因此 ＢＶＤＶ 抗体监测和疫苗效果评价尤为

重要。 ＢＶＤＶ 抗体检测的标准方法是血清中和试

验，但其操作复杂，试验周期较长，敏感性不高，不
利于高通量样本检测和基层推广使用。 而血清抗

体间接 ＥＬＩＳＡ 方法具有检测速度快、对试验环境和

人员的要求低，且其敏感性高于血清中和试验，结
果判定简单，在临床样本检测和疫苗免疫抗体监测

等方面能发挥更大的作用。 本研究利用大肠杆菌

表达系统表达 ＢＶＤＶ Ｅ２ 蛋白建立的检测血清抗体

的间接 ＥＬＩＳＡ 方法，可准确检测血清中的 ＢＶＤＶ 抗

体，特异性强敏感性高，对于大批量临床样本的抗

体检测、基层样本筛查及 ＢＶＤＶ 净化等方面具有重

要价值。
目前国内检测 ＢＶＤＶ 抗体使用的 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒大多为国外进口，存在价格昂贵，进口周期长等

劣势。 美国 ＩＤＥＸＸ 公司商品化的 ＢＶＤＶ 总抗体试

剂盒，其包被抗原为全病毒抗原，需要繁殖大量病

毒并进行密度梯度离心，存在制备工艺复杂、成本

高和散毒风险等缺点。 本研究借助基因表达和蛋

白纯化技术制备 ＢＶＤＶ Ｅ２ 蛋白，Ｅ２ 蛋白是 ＢＶＤＶ

·６·
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结构蛋白中免疫原性最强的糖蛋白，在结构基因中

具有良好的中和抗体能力。 将纯化后的 Ｅ２ 蛋白作

为包被抗原，克服了全病毒包被的不足之处，建立

的间接 ＥＬＩＳＡ 方法与商品化试剂盒的符合率高

达 ９６％ 。
包被抗原的反应原性和纯度是影响间接

ＥＬＩＳＡ 方法敏感性和特异性的关键。 目前已报道

的 ＢＶＤＶ Ｅｒｎｓ蛋白表达产物大多以包涵体形式表

达，存在目的蛋白损失严重、纯度不高等缺点，本研

究通过线性抗原表位预测分析并进行密码子优化，
利用大肠杆菌原核表达 Ｅ２ 蛋白，Ｅ２ 蛋白主要以可

溶性形式在大肠杆菌中高效表达，这一蛋白表达特

性获得了高纯化和浓度的包被抗原。 本研究建立

的间接 ＥＬＩＳＡ 方法与血清中和试验的符合率较高，
更适于高通量检测，用于 ＢＶＤＶ 疫苗免疫效果评价

和 ＢＶＤＶ 净化等，具有较好的应用前景。
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［１１］ Ｙｉ Ｗ， Ｚｈｕ Ｈ， Ｗｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｅｒｎｓ ａｎｄ ｔｒｕｎｃａｔｅｄ

Ｅ２ － ｂａｓｅｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｅｎｚｙｍｅ － ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙｓ ｔｏ

ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈａｂｌｙ ｔｅｓｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ

ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ［ Ｊ］ ． Ｖｉｒｏｌｏｇｙ Ｊｏｕｒｎａｌ，

２０２２， １９（１）： １２１．

（编 辑：李文平）
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