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摘要： 为了建立一种快速、 高效且灵敏的猪流行性腹泻病毒 （ＰＥＤＶ） 的现场快速检测技术， 本研究以荧光量子点标记鼠抗 ＰＥＤＶ 单克隆抗体并

喷涂到结合垫上， 将鼠抗 ＰＥＤＶ 单克隆抗体和羊抗鼠 ＩｇＧ 多克隆抗体固定到 ＮＣ 膜上， 分别作为检测线和质控线制备荧光免疫层析试纸条， 并对

其敏感性、 特异性及临床样品检测性能进行考察。 结果： 所制备的荧光试纸条可在 ２０ ｍｉｎ 内完成临床样品中 ＰＥＤＶ 的现场检测， 最低检测限为

３􀆰 ３×１０３ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ， 与猪轮状病毒、 猪丁型冠状病毒、 猪圆环病毒、 伪狂犬病病毒、 沙门菌、 金黄色葡萄球菌等常见病原无交叉反应， 对 ５０ 份

粪便、 粪便拭子和肠道组织等临床样品进行检测， 与 ＲＴ－ＰＣＲ 检测结果的符合率为 ８４􀆰 ０％。 本试验表明该试纸条具有较高的灵敏度和较强的特异

性， 检测时间短， 操作简便， 可用于 ＰＥＤＶ 的现场快速筛查。
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　 　 猪流行性腹泻病毒 （ＰＥＤＶ） 属于冠状病毒科冠

状病毒属的单股正链 ＲＮＡ 病毒， 可感染各日龄各品

系的猪， 引发猪流行性腹泻 （ＰＥＤ）。 ＰＥＤ 是一种以

腹泻、 呕吐、 脱水为主要特征的高度接触性肠道传染

病， 对哺乳仔猪危害最大， 死亡率可高达 １００％［１］。
猪流行性腹泻在 １９７１ 年首次发现于英国， 随后在欧

洲和亚洲的部分国家相继流行， 各地的哺乳仔猪大量

被感染并发生死亡［２］。 ２００７ 年在泰国暴发 ＰＥＤ， 给

当地的养猪业造成了巨大损失［３］。 ２００４ 年杜坚等［４］

首次用血清学方法证实了广西猪场存在 ＰＥＤＶ 感染，
但未出现大规模疫情暴发。 ２０１０ 年， 中国首先于南

方地区出现 ＰＥＤ 暴发， 随后遍及全国各地， 给中国

的养猪企业造成了重大经济损失和影响［５］。 近几年

的调查结果表明， ＰＥＤＶ 在广西的平均检出率最高为

５８􀆰 ２６％， 表明 ＰＥＤ 在广西生猪养殖场中的危害不容

忽视［６］。 对 ＰＥＤＶ 感染的早期筛查是控制该病毒传

播和 ＰＥＤ 疫情蔓延的关键， 因此， 建立一种 ＰＥＤＶ
现场快速检测方法对 ＰＥＤ 的防制有着重要意义。

常用的 ＰＥＤＶ 检测方法主要包括病原学检测方法

和血清学检测方法， 其中病原学检测方法包括常规反

转录 ＰＣＲ （ＲＴ－ＰＣＲ）、 荧光定量 ＰＣＲ 和环介导等温

扩增技术 （ＲＴ－ＬＡＭＰ）， 而血清学检测方法主要有

间接免疫荧光 （ ＩＦＡ）、 病毒中和检测 （ＶＮ）、 酶联

免疫吸附试验 （ＥＬＩＳＡ） 和免疫层析技术等［７］。 ＲＴ－
ＰＣＲ 和荧光定量 ＰＣＲ 检测方法有较好的特异性和灵

敏度， 但是需要较高水平的专业能力和昂贵的设备支

持， 不适用于养殖场的现场快速检测。 ＲＴ－ＬＡＭＰ 具

有引物特异性强， 反应条件简单和时间短等优点， 但

由于反应需要多条引物， 且相关试剂价格较高， 限制

了该方法在基层检测的普及［８］。 ＶＮ 检测试剂盒操作

简便且无需专门设备， 但检测结果的判断具有主观

性， 并且检测的重复性易受影响［９］。 ＥＬＩＳＡ 可用于大

规模临床检测， 但仍需要严格的操作技术和昂贵的仪

器， 不适用于 ＰＥＤＶ 急性感染的一线临床检测［１０－１１］。
免疫层析技术具有检测快速、 价格低廉、 操作简单、
携带方便、 安全无污染等特点， 适用于临床快速检

测， 但传统胶体金免疫层析技术的准确性和灵敏度有

待提高［１２］。 荧光免疫层析技术 （ＬＦＩＡ） 是以荧光物

质为信号源， 建立在层析膜上的基于抗原抗体特异性

免疫反应的新型膜检测技术。 该检测技术将免疫荧光

和免疫层析技术相结合， 克服了传统胶体金免疫层系

技术灵敏度较低的不足， 且保留了快捷简便、 价格低

廉、 不依赖仪器设备和专业技术人员等优点， 被广泛

运用于疾病检测、 食品安全监测、 环境监测等

方面［１３－１６］。
本研究以羧基化量子点微球为标记材料， 建立了

一种用于 ＰＥＤＶ 现场快速检测的荧光免疫层析检测技

术， 可由养殖人员在现场直接完成 ＰＥＤＶ 感染的快速

筛查， 对及时制定正确有效的疫病防控措施具有重要

意义。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试验材料

鼠抗 ＰＥＤＶ 单克隆抗体 （货号： ＪＮ１４０１， 批号：
Ｍ２０２０１１０９） 购于北京金诺百泰生物技术有限公司；
羊抗鼠 ＩｇＧ 多克隆抗体 （货号： Ｄ１１１０２４， 批号：
Ｈ３１８ＡＡ０００１） 购于生工生物工程 （上海） 股份有限

公司； 硝酸纤维素膜 （ ＮＣ 膜， 货号： ５００７７４０４７，
批号： Ｓ０１９１１０２６４） 由德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司提供； 羧基

化量子点微球购于北京纳晶生物科技有限公司； ２－
（Ｎ －吗啉代） 乙磺酸 （ＭＥＳ）， 碳二亚胺 （ＥＤＣ），
Ｎ－羟基琥珀酰亚胺 （ＮＨＳ）， 牛血清白蛋白 （ＢＳＡ），
硼酸钠和硼酸由美国 Ｓｉｇｍａ 公司生产； 样品垫、 结合

垫、 吸水纸和聚氯乙烯 （ＰＶＣ） 底板等购于上海金

标生物科技有限公司。
ＰＥＤＶ、 猪圆环病毒 ２ 型 （ＰＣＶ２） 和伪狂犬病毒

（ＰＲＶ）， 由广西大学动物科学技术预防兽医实验室

分离保存； 肠炎沙门菌 （ＡＴＣＣ １４０２８） 购于北京保

藏生 物 科 技 有 限 公 司； 大 肠 杆 菌 （ ＣＭＣＣ （ Ｂ ）
４４１０２） 和金黄色葡萄球菌 （ ＣＭＣＣ （ Ｂ） ２６００３），
由中国微生物菌种保藏中心提供； 副溶血弧菌由广西

大学 水 产 病 害 实 验 室 分 离 保 存； 猪 轮 状 病 毒

（ＰｏＲＶ） 和猪丁型冠状病毒 （ＰＤＣｏＶ） 强阳性粪便

样品， 由广西兽医研究所收集和提供。
１􀆰 ２　 主要仪器和设备

ＺＱ２００２ 微电脑自动斩切机、 ＣＴＳ３００ＸＹＺ 数控裁

条机和 ＨＭ３０３５ 三维化膜喷金仪由上海金标生物科技

有限公司生产； 荧光试纸条读值仪由北京纳诺金生物

科技有限公司研制。
１􀆰 ３　 荧光免疫层析试纸条的制备和优化

１􀆰 ３􀆰 １　 量子点微球标记抗体的制备

取 ２５ μＬ 浓度为 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 的羧基化量子点微球，
加入 ２５ μＬ ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭＥＳ （ｐＨ＝ ６􀆰 ０）， 混匀后分别

加入现配的 ０􀆰 ５ μＬ ２０ ｍｇ ／ ｍＬ ＥＤＣ 和 ０􀆰 ５ μＬ ２０
ｍｇ ／ ｍＬ ＮＨＳ， 混匀后超声 ５ ｍｉｎ， 再于 ３７ ℃ 活化

１５ ｍｉｎ。 然后于 ８ ０００ ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ， 弃去上清液。
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用 ２５ μＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭＥＳ （ｐＨ ＝ ６􀆰 ０） 重悬沉淀， 加

入 １０ μｇ ＰＥＤＶ 抗体， 混匀后置于 ３７ ℃避光反应１ ｈ，
反应后用 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 甘氨酸封闭 ３０ ｍｉｎ。 ５ ５１０ ｇ 离心

１５ ｍｉｎ， 弃去上清液后， 用 ５０ μＬ 硼酸盐缓冲液

（ＢＢ） 重悬沉淀， 再次离心弃去上清液。 用复溶液

（浓度为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｔｒｉｓ 缓冲液， ｐＨ ＝ ８􀆰 ５， 添加

有 １０％蔗糖、 １０％海藻糖、 ０􀆰 ５％ ＢＳＡ 和 ０􀆰 ２％吐温

２０） 重悬沉淀， 涂于结合垫上， ３７ ℃真空烘干 ３ ｈ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 荧光免疫层析试纸条的组装与样品检测

利用接触式自动划膜仪将鼠抗 ＰＥＤＶ 单克隆抗体

和羊抗鼠 ＩｇＧ 多克隆抗体分别包被在 ＮＣ 膜上作为检

测线及质控线， ３７ ℃烘干 ３ ｈ。 然后将固定有 Ｔ 线和

Ｃ 线抗体的 ＮＣ 膜、 喷涂有量子点微球标记抗体的结

合垫、 样品垫和吸水纸依次粘贴到 ＰＶＣ 底板上， 并

采用数控裁条机裁成 ３􀆰 ０ ｍｍ 宽的试纸条。
将 ６０ μＬ 样品滴加到样品垫上， 室温放置 １０ ｍｉｎ

后， 用波长为 ３６５ ｎｍ 的紫外手电筒观察结果。 若 Ｔ
线、 Ｃ 线均有条带出现， 判定为阳性； 若 Ｔ 线没有条

带， Ｃ 线有条带， 则判定为阴性； 若 Ｃ 线没有条带，
则判定试纸条无效， 需重新检测。
１􀆰 ３􀆰 ３　 量子点微球标记抗体最佳复溶液体积的确定

将采用 ２５ μＬ 量子点微球体系标记好的抗体离心

后， 分别用 １５０、 ３００、 ６００ 和 ９００ μＬ 复溶液重悬后，
制备荧光试纸条， 并用于样品的检测， 根据试纸条显

色程度确定最佳复溶液体积。
１􀆰 ３􀆰 ４　 检测线和质控线抗体包被浓度的确定

分别采用 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ５ 和 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 的鼠抗 ＰＥＤＶ
单克隆抗体和羊抗鼠 ＩｇＧ 多克隆抗体包被 Ｔ 线和 Ｃ
线， 并以 ＰＢＳＴ 和稀释后的病毒液上样， 测试试纸条

Ｔ 线、 Ｃ 线的显色程度。 用不同浓度的抗体划膜， 以

相同样品上样测试， 以试纸条显色程度确定 Ｔ 线、 Ｃ
线的划膜抗体浓度。
１􀆰 ４　 荧光免疫层析试纸条的性能考察

１􀆰 ４􀆰 １　 敏感性考察

将载毒量为 １􀆰 ０×１０４ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 的 ＰＥＤＶ 病毒液

以 １ ∶ １０、 １ ∶ ２０、 １ ∶ ３０、 １ ∶ ３５、 １ ∶ ４０ 和 １ ∶ ５０ 的

比例进行稀释后， 采用制备好的 ＰＥＤＶ 荧光试纸条对

ＰＥＤＶ 稀释液进行检测， 平行重复 ５ 次， 根据检测结

果确定基于肉眼观察的最低检测限。 采用荧光试纸条

读值仪测定 Ｔ 线荧光值， 计算平均值 （Ｘ） 和标准差

（ＳＤ）， 以Ｘ＋３ＳＤ 为阈值， 大于及等于阈值判定为阳

性， 小于则判定为阴性， 可配合滴滴快检设备进行

分析。
１􀆰 ４􀆰 ２　 特异性考察

利用荧光试纸条分别检测 ＰｏＲＶ （强阳性猪粪便

样品）， ＰＤＣｏＶ （强阳性猪粪便样品）， ＰＣＶ２ 病毒液

（１􀆰 ０ × １０６ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ ）， ＰＲＶ 病 毒 液 （ １􀆰 ０ × １０６

ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ）， 沙门菌 （１􀆰 ０ × １０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ）， 大肠杆

菌 （１􀆰 ０×１０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ）， 金黄色葡萄球菌 （１􀆰 ０×１０７

ＣＦＵ ／ ｍＬ） 及副溶血球菌 （１􀆰 ０×１０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ）， 并设

置 ＰＥＤＶ 阳性对照和阴性对照， 根据 Ｔ 线荧光信号判

断试纸条的特异性。
１􀆰 ４􀆰 ３　 临床样品检测

分别采用荧光试纸条和 ＲＴ－ＰＣＲ 对 ５０ 份样品

（肠道组织或肛门拭子， 由生猪养殖公司和第三方检

测公司提供） 中的 ＰＥＤＶ 进行检测， 计算阳性符合

率、 阴性符合率和总符合率。 使用试纸条进行检测

时， 取临床样品 １ ｇ， 加入 １ ｍＬ 的样品稀释液， 震荡

混匀后离心， 取 ６０ μＬ 上清液滴于样品垫位置， 待

１０ ｍｉｎ 时观察 Ｃ、 Ｔ 线显色结果及测定荧光值。 对于

ＲＴ－ＰＣＲ， 取临床样品 １ ｇ， 加入 ３ ｍＬ ＰＢＳ， 反复冻

融 ３ 后， 提取核酸， 反转录后分别以 ５′－ＡＡＧＧＣＴＣ⁃
ＣＡＴＣＡＴＣＴＴＴＡＣＧ － ３′ 和 ５′ － ＡＣＴＣＣＧＡＴＡＣＧＡＧ⁃
ＴＣＴＡＧＣＧ－３′为上下游引物， 对 ＰＥＤＶ 的 Ｎ 基因进行

ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应程序为： ９４ ℃ 预变性 ２ ｍｉｎ；
９４ ℃变性 ３０ ｓ， ５０ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 ９０ ｓ， ３０ 个

循环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。

２　 结果

２􀆰 １　 量子点标记最佳复溶液体积的确定

将 ２５ μＬ 羧基化量子点体系标记的抗体分别用

１５０、 ３００、 ６００ 和 ９００ μＬ 复溶液重悬后涂布于结合

垫上制备试纸条， 检测 ＰＥＤＶ 阴性和阳性样品后根据

试纸条显色程度确定最适复溶液体积。 图 １ 显示， 各

试纸条的 Ｃ 线的荧光显色均清晰， 均无假阳性出现，
膜面干净。 但从阳性样品检测结果发现， 用 ６００ μＬ
和 ９００ μＬ 体积的复溶液会导致 Ｔ 线不显色。 用

１５０ μＬ和 ３００ μＬ 复溶液重悬标记抗体制备的试纸条

Ｔ 线清楚， 但用 ３００ μＬ 体积复溶液的试纸条结合垫

比用 １５０ μＬ 体积复溶液的释放更全， 可得出最佳复

溶液体积为 ３００ μＬ。
２􀆰 ２　 检测线和质控线抗体包被浓度的确定

采用不同浓度的鼠抗 ＰＥＤＶ 单克隆抗体和羊抗鼠

ＩｇＧ 多克隆抗体分别包被 Ｔ 线和 Ｃ 线， 并对阴性样品

和阳性样品进行检测。 由图 ２ 和图 ３ 可见， 当试纸条

Ｔ 线包被浓度为 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ， Ｃ 线包被浓度为 ０􀆰 ３
ｍｇ ／ ｍＬ 时， 试纸条的显色清晰， 且所耗抗体量少。
因此， 后续研究采用的 Ｔ 线包被浓度均为 ０􀆰 ５
ｍｇ ／ ｍＬ， Ｃ 线包被浓度均为 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ。
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１～４􀆰 复溶液体积分别为 １５０、 ３００、 ６００ 和 ９００ μＬ。

图 １　 ２５ μＬ 量子点体系标记抗体最佳复溶液体积的确定

１􀆰 Ｔ 线包被浓度 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ， Ｃ 线包被浓度 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ； ２􀆰 Ｔ 线包被浓度 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ， Ｃ 线包被浓度 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ；
３􀆰 Ｔ 线包被浓度 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ， Ｃ 线包被浓度 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ。

图 ２　 Ｔ 线包被浓度的确定

１􀆰 Ｔ 线包被浓度 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ， Ｃ 线包被浓度 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ； ２􀆰 Ｔ 线包被浓度 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ， Ｃ 线包被浓度 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ；
３􀆰 Ｔ 线包被浓度 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ， Ｃ 线包被浓度 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ。

图 ３　 Ｃ 线包被浓度的确定

２􀆰 ３　 敏感性考察

将载毒量为 １􀆰 ０×１０４ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 的 ＰＥＤＶ 病毒液

以 １ ∶ １０、 １ ∶ ２０、 １ ∶ ３０、 １ ∶ ３５、 １ ∶ ４０ 和 １ ∶ ５０ 的

比例进行稀释后， 采用制备好的 ＰＥＤＶ 荧光试纸条对

ＰＥＤＶ 稀释液进行检测， 平行重复 ５ 次， 考察试纸条

的灵敏度。 根据图 ４ 试纸条显色程度， 可知当病毒以
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１ ∶ １０、 １ ∶ ２０、 １ ∶ ３０ 和 １ ∶ ３５ 稀释时， Ｔ 线均显色

清晰； 当病毒以 １ ∶ ４０ 和 １ ∶ ５０ 稀释时， Ｔ 线显色不

清晰， 与阴性对照相似。 采用荧光试纸条读值仪测定

Ｔ 线荧光值， 结果如表 １ 所示。 对阴性样品重复检测

的结果为 ２９４， 故检测阈值确定为 ３３６。 由表 １ 可见，
当病毒以 １ ∶ ５０ 稀释时， Ｔ 线荧光值为 ３６９， 大于阈

值。 因此， 所制备的荧光试纸条基于肉眼观察和荧光

试纸 条 读 值 仪 的 检 测 限 分 别 确 定 为 ２􀆰 ９ × １０２

ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ和 ２􀆰 ０×１０２ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。
１～６． 病毒液稀释倍数为 １０、 ２０、 ３０、 ３５、 ４０、 ５０； ７． 阴性对照。

图 ４　 试纸条灵敏度试验

表 １　 试纸条灵敏度试验荧光值

项目
稀释比

１ ∶ １０ １ ∶ ２０ １ ∶ ３０ １ ∶ ３５ １ ∶ ４０ １ ∶ ５０
阴性对照

Ｃ 线 １８ ５３２ １７ ８７１ １８ ６０１ １６ ６５８ １４ ８８０ １３ ３７２ ２４ １０５

Ｔ 线 １２４４ ９５２ ７４０ ６１６ ４０５ ３６９ ２９４

２􀆰 ４　 特异性测定

使用所制备的荧光免疫层析试纸条对 ＰｏＲＶ、
ＰＤＣｏＶ、 ＰＣＶ２、 ＰＲＶ、 沙门菌、 大肠杆菌、 金黄色

葡萄球菌及副溶血球菌进行检测， 结果如图 ５ 所示。
可见， 只有检测 ＰＥＤＶ 阳性样品时， 试纸条 Ｔ 线清晰

可见； 而检测其他病原时， 结果如检测阴性样品一

致， 均无 Ｔ 线显示， 说明试纸条特异性较好。

１～ １０􀆰 分别为阴性样品、 ＰＥＤＶ、 ＰｏＲＶ、 ＰＤＣｏＶ、 ＰＣＶ２、 ＰＲＶ、

沙门菌、 大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌、 副溶血球菌。

图 ５　 试纸条特异性试验

２􀆰 ５　 临床样品检测

分别采用荧光试纸条和 ＲＴ－ＰＣＲ 对 ５０ 份临床样

品进行检测， 结果如表 ２ 所示。 根据表 ２ 结果， 计算

得到的 ＰＥＤＶ 荧光免疫层析试纸条与 ＲＴ－ＰＣＲ 的阳

性符合率为 ７６􀆰 ２％， 阴性符合率为 ８９􀆰 ７％， 总符合

率为 ９０􀆰 ０％， 说明所制备的 ＰＥＤＶ 荧光试纸条具有较

高的准确性。

表 ２　 试纸条和 ＲＴ－ＰＣＲ 临床样品检测

检测方法 结果
ＲＴ－ＰＣＲ

阳性 阴性
总计

荧光试纸条
阳性 １６ ３ １９

阴性 ５ ２６ ３１

总计 ２１ ２９ ５０

３　 讨论

ＰＥＤ 主要经粪－口传播， 随粪便排出的病毒可形

成气溶胶颗粒随空气进行远距离传播感染其他仔猪，
最远传播距离可达 １０ 英里［１７－１８］。 ＰＥＤＶ 感染后， 猪

可出现腹泻、 呕吐、 厌食、 脱水和体重减轻等临床症

状， 哺乳仔猪大量死亡， 给养猪业造成了巨大的经济

损失［１９－２０］。 研究发现， ＰＥＤＶ 感染早期的治愈率远

高于后期， 所以 ＰＥＤＶ 感染的早期诊断对 ＰＥＤ 的防

控尤其重要［２１］。
量子点又称半导体纳米晶体， 是一种稳定的纳米

晶粒， 具有发光率高、 寿命长、 光稳定性好等优

势［２２］。 近年来， 量子点制备和表面修饰技术得到了

快速发展， 量子点作为荧光探针在生物医学、 食品安

全等领域中应用越来越广泛［２２－２３］。 ＰＥＤＶ 荧光免疫

层析将免疫荧光和免疫层析技术相结合， 在保留胶体

金免疫层析技术操作简单、 不依赖专业实验室和设

备、 快速方便的优势的前提下， 通过包含有大量量子

点粒子的羧基化量子点微球作为标记材料， 可有效提

高试纸条的灵敏度和稳定性， 实现生猪养殖场 ＰＥＤＶ
的现场快速准确检测。

量子点标记抗体时， 使用不同体积的复溶液会导

致单位体积内的量子点量标记抗体量的变化， 进而使

每根试纸条上所包含的量子点微球标记抗体的含量不

同。 量子点和标记抗体量较少时， 会影响 Ｔ、 Ｃ 线的

显色程度， 易产生假阴性； 量子点和标记抗体量较多

时， 会影响量子点的扩散， 导致较多的量子点留在结

合垫或使膜面不清晰， 造成量子点和抗体的浪费， 甚

至出现假阳性。 因此， 对复溶液的用量进行优化能使

试纸条检测在耗费最少的情况下获得最优结果。 本研
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究发现， 在 ２５ μＬ 量子点微球标记体系下， ６００ μＬ
以上的复溶液会导致 Ｔ 线不显色， 而 １５０ μＬ 以下的

复溶液会造成释放不充分， ３００ μＬ 复溶液重悬标记

抗体制备的试纸条 Ｔ 线清楚， 释放完全， 膜面干净。
本研究制备的 ＰＥＤＶ 量子点荧光免疫层析试纸

条， 基于肉眼观察和荧光试纸条读值仪的检测限分别

为 ２􀆰 ９×１０２ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 和 ２􀆰 ０×１０２ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。 边红

芬等［２４］基于细胞表面荧光免疫吸附法制备单克隆抗

体， 研制出一种用于 ＰＥＤＶ 现场检测的新型免疫层析

方法， 最低检测限为 ７􀆰 ８ × １０３ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。 王华俊

等［２５］建立了一种快速、 定量检测 ＰＥＤＶ 的时间分辨

荧光免疫层析检测方法， 对 ＰＥＤＶ 的最低检测限为

３ ８９６ ９９７ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。 Ｌｙｏｏ 等［２６］ 开发了一种用于

ＰＥＤＶ 检测的胶体金免疫层析试纸条， 检测限为１􀆰 ０×
１０４ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。 因此， 本研究制备的免疫层析试纸

条具有更高的灵敏度， 有望用于 ＰＥＤＶ 的现场快速

检测。
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