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摘要： 旨在建立一种灵敏、 准确、 高通量检测猫杯状病毒 （ｆｅｌｉｎｅ ｃａｌｉｃｉｖｉｒｕｓ， ＦＣＶ） 抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 方法。 本研究通过优化表达条件， 在大肠

杆菌中表达 ＦＣＶ 的 ＶＰ１ 蛋白， 对重组蛋白进行镍离子亲和层析纯化和透析复性， 通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证重组蛋白； 以重组 ＶＰ１ 蛋白

为包被抗原建立检测 ＦＣＶ 抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 方法， 通过方阵滴定法确定抗原最佳包被浓度和抗体最佳稀释度， 优化抗原包被条件、 样品孵育时

间、 封闭液种类等条件， 并对其性能进行验证。 结果： 表达的目的蛋白条带清晰、 大小正确， 与 ＦＣＶ 阳性血清具有良好的反应性， 建立的间接

ＥＬＩＳＡ 方法检测 ６ 份 ＦＣＶ 阴性血清， 猫细小病毒 （ｆｅｌｉｎｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ， ＦＰＶ） 阳性血清， 猫疱疹病毒 （ｆｅｌｉｎｅ ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ， ＦＨＶ） 阳性血清均为阴性，
对 ＦＣＶ 阳性血清的最低检出效价可达 １ ∶ １０ ２４０， 组间与组内变异系数均小于 １０％， 与商品化试剂盒相比符合率达 １００％。 综上， 本研究建立的间

接 ＥＬＩＳＡ 方法具有良好的灵敏度、 重复性和符合率， 与其他猫常见病毒阳性血清不发生交叉反应， 可以用于临床样品的检测， 为 ＦＣＶ 感染的诊

断、 防控、 疫苗免疫效力评价提供了技术手段。
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　 　 猫杯状病毒 （ ｆｅｌｉｎｅ ｃａｌｉｃｉｖｉｒｕｓ， ＦＣＶ） 属于嵌杯

病毒科， 是一种重要的高度传染性病原体， 广泛分布

于猫体内［１］。 ＦＣＶ 感染主要是引起急性或慢性口腔

溃疡和上呼吸道疾病 （ｕｐｐｅｒ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｔｒａｃｔ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＵＲＴＤ）， 较不常见的症状是猝死、 跛行、 流产、 黄

疸和严重肺炎［２］。 猫、 老虎、 猎豹和其他野生猫科

动物都很易感， 主要感染 ６ ～ ８４ ｄ 的幼猫， 强毒株致

死率高达 ４０％ ～６０％［３］。 感染后恢复的猫可能会传播

数个月甚至数年的病毒， 这些无症状携带猫是 ＦＣＶ
感染和疾病流行的主要原因［４］。 近些年来， ＦＣＶ 强

毒变异株的流行甚至会发生在疫苗免疫过的猫， 使猫

的死 亡 率 不 断 增 加［５－６］。 ＦＣＶ 基 因 组 为 长 度 约

７ ７００ ｂｐ 的单股正链 ＲＮＡ， 包含 ３ 个开放阅读框

（ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ， ＯＲＦ） ［３， ７］， ＯＲＦ１ 编码一种多蛋

白， 在翻译后分裂成非结构蛋白［８］， ＯＲＦ２ 编码一个

多蛋白， 后期被加工为衣壳的先导蛋白和主要衣壳蛋

白 ＶＰ１， ＯＲＦ３ 编码次要结构蛋白 ＶＰ２［９］。 ＶＰ１ 是

ＦＣＶ 主要结构蛋白， 可与宿主细胞受体相互作用，
调控病毒生长［１０］。 ＶＰ１ 结构蛋白上含有多处抗原位

点［１１－１２］， 是开发 ＦＣＶ 诊断试剂盒、 研发疫苗的主要

对象。
近年来， 随着人们生活水平的提高， 宠物猫越来

越多， 猫感染病毒的风险增大。 感染 ＦＣＶ 的猫尚无

有效的治疗方案， 最有效的预防手段就是接种疫

苗［１，１３］。 ＦＣＶ 具有单一血清型和基因型， 各种不同毒

株都是该单一血清型的变异株， 疫苗株的选择也正是

基于其广泛的交叉反应血清能力［１４－１６］。 世界小动物

兽医协会将 ＦＣＶ 的免疫接种列为核心工作［１７－１８］。 血

清学方法不仅可以评价疫苗的免疫保护效果， 也有助

于疾病的诊断［１９－２０］。 当前已有一些血清学方法应用

于检测 ＦＣＶ 抗体水平， 如抗体中和试验［２１］、 免疫荧

光 （ＩＦＡ） 试验［２２］， 但上述试验需要操作人员具有

熟练的操作技能； 传统的 ＥＬＩＳＡ 检测用纯化的病毒

做抗原， 需要大量纯化病毒， 操作复杂且有排毒、 散

毒的风险［２３］； 胶体金试纸条检测法虽操作快速简便

且不需要专业人员， 但其敏感性及特异性相对较低。
目前， 国内尚无检测 ＦＣＶ 抗体的商品化试剂盒， 国

外商品化猫抗体试剂盒价格昂贵， 不适合作为 ＦＣＶ
抗体监控的常规检测方法。 因此亟需建立灵敏、 简

便、 准确的血清学检测方法。
本研究利用大肠杆菌原核表达系统对 ＦＣＶ 的

ＶＰ１ 蛋白进行表达， 以该重组蛋白为包被抗原， 通

过优化反应条件， 成功建立了具有良好灵敏度与重复

性的 ＦＣＶ 抗体间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法， 可为 ＦＣＶ 感染

的诊断、 防控及疫苗的效果评价提供技术支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

ＦＣＶ－ＶＰ１ 重组质粒由本实验室保存； ＦＣＶ 阳性

血清、 猫细小病毒 （ＦＰＶ） 阴性血清、 猫疱疹病毒

（ＦＨＶ） 阳性血清、 ＦＨＶ 阳性血清经血清中和试验鉴

定； ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞购自北京全式金生物

技术股份有限公司； 异丙基 －β －Ｄ －硫代半乳糖苷

（ＩＰＴＧ）、 Ｈｉｓ－ ｔａｇ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｒｅｓｉｎ （耐变性剂型）、
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液 （５×）、 ＢＣＡ 蛋白浓度测

定试剂盒、 单组分 ＴＭＢ 显色液均购自上海碧云天生

物技术有限公司； １８０ ｋＤａ Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ、
增强型 ＥＣＬ 化学发光检测试剂盒购自南京诺唯赞生

物科技股份有限公司； ９６ 孔塑料酶标板购自广州洁

特生物过滤股份有限公司； ＨＲＰ－兔抗猫 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）
购自苏州博奥龙科技有限公司； ４－羟乙基哌嗪乙磺

酸 （ＨＥＰＥＳ）、 咪唑购自北京索莱宝科技有限公司；
透析袋 （截留分子量 １４ ｋＤａ） 购自翌圣生物科技

（上海） 股份有限公司； 硫酸卡那霉素、 尿素购自生

工生物工程 （上海） 股份有限公司； 氯化钾、 磷酸

二氢钾、 氯化钠、 碳酸氢钠、 十二水合磷酸氢二钠购

自国药集团化学试剂有限公司； 吐温－２０ 购自上海阿

拉丁生化科技股份有限公司； 其他化学试剂均为分析

纯购自寿德生物科技有限公司 （南京）。
１􀆰 ２　 ＶＰ１ 重组蛋白表达纯化与复性

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＫＭ１１１１７０􀆰 １ 的毒株基因

组序列， 将 ＶＰ１ 蛋白其中 ３０６ ａａ 对应基因序列经密

码子优化后克隆至 ｐＳＵＭＯ－Ｍｕｔ 载体中， 重组载体转

化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞中保存。 提取 ＦＣＶ
的 ＶＰ１ 质粒， 转化至 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞， 扩

增培养菌液。 将菌液 １： １００ 接种到卡那抗性 ＬＢ 培

养基中培养， 当 ＯＤ６００值为 ０􀆰 ６ 时， 按照优化结果添

加 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 在 １８ ℃条件下过夜诱导。 次日

离心弃上清液， 菌体经超声裂解液 （ ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＨＥＰＥＳ， ｐＨ＝ ７􀆰 ４） 重悬后进行超声破碎， 超声 ３ ｓ，
暂停 ６ ｓ， 超声 ２０ ｍｉｎ。 超声破碎后离心分离上清液

和包涵体沉淀， 包涵体沉淀当中加入包涵体裂解液

（含有 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素的超声裂解液） 搅拌溶解， 离心

取上清液即为包涵体溶解液。
取包涵体裂解液预平衡后的镍填料装入层析柱

中， 加入包涵体溶解液， 打开底部开关， 收集流穿

液。 随后依次使用包涵体裂解液、 洗杂缓冲液 （含
有 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑的包涵体裂解液） 洗脱杂蛋白， 洗

脱缓冲液 （含有 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑的包涵体裂解液）
冲洗镍层析柱洗脱目的蛋白。 收集各步骤溶液添加蛋

白上样缓冲液进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析。
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选取目的蛋白纯度高、 浓度高的样品依次放入含

有 ６、 ４、 ２、 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素的超声裂解液当中透析，
最终将蛋白透析到 ＰＢＳ 溶液 （０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ， ｐＨ＝
７􀆰 ４） 中。 取纯化后包涵体蛋白和复性后蛋白添加蛋

白上样缓冲液进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析， 并按照 ＢＣＡ 浓

度测定试剂盒说明书对复性蛋白进行浓度测定。
１􀆰 ３　 ＶＰ１ 重组蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

将复性后的目的蛋白经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 后转印至硝

酸纤维素膜， 将膜放入 ５％脱脂奶中封闭 ２ ｈ， ＰＢＳＴ
（０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ， ０􀆰 １％ Ｔｗｅｅｎ－２０， ｐＨ＝ ７􀆰 ４） 清洗

３ 次， 以猫 ＦＣＶ 阳性血清作为一抗 ４ ℃ 过夜孵育，
ＰＢＳＴ 清洗 ３ 次， 以 ＨＲＰ 标记的兔抗猫 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）
为二抗室温孵育 １ ｈ， ＰＢＳＴ 清洗 ３ 次， 随后在膜上添

加 ＥＣＬ 发光液进行显色。
１􀆰 ４　 最佳抗原包被浓度和最佳血清稀释度的确定

采用方阵滴定法确定抗原蛋白的最佳包被浓度和

血清最佳稀释度。 用包被液 （０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸盐缓

冲液， ｐＨ＝ ９􀆰 ６） 将抗原蛋白作纵向倍比稀释， 浓度

为 ９􀆰 ７６、 ４􀆰 ８８、 ２􀆰 ４４、 １􀆰 ２２、 ０􀆰 ６１、 ０􀆰 ３０５、 ０􀆰 １５２ ５、
０􀆰 ０７６ ２５ μｇ ／ ｍＬ， 每孔 １００ μＬ ４ ℃孵育过夜； 次日

弃去孔内溶液， ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次， 每次 ３ ｍｉｎ； 每孔加

２００ μＬ ５％脱脂乳 ３７ ℃温育 ２ ｈ； ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次， 每

次 ３ ｍｉｎ； 在酶标板中分别加入倍比稀释的阳性和阴

性血清， 稀释度为 １ ∶ ５０、 １ ∶ １００、 １ ∶ ２００、 １ ∶
４００、 １ ∶ ８００， 每孔 １００ μＬ ３７ ℃温育 ２ ｈ； ＰＢＳＴ 洗

板 ３ 次， 每次 ３ ｍｉｎ； 加入 １ ∶ １０ ０００ 稀释的 ＨＲＰ－兔
抗猫 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）， 每孔 １００ μＬ ３７ ℃温育 １ ｈ； ＰＢＳＴ
洗板 ３ 次， 每次 ３ ｍｉｎ； 每孔加入 １００ μＬ ＴＭＢ 显色

液， 室温避光显色 １５ ｍｉｎ； 每孔加入 ５０ μＬ 终止液

（２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４） 终止显色， ２０ ｍｉｎ 内使用酶标仪

读取 ＯＤ４５０值。 选取阳性血清 ＯＤ４５０值≥１ 且接近 １，
阳性血清 ＯＤ４５０值 ／阴性血清 ＯＤ４５０值 （Ｐ ／ Ｎ） ＞２􀆰 １ 的

孔所对应的条件为最佳抗原包被浓度和最佳血清稀

释度。
１􀆰 ５　 间接 ＥＬＩＳＡ 反应条件优化

在上述优化好的条件下， 抗原包被条件分别为

４ ℃过夜包被、 ３７ ℃包被 １ ｈ 和 ３７ ℃包被 １ ｈ 后再放

４ ℃过夜， 筛选最佳抗原包被条件； 分别用 １％ＢＳＡ、
５％脱脂乳、 ５％ＦＢＳ 作为封闭液， 筛选最优稀释液；
加入封闭液后 ３７ ℃分别封闭 １、 ２、 ３ ｈ 来确定最佳

封闭时间； 样品分别用 ＰＢＳ、 ＰＢＳＴ、 ５％脱脂乳、 １％
ＢＳＡ 稀释以确定最佳样品稀释液； 血清于 ３７ ℃下分

别孵育 ０􀆰 ５、 １、 ２、 ３ ｈ 以确定最佳血清孵育时间；
酶标抗体稀释度分别为 １ ∶ ５ ０００、 １ ∶ １０ ０００、 １ ∶
２０ ０００ 来确定最佳酶标抗体稀释度； 酶标抗体孵育

时间分别为 ０􀆰 ５、 １、 １􀆰 ５ ｈ 来确定最佳酶标抗体孵育

时间； 加入显色液后分别显色 １０、 １５、 ２０ ｍｉｎ 来确

定最佳显色时间。 以上每组试验 ３ 个重复， 计算阴阳

性平均值， 选取 Ｐ ／ Ｎ 最大值的孔对应的条件为最佳

条件。
１􀆰 ６　 临界值确定

利用优化好的条件对 ４２ 份阴性血清进行检测，
计算阴性样本的 ＯＤ４５０平均值 （ｘ） 和标准差 （ＳＤ），
计算ｘ＋３ＳＤ 设为临界值， 即当待测血清样品 ＯＤ４５０值

≥ｘ＋３ＳＤ 时判断为阳性， ＯＤ４５０值＜ｘ＋３ＳＤ 时判断为

阴性。
１􀆰 ７　 交叉反应试验

利用建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测 ６ 份 ＦＣＶ 阴性

血清 （编号 １ ～ ６）、 ＦＣＶ 阳性血清 （编号 ７）、 ＦＰＶ
阳性血清 （编号 ８）、 ＦＨＶ 阳性血清 （编号 ９）， 每个

样本 ４ 个重复， 计算ｘ， 以评估此方法是否对除 ＦＣＶ
血清以外的其他猫的常见呼吸道病阳性血清发生非特

异性交叉反应。
１􀆰 ８　 灵敏度试验

将 ＦＣＶ 阳性血清分别按 １ ∶ ３２０、 １ ∶ ６４０、 １ ∶
１ ２８０、 １ ∶ ２ ５６０、 １ ∶ ５ １２０、 １ ∶ １０ ２４０、 １ ∶ ２０ ４８０、
１ ∶ ４０ ９６０ 进行稀释， 每个稀释度 ６ 个重复， 计算ｘ，
以阴阳性临界值标准判断该方法的最低检测下限， 评

估间接 ＥＬＩＳＡ 方法的灵敏度。
１􀆰 ９　 重复性试验

用同批次和不同批次纯化的重组 ＶＰ１ 蛋白包被

酶标板， 分别检测 ４ 份 ＦＣＶ 阳性血清和 ４ 份 ＦＣＶ 阴

性血清， 每份血清做 ４ 次重复， 测定每孔的 ＯＤ４５０值，
计算ｘ、 ＳＤ 和变异系数， 验证间接 ＥＬＩＳＡ 方法的重

复性。
１􀆰 １０　 符合率测定

用建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法和 ＢＩＯＧＡＬ 猫三联抗体

检测试剂盒同时对 １６４ 份血清样品进行检测， 对检测

结果进行统计分析， 符合率 ＝ （阳性样品数＋阴性样

品数） ／样品总数×１００％， 判断该方法的准确性。

２　 结果

２􀆰 １　 重组蛋白纯化与复性

对表达菌株进行诱导表达， 表明诱导菌株在预期

分子量 ５８ ｋＤａ 位置有明显的目的蛋白表达条带， 如

图 １ 所示。 超声波法破碎菌体， 可以看出目的蛋白主

要以包涵体形式表达。 将包涵体沉淀溶解后进行镍离

子亲和层析纯化， 纯化后的蛋白样品在预期分子量位

置呈现明显的单一条带， 说明成功纯化出目的蛋白，
并具有较高纯度。

选取纯度高、 浓度高的泳道对应的蛋白样品进行

透析复性， 结果如图 ２ 所示， 复性后蛋白在正确位置
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呈现清晰的单一条带， 表明重组蛋白被成功复性。 根

据 ＢＣＡ 试剂盒操作说明， 测得复性后蛋白浓度为

０􀆰 ７０ ｍｇ ／ ｍＬ。

Ｍ􀆰 蛋白标准； １􀆰 阴性对照； ２􀆰 诱导表达； ３􀆰 超声后上清液；
４􀆰 超声后沉淀； ５􀆰 包涵体溶解液； ６􀆰 流穿液； ７􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑洗杂

缓冲液； ８􀆰 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑洗杂缓冲液； ９～１１􀆰 洗脱缓冲液。

图 １　 ＶＰ１ 蛋白表达与纯化的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

２􀆰 ２　 重组蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

将复性后的目的蛋白以猫 ＦＣＶ 阳性血清为一抗

进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析。 结果如图 ３ 所示， 在 ５８ ｋＤａ
处观察到与预期相符的特异性条带， 表明目的蛋白可

被 ＦＣＶ 阳性血清特异性识别， 具有良好的反应原性。
２􀆰 ３　 最佳抗原包被浓度和最佳血清稀释度的确定

方阵滴定法结果详见表 １， Ｐ ≥ １ 且接近 １，
Ｐ ／ Ｎ＞２􀆰 １ 对应的最佳抗原包被浓度为 １􀆰 ２２ μｇ ／ ｍＬ，
最佳血清稀释度为 １ ∶ ８００。

Ｍ􀆰 蛋白标准； １􀆰 复性前蛋白样品； ２􀆰 复性后蛋白样品。

图 ２　 包涵体复性 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

Ｍ􀆰 蛋白分子量标准； １􀆰 阴性对照； ２􀆰 ＶＰ１ 重组蛋白。

图 ３　 重组蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

表 １　 最佳抗原包被浓度和一抗血清稀释度的确定

抗原包被浓度 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
检测指标

血清稀释度

１ ∶ ５０ １ ∶ １００ １ ∶ ２００ １ ∶ ４００ １ ∶ ８００

９􀆰 ７６

Ｐ ２􀆰 ６８８ ２􀆰 ５２２ ２􀆰 ２１２ １􀆰 ７１１ １􀆰 ２３８

Ｎ １􀆰 ３１９ １􀆰 ０３１ ０􀆰 ６１８ ０􀆰 ４３４ ０􀆰 ２５７

Ｐ ／ Ｎ ２􀆰 ０３８ ２􀆰 ４４５ ３􀆰 ５８２ ３􀆰 ９４１ ４􀆰 ８０７

４􀆰 ８８

Ｐ ２􀆰 ６２８ ２􀆰 ４３８ ２􀆰 １０１ １􀆰 ５６１ １􀆰 ０７４

Ｎ １􀆰 １３７ ０􀆰 ８９１ ０􀆰 ４６７ ０􀆰 ３５６ ０􀆰 ２０５

Ｐ ／ Ｎ ２􀆰 ３１１ ２􀆰 ７３５ ４􀆰 ４９４ ４􀆰 ３７９ ５􀆰 ２４４

２􀆰 ４４

Ｐ ２􀆰 ４５０ ２􀆰 ４７１ ２􀆰 ０７１ １􀆰 ５５３ １􀆰 ０４９

Ｎ ０􀆰 ９９９ ０􀆰 ７０８ ０􀆰 ４１４ ０􀆰 ３０７ ０􀆰 １８７

Ｐ ／ Ｎ ２􀆰 ４５２ ３􀆰 ４８９ ４􀆰 ９９７ ５􀆰 ０５１ ５􀆰 ６１７

１􀆰 ２２

Ｐ ２􀆰 ２１６ ２􀆰 ３５２ １􀆰 ９２２ １􀆰 ５１７ １􀆰 ００８

Ｎ ０􀆰 ８４０ ０􀆰 ５２３ ０􀆰 ３５４ ０􀆰 ２６１ ０􀆰 １３６

Ｐ ／ Ｎ ２􀆰 ６３７ ４􀆰 ５００ ５􀆰 ４２５ ５􀆰 ８１７ ７􀆰 ４２０

０􀆰 ６１

Ｐ ２􀆰 １６６ ２􀆰 ０９７ １􀆰 ７２７ １􀆰 ２４８ ０􀆰 ８２９

Ｎ ０􀆰 ５９３ ０􀆰 ４２７ ０􀆰 ２４５ ０􀆰 １５０ ０􀆰 １１０

Ｐ ／ Ｎ ３􀆰 ６５０ ４􀆰 ９１５ ７􀆰 ０５６ ８􀆰 ２９１ ７􀆰 ５１２
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续表１

抗原包被浓度 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
检测指标

血清稀释度

１ ∶ ５０ １ ∶ １００ １ ∶ ２００ １ ∶ ４００ １ ∶ ８００

０􀆰 ３０５

Ｐ １􀆰 ６２５ １􀆰 ５９８ １􀆰 １８９ ０􀆰 ９０１ ０􀆰 ５７８

Ｎ ０􀆰 ４６９ ０􀆰 ３３３ ０􀆰 ２４８ ０􀆰 １２２ ０􀆰 ０７９

Ｐ ／ Ｎ ３􀆰 ４６６ ４􀆰 ７９０ ４􀆰 ７９１ ７􀆰 ３７７ ７􀆰 ２９０

０􀆰 １５２ ５

Ｐ １􀆰 ２８３ ０􀆰 ８１２ ０􀆰 ７５７ ０􀆰 ５７０ ０􀆰 ４０９

Ｎ ０􀆰 ４６８ ０􀆰 ３０１ ０􀆰 ２１８ ０􀆰 １０２ ０􀆰 ０９４

Ｐ ／ Ｎ ２􀆰 ７３９ ２􀆰 ６９９ ３􀆰 ４７０ ５􀆰 ６０１ ４􀆰 ３３５

０􀆰 ０７６ ２５

Ｐ ０􀆰 ６６１ ０􀆰 ６４１ ０􀆰 ４４０ ０􀆰 ３４４ ０􀆰 １９０

Ｎ ０􀆰 ４８１ ０􀆰 ４７０ ０􀆰 ２７６ ０􀆰 １３５ ０􀆰 １２１

Ｐ ／ Ｎ １􀆰 ３７６ １􀆰 ３６３ １􀆰 ５９５ ２􀆰 ５５８ １􀆰 ５７９

２􀆰 ４　 间接 ＥＬＩＳＡ 反应条件优化

对间接 ＥＬＩＳＡ 各反应条件进行优化， 得出最优

反应条件： 最优抗原孵育条件为 ３７ ℃孵育 １ ｈ； 最优

封闭条件为 １％ＢＳＡ 封闭 １ ｈ； 最优样品稀释液为 ５％
脱脂乳， 孵育时间为 ３ ｈ； 最优二抗稀释度为 １ ∶
５ ０００， 孵育时间为 １􀆰 ５ ｈ； 最优显色时间为 ２０ ｍｉｎ。
２􀆰 ５　 间接 ＥＬＩＳＡ 临界值确定

利用建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法对 ４２ 份阴性血清进

行检测， 得出的ｘ为 ０􀆰 １４３， ＳＤ 为 ０􀆰 ０２６， 计算ｘ＋３ＳＤ

为 ０􀆰 ２２１， 即当待测血清样品 ＯＤ４５０值≥０􀆰 ２２１ 判断为

阳性， ＯＤ４５０值＜０􀆰 ２２１ 判断为阴性。
２􀆰 ６　 交叉反应试验

交叉反应试验结果如表 ２ 所示， 间接 ＥＬＩＳＡ 检

测 ＦＰＶ 阳性血清、 ＦＨＶ 阳性血清、 ６ 份 ＦＣＶ 阴性血

清均为阴性结果， 检测 ＦＣＶ 阳性血清为阳性结果，
说明此方法对除了 ＦＣＶ 血清以外的其他猫常见呼吸

道病毒阳性血清无交叉反应。

表 ２　 交叉反应试验

项目
ＦＣＶ 阴性血清 ＦＣＶ 阳性血清 ＦＰＶ 阳性血清 ＦＨＶ 阳性血清

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９

ＯＤ４５０值 ０􀆰 １０６ ０􀆰 １０３ ０􀆰 １１３ ０􀆰 １０３ ０􀆰 １０９ ０􀆰 １１１ １􀆰 ４８３ ０􀆰 １０３ ０􀆰 １１６

结果判定 － － － － － － ＋ － －

　 　 注： “＋” 表示阳性， “－” 表示阴性。 下同。

２􀆰 ７　 灵敏度试验

灵敏度试验结果如表 ３ 所示， 间接 ＥＬＩＳＡ 检测

１ ∶ １０ ２４０ 稀释度的阳性血清时， ＯＤ４５０ 值仍大于

０􀆰 ２２１， 说明该检测方法具有较高的灵敏度。

表 ３　 灵敏度试验

项目
血清稀释度

１ ∶ ３２０ １ ∶ ６４０ １ ∶ １ ２８０ １ ∶ ２ ５６０ １ ∶ ５ １２０ １ ∶ １０ ２４０ １ ∶ ２０ ４８０ １ ∶ ４０ ９６０

ＯＤ４５０值 ２􀆰 ６００ １􀆰 ７９０ １􀆰 ２３２ ０􀆰 ８６４ ０􀆰 ５０１ ０􀆰 ２５０ ０􀆰 １５７ ０􀆰 １１５

结果判定 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

２􀆰 ８　 重复性试验

重复性试验结果如表 ４ 和表 ５ 所示， 组内重复性

试验的变异系数在 ０􀆰 ７６％ ～ ４􀆰 １６％之间， 小于 ５％，

组间重复性试验的变异系数在 ２􀆰 ２７％ ～ ８􀆰 ０５％之间，
小于 １０％， 符合精密度标准的要求， 说明建立的间

接 ＥＬＩＳＡ 方法具有良好的可重复性。
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表 ４　 组内重复性试验

样品编号
重复次数

１ ２ ３ ４
ｘ±ＳＤ 变异系数 ／ ％

１ １􀆰 ７００ １􀆰 ７５７ １􀆰 ６９２ １􀆰 ６９８ １􀆰 ７１２±０􀆰 ０３０ １􀆰 ７６

２ ０􀆰 ６７２ ０􀆰 ６６８ ０􀆰 ６６５ ０􀆰 ６２２ ０􀆰 ６５７±０􀆰 ０２４ ３􀆰 ６０

３ ２􀆰 ４６７ ２􀆰 ４５９ ２􀆰 ５０３ ２􀆰 ２７９ ２􀆰 ４２７±０􀆰 １０１ ４􀆰 １６

４ １􀆰 ５６４ １􀆰 ５８７ １􀆰 ５８８ １􀆰 ５８８ １􀆰 ５８２±０􀆰 ０１２ ０􀆰 ７６

５ ０􀆰 １９１ ０􀆰 １８９ ０􀆰 １９０ ０􀆰 １９３ ０􀆰 １９１±０􀆰 ００２ ０􀆰 ８４

６ ０􀆰 １３４ ０􀆰 １３０ ０􀆰 １３３ ０􀆰 １２７ ０􀆰 １３１±０􀆰 ００３ ２􀆰 ５０

７ ０􀆰 １２２ ０􀆰 １２１ ０􀆰 １２２ ０􀆰 １１９ ０􀆰 １２１±０􀆰 ００１ １􀆰 ０３

８ ０􀆰 １９２ ０􀆰 １９４ ０􀆰 １９９ ０􀆰 ２００ ０􀆰 １９６±０􀆰 ００４ １􀆰 ９２

表 ５　 组间重复性试验

样品编号
重复次数

１ ２ ３ ４
ｘ±ＳＤ 变异系数 ／ ％

１ １􀆰 ７２４ １􀆰 ５１８ １􀆰 ６３５ １􀆰 ５７５ １􀆰 ６１３±０􀆰 ０８８ ５􀆰 ４５

２ ０􀆰 ６１７ ０􀆰 ５５１ ０􀆰 ６６８ ０􀆰 ６４１ ０􀆰 ６１９±０􀆰 ０５０ ８􀆰 ０５

３ ２􀆰 ２８３ ２􀆰 ３５０ ２􀆰 ３３８ ２􀆰 ４１３ ２􀆰 ３４６±０􀆰 ０５３ ２􀆰 ２７

４ １􀆰 ４３２ １􀆰 ５９７ １􀆰 ５３１ １􀆰 ６３３ １􀆰 ５４８±０􀆰 ０８８ ５􀆰 ７２

５ ０􀆰 １７９ ０􀆰 １９０ ０􀆰 １８９ ０􀆰 ２１０ ０􀆰 １９２±０􀆰 ０１３ ６􀆰 ８５

６ ０􀆰 １２１ ０􀆰 １２５ ０􀆰 １３５ ０􀆰 １２０ ０􀆰 １２５±０􀆰 ００７ ５􀆰 ４５

７ ０􀆰 １１７ ０􀆰 １１１ ０􀆰 １２３ ０􀆰 １２０ ０􀆰 １１８±０􀆰 ００５ ４􀆰 ３２

８ ０􀆰 １８５ ０􀆰 １７４ ０􀆰 ２０２ ０􀆰 １９５ ０􀆰 １８９±０􀆰 ０１２ ６􀆰 ４１

２􀆰 ９　 符合率测定

采用本研究建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法和商品化试

剂盒同时检测 １６４ 份血清样品， 检测结果如表 ６ 所

示。 经计算， 该间接 ＥＬＩＳＡ 方法与商品化抗体检测

试剂盒的符合率为 １００％。

表 ６　 符合率测定

项目
商品化试剂盒

阳性 阴性 总计

间接 ＥＬＩＳＡ

阳性 １１２ ０ １１２

阴性 ０ ５２ ５２

总计 １１２ ５２ １６４

３　 讨论

ＦＣＶ 是家猫常见的一种病原体， 具有高度传染

性和遗传变异性， ＦＣＶ 感染可导致严重甚至致命的

疾病。 ＶＰ１ 是主要的结构蛋白和衣壳蛋白， 表位多

位于此结构蛋白上， 常用于临床诊断和疫苗开发。
Ｔｏｈｙａ 等［２４］ 在 ＦＣＶ 毒株上共鉴定出 ７ 个中和表位，
其中 ４ 个存在于 ＶＰ１ 上。 Ｃｕｂｉｌｌｏｓ －Ｚａｐａｔａ 等［３］ 证明

ＶＰ１ 蛋白中有一段高度保守序列为非中和抗原表位，
和一段高度变异序列为中和抗原表位。 王延树等［２５］

表达了 ＦＣＶ－ＶＰ１ 的其中一段多抗原表位蛋白， 经

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测具有良好的反应原性。
对于重组蛋白的大量生产， 最常用的是原核表达

系统， 该系统可以在短时间内快速获得大量的高纯度

蛋白， 并且成本低廉， 操作简单方便， 已广泛应用于

实验室和工业规模上［２６－２７］。 不同的物种， 不同的细

胞在编码同一种氨基酸时具有各自的密码子偏向性，
蛋白质表达水平与密码子使用偏好高度相关， 稀有密

码子往往会降低翻译率， 甚至导致翻译错误， 密码子

优化是增加蛋白表达的关键因素［２８］。 重组蛋白在原

核表达系统中有 ２ 种表达形式， 一种是表达在上清液

中形成可溶性蛋白， 另一种是高水平表达时会导致表

达的蛋白分子聚集到包涵体中。 重组蛋白的包涵体表

达形式虽会让目的蛋白无法正确折叠， 但可通过复性

恢复其正确折叠形式。 包涵体的形成使目的蛋白纯度

高， 稳定性高， 可有效避免细胞内蛋白酶的降解， 更

有利于蛋白的富集和纯化。 刘秋艳［２９］ 针对豹源 ＦＣＶ
的 ＯＲＦ２ 构建了重组表达质粒， 以包涵体形式表达重

组蛋白， 经证明具有良好的反应原性。 王真真等［３０］
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通过对 ＦＣＶ－ＶＰ１ 蛋白进行表位串联表达， 最终以包

涵体形式表达目的蛋白， 有良好的反应原性， 可用于

后续研究。
随着宠物产业不断发展， ＦＣＶ 严重影响我国猫

群健康。 抗体检测可以评估猫接种疫苗后机体的免疫

机能， 明确疫苗的免疫效果， 减少免疫失败的风险，
同时也可以辅助疾病诊断。 ＥＬＩＳＡ 具有操作简便、 高

灵敏度、 高特异性、 重复性好的优点， 可对血清样品

进行高通量检测。 Ｌａｕ 等［３１］ 通过包被病毒的方式建

立 ＥＬＩＳＡ 方法， 用于检测 ＦＣＶ 疫苗试验前 ＳＰＦ 猫的

抗体状态和 ＦＣＶ 减毒疫苗的免疫原性， 组内变异系

数为 ５􀆰 ５％， 组间变异系数为 １２􀆰 ０％。 ＢＩＯＧＡＬ 商品

化试剂盒采用的 ＥＬＩＳＡ 方法在一些调查研究中得到

验证， 与 “金标准” 血清中和试验相比用时短且具

有较高诊断准确性， 可作为检测 ＦＣＶ 抗体的有用工

具［３２－３５］。 在本研究中， 我们用建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方

法和商品化试剂盒同时对猫血清样品进行检测， 符合

率高达 １００％， 说明建立的方法具有良好的检测

性能。
本研究对通过原核表达系统表达经密码子优化的

ＦＣＶ－ＶＰ１ 蛋白， 重组蛋白以包涵体形式得到大量表

达， 蛋白经纯化、 复性后， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证其具有

的良好反应原性。 以重组蛋白为包被抗原建立了灵敏

度高、 重复性好的间接 ＥＬＩＳＡ 方法， 该方法所测血

清无漏检现象， 具有良好的应用前景， 可为猫杯状病

毒病的预防、 诊断、 治疗和疫苗效力评估提供支持。
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５３． 　
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１７３－１８１．
［２５］ 王延树， 向华， 郑翠玲， 等． 猫杯状病毒衣壳蛋白多表位抗原的

原核表达 ［Ｊ］ ． 广东畜牧兽医科技， ２００７ （４）： ３２－３５．
［２６］ ＰＯＲＯＷＩＮ＇ ＳＫＡ Ｄ， ＷＵＪＡＫ Ｍ， ＲＯＳＺＥＫ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘ⁃

ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｏｓｔｅｐｙ Ｈｉｇ Ｍｅｄ Ｄｏｓｗ， ２０１３， ６７： １１９ －
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［２７］ ＫＥＳＩＤＩＳ Ａ， ＤＥＰＰＩＮＧ Ｐ， ＬＯＤÉ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ

ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ａｎｄ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｈｏｓｔｓ ［ Ｊ ］ ．
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ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｒｏｔｏｚｏａｎ Ｅｉｍｅｒｉａ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｍｅｔｈ， ２０２３，
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