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摘要： 为了研发灵敏、 准确的非洲猪瘟快速诊断试纸产品， 本研究基于免疫层析技术原理， 以非洲猪瘟病毒 （ＡＳＦＶ） ｐ７２ 蛋白三聚体为检测抗

原， 量子点 （ＱＤｓ） 为标记材料， 金黄色葡萄球菌 Ａ 蛋白 （ＳＰＡ） 为检测线， ｐ７２ 单克隆抗体为质控线， 建立了非洲猪瘟病毒抗体荧光免疫层析

试纸， 并对试纸的检测性能进行鉴定。 结果： 荧光免疫层析试纸检测 ＡＳＦＶ 标准阳性血清的效价为 １ ∶ １０２ ４００， 与猪瘟病毒、 口蹄疫病毒、 伪狂

犬病病毒、 猪繁殖与呼吸道综合征病毒及猪圆环病毒 ２ 型阳性血清抗体无交叉反应， 在临床样本检测中与商业化 ＡＳＦＶ 抗体检测试剂盒的符合率

为 ９２􀆰 ９２％。 综上， 该试纸具有良好的灵敏度、 特异性、 准确性及稳定性， 可用于临床样品中 ＡＳＦＶ 抗体的快速筛查。
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　 　 非洲猪瘟 （Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ， ＡＳＦ） 是由非洲

猪瘟病毒 （Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ， ＡＳＦＶ） 在家猪

及野猪中引起的一种急性、 热性及高度传染性疾病，
死亡率可高达 １００％［１］。 世界卫生组织将其列为必须

通报的动物疫病。 ２０１８ 年 ８ 月我国首次发现 ＡＳＦＶ［２］，
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随后病毒迅速蔓延肆虐， 给我国造成了巨大的经济损

失， 成为养猪业的 “头号杀手” ［３］。 迄今， 尚无有效

的疫苗及治疗方法， 因此早期监测、 早处置、 提高生

物安全防控水平是预防和控制非洲猪瘟的有效措

施［４－５］。 建立灵敏、 准确、 快速的检测方法可实现非

洲猪瘟的早期现场快速检测， 对控制非洲猪瘟疫情意

义重大。
目前非洲猪瘟的检测方法主要以实时荧光定量聚

合酶链式反应 （ＲＴ－ｑＰＣＲ） ［６］ 和酶联免疫吸附分析

（ＥＬＩＳＡ） ［７］为主。 ＲＴ－ｑＰＣＲ 主要用于病原检测， 可

以检测猪组织、 血液以及人员、 车辆、 食品、 环境等

样品中的 ＡＳＦＶ［８］， 其敏感性和特异性要优于免疫学
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检测方法。 但是在变异毒株感染及感染康复后 ＲＴ－
ｑＰＣＲ 的漏检率较高， 且无论是 ＲＴ － ｑＰＣＲ 还是

ＥＬＩＳＡ 均需要在实验室环境进行检测， 不能实现现场

快速检测。 免疫层析技术是近年来迅速发展的一种体

外诊断技术， 相比 ＥＬＩＳＡ 方法具有快速、 准确、 方

便、 无需专业人员及设备， 几分钟内可出结果等优

点， 可以实现现场快速检测， 但是免疫学检测方法检

测病原的灵敏度不及 ＲＴ －ｑＰＣＲ。 基于我国未使用

ＡＳＦＶ 疫苗的现状， 一旦 ＡＳＦＶ 抗体检测为阳性则可

以确诊为已感染或者曾经感染 ＡＳＦＶ［９］， 且针对感染

康复猪的检测更有优势， 因此开展非洲猪瘟抗体检测

是一种可靠且准确的 ＡＳＦ 诊断方法， 建立 ＡＳＦＶ 抗体

免疫层析检测技术， 可以实现 ＡＳＦＶ 快速、 准确的现

场检测。
ｐ７２ 蛋白是 ＡＳＦＶ 衣壳最主要的结构蛋白， 在病

毒表面以同源三聚体形式存在， 约占病毒总蛋白的

３２％， 抗原表位高度保守［１０－１２］。 本研究拟以量子点

（ｑｕａｎｔｕｍ ｄｏｔｓ， ＱＤｓ） 为标记材料， 以正确折叠的

ｐ７２ 重组蛋白三聚体为检测抗原， 以金黄色葡萄球菌

Ａ 蛋白 （ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ， ＳＰＡ） 为拦

截线， 建立基于 ＱＤｓ 的 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试

纸， 并结合荧光定量分析仪实现检测结果的数字化，
为 ＡＳＦＶ 抗体现场快速检测提供更灵敏、 特异的检测

手段。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 阳性血清和主要试剂

ｐ７２ 蛋白三聚体 （ＨＥＫ２９３Ｆ 细胞表达）、 Ｐ７２ 单

克隆 抗 体 ＩｇＧ、 猪 繁 殖 与 呼 吸 道 综 合 征 病 毒

（ＰＲＲＳＶ） 抗体阳性血清、 口蹄疫病毒 （ＦＭＤＶ） 抗

体阳性血清、 １１３ 份田间血清 （２０２０—２０２２ 年河南省

各大猪场）， 均由河南省农业科学院动物免疫学重点

实验室收集及保存； ＡＳＦＶ 标准阳性血清 （强毒株）、
猪瘟病毒 （ ＣＳＦＶ） 标准阳性血清、 伪狂犬病病毒

（ＰＲＶ） 标准阳性血清、 猪圆环病毒 ２ 型 （ ＰＣＶ２）
标准阳性血清， 购自中国兽医药品监察所。

水溶性羧基化量子点 （ＣｄＳｅ ／ ＺｎＳ， ＱＤｓ－ＣＯＯＨ，
５ μｍｏｌ ／ Ｌ， 激发波长 ６２０ ｎｍ±５ ｎｍ） 购自北京北达聚

邦科技有限公司； 啉乙磺酸 （ＭＥＳ）、 Ｎ－羟基丁二酰

亚胺 （ＮＨＳ） 均购自北京索莱宝科技有限公司； １－
（３－二甲基氨基丙基） －３－乙基碳化二亚胺盐酸盐

（ＥＤＣ） 购自 Ｓｉｇｍａ 公司； 重组 ＳＰＡ 蛋白购自杭州纽

龙生物科技有限公司； 氯金酸、 酪蛋白购自美国

Ｓｉｇｍａ 公司； 无 ＩｇＧ、 无蛋白酶的牛血清白蛋白

（ＢＳＡ） 购自美国 Ｊａｃｋｓｏｎ Ｉｍｍｕｎｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ 公司； 硝

酸纤维素膜 （ＨＦ１３５０２Ｓ２５， ３０ ｃｍ×２ ｃｍ）、 玻璃纤维

垫、 吸水纸购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司； ＡＳＦＶ ＥＬＩＳＡ 抗

体检测试剂盒购自韩国金诺公司； 氢氧化钠， 叠氮钠

等其他试剂为国内市售分析纯级。
１􀆰 ２　 主要仪器

电热鼓风干燥箱购自上海一恒科学仪器有限公

司； ＨＧＳ８０２ 压壳机购自杭州峰航科技有限公司；
９００ 型薄膜连续封口机购自广州华丰包装设备有限公

司； ＳＩＧＭＡ４－１６Ｋ 离心机购自德国 Ｓｉｇｍａ 公司； 加热

磁力搅拌器购自德国 ＩＫＡ 公司； Ｕ－３０００ 紫外可见分

光光度计购自日本岛津公司； ＢｉｏＤｏｔ－ＸＹＺ ３０６０ 三维

喷点系统、 ＢｉｏＤｏｔ－ＣＭ ４０００ 斩切机购自美国 Ｂｉｏ－Ｄｏｔ
公司； ＥＳＥ－Ｑｕａｎｔ ＦＬＵＯ 荧光读条仪购自德国 Ｑｉａｇｅｎ
公司。
１􀆰 ３　 ＱＤｓ－ｐ７２ 抗原探针的制备

参考 Ｓｈａｎｇ 等［１３］及 Ｌｉ 等［１４］方法， 利用活泼酯法

将量子点与 Ｐ７２ 蛋白三聚体偶联， 制备 ＱＤｓ－ｐ７２ 抗

原探针 （图 １Ａ）。 取 ２０ μＬ 量子点 （５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 于

离心管中， 然后加入 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＥＳ ２０ μＬ （ｐＨ ＝
６􀆰 ０） 溶 液 稀 释， 随 后 加 入 ２ ｍｇ ／ ｍＬ ＥＤＣ ５ μＬ
（ＭＥＳ） 溶液， 室温避光震荡反应 ２０ ｍｉｎ， 再加入

２ ｍｇ ／ ｍＬ ＮＨＳ １０ μＬ （双蒸水） 溶液， 室温避光震荡

反应 １０ ｍｉｎ， 然后加入 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ ｐ７２ 蛋白 １００ μＬ
（ＰＢＳ）， 室温避光震荡反应 ３ ｈ， 最后加入 ０􀆰 ０１
ｍｏｌ ／ Ｌ ＢＳＡ （ＰＢＳ） 溶液至终浓度为 １％， 室温避光

震荡反应 ３０ ｍｉｎ， １７ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ ４ ℃离心 ３０ ｍｉｎ， 去

上清液， ４００ μＬ 重悬液溶解沉淀， 即为 ＱＤｓ－ｐ７２ 抗

原探针， ４ ℃保存备用。
１􀆰 ４　 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸组装

使用 ＢｉｏＤｏｔ－ＸＹＺ ３０６０ 三维喷点系统将 ＱＤｓ－ｐ７２
抗原探针溶液以 ３􀆰 ６ μＬ ／ ｃｍ 的量喷涂于处理过的玻

璃纤维棉上， ４２ ℃干燥 ５０ ｍｉｎ 制备结合垫， 避光密

封保存备用。
使用 ＢｉｏＤｏｔ － ＸＹＺ ３０６０ 三维喷点系统将 ０􀆰 ７

ｍｇ ／ ｍＬ ＳＰＡ （ ＰＢＳ） 及 ２ ｍｇ ／ ｍＬ ｐ７２ 单克隆抗体

（ＰＢＳ） 以 １ μＬ ／ ｃｍ 的量分别喷涂于 ＮＣ 膜上， 形成

检测线 （Ｔ 线） 及质控线 （Ｃ 线）， ４２ ℃ 干燥 １ ｈ，
避光密封保存备用。

取处理过的 ＮＣ 膜、 结合垫、 样品垫、 吸水垫按

照图 １Ｂ 的位置依次粘贴于支撑底板上， 各组份间重

合 ２～３ ｍｍ， 按压紧实， 注意粘贴过程避免损伤 ＮＣ
膜， 然后用切割机切割成 ３􀆰 ０ ｍｍ 宽的试纸条， 避光

密封保存备用。

·２０１· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 １０



１􀆰 ５　 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸的检测方法及结

果判定

　 　 本研究开发的试纸可以用于血清及全血样品的检

测： 将待检样品用 ＰＢＳ 进行 １００ 倍稀释， 然后取稀

释过的样品 １００ μＬ 于反应杯中， 插入 ＡＳＦＶ 抗体荧

光免疫层析试纸进行检测， １５ ｍｉｎ 后， 手持式紫外灯

下裸眼观测结果， 或 ＥＳＥ－Ｑｕａｎｔ ＦＬＵＯ 荧光读条仪读

取 Ｔ 线荧光光谱峰面积 （ ｆｌｕｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ａｒｅａ，
ＦＩＡ） 判定结果， 应在 ２０ ｍｉｎ 内完成结果判定。

ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸检测原理见图 １Ｃ。
当检测阳性样品滴加于样品垫上时， 在虹吸作用下流

经结合垫， 样品中 ＡＳＦＶ 抗体 （ＡＳＦＶ ＩｇＧ） 与结合

垫上 ＱＤｓ－ｐ７２ 形成 ＡＳＦＶ ＱＤｓ－ｐ７２－ＩｇＧ 复合物， 并

继续向前流经 Ｔ 线时被 ＳＰＡ 拦截形成 ＱＤｓ 信号堆积，
产生荧光信号， 多余的 ＱＤｓ－ｐ７２ 流经 Ｃ 线时被 ｐ７２
单抗 ＩｇＧ 拦截， 形成 ＱＤｓ 信号堆积， 产生荧光信号，
试纸 Ｃ、 Ｔ 线均显示荧光信号。 当样品为阴性时， 样

品中不含有 ＡＳＦＶ ＩｇＧ， 结合垫上 ＱＤｓ－ｐ７２ 流经 Ｔ 线

时不与 ＳＰＡ 发生反应， 无荧光信号产生， 流经 Ｃ 线

时被 ｐ７２ 单抗 ＩｇＧ 拦截， 形成 ＱＤｓ 信号堆积， 产生荧

光信号， 试纸仅 Ｃ 线显色。

Ａ． 抗原探针制备原理； Ｂ． 试纸组成； Ｃ． 试纸检测原理。

图 １　 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸制备及检测原理示意

１􀆰 ５􀆰 １　 裸眼观察结果判定标准

试纸仅 Ｃ 线处出现红色荧光条带， Ｔ 线不显色，
结果判定为阴性， 即样品中不含有 ＡＳＦＶ 抗体； 试纸

Ｃ、 Ｔ 线均出现红色荧光条带， 结果判定为阳性， 即

样品中含有 ＡＳＦＶ 抗体， 且抗体水平与 Ｔ 线显色强度

在一定范围内呈正相关［１４］。 试纸 Ｃ 线不显色则表示

操作失误或试纸失效， 应重新检测。
１􀆰 ５􀆰 ２　 ＥＳＥ－Ｑｕａｎｔ ＦＬＵＯ 荧光读条仪结果判定标准

当在 Ｔ 线处没有信号峰出现， 且 ＦＩＡ 值为 ０ 时，
结果判定为阴性， 即样品中不含有 ＡＳＦＶ 抗体； 当扫

描图谱在 Ｔ 线处出现明显信号峰， 且 ＦＩＡ 值≥５０ 时，
结果判定为阳性， 即样品中含有 ＡＳＦＶ 抗体， 且抗体

浓度与 ＦＩＡ 值在一定范围内成正相关。 为了检测结果

的准确性以及排除环境等各方面因素的影响， 设置

ＦＩＡ 值在 １～５０ 为可疑。

１􀆰 ６　 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸性能鉴定

１􀆰 ６􀆰 １　 灵敏度

将 ＡＳＦＶ 抗体标准阳性血清从 １ ∶ ５０ 起用 ＰＢＳ 倍

比稀释， 然后用 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸进行检

测， 以试纸能检测为阳性的最大稀释倍数为该血清的

试纸效价。 同时用韩国金诺 ＡＳＦＶ ＥＬＩＳＡ 抗体检测试

剂盒检测 ＡＳＦＶ 抗体标准阳性血清效价， 通过对比 ２
种方法的效价从而评价 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸

灵敏度。
１􀆰 ６􀆰 ２　 特异性

取 ＡＳＦＶ、 ＣＳＦＶ、 ＰＲＶ、 ＰＲＲＳＶ、 ＰＣＶ２ 抗体阳

性血清， 按照 １􀆰 ５ 的检测方法用 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫

层析试纸进行检测， 根据结果评价试纸特异性。
１􀆰 ６􀆰 ３　 重复性

取 ３ 批 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸， 每批次 ９
条， 按照 １􀆰 ５ 的检测方法检测 １ ∶ １０ ０００ 稀释的

　 　 　 　 　 　 　

·３０１·畜牧与兽医　 ２０２４ 年　 第 ５６ 卷　 第 １０ 期



ＡＳＦＶ 标准阳性血清， 计算平均值及变异系数 （ＣＶ），
评价试纸的批内及批间重复性。
１􀆰 ６􀆰 ４　 稳定性

将 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸室温干燥环境下

放置 ６ 个月， 按照 １􀆰 ６􀆰 １ 方法检测试纸灵敏度； 按照

１􀆰 ６􀆰 ３ 方法检测试纸重复性， 根据结果评价试纸稳

定性。
１􀆰 ６􀆰 ５　 临床样本检测

取 １１３ 份田间血清， 分别用 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫

层析试纸及韩国金诺 ＡＳＦＶ ＥＬＩＳＡ 抗体检测试剂盒进

行检测， 计算 ２ 种检测方法符合率。 针对 ２ 种方法检

测不一致的样品， 采用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法进一步确认，
具体操作参照文献 ［６］ 进行。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸条件的优化

为了提高 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸的检测性

能， 分别对 ＱＤｓ－ｐ７２ 抗原探针制备过程中偶联剂用

量及 ｐ７２ 蛋白用量， 结合垫上 ＱＤｓ－ｐ７２ 抗原探针用

量、 ＮＣ 膜 Ｃ 线、 Ｔ 线包被浓度及试纸的反应时间等

条件进行了优化。
图 ２Ａ 为荧光探针制备过程中偶联试剂 ＥＤＣ 与

ＮＨＳ 用量的优化结果， 结果显示当 ２０ μＬ ＱＤｓ 中加

入 ５μＬ ＥＤＣ、 １０ μＬ ＮＨＳ 时， 试纸 Ｔ 线的显色最好，
阴性也未见非特异性反应， 因此确定此条件为偶联试

剂的较优条件。 从结果还可以看出加入偶联试剂的量

对 ＱＤｓ－ｐ７２ 抗原探针的偶联效率影响较大， 也是影

响试纸检测性能的主要因素。
图 ２Ｂ 为荧光探针制备过程中 ｐ７２ 蛋白用量的优

化结果， 结果显示， 随着 ｐ７２ 蛋白投入量的增加， 在

检测阳性样品时试纸 Ｔ 线显色逐渐增加， 当 ２０ μＬ
ＱＤｓ 中 ｐ７２ 蛋白投入量在 ３０ μｇ 时， Ｔ 线显色趋于稳

定， 且当 ｐ７２ 蛋白投入量达到 ５０ μｇ 时， 阳性样品 Ｔ
线有下降的趋势； 在检测阴性样品时， 各蛋白浓度标

记的探针均未见非特异性反应， 因此确定 ２０ μＬ ＱＤｓ
中加入 ３０ μｇ ｐ７２ 蛋白为较优条件。

图 ２Ｃ 为荧光探针喷涂量的优化， 图中横坐标标

注喷涂量为同一浓度的探针用量， 由于机器最佳喷涂

量为 ３～ ９ μＬ ／ ｃｍ， 当所需浓度太少时， 需要用稀释

液稀释后再进行喷涂， 而为了更好地对比结果， 本试

验将喷涂量统一以原始浓度标注， 以便于结果统计分

析。 结果显示， 荧光探针喷涂量在 ３􀆰 ６ μＬ ／ ｃｍ 时阳

性样品 Ｔ 线显色趋于饱和， 阴性未见非特异性， 因

此确定荧光探针以 ３􀆰 ６ μＬ ／ ｃｍ 的量喷涂结合垫为较

优条件。 ＮＣ 膜 Ｔ 线包被 ＳＰＡ 浓度优化， 通过喷涂不

同的 ＳＰＡ 浓度检测 ＡＳＦＶ 阴阳性血清样品， 结果显

示： 当 ＳＰＡ 浓度达到 １ ｍｇ ／ ｍＬ 时， 阳性样品 Ｔ 线显

色达到饱和， 检测标准阴性样品时 Ｔ 线无显色， 但

是在检测阴性样品盘时出现了 ３％的假阳性率， 因此

逐渐降低 ＳＰＡ 浓度为 ０􀆰 ９、 ０􀆰 ８ 和 ０􀆰 ７ ｍｇ ／ ｍＬ 检测阴

性样品， 当 ＳＰＡ 浓度下降为 ０􀆰 ７ ｍｇ ／ ｍＬ 时未见假阳

性结果， 因此最终确定 Ｔ 线 ＳＰＡ 最佳包被浓度为 ０􀆰 ７
ｍｇ ／ ｍＬ。 ＮＣ 膜 Ｃ 线包被 ｐ７２ 单抗浓度优化， 基于间

接法建立的抗体免疫层析试纸， 当样品中目标抗体浓

度非常大时， 会使 Ｃ 线显色强度降低， 甚至消失，
因此， Ｃ 线喷涂浓度应在不影响 Ｃ 线宽度的前提下尽

量提高， 分别喷涂 １、 １􀆰 ５、 ２、 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ｐ７２ 单

抗为 Ｃ 线， 结果显示， Ｃ 线宽度与 Ｔ 线相近的 ｐ７２ 单

抗最大喷涂浓度为 ２ ｍｇ ／ ｍＬ。
图 ２Ｄ 为试纸显色时间的优化， 结果显示显色５～

１０ ｍｉｎ 时， 由于大量的荧光探针还在 ＮＣ 膜上流动，
造成试纸检测结果不稳定， ＣＶ 值非常高； 当显色

１５ ｍｉｎ 时试纸的反应基本结束， 在 １５ ～ ２０ ｍｉｎ 时显

色趋于稳定， ＣＶ 值在 １５％以内， 结果可靠［１５］， 当显

色 ２５ ｍｉｎ 时显色有下降趋势， 且 ＣＶ 值升高， 因此选

择显色时间为 １５ ｍｉｎ， 且应在 ２０ ｍｉｎ 内完成结果

判定。
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图 ２　 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸条件优化

２􀆰 ２　 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸性能鉴定

２􀆰 ２􀆰 １　 灵敏度

ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸检测 ＡＳＦＶ 标准阳

性血清效价见图 ３， 结果显示， 试纸检测该血清的效

价为 １ ∶ １０２ ４００。 利用韩国金诺 ＡＳＦＶ ＥＬＩＳＡ 抗体检

测试剂盒检测该阳性血清的效价为 １ ∶ ６ ４００， 可见本

试验制备的 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸灵敏度比韩

国金诺 ＡＳＦＶ ＥＬＩＳＡ 抗体检测试剂盒高 １６ 倍。

图 ３　 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸灵敏度

２􀆰 ２􀆰 ２　 特异性

ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸特异性检测结果见

图 ４。 结果显示， 试纸仅与 ＡＳＦＶ 阳性血清呈现阳性

反应， 与 ＣＳＦＶ、 ＦＭＤＶ、 ＰＲＶ、 ＰＲＲＳＶ、 ＰＣＶ２ 阳性

血清均未发生反应， 因此本试纸具有良好的特异性。

图 ４　 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸特异性

２􀆰 ２􀆰 ３　 重复性

３ 批次 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸检测 ＡＳＦＶ
标准阳性血清的结果见表 １， ３ 个批次的批内 ＣＶ 值

分别为 １１􀆰 ８１％、 １２􀆰 ４９％和 １１􀆰 ７８％； 批间 ＣＶ 值为

１２􀆰 ５１％， 变异系数均小于 １５％， 说明 ＡＳＦＶ 抗体荧

光免疫层析试纸具有很好的重复性。
２􀆰 ２􀆰 ４　 稳定性

ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸稳定性结果见表 ２，
结果显示试纸室温干燥环境下存放 ６ 个月， 检测灵敏

度为 １ ∶ １０２ ４００， 与存放前相同； 试纸的 ＣＶ 值为

１３􀆰 ３６％， 仍小于 １５％。 因此， ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层

析试纸室温干燥环境下可以稳定存放 ６ 个月以上， 具

有较好的稳定性。
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表 １　 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸重复性结果

重复数
ＦＩＡ 值

批次 １ 批次 ２ 批次 ３

１ ７２２􀆰 ９７ ９０５􀆰 １０ ９２４􀆰 ４７

２ ７９７􀆰 ９７ ８２４􀆰 ０６ ８２２􀆰 ７６

３ ６３４􀆰 ６６ ６５３􀆰 ２６ ６８５􀆰 ７５

４ ８０９􀆰 １４ ７３８􀆰 ０１ ７２９􀆰 ９７

５ ８３９􀆰 ５０ ７５３􀆰 ２６ ８１５􀆰 ５６

６ ６８４􀆰 ４３ ７８４􀆰 ９６ ６６３􀆰 ９２

７ ６６５􀆰 ７１ ６８６􀆰 ９０ ７９９􀆰 ３７

８ ５８６􀆰 ００ ５７４􀆰 ０７ ６４５􀆰 ８４

９ ６３９􀆰 ６１ ６９８􀆰 ６８ ６７７􀆰 ３２

平均值 ７０８􀆰 ８９ ７３５􀆰 ３７ ７５１􀆰 ６６

批内 ＣＶ ／ ％ １１􀆰 ８１ １２􀆰 ４９ １１􀆰 ７８

批间 ＣＶ ／ ％ １２􀆰 ５１

表 ２　 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸稳定性

灵敏度 重复性

血清稀释倍数 ＦＩＡ 值 重复数 ＦＩＡ 值

２００ ２ ８０９􀆰 ９０

４００ ２ ６４６􀆰 ０６

８００ ２ ２１７􀆰 １３

１ ６００ １ ９００􀆰 ５７

３ ２００ １ ４１１􀆰 ２６

６ ４００ ８１８􀆰 ３６

１２ ８００ ５１０􀆰 ６９

２５ ６００ ２６４􀆰 ６０

５１２００ ２１６􀆰 ６１

１０２ ４００ ８９􀆰 １３

２０４ ８００ ４３􀆰 ３９

１ ７６５􀆰 ２５

２ ６８３􀆰 １６

３ ５６３􀆰 ３０

４ ８４９􀆰 ６３

５ ６８８􀆰 ６２

６ ６１７􀆰 ４６

７ ６７２􀆰 ７１

８ ７６２􀆰 ４１

９ ８７０􀆰 ９３

平均值 ７１９􀆰 ２７

批内 ＣＶ ／ ％ １３􀆰 ３６

２􀆰 ３􀆰 ５　 临床样本检测

分别用 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸及韩国金诺

ＡＳＦＶ ＥＬＩＳＡ 抗体检测试剂盒对 １１３ 份田间血清样品

进行检测， 结果见表 ３， ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测出阳性样

品 １６ 份， 可疑样品 ４ 份， 这 ２０ 份样品荧光免疫层析

试纸均检测为阳性， 阳性符合率为 １００％； ＥＬＩＳＡ 试

剂盒检测出阴性样品 ９３ 份， 荧光免疫层析试纸检测

阴性样品 ８９ 份， 阴性符合率为 ９５􀆰 ７％； １１３ 份样品

中检测结果一致的样品 １０５ 份， 总符合率为 ９２􀆰 ９２％。
荧光免疫层析试纸阳性及可疑样品 ＦＩＡ 值见表 ４。
ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测的 ４ 份可疑样品分别是表 ４ 中 ９
号、 ２１ 号、 ２３ 号及 ２４ 号血清， 其 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测 Ｃｔ
值分 别 为 ２８􀆰 ７３、 ２１􀆰 ８３、 ２０􀆰 ９１、 １９􀆰 ９７， 确 定 为

ＡＳＦＶ 阳性样品， 从而说明 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析

试纸的检测灵敏度优于 ＥＬＩＳＡ 试剂盒。

表 ３　 临床样品检测

方法 结果
ＥＬＩＳＡ 试剂盒

阴性 可疑 阳性
合计

荧光试纸

阴性 ８９ ０ ０ ８９

阳性 ３ ４ １６ ２３

可疑 １ ０ ０ １

合计 ９３ ４ １６ １１３

表 ４　 荧光免疫层析试纸阳性及可疑样品检测结果

样品编号 ＦＩＡ 值 结果判定

１ １９０􀆰 ８９ 阳性

６ ５７􀆰 ０６ 阳性

８ ２ １５６􀆰 ６７ 阳性

９ ２３０􀆰 ７１ 阳性

１０ ３９􀆰 ０４ 可疑

１６ ２ ６０４􀆰 ５０ 阳性

１９ １８８􀆰 ８２ 阳性

２１ １３０􀆰 ９１ 阳性

２２ ３９􀆰 ４２ 阳性

２３ ２９３􀆰 ５１ 阳性

２４ １４２􀆰 ９３ 阳性

２５ １１８９􀆰 ９９ 阳性

２６ ２ ０９４􀆰 ５１ 阳性

２７ １ ７８２􀆰 ５４ 阳性

２８ ２ ４９９􀆰 ９３ 阳性

２９ ８３２􀆰 ８３ 阳性

３０ ２ ２２４􀆰 ５０ 阳性

３１ ２ １７８􀆰 １１ 阳性

３２ ２ ７５９􀆰 ２８ 阳性

３３ １ １０３􀆰 ５３ 阳性

３４ ２ ４１２􀆰 ３１ 阳性

３５ ２ ２８３􀆰 ７２ 阳性

３６ ２ ２７９􀆰 ７５ 阳性

５０ ３１５􀆰 ５３ 阳性

３　 讨论

由于目前 ＡＳＦ 缺乏有效的疫苗， 为防止疫病的

传播， 就需要快速、 可靠的早期诊断技术。 ＡＳＦ 的诊

断不仅要考虑正在感染的动物， 而且也要考虑曾经感

染过 ＡＳＦＶ 的动物。 因此在疫情控制和根除中， 需要

病毒和抗体同时检测才能进行准确地诊断［９］。 在 ＡＳＦ
诊断中， 核酸检测灵敏度高、 特异性强， 在早期诊断

·６０１· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 １０



中优势明显［１６］。 与核酸检测不同， 抗体检测不需要

核酸提取和扩增等步骤， 且在亚急性感染、 慢性感染

及感染康复等时期检测更加准确， 更适合现场的快速

诊断［１４］。 免疫层析试纸因具有可现场快速检测的优

势， 逐渐被人们认可并应用于 ＡＳＦＶ 抗体检测中。 Ｌｉ
等［１７］利用原核表达了截短的 ｐ５４ 蛋白， 建立了荧光

免疫层析试纸， 灵敏度与特异性与商业化 ＥＬＩＳＡ 试

剂盒相当； Ｚｈｕ 等［１８］ 利用酵母表达系统表达的 ｐ７２
蛋白， 建立了 ＡＳＦＶ 抗体检测试纸， 检测灵敏度为

１ ∶ １０ ０００； Ｌｉ 等［１４］建立了基于量子点的 ｐ３０ 和 ｐ５４
双探 针 ＡＳＦＶ 抗 体 检 测 试 纸， 检 测 灵 敏 度 为

１ ∶ ６４ ０００； 李鹏宇等［１９］ 以 Ｐ５４ｔ 多肽作为检测抗原，
建立 ＡＳＦＶ 抗体检测试纸， 检测灵敏度为 １ ∶ １２ ８００。
本研究制备的 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试纸具有更好

的灵敏度， 且选择 ＳＰＡ 为拦截线可以拦截部分

ＩｇＭ［２０－２１］， 在 ＡＳＦ 早期诊断中具有优势。
免疫层析技术中最常用的标记材料是胶体金［２２］，

通过胶体金的聚集形成肉眼可见的红色， 因为不需要

任何检测仪器和设备就可以实现现场检测， 因此应用

最为广泛。 随着科技的发展， 针对快速检测有了更高

的需求， 超灵敏检测及数字化已经成为免疫层析检测

的发展趋势。 虽然目前已有很多胶体金免疫层析分析

仪可以将检测试纸的检测结果数字化， 但多是通过将

Ｃ、 Ｔ 线的色密度转化为光密度进行处理， 由于色密

度信号仅来自于 ＮＣ 膜表面 １０ μｍ， 其中约 ９０％的信

号会因为光的折射、 散射等因素出现损失， 影响检测

的准确性［２３］， 基于胶体金标记的免疫层析试纸已经

无法满足需求。 量子点与胶体金、 荧光染料等材料相

比， 具有激发波长范围宽、 发射光谱窄而对称、 量子

产率高、 光化学稳定性和生物相容性好等优点， 在提

高快检产品检测灵敏度、 稳定性及数字化分析准确性

等方面具有明显的优势［２４］， 已经广泛应用于纳米生

物传感器领域， 实现对抗原、 抗体及核酸的超灵敏检

测［２５－２６］。 基于量子点的荧光免疫层析试纸， 不仅可

以借助便携的紫外灯实现裸眼结果判定， 还可以通过

仪器实现精确的结果判定， 实现检测结果的数字化，
更有利于规模化猪场的数据管理及分析。

４　 结论

本研究以 ＡＳＦＶ ｐ７２ 蛋白三聚体为检测抗原， 成

功制备了基于量子点的 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试

纸， 该试纸操作简单， 样品无需特殊处理， ２０ ｍｉｎ 内

即可完成结果判定。 借助便携紫外灯可实现检测结果

的裸眼判定， 利用荧光读条仪可实现检测结果的数字

化。 试纸的检测灵敏度为 １ ∶ １０２ ４００， 优于商业化

ＡＳＦＶ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒； 试纸不与 ＰＲＲＳＶ、 ＰＰＶ、

ＰＣＶ２、 ＰＲＶ、 ＣＳＦＶ 阳性血清及 ＡＳＦＶ 阴性血清反

应， 具有良好的特异性； 批内及批间变异系数均小于

１５％， 具有较好的重复性； 在室温干燥条件下可稳定

保存半年以上； 在临床样本检测中与商业化 ＡＳＦＶ 检

测试剂盒的符合率为 ９２􀆰 ９２％， 可以用于猪场的现场

诊断。 因此本研究制备的 ＡＳＦＶ 抗体荧光免疫层析试

纸检测性能良好， 可以满足商业化需求， 为基层

ＡＳＦＶ 抗体的现场快速检测提供技术手段。
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