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摘要： 旨在开发一种基于磁微粒化学发光法的禽白血病病毒 （ＡＬＶ） 快速检测方法， 解决 ＡＬＶ 传统检测方法灵敏度低、 操作复杂等问题。 利用

磁微粒包被抗体和吖啶酯标记技术， 建立 ＡＬＶ 磁微粒化学发光检测方法， 并对其特异性、 灵敏性、 重复性及稳定性等进行验证， 最后用建立的

方法对临床样品进行检测。 结果： 该检测方法的最低检出限为 ０􀆰 ７ ＰＦＵ ／ ｍＬ， 线性相关系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９７ ５， 批内和批间变异系数均小于 ５％， 可在

４ ℃稳定储存； 临床样本验证显示， 胎粪、 细胞上清液和蛋清与 ＥＬＩＳＡ 方法的符合率分别为 ９６􀆰 １３％、 １００％和 ８８􀆰 １３％。 本研究建立的检测方法具

有操作简便、 快速高效、 稳定性强等优势， 为禽白血病的防控和净化提供了可靠工具。
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　 　 禽白血病是由禽白血病病毒 （ＡＬＶ） 引起的肿

瘤性传染病， 该疾病的主要表现是多器官肿瘤、 免疫

抑制和继发感染， 被列为我国二类动物疫病［１－２］。
ＡＬＶ 属于逆转录 ＲＮＡ 病毒， 可通过垂直传播和水平

传播引发鸡群恶性肿瘤， 导致其生长迟缓、 产蛋量下

降甚至死亡， 给大规模家禽养殖造成了巨大的经济损

失［３］。 目前市场上还缺乏有效的疫苗和治疗药物，
我国对禽白血病的预防和治疗主要基于 ＡＬＶ 净化计

划， 通过检测剔除感染个体以实现净化效果［４］。 因

此， ＡＬＶ 检测是防控该病的核心环节， 早期检测能

有效切断传播链， 避免病毒在养殖场内扩散， 降低经

济损失。 目前， 国家标准方法如 ＥＬＩＳＡ 和 ＰＣＲ 存在

灵敏度不足、 操作烦琐或对设备要求高等局限性， 亟

须开发一种高效快速、 准确稳定的检测技术。
基于磁微粒的化学发光免疫测定技术是近年来发

展起来的一种新兴检测技术， 该技术结合了磁微粒的

高表面积特性和化学发光的高灵敏度优势， 通过将抗

原 ／抗体固定于磁性微球表面， 增强反应接触效率，
实现杂质与目标物的快速分离， 具有高灵敏度、 强抗

干扰性和快速自动化等特点， 已成为疾病诊断与生物

检测领域的核心工具［５］。 本研究通过优化抗体包被

磁微粒和吖啶酯标记工艺， 建立了新型 ＡＬＶ 检测方

法， 并系统验证了其性能指标。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 抗体、 毒种样本

ＡＬＶ ｐ２７ 蛋白单克隆抗体、 ＡＬＶ 抗原及胎粪、 细

胞培养上清液和蛋清等样本， 由深圳市绿诗源生物技

术有限公司提供； 鸡贫血病毒 （ＣＡＶ）、 传染性法氏

囊病 病 毒 （ ＩＢＤＶ ）、 网 状 内 皮 组 织 增 生 病 毒

（ＲＥＶ）、 新城疫病毒 （ＮＤＶ）、 禽流感病毒 （ＡＩＶ）、
传染性支气管炎病毒 （ ＩＢＶ）、 减蛋综合征病毒

（ＥＤＳＶ） 等， 广东省农业科学院动物卫生研究所

提供。
１􀆰 ２　 主要试剂

磁微粒、 吖啶酯、 赖氨酸、 ２－ （Ｎ－吗啡啉） 乙

磺酸 （ＭＥＳ）、 １－乙基－ （３－二甲基氨基丙基） 碳二

亚胺盐酸盐 （ＥＤＣ）、 牛血清白蛋白 （ＢＳＡ）、 Ｐｒｏｃｌｉｎ
－３００、 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 和 Ｎ－羟基丁二酰亚胺 （ＮＨＳ） 购自

ＳＩＧＭＡ 公司。 发光底物由深圳市绿诗源生物技术有

限公司提供。
１􀆰 ３　 磁微粒偶联 ＡＬＶ ｐ２７ 蛋白单克隆抗体

取 １０ ｍｇ 磁性微粒于 ２ ｍＬ 离心管中， 用磁力架

进行磁分离， 移除上清液， 加入 １ ｍＬ ＭＥＳ （ ０􀆰 １
ｍｍｏＬ ／ Ｌ） 溶液磁分离洗涤 ３ 次， 用 １ ｍＬ ＭＥＳ 溶液

重悬后， 分别加入 ２５０ μＬ ＥＤＣ （４ ｍｇ ／ ｍＬ） 溶液和

１２５ μＬ ＮＨＳ （４ ｍｇ ／ ｍＬ） 溶液， 室温 （１５ ～ ２５ ℃）
活化 ３０ ｍｉｎ。 反应结束后， 磁分离， 移除上清液， 再

次用 ＭＥＳ 磁分离洗涤 ３ 次， 加入 １２５ μｇ ＡＬＶ 抗体，
并补加 ２－ （Ｎ－吗啡啉） 乙磺酸吐温缓冲液 （ＭＥＳＴ）
至总体积为 １ ｍＬ， 摇匀后固定在混匀器上室温偶联

４ ｈ。 反应结束后， 用 ＭＥＳ 磁分离洗涤 ３ 次， 移除上

清液， 加入 １ ｍＬ １％ ＢＳＡ 室温封闭 ４ ｈ。 最后用磷酸

盐吐温缓冲液 （ＰＢＳＴ 溶液） 磁分离洗涤 ３ 次， 加入

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲液 （含 ０􀆰 １％ Ｐｒｏｃｌｉｎ－３００） 将偶联后

的磁珠重悬至 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ， ２～８ ℃保存备用。
１􀆰 ４　 吖啶酯标记 ＡＬＶ ｐ２７ 蛋白单克隆抗体

取 ５００ μＬ ＡＬＶ ｐ２７ 蛋白单克隆抗体 （浓度 ２
ｍｇ ／ ｍＬ） 于洁净玻璃瓶中， 加入 ２０ μＬ 吖啶酯溶液

（浓度 ５􀆰 ０ ｍｍｏＬ ／ Ｌ）， 避光室温反应 ２ ｈ。 反应结束

后， 加入 １０％ （ｍ ／ Ｖ） 赖氨酸室温封闭 １ ｈ， 之后将

标记抗体溶液装入透析袋内， 置于 ｐＨ 值为 ７􀆰 ４ 的

０􀆰 ０５ ｍｍｏＬ ／ Ｌ 的 ＰＢＳ 透析液中， 室温 （１５ ～ ２５ ℃）
透析 １２～１６ ｈ， 中间换液 ２～３ 次。 最后， 取出透析后

的 ＡＬＶ ｐ２７ 蛋白单克隆抗体溶液， 用 ＰＢＳ 缓冲液

（０􀆰 ０１ ｍｍｏＬ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ４） 按照 １ ∶ １ ０００ 稀释， 加

入 ０􀆰 ０２％ Ｐｒｏｃｌｉｎ－３００ 混匀后经 ０􀆰 ２２ μｍ 滤器过滤，
无菌分装， 于 ２～８ ℃保存。
１􀆰 ５　 校准品及质控品的制备

校准品 １ ／质控品 １： 取浓度为 ０􀆰 ０１ ｍｍｏＬ ／ Ｌ， ｐＨ
值为 ７􀆰 ４ 的 Ｔｒｉｓ －ＨＣｌ 缓冲液， 加入 ＢＳＡ、 Ｐｒｏｃｌｉｎ －
３００， 使其最终浓度分别为 ５％和 ０􀆰 １％。

校准品 ２： 用含 ５％ ＢＳＡ、 ０􀆰 １％ Ｐｒｏｃｌｉｎ－３００ 的

０􀆰 ０１ ｍｍｏＬ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲液稀释 ＡＬＶ 抗原， 使其

最终浓度为 ２００ ｐｇ ／ ｍＬ。
质控品 ２： 用含 ５％ ＢＳＡ、 ０􀆰 １１％ Ｐｒｏｃｌｉｎ－３００ 的

０􀆰 ０１ ｍｍｏＬ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲液稀释 ＡＬＶ 抗原， 使其

最终浓度为 ５００ ｐｇ ／ ｍＬ。
１􀆰 ６　 化学发光免疫分析的操作方法

按照全自动化学发光免疫分析仪操作说明， 放入

制备好的磁微粒偶联 ＡＬＶ 抗体和吖啶酯标记 ＡＬＶ 抗

体， 设置加入待检样本体积为 １０ μＬ， 磁微粒偶联

ＡＬＶ 抗体体积为 １００ μＬ， 加入 １００ μＬ 吖啶酯标记联

ＡＬＶ 抗体， ３７ ℃ 孵育 １０ ｍｉｎ。 洗涤 ４ 次后， 加入

１００ μＬ 化学发光底物， ３７ ℃孵育 １０ ｍｉｎ。 最后读取

化学发光免疫分析仪检测的相对发光强度 （ＲＬＵ） 值。
１􀆰 ７　 ＡＬＶ 磁微粒化学发光检测方法的优化

按照 １􀆰 ６ 方法步骤分别对待检样本的体积、 抗原

抗体孵育时间及加入化学发光底物后孵育时间进行优

化。 待检样本的体积分别设置为 １０、 ２５、 ５０ 和

１００ μＬ； 抗原抗体孵育时间分别设置为 ２􀆰 ５、 ５、 １０
和 １５ ｍｉｎ； 加入化学发光底物后孵育时间分别设置为
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２􀆰 ５、 ５、 １０ 和 １５ ｍｉｎ。 在对其中一个条件进行优化

时， 其余条件保持相同， 通过读取化学发光免疫分析

仪检测的阳性和阴性抗原样本的 ＲＬＵ 值， 计算并比

较其比值， 确定 ＡＬＶ 磁微粒化学发光检测方法的最

优条件。
１􀆰 ８　 临界值的确定

用建立的方法对 ４１２ 份背景已知的临床样本进行

检测， 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０􀆰 １􀆰 １ 版软件对检测样

本化学发光值进行统计， 通过绘制 ＲＯＣ 曲线进行分

析， 以 Ｙｏｕｄｅｎ 指数为指标确定 ＡＬＶ 磁微粒化学发光

检测方法的临界值。
１􀆰 ９　 特异性测试

用 ３ 个不同批次生产的检测试剂对 ＣＡＶ、 ＩＢＤＶ、
ＲＥＶ、 ＮＤＶ、 ＡＩＶ、 ＩＢＶ、 ＥＤＳＶ 等禽常见病原进行检

测， 每种病原样本重复检测 ３ 次， 计算 Ｓ ／ ＣＯ 平均值

并进行结果判定， 其中 Ｓ ／ ＣＯ＝待检样品化学发光值 ／
化学发光值临界值。
１􀆰 １０　 灵敏性测试

将 ＡＬＶ 抗原浓度稀释为 ０ ～ ２８０ ＰＦＵ ／ ｍＬ， 同时

用本研究建立的检测方法和市售 ＥＬＩＳＡ 试剂盒进行

检测， 不同浓度的 ＡＬＶ 抗原重复检测 ３ 次， 分别计

算 Ｓ ／ Ｐ 及 Ｓ ／ ＣＯ 平均值， 比较两者的灵敏性， 其中

Ｓ ／ Ｐ 为待检样本吸光度值与阳性对照吸光度的比值。
１􀆰 １１　 线性拟合曲线的绘制

将稀释浓度为 ０ ～ ２８０ ＰＦＵ ／ ｍＬ 的 ＡＬＶ 抗原与建

立方法实际检测浓度进行对比， 计算标准偏差并绘制

线性拟合曲线， 标准偏差 ＝已知抗原浓度－检测抗原

浓度。
１􀆰 １２　 重复性测试

选择高、 中、 低浓度样本 ３ 份， 其中高浓度为强

阳性样本， 中浓度为弱阳性样本， 低浓度为阴性样

本， 分别用同批次生产的试剂和 ３ 个不同批次生产的

试剂进行检测， 每个浓度样本重复检测 ２０ 次， 并计

算其 ＲＬＵ 平均值、 标准差和变异系数 （ＣＶ）。
１􀆰 １３　 稳定性测试

将建立方法不同组分分别置于 ３７ ℃和 ２～８ ℃的

恒温恒湿环境中。 置于 ３７ ℃储存 ２８ ｄ， 在第 ０、 ７、
１４ 和 ２８ 天时对浓度为 ０、 ０􀆰 ７、 １􀆰 ７５、 ３􀆰 ５、 １０􀆰 ５
ＰＦＵ ／ ｍＬ 的 ５ 个 ＡＩＶ 抗原样本进行检测； 置于 ２ ～
８ ℃储存 １８０ ｄ， 在第 ０、 ７、 １４、 ２８、 ６０ 和 １８０ 天时

对浓度为 ０、 ０􀆰 ７、 １􀆰 ７５、 ３􀆰 ５、 １０􀆰 ５ ＰＦＵ ／ ｍＬ 的 ５ 个

ＡＩＶ 抗原样本进行检测， 统计检测结果， 并计算 ＲＬＵ
平均值、 标准差和 ＣＶ。
１􀆰 １４　 临床样本检测

用本研究建立的检测方法和市售 ＥＬＩＳＡ 检测试

剂盒同时对胎粪、 细胞培养上清液和蛋清等 １ ２６７ 份

临床样本进行检测， 统计两者的检测结果， 并计算符

合率。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＡＬＶ 磁微粒化学发光检测方法的初步建立

按照全自动化学发光免疫分析仪操作说明， 放入

制备好的偶联磁微粒和吖啶酯标记抗体， 根据 ＡＬＶ
阴 ／阳性抗原样本 ＲＬＵ 和 Ｐ ／ Ｎ 值， 确定了待检样本

的体积为 ５０ μＬ， 抗原抗体孵育时间为 １０ ｍｉｎ， 加入

化学发光底物后孵育 ５ ｍｉｎ 时检测效果最好。
２􀆰 ２　 临界值的确定

图 １ 结果显示， 当 Ｙｏｕｄｅｎ 指数取最大值 ０􀆰 ９１７
时， 对应的曲线下面积 （ＡＵＣ） 为 ０􀆰 ９９４， 显著性水

平 Ｐ ＜ ０􀆰 ０００ １， 敏 感 性 为 ９８􀆰 ５０％， 特 异 性 为

９３􀆰 ２０％， 此时本方法的最佳 ＲＬＵ 临界值为１４ ４９３􀆰 ５。
因此， 本检测方法最终确定 １４ ４９３􀆰 ５ 作为判定标准

的 ＲＬＵ 临界值， 以判定待检样品的阴阳性， 即当待

测样本的 ＲＬＵ≥１４ ４９３􀆰 ５ 时， 判定为阳性； 当待测

样本的 ＲＬＵ＜１４ ４９３􀆰 ５ 时， 判定为阴性。

图 １　 ＲＯＣ 曲线

２􀆰 ３　 特异性

用 ３ 个不同批次建立的 ＡＬＶ 磁微粒化学发光检

测方法对其他禽常见病原进行检测， 结果显示，
ＣＡＶ、 ＩＢＤＶ、 ＲＥＶ、 ＮＤＶ、 ＡＩＶ、 ＩＢＶ、 ＥＤＳＶ 检测结

果均为阴性 （表 １）， 表明该检测方法与其他禽常见

病原无交叉反应， 特异性较好。
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表 １　 ＡＬＶ 磁微粒化学发光检测方法特异性检测分析

种类 Ｓ ／ ＣＯ 值 判定结果

ＣＡＶ ０􀆰 ０１５ －

ＩＢＤＶ ０􀆰 ０１８ －

ＲＥＶ ０􀆰 ０４０ －

ＮＤＶ ０􀆰 ０１４ －

ＡＩＶ ０􀆰 ０２１ －

ＩＢＶ ０􀆰 ０３６ －

ＥＤＳＶ ０􀆰 ０２５ －

阴性对照 ０􀆰 ０３７ －

ＡＬＶ １１􀆰 ８３７ ＋

　 　 注： Ｓ ／ ＣＯ≥１ 检测结果为阳性， 即 “ ＋” 代表检出； Ｓ ／ ＣＯ＜１ 检

测结果为阴性， 即 “－” 代表未检出。 下同。

２􀆰 ４　 灵敏性

将 ＡＬＶ 抗原进行稀释， 分别用本研究建立的检

测方法和市售 ＥＬＩＳＡ 试剂盒进行检测， 按照各自的

临界值进行阴阳性判定。 结果显示， 本研究建立的检

测方法最低检出限为 ０􀆰 ７ ＰＦＵ ／ ｍＬ （表 ２）， ＥＬＩＳＡ 试

剂盒的最低检出限为 １０􀆰 ５ ＰＦＵ ／ ｍＬ， 表明本研究建

立的检测方法灵敏性更好。
２􀆰 ５　 绘制线性拟合曲线

通过对比建立的检测方法， 实际检测浓度与 ＡＩＶ
抗原稀释浓度， 计算两者浓度偏差， 结果显示， 两者

浓度较为一致 （表 ３）。 根据检测浓度和化学发光值

绘制线性拟合曲线， 其线性范围覆盖 ０􀆰 ７ ～ ２８０
ＰＦＵ ／ ｍＬ， 回归方程为 ｙ＝１ ３１８􀆰 ３ｘ＋７ １１５， Ｒ２ ＝０􀆰 ９９７ ５
（图 ２）， 表明本研究建立的检测方法能够定量检测且

结果较为准确。

表 ２　 ＡＬＶ 磁微粒化学发光检测方法灵敏性检测分析

样品浓度 ／

（ＰＦＵ·ｍＬ－１）

市售 ＥＬＩＳＡ 试剂盒 ＡＬＶ 磁微粒化学发光检测方法

Ｓ ／ Ｐ 值 判定结果 Ｓ ／ ＣＯ 值 判定结果

２８０ ３􀆰 ９５１ １ ＋ １１３􀆰 ６６０ ＋

７０ ２􀆰 ３８２ ２ ＋ ３１􀆰 ５８５ ＋

３５ １􀆰 ０９３ ３ ＋ １６􀆰 ７３０ ＋

１０􀆰 ５ ０􀆰 ２６６ ７ ＋ ６􀆰 ９０１ ＋

３􀆰 ５ ０􀆰 ０００ ５ － ３􀆰 ７６２ ＋

１􀆰 ７５ ０􀆰 ００４ ８ － ２􀆰 ２０１ ＋

０􀆰 ７ ０􀆰 ０１１ ３ － １􀆰 ０９５ ＋

０ ０􀆰 ００７ ０ － ０􀆰 ０５４ －

Ｎ ０􀆰 ０１２ ３ － ／ ／

Ｐ ０􀆰 ９９４ ６ ＋ ／ ／

　 　 注： Ｓ ／ Ｐ≥０􀆰 ２ 检测结果为阳性， 即 “＋” 代表检出； Ｓ ／ Ｐ＜０􀆰 ２ 检测结果为阴性， 即 “ －” 代表未检出； Ｎ、 Ｐ
分别为市售 ＥＬＩＳＡ 试剂盒中的阴性对照和阳性对照。

表 ３　 ＡＩＶ 抗原已知浓度与检测浓度比较分析

样本编号
已知抗原浓度 ／

（ＰＦＵ·ｍＬ－１）

检测抗原浓度 ／

（ＰＦＵ·ｍＬ－１）

标准偏差 ／

（ＰＦＵ·ｍＬ－１）
判定结果

Ｓ０ ０ ０􀆰 ０１２ －０􀆰 ０１２ －

Ｓ１ ０􀆰 ７ ０􀆰 ６７４ ０􀆰 ０２６ ＋

Ｓ２ １􀆰 ７５ １􀆰 ７０１ ０􀆰 ０４９ ＋

Ｓ３ ３􀆰 ５ ３􀆰 ４２３ ０􀆰 ０７７ ＋

Ｓ４ １０􀆰 ５ １０􀆰 ３０２ ０􀆰 １９８ ＋

Ｓ５ ３５ ３５􀆰 ２１７ －０􀆰 ２１７ ＋

Ｓ６ ７０ ６９􀆰 ６９２ ０􀆰 ３０８ ＋

Ｓ７ ２８０ ２８１􀆰 １０５ －１􀆰 １０５ ＋

　 　 注： ＋表示阳性， －表示阴性。
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图 ２　 ＡＩＶ 抗原检测浓度与发光值的线性拟合曲线

２􀆰 ６　 重复性

对建立的检测方法进行批内和批间重

复性检测。 结果显示， 该检测方法批内 ＣＶ
为 ０􀆰 ５０％ ～ ４􀆰 ９４％ （表 ４）， 批间 ＣＶ 为

０􀆰 ５０％～４􀆰 ９４％ （表 ５）， 批内及批间 ＣＶ＜
５％， 表明本研究建立的检测方法具有良好

的重复性。

表 ４　 ＡＬＶ 磁微粒化学发光检测方法批内重复性测试分析

样品类型 Ｓ ／ ＣＯ 值 （ｎ＝ ２０） 平均值 标准差 ＣＶ ／ ％

高浓度

（强阳性）

１５􀆰 ５２２ １５􀆰 ５０６ １５􀆰 ４５０ １５􀆰 ３７９ １５􀆰 ５２２

１５􀆰 ４９２ １５􀆰 ５９６ １５􀆰 ３８２ １５􀆰 ４２４ １５􀆰 ６２２

１５􀆰 ５２０ １５􀆰 ５１４ １５􀆰 ６０５ １５􀆰 ４４３ １５􀆰 ３７７

１５􀆰 ６１５ １５􀆰 ４４７ １５􀆰 ４８３ １５􀆰 ６１２ １５􀆰 ４９３

１５􀆰 ５０ ０􀆰 ０７７ ８ ０􀆰 ５０

中浓度

（阳性）

３􀆰 ６４９ ３􀆰 ５３５ ３􀆰 ６２４ ３􀆰 ５６１ ３􀆰 ５４２

３􀆰 ５４８ ３􀆰 ６００ ３􀆰 ５３１ ３􀆰 ６５１ ３􀆰 ５９５

３􀆰 ５４７ ３􀆰 ５０４ ３􀆰 ５９２ ３􀆰 ４７５ ３􀆰 ５０７

３􀆰 ５２４ ３􀆰 ５８４ ３􀆰 ５７７ ３􀆰 ６１４ ３􀆰 ５５３

３􀆰 ５７ ０􀆰 ０４６ ９ １􀆰 ３１

低浓度

（阴性）

０􀆰 ０１０ ０􀆰 ０１０ ０􀆰 ００９ ０􀆰 ００９ ０􀆰 ０１０

０􀆰 ０１０ ０􀆰 ０１０ ０􀆰 ０１０ ０􀆰 ０１０ ０􀆰 ０１０

０􀆰 ０１０ ０􀆰 ０１０ ０􀆰 ００９ ０􀆰 ００９ ０􀆰 ００９

０􀆰 ０１０ ０􀆰 ００９ ０􀆰 ０１０ ０􀆰 ００９ ０􀆰 ０１０

０􀆰 ０１０ ０􀆰 ０００ ４７７ ４􀆰 ９４

表 ５　 ＡＬＶ 磁微粒化学发光检测方法批间重复性测试分析

样品类型
Ｓ ／ ＣＯ 值

批次 １ 批次 ２ 批次 ３
平均值 标准差 ＣＶ ／ ％

高浓度 （强阳性） ２２􀆰 ４１１ ２３􀆰 ８８２ ２３􀆰 ６７１ ２３􀆰 ３２１ ０􀆰 ６４９ ２􀆰 ８

中浓度 （阳性） １１􀆰 ９５０ １２􀆰 ７２７ １２􀆰 ３５６ １２􀆰 ３４４ ０􀆰 ３１７ ２􀆰 ６

低浓度 （阴性） ０􀆰 ４９０ ０􀆰 ４８５ ０􀆰 ４９１ ０􀆰 ４８９ ０􀆰 ００２ ０􀆰 ５

２􀆰 ７　 稳定性

将建立的 ＡＬＶ 磁微粒化学发光检测方法组份分

别置于 ３７ ℃和 ２～８ ℃， 对其稳定性进行测试。 检测

结果显示， 在 ３７ ℃储存条件下， ２８ ｄ 内检测结果的

ＣＶ 均小于 ５％ （表 ６）， 较为稳定。 在 ２ ～ ８ ℃储存条

件下， １８０ ｄ 内检测结果的 ＣＶ 均小于 ３％ （表 ７），
较为稳定， 表明该检测方法可在 ２ ～ ８ ℃条件下长期

保存。
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表 ６　 ３７ ℃储存条件下 ＡＬＶ 磁微粒化学发光检测方法稳定性测试分析

抗原浓度 ／

（ＰＦＵ·ｍＬ－１）

ＲＬＵ 值

０ ｄ ７ ｄ １４ ｄ ２８ ｄ
平均数 标准差 ＣＶ ／ ％

０ １ ３４２ １ ３３５ １ ３５０ １ ３５８ １ ３４６􀆰 ２５ ８􀆰 ６１３ ０􀆰 ６４

０􀆰 ７ ５ ２８５ ５ ４２５ ５ ０６８ ４ ８９０ ５ １６７􀆰 ００ ２０４􀆰 ３３９ ３􀆰 ９６

１􀆰 ７５ ９ ３４３ ９ ６２４ ８ ９８５ ８ ４６７ ９ １０４􀆰 ７５ ４３２􀆰 ２７６ ４􀆰 ７５

３􀆰 ５ ６４ ２５２ ６１ ９９２ ６１ ２８６ ５８ ９０３ ６１ ６０８􀆰 ２５ １ ９０７􀆰 ８０６ ３􀆰 １０

１０􀆰 ５ １０７ ８０３ １０４ ２７４ １０１ ５７５ ９８ ９７５ １０３ １５６􀆰 ７５ ３ ２７２􀆰 ０３５ ３􀆰 １７

表 ７　 ２～ ８ ℃ 储存条件下 ＡＬＶ 磁微粒化学发光检测方法稳定性测试分析

抗原浓度 ／

（ＰＦＵ·ｍＬ－１）

ＲＬＵ 值

０ ｄ ７ ｄ １４ ｄ ２８ ｄ ６０ ｄ １８０ ｄ
平均数 标准差 ＣＶ ／ ％

０ １ ３４２ １ ３１５ １ ３１５ １ ３２０ １ ２９８ １ ２８７ １ ３１２􀆰 ８３３ １７􀆰 ３１５ １􀆰 ３２

０􀆰 ７ ５ ２８５ ５ ３２５ ５ ３５８ ５ ０９０ ５ １８９ ５ ０５２ ５ ２１６􀆰 ５００ １１５􀆰 ６９０ ２􀆰 ２２

１􀆰 ７５ ９ ３４３ ９ ４５４ ９ １８５ ９ ４９６ ９ ０８６ ９ ５７７ ９ ３５６􀆰 ８３３ １７３􀆰 ３７４ １􀆰 ８５

３􀆰 ５ ６４ ２５２ ６３ ６５２ ６３ ４５６ ６２ ５８９ ６１ ７８９ ６２ １３５ ６２ ９７８􀆰 ８３３ ８７３􀆰 ８３５ １􀆰 ３９

１０􀆰 ５ １０７ ８０３ １０９ １３４ １０９ ８７５ １０４ ６８７ １１１ ４２３ １０３ ２４３ １０７ ６９４􀆰 １６７ ２ ８７５􀆰 ２１４ ２􀆰 ６７

２􀆰 ８　 临床样本符合率

用建立的方法与市售 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒对 １ ２６７
份临床样本进行检测， 结果显示， 胎粪样本与 ＥＬＩＳＡ
方法 的 阳 性 符 合 率 为 ９８􀆰 ３６％， 阴 性 符 合 率 为

９５􀆰 ８８％， 整体符合率为 ９６􀆰 １３％ （表 ８）。 细胞上清

液样本与 ＥＬＩＳＡ 方法的整体符合率为 １００％ （表 ９）。
蛋清样本与 ＥＬＩＳＡ 方法的阳性符合率为 ９６􀆰 ８３％， 阴

性符合率为 ８７％， 整体符合率为 ８８􀆰 １３％ （表 １０）。

表 ８　 胎粪样本不同检测方法比较

检测方法
ＥＬＩＳＡ 检测

阳性 阴性 合计

ＡＬＶ 磁微粒化学

发光检测

阳性 ６０ ２２ ８２

阴性 １ ５１２ ５１３

合计 ６１ ５３４ ５９５

表 ９　 细胞上清液样本不同检测方法比较

检测方法
ＥＬＩＳＡ 检测

阳性 阴性 合计

ＡＬＶ 磁微粒化学

发光检测

阳性 ５ ０ ５

阴性 ０ ２２９ ２２９

合计 ５ ２２９ ２３４

表 １０　 蛋清样本不同检测方法比较

检测方法
ＥＬＩＳＡ 检测

阳性 阴性 合计

ＡＬＶ 磁微粒化学

发光检测

阳性 ６１ ５０ １１１

阴性 ２ ３２５ ３２７

合计 ６３ ３７５ ４３８

３　 讨论

禽白血病是由 ＡＬＶ 引起的禽类多种肿瘤性疾病

的统称， 可引起宿主的肿瘤性疾病和免疫抑制， 该病

在世界各地广泛流行， 对我国养禽业造成了巨大的损

失［６］。 尽管我国已实施 ＡＬＶ 净化计划， 但病毒变异

和混合感染问题仍威胁着养殖业的安全， 地方鸡群中

禽白血病流行仍较为普遍［７］。 王美菊等［８］ 对天水市

２０２０—２０２１ 年采样的 ２４ 个规模鸡场进行病原学检

测， 结果显示， ２４ 个规模鸡场中阳性为 １８ 个， ４８０
份样品中阳性为 ２０３ 份， 样品阳性率达 ４２􀆰 ２９％。 王

建等［９］为了解江苏常州地区肉鸡 ＡＬＶ 感染情况， 采

集了该地区 ２０１９ 年 ７—１２ 月、 ２０２０ 年 １—４ 月肉鸡血

清样 本 １ ２５７ 份， 结 果 显 示， ＡＬＶ 总 阳 性 率 为

１８􀆰 １４％。 因此， 未来仍需持续优化检测技术以应对

病毒变异， 巩固养殖业生物安全防线。
本研究为了实现对禽白血病的准确快速检测， 成

功建立了 ＡＬＶ 磁微粒化学发光检测方法， 该方法采
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用 Ｆｅ２Ｏ３磁性纳米粒子与有机高分子材料复合而成的

磁微粒作为固相载体， 其具有较大的比表面积， 从而

大幅度提高了包被抗体的利用率和抗原捕获效率， 降

低成本、 减少废弃物的排放。 结合吖啶酯直接发光体

系， 避免了酶催化的环境干扰， 增强了检测的特异性

和灵敏度。 对本研究建立方法的性能进行测试， 结果

显示， 其最低检测浓度可以达到 ０􀆰 ７ ＰＦＵ ／ ｍＬ， 优于

传统 ＥＬＩＳＡ 方 法 （ 最 低 检 出 限 １０􀆰 ５ ＰＦＵ ／ ｍＬ）；
ＣＡＶ、 ＩＢＤＶ、 ＲＥＶ、 ＮＤＶ、 ＡＩＶ、 ＩＢＶ、 ＥＤＳＶ 无交叉

反应； 操作时间缩短至 １５ ｍｉｎ， 能够满足对大量样本

的快速检测； 稳定性测试证实其在冷链条件下的长期

适用性。 此外， 配套仪器可同时实现多项目联检， 提

高了检测效率， 为基层实验室和养殖场提供了实用便

捷工具， 随着技术的不断优化和普及， 磁微粒化学发

光法有望成为禽白血病检测的主流方法， 为禽白血病

的防控和净化提供有力支持。

４　 结论

本研究成功建立了 ＡＬＶ 磁微粒化学发光检测方

法， 最低检出限可达 ０􀆰 ７ ＰＦＵ ／ ｍＬ， 检测浓度和化学

发光值间的线性相关系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９７ ５， 与多种常见

禽类病原无交叉反应， 可在 ４ ℃长期储存， 批内和批

间 ＣＶ＜５％。 该方法操作简单、 灵敏度高、 结果准确

稳定、 成本低、 用时短， 可有效提高检测效率， 不但

为鸡场对该病的诊断提供快速简便的方法， 同时也适

合地区禽白血病的净化监控。
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