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摘　 要:为提高 Ａ 型 ＦＭＤＶ 抗体检测的敏感性和特异性ꎬ简化反应步骤ꎬ缩短反应时间ꎬ以兔抗 Ａ 型 ＦＭＤＶ 抗体作为

捕获抗体ꎬＡ 型 ＦＭＤＶ １４６Ｓ 作为包被抗原ꎬＡ 型特异性的单克隆抗体作为竞争抗体ꎬ鲁米诺作为化学发光底物ꎬ结合化

学发光免疫分析法技术ꎬ建立一种高特异性、高灵敏性、准确快速、操作简便的 Ａ 型 ＦＭＤＶ 抗体 ｃＣＬＩＡ 检测方法.结果

显示ꎬ最佳兔抗 Ａ型 ＦＭＤＶ抗体包被稀释度为 １∶１ ０００ꎬ最佳抗原浓度为 １ μｇ / ｍＬꎬ最佳稀释液为 ２％ＢＳＡ￣ＰＢＳＴꎬ血清最

佳稀释度为 １∶１０ꎬ酶标单抗 ＢＣ２Ｂ７￣ＨＲＰ 最佳浓度为 ０􀆰 １ μｇ / ｍＬꎬ待检血清和酶标单抗最佳作用时间为 ３７ ℃下孵育

３０ ｍｉｎꎬ其批内变异系数 ０.５％~１７.４％之间ꎬ批间变异系数在 ０.４％ ~ ７.９％之间ꎬ具有良好的重复性.通过对 １７５ 份临床

血清的检测ꎬ该方法与液相阻断 ＥＬＩＳＡ 试剂盒相比ꎬ其相对敏感性为 １０２􀆰 ３％ꎬ特异性为 １００％.结果表明ꎬ建立的 Ａ 型

ＦＭＤＶ抗体 ｃＣＬＩＡ特异性和灵敏性高ꎬ且能在 １􀆰 ５ ｈ完成检测ꎬ成功建立了一种快速检测 Ａ型口蹄疫病毒抗体的化学

发光免疫竞争分析法(Ａ型 ＦＭＤＶ抗体 ｃＣＬＩＡ)ꎬ为口蹄疫的有效防控提供了新的技术.
关键词:Ａ型口蹄疫病毒ꎻ化学发光免疫竞争分析法ꎻ抗体检测方法
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ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ １０２􀆰 ３％ ａｎｄ １００％ꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｉｑｕｉｄ ｐｈａｓｅ ｂｌｏｃｋｉｎｇ
ＥＬＩＳＡ ｋｉｔꎬｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｙｐｅ Ａ ＦＭＤＶ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃＣＬＩＡ ｈａｄ ｈｉｇｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ􀆰 Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｃｏｕｌｄ ｂｅ
ｃｏｍｐｌｅｔｅｄ ｉｎ １􀆰 ５ Ｈ.Ａ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍｍｕｎｏｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ａｓｓａｙ (ｃＣＬＩＡ) ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅ Ａ ＦＭＤＶ ａｎｔｉｂｏｄ￣
ｉｅｓ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄꎬｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｎｅｗ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ＦＭＤ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｆｏｏｔ￣ａｎｄ￣ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ Ａꎻｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍｍｕｎｏｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ａｓｓａｙꎻａｎｔｉｂｏｄｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　 　 口蹄疫(ｆｏｏｔ ａｎｄ ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅꎬＦＭＤ)是一种由口

蹄疫病毒(Ｆｏｏｄ￣ａｎｄ￣ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎬＦＭＤＶ)引起

的急性、热性和传染性强的病毒性疾病[１￣２] .可感染许

多偶蹄类动物ꎬ如牛、羊、猪等[３￣４] .口蹄疫传播迅速、
发病率高[５]ꎬ可引起动物生产性能严重下降和新生动

物死亡ꎬ是制约养殖业健康发展的重要因素之一.被
世界动物卫生组织(ＷＯＡＨ)列为必须通报的动物疫

病ꎬ也被我国将其列为一类动物疫病[６￣７] .ＦＭＤＶ 主要

有 ７个血清型(Ｏ 型、Ａ 型、亚洲 Ｉ 型、Ｃ 型、ＳＡＴ １、
ＳＡＴ ２和 ＳＡＴ ３型) [８￣９]ꎬ各型之间不存在交叉保护.现
阶段中国主要针对 Ｏ、Ａ型口蹄疫进行疫苗接种.口蹄

疫传播途径广泛ꎬ可动物直接接触传播ꎬ通过排泄物

和分泌物间接传播ꎬ尤其当患病动物蹄部等部位的水

疱破裂流出液体时ꎬ传染力极强[１０] .
准确、快速诊断是口蹄疫有效防控的前提.目前

口蹄疫的实验室诊断方法主要包括病原学诊断、血清

学检测、分子生物学诊断ꎬ以及其他方法如免疫层析

快速诊断、环介导逆转录等温扩增技术等[１１￣１２] .在血

清学诊断技术中ꎬ中和试验(ＶＮＴ)和液相阻断 ＥＬＩＳＡ
(ＬＰＢＥ)为 ＷＯＡＨ 推荐的检测 ＦＭＤＶ 抗体的参考方

法[１３] .其中 ＶＮＴ耗费时间且需要使用活病毒ꎬ增大了

操作难度ꎬ且普通实验室难以开展.ＬＰＢＥ 虽然具有高

灵敏度和高准确性等优点ꎬ但存在实验操作繁琐、耗
时长且特异性受限等问题[１４] .固相竞争 ＥＬＩＳＡ 与

ＬＰＢＥ相比ꎬ具有灵敏、操作简便等优点ꎬ但在检测的

快速性、灵敏度方面仍存在一些不足[１５￣１６] .化学发光

免疫分析(ＣＬＩＡ)是一种新型标记免疫测定技术ꎬ已
广泛应用于多种病毒抗体或抗原检测ꎬ具有稳定性

高、操作简便、灵敏度高等优点ꎬ并且能够在较短时间

内得到结果[１７￣１８] .本研究利用实验室制备的 Ａ型 ＦＭ￣
ＤＶ单克隆抗体ꎬ建立了一种 Ａ 型 ＦＭＤＶ 抗体化学发

光免疫竞争分析法(Ａ型 ＦＭＤＶ抗体 ｃＣＬＩＡ)ꎬ为口蹄

疫有效防控提供一种新的抗体检测技术.

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

Ａ型 ＦＭＤＶ 抗体阳性血清 ７２ 份、Ａ 型 ＦＭＤＶ 抗

体阴性血清 ７０ 份、１７５ 份临床血清、灭活的 Ａ 型 ＦＭ￣
ＤＶ １４６Ｓ抗原、兔抗 Ａ型 ＦＭＤＶ １４６Ｓ抗体、Ａ型口蹄疫

病毒特异性单克隆抗体(ＢＣ２Ｂ７)由西南民族大学兽医

学院实验室提供ꎻ鲁米诺化学发光底物购自 Ｒｏｃｈｅ 公
司ꎻ９６孔全白酶标板购自上海百千生物有限公司ꎻ碳酸

盐缓冲液(ｐＨ值为 ９􀆰 ６)购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＨＲＰ 偶联试

剂盒购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ口蹄疫 Ａ 型抗体液相阻断

ＥＬＩＳＡ试剂盒购自兰州兽研生物科技有限公司.
１􀆰 ２　 主要仪器设备

化学发光免疫分析仪购于 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ 公司ꎻ
ＣＯ２恒温培养箱购于上海恒一科学仪器有限公司ꎻ漩
涡振荡器、磁力搅拌器购于美国精骐有限公司ꎻ电子

天平购于龙腾电子ꎻｐＨ 测定仪购于 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司ꎻ可
调式移液器、移液排枪购于 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ、Ｔｈｅｒｍｏ公司.
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 酶标单克隆抗体制备

辣根过氧化物(Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ＰｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＨＲＰ)标
记 Ａ型口蹄疫病毒单克隆抗体 ＢＣ２Ｂ７ 的制备按照

ＨＲＰ 偶联试剂盒说明书进行操作.标记好的 ＨＲＰ￣
ＢＣ２Ｂ７抗体置－２０ ℃保存.
１􀆰 ３􀆰 ２　 Ａ型 ＦＭＤＶ 抗体 ｃＣＬＩＡ 检测方法的建立

利用碳酸盐缓冲液稀释兔抗 Ａ 型 ＦＭＤＶ 抗体ꎬ
加入 ９６孔全白酶标板ꎬ１００ μＬ /孔ꎬ静置 ４ ℃过夜(约
１２ ｈ)ꎻ用 ０􀆰 ０５％Ｔｗｅｅｎ ２０￣ＰＢＳＴ 洗 ３ 次后ꎬ加入 Ａ 型

ＦＭＤＶ １４６Ｓ 抗原ꎬ５０ μＬ /孔ꎬ置于 ３７ ℃孵育 １ ｈꎬ
ＰＢＳＴ 洗 ３次ꎻ用稀释液将阳性、阴性血清对照以及待

检血清稀释至 １∶１０ꎬ加入酶标板ꎬ５０ μＬ /孔ꎻ随后加入

稀释液稀释的酶标单抗 ＢＣ２Ｂ７￣ＨＲＰꎬ５０ μＬ /孔ꎬ混

２８２
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匀ꎬ置于 ３７ ℃孵育ꎻＰＢＳＴ洗 ５次ꎬ加入鲁米诺化学发

光底物ꎬ将底物试剂 Ａ(含鲁米诺缓冲液)与起始试剂

Ｂ(含稳定形式 Ｈ２Ｏ２的缓冲液)以 １∶１００ 的比例配制ꎬ
１００ μＬ /孔ꎬ室温避光孵育 ４~５ ｍｉｎꎬ用化学发光检测

仪读取 ４３５ ｎｍ 发光值.按照抑制率(ＰＩ)＝ １￣(血清样

品发光值￣空白对照发光值) / (抗原对照发光值￣空白

对照发光值)ꎬ计算血清的抑制率 ＰＩꎻ分析 Ｎ / Ｐ 值(Ｎ
是阴性血清的化学发光值ꎬＰ 是阳性血清的化学发光

值)ꎬ当 Ｎ / Ｐ 值最大时将其确定为最优结果.
１.３.３　 Ａ型 ＦＭＤＶ抗体 ＣＬＩＡ检测方法的优化

(１)筛选兔抗 Ａ型 ＦＭＤＶ抗体最佳稀释度

将兔抗 Ａ型 ＦＭＤＶ 抗体稀释为 １∶５００、１∶１ ０００、
１ ∶２ ０００、１∶４ ０００、１∶６ ０００ꎬ其他组分浓度不变ꎬ确定最

佳稀释度.
(２)筛选 Ａ型 ＦＭＤＶ １４６Ｓ抗原最佳工作浓度

用 ＰＢＳＴ将 Ａ 型 ＦＭＤＶ １４６Ｓ抗原稀释为 ０􀆰 ５、１、
２ μｇ / ｍＬꎬ在最佳兔抗 Ａ型 ＦＭＤＶ抗体包被稀释度的

条件下ꎬ确定 １４６Ｓ抗原的最佳工作浓度.
(３)筛选血清和酶标单抗稀释液

分别选取含 ５％脱脂奶粉的 ＰＢＳＴ、含 ２％ＢＳＡ 的

ＰＢＳＴ溶液和 ＰＢＳＴ 分别稀释血清.在最佳兔抗 Ａ 型

ＦＭＤＶ抗体包被稀释度、最佳 Ａ 型 ＦＭＤＶ １４６Ｓ 抗原浓

度条件下进行筛选ꎬ确定最佳血清和酶标单抗稀释液.
(４)筛选最佳血清稀释度

将待检血清用最佳稀释液稀释为 １ ∶ １０、１ ∶ ２０、
１ ∶４０、１∶８０ꎬ在最佳兔抗 Ａ型 ＦＭＤＶ抗体包被稀释度、
最佳 Ａ 型 ＦＭＤＶ １４６Ｓ 抗原浓度的条件下进行筛选ꎬ
确定最佳血清稀释度.

(５)筛选酶标单抗最佳浓度

将酶标单抗(ＢＣ２Ｂ７)￣ＨＲＰ 用最佳稀释液稀释为

０􀆰 ０４、０􀆰 ０６、０􀆰 ０８、０􀆰 １ μｇ / ｍＬꎬ在最佳兔抗 Ａ型 ＦＭＤＶ
抗体包被稀释度、最佳 Ａ 型 ＦＭＤＶ １４６Ｓ抗原浓度、最
佳血清稀释度的条件下进行筛选ꎬ确定酶标单抗最佳

浓度.
(６)筛选血清和酶标单抗最佳作用时间

将血清与酶标单抗混合液分别于 ３７ ℃和常温条

件下ꎬ分别作用 ５、１０、２０、３０ ｍｉｎꎬ在最佳抗体包被稀

释度、最佳抗原浓度、最佳血清稀释度、最佳封闭条件

以及最佳酶标单抗浓度的条件下进行筛选ꎬ确定血清

和酶标单抗最佳作用时间.

(７)筛选 ＰＩ临界值、诊断敏感性和特异性

使用建立的 ｃＣＬＩＡ 方法ꎬ检测已知背景的血清

(牛、羊以及猪血清)１４２ 份ꎬ其中 Ａ 型 ＦＭＤＶ 阳性血

清 ７２份ꎬ阴性血清 ７０份.根据检测已知背景的血清计

算出的抑制率ꎬ应用 Ｍｅｄｃａｌｃ 软件绘制 ＲＯＣ 曲线分

析ꎬ并得出 ＰＩ临界值(ｃｕｔ￣ｏｆｆ 值)ꎬ诊断敏感性和诊断

特异性.
(８)重复性分析

批内重复性:在最佳条件下ꎬ选择同一批次包被

的 ３块化学发光板ꎬ用本研究建立的 ｃＣＬＩＡ 方法检测

已知背景的 ３ 份 Ａ 型 ＦＭＤＶ 阳性血清和 ３ 份 Ａ 型

ＦＭＤＶ阴性血清ꎬ来评估本方法的批内重复性ꎬ读取

化学发光值并计算变异系数.批间重复性:在最佳条

件下ꎬ选择不同批次包被的 ３ 块化学发光板ꎬ用本研

究建立的 ｃＣＬＩＡ 方法检测已知背景 ３ 份 Ａ 型 ＦＭＤＶ
阳性血清和 ３ 份 Ａ 型 ＦＭＤＶ 阴性血清ꎬ来评估本方

法的批内重复性ꎬ读取化学发光值并计算变异系数.
(９)灵敏度分析

将 Ａ型 ＦＭＤＶ抗体阳性血清从 １∶８ 梯度稀释至

１ ∶ ２ ０２８ꎬ使用建立的 ｃＣＬＩＡ 与商品化液相阻断

ＥＬＩＳＡ试剂盒(ＬＰＢＥ)同时测定抗体效价.
(１０)ＣＬＩＡ对临床样本的检测

使用建立的 ｃＣＬＩＡ 方法与商品化液相阻断

ＥＬＩＳＡ试剂盒(ＬＰＢＥ)分别检测 １７５ 份待检临床血清

样本.

２　 结果

２􀆰 １　 兔抗 Ａ型 ＦＭＤＶ抗体最佳稀释度的确定

当兔抗 Ａ型 ＦＭＤＶ 抗体稀释度为 １∶１ ０００时ꎬＰＩ
值最高ꎬ达到 ８５％ꎬ结果如图 １ 所示ꎬ因此ꎬ兔抗 Ａ 型

ＦＭＤＶ抗体最佳稀释度确定为 １∶１ ０００.
２􀆰 ２　 Ａ型 ＦＭＤＶ １４６Ｓ抗原最佳工作浓度的确定

当抗原浓度为 １ μｇ / ｍＬ 时ꎬ抑制率 ＰＩ 可达到

８５％以上ꎬ且 Ｎ / Ｐ 值最大ꎬ结果如图 ２ 所示ꎬ因此ꎬＡ
型 ＦＭＤＶ １４６Ｓ抗原最佳浓度确定为 １ μｇ / ｍＬ.
２􀆰 ３　 血清和酶标单抗稀释液的确定

当血清和酶标单抗稀释液为 ２％ＢＳＡ 时ꎬＮ / Ｐ 值

最大ꎬ结果如图 ３所示ꎬ因此ꎬ最佳稀释液为 ２％ＢＳＡ￣
ＰＢＳＴ.

３８２
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图 １　 筛选兔抗 Ａ 型 ＦＭＤＶ 抗体最佳稀释度

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｏｆ

ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ￣Ａ ＦＭＤＶ ａｎｔｉｂｏｄｙ

图 ２　 筛选抗原最佳浓度

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ＦＭＤＶ １４６ｓ ａｎｔｉｇｅｎ

图 ３　 筛选稀释液

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ

２􀆰 ４　 最佳血清稀释度

当血清稀释度为 １∶１０ 时ꎬＰＩ 值最高ꎬ结果如图 ４

所示ꎬ因此ꎬ最佳血清稀释度确定为 １∶１０.

图 ４　 筛选最佳血清稀释度

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ｓｅｒｕｍ ｄｉｌｕｔｉｏｎ

２􀆰 ５　 酶标单抗最佳浓度的确定

当酶标单抗 ＢＣ２Ｂ７￣ＨＲＰ 浓度为 ０􀆰 １ μｇ / ｍＬ 时ꎬ
Ｎ / Ｐ 值最大ꎬ结果如图 ５ 所示ꎬ因此ꎬ酶标单抗

ＢＣ２Ｂ７￣ＨＲＰ 最佳浓度为 ０􀆰 １ μｇ / ｍＬ.

图 ５　 筛选酶标单抗最佳浓度

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ￣ｃｏｎｊｕｇａｔｅ ｍａｂ

２􀆰 ６　 血清和酶标单抗最佳作用时间的确定

在 ３７ ℃下待检血清和酶标单抗孵育 ３０ ｍｉｎ 时ꎬ
Ｎ / Ｐ 值最大ꎬ结果如图 ６所示ꎬ因此ꎬ可以确定血清和

酶标单抗最佳作用时间为 ３７ ℃下孵育 ３０ ｍｉｎ.

图 ６　 筛选血清和酶标单抗最佳作用时间

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｆｏｒ ｓｅｒｕｍ
ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ￣ｃｏｎｊｕｇａｔｅ ｍａｂ

４８２
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２􀆰 ７　 临界值及敏感性和特异性的确定

结果显示(图 ７)ꎬ当 ＰＩ 临界值为 ５０􀆰 ３％时ꎬＡＵＣ
曲线下面积为 ０􀆰 ９７９ꎬ ９５％的置信区间为 ０􀆰 ９０７ ~
０􀆰 ９９９ꎬ约登指数为 ０􀆰 ９０７ꎬ此时诊断特异性为 ９５􀆰 ７％ꎬ
敏感性为 ９５􀆰 １％ꎬ因此ꎬ确定临界值为 ５０􀆰 ３％.当被检

样品的 ＰＩ 大于 ５０􀆰 ３％时ꎬ则判定为阳性ꎬ ＰＩ 小于

５０􀆰 ３％时ꎬ则判定为阴性.
２􀆰 ８　 重复性分析结果

结果显示(表 １)ꎬ批内变异系数为 ０􀆰 ５％~１７.４％ꎻ
使用不同批次的抗体包被化学发光板ꎬ在相同时间测

定相同已知背景的 ３ 份 Ａ 型 ＦＭＤＶ 抗体阳性血清和

３ 份 Ａ 型 ＦＭＤＶ 阴性血清 ３ 次ꎬ批间变异系数为

０􀆰 ４％~７􀆰 ９％.批内系数小于 ２０％ꎬ批间变异系数小于

１０％ꎬ说明该方法的重复性良好.

图 ７　 ＲＯＣ曲线判定临界值以及诊断的敏感性和特异性

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＲＯＣ ｃｕｒｖｅ
ａｎｄ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

表 １　 重复性试验

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ

血清
编号

抑制率 ＰＩ(Ｘ
－
ꎬｎ＝ ３)

第一板 第二板 第三板
Ｘ
－ Ｓ ＣＶ

批内重复检测结果

１ ７.０ ７.５ ６.８ ７.１ ０.３ ４.３％

２ ９.０ １１.０ １０.５ １０.０ ０.９ ９.０％

３ ３０.０ ２６.５ ４０.０ ３２.２ ５.６ １７.４％

４ ９５.３ ９５.１ ９６.２ ９５.５ ０.５ ０.５％

５ ９０.７ ９０.２ ９２.８ ９１.２ １.１ １.２％

６ ９０.０ ８９.５ ９２.７ ９１.０ １.３ １.４％

批间重复检测结果

１ ６.０ ５.０ ５.８ ５.６ ０.４ ７.１％

２ ６.０ ７.０ ６.０ ６.３ ０.５ ７.９％

３ ３２.０ ３２.５ ２９.０ ３１.１ １.６ ５.１％

４ ９７.６ ９６.１ ９５.８ ９６.５ １.４ １.５％

５ ９２.１ ９２.１ ９２.１ ９２.１ ０.４ ０.４％

６ ８９.４ ９１.５ ９１.５ ９１.１ １.３ １.４％

２􀆰 ９　 灵敏度分析结果

结果显示(图 ８)ꎬｃＣＬＩＡ 方法检测时ꎬ在阳性血

清稀释度为 １∶５１２ 时 ＰＩ 为 ５６􀆰 ３％ꎬ而血清稀释度为

１ ∶ １ ０２４时 ＰＩ 为 ２９％.ＬＰＢＥ 检测时当阳性血清稀释

度为１ ∶２５６时 ＰＩ为 ６４％ꎬ而当血清稀释度为 １∶５１２ 时

ＰＩ为 ２１％.因此ꎬｃＣＬＩＡ方法可测定抗体的效价为 １∶
７２０ꎬ商品化液相阻断 ＥＬＩＳＡ 试剂盒(ＬＰＢＥ)可测定的

抗体效价为 １ ∶ ３６０ꎬ表明建立的 Ａ 型 ＦＭＤＶ 抗体

ｃＣＬＩＡ方法灵敏度比 ＬＰＢＥ 高.利用 ｃＣＬＩＡ 检查已知

Ｏ型 ＦＭＤＶ抗体阳性血清ꎬＰＩ 为 ２７％ꎬ表明建立的 Ａ
型 ＦＭＤＶ抗体 ｃＣＬＩＡ可特异性地检测 Ａ 型 ＦＭＤＶ 抗

体.
２􀆰 １０　 ＣＬＩＡ临床样本检测结果

结果显示(表 ２)ꎬＣＬＩＡ 检测出阳性血清为 ４４

５８２
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份ꎬ阴性血清 １３１份ꎻＬＰＢＥ检出阳性血清为 ４３ 份ꎬ阴
性血清 １３２份.ＣＬＩＡ相对敏感性为 １０２􀆰 ３％ꎬ特异性为

１００％ꎬ表明建立的 ＣＬＩＡ检测方法比商品化检测试剂

盒敏感度高.

　 　
Ａ􀆰 ｃＣＬＩＡ灵敏度分析　 　 　 Ｂ􀆰 ＬＰＢＥ灵敏度分析

图 ８　 灵敏度分析

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

表 ２　 ＣＬＩＡ与 ＬＰＢＥ临床样本检测结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＬＩＡ ａｎｄ ＬＰＢＥ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ

方法
ＬＰＢＥ

阳性 阴性 合计

ｃ￣ＣＬＩＡ

阳性 ４３ １ ４４

阴性 ０ １３１ １３１

合计 ４３ １３２ １７５

３　 讨论

　 　 口蹄疫是一种严重影响偶蹄动物健康并威胁畜

牧业发展的重大动物疫病ꎬ一旦暴发ꎬ可对畜牧业造

成重大损失[１９] .因此ꎬ早期诊断对于控制口蹄疫至关

重要.为了快速、经济、准确地检测 ＦＭＤＶ 抗体ꎬ本试

验选择用化学发光法与单克隆抗体竞争 ＥＬＩＳＡ 相结

合ꎬ通过优化各反应条件ꎬ建立了敏感性高、特异性

强、安全无毒且操作简单快速的 Ａ 型 ＦＭＤＶ 抗体

ｃＣＬＩＡ[２０] .目前 ＣＬＩＡ 已广泛应用到了多种动物疫病

的检测中[２１￣２４] .该方法能在 １􀆰 ５ ｈ 内完成血清样本的

检测ꎬ与传统的 ＬＰＢＥ 相比ꎬ减少了对血清进行梯度

稀释的步骤ꎬ简化了操作流程ꎬ且检测时间比 ＬＰＢＥ
快了 ３ ｈꎬ大大缩短了检测时间ꎬ提高了检测效率.此
外ꎬ对 １７５ 份血清临床样本的检测表明ꎬ建立的

ｃＣＬＩＡ方法在保持高特异性的同时ꎬ检测灵敏度也优

于 ＬＰＢＥ.目前化学发光技术已在动物疾病检测中显

示出快速增长的趋势[２５]ꎬ随着新材料和新型反应发

光剂的应用ꎬ进一步改进了 ＣＬＩＡ的检测效能ꎬ随着人

们对食品安全和人畜共患疾病关注度的提高ꎬＣＬＩＡ
技术在动物疾病诊断领域的应用将变得更加重

要[２６￣２７]ꎬ因此被广泛应用于医学、食品分析、农药残留

检测等多个领域[２８￣２９] .总之ꎬ本研究成功建立了 Ａ 型

ＦＭＤＶ抗体 ｃＣＬＩＡꎬ将为口蹄疫的防控和净化提供了

新的技术支撑.
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