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摘要：为建立一种小反刍兽疫病毒（ＰＰＲＶ）抗体的快速检测方法，本研究将ｐＥＴ－３２ａ－Ｎ重组质粒转化至Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１
（ＤＥ３）感受态细胞中，经ＩＰＴＧ诱导表达、纯化获得重组蛋白并免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，制备了抗ＰＰＲＶ－Ｎ蛋白的单克隆

抗体并进行 ＨＲＰ标记，通过优化反应条件建立了ＰＰＲＶ阻断ＥＬＩＳＡ抗体检测方法。经评价该方法与ＰＩＶ、ＧＴＰＶ、

ＯＲＦＶ的阳性血清均无交叉反应；最低能检出１∶１６０稀释的阳性血清；批内和批间变异系数（Ｃｖ）均小于１０％；通过

对１８０份临床血清样品进行检测，该方法与竞争ＥＬＩＳＡ试剂盒的符合率为９６％。表明建立的阻断ＥＬＩＳＡ方法具有

良好的特异性、敏感性与可重复性，可用于ＰＰＲＶ抗体 的 检 测，为ＰＰＲＶ疫 苗 的 免 疫 效 果 评 估 及 疫 病 防 控 提 供 了 技

术支持。
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　　小反刍兽疫（ｐｅｓｔｅ　ｄｅｓ　ｐｅｔｉｔｓ　ｒｕｍｉｎａｎｔｓ，ＰＰＲ）
简称羊瘟，是由小反刍兽疫病毒（ＰＰＲ　ｖｉｒｕｓ，ＰＰＲＶ）
感染家养（山羊、绵羊）和野生（水牛、羚羊等）小反刍

动物引起的一种急性 烈 性 接 触 性 传 染 病［１－２］。感 染

后主要以口炎、发热和腹泻为主，以高发病率和高病

死率为特征，被 世 界 动 物 卫 生 组 织（Ｗｏｒｌｄ　Ｏｒｇａｎｉ－
ｚａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　Ａｎｉｍａｌ　Ｈｅａｌｔｈ，ＷＯＡＨ）列 为 必 须 上 报

的重大动物传染病［３］。ＰＰＲ于１９４２年首次在非洲

科特迪瓦发现，２００７年首次传入我国西藏的阿里地

区，被迅速控制扑灭；２０１３年底再次传入我国，并在

湖南、山东、辽宁、吉林、内蒙古等多个省份暴发［４－５］。
疫情的暴发给养羊业带来了巨大的经济损失，对全

球相关行业的健康发展产生严重威胁，因而在我国

被列为一类动物疫病［６］，是国家动物疫病 的 重 点 防

制对象。
目前对ＰＰＲ尚 无 有 效 的 治 疗 方 法，主 要 靠 免

疫、监测、扑 杀、移 动 控 制 等 综 合 防 控 措 施。ＰＰＲＶ
疫 苗 株 主 要 有 ＰＰＲＶ－Ｎｉｇｅｒｉａ７５／１、ＰＰＲＶ－Ｓｕｎｇｒｉ／

９６、Ｃｌｏｎｅ　９株等，可用于防控羊群感染ＰＰＲＶ，均有

一定的免疫效果［７－８］。然而 在 养 殖 过 程 中 免 疫 群 体

的抗体水平参差不齐，疫苗免疫效果欠佳或免疫失

败而导致羊群有感染ＰＰＲＶ的潜在风险［９］。因此，
建立一种ＰＰＲＶ抗 体 快 速 检 测 方 法 对 于ＰＰＲＶ的

疫苗免疫效果评估及有效防控具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　细胞、重组质粒、血清及实验动物

小鼠骨髓瘤细胞ＳＰ２／０、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ３）感

受态 细 胞、携 带 ＰＰＲＶ　Ｎ 基 因 的 重 组 质 粒（ｐＥＴ－
３２ａ－Ｎ）、ＰＰＲＶ阴 性 血 清、羊 副 流 感 病 毒（ＰＩＶ）、山

羊痘 病 毒（ＧＴＰＶ）、羊 口 疮 病 毒（ＯＲＦＶ）和ＰＰＲＶ
阳性血清由山东省滨州畜牧兽医研究院兽医生物技

术重点实验室保存；ＰＰＲ活疫苗（Ｃｌｏｎｅ９株）购自天

康生物股份有 限 公 司；１８０份 临 床 血 清 样 品 为 山 东

滨州及周边 地 区 羊 场 送 检 保 存；６～８周 龄ＳＰＦ级

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠由济南朋悦实验动物繁育有限公司提

供。

１．２　主要试剂

辣根过氧化 物 酶（ＨＲＰ）标 记 的 羊 抗 鼠ＩｇＧ购

自北京博奥龙免疫技术有限公司；ＤＭＥＭ培养基购

自Ｇｉｂｃｏ公 司；弗 氏 完 全 佐 剂、弗 氏 不 完 全 佐 剂、

ＨＡＴ和 ＨＴ购自Ｓｉｇｍａ公司；ＰａｇｅＲｕｌｅｒ　ＴＭ预染蛋

白分子量标准购自Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；

ＰＰＲ竞争ＥＬＩＳＡ抗体检测试剂盒购自兰州兽研生

物科技有限公司；其他试剂均为国产分析纯。

１．３　重组蛋白的表达与鉴定

将重 组 质 粒ｐＥＴ－３２ａ－Ｎ 转 化 至Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１
（ＤＥ３）感受态 细 胞，挑 取 单 菌 落 接 种 于 含 氨 苄 青 霉

素的ＬＢ培 养 基 中，并 用ＩＰＴＧ进 行 诱 导 表 达。离

心收 集 菌 体，沉 淀 用 磷 酸 盐 缓 冲 液（０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ，ｐＨ７．４）重 悬 并 超 声 破 碎，离 心 收 集 上 清 经 Ｎｉ
柱纯化 得 到 重 组 Ｎ蛋 白，并 进 行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分 析

及 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ鉴定。

１．４　Ｎ蛋白单克隆抗体的制备及鉴定

用纯化的Ｎ蛋白与弗氏完全佐剂等体积乳化，
以１００μｇ／只剂量对６～８周龄的ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠

进行多点皮下注射，之后每２周用不完全弗氏佐剂

乳化的Ｎ蛋白进行加强免疫。第３次免疫后２周，
采用间接ＥＬＩＳＡ方法检测小鼠血清抗体滴度，并选

择血清滴度高的小鼠进行冲击免疫。３ｄ后取冲击

免疫小鼠脾细胞与ＳＰ２／０骨髓瘤细胞进行融合，采

用间接ＥＬＩＳＡ和ＩＦＡ筛选阳性杂交瘤细胞。通过

有限稀释法对阳性杂交瘤细胞孔进行３次亚克隆，
直至阳性率达１００％，再对阳性孔杂交瘤细胞株进行

扩大培养，并制备腹水型单抗。腹水用正辛酸－饱和

硫酸铵法进行纯化，使用ＩＦＡ和间接ＥＬＩＳＡ方法对

制备的单克隆抗体进行鉴定，参照文献［１０］中戊二醛

交联改良二步法对单克隆抗体进行ＨＲＰ标记。

１．５　阻断ＥＬＩＳＡ检测方法的建立

１．５．１　反应条件的优化

采用棋盘法，将纯化的Ｎ蛋白配制成０．１、０．５、

１、１０ｍｇ／Ｌ系列 质 量 浓 度，按１００μＬ／孔 包 被 在 酶

标板上，４℃过 夜 包 被，用 含１０％小 牛 血 清 的ＰＢＳ
在３７℃下 封 闭１～２ｈ；将 阴 性 对 照、阳 性 对 照 按

５０μＬ／孔 加 入 对 应 酶 标 孔，３７ ℃温 育３０ｍｉｎ，用

ＰＢＳＴ洗 涤３次，再 将 ＨＲＰ 标 记 的 单 抗 按１∶
５　０００，１∶１０　０００，１∶２０　０００，１∶４０　０００倍比稀释，
按５０μＬ／孔 加 入 酶 标 板，３７ ℃温 育３０ ｍｉｎ，用

ＰＢＳＴ洗涤３次；进 一 步 利 用 棋 盘 法 对 样 品 稀 释 倍

数（按１∶１、１∶２、１∶４、１∶８）、底 物 显 色 时 间（５、

１０、１５、２０ｍｉｎ）等条件进行优化，根据阴性对照Ｄ４５０

值１．０～１．５、阳性对照Ｄ４５０值（Ｐ）和阴性对照Ｄ４５０值

（Ｎ）的比值即Ｐ／Ｎ值筛选出阻断ＥＬＩＳＡ方法的最

６３９ 　中 国 兽 医 学 报　２０２４年５月　第４４卷　第５期　Ｃｈｉｎ　Ｊ　Ｖｅｔ　Ｓｃｉ　Ｍａｙ　２０２４　Ｖｏｌ．４４　Ｎｏ．５　



佳反应条件。

１．５．２　临界值的确定

根据 ＷＯＡＨ 推 荐 的ＰＰＲＶ抗 体 竞 争ＥＬＩＳＡ
检测方 法 筛 选 出４０份ＰＰＲＶ阴 性 血 清，用 上 述 优

化的阻断ＥＬＩＳＡ方法进行检测，按如下公式计算抑

制率ＰＩ，ＰＩ＝［（阴 性 对 照 血 清 Ｄ４５０－被 检 血 清

Ｄ４５０）／阴性对照血清Ｄ４５０］×１００％，并计算ＰＩ平均

值（ｘ）和标准差（ｓ），根据参考文献［１１］中的方法（临
界值＝ｘ＋３ｓ），得出阻断ＥＬＩＳＡ方法的临界值。

１．５．３　特异性试验

选取ＰＩＶ、ＧＴＰＶ、ＯＲＦＶ、ＰＰＲＶ 阳 性 血 清 及

ＰＰＲＶ阴性血清，用优化的阻断ＥＬＩＳＡ方法进行检

测，每份血清样本均做３个重复，以评价该方法的特

异性。

１．５．４　敏感性试验

将ＰＰＲＶ 抗 体 阳 性 对 照 进 行２倍 倍 比 稀 释

（１∶１０～１∶６４０），分别 用 建 立 的 阻 断ＥＬＩＳＡ方 法

和兰州兽研生物科技有限公司 的 竞 争ＥＬＩＳＡ试 剂

盒进行检测，比较两者的敏感性。

１．５．５　重复性试验

用同一批次包被的酶标板和不同批次包被的酶

标板分别检测６份血清样品，每份样品做３个重复，
计算其变异系 数（Ｃｖ）以 评 价 该 方 法 的 批 内 和 批 间

重复性。

１．５．６　临床样品的检测

采用 优 化 的 阻 断 ＥＬＩＳＡ 方 法 和 ＰＰＲ 竞 争

ＥＬＩＳＡ抗 体 检 测 试 剂 盒 分 别 对１８０份 临 床 血 清 样

品进行检测，比较两者的检测结果，并计算２种方法

的符合率。

２　结果

２．１　Ｎ蛋白的表达与鉴定结果

重组Ｎ蛋白经Ｎｉ柱纯化后进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分

析（图１Ａ），在相对分子质量为７９ｋＤａ处可见单一

条带，与 预 期 相 符，纯 度 较 高；Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ分 析 结

果（图１Ｂ）显示纯化后的Ｎ蛋白与ＰＰＲＶ阳性血清

具有良好的抗原反应性。

注：Ｍ．蛋白分子量标 准；１．纯 化 后 的ＰＰＲＶ　Ｎ蛋 白；２．ｐＥＴ－３２ａ空

载体对照；３．ＰＰＲＶ　Ｎ蛋白。

图１　ＰＰＲＶ重组Ｎ蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析（Ａ）及 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ鉴定（Ｂ）

２．２　单克隆抗体的制备与鉴定

用间接ＥＬＩＳＡ和ＩＦＡ鉴 定 杂 交 瘤 细 胞 上 清，
经过３次亚克隆最终筛选出１株抗 Ｎ蛋 白 的 单 克

隆抗体４Ａ６。其纯化后的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果（图２Ａ）
显示４Ａ６具有５５ｋＤａ重链和２５ｋＤａ轻链２条明显

的条带；间接ＥＬＩＳＡ结果（图２Ｂ）显示４Ａ６与Ｎ蛋

白具有良好的反应性；ＩＦＡ结果（图２Ｃ）显示该单克

隆抗体与ＰＰＲＶ具有良好的反应性。

２．３　阻断ＥＬＩＳＡ方法的建立

２．３．１　反应条件的优化

根据阴性对照Ｄ４５０值为１．０～１．５、Ｐ／Ｎ值最小

确定蛋白的包被条件，优化后的反应条件见表１。

注：Ａ．单克隆抗体的纯化（Ｍ．蛋白分子量标准；１．纯化前４Ａ６；２．纯化后４Ａ６）；Ｂ．间接ＥＬＩＳＡ鉴定；Ｃ．ＩＦＡ鉴定（１．感染ＰＰＲＶ的Ｖｅｒｏ细胞；

２．未感染ＰＰＲＶ的Ｖｅｒｏ细胞；×４０）。

图２　单克隆抗体的纯化及鉴定
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表１　阻断ＥＬＩＳＡ方法反应条件优化结果

项　目 蛋白包被 封闭液 血清 酶标单抗 显色

最佳质量浓度 １．０ｍｇ／Ｌ　 １０％ＢＳＡ　 １∶４　 １∶２０　０００ —

反应条件 ４℃／１６ｈ ３７℃／１ｈ ３７℃／３０ｍｉｎ　 ３７℃／３０ｍｉｎ　 ３７℃／１５ｍｉｎ

２．３．２　阻断ＥＬＩＳＡ临界值的确定结果

按照优化 的 阻 断 ＥＬＩＳＡ 方 法 对 筛 出 的４０份

ＰＰＲＶ 阴 性 血 清 进 行 检 测，测 得 平 均 抑 制 率 为

９．３％，标 准 方 差 为０．１１，计 算 得 阴 阳 性 临 界 值 为

４２．３％。当被检血清的抑制率ＰＩ≥４２．３％时，判定为

阳性；当被检血清的抑制率ＰＩ＜４２．３％时，判定为阴

性。

２．３．３　特异性试验结果

用 建 立 的 阻 断 ＥＬＩＳＡ 方 法 对 ＰＩＶ、ＧＴＰＶ、

ＯＲＦＶ 抗 体 阳 性 血 清 进 行 检 测，抑 制 率 均 小 于

４２．３％（图３），表明该方法具有良好的特异性。

２．３．４　敏感性试验结果

将ＰＰＲＶ抗体阳性血清倍比稀释后，应用建立

的阻断ＥＬＩＳＡ方 法 和 竞 争 ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒 同 时 检

测。表２结果显示，２种方法的灵敏度一致，最低均

能检测到 按１∶１６０稀 释 的ＰＰＲＶ抗 体 阳 性 血 清，

表明建立的阻断ＥＬＩＳＡ方法的敏感性较高。

图３　特异性试验结果

表２　敏感性试验结果

阳性对照 １∶１０　 １∶２０　 １∶４０　 １∶８０　 １∶１６０　 １∶３２０　 １∶６４０
阻断ＥＬＩＳＡ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － －
竞争ＥＬＩＳＡ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

２．３．５　重复性试验结果

结果显示，批内与批间重复性试验 变 异 系 数 分

别为２．７６３％～９．３７８％、３．０７７％～９．６９３％，均 低 于

１０％（表３），说明该方法的重复性较好。

表３　重复性试验结果（ｎ＝６）

样品编号
批内变异系数

平均值 标准差
变异系数／％

批间变异系数

平均值 标准差
变异系数／％

１　 ０．３４８　 ０．０２２　 ６．３０２　 ０．３５６　 ０．０２４　 ６．７１２

２　 ０．４６８　 ０．０４３　 ９．３７８　 ０．４６３　 ０．０４５　 ９．６３４

３　 ０．８０１　 ０．０６３　 ７．８４８　 ０．８４１　 ０．０２６　 ３．０７７

４　 ０．３９６　 ０．０２７　 ６．８３７　 ０．３８５　 ０．０３７　 ９．６９３

５　 １．００５　 ０．０２８　 ２．７６３　 １．１３４　 ０．０７１　 ６．３０６

６　 ０．７９８　 ０．０４９　 ６．２３９　 ０．８３７　 ０．０３３　 ３．９４８

２．３．６　临床样品检测结果

用 本 研 究 建 立 的 阻 断 ＥＬＩＳＡ 方 法 与 竞 争

ＥＬＩＳＡ试 剂 盒 同 时 对１８０份 临 床 羊 血 清 样 品 进 行

抗体水平检测。从 表４中 看 出，２种 方 法 的 阳 性 符

合率 为９４％，阴 性 符 合 率 为１００％，总 符 合 率 为

９６％。

表４　阻断ＥＬＩＳＡ方法与竞争ＥＬＩＳＡ检测结果 份

检测方法
阻断ＥＬＩＳＡ

阳性 阴性 总数

竞争ＥＬＩＳＡ

阳性 １１２　 ７　 １１９

阴性 ０　 ６１　 ６１

总数 １１２　 ６８　 １８０
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３　讨论

我国是养羊大国，切实做好ＰＰＲ防控 工 作，对

于养羊业持续健康发展具有重大意义。疫病在控制

和消灭过程中的有效免疫和快速灵敏的检测技术尤

为重要，且ＰＰＲＶ在感染或疫苗接种后产生的抗体

水平持续时间较长［８］，因而对疫苗免疫水 平 进 行 监

测和血清流行病学进行调查，有助于ＰＰＲ的防控和

根除［１２］。ＰＰＲＶ抗 体 检 测 方 法 主 要 有 病 毒 中 和 实

验（ＶＮＴ）、血凝抑制实验（ＨＩ）、对流免疫电泳试 验

（ＣＩＥ）、酶标免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）、ＳＰＲ生物传感

器、胶体金及时间分辨荧光免疫［７，１３］检测方法等，其

中竞争ＥＬＩＳＡ检 测 方 法 已 经 成 为 ＷＯＡＨ 规 定 的

标准检测方法。而阻断ＥＬＩＳＡ和竞争ＥＬＩＳＡ方法

相似，都是利用单克隆抗体与待检血清抗体竞争同

一抗原表位的原理进行检测，与间接ＥＬＩＳＡ方法相

比具有更高 的 特 异 性［１４］。邢 作 志 等［１５］应 用 上 述３
种检测方法检测ＰＰＲＶ的免疫抗体进行对比，竞争

ＥＬＩＳＡ和间接ＥＬＩＳＡ方 法 的 操 作 相 对 比 较 复 杂，
且用时较多，而阻断ＥＬＩＳＡ方 法 操 作 简 单，且 准 确

度和重复性均高于其他２种方法。

ＰＰＲＶ基因组为单股负链ＲＮＡ病毒，可编码６
种结构蛋白和２种非结构蛋白。Ｎ蛋白作为主要的

结构蛋白包被病毒分子形成核衣壳，在ＰＰＲＶ中含

量最丰富、保守性最强、抗原性最稳定［１６］，在病毒感

染的动物血清中针对Ｎ蛋白的抗体占主导地位，在

诊断试剂研 发 中 研 究 的 也 最 为 深 入［１７］。本 研 究 原

核表达了ＰＰＲＶ－Ｎ蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ鉴定结果表

明该蛋白具有良好的反应原性，用其免疫小鼠后筛

选出１株针对ＰＰＲＶ－Ｎ蛋白的单克隆抗体４Ａ６，利

用 ＨＲＰ标 记４Ａ６建 立 了 一 种ＰＰＲＶ阻 断ＥＬＩＳＡ
抗体检测方法。该方法与ＰＩＶ、ＧＴＰＶ、ＯＲＦＶ的阳

性血清均无交叉反应；与兰州兽研生物科技有限公

司试剂盒的敏感性一致；临床样品检测总符合率为

９６％。表明 该 方 法 特 异 性 强、敏 感、准 确，与 竞 争

ＥＬＩＳＡ相比大大节约了检测时间，可用于大规模临

床样本的快速检测，为ＰＰＲＶ的疫苗免疫效果评估

及疫病防控提供了一种有效、便捷的方法。
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