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抗大肠杆菌O 157鸡卵黄抗体的酶联免疫吸附试验
α

薛海燕,李红心,宋宏新
(陕西科技大学 生命科学与工程学院,陕西 咸阳 712081)

　　[摘　要 ]　以灭活大肠杆菌 (E. coli)O 157为抗原免疫产蛋鸡获得抗 E. coli O 157卵黄抗体 ( IgY) ,建立了该抗体

的间接酶联免疫吸附试验 (EL ISA )检测方法。并研究了包被温度和时间及不同卵黄前处理方法对EL ISA 检测的影

响,所获得的最佳检测条件为:以浓度为 108～ 109ömL 的灭活E. coli O 157为抗原进行包被, 4 ℃包被 19 h,水稀释法

对卵黄进行前处理,然后检测其中的 IgY 效价。该方法简便可靠,适于对大肠杆菌特异性抗体 IgY 的动态检测和批

量检测。
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　　鸡卵黄免疫球蛋白 ( Imm unoglobu lin of Yo lk,

IgY)又称鸡卵黄抗体,是母鸡血清中 IgG 类抗体移

行至卵黄中积累而成的。该抗体具有产量高、成本

低、不与类风湿因子结合、不激活哺乳动物补体系统

等特点[1 ] ,故可应用于疾病的诊断与防治、兽医临床

和食品安全检测等领域[2 ]。E. coli O 157是一种病原性

微生物,目前检测E. coli O 157特异性抗体常用的免

疫学方法有琼脂扩散法和免疫电泳法等[3 ]。EL ISA

法检测抗体具有灵敏度高、特异性强等优点,是当前

应用最广、发展最快的技术。本试验用E. coli O 157免

疫产蛋鸡,获得了高免蛋,建立了抗E. coli O 157特异

性 IgY 的间接EL ISA 检测方法,现将研究结果报道

如下。

1　材料与方法

1. 1　试验动物

　　120日龄健康产蛋鸡 8 只,隔离饲养 1 周,并进

行血清学检测,结果显示, 均无抗E. coli O 157抗体,

其中6只进行免疫,另2只作为阴性对照。

1. 2　试剂与仪器

试剂: 完全福氏佐剂与不完全福氏佐剂 (美国

Sigm a 公司) ; 标准鸡 IgG 及HR P 酶标兔抗鸡 IgG

(北京新经科生物制品有限公司) ;BSA (上海化学试

剂公司) ; TM B 等其余试剂均为分析纯级。

仪器: 酶联免疫检测仪M K3 (W ELL SCAN 芬

兰) ;聚苯乙烯酶标板 (上海塑料三厂) ;移液枪 (德国

Eppendo rf公司)等。

1. 3　方　法

1. 3. 1　鸡免疫及特异性卵黄抗体的获得[4 ]　大肠

杆菌O 157 (E scherich ia coli O 157购自中国药品与生物

制品检定所)在营养肉汤培养基中培养至浓度达109

～ 1010ömL ,煮沸 15 m in 灭活,与等量完全福氏佐剂

混合,对鸡进行首次免疫, 1 mL ö只,翼下多点注射。

以后各次加强免疫以不完全福氏佐剂乳化,最后一

次不加佐剂。每次免疫间隔10 d,共免疫4次。

1. 3. 2　间接EL ISA 程序[526 ]及试验　间接 EL ISA

程序如下: 以 E. coli O 157为抗原稀释一定倍数, 100

ΛL 包被酶标板,置4 ℃过夜; PBS2Tw een 20静置洗

涤3 次, 3 m inö次; 再以 100 ΛL BSA 2PBST (体积分

数1% )封闭 40 m in,洗涤同上; 加入 100 ΛL 经倍比

稀释的待测 IgY, 37 ℃温育2 h;洗涤后加100 ΛL 一

定稀释度的酶标兔抗鸡 IgG, 37 ℃温育2 h;洗涤后,

加入50 ΛL 新鲜配制的四甲基联苯胺 (TM B )底物溶

液显色, 50 ΛL H 2SO 4 (2 mo löL )终止反应; 在 450

nm 波长处测定吸光值 (A 450)。间接EL ISA 测定E.

coli O 157特异性 IgY 还需确定以下因素。

(1)酶标抗体最佳工作浓度。用直接EL ISA 法,

以100 ngömL 标准鸡 IgG 包被酶标板,酶标兔抗鸡

IgG 进行倍比稀释 (1∶40～ 1∶640) ,显色,测定吸

光度值。
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(2) E. coli O 157最适包被浓度。将E. coli O 157培

养 18 h,离心收集菌体,煮沸15 m in 灭活后,用0. 01

mo löL 碳酸缓冲液 (pH 9. 6)稀释成106, 107, 108, 109

和 1010ömL 并包被酶标板,再分别加入稀释10倍体

积的阴、阳性卵黄液和稀释 320 倍酶标抗体, 按

EL ISA 法测定。

(3)抗原最适包被时间和温度。将稀释成108～

109ömL 的 E. coli O 157抗原在不同温度下包被不同

时间 (4 ℃下分别包被15和19 h; 37 ℃下分别包被2

和6 h) ,再加入3免后第5天阴、阳性卵黄待测液,卵

黄待测液分别进行10倍、102 倍、103 倍、104 倍和105

倍稀释, 按照 EL ISA 流程测试, 以未包被的E. coli

O 157作为对照 (CK)。

1. 3. 3　卵黄前处理[7 ]　 (1)水稀释法。用10倍体积

蒸馏水稀释卵黄原液,调pH 至 5. 2～ 5. 3, 4 ℃下静

置过夜。4 500 röm in 离心 30 m in,取上清液待测。

(2)氯仿抽提法。用2倍体积生理盐水稀释,加等体

积氯仿搅拌混匀后, 37 ℃水浴加热 30 m in, 4 000

röm in离心20 m in,取上清液待测。

2　结果与分析

2. 1　酶标抗体最佳工作浓度的确定

　　酶标兔抗鸡 IgG 以 1∶320 稀释时, A 450值为

1. 182,接近 1. 0,且此时空白对照值低。因此,选择

1∶320为酶标抗体的最佳稀释度。

2. 2　E. coli O 157最适包被浓度的确定

E. coli O 157为不同包被浓度时, 分别对阳性和

阴性蛋黄提取液进行EL ISA 试验,结果见图1。由图

1可见,当E. coli O 157的包被浓度为 108ömL 或 109ö

mL 时,测得阳性卵黄提取液A 450值相差不大;

但当其包被浓度低于108ömL 或高于 109ömL 时,阳

性卵黄A 450吸光度迅速降低;且当用这2种浓度包被

酶标板时,所测定的阳性卵黄与阴性卵黄提取液的

A 450值相差较大,为1. 2左右,阴性卵黄A 450< 0. 34,

较低。为使非特异性干扰背景最小,检测效果明显,

选择抗原最适包被浓度为108～ 109ömL。

图 1　不同E. coli O 157浓度与阴、阳性卵黄A 450的变化关系
- △- . 阴性A 450值; - □- . 阳性A 450值

F ig. 1　Effect of differen t E. coli O 157 concen ts

on A 450 value of the po sit ive and negative
- △- . A 450 value of negative; - □- . A 450 value of po sit ive

2. 3　E. coli O 157抗原最适包被温度和时间的确定

以吸光度值大于等于阴性卵黄 (CK)吸光度值

2. 1 倍判断为阳性,阳性卵黄待测液的最大稀释倍

数为其效价。由表1可知, E. coli O 157在4 ℃下包被

15 h 和 37 ℃下包被 2 h,所测得的阳性卵黄抗体效

价均较低,前者约为1∶102,后者为1∶10。而4 ℃下

包被19 h 与37 ℃下包被6 h,效价均为1: 103。并且

在 4 ℃下包被,阴性 (CK)吸光值较低,显示结果更

为明显,可降低假阴性率,结果更为准确、灵敏。因

此,选择4 ℃包被19 h 为最佳包被条件。

表 1　E. coli O 157在不同包被条件下的EL ISA 测定结果 (A 450)

T ab le 1　A 450 values of EL ISA at differen t coating condit ions

包被条件
Coating condition

卵黄待测液稀释倍数
D ilu tion of an ti2E. coli O 157 IgY

温度ö℃
T emperatu re

时间öh
T im e

1∶10 1∶102 1∶103 1∶104 1∶105 CK

37 2 0. 687 0. 406 0. 364 0. 317 0. 291 0. 324

37 6 1. 508 0. 943 0. 817 0. 708 0. 601 0. 341

4 15 1. 037 0. 494 0. 173 0. 159 0. 156 0. 235

4 19 1. 658 1. 455 0. 732 0. 328 0. 304 0. 234

2. 4　不同卵黄前处理方法对EL ISA 检测的影响

对同一天收集的高免蛋分离卵黄液后,分别经

水稀释和氯仿抽提处理,上清液经倍比稀释后进行

EL ISA 检测。由表2可知, 2种方法处理后的卵黄抗

体经检测,效价均为1∶800。但从显色效果看,水稀

释法的结果较明显; 氯仿法则因氯仿增加了酶标板

的非特异性吸附,影响了其显色效果。同时考虑到水

稀释法的简单、无污染等优点,故在EL ISA 检测中

采用水稀释法对卵黄进行前处理。
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表 2　不同卵黄前处理方法的EL ISA 测定结果 (A 450)

T ab le 2　A 450 values of EL ISA in egg yo lk by differen t p re2t reatm ents

稀释倍数
D ilu tion p ropo rtions

1∶200 1∶400 1∶800 1∶1 600 1∶3 200 阴性
N egative

水稀释法W ater2dilu ted 0. 767 0. 748 0. 901 0. 667 0. 310 0. 338

氯仿抽提
Ch lo rofo rm ex traction

0. 801 0. 790 0. 712 0. 635 0. 617 0. 322

　　注: 3免后第5天效价测定。

N o te: EL ISA of an ti2E. coli O 157 IgY on the 5th days after the 3rd imm unization.

3　讨　论

影响间接EL ISA 检测结果的因素较多,包被抗

原、待测样品、酶标二抗及底物的浓度等都直接关系

到EL ISA 方法的特异性和灵敏度。要建立大肠杆菌

O 157特异性 IgY 的间接EL ISA 检测方法,就必须对

各项影响因素进行预试验,获得最适检测条件并程

序化,以保证各批次试验结果的可比性。本研究通过

试验建立了卵黄中抗大肠杆菌 O 157 IgY 的间接

EL ISA 检测方法,确定的抗原最适包被条件是在 4

℃下以浓度为 108～ 109ömL 的灭活E. coli O 157包被

聚乙烯酶标板 19 h,酶标抗体 1∶320 稀释,卵黄待

测液经水稀释后检测,可获得较佳结果。卵黄抗体与

鸡血清抗体类似,可采用琼脂扩散法[8 ]或血凝抑制

试验[9 ]进行检测,但前者需要大量的第二抗体血清,

试剂消耗量较大,且结果判定时间长 (24～ 72 h)、准

确性差; 后者操作复杂, 影响因素多, 灵敏度不如

EL ISA 检测。本研究建立的抗E. coli O 157 IgY 的

EL ISA 方法具有试剂用量小、特异性强、灵敏度高、

快速简便等优点,适于对各类大肠杆菌特异性抗体

的动态检测和批量检测,同时也为大肠杆菌免疫机

理研究及流行病学调查提供了可靠手段。
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Ind irect EL ISA detect ion of IgY specif ic on E. coli O 157

XUE Ha i-yan ,L I Hong-x in , SONG Hong-x in
(L if e S cience & E ng ineering Colleg e, S hanx i U niversity of S cience and T echnology , X iany ang , S haanx i 712081, Ch ina)

Abstract: Ch icken w as imm un ized w ith E. coli O 157 as an t igen, w h ich p roduced a large amoun t of

imm unoglobu lin of h igh t iter in egg yo lk, a lso called IgY. Indirect EL ISA detect ion of IgY specif ic on E.

coli O 157w as studied. T he param eters w ere as fo llow s: po lystyrene ch lo ride m icro t it ra t ion p la tes w ere coated

w ith E. coli O 157 an t igen at the amoun t of 108- 109ömL , 19 h at 4 ℃. T he w o rk ing concen tra t ion of HR P2
labelled rabb it an t ich icken IgG w as 1∶ 320. Egg yo lk p retrea ted w ith w ater2dilu t ion imp roved the

perfo rm ance of EL ISA detect ion. T he EL ISA system is dependab le and good fo r the assay and su rveillance

of E. coli O 157 specif ic IgY.

Key words: E scherich ia coli O 157; imm unoglobu lin of yo lk ( IgY) ; enzym e2linked imm uno so rben t assay
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