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应用酶联SPA免疫
,

吸附试验

(E L IS A ) 检测奶山羊布氏杆菌病
谈

张国祥 李健强 王英珍 王应福

(西念农业大学兽医系)

摘 共

本文应用酶联S PA 免疫吸附试验 (E L Is A ) 对 7 10 份奶山羊血清 进 行了布 氏 杆菌

病的检测
,

‘

并与S A T 和C FT 相对应
。

检测结果
:

E L ISA 的检 出 率 (6 2 %
, 4 4 1/ 7 1 0 )

高于 S A T (6 0
.

5 6 %
, 4 3 0 / 7 10 ,

包括可疑反应 ) 和C F T (2
.

1 6 % ) , 漏检率 (5
.

5 %
,

39 八 1 0 ) 低于 SA T (7
。

O%
, 5 0 / 7 1 0) , 经抗原处理的 E L IS A 和SA T 均呈 阳 性或阴性

反应血清的O
。

D 值
,

与原血清的O
.

D 值相对比
,

前者差异显著 (P< 0
.

C分
,

后者差异

不显着 (P> 0
.

0 5)
。

说明E L IS A是检测奶山羊布氏杆菌病的一种简 单
、

特 异
、

灵 敏

和快速的血清学方法之一
,

可用于本病的诊断检疫
。

布氏杆菌病是
,

一种人畜共患的慢性传染病
,

侵害多种家畜和动物
,

引起流产和不育

等病症
,

影响畜牧业的发展
,

危害人民身仿健康
。

目前常用的血清学试验方法有多种
,

各

有其优缺点
,

但这些方法存在着敏感性低或因操作复杂而不易推广
。

因此
,

寻求简便
、

特异和敏感的检测法已为众望所归
。

用 E L ISA 检测人
、

牛和猪的布 氏 杆 菌 病 已有报

道 t , · 3 · ‘
·

⋯
’。

现将我们应用 酶联S PA 免疫吸 附试验检测奶山羊布 氏杆菌病报道如下
。

关健词 免疫吸附试验
; 奶山羊 ;

布 氏杆菌病

材料和方法

一
、

材料
.1

、

固相载体
:

上海塑料三厂生产的聚苯乙烯 微 孔 板 (10 0 x 45 m m
, 4 0孔 )

。

试

验前测定其吸附的均一性
。

2
、

SPA 一H R PO (葡萄球菌A 蛋白与辣根过氧化物酶结合物) 由第 四 军 医大学

4 0 3室提供
。

3
、

包被抗原用缓冲液
: p H g

.

6的0
.

舫M碳酸盐缓冲液 (包被液)
。

. 本研究曾得到第四军医大学汪美先教授和 403 室薛采芳讲师的指导和支持
,

表示感谢
。

本刊编辑室收到此稿时间
: 1 9 85年 6 月 8 日

。
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4
、

洗涤液
: PH 7

。

4的0
。

0 5 %吐温一 2 0磷酸盐缓冲液 (PBS一T )
。

5
、

保温液 :
含 2 %健康马血清的洗涤液

,

供稀释血清和结合物用
。

6
、

布 氏杆菌抗原
:

’

希认
菌猪型 ; 号菌株培荞的菌体裁灌获绎乙 二 胺 四 乙酸

(E D T A ) 处理的菌体及被膜可溶性抗原
t。 ’ , ’。

7
、

血清来源 {
、 .

卜

{
阳性血清

:

用布氏杆菌猪型 I 号菌株培养的菌体悬液
,

加完全弗氏佐剂免疫奶山羊

的血清
。

其凝集价为 冬
.

: 6 4。仇 补体结合试验阳性
。

一
‘

阴性血清
:

凝集试验和补体结合试验均为阴性的健康奶山羊混合血清
。

被检血清
:

为1 9 8 3一 19 8 4年布氏杆菌病检疫时收集的奶山羊血清
。

8
、

兔抗山羊丙种球蛋白
:

由本实验室制备
,

其凉脂扩散抗体效价为 1 : 1 6一32
。

9
、

底物
:

为邻苯二胺 (O
.

P
.

D ) 溶液
。

10
、

酶联免疫检测仪 (D G 一 I型) :
为国营华东 电子管厂制造

。

二
、

方法

1
、

E L IS A 试验按下列步骤进行

( 1 ) 包被抗原
:

将抗原用包被液稀释后
.

加入聚苯乙烯微孔 板的 各搜孔下中
,
每孔

0
.

1毫升
,

于 4 ℃冰箱过夜
。

( 2 ) 洗涤
:

甩去微孔板各孔中的抗原溶液
,

用洗涤液加满各孔
,

室温下放置 3 分

钟后倒掉
,

如此反复进行三次
、

空干 (以下简称 3 ‘ x s )
。

(3 ) 加保温液 : 每孔0
.

1毫升
,

37 ℃温箱中孵育 1 小时
。

(4 ) 洗涤
:

用 PB S一 T 洗涤 8 产 x 3 ,

空千
。

( 6 ) 加被检血清 : 每份血清稀释后加入微孔板
_

上下」两 孔 中
,

每沐
0

.

1毫升
。

于

3 7℃温箱中孵育 1 小时
。

( 6 ) 洗涤
:

用 PB S一 T 洗涤 3 / 义 3 ,

空干
。

( 7 ) 加兔抗山羊丙种球蛋白溶液
,

每孔0
.

1毫升
,

37 ℃孵育 1 小时
。

(s ) 洗涤
: 用 PB S一 T洗 3 产 x 3 ,

空干
。

(9) 加S PA一H R P O结合物的稀释液
,

每孔。
.

1毫升, 37 ℃孵育 1 小时
。

(1 0 ) 洗涤
:

用P B S一 T 洗 8 产 x 3 ,

空干
。

(1 1 ) 加底物溶液
:

每孔0
.

] 毫升
,

于37 ℃水浴箱中孵育30 分钟后
,

每孔加 2 礴M
,

硫

酸溶液 0
.

02 5毫升
.

以终止反应
。

(1 2 ) 用酶联免疫检测仪测定各孔O
.

D 值
,

并求得校正的两孔的平均值
。

每板同时设有阳性血清
、

阴性血清和空白对照孔各两孔
。

2
、

最适使用浓度和作用时间的测定

将酶结合物
、

抗原
、

血清和兔抗山羊丙种球蛋 白分别作不同的稀释度
,

用方阵滴定

法作试验
,

找出这些反应成份的最适使用浓度和最适作用时间
。

3
、

_

血清试管凝集试验 (S A T ) 和补体结合试验 (C FT ) 按常规方法进行 r. 、
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试 验 结 果

一
、

各种反应成份的 . 适使用浓度和作用时间
:

SP A 一H R PO为 i 二4 0 0 0 , i 小时
, 抗原为 2 0毫克/毫升

,
4 ℃ 1 6一仑o小 时 , 阳性

血清
、

阴性血清和被检血清均为 1 : l。。 , 1 小时 ; 兔抗山羊丙种球蛋白为 7 微克/ 毫

升
,

1 小时
。

二
、

终点稀释度0
.

0 值的确定
:

对2 80 份试管凝集试验阴性的正常奶山羊血清进行E L IS A 测定
,

结果全距为0
.

07 一

0
.

27
,

平均O
.

D 值为0
.

2 2 0 2 士 0
.

0 4 6 6 , 2 肠份试管凝集试验 阳性的奶山羊 血 清 检测结

果
, 二距为0

.

27 一 0
.

95
,

平均O
.

D 值为。
.

42
,

其中O
.

D 值在0
.

4 以上者 占5 9 %
。

根据实

验结果确定被检血清的 O
.

D 值 比阴性血清平均值高 2 5 %者 即判为阳性
。

三
、

E U sA和sAT对71 0份奶山羊血清检测结果的比较
:

用 E LISA 和S A T 对71 0份奶山羊血请进行 检 测 的 结 果 是 : E L ISA 阳 性 4 41 份

(6 2 %
_

)
、

阴性 2 6 9份 (3 5 % ) ; SA T 阳性 2 8 。份 (3 9
.

4 4 % )
、

可疑 2 5 0份 (2 1
.

1 2% )
、

阴

性2 80份
’

(3 9
.

4 4 % ) (见表 1 )
。

表 1 胜L一sA和sA下对7 10份血清的检侧结果

} 万 法

结 果 }

—
} E L ‘SA

1
sA T

阳

黯
·

”

一
”

}
”

” ;:、
”

⋯

”
’

}
’

:::
4 4

.

%
’

可疑反应份数

可疑率 0 l
_

_

_
_ _

之

1 SG

2 1
。

1 2%

阴性反应份
‘

数

阴性率

2 6 9

卜一摆升一
-

2石U

3 9
。

4 4 %

合计 7 If

一一一一一一一, 一一一一一一一一

在检测的71 0份血清 中
,

SA T 阳性为2 8。份血清
,

用 E L ISA 检 测 盯
,

汀 2 72 份血清

呈阳性反应
,

占SA T 阳性的 97 %
,

仅有 8 份血清未被E L ISA 检出 ( 3 % ) , SA T 阴性

的2 80 份血清呈 E L ISA 阴 性反应者 有23 。份 (8 2 % )
,

呈 E L ISA 阳性反应者 有叨份
,

即在28 0份S A T 阴性血清 中有18 % 被E L IS A 检出 ; 在 1 5 。份S A T 可疑反应 。J 血 清中
,

E L IS A 阳性 1 1 9份 (7 9 % )
,

E L ISA 阴性 5 1份 (2 1 % ) (见表 2 )
。

四
、

E LISA
、

SA T和CF T三种方法检测结果
:

E L IS A 、S A T 检测的 7 10 份血清中
,

有36 4份血清经C FT 检测
,

结果有 5 份阳 性和
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表2

E L IS A

了10 份血清用 E L ls A和SAT检洲结果的 比较

阳 性 阴 性 合
,

计

S A T

可可 疑疑 1 1 9 (7 9 % ))) 3 1 (2 1 % ))) 16 000

阴阴 性性 50 (1 8% ))) 2 3 0 (8 2% ))) 邓OOO

合合 计计 4 4 111 2 6 999 7 1 000

3 份可疑
,

检出率为 2
.

16 %
。

表3

其结果如表 3 所示
。

8份CFT阳性和可疑反应血清的检漪结果

血 清 号 C F T E L IS A (O
.

D ) SA T

十十十 + (O
。

9 3)))

{
,,

+++++ + (0
.

9 7 ))) 十十

222 999 +++ + (0
.

防))) +++

aaa -
一 5 999 +++ + (0

.

8 8 ))) 十十

aaa 3
一 7 222 +++ + (0

.

7 5 ))) +++

aaa -

一 4 444 +++ + (0
.

3 3 ))) +++

777 555 十十 + (9
.

4 0 ))) +++

555 999 十十 + (0
.

3 2 ))) 十十

五
、

E U SA的特异性测定
:

为了证明 E L IS A 结果的特异性
,

将 E L IS A 和SA T 皆为阳 性 反 应 的 血 清 10 份
,

E L IS A 和 S A T 皆为阴性的血清 1。份
,

分别加入等量抗原溶 液 (2 8 0毫克/毫升)
,

37 ℃

温箱作用 4 小时
,

离心 (4 0 0 。转 / 分) 30 分钟
,

取上清液进行 E L I SA 检侧
,

其结果阳性

血清平均O
.

D 值由 ,
.

4 9下降到 0
.

2 5 ; 而阴性血清平均O
.

D 位由。
.

21 降到。
.

1了
。

讨论和小结

一 、

SP A一 H R P。的 E L IS A方法可用于奶山羊布 氏杆菌病的检测

1
、

E L ISA 和 S A T 比较
:

用这两种方法对 7 10 份血清检测阴结果表明
,

E L ISA 的检出率为62 % (4 4 1 / 7 1 0 )
,
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比S A T 的阳性检出率39
.

44 %高 2 2
、

56 % ; 若把SA T 可疑友应也计为检出率 ) SA金的检

出率为6 0
.

5 6 %
,

E L ISA 的检出率也比SA T 高 1
.

4 4叱
。

在28 0份S A T 阳性血清中
,

皇 E L ISA 阳性有2处份
,

即s A T 阳性 血 洁 的听%能被

E LI S A 检出
,

仅有 3 % (8 / 28 0) 的 sA T 阳性血清未被E LIsA 检出 ;

色2名。份 sA T 阴

性血清中
,

有82 % 的血清仍为 E L IS A 阴性
,

有18 % (6。/ 2宫0) 灼皿清呈它L ISA 阳性反

应 ; 用 E LIS A检测 1 50 份 SA T 可疑反应的血清时
,

其中有79 % 的血清呈E L I SA 阳性反

应
。

从漏检率比较
,

E L IS A 为5
.

5 % (3 9 / 7 1 0 )
,

而 S A T 为 7
.

0 % (5 0 / 7 1 0 )
。

说 明

E L ISA 的检出率和灵敏性均优于 SA T
。 -

2
、

E L ISA 和C F T 的比较
:

ELI s A 和S A T 检测的阳性反应血清 〔倒
,

经CF士检出 弓份阳性和 3 份可 疑反应
,

而这 8 份血清的E L IS人 O
.

D 值均较高
。

说明 E L ISA 的O
.

D 值与C FT 阳性和可 疑反应

有明显的相关性
。

3
、

E L IS A的特异性强
。

E L IS A 和 SA T 阳性和阴性血清
,

经抗原处理 后
,

O
.

D

值均有下降
,

但前者 比后者降低显著
。

经 t 检 验
,

经抗原处理的阳性血清和宋处理的 血

清
,

差异显著 (P < 0
.

0 5)
,

而经抗原处理的阴性血清和夫处理的血
’

清
,

差 异 不 显著

(P> 0
.

0 5 )
。

4
、

E LI S A 是一种操作简单
、

容易掌握
、

省时省力
、

特异性强
、

灵敏性 高的血清

学方法
,

,

适合于大量样品的测试
, 它是通过 0

.

D 值的测定来到定终点滴度 的
,

所嗽在

一定程度上减少了人的主观因素的影响
。

随着科学研究的进展
,

只要试荆 和 仪 器商品

化
,

测试程序标准化和 自动化
,

那么这种方法一定会得到广泛的应角
。

二
、

E L IS A法用于人和家畜布氏样菌病 的检测
,

国内外均有报导 “ ‘ 3 ·
屯、 .户

‘吕· “
与

其使用价值多数人认为
,

可用于布 氏杆菌病的监测和初筛
。

根据我们对奶山羊布民杆菌

病的E L IS A 检侧
,

表明本法可用布氏杆菌病的诊断
,

且具有快速
、

特异
、

简单
、

灵敏的

特点
。

但据有关资料报导
,

本法常出现不足 1 %的假阳性反应
。 『, 二 ’在建立 E L ISA 诊

断时有多种因素会影响实验结果
,

而抗原的制备则是重要的因素之一
。
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〔注〕 S人T 阳性血清多采自口服饮苗后一年以上的羊只
。
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B r u e e llo sis in M ilk G o a ts D e te c te d by th e

A p plic a tio n O f SPA E L ISA
L
.

Z h a n g G u o x ia n g L i Jia n q ia n g W
a n g Y in z h o n g W

a n g Y in fu

(V e te r in a r y S c ie n c e D e p a r tm e n t ,
N o r t hw e s te r n A g r ic u lt林r a l

U n iv e r s it y )

A七stra e t

Br u e e llo s is in se r 么 o f 7 1 0 s a m p le s o f m ilk g o a t s w a s d e t e e te d b了

t h e a P p lie a tio n o f SPA E L ISA in e o m p a r is o n w it h SA T a n d CF T
.

R e -
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