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鹦鹉血清非特异性凝集因子消除试验研究
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　　[摘　要 ]　我国检验检疫部门在工作中发现鹦鹉血清中存在非特异性凝集因子, 严重影响血凝抑制试验中红

细胞被抑制凝集, 从而造成试验结果的误判。为解决这一问题, 本试验采用将待检鹦鹉血清用20 % 鸡红细胞生理盐

水悬液处理 15 m in, 可消除全部30 份被检血清中的非特异性凝集现象。对除去非特异性凝集因子的血清与未处理

血清所做的H I试验的准确率进行比较, 差异极显著 ( t 检验P < 0. 01)。表明本研究采用的方法可有效保证鹦鹉血清

H I试验的准确性。
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　　近年来, 在鹦鹉新城疫检疫过程中发现其血清

中存在非特异性凝集因子——自然凝集素, 它具有

凝集鸡红细胞 (RBC)的作用, 在血凝抑制试验 (HL )

中凝集了抗原作用以外的部分或全部RBC, 且比例

较高, 检疫结果错判率高达 59. 4 % [1～ 4 ]。针对以上

问题, 为寻求一种简便、快速、有效消除鹦鹉血清中

非特异性凝集作用的方法, 从而保证血凝抑制试验

(H I) 结果的准确性, 特设计了本试验, 现将试验结

果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　试验器材

　　96 孔V 形微量反应板 (底角≤90°)、1 和 2 mL

一次性无菌注射器、eppendo rf 管、eppendo rf 水平转

子离心机、微量板振荡器、试管振荡器、50 和100 ΛL

微量加样器等。

1. 2　试剂及配制

新城疫血凝抗原由中国农业科学院哈尔滨兽医

研究所提供。

新城疫标准阳性血清由北京实验动物中心提

供。

1% 鸡红细胞生理盐水悬液 (1% , RBC)配制: 取

3 只健康成年鸡心脏采血, 放入A lsever 氏液中混

匀, 鸡血与A lsever 氏液的体积比为1∶2, 4 ℃保存。

用时将鸡血A lsever 氏混合液摇匀, 倒入刻度离心

管, 以500 röm in 离心5 m in, 吸出上层的A lsever 氏

液和血球沉淀物表面的白细胞层, 再加入约相当于

沉淀物20 倍的生理盐水, 用吸管吸打混匀, 再以500

röm in 离心, 如此反复3 次, 第3 次离心10 m in, 读取

沉淀红细胞的体积刻度, 按体积比 1∶99 加入生理

盐水混匀, 制成体积分数1% RBC 悬液。

被检血清: 取30 只鹦鹉, 各翼下静脉采血2 mL ,

分 别 装 入 eppendo rf 管 中, 待 血 清 析 出 时 用

eppendo rf离心机以10 000 röm in 离心10 m in, 吸出

上层血清备用。

抗原凝集效价的测定　按常规方法测定抗原凝

集RBC 的效价, 最后用生理盐水分别配制8 单位和4

单位抗原工作液[5 ]。

1. 3　预备试验——处理鹦鹉血清方法的筛选

1. 3. 1　非特异性凝集血清筛选与确定　在微量反

应板的每孔加生理盐水和被检血清各 50 ΛL 混匀

后, 再于每孔加入1% RBC 50 ΛL , 同时设红细胞对

照。在微量板振荡器上振荡1 m in, 置室温30 m in 后

将微量反应板作45°竖立, 待红细胞对照孔流成塔状

时即判定结果。血清孔中红细胞不能流成塔状, 即全

部或部分粘附于孔底的为非特异凝集, 该血清即为

下一步试验用含非特异性凝集因子的被检血清。

1. 3. 2　鸡红细胞悬液浓度的筛选与确定　制备

1% , 5% , 10% , 15% , 20% 不同浓度的鸡红细胞生理

盐水悬液。取50 ΛL 含非特异性凝集因子的被检血

清分别与上述不同浓度的鸡红细胞生理盐水悬液等

量混合于 eppendo rf 管中, 振荡 1 m in, 室温静置 30
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m in, 用 eppendo rf 离心机10 000 röm in 离心 5 m in。

吸取上清液 50 ΛL , 加到 96 孔微量反应板上, 再加

1% RBC 50 ΛL , 振荡1 m in, 摇匀, 室温静置30 m in,

观察经过处理的血清 (等于 1∶2 稀释) 对鸡红细胞

的凝集情况。选择消除凝集作用效果完全, 且鸡红细

胞生理盐水悬液浓度最低者作为试验用鸡红细胞生

理盐水悬液的浓度。

1. 3. 3　被检血清处理时间的确定　将含非特异性

凝集因子的被检血清于56 ℃水浴锅中加热30 m in,

然后取 50 ΛL 与 20% RBC 等量置于同一个 eppen2
do rf 管中, 依次制备若干个 eppendo rf 管, 振荡 1

m in, 分别在室温静置 5, 10, 15, 20, 25, 30 m in 时以

10 000 röm in 离心5 m in, 吸取上清液50 ΛL 加到96

孔微量反应板上, 再加 1% RBC 50 ΛL , 振荡 1 m in,

室温静置30 m in, 检测被检血清的血凝性。以完全不

凝集且处理时间较短者作为被检血清的处理时

间[5～ 8 ]。

1. 4　正式试验

将被检鹦鹉血清于56 ℃水浴锅中加热30 m in,

然后与20% RBC 等量混合于eppendo rf 管中, 振荡1

m in, 静置 15 m in 后用 eppendo rf 离心机10 000 rö

m in 离心5 m in, 取上清液备检。

1. 4. 1　血凝抑制试验 (H I)　在96 孔微量反应板的

第1 排第1 孔加入经过处理的被检血清100 ΛL , 第2

孔加入8 单位抗原50 ΛL , 第3～ 12 孔加入4 单位抗

原50 ΛL , 然后从第 1 孔吸出 50 ΛL 至第 2 孔混匀后

依次倍比稀释至第 12 孔, 从第 12 孔吸出 50 ΛL 弃

去。第2 排的第1 孔加入50 ΛL 生理盐水溶液和未经

处理的灭能被检血清50 ΛL , 第2 孔加入8 单位抗原

50 ΛL , 第3～ 12 孔加入4 单位抗原50 ΛL , 将第1 孔

混匀后吸出50 ΛL 至第2 孔混匀并依次倍比稀释至

第12 孔, 从第12 孔吸出50 ΛL 弃去。第3～ 6 排操作

同上。每2 排为1 组, 检测同1 只鹦鹉的血清, 其中一

排为经过非特异性凝集因子处理的被检血清, 另一

排为未经处理的被检血清。

1. 4. 2　对照试验　 (1)阳性血清对照。在微量反应

板的第7 排第1 孔加阳性血清和生理盐水各50 ΛL ,

第2 孔加8 单位抗原50 ΛL , 第3～ 12 孔各加入4 单位

抗原50 ΛL。第1 孔混匀后吸出50 ΛL 至第2 孔, 依次

倍比稀释至第 12 孔, 从第 12 孔吸出 50 ΛL 弃去。

(2)抗原对照。在微量反应板的第8 排第2～ 6 孔, 每

孔加入50 ΛL 生理盐水, 第1 孔和第2 孔各加4 单位

抗原50 ΛL , 从第2 孔起依次倍比稀释至第6 孔, 最后

弃去50 ΛL , 这样, 抗原对照孔的抗原含量依次为 4,

2, 1, 1ö2, 1ö4, 1ö8 单位。 (3)红细胞对照。在微量反

应板的第 8 排第 7～ 12 孔, 每孔加入生理盐水各 50

ΛL。(4)被检血清对照。1～ 6 排第1 孔均为被检血清

对照。

全部操作完成后置室温静置 15 m in, 然后每孔

分别加1% RBC 50 ΛL , 振荡1 m in, 置室温30 m in 观

察结果。

1. 4. 3　试验结果判定　对照出现下列结果时进行

判定。

(1)阳性血清对照。阳性血清孔血凝被抑制, 其

血清滴度与已知滴度相符, 若有差异, 不应超过1 个

滴度。阴性血清孔完全凝集红细胞。

(2)抗原对照。第1, 2 孔红细胞完全凝集, 第3 孔

完全凝集或75% 凝集, 第4～ 6 孔不完全凝集或渐至

不凝集。

(3)红细胞对照。完全不凝集。

(4)被检血清对照。经消除非特异性凝集因子处

理的被检血清对照完全不凝集。以完全抑制红细胞

凝集的最大稀释度为被检血清的新城疫血凝抑制抗

体滴度。

判定时将微量板作45°竖立, 当红细胞对照孔和

被检血清对照孔红细胞流成塔状时, 立即判定被检

血清滴度。记录经过消除非特异性凝集因子处理的

和未经处理的被检血清的滴度, 并进行比较。

1. 4. 4　对结果数据进行生物统计学处理　以

- log2值表示, 血清H I 抗体滴度为1∶4 , 换算为 2;

血清H I抗体滴度为1∶8, 换算为3; 血清H I抗体滴

度为 1∶16, 换算为 4; 余下类推; < 1∶4 为无滴度。

将换算值代入 t 检验公式, 计算P 值[5～ 8 ]。

2　结果与分析

2. 1　预备试验结果

　　用20% RBC 处理被检鹦鹉血清15 m in, 可以完

全消除其非特异性凝集现象。

2. 2　H I 试验结果

经过处理的 30 份鹦鹉血清中均没有非特异性

凝集反应, 未经过处理的30 份鹦鹉血清中16 份有非

特异性凝集反应, H I 试验结果错判率53. 3 %。对此

结果进行 t 检验, P < 0. 01, 差异极显著。

经过处理的血清抗体滴度较未处理的无明显差

异 ( t 检验, P > 0. 05) , 其中有 1 份经过处理的鹦鹉

血清的抗体滴度由处理前的< 1∶4 提高到处理后

的1∶4, 其余无明显变化。
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3　结　论

H I 试验是根据试验中鸡红细胞凝集作用被其

血清中血凝抑制试验 (H I) 抗体所抑制, 来判定被检

血清中抗体滴度的, 因此被检动物血清自然凝集素

的存在, 影响红细胞被特异性抑制凝集, 从而使试验

出现假阴性或降低血清的抗体滴度, 造成阳性动物

的漏检或误检, 直接影响动物检验检疫的准确性和

权威性, 给国内外动物贸易带来不良影响。本研究采

用新的试验方法, 用20% RBC 处理被检鹦鹉血清15

m in, 简便、快速、有效地消除了血清中非特异性凝

集现象, 保证了血凝抑制试验 (H I) 结果的准确性。

经检索国内外有关文献资料, 未见有消除鹦鹉血清

中非特异性凝集因素的有关报道。因此, 本试验结果

对鹦鹉新城疫H I 检疫的准确性提供了新的途径和

试验数据[9, 10 ]。

新城疫是O IE 公布的A 类疫病, 也是我国农业

部公布的重要传染病。新城疫血凝抑制试验, 是我国

出入境和国内动物检验检疫的重要检验项目。本研

究以新城疫血凝与血凝抑制试验为基础, 并采用新

的试验方法有效地解决了被检鹦鹉血清中的非特异

性凝集现象, 不仅对鹦鹉, 而且对禽类和观赏鸟类新

城疫检疫结果的准确率都具有重要的实践意义和实

用价值。
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R em oving non specif ic agg lu t ina t ing facto r act ivity

of parro t serum in H I tests
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Abstract: C IQ sect ion found that parro t sera had non specif ic agglu t ina t ing facto r. It can affect red

b lood cell being inh ib it ion agglu t ina t ing, thereby affect judging testπs resu lt. To so lve th is p rob lem , th is ex2
perim en t u sed 20% ch icken RBC saline so lu t ion to p rocess 30 parro t sera fo r 15 m inu tes, it cou ld remove all

of non specif ic agglu t ina t ing facto r act ivity in parro t sera. T he accu racy of H I tests d iffers sign if ican t ly be2
tw een parro t sera w hen being removed the non specif ic agglu t ina t ing facto rs and the un trea ted sera ( t exam 2
ina t ion, P < 0. 01). T h is indica tes that the m ethod u sed in the experim en t cou ld p rove to be effect ive to

guaran tee the accu racy of parro t sera H I tests.

Key words: parro t; H I tests; non specif ic agglu t ina t ion; act ivity removing experim en t
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