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间接 ELISA检测雏鸡烟曲霉菌抗体的研究

⒇
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摘　要: 以烟曲霉菌丝提取物作为包被抗原 ,建立了检测雏鸡血清中烟曲霉菌抗体的间接 ELISA方法。 特

异性试验和重复性试验证明该方法特异性高 ,重复性好 ,其抗原包被浓度为 124μg /ml,血清最适稀释度为

1∶ 16,抗原最佳包被时间为 4℃过夜 ,血清反应时间为 37℃作用 1. 5 h。 对 120份人工感染烟曲霉菌的雏鸡

血清试验发现 ,间接 ELISA检出时间比琼脂扩散试验早 7 d以上 ,检出率高约 40. 8%。 表明间接 ELISA试

验是一种特异敏感的雏鸡血清烟曲霉菌抗体检测技术。
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Abstract: The indirect ELISA with coating mycelial ex t ract antigen of A. fumigatus was established to

detect specific antibody to A. fumigatus in sera of chicks and the assay was confi rmed to be specific and re-

producible. The concentration of coating antigen w as 124μg /ml and that of serum samples was 1∶ 16.

The optimum coating time is a night at 4℃ . Serum reaction time is 1. 5 h at 37℃ . Experimentally infected

chicks were assayed for specific antibody by indirect ELISA and immunodif fusion ( ID) methods at the

same times and the sensitivities of tw o methods w ere compared. The result showed that the posi tiv e time

of ELISA test was mo re than 7 day s earlier than that of ID and the posi tiv e rate w as 40. 8% higher . All

the results further confi rmed that indirect ELISA test is a speci fic and sensitiv e method to detect A. fumi-

gatus antibody.
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　　禽曲霉菌病是禽类常见的一种真菌病 ,见于

鸡、鸭、鹅等 20多种禽类 ,病原主要为烟曲霉菌和

黄曲霉菌 [1 ]。 目前公认本病最有前景的诊断方法

为测定患禽血清中的曲霉菌抗原或抗体
[2 ]
。本研

究旨在建立检测雏鸡血清中烟曲霉菌抗体的间接

ELISA方法 ,为禽曲霉菌病的诊断提供一种特异

敏感的手段。

1　材料与方法

试验用菌株为烟曲霉菌 ,本研究室自病鸡肺

脏分离并鉴定。

烟曲霉菌丝提取物抗原制备参考 Thurston

等
[3 ]
和 Richard等

[4 ]
的方法。
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试验用血清: ① 鸡抗烟曲霉菌阳性血清自

制 ,琼扩滴度达 1∶ 4以上。②鸡抗烟曲霉菌抗体

阴性血清用烟曲霉菌抗体琼扩试验阴性的非免疫

雏鸡血清 ,按 1∶ 10比例加入裂解菌体抗原 ,混匀

后 , 37℃作用 1 h,再以 15 000 r /min离心 30 min,

取上清液作为阴性血清。③ 待检血清:人工滴鼻

感染烟曲霉菌组 ( A组 )和非感染对照组 ( B组 )雏

鸡 ,实验前和实验后每周一次颈静脉或心脏采血

一次 ,分离血清。④ 其它血清 均为人工感染耐过

的鸡血清或临床病例血清。

HRP- 鼠抗鸡 IgG由西北农林科技大学预

防兽医学研究室惠赠。

间接 ELISA方法的操作程序 采用常规间接

ELISA方法程序 ,即抗原包被
4℃过夜

→冲洗→

加血清→
37℃ 1. 5 h

→冲洗→加酶标抗体→冲洗

→加底物→加 H2 SO4终止反应→测定 OD492 nm值。

ELISA结果的判定: 采用吸光度法 ,测得 20

份阴性血清平均值 X 为 0. 253,标准差 S为

0. 014,X+ 3S= 0. 295。 规定 OD值大于或等于

0. 295者判为阳性 ,否则判为阴性。

特异性试验: ① 在同一条件下 ,对鸡黄曲霉

血清、鸡岛青霉菌血清、鸡大肠杆菌血清、鸡新城

疫血清、鸡法氏囊病血清和已知烟曲霉菌阳性血

清 ,作 1∶ 16稀释 ,进行 ELISA测定 ,设阴性对

照 ,重复 3次。

② 阻断试验 向阳性及阴性血清中加入等量

烟曲霉菌丝提取物抗原 ( 124μg /ml) ,进行 ELISA

测定。 比较阻断前后这 2份血清的 OD值变化。

ELISA重复性 采用间接 ELISA方法测定效

价高、中、低的 3份鸡抗烟曲霉菌血清的板内变异

系数与板间变异系数 (CV )。

间接 ELISA与琼脂扩散试验的抗体检出敏

感性比较采用常规双扩散法与间接 ELISA试验

同时进行 ,检测相同血清。

2　结 果

2. 1　间接 ELISA方法的建立

2. 1. 1　间接 ELISA最佳反应条件的选择　酶标

结合物工作浓度的确定　经测定 , HRP酶标鼠抗

鸡 IgG的最适稀释度为 1∶ 2 000。

2. 1. 2　抗原最适包被浓度和血清最佳稀释度的

选择　烟曲霉菌丝提取物抗原用 1∶ 5, 1∶ 10,

1∶ 20, 1∶ 40, 1∶ 80, 1∶ 160, 1∶ 320倍比稀释 ,

已知阳性血清、阴性血清 1∶ 2, 1∶ 4, 1∶ 8,

1∶ 16, 1∶ 32, 1∶ 64, 1∶ 128倍比稀释 ,进行方

阵滴定 ,做 ELISA测定 ,重复 3次。

表 1　抗原和血清最适浓度的测定

Table 1　 Determinat ion of the optimum concentration in antigen and serum

抗原稀释度
Antigen dilu tion

degree

血清稀释度 Serum dilution degree

1∶ 2 1∶ 4 1∶ 8 1∶ 16 1∶ 32 1∶ 64 1∶ 128
无血清
No serum

1∶ 5 0. 23 0. 11 0. 32 0. 35 0. 28 0. 15 0. 17 0. 01

1∶ 10 0. 20 0. 24 0. 21 0. 29 0. 30 0. 22 0. 24 0. 01

1∶ 20 0. 31 0. 32 0. 31 0. 32 0. 26 0. 25 0. 23 0. 01

1∶ 40 0. 32 0. 36 0. 44 0. 41 0. 39 0. 37 0. 37 0. 01

1∶ 80 0. 26 0. 29 0. 37 0. 42 0. 31 0. 39 0. 35 0. 01

1∶ 160 0. 19 0. 30 0. 25 0. 31 0. 17 0. 26 0. 20 0. 01

1∶ 320 0. 28 0. 21 0. 19 0. 39 0. 25 0. 14 0. 27 0. 01

　　表 1列出阳性与阴性血清在不同抗原浓度下

的 OD值之差。可以看出 ,血清 1∶ 16稀释 ,抗原

1∶ 40稀释时 ,阴、阳性血清的 OD值差较大。 因

此 ,本试验选择 1∶ 40稀释的烟曲霉菌丝抗原为

最适包被浓度 (此时抗原蛋白浓度为 124μg /ml) ,

选择 1∶ 16稀释血清为最适血清稀释度。

抗原最佳包被时间的选择　 37℃湿盒中包被

2 h、 1 h及 4℃过夜 ,做 ELISA测定。结果 4℃包

被过夜 ,阴、阳性血清 OD值之差较大 ,故实验选

择 4℃包被过夜作为抗原包被时间。

血清反应时间的选择　测定加入阴、阳性血

清 , 37℃作用 1 h、 1. 5 h和 2 h后的 OD值 ,发现

血清最佳反应时间为 1. 5 h。

2. 1. 3　特异性试验　不同血清检测结果由表 2

可见 ,此方法是特异的 ,除少数 ( 5 /20)黄曲霉菌血

清与极少数 ( 2 /17)岛青霉菌血清外 ,与其它血清

均无交叉反应。

2. 1. 4　阻断试验　结果见表 3。一般认为 ,抗体

(或抗原 )被抗原 (或抗体 )中和后 ,吸收值降低

50%以上 ,即为阻断试验阳性。
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表 2　间接 ELISA方法对不同血清的检测结果

Tabl e 2　 Detecting results of dif ferent sera by ELISA

血清
Serum

检测份数
Number of
sample

阳性份数
Posi tive
number

阳性率
Posi tive
rate

鸡黄曲霉菌血清
A . flavus serum

20 5 25%

鸡岛青天霉菌血清
P. islandicum serum

17 2 11. 8%

鸡大肠杆菌血清
E. coli serum

25 0 0

血清
Serum

检测份数
Number of
sam ple

阳性份数
Posi tive
n um ber

阳性率
Positiv e
rate

鸡新城疫血清
ND serum

14 0 0

鸡法氏囊病血清
IBD serum

19 0 0

鸡烟曲霉菌血
A. fumigatus serum

20 18 90%

2. 1. 5　重复性试验　板内与板间变异系数 (CV ,

是个体参数的标准差与平均数的比率 )如表 4。可

见本试验的板内、板间变异系数均小于 10% ,说

明试验的重复性好。
表 3　阻断试验结果

Tabl e 3　 Results of stopping tests

血 清
Serum

稀释度
Dilu tion
d egree

未阻断
Pre-

stopping

阻断后
Pos t-

stopping

判 定
Judgmen t

阳性血清
Positiv e serum

1∶ 16 0. 74 0. 32 +

阴性血清
Negative serum

1∶ 16 0. 19 0. 12 -

表 4　 ELISA的重复性

Table 4　 ELISA reproductivity

血清效价
Serum ti t re

板内变异系数
Variable coef ficient
w ithin plate (CV% )

板间变异系数
Variable coef ficient

among plates (CV% )

高 High 6. 15 8. 12

中 Midle 5. 86 9. 13

低 Low 6. 31 8. 27

2. 2　间接 ELISA与琼脂扩散试验的敏感性比较

如图 1所示 ,经 ELISA检测在感染后 7 d有

85%左右鸡出现阳性 , 14 d达高峰 ,而琼扩试验

在 14 d仅有 10%鸡出现阳性。

图 1　 ELISA与琼扩结果比较

Fig. 1　 Comparation of ELISA and ID

共对 120份被检鸡血清同时进行间接

ELISA试验和琼脂扩散试验。由表 5可见 , 2种方

法检出阳性数分别为 107份和 58份 ,阴性分别为

13和 62份 ,阴、阳性两者符合数之和占被检总数

的 59% , ELISA比琼扩阳性检出率高约 40. 8% 。
表 5　 ELISA与 ID检查烟曲霉菌感染血清抗体对比

Table 5　 Comparat ion between ELISA and ID in

detect ing A. fumigatus antibody

检查方法
Method

ELISA

+ -

小 计
Total

ID琼 + 58 0 58

扩 - 49 13 62

小计 Total 107 13 120

3　讨 论

3. 1　本试验证明 ,间接 ELISA在雏鸡烟曲霉菌

抗体检测中具有特异、方便、快速的特点。 其灵敏

性远高于其它血清免疫学诊断方法 [5 ] ,人工感染

后 7天即可检出雏鸡血清中的烟曲霉菌抗体。

3. 2　琼脂扩散试验是曲霉菌抗体检测中常用的

方法 ,此法操作简单 ,不需要特殊仪器 ,但不如

ELISA方法敏感。本试验发现间接 ELISA检出

时间比琼脂扩散试验早 7 d以上 ,检出率高约

40. 8% ,进一步证明间接 ELISA试验是一种灵敏

特异的烟曲霉菌抗体检测方法。

3. 3　一般认为 , ELISA灵敏度高 ,对杂质反应的

灵敏度也较高 ,故包被抗原是否纯化直接关系到

ELISA试验的特异性和灵敏性。 然而张月清

等
[6 ]
、薛采芳等

[ 7]
、黄仕霞等

[8 ]
和王翠兰等

[ 9]
分别

采用破碎的肺吸虫、完整炭疽菌体、沙门氏菌全菌

和 A型兔多杀性巴氏杆菌 ( Pm)全菌作为抗原进

行 ELISA试验均取得特异灵敏的结果。本试验也

证明采用烟曲霉菌丝提取物抗原可以特异灵敏地

检测烟曲菌抗体。 表明采用适宜方法制备的粗制

抗原仍能取得灵敏特异的结果。

3. 4　研究者一致认为 ,用于 ELISA的抗原最适

浓度一般为 0. 5～ 2. 0μg /ml,但也有使用较高浓

度的报道 ,如 Hatfied等
[10 ]
、胡清海等

[10 ]
和张鹤晓

等
[11 ]

,检测 1型和 2型鸭疫里氏杆菌 ( R . a)抗体

时采用的菌体裂解抗原浓度分别为 62. 5μg /m l、

149μg /m l和 70μg /m l。因而认为 ,本试验烟曲霉
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菌丝提取物抗原的包被浓度 124μg /ml也在正常

范围内。

3. 5　间接 ELISA试验结果判定方法有多种 ,常

用的有吸光度法和比例法。 本试验笔者采用吸光

度法 ,结果表明 ,这种判定方法可有效地消除个体

差异 ,检测结果具有可比性。
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