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　 　 【摘要】 　 目的　 建立 Ｈ￣１ 细小病毒抗体的 ＥＬＩＳＡ 检测方法ꎬ并进行初步应用ꎮ 方法 　 采用大鼠神经胶质瘤

细胞 Ｃ６ 培养大鼠 Ｈ￣１ 细小病毒ꎬ制备包被抗原ꎬ采用纯化后抗原建立该病毒的 ＥＬＩＳＡ 检测方法ꎻ将建立的方法与

国外同类试剂盒进行比对ꎬ考察该方法的特异性和灵敏度ꎮ 同时ꎬ应用该方法对 ３５ 份大鼠血清进行检测ꎮ 结果

所建立的方法可检测出稀释 １２８０ 倍的阳性血清ꎻ与犬细小病毒、小鼠微小病毒和猪细小病毒阳性血清均无交叉反

应ꎻ与大鼠细小 ＫＲＶ 病毒有交叉反应ꎻ对 ３５ 份大鼠血清进行检测ꎬ结果均为阴性ꎬ与国外同类试剂盒结果一致ꎮ 结

论 　 所建立的 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 检测方法具有良好的种属特异性和灵敏度ꎬ可用于大鼠血清中 Ｈ￣１ 细小病毒

抗体检测ꎮ
【关键词】 　 Ｈ￣１ 细小病毒ꎻＥＬＩＳＡꎻ抗体检测
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【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｈ￣１ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓꎻ ＥＬＩＳＡꎻ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ

　 　 大鼠细小病毒(Ｒａｔ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓꎬＲＰＶ)是对实验

大鼠危害最为严重的病毒之一ꎮ 成年大鼠感染多

无临床症状ꎬ免疫抑制等因素可激发本病ꎮ ＲＰＶ 还

可污染肿瘤移植物和细胞系ꎬ对实验研究产生严重

干扰[１]ꎮ Ｔｏｏｌａｎ[２] 从经大鼠传代的人肿瘤细胞系

(ＨＥＰ￣１)分离到第 ２ 株大鼠细小病毒ꎬ通常称为 Ｈ￣
１ 细小病毒ꎬ又称 Ｔｏｏｌａｎ 病毒ꎮ Ｈ￣１ 细小病毒属于

细小病毒科ꎬ其天然宿主为大鼠ꎬ病毒粒子直径为



２０ ~ ２５ ｎｍꎬ为无囊膜单链 ＤＮＡ 病毒ꎬ其核酸约为

５１００ ｎｔ[３]ꎮ
我国实验动物国家标准( ＧＢ １４９２２􀆰 ２ － ２０１１)

规定大鼠细小病毒 ＫＲＶ 和 Ｈ￣１ 株为 ＳＰＦ 实验大鼠

病毒的必检项目ꎮ 本研究采用可传代的大鼠神经

胶质瘤细胞 Ｃ６ 培养 Ｈ￣１ 细小病毒[４]ꎬ从而建立了

Ｈ￣１ 细小病毒抗体的 ＥＬＩＳＡ 检测方法ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 毒株和细胞

Ｈ￣１ 细小病毒购自美国标准培养物保存中心

(ＡＴＣＣꎬＶＲ￣３５６)ꎬ大鼠神经胶质瘤细胞 Ｃ６ 中国科

学院典型培养物保藏委员会细胞库ꎮ
１􀆰 ２　 其它试剂及样品

商品化 Ｈ￣１ ＥＬＩＳＡ 抗体检测试剂盒购自美国

ＸｐｒｅｓｓＢｉｏ 公司ꎻ猪细小病毒、小鼠微小病毒和犬细

小病毒阴阳对照血清均为科室制备保存ꎻ山羊抗大

鼠 ＩｇＧ￣ＨＲＰ、山羊抗小鼠 ＩｇＧ￣ＨＲＰ、山羊抗猪 ＩｇＧ￣
ＨＲＰ 和山羊抗犬 ＩｇＧ￣ＨＲＰ 均购自 ＫＰＬ 公司ꎻＤＭＥＭ
培养基和胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ３５ 份清洁级与

ＳＰＦ 级大鼠血清样本来自北京地区实验动物监督检

验收集样品ꎮ
１􀆰 ３　 病毒培养

将 Ｃ６ 细胞按照 ６ × １０４ 个 / ｍＬ 的浓度接种于细

胞培养瓶ꎬ采用含 ５％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养及培

养 ６ ｈ 后将 Ｈ￣１ 病毒液以 ０􀆰 ０２ ＭＯＩ 的比例加入培

养瓶中ꎮ 置含有 ５％二氧化碳的 ３７℃培养箱中培养

３６ ｈꎬ待细胞长满单层后ꎬ弃去瓶中培养液ꎬ加入等

体积的含 ２％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ继续培养

３６ ｈꎬ完全病变的病毒冻存于 － ７０℃保存ꎮ
１􀆰 ４　 病毒滴定

将 Ｃ６ 细胞按照 ６ × １０４ 个 / ｍＬ 的浓度接种于

９６ 孔细胞培养板ꎬ培养 ６ ｈ 后将 Ｈ￣１ 病毒液以 １０ － １

~ １０ － １１作系列倍比稀释ꎬ依次加入培养有 Ｃ６ 细胞

的 ９６ 孔细胞培养板(１ ~ １１ 列)ꎬ每个稀释度接种 １
列(８ 孔)ꎬ第 １２ 列不加病毒ꎬ作为细胞对照ꎮ 置含

有 ５％ 二氧化碳的 ３７℃ 培养箱中观察 １０ ｄꎬ记录

结果ꎮ
１􀆰 ５　 抗原的制备及纯化

正常抗原:Ｃ６ 细胞按照 ６ × １０４ 个 / ｍＬ 的浓度

接种于细胞培养瓶ꎬ待长满单层后ꎬ用 １０％ ＡＴＶ 常

规法消化ꎬＰＢＳ 洗涤ꎬ１０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ沉淀

溶于适量 ＰＢＳ 冻融 ３ 次后ꎬ超声破碎ꎬ１００００ ｒ / ｍｉｎ

离心 ３０ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ测定蛋白含量ꎮ 分装后作为正

常抗原冻存于 － ７０℃备用ꎮ
特异抗原:收获 Ｈ￣１ 病毒ꎬ于 ４℃ꎬ１００００ ｒ / ｍｉｎ

离心 １ ｈꎬ取上清于 ４℃ꎬ４００００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３ ｈꎬ收集

沉淀于适量 ＰＢＳ 中ꎮ 超声破碎后ꎬ再经 ２０％蔗糖离

心ꎬ采用紫外分光光度法测定抗原蛋白含量ꎮ 分装

后作为正常抗原冻存于 － ７０℃备用ꎮ
１􀆰 ６　 毒种的 ＰＣＲ 鉴定

常规方法提取病毒 ＤＮＡꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ琼脂

糖电泳后应能观察到 １８３ ｂｐ 的可见目的条带ꎮ
ＰＣＲ 产物送测序ꎬ测序结果与 ＮＣＢＩ 核酸数据库

比对ꎮ
１􀆰 ７　 判断标准的确定

依据实验动物国家标准选择 ＯＤ４９０来读取吸光

度ꎮ 在阴、阳对照血清成立的情况下ꎬ待检血清特

异抗原孔 Ａ 值≥０􀆰 ２、待检血清特异抗原孔 Ａ 值 /阴
性对照特异抗原孔 Ａ 值(Ｐ / Ｎ 值)≥２􀆰 １ꎬ判为阳性ꎮ
１􀆰 ８　 正常抗原与特异抗原、酶结合物最佳工作浓度

的确定

将阳性血清、阴性血清、包被抗原、ＨＲＰ 标记的

山羊抗大鼠 ＩｇＧ 进行系列倍比稀释ꎬ根据方阵滴定

法确定试验的最适工作条件ꎮ
１􀆰 ９　 精密性测定

取阴性血清与阳性血清各一份ꎬ１ ∶ ４０ 稀释后ꎬ
各用一块纯化后 Ｈ￣１ 细小病毒包被的 ９６ 孔板测定ꎮ
得到的结果分别计算平均值及标准差ꎬ计算板内变

异系数(ＣＶ)ꎮ
１􀆰 １０　 特异性测定

用已建立的 ＥＬＩＳＡ 法和 ＸｐｒｅｓｓＢｉｏ 公司检测试

剂盒分别检测大鼠细小 ＫＲＶ 病毒、小鼠微小病毒

(ＭＶＭ)、犬细小病毒(ＣＰＶ)和猪细小病毒( ＰＰＶ)
阴、阳性血清ꎬ同时设 Ｈ￣１ 病毒标准阴、阳性血清

对照ꎮ
１􀆰 １１　 重复性测定

取纯化后 Ｈ￣１ 抗原包被的 ９６ 孔板ꎬ分别对 ２０
份血清(其中阴性血清 １５ 份ꎬ阳性血清 ５ 份)重复

测定三次ꎬ计算结果的符合率ꎮ
１􀆰 １２　 稳定性测定

用纯化后 Ｈ￣１ 抗原包被 ９６ 孔 ＥＬＩＳＡ 板 １１ 块ꎬ
其中一块保存于 ４℃ꎬ其余 １０ 块置于 ３７℃ꎬ分别于

第 １ － １０ 天每天取出一块放 ４℃保存ꎬ同时检测同

一批 １５ 份阴性血清和 ５ 份阳性血清ꎮ
１􀆰 １３　 敏感性测定
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将 Ｈ －１ 阳性对照血清 １∶ ４０ 至 １∶ ２５６０ 系列稀

释后ꎬ用所建立的 ＥＬＩＳＡ 方法检测ꎬ以确定所建立

方法的敏感性ꎮ
１􀆰 １４　 与商品化试剂盒的比较

用购自 ＸｐｒｅｓｓＢｉｏ 公司的 Ｔｏｏｌａｎ’ ｓ Ｈ￣１ Ｖｉｒｕｓ
Ｒａｔ 检测试剂盒与本研究所建立的 ＥＬＩＳＡ 方法同时

检测 ２０ 份大鼠血清(其中 １５ 份阴性血清ꎬ５ 份阳性

血清)ꎬ对所建立的 ＥＬＩＳＡ 检测方法进行验证ꎮ
１􀆰 １５　 Ｈ￣１ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法的应用

用所建立的方法检测来自北京地区实验动物

监督检验的 ３５ 份大鼠血清ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 病毒培养结果

病毒经 Ｃ６ 细胞培养 ７２ ｈ 后完全病变ꎬ正常细

胞对照与病变细胞结果见图 １ 与图 ２ꎮ

图 １　 正常 Ｃ６ 细胞培养 ７２ ｈ 后

Ｆｉｇ. １　 Ｃ６ ｃｅｌｌ ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ７２ ｈ

图 ２　 Ｈ￣１ 培养 ７２ ｈ 后

Ｆｉｇ. ２　 Ｈ￣１ ｖｉｒｕｓ ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ７２ ｈ

２􀆰 ２　 病毒滴定结果

采用 Ｃ６ 细胞 ９６ 孔细胞病变法对 Ｈ￣１ 细小病毒

进行滴定ꎬ重复测定二次滴定结果按照 Ｋａｒｂｅｒ 法计

算ꎮ (Ｋａｒｂｅｒ 法是计算病毒感染力的一种方法ꎬ其
公式为:ＬｇＴＣＩＤ５０ ＝ Ｌ￣ｄ(Ｓ￣０􀆰 ５)其中:Ｌ ＝ 最高稀释

度的对数ꎻｄ ＝稀释对数之间的差ꎻｓ ＝阳性孔比率总

和)ꎬＨ￣１ 细小病毒滴度为 ６􀆰 ５ ＬｇＴＣＩＤ５０ / ０􀆰 １ ｍＬꎮ
２􀆰 ３　 抗原的制备和纯化

分别制备和纯化 Ｃ６ 细胞和 Ｈ￣１ 细小病毒作为

正常抗原和特异抗原ꎬ采用分光光度法测定正常抗

原和特异抗原的浓度ꎬ其中 Ｃ６ 细胞正常抗原浓度

为 ０􀆰 ５０９ ｍｇ / ｍＬꎻＨ￣１ 细小病毒特异抗原浓度为

６􀆰 ５９７ ｍｇ / ｍＬꎮ
２􀆰 ４　 毒种的 ＰＣＲ 鉴定

用建立的 ＰＣＲ 方法分别扩增 Ｈ￣１、ＫＲＶ、小鼠微

小病毒(ＭＶＭ)、猪细小病毒(ＰＰＶ)ꎬ结果显示ꎬ在以

Ｈ￣１ 为模板时出现 １８３ ｂｐ 的单一目的条带ꎬ以

ＫＲＶ、小鼠微小病毒(ＭＶＭ)、猪细小病毒(ＰＰＶ)为

模板时无目的条带出现(图 ３)ꎮ

注:Ｍ:１００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒꎻ１:Ｈ￣１ 病毒ꎻ２:ＫＲＶ 病毒ꎻ
３:小鼠微小病毒ꎻ４:猪细小病毒ꎮ

图 ３　 Ｈ￣１ 细小病毒株 ＰＣＲ 特异性结果

Ｎｏｔｅ:Ｍ:１００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒꎻ１:Ｈ￣１ꎻ ２:ＫＲＶꎻ ３:ＭＶＭꎻ ４:ＰＰＶ.

Ｆｉｇ. ３　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ Ｈ￣１ Ｖｉｒｕｓ ＰＣＲ

以 Ｈ￣１ ＤＮＡ 为模板ꎬ能扩增到 １８３ ｂｐ 的可见目

的条带ꎬＰＣＲ 产物送生工测序ꎬ测序结果与 ＮＣＢＩ 核
酸数据库比对ꎬ与 Ｈ￣１ 细小病毒同源性达到 ９７％ ꎮ
２􀆰 ５　 最佳工作条件确定

采用棋盘滴定法确定 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 方

法中正常抗原、特异抗原及 ＨＲＰ 标记山羊抗大鼠

７７中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



ＩｇＧ 最佳工作浓度ꎬ其中正常抗原工作浓度为 ０􀆰 ２
μｇ / ｍＬꎬ特异抗原工作浓度为 ５ μｇ / ｍＬꎬＨＲＰ 标记山

羊抗大鼠 ＩｇＧ 工作稀释度为 １∶ １００００ꎮ
２􀆰 ６　 精密性测定

取阴性血清与阳性血清各一份ꎬ１ ∶ ４０ 稀释后ꎬ
各用一块纯化后 Ｈ￣１ 细小病毒包被的 ９６ 孔板测定ꎮ
得到的结果分别计算平均值及标准差ꎬ计算板内变

异系数(ＣＶ)ꎬ经计算ꎬ阴性血清与阳性血清 ＣＶ 值

均小于 １５％ (表 １)ꎮ
表 １　 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 方法精密性检测

Ｔａｂ. １　 Ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｈ￣１ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ
阴性血清

(Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ)
阳性血清

(Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ)
平均值(Ｍｅａｎ) ０􀆰 ０７３８ １􀆰 ８２６

标准差
(ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ) ０􀆰 ００７４ ０􀆰 ２０１

Ｘ ± ２ＳＤ ０􀆰 ０７３８ ± ０􀆰 ００７４ １􀆰 ８２６ ± ０􀆰 ２０１

板内变异系数
(Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ) １０􀆰 ０４％ １１􀆰 ０％

２􀆰 ７　 特异性测定

用已建立的 ＥＬＩＳＡ 法和 ＸｐｒｅｓｓＢｉｏ 公司的 Ｈ￣１
检测试剂盒分别检测大鼠细小 ＫＲＶ 病毒、小鼠微小

病毒 (ＭＶＭ)、犬细小病毒 ( ＣＰＶ) 和猪细小病毒

(ＰＰＶ)阴、阳性血清ꎬ同时设 Ｈ￣１ 病毒标准阴、阳性

血清对照ꎮ 结果显示 Ｈ￣１ 细小病毒和 ＫＲＶ 病毒阳

性血清检测为阳性ꎬ其余病毒阴性及阳性血清检测

均为阴性ꎬ所建立的 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 方法有良

好的种属特异性(表 ２)ꎮ

２􀆰 ８　 检测方法重复性测定

将 １５ 份阴性血清和 ５ 份阳性血清 １:４０ 稀释

后ꎬ重复测定三次ꎬ经计算分析三次测定的总符合

率为 １００％ ꎮ 三次测定阴性血清与阳性血清各自的

符合率见表 ３.
２􀆰 ９　 检测方法稳定性测定

３７℃放置 ０ ~ １０ ｄ 的 Ｈ￣１ 细小病毒包被 １１ 块

抗原包被板ꎬ同时检测阳性血清 ５ 份ꎬ阴性血清 １５
份ꎮ 比较检测结果的 Ｐ / Ｎ 值(表 ４)ꎮ 其中阴性血

清 Ｐ / Ｎ 值均小于 ２􀆰 １ꎬ阳性血清 Ｐ / Ｎ 值均大于 ２􀆰 １ꎬ
符合判断标准ꎮ
２􀆰 １０　 检测方法敏感性测定

用所建立的 ＥＬＩＳＡ 方法检测经倍比稀释的阳

性血清ꎬ以确定该方法的敏感性(表 ５)ꎮ 经检测ꎬ阳
性血清进行 １２８０ 倍稀释后 Ｐ / Ｎ 值仍大于 ２􀆰 １ꎬ该方

法敏感性为 １∶ １２８０ꎮ
２􀆰 １１　 与商品化试剂盒的比较

用所建立的 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 检测方法与

ＸｐｒｅｓｓＢｉｏ 公司的 Ｈ￣１ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒同时对 １５
份阴性血清和 ５ 份阳性血清进行检测ꎬ检测结果显

示所建立的方法与商品化试剂盒的符合率为 １００％
(表 ６)ꎮ
２􀆰 １２　 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 检测方法的初步应用

采用建立的 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 检测方法检

测 ＸｐｒｅｓｓＢｉｏ 公司 Ｈ￣１ 试剂盒检测为阴性的大鼠血

清 ３５ 份ꎬ经检测均为阴性ꎮ

表 ２　 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 方法特异性试验结果
Ｔａｂ. ２　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｈ￣１ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ

阴、阳对照血清
(Ｎｅｇａｔｉｖｅ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｅｒｕｍ)

Ｈ￣１ＭＶＭＣＰＶＰＰＶ　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＫＲＶ
Ｎ / Ｃ Ｐ / Ｃ Ｎ / Ｃ Ｐ / Ｃ Ｎ / Ｃ Ｐ / Ｃ Ｎ / Ｃ Ｐ / Ｃ Ｎ / Ｃ Ｐ / Ｃ

正抗 ＯＤ４９０

(Ｃ６ ａｎｔｉｇｅｎ)
０􀆰 ０７６ ０􀆰 ０６９ ０􀆰 ０３９ ０􀆰 ０２３ ０􀆰 ０４１ ０􀆰 ０５２ ０􀆰 ０５７ ０􀆰 ０４３ ０􀆰 ０５２ ０􀆰 ００９

特抗 ＯＤ４９０

(Ｖｉｒａｌ ａｎｔｉｇｅｎ)
０􀆰 １０６ １􀆰 ７６８ ０􀆰 ０５１ ０􀆰 ０６７ ０􀆰 ０４９ ０􀆰 ０７４ ０􀆰 ０６９ ０􀆰 ０９７ ０􀆰 ０９３ ０􀆰 ８９７

表 ３　 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 方法重复性检测
Ｔａｂ. ３　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｈ￣１ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ

阴性血清(Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ)
１ ２ ３

阳性血清(Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ)
１ ２ ３

血清份数(Ｓｅｒｕｍｓ ｎｕｍｂｅｒｓ) １５ １５ １５ ５ ５ ５

符合份数(Ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒｓ) １５ １５ １５ ５ ５ ５

百分率(％ )(ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ) １００ １００ １００ １００ １００ １００

８７ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



表 ４　 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 方法稳定性检测
Ｔａｂ. ４　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｈ￣１ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ

血清编号
(Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ)

３７℃放置时间(ｄ)
(Ｔｈｅ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ３７℃)

０ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０
１ ０􀆰 ８９ ０􀆰 ７３ ０􀆰 ９１ １􀆰 ０１ ０􀆰 ６６ ０􀆰 ８２ ０􀆰 ９６ ０􀆰 ５９ ０􀆰 ７７ ０􀆰 ４１ ０􀆰 ５５
２ ０􀆰 ７３ ０􀆰 ７４ ０􀆰 ８８ ０􀆰 ８１ ０􀆰 ５６ ０􀆰 ６５ ０􀆰 ９１ ０􀆰 ５９ ０􀆰 ８３ ０􀆰 ４８ ０􀆰 ６４
３ ０􀆰 ８３ ０􀆰 ７４ ０􀆰 ９６ ０􀆰 ７８ ０􀆰 ６０ ０􀆰 ７２ ０􀆰 ９９ ０􀆰 ６４ ０􀆰 ９７ ０􀆰 ４６ ０􀆰 ５９
４ ０􀆰 ６９ ０􀆰 ６２ ０􀆰 ７５ ０􀆰 ４９ ０􀆰 ５０ ０􀆰 ４８ ０􀆰 ７２ ０􀆰 ４７ ０􀆰 ８４ ０􀆰 ４２ ０􀆰 ６２
５ １􀆰 ０７ ０􀆰 ９９ １􀆰 ２１ １􀆰 １５ ０􀆰 ７８ ０􀆰 ９７ １􀆰 ２２ ０􀆰 ８３ １􀆰 ２７ ０􀆰 ６１ ０􀆰 ７８
６ １􀆰 ２０ １􀆰 ０８ １􀆰 ３３ １􀆰 ３６ ０􀆰 ８４ １􀆰 １２ １􀆰 ３８ ０􀆰 ７７ １􀆰 ３３ ０􀆰 ７１ ０􀆰 ８８
７ ０􀆰 ９３ ０􀆰 ７４ １􀆰 ２１ １􀆰 ０２ ０􀆰 ６２ ０􀆰 ７４ １􀆰 ０６ ０􀆰 ５５ ０􀆰 ８９ ０􀆰 ５４ ０􀆰 ６９
８ ０􀆰 ４６ ０􀆰 ６７ ０􀆰 ６１ ０􀆰 ６９ ０􀆰 ３４ ０􀆰 ４７ ０􀆰 ７１ ０􀆰 ４７ ０􀆰 ５０ ０􀆰 ３５ ０􀆰 ３４
９ ０􀆰 ８６ ０􀆰 ７３ ０􀆰 ９７ ０􀆰 ８５ ０􀆰 ７１ ０􀆰 ９３ ０􀆰 ９１ ０􀆰 ６７ ０􀆰 ８６ ０􀆰 ４７ ０􀆰 ６０

１０ ０􀆰 ８４ ０􀆰 ６６ ０􀆰 ９４ １􀆰 ０２ ０􀆰 ６６ ０􀆰 ８３ １􀆰 ０９ ０􀆰 ７２ ０􀆰 ８４ ０􀆰 ４２ ０􀆰 ５８
１１ ０􀆰 ９６ ０􀆰 ７１ １􀆰 １２ １􀆰 ０５ ０􀆰 ８１ １􀆰 ０３ １􀆰 １８ ０􀆰 ７６ ０􀆰 ９６ ０􀆰 ４６ ０􀆰 ６９
１２ ０􀆰 ７９ ０􀆰 ７０ １􀆰 ０３ ０􀆰 ８１ ０􀆰 ６１ ０􀆰 ７７ １􀆰 ３２ ０􀆰 ６８ ０􀆰 ７９ ０􀆰 ４５ ０􀆰 ６４
１３ １􀆰 ２４ １􀆰 ０１ １􀆰 ４８ １􀆰 ３４ ０􀆰 ９１ １􀆰 １８ １􀆰 ６５ １􀆰 ０５ １􀆰 ２４ ０􀆰 ６５ ０􀆰 ９２
１４ １􀆰 １７ １􀆰 ０７ １􀆰 ６０ １􀆰 ２８ ０􀆰 ９４ １􀆰 １５ １􀆰 ５１ ０􀆰 ９４ １􀆰 １７ ０􀆰 ６９ ０􀆰 ９９
１５ ０􀆰 ９７ ０􀆰 ９６ １􀆰 １２ １􀆰 ２３ ０􀆰 ７１ ０􀆰 ９９ １􀆰 １０ ０􀆰 ６６ ０􀆰 ９７ ０􀆰 ６２ ０􀆰 ６９
１６ ２１􀆰 ７９ ２０􀆰 ３０ ２０􀆰 ３９ １６􀆰 ５７ １３􀆰 １７ １４􀆰 ２６ １９􀆰 ３７ １３􀆰 ７８ ２０􀆰 ８０ １３􀆰 ８８ １２􀆰 ５９
１７ ２２􀆰 １９ １９􀆰 ０８ ２０􀆰 １８ １６􀆰 ０５ １３􀆰 ４４ １４􀆰 ０３ １９􀆰 ３１ １２􀆰 ４５ １８􀆰 ６６ １３􀆰 ４０ １２􀆰 ４２
１８ １８􀆰 ４３ １８􀆰 ８２ １８􀆰 ９３ １５􀆰 ７８ １３􀆰 ４０ １４􀆰 ０５ ２１􀆰 ８８ １２􀆰 ７０ １３􀆰 １４ １２􀆰 ２７ １１􀆰 ９２
１９ １６􀆰 ３３ ２０􀆰 ８４ １９􀆰 ２５ １５􀆰 ８１ １２􀆰 １７ １３􀆰 ９６ ２１􀆰 １０ １２􀆰 ４９ １０􀆰 ７９ １２􀆰 ２４ １１􀆰 ８０
２０ ２０􀆰 ４６ １９􀆰 １６ １８􀆰 ４８ １５􀆰 ７０ １４􀆰 ８８ １３􀆰 ０４ ２１􀆰 ５７ １２􀆰 ３０ ７􀆰 ３０ １１􀆰 ９７ １２􀆰 ０７

表 ５　 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 方法敏感性测定
Ｔａｂ. ５　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｈ￣１ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ

阳性血清稀释度(Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ)
１∶ ４０ １∶ ８０ １∶ １６０ １∶ ３２０ １∶ ６４０ １∶ １２８０ １∶ ２５６０

ＯＤ 值
(ＯＤ ｖａｌｕｅ) １􀆰 ９７３ １􀆰 ６６６ １􀆰 ２３１ １􀆰 １３５ ０􀆰 ９５８ ０􀆰 ４３８ ０􀆰 １４９

Ｐ / Ｎ 值
(Ｐ / Ｎ ｖａｌｕｅ) ２８􀆰 １９ ２３􀆰 ８０ １７􀆰 ５９ １６􀆰 ２１ １３􀆰 ６９ ６􀆰 ００ １􀆰 ６６

表 ６　 两种 ＥＬＩＳＡ 检测试剂结果比较
Ｔａｂ. ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄｓ

样品编号
(Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｓａｍｐｌｅｓ)

预期结果
(Ｐｒｅｄｉｃｔ
ｒｅｓｕｌｔｓ)

Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 方法
(ＥＬＩＳＡ ｆｏｒ Ｈ￣１ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ)

ＸｐｒｅｓｓＢｉｏ 公司 ＥＬＩＳＡ 方法
(ＥＬＩＳＡ ｏｆ ＸｐｒｅｓｓＢｉｏ ｃｏｍｐａｎｙ)

ＯＤ 值
(ＯＤ ｖａｌｕｅ)

Ｐ / Ｎ 值
(Ｐ / Ｎ ｖａｌｕｅ)

检测结果
(ｒｅｓｕｌｔｓ)

ＯＤ 值
(ＯＤ ｖａｌｕｅ)

Ｐ / Ｎ 值
(Ｐ / Ｎ ｖａｌｕｅ)

检测结果
(ｒｅｓｕｌｔｓ)

１ 阴性 ０􀆰 １１０ １􀆰 ５７ 阴性 ０􀆰 １４８ １􀆰 ４０ 阴性
２ 阴性 ０􀆰 ０７９ １􀆰 １３ 阴性 ０􀆰 １３６ １􀆰 ２８ 阴性
３ 阴性 ０􀆰 ０５３ ０􀆰 ７６ 阴性 ０􀆰 １２６ １􀆰 １９ 阴性
４ 阴性 ０􀆰 ０７０ １􀆰 ００ 阴性 ０􀆰 １４２ １􀆰 ３４ 阴性
５ 阴性 ０􀆰 ０６７ ０􀆰 ９６ 阴性 ０􀆰 １４４ １􀆰 ３６ 阴性
６ 阴性 ０􀆰 ０５７ ０􀆰 ８１ 阴性 ０􀆰 １２２ １􀆰 １５ 阴性
７ 阴性 ０􀆰 ０７６ １􀆰 ０９ 阴性 ０􀆰 １２２ １􀆰 １５ 阴性
８ 阴性 ０􀆰 ０７７ １􀆰 １０ 阴性 ０􀆰 １１３ １􀆰 ０７ 阴性
９ 阴性 ０􀆰 ０８０ １􀆰 １４ 阴性 ０􀆰 ０９３ ０􀆰 ８８ 阴性
１０ 阴性 ０􀆰 ０５３ ０􀆰 ７６ 阴性 ０􀆰 １１７ １􀆰 １０ 阴性
１１ 阴性 ０􀆰 ０５３ ０􀆰 ７６ 阴性 ０􀆰 １３６ １􀆰 ２８ 阴性
１２ 阴性 ０􀆰 ０５２ ０􀆰 ７４ 阴性 ０􀆰 １１６ １􀆰 ０９ 阴性
１３ 阴性 ０􀆰 ０５９ ０􀆰 ８４ 阴性 ０􀆰 ０９２ ０􀆰 ８７ 阴性
１４ 阴性 ０􀆰 ０４８ ０􀆰 ６９ 阴性 ０􀆰 １１１ １􀆰 ０５ 阴性
１５ 阴性 ０􀆰 ０５０ ０􀆰 ７１ 阴性 ０􀆰 １１９ １􀆰 １２ 阴性
１６ 阳性 １􀆰 ５２５ １６􀆰 ９４ 阳性 １􀆰 ４５６ １９􀆰 ９５ 阳性
１７ 阳性 １􀆰 ５５３ １７􀆰 ２６ 阳性 １􀆰 ３０６ １７􀆰 ８９ 阳性
１８ 阳性 １􀆰 ２９０ １４􀆰 ３３ 阳性 ０􀆰 ９２０ １２􀆰 ６０ 阳性
１９ 阳性 １􀆰 １４３ １２􀆰 ７０ 阳性 ０􀆰 ７５５ １０􀆰 ３４ 阳性
２０ 阳性 １􀆰 ４３２ １５􀆰 ９１ 阳性 ０􀆰 ５１１ ７􀆰 ００ 阳性
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３　 讨论

ＧＢ / Ｔ １４９２６􀆰 ３１ － ２００１ 中建议采用大鼠胚胎

原代细胞( ｐｒｉｍａｒｙ ｒａｔ ｅｍｂｒｙｏ ｃｅｌｌｓꎬＲＥ) 培养 Ｈ￣１
病毒ꎮ 用 ＲＥ 细胞培养 Ｈ￣１ 病毒ꎬ费时、费力、易污

染ꎬ并需要使用大量怀孕大鼠ꎬ在给 Ｈ￣１ 病毒的培

养带来了诸多困难的同时也不符合动物福利的原

则ꎮ 刘先菊等[４] 报导可通过大鼠神经胶质瘤细胞

Ｃ６ 可传代培养 Ｈ￣１ 细小病毒ꎬ为该病毒的大规模培

养与制备提供了基础ꎮ
本研究首次建立了通过传代细胞培养 Ｈ￣１ 细

小病毒的 ＥＬＩＳＡ 检测方法ꎮ 采用大鼠脑胶质瘤细

胞 Ｃ６ 对 Ｈ￣１ 细小病毒进行培养ꎬ得到病毒滴度为

为 ６􀆰 ５ＬｇＴＣＩＤ５０ / ０􀆰 １ ｍＬ 的病毒ꎮ 该病毒经 ＰＣＲ 方

法验证为 Ｈ￣１ 细小病毒ꎬ与 ＮＣＢＩ 的序列进行比对ꎬ
符合率为 ９７％ ꎮ 通过对获得的病毒进行超速离心

和蔗糖梯度密度离心进行纯化ꎬ得到纯化的 Ｈ￣１ 细

小病毒抗原ꎬ抗原浓度为 ６􀆰 ５９７ ｍｇ / ｍＬꎮ 用该抗原

作为包被抗原ꎬ建立 Ｈ￣１ 细小病毒的全病毒 ＥＬＩＳＡ
抗体检测方法ꎮ 通过对方法的敏感性、稳定性、重
复性、特异性和精确性进行验证ꎬ确定该方法可检

测出大于 １:１２８０ 稀释的阳性血清ꎬ３７℃ 放置 １０ ｄ
不影 响 其 检 测 效 果ꎮ 所 建 立 的 检 测 方 法 与

ＸｐｒｅｓｓＢｉｏ 公司的 Ｈ￣１ 检测试剂盒均与犬细小病毒、
猪细小病毒和小鼠细小病毒阳性血清间无交叉反

应ꎬ但两种方法均与大鼠细小病毒 ＫＲＶ 有交叉反

应ꎬ经 ＮＣＢＩ 比对ꎬＨ￣１ 细小病毒与大鼠细小病毒

ＫＲＶ 的序列同源性达到 ９０％ ꎬ其中两种病毒非结构

蛋白 ＮＳ￣１ 同源性为 ９９％ ꎬ非结构蛋白 ＮＳ￣２ 同源性

为 ９８％ ꎬ结构蛋白 ＶＰ￣１ 同源性为 ８１％ ꎬ结构蛋白

ＶＰ￣２ 同源性为 ７８％ ꎬ通过序列比对说明 Ｈ￣１ 细小病

毒和 ＫＲＶ 细小病毒之间具有交叉抗原ꎬ需要针对两

种病毒结构蛋白的差异分别建立检测方法来进行

区分ꎬ有待进一步研究ꎮ
本方法的建立ꎬ可有效补充国家标准中 Ｈ￣１ 细

小病毒检测方法ꎬ并可代替国外同类试剂盒对大鼠

血清中 Ｈ￣１ 细小病毒抗体进行检测ꎮ
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