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不同小鼠肝炎病毒对 DE<=F方法检测其血清抗体的影响#
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摘要%目的!建立小鼠肝炎病毒 !T6P*JGJ:39191*]1HP*(TG]"血清抗体 DE<=F检测方法(用于本地区 TG]的日常监

测(以便对 =KL小鼠感染状况及时作出判断* 方法!选取 ) 种 TG]毒株 TG]"’TG]_cGT和 TG]_FB%(通过 E%&%

细胞扩增培养获得纯化浓缩抗原并筛选适合包被抗原类型+免疫 RFER;A小鼠(获得高效价免疫阳性血清+优化
DE<=F反应体系建立规范化的 DE<=F试剂盒并用于临床小鼠血清样品的检测* 结果!筛选出适合本地区的 TG]包

被抗原类型为TG]"(建立了病毒扩增及浓缩纯化方法(制备的TG]抗血清达到同批次大量高滴度的水平(可作为标

准化质控血清* 包被抗原’待检血清和酶结合物最佳工作浓度分别为 (C# #Q;7E!"#@’C’) ;#C" 7EVA<\B#"’" q(# 和
"q( ###稀释+批次内和批次间平均变异系数分别为 BC")g和 BCB’g+检测灵敏度为 " q( ### 稀释+与小鼠仙台病毒
!=]"’小鼠肺炎病毒!K]T"’呼肠孤病毒 <<<型!MJ6)"’小鼠细小病毒!T]T"和鼠痘病毒!D59"阳性血清均无交叉反

应* 稳定性试验相对偏差小于 "#g* 对 "?B 份血清样品进行检测(阳性血清相符率 %’C)’g!)’;)$"(阴性血清相符率
%&C"%g!""$;"&’"* 结论!本研究建立的 DE<=F方法检测小鼠血清 TG]抗体具有较高的特异性’敏感性和结果可

重复性(可以用于本地区 TG]日常病原学监测(以便对小鼠感染状况作出准确判断*

关键词%小鼠肝炎病毒+血清学+酶联免疫吸附实验!DE<=F"
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!!小鼠肝炎病毒!T6P*JGJ:39191*]1HP*(TG]"是
国家标准! R̂"(%&&C&)&#"""中规定的实验用鼠病
毒学重要检测项目* TG]具有高度传染性(但在鼠
群中通常以潜伏性感染存在(并可通过胎盘垂直传
播* 当感染小鼠群免疫功能下降时(即可能引起整
个鼠群爆发性的急性感染(导致动物大量死亡(严重
影响实验动物的生产和动物实验的结果 , "- * 除此
之外(小鼠肝炎病毒感染后会引起小鼠各种免疫应
答参数的改变(干扰试验结果(影响研究结果的准确
性和可靠性 , &_)- *

国家标准! R̂"(%&&C&)&#"""规定实验用小鼠
每 ) 个月至少进行一次微生物检测(故 TG]血清
抗体的检测是实验用小鼠质量控制的重要举
措 , (_B- * 然而(现今已分离到的 TG]病毒株有
TG]"’TG]&’TG])’cGT’FB%’TG]_=’TG]_W’
TG]_U等 , ?- (不同的 TG]毒株因其嗜组织性不同

具有不同的致病性(如 cGT为嗜神经毒性(TG])
为嗜肝性(FB% 同时具有嗜神经毒性和嗜肝性两种
特性 , ’_$- * 由于 TG]有多个毒株(在研制 DE<=F抗
体检测试剂盒时(选用哪些毒株作为检测用的抗原(
将直接影响到血清抗体检测结果的特异性和敏感
性* 各国及各地区 TG]流行情况不一样(所选用
的毒株也各不相同 , %- * 国家标准! R̂;V"(%&?C&&)
&##""规定了TG]"’TG])’cGT和FB% ( 种病毒作
为 TG]抗体检测的抗原 , "#- *

本实验室每季度都会对本地区饲养的实验小鼠
进行病毒检测(采用的方法是 DE<=F监测 ! R̂;
V"(%&?CB#)&##" "’ 免 疫 荧 光 复 检 ! R̂;
V"(%&?CB&)&##""和核酸测序确诊 , ""- * 其中 TG]
抗体水平检测采用的是国内生产的 DE<=F检测试
剂盒* 使用中发现 DE<=F抗体检测结果和 <LF抗
体检测结果存在一定差异(具体表现在%当血清抗体



!!!!! 实验动物科学 )? 卷

水平处于判定临界值左右时 ! #C"B h#C&&"(DE<=F
抗体检测阴性结果在 <LF复检时存在 &%C’g的阳
性结果!"";)’"(病毒核酸测序结果也提示本地区
的 TG]流行毒株与 DE<=F抗原包被的 TG]病毒
株有所不同* 为了获得适合本地区 TG]抗体检测
的 DE<=F方法(本研究选取了 ) 种 TG]毒株
TG]"’cGT和 FB%(通过 E%&% 细胞扩增培养获得
纯化浓缩抗原(筛选获得了适合本地区的包被抗原
类型(优化了 DE<=F反应体系(建立了规范化的
TG]血清抗体检测方法*

/K材料与方法

/N/K病毒&细胞及实验动物等实验材料来源
小鼠肝炎病毒 TG]" !FVAA]M_&?""’TG]_

cGT!FVAA]M_’?B"’TG]_FB%!FVAA]M_’?("购
于美国模式培养物集存库!FVAA"+细胞 E%&% 购于
国家实验细胞资源共享平台+\TDT细胞培养基及
其他添加剂均为 G+5I62J公司产品+小鼠肝炎病毒
!TG]"’ 小 鼠 仙 台 病 毒 ! =]"’ 小 鼠 肺 炎 病 毒
!K]T"’呼肠孤病毒 <<<型 !MJ6)"’小鼠细小病毒
!T]T"和鼠痘病毒!D59"阳性血清购于中国食品药
品检定研究院+GMK_羊抗鼠 <Q̂ 酶标抗体购买于
F[537公司+酶标仪购于 R16_H3, 公司+超速离心机
购于 RJ5.732 公司+商品化 TG]抗体 DE<=F诊断
试剂盒购买于国内某公司+"?B 份小鼠血清由本实
验室保存*

=KL级 RFER;A小鼠 )# 只(?h$ 周龄(体质量
&Bh&’ Q(购于北京维通达生物技术有限公司
,=AYa!京" &#"(_##"-(隔离饲养于空军军医大学
实验动物中心 =KL级动物设施 , =‘Ya!陕" &#"(_
##"-(动物实验通过了空军军医大学实验动物福利
及伦理委员会批准!编号 "’#)("*
/N5K病毒的扩增及纯化

将购买的 ) 株小鼠肝炎病毒 TG]_FB%’TG]"
和 TG]_cGT冰上融化后分别用无血清 \TDT培
养基稀释!#’" qB’" q"#’" q&#’" q(#"后接种到培养
成单层的 E%&% 细胞中(同时以无血清 \TDT培养
基作为阴性对照孔(在 )’ i’Bg的 AX& 培养箱中孵
育 ) 8!每 )# 712 摇晃一下细胞"(孵育结束后弃掉
病毒孵育液补加适量的完全细胞培养液!含 "#g胎
牛血清"继续于 )’ i’Bg的 AX& 培养箱中(培养至
出现明显的细胞病变*

将出现病变的细胞培养物反复冻融 B 次(每组
取少量病毒冻融液用于病毒滴度测定(其余冻融液
经 B? i )# 712 灭活处理后( B ### H;712 离心
)# 712(除去细胞碎片(收集上清病毒液再 ( i超速
离心!&B ### H;712($& ’## Q") 8 以浓缩病毒(将浓
缩后的病毒液作为抗原用于后期的 DE<=F检测板
包被 , "&- *
/N3K病毒滴度#@EC’O6$测定

将扩增后的病毒液 "# 倍梯度稀释 !"#@" h"#@$

共 $ 个梯度"后接种到 E%&% 细胞中(每个梯度 $ 个
重复(’& 8 后观察细胞病变情况(按照 MJJ,_TPJ258
法计算病毒滴度 , ")- *
/N2K血清的制备

阳性对照血清制备%取灭活的 ) 种 TG]病毒
等体积混合液接种 ?h$ 周龄 =KL级 RFER;A小鼠
)# 只(免疫程序参考侯丽波等 , "(-方法(接种方法如
下%第 " 天完全佐剂p病毒液!B# #Q"每只小鼠肌肉
注射 #C" 7E(腹腔注射 #C& 7E+第 "( 天不完全佐
剂p病毒液!B# #Q"每只小鼠肌肉注射 #C" 7E(腹腔
注射 #C& 7E+第 &" 天不完全佐剂p病毒液!B# #Q"
每只小鼠肌肉注射 #C" 7E(腹腔注射 #C& 7E+第 &$
天不完全佐剂p病毒液!B# #Q"每只小鼠肌肉注射
#C" 7E(腹腔注射 #C& 7E* 分别于免疫后第 "’)’B’
’’"(’&"’&$’)B’(& 天采血测定 TG]抗体(确定最
佳采血时间* 抗体&F值介于 "C#h"CB 之间的稀
释血清均可作为后续 DE<=F检测的阳性对照血清*

阴性对照血清制备%收集排除 TG]感染的 =KL
级RFER;A小鼠血清(经TG]抗体检测抗体&F值
小于 #C& 的稀释血清均可作为后续DE<=F检测的阴
性对照血清*

"?B 份待检血清制备%采取待检小鼠的血液
B## #E以上(室温静置后离心分离血清(储藏在
@$# i冰箱中备用*
/NOK7;C!<反应体系的优化

用不同稀释倍数的病毒浓缩液包被 DE<=F酶
标板(测定梯度稀释的免疫血清和标准对照血清的
F值(挑选出最为合适的病毒包被浓度’封闭液浓度
以及血清稀释倍数(并比较在不同的反应条件下免
疫血清检测结果的差异(确定适合本实验室的最佳
反应条件*
/N4K血清样品的检测及判定标准的确定

按照优化的最佳 DE<=F反应条件与步骤(随机
选取 B# 份已知抗体浓度的免疫血清(用本研究制备

.?".
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的诊断试剂盒进行抗体浓度的测定(取波长(%& 27
和 (#B 27(读取各孔 F值(结果以 F(%&减 F(#B!&F"
表示*

结果判定%阳性对照&F值’ #C&(阴性对照
&F值k#C&(同时满足以上两个条件实验成立+否
则不成立*

以已知阳性临界血清测量值为参考(计算出阴
性血清样品平均&F值和标准差 =\(且每份阴性样
品&F值是通过 ) 次 DE<=F测定求的平均值(进而
计算出阳性判定临界值!5P9_6OOS3IPJ"%临界值l阴
性样品的平均&F值p)=\*
/NXK检测体系的质量控制

特异性试验%按照优化好的最适 DE<=F反应条
件与步骤(用本试剂盒分别检测 TG]’ =]’K]T’
MJ6)’T]T和 D59阳性血清(每个样品重复检测 )
次(同时做阴性和阳性对照孔(分别计算每份血清的
&F均值(从而确定本试剂盒的特异性*

重复性试验%用本试剂盒在相同的试验条件
下(将 B 份 DE<=F阳性样品(& 份 DE<=F阴性样品(
每个样品重复检测 ) 次(分别计算每份血清的&F
均 值 ! 3SJH3QJS3IPJ( F]" ’ 标 准 差 ! *932,3H,
,JS139162( =\" ’ 变 异 系 数 ! 98J 56JOO151J296O
S3H139162(A]" * 同时用不同批次包被的酶标板进
行批次间重复性检验*

稳定性试验%为评价所建立的 DE<=F检测方法
的稳定性(将包被好的 DE<=F酶标板分别置于
)’ i’&B i’(i环境(每天取出 " 块(连续测定 ’ ,(
观察阳性血清样品和阴性血清样品的&F值的
变化*

灵敏度试验%将 TG]阳性血清做倍比稀释(检
测本研究制备的试剂盒所能检测出的最低抗体
滴度*
/N1K性能评价与初步应用

用本研究制备的 DE<=F诊断试剂盒与商品化
TG]DE<=F试剂盒平行检测 "?B 份小鼠血清样品(
评价本研究制备的试剂盒与商品化试剂盒的检测结
果符合率*
/N0K统计方法

所有计量数据以平均数表示(应用 =K=="%C# 统
计学软件对各项指标数据进行统计学分析(应用配
对 "检验对组间进行分析比较(以 /k#C#B 为差异有
显著性*

5K结果

5N/K病毒的扩增及病毒滴度的测定
E%&% 细胞感染 TG]_cGT病毒株 )? 8 即可观

察到细胞病变(($h?# 8 病变最为明显(’& 8 后细胞
逐渐崩解+TG]_FB% 和 TG]" 毒株则于感染 ($ 8
以后出现细胞病变(病变明显时间段为 ?#h’& 8(随
后细胞逐渐崩解!图 ""(分别在感染 %? 8 后收取 )
种病毒的细胞培养物进行病毒滴度测定!图 &"(发
现 ) 种病毒的最佳接种浓度!病毒稀释倍数"均不
相同(TG]" ! " qB稀释 "’TG]_FB% ! " q"# 稀释 "’
TG]_cGT! " q&# 稀释 "* 病毒培养物经 B? i
)# 712灭活处理后(B ### H;712 离心 )# 712 除去细
胞碎片(收集上清病毒液再经 ( i超速离心!&B ###
H;712($& ’## Q") 8 浓缩病毒(将浓缩后的病毒液作
为抗原用于后期的酶标板包被*

图 /K不同 DWI感染 ;050 细胞出现的

细胞病变#X5 "’[/6$
注%F%TG]_FB%+R%TG]"+A%TG]_cGT+\%E%&% 细胞

M#)S/K@"-L$F(P%F"#L-TT-LF#&(L+:%F-H

*#F";050 #&X5 "(+G
>69J%F%TG]_FB%+R%TG]"+A%TG]_cGT+\%E%&%

图 5K不同稀释倍数 DWI感染 ;050 细胞 04 "病毒滴度
M#)S5K;050 L-::U*-G-#&T-LF-H*#F"H#TT-G-&F

H#:+F#(&U(TDWI%F04 "

.’".
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5N5K阳性标准血清的制备
如图 ) 所示(RFER;A小鼠感染 TG]后(第 )

天即可检测到抗体水平(Bh’ , 抗体水平开始快速
升高(&" , 左右抗体水平的&F值达到 "C# 以上(在
)B , 达到最高峰并维持一段时间(因此可于免疫后
)B , 采取全部小鼠血清(TG]抗体滴度!&F"介于
"C#h"CB 之间的稀释血清均可作为后续 DE<=F检
测的阳性对照血清*

图 3KDWI免疫 =<;=RE小鼠血清 DWI抗体变化
M#)S3K@"-%&F#J(H$ Y%G#%F#(&(T!]M9#L-

#=<;=RE$#&(L+:%F-H*#F"DWI

5N3K7;C!<反应体系的优化
5N3N/!病毒类型及包被浓度%分别用灭活的 ) 种小
鼠肝炎病毒 TG]_FB%’TG]" 和 TG]_cGT病毒包
被 DE<=F酶标板孔(测定已知浓度的免疫阳性血清
和标准血清的&F值(每组 ) 个重复(以&F值最大
为最优的包被病毒(结果如图 ( 所示(TG]" 包被的
DE<=F酶标板测定的血清浓度更为接近商品化试剂
盒(与FB% 和cGT包被的DE<=F酶标板测定的血清
浓度差异显著!/k#C#B"*

图 2K不同 DWI测定小鼠血清 DWI抗体
注%A"@A?%AB’RE;?c小鼠血清+R"@R(%RFER;A小鼠血清+

a&%昆明小鼠血清+K6*191SJ%TG]阳性血清+ >JQ391SJ%

TG]阴性血清+REF>a%空白对照

M#)S2K@"-DWI%&F#J(H$ (T9#L-F-UF*#F"H#TT-G-&FDWI
>69J%A"@A?%AB’RE;?c+R"@R(%RFER;A+a&%aP2712Q+K6*191SJ%

TG]3291[6,+:6*191SJ*JHP7*37:IJ+ >JQ391SJ%TG]3291[6,+2JQ391SJ

*JHP7*37:IJ+REF>a% TG]3291QJ2@OHJJ5629H6I

TG]" 病毒浓缩液用包被缓冲液稀释为不同浓
度!#’" qB’" q"#’" q&#’" q(#"包被 DE<=F酶标板
孔(测定已知浓度的免疫阳性血清和标准血清的
&F值(每组 ) 个重复(以&F值最大为最优的病毒
包被浓度* 结果显示(" q"# 倍稀释的 TG]" 包被的
DE<=F酶标板测定的血清浓度更为接近商品化试剂
盒(与其他稀释倍数组!#’" qB’" q&#’" q(#"包被的
DE<=F酶标板测定的血清浓度差异显著!/k#C#B"*
故本实验采用 " q"# 倍的病毒稀释浓度为最优的病
毒包被浓度 !即病毒包被浓度为 "#@’C’) ;#C" 7E
VA<\B#(抗原蛋白浓度为 (C# #Q;7E"*
5N3N5!待检血清工作浓度的优化%将待检血清做
#’" q"#’" q&#’" q(#’" q$#’" q"?# 稀释(同时设 ) 个
阴性 和 阳 性 对 照 !不 稀 释 "( 每 组 ) 个 重 复(
"## #E;孔(孵育时间均为 ?# 712(测定不同稀释浓
度的待检血清的&F值(以&F值最大为待检血清
工作浓度* 结果显示(" q(# 倍稀释血清的浓度更为
接近商品化试剂盒(与其它血清稀释组 ! #’" q"#’
" q&#’" q$#’ " q"?# " 测定的结果差异显著 !/k
#C#B"(故本实验采用 " q(# 稀释的待检血清浓度为
最优待检血清浓度*
5N3N3!GMK_羊抗鼠酶标抗体工作浓度的优化%将
GMK_羊抗鼠酶标抗体 " q"##’ " q&##’ " qB##’
" q" ###’" q& ###’" q( ### 稀释("## #E;孔(每组
) 个重复(测定待检血清的&F值(以&F值最大为
酶标抗体工作浓度(孵育时间均为 " 8* 结果显示(
随着GMK_羊抗鼠酶标抗体浓度降低(各组抗体滴度
呈缓慢下降的趋势(" q( ### 稀释的酶标抗体测定
的血清浓度更为接近商品化试剂盒(故本实验采用
" q( ###酶标抗体稀释浓度为最优酶标抗体浓度*
5N3N2!显色时间的优化%每孔加 "## #E配好的
XK\显色液 , #C& 76I;E>3&GKX( &CB’ 7E( #C"
76I;E柠檬酸 &C() 7E(蒸馏水 B 7E(邻苯二胺
!XK\"( 7Q()gG&X& "B# #E-()’ i显色时间分别
设为 "# 712’&# 712’(# 712’?# 712 和 %# 712(每组
设 ) 个重复(显色结束后加入 B# #E终止液 ! #CB
76I;EG&=X("终止反应+取波长 (%& 27和 (#B 27(
读取各孔 F值(结果以 F(%&减 F(#B !&F"表示(以
&F值最大为最佳显色时间* 结果显示(显色
"# 712内(血清抗体呈现显著升高的趋势(随后抗体
增长平缓(各显色时间组之间无显著差异 !/m
#C#B"(因此本实验采用的最优显色时间为 "# 712*

综上所述(适合本实验室的最佳 DE<=F反应条

.$".
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件及步骤如下%
浓缩后的病毒液用 #C#B 76I;E碳酸盐缓冲液

!:G%C?"稀释至抗原蛋白浓度为 (C# #Q;7E(每孔
加 "## #E(( i包被过夜(同时做只加包被液的孔作
为空白对照+弃去病毒液(每孔加入 &B# #E封闭液
!:G%C?(#C#B 76I;E碳酸盐缓冲液含 &C#g R=F"(
( i孵育过夜+将待检血清做 " q(# 倍稀释(每孔
"## #E(振荡混匀()’ i孵育 " 8+KR=V! :G’C("重
复洗涤 B 次后甩干液体+每孔加入 "## #EGMK标
记的羊抗鼠酶标抗体 !" q( ### 稀释"()’ i孵育
" 8+弃去孔内液体(重复上述洗涤步骤+每孔加
"## #EXK\显色液显色 "# 712(加入 B# #E终止
液+取波长 (%& 27和 (#B 27(读取各孔 F值(结果
以 F(%&减 F(#B!&F"表示*
5N2K血清样品的检测及判定标准的确定

使用本研究制备的诊断试剂(按照优化好的
DE<=F反应条件与步骤(随机选取本实验室保存的
小鼠血清 "?B 份(用于进行抗体浓度的测定(同时用
商品化试剂盒测定的血清抗体浓度作为对照* 阳性
对照&F值’#C&(阴性对照&F值k#C&(同时满足
以上两个条件则实验成立+否则不成立* 以已知阳
性临界血清测量值为参考(计算出阴性血清样品平
均&F值和标准差 =\(且每份阴性样品&F值是通
过三次 DE<=F测定求的平均值(进而计算出阳性判
定临界值!5P9_6OOS3IPJ"%临界值l阴性样品的平均
&F值p)=\* 结果如表 " 所示*

表 /K小鼠 DWI血清抗体检测

@%J:-/KDWI%&F#J(H$ (T9(+U-U-G+9
项目
V3[IJ

阴性样品
>JQ391SJ

阳性样品
K6*191SJ

总样品
V693I

试剂盒
测定

样品数 "&’ )$ "?B

平均&F #C#’ #C)$ #C")

标准差! =\" #C#B #C"% #C"’

本方法
测定

判定标准 (#C"’ m#C&& 可疑
样品数 ""$ )’ "#

相符率 %&C%"g %’C)’g ?C"g

!!注%本方法判定标准%阳性%待检血清 &Fm#C&& !阴性 &Fp
)=\" (阴性%待检血清 &F(#C"’!阴性 &Fp&=\" (可疑%待检血清
#C"’k&F(#C&&(重复检测还是可疑即视为阳性

>69J%AH19JH162% K6*191SJ% 76P*J*JHP7&Fm#C&& !>JQ391SJ&Fp
)=\" ( >JQ391SJ% 76P*J*JHP7&F( #C"’ ! >JQ391SJ&Fp&=\" (
\1*:P93[1I19+% 76P*J*JHP7#C"’ k&F( #C&&( MJ:J39J, 9J*9*3HJ
*P*:1516P*562*1,JHJ, :6*191SJ

5NOK检测体系的质量控制
使用本研究制备的诊断试剂(按照优化好的

DE<=F反应条件与步骤(分别检测 TG]’=]’K]T’
MJ6)’T]T和 D59阳性血清(每个样品重复检测 )

次(同时做阴性和阳性对照孔(分别计算每份血清的
&F均值(从而确定本试剂盒的特异性* 结果如表
& 所示(只有 TG]阳性血清的&F值远大于 #C&&
判定为阳性(DAV和 =]阳性血清&F值虽处于可
疑值范围之内(考虑的阴性血清&F值较高 !m
#C""(可视为血清非特异性结合(K]T’MJ6)’T]T
阳性血清&F值均低于 #C"’(判定为阴性(表明该
方法具有良好的特异性*

表 5K特异性检测

@%J:-5K!P-L#T#LF-UFU

样品
=37:IJ

DAV TG] =] K]T MJ6) T]T

#C"’) "C&B$ #C"%( #C#%& #C""? #C#B(
K6*191SJ #C"’$ "C"&$ #C"%$ #C#?" #C"&" #C#B&

#C"’B "C#BB #C"’B #C#$% #C""B #C#?#
>JQ391SJ #C"#? #C"’B #C")( #C#(B #C"&B #C#(B
RI32. #C#’? #C#B" #C#?) #C#(( #C#() #C#B)

!!重复性试验%用本试剂盒将 B 份 TG]阳性样
品(& 份 TG]阴性样品(每个样品重复检测 ) 次(分
别计算每份血清的&F均值!3SJH3QJS3IPJ(F]"’标
准差 ! *932,3H, ,JS139162( =\"’ 变 异 系 数 ! 98J
56JOO151J296OS3H139162(A]"* 结果如表 ) 所示(各组
血清的重复性均良好!A]值k"#g"*

同时用不同批次包被的酶标板进行批次间重复
性检验(结果如表 ( 所示(阴性血清变异系数偏大
!"#g"(但也在酶标仪测定误差范围之内(其余各
组血清的重复性均良好!A]值k"#g"*

表 3K批次内重复性检测

@%J:-3K=%FL"(TG-P-%F%J#:#F$ F-UFU
样品
=37:IJ

组内 "
MJ: "

组内 &
MJ: &

组内 )
MJ: )

均值
TJ32

标准差
=\

变异系数
A]

R) #CB(& #CB’’ #CBB" #CBB’ #C#"$ )g
cR" #C?B& #C?’? #C?$? #C?’" #C#"’ )g
cRB #CB#B #CB?B #CB(% #CB(# #C#)" ?g
ca( #C&(’ #C&?? #C&)B #C&(% #C#"? ?g
A) #C"(% #C"?( #C"(% #C"B( #C##% ?g

K6*191SJ &C#B" &C)B? &C&(% &C&"% #C"BB ’g
>JQ391SJ #C#($ #C#B$ #C#B( #C#B) #C##B %g
RI32. #C#B" #C#B" #C#B& #C#B" #C##" "g

表 2K批次间重复性检测

@%J:-2K=%FL"F( J%FL"G-P-%F%J#:#F$ F-UFU

样品
=37:IJ

组间 "
MP2 "

组间 &
MP2 &

组间 )
MP2 )

均值
TJ32

标准差
=\

变异系数
A]

R) #CB#( #CB"? #CB(B #CB&& #C#&" (g
cR" #C?B? #C?"’ #C?%( #C?B? #C#)% ?g
cRB #CB&) #CB?? #CB?$ #CBB& #C#&B Bg
ca( #C&’? #C&B? #C)#B #C&’% #C#&B %g
A) #C"$& #C"%B #C"’B #C"$( #C#"# ?g

K6*191SJ &C")) &C"B( &C"(% &C"(B #C#"" "g
>JQ391SJ #C#’? #C#?B #C#’$ #C#’) #C##’ "#g
RI32. #C#B’ #C#?) #C#B% #C#?# #C##) Bg

.%".
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!!稳定性试验%为评价所建立的 DE<=F检测方法
的稳定性(将包被好的 DE<=F酶标板分别置于
)’ i’&B i’(i环境(每天取出 " 块(连续测定 ’ ,(
观察其在 (#B 27和 (%& 27波长处其&F值的变
化* 结果如表 B 所示(孵育环境!)’ i"和室温环境
!&B i"(无论是样品血清!R)"还是阴阳性对照血

清(随着时间的延长!’ ,"(TG]血清抗体水平呈缓
慢下降的趋势且批次间&F值变异系数偏大 !m
"#g"(不适合试剂盒的长期储存+冷藏环境下
!( i"(TG]血清抗体水平各批次间&F值变异系
数最小!k"#g"(适合于长期储存*

表 OK稳定性检测
@%J:-OKUF%J#:#F$ F-UFU

样品

=37:IJ

温度;i

VJ7:JH39PHJ
时间;,

" & ) ( B ? ’
均值

TJ32

标准差

=\

变异系数

A]

R)

K6*191SJ

>JQ391SJ

)’ #CB") #CB#? #C(?" #C(?’ #C(#’ #C)(B #C)") #C()# #C#’$ "$g
&B #CBB" #CBB& #CB(% #C($) #C(B’ #C((B #C()( #C(%? #C#B) ""g
( #CB?" #CB?) #CBB% #CBB% #CB?" #CB(’ #CBBB #CBB$ #C##B "g
)’ &C#B &C#BB "C%($ "C$BB "C$B& "C’(? "C’&) "C$%# #C")( ’g
&B &C#BB &C#(( &C#B$ &C#() "C%BB "C%() "C%&( &C##) #C#B% )g
( &C#B( &C#B& &C#’ &C#(B &C#B? &C#(& &C"#& &C#?# #C#&" "g
)’ #C#’& #C#?) #C#?( #C#B% #C#B$ #C#(’ #C#(" #C#B$ #C#"" "$g
&B #C#B? #C#B( #C#B? #C#(? #C#(B #C#(& #C#() #C#(% #C##? ")g
( #C#)& #C#(# #C#)$ #C#(" #C#(" #C#(" #C#)? #C#)$ #C##) %g

!!灵敏度试验%将 TG]阳性血清做倍比稀释(检
测本研究制备的试剂盒所能检测出的最低检出量*
结果如表 ? 所示(阳性对照 ! &C"")"在稀释倍数大
于 " q( ### 时&F值小于 #C&&(临床阳性血清 R)

!#C?#)"则在稀释倍数大于 " q" ### 时&F值小于
#C&&(具有一定的灵敏性(这与临床血清本身 TG]
抗体水平偏低有关*

表 4K灵敏性检测
@%J:-4K!-&U#F#Y#F$ F-UFU

稀释倍数

\1IP9162
(# "## "### &### (### $### "?### )&###

R) #C?#) #C(($ #C&)& #C""$ #C#’% #C#B? #C#(% #C#()
K6*191SJ &C"") "C$#? "C)?" #C$?’ #C)#’ #C"(B #C#%$ #C#?"
>JQ391SJ #C#B" #C#B& #C#(% #C#$) #C#B’ #C#(B #C#)% #C#("
RI32. #C#?" #C#?) #C#B% #C#B% #C#?" #C#(’ #C#B& #C#(’

5N4K性能评价与初步应用
用本研究制备的 DE<=F诊断试剂盒与商品化

TG]DE<=F试剂盒平行检测 "?B 份小鼠血清样品(
评价本研究制备的试剂盒与商品化试剂盒的符合
率* 阴阳性判定结果如表 " 所示(阴性样品符合率
为 %&C%"g! ""$;"&’"(阳性样品符合率为 %’C)’g
!)’;)$"不符合样品为 "# 份(主要分布在邻近商品
化试剂盒判定标准附近的血清!#C"Bh#C&&"(需进
一步复检(两次结果均为可疑则可判定为阳性*

3K讨论

由于 TG]有多个毒株亚型(且不同地区之间

TG]流行情况不一样(所选用的毒株也各不相同*
在研制试剂盒时(选用哪些毒株作为检测用的抗原
将直接影响到检测结果的特异性和敏感性(需要根
据不同组织型的 TG]选择不同的包被抗原进行检
测 , "B- * 在实际应用中通常需要用不同的诊断试剂
对同一份样品反复进行验证(才能确定其准确结果*
或者采用同时包被多种抗原类型来达到一次操作能
够检测多种病毒的目的(但由于不同抗原之间的干
扰及各地区实际感染现状的差异(结果准确性较单
一抗原有所降低(容易造成误判(使整个实验动物群
体存在隐形感染 TG]的风险 , "?_"’- * 为此(在全面
对本地区实验小鼠进行流行病学性调查的基础上(
我们从美国 FVAA购买了我国主要流行的 ) 株小鼠

.#&.
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肝炎病毒 TG]"!FVAA]M_&?""’TG]_cGT!FVAA
]M_’?B"’TG]_FB% !FVAA]M_’?( " 作为不同的
DE<=F包被抗原(用于本地小鼠 TG]阳性临床血清
抗体的检测*

在用 E%&% 细胞进行病毒扩增培养时我们发现(
E%&% 细胞感染 TG]_cGT病毒株 )? 8 即可观察到
细胞病变(($h?# 8 病变最为明显(’& 8 后细胞逐渐
崩解+TG]_FB% 和 TG]" 毒株则于感染 ($ 8 以后
出现细胞病变(病变明显时间段为 ?#h’& 8(随后细
胞逐渐崩解!见图 ""(分别在感染 %? 8 后收取 ) 种
病毒的细胞培养物进行病毒滴度测定!图 &"(发现
) 种病毒的最佳接种浓度 !病毒稀释倍数"均不相
同(TG]"! " qB 稀释 "’TG]_FB% ! " q"# 稀释 "’
TG]_cGT!" q&# 稀释"(这说明病毒的扩增有一定
的浓度要求* 选取最佳接种剂量的小鼠肝炎病毒可
以在感染细胞 & h) , 的时间内出现病毒的快速增
长(病毒的培养较为稳定(在接种后 ’& 8 收获病毒(
符合试剂盒病毒生产的需要*

研究表明 TG]_FB% 与其它毒株之间有交叉反
应(是一个有广泛反应性的抗原(曾作为 DE<=F检
测的包被抗原(我国 TG]抗体酶标检测试剂盒主
要使用三价抗原(结合模式一般为经典毒株与新分
离毒株相结合的组合(检出率也明显高于单抗原(阳
性率的差别主要表现在对弱阳性样品或不确定样品
的阳性检出率上 , "$_&"- * 本研究用不同 TG]病毒株
抗原包被(检测本地小鼠 TG]阳性临床血清抗体(
结果发现相比于商品化试剂盒测定的血清抗体浓
度(TG]" 抗原包被的 DE<=F酶标板测定的血清阳
性检出率更为接近商品化试剂盒(与 FB% 和 cGT包
被的DE<=F酶标板测定的结果差异显著!/k#C#B"(
TG]_FB% 检测结果只有参考值的一半(TG]_cGT
无论阴阳性血清均无明显反应(这说明本地小鼠
TG]阳性临床血清主要是 TG]" 和 TG]_FB% 感
染引起(这与前期的病毒核酸测序鉴定结果相符*
另一方面(该商品化试剂盒的参考阳性血清检测结
果 TG]_FB% 和 TG]_cGT 抗体水平最高(反而
TG]" 的检测结果最低(这说明该试剂盒抗原包被
时虽然都含有以上 ) 种病毒类型(但以 TG]_FB%
和 TG]_cGT病毒为主(TG]" 次之(这与本地区流
行的病毒株有很大的出入(也可能是该试剂盒在使
用过程中 DE<=F抗体检测结果和 <LF抗体检测结
果有着一定的差异的原因之一*

随后(本研究选取了 TG]" 作为适合本地区的

包被抗原类型并优化 DE<=F反应体系(以期获得一
种稳定’精密’检测准确的 TG]血清抗体 DE<=F诊
断方法(可以用于 TG]的日常病原学监测* 通过
对大量临床小鼠血清样本 ! "?B"的测试(小鼠的
TG]阴性血清检测数据多控制在 #C#’ 左右(而不
同实验条件对此标准会有一定影响(例如显色时间
和显色液类型(因此我们采取阴性参比血清的检测
结果加 &=\!阴性 &Fp&=\(#C"’"作为阴性判定标
准* 以此标准对大量样品做多次检测(检测的准确
性达到 %&C%"g!""$;"&’"(因此在检测过程中低于
此标准的样品可做阴性判定* 而高于此标准的血清
样品(仍有少量不能用 <LF和 NJ*9JH2 [I69等方法做
阳性判定(因此在本试剂盒中增设了阳性临界浓度
血清判定指标阴性 &Fp)=\!#C&&"(当 DE<=F检测
结果高于此标准时(使用 <LF和 NJ*9JH2 [I69等方法
可对此样品做出一致的判断* 而低于此标准高于阴
性判定标准的样品!#C"Bh#C&&"(其来源动物的种
群需要做进一步的检测来确认*
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