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(57)摘要

本发明公开了一种猪瘟病毒抗体检测试剂

盒，属于生物检测技术领域。本发明的猪瘟病毒

抗体检测试剂盒，包含试剂R1和试剂R2，所述试

剂R1为pH 6.0-8.0的缓冲液，其包括稳定剂、高

分子加速剂、表面活性剂和防腐剂；所述试剂R2

为猪瘟病毒抗原胶乳试剂，其包括稳定剂、猪瘟

病毒E2抗原胶乳颗粒、防腐剂和缓冲液。本发明

的试剂盒具有较高的检测灵敏度和特异性，稳定

性好，操作简单，反应时间短；可适用于全自动生

化分析仪、特种蛋白仪及分光光度计，反应后不

产生沉淀，便于反应杯清洗。
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1.一种猪瘟病毒抗体检测试剂盒，包含试剂R1和试剂R2，其特征在于：所述试剂R1为pH 

6.0-8.0的缓冲液，其包括稳定剂、高分子加速剂、表面活性剂和防腐剂；所述试剂R2为猪瘟

病毒抗原胶乳试剂，其包括稳定剂、猪瘟病毒E2抗原胶乳颗粒、防腐剂和缓冲液。

2.根据权利要求1所述的猪瘟病毒抗体检测试剂盒，其特征在于：

所述试剂R2的猪瘟病毒E2抗原胶乳颗粒为标记有猪瘟病毒E2重组抗原的粒径为60±

1.5nm的金纳米颗粒。

3.根据权利要求2所述猪瘟病毒抗体检测试剂盒，其特征在于：所述试剂R2的由以下方

法制备而成：

步骤1)，扩增猪瘟病毒E2基因基因序列，通过clonExpress技术连入真核表达载体

pEGFP-C1载体；将上述重组质粒通过DEAE-葡聚糖法转染猪肾上皮细胞PK-15，培养后高压

破碎细胞，将细胞上清进行亲和层析法纯化鉴定，获得猪瘟病毒E2蛋白；

步骤2)，取100mL纳米金溶液用1％K2CO3调节pH至7.5-10.0，按一定比例缓慢加入猪瘟

病毒E2重组蛋白，在磁力搅拌器下反应10min，加入BSA溶液至最终浓度为1％，继续搅拌

5min得到猪瘟病毒E2抗原胶乳颗粒，4℃过夜；

步骤3)，将猪瘟病毒E2抗原胶乳颗粒以3000rpm离心30min；去除聚合凝集杂质，再以

12000rpm、4℃离心30min，弃上清，用重悬液(含有1％BSA的0.01M  PBS溶液)复溶，重复洗涤

3次；收集沉淀，用含稳定剂、防腐剂的缓冲液重悬，沉淀，调整浓度至OD540nm为0.2，分装即

得。

4.根据权利要求3所述猪瘟病毒抗体检测试剂盒，其特征在于：所述步骤2)中，纳米金

与猪瘟病毒E2重组蛋白质量比为1:0.8-1:1.6。

5.根据权利要求3所述猪瘟病毒抗体检测试剂盒，其特征在于：所述步骤2)中纳米金溶

液由以下方法制备而成：在清洗干净的圆底烧瓶中加超纯水100mL，加入1％氯金酸溶液

1mL，600rpm高速搅拌并加热至溶液沸腾，迅速加入1％柠檬酸三钠溶液1.5mL，继续加热和

搅拌10min，溶液颜色先变黑后变红，停止加热并继续搅拌10min，然后停止搅拌恢复至室温

并用超纯水恢复至100mL；制得纳米金溶液，超滤去掉小分子备用。

6.根据权利要求1～5任一项所述猪瘟病毒抗体检测试剂盒，其特征在于：

所述试剂R2的缓冲液包括磷酸盐缓冲液、硼酸缓冲液、甘氨酸缓冲液、Tris-Cl缓冲液、

HEPS缓冲液中的一种或多种；

所述试剂R2的稳定剂包括小牛血清、BSA、脱脂乳、明胶、蔗糖、甘油中一种或几种；

所述试剂R2的防腐剂包括叠氮钠、苯酚、Proclin、对羟基苯甲酸中的一种或几种。

7.根据权利要求6所述猪瘟病毒抗体检测试剂盒，其特征在于：

所述试剂R2的稳定剂为质量体积比10-20％蔗糖、质量体积比0.5-2％BSA和质量体积

比3-10％甘油；

所述试剂R2的防腐剂为质量体积比0.1-0.5％的Proclin300；

所述试剂R2的缓冲液为pH6.0-8.0的磷酸盐缓冲液。

8.根据权利要求1所述猪瘟病毒抗体检测试剂盒，其特征在于：

所述试剂R1的缓冲液包括磷酸盐缓冲液、三羟甲基氨基甲烷TRIS缓冲液、硼砂-氢氧化

钠缓冲液、甘氨酸缓冲液中的一种或几种；

所述试剂R1的稳定剂包括乙二胺四乙酸二钠、二乙烯三胺五乙酸钠、甘露糖、葡萄糖、
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壳聚糖、山梨醇和牛血清蛋白中的一种或几种；

所述试剂R1的防腐剂包括叠氮钠、苯酚、Proclin、对羟基苯甲酸中的一种或几种；

所述试剂R1的高分子加速剂包括聚乙烯吡咯烷酮、聚丙烯酸钠、聚乙二醇中的一种或

几种；

所述试剂R1的表面活性剂包括Triton系列、Tween系列、月桂醚、聚氧乙烯烷基苯基醚

中的一种或几种。

9.根据权利要求8所述的猪瘟病毒抗体检测试剂盒，其特征在于：

所述试剂R1的缓冲液为pH6.0-8.0的磷酸盐缓冲液；

所述试剂R1的稳定剂为质量体积比0.2-2％的牛血清蛋白；

所述试剂R1的防腐剂为质量体积比0.1-0.5％的Proclin300；

所述试剂R1的高分子加速剂为质量体积比0.2-0.5％的聚乙二醇PEG8000；

所述试剂R1的表面活性剂为质量体积比0.05-0.1％Tween20。

10.根据权利要求8或9所述的猪瘟病毒抗体检测试剂盒，其特征在于：所述试剂R1的制

备方法如下：

在磁力搅拌器下向90mL磷酸盐缓冲液(pH7.2)中加入0.5g  BSA和0.5g  PEG8000，完全

溶解后分别加入100uL  Proclin300和0.08％的Tween20，最后以磷酸盐缓冲液(pH7.2)定容

至100mL，分装保存。
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一种猪瘟病毒抗体检测试剂盒

技术领域

[0001] 本发明属于生物检测技术领域，具体涉及一种猪瘟病毒抗体检测试剂盒。

背景技术

[0002] 猪瘟(Classical  swine  fever ,CSF)是由猪瘟病毒(Classical  swine  fever 

virus,CSFV)引起的一种急性、发热性、接触性传染病，该病被我国列为一类动物疫病，被世

界动物卫生组织列为A类传染病。该病传播速度快、流行广、发病率高、致死率高，对我国养

猪业产生的危害极大。猪瘟的临床表现多以亚急性、慢性或非典型出现，偶有急性出现，一

年四季皆可发生，但以春、秋、冬季多发，不同年龄、性别、品种的猪都可能发生，只有掌握临

床诊断和科学的检测方法，准确监测猪群免疫抗体水平和抗体消长规律，才能有效遏制猪

瘟病的流行。

[0003] 目前，检测猪瘟病毒抗体方法有HA、RT-PCR、ELISA、免疫层析法等。HA法检测灵敏

度低，样本需要灭活处理，肉眼判读误差大；RT-PCR、ELISA等检测灵敏度、特异性高但需要

昂贵仪器设备，检测时间长，需要专业技术人员操作；胶体金免疫层析操作简单、检测时间

短，但准确度不高，检测范围窄，不能准确定量。随着单克隆抗体技术的发展和全自动生化

分析仪、蛋白分析仪的普及，免疫比浊技术已经发展出多种快速免疫比浊检测技术，已被广

泛应用于临床诊断、生物材料分析的等技术实践中。

[0004] 胶乳增强比浊法(PETIA)是一种较为稳定、准确的均相免疫比浊检测方法。PETIA

法大体分为两种：一种是散射比浊检测法，另一种是透射比浊检测法。这两种方法的基本原

理非常相似，都是在高分子纳米微球的表面交联单克隆抗体，当交联有抗体的微球与抗原

结合后，在短时间内会迅速聚集在一起，改变了反应液的散光性能或透光性能。而且，反应

液散光性能或透光性能(即吸光度)的改变与被测抗原的浓度有较强的相关性,在一定范围

内可以反映被测抗原的浓度。PETIA检测方法是在均相反应体系中进行抗原、抗体反应及结

果的测定。抗原、抗体反应后，直接测定反应液的吸光度值，省却了ELISA法反复孵育和洗板

等烦琐操作步骤，几分钟就能获得结果，省时省力。此外，PETIA操作步骤的简化也相应地避

免了许多人为操作因素和试剂、环境等外界因素的干扰，稳定性和重复性都较好，能较真实

地反映被测物质的存在情况。纳米级粒子的推出解决了对单克隆抗体结合的能力不强，临

床检测的线性范围窄，干扰因素多，实验稳定性差等问题，大大促进了免疫比浊法在临床上

的广泛应用。

发明内容

[0005] 针对现有技术中存在的问题，本发明要解决的技术问题是提供一种猪瘟病毒抗体

检测试剂盒，该检测试剂盒具有较高的检测灵敏度和特异性，稳定性好，操作简单，反应时

间短；可适用于全自动生化分析仪、特种蛋白仪及分光光度计，反应后不产生沉淀，便于反

应杯清洗。

[0006] 为了达到上述目的，本发明采用的技术方案为：

说　明　书 1/6 页

4

CN 110554199 A

4



[0007] 一种猪瘟病毒抗体检测试剂盒，包含试剂R1和试剂R2，所述试剂R1为pH  6.0-8.0

的缓冲液，其包括稳定剂、高分子加速剂、表面活性剂和防腐剂；所述试剂R2为猪瘟病毒抗

原胶乳试剂，其包括稳定剂、猪瘟病毒E2抗原胶乳颗粒、防腐剂和缓冲液。

[0008] 在上述方案的基础上，所述试剂R2的猪瘟病毒E2抗原胶乳颗粒为标记有猪瘟病毒

E2重组抗原的粒径为60±1.5nm的金纳米颗粒。

[0009] 在上述方案的基础上，所述试剂R2的由以下方法制备而成：

[0010] 步骤1)，扩增猪瘟病毒E2基因基因序列，通过clonExpress技术连入真核表达载体

pEGFP-C1载体；将上述重组质粒通过DEAE-葡聚糖法转染猪肾上皮细胞PK-15，培养后高压

破碎细胞，将细胞上清进行亲和层析法纯化鉴定，获得猪瘟病毒E2蛋白；

[0011] 步骤2)，取100mL纳米金溶液用1％K2CO3调节pH至7.5-10.0，按一定比例缓慢加入

猪瘟病毒E2重组蛋白，在磁力搅拌器下反应10min，加入BSA溶液至最终浓度为1％，继续搅

拌5min得到猪瘟病毒E2抗原胶乳颗粒，4℃过夜；

[0012] 步骤3)，将猪瘟病毒E2抗原胶乳颗粒以3000rpm离心30min；去除聚合凝集杂质，再

以12000rpm、4℃离心30min，弃上清，用重悬液(含有1％BSA的0.01M  PBS溶液)复溶，重复洗

涤3次；收集沉淀，用含稳定剂、防腐剂的缓冲液重悬，沉淀，调整浓度至OD540nm为0.2，分装即

得。

[0013] 在上述方案的基础上，所述步骤2)中，纳米金与猪瘟病毒E2重组蛋白质量比为1:

0.8-1:1.6。

[0014] 在上述方案的基础上，所述步骤2)中纳米金溶液由以下方法制备而成：在清洗干

净的圆底烧瓶中加超纯水100mL，加入1％氯金酸溶液1mL，600rpm高速搅拌并加热至溶液沸

腾，迅速加入1％柠檬酸三钠溶液1.5mL，继续加热和搅拌10min，溶液颜色先变黑后变红，停

止加热并继续搅拌10min，然后停止搅拌恢复至室温并用超纯水恢复至100mL；制得纳米金

溶液，超滤去掉小分子备用。

[0015] 在上述方案的基础上，

[0016] 所述试剂R2的缓冲液包括磷酸盐缓冲液、硼酸缓冲液、甘氨酸缓冲液、Tris-Cl缓

冲液、HEPS缓冲液中的一种或多种；

[0017] 所述试剂R2的稳定剂包括小牛血清、BSA、脱脂乳、明胶、蔗糖、甘油中的一种或几

种；

[0018] 所述试剂R2的防腐剂包括叠氮钠、苯酚、Proclin、对羟基苯甲酸中的一种或几种。

[0019] 在上述方案的基础上，所述试剂R2的稳定剂为质量体积比10-20％蔗糖、质量体积

比0.5-2％BSA和质量体积比3-10％甘油；

[0020] 所述试剂R2的防腐剂为质量体积比0.1-0.5％的Proclin300；

[0021] 所述试剂R2的缓冲液为pH6.0-8.0的磷酸盐缓冲液。

[0022] 在上述方案的基础上，

[0023] 所述试剂R1的缓冲液包括磷酸盐缓冲液、三羟甲基氨基甲烷TRIS缓冲液、硼砂-氢

氧化钠缓冲液、甘氨酸缓冲液中的一种或几种；

[0024] 所述试剂R1的稳定剂包括乙二胺四乙酸二钠、二乙烯三胺五乙酸钠、甘露糖、葡萄

糖、壳聚糖、山梨醇和牛血清蛋白中的一种或几种；

[0025] 所述试剂R1的防腐剂包括叠氮钠、苯酚、Proclin、对羟基苯甲酸中的一种或几种；
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[0026] 所述试剂R1的高分子加速剂包括聚乙烯吡咯烷酮、聚丙烯酸钠、聚乙二醇中的一

种或几种；

[0027] 所述试剂R1的表面活性剂包括Triton系列、Tween系列、月桂醚、聚氧乙烯烷基苯

基醚中的一种或几种。

[0028] 在上述方案的基础上，

[0029] 所述试剂R1的缓冲液为pH6.0-8.0的磷酸盐缓冲液；

[0030] 所述试剂R1的稳定剂为质量体积比0.2-2％的牛血清蛋白；

[0031] 所述试剂R1的防腐剂为质量体积比0.1-0.5％的Proclin300；

[0032] 所述试剂R1的高分子加速剂为质量体积比0.2-0.5％的聚乙二醇PEG8000；

[0033] 所述试剂R1的表面活性剂为质量体积比0.05-0.1％Tween20。

[0034] 在上述方案的基础上，所述试剂R1的制备方法如下：

[0035] 在磁力搅拌器下向90mL磷酸盐缓冲液(pH7.2)中加入0.5g  BSA和0.5g  PEG8000，

完全溶解后分别加入100uL  Proclin300和0.08％的Tween20，最后以磷酸盐缓冲液(pH7.2)

定容至100mL，分装保存。

[0036] 本发明产生了如下有益效果：

[0037] 1)本发明试剂盒具有较高的检测灵敏度和特异性，稳定性好，操作简单，反应时间

短只需10min；

[0038] 2)本发明试剂盒可适用于全自动生化分析仪、特种蛋白仪及分光光度计，反应后

不产生沉淀，便于反应杯清洗；

[0039] 3)本发明试剂盒与RT-PCR、ELISA、免疫层析等方法对样本中CSFV抗体检测数据统

计分析，无显著差异，检测结果可靠，具有较大的市场竞争力；

[0040] 4)通过纳米金作为胶乳微球标记的猪瘟病毒抗原与待检样本反应前后溶液的浊

度变化判断猪瘟病毒抗体的存在与否。该方法不需要预处理样本，操作简便、准确可靠、重

复性好，可用于全自动生化分析仪、特种蛋白仪及分光光度计上使用。

具体实施方式

[0041] 在本发明中所使用的术语，除非有另外说明，一般具有本领域普通技术人员通常

理解的含义。

[0042] 下面结合具体实施例，并参照数据进一步详细的描述本发明。以下实施例只是为

了举例说明本发明，而非以任何方式限制本发明的范围。

[0043] 实施例1

[0044] 一种猪瘟病毒抗体检测试剂盒，包含试剂R1和试剂R2，所述试剂R1为pH  6.0-8.0

的缓冲液，其包括稳定剂、高分子加速剂、表面活性剂和防腐剂；所述试剂R2为猪瘟病毒抗

原胶乳试剂，其包括稳定剂、猪瘟病毒E2抗原胶乳颗粒、防腐剂和缓冲液。

[0045] 1.胶乳微球制备

[0046] 以纳米金作为胶乳微球，其制备方法如下：在清洗干净的1000mL圆底烧瓶中加超

纯水100mL，放入磁力搅拌子1枚，加入1％氯金酸溶液1mL，600rpm高速搅拌并加热至溶液沸

腾，迅速加入1％柠檬酸三钠溶液1.5mL，继续加热和搅拌10min，溶液颜色先变黑后变红，停

止加热并继续搅拌10min，然后停止搅拌恢复至室温并用超纯水恢复至100mL。电镜观察制

说　明　书 3/6 页

6

CN 110554199 A

6



得的胶体金粒径约为40±1.2nm，超滤去掉小分子备用。

[0047] 2.试剂R2制备

[0048] 1)对疑似猪瘟病死猪通过临床症状观察、病理剖检变化、金标卡检测、兔体交互试

验及RT-PCR实验诊断后确诊为猪瘟。然后根据GenBank登录的猪瘟病毒shimen(GenBank登

录号为AF092449)和C株(GenBank登录号:Z46258)的E2基因序列设计一对特异引物：

[0049] P1:5-TGGCTAGTTAATGCAGACA-3

[0050] P2:5-AAATTACCTTAGTCCAACT-3；

[0051] 采摘病死猪的血液、扁桃体、淋巴结、脾、肾等组织提取总RNA，并进行RT-PCR扩增,

通过电泳检测和测序后获得预期目的DNA条带，并将其纯化后与pMD18-T载体连接、转化到

TOP10感受细胞中，在含Amp的琼脂培养基中加入IPTG和X-gal诱导培养，挑选白色菌落培养

抽提质粒，用BamHI和HindⅢ酶切鉴定和测序后，将测序结果用DNAStar和DNAMAN软件分析，

核苷酸同源性为98.9％和94.9％，氨基酸同源性为99.7％和98.1％。将扩增好的猪瘟病毒

E2基因通过clonExpress技术连入真核表达载体pEGFP-C1载体，转化DH5α感受态细胞，在LB

平板上挑取单克隆提取质粒，进行测序鉴定；将上述重组质粒pEGFP-E2通过DEAE-葡聚糖法

转染猪肾上皮细胞PK-15，培养后高压破碎细胞，将细胞上清进行亲和层析法纯化鉴定，获

得猪瘟病毒E2蛋白。

[0052] 2)100mL胶体金溶液用1％K2CO3调节pH至9.6，缓慢加入猪瘟病毒E2重组抗原10mg，

在磁力搅拌器下反应10min，加入BSA溶液至终浓度为1％，继续搅拌5min，即得猪瘟病毒E2

抗原胶乳颗粒，4℃过夜；次日，3000rpm离心30min，去除聚合凝集杂质，再于12000rpm4℃离

心30min，弃上清，用重悬液(1％BSA+0.01M  PBS)复溶，重复洗涤3次；收集沉淀，用质量体积

比20％蔗糖、质量体积比2％BSA、质量体积比10％甘油、质量体积比0.5％的Proclin300作

为稳定剂的0.01M的PBS缓冲液(pH7.2)重悬沉淀，调整浓度至OD540nm为0.2，分装。

[0053] 3.试剂R1制备

[0054] 在磁力搅拌器下向90mL磷酸盐缓冲液(pH7.2)中加入0.5g  BSA和0.5g  PEG8000，

完全溶解后加入100uL  Proclin300,最后以磷酸盐缓冲液(pH7.2)定容至100mL，分装保存。

[0055] 4.测定方法：终点法，主波长340nm，次波长700nm。吸取300uL试剂R1和10uL待测样

本于反应杯中，混匀，反应180s后读取空白，加入100uL试剂R2，混匀，反应300s后读取反应

吸光度。以统计学软件SPSS  11.5进行分析，计算样本中抗体水平。

[0056] 5.性能测定

[0057] 5.1可靠性分析对30份临床血清样本进行检测，同时用IDEXX试剂盒平行测定，结

果一致性100％。结果如下：

[0058] 表1本发明试剂盒与IDEXX试剂盒检测结果比较
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[0059]

[0060] 5.2检测灵敏度分析将5.1试验中3#阳性标本按1:2、1:4、1:8、1:16...梯度稀释进

行测定，本发明试剂盒的检测结果与IDEXX试剂盒基本一致，且本发明试剂盒对样品的检测

灵敏度高于对照试剂盒。

[0061] 表2本发明试剂盒检测灵敏度分析

[0062]

[0063] 5.3精密性分析将3份免疫球蛋白浓度分别为3.5mg/L、47mg/L、123mg/L作为实验

样本，各重复20次计算平均值、标准差和变异系数得到批内精密度相关系数据，再将此3个

样本每天测定2次(上午、下午各一次)，每次测定双点重复，测定20d，计算平均值、标准差和

变异系数得到批间精密度相关数据，结果如下：

[0064] 表3本发明试剂盒的精密性分析结果
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[0065]

[0066] 以上所述，仅是本发明的较佳实施例而已，并非是对本发明作其它形式的限制，任

何熟悉本专业的技术人员可能利用上述揭示的技术内容加以变更或改型为等同变化的等

效实施例。但是凡是未脱离本发明技术方案内容，依据本发明的技术实质对以上实施例所

作的任何简单修改、等同变化与改型，仍属于本发明技术方案的保护范围。
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