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(57)摘要

IBDV抗体的ELISA试剂盒和测试方法、有效

抗体效价确定方法，ELISA试剂盒包括，1）包被

IBDV抗原的酶标板；2）1:3000稀释的HRP标记的

羊抗鸡Ig Y；其中，所述包被IBDV抗原的酶标板，

通过IBDV抗原浓度稀释到10ng/孔后，包被上述

稀释液到反应板相应孔后制作而成，IBDV抗原为

由杆状病毒表达系统制备的rVP2蛋白，检测结果

是依据ELISA检测方法的S/P值进行判定。依据

ELISA检测方法的S/P值检测结果是阳性时，检测

结果是阳性时，说明有效抗体水平高，能够中和

IBDV，不需要重新免疫疫苗；检测结果S/P值阴性

时，说明抗体水平较低不具有保护力，容易感染

病毒，需要重新进行疫苗的免疫。因此，本发明建

立的ELISA试剂盒抗体阳性检出率高，并且能够

指导生产上疫苗的免疫，减少经济损失。
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1.一种IBDV抗体的ELISA测试盒，其特征在于：包括，1）包被IBDV抗原的酶标板；2）1:

3000稀释的HRP标记的羊抗鸡Ig  Y；其中，所述包被IBDV抗原的酶标板通过IBDV抗原浓度稀

释到10ng/孔，包被到反应板制作而成。

2.如权利要求1所述的一种IBDV抗体的ELISA测试盒，其特征在于：所述IBDV抗原为由

杆状病毒表达系统制备的rVP2蛋白。

3.如权利要求1所述的一种IBDV抗体的ELISA测试盒，其特征在于：还包括以下试剂：标

准阳性血清、标准阴性血清、包被液、洗涤液、封闭液、洗涤液、显色液和终止液，所述包被液

由1.465  g  NaHCO3和0.975  g  Na2CO3溶于超纯水中，调pH为9.6定容至500mL制备而成，所述

洗涤液为0.01mol·L-1PBST溶液；所述洗涤液和终止液均由2.5  g脱脂奶粉加入PBST中混

匀，定容至50  mL制备而成；所述终止液由11  mL浓硫酸缓慢滴入69  mL超纯水中制备而成。

4.如权利要求4所述的一种IBDV抗体的ELISA测试盒，其特征在于：所述显色液为TMB单

组分显色液。

5.一种IBDV抗体的ELISA测试方法，其特征在于：包括以下步骤，

S1.  包被抗原：取0.2 μg·mL-1的IBDV抗原稀释液到反应板酶标孔中，每孔50~100 μL，

4℃过夜包被，上层为液体，包被抗原吸附在酶标板上，使用时37℃回温1  h；

S2.  弃包被液：用洗涤液冲洗反应板先洗三次洗去表面包被液，再洗3次，后洗时每次5 

min，每孔加入100~200μL封闭液，置于37℃培养箱，孵育1  h；

S3.  弃封闭液：用洗涤液冲洗反应板冲三次，洗三次，洗时每次5  min，将稀释过的待测

标准阴性、阳性血清加入到相应孔中，每孔50~100μL，置于37℃培养箱，孵育0.5  h；

S4.  弃一抗：用洗涤液冲洗反应板冲三次，洗三次，洗时每次5  min，每孔加入50μL按照 

1:3000稀释的HRP标记的羊抗鸡Ig  Y，37℃孵育1  h；

S5.  弃二抗：用洗涤液冲洗反应板冲三次，洗三次，洗时每次5  min，每孔加入80~100 μ

L的TMB单组份显色液，37℃避光显色时为15min后加入50μL的终止液，利用酶标仪测定OD450

值；

S6.  临界值确定：利用上述方法检测待测阴性血清样品，每个样品两个重复，并设立阳

性对照，当样品OD450≤0.4时样品为阴性，当样品OD450≥0.487时样品为阳性。

6.如权利要求1所述的一种IBDV抗体的ELISA测试方法，其特征在于：所述步骤S3中待

测标准阴性、阳性血清的稀释比均为1:400。

7.基于ELISA测试方法的IBDV有效抗体效价的测定方法，其特征在于：包括以下步骤：

1）准备待测样品：取至少10份制备的IBDV阳性血清，每份鸡IBDV阳性血清预先用PBS稀

释至AGP效价为1:1；

2）稀释待测样品：将稀释好的血清以1:400为基础倍比稀释至1:6400，设置阴性、阳性

血清对照；

3）测试：按照所述ELISA测试方法读取稀释后样品的最大稀释度阳性孔的OD450值，按照

S/P=（样品值-阴性对照值）/(阳性对照值-阴性对照值)，其中S为样品的OD450值，P为标准的

OD450值，当S/P值≥0.22且待测样品稀释度大于1:400时判断样品为阳性，该待测样品具有

抗IBDV的有效抗体；反之，判断该待测样品为阴性，不具有抗IBDV的有效抗体。

8.基于ELISA测试方法的母源抗体消长曲线绘制方法，其特征在于：取1  d、6  d、9  d、17 

d、25  d、27  d、30  d抽取的鸡血清，各个日龄的血清分别按照1:400和1:800进行稀释后按照
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建立的ELISA检测方法进行检测，根据测试结果绘制母源抗体消长曲线。

9.如权利要求书8所述的母源抗体消长曲线在免疫评价中的应用。
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IBDV抗体的ELISA试剂盒和测试方法、有效抗体效价确定方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物医药领域，具体属于IBDV抗体的ELISA测试盒和测试方法、有效抗

体效价确定方法。

背景技术

[0002] IBDV给家禽养殖造成严重经济损失。VP2蛋白是IBDV的主要抗原蛋白，是IBDV分子

机制研究和兽药研究的主要靶点，同时也是IBDV的病毒和抗体检测的重要指标之一。免疫

学诊断技术被广泛用于IBDV的研究、调查和疫苗免疫效果评估。目前国内IBDV检测相关产

品，包括IBDV胶体金抗原检测试纸条、IBDV抗体ELISA检测试剂盒等。胶体金检测试纸条只

能用于病毒的检测，不能用于免疫评价。IDEXX抗体检测试剂盒依赖于进口，价格太过昂贵，

并且产品不可拆开多次使用，造成使用的不便。此外，在前期研究中，曾尝试采用毕赤酵母

表达系统和大肠杆菌表达系统表达IBDV  VP2基因，但获得的重组蛋白生物学活性差，不能

满足试剂盒的研究需求。

发明内容

[0003] 本发明的目的是提供IBDV抗体的ELISA试剂盒和测试方法、有效抗体效价确定方

法，要解决现有技术测试方法复杂、且价昂贵的技术问题；并解决现有技术不能用于免疫评

价的问题。

[0004] 为实现上述目的，本发明采用如下技术方案：

[0005] 一种IBDV抗体的ELISA测试盒，其特征在于：包括，1)包被IBDV抗原的酶标板；  2)

1:3000稀释的HRP标记的羊抗鸡Ig  Y；其中，所述包被IBDV抗原的酶标板通过IBDV  抗原浓

度稀释到8个浓度梯度后，包被上述稀释液到反应板相应孔后制作而成。

[0006] 进一步优选地，所述IBDV抗原为由杆状病毒表达系统制备的rVP2蛋白。

[0007] 进一步地，所述包被抗原量是10ng/孔。

[0008] 进一步地，还包括以下试剂：标准阳性血清、标准阴性血清、包被液、洗涤液、封闭

液、洗涤液、显色液和终止液，所述包被液由1.465g  NaHCO3和0.975g  Na2CO3溶于超纯水中，

调pH为9.6定容至500mL制备而成，所述洗涤液为0.01mol·L-1PBST溶液；所述洗涤液和终止

液均由2.5g脱脂奶粉加入PBST中混匀，定容至50mL制备而成；所述终止液由11mL  浓硫酸缓

慢滴入69mL超纯水中制备而成。

[0009] 更加优选地，所述显色液为TMB单组分显色液。

[0010] 一种IBDV抗体的ELISA测试方法，其特征在于：包括以下步骤，

[0011] S1、包被抗原：取0.2μg·mL-1的IBDV抗原稀释液到反应板酶标孔中，每孔50～100μ

L，  4℃过夜包被，上层为液体，包被抗原吸附在酶标板上，使用时37℃回温1h；

[0012] S2、弃包被液：用洗涤液冲洗反应板先洗三次洗去表面包被液，再洗3次，后洗时每

次5min，每孔加入100～200μL封闭液，置于37℃培养箱，孵育1h；

[0013] S3、弃封闭液：用洗涤液冲洗反应板冲三次，洗三次，洗时每次5min，将稀释过的待
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测标准阴性、阳性血清加入到相应孔中，每孔50～100μL，置于37℃培养箱，孵育0.5h；

[0014] S4、弃一抗：用洗涤液冲洗反应板冲三次，洗三次，洗时每次5min，每孔加入50～

100μL  按照1:3000稀释的HRP标记的羊抗鸡Ig  Y，37℃孵育1h；

[0015] S5、弃二抗：用洗涤液冲洗反应板冲三次，洗三次，洗时每次5min，每孔加入80～

100 μL的TMB单组份显色液，37℃避光显色时为15min后加入50～100μL的终止液，利用酶标

仪测定OD450值；

[0016] S6、临界值确定：利用上述方法检测待测阴性血清样品，每个样品两个重复，并设

立阳性对照，当样品OD450≤0.4时样品为阴性，当样品OD450≥0.487时样品为阳性。

[0017] 进一步优选地，所述步骤S3中待测标准阴性、阳性血清的稀释比均为1:400。

[0018] 基于ELISA测试方法的IBDV有效抗体效价的测定方法，其特征在于：包括以下步

骤：

[0019] 1)准备待测样品：取至少10份制备的IBDV阳性血清，每份鸡IBDV阳性血清预先用

PBS稀释至AGP效价为1:1；

[0020] 2)稀释待测样品：将稀释好的血清以1:400为基础倍比稀释至1:6400，设置阴性、

阳性血清对照；

[0021] 3)测试：按照所述ELISA测试方法读取稀释后样品的最大稀释度阳性孔的OD450值，

按照S/P＝(待测样品值-阴性对照值)/(阳性对照值-阴性对照值)，其中S为待测样品的

OD450值，P为标准的OD450值，当S/P值≥0.22且待测样品稀释度大于1:400时判断样品为阳

性，该待测样品具有抗IBDV的有效抗体；反之，判断该待测样品为阴性，不具有抗IBDV的有

效抗体。

[0022] 基于ELISA测试方法的母源抗体消长曲线绘制方法，其特征在于：取1d、6d、9d、 

17d、25d、27d和30d抽取的鸡血清，各个日龄的血清分别按照1:400和1:800进行稀释后按照

建立的ELISA检测方法进行检测，根据测试结果绘制母源抗体消长曲线绘制方法，母源抗体

消长曲线在免疫评价中的应用。

[0023] 与现有技术相比本发明具有以下特点和有益效果：

[0024] 本发明基于rVP2重组蛋白成功建立了IBDV  VP2抗体的ELISA检测方法，并基于建

立的ELISA检测方法确立了有效抗体水平的检测临界值，并绘制母源抗体消长曲线，为免疫

评价、免疫检测提供了数据基础。

附图说明

[0025] 图1为最佳待检血清孵育时间的优化图示；

[0026] 图2为最佳二抗稀释比的优化图示；

[0027] 图3为最佳二抗孵育时间的的优化图示；

[0028] 图4最佳封闭时间的优化图示；

[0029] 图5母源抗体水平检测结果回归曲线图。

具体实施方式

[0030] 为使本发明实现的技术手段、创新特征、达成目的与功效易于明白了解，下面对本

发明进一步说明。
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[0031] 在此记载的实施例为本发明的特定的具体实施方式，用于说明本发明的构思，均

是解释性和示例性的，不应解释为对本发明实施方式及本发明范围的限制。除在此记载的

实施例外，本领域技术人员还能够基于本申请权利要求书和说明书所公开的内容采用显而

易见的其它技术方案，这些技术方案包括采用对在此记载的实施例的做出任何显而易见的

替换和修改的技术方案。

[0032] 一种IBDV抗体的ELISA测试盒，其特征在于：包括，1)包被IBDV抗原的酶标板；  2)

1:3000稀释的HRP标记的羊抗鸡Ig  Y；其中，所述包被IBDV抗原的酶标板通过IBDV  抗原浓

度稀释到10ng/孔后，包被上述稀释液到反应板相应孔后制作而成；IBDV抗原为由杆状病毒

表达系统制备的rVP2蛋白；包被浓度为10ng/孔。还包括以下试剂：标准阳性血清、标准阴性

血清、包被液、洗涤液、封闭液、洗涤液、显色液和终止液，所述包被液由  1 .465g  NaHCO3和

0.975g  Na2CO3溶于超纯水中，调pH为9.6定容至500mL制备而成，所述洗涤液为0.01mol·L
-1PBST溶液；所述洗涤液和终止液均由2.5g脱脂奶粉加入PBST中混匀，定容至50mL制备而

成；所述终止液由11mL浓硫酸缓慢滴入69mL超纯水中制备而成，显色液为TMB单组分显色

液。

[0033] 一种IBDV抗体的ELISA测试方法，其特征在于：包括以下步骤，

[0034] S1、包被抗原：取0.2μg·mL-1的IBDV抗原稀释液到反应板酶标孔中，每孔50～100μ

L，  4℃过夜包被，上层为液体，包被抗原吸附在酶标板上，使用时37℃回温1h；

[0035] S2、弃包被液：用洗涤液冲洗反应板先洗三次洗去表面包被液，再洗3次，后洗时每

次5min，每孔加入100～200μL封闭液，置于37℃培养箱，孵育1h(封闭时间)；

[0036] S3、弃封闭液：用洗涤液冲洗反应板冲三次，洗三次，洗时每次5min，将稀释过的待

测标准阴性、阳性血清加入到相应孔中，每孔50～100μL，置于37℃培养箱，孵育0.5h；待测

标准阴性、阳性血清的稀释比均为1:400。

[0037] S4、弃一抗：用洗涤液冲洗反应板冲三次，洗三次，洗时每次5min，每孔加入50μL 

按照1:3000稀释的HRP标记的羊抗鸡Ig  Y，37℃孵育1h；

[0038] S5、弃二抗：用洗涤液冲洗反应板冲三次，洗三次，洗时每次5min，每孔加入80～

100 μL的TMB单组份显色液，37℃避光显色时为15min后加入50μL的终止液，利用酶标仪测

定OD450值；

[0039] S6、临界值确定：利用上述方法检测待测阴性血清样品，每个样品两个重复，并设

立阳性对照，当样品OD450≤0.4时样品为阴性，当样品OD450≥0.487时样品为阳性。

[0040] 本发明涉及的IBDV标准阳性血清和阴性血清的制备方法如下：

[0041] 取刚出壳雏鸡至干净无病菌培养间饲养。在14d和28d时用IBDV  S706株疫苗对

IBDV  抗体阴性的雏鸡进行滴眼感染免疫，第二次免疫后14d用IBDV-NB株毒加强免疫，加强

免疫后14d静脉采血进行琼扩检验。效价合格后心脏采血，分离血清。

[0042] 取刚出壳雏鸡至另一干净无病菌培养间饲养至56d，期间多次采集静脉血利用

IDEXX 试剂盒对收集血清进行检测，检测结果合格后心脏采血，收集的血清为阴性血清。

[0043] IBDV标准阳性血清的鉴定：抗体效价测定：取制备好的琼脂板，打1个梅花孔。用注

射器针头将孔内的琼脂挑出，酒精灼烧平板底部封底。将样品用PBS溶液按照原液、1:2、  1:

4、1:8、1:16和1:32进行梯度稀释，分别依次加入边缘孔中并做好标记。中间孔加入IBDV  NB

株病毒抗原。37℃培养48h，期间注意保持饱和水状态使琼脂板保持湿润，观察结果，以IBDV 
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NB株病毒为抗原的琼脂扩散结果显示，仅有一条沉淀线出现，说明制备的IBDV阳性血清具

有良好的反应性且成分单一。AGP效价显示为1:32，表明制备的IBDV阳性血清抗体浓度较

高。

[0044] 标准阴性血清的鉴定：取饲养至56d收集的鸡血清，根据IDEXX  IBDV抗体检测试剂

盒的说明进行操作，检测鸡血清是否为阴性。根据IDEXX  IBDV抗体检测试剂盒的判断方法

(S/P≤0.20为阴性)对30份阴性血清进行检测。结果如表1所示，制备的阴性血清IBDV  抗体

检测结果均为阴性，表明制备的阴性血清不含有IBDV抗体是可以用于试剂盒的标准阴性血

清。

[0045] 表1阴性血清检测结果

[0046]

[0047] ELISA反应条件的优化方式如下：

[0048] ELISA实验每一步骤都会影响试验结果，因此本研究在建立过程中对抗原包被浓

度、封闭时间、待测血清稀释度和孵育时间、二抗稀释度和孵育时间进行了优化。第一，考虑

到昆虫表达系统表达的rVP2蛋白反应性较好，因此尝试了较低浓度的抗原包板浓度。为了

使抗原和酶标板结合更加充分，采取了4℃包被过夜和37℃平衡1h后使用，既保证了抗原和

酶标板的充分结合，也避免低温对抗原活性的影响从而减少实验误差。第二，封闭液的作用

是防止假阳性的产生，防止ELISA实验中干扰物质的再吸附。选用5％的脱脂奶粉，因为其成

本低且与实验蛋白无关，不会对抗原和抗体产生影响。选择直至所有条件优化完毕后，最后

优化封闭时间是考虑到若封闭不完全，会造成后续实验误差，不利于后续条件的优化。因

此，选择最后优化封闭时间。第三，优化待检血清的稀释度，一方面是为了降低背景反应，另

一方面是为了能够节约血清。第四，优化二抗稀释比，一方面是为了防止二抗与血清中其他

物质结合造成假阳性，另一方面是为了节约使用二抗。第五，优化待检血清孵育时间和二抗

孵育时间则是处于对实验时间的控制。若孵育时间太长，ELISA检测的时间优势则不能体现
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出来。第六，选择TMB显色液作为底物显色液，是因为其无致癌性、使用方便且敏感性较高。

因此，处于安全性和试剂本身特点考虑，选择TMB单组分显色液作为辣根过氧化物酶二抗的

显色剂。

[0049] (1)最佳抗原包被浓度和最佳待检血清稀释比的优化结果

[0050] 棋盘法对抗原浓度和待检血清的稀释比进行探索，计算每组P/N值。以P/N≥2.1为

界限，以P/N值尽可能大且阳性血清的OD450尽可能大于2.0，阴性血清的OD450小于0.3为标

准选取适合的抗原包被浓度和待检血清稀释比。结果如表2所示，0.2μg·mL-1为最佳抗原包

被浓度、1:400为最佳待检血清稀释比。

[0051] 表2最佳抗原包被浓度和最佳待检血清稀释比的优化

[0052]

[0053] (2)最佳待检血清孵育时间的优化结果

[0054] 50μL、0.2μg·mL-1的抗原进行包板过夜，封闭3h。1:400稀释IBDV阳性血清和阴性

鸡血清，37℃分别孵育0.5h、1h和1.5h。1:1000稀释二抗，孵育2h。计算每组P/N值。以P/N≥

2.1为有效数据，以P/N值尽可能大为标准选取最佳一抗孵育时间。结果如表3和图  1所示，

最佳待检血清孵育时间为0.5h。

[0055] 表3待检血清孵育时间的优化
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[0056]

[0057] (3)最佳二抗稀释比的探索

[0058] 50μL、0.2μg·mL-1的抗原进行过夜包板，封闭3h。1:400稀释IBDV阳性血清和阴性

血清，37℃孵育0.5h。二抗稀释度设置为1:1000、1:2000、1:3000、1:4000和1:5000，37℃孵

育2h。计算每组P/N值，P/N值最大时的二抗稀释为最佳二抗稀释比。结果如表4和图  2所示，

最佳二抗稀释比为1:3000。

[0059] 表4最佳二抗稀释比的优化

[0060]

[0061] (4)二抗最佳孵育时间的探索

[0062] 50μL、0.2μg·mL-1的抗原进行过夜包板，封闭3h。1:400稀释IBDV阳性血清和阴性

血清，1:3000稀释二抗，37℃分别孵育0.5h、1h和1.5h。计算各组P/N值，当P/N值最大时二抗

孵育时间即为最佳二抗孵育时间。结果如表5和图3所示，最佳二抗孵育时间为1  h。

[0063] 表5最佳二抗孵育时间的优化

[0064]

[0065] (5)最佳封闭时间的探索

[0066] 50μL、0.2μg·mL-1的抗原进行过夜包被。设置封闭时间分别为0.5h、1h和1.5h，一

抗1:400稀释，37℃孵育0.5h。二抗1:3000稀释，37℃孵育1h。计算每组P/N值，当P/N  值最大

时的时间即为最佳封闭时间。结果如表6和图4所示，最佳封闭时间为1h。

[0067] 表6最佳封闭时间的优化
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[0068]

[0069] (6)抗体检测方法临界值的确定

[0070] 按照建立好的ELISA检测方法检测30份制备好的阴性血清。每个样品两个重复，并

设立阳性对照。结果如表7所示，经计算，样品平均值为0.226，标准差为0.087。即当样品 

OD450≤0.4时判断该样品为阴性。当样品OD450≥0.487时判断该样品为阳性。

[0071] 表7  ELISA检测阴性血清结果

[0072]

[0073]

[0074] 基于ELISA测试方法的IBDV有效抗体效价的测定方法，其特征在于：包括以下步

骤：

[0075] 1)准备待测样品：取至少10份制备的IBDV阳性血清，每份鸡IBDV阳性血清预先用 

PBS稀释至AGP效价为1:1；

[0076] 2)稀释待测样品：将稀释好的血清以1:400为基础进行倍比稀释至1:6400，设置阴

性、阳性血清对照；

[0077] 3)测试：按照所述ELISA测试方法读取稀释后样品的最大稀释度阳性孔的OD450值，

按照S/P＝(样品值-阴性对照值)/(阳性对照值-阴性对照值)，其中S为样品的OD450值，P  为
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标准的OD450值，计算S/P平均值 和标准差(SD)。当样品 时样品判断为阳性，

具有有效的抗体水平。结果如表9所示，当S/P值≥0.22且样品稀释度大于1:400  时判断样

品为阳性，该待测样品具有抗IBDV的有效抗体；反之，判断该待测样品为阴性，不具有抗

IBDV的有效抗体。

[0078] 表9  ELISA检测抗体效价结果

[0079]

[0080] 基于ELISA测试方法的母源抗体消长曲线绘制方法，其特征在于：取1d、6d、9d、 

17d、25d、27d、30d抽取的鸡血清，各个日龄的血清分别按照1:400和1:800进行稀释后按照

建立的方法进行检测，根据测试结果绘制母源抗体消长曲线。具体步骤如下：按照ELISA  检

测方法读取每个孔的OD450值。先计算各个样品的S/P值，再计算S/P的平均值，以S/P  均值

绘制回归曲线。如表10所示，分别用两个稀释梯度对1～30d的样品进行稀释，观察不同稀释

梯度时抗体水平的变化。可以发现，在1～17d时两个稀释梯度的检测结果均为阳性，说明1

～17d时母源抗体水平较高，具有抵抗病毒攻击的能力。25d时两个稀释梯度下的抗体检测

结果虽然呈阳性，但是25d的样品在1:800稀释倍数下抗体含量很低，可以认为在  25d时母

源抗体已经处于低水平状态容易受到病毒的攻击。在27～30d时两个稀释梯度的检测结果

均为阴性，表明此时抗体较低，不具有保护力，鸡群极易受到病毒攻击。结果如图5  所示，在

不同稀释梯度下母源抗体消长曲线呈现基本相同的变化的趋势。1～9d时母源抗体水平逐

渐下降，且下降幅度较大。在10～17d时母源抗体水平下降缓慢，17～25d时母源抗体水平逐
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渐下降，直至30d后母源抗体基本消失。综合上述分析结果，认为在17～25d之间对鸡群进行

免疫能够获得较好的免疫效果。本次检测结果仅限于本检测鸡群的抗体水平，针对不同的

鸡群，应根据本发明的具体检测方法计算检测结果，综合分析母源抗体的消长规律，制定疫

苗的免疫计划。

[0081] 表10母源抗体水平检测结果

[0082]

[0083]

[0084] 以上所述仅为本发明的较佳实施例，并不用以限制本发明，凡在本发明的精神和

原则之内，所作的任何修改、等同替换、改进等，均应包含在本发明的保护范围之内。
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图3
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