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(57)摘要

本发明公开了一种间接酶联免疫抗体检测

试剂盒，包括抗体稀释液和酶标二抗，所述抗体

稀释液包含以质量分数计的以下组分：75～95％

作为溶剂体系的1×PBS缓冲液、0.1～8％的牛血

清白蛋白、0.01～0.5％的硫柳汞钠、0.05～5％

的抗凝剂、0.1～15％的非常规性饲养动物血清

以及0.05～2％的青链霉素双抗；所述酶标二抗

的稀释度为1：(500‑10000)。本发明还公开了一

种间接酶联免疫抗体检测方法。本发明能降低普

通酶联免疫检测方法的阴性背景，提高检测方法

的信噪比和检测方法的灵敏度。
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1.一种间接酶联免疫抗体检测试剂盒，其特征在于，包括抗体稀释液和酶标二抗，所述

抗体稀释液包含以质量分数计的以下组分：75～95％作为溶剂体系的1×PBS缓冲液、0.1～

8％的牛血清白蛋白、0.01～0.5％的硫柳汞钠、0.05～5％的抗凝剂、0.1～15％的非常规性

饲养动物血清以及0.05～2％的青链霉素双抗；所述酶标二抗的稀释度为1：8000；所述酶标

二抗为HRP过氧化氢酶或ALP碱性磷酸酶标记的羊抗猪、羊抗兔、羊抗鼠、兔抗猪、兔抗鼠中

的一种；所述非常规性饲养动物血清为骆驼血清。

2.如权利要求1所述的间接酶联免疫抗体检测试剂盒，其特征在于，所述抗体稀释液包

含以质量分数计的以下组分：85～92％作为溶剂体系的1×PBS缓冲液、0.1～5％的牛血清

白蛋白、0.1～0.3％的硫柳汞钠、0.1～2％的抗凝剂、3～8％的非常规性饲养动物血清以及

0.1～1％的青链霉素双抗。

3.如权利要求2所述的间接酶联免疫抗体检测试剂盒，其特征在于，所述抗体稀释液包

含以质量分数计的以下组分：91％作为溶剂体系的pH7.2的1×PBS缓冲液、2.0％的牛血清

白蛋白、0.2％的硫柳汞钠、1.0％的抗凝剂、5.0％的非常规性饲养动物血清以及0.8％的青

链霉素双抗。

4.如权利要求1所述的间接酶联免疫抗体检测试剂盒，其特征在于，所述1×PBS缓冲液

包含80.0g/LNaCl、2.0g/LKCl、29.0g/LNa2HPO4·12H2O和2.0g/LKH2PO4。

5.一种间接酶联免疫抗体检测方法，其特征在于，采用权利要求1‑4任一项所述的间接

酶联免疫抗体检测试剂盒，包括

配置PBS缓冲液的步骤：配制1×PBS缓冲液；

配置稀释液：将牛血清白蛋白、硫柳汞钠、乙二胺四乙酸二钠溶于洁净灭菌的容器中，

加入灭菌蒸馏水溶解，然后用加好脱脂棉的一次性注射器将非常规性饲养动物血清缓慢过

滤至容器中，再用灭菌量筒量取上述PBS缓冲液，充分搅拌混匀后，用NaOH溶液调节pH值，然

后继续加蒸馏水搅拌均匀，最后加入青链霉素双抗，得到抗体稀释液；

酶标二抗稀释步骤：在上述抗体稀释液中加入酶标二抗，充分搅拌均匀，得到酶标二抗

稀释液；

间接酶联免疫抗体检测步骤：分别用上述酶标二抗稀释液稀释阴性标准和阳性血清，

然后将稀释好的阳性血清加样到预先包被的ELLSA板上，室温孵育后洗涤，用1×洗涤液将

微孔板洗涤后拍干；再加入酶标二抗稀释液，室温孵育后重复上述洗涤步骤一次；每孔加入

底物，避光显色，最后每孔加入终止液，并用酶标仪在450nm波长读数。

6.如权利要求5所述的间接酶联免疫抗体检测方法，其特征在于，所述间接酶联免疫抗

体检测步骤中，孵育时间为20‑30分钟，所述洗涤液洗涤次数为3次，洗涤液的添加量为300μ

L/孔，酶标二抗稀释液的加入量为100μL/孔。
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一种间接酶联免疫抗体检测试剂盒及检测方法

技术领域

[0001] 本发明涉及生物检测试剂技术领域，更具体地说，涉及一种间接酶联免疫抗体检

测试剂盒及检测方法。

背景技术

[0002] 酶联免疫吸附测定(ELISA)方法广泛用于测定抗体和抗原，其原理利用蛋白质或

多肽与固体表面如ELISA板高度结合的亲合力。在用于血清学抗体测定的间接ELISA系统

中，由于血清免疫球蛋白对固体表面的固有高结合亲和力，这种亲合力比任何目前使用的

阻断剂高得多，此外，血清样品中的总体免疫球蛋白浓度高，为mg/ml，而抗原特异性抗体免

疫球蛋白的浓度很低，为ng或μg/ml，非抗体免疫球蛋白会与抗原分子引起显著的非特异性

相互作用。这些因素均会导致ELISA产生强烈的假阳性背景(BG)噪声反应。这种BG噪声反应

始终是酶联免疫吸附测定方法所面临的技术瓶颈，一直以来该方法导致了众多不确定的结

论和误解，为了防止进一步误用ELISA技术和误解血清学抗体测定数据，重要的是重新考虑

免疫测定系统的原理和所有类型的非特异性反应。

[0003] 在ELISA检测中，影响检测灵敏度的最主要因素是信噪比，即方法中阳性对照与阴

性对照的比值。为了提高灵敏度，可以通过增强抗原与抗体结合能力，对信号进行放大，对

背景(噪音)进行降低等方法。现有检测方法中存在检测背景偏高，即建立的检测方法的敏

感性过低，检测时间过长等问题。

发明内容

[0004] 针对现有技术的上述缺陷，本发明的目的在于提供一种间接酶联免疫抗体检测试

剂盒，降低检测方法噪声，提高信噪比，增加检测灵敏度，提升检测试剂盒的性能。

[0005] 本发明的另一目的在于提供一种间接酶联免疫抗体检测方法；降低普通酶联免疫

检测方法的阴性背景，提高检测方法的信噪比和检测方法的灵敏度。

[0006] 为实现上述目的，本发明所采用的技术方案如下：

[0007] 一种间接酶联免疫抗体检测试剂盒，其特征在于，包括抗体稀释液和酶标二抗，所

述抗体稀释液包含以质量分数计的以下组分：75～95％作为溶剂体系的1×PBS缓冲液、0.1

～8％的牛血清白蛋白、0.01～0.5％的硫柳汞钠、0.05～5％的抗凝剂、0.1～15％的非常规

性饲养动物血清以及0 .05～2％的青链霉素双抗；所述酶标二抗的稀释度为1：(500‑

10000)。

[0008] 作为进一步的方案，本发明所述的酶标二抗为HRP过氧化氢酶或ALP碱性磷酸酶标

记的羊抗猪、羊抗兔、羊抗鼠、兔抗猪、兔抗鼠中的一种。

[0009] 作为进一步的方案，本发明所述的抗体稀释液包含以质量分数计的以下组分：85

～92％作为溶剂体系的1×PBS缓冲液、0.1～5％的牛血清白蛋白、0.1～0.3％的硫柳汞钠、

0.1～2％的抗凝剂、3～8％的非常规性饲养动物血清以及0.1～1％的青链霉素双抗。

[0010] 作为进一步的方案，本发明所述的抗体稀释液包含以质量分数计的以下组分：
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91％作为溶剂体系的pH7 .2的1×PBS缓冲液、2.0％的牛血清白蛋白、0.2％的硫柳汞钠、

1.0％的抗凝剂、5.0％的非常规性饲养动物血清以及0.8％的青链霉素双抗。

[0011] 作为进一步的方案，本发明所述的抗凝剂为肝素或乙二胺四乙酸二钠；所述非常

规性饲养动物血清为骆驼、驼鹿、羊驼、马、鸵鸟、鸽、牦牛等动物血清中的一种或两种混合。

[0012] 作为进一步的方案，本发明所述的1×PBS缓冲液包含80.0g/L  NaCl、2.0g/L  KCl、

29.0g/L  Na2HPO4·12H2O和2.0g/L  KH2PO4。

[0013] 一种间接酶联免疫抗体检测方法，包括

[0014] 配置PBS缓冲液的步骤：配制1×PBS缓冲液；

[0015] 配置稀释液：将牛血清白蛋白、硫柳汞钠、乙二胺四乙酸二钠溶于洁净灭菌的容器

中，加入灭菌蒸馏水溶解，然后用加好脱脂棉的一次性注射器将非常规性饲养动物血清缓

慢过滤至容器中，再用灭菌量筒量取上述PBS缓冲液，充分搅拌混匀后，用NaOH溶液调节pH

值，然后继续加蒸馏水搅拌均匀，最后加入青链霉素双抗，得到抗体稀释液；

[0016] 酶标二抗稀释步骤：在上述抗体稀释液中加入酶标二抗，充分搅拌均匀，得到酶标

二抗稀释液；

[0017] 间接酶联免疫抗体检测步骤：分别用上述酶标二抗稀释液稀释阴性标准和阳性血

清，然后将稀释好的阳性血清加样到预先包被的ELLSA板上，室温孵育后洗涤，用1×洗涤液

将微孔板洗涤后拍干；再加入酶标二抗稀释液，室温孵育后重复上述洗涤步骤一次；每孔加

入底物，避光显色，最后每孔加入终止液，并用酶标仪在450nm波长读数。

[0018] 作为进一步的方案，本发明所述的酶标二抗稀释步骤中，酶标二抗与抗体稀释液

的稀释比例为1:(500‑10000)。

[0019] 作为进一步的方案，本发明所述的间接酶联免疫抗体检测步骤中，孵育时间为20‑

30分钟，所述洗涤液洗涤次数为3次，洗涤液的添加量为300μL/孔，酶标二抗稀释液的加入

量为100μL/孔。

[0020] 相比现有技术，本发明具有以下有益效果：

[0021] 1 .本发明所述的间接酶联免疫抗体检测试剂盒中包括添加非常规性饲养动物异

源血清的抗体稀释液，这种来自于非常规性饲养动物异源血清中的免疫球蛋白可有效预防

待测样本血清免疫球蛋白与塑料表面非特异结合；

[0022] 2.本发明所述的间接酶联免疫抗体检测试剂盒中包含了酶标二抗，能显著降低普

通酶联免疫检测方法的阴性背景，提高检测方法的信噪比和检测方法的灵敏度；

[0023] 3.本发明所述的间接酶联免疫抗体检测能够明显缩短检测时间。

附图说明

[0024] 图1为PRRSV抗体稀释液中加入羊抗猪HRP标记二抗对信噪比的影响；

[0025] 图2为PCV2抗体稀释液中加入羊抗猪HRP标记二抗对信噪比的影响；

[0026] 图3为PRRSV抗体稀释液中羊抗猪HRP稀释浓度对信噪比的影响；

[0027] 图4为PCV2抗体稀释液中羊抗猪HRP稀释浓度对信噪比的影响；

[0028] 图5为PRRSV抗体检测反应时间对信噪比的影响；

[0029] 图6为PCV2抗体检测反应时间对信噪比的影响。
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具体实施方式

[0030] 下面，结合具体实施方式，对本发明做进一步描述：

[0031] 在本发明中，若非特指，所有的份、质量百分比均为重量单位，所采用的设备和原

料等除在本发明中特别限定外，均可从市场购得或是本领域常用的。下述实施例中的方法，

如无特别说明，均为本领域的常规方法。

[0032] 一种间接酶联免疫抗体检测试剂盒，其特征在于，包括抗体稀释液和酶标二抗，所

述抗体稀释液包含以质量分数计的以下组分：75～95％作为溶剂体系的1×PBS缓冲液、0.1

～8％的牛血清白蛋白、0.01～0.5％的硫柳汞钠、0.05～5％的抗凝剂、0.1～15％的非常规

性饲养动物血清以及0 .05～2％的青链霉素双抗；所述酶标二抗的稀释度为1：(500‑

10000)。优选的所述酶标二抗的稀释度为1：8000。

[0033] 由于血清样品中的总体免疫球蛋白浓度通常为mg/ml，而抗原特异性抗体免疫球

蛋白的浓度较低为ng或μg/ml，非抗体免疫球蛋白会与抗原分子引起显著的非特异性相互

作用。在本发明中，为了降低这种非特异相互作用，在ELISA特异抗体与抗原反应体系中加

入酶标二抗，酶标二抗免疫球蛋白与该体系中样本血清免疫球蛋白(包括非特异和特异免

疫球蛋白)迅速结合形成较大的分子团(一抗+二抗+酶)，与单体蛋白分子相比，这个三联体

蛋白分子团与抗原包被并封闭的固相酶标版体系的特异结合力与非特异相互作用就会显

著减弱，因而不论信号OD值或背景OD值均会降低，但最终的结果是信噪比值(S/B)将升高，

从而提高了使该ELISA的灵敏度。作为进一步的方案，本发明所述的酶标二抗为HRP过氧化

氢酶或ALP碱性磷酸酶标记的羊抗猪、羊抗兔、羊抗鼠、兔抗猪、兔抗鼠中的一种。

[0034] 作为进一步的方案，本发明所述的抗体稀释液包含以质量分数计的以下组分：85

～92％作为溶剂体系的1×PBS缓冲液、0.1～5％的牛血清白蛋白、0.1～0.3％的硫柳汞钠、

0.1～2％的抗凝剂、3～8％的非常规性饲养动物血清以及0.1～1％的青链霉素双抗。

[0035] 作为进一步的方案，本发明所述的抗体稀释液包含以质量分数计的以下组分：

91％作为溶剂体系的pH7 .2的1×PBS缓冲液、2.0％的牛血清白蛋白、0.2％的硫柳汞钠、

1.0％的抗凝剂、5.0％的非常规性饲养动物血清以及0.8％的青链霉素双抗。

[0036] 本发明所述的抗体稀释液中，这种来自于非常规性饲养动物异源血清中的免疫球

蛋白可有效预防待测样本血清免疫球蛋白与塑料表面非特异结合，提高检测的特异性。作

为进一步的方案，本发明所述的抗凝剂为肝素或乙二胺四乙酸二钠；所述非常规性饲养动

物血清为骆驼、驼鹿、羊驼、马、鸵鸟、鸽、牦牛等动物血清中的一种或两种混合。

[0037] 作为进一步的方案，本发明所述的1×PBS缓冲液包含80.0g/L  NaCl、2.0g/L  KCl、

29.0g/L  Na2HPO4·12H2O和2.0g/L  KH2PO4。

[0038] 一种间接酶联免疫抗体检测方法，包括

[0039] 配置PBS缓冲液的步骤：配制1×PBS缓冲液；

[0040] 配置稀释液：将牛血清白蛋白、硫柳汞钠、乙二胺四乙酸二钠溶于洁净灭菌的容器

中，加入灭菌蒸馏水溶解，然后用加好脱脂棉的一次性注射器将非常规性饲养动物血清缓

慢过滤至容器中，再用灭菌量筒量取上述PBS缓冲液，充分搅拌混匀后，用NaOH溶液调节pH

值，然后继续加蒸馏水搅拌均匀，最后加入青链霉素双抗，得到抗体稀释液；

[0041] 酶标二抗稀释步骤：在上述抗体稀释液中加入酶标二抗，充分搅拌均匀，得到酶标

二抗稀释液；
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[0042] 间接酶联免疫抗体检测步骤：分别用上述酶标二抗稀释液稀释阴性标准和阳性血

清，然后将稀释好的阳性血清加样到预先包被的ELLSA板上，室温孵育后洗涤，用1×洗涤液

将微孔板洗涤后拍干；再加入酶标二抗稀释液，室温孵育后重复上述洗涤步骤一次；每孔加

入底物，避光显色，最后每孔加入终止液，并用酶标仪在450nm波长读数。

[0043] 作为进一步的方案，本发明所述的酶标二抗稀释步骤中，酶标二抗与抗体稀释液

的稀释比例为1:(500‑10000)。

[0044] 作为进一步的方案，本发明所述的间接酶联免疫抗体检测步骤中，孵育时间为20‑

30分钟，所述洗涤液洗涤次数为3次，洗涤液的添加量为300μL/孔，酶标二抗稀释液的加入

量为100μL/孔。

[0045] 以下是本发明具体的实施例。

[0046] 实施例1

[0047] 抗体稀释液的配制方法:准确称取1.0g牛血清白蛋白(BSA)、0.10g硫柳汞钠、1.0g

乙二胺四乙酸二钠(EDTA‑2Na)于1000mL洁净灭菌烧杯中，加700mL灭菌蒸馏水溶解，然后用

加好脱脂棉的一次性50mL注射器，将已经量取好的20mL骆驼血清缓慢过滤至配液烧杯中，

再用100mL灭菌量筒量取0.1M  PBS  100mL加入，充分搅拌混匀后，用1M  NaOH溶液调节pH至

7.2，然后继续加蒸馏水定容至1000mL，最后加入1mL青链霉素(1000IU)双抗。

[0048] 实施例2

[0049] 羊抗猪HRP标记二抗稀释液的配制:准确量取基础抗体稀释液100ml于洁净灭菌的

200ml细胞培养基玻璃瓶中，加羊抗猪HRP标记IgG(KPL)，充分搅拌混匀，分别配制成1:500、

1:1000、1:2000、1:5000、1:8000、1:10000羊抗猪HRP标记二抗稀释液。

[0050] 实施例3

[0051] 检测猪繁殖与呼吸综合征病毒(PRRSV)抗体(间接ELISA)：用实施例2的羊抗猪HRP

标记二抗稀释液按1:40倍稀释PRRSV标准阴、阳性血清，然后分别将两种将稀释液稀释好的

血清100μL/孔加样到PRRSV特异多肽预先包被的ELISA板上，室温孵育30分钟后洗涤，用1×

洗涤液将微孔板洗涤3次，300μL/孔，洗涤后拍干；然后加入实施例2  1:8000的羊抗猪HRP标

记二抗稀释液100μL/孔，室温中孵育30分钟，重复上述洗涤步骤一次；每孔加入100μL底物，

避光显色10分钟，最后每孔加入50μL终止液，并用酶标仪在450nm波长读数。

[0052] 对比例1

[0053] 按照实施例3的方法及步骤用基础抗体稀释液替代羊抗猪HRP标记二抗稀释液。

[0054] 由图1结果可见，PRRSV抗体检测ELISA中，实施例3的抗体羊抗猪HRP标记二抗(1：

8000)后的信噪比(S/B)值远高于对比例1。

[0055] 实施例4

[0056] 检测猪圆环病毒2(PCV  II)抗体(间接ELISA)：用实施例2配好羊抗猪HRP标记二抗

稀释液按1:40倍稀释PCV  II标准阴、阳性血清，然后将稀释好的血清100μL/孔加样到PCV 

II特异多肽预先包被的ELISA板上，室温孵育30分钟后洗涤，用1×洗涤液将微孔板洗涤3

次，300μL/孔，洗涤后拍干；然后加入用1:8000羊抗猪HRP标记二抗稀释液100μL/孔，室温中

孵育30分钟，重复上述洗涤步骤一次；每孔加入100μL底物，避光显色10分钟，最后每孔加入

50μL终止液，并用酶标仪在450nm波长读数。

[0057] 对比例2
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[0058] 按照实施例3的方法及步骤用基础抗体稀释液替代羊抗猪HRP标记二抗稀释液。

[0059] 由图2结果可见，PCVII抗体检测ELISA中，抗体基础稀释液中添加羊抗猪HRP标记

二抗(1；8000)后的信噪比(S/B)值远高于对比例2。

[0060] 实施例5

[0061] 检测含有不同稀释度的羊抗猪HRP标记二抗抗体稀释液PRRSV间：用上述配好的基

础抗体稀释液分别制备含有不同稀释度(1:2000、1:4000、1:8000)羊抗猪HRP标记二抗稀释

液，按1:40倍稀释PRRSV标准阴、阳性血清，然后将稀释好的血清100μL/孔加样到PRRSV特异

多肽预先包被的ELISA板上，室温孵育30分钟后洗涤，用1×洗涤液将微孔板洗涤3次，300μ

L/孔，洗涤后拍干；然后加入用基础抗体稀释液1:8000稀释的酶标二抗，100μL/孔，室温中

孵育30分钟，重复上述洗涤步骤一次；每孔加入100μL底物，避光显色10分钟，最后每孔加入

50μL终止液，并用酶标仪在450nm波长读数。

[0062] 由图3结果可见，PRRSV抗体检测ELISA中，抗体基础稀释液中添加羊抗猪HRP标记

二抗(1；8000)后的信噪比(S/B)高于其它两组(1:2000、1:4000)。

[0063] 实施例6

[0064] 检测含有不同稀释度的羊抗猪HRP标记二抗抗体稀释液PCV  II：用上述配好不同

稀释度(1:1000、1:4000、1:8000)羊抗猪HRP标记二抗稀释液，按1:40倍稀释PCV  II标准阴、

阳性血清，然后将稀释好的血清100μL/孔加样到PCV  II特异多肽预先包被的ELISA板上，室

温孵育30分钟后洗涤，用1×洗涤液将微孔板洗涤3次，300μL/孔，洗涤后拍干；然后加入用

基础抗体稀释液1:8000稀释的酶标二抗，100μL/孔，室温中孵育30分钟，重复上述洗涤步骤

一次；每孔加入100μL底物，避光显色10分钟，最后每孔加入50μL终止液，并用酶标仪在

450nm波长读数。

[0065] 由图4结果可见，PCVII抗体检测ELISA中，抗体基础稀释液中添加羊抗猪HRP标记

二抗(1；8000)后的信噪比(S/B)高于其它两组(1:1000、1:4000)。

[0066] 实施例7

[0067] 检测添加羊抗猪HRP标记二抗(1；8000)稀释液后PRRSV  ELISA一抗、二抗最佳反应

时间

[0068] 按照上述实施例3、5中描述的PRRSV间接ELISA基本步骤，分别检验一抗、二抗孵化

时间的不同组合对信噪比(S/B)的影响，常规PRRSV  ELISA(一抗反应30min+二抗反应

30min)作为对照。

[0069] 由图5结果可见，PRRSV抗体检测ELISA中，抗体基础稀释液中添加羊抗猪HRP标记

二抗(1；8000)后，样本血清一抗孵化10mim和HRP酶标二抗孵化20mim的信噪比(S/B)高于其

它三组。

[0070] 实施例8

[0071] 检测添加羊抗猪HRP标记二抗(1；8000)稀释液后PCV  II  ELISA一抗、二抗最佳反

应时间

[0072] 按照上述实施例4、6中描述的PCVII间接ELISA基本步骤，分别检验一抗、二抗孵化

时间的不同组合对信噪比(S/B)的影响，常规PCV  II  ELISA(一抗反应30min+二抗反应

30min)作为对照。

[0073] 由图6结果可见，PCV  II抗体检测ELISA中，抗体基础稀释液中添加羊抗猪HRP标记
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二抗(1；8000)后，样本血清一抗孵化10mim和HRP酶标二抗孵化20mim的信噪比(S/B)高于其

它两组。

[0074] 对本领域的技术人员来说，可以在上描述的技术方案以及构思的基础上做出其它

各种相应的改变以及形变，而所有的这些改变以及形变都应该属于本发明权利要求的保护

范围之内。
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图1

图2

说　明　书　附　图 1/3 页

9

CN 108169478 B

9



图3

图4
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图5

图6
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