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摘　要：为了有效检测低浓度禽流感病毒，笔者通过将高特异性的抗原抗体反应与高灵敏性的ＰＣＲ扩增技术相

结合，建立了一种快速检测痕量 Ｈ５亚型禽流感病毒的间接免疫ＰＣＲ方法和间接“三明治”抗体夹心免疫ＰＣＲ方

法。以ＴｏｐＹｉｅｌｄ９６孔板为固相免疫吸附载体，以禽流感病毒Ｈ５蛋白为检测对象，通过一系列免疫反应及亲和素

生物素桥联作用，将生物素标记的报告ＤＮＡ分子和生物素标记的禽流感病毒 Ｈ５亚型抗体分子连接。充分洗涤

后，在ＴｏｐＹｉｅｌｄ板孔中添加ＰＣＲ反应液，对板壁偶联的报告ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，间接达到检测微量禽流感病毒

Ｈ５蛋白的目标。通过优化报告ＤＮＡ分子和链亲和素的浓度，２种免疫ＰＣＲ技术都可检测到约１ｆｇ的禽流感病

毒 Ｈ５蛋白，与常规ＥＬＩＳＡ方法相比，灵敏性提高了近１０００倍。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｉｍｍｕｎｏＰＣＲ；ａｖｉａｎｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓ；Ｈ５ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎｐｒｏｔｅｉｎ

　　ＲＴＰＣＲ技术是目前常用的禽流感快速诊断方

法之一［１４］。然而，在禽感染初期，由于棉拭子中的

病毒含量不足；或者病料、样品的储存不当、运送时

间过长；或者ＲＴＰＣＲ等技术环节操作不当、试验

环境受污染，这些因素都有可能导致ＲＴＰＣＲ检测

结果呈现假阴性或假阳性的现象。

免疫ＰＣＲ是１９９２年Ｓａｎｏ等建立的一种检测

微量蛋白的高灵敏度技术［５］。该技术把抗原抗体反

应的高特异性和聚合酶链反应的高敏感性有机的结

合起来，是迄今最敏感的抗原检测方法之一。免疫

ＰＣＲ的基本原理是用一段已知的ＤＮＡ分子来标记

特定的检测抗体作为探针，然后用此探针与待检抗

原结合反应，然后通过ＰＣＲ方法扩增吸附在抗原抗

体复合物上的这段标记ＤＮＡ分子，最终通过凝胶

电泳或荧光技术等对待检抗原进行定性，结合特异

性ＰＣＲ产物的有无，判断待检抗原是否存在。免疫

ＰＣＲ技术已在很多相关领域广泛应用，很多学者在

对肿瘤标记物或细胞因子［６８］、致病微生物［９１２］、寄

生虫感染［１３］以及毒素［１４１５］等医学和生物技术领域

的研究取得了很好的效果。本研究以禽流感病毒

Ｈ５血凝素蛋白为检测对象，通过亲和素生物素的

桥联作用，建立了间接免疫ＰＣＲ和间接“三明治”免

疫ＰＣＲ，初步研究和评价了免疫ＰＣＲ技术对禽流

感病毒检测的效果和意义。

１　材料与方法

１．１　报告犇犖犃分子的制备

利用５′生物素标记的上游引物：Ｆ：ｂｉｏｔｉｎ５′

ＧＧＧＡＴＡＡＣＧＣＡＧＧＡＡＡＧＡＡ３′和下游引物Ｒ：

５′ＣＡＧＧＧＴＣＧＧＡＡＣＡＧＧＡＧＡ３′，以 ｐＵＣ１９ 为

ＤＮＡ模板，进行ＰＣＲ扩增制备报告ＤＮＡ（２１８ｂｐ）。

５０μＬＰＣＲ体系：上游引物Ｆ（２０ｐｍｏｌ·Ｌ
－１）、下游引

物Ｒ（２０ｐｍｏｌ·Ｌ
－１）、Ｍｇ

２＋（２．５ｍｏｌ·Ｌ－１）、ｄＮＴＰ

（ｍｉｘｔｕｒｅ），０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１，犜犪狇酶（２．５Ｕ），ＤＮＡ

模板１０ｎｇ。ＰＣＲ扩增条件：９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，

７２℃１ｍｉｎ，３０个循环。ＰＣＲ产物经过纯化后作

为免疫ＰＣＲ报告ＤＮＡ。本试验用ＤＮＡＦｒａｇｍｅｎｔ

Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｋｉｔ（ＴａＫａＲａ）对ＰＣＲ产物进行纯化。

１．２　间接犈犔犐犛犃检测禽流感病毒犎５血凝素蛋白

以溶液Ａ（０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ９．６的碳酸盐缓

冲液）对 ＡＩＶ／Ｈ５血凝素蛋白（重组蛋白，）进行２

倍系列稀释，使其浓度为２０００～２ｎｇ·Ｌ
－１，分别取

５０μＬ不同浓度的 Ｈ５血凝素蛋白稀释液于ＴｏｐＹ

ｉｅｌｄ板，４℃过夜包被（１６ｈ以上）。包被板用溶液Ｂ

（洗涤液：含有１％ Ｔｗｅｅｎ２０和０．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＥＤＴＡ的ＰＢＳ液）洗涤５次。然后取２００μＬ溶液

Ｃ１（封闭液：含有１％ ＢＳＡ、０．２％的甘氨酸的溶液

Ｂ）于各板孔内，放置３７℃感作１ｈ。洗板，在各孔

中加入５０μＬ抗ＡＩＶ／Ｈ５蛋白单抗（以溶液Ｄ将其

稀释为１μｇ·ｍＬ
－１工作浓度，溶液Ｄ为含有０．１％

Ｔｗｅｅｎ２０和０．５％ＢＳＡ的ＰＢＳ液），置３７℃感作

１ｈ。洗板，取５０μＬ以溶液Ｄ稀释的生物素标记的

羊抗鼠ＩｇＧ溶液（１∶５０００），分别将其加入各板孔

内，置３７℃感作１ｈ。洗板，在各孔中加５０μＬ用溶

液Ｄ稀释的链亲合素并置３７℃感作１ｈ。洗板，在

各孔中加５０μＬ以溶液Ｄ稀释偶联有 ＨＲＰ的生物

素溶液（１∶１００００），置３７℃感作１ｈ。继续以溶液

Ｂ洗板５次，然后在在各孔中加１００μＬＴＭＢ底物

溶液，置３７℃感作３０ｍｉｎ，然后用２ｍｏｌ·Ｌ－１

Ｈ２ＳＯ４溶液终止反应，并将反应板置酶标仪内，以

４５０ｎｍ 波长的可见光扫描，记录检测数据（ＯＤ

值）。

１．３　间接犛犪狀犱狑犻犮犺犈犔犐犛犃检测禽流感病毒犎５血

凝素蛋白

　　以溶液Ａ（０．０５ｍｏｌ·Ｌ
－１，ｐＨ９．６的碳酸盐缓

冲液）对ＡＩＶ／Ｈ５血凝素蛋白的单抗进行稀释，使

其浓度为１μｇ·ｍＬ
－１，分别在ＴｏｐＹｉｅｌｄ板各孔中

加５０μＬＡＩＶ／Ｈ５血凝素蛋白单抗稀释液，４℃过

夜包被（１６ｈ）。洗板５次，在各板孔内加２００μＬ封

闭液，置３７℃１ｈ。洗板后加５０μＬ以缓冲液Ｄ进

行２倍系列稀释的不同浓度的 ＡＩＶ／Ｈ５蛋白溶液

（蛋白浓度范围２０００～２ｎｇ·Ｌ
－１），置３７℃感作１

ｈ。洗板５次，在各孔中分别加５０μＬ兔抗ＡＩＶ／Ｈ５

的ＩｇＧ（扬州大学提供，以溶液 Ｄ 将其稀释为１

μｇ·ｍＬ
－１工作浓度），并置３７℃感作１ｈ。洗板５

次，在各孔中分别加５０μＬ以生物素标记的羊抗兔

的ＩｇＧ稀释液（１∶５０００，溶液Ｄ稀释），置３７℃感

０４０１
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作１ｈ。添加链亲和素之后的程序同１．２间接

ＥＬＩＳＡ方法相应部分。

为了准确检测ＡＩＶ／Ｈ５血凝素蛋白，确保检测

的特异性和准确性，在间接 ＥＬＩＳＡ 和间接Ｓａｎｄ

ｗｉｃｈＥＬＩＳＡ试验中，对链亲和素的使用浓度进行了

优化和确定。以溶液Ｄ将链亲和素稀释为０．０１、

０．１、１μｇ·ｍＬ
－１３个不同浓度的稀释液，分别取这

３个不同浓度的链亲和素溶液进行ＥＬＩＳＡ试验。

１．４　间接免疫犘犆犚方法检测禽流感病毒犎５血凝

素蛋白

　　间接免疫ＰＣＲ检测ＡＩＶ／Ｈ５蛋白的步骤基本

同间接ＥＬＩＳＡ方法。与ＥＬＩＳＡ方法不同之处在于

与生物素偶联的 ＨＲＰ（辣根过氧化物酶）在免疫

ＰＣＲ中被生物素标记的报告ＤＮＡ分子取代，免疫

ＰＣＲ试验所用的封闭液添加了终浓度为１ｇ·Ｌ
－１

鲑鱼精ＤＮＡ的溶液。在各孔中加５０μＬ链亲合素

溶液３７℃孵育１ｈ后，洗涤液洗板１０次，在各孔中

加５０μＬ以溶液Ｄ稀释的生物素标记的报告ＤＮＡ

分子，置３７℃孵育１ｈ。先用洗涤液洗板１５次，然

后用双蒸水洗涤３次。在ＴｏｐＹｉｅｌｄ各板孔中分别按

照ＰＣＲ扩增体系，添加ＰＣＲ反应液，对板内结合的

报告ＤＮＡ进行ＰＣＲ检测。本试验选用ＴａＫａＲａｏｎｅ

ｓｈｏｔＬＡＰＣＲＴＭ ｍｉｘ试剂盒进行ＰＣＲ扩增。５０μＬ

ＰＣＲ体系主要包含：上游引物Ｆ（２０ｐｍｏｌ·Ｌ
－１，）、下

游引物Ｒ（２０ｐｍｏｌ·Ｌ
－１）、Ｍｇ

２＋（２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）、

ｄＮＴＰ（Ｍｉｘｔｕｒｅ），０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１，犜犪狇酶（２．５Ｕ）。

ＰＣＲ扩增条件：９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，

３０个循环。本试验的ＰＣＲ反应产物（２１８ｂｐ）通过

２％琼脂糖凝胶（Ｇｅｌｒｅｄ染色）在９０Ｖ电压条件下电

泳２５ｍｉｎ，然后通过凝胶成像系统观察电泳结果。

１．５　间接犛犪狀犱狑犻犮犺免疫犘犆犚方法检测禽流感病

毒犎５血凝素蛋白

　　间接Ｓａｎｄｗｉｃｈ免疫ＰＣＲ方法检测 ＡＩＶ／Ｈ５

蛋白的步骤基本同间接ＳａｎｄｗｉｃｈＥＬＩＳＡ方法。与

ＳａｎｄｗｉｃｈＥＬＩＳＡ不同的是生物素偶联的 ＨＲＰ（辣

根过氧化物酶）被生物素标记的报告ＤＮＡ分子取

代，免疫ＰＣＲ试验所用的封闭液添加了终浓度为１

ｇ·Ｌ
－１鲑鱼精ＤＮＡ的溶液。在板孔中加５０μＬ用

溶液Ｄ稀释的链亲合素并置３７℃孵育１ｈ，洗涤液

洗板１０次，在各孔中加５０μＬ以溶液Ｄ稀释的生

物素标记的报告ＤＮＡ分子，置３７℃孵育１ｈ。先

以洗涤液洗板１５次，然后用双蒸水洗涤５次后，在

ＴｏｐＹｉｅｌｄ各板孔中分别按照ＰＣＲ扩增体系，添加

ＰＣＲ反应液，对板内结合的报告ＤＮＡ进行ＰＣＲ检

测。ＰＣＲ反应体系和条件同１．４。ＰＣＲ产物通过

２％琼脂糖凝胶电泳（Ｇｅｌｒｅｄ染色）后观察检测结果。

１．６　间接犛犪狀犱狑犻犮犺免疫犘犆犚方法检测犎５亚型禽

流感病毒的特异性

　　为了验证免疫ＰＣＲ方法检测 Ｈ５亚型禽流感

病毒的效果以及其特异性，本研究采用优化的间接

Ｓａｎｄｗｉｃｈ免疫ＰＣＲ方法，参照１．５步骤分别对灭

活的 Ｈ５亚型禽流感病毒（ＡＩＶ／Ｈ５）、Ｈ７亚型禽流

感病毒（ＡＩＶ／Ｈ７）、Ｈ９亚型禽流感病毒（ＡＩＶ／

Ｈ９）、新城疫病毒（ＮＤＶ）、鸡传染性法氏囊病毒（ＩＢ

ＤＶ）进行了免疫ＰＣＲ检测。

２　结　果

２．１　间接犈犔犐犛犃和间接犛犪狀犱狑犻犮犺犈犔犐犛犃检测试

验中链亲和素浓度的优化和确定

　　试验结果显示（图１、２），当链亲和素浓度为

１μｇ·ｍＬ
－１时，ＥＬＩＳＡ 检测试验出现明显的非特

异性反应。当链亲和素浓度为０．０１μｇ·ｍＬ
－１时，

ＥＬＩＳＡ检测不敏感，在检测不同浓度的 Ｈ５蛋白

时，检测信号呈现一定程度的饱和现象。而当链亲

和素浓度为０．１μｇ·ｍＬ
－１时，ＥＬＩＳＡ检测试验未

出现明显的非特异性反应，而且检测信号与检测病

原的剂量的相关性良好。由此可看出，链亲和素的

使用浓度对ＥＬＩＳＡ检测有着非常重要的影响。

ＴｈｅｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｆｏｒＥＬＩＳＡｗｅｒｅ１，０．１

ａｎｄ０．０１μｇ·ｍＬ
－１，ａｎｄｆｏｒｅａｃｈｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｔｉｔｒａｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅ，ａｓｅｒｉａｌｏｆｔｗｏｆｏｌｄｄｉｌｕｔｉｏｎｏｆＡＩＶ／Ｈ５ｐｒｏｔｅｉｎ
（Ｒａｎｇｉｎｇｆｒｏｍ２０００ｔｏ２ｎｇ·Ｌ

－１）ｗｅｒｅｕｓｅｄ．．犘＜

０．０５，ｎ＝３．ＴｈｅｓａｍｅａｓＦｉｇ．２
图１　不同浓度链亲和素进行间接犈犔犐犛犃检测禽流感病

毒犎５血凝素蛋白

犉犻犵．１　犜犺犲狅狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狊狋狉犲狆狋犪狏犻犱犻狀犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀

犳狅狉犻狀犱犻狉犲犮狋犈犔犐犛犃
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图２　不同浓度链亲和素进行间接犛犪狀犱狑犻犮犺犈犔犐犛犃检测

禽流感病毒犎５血凝素蛋白

犉犻犵．２　犜犺犲狅狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狊狋狉犲狆狋犪狏犻犱犻狀犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀

犳狅狉犻狀犱犻狉犲犮狋犛犪狀犱狑犻犮犺犈犔犐犛犃

２．２　免疫犘犆犚中最佳报告犇犖犃浓度的确定

本试验将报告ＤＮＡ进行１０倍系列稀释，使其

浓度分别为１０００～０．００１ｎｇ·ｍＬ
－１。免疫ＰＣＲ

试验中分别使用不同浓度的报告ＤＮＡ，试验过程中

除不添加ＡＩＶＨ５蛋白和链亲和素外，检测体系的其

它检测试剂和步骤完全同１．４、１．５。试验结果显示，

ＰＣＲ产物的浓度与报告ＤＮＡ使用浓度呈现剂量的

依赖型，当报告ＤＮＡ的浓度小于１０ｎｇ·ｍＬ
－１时，

ＰＣＲ条带完全消失。因此，将１０ｎｇ·ｍＬ
－１确定为免

疫ＰＣＲ检测试验中报告ＤＮＡ的最佳使用浓度。

２．３　免疫犘犆犚中最佳链亲和素浓度的确定

ＥＬＩＳＡ试验结果显示，高浓度的链亲和素环境

下，ＥＬＩＳＡ检测结果出现明显的非特异性反应。为

了最大程度上降低非特异性反应，在试验中必须对

不同浓度链亲合素下免疫ＰＣＲ的检测效果进行比

较和综合评价。本研究以２００ｎｇ·Ｌ
－１的ＡＩＶＨ５

蛋白为检测目标（每孔１０ｐｇ），选择最佳浓度的报

告ＤＮＡ（１０ｎｇ·ｍＬ
－１）进行免疫ＰＣＲ试验。在间

接免疫ＰＣＲ和间接Ｓａｎｄｗｉｃｈ免疫ＰＣＲ试验中，取

浓度分别为１０００、１００、１０和１ｎｇ·ｍＬ
－１链亲合素

进行免疫ＰＣＲ试验。试验具体操作步骤同１．４、

１．５。结果显示当链亲合素浓度分别为１０００、１００、１０

和１ｎｇ·ｍＬ
－１时，含ＡＩＶＨ５蛋白的检测孔中都有

ＰＣＲ产物扩增，在不含 ＡＩＶ Ｈ５蛋白的对照孔中，

链亲合素浓度分别为１０００、１００ｎｇ·ｍＬ
－１的检测孔

出现非特异性的ＰＣＲ扩增，链亲合素浓度小于１０

ｎｇ·ｍＬ
－１时，无非特异性的ＰＣＲ扩增。因此，本试

验选择１０ｎｇ·ｍＬ
－１为免疫ＰＣＲ体系的最佳链亲合

素工作浓度。

２．４　间接犈犔犐犛犃及犛犪狀犱狑犻犮犺犈犔犐犛犃检测禽流感

病毒犎５血凝素蛋白的灵敏性试验

　　间接ＥＬＩＳＡ检测ＡＩＶＨ５蛋白的试验中，将不

同浓度ＡＩＶ／Ｈ５蛋白直接包被 ＴｏｐＹｉｅｌｄ板，以抗

ＡＩＶ／Ｈ５蛋白单克隆抗体作检测抗体（以正常小鼠

腹水为对照），进行免疫ＰＣＲ检测。间接ＥＬＩＳＡ检

测限的阈值设定：以健康小鼠腹水为对照ＯＤ值的

平均值与２个标准差的总和所对应的病原检测量为

该试验的检测限。根据计算结果，间接ＥＬＩＳＡ试验

对ＡＩＶ／Ｈ５蛋白的检测限约为７８０ｆｇ（图３）。间接

ＳａｎｄｗｉｃｈＥＬＩＳＡ检测 ＡＩＶ Ｈ５蛋白的试验中，以

抗ＡＩＶ／Ｈ５蛋白单抗作捕获抗体，以兔抗ＡＩＶ／Ｈ５

蛋白的多抗作检测抗体（健康兔血清作对照），进行

免疫ＰＣＲ试验。检测限的阈值设定：以正常兔血清

ＯＤ值的平均值与２个标准差的总和所对应的病原

检测量为该试验的检测限。结果显示（图４），Ｓａｎｄ

ｗｉｃｈＥＬＩＳＡ试验对 ＡＩＶ／Ｈ５蛋白的检测限约为

７８０ｆｇ。

ＴｈｅＥＬＩＳＡｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｂｙａｓｅｒｉａｌｏｆｔｗｏｆｏｌｄｄｉｌｕ

ｔｉｏｎｏｆ ＡＩＶ／Ｈ５ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｒａｎｇｉｎｇｆｒｏｍ ２ ０００ｔｏ２

ｎｇ·Ｌ
－１）ｗｉｔｈ１００ｎｇ·ｍＬ

－１ｏｆｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ．．犘＜

０．０５，ｎ＝３．ＴｈｅｓａｍｅａｓＦｉｇ．４
图３　间接犈犔犐犛犃检测犃犐犞／犎５血凝素蛋白的灵敏性试

验

犉犻犵．３　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狅犳犻狀犱犻狉犲犮狋犈犔犐犛犃犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狀犵犃犐犞／

犎５狆狉狅狋犲犻狀

２．５　间接免疫犘犆犚及间接犛犪狀犱狑犻犮犺免疫犘犆犚方

法检测禽流感病毒犎５血凝素蛋白的灵敏性

　　以最适浓度的链亲和素（１０ｎｇ·ｍＬ
－１），最适

浓度的报告ＤＮＡ（１０ｎｇ·ｍＬ
－１）进行的间接免疫

ＰＣＲ和间接“三明治”免疫ＰＣＲ进行ＡＩＶ／Ｈ５蛋白

的检测试验。试验结果显示（图５、６），２种免疫

ＰＣＲ方法检测ＡＩＶ／Ｈ５蛋白的检测限均约为１ｆｇ。
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ＴｈｅＥＬＩＳＡｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｂｙａｓｅｒｉａｌｏｆｔｗｏｆｏｌｄｄｉｌｕ

ｔｉｏｎｏｆＡＩＶ／Ｈ５ｐｒｏｔｅｉｎ （Ｒａｎｇｉｎｇｆｒｏｍ ２０００ｔｏ２

ｎｇ·Ｌ
－１）ｗｉｔｈ１００ｎｇ·ｍＬ

－１ｏｆｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ．．犘＜

０．０５，ｎ＝３．ＴｈｅｓａｍｅａｓＦｉｇ．４
图４　间接犛犪狀犱狑犻犮犺犈犔犐犛犃检测犃犐犞／犎５血凝素蛋白的

灵敏性

犉犻犵．４　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狅犳犻狀犱犻狉犲犮狋狊犪狀犱狑犻犮犺犈犔犐犛犃犳狅狉犱犲狋犲犮

狋犻狀犵犃犐犞／犎５狆狉狅狋犲犻狀

１～９．１０倍系列稀释的 Ｈ５蛋白（浓度范围：２×１０３～２

×１０－５ｎｇ·Ｌ
－１）；１０．Ｈ５蛋白空白对照；１１．ＰＣＲ阴性对

照（无报告ＤＮＡ）；１２．ＰＣＲ阳性对照（５ｐｇ报告ＤＮＡ）；

Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；下表同

１９．ＡＩＶ／Ｈ５ａｎｔｉｇｅｎｗｉｔｈ１０ｆｏｌｄｓｅｒｉａｌｄｉｌｕｔｉｏｎ（２×

１０３ｔｏ２×１０－５ｎｇ·Ｌ
－１）ｗｅｒｅｕｓｅｄｆｏｒｉｍｍｕｎｏＰＣＲａｓ

ｓａｙ；１０．Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ（ＮｏＡＩＶ／Ｈ５ａｎｔｉｇｅｎ）；１１．ＰＣＲ

ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＮｏｒｅｐｏｒｔｅｒＤＮＡ）；１２．ＰＣＲｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ（５ ｐｇｒｅｐｏｒｔｅｒ ＤＮＡ）．Ｍ．ＤＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒｓ（ＤＬ２０００）．ＴｈｅｓａｍｅａｓＦｉｇ．６
图５　间接犻犿犿狌狀狅犘犆犚检测犃犐犞／犎５血凝素蛋白蛋白

犉犻犵．５　犇犲狋犲犮狋犻狅狀犾犻犿犻狋狅犳犃犐犞／犎５狆狉狅狋犲犻狀狌狊犻狀犵犻狀犱犻狉犲犮狋

犻犿犿狌狀狅犘犆犚 犫狔犪狀犪犾狔狕犻狀犵狋犺犲 犘犆犚 狆狉狅犱狌犮狋狊

狋犺狉狅狌犵犺犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊

图６　间接犛犪狀犱狑犻犮犺犻犿犿狌狀狅犘犆犚检测犃犐犞／犎５蛋白

犉犻犵．６　犇犲狋犲犮狋犻狅狀犾犻犿犻狋狅犳犃犐犞／犎５狆狉狅狋犲犻狀狌狊犻狀犵犻狀犱犻狉犲犮狋

犛犪狀犱狑犻犮犺犻犿犿狌狀狅犘犆犚 犫狔犪狀犪犾狔狕犻狀犵狋犺犲犘犆犚

狆狉狅犱狌犮狋狊狋犺狉狅狌犵犺犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊

２．６　免疫犘犆犚与犈犔犐犛犃方法检测禽流感病毒犎５

血凝素蛋白的结果比较

　　应用传统的ＥＬＩＳＡ方法（间接法和间接Ｓａｎｄ

ｗｉｃｈ法）对 ＡＩＶ／Ｈ５蛋白进行检测，其检测限为

７８０ｆｇ。应用免疫ＰＣＲ方法（间接法和间接Ｓａｎｄ

ｗｉｃｈ法）对相同的病原进行检测，该方法的检测限

为１ｆｇ。通过比较可明显看出，在对相同浓下的

ＡＩＶ／Ｈ５蛋白的检测中，免疫ＰＣＲ方法比传统的

ＥＬＩＳＡ方法的灵敏性高出近１０３ 倍。

２．７　免疫犘犆犚检测犎５血凝素亚型禽流感病毒的

特异性

　　本研究选择最适浓度的链亲和素和报告ＤＮＡ

浓度，根据建立的免疫ＰＣＲ方法，分别对灭活 Ｈ５

亚型禽流感病毒（ＡＩＶ／Ｈ５）、Ｈ７亚型禽流感病毒

（ＡＩＶ／Ｈ７）、Ｈ９亚型禽流感病毒（ＡＩＶ／Ｈ９）、新城

疫病毒（ＮＤＶ）、鸡传染性法氏囊病毒（ＩＢＤＶ）进行

检测。结果显示（图７），本研究建立的免疫ＰＣＲ方

法可成功检测出 Ｈ５亚型禽流感病毒，而对照病毒

的免疫ＰＣＲ结果均为阴性，免疫ＰＣＲ检测 Ｈ５亚

型禽流感病毒的特异性良好。

１～２．尿囊液对照；３．ＰＣＲ阳性对照（５ｐｇＡＩＶｒｅｐｏｒｔｅｒ

ＤＮＡ）；４．ＰＣＲ阴性对照 （无ＡＩＶｒｅｐｏｒｔｅｒＤＮＡ）；５～６．
鸡传染性法氏囊病毒；７～８．Ｈ７亚型禽流感病毒；９～

１０．Ｈ９亚型禽流感病毒；１１～１２．新城疫病毒；１３～１４．

Ｈ５亚型禽流感病毒；Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００

１２．Ｔｈｅａｌｌａｎｔｏｉｃｆｌｕｉｄ；３．ＰＣＲｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（５ｐｇｒｅ

ｐｏｒｔｅｒＤＮＡ ）；４．ＰＣＲｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（Ｎｏｒｅｐｏｒｔｅｒ

ＤＮＡ）；５６．ＩＢＤＶ；７８．ＡＩＶ／Ｈ７；９１０．ＡＩＶ／Ｈ９；１１

１２．ＮＤＶ；１３１４．ＡＩＶ／Ｈ５；Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００
图７　免疫犘犆犚检测犎５血凝素亚型禽流感病毒

犉犻犵．７　犐犿犿狌狀狅犘犆犚犳狅狉犎５犎犲犿犪犵犵犾狌狋犻狀犻狀狊狌犫狋狔狆犲犃犐犞

３　讨　论

３．１　报告犇犖犃的选择

免疫ＰＣＲ中，高纯度且异源性的报告ＤＮＡ也

有助于获得良好的试验结果。免疫ＰＣＲ中的报告

ＤＮＡ分子应尽可能不选用受检样品中可能存在的

ＤＮＡ。本试验选用ｐＵＣ１９ＤＮＡ作为免疫ＰＣＲ的

报告分子是基于该报告分子中含有ａｍｐ抗性基因、

犾犪犮犣基因、限制性酶切位点基因等。因为这些基因
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与大多生物学物种的基因序列完全不同，因此可大

大避免或减少ＤＮＡ交叉污染的问题，从而提高免

疫ＰＣＲ检测技术的准确性。

另外，由于报告ＤＮＡ与ＡＩＶ核酸（ＲＮＡ）都不

同源，因此ＰＣＲ检测具有很清晰的检测背景，这也

有助于控制假阳性的产生。与常规禽流感病毒ＲＴ

ＰＣＲ检测相比，本试验不需要反转录的过程。因

此，该技术对快速检测类ＲＮＡ核酸类型的病毒具

有很实用的意义。

３．２　外界因素对免疫犘犆犚的影响

由于免疫ＰＣＲ检测是基于对抗原的直接或间

接捕获在固相载体中，不充分的封闭对检测的灵敏

性和特异性有很大影响。与此同时，封闭试剂的选

择对非特异性结合的影响非常重要，脱脂奶粉和牛

血清白蛋白（ＢＳＡ）是各研究学者一致认为最好的封

闭试剂。本试验通过使用适量的ＢＳＡ结合鲑鱼精

ＤＮＡ做封闭剂来饱和检测板中的可吸附位点而大

大减小了非特异性结合的可能性。另外，本试验增

加洗涤次数，充分保证检测背景的清晰，对提高检测

结果的准确性起到良好的效果。ＥＬＩＳＡ试验结果

显示，在高浓度的链亲和素环境下，ＥＬＩＳＡ检测结

果出现明显的非特异性反应。在免疫ＰＣＲ检测试

验中，为了最大程度上降低非特异性反应，在试验中

必须对不同浓度链亲合素下免疫ＰＣＲ的检测效果

进行比较和综合评价，选择最佳浓度的链亲和素，进

行免疫ＰＣＲ检测试验。

３．３　免疫犘犆犚方法在微量禽流感病毒检测中的应

用前景

　　目前，对禽流感病毒的检测大多都针对活禽鼻

喉棉拭子或直接对禽类制品进行活毒检测，病毒分

离是检测禽流感病毒最传统、最经典的方法。然而，

病毒分离周期长，耗时费力，非常不利于农业部及地

方兽医机构对禽流感疫情的监控。随着现代分子检

测技术的日益成熟，对病料直接进行提取禽流感病

毒核酸（ＲＮＡ），通过体外ＲＴＰＣＲ检测技术可快速

鉴定禽流感病毒。然而，如果取自禽流感病毒感染

禽只鼻喉棉拭子中的病毒含量不足，对样品的储存

不当、样品运送时间过长、样品的前处理方法不当，

都有可能导致本来含有病毒的样品ＲＴＰＣＲ检测

结果呈现阴性现象。如果反转录过程或ＰＣＲ过程

质控不严格，也常常会导致本来不含有禽流感病毒

的样品ＲＴＰＣＲ检测结果呈现假阳性结果。如果

禽流感病毒在运送过程中失活，虽然ＲＴＰＣＲ初筛

结果阳性，但是病毒分离鉴定也会出现假阴性的现

象。

免疫ＰＣＲ检测技术具有高灵敏性的检测特性，

而且它可以对活病毒或失活病毒直接进行检测。通

过抗体捕获或将微量抗原直接包被在固相载体上，

可大大提高禽流感病毒检测的灵敏性和检测结果的

准确性。针对禽流感病毒不同亚型病毒蛋白特异性

检测抗体的使用又确保了检测结果的特异性。免疫

ＰＣＲ检测技术既可检测活毒，又可检测相关病毒蛋

白。本研究建立的间接免疫ＰＣＲ和抗体夹心免疫

ＰＣＲ技术，可成功检测到１ｆｇ的 Ｈ５蛋白，与常规

ＥＬＩＳＡ方法比较，灵敏性提高了近１０００倍，而且应

用该方法对 Ｈ５亚型禽流感病毒检测的特异性良

好。因此，该免疫ＰＣＲ检测技术可作为日后大批量

样品的禽流感流行病学调查和禽流感疫情的监控以

及禽流感疾病诊断的备选方法。同时，该方法的建

立也为探索痕量病原微生物的检测奠定了坚实的基

础。
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