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猫细小病毒抗体 ELISA检测方法建立与初步应用
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2.上海实验动物研究中心,上海　 201203;3.河南省济源市动物卫生监督所,河南 济源　 454650)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立猫细小病毒(feline panleukopenia virus, FPV)抗体 ELISA检测方法,应用于临床样品中
FPV抗体的检测。 方法　 利用猫肾传代细胞(CRFK)增殖 FPV病毒,回收的培养物经纯化后制备 FPV 抗原,通过
对纯化抗原和山羊抗猫 IgG-HRP 的最佳工作浓度进行确定,建立 FPV 抗体 ELISA 检测方法,并进行特异性、敏感
性、稳定性测定。 结果　 抗原和二抗的最佳工作浓度分别为 5 μg / mL 和 1 ∶6000,批次内和批次间的变异系数分别
为 8. 68%和 7. 14%,检测临床血清的灵敏度大于 1 ∶5000,且与猫疱疹病毒 1型(feline herpesvirus 1, FHV-1)和猫杯
状病毒(feline calicivurus,FCV)均无交叉反应,与国外试剂盒符合率达到 90. 7%。 结论　 建立的抗体 ELISA方法重
复性、稳定性良好,特异性和敏感性良好,可用于猫 FPV抗体检测。
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Establishment and preliminary application of an ELISA method for detecting
antibody to feline panleukopenia virus in cats
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To establish an enzyme-linked immunosorbent assay ( ELISA) method for detecting
antibody to feline panleukopenia virus (FPV) and apply this method for FPV antibody detection in cats. Methods　 The
FPV antigen was raised in CRFK cells and purified by ultracentrifugation. The purified FPV antigens were coated in
microtiter plates and goat anti-cat IgG-HRP was used as the detection antibody. After a series of experiments on the
optimization of reaction conditions, the ELISA method was established. Experiments were carried out to evaluate the
sensitivity, specificity, repeatability and stability. Results　 The optimal working densities of the purified FPV antigens and
the enzyme-labeled antibody were 5 μg / mL and 1 ∶6000, respectively. The inter-assay and intra-assay average coefficients
of variation were 8. 68% and 7. 14%, respectively. The detection sensitivity was more than 1 ∶5000. There was no cross-
reaction with feline herpesvirus type 1 (FHV-1) and feline calicivirus (FCV). Compared with the results of the ELISA kit
from the European Veterinary Laboratory (EVL), the concordance between the two methods was 90. 7%. Conclusions　



The established ELISA method exhibites satisfactory duplication, stability, specificity, and sensitivity. This method can be
used for the antibody detection of FPV in cats.

【Keywords】　 feline panleukopenia virus; feline panleukopenia syndrome; ELISA

　 　 实验动物新资源开发与利用,一直是实验动物
科技工作者的长期坚持的任务[1]。 实验猫常被用
于脑神经的生理及病理学实验,也是药理学实验和
动物疾病模型中常用的动物[2],但是由于在饲料、
饲养、繁殖和疫病净化等方面存在难题,猫的实验
动物化进展缓慢[3]。 国外很多国家已经建立了实
验猫的繁育基地,有的国家通过疫病净化已培育出
SPF猫和无菌猫,而我国目前尚无权威的猫保种和
繁育基地,多数用于实验的猫多来自于宠物猫或捕
获的野猫,安全隐患突显。
猫细小病毒( feline panleukopenia virus, FPV)

又称猫泛白细胞减少综合征病毒、猫传染性肠炎病
毒或猫瘟病毒,主要感染猫科和鼬科等多种动物,
是目前肉食动物细小病毒属中感染范围最广、致病
性最强的一种病毒[4],能引起以高热、呕吐、肠炎和
白细胞严重减少为特征的急性、高度接触性传染
病,死亡率一般为 50% ~ 60%。 该病在世界范围内
存在,我国多地均有本病发生,对猫及其它猫科动
物危害极大[5-7]。 针对该病免疫,有多种商品化疫
苗(荷兰英特威、美国辉瑞和法国维克等)可以选
择,但是针对该病的诊断试剂却参差不齐,因此,建
立一种快速、准确、特异和灵敏的诊断方法不仅对
于猫群体疫病净化有重要意义,更有利于推动我国
实验猫的实验动物化进程。

1　 材料和方法

1. 1　 病毒及样品
猫细小病毒( feline panleukopenia virus, FPV)

由吉林大学任文陟老师惠赠。 F81 细胞由本实验
室保存。 山羊抗猫 IgG-HRP 购自 Abcam公司。 商
品化 FPV 抗体 ELISA 试剂盒,猫疱疹病毒 1 型
(FHV-1)和猫杯状病毒( FCV)阴、阳性对照血清
均购自荷兰的 BV European Veterinary Laboratory
(EVL)公司。 75 份猫血清采自上海、大连和黑龙
江等地。 本实验过程遵循 3R 原则及动物福利伦
理相关要求。
1. 2　 主要仪器
酶标仪使用美国 Biotek 公司产品,CO2 培养箱

使用 Heal force公司产品,超速离心机使用 Beckman
公司产品。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 病毒滴度(TCID50)测定
将获得的病毒液进行 10 倍梯度稀释(10-1 ~

10-8,共 8个梯度)接种到 F81 细胞,每个梯度 8 个
重复,72 h后观察细胞病变情况,按照 Reed-Muench
法[8]计算病毒滴度。
1. 3. 2　 抗原制备及浓缩纯化
培养 F81 细胞,待细胞生长至 80%汇合,按照

感染复数(Multiplicity of Infection)为 1 的比例接种
FPV病毒,待培养 72 h 后收集病毒液,反复冻融 3
次。 收集的病毒液利用超速离心法浓缩纯化抗原。
首先将病毒液 4℃,4000 r / min 离心 20 min 去除细
胞碎片,收集上清,再重复一次;再将收集的上清使
用 32 Ti超速离心机转子,28 000 r / min 于 4℃离心
2 h浓缩病毒;最后沉淀用 500 μL PBS重悬,充分混
匀,并用紫外分光光度法测定抗原蛋白含量。
1. 3. 3　 最佳工作浓度的确定
以制备的抗原为包被抗原,用碳酸盐缓冲液倍

比稀释为 40 μg / mL、20 μg / mL、10 μg / mL、5 μg /
mL、2. 5 μg / mL 和 0 μg / mL 包被酶标板,以 1 ∶ 100
倍稀释的 FPV 阳性血清为待检血清,将酶标抗体
(山羊抗猫 IgG-HRP)分别以 1 ∶ 6000,1 ∶ 8000,1 ∶
10000,1 ∶16000 稀释,采用方阵法确定抗原和酶标
抗体的最佳工作浓度。
以 5 μg / mL的抗原浓度包被酶标板,优化封闭

液和封闭时间。 封闭液主要选择 5%脱脂奶粉、5%
胎牛血清和 5% BSA,封闭时间选择 37℃ 1 h、37℃
2 h和 4℃过夜。
1. 3. 4　 判定标准的确定
用 EVL公司试剂盒检测采集的猫血清,共得到

17份猫 FPV 阴性血清,再用建立的 ELISA 方法检
测 17份猫 FPV 阴性血清样品,计算 OD450 nm的平均

值( 􀭰x )和标准差(SD),根据公式 cut-off value = 􀭰x +
3SD,确定阳性判定标准。
1. 3. 5　 特异性试验
以优化的最佳检测条件,用制备的抗原包被酶

标板,将 FPV、FHV-1 和 FCV 的阳性对照血清进行
1 ∶100倍稀释进行检测,检验该方法的特异性。
1. 3. 6　 敏感性试验
先将 FPV 阳性血清做 50 倍稀释,然后进行 2

倍梯度倍比稀释(1 ∶100~1 ∶6400),用建立的 ELISA
方法进行检测,根据判定标准,将最大稀释比例为
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阳性的稀释度判定为该方法的灵敏度。
1. 3. 7　 重复性试验
为了测定批内重复性,随机选择 5 份猫血清样

品,使用同一批包被的酶标板重复测定 3次,计算批
内变异系数(coefficient of variation, CV)。 为了测定
批间重复性,随机选择 5份猫血清样品,使用不同批
次包被的酶标板重复测定 3 次,计算批间变异系数
(CV)。
1. 3. 8　 初步应用及比较研究
用建立的 ELISA 方法和 EVL 试剂盒同时检测

收集的 75 份猫血清,通过比较判定该方法的符合
率。 符合率 = (阳性样品数+阴性样品数) /样品总
数×100%。

2　 结果

2. 1　 病毒滴度的确定
采用 Reed-Muench法,测定获得 FPV 的滴度为

5. 76 lgTCID50 / 0. 1 mL。
2. 2　 最佳工作条件的确定
通过方阵法,最终确定的抗原和酶标抗体的最

佳工作浓度分别为 5 μg / mL 和 1 ∶6000。 通过优化
封闭液发现 5%脱脂奶粉具有良好的封闭效果,封
闭时间三组之间差异不显著,鉴于 37℃1 h 能节省
时间,因此选择 5%脱脂奶粉于 37℃封闭 1 h为最佳
封闭条件。
2. 3　 判定标准的确定
利用建立的抗体 ELISA 方法,检测 12 份经

EVL 公司试剂盒确定的猫 FPV 血清阴性样品,
OD450 nm的 􀭰x 为 0. 209,SD 为 0. 064,因此 Cut-off 值
= 􀭰x +3SD = 0. 401,即当 OD450 nm值>0. 401 时,则判
定该样品为 FPV血清阳性。
2. 4　 特异性实验
以优化的最佳检测条件,检测 FPV、FHV-1 和

FCV的阳性对照血清,结果显示只有 FPV阳性血清
的观测值大于 0. 401,判定为阳性,而 FHV-1和 FCV
阳性血清的观测值均低于 0. 401,判定为均为阴性,
表明该方法具有良好的特异性。
2. 5　 敏感性实验
利用建立的抗体 ELISA方法,分别对 EVL试剂

盒阳性对照和临床阳性血清进行梯度稀释,以测定
该方法的敏感性。 结果如图 2 所示,EVL 试剂盒阳
性对照在稀释度大于 1 ∶800 时观测值低于 0. 401,
而临床阳性血清在稀释度大于 1 ∶5000 是观测值低
于 0. 401,表明建立的抗体 ELISA 方法检测临床阳
性血清的敏感性为 1 ∶5000。 另外,在实验中研究人

员发现 EVL的试剂盒阳性对照的 OD450值相对于临

床血清测得的 OD450值偏低,说明利用本方法检测临
床样品的敏感性良好。

注:图中红色横线表示 Cut-off值。

图 1　 特异性实验
Note. The red line in the figure represents the cut-off value.

Figure 1　 Specificity experiment

注:图中红色横线表示 Cut-off值。

图 2　 敏感性实验
Note. The red line in the figure represents the cut-off value.

Figure 2　 Sensitivity experiment

2. 6　 重复性实验
分别采用同批次和不同批次包被的酶标板,分

别检测 5份猫血清样品,每份样品重复 3次,结果如
表 1 所示,批次内和批次间的变异系数分别为
8. 68%和 7. 14%,除 2 份阴性血清的变异系数稍大
外(12%和 13. 9%),阳性血清在批次间和批次内的
重复性均良好( <10%)。 分析原因,阴性样品测定
变异系数偏大可能是仪器测定误差所导致的。
2. 7　 临床样品检测
利用建立的 ELISA 方法和 EVL 试剂盒检测收

集的 75份猫血清,阴阳性判定结果如表 2 所示,计
算符合率为 90. 7%(68 / 75)。 因此建立的 FPV抗体
检测方法与 EVL公司试剂盒的符合率为 90. 7%。
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表 1　 重复性实验
Table 1　 Repetitive experiment

样品
Samples

OD450

组内 1
Rep.1

组内 2
Rep.2

组内 3
Rep.3

均值
Mean
标准差

SD
变异系数
CV(%)

A 0. 227 0. 223 0. 275 0. 242 0. 029 12. 0
B 0. 664 0. 751 0. 735 0. 717 0. 046 6. 5
C 0. 656 0. 789 0. 747 0. 731 0. 068 9. 3
D 0. 078 0. 071 0. 059 0. 069 0. 010 13. 9
E 0. 612 0. 627 0. 633 0. 624 0. 011 1. 7
组间 1
Run1

组间 2
Run2

组间 3
Run3

F 0. 767 0. 817 0. 917 0. 834 0. 076 9. 2
G 1. 586 1. 865 1. 907 1. 786 0. 174 9. 8
H 1. 168 1. 301 1. 348 1. 272 0. 093 7. 3
I 0. 655 0. 702 0. 686 0. 681 0. 024 3. 5
J 0. 657 0. 699 0. 739 0. 698 0. 041 5. 9

表 2　 临床样品检测
Table 2　 Clinical sample test

样品
Samples

EVL ELISA Positive
EVL试剂盒阳性

EVL ELISA Negative
EVL试剂盒阴性 Total

ELISA Positive
ELISA阳性 58 5 63

ELISA Negative
ELISA阴性 2 10 12

Total 60 15 75

3　 讨论

猫是药理学实验和动物疾病模型中常用的动物,
中国药典也规定了猫作为降压药检测的实验动物,但
由于缺乏检测试剂,多数用于实验的猫多为未经检测
的宠物猫或捕获的野猫,安全隐患突显。 为了推动我
国实验猫质量改善,提高实验猫实验动物化水平,本
团队一直致力于实验猫诊断制剂的开发。 FPV是侵
害猫的重要病原微生物,该病的发病率和死亡率均较
高,严重影响猫的健康。 虽然已有多种针对猫细小病
毒的疫苗可以用于该病的防控,但该病的抗体检测试
剂盒一直没有实现商品化,严重制约实验猫的质量提
高。 虽然早在 1990年就有猫细小病毒间接 ELISA方
法的报道[9],也有多篇文献[10-13]报道了 FPV抗体检
测方法的建立和应用,但一直没有可以真正应用于临
床检测的产品出现,也缺乏 FPV 的相关国家标准的
实施。 因此,本研究致力于建立一种 FPV 抗体检测
方法,并应用于进一步试剂盒的开发。
为了提高检测方法的敏感性,本研究利用纯化的

FPV作为包被抗原,通过优化抗原浓度、封闭液、封闭
时间、待检血清稀释度和酶标抗体的浓度,建立了特
异性、敏感性、稳定性良好的 FPV抗体检测方法。 该
方法批次内和批次间的变异系数分别为 8. 68%和

7. 14%,检测临床血清的灵敏度大于 1 ∶5000,与国外
试剂盒符合率达到 90. 7%。 值得提到的是,在实验过
程中,研究人员比较了国内某品牌试剂盒和国外试剂
盒与该方法的差异,发现国内的某个检测产品完全不
能工作,国外试剂盒虽然与本方法符合率较好,但其
阳性对照一直不稳定,也存在一定缺陷。 此外,利用
该方法检测临床猫血清样品发现血清阳性率达 84%
(63 / 75),高于其他研究的 73%(44 / 60),由于大部分
猫的来源、疫苗免疫状况等不甚清楚,所以无法确定
抗体阳性个体是接种疫苗产生抗体,还是自然感染产
生的抗体,但也从一定程度反映了 FPV感染的风险。
由于猫阴性血清的不易得,因此在本方法的 Cut-off
值判定中仅选择了 12个阴性样品,这种状况也反映
了猫实验动物化的重要性。
综上,本研究建立了猫 FPV抗体 ELISA检测方

法,该方法特异性、敏感性、稳定性良好,而且操作
简便、快速,从而为猫 FPV 抗体 ELISA 检测试剂盒
的研发奠定基础。
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