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山羊痘病毒属病毒抗体酶联免疫分析检测方法 

1 范围 

本标准规定了山羊痘病毒属病毒抗体的酶联免疫分析检测方法。 

本标准适用于酶联免疫法检测动物血清中的山羊痘病毒属抗体，可以动态监测抗体消长变化，适用

于评估养殖场山羊痘病毒属疫苗免疫状况。 

2 规范性引用文件 

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。

凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。 

NY/T 541-2016兽医诊断样品采集、保存与运输技术规范执行。 

3 试剂与耗材 

3.1 山羊痘病毒属病毒重组蛋白 N 抗原，见附录 A。  

3.2 阴性对照，见附录 B.1。 

3.3 阳性对照，见附录 B.2。 

3.4 包被缓冲液，见附录 C.1。 

3.5 封闭液，见附录 C.2。 

3.7 酶结合物稀释液，见附录 C.3。 

3.8 样品稀释液，见附录 C.4。 

3.9 25 倍浓缩洗涤液，见附录 C.5。 

3.10 显色液 A，见附录 C.6。 

3.11 显色液 B，见附录 C.7。 

3.12 终止液，见附录 C.8。 
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4 器材与设备 

4.1  酶标仪。 

4.2  分析天平。 

4.3  洗板机。 

4.4  37℃温箱。 

4.5  2℃～8℃冰箱，－20℃冰箱。 

4.6  单道微量移液器（0.5 µL～10 µL；10 µL～100 µL；20 µL～200 µL；100 µL～1 000 µL）。 

4.7  多道移液器（300µL）。 

4.8  酶联反应板。 

4.9  血清稀释板：96 孔一次性 U 型血凝板或 96 孔细胞培养板。 

4.10 一次性注射器（5mL～10mL）。 

5 实验前准备工作 

5.1 样本采集及处理 

采集静脉血时，每只牛使用一个注射器。建议进行静脉无菌采血，不少于2 mL。室温静置于斜面

2h，待血液自然凝固后，置2 ℃～8 ℃冰箱中放置不少于2 h，4000 r/min离心10 min。用移液器小心吸出

上层血清。 

5.2 血清样本的存放与运送 

血清样本若在一周内检测，可置2 ℃～8 ℃条件下保存。若超过一周检测，应置于-20 ℃以下冷冻

保存。运输时注意冷藏，确保样品有效。采集的血清样本可用冰袋或保温桶加冰密封等方式运输，运输

时间应尽量缩短。按照《兽医实验室生物安全技术管理规范》进行样品的生物安全标识。 

6 操作步骤 

6.1 包被 
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使用包被缓冲液将山羊痘病毒属病毒重组P32蛋白稀释至1μg/mL。每孔加100 μL。置于2~8℃包被

16h。 

6.2 洗板 

弃去包被液，每孔加入280～300 μL的洗涤液，洗板2次。 

6.3 封闭 

每孔加入250 μL封闭液，置于2~8℃封闭16 h。 

6.4 洗板 

弃去封闭液，每孔加入280～300 μL的洗涤液，洗板1次，弃去洗涤液，并在吸水纸上拍干。 

6.5 干燥 

置于37 ℃干燥3～5h。装入铝箔袋，加干燥剂，抽真空，置于2℃～8℃保存备用。 

6.6 样品稀释准备 

用样品稀释液10倍稀释待检样品（例如：10μL样品加90μL样品稀释液）。 

6.7 加样 

取出包被板，所有检测孔中加入 90μL 样品稀释液，然后加入 10μL 样品、阴性对照、阳性对照。

对照孔每次检测两孔，振荡混合均匀。 

6.8 温育 

置37 ℃恒温培养箱中温育60分钟（±1分钟）。 

6.9 洗板 

将各孔的液体弃入废液筒，用280 μL（±20μL）洗涤液洗涤板孔，共洗涤5次，每次洗涤后应弃去

孔内的液体。最后一次洗涤液弃去后，将孔中残留的洗涤液在吸水纸上拍干。 

6.10 加酶结合物 

用稀释液将HRP酶标记的抗牛二抗或者抗羊二抗稀释至工作浓度，向每反应孔加入100 μL。 
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6.11 温育 

置37 ℃恒温培养箱中温育30分钟（±1分钟）。 

6.12 洗板 

将各孔的液体弃入废液筒，用280 μL（±20μL）洗涤液洗涤板孔，共洗涤5次，每次洗涤后应弃去

孔内的液体。最后一次洗涤液弃去后，将孔中残留的洗涤液在吸水纸上拍干。 

6.13 加入底物 

每孔加入50μL显色液A和50μL显色液B（也可显色液A、B等比例混匀后加100μL）。 

6.14 静置和反应终止 

在15～25 ℃条件下避光静置5分钟。每孔加入终止液100μL。 

6.15 读值 

酶标仪测量并且记录样品和对照的OD值(450nm)，15min内读值有效。 

7 试验成立条件 

阴性对照平均值（NC ）       NC =( NC1+NC2 )/2   

阳性对照平均值（PC ）       PC =( PC1+PC2 )/2 

试验成立判断标准：PC －NC ≥0.4。 

8 结果判定 

样品的计算      S/P=样品/ PC  

如果S/P值＜0.2，样品应判定为抗体阴性。 

如果 S/P值≥0.2，样品应判定为抗体阳性。 
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附录 A 

(规范性附录) 

山羊痘病毒属病毒重组蛋白 P32 抗原的制备 

 

A.1 生产用菌液繁殖 

分别将生产用菌种种子pET-32a-(P32)-BL21(DE3)按1:100比例转接含卡那霉素(100μg/ml),置

37℃培养至OD600nm值为0.6，收集菌液。 

A.2 重组蛋白的诱导表达 

将生产用菌液加入IPTG至终浓度为0.75mmol/ml，16℃下继续诱导12小时，收集诱导表达菌液。 

A.3 重组蛋白提取和纯化 

将诱导后的菌液，在2～8℃条件下、以8000r/min离心10分钟，弃上清，收集菌体沉淀，用PBS

（0.01mol/L，pH值7.4）洗菌体沉淀三次，以8000r/min离心10分钟，用6ml PBS（0.01mol/L，pH值7.4）

重悬菌体沉淀，在150W功率的超声波的作用下冰浴裂解，有效时间为10分钟，工作时间为5秒，间隔5

秒。将超声裂解物在2～8℃、以12000r/min离心15分钟，保留上清。 

将制备的上清穿过预处理过的树脂柱，重复5～7次，依次用10mmol/l咪唑缓冲液、20mmol/l咪唑缓

冲液、40mmol/l咪唑缓冲液、60mmol/l咪唑缓冲液、80mmol/l咪唑缓冲液、100mmol/l咪唑缓冲液、

200mmol/l咪唑缓冲液及500mmol/l咪唑缓冲液对重组蛋白进行洗杂和洗脱，收集洗脱液，并洗脱产生的

滤液通过Superdex200凝胶柱分子筛进行进一步精细纯化，最后将纯化后的蛋白吸出加到透析袋中（8kd）

浸泡在2l的透析液中，过夜透析，-70℃保中
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附录 B 

（规范性附录） 

阴性对照和阳性对照的制备 

B.1  阴性对照的制备 

B.1.1  采血  对 1头健康牛进行颈部静脉大量采血。 

B.1.2  制备血清  室温（15～25℃）待血液凝固后，37℃静置 2小时后，然后 2～8℃静置 1小时，将

析出的血清转移到离心瓶中，以 2000r/min离心 5分钟，收集上清。 

B.1.3  血清的分装及保存  将制备的血清混合均匀后，0.22μm滤膜过滤除菌，将血清与冻干保护剂

按 8.5∶1比例混匀，无菌定量分装，1ml/瓶，冷冻真空干燥，置-70℃以下保存，标记为“山羊痘病毒

属阴性血清”，同时注明制备日期等信息。 

B.2  阳性对照的制备 

B.2.1 免疫与采血  用山羊痘病毒属疫苗于每只山羊痘病毒属抗体阴性牛耳背后肌肉注射，2ml／头份。

免疫后 1周，每周无菌采血检测，当抗体效价达 1：512时，无菌采集免疫牛血液。 

B.2.2  分装、冻干及保存  将制备的血清混匀后，经 0.22μm滤膜过滤除菌，将血清与冻干保护剂按

8.5∶1比例混匀，无菌定量分装，1ml/瓶，冷冻真空干燥，置-70℃下保存，标记为“山羊痘病毒属阳

性血清”，同时注明制备日期等信息。
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附录 C 

（规范性附录） 

相关试剂的配制 

C.1   包被缓冲液 

准确称取 1.59g 碳酸钠、2.93g 碳酸氢钠，量取 1000ml 纯化水，使用搅拌器搅拌使其完全溶解，

使用酸度计测定 PH值（要求 PH 9.6-9.8）。 

C.2   封闭缓冲液 

称取 2.9g磷酸氢二钠、0.2g磷酸二氢钾、8g氯化钠、0.2g氯化钾，量取 1000ml纯化水，搅拌溶

解，使用酸度计测定 PH 值（要求 PH 值 7.2-7.4），再称取牛血清白蛋白 20g，蔗糖 50g，加入其中，

搅拌溶解后，再加入 0.5ml ProClin-300，0.5ml吐温-20，搅拌混匀。 

C.3   酶结合物稀释液 

加入 2.9g磷酸氢二钠、0.2g磷酸二氢钾、8g氯化钠、0.2g氯化钾，量取 1000ml纯化水，搅拌溶

解，使用酸度计测定 PH值（要求 PH值 7.2～7.4），再称取牛血清白蛋白 10g加入其中，搅拌溶解后，

再加入 0.5ml ProClin-300，0.5ml吐温-20，搅拌混匀。 

C.4   样品稀释液 

称取 Na2HPO4·12H2O 2.9g、KH2PO4 0.2g、NaCl 8g、KCl 0.2g，加入 800ml 双蒸水搅拌溶解，

加入 BSA 10g、ProClin300 1ml、吐温 1ml，用双蒸水定容至 1000ml，过滤除菌。 

C.5 25倍浓缩洗涤液 

称取 Na2HPO4•12H2O 72.5g、KH2PO4 5g、NaCl 200g、KCl 5g，加入 700ml双蒸水加热搅拌溶解，

再加入 12.5ml的吐温-20，而后加双蒸水定容至 1000ml。使用前将 25倍浓缩洗涤液用蒸馏水或去离子

水 25倍稀释。1份 25 倍浓缩洗涤液加 24份蒸馏水。例如：40mL25倍浓缩洗涤液加入 960mL蒸馏水。 

C.6 显色液 A 

称取柠檬酸 5.76g、过氧化脲 0.5g、乙酸钠 6.21g，加入 800ml纯化水搅拌溶解，再加入 ProClin 

300ml 1ml，而后加纯化水定容至 1000ml，定量分装，2～8℃保存。 

C.7 显色液 B 

称取柠檬酸 5.76g、TMB 0.2g，加入甲醇 100ml 溶解，再加入 ProClin 300ml 1ml，最后加纯化水

水定容至 1000ml，定量分装，2～8℃保存。 

C.8 终止液 
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量取纯化水 876ml，缓慢加入浓硫酸（2mol/L）124ml，搅拌均匀，而后加纯化水定容至 1000ml，

定量分装，2～8℃保存。 
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