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猪瘟病毒竞争磁微粒 CLIA 抗体检测方法 

1 范围 

本文件规定了猪瘟病毒竞争磁微粒 CLIA 抗体检测方法的试剂、仪器设备及耗材、技术原理、操作

步骤、结果计算和判定的要求。 

本文件适用于定量检测猪血清中针对猪瘟病毒的特异性抗体。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；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。 

GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法  

GB 19489 实验室 生物安全通用要求 

GB/T 35906 猪瘟抗体间接ELISA检测方法 

NY/T 541 兽医诊断样品采集、保存与运输技术规范 

3 术语和定义 

本文件没有需要界定的术语和定义。 

4 符号和缩略语 

下列缩略语适用于本文件。 

CLIA: 化学发光免疫分析法（Chemiluminescence Immunoassay） 

ELISA: 酶联免疫吸附试验（Enzyme Linked Immunosorbent Assay） 

CSFV: 猪瘟病毒（Classical Swine Fever Virus） 

 

5 试剂 

5.1 20×浓缩洗液，按照附录 A.1配制 

5.2 磁微粒工作液（偶联链霉亲和素的磁性微粒）。 

5.3 校准品稀释液,按照附录 A.2配制。 

5.4 抗原工作液（生物素标记的 CSFV重组蛋白）。 

5.5 抗体工作液（吖啶酯标记的 CSFV单克隆抗体）。 
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5.6 CSFV抗体工作校准品 

包括工作校准品 1、工作校准品 2、工作校准品 3、工作校准品 4、工作校准品 5、工作校准品 6，

抗体含量分别为 3.125U、12.5 U、50 U、200 U、800 U、3200 U，按照附录 B制备。 

5.7 CSFV抗体产品校准品 

包括产品校准品 1和产品校准品 2，抗体含量分别为 50 U和 800 U，按照附录 C.1制备。 

5.8 CSFV抗体质控品 

包括质控品 1和质控品 2，质控品 1抗体含量≤20 U，质控品 2抗体含量范围为 140 U～260 U，按

照附录 C.2制备。 

5.9 化学发光底物。 

6 仪器设备及耗材 

本方法应准备仪器设备及耗材如下： 

——全自动化学发光免疫分析仪：磁微粒酶促化学发光检测设备； 

——电子天平：最大称量：Max=220g；最小称量：Min=10mg；显示分度值：d=0.1mg； 

——离心机：最高转速：16000rpm； 

——可调单道移液器（0.1μL～2.5μL，2μL～20μL，20μL～200μL，100μL～1000μL）； 

——1.5 mL尖底离心管； 

——反应杯； 

——试剂船。 

7 技术原理 

本方法采用磁微粒化学发光--竞争法原理进行检测。首先将链霉亲和素磁珠、生物素标记的抗原、

吖啶酯标记的抗体和待检血清混合孵育，发生特异性免疫反应；然后加入化学发光底物，读取发光值。

通过检测吖啶酯标记的抗体工作校准品拟合校准曲线，通过产品校准品校准曲线，将待测样本代入校准

曲线计算血清中的抗体含量，判定结果。发光强度与猪瘟病毒抗体的含量成反比。 

8 检测前准备 

8.1 样品采集及保存 

样品采集按照 NY/T 541进行。无菌注射器静脉采血，不少于 2 mL，用自然析出法分离血清后，置

于无菌血清管中，按照 GB 19489 样品处理的生物安全措施、实验室 生物安全通用要求处理样本，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。  

血清样本运输时应注意冷藏。 

8.2 样品处理 

取8.1中的样品，8000 rpm，离心2 min，取上清放于1.5mL尖底离心管中，体积应大于300μL，待

检；若样品中存在沉淀或絮状物等杂质，应离心去除杂质，轻微操作，避免出现泡沫。 
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8.3 溶液配制 

洗涤液：将20×浓缩洗液用无离子水或蒸馏水1:20倍稀释，装入洗涤液桶。 

去离子水或蒸馏水均应符合GB/T 6682的要求。 

8.4 仪器准备 

阅读全自动化学发光免疫分析仪说明书，放置反应杯，扫码放置化学发光底物、系统维护液，开始

自检。 

8.5 试剂准备 

将磁微粒工作液、抗体工作液、抗原工作液分别装入试剂船上对应试剂瓶中，将磁微粒吹打混匀、

试剂船瓶盖换为胶盖；将试剂船装入试剂仓中。 

9 操作步骤 

9.1 校准曲线拟合 

将CSFV抗体工作校准品1～工作校准品6放入样本架，按照9.4进行检测，按9.5制作校准曲线。 

9.2 校准曲线校准 

将CSFV抗体产品校准品1和产品校准品2放入样本架，按仪器说明书对校准曲线进行校准。 

以下情况应校准再进行检测： 

a) 试剂成分发生改变； 

b) 同一批次试剂盒使用周期超过28 d； 

c) 根据具体需要：如质控结果不符合要求。 

9.3 质控 

需要时检测质控品，检测值在参考范围内方可继续样品检测。 

如下情况应检测质控品： 

a) 试剂成分发生改变或校准曲线校准后； 

b) 质控品超过24 h需检测1次。 

9.4 样品检测 

取待检样本于 1.5 mL/2 mL 离心管中（样本量需 300μL 以上），置于专用样品架，设置测试样

品信息，进行检测。 

整个检测过程在全自动化学发光免疫分析仪上进行，具体检测过程如下： 

a) 免疫反应：取 25μL待测样本，20μL磁微粒工作液、50μL 抗体工作液、50μL抗原工作液，

分别加入反应杯中，37 ℃孵育 15 min； 

b) 清洗：使用磁铁吸附磁微粒 30s，使其聚集于管壁，弃去上清液。加入 1×洗涤液 300μL 悬浮

磁微粒，混匀 30s后吸附磁微粒，弃去 1×洗涤液。重复清洗 3次。 

c) 检测：加入化学发光底物 100μL于清洗后的反应杯中，混匀 30s悬浮磁微粒，检测发光值（RLU）。 

d) 计算：将发光值（RLU）代入校准曲线，计算样本中 CSFV抗体含量。 

9.5 结果计算 
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检测完成后，以工作校准品抗体含量（3.125 U、12.5 U、50 U、200 U、800 U、3200 U）为横坐

标、相应检测发光值为纵坐标拟合四参数为标准曲线，四参数公式为Y=(a-d)/[1+(x/c)*b]+d，当R
2
高

于0.99时，可以用于结果计算和判定。将待检样品检测发光值代入校准曲线，计算结果即为待检样本中

CSFV抗体含量。 

10 结果判定 

10.1 质控血清参考范围 

质控品1抗体含量≤20 U，质控品2抗体含量在140 U～260 U范围内，实验结果成立。 

10.2 阴阳性判定依据 

抗体含量≥10 U时，判为CSFV抗体阳性；抗体含量＜10 U判为CSFV抗体阴性。 
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附 录 A 

附 录 B（规范性附录） 

试剂的配制 

B.1 20×浓缩洗液配制 

将表A.1中的试剂依次加入烧杯中，加灭菌蒸馏水至600 mL，溶解，定容至1000 mL，置于2～8 ℃

保存备用。  

表A.1 20×浓缩洗液配方 

名称 称量 

磷酸氢二钠 58 g 

磷酸二氢钠 5.92 g 

氯化钠 170 g 

吐温-20 10 ml 

B.2 校准品稀释液配制 

按表 A.2中的试剂依次加入烧杯中，加灭菌蒸馏水至 600 mL，溶解，定容至 1000 mL，置于 2 ℃～

8 ℃保存备用。 

表 A.2 校准品稀释液配方 

名称 称量 

磷酸二氢钾 0.24 g 

磷酸氢二钠 1.44 g 

氯化钠 8.0 g 

氯化钾 0.2 g 

吐温-20 0.5 ml 

牛血清白蛋白 10 g 
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附 录 C 

附 录 D（规范性附录） 

CSFV抗体工作校准品制备 

 

D.1 CSFV高免血清制备 

  使用 CSFV疫苗免疫 3-6 周龄的猪，且确定免疫猪群是 CSFV和牛病毒性腹泻病毒抗原和抗体阴性，

按 500 ug/头份剂量，颈部肌肉注射接种。可进行 3～4 次免疫，在初次免疫后 21 d 进行加强免疫，14 

d后检测抗体水平，如达不到要求，再进行第三、四次免疫。抗体水平达到要求后，采集颈部静脉血，

用自然析出法，3000rpm 离心 10 min，分离血清，然后用 0.22 μm滤器过滤除菌，加入 proclin300，

使终浓度为 0.05 %（V/V），分装，-20 ℃保存备用。抗体水平合格标准：对采集的血清样品，按照 GB/T 

35906 的猪瘟抗体间接 ELISA 检测方法检测抗体水平，以检测样本为阳性的最大稀释滴度判断 CSFV

抗体水平。若抗体水平大于 1:4096，则为合格的原始高免血清。 

D.2 CSFV抗体工作校准品制备 

校准品稀释液梯度稀释 B.1所制备的高免血清，按照 GB/T 35906的猪瘟抗体间接 ELISA检测方法

检测，计算检测结果，定义 ELISA检测的阳性最大稀释滴度的样本抗体含量为 10 U，若此份血清为 1:32

稀释，则 1:64稀释血清为 5 U，依次类推，校准品稀释液为 0 U，最终选择 3.125 U、12.5 U、50 U、

200 U、800 U、3200 U分别为工作校准品 1、工作校准品 2、工作校准品 3、工作校准品 4、工作校准

品 5、工作校准品 6，稀释的工作校准品–20 ℃保存备用，36个月内有效。 
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附 录 E 

附 录 F（规范性附录） 

F.1 CSFV抗体产品校准品制备 

  取B.1所制备的CSFV高免血清，用校准品稀释液稀释至抗体含量为50 U和800 U，分别为CSFV抗体产

品校准品1和产品校准品2，产品校准品–20 ℃保存备用，36个月内有效。 

F.2 CSFV抗体质控品制备 

  取B.1所制备的CSFV高免血清，用校准品稀释液稀释至抗体含量为6.25 U和200 U，分别为CSFV抗体

质控品1和质控品2，用CSFV抗体磁微粒化学发光免疫分析检测方法检测5次，计算平均值，质控范围为

Mean±3SD。质控品–20 ℃保存备用，36个月内有效。 
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