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　 　 摘要:　 为建立快速、简便检测猪瘟病毒(ＣＳＦＶ)抗体的方法ꎬ本研究采用胶体金和量子点免疫层析技术ꎬ将纯

化的重组 ＣＳＦＶ Ｅ２ 蛋白作为捕捉抗原ꎬ以纯化的抗 ＣＳＦＶ Ｅ２ 蛋白多克隆抗体和 ＨＲＰ 兔抗猪 ＩｇＧ 分别包被于硝酸

纤维素膜上ꎬ作为质控线(Ｃ 线)和检测线(Ｔ 线)ꎬ优化反应条件ꎬ制备免疫层析试纸条ꎬ用于临床检测ꎮ 结果表明ꎬ
制备的 ２ 种试纸条都可用于检测 ＣＳＦＶ 标准阳性血清ꎬ使用不同批次试纸条进行检测ꎬ结果无差异ꎮ ２ 种试纸条与

ＣＳＦＶ 阳性血清反应呈阳性ꎬ与伪狂犬病毒(ＰＲＶ)、猪乙型脑炎病毒(ＪＥＶ)、猪繁殖与呼吸综合征病毒(ＰＲＲＳＶ)和
圆环病毒 ２ 型(ＰＣＶ２)反应呈阴性ꎻ胶体金试纸条在临床样品中阳性检出率为 ８４􀆰 ３８％(８１ / ９６)ꎬ与 ＣＳＦＶ 抗体检测

ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测阳性符合率为 ９２􀆰 ０５％(８１ / ８８)ꎻ量子点试纸条阳性检出率为 ８７􀆰 ５０％(８４ / ９６)ꎬ与 ＥＬＩＳＡ 试剂盒

检测阳性符合率为 ９５􀆰 ４５％(８４ / ８８)ꎮ 本研究制备的 ２ 种试纸条都具有较好的特异性、敏感性、重复性和稳定性ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｗｏ ｔｅｓｔ ｓｔｒｉｐｓ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ( ＣＳＦＶ) ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗｅｒｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ａｎｄ ｑｕａｎｔｕｍ ｄｏｔｓ ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ａｓｓａｙ. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＣＳＦＶ Ｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ
ｏｎ ｔｅｓｔ ｓｔｒｉｐ ａｓ ｃａｐｔｕｒｅ ａｎｔｉｇｅｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ￣ｐｉｇ ＩｇＧ ｗａｓ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｌｉｎｅ ａｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ. Ｉｎ ａｄｄｉ￣
ｔｉｏｎꎬ ａｎｔｉ￣ＣＳＦＶ Ｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗａｓ ｂｌｏｔｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｌｉｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｗｏ ｔｅｓｔ ｓｔｒｉｐｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ＣＳＦＶ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ. Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｓｔｒｉｐｓ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃａｐｔｕｒｅ ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｃ ｖｉ￣

ｒｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｈｉｃｈ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ
( ＰＲＶ )ꎬ Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ( ＪＥＶ )ꎬ ｐｏｒｃｉｎｅ
ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ(ＰＲＲＳＶ) ａｎｄ
ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２(ＰＣＶ２). Ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｌｉｎｉ￣
ｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓꎬ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ
ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｓｔｒｉｐ ｗａｓ ８４.３８％ (８１ / ９６)ꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ９２.０５％(８１ / ８８) ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
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ＣＳＦＶ ａｎｔｉｂｏｄｙ ＩＤＥＸＸ ｋｉｔ (ＥＬＩＳＡ). Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｑｕａｎｔｕｍ ｄｏｔ ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｓｔｒｉｐ ｗａｓ ８７􀆰 ５０％
(８４ / ９６)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ９５.４５％(８４ / ８８)ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＳＦＶ ａｎｔｉｂｏｄｙ ＩＤＥＸＸ ｋｉｔ (ＥＬＩＳＡ). Ｔｈｅ ｔｗｏ ｔｅｓｔ
ｓｔｒｉｐｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｈａｖｅ ｇｏｏｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙꎬ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙꎬ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓꎻ Ｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄꎻ ｑｕａｎｔｕｍ ｄｏｔｓ

　 　 猪瘟(Ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒꎬ ＣＳＦ)是由猪瘟病毒

(Ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓꎬＣＳＦＶ)引起的猪的一种

急性、热性、高度接触性传染病ꎬ该病发病率和病死

率都在 ９０％以上ꎬ给养猪业造成了极大经济损失ꎬ
并且被世界动物卫生组织(Ｏｆｆｉｃｅ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ｄｅｓ
Ｅｐｉｚｏｏｔｉｅｓ ꎬＯＩＥ)列为通报疾病ꎬ被中国列为一类动

物疫病[１￣２]ꎮ 目前ꎬ针对 ＣＳＦＶ 最有效的防控措施就

是采用疫苗免疫ꎮ 农业部宣布 ２０２０ 年底争取全国

所有种猪场和部分区域达到猪瘟净化标准ꎬ并且从

２０１７ 年开始取消对该病毒的强制免疫ꎬ意味着在未

来猪群体内存在较少或无 ＣＳＦＶ 抗体ꎬ通过检测抗

体就能判断该猪群是否感染 ＣＳＦＶ 病毒ꎮ 目前ꎬ
ＥＬＩＳＡ 是检测 ＣＳＦＶ 抗体的主要方法ꎬ但该方法需

要实验室仪器支撑ꎬ且存在操作繁琐、耗时长等问

题ꎬ无法满足中小型猪场及临床兽医工作人员的需

求ꎬ因此建立一种快速、简便、灵敏和特异的 ＣＳＦＶ
抗体检测方法是有必要的ꎮ 已有研究结果表明ꎬ猪
瘟病毒的 Ｅ２ 囊膜糖蛋白能刺激宿主产生大量的中

和抗体ꎬ可用于建立血清学检测方法[３￣４]ꎮ
胶体金免疫层析(Ｃｏｌｌｏｉｄａｌ￣ｇｏｌｄ ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａ￣

ｔｏｇｒａｐｈｙ ａｓｓａｙꎬ ＧＩＣＡ)技术具有快速、简便、灵敏等

特点[５￣６]ꎬ适用于临床大量样品检测ꎬ在畜禽疾病监

测上已得到广泛的研究与引用ꎮ 量子点( ｑｕａｎｔｕｍ
ｄｏｔｓꎬ ＱＤｓ)又名无机半导体纳米晶体ꎬ是近年来发

展起来的一种新型荧光纳米材料ꎬ组成的元素一般

在 ＩＩ—ＶＩ 族ꎬ组成的球形颗粒直径在１~ １０ ｎｍ[７]ꎮ
与传统的有机染料相比ꎬ该技术具有颜色丰富、光化

学性质稳定、不宜被分解等特点ꎬ将其与免疫层析技

术结合ꎬ不仅可提高检测的灵敏性和稳定性ꎬ而且还

能进行定量检测[８￣９]ꎮ
本研究采用胶体金和量子点免疫层析技术ꎬ选

用 ＣＳＦＶ Ｅ２ 蛋白作为捕捉抗原ꎬ将纯化的抗 ＣＳＦＶ
Ｅ２ 蛋白多克隆抗体和 ＨＲＰ 兔抗猪 ＩｇＧ 分别包被质

控线(Ｃ 线)和检测线(Ｔ 线)ꎬ并对 ＨＲＰ 兔抗猪 ＩｇＧ
浓度优化和 ＣＳＦＶ Ｅ２ 重组蛋白多克隆抗体进行稀

释倍数优化ꎬ制备胶体金和量子点免疫层析试纸条ꎬ
用于临床检测ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

猪伪狂犬病毒(Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓꎬ ＰＲＶ)阳性血

清、猪乙型脑炎病毒(Ｓｗｉｎｅ ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉ￣
ｒｕｓꎬ ＪＥＶ)阳性血清、猪繁殖与呼吸综合征病毒(Ｐｏｒ￣
ｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓꎬ
ＰＲＲＳＶ)阳性血清、猪瘟病毒(ＣＳＦＶ)阳性血清、猪瘟

病毒(ＣＳＦＶ)阴性血清、圆环病毒 ２ 型(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏ￣
ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ꎬ ＰＣＶ２)阳性血清由本实验室保存ꎬ聚乙

二醇 ２００００(ＰＥＧ２００００)、牛血清白蛋白(ＢＳＡ)、氯金

酸、柠檬酸三钠购自博大万科有限公司ꎬ硝酸纤维膜

(ＮＣ 膜)Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ ＨｉｌＦｌｏｗ￣１３５、吸水纸 Ｐａｐｅｒ￣２０３００、
玻璃纤维素膜(金标垫)Ｇｌｓ￣１７９３０、聚酯纤维素(样品

垫)ＶＬ ９８３、ＰＶＣ 底板 ＳＭ３１￣４０ 购于北京吉森生物科

技有限公司ꎬ水溶性量子点(ＣｄＳｅ)、牛血清白蛋白

(ＢＳＡ)、１￣乙基￣(３￣二甲基氨基丙基)碳酰二亚胺盐酸

盐(ＥＤＣ􀅰ＨＣｌ)和 Ｎ￣羟基琥珀酰亚胺(ＮＨＳ)、２￣吗啉

乙磺酸(ＭＥＳ)、甘氨酸(Ｇｌｙ)购于北京索莱宝生物科

技有限公司ꎬ其他试剂为国产分析纯ꎮ
１.２　 胶体金颗粒的制备

采用柠檬酸三钠还原法制备胶体金颗粒ꎬ透射

电镜观察ꎬ４ ℃避光保存ꎬ备用[１０]ꎮ
１.３　 量子点与重组蛋白偶联

将 ２０ μｌ ＱＤｓ 加入 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管中ꎬ以 ２００ μｌ
１％ ＰＢＳ 进行稀释ꎬ再加入一定体积的 ＥＤＣ􀅰ＨＣｌ(５
ｍｇ / ｍｌ)溶液和 ＮＨＳ 溶液ꎬ３７ ℃恒温旋转摇床避光

孵育 ２ ｈꎬ加入一定体积的 β￣巯基乙醇至上述离心

管中ꎬ再将重组 Ｅ２ 蛋白加入溶液中ꎬ３７ ℃反应过夜

后加入 ７􀆰 ５％甘氨酸(Ｇｌｙ)溶液＋１％ ＢＳＡ 溶液ꎬ将未

与蛋白偶联的已活化羧基进行封闭处理ꎬ３７ ℃反应

２ ｈꎮ １４ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ 后进行复溶ꎬ４ ℃保

存备用ꎮ
１.４　 金标蛋白和 ＱＤＳ 偶联条件筛选

１.４.１　 试纸条最适 ｐＨ 的筛选

１.４.１.１　 胶体金标记最适 ｐＨ 的筛选 　 取 ６ 只 １.５
ｍｌ 的离心管ꎬ每管加入 １ ｍｌ 胶体金溶液ꎬ加入 １００
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μｌ(１ ｍｇ / ｍｌ)经过处理的重组蛋白ꎬ分别用 Ｋ２ＣＯ３

(０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ) 调整 ｐＨ 为 ６􀆰 ０、６􀆰 ５、７􀆰 ０、７􀆰 ５、８􀆰 ０、
８􀆰 ５ꎬ静置 １ ｈꎬ离心ꎬ重悬观察ꎬ记录保持原色的最低

ｐＨ 值ꎮ
１.４.１.２　 量子点偶联最适 ｐＨ 的筛选 　 取 ４ 只 １􀆰 ５
ｍｌ 的离心管ꎬ加入 ２０ μｌ ＱＤｓ 和 ２００ μｌ ＰＢＳ 混匀ꎬ分
别用硼酸缓冲液调节 ｐＨ 为 ７、８、９、１０ꎬ加入一定量

体积的 ５ ｍｇ / ｍｌ的 ＥＤＣ 和 ５ ｍｇ / ｍｌ的 ＮＨＳ 活化 ２ ｈ
后ꎬ用 ＰＢＳ 清洗 ＥＤＣ / ＮＨＳ 后加入重组 Ｅ２ 蛋白ꎬ３７
℃避光偶联 ８ ｈ 后ꎬ加入封闭液封闭 ２ ｈꎬ离心观察

偶联状态ꎬ紫外灯下观察结果ꎮ
１.４.２　 试纸条最适蛋白质量的筛选

１.４.２.１　 Ｅ２ 最适蛋白质量的筛选　 取 ６ 只 １􀆰 ５ ｍｌ 的
离心管ꎬ每管加入 １ ｍｌ 已优化 ｐＨ 值的胶体金溶液ꎬ
加入 １０ μｌ 、２０ μｌ、３０ μｌ、４０ μｌ、５０ μｌ、６０ μｌ 不同体积

重组 Ｅ２ 蛋白ꎬ静置 １ ｈꎬ离心重悬ꎬ观察颜色变化并记

录溶液保持红色的最低稳定蛋白质含量ꎮ
１.４.２.２　 量子点偶联最适蛋白质量的筛选　 取 ５ 只

１􀆰 ５ ｍｌ 的离心管ꎬ分别加入 ２０ μｌ 已纯化的量子点

和 ２００ μｌ 的 ＰＢＳꎬｐＨ 调节至最佳ꎬ加入已优化的

ＥＤＣ / ＮＨＳ 活化 ２ ｈ 后ꎬ加入 ０􀆰 ５ ｍｇ / ｍｌ重组 Ｅ２ 蛋白

５ μｌ、１０ μｌ、１５ μｌ、２０ μｌ、２５ μｌꎬ３７ ℃避光偶联过夜

后ꎬ加入封闭液封闭 ２ ｈꎬ离心观察偶联状态ꎮ
１.４.３　 胶体金标记 Ｅ２ 蛋白的获取　 根据上述步骤

将 Ｅ２ 蛋白缓慢加入已优化 ｐＨ 值的胶体金溶液中ꎬ
室温搅拌 ３０ ｍｉｎꎬ加入终浓度为 １％ 的 ＢＳＡ 和

ＰＥＧ２００００ 胶体金稳定保护液ꎬ４ ℃静置 １ ｈꎬ１０ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 ３０ ｍｉｎꎬ吸取上清液ꎬ将沉淀用金标稀释

液悬浮ꎬ最终体积为原始体积的 １ / ２０ꎬ４ ℃保存ꎮ
１.４.４　 试纸条的组装　 参照文献[１１]中的方法ꎬ将
金标垫、ＮＣ 膜、样品垫、吸水垫和 ＰＶＣ 胶板装配成

宽度为 ４ ｍｍ 的检测试纸条ꎮ
１.５　 胶体金和量子点试纸条检测线与质控线检测

条件的优化

１.５.１　 兔抗猪 ＩｇＧ(Ｔ 线)浓度的优化　 取 １０ μｌ 兔
抗猪 ＩｇＧꎬ分别按照１ ∶ ２、１ ∶ ４、１ ∶ ８、１ ∶ １６ 比例稀

释后划线至检测线(Ｔ 线)ꎬ其他条件不变ꎬ加阳性

ＣＳＦＶ 血清抗体观察结果ꎬ量子点需在紫外线条件

下观察结果ꎮ
１.５.２　 兔多克隆抗体(Ｃ 线)浓度的优化 　 取适量

的兔抗重组 Ｅ２ 蛋白多克隆抗体分别按照１ ∶ ２、１ ∶
４、１ ∶ ６、１ ∶ ８、１ ∶ １０ 比例稀释后ꎬ划线于 ＮＣ 膜上作

为质控线(Ｃ 线)ꎬ其他条件不变ꎬ加入 ＰＢＳ 观察检

测结果ꎮ
１.６　 胶体金和量子点试纸条性能评价

１.６.１　 特异性　 分别将 ＣＳＦＶ 阳性血清和阴性血清

以及 ＰＲＶ、 ＪＥＶ、ＰＲＲＳＶ 和 ＰＣＶ￣２ 的阳性血清进行

胶体金和量子点试纸条检测ꎬ观察检测结果判定其

特异性ꎮ
１.６.２　 灵敏度　 将 ＣＳＦＶ 阳性血清分别进行１ ∶ ５、１ ∶
１０、１ ∶ １５、１ ∶ ２０、１ ∶ ２５、１ ∶ ３０ 稀释ꎬ取 ５０ μｌ 稀释后的

血清滴加于试纸条样品垫ꎬ室温静止 １０~１５ ｍｉｎꎬ将试

纸条检测的最大稀释倍数定为试纸条灵敏度ꎮ
１.６.３　 重复性试验 　 利用 ３ 个不同批次的试纸条

分别检测阳性血清ꎬ设立 ３ 个重复ꎬ观察检测结果ꎮ
同时ꎬ将同一批次制备的试纸条ꎬ设置 ３ 个重复试验

分别进行阳性标准血清检测ꎬ观察检测结果ꎮ
１.６.４　 临床样本检测 　 将本研究建立的胶体金及

量子点免疫层析试纸条和 ＩＤＥＸＸ 公司 ＣＳＦＶ 抗体

检测 ＥＬＩＳＡ 试剂盒分别对临床采集的血清(９６ 份)
进行检测ꎬ对比检测结果ꎬ计算符合率ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 胶体金的制备及质量鉴定结果

制备的胶体金溶液呈酒红色ꎬ由 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００
测量可知ꎬ制备的胶体金波长为 ５３０ ｎｍꎮ 随机取 ５０
个胶体金通过透射电子显微镜观察颗粒大小ꎬ测量

其直径ꎬ粒径均为 ３０ ｎｍꎮ
２.２　 试纸条最适 ｐＨ 值

２.２.１　 胶体金标记最适 ｐＨ 值　 胶体金标记 Ｅ２ 蛋

白最适 ｐＨ 值试验结果显示ꎬ每 １ ｍｌ 胶体金溶液中

添加 ０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ Ｋ２ＣＯ３调整 ｐＨ 值至 ７􀆰 ５ 时ꎬ标记胶

体金离心呈油滴状ꎬ复溶后易溶解ꎮ
２.２.２　 量子点标记最适 ｐＨ 值 　 按照方法 １.４.１.２
的方法ꎬ离心管中加入 ２０ μｌ ＱＤｓ(１ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ加入

５０ μｌ (０. ５ ｍｇ / ｍｌ) 重组蛋白和相应比例的 ＥＤＣ /
ＮＨＳꎬ用硼酸调整溶液 ｐＨ 值ꎮ 结果表明ꎬ当溶液 ｐＨ
值为 ７ 以及加入的 ＱＤｓ 与 ＥＤＣ / ＮＨＳ 的剂量比为

１ ∶ ５ 时ꎬ溶液偶联状态表现稳定ꎮ
２.３　 试纸条最适蛋白质量

２.３.１　 胶体金标记最适蛋白质量　 胶体金标记 Ｅ２
蛋白试验结果显示ꎬ每 １ ｍｌ 胶体金溶液中至少添加

３０ μｌ(１ ｍｇ / ｍｌ)Ｅ２ 蛋白能使溶液保持红色ꎬ在临床

实践中ꎬ需在此基础上增加 １５％~３０％ꎮ
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２.３.２　 量子点标记最适蛋白质量　 量子点标记 Ｅ２
蛋白试验结果显示ꎬ加入少量的 Ｅ２ 蛋白ꎬ离心管底

部会出现大量聚沉ꎬ当加入 ２０ μｌ (０􀆰 ５ ｍｇ / ｍｌ)的重

组 Ｅ２ 蛋白时ꎬ量子点偶联状态稳定(图 １)ꎮ

１~５:偶联的蛋白质量分别为 ５ μｌ、１０ μｌ、１５ μｌ、２０ μｌ、２５ μｌꎮ
图 １　 最佳蛋白质偶联量

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｍｏｕｎｔ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｕｍ ｄｏｔ ｃｏｕｐｌｉｎｇ

２.４　 试纸条检测线与质控线检测条件的优化

２.４.１　 胶体金试纸条检测条件的优化　 本试验制

备胶体金试纸条 Ｔ 线(兔抗猪 ＩｇＧ)的最佳稀释倍数

为１ ∶ ８(１ ｍｇ / ｍｌ)ꎻＣ 线(兔多克隆抗体)最佳稀释

倍数为１ ∶ ６ꎻ优化条件后检测 ＣＳＦＶ 标准阳性血清

和阴性血清的结果见图 ２Ａꎮ
２.４.２　 量子点试纸条检测条件的优化 　 本试验制

备量子点试纸条 Ｔ 线(兔抗猪 ＩｇＧ)的最佳稀释倍数

为１ ∶ ８ꎬ浓度为 １ ｍｇ / ｍｌꎻＣ 线(兔多克隆抗体)稀释

倍数为１ ∶ ８ 时ꎬＣ 线依旧清晰ꎬ但考虑后续与胶体

金试纸条进行对比检测ꎬ故选择 Ｃ 线包被稀释倍数

为１ ∶ ６(图 ２Ｂ)ꎮ
２.５　 特异性试验结果

利用本研究制备的胶体金和量子点试纸条ꎬ进
行不同病毒阳性血清检测ꎬ结果显示 ２ 种试纸条都

能与 ＣＳＦＶ 阳性血清反应呈阳性ꎬ与其余病毒阳性

血清反应均呈阴性ꎬ表明制备的试纸条特异性好ꎬ不
与其他病原发生交叉反应(图 ３)ꎮ

Ａ:胶体金试纸条ꎻＢ:量子点试纸条ꎻ１:ＣＳＦＶ 阳性血清ꎻ２:ＣＳＦＶ 阴性血清ꎮ
图 ２　 试纸条对阴性血清和阳性血清检测结果

Ｆｉｇ.２　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ｂｙ ｔｅｓｔ ｓｔｒｉｐｓ

Ａ: 胶体金试纸条ꎻＢ:量子点试纸条ꎻ１:ＣＳＦＶ 阳性血清ꎻ２:ＣＳＦＶ 阴性血清ꎻ３:伪狂犬病毒阳性血清ꎻ４:乙脑病毒阳性血清ꎻ５:猪繁殖与呼吸

综合征病毒阳性血清ꎻ６:圆环 ２ 型病毒阳性血清ꎮ
图 ３　 特异性试验结果

Ｆｉｇ.３　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｓｔｒｉｐｓ

２.６　 灵敏度

胶体金和量子点试纸条灵敏度试验结果显示ꎬ
将 ＣＳＦＶ 阳性血清稀释至１ ∶ ２５ 时 Ｔ 线仍可出现

(图 ４)ꎬ表明制备的 ２ 种试纸条都具有良好的灵敏

性ꎮ

２.７　 胶体金和量子点试纸条重复性试验结果

将不同批次制备的胶体金和量子点试纸条进行

ＣＳＦＶ 标准阳性血清检测ꎬ每个批次进行 ３ 次重复ꎬ
结果表明所有重复都能清楚显示 Ｔ 线和 Ｃ 线ꎬ说明

这 ２ 种试纸条具有良好的重复性ꎮ
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Ａ: 胶体金试纸条ꎻＢ:量子点试纸条ꎻ１~６:阳性血清稀释度为１ ∶ ５、１ ∶ １０、１ ∶ １５、１ ∶ ２０、１ ∶ ２５、１ ∶ ３０ꎮ
图 ４　 重复性试验结果

Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｓｔｒｉｐｓ

２.８　 临床样本检测结果

临床样本检测结果(表 １)显示ꎬ本试验制备的

胶体金(ＧＩＣＡ)试纸条检测阳性率为 ８４􀆰 ３８％(８１ /
９６)ꎬ量子点(ＦＩＣＡ)试纸条检测阳性率为 ８７􀆰 ５０％
(８４ / ９６)ꎻＥＬＩＳＡ 试剂盒检测阳性率为 ９１􀆰 ６７％(８８ /
９６)ꎬ与胶体金(ＧＩＣＡ)试纸条和量子点(ＦＩＣＡ)试纸

条符合率分别为 ９２􀆰 ０５％ (８１ / ８８)和 ９５􀆰 ４５％ (８４ /
８８)ꎮ

表 １　 胶体金(ＧＩＣＡ)和量子点(ＦＩＣＡ)试纸条与 ＥＬＩＳＡ 的检测结

果比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｍｏｎｇ ＧＩＣＡ ｓｔｒｉｐꎬ ＦＩＣＡ ｓｔｒｉｐ

ａｎｄ ＥＬＩＳＡ

检测方法
阳性样
品数

阴性样
品数

合计 阳性率

胶体金(ＧＩＣＡ)试纸条 ８１ １５ ９６ ８４.３８％

量子点(ＦＩＣＡ)试纸条 ８４ １２ ９６ ８７.５０％

ＥＬＩＳＡ 试剂盒 ８８ ８ ９６ ９１.６７％

３　 讨 论

法国、荷兰、德国、比利时等国家曾经对外宣布

已消灭猪瘟达到净化的标准ꎬ但仍可能存在复发的

迹象[１２]ꎮ 自 ２０１２ 年 ５ 月ꎬ中国将猪瘟列入重点防

治病种ꎬ经过几年不懈努力ꎬ猪瘟疫情得到有效控

制ꎮ ２０１７ 年 ３ 月ꎬ农业部取消对猪瘟强制免疫工

作[１３]ꎬ也意味着在未来中国部分地区猪群可能存在

少量或者无 ＣＳＦＶ 抗体ꎬ因此只需检测 ＣＳＦＶ 抗体就

能判断猪群是否感染 ＣＳＦＶ 病毒ꎮ ２０１８ 年 ９ 月ꎬ日
本岐阜市爆发猪瘟疫情ꎬ中国作为其邻近国家ꎬ存在

猪瘟病毒进入中国的风险ꎮ 目前ꎬ中国主要采用

ＥＬＩＳＡ 方法监测免疫猪群的抗体水平[１４￣１５]ꎬ此方法

耗时较长、操作繁琐ꎬ并且需要借助酶标仪等仪器进

行操作ꎮ 胶体金试纸条技术融合了免疫层析技术、
酶联免疫吸附试验和胶体金标记等技术的特点ꎬ具
有快速、准确、简便和灵敏等特点ꎬ不受场地、温度等

外界环境因素影响ꎬ适合基层兽医及养殖场技术人

员使用[１６]ꎮ 量子点作为一种新型荧光材料ꎬ具有激

发光谱范围宽ꎬ发射线窄ꎬ发光效率高ꎬ发光颜色可

调ꎬ稳定性强等优点ꎬ是目前抗原抗体快速检测方法

学的热点话题[１７￣１８]ꎬ并且中国还未见有关量子点免

疫层析技术进行猪瘟病毒检测的研究ꎬ故本研究采

用胶体金和量子点标记重组 Ｅ２ 蛋白ꎬ兔抗猪 ＩｇＧ 经

８ 倍稀释作为检测线(Ｔ 线)ꎬ兔抗重组 Ｅ２ 蛋白多克

隆抗体经 ６ 倍稀释作为质控线(Ｃ 线)ꎬ进行试纸条

组装ꎬ检测 ＣＳＦＶ 阳性血清ꎮ
本研究制备的胶体金和量子点试纸条特异性试

验结果显示ꎬ２ 种试纸条都能和 ＣＳＦＶ 阳性标准血清

反应呈阳性ꎬ和其余各病毒阳性血清反应均呈阴性ꎬ
表明 ２ 种试纸条具有良好的特异性ꎻ灵敏度试验结

果显示ꎬ将 ＣＳＦＶ 阳性血清稀释至 ２５ 倍时胶体金和

量子点试纸条均可见阳性反应ꎬ该试纸条检测灵敏

度高于尹梅等[１９] 研制的胶体金试纸条ꎮ 临床样品

检测试验结果显示ꎬ量子点试纸条阳性率和符合率

都高于胶体金试纸条ꎬ并且这 ２ 种试纸条检出率基

本和 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检出率基本一致ꎮ 因此ꎬ本研究

制备的 ２ 种试纸条可为快速检测猪瘟病毒抗体奠定
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