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　 　 摘要:　 为建立一种简便、经济、无创的应用于绵羊早期妊娠诊断的快速检测技术ꎬ以绵羊妊娠相关糖蛋白 ７(Ｏ￣
ｖｉｎｅ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ￣７ꎬ ｏｖＰＡＧ７)核酸适配体为分子识别探针ꎬ建立一种间接竞争酶联适配体(Ｉｎｄｉ￣
ｒｅｃｔ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ａｐｔａｍｅｒ ａｓｓａｙꎬ ｉｃ￣ＥＬＡＡ)检测 ｏｖＰＡＧ７ 的新方法ꎬ并对 ｏｖＰＡＧ７ 包被质量浓度、包被缓冲

液、封闭条件、适配体浓度、链霉亲和素￣辣根过氧化物酶(ＳＡ￣ＨＲＰ)稀释比例等检测条件进行优化ꎬ将建立的方法应用

于人工授精后 ２８ ｄ 的中国美利奴羊血清检测ꎬ检测结果与妊娠相关糖蛋白￣酶联免疫吸附测定(ＰＡＧ￣ＥＬＩＳＡ)商业化

试剂盒和 Ｂ 超检测法进行比较ꎮ 结果显示ꎬ在 ｏｖＰＡＧ７ 包被质量浓度为 ２􀆰 ０ μｇ / ｍｌ、包被缓冲液为 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ碳酸盐缓

冲液(ｐＨ ９.６)、１􀆰 ０％牛血清蛋白质封闭 ２ ｈ、适配体浓度为 ４０ ｎｍｏｌ / Ｌ、ＳＡ￣ＨＲＰ 稀释比例为１ ∶ ４０ ０００ (体积比)、室温

下竞争反应时间为 ４０ ｍｉｎ 等优化条件下ꎬｏｖＰＡＧ７ 在缓冲液体系和血清体系中质量浓度的线性范围均为０.１~ ５０􀆰 ０
ｎｇ / ｍｌ (Ｒ２>０􀆰 ９９４) ꎬ半数抑制质量浓度( ＩＣ５０)分别为 １􀆰 ４０ ｎｇ / ｍｌ和 ２􀆰 １１ ｎｇ / ｍｌꎬ检测限分别为 ０􀆰 １１ ｎｇ / ｍｌ和 ０􀆰 １９
ｎｇ / ｍｌꎮ ｏｖＰＡＧ７ 在空白样品中加标回收率为９６􀆰 ４％~１０６􀆰 ８％ꎬ相对标准偏差小于 ６􀆰 ０％ꎮ 妊娠诊断结果显示ꎬｉｃ￣ＥＬＡＡ
法的诊断敏感性、特异性和准确率分别为 ９６􀆰 ０％、８３􀆰 ３％和 ９１􀆰 ２％ꎬ与 Ｂ 超检测结果一致性较高(Ｋａｐｐａ 值＝０􀆰 ８１０)ꎮ
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(１.Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ａｄｖａｎｃｅｄ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｙａｎｇｔｚｅ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４０８１００ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｓｈｅｅｐ Ｇｅｎｅｔｉｃ
Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ａｎｄ Ｈｅａｌｔｈｙ Ｂｒｅｅｄｉｎｇꎬ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｒｅｃｌａｍａｔｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｓｈｉｈｅｚｉ ８３２０００ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３.Ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ Ｔｅｓｔｉｎｇ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ
Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｒｅｃｌａｍａｔｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｓｈｉｈｅｚｉ ８３２０００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｎｅｗ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｔｈａｔ ｃａｎ ｂｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｓｉｍｐｌｙꎬ
ｅｃｏｎｏｍｉｃａｌｌｙ ａｎｄ ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｌｙ ｉｎ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｓｈｅｅｐｓ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ􀆰 Ａｎ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ

ａｐｔａｍｅｒ ａｓｓａｙ ( ｉｃ￣ＥＬＡＡ ) ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｕｓｉｎｇ ｏｖｉｎｅ
ｐｒｅｇｎａｎｃｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ￣７ ( ｏｖＰＡＧ７ ) ｎｕｃｌｅｉｃ
ａｃｉｄ ａｐｔａｍｅｒ ａｓ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｒｏｂｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｏｖＰＡＧ７􀆰 Ｓｅｖｅｒａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｍａｓｓ ｃｏｎ￣
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏａｔｅｄ ｏｖＰＡＧ７ꎬ ｃｏａｔｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒꎬ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｃｏｎ￣
ｄｉｔｉｏｎｓꎬ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｔａｍｅｒ ａｎｄ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｓｔｒｅｐ￣
ｔａｖｉｄｉｎ￣ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ (ＳＡ￣ＨＲＰ) ｗｅｒｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ􀆰
Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙꎬ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｒｉｎｏ ｅｗｅｓ

０３７



２８ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｓｅｍｉｎａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ａｐｐｌｙｉｎｇ ｔｈｅ ｉｃ￣ＥＬＡＡ ｍｅｔｈｏｄ ｐｒｏｐｏｓｅｄ􀆰 Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｕｌ￣
ｔｒａｓｏｕｎｄ Ｂ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ＰＡＧ￣ＥＬＩＳＡ (ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ￣ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ) ｋｉｔ􀆰
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔꎬ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ２􀆰 ０ μｇ / ｍｌ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏａｔｅｄ ｏｖＰＡＧ７ꎬ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ｃａｒｂｏｎａｔｅ ｗｉｔｈ ｐＨ ９􀆰 ６ ａｓ ｃｏａｔｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒꎬ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｔｈｅ ｗｅｌｌｓ ｗｉｔｈ １􀆰 ０％ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ ｆｏｒ ２ ｈꎬ ｔｈｅ ａｐｔａｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａ￣
ｔｉｏｎ ｗａｓ ４０ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ ｔｈｅ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ (ｉｎ ｖｏｌｕｍｅ) ｏｆ ＳＡ￣ＨＲＰ ｗａｓ １ ∶ ４０ ０００ꎬ ｔｈｅ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｔ ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒ￣
ａｔｕｒｅ ｗａｓ ４０ ｍｉｎ􀆰 Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｖＰＡＧ７ ｉｎ ｂｏｔｈ ｂｕｆｆｅｒ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ
ｓｅｒｕｍ ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ０􀆰 １－５０􀆰 ０ ｎｇ / ｍｌ (Ｒ２ >０􀆰 ９９４)ꎬ ｗｉｔｈ ｍｅｄｉａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ( ＩＣ５０) ｏｆ １􀆰 ４０ ｎｇ / ｍｌ ａｎｄ ２􀆰 １１
ｎｇ / ｍｌ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ０􀆰 １１ ｎｇ / ｍｌ ａｎｄ ０􀆰 １９ ｎｇ / ｍｌ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ􀆰 Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｏｖＰＡＧ７ ｉｎ
ｂｌａｎｋ ｓａｍｐｌｅｓ ｗａｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ９６􀆰 ４％ ａｎｄ １０６􀆰 ８％ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ６􀆰 ０％􀆰 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔꎬ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙꎬ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｃｙ ｏｆ ｉｃ￣ＥＬＡＡ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ ９６􀆰 ０％ꎬ ８３􀆰 ３％
ａｎｄ ９１􀆰 ２％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｓｈｏｗｅｄ ｈｉｇｈ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ ｗｉｔｈ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｙ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ Ｂ ｍｅｔｈｏｄ (Ｋａｐｐａ＝０􀆰 ８１０)􀆰

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎꎻ ａｐｔａｍｅｒꎻ ｅａｒｌｙ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｄｉａｇｎｏｓｉｓꎻ ｓｈｅｅｐ

　 　 近些年ꎬ中国养羊业发展迅速ꎬ截至 ２０１７ 年ꎬ中
国绵 羊 存 栏 量 １.６４０ ７９× １０８ 只ꎬ 山 羊 存 栏 量

１.３８２ ３８×１０８ 只ꎬ羊肉总产量４.７１１×１０６ ｔ[１]ꎬ养殖模

式也由传统的农户分散饲养向规模化和产业化转

型ꎮ 众所周知ꎬ在规模化养殖中ꎬ提高繁殖效率是提

高养殖经济效益的关键环节ꎮ 若能在配种后对母羊

准确及时地进行早期妊娠诊断ꎬ尽早区分已孕和未

孕母羊ꎬ及时地对未孕母羊采取复配措施ꎬ不仅有利

于减少空胎率和空胎时间、提高母羊的繁殖效率ꎬ也
有助于进行分群饲养管理ꎬ降低饲养成本ꎮ

目前ꎬＢ 超检测法是母羊妊娠诊断最常用的方

法[２￣３]ꎮ 但此法有一定缺陷:(１)一般配种后４５~６０ ｄ
才能探测出比较准确的结果ꎬ无法实现早期妊娠诊

断ꎻ(２)需要专业的仪器操作人员ꎬ无法在基层推广应

用ꎻ(３)效率低ꎬ孕检时需要组织３~ ４ 个劳动力固定

羊ꎬ耗时费力ꎮ 由于 Ｂ 超妊娠诊断法不易在基层推广

应用ꎬ造成基层羊场在配种后基本不实施孕检ꎬ致使

母羊空怀时间延长ꎬ繁殖率降低ꎬ增加了非繁殖期饲

养管理时间及饲养成本ꎮ 因此ꎬ急需开发一种与规模

化、产业化养殖技术相匹配的早孕快速检测技术ꎬ以
满足母羊早期孕检需要ꎬ促进人工输精、胚胎移植等

繁殖技术的协同发展ꎬ提高母羊繁殖效率ꎮ
妊娠相关糖蛋白(Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏ￣

ｔｅｉｎｓꎬ ＰＡＧｓ)是偶蹄动物胎盘滋养层细胞合成和分

泌的一类糖蛋白ꎬ属于天冬氨酸蛋白酶家族[４]ꎮ 迄

今ꎬ研究者们已用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术从绵羊胎盘组织中

筛选出 １１ 个绵羊 ＰＡＧ(ｏｖＰＡＧ) ｃＤＮＡ 转录本[５￣７]ꎮ
ｏｖＰＡＧ 在绵羊整个妊娠期的表达和分泌呈现时空

特异性ꎬ例如 ｏｖＰＡＧ１、ｏｖＰＡＧ５、ｏｖＰＡＧ７、ｏｖＰＡＧ１０、
ｏｖＰＡＧ１１ 在妊娠１６~ １７ ｄ 开始表达ꎬ而 ｏｖＰＡＧ３、

ｏｖＰＡＧ６、 ｏｖＰＡＧ８、 ｏｖＰＡＧ９ 则 在 妊 娠 中 后 期 表

达[７￣８]ꎮ ＰＡＧ 对维持妊娠发挥了一定作用ꎬ绵羊从

妊娠后第 ３ 周直到产羔时在母体外周血中均可检测

到 ｏｖＰＡＧꎬ其浓度在妊娠第 ６０ ｄ 达到第 １ 个高峰ꎬ
随后持续下降ꎬ在妊娠 ９０ ｄ 再次升高直到分娩[９]ꎮ
所以 ｏｖＰＡＧ 可作为生物标志物用于母羊早期妊娠

诊断[１０￣１１]ꎮ 但国内关于 ｏｖＰＡＧ 的研究报道较少ꎬ也
无针对 ｏｖＰＡＧ 的商业化检测试剂盒ꎬ虽然有使用牛

ＰＡＧ￣酶联免疫吸附剂测定(ＥＬＩＳＡ)检测 ｏｖＰＡＧ 的

报道[１０ꎬ１２￣１３]ꎬ但检测结果存在分歧ꎬ且牛 ＰＡＧ￣ＥＬＩＳＡ
试剂盒售价过高ꎬ限制了其在国内大规模推广应用ꎮ

基于此ꎬ本研究以前期筛选的 ｏｖＰＡＧ７ 核酸适配

体作为分子识别探针ꎬ代替抗体建立一种间接竞争酶

联适配体(Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ａｐｔａｍｅｒ
ａｓｓａｙꎬ ｉｃ￣ＥＬＡＡ)检测血清中 ｏｖＰＡＧ７ 的分析方法ꎬ旨
在实现绵羊配种后约 ４ 周即可进行早期妊娠诊断ꎬ降
低检测成本ꎬ满足基层牧场养殖生产需要ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

ｏｖＰＡＧ７、ｂＰＡＧ９、ｂＰＡＧ４ 重组蛋白质由本团队前期

通过真核表达系统制备[１３￣１４]ꎮ 牛血清白蛋白(Ｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎꎬ ＢＳＡ)、ＴＭＢ(３ꎬ３′ꎬ５ꎬ５′￣四甲基联苯胺)
显色试剂盒、链霉亲和素￣辣根过氧化物酶(ＳＡ￣ＨＲＰꎬ
５００ Ｕ/ ｍｌ)、Ｔｗｅｅｎ￣２０、胎牛血清、９６￣ｗｅｌｌ 酶标板等购自

生工生物工程(上海)股份有限公司ꎬ孕酮(Ｐ４)购自北

京世纪奥科生物技术有限公司ꎬＮａＣｌ、ＫＣｌ、Ｎａ２ＨＰＯ４、
ＫＨ２ＰＯ４、ＣａＣｌ２、ＭｇＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏ等常规分析纯试剂购自

国药集团化学试剂有限公司(上海)ꎬＰＡＧ￣ＥＬＩＳＡ 试剂

盒购自北京爱德士元亨生物科技有限公司ꎮ
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ｏｖｂＰＡＧ７ 适配体由本团队前期筛选获得[１５]ꎬ由
生工生物工程(上海)股份有限公司合成和纯化ꎮ
生物素化适配体 (ｂｉｏ￣ａｐｔ)序列为 ５′￣ＴＴＧＡＡＧＴＧＡ￣
ＣＡＴＣＡＴＣＡＴＴＣＡＧＣＧＴＡＧＧＧＴＴＴＧＧＣＡＣＴＧＧＧＣＣ￣
ＴＧＧＣＡＴＡＧＣＡＧＧＴ￣ｂｉｏｔｉｎ￣３′ꎮ
１.２　 仪器与设备

Ｔｈｅｒｍｏ ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＴＭ Ｖａｒｉｏｓｋａｎ Ｆｌａｓｈ 全波长扫描

式多功能读数仪(美国赛默飞世尔科技公司)ꎬＴｒｉｎ￣
ｇａ Ｌｉｎｅａｒ Ｖｅｔ 便携式兽用 Ｂ 超仪(意大利百胜集团

荷兰公司 )ꎬ５ＭＸ ９６ 孔板混匀仪(美国赛洛捷克公

司)ꎬＳＫ￣１ 快速混匀器(江苏正基仪器有限公司)ꎬ

４２４Ｒ 台式冷冻离心机 (德国艾本德股份公司)ꎬ
Ｍｉｌｌｉ￣Ｑ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ 超纯水系统ꎮ
１.３　 方法

１.３.１　 间接竞争酶联适配体检测 ｏｖＰＡＧ７　 间接竞

争酶联适配体检测 ｏｖＰＡＧ７ 的原理如图 １ 所示ꎬ包
被于酶标板上的固相 ｏｖＰＡＧ７ 与样品中 ｏｖＰＡＧ７ 竞

争结合生物素化适配体ꎬ通过生物素￣链霉亲和素作

用ꎬ与加入的 ＳＡ￣ＨＲＰ 特异性结合ꎮ ＨＲＰ 催化 ＴＭＢ
显色ꎬ样品中 ｏｖＰＡＧ７ 浓度与反应溶液颜色深度、吸
光度成反比ꎬ通过显色反应和测定 ４５０ ｎｍ 处的吸光

度实现对靶标的定性或定量检测ꎮ

图 １　 间接竞争酶联适配体( ｉｃ￣ＥＬＡＡ)检测 ｏｖＰＡＧ７ 原理

Ｆｉｇ.１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ａｐｔａｍｅｒ ａｓｓａｙ ( ｉｃ￣ＥＬＡＡ) ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｖＰＡＧ７

　 　 具体操作参考本团队前期研究结果[１６] 和相关文

献中的方法[１７]并稍作修改:将 ｏｖＰＡＧ７ 用合适的包被

液稀释至一定浓度ꎬ每孔加入 ２００ μｌ ｏｖＰＡＧ７ 溶液ꎬ４
℃包被过夜ꎬ用 ２００ μｌ ＰＢＳＴ 缓冲液(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳꎬ
ｐＨ ７􀆰 ４ꎬ ０􀆰 ０５％ Ｔｗｅｅｎ￣２０)洗涤３~５ 次ꎬ拍干ꎮ 加入 ２００
μｌ 一定浓度的 ＢＳＡ 封闭液ꎬ室温封闭若干小时ꎬ用
ＰＢＳＴ 洗涤、拍干ꎮ 加入 １００ μｌ ｏｖＰＡＧ７ 或待测样品以

及１００ μｌ 生物素化适配体ꎬ室温孵育ꎬ用 ＰＢＳＴ 洗涤、拍
干ꎮ 加入 ２００ μｌ ＳＡ￣ＨＲＰ 溶液ꎬ室温孵育 １０ ｍｉｎꎬ用
ＰＢＳＴ 洗涤、拍干ꎮ 加入 １００ μｌ ＴＭＢ 底物显色液ꎬ反应

１０ ｍｉｎꎮ 加入 １００ μｌ 终止液终止反应ꎬ采用全波长扫

描式多功能读数仪测定 ４５０ ｎｍ 处的吸光度ꎮ
１.３.２　 检测条件优化　 采用方阵滴定法确定 ｏｖＰＡＧ７
包被浓度(０.５~８􀆰 ０ μｇ / ｍｌ)和生物素适配体浓度(５~
６０ ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎮ 采用单因素试验优化包被溶液[１０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳꎬ ｐＨ ７􀆰 ４ꎻ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 碳 酸 盐 缓 冲 液

(ＣＢ)ꎬｐＨ ９􀆰 ６ꎻ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬ ｐＨ ８􀆰 ０]、ＢＳＡ 封

闭液含量(０.１％~ ２􀆰 ０％)和封闭时间(１~ ８ ｈ)、ＳＡ￣
ＨＲＰ 稀释比例(１ ∶ １０ ０００~１ ∶ １００ ０００ꎬ ｖ / ｖ)、竞争结

合时间(１０~１２０ ｍｉｎ)ꎮ 反应体系选用 ｏｖＰＡＧ７ 适配

体筛选缓冲液(ＢＢ): ８ ｇ ＮａＣｌꎬ ０􀆰 ２ ｇ ＫＣｌꎬ １􀆰 １５ ｇ
Ｎａ２ ＨＰＯ４ꎬ ０􀆰 ２ ｇ ＫＨ２ ＰＯ４ꎬ ０􀆰 １ ｇ ＣａＣｌ２ꎬ ０􀆰 １ ｇ
ＭｇＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏꎬ ｐＨ ７􀆰 ４ꎮ 每个试验重复 ３ 次ꎮ 除包被

温度条件为－４ ℃外ꎬ其余试验均在室温下操作ꎮ
１.３.３　 检测性能评价　 竞争抑制曲线:在优化条件

下ꎬ分别用 ＢＢ 缓冲液和阴性血清将 ｏｖＰＡＧ７ 稀释成 ０
ｎｇ / ｍｌ、 ０􀆰 ０１ ｎｇ / ｍｌ、 ０􀆰 ０５ ｎｇ / ｍｌ、 ０􀆰 １０ ｎｇ / ｍｌ、 ０􀆰 ５０
ｎｇ / ｍｌ、１􀆰 ００ ｎｇ / ｍｌ、５􀆰 ００ ｎｇ / ｍｌ、１０􀆰 ００ ｎｇ / ｍｌ、５０􀆰 ００
ｎｇ / ｍｌ、１００􀆰 ００ ｎｇ / ｍｌ、５００􀆰 ００ ｎｇ / ｍｌ、１ ０００􀆰 ００ ｎｇ / ｍｌ
的工作标准溶液ꎬ同时设置空白对照ꎬ采用方法 １.３.１
进行检测ꎬ每个试验重复 ５ 次ꎮ 以 ｏｖＰＡＧ７ 各质量浓

度的对数值为横坐标ꎬ各质量浓度对应的 Ａｉ(各质量

浓度 ｏｖＰＡＧ７ 对 应 的 ４５０ ｎｍ 下 的 吸 光 度) / Ａ０

(ｏｖＰＡＧ７ 质量浓度为 ０ 时 ４５０ ｎｍ 处的吸光度)为纵
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坐标ꎬ绘制竞争抑制曲线ꎬ求线性方程、相关系数和线

性范围ꎬ根据公式(１)计算抑制率和半数抑制质量浓

度(ＩＣ５０ꎬ即 Ａｉ / Ａ０ ＝ ５０％时所对应的 ｏｖＰＡＧ７ 质量浓

度)ꎮ
Ａｉ

Ａ０
＝ａ＋ｂｌｇρｏｖＰＡＧ７ (１)

其中ꎬ Ａｉ为不同质量浓度 ｏｖＰＡＧ７ 对应的 ４５０
ｎｍ 处的吸光度ꎬＡ０为 ｏｖＰＡＧ７ 质量浓度为 ０ 时测定

的 ４５０ ｎｍ 处的吸光度ꎬｂ 为斜率ꎬａ 为截距ꎬρｏｖＰＡＧ７为

ｏｖＰＡＧ７ 的质量浓度ꎮ
检测限:参考国家标准(ＧＢ / Ｔ ３３４１１－２０１６)中的方

法[１８]ꎬ取 １０ 份空白样品(无 ｏｖＰＡＧ７ 的 ＢＢ 缓冲液和阴

性血清体系)ꎬ按照方法 １.３.１ 步骤进行测定ꎬ求出吸光

度的平均值(ｘ０)和标准偏差(ｓ)ꎬ计算 ｘ０－２ｓ(竞争抑制

法)ꎬ以此数值在标准曲线上算出对应的 ｏｖＰＡＧ７ 质量

浓度ꎬ即为检测限(Ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎬ ＬＯＤ)ꎮ
特异性:参照方法 １. ３. １ 分别测定 ｏｖＰＡＧ７、

ｂＰＡＧ９、ｂＰＡＧ４、ＢＳＡ、孕酮( Ｐ４)的抑制曲线ꎬ计算

ＩＣ５０ 和交叉反应率(ＣＲ)ꎬＣＲ ＝ ＩＣ５０( ｏｖＰＡＧ７) / ＩＣ５０

(各抑制物)×１００％[１９]ꎬ以评估该方法的特异性ꎮ
加标回收率:采用空白加标回收试验考察 ｉｃ￣

ＥＬＡＡ 的准确性与精密度ꎮ 取阴性血清ꎬ在线性范围

内分别添加低、中、高 ３ 种质量浓度水平的 ｏｖＰＡＧ７ꎬ
使 ｏｖＰＡＧ７ 终质量浓度分别为 １ ｎｇ / ｍｌ、５ ｎｇ / ｍｌ、２０
ｎｇ / ｍｌꎮ 按照方法 １.３.１ 检测ꎬ通过标准抑制曲线计算

样品中 ｏｖＰＡＧ７ 浓度ꎬ并计算加标回收率和相对标准

偏差(ＲＳＤ)ꎮ 每个添加水平设 ５ 个重复ꎮ
１.３.４　 ｉｃ￣ＥＬＡＡ 在绵羊早孕诊断中的应用　 样品采

集及检测:选择人工授精 ( Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｉｎｓｅｍｉｎａｔｉｏｎꎬ
ＡＩ)后 ２８ ｄ 的中国美利奴母羊 ８０ 只ꎬ颈静脉无菌采

集血液３~５ ｍｌꎬ室温下放置约１~ ２ ｈꎬ血清自动析出

后收集血清ꎮ 以 ｏｖＰＡＧ７(５ ｎｇ / ｍｌ)溶液为阳性对

照ꎬ用 ＢＢ 缓冲液作为空白对照ꎬ以胎羊血清作为阴

性对照ꎬ采用方法 １.３.１ 的步骤进行检测ꎮ 血清样

品同时采用牛 ＰＡＧ￣ＥＬＩＳＡ 商业化试剂盒进行检测ꎮ
超声波检测:在 ＡＩ 后 ６０ ｄ 以超声波检测作为

金标方法确诊羊的怀孕状态ꎮ
结果判断:检测结果采用临界值(Ｃｕｔ￣ｏｆｆꎬ ＣＯ)

判定为阳性或阴性ꎮ 有研究者发现[２０￣２１]ꎬ未孕母羊

的 ＰＡＧ 质量浓度常小于 １ ｎｇ / ｍｌꎬ所以 ＰＡＧ 的临界

值常定为 １ ｎｇ / ｍｌꎬｃｕｔ￣ｏｆｆ ≥１ ｎｇ / ｍｌ为阳性ꎬｃｕｔ￣ｏｆｆ <
１ ｎｇ / ｍｌ为阴性ꎮ 检测结果若与超声波检测结果不

一致ꎬ则以超声波检测结果为准ꎮ 最后统计阳性、假
阳性、阴性和假阴性结果ꎬ根据行业标准 ( ＳＮ / Ｔ
２４３５－２０１０«出入境动物检疫诊断试剂盒质量评价

规程»)评价诊断敏感性、诊断特异性[２２]ꎮ
１.３.５　 数据处理与统计分析　 试验数据用平均值±
标准偏差方式表示ꎬ采用单因素方差分析(Ｏｎｅ￣Ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ) 方法分析试验数据ꎬ显著性水准为 α＝
０􀆰 ０５ꎮ 用 Ｋａｐｐａ 值分析本方法及 ＰＡＧ￣ＥＬＩＳＡ 试剂

盒与 Ｂ 超检测结果的一致性ꎮ Ｋａｐｐａ 值为０.４~ ０􀆰 ５ꎬ
表明一致性一般ꎻＫａｐｐａ 值为０.５~ ０􀆰 ６ꎬ表明一致性

较好ꎻＫａｐｐａ 值大于 ０􀆰 ６ꎬ表明一致性很高ꎻＫａｐｐａ 值

为 １ꎬ表示完全一致[２３]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 间接竞争酶联适配体检测条件的优化

２.１.１　 包被条件优化 　 采用方阵滴定法确定最佳

ｏｖＰＡＧ７ 包被质量浓度及适配体工作浓度ꎬ在包被缓

冲液为 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＢ(ｐＨ ９􀆰 ６)、用 １％ ＢＳＡ 封闭 ４
ｈ、 ＳＡ￣ＨＲＰ 稀 释 比 例 为 １ ∶ ２０ ０００ ( 体 积 比 )、
ｏｖＰＡＧ７ 与适配体反应时间为 ６０ ｍｉｎ 等试验条件下

测定 ＯＤ４５０ꎬ以 ＯＤ４５０为 １.０ 左右时对应的 ｏｖＰＡＧ７ 包

被质量浓度和适配体浓度为最佳工作条件[２４]ꎮ 结

果如图 ２Ａ 所示ꎬ当 ｏｖＰＡＧ７ 质量浓度为 ２􀆰 ０ μｇ / ｍｌ、
适配体浓度为 ４０ ｎｍｏｌ / Ｌ时ꎬ吸光度接近 １􀆰 ０ꎮ 为获

得较高的抑制率和灵敏度ꎬ选择 ｏｖＰＡＧ７ 包被质量

浓度为 ２􀆰 ０ μｇ / ｍｌꎬ适配体浓度为 ４０ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ
在固定试验条件下(ｏｖＰＡＧ７ 包被质量浓度为 ２􀆰 ０

μｇ / ｍｌꎬ适配体浓度为 ４０ ｎｍｏｌ / Ｌ、１％ ＢＳＡ 封闭 ４ ｈ、ＳＡ￣
ＨＲＰ 稀释体积比为１ ∶ ２０ ０００、室温结合时间为 ６０
ｍｉｎ)ꎬ考察不同包被溶液对 ｏｖＰＡＧ７ 的包被效果ꎬ选择

吸光度较大的包被缓冲液ꎮ 结果如图 ２Ｂ 所示ꎬＣＢ 包

被缓冲液试验组吸光度显著高于 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 和 ＰＢＳ 试验

组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ故选择 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＢ 作为包被缓冲液ꎮ
２.１. ２ 　 封闭条件优 化 　 以最佳包被条件包被

ｏｖＰＡＧ７ꎬ采用 ＢＳＡ 封闭后直接加入 ＳＡ￣ＨＲＰ (１ ∶
２０ ０００ꎬ体积比)ꎬ观察 ＢＳＡ 封闭液含量和封闭时间

对 ＳＡ￣ＨＲＰ 非特异性吸附的影响ꎮ 吸光度越小ꎬ表
明 ＳＡ￣ＨＲＰ 非特异性吸附越少ꎬ封闭效果越好ꎮ 结

果(图 ３)显示ꎬ当 ＢＳＡ 封闭液含量低于 ０.５％时ꎬ封
闭不完全ꎬ随着 ＢＳＡ 液含量的增加ꎬ吸光度逐渐下

降ꎬ说明 ＳＡ￣ＨＲＰ 非特异性吸附效果降低ꎮ 另外ꎬ非
特异性吸附效果随着封闭时间的延长而降低ꎬ当封
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闭时间超过 ２ ｈ 后ꎬ吸光度无明显变化ꎮ 综合以上 分析ꎬ选择 １􀆰 ０％ ＢＳＡ 封闭 ２ ｈꎮ

不同字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ２　 间接竞争酶联适配体检测的包被条件的优化

Ｆｉｇ.２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏａｔｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ａｐｔａｍｅｒ ａｓｓａｙ ( ｉｃ￣ＥＬＡＡ) ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

图 ３　 不同封闭条件对链霉亲和素￣辣根过氧化物酶(ＳＡ￣ＨＲＰ)
非特异性吸附的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｎｏｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ￣ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ( ＳＡ￣
ＨＲＰ)

２.１.３　 ＳＡ￣ＨＲＰ 稀释比例　 固定以上优化的试验条

件ꎬ将 ＳＡ￣ＨＰＲ 用 ＢＢ 缓 冲 液 以 １ ∶ １０ ０００、 １ ∶
２０ ０００、 １ ∶ ４０ ０００、 １ ∶ ６０ ０００、 １ ∶ ８０ ０００ 和 １ ∶
１００ ０００体积比稀释ꎬ测定 ＯＤ４５０ꎮ 结果如图 ４ 所示ꎬ
ＳＡ￣ＨＲＰ 稀释比例为１ ∶ １０ ０００~ １ ∶ ４０ ０００时ꎬ吸光

度变化不显著(Ｐ>０.０５)ꎬ随着稀释比例的进一步增

大ꎬ吸光度显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 故后续试验选择

ＳＡ￣ＨＲＰ 稀释比例为１ ∶ ４０ ０００ꎮ
２.１.４　 竞争反应时间　 固定以上试验条件ꎬ采用 ｉｃ￣
ＥＬＡＡ 测 定 固 相￣ｏｖＰＡＧ７ 和 样 品 中 ｏｖＰＡＧ７ ( ５０
ｎｇ / ｍｌ)与适配体竞争反应时间对抑制率的影响ꎮ
结果(图 ５)显示ꎬ抑制率随着竞争结合时间的延长

而增大ꎬ超过 ４０ ｍｉｎ 后抑制率无明显变化 (Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎮ 故选择竞争结合时间为 ４０ ｍｉｎꎮ
　 　 综 上 所 述ꎬ ｉｃ￣ＥＬＡＡ 的 最 佳 工 作 条 件 为:

Ａ:１ ∶ １０ ０００ꎻＢ:１ ∶ ２０ ０００ꎻＣ:１ ∶ ４０ ０００ꎻＤ:１ ∶ ６０ ０００ꎻＥ:１ ∶
８０ ０００ꎻＦ:１ ∶ １００ ０００ꎮ 相同字母表示差异不显著(Ｐ>０.０５)ꎬ不
同字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ４　 链霉亲和素￣辣根过氧化物酶(ＳＡ￣ＨＲＰ)稀释比例条件的

优化

Ｆｉｇ.４　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ￣ｈｏｒｓｅ￣
ｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ (ＳＡ￣ＨＲＰ)

不同字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ５　 竞争反应时间对抑制率的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ

ｏｖＯＡＧ７ 包被质量浓度 ２􀆰 ０ μｇ / ｍｌꎬ适配体浓度为 ４０
ｎｍｏｌ / Ｌꎬ包被缓冲液为 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＢ 缓冲液( ｐＨ
９􀆰 ６)ꎬ１􀆰 ０％ ＢＳＡ 封闭 ２ ｈꎬＳＡ￣ＨＲＰ 稀释比例为１ ∶
４０ ０００(体积比)ꎬ竞争反应时间为 ４０ ｍｉｎ ꎮ
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２.２　 ＥＬＡＡ 方法学评估

２.２.１　 竞争抑制曲线　 在优化条件下ꎬ将系列浓度的

ｏｖＰＡＧ７ 分别在 ＢＢ 缓冲液和阴性血清样品体系中进

行竞争反应ꎮ 图 ６ 为 ｏｖＰＡＧ７ 在 ２ 种反应体系中的竞

争抑制曲线ꎬ通过回归方程计算可知ꎬ在缓冲体系和

血清体系中ꎬｏｖＰＡＧ７ 在０.１~ ５０􀆰 ０ ｎｇ / ｍｌ质量浓度范

围内具有良好线性(Ｒ２> ０􀆰 ９９４)ꎬ ＩＣ５０ 分别为 １􀆰 ４０
ｎｇ / ｍｌ和 ２􀆰 １１ ｎｇ / ｍｌꎬ检测限分别为 ０􀆰 １１ ｎｇ / ｍｌ和
０􀆰 １９ ｎｇ / ｍｌꎮ 结果表明ꎬ本方法检测限低、线性范围

宽ꎮ 血清基质中的 ＩＣ５０和检测限稍高于缓冲液体系ꎬ
原因可能是血清基质对 ｉｃ￣ＥＬＡＡ 检测有一定影响ꎮ

Ａｉ为各竞争浓度 ｏｖＰＡＧ７ 对应的吸光度ꎬＡ０为 ｏｖＰＡＧ７ 浓度为 ０ 时测定的吸光度ꎮ

图 ６　 ｏｖＰＡＧ７ 在阴性血清和缓冲溶液中的竞争抑制曲线(Ａ)及标准曲线(Ｂ)
Ｆｉｇ.６　 Ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ (Ａ) ａｎｄ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ (Ｂ) ｆｏｒ ｏｖＰＡＧ７ ｉｎ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｂｕｆｆｅｒ

２.２.２　 ｉｃ￣ＥＬＡＡ 的特异性　 为评估 ｉｃ￣ＥＬＡＡ 的特异

性ꎬ选择血清中的相关激素、蛋白质及结构类似物为

抑制物ꎬ采用方法 １.３.１ 中的步骤测定各抑制物的

抑制曲线ꎬ计算 ＩＣ５０和交叉反应率ꎮ 结果见图 ７ꎬ可
见适配体与 ＢＳＡ 和 Ｐ４ 基本无交叉反应ꎬ与牛妊娠

相关糖蛋白(ｂＰＡＧ９ 和 ｂＰＡＧ４)具有一定交叉反应ꎬ
交叉反应率分别为 ２２􀆰 ０％和 １９􀆰 ４％ꎬ这可能与牛羊

ＰＡＧ 氨基酸序列同源性较高、蛋白质含有一些相似

的抗原表位有关[４]ꎮ

图 ７　 ｉｃ￣ＥＬＡＡ 特异性分析

Ｆｉｇ.７　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ
ａｐｔａｍｅｒ ａｓｓａｙ ( ｉｃ￣ＥＬＡＡ)

２.２.３ 　 ｉｃ￣ＥＬＡＡ 的加标回收率 　 采用建立的 ｉｃ￣
ＥＬＡＡ 对阴性血清进行添加回收试验ꎬ进一步评价

该方法的准确性和精密度ꎮ 如表 １ 所示ꎬｏｖＰＡＧ７ 添

加回收率为９６.４％~ １０６􀆰 ８％ꎬ相对标准偏差(ＲＳＤ)
为４.０２％~５􀆰 ２８％ꎬ说明本方法具有高的准确性和精

密度ꎮ

表 １　 血清中 ｏｖＰＡＧ７ 加标回收率及相对标准偏差(ｎ＝５)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｏｖＰＡＧ７

ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｂｙ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｍｅｔｈｏｄ (ｎ＝５)

添加量
(ｎｇ / ｍｌ)

检测值
(ｎｇ / ｍｌ)

回收率
(％)

相对标准偏差
(％)

１ ０.９６４±０.０３８ ８ ９６.４±３.８８ ４.０２

５ ５.３４１±０.２８２ ０ １０６.８±５.６４ ５.２８

２０ ２０.８３０±０.９６８ ０ １０４.２±４.８４ ４.６５

２.３　 ｉｃ￣ＥＬＡＡ 的在绵羊早孕检测中的应用

为验证 ｉｃ￣ＥＬＡＡ 的实际应用效果ꎬ采集 ８０ 份母

羊血清ꎬ按照方法 １.３.１ 进行检测后按照方法 １.３.４
进行结果判定ꎬ并与 Ｂ 超检测结果比较ꎬ结果如表 ２
和图 ８ 所示ꎮ 从表 ２ 中可以看出ꎬ本方法共检测出

５３ 只妊娠绵羊(阳性)ꎬ２７ 只空怀绵羊(阴性)ꎬ出现

５ 个假阳性ꎬ２ 个假阴性ꎬ诊断敏感性为 ９６􀆰 ０％ꎬ诊
断特异性为 ８３􀆰 ３％ꎬ诊断准确率为 ９１􀆰 ２％ꎬ与商品

化试剂盒的诊断准确率结果相比差异不显著(Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎮ 实际应用结果表明ꎬ本方法与 Ｂ 超诊断结

果符合率较高ꎬＫａｐｐａ 值为 ０􀆰 ８１０ꎬ大于 ０􀆰 ６ꎬ表明具

有较高的一致性ꎮ
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表 ２　 ｉｃ￣ＥＬＡＡ 与 ＰＡＧ￣ＥＬＩＳＡ 试剂盒和 Ｂ 超检测绵羊妊娠结果比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ａｐｔａｍｅｒ ａｓｓａｙ ( ｉｃ￣ＥＬＡＡ)ꎬ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ￣ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍ￣
ｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ(ＰＡＧ￣ＥＬＩＳＡ) ｔｅｓｔ ｋｉｔ ａｎｄ Ｂ￣ｓｃａｎ ｕｌｔｒａｓｏｎｏｇｒａｐｈｙ ｆｏｒ ｅａｒｌｙ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ｓｈｅｅｐ

方法
妊娠羊

数量(只)
未妊娠羊
数量(只)

假阳性
数量(只)

假阴性
数量(只)

敏感性
(％)

特异性
(％)

准确率
(％) Ｋａｐｐａ 值

本方法 ５３ ２７ ５ ２ ９６.０ａ(４８ / ５０) ８３.３ａ(２５ / ３０) ９１.２ａ(７３ / ８０) ０.８１０

ＰＡＧ￣ＥＬＩＳＡ ５２ ２８ ４ ２ ９６.０ａ(４８ / ５０) ８６.７ａ(２６ / ３０) ９２.５ａ(７４ / ８０) ０.８３７

Ｂ 超 ５０ ３０ － － － － － －

敏感性＝真阳性 / (真阳性＋假阴性)×１００％ꎬ特异性＝真阴性 / (真阴性＋假阳性)×１００％ꎬ准确率＝(真阳性＋真阴性) / 样品总数×１００％ꎮ 同列相
同字母表示差异不显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ

Ａ:绵羊 １ꎻＢ:绵羊 ２ꎮ
图 ８　 人工授精后 ６０ ｄ 的 ２ 只妊娠绵羊 Ｂ 超检查结果

Ｆｉｇ.８　 Ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｗｏ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｅｗｅｓ ｂｙ Ｂ￣ｓｃａｎ ｕｌｔｒａｓｏｎｏｇｒａｐｈｙ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ａｔ ６０ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｉｎｓｅｍｉｎａｔｉｏｎ

３　 讨 论

在 ｉｃ￣ＥＬＡＡ 分析方法的建立中ꎬ优化反应条件

对提高其检测性能至关重要ꎮ 如果 ｏｖＰＡＧ７ 包被浓

度过小ꎬ可能会导致高非特异性吸附ꎻ如果包被浓度

过大ꎬ则导致蛋白质与基板材料的结合较弱ꎬ在洗板

过程中易被洗掉ꎬ浓度过高还有可能影响检测灵敏

度[１７ꎬ２４]ꎮ 另外ꎬ酶标板上多余位点的封闭也较为关

键ꎬ若封闭不完全ꎬＳＡ￣ＨＲＰ 和生物素化的适配体均

会与聚苯乙烯板发生非特异性结合ꎬ造成较高的背

景值ꎬ降低检测灵敏度[２５]ꎮ 除此以外ꎬ选择合适的

包被缓冲液可提高包被原的包被效果[１６￣１７ꎬ２４]ꎬ一般

来说ꎬ缓冲液 ｐＨ 大于包被蛋白质的等位点(ｐＩ)ꎬ以
保持其活性ꎮ 在 ｉｃ￣ＥＬＡＡ 分析中ꎬ ＳＡ￣ＨＲＰ 是 ｉｃ￣
ＥＬＡＡ 显色反应的关键因素ꎬ如果 ＳＡ￣ＨＲＰ 浓度过

低ꎬ显色反应不充分ꎻＳＡ￣ＨＲＰ 浓度过高易引起非特

异性吸附ꎮ 因此ꎬ本试验对多种检测条件进行优化ꎬ
在优化条件下ꎬ建立的 ｉｃ￣ＥＬＡＡ 获得了低的检测限

和高的准确性ꎮ
　 　 目前ꎬｏｖＰＡＧ 测定方法包括放射免疫分析法(
Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙꎬ ＲＩＡ)和酶联免疫吸附测定法(Ｅｎ￣

ｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬ ＥＬＩＳＡ) [１０￣１１ꎬ２６￣２９]ꎮ
在早期ꎬ人们大都采用异源 ＲＩＡ 测定母羊血液中

ｏｖＰＡＧｓ 浓度[１１ꎬ２０ꎬ３０]ꎮ 如 Ｋａｒｅｎ 等[２０] 采用异源 ＲＩＡ
检测母羊配种后 ２２ ｄ 外周血中 ｏｖＰＡＧ 浓度ꎬ妊娠诊

断敏感性和特异性分别达到 ９３􀆰 ５％和 １００􀆰 ０％ꎮ 但

ｏｖＰＡＧ 浓度与品种、妊娠天数、胎次、样品来源等有一

定关系[９ꎬ１１ꎬ３０]ꎬ因此诊断准确性受多种因素影响ꎮ
Ｂａｒｂａｔｏ 等[３０]采用异源 ＲＩＡ 检测母羊配种后 １８ ｄ、２４
ｄ、２６ ｄ、２８ ｄ、３０ ｄ 和 ５０ ｄ 的血液样品ꎬ发现怀双胎的

妊娠母羊 ＰＡＧ 水平高于怀单胎的妊娠母羊ꎬ个体差

异较大ꎮ 除了血液样品ꎬＲＩＡ 也用于乳样检测ꎬ但是

乳样的妊娠确诊天数(２８ ｄ)多于血浆样品(２０ ｄ)ꎻ另
外ꎬ与血浆样品不同ꎬ乳样中 ＰＡＧ 浓度与多胎或单胎

无明确相关性[１１]ꎮ
ＲＩＡ 虽然具有较高的诊断灵敏度和特异性ꎬ但

由于受到辐射因素的限制ꎬＲＩＡ 没有得到大规模推

广应用ꎮ 鉴于 ＰＡＧ 蛋白含有一些相似的抗原表位ꎬ
可用于跨种免疫检测[３１]ꎮ 人们尝试使用牛 ＰＡＧ￣
ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测 ｏｖＰＡＧꎬ以对绵羊进行早期妊娠

诊断[１２￣１３]ꎮ 如 Ｒｏｖａｎｉｌ 等[３２] 使用商业化牛 ＰＡＧ￣
ＥＬＩＳＡ 试剂盒(ＩＤＥＸＸ)检测绵羊血清中 ＰＡＧꎬ与超
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声波检测法相比较ꎬＰＡＧ￣ＥＬＩＳＡ 诊断敏感性和特异

性分别为 ９３􀆰 ５％和 ９８􀆰 ９％ꎬ不同于 ＲＩＡ 方法ꎬ该试

剂盒则需在妊娠 ３３ ｄ 后才能获得高的诊断准确率

(９６􀆰 １％)ꎬ结果的差异可能与两种检测方法所测

ＰＡＧ 不同亚型有关ꎮ Ｃｈａｖｅｓ 等[１２] 同样采用 ＰＡＧ￣
ＥＬＩＳＡ 商业化试剂盒(ＩＤＥＸＸ)检测妊娠和空怀绵羊

血清ꎬ获得高敏感性(１００％)、高特异性(９３􀆰 ７５％~
９７􀆰 ５６％)和高准确率(９８􀆰 ４６％)ꎮ 但 Ｓｈａｈｉｎ 等[１０]却

获得不一致的研究结果ꎬ他们分别采用山羊 ＰＡＧ￣
ＥＬＩＳＡ、绵羊 ＰＡＧ￣ＥＬＩＳＡ 和牛 ＰＡ￣ＥＬＩＳＡ 检测妊娠

山羊血清中 ＰＡＧꎬ结果显示ꎬ山羊和绵羊 ＰＡＧ￣
ＥＬＩＳＡ 的检测结果相似ꎬ而牛 ＰＡＧ￣ＥＬＩＳＡ 的检测敏

感性却显著降低ꎮ
本研究用建立的 ｉｃ￣ＥＬＡＡ 方法检测配种后 ２８ ｄ

的绵羊血清ꎬ获得的检测结果与 ＰＡＧ￣ＥＬＩＳＡ 方法基

本一致ꎮ 本方法的妊娠诊断结果出现假阴性现象ꎬ
可能与个体差异有关ꎮ 有人研究发现ꎬ在母羊妊娠

早期ꎬＰＡＧ 平均质量浓度为(４􀆰 ３±１􀆰 ４) ｎｇ / ｍｌꎬ个别

妊娠母羊的 ＰＡＧ 质量浓度低于临界值(１ ｎｇ / ｍｌ)ꎬ
导致了假阴性结果[２０]ꎮ 也可能由于部分样品发生

了溶血ꎬ释放的血红蛋白具有过氧化物酶活性ꎬ导致

非特异性显色ꎬ造成假阴性现象[３３]ꎮ 诊断结果中出

现假阳性现象ꎬ推测与适配体特异性有关ꎬ由于血清

基质较为复杂ꎬ适配体可能结合了血清中某种类似

靶标的未知物ꎬ产生了抑制效应ꎬ造成假阳性结果ꎮ
在本研究中ꎬＰＡＧ￣ＥＬＩＳＡ 诊断特异性和准确率低于

部分研究结果[１２￣１３]ꎬ也可能与部分样品溶血有关ꎬ
导致了假阳性现象ꎬ具体原因有待进一步研究ꎮ

４　 结 论

本研究以 ｏｖＰＡＧ７ 适配体为识别分子ꎬ代替抗

体建立了一种间接竞争 ＥＬＡＡ 分析方法ꎬ在优化条

件下ꎬ该方法具有低的检测限(０􀆰 １１ ｎｇ / ｍｌ)、高的准

确性 ( 加 标 回 收 率 ９６􀆰 ４％~ １０６􀆰 ８％) 和 精 密 度

(ＲＳＤ<６􀆰 ０％)ꎮ 将建立的 ｏｖＰＡＧ７￣ＥＬＡＡ 检测方法

应用于血清学检测ꎬ绵羊妊娠诊断准确率达到

９１􀆰 ２％ꎬ与 ＰＡＧ￣ＥＬＩＳＡ 试剂盒和超声波检测技术比

较ꎬ具有简便、经济等优点ꎬ为绵羊早期妊娠诊断提

供了一种无创快速检测新技术ꎬ具有一定应用前景ꎮ
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