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　 　 摘要:　 噬菌体主要由蛋白质和核酸组成ꎬ进入动物体后可能会被机体认为是抗原ꎬ进而激发机体产生抗体ꎮ
为深入研究噬菌体进入动物体内后抗体产生情况ꎬ本研究采用纯化后的广谱裂解性沙门氏菌噬菌体 ＳＣＢＳ 作为抗

原ꎬ用新西兰大白兔开展多克隆抗体制备ꎬ最后成功获得了该噬菌体的多克隆抗体ꎬ并建立了 ＳＣＢＳ 噬菌体血清抗

体的间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法ꎮ 抗原包被含量为１×１０９ ＰＦＵ / ｍＬꎬ用 ２％牛血清白蛋白(ＢＳＡ)封闭 ３ ｈꎬ血清稀释度

１ ∶ ５００ꎬ血清反应时间 ６０ ｍｉｎꎬ酶标二抗稀释至１ ∶ １２ ０００后作用 ４５ ｍｉｎꎬＴＭＢ 显色液反应 １５ ｍｉｎ 后测定吸光度

(ＯＤ４５０)ꎮ 该检测方法特异性良好ꎬ阳性临界值为 ０􀆰 ３７２ꎬ阴性临界值为 ０􀆰 ３１０ꎻ批内变异系数为２.３０％~ ７􀆰 １１％ꎬ批
间变系数为１.３７％~９􀆰 ２５％ꎮ
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　 　 随着噬菌体的广泛使用ꎬ噬菌体治疗的安全性和

免疫原性也广受关注ꎮ 研究结果表明ꎬ噬菌体的特异

性抗体能够中和动物体内的噬菌体ꎮ Ｓｒｉｖａｓｔａｖａ 等[１]

研究发现ꎬ免疫 Ｂ 细胞可能在噬菌体中和过程中起重

要作用ꎬ其原理可能是由于噬菌体刺激了 Ｂ 细胞产生
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免疫球蛋白ꎬ导致噬菌体活性丧失ꎮ Ｗａｎｇ 等[２] 通过

噬菌体体内治疗的动力学发现ꎬ１５ ｍｉｎ 时活性噬菌体

的剩余比例为５０.４３％±９􀆰 ６８％ꎬ并且其失活速度很快ꎬ
１２ ｈ 已经无法在血液中检测到活性噬菌体ꎮ 本研究

以 １ 株广谱沙门氏菌噬菌体 ＳＣＢＳ 为对象ꎬ制备了其

兔源多克隆抗体ꎬ并将噬菌体作为包被抗原建立一种

检测动物血清中该类型噬菌体抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 方

法ꎬ为后续研究噬菌体治疗过程中动物血清抗体的产

生规律提供一种快速检测手段ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 试验材料

沙门氏菌噬菌体 ＳＣＢＳ 由江苏省农业科学院农

产品质量安全与营养研究所畜产品安全与营养研究

室保存ꎮ ＰＢＳ 缓冲液购自上海源叶生物科技公司ꎬ
Ｔｗｅｅｎ￣２０ 购自北京普利莱基因技术有限公司ꎬ将 ５００
μＬ Ｔｗｅｅｎ￣２０ 加入 １ Ｌ ＰＢＳ 缓冲液中ꎬ摇匀ꎬ制成

ＰＢＳＴ 缓冲液(ＰＢＳ 的 ｐＨ 为 ７􀆰 ４ꎬＴｗｅｅｎ￣２０ 体积分数

为 ０􀆰 ０５％)ꎻ牛血清白蛋白(ＢＳＡ)购自上海源叶生物

科技公司ꎻＴＭＢ 单组分显色液购自北京索莱宝科技

有限公司ꎻ多功能酶标仪为德国赛默飞世尔科技公司

产品ꎮ ３~４ 月龄新西兰大白兔购自江苏青龙山生物

科技有限公司ꎬＡＡ 肉仔鸡购自南京特给力种植专业

合作社ꎬ饲养于江苏省农业科学院实验动物房ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 噬菌体 ＳＣＢＳ 的纯化　 利用 ＣｓＣｌ 密度梯度离

心法纯化噬菌体 ＳＣＢＳꎮ 将噬菌体 ＳＣＢＳ 扩增至１×
１０１０ ＰＦＵ / ｍＬ后加入胰 ＤＮａｓｅⅠ和 ＲＮａｓｅ 进行酶解ꎬ终
质量浓度均为 １ μｇ / ｍＬꎬ室温孵育 ３０ ｍｉｎꎮ 在离心管

底部先缓慢加入 ３ ｍＬ 质量浓度为 １􀆰 ６ ｇ / ｃｍ３的 ＣｓＣｌꎬ
再依次加入 ３ ｍＬ 质量浓度为 １􀆰 ４ ｇ / ｃｍ３的 ＣｓＣｌꎬ１􀆰 ５
ｍＬ 的 ２５％蔗糖溶液ꎬ３􀆰 ０ ｍＬ 的噬菌体裂解液ꎬ以
３０ ０００ ｒ / ｍｉｎ超速离心 ２ ｈꎮ 离心管下端 (即 １􀆰 ４
ｇ / ｃｍ３与 １􀆰 ６ ｇ / ｃｍ３之间)可见一层白色条带ꎬ即为纯

化的噬菌体层ꎬ用 １ ｍＬ 注射器从侧面插入离心管吸

取ꎮ 将吸取的噬菌体样品置于透析袋中ꎬ用 ＳＭ 缓冲

液进行透析ꎬ透析过程中采用磁力搅拌器搅拌ꎬ２ ｈ 后

结束ꎬ更换新的 ＳＭ 缓冲液ꎬ４ ℃静置过夜ꎬ将透析过

的样品取出ꎬ加入等体积的氯仿提纯ꎬ上下颠倒混匀ꎬ
５ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ 分离有机相和亲水相ꎬ回收含

噬菌体颗粒的亲水相(上层)ꎬ重复氯仿提纯操作 ２
次ꎮ

１.２.２　 噬菌体 ＳＣＢＳ 多克隆抗体的制备　 选用３~ ４
月龄的新西兰大白兔进行多克隆抗体的制备ꎬ首次

免疫原为纯化的噬菌体(５００ μＬ)与弗氏完全佐剂

按１ ∶ １ 体积比混合乳化ꎬ采用背部皮下多点注射法

进行免疫ꎮ ２ 周后以同样的方法进行二免ꎬ二免后 ２
周进行三免ꎬ二免和三免的免疫原为噬菌体(５００
μＬ)与弗氏不完全佐剂按１ ∶ １ 体积比混合乳化ꎮ ３
次免疫结束后 ７ ｄ 对兔进行心脏采血ꎬ分离血清ꎬ检
测血清中抗体效价ꎮ
１.２.３　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的初步建立　 以噬菌体 ＳＣＢＳ
为抗原包被 ＥＬＩＳＡ 平板ꎬ包被含量为１×１０９ ＰＦＵ / ｍＬꎬ
每孔 １００ μＬꎬ在 ４ ℃条件下静置过夜ꎬ用 ＰＢＳＴ 缓冲

液洗涤 ４ 次ꎬ每次洗涤 ５ ｍｉｎꎮ 用 ２００ μＬ 含 １％ ＢＳＡ
的 ＰＢＳ 缓冲液封闭ꎬ３７ ℃作用 １􀆰 ５ ｈꎬ用 ＰＢＳＴ 缓冲液

洗涤 ４ 次ꎮ 用含 １％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 缓冲液分别按

１ ∶ ５００ꎬ１ ∶ １ ０００ꎬ１ ∶ ２ ０００ꎬ１ ∶ ４ ０００ꎬ１ ∶ ８ ０００稀释

兔源高免血清ꎬ每孔加入 １００ μＬꎬ于 ３７ ℃孵育 １􀆰 ５ ｈꎬ
用 ＰＢＳＴ 缓冲液洗涤 ４ 次ꎮ 按１ ∶ １０ ０００比例稀释用

辣根过氧化物酶(ＨＲＰ)标记的山羊抗兔 ＩｇＧꎬ每孔

１００ μＬ 添加至包被板中ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈ 后ꎬ用 ＰＢＳＴ
缓冲液洗涤 ４ 次ꎬ包被板中每孔添加 ＴＭＢ 显色液

１００ μＬꎬ３７ ℃避光显色 １０ ｍｉｎꎬ每孔加入 ５０ μＬ 终止

液终止ꎬ酶标仪检测 ＯＤ４５０ꎮ 设置未进行免疫的兔血

清为阴性对照ꎬＰＢＳ 缓冲液为空白对照ꎮ
１.２.４　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的优化 　 最佳抗原包被含

量和血清稀释度的确定:利用棋盘法确定最佳抗原

包被含量和最佳血清稀释度ꎮ 横排为噬菌体不同包

被含量ꎬ依次为１×１０１０ ＰＦＵ / ｍＬ、１×１０９ ＰＦＵ / ｍＬ、１×
１０８ ＰＦＵ / ｍＬ、１×１０７ ＰＦＵ / ｍＬ、１×１０６ ＰＦＵ / ｍＬꎬ竖列

为血清不同稀释度ꎬ从上到下做 ２ 倍稀释ꎬ依次为

１ ∶ ５００、１ ∶ １ ０００、１ ∶ ２ ０００、１ ∶ ４ ０００ꎬ其余步骤同

方法 １.２.３ꎮ 以 Ｐ / Ｎ 值(Ｐ 表示阳性孔平均 ＯＤ４５０ꎻＮ
表示阴性孔平均 ＯＤ４５０)最大且抗原包被含量最小

时作为最佳ꎮ 最佳封闭液的确定:在上述已确定的

最佳条件的基础上ꎬ将封闭液替换为 １％ ＢＳＡ、２％
ＢＳＡ、５％脱脂奶粉ꎬ计算此条件下的 Ｐ / Ｎ 值ꎬ确定

Ｐ / Ｎ 值最大时为最佳ꎮ 最佳封闭时间的确定:在上

述已确定的最佳条件的基础上ꎬ分别选择封闭时间

为 １ ｈ、２ ｈ、３ ｈꎬ计算不同封闭时间下的 Ｐ / Ｎ 值ꎬ确
定 Ｐ / Ｎ 值最大时的封闭时间为最佳ꎮ 最佳血清作

用时间的确定:在上述已确定的最佳条件的基础上ꎬ
分别选择血清反应时间为 ４５ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、７５ ｍｉｎ、９０
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ｍｉｎꎬ计算不同血清反应时间下的 Ｐ / Ｎ 值ꎬ确定 Ｐ / Ｎ
值最大时的血清反应时间为最佳ꎮ 最佳酶标二抗体

积比:在上述已确定的最佳条件的基础上ꎬ分别将酶

标 二 抗 按 照 １ ∶ ６ ０００、 １ ∶ ８ ０００、 １ ∶ １０ ０００、
１ ∶ １２ ０００的比例进行稀释ꎬ计算不同酶标二抗体积

比下的 Ｐ / Ｎ 值ꎬ确定 Ｐ / Ｎ 值最大时为最佳酶标二抗

体积比ꎮ 最佳酶标二抗反应时间:在上述已确定的

最佳条件的基础上ꎬ分别选择酶标二抗反应时间为

３０ ｍｉｎ、４５ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、７５ ｍｉｎꎬ计算不同反应时间下

的 Ｐ / Ｎ 值ꎬ确定 Ｐ / Ｎ 值最大的为最佳反应时间ꎮ 最

佳显色液反应时间的确定:在上述已确定的最佳条

件的基础上ꎬ将 ＴＭＢ 显色液的反应时间设置为 ３７
℃ １０ ｍｉｎ、３７ ℃ １５ ｍｉｎ、３７ ℃ ２０ ｍｉｎꎬ计算不同

ＴＭＢ 显色液反应时间下的 Ｐ / Ｎ 值ꎬ选择 Ｐ / Ｎ 值最

大为最佳 ＴＭＢ 显色液反应时间ꎮ
１.２.５　 临界值的确定　 在上述优化条件的基础上ꎬ
对 ２５ 份阴性血清进行检测ꎬ测定其 ＯＤ４５０值ꎬ计算其

平均值(ｘ－)与标准差( ｓ)ꎻ根据统计学原理计算阳性

临界值(ＣＰ)＝ ｘ－＋３ｓꎬ阴性临界值(ＣＮ)＝ ｘ－＋２ｓꎮ
１.２.６　 特异性检测　 以肺炎克雷伯菌噬菌体、金黄

色葡萄球菌噬菌体、弧菌噬菌体、大肠杆菌噬菌体为

抗原ꎬ按照上述优化反应程序进行间接 ＥＬＩＳＡ 检

测ꎬ鉴定该检测方法的特异性ꎮ
１.２.７　 灵敏度检测 　 取 ３ 份噬菌体阳性血清分别

进行１ ∶ １００、１ ∶ ３００、１ ∶ ５００、１ ∶ １ ０００、１ ∶ ２ ０００、
１ ∶ ４ ０００、１ ∶ ８ ０００、１ ∶ １６ ０００和１ ∶ ３２ ０００稀释ꎬ利
用上述优化的 ＥＬＩＳＡ 方法对稀释后的阳性血清进

行检测ꎬ评价此方法的灵敏度ꎮ
１.２.８　 重复性试验　 批内重复性试验:随机取 ３ 份

阳性血清和 ３ 份阴性血清ꎬ用同一批次包被的酶标

板ꎬ采用上述优化步骤进行间接 ＥＬＩＳＡ 检测ꎬ计算

该方法的批内变异系数ꎮ 批间重复性试验:仍利用

上述选出的阳性血清和阴性血清各 ３ 份ꎬ用不同批

次包被的酶标板ꎬ采用上述优化步骤进行检测ꎬ计算

该方法的批间变异系数ꎮ 变异系数(ＣＶ)＝ 标准差 /
平均值×１００％ꎮ
１.２.９　 动物试验　 选取 １ 日龄健康 ＡＡ 肉仔鸡 １４４
只ꎬ根据单因素完全随机试验设计ꎬ随机分为 ４ 组ꎬ
每组 ６ 个重复ꎬ每个重复 ６ 只仔鸡ꎮ 对照组饲喂基

础日粮ꎬ其他 ３ 个试验组分别在基础日粮中添加噬

菌体 ＳＣＢＳꎬ 效 价 分 别 为 １× １０３ ＰＦＵ / ｋｇ、 １× １０４

ＰＦＵ / ｋｇ、１×１０５ ＰＦＵ / ｋｇꎮ 在试验第 ２１ ｄ 和第 ３５ ｄꎬ
从每个重复中随机抽取 １ 只肉鸡称重ꎬ采集静脉血

１０ ｍＬꎬ静置 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎬ收
集上层血清ꎬ通过本研究建立的间接 ＥＬＩＳＡ 检测方

法检测肉鸡血清中噬菌体 ＳＣＢＳ 特异性抗体水平ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的建立与优化

当噬菌体包被含量为１×１０９ ＰＦＵ / ｍＬꎬ血清稀释

度为１ ∶ ５００ 时ꎬＰ / Ｎ 值最大且抗原包被浓度较小ꎬ
所以１×１０９ ＰＦＵ / ｍＬ和１ ∶ ５００ 为最佳噬菌体包被含

量和最佳血清稀释度(表 １)ꎮ

表 １　 噬菌体 ＳＣＢＳ 最佳包被含量和血清最佳稀释度的确定

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏａｔｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈａｇｅ ＳＣＢＳ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ

稀释度　 项目
噬菌体包被含量(ＰＦＵ / ｍＬ)

１×１０１０ １×１０９ １×１０８ １×１０７ １×１０６

１ ∶ ５００ 阳性孔 ＯＤ４５０ ２.５４４ ６ １.９８４ １ １.７２７ ８ １.７０５ ６ １.７５７ ９
阴性孔 ＯＤ４５０ ０.４５９ ９ ０.３１７ ７ ０.２９１ ９ ０.２７８ ９ ０.３９５ ４

Ｐ / Ｎ 值 ５.５３２ ９ ６.２４５ ２ ５.９１９ ２ ６.１１５ ５ ４.４４５ ９
１ ∶ １ ０００ 阳性孔 ＯＤ４５０ １.７４２ ９ １.１２１ ２ １.００６ ５ ０.９１６ ４ ０.８５５ ９

阴性孔 ＯＤ４５０ ０.３０８ ６ ０.２０４ ４ ０.２０１ ９ ０.２１３ ３ ０.１７８ ５
Ｐ / Ｎ 值 ５.６４７ ８ ５.４８５ ３ ４.９８５ １ ４.２９６ ３ ４.７９４ ９

１ ∶ ２ ０００ 阳性孔 ＯＤ４５０ １.１３０ ６ ０.７２０ ４ ０.５７５ ８ ０.４８８ ２ ０.５２２ ７
阴性孔 ＯＤ４５０ ０.２１０ ８ ０.１５２ ２ ０.１３９ ３ ０.１３３ ５ ０.１２０ ５

Ｐ / Ｎ 值 ５.３６３ ４ ４.７３３ ２ ４.１３３ ５ ３.６５６ ９ ４.３３７ ７
１ ∶ ４ ０００ 阳性孔 ＯＤ４５０ ０.７４３ ８ ０.３９５ ９ ０.３２９ ８ ０.３０６ ４ ０.２５８ ０

阴性孔 ＯＤ４５０ ０.１３１ ３ ０.１１５ １ ０.１０２ １ ０.１０９ ０ ０.１０９ ７
Ｐ / Ｎ 值 ５.６６４ ９ ３.４３９ ６ ３.２３０ ２ ２.８１１ ０ ２.３５１ ９
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　 　 噬菌体 ＳＣＢＳ 在用 ２％ ＢＳＡ 作为封闭液时Ｐ / Ｎ
值最大ꎬ其最佳封闭液为 ２％ ＢＳＡ(表 ２)ꎮ

表 ２　 噬菌体 ＳＣＢＳ 最佳封闭液的确定

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｆｏｒ ｐｈａｇｅ

ＳＣＢＳ

封闭液 阳性孔 ＯＤ４５０ 阴性孔 ＯＤ４５０ Ｐ / Ｎ 值

１％ ＢＳＡ ３.３８３ ０ ０.８０９ ５ ４.１７９ １

２％ ＢＳＡ ３.２１６ ２ ０.７１７ ９ ４.４８０ ０

５％脱脂奶粉 ３.４００ ０ １.０２０ ０ ３.３３３ ３

　 　 噬菌体 ＳＣＢＳ 在用 ２％ ＢＳＡ 为封闭液封闭 ３ ｈ 时

Ｐ / Ｎ 值最大ꎬ所以确定最佳封闭时间为 ３ ｈ(表 ３)ꎮ

表 ３　 噬菌体 ＳＣＢＳ 最佳封闭时间的确定

Ｔａｂｌｅ ３ 　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｔｉｍｅ ｆｏｒ ｐｈａｇｅ

ＳＣＢＳ

封闭时间 阳性孔 ＯＤ４５０ 阴性孔 ＯＤ４５０ Ｐ / Ｎ 值

１ ｈ ０.８１２ ８ ０.１９１ ５ ４.２４４ ４

２ ｈ １.２９７ ０ ０.３４８ ３ ３.７２３ ８

３ ｈ １.２３３ ９ ０.２６３ ５ ４.６８２ ７

　 　 噬菌体 ＳＣＢＳ 在血清反应时间为 ６０ ｍｉｎ 时 Ｐ / Ｎ
值最大ꎬ因此噬菌体 ＳＣＢＳ ＥＬＩＳＡ 检测的最佳血清

反应时间为 ６０ ｍｉｎ(表 ４)ꎮ

表 ４　 噬菌体 ＳＣＢＳ 最佳血清反应时间的确定

Ｔａｂｌｅ ４ 　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｓｅｒｕｍ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｆｏｒ

ｐｈａｇｅ ＳＣＢＳ

血清反应时间 阳性孔 ＯＤ４５０ 阴性孔 ＯＤ４５０ Ｐ / Ｎ 值

４５ ｍｉｎ １.０９４ ２ ０.２３２ ９ ４.６９８ ２

６０ ｍｉｎ １.４４９ ９ ０.２６５ ８ ５.４５４ ９

７５ ｍｉｎ １.５８８ ８ ０.３４９ ２ ４.５４９ ８

９０ ｍｉｎ ２.０９１ ４ ０.４４２ ３ ４.７２８ ５

　 　 噬菌体 ＳＣＢＳ 在选择１ ∶ １２ ０００的酶标二抗体积

比时 Ｐ / Ｎ 值最大ꎬ因此确定最佳酶标二抗体积比为

１ ∶ １２ ０００(表 ５)ꎮ
　 　 噬菌体 ＳＣＢＳ 在酶标二抗反应 ４５ ｍｉｎ 时 Ｐ / Ｎ 值

最大ꎬ因此最佳酶标二抗反应时间为 ４５ ｍｉｎ(表 ６)ꎮ
　 　 噬菌体 ＳＣＢＳ 在 ＴＭＢ 显色反应 １５ ｍｉｎ 时 Ｐ / Ｎ
值最大ꎬ因此噬菌体 ＳＣＢＳ ＥＬＩＳＡ 检测的最佳显色

反应时间为 １５ ｍｉｎ(表 ７)ꎮ

表 ５　 噬菌体 ＳＣＢＳ 最佳酶标二抗体积比的确定

Ｔａｂｌｅ ５ 　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌａｂｅｌｅｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｖｏｌｕｍｅ ｒａｔｉｏ ｆｏｒ ｐｈａｇｅ ＳＣＢＳ

酶标二抗体积比 阳性孔 ＯＤ４５０ 阴性孔 ＯＤ４５０ Ｐ / Ｎ 值

１ ∶ ６ ０００ １.４７８ ４ １.５９６ ０ ０.９２６ ３

１ ∶ ８ ０００ １.７８３ ３ １.３５３ ０ １.３１８ ０

１ ∶ １０ ０００ ２.００１ １ ０.９９７ ６ ２.００５ ９

１ ∶ １２ ０００ １.７５７ １ ０.８６０ ６ ２.０４１ ７

表 ６　 噬菌体 ＳＣＢＳ 最佳酶标二抗反应时间的确定

Ｔａｂｌｅ ６ 　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌａｂｅｌｅｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｆｏｒ ｐｈａｇｅ ＳＣＢＳ

酶标二抗反应时间 阳性孔 ＯＤ４５０ 阴性孔 ＯＤ４５０ Ｐ / Ｎ 值

３０ ｍｉｎ ０.９１８ ６ ０.２２６ ０ ４.０６４ ６

４５ ｍｉｎ １.２９８ ５ ０.２３７ ２ ５.４７４ ３

６０ ｍｉｎ １.２７８ ７ ０.３２８ ０ ３.８９８ ５

７５ ｍｉｎ １.８１３ ７ ０.３６４ ８ ４.９７１ ７

表 ７　 噬菌体 ＳＣＢＳ 最佳 ＴＭＢ 显色反应时间的确定

Ｔａｂｌｅ ７ 　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ＴＭＢ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ｆｏｒ ｐｈａｇｅ ＳＣＢＳ

酶标二抗反应时间 阳性孔 ＯＤ４５０ 阴性孔 ＯＤ４５０ Ｐ / Ｎ 值

１０ ｍｉｎ ０.９７２ ７ ０.２５３ ７ ３.８３４ １

１５ ｍｉｎ １.１６９ ２ ０.２９２ ０ ４.００４ １

２０ ｍｉｎ １.００６ ６ ０.３１７ ９ ３.１６６ ４

２.２　 噬菌体 ＳＣＢＳ 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的临界值

应用优化后的间接 ＥＬＩＳＡ 方法对 ２５ 份阴性血

清进行试验(图 １)ꎮ 计算得到噬菌体 ＳＣＢＳ 特异性

抗体的平均值为 ０􀆰 １８６ꎬ标准差为 ０􀆰 ０６２ꎬ根据统计

学原理确定阳性临界值ＣＰ＝ ｘ－＋３ｓ＝ ０.１８６＋３×０.０６２＝
０􀆰 ３７２ꎬ阴性临界值 ＣＮ＝ ｘ－ ＋ ２ｓ＝ ０.１８６＋ ２× ０.０６２＝
０􀆰 ３１０ꎮ 结果表明ꎬ本研究建立的 ＥＬＩＳＡ 方法检测

动物血清中噬菌体 ＳＣＢＳ 的抗体时ꎬ待测样品的检

测值≥０􀆰 ３７２ 的为阳性ꎬ<０􀆰 ３１０ 的为阴性ꎬ介于两

者之间的为可疑ꎮ
２.３　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的特异性

采用肺炎克雷伯菌噬菌体、金黄色葡萄球菌噬菌

体、大肠杆菌噬菌体、弧菌噬菌体作为抗原包被ꎬ测试

ＥＬＩＳＡ 方法的特异性(表 ８)ꎮ 结果显示ꎬ肺炎克雷伯

菌噬菌体、金黄色葡萄球菌噬菌体、弧菌噬菌体均为

阴性ꎬ表明该检测方法特异性良好ꎮ 仅与大肠杆菌噬

菌体有较弱的交叉反应ꎬ有待进一步研究ꎮ
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ＣＰ:阳性临界值ꎻＣＮ:阴性临界值ꎮ
图 １　 噬菌体 ＳＣＢＳ 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的临界值

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｐｈａｇｅ ＳＣＢＳ

２.４　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的灵敏度

根据上述最佳反应条件ꎬ将 ＳＣＢＳ 阳性血清按

照 １ ∶ １００、 １ ∶ ３００、 １ ∶ ５００、 １ ∶ １ ０００、 １ ∶ ２ ０００、
１ ∶ ４ ０００、１ ∶ ８ ０００、１ ∶ １６ ０００和１ ∶ ３２ ０００稀释ꎬ测
定 ＯＤ４５０ꎮ 结果如表 ９ 所示ꎬ噬菌体 ＳＣＢＳ 阳性血清

稀释到４ ０００倍仍为阳性ꎬ表明本检测方法的灵敏度

良好ꎮ
２.５　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的重复性

根据上述最佳反应条件ꎬ验证批内和批间的重

复性ꎬ结果如表 １０ 所示ꎬ噬菌体 ＳＣＢＳ 的批内变异

系数 为 ２.３０％~ ７􀆰 １１％ꎬ 批 间 变 系 数 在 １.３７％~
９􀆰 ２５％ꎬ噬菌体 ＳＣＢＳ 批内和批间变异系数均在

１０􀆰 ００％以下ꎬ表明该检测方法的重复性良好ꎮ

表 ８　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的特异性

Ｔａｂｌｅ ８　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ

项目　 沙门氏菌噬菌体
肺炎克雷伯
菌噬菌体

金黄色葡萄
球菌噬菌体

大肠杆菌
噬菌体

弧菌噬菌体 阴性

ＯＤ４５０ ０.６０８ ９ ０.１５４ ７ ０.１０４ ５ ０.４３２ ０ ０.１１７ ７ ０.１３３ ５

阴阳性 ＋ － － ＋ － －
＋表示阳性ꎻ－表示阴性ꎮ

表 ９　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的灵敏度

Ｔａｂｌｅ ９　 Ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ

项目　
阳性血清稀释度

１ ∶ １００ １ ∶ ３００ １ ∶ ５００ １ ∶ １ ０００ １ ∶ ２ ０００ １ ∶ ４ ０００ １ ∶ ８ ０００ １ ∶ １６ ０００ １ ∶ ３２ ０００

ＯＤ４５０ １.１０７ ６ ０.７６７ ７ ０.６３１ ９ ０.５７０ ２ ０.４７３ ０ ０.３００ ６ ０.１２１ ０ ０.０９９ ８ ０.０９０ ６

阴阳性 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － －
＋表示阳性ꎻ－表示阴性ꎮ

表 １０　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的重复性

Ｔａｂｌｅ １０　 Ｔｈｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ

噬菌体 样品编号

批内

ＯＤ４５０
平均值

变异系数
(％)

批间

ＯＤ４５０
平均值

变异系数
(％)

ＳＣＢＳ １ １.５０２ ３.６０ １.６８４ １.３７

２ １.７２５ ３.２９ １.７９５ ３.８９

３ １.８３０ ５.８４ １.８５１ ９.２５

４ ０.１４３ ７.１１ ０.１０２ ６.７０

５ ０.１２３ ２.３０ ０.１２３ ５.４０

６ ０.１１８ ３.７９ ０.０９６ ５.５３

２.６　 噬菌体 ＳＣＢＳ 在肉鸡体内的抗体水平

分别采集饲喂至第 ２１ ｄ 和第 ３５ ｄ 的肉鸡血清ꎬ
用本研究建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测血清中噬菌

体 ＳＣＢＳ 的抗体(图 ２)ꎬ根据本研究确定的临界值

(ＯＤ４５０<０􀆰 ３１０ 为阴性)可知ꎬ通过在日粮中添加噬

菌体饲喂肉鸡并没有引起肉鸡的体液免疫ꎮ

３　 讨 论

致病性细菌感染是全球公共卫生面临的严峻挑

战[３￣４]ꎬ由于抗生素的滥用和耐药细菌的出现ꎬ导致

抗菌治疗更加困难ꎮ 噬菌体疗法被认为是治疗多重

耐药细菌感染的重要抗生素替代品之一ꎮ 宿主动物

的免疫状态很大程度上决定了宿主体内噬菌体的持

续时间及含量[５￣６]ꎬ已有研究结果表明ꎬ肝脏和脾脏

中免疫细胞的吞噬作用能够中和动物体内的噬菌

体ꎮ 因此ꎬ吞噬细胞可能是限制体内噬菌体作用的

最重要的部分ꎮ 但同时也有一些试验结果表明ꎬ噬
菌体可以与吞噬细胞之间通过相互作用来消除细
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ｃｏｎ:对照组ꎻ１× １０３:日粮＋ １× １０３ ＰＦＵ / ｋｇ噬菌体组ꎻ１× １０４:日

粮＋１×１０４ ＰＦＵ / ｋｇ噬菌体组ꎻ１×１０５:日粮＋１×１０５ ＰＦＵ / ｋｇ噬菌体

组ꎮ
图 ２　 噬菌体 ＳＣＢＳ 在肉鸡体内的抗体水平

Ｆｉｇ.２　 Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｈａｇｅ ＳＣＢＳ ｉｎ ｂｒｏｉｌｅｒｓ

菌ꎮ Ｊｏｎ' ｃｚｙｋ￣Ｍａｔｙｓｉａｋ 等[７]通过对 ５１ 名慢性革兰阴

性细菌和革兰阳性细菌感染患病动物进行噬菌体治

疗ꎬ发现噬菌体治疗不会降低患病动物吞噬细胞杀

死细菌的能力ꎬ并且噬菌体进入吞噬细胞后能够显

著减少细菌对吞噬细胞的毒性作用ꎮ
有研究人员提出这些免疫反应可能会对噬菌体

疗法的疗效产生影响ꎬ但不一定会影响噬菌体治疗

的成败ꎮ Ｚａｃｚｅｋ 等[８] 通过对葡萄球菌噬菌体混合

物治疗的患病动物的体液免疫反应进行分析ꎬ发现

大多数患病动物在噬菌体治疗期间血清中没有表现

出明显增高的抗噬菌体抗体水平ꎬ并且一些患病动

物在治疗前和治疗过程中产生的抗体相对较少ꎬ因
此在噬菌体治疗过程中产生的噬菌体抗体可能不会

影响噬菌体治疗的效果ꎮ
间接 ＥＬＩＳＡ 方法依据抗原与抗体之间特异性

结合的原理能够快速准确地进行抗体检测ꎬ其灵敏

度比直接 ＥＬＩＳＡ 检测方法更高ꎮ 并且抗原固定法

没有特异性ꎬ样本中的一些非特异性蛋白可能会附

着在微孔板上影响试验结果[９]ꎮ 本研究利用 ＣｓＣｌ
密度梯度离心和氯仿抽提的方法去除了噬菌体扩增

液中的宿主细菌残留碎片ꎬ从而使试验结果更加准

确ꎮ
目前有研究结果表明ꎬ口服噬菌体在胃中停留

时ꎬ胃酸作用可能会导致大量噬菌体失活[１０]ꎮ 并且

肠道中存在的消化液也会导致噬菌体失活ꎬ因此最

终在肠道黏膜中存活的噬菌体可能只占添加量的一

小部分ꎮ 本试验通过在肉鸡日粮中添加 １× １０３

ＰＦＵ / ｋｇ、１×１０４ ＰＦＵ / ｋｇ和１×１０５ ＰＦＵ / ｋｇ的噬菌体饲

喂一段时间后ꎬ检测发现在鸡肠道黏膜中存活的噬

菌体量大大降低ꎬ这与刘燕坤等[１１] 的研究结果一

致ꎮ
随着噬菌体治疗的广泛应用ꎬ有研究结果表明ꎬ

噬菌体的特异性抗体能够中和体内的噬菌体ꎮ
Ｗａｎｇ 等[２]通过噬菌体动力学研究发现ꎬ１５ ｍｉｎ 时

活性噬菌体的剩余比例为 ５０.４３％±９.６８％ꎬ并且其

失活速度很快ꎬ１２ ｈ 时便无法在血液中检测到活性

噬菌体ꎮ 本试验通过在肉鸡日粮中添加一定量的噬

菌体ꎬ使噬菌体通过口服的方式进入肉鸡体内后ꎬ利
用本研究建立的检测方法检测肉鸡血清特异性抗

体ꎬ结果在肉鸡血清中没有检测到噬菌体的特异性

抗体ꎬ这与 Ｇｅｍｂａｒａ 等[１２]的研究结果一致ꎮ 本研究

结果为后续进行噬菌体的安全性评价提供了一定的

参考依据ꎮ

４　 结 论

本研究以沙门氏菌噬菌体 ＳＣＢＳ 为对象ꎬ制备

了其兔源高免血清ꎬ进而建立了噬菌体 ＳＣＢＳ 血清

抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法ꎮ 该检测方法特异性

好ꎬ灵敏度低ꎬ阳性临界值为 ０􀆰 ３７２ꎬ阴性临界值为

０􀆰 ３１０ꎻ重复性好ꎬ批内变异系数为２.３０％~ ７􀆰 １１％ꎬ
批间变系数为１.３７％~ ９􀆰 ２５％ꎮ 该检测方法的建立

为后续评价噬菌体治疗的动物体内血清抗体水平提

供了参考依据ꎮ
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