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检测口蹄疫O型广西株抗原的酶联免疫试剂

盒及其应用

(57)摘要

本发明公开了一种特异性定量检测口蹄疫O

型广西株抗原的酶联免疫试剂盒及其应用。该试

剂盒包括可以与口蹄疫O型广西株146S抗原特异

性结合的单克隆抗体作为捕获抗体包被的酶联

反应板和酶标抗体。采用口蹄疫O型广西株(O/

GX/09-7株)的两株特异性单克隆抗体制成的双

抗体夹心法酶联免疫定量检测试剂盒，利用本发

明试剂盒进行检测与目前口蹄疫其他毒株均不

发生交叉反应，灵敏度高、特异性强，可以有效地

区分并检测样品中口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7

株)抗原的含量。
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1.一种特异性定量检测口蹄疫O型广西株抗原的酶联免疫试剂盒，包括可以与口蹄疫O

型广西株146S抗原特异性结合的单克隆抗体作为捕获抗体包被的酶联反应板和酶标抗体。

2.根据权利要求1所述的酶联免疫试剂盒，其特征在于：所述酶标抗体为用可以与口蹄

疫O型广西株146S抗原特异性的单克隆抗体作为检测抗体制成的酶标抗体；优选的，所述试

剂盒中还包括抗原标准品，所述抗原标准品为口蹄疫O型广西株146S抗原；优选的，所述口

蹄疫O型广西株为口蹄疫O型广西株O/GX/09-7株。

3.根据权利要求1或2所述的酶联免疫试剂盒，其特征在于：所述捕获抗体含有重链可

变区1E10-VH和轻链可变区1E10-VL；所述重链可变区1E10-VH和轻链可变区1E10-VL均由决

定簇互补区和框架区组成；

所述1E10-VH和所述1E10-VL的决定簇互补区均由CDR1、CDR2和CDR3组成；

所述1E10-VH的CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID  No.1的第26～35位氨基酸所示；

所述1E10-VH的CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID  No.1的第53～60位氨基酸所示；

所述1E10-VH的CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID  No.1的第96～110位氨基酸所示；

所述1E10-VL的CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID  No.2的第24～36位氨基酸所示；

所述1E10-VL的CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID  No.2的第50～59位氨基酸所示；

所述1E10-VL的CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID  No.2的第94～99位氨基酸所示。

和/或；

所述检测抗体含有重链可变区7G2-VH和轻链可变区7G2-VL，所述7G2-VH和所述7G2-VL的

决定簇互补区均由CDR1、CDR2和CDR3组成；

所述7G2-VH的CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID  No.3的第25～34位氨基酸所示；

所述7G2-VH的CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID  No.3的第51～58位氨基酸所示；

所述7G2-VH的CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID  No.3的第98～114位氨基酸所示；

所述7G2-VL的CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID  No.4的第24～35位氨基酸所示；

所述7G2-VL的CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID  No.4的第49～58位氨基酸所示；

所述7G2-VL的CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID  No.4的第95～98位氨基酸所示。

4.根据权利要求3所述的酶联免疫试剂盒，其特征在于：所述1E10-VH的氨基酸序列如序

列表中SEQ  ID  No .1的第1～126位所示；所述1E10-VL的氨基酸序列如序列表中SEQ  ID 

No.2的第1～116位所示。

和/或；所述7G2-VH的氨基酸序列如序列表中SEQ  ID  No.3的第1～128位所示；所述7G2-

VL的氨基酸序列如序列表中SEQ  ID  No.4的第1～115位所示。

5.根据权利要求1-4中任意一项所述的酶联免疫试剂盒，其特征在于：所述酶联反应板

的获得方法是将权利要求1-4中任意一项所述捕获抗体溶于100μl的pH  9.6的碳酸盐溶液，

然后加到96孔聚苯乙烯酶联反应板，每孔100ng～1000ng特异性单克隆抗体1E10，2～8℃下

放置8～12小时，使捕获抗体与酶联反应板充分结合，然后按照300μl/孔加入含有10mg/ml

牛血清白蛋白pH7.4的PBS缓冲液，37℃封闭处理2～3小时，甩干后，待酶联反应板干燥后4

℃密封保存。

6.根据权利要求1所述的酶联免疫检测试剂盒，其特征在于：所述试剂盒还包括底物液

A、底物液B和终止液；所述底物液A为含0.6mg/ml过氧化氢尿素的柠檬酸磷酸盐缓冲液，所

述底物液B为0.2mg/ml的四甲基联苯胺溶液，使用时两者以1:1的比例混合；所述终止液为
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2mol/L的硫酸溶液。

7.根据权利要求1所述的试剂盒，其特征在于：所述试剂盒还包括样品稀释液和20倍浓

缩洗涤液；样品稀释液为含有5mg/ml酪蛋白的0.01M、pH值为7.4的磷酸盐缓冲液；20倍浓缩

洗涤液为含有浓度为0.8％～1.2％(ml/ml)的Tween-20的0.01M，pH值为7.4的磷酸盐缓冲

液。

8.一株单克隆抗体，其可与口蹄疫O型广西株146S抗原特异性结合，是下述任意一项所

述的单克隆抗体：

1)含有重链可变区1E10-VH和轻链可变区1E10-VL；所述重链可变区1E10-VH和轻链可变

区1E10-VL均由决定簇互补区和框架区组成；

所述1E10-VH和所述1E10-VL的决定簇互补区均由CDR1、CDR2和CDR3组成；

所述1E10-VH的CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID  No.1的第26～35位氨基酸所示；

所述1E10-VH的CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID  No.1的第53～60位氨基酸所示；

所述1E10-VH的CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID  No.1的第96～110位氨基酸所示；

所述1E10-VL的CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID  No.2的第24～36位氨基酸所示；

所述1E10-VL的CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID  No.2的第50～59位氨基酸所示；

所述1E10-VL的CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID  No.2的第94～99位氨基酸所示。

2)含有重链可变区7G2-VH和轻链可变区7G2-VL，所述7G2-VH和所述7G2-VL的决定簇互

补区均由CDR1、CDR2和CDR3组成；

所述7G2-VH的CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID  No.3的第25～34位氨基酸所示；

所述7G2-VH的CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID  No.3的第51～58位氨基酸所示；

所述7G2-VH的CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID  No.3的第98～114位氨基酸所示；

所述7G2-VL的CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID  No.4的第24～35位氨基酸所示；

所述7G2-VL的CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID  No.4的第49～58位氨基酸所示；

所述7G2-VL的CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID  No.4的第95～98位氨基酸所示；

3)含有重链可变区1E10-VH和轻链可变区1E10-VL；所述1E10-VH的氨基酸序列如序列表

中SEQ  ID  No.1的第1～126位所示；所述其1E10-VL的氨基酸序列如序列表中SEQ  ID  No.2

的第1～116位所示；

4)含有重链可变区7G2-VH和轻链可变区7G2-VL，所述7G2-VH的氨基酸序列如序列表中

SEQ  ID  No.3的第1～128位所示；所述其7G2-VL的氨基酸序列如序列表中SEQ  ID  No.4的第

1～115位所示。

9.权利要求1-7所述的酶联免疫试剂盒在特异性定量检测口蹄疫O型广西株抗原中的

应用，优选的，所述待测样品为疫苗生产过程中的培养液、灭活液、纯化液、浓缩液或破乳后

的成品疫苗。

10.权利要求8所述的单克隆抗体在制备检测口蹄疫抗原的试剂盒中的应用。
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检测口蹄疫O型广西株抗原的酶联免疫试剂盒及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物检测技术领域，更具体地，本发明涉及一种特异性定量检测口蹄

疫O型广西株抗原的酶联免疫检测试剂盒，适用于口蹄疫O型广西株抗原的特异、快速、准确

检测。

背景技术

[0002] 口蹄疫(foot-and-mouthdisease，FMD)是由口蹄疫病毒(foot-and-mouth 

diseasevirus,FMDV)感染引起的偶蹄动物共患的一种烈性传染病。口蹄疫的致死率很低，

但是感染率很高。发病的主要症状为：口腔粘膜、舌、唇、鼻镜、蹄叉、乳头等部位发生水疱，

破溃形成烂斑，病畜蹄痛卧地、严重者蹄壳边缘溃裂或脱壳。不同动物的症状稍有不同，妊

娠母牛可能流产，而后导致繁殖力降低；猪则以破蹄为最主要症状；山羊和绵羊的症状通常

比牛温和。口蹄疫传染性高，传播迅速，感染猪、牛、羊等牲畜常导致幼畜死亡，成年动物生

产能力急剧下降，严重危害畜牧业的发展和畜产品的生产供应。由于其在世界范围内广泛

分布，能感染70多种家养和野生动物，且发病率极高(约为100％)，严重影响畜牧业生产和

国际贸易，因而受到各国的高度重视，被世界动物卫生组织(Office  International  Des 

Epizooties,OIE)列为法定报告动物疫病。

[0003] 口蹄疫病毒(FMDV)是小RNA病毒科(picornavi-ridae)，口蹄疫病毒属

(aphthovirus)的成员，由一条长约8500个核苷酸的单股、正链RNA和衣壳蛋白组成。病毒衣

壳由4种结构蛋白即VP1、VP2、VP3和VP4各60个拷贝组成，其中VP1和VP3是主要免疫性抗原。

口蹄疫病毒(FMDV)具有多型性、易变性等特点，具有7个血清型，分别为A、O、C、SATI、SATII、

SATIII及AsiaI型，各型之间无交叉保护反应。目前国内主要流行的是O型、A型(A/WH/09株)

和亚洲1型(JSL/06株)。O型包括多个流行毒株，分别是新疆株(O/Mya98/XJ/2010株)、白云

株(O/Mya98/BY/2010株)、OZK株(OZK/93株)、广西株(O/GX/09-7株)，其中广西株(O/GX/09-

7株)在国内广泛流行。快速准确地对广西株(O/GX/09-7株)进行鉴定及检测，有助于口蹄疫

的诊断以及在疫苗生产过程中的质量控制。

[0004] 目前测定口蹄疫146S抗原的方法主要有蔗糖密度梯度离心，但该方法操作复杂，

需要3天时间完成，耗时较长，且不能区分血清型。目前国内市售的口蹄疫疫苗多为多价苗，

这意味着该疫苗中含有多种毒株或血清型，如中牧实业股份有限公司兰州生物药厂生产的

猪口蹄疫O型灭活疫苗含有2种口蹄疫O型抗原，分别为新疆株(O/Mya98/XJ/2010株)和广西

株(O/GX/09-7株)，对每种抗原进行准确定量是保证疫苗安全有效的重要手段，而密度梯度

离心法无法对口蹄疫的不同血清型进行区分，更无法对同一血清型不同毒株进行区分，因

而，需要开发一种更为特异，灵敏、准确和可靠的检测方法来对口蹄疫不同血清型和毒株进

行区分。

[0005] 目前，酶联免疫吸附试验(Enzyme-Linked  ImmunosorbentAssays,ELISA)是市场

上主流的免疫测定技术，已广泛应用于临床检测，快速便捷且灵敏度高，且不需要特殊的仪

器设备，可用于口蹄疫146S抗原检测。目前市场上，用于检测口蹄疫抗原的ELISA试剂盒大
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都采用多克隆抗体，比如中国农业科学院兰州兽医研究所开发的O型口蹄疫146S抗原定量

ELISA检测试剂盒，该试剂盒专利(申请号CN103076451A)显示采用了O型口蹄疫兔抗血清作

为捕获抗体，辣根过氧化物酶标记的豚鼠抗血清作为检测抗体，能够将O型与A型、亚洲1型

进行区分，但无法区分O型的不同毒株，因此无法对多价疫苗中的每种毒株的口蹄疫146S抗

原进行单独定量检测，其主要原因就是在于多克隆抗体针对多种抗原表位，而不同血清型

尤其是同一血清型的不同毒株间的同源性非常高，可超过85％，可能仅有少数几十个甚至

几个氨基酸序列的差异，可能存在相同的抗原表位，因此依据多克隆抗体建立的双抗体夹

心ELISA抗原检测试剂盒不能对同一血清型不同毒株的口蹄疫病毒进行区分并定量检测。

单克隆抗体是针对抗原上单一表位筛选制备的抗体，能够同源性识别不同毒株的口蹄疫病

毒，是建立区分同一血清型不同毒株的口蹄疫146S抗原定量ELISA试剂盒的基础。

发明内容

[0006] 本发明的目的在于提供一种用于特异性定量检测口蹄疫O型广西株抗原的酶联免

疫试剂盒，该试剂盒利用一株可以与口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)146S抗原特异性结合

的单克隆抗体1E10作为捕获抗体，另外一株可以与口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)146S抗

原特异性结合的单克隆抗体7G2作为检测抗体制成的酶标抗体，建立了一种特异性、敏感性

和重复性好的口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)146S抗原检测方法，用于检测疫苗生产过程

中的培养液、灭活液、纯化液、浓缩液和破乳后的成品疫苗等中的口蹄疫O型广西株(O/GX/

09-7株)146S抗原含量。

[0007] 基于上述目的，本发明的特异性定量检测口蹄疫O型广西株抗原酶联免疫试剂盒，

包括以一株与口蹄疫O型广西株146S抗原特异性结合的单克隆抗体1E10作为捕获抗体包被

的酶联反应板和酶标抗体；所述酶标抗体为另外一株可与口蹄疫O型广西株146S抗原特异

性结合的单克隆抗体7G2作为检测抗体制成的酶标抗体。所述酶标抗体优选为经辣根化物

酶标记抗体，所述辣根过氧化物酶可通过戊二醛法或过碘酸法交联在抗体上。

[0008] 优选的，所述口蹄疫O型广西株146S抗原为口蹄疫O型广西株O/GX/09-7株的146S

抗原。

[0009] 优选的，所述捕获抗体(单克隆抗体1E10)含有重链可变区1E10-VH和轻链可变区

1E10-VL；所述重链可变区1E10-VH和轻链可变区1E10-VL均由决定簇互补区和框架区组成；

所述1E10-VH和所述1E10-VL的决定簇互补区均由CDR1、CDR2和CDR3组成；所述1E10-VH的

CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID  No.1的第26～35位氨基酸所示；所述1E10-VH的CDR2的氨基酸

序列如SEQ  ID  No.1的第53～60位氨基酸所示；所述1E10-VH的CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID 

No.1的第96～110位氨基酸所示；所述1E10-VL的CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID  No.2的第24

～36位氨基酸所示；所述1E10-VL的CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID  No.2的第50～59位氨基酸

所示；所述1E10-VL的CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID  No.2的第94～99位氨基酸所示。

[0010] 所述检测抗体(单克隆抗体7G2)含有重链可变区7G2-VH和轻链可变区7G2-VL，所述

7G2-VH和所述7G2-VL的决定簇互补区均由CDR1、CDR2和CDR3组成；所述7G2-VH的CDR1的氨基

酸序列如SEQ  ID  No .3的第25～34位氨基酸所示；所述7G2-VH的CDR2的氨基酸序列如SEQ 

ID  No.3的第51～58位氨基酸所示；所述7G2-VH的CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID  No.3的第98

～114位氨基酸所示；所述7G2-VL的CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID  No.4的第24～35位氨基酸
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所示；所述7G2-VL的CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID  No.4的第49～58位氨基酸所示；所述7G2-

VL的CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID  No.4的第95～98位氨基酸所示。

[0011] 优选的，所述1E10-VH的氨基酸序列如序列表中SEQ  ID  No.1的第1～126位所示；

所述1E10-VL的氨基酸序列如序列表中SEQ  ID  No.2的第1～116位所示。

[0012] 优选的，所述7G2-VH的氨基酸序列如序列表中SEQ  ID  No.3的第1～128位所示；所

述7G2-VL的氨基酸序列如序列表中SEQ  ID  No.4的第1～115位所示。

[0013] 所述酶联反应板的最佳包被制备方法及条件是将所述口蹄疫O型广西株(O/GX/

09-7株)的一株特异性单克隆抗体1E10用pH  9.6的碳酸盐溶液稀释成1～10μg/ml的包被工

作液，然后加到96孔聚苯乙烯酶联反应板，100μl/孔，2～8℃下放置8～12小时，使特异性单

克隆抗体1E10与酶联反应板充分结合，然后按照300μl/孔加入含有10mg/ml牛血清白蛋白

pH7.4的PBS缓冲液，37℃封闭处理2～3小时，甩干后，待酶联反应板干燥后2～8℃密封保

存。

[0014] 优选的，所述试剂盒还包括抗原标准品，所述抗原标准品为口蹄疫O型广西株(O/

GX/09-7株)146S抗原，纯度不低于80％，抗原含量为4μg/ml，使用时用样品稀释液稀释至

(3.1ng/ml～200ng/ml)。抗原含量为4μg/ml，使用时用样品稀释液进行(1:20～1:1280)倍

比稀释，所测OD450nm值用于绘制标准曲线。

[0015] 本发明试剂盒是采用口蹄疫O/GX/09-7株特异性单克隆抗体制成的双抗体夹心法

酶联免疫定量检测试剂盒，通过检测酶催化底物产生的信号变化来定量检测样品中口蹄疫

O/GX/09-7株的抗原含量。

[0016] 更进一步的，所述试剂盒还包括样品稀释液、20倍浓缩洗涤液、底物液A、底物液B、

终止液。所述酶联反应板为可拆卸96孔酶标板。所述样品稀释液为含有5mg/ml酪蛋白的

0.01M、pH值为7.4的磷酸盐缓冲液。所述20倍浓缩洗涤液为含有浓度为0.8％～1.2％(ml/

ml)的Tween-20的0.01M，pH值为7.4的磷酸盐缓冲液。所述底物液A为含0.6mg/ml过氧化氢

尿素的柠檬酸磷酸盐缓冲液，所述底物液B为0.2mg/ml的四甲基联苯胺溶液，使用时两者以

1:1的比例混合。所述终止液为2mol/L的硫酸溶液。

[0017] 本发明还要求保护单克隆抗体，其可与口蹄疫O型广西株146S抗原(O/GX/09-7株)

特异性结合，是下述任意一项所述的单克隆抗体：

[0018] 1)含有重链可变区1E10-VH和轻链可变区1E10-VL；所述重链可变区1E10-VH和轻链

可变区1E10-VL均由决定簇互补区和框架区组成；所述1E10-VH和所述1E10-VL的决定簇互补

区均由CDR1、CDR2和CDR3组成；所述1E10-VH的CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID  No.1的第26～

35位氨基酸所示；所述1E10-VH的CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID  No.1的第53～60位氨基酸所

示；所述1E10-VH的CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID  No .1的第96～110位氨基酸所示；所述

1E10-VL的CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID  No.2的第24～36位氨基酸所示；所述1E10-VL的CDR2

的氨基酸序列如SEQ  ID  No.2的第50～59位氨基酸所示；所述1E10-VL的CDR3的氨基酸序列

如SEQ  ID  No.2的第94～99位氨基酸所示。

[0019] 2)含有重链可变区7G2-VH和轻链可变区7G2-VL，所述7G2-VH和所述7G2-VL的决定

簇互补区均由CDR1、CDR2和CDR3组成；所述7G2-VH的CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID  No.3的第

25～34位氨基酸所示；所述7G2-VH的CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID  No.3的第51～58位氨基

酸所示；所述7G2-VH的CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID  No.3的第98～114位氨基酸所示；所述
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7G2-VL的CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID  No.4的第24～35位氨基酸所示；所述7G2-VL的CDR2的

氨基酸序列如SEQ  ID  No.4的第49～58位氨基酸所示；所述7G2-VL的CDR3的氨基酸序列如

SEQ  ID  No.4的第95～98位氨基酸所示；

[0020] 3)含有重链可变区1E10-VH和轻链可变区1E10-VL；所述1E10-VH的氨基酸序列如序

列表中SEQ  ID  No .1的第1～126位所示；所述其1E10-VL的氨基酸序列如序列表中SEQ  ID 

No.2的第1～116位所示；

[0021] 4)含有重链可变区7G2-VH和轻链可变区7G2-VL，所述7G2-VH的氨基酸序列如序列

表中SEQ  ID  No.3的第1～128位所示；所述其7G2-VL的氨基酸序列如序列表中SEQ  ID  No.4

的第1～115位所示。

[0022] 通过上述重链可变区和轻链可变区序列，可以与动物源恒定区(如鼠抗体重链和

轻链恒定区)连接，制备得到可与口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)146S抗原特异性结合的

单克隆抗体。

[0023] 上述酶联免疫试剂盒在特异性定量检测口蹄疫O型广西株抗原中的应用也属于本

发明的保护范围。

[0024] 上述可以与口蹄疫O型广西株146S抗原特异性结合的单克隆抗体在制备检测口蹄

疫的试剂盒中的应用也是本发明的保护范围。特别是在制备检测口蹄疫O型广西株(O/GX/

09-7株)的试剂盒中的应用。

[0025] 上述的可以与口蹄疫O型广西株146S抗原特异性结合的单克隆抗体的获得方法如

下：按照本领域已知的常规方法筛选本发明口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)特异性单克隆

细胞株，再采用基因测序的方法测定特异性单克隆细胞株的基因序列，利用基因合成，构建

重组表达载体的方法制备稳定表达的单克隆抗体作为本发明的捕获单克隆抗体及检测单

克隆抗体。具体来讲，本发明口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)的特异性单克隆抗体，可包括

下述步骤：

[0026] 1)利用蔗糖密度梯度法(45％、35％、25％、15％)，获得146S抗原，纯度不低于

80％，将抗原调整浓度至10μg/ml，作为免疫原使用；

[0027] 2)用口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)146S抗原作为免疫原免疫动物，连续免疫4

次，每次间隔14天，前3次采用多点皮下免疫方式，第4次采取腹腔注射的免疫方式，每次10μ

g/只动物；

[0028] 3)分离免疫动物的脾细胞，将其与骨髓瘤细胞进行融合，用HAT选择性培养基筛选

杂交瘤细胞，对杂交瘤细胞上清用间接ELISA方法进行筛选特异性阳性克隆；当被免疫动物

的血清抗体水平用间接ELISA进行检测效价超过1:50000时，可分离动物的脾细胞并制备成

单细胞悬液，并在适当的融合剂(如聚乙二醇)的诱导下与骨髓瘤细胞(优选为小鼠骨髓瘤

细胞SP2/0)融合以形成杂交瘤，然后在HAT培养基中培养以筛选融合的杂交瘤细胞，并进一

步可使用间接ELISA等方法鉴定所需的特异性单克隆抗体细胞株，经配对试验，优选分泌

1E10的单克隆细胞株和分泌7G2的单克隆细胞株为配对用于检测口蹄疫O型广西株抗原的

两株单克隆细胞株。

[0029] 4)特异性阳性克隆杂交瘤细胞株总RNA提取：取杂交瘤细胞悬液250μl，加入750μl

的Trizol，上下颠倒混匀，加入200μl的氯仿，混匀，4℃12000rpm离心15min。吸取上清至新

的1.5ml  EP管中，加入600μl的异丙醇，混匀离心10min。将异丙醇弃去，用75％的DEPC乙醇
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洗涤，离心。将乙醇弃去，烘干，用20μl无RNA酶水溶解RNA。

[0030] 5)反转录、PCR扩增及基因测序：利用Invitrogen反转录试剂盒按说明书进行反转

录，获得杂交瘤细胞的cDNA。针对重链(VH-1：5’-GTGAATTCATGCAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGG-

3’；VH-2：5’-ATGTCGACTGAGGAGACGGTGACCAGGGTGCC-3’)和轻链(VL-1：5’-GTGAATTCATGGACA

TTGTGATGACCCAGTCTCC-3’；VL-2：5’-CAGTCGACTTACGTTTGATCTCCAGCTTGGTCCC-3’)可变区设

计通用引物，利用扩增引物对目的片段进行扩增，扩增完后胶回收片段，然后连接载体进行

序列测定，获取单克隆抗体重链和轻链可变区序列信息。

[0031] 6)特异性单克隆抗体的基因序列的合成、穿梭载体的构建、重组Bacmid的筛选与

提取、重组杆状病毒的拯救：①基因序列的合成：根据已测得单抗1E10和7G2的重链和轻链

可变区的序列，将鼠抗体重链和轻链恒定区的序列补充在可变区部分，然后送往北京中美

泰和公司进行基因序列的合成，并进行昆虫细胞密码子优化。②穿梭载体的构建：根据重链

和轻链的序列信息以及pFastBacdual载体序列信息，设计相应引物，扩增重链和轻链全长

的片段，胶回收完后通过同源重组的方法连入pFastBacdual载体中，其中pFastBacdual载

体含有两个启动子，即PH启动子和P10启动子，连入载体后进行序列测定确保序列的准确

性。③重组Bacmid的筛选与提取：将构建好的穿梭载体转化DH10Bac感受态，然后涂布三抗

平板(卡那霉素、庆大霉素、四环霉素)，37℃培养箱培养48h后挑取白斑，利用1E103引物进

行鉴定，阳性克隆目的片段大小为4600bp，阴性克隆为300bp，选取完全无300bp条带的克隆

摇菌，12h后采用异丙醇沉淀法进行Bacmid的提取，然后利用Nanodrop进行浓度测定。④重

组杆状病毒的拯救：转染前将密度为2×106的SF9细胞铺六孔板，重组Bacmid按5μg和2.5μg

的量进行转染，转染试剂用量为8μl，转染后4～6h进行换液，28℃培养，72h后收获扩增P2代

病毒，采用同样方法进行P3代病毒扩增。P4代病毒的扩增采取摇瓶扩增，病毒接种比例为1：

100。

[0032] 7)特异性单克隆抗体的表达与纯化：将P4代病毒按1:5的比例接种密度为2×106

的Hi5细胞，28℃培养，48h后收获细胞，8000r/min离心1h取上清，然后用0.22μm滤膜过滤备

用。用Na3PO4pH值为7.0溶液平衡ProteinA预装柱，平衡3～5个柱体积，然后将细胞上清结

合ProteinA预装柱，样品结合完后用Glycine-HCL  pH值为3.0洗脱液进行洗脱，即获得纯化

的口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)特异性单克隆抗体1E10及7G2。

[0033] 本发明试剂盒的检测程序为：

[0034] 1)平衡：将试剂盒从冷藏环境中取出，置室温平衡30min备用；液体试剂用前混匀。

[0035] 2)配液：将浓缩洗涤液用蒸馏水或去离子水20倍稀释得到洗涤缓冲液；

[0036] 3)样品稀释：抗原标准品用样品稀释液进行1:20～1:1280倍系列稀释，对应抗原

浓度分别为200ng/ml、100ng/ml、50ng/ml、25ng/ml、12.5ng/ml、6.2ng/ml、3.1ng/ml，待测

样品同样用样品稀释液进行4～8个梯度稀释。

[0037] 4)加样：取出所需板条，剩余板条装入铝箔袋中封好，置于2～8℃保存备用。将稀

释好的待检样品、系列稀释的抗原标准品加入到包被板中，100μl/孔，设1孔作为阴性质控，

仅加入样品稀释液。加样过程时间跨度应尽量短。如图1所示加样：S1～S7：1:20～1:1280倍

比稀释抗原标准品，N：表示阴性质控孔，仅加入样品稀释液；T1：表示加各待检样品。

[0038] 5)温育：震荡混匀，置37℃温箱中，反应30min。

[0039] 6)洗板：弃去反应液，每孔加300μl稀释后的洗涤缓冲液，浸泡15s，甩弃洗液，连续
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洗板4次后拍干。

[0040] 7)加酶：各孔加100μl酶标抗体。

[0041] 8)温育：置37℃温箱，反应30min。

[0042] 9)洗板：弃去反应液，每孔加入稀释后的洗涤缓冲液300μl，浸泡15s，甩弃洗涤液，

连续洗板4次后拍干。

[0043] 10)显色每孔加入100μl底物工作液(将底物液A和底物液B等量混合即为底物工作

液，现用现配)，震荡混匀，置37℃温箱中，避光反应15min。

[0044] 11)每孔加入显色终止液50μl，振荡混匀终止反应。

[0045] 12)测定每孔的OD450nm值(加终止液的反应板应在15min内读取OD450nm值)。

[0046] 13)结果分析：抗原标准品(200ng/ml)孔OD450nm值应≥2.0，否则无效；阴性质控孔

OD450nm值应≤0.15，否则无效；浓度计算：根据抗原标准品各孔OD450nm值绘制标准曲线，计算

各待测样品中口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)含量。

[0047] 在上述检测方法中，待测样品的选择可以是多样的，如对于口蹄疫O型广西株(O/

GX/09-7株)感染动物，可为来自感染动物的活检物，也可为疫苗生产过程中的培养液、灭活

液、纯化液、浓缩液和破乳后的成品疫苗等。

[0048] 步骤13)中的结果分析方法可为：以抗原标准品检测孔各稀释度OD450nm值和阴性质

控孔OD450nm值作为X轴，以蛋白浓度为Y轴，采用EXCEL程序，→“插入”→“散点图”，选择“带平

滑线和数据标记的散点图”→“趋势线”→选中“多项式”→“显示公式”和“显示R平方值”。通

常R2值≥0.98表明标准曲线可信(其中应舍弃OD过高或者过低的点)。每一块96孔板应设一

组标准并绘制相应标准曲线。根据多项式公式，样品孔OD450nm值带入计算获得样品中抗原浓

度。

[0049] 本发明的积极效果在于：本发明提供了对口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)的定量

检测的酶联免疫检测试剂盒，敏感性高、特异性好、且操作便捷，能够稳定地检测口蹄疫O型

广西株抗原含量及特异性区分口蹄疫O型广西株与其他毒株。该试剂盒是采用口蹄疫O型广

西株(O/GX/09-7株)的两株特异性单克隆抗体(1E10和7G2)制成的双抗体夹心法酶联免疫

定量检测试剂盒，可通过检测酶催化底物产生的信号变化来定量检测样品中口蹄疫O型广

西株(O/GX/09-7株)抗原的含量，且与目前口蹄疫其他毒株如O/Mya98/XJ/2010株、O/

Mya98/BY/2010株、OZK/93毒株、亚洲1型JSL/06株、A型AF/72、A型A/WH/09株、A型A/QH/2013

株均不发生交叉反应。

[0050] 综上所述，本试剂盒采用口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)的两株特异性单克隆抗

体制成的双抗体夹心法酶联免疫定量检测试剂盒，灵敏度高、特异性强，可以有效地区分并

检测样品中口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)抗原的含量。同时该操作方法可在1.5小时内

完成最多检测除抗原标准品和阴性质控孔外的88份样品的检测，大大缩短了检测周期，通

常蔗糖密度梯度法3天才可以完成大约5份样品检测，且不需要昂贵的超速离心机，为口蹄

疫O型广西株(O/GX/09-7株)感染的鉴定，疫苗生产中的质量控制提供了更为便捷有效的方

法，具有广阔的市场前景和良好的经济、社会效益。

附图说明

[0051] 图1为本发明试剂盒酶联免疫板加样示意图。
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具体实施方式

[0052] 下述实施例中的方法，如无特别说明，均为常规方法。

[0053] 实施例中描述到的各种生物材料的取得途径仅是提供一种实验获取的途径以达

到具体公开的目的，不应成为对本发明生物材料来源的限制。事实上，所用到的生物材料的

来源是广泛的，任何不违反法律和伦理道德可获取的生物材料都可按照实施例中的提示替

换使用。

[0054] 实施例1、口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)单克隆抗体的特异性杂交瘤细胞株的

筛选

[0055] 包括以下步骤：

[0056] 1)利用蔗糖密度梯度法获得口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)(由中牧实业股份有

限公司兰州生物药厂提供)的146S抗原，将抗原调整浓度至10μg/ml，作为免疫原使用；

[0057] 2)免疫动物为BALB/c小鼠(购自北京维通利华实验动物技术有限公司)，连续免疫

4次，每次间隔14天，前3次采用多点皮下免疫方式，第4次采取腹腔注射的免疫方式，每只小

鼠注射10μg146S抗原；

[0058] 3)末次免疫后7天，取小鼠尾血分离血清后，用间接ELISA进行检测，效价＞1:

50000后，分离免疫动物的脾细胞，将其与生长状态良好的骨髓瘤细胞SP2/0进行融合，用

HAT选择性培养基筛选获得杂交瘤细胞；

[0059] 4)对杂交瘤细胞上清用间接ELISA方法进行筛选特异性阳性克隆，最终获得3个特

异性阳性克隆；具体操作步骤：用口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)、新疆株(O/Mya98/XJ/

2010株)、O型OS/99株、A型(AF/72株)、A型(A/WH/09)、A型青海株(A/QH/2013株)、亚洲1型

(JSL/06株)等146S纯化抗原(中牧实业股份有限公司兰州生物药厂提供)溶于100μl的pH 

9.6的碳酸盐溶液稀释浓度至2μg/ml，然后加到96孔聚苯乙烯酶联反应板，每孔100μl，2～8

℃下放置8～12小时，使特异性单克隆抗体与酶联反应板充分结合，然后按照300μl/孔加入

含有10mg/ml牛血清白蛋白pH7.4的PBS缓冲液，37℃封闭处理2～3小时，甩干后，待酶联反

应板干燥后用铝箔纸进行封袋，置2～8℃保存备用。

[0060] 取细胞培养上清加入包被有病毒抗原的酶标板中，37℃反应30分钟，用洗涤液(含

有浓度为0.8％～1.2％(ml/ml)的Tween-20的0.01M，pH值为7.4的磷酸盐缓冲液，使用时用

双蒸水稀释20倍。)洗板4次，拍干后，向每孔加入1:5000稀释的兔抗鼠IgG-HRP标记物(购自

美国Sigma公司)，37℃反应30分钟，用洗涤液4次，拍干后，向每孔加入底物液A(为含0.6mg/

ml过氧化氢尿素的柠檬酸磷酸盐缓冲液)和底物液B(为0.2mg/ml的四甲基联苯胺溶液)各

50μl底物工作液，37℃避光反应15分钟。向每孔加入50μl终止液(2mol/L的硫酸溶液)，振荡

混匀终止反应。15分钟内测定每孔的OD450nm值。以吸光度值＞阴性对照(即洗板培养液)×

2.1倍为阳性判定标准，测定细胞培养上清中特异性单克隆抗体效价，同时测定单克隆抗体

洗板株是否与其他病毒存在交叉反应，最后获得3株特异性细胞克隆，他们只与口蹄疫O型

广西株(O/GX/09-7株)有强烈信号反应，而不与新疆株(O/Mya98/XJ/2010株)、O型OS/99株、

A型(AF/72株)、A型(A/WH/09)、A型青海株(A/QH/2013株)和亚洲1型(JSL/06株)等毒株反

应，将这3株分别编号为1E10、7G2、7G3。用紫外分光光度计测定OD280nm值，用该OD280nm值除以

经验系数1.48即为单克隆抗体的浓度，单位为mg/ml。结果显示，1E10分泌的单克隆抗体浓

度为0.75mg/ml，7G2分泌的单克隆抗体浓度为0.59mg/ml，7G3分泌的单克隆抗体浓度为
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0.25mg/ml。

[0061] 实施例2、口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)单克隆纯化抗体的配对试验

[0062] 1)用口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)的特异性单克隆抗体制备包被板

[0063] 将纯化后的特异性单克隆抗体用pH  9.6的碳酸盐溶液稀释成0.5μg/ml、1μg/ml、2

μg/ml、4μg/ml的包被工作液，然后加到96孔聚苯乙烯酶联反应板，100μl/孔，2～8℃下放置

8～12小时，使特异性单克隆抗体与酶联反应板充分结合，然后按照300μl/孔加入含有

10mg/ml牛血清白蛋白pH7.4的PBS缓冲液，37℃封闭处理2～3小时，甩干后，待酶联反应板

干燥后2～8℃密封保存。

[0064] 2)制备辣根过氧化物酶标记的口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)特异性单克隆抗

体，将口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)的特异性单克隆抗体用戊二醛氧化法与辣根过氧化

物酶(HRP)进行偶联，用pH7.4的PBS缓冲液充分透析，加等量的优质丙三醇，-20℃以下保

存。具体步骤如下：

[0065] ①将5mg  HRP溶于0.2ml含有1.25％戊二醛的0.1mol/L  pH值6.8的PBS缓冲液中，

置室温偶联18个小时，充分透析出去多余戊二醛；

[0066] ②加生理盐水至1ml，然后加入2.5mg纯化的口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)的特

异性单克隆抗体及0.1mlpH值9.6的1mol/L碳酸盐缓冲液，置于2～8℃放置24小时；

[0067] ③加入0.1ml  0.3mol/L的赖氨酸溶液，室温放置2小时；

[0068] ④用pH7.4的PBS缓冲液充分透析，通过离心除去沉淀，上清即为酶结合物。用酶标

记物稀释液按一定比例稀释后(1:1000、1:2000和1:4000倍稀释)即为酶标记物的工作液。

[0069] 3)三个特异性抗体之间的配对试验采用棋盘滴定法来确定3株单抗(1E10、7G2、

7G3)之间的配对模式。

[0070] ①加入146S抗原：将146S抗原用样品稀释液进行稀释，一份浓度为100ng/ml，一份

浓度为10ng/ml，100μl/孔，37℃反应30分钟；

[0071] ②加酶标单抗：连续洗板4次后，加入酶标单抗(1E10、7G2、7G3)，37℃反应30分钟；

[0072] ③显色：连续洗板4次后，加入100μl底物工作液(将底物液A和底物液B等量混合即

为底物工作液，现用现配)，震荡混匀，置37℃温箱中，避光反应15min；

[0073] ④读数：每孔加入显色终止液50μl，振荡混匀终止反应。测定每孔的OD450nm值。用

100ng/ml样品的OD450nm值(A)除以10ng/ml样品的OD450nm值(B)，A/B值越大，表明该配对单抗

的检测灵敏度越高，结果如表1-表3所示，因此优选1E10作为捕获抗体，7G2作为检测抗体使

用，其中1E10作为捕获抗体可选择1μg/ml，7G2作为检测抗体可选择1:2000稀释。

[0074] 表1以1E10作为捕获抗体的配对试验结果(A/B值)

[0075]
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[0076]

[0077] 表2以7G2作为捕获抗体的配对试验结果(A/B值)

[0078]

[0079] 表3以7G3作为捕获抗体的配对试验结果(A/B值)

[0080]

[0081] 实施例3、口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)单克隆抗体的特异性杂交瘤细胞株的

基因测序及单克隆抗体重组表达系统的建立

[0082] 包括以下步骤：

[0083] 1)特异性阳性克隆杂交瘤细胞株总RNA提取、反转录、PCR及序列测定：

[0084] ①总RNA提取：取杂交瘤细胞悬液250μl，加入750μl的Trizol，上下颠倒混匀，加入

200μl的氯仿，混匀，4℃12000rpm离心15min。吸取上清至新的1.5mlEP管中，加入600μl的异

丙醇，混匀离心10min。将异丙醇弃去，用75％的DEPC乙醇洗涤，离心。将乙醇弃去，烘干，用

20μl无RNA酶水溶解RNA。

[0085] ②反转录：利用Invitrogen反转录试剂盒按说明书进行反转录，获得杂交瘤细胞

的cDNA。

[0086] ③PCR反应及其产物的克隆测序：针对重链和轻链可变区设计通用引物，序列信息

如下：
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[0087] 表4重链和轻链可变区通用引物

[0088]

名称 序列

VH-F GTGAATTCATGCAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGG

VH-R ATGTCGACTGAGGAGACGGTGACCAGGGTGCC

VL-F GTGAATTCATGGACATTGTGATGACCCAGTCTCC

VL-R CAGTCGACTTACGTTTGATCTCCAGCTTGGTCCC

[0089] 利用扩增引物对目的片段进行扩增，扩增完后胶回收片段，然后连接载体进行序

列测定，获取单克隆抗体重链和轻链可变区序列信息。

[0090] 单克隆抗体1E10含有重链可变区(1E10-VH)、轻链可变区(1E10-VL)，其1E10-VH的

氨基酸序列如序列表中SEQ  ID  No.1的第1～126位所示；其1E10-VL的氨基酸序列如序列表

中SEQ  ID  No.2的第1～116位所示。

[0091] 所述1E10-VH和1E10-VL均由决定簇互补区和框架区组成；所述1E10-VH和所述

1E10-VL的决定簇互补区均由CDR1、CDR2和CDR3组成；所述1E10-VH的CDR1的氨基酸序列如

SEQ  ID  No.1的第26～35位氨基酸所示；所述1E10-VH的CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID  No.1

的第53～60位氨基酸所示；所述1E10-VH的CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID  No.1的第96～110

位氨基酸所示；所述1E10-VL的CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID  No .2的第24～36位氨基酸所

示；所述1E10-VL的CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID  No.2的第50～59位氨基酸所示；所述1E10-

VL的CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID  No.2的第94～99位氨基酸所示。

[0092] 单克隆抗体7G2含有重链可变区(7G2-VH)、轻链可变区(7G2-VL)，其7G2-VH的氨基

酸序列如序列表中SEQ  ID  No.3的第1～128位所示；其7G2-VL的氨基酸序列如序列表中SEQ 

ID  No.4的第1～115位所示。

[0093] 所述7G2-VH和7G2-VL均由决定簇互补区和框架区组成；所述7G2-VH和所述7G2-VL

的决定簇互补区均由CDR1、CDR2和CDR3组成；所述7G2-VH的CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID 

No.3的第25～34位氨基酸所示；所述7G2-VH的CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID  No.3的第51～

58位氨基酸所示；所述7G2-VH的CDR3的氨基酸序列如SEQ  ID  No.3的第98～114位氨基酸所

示；所述7G2-VL的CDR1的氨基酸序列如SEQ  ID  No.4的第24～35位氨基酸所示；所述7G2-VL

的CDR2的氨基酸序列如SEQ  ID  No.4的第49～58位氨基酸所示；所述7G2-VL的CDR3的氨基

酸序列如SEQ  ID  No.4的第95～98位氨基酸所示。

[0094] 2)特异性单克隆抗体的基因序列的合成及重组表达系统的建立

[0095] ①基因序列的合成：根据已测得单抗1E10和7G2的重链和轻链可变区的序列，将鼠

抗体重链和轻链恒定区的序列补充在可变区部分，然后送往北京中美泰和公司进行基因序

列的合成，并进行昆虫细胞密码子优化，1E10重链的核苷酸序列如序列表中SEQ  ID  No .5

(全长序列即为编码序列)所示，1E10轻链的核苷酸序列如序列表中SEQ  ID  No.6(全长序列

即为编码序列)所示；7G2重链的核苷酸序列如序列表中SEQ  ID  No.7(全长序列即为编码序

列)所示，7G2轻链的核苷酸序列如序列表中SEQ  ID  No.8(全长序列即为编码序列)所示。

[0096] ②穿梭载体的构建：根据重链和轻链的序列信息以及pFastBacdual(购自Thermo 

Fisher公司，货号10712024)载体序列信息，设计相应引物(序列见下表5)，扩增重链和轻链

全长的片段，胶回收完后通过同源重组的方法连入pFas tBa cd ua l载体中，其中
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pFastBacdual载体含有两个启动子，即PH启动子和P10启动子，连入载体后进行序列测定确

保序列的准确性。

[0097] 表5表达载体构建引物序列信息

[0098]

[0099] ③重组Bacmid的筛选与提取：将构建好的穿梭载体转化DH10Bac感受态，然后涂布

三抗平板(卡那霉素、庆大霉素、四环霉素)，37℃培养箱培养48h后挑取白斑，利用M13引物

进行鉴定，阳性克隆目的片段大小为4600bp，阴性克隆为300bp，选取完全无300bp条带的克

隆摇菌，12h后采用异丙醇沉淀法进行Bacmid的提取，然后利用Nanodrop进行浓度测定。

[0100] ④重组杆状病毒的拯救：转染前将密度为2×106的SF9细胞铺六孔板，重组Bacmid

按5μg和2.5μg的量进行转染，转染试剂用量为8μl，转染后4～6h进行换液，28℃培养，72h后

收获扩增P2代病毒，采用同样方法进行P3代病毒扩增。P4代病毒的扩增采取摇瓶扩增，病毒

接种比例为1：100。

[0101] 6)特异性单克隆抗体的表达与纯化：将P4代病毒按1:5的比例接种密度为2×106

的Hi5细胞，28℃培养，48h后收获细胞，8000r/min离心1h取上清，然后用0.22μm滤膜过滤备

用。用Na3PO4pH值为7.0溶液平衡ProteinA预装柱，平衡3～5个柱体积，然后将细胞上清结合

ProteinA预装柱，样品结合完后用Glycine-HCL  pH值为3.0洗脱液进行洗脱，即获得纯化的

口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)特异性单克隆抗体1E107、7G  3及7G2。用紫外分光光度计
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测定OD280nm值，用该OD280nm值除以经验系数1.48即为单克隆抗体的浓度，单位为mg/ml。结果

显示，纯化后的1E10分泌的单克隆抗体浓度为1.43mg/ml，7G2分泌的单克隆抗体浓度为

1.94mg/ml，7G3分泌的单克隆抗体浓度为0.499mg/ml。

[0102] 实施例4、制备口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)抗原定量检测酶联免疫试剂盒

[0103] 1)用口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)特异性单克隆抗体制备抗原包被板

[0104] 将纯化后的特异性单克隆抗体用pH  9.6的碳酸盐溶液稀释成0.5μg/ml、1μg/ml、2

μg/ml、4μg/ml的包被工作液，然后加到96孔聚苯乙烯酶联反应板，100μl/孔，2～8℃下放置

8～12小时，使特异性单克隆抗体与酶联反应板充分结合，然后按照300μl/孔加入含有

10mg/ml牛血清白蛋白pH7.4的PBS缓冲液，37℃封闭处理2～3小时，甩干后，待酶联反应板

干燥后2～8℃密封保存。

[0105] 2)制备辣根过氧化物酶标记的口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)特异性单克隆抗

体

[0106] 将口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)的特异性单克隆抗体用戊二醛氧化法与辣根

过氧化物酶(HRP)进行偶联，用pH7.4的PBS缓冲液充分透析，加等量的优质丙三醇，-20℃以

下保存。具体步骤如下：

[0107] ①将5mg  HRP溶于0.2ml含有1.25％戊二醛的0.1mol/L  pH值6.8的PBS缓冲液中，

置室温偶联18个小时，充分透析出去多余戊二醛；

[0108] ②加生理盐水至1ml，然后加入2.5mg纯化的口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)的特

异性单克隆抗体及0.1mlpH值9.6的1mol/L碳酸盐缓冲液，置于2～8℃放置24小时；

[0109] ③加入0.1ml  0.3mol/L的赖氨酸溶液，室温放置2小时；

[0110] ④用pH7.4的PBS缓冲液充分透析，通过离心除去沉淀，上清即为酶结合物。用酶标

记物稀释液按一定比例稀释后即为酶标记物的工作液。

[0111] 3)制备口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)抗原标准品

[0112] 为了方便结果分析，所述试剂盒还包括口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)抗原标准

品，具体可为口蹄疫疫苗厂生产的口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)146S抗原纯化液，纯度

不低于80％，抗原含量为4μg/ml，分装成1.0ml/管，使用时用样品稀释液进行(1:20～1:

1280)倍比稀释，贴好标签，置于-20℃以下保存备用。

[0113] 4)样品稀释液的制备为含有5mg/ml酪蛋白的0.01M、pH值为7.4的磷酸盐缓冲液，1

瓶(24ml/瓶)。

[0114] 5)底物液A的制备为含0.6mg/ml过氧化氢尿素的柠檬酸磷酸盐缓冲液(1瓶，12ml/

瓶)

[0115] 6)底物液B的制备为0.2mg/ml的四甲基联苯胺(TMB)溶液(1瓶，12ml/瓶)。

[0116] 7)20倍浓缩洗涤液的制备为含有浓度为0.8％～1 .2％(ml/ml)的Tween-20的

0.01M，pH值为7.4的磷酸盐缓冲液(50ml/瓶，2瓶)。

[0117] 8)终止液的制备2mol/L的硫酸溶液(1瓶，12ml/瓶)。

[0118] 9)根据需要，试剂盒中还可以有样品稀释板(2块，96孔/块)，用于样品的稀释。

[0119] 实施例5、口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)抗原定量检测酶联免疫试剂盒的使用

方法

[0120] 1)平衡：将试剂盒从冷藏环境中取出，置室温平衡30min备用；液体试剂用前混匀。
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[0121] 2)配液：将浓缩洗涤液用蒸馏水或去离子水20倍稀释得到洗涤缓冲液；

[0122] 3)样品稀释：抗原标准品用样品稀释液进行1:20～1:1280倍系列稀释，对应抗原

浓度分别为200ng/ml、100ng/ml、50ng/ml、25ng/ml、12.5ng/ml、6.2ng/ml、3.1ng/ml，待测

样品同样用样品稀释液进行4～8个梯度稀释。

[0123] 4)加样：取出所需板条，剩余板条装入铝箔袋中封好，置于2～8℃保存备用。将稀

释好的待检样品、系列稀释的抗原标准品加入到包被板中，100μl/孔，设1孔作为阴性质控，

仅加入样品稀释液。加样过程时间跨度应尽量短。如图1所示，加样：S1～S7：1:20～1:1280

倍比稀释抗原标准品，N：表示阴性质控孔，仅加入样品稀释液；T1：表示加各待检样品。

[0124] 5)温育：震荡混匀，置37℃温箱中，反应30min。

[0125] 6)洗板：弃去反应液，每孔加300μl稀释后的洗涤缓冲液，浸泡15s，甩弃洗液，连续

洗板4次后拍干。

[0126] 7)加酶：各孔加100μl酶标抗体。

[0127] 8)温育：置37℃温箱，反应30min。

[0128] 9)洗板：弃去反应液，每孔加入稀释后的洗涤缓冲液300μl，浸泡15s，甩弃洗涤液，

连续洗板4次后拍干。

[0129] 10)显色每孔加入100μl底物工作液(将底物液A和底物液B等量混合即为底物工作

液，现用现配)，震荡混匀，置37℃温箱中，避光反应15min。

[0130] 11)每孔加入显色终止液50μl，振荡混匀终止反应。

[0131] 12)测定每孔的OD450nm值(加终止液的反应板应在15min内读取OD450nm值)。

[0132] 13)结果分析：抗原标准品(200ng/ml)孔OD450nm值应≥2.0，否则无效；阴性质控孔

OD450nm值应≤0.15，否则无效；浓度计算：根据抗原标准品各孔OD450nm值绘制标准曲线，计算

各待测样品中口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)含量。

[0133] 在上述检测方法中，待测样品的选择可以是多样的，如对于口蹄疫O型广西株(O/

GX/09-7株)感染动物，可为来自感染动物的活检物，也可为疫苗生产过程中的培养液、灭活

液、纯化液、浓缩液和破乳后的成品疫苗等。

[0134] 步骤13)中的结果分析方法可为：以抗原标准品检测孔各稀释度OD450nm值和阴性质

控孔OD450nm值作为X轴，以蛋白浓度为Y轴，采用EXCEL程序，→“插入”→“散点图”，选择“带平

滑线和数据标记的散点图”→“趋势线”→选中“多项式”→“显示公式”和“显示R平方值”。通

常R2值≥0.98表明标准曲线可信(其中应舍弃OD过高或者过低的点)。每一块96孔板应设一

组标准并绘制相应标准曲线。根据多项式公式，样品孔OD450nm值带入计算获得样品中抗原浓

度。

[0135] 以上检测过程约需1.5小时，一次实验最多可检测88份样品。

[0136] 实施例6、重复性试验

[0137] 1、批内可重复性试验

[0138] 用样品稀释液将口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)146S的抗原标准品进行倍比稀

释(1:20～1:320)，每个稀释度重复8孔，按照实施例3的试剂盒和实施例4的检测方法在同

一批实验中测定OD450nm值，计算本发明试剂盒的批内重复性。

[0139] 结果如表6所示，可见本发明试剂盒的批内重复性在2.6％～10 .6％之间，均＜

15％，批内重复性较好，检测结果稳定可靠。
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[0140] 表6批内重复性试验

[0141]

稀释倍数 理论浓度 检测平均值 SD 变异系数CV

1:20 200ng/ml 202.3 5.8 2.9

1:40 100ng/ml 101.4 2.6 2.6

1:80 50ng/ml 51.2 4.7 9.2

1:160 25ng/ml 24.9 2.2 8.8

1:320 12.5ng/ml 12.3 1.3 10.6

[0142] 2、批间可重复性试验

[0143] 用样品稀释液将口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)146S的抗原标准品进行倍比稀

释(1:20～1:320)，选取3个不同批次试剂盒各1测试条，按照实施例3的试剂盒和实施例4的

检测方法，测定OD450nm值，计算本发明试剂盒的批间重复性。

[0144] 结果如表(表7)所示，可见本发明试剂盒的批内重复性在2.8％～11.9％之间，均

＜15％，批间重复性较好，检测结果稳定可靠。

[0145] 表7批间重复性试验

[0146]

稀释倍数 理论浓度 检测平均值 SD 变异系数CV

1:20 200ng/ml 203.1 7.2 3.5

1:40 100ng/ml 102.1 2.9 2.8

1:80 50ng/ml 50.8 2.8 5.5

1:160 25ng/ml 25.3 2.7 10.7

1:320 12.5ng/ml 12.6 1.5 11.9

[0147] 实施例7、灵敏度试验

[0148] 选用3批试剂盒，用样品稀释液，100μl/孔，重复8孔，按照实施例3的试剂盒和实施

例4的检测方法进行检测，计算其平均值(X)+3×标准差(SD)即为本试剂盒的检测灵敏度，

以其中最大值作为本试剂盒的灵敏度。

[0149] 表8灵敏度试验

[0150]

试剂盒批次 平均值(X) 标准差(SD) X+3SD

1 0.92 0.043 1.05

2 1.09 0.038 1.20

3 1.17 0.059 1.35

[0151] 经3次重复试验结果(表8)显示，本试剂盒的灵敏度为1.35ng/ml，但低于该灵敏度

也可用本试剂盒检测出。

[0152] 实施例8、特异性试验

[0153] 选用BHK21细胞宿主蛋白、口蹄疫O型新疆株(O/Mya98/XJ/2010株)146S抗原、O型

OS/99株146S抗原、A型(AF/72株)146S抗原、A型(A/WH/09)146S抗原、A型青海株(A/QH/2013

株)146S抗原和亚洲1型(JSL/06株)146S抗原，用试剂盒中的样品稀释液进行稀释，稀释为2

μg/ml，按照实施例3的试剂盒和实施例4的检测方法进行检测，同时设置阴性质控孔(即仅
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加入样品稀释液)，检测结果显示，本试剂盒所用的抗体特异性非常高，完全可用于口蹄疫

不同血清型间的分型，即可将O型与亚洲1型和A型区分开，也可以区分O型不同毒株，即可将

O/GX/09-7株与O型的其他毒株区分开。

[0154] 实施例9、本发明试剂盒及其检测方法与蔗糖密度梯度离心方法的比较

[0155] 为了验证本发明专利检测结果的准确性与便捷性，现与蔗糖密度梯度离心方法进

行比较试验。用本发明专利试剂盒和蔗糖密度梯度离心同时检测中牧实业股份有限公司兰

州生物药厂提供4份O/GX/09-7株样品。检测结果(表9)显示，两种检测方法符合率较高，用

EXCEL进行拟合趋势线，其相关系数R2＝0.98。

[0156] 表9本试剂盒与蔗糖密度梯度离心方法的比较试验结果

[0157]

样品编号 本试剂盒(μg/ml) 蔗糖密度梯度离心(μg/ml)

1 25.6 26.1

2 18.9 17.2

3 54.3 55.6

4 65.2 66.8

[0158] 同时，在操作便捷性方面，本试剂盒整个操作仅需1.5小时，最多可检测88份样品，

且不需要昂贵的仪器设备，而蔗糖密度梯度离心方法则需要72小时，而每台超速离心机只

能检测5份样品，影响口蹄疫疫苗生产过程的质量控制与监控。

[0159] 实施例10、口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)抗原定量检测酶联免疫试剂盒的应用

[0160] 用实施例3的试剂盒和实施例4的检测方法检测口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)

在不同生产阶段中的样品(包括细胞培养液、病毒灭活液、病毒纯化液、浓缩液)、成品疫苗

(包括猪口蹄疫O型灭活疫苗(O/Mya98/XJ/2010株+O/GX/09-7株)、口蹄疫O型、亚洲1型二价

灭活疫苗(OS株+JSL株)、口蹄疫O型、A型、亚洲1型三价灭活疫苗(O/HB/HK/99株+AF/72株+

Asia-1/XJ/KLMY/04株))中的口蹄疫O型广西株(O/GX/09-7株)146S抗原含量。这些样品均

来自中牧实业股份有限公司兰州生物药厂。成品苗的疫苗破乳方法为在100ml成品苗中加

入20ml的正戊醇，搅拌1分钟后静止30分钟，使其上下分层，取水相进行检测。

[0161] 表10对O/GX/09-7株不同生产阶段的样品检测结果

[0162]
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[0163] 检测结果如上表所示，本试剂盒可检测不同生产阶段中的细胞培养液、病毒灭活

液、病毒纯化液、浓缩液以及各成品疫苗中的O/GX/09-7株中抗原，表明该试剂盒可用于对

口蹄疫灭活疫苗生产的各个环节的质量控制和监测，且即使有其他毒株存在同时，也可对

样品中的O/GX/09-7株进行准确检测，其他毒株不会产生交叉干扰反应。
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序列表

<110> 中牧实业股份有限公司

<120> 特异性定量检测口蹄疫O型广西株抗原的酶联免疫试剂盒

<130>  WHOI180083

<160>  8

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  126

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  1

Gln  Leu  Gln  Leu  Gln  Glu  Trp  Gly  Ala  Gly  Leu  Leu  Lys  Pro  Ser  Glu

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Ala  Val  Tyr  Ser  Trp  Ala  Leu  Tyr  Val  Tyr

            20                  25                  30

Tyr  Gly  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Glu  Ile  Asn  His  Asp  Gly  Phe  Trp  Asn  Val  Ala  Pro  Ser  Leu  Lys

    50                  55                  60

Ser  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Val  Asp  Thr  Ser  Asn  Asn  Gln  Phe  Ser  Leu

65                  70                  75                  80

Lys  Leu  Ser  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala

                85                  90                  95

Arg  Trp  Glu  Gly  Glu  Asp  Ser  Leu  Ser  Lys  Asn  Asn  Asp  Gln  Trp  Gly

            100                 105                 110

Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly

        115                 120                 125

<210>  2

<211>  116

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  2

Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Gly  Ala  Pro  Gly  Gln

1               5                   10                  15

Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Tyr  Ser  Gln  Asn  Ser  Gly  Trp  Ala

            20                  25                  30

Phe  Gln  Val  Glu  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu

        35                  40                  45
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Leu  Ile  Tyr  Val  Asn  Ala  Phe  Val  Pro  Gly  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Ala  Gly  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ser  Tyr  Asp  Lys  Lys

                85                  90                  95

Leu  Phe  Gly  Val  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Gly

            100                 105                 110

Gln  Pro  Lys  Ala

        115

<210>  3

<211>  128

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  3

Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Ala  Phe  Ser  Phe  Gly  Ser  Gly

            20                  25                  30

Trp  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Leu  Glu  Ser  Lys  Gln  Gly  Val  Asn  Ala  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Asn  Gly  Asn  Gly  His  Gly  Lys  Glu  Ser  Gly  Asp  Asn  Gly  Phe  Ala  Pro

            100                 105                 110

Gln  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly

        115                 120                 125

<210>  4

<211>  115

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  4

Asn  Phe  Met  Leu  Thr  Gln  Pro  His  Ser  Val  Ser  Glu  Ser  Pro  Gly  Lys

1               5                   10                  15

Thr  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Arg  Gln  Ser  Trp  Ser  Glu  Phe  Ser  Lys
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            20                  25                  30

Tyr  Ala  Gln  Trp  Tyr  Gln  Gln  Arg  Pro  Gly  Ser  Ser  Pro  Thr  Thr  Val

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Ala  Tyr  Trp  Gln  Leu  Pro  Ala  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Ile  Asp  Ser  Ser  Ser  Asn  Ser  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly

65                  70                  75                  80

Leu  Lys  Thr  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ser  Tyr  Asp  Trp

                85                  90                  95

Arg  Gly  Arg  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Gly  Gln

            100                 105                 110

Pro  Lys  Ala

        115

<210>  5

<211>  1353

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  5

cagctccagt  tgcaggagtg  gggagctggt  ttgttgaaac  cttccgaaac  tttgtccttg  60

acatgcgcag  tctactcttg  ggcactgtac  gtgtactacg  gttcctggat  tagacagcct  120

cctggcaaag  gtttggagtg  gatcggagaa  atcaatcacg  acggattctg  gaatgtggca  180

cccagcctga  aatctcgcgt  cacaatctcc  gtggacacaa  gcaacaacca  gttctccttg  240

aagctctctt  ctgtgaccgc  tgccgacacc  gctgtgtact  actgcgctag  atgggaaggc  300

gaagattcct  tgtccaagaa  caacgaccag  tggggccaag  gaaccctggt  gactgtgtcc  360

tccgccagca  ctaaaggccc  tagcgtgttt  cccttggctc  cctcttctaa  gtccacctcc  420

ggaggcactg  ctgccttggg  ctgcttggtt  aaggactact  ttccagagcc  cgtgactgtg  480

tcctggaact  ctggcgctct  cacctctggc  gtccacacat  ttcccgctgt  gctgcaatcc  540

tctggcctct  acagcctgtc  atccgtcgtc  acagttccct  catcctccct  cggaacacag  600

acttacatct  gcaatgtgaa  tcataagcca  tcaaacacta  aggttgacaa  gaaggtggaa  660

cccaaatcct  gcgacaagac  acacacttgc  ccaccctgtc  ccgcaccaga  actcttgggt  720

ggtccctccg  tctttctctt  cccacccaag  ccaaaggaca  ccctcatgat  ctcaaggaca  780

cccgaggtca  catgtgttgt  cgttgatgtt  tcccacgaag  atccagaagt  taagttcaat  840

tggtatgttg  atggtgtcga  agtccacaac  gctaagacca  agccacgcga  agaacagtac  900

aacagcacct  accgcgtggt  gtccgtgctc  accgtgctcc  atcaggattg  gctcaatgga  960

aaggagtaca  agtgtaaggt  tagcaataag  gctctgcctg  ctcctatcga  gaagactatc  1020

agcaaggcca  aaggccagcc  tcgcgagcca  caagtctaca  ctctccctcc  ttccagagat  1080

gagctgacca  agaatcaagt  gtcactcaca  tgtctggtga  agggattcta  tcccagcgac  1140

attgccgttg  agtgggaaag  caatggccaa  ccagagaata  actacaagac  tactcctccc  1200

gtgctggaca  gcgacggcag  cttcttcctg  tacagcaagc  tgacagtgga  caaatcccgc  1260
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tggcagcaag  gcaatgtgtt  cagctgctct  gtcatgcatg  aggccctgca  caaccactat  1320

acacagaaat  ctctgtccct  ctcacccggt  aag  1353

<210>  6

<211>  651

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  6

caatcagctt  tgactcagcc  accttctgtt  tcaggagcac  caggacagag  ggtgactatt  60

tcttgcaccg  gctactcaca  gaactccggc  tgggccttcc  aggtggagtg  gtatcagcag  120

ctcccaggaa  cagcacctaa  gctgctcatc  tacgtgaacg  cctttgtgcc  aggaggtgtg  180

ccagacagat  tctcaggatc  taagagcggc  acttcagcat  cattggccat  cgctggcctg  240

caagcagagg  acgaggccga  ctactactgc  caaagctatg  acaagaagct  cttcggagtg  300

gtgttcggag  gtggtactaa  gctcactgtc  ctgggccagc  ccaaagccgc  tccatcagtg  360

accctgtttc  caccctcctc  agaggagttg  caggccaaca  aagcaaccct  ggtctgtttg  420

atctccgact  tctacccagg  agcagtgaca  gtggcttgga  aagctgatag  cagccctgtg  480

aaagccggtg  tcgaaaccac  tacaccctcc  aaacagtcaa  acaacaagta  cgctgcttcc  540

tcctacctgt  ccctcacacc  cgagcagtgg  aagtcccata  gatcctattc  ctgccaggtg  600

acacacgaag  gttctacagt  ggagaagacc  gtggctccca  ctgaatgctc  a  651

<210>  7

<211>  1359

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  7

gaagtgcagc  tcttggagtc  tggaggtgga  gttgttcaac  ccggaaggag  cctgaggctc  60

tcatgtgccg  cttcagcttt  ctccttcggc  tctggatgga  ttcattgggt  gcgccaggct  120

cccggaaagg  gcctggaatg  ggtcgccttg  gagtccaagc  aaggcgttaa  tgcatactac  180

gccgactctg  tgaagggacg  cttcacaatt  agcagagaca  actccaagaa  caccttgtac  240

ctgcaaatga  atagcctcag  ggctgaggat  acagccgtgt  actactgcaa  tggtaatggc  300

cacggtaaag  agtctggaga  caatggtttc  gctccacaag  gccagggaac  cctggtgaca  360

gtctcctcag  ccagcacaaa  gggaccatcc  gtgtttcctc  tcgctccttc  ttctaagagc  420

acctccggtg  gaacagctgc  cctgggctgc  ttggtgaagg  attacttccc  tgagccagtc  480

acagtctcct  ggaactcagg  tgctctgaca  tctggcgtgc  acacctttcc  cgctgtgttg  540

cagtcatctg  gcctgtatag  cctgtccagc  gtcgtgaccg  tgccatcttc  tagcctgggc  600

acccagacct  acatctgcaa  cgtgaaccac  aaaccttcaa  acactaaagt  ggacaagaag  660

gttgagccca  agtcatgcga  caagacacac  acttgcccac  cctgtcctgc  tcctgagttg  720

ctgggtggac  cttctgtgtt  tctgttccca  cccaagccca  aagatacatt  gatgatttcc  780

cgcacacctg  aggttacttg  tgttgtggtg  gacgtctccc  acgaagatcc  cgaagtgaag  840

ttcaactggt  atgtggacgg  tgtggaggtc  cataacgcaa  agactaagcc  cagggaggag  900

cagtacaatt  ccacatacag  ggtggtgtcc  gtgttgacag  tcctgcatca  agactggttg  960
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aatggaaagg  aatacaaatg  taaggtgtca  aacaaggccc  tgcctgctcc  tatcgagaag  1020

accatcagca  aggccaaagg  ccagccacgc  gagcctcagg  tgtatactct  ccctccaagc  1080

agggatgagt  tgaccaagaa  tcaagtgtca  ttgacctgtc  tggtgaaggg  cttctatcct  1140

tctgacatcg  ccgtcgagtg  ggaaagcaat  ggtcagcccg  agaacaacta  taagaccact  1200

cctcccgtcc  tcgattccga  tggctcattc  ttcctgtact  ccaagctgac  cgttgataag  1260

tcccgctggc  agcaaggcaa  tgtgttcagc  tgttctgtca  tgcacgaagc  cttgcacaac  1320

cattacacac  agaagagcct  gagcctcagc  ccaggaaag  1359

<210>  8

<211>  648

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  8

aatttcatgc  tgacacaacc  acactccgtc  tctgaatctc  ctggaaagac  tgttaccatc  60

tcctgcacaa  gacagagctg  gtccgagttc  tcaaagtacg  cccaatggta  tcagcagagg  120

cctggctcca  gcccaacaac  cgtcatctac  gcatattggc  agctccctgc  tggagtgccc  180

gacaggttct  ctggtagcat  cgactcctcc  tccaactccg  ccagcctgac  catctccgga  240

ctcaagacag  aagatgaggc  cgactactac  tgccagtcct  acgactggag  aggtagggtg  300

ttcggaggtg  gcacaaagtt  gactgttctc  ggtcagccta  aagcagcacc  atcagtgacc  360

ctgtttcctc  ccagctctga  ggagctgcaa  gctaacaagg  ctaccctggt  ctgcctgatt  420

agcgatttct  accctggagc  tgttaccgtc  gcttggaagg  ccgattcctc  tcctgtgaag  480

gctggtgttg  aaaccaccac  accttctaag  cagtctaaca  acaagtatgc  cgcttcaagc  540

tacctctccc  tgacacccga  gcagtggaaa  tctcacagga  gctattcctg  ccaggtcaca  600

cacgagggct  ccaccgtgga  gaagactgtc  gctcctaccg  aatgctcc  648
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盒及其应用。该试剂盒包括可以与口蹄疫O型广西株146S抗原特异性结
合的单克隆抗体作为捕获抗体包被的酶联反应板和酶标抗体。采用口蹄
疫O型广西株(O/GX/09‑7株)的两株特异性单克隆抗体制成的双抗体夹心
法酶联免疫定量检测试剂盒，利用本发明试剂盒进行检测与目前口蹄疫
其他毒株均不发生交叉反应，灵敏度高、特异性强，可以有效地区分并
检测样品中口蹄疫O型广西株(O/GX/09‑7株)抗原的含量。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/fc498851-76df-4463-a44b-b91306d5aea8
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/065928847/publication/CN109580945A?q=CN109580945A
http://epub.sipo.gov.cn/tdcdesc.action?strWhere=CN109580945A

