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(57)摘要

本发明公开了一种新城疫病毒抗体检测阻

断ELISA试剂盒。本发明所述新城疫病毒抗体检

测阻断ELISA试剂盒，包括：包被新城疫病毒灭活

抗原的ELISA板，新城疫病毒阳性对照血清、阴性

对照血清，辣根过氧化物酶标记的新城疫病毒NP

蛋白单克隆抗体。所述新城疫病毒NP蛋白单克隆

抗体由保藏编号为CCTCC NO：C2016180的杂交瘤

细胞株所分泌。本发明所述新城疫病毒抗体检测

阻断ELISA试剂盒能够检测不同种属来源的疑似

新城疫病毒感染的血清样品，区分MG7缺失苗免

疫和野毒感染后的新城疫病毒血清，且与常见禽

类病毒性病原阳性血清不存在交叉反应，检测敏

感性和特异性高，重复性好，适用于高通量检测

血清样品。
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1.一种新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒，其特征在于，包括：包被新城疫病毒灭

活抗原的ELISA板，新城疫病毒阳性对照血清，新城疫病毒阴性对照血清，辣根过氧化物酶

标记的新城疫病毒NP蛋白单克隆抗体；所述新城疫病毒NP蛋白单克隆抗体由保藏编号为：

CCTCC  NO：C2016180的杂交瘤细胞株所分泌。

2.按照权利要求1所述的新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒，其特征在于：所述新

城疫病毒阳性对照血清为新城疫病毒灭活疫苗免疫后的鸡血清；所述新城疫病毒阴性对照

血清为SPF鸡血清。

3.按照权利要求1所述的新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒，其特征在于，还包括：

血清稀释液、洗液、底物溶液和终止液；

所述血清稀释液为含0.05％吐温和0.5％BSA的PBS溶液，所述PBS溶液的pH为7.4；所述

洗液为PBST溶液；所述底物溶液为TMB底物溶液；所述终止液为2M  H2SO4。

4.按照权利要求1所述的新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒，其特征在于，所述包

被新城疫病毒灭活抗原的ELISA板的制备方法包括：制备新城疫病毒灭活抗原，然后用新城

疫病毒灭活抗原包被ELISA板，即得。

5.按照权利要求4所述的新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒，其特征在于，所述包

被的条件为：新城疫病毒灭活抗原的浓度为1ng/μL，100μL/孔，37℃孵育2h或者4℃过夜。

6.按照权利要求4所述的新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒，其特征在于，所述新

城疫病毒灭活抗原的制备包括：将新城疫病毒接种9-10日龄鸡胚，37℃孵育，弃掉24h内死

去的鸡胚，收取孵育至72h的鸡胚尿囊液，离心，收集上清，用β-丙内酯4℃灭活过夜；将灭活

后的病毒液离心，收集沉淀，即得。

权　利　要　求　书 1/1 页

2

CN 106596933 B

2



新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒

技术领域

[0001] 本发明涉及一种兽医学检测用试剂盒，尤其涉及一种用于新城疫病毒抗体检测阻

断ELISA试剂盒，属于新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒的制备领域。

背景技术

[0002] 新城疫(Newcastle  Disease，ND)是由新城疫病毒(Newcastle  Disease  Virus，

NDV)引起禽类的一种高度接触性传染病，该病具有发病急、死亡快和死亡率高等特点，给养

禽业造成了巨大的经济损失，严重影响养禽业的发展。

[0003] NDV属于副粘病毒科腮腺炎病毒属，具有囊膜结构，基因组为单股负链不分节段的

RNA病毒，由6种结构蛋白组成，分别为NP、P、M、F、HN和L蛋白。NP蛋白为核衣壳蛋白，氨基酸

保守性较高，大部分NDV病毒在NP蛋白443-460位置都具有一高度保守的B细胞表位；P蛋白

是病毒RNA合成的必需因子；M、F和HN蛋白与病毒囊膜的形成相关；F蛋白(融合蛋白)和HN蛋

白(血凝素神经氨酸酶蛋白)是病毒的主要免疫原性蛋白，可以诱导机体产生中和抗体。F蛋

白介导病毒与宿主细胞的膜融合，其蛋白裂解位点与病毒毒力有关。HN蛋白具有神经氨酸

酶及促进融合等作用；此外，该蛋白还与病毒毒力相关。L蛋白为病毒最大的蛋白，它在NDV 

6种结构蛋白中最为保守，具有RNA聚合酶、转录后修饰等生物学活性，可与NP和P蛋白共同

构成病毒复制复合体，该复合体参与病毒基因组的转录和复制。

[0004] NDV只有一个血清型，但其包含两个Class，分别为Class  I和Class  II，疫苗接种

是预防该病的主要措施，且两个Class毒株具有较好的交叉保护性。对免疫家禽群体进行新

城疫病毒抗体检测是评价疫苗免疫效果、评估易感禽群抗该病毒感染风险的有效手段。

[0005] 现有研究资料表明，新城疫病毒不仅感染鸡、鸭、鹅，还可感染鸽子等家养珍禽或

野鸟等禽类，因此利用ELISA方法的血清学流行病学调查对该病的检测与监测至关重要。目

前针对新城疫病毒抗体检测的ELISA方法为间接ELISA，此法只能针对鸡或火鸡血清样品。

因此，亟待开发一种新的新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒，不仅实现检测血清的抗体

阴阳性，还能够消除血清样品种属来源的差异，检测方法更加简单、方便、快速及廉价。

发明内容

[0006] 本发明所要解决的技术问题是提供一种用于检测新城疫病毒抗体的阻断ELISA试

剂盒，不仅能够检测血清的抗体阴阳性，还可消除血清样品种属来源的差异，具有特异性和

敏感性高、重复性好，操作简便、快速等特点。

[0007] 为解决上述技术问题，本发明所采取的技术方案是：

[0008] 本发明首先公开了一种新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒，包括：包被新城疫

病毒灭活抗原的ELISA板，新城疫病毒阳性对照血清，新城疫病毒阴性对照血清，辣根过氧

化物酶标记的新城疫病毒NP蛋白单克隆抗体；其中，所述新城疫病毒NP蛋白单克隆抗体是

由保藏编号为：CCTCC  NO：C2016180的杂交瘤细胞株所分泌。

[0009] 其中，所述新城疫病毒阳性对照血清为新城疫病毒灭活疫苗免疫后的鸡血清；优
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选为新城疫病毒MG7株(保藏编号：CCTCC  V201505)灭活疫苗免疫SPF鸡7天、14天和21天后

的血清，或者NP18+F新城疫全病毒灭活疫苗免疫后的鸡血清；所述新城疫病毒阴性对照血

清为SPF鸡血清。

[0010] 本发明单克隆抗体通过以下方法制备得到：本发明利用新城疫病毒MG7株NP蛋白

443-460aa位的缺失肽段(GETQFLDFMRAVANGMRE)为抗原，在其C端耦联KLH，序列为KLH-Cys-

GETQFLDFMRAVANGMRE，合成该多肽后与弗氏完全佐剂乳化后免疫Balb/C小鼠，取小鼠的脾

脏分离细胞并和SP2/0骨髓瘤细胞进行融合，筛选和鉴定阳性细胞。本发明从多株单克隆细

胞株中筛选出反应较强的单克隆细胞株，其分泌的单克隆抗体8F9H3的效价最高、特异性最

强。亚型鉴定结果表明，单克隆抗体8F9H3为IgG2b亚类。

[0011] 本发明将分泌所述新城疫病毒NP蛋白单克隆抗体8F9H3的细胞株提交专利认可的

机构进行保藏，其微生物保藏编号为：CCTCC  NO：C2016180。保藏单位：中国典型培养物保藏

中心；保藏时间是2016年10月25日；保藏地址：中国武汉，武汉大学。

[0012] 本发明所述的新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒，还包括：血清稀释液、洗液、

单组分的底物溶液和终止液。所述血清稀释液为含0.05％吐温(V/V)和0.5％BSA(牛血清白

蛋白)(mg/ml)的PBS溶液，所述PBS溶液的pH为7.4；所述洗液为PBST溶液；所述底物溶液为

TMB(3,3',5,5'-四甲基联苯胺)底物溶液；所述终止液为2M  H2SO4。

[0013] 本发明所述包被新城疫病毒灭活抗原的ELISA板的制备方法包括：制备新城疫病

毒灭活抗原，然后用新城疫病毒灭活抗原包被ELISA板，即得。其中，所述包被的条件为：新

城疫病毒灭活抗原的浓度为1ng/μL，100μL/孔，37℃孵育2h或者4℃过夜。所述新城疫病毒

灭活抗原的制备包括：将新城疫病毒接种9-10日龄鸡胚，37℃孵育，弃掉24h内死去的鸡胚，

收取孵育至72h的鸡胚尿囊液，离心，收集上清，用β-丙内酯4℃灭活过夜；将灭活后的病毒

液离心，收集沉淀，即得。

[0014] 本发明对制备抗原的新城疫病毒没有特殊限制，任何来源的新城疫病毒毒株制备

的新城疫病毒灭活抗原均适用于本发明。

[0015] 本发明所述的新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒能够应用于检测新城疫病毒

抗体，包括以下步骤：将待检血清稀释，100μL/孔加入包被新城疫病毒灭活抗原的ELISA板；

同时设置阴性、阳性对照孔，加入稀释的阴性对照血清、阳性对照血清，100μL/孔；37℃孵育

1h；甩干ELISA板，用PBST洗涤3次，用吸水纸拍干；加入稀释的辣根过氧化物酶标记的新城

疫病毒NP蛋白单克隆抗体，100μL/孔，37℃孵育30min；甩干ELISA板，用PBST洗涤3次，用吸

水纸拍干；加入TMB底物溶液，100μL/孔，室温显色10min；加入终止液，100μL/孔；选择OD450nm

读值，计算阻断率。阻断率＝(阴性对照OD值-待检血清OD值)/阴性对照OD值×100％；如果

待检血清的阻断率≥30％，则判为阳性，如果待检血清的阻断率<30％，则判为阴性。

[0016] 本发明对新城疫病毒灭活抗原的包被浓度、阴阳性对照血清的稀释比、待检血清

的稀释比和HRP标记的新城疫病毒蛋白NP单克隆抗体的稀释比，进行了优化。当两孔阴性对

照OD450nm值至少一孔OD值大于1.0；两孔阳性对照孔至少一孔的阻断率大于50％时，最终确

定反应条件：用新城疫灭活病毒包被ELISA板(100μL/孔)，抗原浓度为1ng/μL，37℃孵育2h

或者4℃过夜；将待检血清用血清稀释液按照体积比1：5稀释；将阴性对照血清、阳性对照血

清用血清稀释液按照体积比1：2稀释；将辣根过氧化物酶标记的新城疫病毒NP蛋白单克隆

抗体用血清稀释液按照体积比1：1000稀释。
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[0017] 本发明将样品5倍稀释的OD值换算成反应阻断率，结果样品在5倍稀释度，阻断率

在30％时阴阳性血清分布交叉最小。因此，本发明新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒的

阈值定为：样品在5倍稀释时阻断率≥30％，判为阳性；阻断率<30％时，判为阴性。

[0018] 特异性和敏感性试验结果表明，利用本发明所述新城疫病毒抗体检测阻断ELISA

试剂盒检测新城疫病毒抗体的敏感性为97.16％，特异性为100％。

[0019] 交叉反应性试验结果表明，利用本发明所述新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂

盒检测呼肠孤病毒阳性血清、鸭肝炎病毒阳性血清、细小病毒阳性血清等多种禽类病毒阳

性血清和SPF鸡阴性血清，结果只有新城疫病毒阳性血清的阻断率大于30％，说明本发明新

城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒与常见禽类病毒性病原阳性血清不存在交叉反应。

[0020] 重复性试验结果表明，利用本发明所述新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒检

测新城疫病毒抗体，具有良好的重复性。

[0021] 符合性试验结果表明，利用本发明所述新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒和

爱德士检测新城疫抗体试剂盒分别检测新城疫病毒MG7株(NP蛋白443-460aa位置缺失18个

氨基酸的优势B细胞表位)疫苗免疫14天和21天的血清。爱德士试剂盒检测结果表明，MG7株

免疫后14天和21天鸡血清为新城疫病毒抗体阳性，而利用本发明的阻断ELISA试剂盒检测

结果显示MG7株免疫后14天和21天鸡血清为新城疫病毒抗体阴性。因此，本发明新城疫病毒

抗体检测阻断ELISA试剂盒能够区分MG7缺失苗免疫后和野毒感染后的新城疫病毒血清。爱

德士试剂盒检测新城疫病毒NP18+F免疫鸡7天后的鸡血清结果为阴性，利用本发明的阻断

ELISA试剂盒检测检测NP18+F免疫7天后的鸡血清，部分血清为新城疫病毒抗体阳性。通过

和HI实验结果相比较，免疫后一周的鸡血清能够产生红细胞凝集抑制反应。证明，本发明所

述新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒比商品化的爱德士检测试剂盒有更高的敏感性。

[0022] 本发明技术方案与现有技术相比，具有以下有益效果：

[0023] 本发明利用HRP标记的新城疫病毒单克隆抗体(8F9H3)所建立的阻断ELISA试剂盒

进行新城疫病毒抗体检测，能够检测不同种属来源的疑似新城疫病毒感染的血清样品，且

能够区分MG7缺失苗免疫后和野毒感染后的新城疫病毒血清。本发明所述新城疫病毒抗体

检测阻断ELISA试剂盒与常见禽类病毒性病原阳性血清不存在交叉反应，操作简便、快速，

而且检测的敏感性和特异性高，重复性好，可以高通量检测血清样品，适用于大量田间血清

样品的检测和实验室的相关研究。

附图说明

[0024] 图1为阴阳性阈值确定依据-----阴阳性样品在5倍稀释度时的阻断率分布；其中，

N为阴性样品，P为阳性样品；

[0025] 图2为交叉反应性检测。

具体实施方式

[0026] 下面结合具体实施例来进一步描述本发明，本发明的优点和特点将会随着描述而

更为清楚。但是应理解所述实施例仅是范例性的，不对本发明的范围构成任何限制。本领域

技术人员应该理解的是，在不偏离本发明的精神和范围下可以对本发明技术方案的细节和

形式进行修改或替换，但这些修改或替换均落入本发明的保护范围。
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[0027] 实施例1新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒的制备

[0028] 1、新城疫病毒抗原的准备

[0029] 待鸡胚孵育到9-10日龄，取-80℃保存的新城疫病毒(NDV/Chicken/Guangdong/

2008/G7)(本发明人实验室2008年从广东发病鸡群中分离鉴定)，冰上融化后用PBS稀释，取

0.1mL/枚接种鸡胚，37℃继续孵育24h后照胚，弃掉死去的鸡胚，37℃继续孵育至72h。收取

鸡胚尿囊液，然后8000rpm高速离心10min，除去杂蛋白，收集上清，用β-丙内酯(0.05％)4℃

灭活过夜，灭活后的病毒35000rpm超速离心3h，弃上清，用PBS重悬沉淀，BCA方法进行蛋白

浓度测定，纯化好的新城疫病毒于-80℃保存备用。

[0030] 2、血清的制备

[0031] (1)新城疫病毒阳性鸡血清的制备：血清来源于MG7株(保藏编号：CCTCC  V201505)

(NP蛋白443-460aa位置缺失18个氨基酸)制备的灭活疫苗免疫SPF鸡7天、14天和21天后采

集的血清；以及本发明人实验室自制的NP18+F新城疫全病毒灭活疫苗免疫后的鸡血清。

[0032] (2)SPF鸡阴性血清的制备：阴性血清来源于北京梅里亚维通实验动物技术有限公

司和山东昊泰实验动物繁育有限公司的SPF鸡血清。

[0033] 3、单克隆抗体制备

[0034] 抗原MG7株NP蛋白缺失肽段(GETQFLDFMRAVANGMRE)位于MG7株NP蛋白443-460aa位

置，在其C端耦联KLH，序列为KLH-Cys-GETQFLDFMRAVANGMRE，多肽纯度85％以上，由上海吉

尔生化有限公司合成，免疫程序是：100μg合成多肽按照1:1的比例与弗氏完全佐剂乳化后

对Balb/C小鼠进行腹腔注射免疫，21天后相同剂量的多肽按照1:1的比例与弗氏不完全佐

剂乳化进行第二次免疫，28天后(进行细胞融合前3天)用200μg多肽(不加佐剂)进行加强免

疫，取其中一只小鼠的脾脏分离细胞，并和对数生长期的SP2/0骨髓瘤细胞进行融合实验，

融合剂PEG4000，用HAT培养基制备的饲养细胞和融合后的细胞混合培养，7-10天后换成HT

培养基，每天观察细胞生长情况，待融合细胞长至细胞孔1/4时，细胞上清变黄时，进行抗体

检测。然后根据有限稀释法进行三轮阳性细胞的筛选和鉴定(方法为间接ELISA，包被抗原

为NP多肽)，最后挑选反应较强的单克隆细胞株进行扩大培养并建立细胞株，其分泌的单克

隆抗体8F9H3的效价最高、特异性最强。

[0035] 本发明将分泌新城疫病毒NP蛋白单克隆抗体8F9H3的细胞株提交中国典型培养物

保藏中心进行保藏，其微生物保藏编号为CCTCC  NO：C2016180。

[0036] 利用鼠源单克隆抗体亚型鉴定试剂盒对本发明的单克隆抗体进行亚型鉴定，结果

表明8F9H3单抗为IgG2b亚类。按照抗体纯化试剂盒的步骤进行NP特异性单克隆抗体的纯

化，并和HRP进行标记后用于该阻断ELISA方法的建立。HRP标记的单克隆抗体(8F9H3)效价

和特异性检测结果见表1。

[0037] 多肽包被浓度：NP-KLH多肽，NP  18个氨基酸原核表达蛋白；禽流感病毒NA多肽

(ILRTQESEC-KLH)作为阴性对照，抗原包被条件是1μg/ml，100μl/孔。包被液：PBS(pH7.4)。

[0038] 单克隆抗体效价判定标准为最高稀释度的数值/空白对照孔的数值>＝2.1所对应

的抗体稀释度；+表示酶标仪读数超出检测范围。

[0039] 表1  HRP标记的NP单克隆抗体(8F9H3)的效价和特异性鉴定结果
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[0040]

[0041] +：表示超出读值范围。

[0042] 4、反应条件的优化

[0043] 通过矩阵法确定新城疫病毒灭活抗原的包被浓度、阴阳性对照血清的稀释比、待

检血清的稀释比和HRP标记的新城疫病毒蛋白NP单克隆抗体的稀释比，当两孔阴性对照

OD450nm值至少一孔OD值大于1.0；两孔阳性对照孔至少一孔的阻断率大于50％时，确定反应

条件：用新城疫灭活病毒包被ELISA板(100μL/孔)，抗原浓度为1ng/μL，37℃孵育2h或者4℃

过夜；将待检血清用血清稀释液按照1:5稀释(100μL/孔)，阴阳性对照血清按照1:2稀释

(100μL/孔)，HRP标记的新城疫病毒单抗用血清稀释液按照1:1000稀释(100μL/孔)。

[0044] 阻断ELISA操作步骤：

[0045] 将待检血清按照1:5稀释，100μL/孔加入包被新城疫病毒灭活抗原的ELISA板；同

时设置阴性、阳性对照孔，加入按照1:2稀释的阴性对照血清、阳性对照血清，100μL/孔；37

℃孵育1h；甩干ELISA板，用PBST洗涤3次，用吸水纸拍干；加入按照1:1000稀释的辣根过氧

化物酶标记的新城疫病毒NP蛋白单克隆抗体，100μL/孔，37℃孵育30min；甩干ELISA板，用

PBST洗涤3次，用吸水纸拍干；加入TMB底物溶液，100μL/孔，室温显色10min；加入终止液，

100μL/孔；选择OD450nm读值，计算阻断率。

[0046] 5、阈值的确定

[0047] 经阻断ELISA检测的282份鸡新城疫病毒阳性血清与235份鸡新城疫病毒阴性血

清，用已确定的反应条件和步骤进行检测，样品检测分布情况见图1。

[0048] 将样品5倍稀释的OD值按如下换算成反应阻断率：

[0049] 反应阻断率＝(阴性对照OD值-样品OD值)/阴性对照OD值

[0050] 将阴阳性样品的阻断率按区间分布制作柱状图，从图中可见样品在5倍稀释度，阻

断率在30％时阴阳性血清分布交叉最小(图1)。因此新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒

的阈值定为：样品在5倍稀释时阻断率≥30％判为阳性，阻断率<30％时判为阴性。

[0051] 6、特异性和敏感性确定

[0052] 根据样品在5倍稀释度阻断率的分布情况，阳性样品中阻断率大于30％的有276份

阳性样品，见图1，利用公式：敏感性＝阳性样品数/阳性样品总数×100％，则该方法的敏感

性为276/282×100％＝97.16％。根据样品在5倍稀释度阻断率的分布情况，阴性样品中阻
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断率小于30％的有235份，见图1和表2，利用公式：特异性＝阴性样品数/阴性样品总数×

100％，则该检测方法的特异性为235/235×100％＝100％。

[0053] 表2敏感性和特异性检测依据

[0054]

阈值范围 <0.1 0.1-0.15 0.15-0.20 0.20-0.25 0.25-0.30 0.3-0.4 0.4-0.5 >0.5

P 0 0 3 2 3 15 34 225

N 146 58 22 7 2 0 0 0

[0055] 7、交叉反应性试验

[0056] 用呼肠孤病毒阳性血清、鸭肝炎病毒阳性血清、细小病毒阳性血清、坦布苏病毒阳

性血清、禽白血病阳性血清、禽流感病毒阳性血清(H9和H5)、禽法氏囊病阳性血清、新城疫

病毒阳性血清、小鹅瘟阳性血清和SPF鸡阴性血清检测已建立方法的交叉反应性，结果见图

2。结果显示，只有新城疫病毒阳性血清的阻断率大于30％，说明该方法与常见禽类病毒性

病原阳性血清不存在交叉反应。

[0057] 8、重复性试验

[0058] 随机抽取48份新城疫病毒阴性血清和42份新城疫病毒阳性血清，此90份血清进行

重复性试验，每份血清重复3次，阻断率结果见表3，4，5。从结果中可以看出该检测方法具有

良好的重复性。

[0059] 表3第一次重复性实验

[0060]
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[0061]

[0062] 表4第二次重复性实验

[0063]
编号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

阻断率 0.89％ 0.57％ -0.11％ 2.87％ 2.87％ 5.74％ 4.76％ 5.94％ 5.85％ 13.92％ 5.48％ 2.44％

阴阳性 - - - - - - - - - - - -

编号 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

阻断率 1.15％ 1.95％ -0.32％ 2.32％ 0.80％ 5.19％ 5.65％ 0.57％ 3.50％ 0.55％ 2.47％ 1.12％

阴阳性 - - - - - - - - - - - -

编号 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

阻断率 6.14％ 9.04％ 14.81％ 19.08％ 18.59％ 18.42％ 19.20％ 15.12％ 10.53％ 15.49％ 12.97％ 9.18％

阴阳性 - - - - - - - - - - - -

编号 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

阻断率 21.81％ 37.65％ 18.88％ 11.48％ 19.51％ 39.08％ 11.97％ 13.40％ 68.18％ 25.42％ 10.85％ 11.19％

阴阳性 - + - - - + - - + - - -

编号 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60

阻断率 88.12％ 90.30％ 92.80％ 91.51％ 95.90％ 92.51％ 96.41％ 96.15％ 96.47％ 97.79％ 90.47％ 90.22％

阴阳性 + + + + + + + + + + + +

编号 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72

阻断率 74.06％ 83.53％ 98.51％ 96.81％ 97.79％ 96.67％ 93.17％ 97.45％ 96.38％ 97.42％ 96.64％ 93.46％

阴阳性 + + + + + + + + + + + +

编号 73 74 75 76 77 78 79 80 81      

阻断率 41.61％ 64.51％ 67.95％ 64.13％ 54.81％ 79.05％ 75.27％ 49.70％ 44.28％      

阴阳性 + + + + + + + + +      

编号 82 83 84 85 86 87 88 89 90      

阻断率 66.31％ 67.03％ 68.81％ 49.04％ 56.76％ 56.04％ 62.09％ 37.65％ 59.83％      

阴阳性 + + + + + + + + +      

[0064] 表5第三次重复性实验

[0065]
编号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

阻断率 0.69％ 0.60％ 1.20％ 3.67％ 1.63％ 6.22％ 14.19％ 7.08％ 1.20％ 10.87％ 8.14％ 15.65％

阴阳性 - - - - - - - - - - - -

编号 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

阻断率 0.00％ 7.31％ 7.77％ 7.02％ 4.79％ 8.23％ 5.65％ 10.81％ 11.93％ 12.41％ 13.76％ 9.43％

阴阳性 - - - - - - - - - - - -

编号 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

阻断率 0.40％ 1.92％ 16.20％ 12.53％ 12.10％ 11.93％ 25.14％ 21.88％ 18.49％ 26.20％ 21.96％ 21.22％
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阴阳性 - - - - - - - - - - - -

编号 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

阻断率 19.32％ 37.64％ 25.57％ 10.58％ 23.37％ 43.35％ 27.06％ 25.03％ 75.32％ 28.57％ 22.65％ 23.68％

阴阳性 - + - - - + - - + + - -

编号 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60

阻断率 90.02％ 91.00％ 95.70％ 92.29％ 97.02％ 94.93％ 97.25％ 97.05％ 97.59％ 98.22％ 91.17％ 92.92％

阴阳性 + + + + + + + + + + + +

编号 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72

阻断率 74.00％ 84.75％ 98.51％ 97.13％ 97.74％ 96.79％ 93.58％ 97.74％ 96.50％ 97.74％ 96.90％ 94.29％

阴阳性 + + + + + + + + +      

编号 73 74 75 76 77 78 79 80 81      

阻断率 43.89％ 66.69％ 70.93％ 72.79％ 60.46％ 79.79％ 77.35％ 48.42％ 47.71％      

阴阳性 + + + + + + + + +      

编号 82 83 84 85 86 87 88 89 90      

阻断率 65.37％ 68.15％ 71.73％ 52.84％ 61.55％ 57.40％ 61.55％ 45.18％ 63.45％      

阴阳性 + + + + + + + + +      

[0066] 9、符合性试验

[0067] 用确定的阻断ELISA检测方法和爱德士检测新城疫抗体试剂盒(产品编号：

5080.00)分别检测48份SPF鸡阴性血清，78份MG7株(NP蛋白443-460aa位置缺失18个氨基酸

的优势B细胞表位)疫苗免疫14天和21天的血清，30份NP18+F免疫鸡7天、14天和21天后血

清，结果如表6，7，8所示。

[0068] 表6  SPF鸡阴性血清符合性检测结果

[0069]

[0070]

[0071] 表7  MG7株疫苗免疫SPF鸡14天和21天后鸡血清符合性检测结果
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[0072]

[0073]

[0074] 表8  NP18+F疫苗免疫后7天、14天和21天的鸡血清符合性检测结果

[0075]

编号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

阻断率 36.51％ 21.94％ 74.12％ 29.36％ 31.30％ 26.80％ 18.46％ 44.43％ 26.09％ 22.23％

阴阳性判断 + - + - + - - + - -

爱德士S/P值 -0.0088 -0.106 -0.0839 -0.0927 -0.0795 -0.0839 -0.1236 -0.1015 -0.0927 0.0177
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阴阳性判断 - - - - - - - - - -

编号 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

阻断率 82.54％ 67.26％ 90.87％ 76.44％ 84.04％ 59.81％ 79.98％ 87.16％ 70.76％ 47.59％

阴阳性判断 + + + + + + + + + +

爱德士S/P值 0.4371 -0.0353 1.6954 0.7196 0.5033 6.0221 1.9205 3.7572 1.0243 2.1501

阴阳性判断 + - + + + + + + + +

编号 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

阻断率 95.88％ 95.64％ 92.05％ 97.11％ 92.55％ 95.85％ 93.90％ 87.81％ 96.67％ 97.50％

阴阳性判断 + + + + + + + + + +

爱德士S/P值 2.7594 3.4128 2.0442 4.1148 2.6578 1.4746 2.8653 0.4547 2.936 2.6932

阴阳性判断 + + + + + + + + + +

编号 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

阻断率 93.52％ 89.96％ 97.00％ 95.82％ 94.73％ 96.14％ 96.73％ 96.20％ 71.55％ 98.65％

阴阳性判断 + + + + + + + + + +

爱德士S/P值 6.2296 4.0486 2.543 1.9691 5.9691 0.6932 2.8035 0.3664 5.3333 6.6976

阴阳性判断 + + + + + + + + + +

[0076] 爱德士试剂盒检测结果表明，MG7株免疫后14天和21天鸡血清为新城疫病毒抗体

阳性，本发明建立的阻断ELISA检测方法结果显示MG7株免疫后14天和21天鸡血清为新城疫

病毒抗体阴性，因此，可区分MG7缺失苗免疫后和野毒感染后的新城疫病毒血清。

[0077] 爱德士试剂盒检测NP18+F免疫鸡7天后的鸡血清结果为阴性，本发明建立的阻断

ELISA检测方法能够检测7天后的鸡血清，部分血清为新城疫病毒抗体阳性。通过和HI实验

结果相比较，免疫后一周的鸡血清能够产生红细胞凝集抑制反应。说明本发明建立的阻断

ELISA方法比商品化的爱德士检测方法有更高的敏感性。

[0078] 实施例2新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒的组装

[0079] 新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒，包括：辣根过氧化物酶标记的新城疫病毒

NP蛋白单克隆抗体、包被新城疫病毒灭活抗原的ELISA板、新城疫病毒阳性对照血清、新城

疫病毒阴性对照血清、血清稀释液、洗液、底物溶液和终止液。

[0080] 辣根过氧化物酶标记的新城疫病毒NP蛋白单克隆抗体：由保藏编号为CCTCC  NO：

C2016180的细胞株分泌，然后经纯化制得；

[0081] 包被新城疫病毒灭活抗原的ELISA板：将新城疫病毒灭活抗原的浓度稀释为1ng/μ

L，100μL/孔包被ELISA板，37℃孵育2h或者4℃过夜；

[0082] 阳性对照血清：新城疫病毒灭活疫苗免疫后的鸡血清，可以为新城疫病毒MG7株灭

活疫苗免疫SPF鸡7天、14天和21天后的血清，或NP18+F新城疫全病毒灭活疫苗免疫后的鸡

血清；

[0083] 阴性对照血清：SPF鸡血清；

[0084] 血清稀释液：含0.05％(V/V)吐温和0.5％BSA(mg/ml)的PBS(pH7.4)溶液；

[0085] 洗液：PBST溶液；

[0086] 底物溶液：TMB底物溶液；

[0087] 终止液：2M  H2SO4。
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摘要(译)

本发明公开了一种新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒。本发明所述
新城疫病毒抗体检测阻断ELISA试剂盒，包括：包被新城疫病毒灭活抗
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后的新城疫病毒血清，且与常见禽类病毒性病原阳性血清不存在交叉反
应，检测敏感性和特异性高，重复性好，适用于高通量检测血清样品。
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