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摘要 2012-2016年，采用逐年应用间接法（3ABC-I-ELISA）试验对牛血清 680份、羊血清 680份进行了口

蹄疫自然感染检测，以期掌握青海共和县口蹄疫自然感染情况。试验结果表明，检出牛血清阳性 69份，阳性率为

10.15%；羊血清阳性 52份，阳性率为 7.65%。
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口蹄疫是一种高度接触性传染病，传播迅速，

可形成世界性大流行，对养殖业和国际畜产品、贸

易具有严重负面影响[1]。为全面掌握青海省共和县

口蹄疫自然感染情况，笔者于 2012-2016年对共和

县牛羊进行口蹄疫病毒非结构蛋白 3ABC抗体检测

调查，现将检测结果报告如下。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1）待检血清。采自共和县各别乡镇牛血清 680份、

羊血清 680份（动物全血，待血液凝固后，4 000 r/min

离心 10 min，收集上清液或待自然凝固析出血清，

要求无溶血）。

2）诊断试剂。口蹄疫病毒非结构蛋白 3ABC抗体

检测（间接法）：抗原包被板、25倍 PBS浓缩洗涤液、

100倍浓缩 HRP酶标记二抗、阳性对照血清、阴性对

照血清、底物溶液（单组分，不需稀释）、终止液、一次

性封板膜，均由青海省动物疫病预防控制中心提供。

试剂生产厂家：中国农业科学院兰州兽医研究所。

3）仪器。量程为 0.5～10 μL、10～200 μL和

1～10 mL的精准单道移液器、50～300 mL的多道

移液器、自动洗板机、37 ℃恒温孵育箱、酶标仪、血

清稀释板，计时器、V底型加样槽、量筒、200 μL规

格均一的吸头、蒸馏水、吸水纸等。

1.2 方 法

1）试剂配制。

①洗涤液（PBST）。将试剂盒配备的 25倍浓缩

洗涤液恢复至室温（20～25 ℃），并摇匀，使沉淀溶

解，然后用蒸馏水 1∶25倍稀释即可。

②工作浓度的酶标抗体。将 100 倍浓缩的

酶标抗体按 1∶100 比例稀释于血清稀释液中

混匀即可（工作浓度的酶标抗体不可贮存，现配
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表 1 2012-2016年口蹄疫病血清学检测结果

年份
牛 羊

检测数/份 阳性/份 阳性率/% 检测数/份 阳性/份 阳性率/%
2012 160 7 4.38 160 9 5.63
2013 160 7 4.38 160 6 3.75
2014 180 27 15.00 180 33 18.33
2015 90 12 13.33 90 2 2.22
2016
合计

90
680

16
69

17.78
10.15

90
680

2
52

2.22
7.65

现用）。

2）样品处理。在血清稀释板上将待检血清和阳

性、阴性对照用血清稀释液 1∶21倍稀释（120 μL

血清稀释液加血清 6 μL）。

3）操作步骤。

①在血清稀释板上将待检血清和阳性、阴性对

照用血清稀释液 1∶21倍稀释（120 μL血清稀释

液加血清 6 μL），阴、阳性对照血清平行加两孔，混

匀，按次序转移至 ELISA板上，每孔 100 μL，用封

板膜封口，37 ℃结合 30 min。

②取掉封口膜，每孔加满洗涤液，洗涤 5次，最

后 1次拍干。

③加入工作浓度的酶标抗体，每孔 100 μL，用

封口膜封口，37 ℃结合 30 min。

④取掉封口膜，每孔加满洗涤液，洗涤 5次，最

后 1次拍干。

⑤每孔加入 100 μL底物，封口膜封口，37 ℃

避光作用 10～15 min。

⑥每孔加入 100 μL终止液。

⑦轻轻摇振混匀，测定波长 450 nm 吸光度

（OD450nm值）。

⑧阳性对照平均 OD值应＞0.6；阴性对照平均

OD值应＜0.2。

⑨结果计算：样品效价 =（OD样品 -OD阴性）÷

（OD阳性 -OD阴性）。

4）判定标准。效价＜0.2，为阴性；效价介于

0.2～0.3之间为可疑；效价＞0.3为阳性。可疑和阳

性样品应进行复测，复测仍为可疑或者阳性，则判

为抗体阳性。

2 结果与分析

检测牛血清共 680份，阳性数 69份，阳性率为

10.15%；检测羊血清共 680份，阳性数 52 份，阳性

率为 7.647%（表 1）。

3 讨 论

检测结果显示，共和县连续 5年均出现了阳

性，2014年阳性率呈现高峰期，比往年有所上升，主

要原因：一是不同的检测试剂检出的阳性率有高低

偏差；二是牛羊中仍存在口蹄疫隐性带毒的可能，

需引起重视[2]。
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