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ＩＢＶ核蛋白的表达纯化及在监测中应用
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摘要　鸡传染性支气管炎病毒（Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，ＩＢＶ）是禽类一种变异性很强的冠状病
毒，为获得高度纯化的ＩＢＶ核蛋白，建立监测ＩＢＶ抗体的方法，通过ＲＴＰＣＲ从ＩＢＶ中扩增ＩＢＶＮ
基因，定向连接到表达载体ｐＧＥＸＫＧ中，转化Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）菌株，诱导获得表达产物，ＳＤＳ
ＰＡＧＥ分析产物大小、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析其免疫学活性，通过亲和层析法获得高度纯化的表达蛋白，
建立一种检测ＩＢＶ抗体的方法，并应用于临床监测。结果显示，ＩＢＶＮ基因全长１２３０ｂｐ，ＧＳＴ融
合蛋白表达产物大小约为８０ｋＤａ，表达量约占菌体总蛋白的２５％，具有良好的免疫学活性；通过
ＧＳＴ亲和层析柱成功获得纯化蛋白，以该蛋白包被酶标板，成功地建立了一种检测血清中 ＩＢＶ抗
体的间接ＥＬＩＳＡ方法。研究表明重组Ｎ蛋白作为 ＩＢＶ诊断抗原，具有制备简便、特异性强、敏感
性高、重复性好的特点，可用于该病的临床监测，为该病疫情监测、发病机制研究奠定了基础。

关键词　传染性支气管炎病毒　核蛋白　原核表达　ＥＬＩＳＡ
中图分类号　Ｓ８５５．３

收稿日期：２０１４０３１１　　修回日期：２０１４０３２４
 电子信箱：ｉｍａｇｉｎ１６９＠１６３．ｃｏｍ

　　鸡传染性支气管炎 （Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ，ＩＢ）是鸡

的一种急性、高度接触性传染病，呈世界分布，是严重

危害养鸡业的重大传染病之一［１］。该病由鸡传染性支

气管炎病毒（Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，ＩＢＶ）引起，ＩＢＶ属

于冠状病毒科冠状病毒属的一种单股正链 ＲＮＡ病

毒［２］，纤突蛋白（Ｓ蛋白）是其结构蛋白中最主要的中

和性抗原［３］，但由于变异性强、抗原性结构复杂、体外

表达困难等原因［４］，限制了其应用；核蛋白（Ｎ蛋白）是

ＩＢＶ最为保守的抗原，不仅与病毒的复制与转录有

关［５６］，而且具有很强的免疫原性，因此适合作为一种

良好的群特异性抗原［７］。该病原现已有３０种血清型

报道，新的血清型和变异株仍在不断出现，各种血清型

之间交叉保护性差［３］，鉴于此，有必要获得一种广谱性

抗原，建立检测 ＩＢＶ的方法，监测群体的抗体水平，为

预防和控制该病提供依据。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　病毒、菌株及质粒　毒株传染性支气管炎病毒

Ｈ５２株，宿主菌 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α、Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３），质粒

ｐＧＥＸＫＧ均由本实验室保存。

１．１．２　酶与试剂　ＭＭＬＶ逆转录酶为 Ｐｒｏｍｅｇａ公司

提供；限制性内切酶、ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ连接

酶、ｄＮＴＰＭｉｘ、分子量标准均为ＴａＫａＲａ公司产品；磁珠

ＤＮＡ胶回收试剂盒为ＴＯＹＯＢＡ公司生产；ＨＲＰ标记的

羊抗鸡ＩｇＧ购自ＳＡＢ公司。鸡的各种阳性血清由中国

药监所提供，其它均为进口或国产分析纯试剂。

１．２　方　法

１．２．１　病毒繁殖、纯化及 ＲＮＡ抽提　ＩＢＶＨ５２毒株经

尿囊腔接种１０ｄＳＰＦ鸡胚增殖后，用ＰＥＧ２００００透析浓

缩，经ＳＤＳＰＲＯＫ方法抽提 ＲＮＡ，直接进入逆转录

体系。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ和 ｃＤＮＡ克隆　参照报道 ＩＢＶ

Ｂｅａｕｄｅｔｅ株 Ｎ基因序列设计一对引物［８］：引物 Ｐ１：５′

ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＡＡＧＣＧＧＴＡＡＡＧＣＡＧ３′，对应于Ｎ

基因ＯＲＦ的１～１９位，含ＢａｍＨⅠ 位点和ＡＴＧ起始密

码子；引物Ｐ２：５′ＣＣＧＡＧＣＴＣＴＣＡＡＡＧＴＴＣＡＴＴＣＴＣ

ＴＣＣ３′，对应于Ｎ基因ＯＲＦ的１２１１～１２３０位，含ＳａｃⅠ
位点和终止密码子。引物由北京奥科生物公司合成，

使用前稀释成终浓度２０ｍｍｏｌ／Ｌ。
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　　ＲＴＰＣＲ以１０μｌ病毒 ＲＮＡ为模板，按 Ｐｒｏｍｅｇａ公

司ｃＤＮＡ合成说明书合成ｃＤＮＡ第一链，再以ｃＤＮＡ第
一链为模板，ＰＣＲ扩增整个基因，反应条件为 ９４℃
３０ｓ，５０℃ ４５ｓ，７２℃ １ｍｉｎ３０ｓ，３５个循环后 ７２℃
１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经鉴定后按试剂盒操作方法克隆到
ｐＭＤ１８Ｔ载体中，构建 ｐＴＮＰ质粒，并转入 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＤＨ５α克隆并用于测序。
１．２．３　序列测定及分析　重组质粒经北京奥科生物
技术公司测序，然后将序列测定结果与 ＧｅｎｅＢａｎｋ中的
有关数据进行同源性分折。

１．２．４　重组表达载体的构建　将 ｐＴＮＰ和 ｐＧＥＸＫＧ
分别用ＢａｍＨⅠ和ＳａｃⅠ酶切，回收１．２ｋｂ左右的 Ｎ基
因片段与用相同的酶消化的ｐＧＥＸＫＧ片段，Ｔ４连接酶
在１６℃定向连接构建 ＧＳＴ融合表达载体 ｐＧＥＸＮＰ。
重组表达载体转化Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞，用含氨苄
青霉素的 ＬＢ琼脂平板进行筛选培养，并对阳性进行
ＰＣＲ及酶切分析鉴定。
１．２．５　转化菌的诱导表达及表达产物的检测纯化　
将鉴定正确的重组质粒分别转入宿主菌 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１
（ＤＥ３）进行筛选诱导表达，转化菌的表达产物的提取
按ｐＧＥＸ表达系统操作手册进行。表达产物的 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析按参考文献［９］进行，目
的蛋白的纯化按ＨｉＴｒａｐＧＳＴ纯化柱的操作说明进行。
１．２．６　间接 ＥＬＩＳＡ方法的建立　酶联免疫吸附试验
（ＥＬＩＳＡ）最佳反应条件的选择：通过方阵滴定方法，确
定抗原最佳包被浓度和血清最佳稀释度。抗原从１∶
２０稀释到１∶６４０，血清从１∶１０稀释到１∶３２０，按其稀释
度分别加到酶标板的１至６行和１至６列，阴性血清按
阳性血清同样的稀释度加到第 ７至 １２列，按间接
ＥＬＩＳＡ方法进行操作，测定ＯＤ４５０值，计算阳性ＯＤ值比
阴性ＯＤ值（Ｐ／Ｎ值），结果最大的孔所对应的抗原包
被浓度和血清稀释度，判为最佳抗原包被浓度和血清

稀释度。

　　结果判定标准的确定：将临床未经免疫的１４４份
鸡血清，进行ＥＬＩＳＡ检测，计算平均值ｘ，标准差ｓ，阴阳
界限值按计算公式：ｘ＋３ｓ确定。
　　重复性试验：用相同批次、不同批次的酶标板，对抗体
水平不同的６份血清样品进行批内、批间重复性测定，参照
参考文献［１０］计算批内、批间的吸收变异系数。
　　交叉性试验：分别检 ＡＩＶ、ＮＤＶ、ＩＢＤＶ、ＥＤＳ７６等禽
常见病毒的标准阳性血清，同时设阳性血清、阴性血清

和空白对照。

　　阻断试验：将 ＩＢＶＨ５２阳性的鸡胚尿囊液与等体

积ＩＢＶ阳性血清混合，３７℃作用 ４５ｍｉｎ，作倍比稀释，
ＥＬＩＳＡ检测，同时设不做任何处理的正常尿囊液和阳性
血清混合物作为对照。

　　诊断特异性、敏感性与符合率试验：选用国内外公
认的检测方法，即血凝抑制试验（ＨＩ）作为参照试验方
法，与本研究建立的 ＥＬＩＳＡ诊断方法相比较，确定该
ＥＬＩＳＡ诊断方法的诊断特异性、敏感性与符合率。血凝
抑制试验（ＨＩ）按ＯＩＥ手册中方法进行［１１］。

　　间接ＥＬＩＳＡ的应用：用建立的 ＥＬＩＳＡ方法检测江
夏、新洲、黄陂等地区临床送检的４００份血清。

２　结　果

２．１　Ｎ基因的克隆
　　ＲＴＰＣＲ产物电泳显示，目的片段在１．２ｋｂ左右，
将目的基因回收后连到 ｐＭＤ１８Ｔ载体转入 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＤＨ５α，提取质粒，用 ＢａｍＨＩ和 ＳａｃⅠ双酶切切出

１．２ｋｂ、２．７ｋｂ左右的两条带，用 ＢａｍＨＩ单酶切仅一条
（图１），这说明所挑选的克隆产物为目的基因正向插入
质粒，其大小与预期一致。通过测序，测得Ｎ基因序列
长度为１２３０ｂｐ，编码４０９个氨基酸，涵盖了从 ＡＴＧ至
ＴＧＡ一个完整的阅读框。通过 ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ方法进行
分析，该基因与ＬＫＱ３（Ｈ５２）毒株同源性最高，为９７％，
以上表明扩增片段为目的基因。

２．２　表达载体构建及鉴定
　　将ｐＧＥＸＮＰ质粒转化的细菌经培养，挑取单个菌

落培养用于小量制备质粒ＤＮＡ，并通过酶切、ＰＣＲ筛选
正确插入目的基因的重组质粒。结果显示，ＢａｍＨⅠ和
ＳａｃⅠ双酶切产物电泳后可见清晰的１．２ｋｂ和４．９ｋｂ的
２条带；经ＢａｍＨＩ单酶切消化，电泳后可见一条大小约
６．１ｋｂＤＮＡ带（图２）。这说明我们获得了正确插入目
的基因的阳性克隆。

２．３　表达产物的ＳＤＳＰＡＧＥ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
　　ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果显示：含 ｐＧＥＸＫＧ的 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１的对照在约２６ｋＤａ有明显的表达带，相当于 ＧＳＴ
蛋白的大小，含重组质粒 ｐＧＥＸＮＰ的大肠杆菌在约
８０ｋＤａ处有明显的表达带，相当于 Ｎ蛋白与 ＧＳＴ蛋白
融合表达的产物，结果表明目的基因在重组菌中获得

了表达；经扫描分析，在 ＩＰＴＧ诱导３ｈ左右的细菌中，

该蛋白表达量占总蛋白量的２５％，达到最高 （图３）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析表明：重组表达的８０ｋＤａ蛋白带，能与
ＩＢＶ的标准阳性血清发生特异性的免疫反应，证实表达

６６
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图１　重组质粒（ｐＴＮＰ）的酶切鉴定
Ｆｉｇ．１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ
（ｐＴＮＰ）ｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＢａｍＨＩａｎｄＳｃａＩ

１：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；２：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ；３：ｐＴＮＰ／ＢａｍＨＩ；４：ｐＴＮＰ／
ＳａｃＩ；５：ＤＬ１５０００Ｍａｒｋｅｒ

图２　重组表达质粒ｐＧＥＸＮＰ的酶切结果
Ｆｉｇ．２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄ（ｐＧＥＸＮＰ）

１：ＤＬ１５０００ｍａｒｋｅｒ；２：ｐＧＥＸＮＰ／ＢａｍＨＩａｎｄＳａｃⅠ；３：ｐＧＥＸＮＰ／
ＢａｍＨＩ；４：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ；５：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

产物具有很好的免疫学活性（图３）。

２．４　ＮＰＥＬＩＳＡ的建立与应用

２．４．１　ＮＰＥＬＩＳＡ最适条件及阴阳界限的确定　试验

图３　表达载体ｐＧＥＸＮＰ诱导表达产物

的ＳＤＳＰＡＧＥ分析和免疫印迹分析

Ｆｉｇ．３　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

ｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｂｙｐＧＥＸＮＰ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｏｆＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１ｗｉｔｈ

ｐＧＥＸＮＰ；２：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｏｆＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１；３：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｐｒｏｄｕｃｔｏｆＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１ｗｉｔｈｐＧＥＸＫＧ；４：Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｐｒｏｄｕｃｔｏｆＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１ｗｉｔｈｐＧＥＸＮＰ；５：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｏｆＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１ｗｉｔｈｐＧＥＸＫＧ；６：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｏｆＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１ｗｉｔｈｐＧＥＸＮＰ

表明抗原的最佳包被浓度为１．７５μｇ／ｍｌ，抗原最佳稀

释度为１∶４０，血清最佳稀释度为１∶８０，阴性血清平均

ＯＤ值ｘ等于０．１７８，ｓ等于０．０６１，求得阴阳界限为ｘ＋

３×ｓ＝０．１７８＋３×０．０６１＝０．３６１。结果判定标准的确

立：以空白孔调零为背景，在酶标仪上测各孔 ＯＤ４５０值，

若ＯＤ４５０≥０．３６１判为血清抗体阳性，表明疫苗免疫鸡

群产生了相关抗体或非免疫鸡群受到了野毒的感染；

若ＯＤ４５０＜０．３６１判为阴性。

２．４．２　交叉性试验　结果表明无关病原抗体ＯＤ值均

在临界值０．３６１以下，说明此方法与 ＡＩＶ、ＩＢＤＶ、ＮＤＶ、

ＥＤＳ７６等病原抗体无交叉反应，特异性强（表１）。

表１　ＩＢＶＮＰＥＬＩＳＡ交叉性试验

Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｃｒｏｓｓｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｓｔｗｉｔｈＩＢＶＮＰＥＬＩＳＡ

Ｔｙｐｅｏｆ
Ｓｅｒｕｍ

ＡＩＶ
（Ｈ５）

ＡＩＶ
（Ｈ９）

ＮＤＶ ＩＢＤＶ
ＥＤＳ
７６

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ

Ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ

Ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ

ＯＤ（４５０） ０．２１８ ０．２６５ ０．２０２ ０．２１７ ０．２２１ １．６７０ ０．１９０ ０．０９２

　　ＡＩＶ（Ｈ５）：Ｈ５亚型禽流感病毒；ＡＩＶ（Ｈ９）：Ｈ９亚型禽流感病毒；ＮＤ：禽新城疫病毒；ＥＤＳ７６：禽减蛋综合征病毒；Ｃｏｎｔｒｏｌ：对照

２．４．３　重复性试验　结果表明批间重复的吸收变异
系数在３．６２％～９．４９％之间，批内重复的吸收变异系
数在３．２９％～７．９７％之间，说明该诊断方法具有良好
的重复性。

２．４．４　诊断特异性、敏感性与符合率试验　ＨＩ试验和
ＥＬＩＳＡ试验检测同一批血清的阴阳性结果如表２所示，

结果显示，以ＨＩ试验作为参照，ＥＬＩＳＡ试验的诊断敏感
性为９７．２９％，特异性为６０．６０％，符合率为８８．８９％，
说明该方法具有良好的诊断特异性、敏感性与符合率

（表２）。
２．４．５　阻断试验　可以看出经含 ＩＢＶ的尿囊液处理
的阳性血清ＯＤ值明显降低，而经健康鸡胚尿囊液处理
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表２　ＮＰＥＬＩＳＡ诊断特异性、敏感性与符合率试验

Ｔａｂｌｅ２　Ｄｉａｇｎｏｓｉｓｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ、ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

ａｎｄｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅｔｅｓｔｏｆＮＰＥＬＩＳＡ

ｔｙｐｅ ＨＩｔｅｓｔ

＋ － ｔｏｔａｌ

ＥＬＩＳＡ
＋ １０８ １３ １２１
－ ３ ２０ ２３
ｔｏｔａｌ １１１ ３３ １４４

的阳性血清的ＯＤ值没有明显变化（图４）。

图４　ＮＰＥＬＩＳＡ特异性阻断试验

Ｆｉｇ．４　ＳｐｅｃｉｆｉｃｂｌｏｃｋｉｎｇｔｅｓｔｏｆＮＰＥＬＩＳＡ
１：ＳｔａｎｄａｒｄｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｒｕｍａｇａｉｎｓｔＩＢＶ；２：Ｓｔａｎｄａｒｄｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｒｕｍ

ａｇａｉｎｓｔＩＢＶｍｉｘｅｄｗｉｔｈｎｅｇａｔｉｖｅａｌｌａｎｔｏｉｃｆｌｕｉｄ；３：Ｓｔａｎｄａｒｄｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｓｅｒｕｍａｇａｉｎｓｔＩＢＶｍｉｘｅｄｗｉｔｈａｌｌａｎｔｏｉｃｆｌｕｉｄｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＩＢＶ

２．４．６　间接ＥＬＩＳＡ在临床的应用　统计表明，临床样

品的阳性率为８９．０％，这说明ＮＰＥＬＩＳＡ方法能很好地

应用于临床ＩＢＶ抗体检测（表３）。

表３　ＩＢＶ临床检测结果

Ｔａｂｌｅ３　ＴｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＩＢＶｓｅｒａａｎｔｉｂｏｄｙ

Ｓｅｒｕｍｆｒｏｍ ｔｏｔａｌ ＮＯ．ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ（％）

ｊｉａｎｇｘｉａ
ｈｕａｎｇｐｉ
ｃａｉｄｉａｎ
ｘｉｎｚｈｏｕ
ｈａｎｎａｎ
ｔｏｔａｌ

４８
９６
３２
１２８
９６
４００

４０
８４
３２
１１３
８７
３５６

８３．３
８７．５
１００
８８．３
９０．６
８９．０

３　讨　论

　　核衣壳蛋白（Ｎ）是ＩＢＶ的３种主要结构蛋白之一，

在遗传进化中最为保守，不同毒株间同源性最高（达

９４％～９９％），病毒感染过程中表达量最大（Ｓ∶Ｍ∶Ｎ３

种蛋白的摩尔比为１∶６∶１５），与病毒的组装和机体细胞

免疫等方面有重要相关性［５６］，因此研究Ｎ蛋白基因的

克隆表达对该病有重要的意义。

　　本研究中，将外源基因插入在 ＧＳＴ蛋白基因的下
游，表达出可溶性的融合蛋白 ＧＳＴＮＰ，利用 ＧＳＴ亲和
层析柱进行了纯化。高纯度表达蛋白的获得为 ＥＬＩＳＡ
检测方法的建立奠定了良好的基础，特别是在克服动

物体内大肠杆菌抗体对检测方法的干扰方面有重要的

意义。纯化的产物有两种，一种蛋白表达量高，片段较

大，为主要产物，另一种表达量较低，片段较短，是附带

产物，这与相关融合报道的情况相同［１２］，可能是蛋白表

达时部分蛋白在Ｃ端提前终止或发生了降解。Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ分析与ＥＬＩＳＡ试验均表明，纯化后两种主要表达蛋
白均具有很好的免疫学生物活性。

　　用大肠杆菌表达的重组Ｎ蛋白取代原病毒作为诊
断抗原，是诊断技术发展的一种趋势，优势有以下几

点：首先，重组Ｎ蛋白具有良好的免疫原性，发现在大

肠杆菌中表达的 Ｇｒａｙ株 Ｎ蛋白可与多种血清型 ＩＢＶ
抗体发生良好反应［１３］。其次，目前传染性支气管炎病

毒的检测方法有两种，分别是病原学方法和血清学方

法。Ｎ蛋白可作为抗原进行血清学检测，保守性好，可

以检测各种血清型的抗体，不存在病原检测中范围狭

窄的问题，具有更高可信度。再者，该蛋白易于制备纯

化，成本廉价，建立的检测方法安全性好、诊断对象单

一，准确性高，从制备、应用效果上均优于昆虫细胞表

达的Ｎ蛋白［４，１４］，该蛋白对将来 ＩＢ新型疫苗的研制和
ＩＢＶ的消除必然有一定的意义。
　　为对 ＥＬＩＳＡ方法的特异性、敏感性与符合率进行
评定，本实验进行交叉性、阻断性、重复性试验，同时将

ＮＰＥＬＩＳＡ诊断方法与血凝抑制试验（ＨＩ）相比较，结果

表明 ＮＰＥＬＩＳＡ检测的敏感性、符合率很高，但特异性
稍微偏低，这可能由于两种方法的诊断原理和判断标

准不同所致。首先，灵敏度不同，ＨＩ虽是一种比较公认
的检测方法，但其灵敏度不高，而 ＥＬＩＳＡ可达到血清中
和试验的２．３倍，ＡＧＰ的１８８倍，具有很高灵敏度［１２］；

其次，两种方法检测的对象不同，ＮＰＥＬＩＳＡ专一性地
检测ＮＰ蛋白抗体，诊断对象单一，影响因素少，非特异
性小，而ＨＩ则是检测胰酶消化过的 ＩＢ病毒，其中胰酶
本身、盐离子浓度、温度等对血凝性都具有很大的影

响，影响因素多，特异性差；再者，实验稳定性不同，

ＥＬＩＳＡ可以通过一系列的量化方法控制反应条件，而
ＨＩ实验极易受胰酶消化效果和病毒的类型等不可量化
控制的条件影响［１１，１５］。所以ＮＰＥＬＩＳＡ与ＨＩ相比的特
异性偏低，仅能表明本方法的敏感性比 ＨＩ更高，稳定
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性更好，更适合于动物免疫或感染后早期抗体监测。
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