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基于 TbpA 蛋白的副猪嗜血杆菌抗体间接酶联免疫吸附  

试验检测方法的建立及应用 
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摘  要：【背景】副猪嗜血杆菌(Haemophilus parasuis，HPS)是猪革拉瑟氏病(Glässer’s Disease)的病

原体，抗生素治疗和疫苗接种对于防控该病效果不明显，建立快速、准确的抗体检测方法尤为重要。

【目的】利用表达纯化的 HPS 转铁结合蛋白 A (TbpA)建立检测 HPS 抗体的间接酶联免疫吸附试验

(ELISA)方法。【方法】PCR 扩增 HPS 的 tbpA 基因并与原核表达载体 pET-SUMO 连接，通过 PCR、

双酶切及测序鉴定，将阳性重组质粒转入 Escherichia coli Rosetta(DE3)，IPTG 诱导表达，SDS-PAGE

和 Western Blot 鉴定产物。以纯化的 TbpA 蛋白作包被抗原，通过各种反应条件优化，建立检测 HPS

抗体的间接 ELISA 方法，并进行临床应用与评价。【结果】该方法的最佳条件：包被抗原浓度为      

5 μg/mL，4 °C 过夜；5%脱脂奶粉于 37 °C 封闭 2 h；血清稀释度为 1:1 600，37 °C 孵育 45 min；酶

标二抗稀释度为 1:5 000，37 °C 作用 30 min；显色时间为 37 °C 5 min。该方法可特异性检测 HPS 抗

体，阳性血清稀释至 1:12 800 仍可检出，与其他猪病原阳性血清均无交叉反应，批内及批间变异系

数均小于 10%，与全菌体包被间接 ELISA、商品化 ELISA 试剂盒及 Western Blot 比较，该方法总符

合率分别为 90.00%、86.67%和 90.00%，其中阳性符合率分别为 90.38%、88.46%和 92.00%，阴性符

合率分别为 87.50%、75.00%和 80.00%。该方法检测免疫抗体阳性率为 80.00%，感染抗体阳性率为

19.50%。【结论】基于 TbpA 蛋白建立的 HPS 抗体间接 ELISA 检测方法，具有良好的特异性、敏感

性和重复性以及临床应用的可靠性，为 HPS 的免疫监测和流行病学调查提供了技术手段。 

关键词：副猪嗜血杆菌，转铁结合蛋白 A，间接酶联免疫吸附试验，抗体检测，建立与应用 
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Abstract: [Background] Haemophilus parasuis (HPS) is the pathogen of Glässer’s disease. Antibiotic 
therapy and vaccination are not obvious for the prevention and control of the disease, it is particularly 
important to establish a rapid and accurate antibody detection method. [Objective] Using the expression 
and purified transferrin-binding protein (TbpA) of HPS to establish an indirect enzyme-linked immuno 
sorbent assay (ELISA) method for detecting HPS antibodies. [Methods] The tbpA gene of HPS was cloned 
and connected pET-SUMO prokaryotic expression vector. After identification by PCR, double enzyme 
digestion and sequencing, the positive recombinant plasmid was transformed into the receptor bacteria 
Escherichia coli Rosetta(DE3), and the expression was induced by IPTG, and the expression products were 
identified by SDS-PAGE and Western Blot. Using purified TbpA as coating antigen, the indirect ELISA 
method for detecting HPS antibody was established through the optimization of a series of reaction 
conditions, and its clinical application and evaluation were carried out. [Results] The optimum reaction 
conditions of this method were as follows: 5 μg/mL, 4 °C overnight concentration of coated antigen; 5% 
skim milk powder sealed at 37 °C for 2 h; The dilution of serum was 1:1 600, 37 °C incubation 45 min; 
The dilution of HRP was 1:5 000, 37 °C action 30 min; The optimal reaction time of TMB was 5 min. This 
method can specifically detect the HPS antibody. The positive serum is still positive after 1:12 800 
dilution, but no cross-reactivity with other porcine pathogen positive serum. The coefficient of variation 
between in the batch and batches all less than 6%. The total coincidence rates of this method were 90.00%, 
86.67% and 90.00% compared with the commercial ELISA kit and Western Blot, whole bacterial for 
indirect ELISA, among which the positive coincidence rates were 90.38%, 88.46%, 92.00%, and the 
negative coincidence rates were 87.50%, 75.00% and 80.00%, respectively. The positive rate of immune 
antibody was 80%, and the positive rate of infection antibody was 19.50%. [Conclusion] This study based 
on the recombinant TbpA established indirect ELISA detection method for HPS antibodies with good 
specificity, sensitivity and repeatability, as well as the reliability of clinical applications, provides a 
technical means for HPS immune surveillance and epidemiological investigation. 

Keywords: Haemophilus parasuis, transferrin-binding proteins A, indirect ELISA, antibody detection, 
establishment and application 
 

猪革拉瑟氏病(Glässer’s Disease)是由副猪嗜

血杆菌(Haemophilus parasuis，HPS)引起的以多

发性浆膜炎、关节炎、脑膜炎为主要临床特征的

一种高发病率和病死率的细菌性传染病[1]。该病

近年来呈流行上升趋势，而且影响猪生产的各个

阶段，给养猪业带来了严重的损失。在当前全面

开展减抗、限抗并逐步朝向禁抗的大趋势下，疫

苗 接 种 无 疑 是 防 控 猪 革 拉 瑟 氏 病 的 最 有 效 措   

施[2]。然而，疫苗的合理选择及其免疫效果的科

学评价是有效预防该病以提高生产效益的重要环

节。抗体检测不仅能掌握猪群中 HPS 免疫抗体的

消长情况和评估疫苗免疫的效果，而且有助于对

未经疫苗免疫的猪群进行 HPS 感染的调查和诊

断。因此，建立和应用一种快速、敏感且特异的
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检测不同血清型 HPS 抗体的方法意义显著。目前

检 测 HPS 抗 体 的 方 法 主 要 有 补 体 结 合 试 验

(Complement Fixation，CF)、间接血凝试验(Indirect 

Hemagglutination Test，IHA)及酶联免疫吸附试验

(Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay，ELISA)。

CF 和 IHA 虽有较好的特异性和敏感性，但由于参

与 CF 中的成分多、影响因素复杂，IHA 操作步骤

繁琐、稳定性差、成本耗费较高，从而阻碍了两

者在临床上的推广应用；然而间接 ELISA 抗体检

测方法具有操作简便、成本低、快速灵敏等优

点，所以在临床上普遍使用[3]。 

转铁结合蛋白(Transferrin-Binding Proteins，

Tbp)是 HPS 的主要毒力因子之一，包括 TbpA 和

TbpB 这 2 种多肽结构[4]，可特异性结合宿主的转

铁蛋白，为细菌的生长提供必需的铁离子。其

中，编码 TbpA 的 tbpA 基因被证实存在于 15 种血

清型 HPS 标准菌株和临床分离株中[5]，不仅具有

良好的免疫原性和反应原性，而且针对同源菌及

不同血清型菌株的攻毒均能提供良好的免疫保护

力及较好的交互免疫力[6]。本研究将临床分离的

HPS (4 型 ) tbpA 基 因 克 隆 到 原 核 表 达 载 体

pET-SUMO 构建重组质粒 pET-SUMO-tbpA，经诱

导表达、纯化及鉴定，以 TbpA 蛋白作为包被抗

原建立检测不同血清型 HPS 抗体的间接 ELISA 方

法，以期为猪群的 HPS 免疫监测和流行病学调查

提供一种可靠的技术手段。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、载体和血清及培养基 

HPS 血清型 4 型安徽分离株(HPS-BZ)、大

肠杆菌(Escherichia coli) Rosetta 菌株和原核表达

载体 PET-SUMO，安徽农业大学动物传染病实验

室分离鉴定和保存；HPS 阴性血清、阳性血清和

传 染 性 胸 膜 肺 炎 放 线 杆 菌 (Actinobacillus 

pleuropneumoniae，APP)阳性血清，郑州百基生物科

技有限公司；猪链球菌(Streptococcus suis，SS)、猪

丹 毒 杆 菌 (Erysipelothrix rhusiopathiaes ， ER) 和    

E. coli 阳性血清，马鞍山史记动物健康管理有限公

司惠赠；猪圆环病毒 2 型(Porcine circovirus 2，

PCV2)、猪伪狂犬病毒(Pseudorabies Virus，PRV)、

猪瘟病毒(Classical Swine Fever Virus，CSFV)、猪

繁 殖与呼 吸综 合症病 毒 (Porcinereproductive and 

Respiratory Syndrome Virus，PRRSV)阳性血清均

来自 IDEXX 公司相应的 ELISA 检测试剂盒；临床

检测应用的猪血清样品(已经和未经 HPS 免疫)均采

自安徽地区部分猪场；LB 肉汤，绍兴天恒生物科

技有限公司。 

1.2  主要试剂和仪器 

牛血清蛋白(BSA)、新生小牛血清、3,3′,5,5′-

四甲基联苯胺(TMB)显色液、二氨基联苯胺(DAB)

显色液、限制性内切酶 Sfo I 和 Xho I、T4 DNA 连

接酶、180 kD 蛋白 Marker，生工生物工程(上海)

股份有限公司；脱脂奶粉、HRP 标记羊抗猪 IgG

抗体，Sigma 公司；酶标板，Corning 公司；HPS

商品化 ELISA 试剂盒，上海酶联生物科技有限公

司。恒温振荡培养箱，上海福玛实验设备有限公

司；蛋白电泳仪、半干转印仪，Bio-Rad 公司。 

1.3  目的蛋白的表达、纯化与鉴定 

1.3.1  引物的合成 

参照 GenBank 中登录的 HPS SH0165 株 tbpA

的全基因序列(登录号为 7277767)设计一对特异性

引物，预期扩增片段为 2 700 bp，引物由南京金

斯瑞生物科技有限公司合成。引物序列为：上游

引 物 ： 5′-GGCATGAAAAATAAATTAAATCTTAT 

TAGCC-3′；下游引物：5′-CCGCTCGAGTTAGAA 

CTTCATCTCTACTGAAAGGA-3′。 

1.3.2  目的片段的扩增及重组质粒的构建 

采用煮沸法提取 HPS 基因组 DNA 作为模板进

行 PCR 扩增。PCR 反应体系：2×Taq PCR Master 

Mix 10 µL，上、下游引物(20 µmol/L)各 1 µL，

ddH2O 6 µL，模板 DNA 2 µL。PCR 反应条件：

94 °C 3 min；94 °C 30 s，56 °C 30 s，72 °C 90 s，

35 个循环；72 °C 5 min。反应结束后，将 PCR 产

物于 1.0%琼脂糖凝胶进行电泳，并用 DNA 凝胶
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回收试剂盒对目的片段进行回收纯化。用 Xho I 和

Sfo I 对回收的 tbpA 基因片段和 pET-SUMO 载体进

行双酶切后经琼脂糖凝胶电泳回收，两者用 T4 

DNA 连接酶于 16 °C 连接过夜，将连接产物转化

入 E. coli DH5α 感受态细胞，涂布于含 100 mg/L 

Amp 的 LB 平板，经 PCR 鉴定为阳性的重组质粒

送往安徽通用生物系统有限公司测序。 

1.3.3  TbpA 蛋白的表达及纯化 

将 PCR 鉴 定 和 测 序 正 确 的 阳 性 重 组 质 粒

pET-SUMO-tbpA 转化至 E. coli Rosetta 感受态细

胞，挑取单菌落接种于 5 mL 含 50 μg/mL Amp 的

LB 液体培养基中，37 °C、120 r/min 振荡培养至

菌 液 OD650 为 0.6−0.8 ， 加 入 IPTG 诱 导 剂 ，

20 °C、180 r/min 诱导表达 10 h。将诱导后菌液于

4 °C、12 000 r/min 离心 10 min，弃上清，收集菌

体沉淀，经细胞裂解液重悬后，在冰水浴条件

下，利用超声波细胞破碎仪(功率 1 500 W，超声 

4 s，间歇 4 s)破碎菌体 30 min，将破碎产物于

4 °C、12 000 r/min 离心 10 min，收集沉淀即为包

涵体。将包涵体复性后利用 Ni-His-Resin 纯化蛋

白，最后用 500 mmol/L 咪唑洗脱目的蛋白，通过

SDS-PAGE 鉴定蛋白表达及纯化结果。 

1.3.4  TbpA 蛋白的 Western Blot 鉴定 

将纯化后的重组 TbpA 蛋白经 SDS-PAGE 后转

印到硝酸纤维素膜上，采用 5%脱脂奶粉的封闭液

于 4 °C 封闭 12 h，以 HPS 阳性血清(1:500 稀释)

为一抗，37 °C、40 r/min 作用 1 h，PBST 洗膜后

用羊抗猪 IgG-HRP (1:5 000 稀释)为二抗，同样条

件下作用 1 h，洗膜后在二氨基联苯胺显色溶液中

显色，当出现目的条带后立即用蒸馏水冲洗以终止

反应。 

1.4  TbpA 蛋白间接 ELISA 抗体检测方法的  

建立 

1.4.1  间接 ELISA 操作步骤 

将包被液稀释后的 TbpA 蛋白以 100 μL/孔包

被酶标板，4 °C 孵育 12 h，弃去包被液；PBST 洗

涤后(洗板 3 次，每次加入洗涤液 200 μL，振荡  

3 min)，每孔加入 200 μL 2% BSA 封闭液，37 °C

封闭 2 h 后 PBST 洗涤；每孔加入 100 μL 稀释后

猪血清(1:3 200 稀释)，并设立 HPS 抗体阴性的猪

血清作为阴性对照，37 °C 作用 1 h，PBST 洗涤；

每孔加入 100 μL 羊抗猪 IgG (1:10 000 稀释)，

37 °C 作用 1 h，PBST 洗涤；每孔加入 100 μL 

TMB 显色液，37 °C 避光显色 10 min；每孔加入

100 μL H2SO4 终止反应，于 450 nm 波长读取 OD

值并计算 P/N 值(P：待检血清 OD450 值；N：阴性

对照 OD450 值)。每种反应条件 3 个重复，取其平

均值，以阳性血清 OD450 值约为 1.0 且 P/N 值最大

的孔所对应的优化条件为最佳[7]。 

1.4.2  最佳抗原包被浓度和血清稀释度的确定 

采用方阵滴定法确定最佳抗原包被浓度和血

清稀释度。以 pH 9.6 的碳酸盐缓冲液将 TbpA 蛋白

稀释至终浓度分别为 16.0、8.0、4.0、2.0 μg/mL，

每孔 100 μL 包被 96 孔酶标板，4 °C 过夜。HPS

标准阴性血清和阳性血清均按 1:800、1:1 600、

1:3 200、1:6 400 倍稀释后进行方阵滴定试验，测

定 OD450，计算 P/N 值以确定最佳抗原包被浓度和

血清稀释度。 

1.4.3  最佳抗原包被条件的确定 

以最佳的抗原浓度进行包被，将包被条件分

成 5 种：37 °C 2 h+4 °C 过夜、37 °C 1 h+4 °C 过

夜、4 °C 过夜、37 °C 2 h 及 37 °C 1 h，分别按照

间接 ELISA 抗体检测方法的程序进行操作，测定

OD450，计算 P/N 值以确定最佳抗原包被条件。 

1.4.4  最佳封闭液及封闭时间的确定 

以最佳的抗原包被浓度和条件包被酶标板，

分别以 1% BSA、2% BSA、5%脱脂奶粉、5%胎

牛血清为封闭液，按照间接 ELISA 操作程序筛选

出最佳封闭液。将该封闭液分别于 37 °C 封闭 1、

2、3 h 后进行间接 ELISA 抗体检测，测定 OD450，

计算 P/N 值以确定最佳封闭时间。 

1.4.5  最佳血清作用时间的确定 

按照确定好的最佳条件依次进行包被、封

闭、加入血清，分别在 37 °C 作用 30、45、60、
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75 min 后 进 行 间 接 ELISA 抗 体 检 测 ， 测 定

OD450，计算 P/N 值以确定最佳血清作用时间。   

1.4.6  最佳酶标二抗浓度及作用时间的确定 

加入血清后，将羊抗猪 IgG-HRP 分别进行 

1:5 000、1:10 000、1:15 000 稀释后进行间接

ELISA 检测。确定最佳酶标二抗浓度后于 37 °C 分

别孵育 30、45、60、75 min，按照间接 ELISA 方

法步骤进行抗体检测，测定 OD450，计算 P/N 值以

确定最佳酶标二抗作用时间。 

1.4.7  最佳显色时间的确定 

按照筛选的最佳条件进行间接 ELISA 抗体检

测，加入 TMB 显色液后分别于 37 °C 避光显色

5、10、15 min，测定 OD450，计算 P/N 值以确定

最佳显色时间。 

1.4.8  临界值的确定 

按照上述优化的方法检测 30 份已知 HPS 抗体

阴性血清，测定其 OD450 值，计算平均值 X 和标准

方差 SD，以 OD450< X +2SD 作为阴性判定标准，

OD450> X +3SD 作为阳性判定标准，介于两者之间

者则判为可疑。 

1.5  特异性试验 

采 用 优 化 的 方 法 检 测 ER 、 E. coli 、 SS 、

APP、PCV2、PRV、CSFV、PRRSV 阳性血清，

同时设立 HPS 标准阳性血清和阴性血清作对照，

以评估该方法的特异性。 

1.6  敏感性试验 

将 HPS 标准阳性血清用 PBST 按照 1:200、

1:400、1:800…1:102 400 稀释，利用优化的方法

与商品化 ELISA 试剂盒进行抗体滴度的检测比

较，以评估该方法的敏感性。 

1.7  重复性试验 

取 4 份 HPS 阳性血清和 1 份 HPS 阴性血清样

品，用同一批次表达纯化的 HPS 重组 TbpA 蛋白

包被酶标板，对这 5 份血清样品进行 ELISA 检

测，每份样品重复 3 次操作，结果进行统计学分

析，以检测批内重复性；相同条件下，使用 3 个

不同批次包被的酶标板分别检测以上 5 份血清样

品，结果进行统计学分析，以检测批间重复性。 

1.8  符合率试验 

应用建立的方法(代号为 TbpA-ELISA)对 60 份

经 HPS 疫苗接种的猪血清样品进行免疫抗体检

测，并与全菌体包被间接 ELISA 抗体检测方法(代

号为全菌体-ELISA)、HPS 商品化抗体检测 ELISA

试剂盒、Western Blot 作平行比较，计算符合率以

考察该方法的可靠性。符合率=(阳性结果相同样

本数+阴性结果相同样本数)/总样本数×100%。 

1.9  临床猪血清样品的感染抗体检测 

利用 TbpA-ELISA 对安徽 10 个地市 600 份未

经 HPS 疫苗接种的猪血清样品进行感染抗体检

测，以验证该方法的应用性。通过 SPSS 20.0 软件

对数据结果进行统计学分析。 

2  结果与分析 

2.1  tbpA 基因扩增产物 

以 HPS-BZ 菌株基因组 DNA 为模板对其 tbpA

基因进行 PCR 扩增和琼脂糖凝胶电泳检测，得到

与预期片段大小(2 700 bp)相符的产物(图 1)。 

2.2  重组表达质粒 pET-SUMO-tbpA 的 PCR 

鉴定 

重组阳性质粒 pET-SUMO-tbpA 经 PCR 鉴定可

得到 2 700 bp 的目的片段(图 2)，符合预期大小。 

 

 
 

图 1  tbpA 基因的 PCR 扩增结果 
Figure 1  The result of PCR amplification of tbpA gene 
注：M：DL5000 DNA Marker；1：tbpA 基因 PCR 扩增产物；

2：阴性对照 

Note: M: DL5000 DNA Marker; 1: The PCR product of tbpA 
gene; 2: Negative control 
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2.3  TbpA 蛋白的 SDS-PAGE 鉴定 

对表达及纯化后的 TbpA 蛋白经 SDS-PAGE

电泳，在 110 kD 处出现目的条带(图 3)。 

2.4  TbpA 蛋白的 Western Blot 鉴定 

对纯化后的 TbpA 蛋白进行 Western Blot 鉴

定，同样在 110 kD 处出现特异性条带(图 4)，证实

该蛋白具有良好的反应原性。 

 

 
 
图 2  pET-SUMO-tbpA 的 PCR 鉴定结果 
Figure 2  The result of PCR identification of 
pET-SUMO-tbpA 
注：M：DL10000 DNA Marker；1−3：pET-SUMO-tbpA 的 PCR

扩增产物 

Note: M: DL10000 DNA Marker; 1−3: The PCR product of 
pET-SUMO-tbpA 

 

 
 
图 3  TbpA 蛋白的表达及纯化产物的 SDS-PAGE 鉴定

结果 
Figure 3  The result of SDS-PAGE analysis of the 
expressed and purified of TbpA protein 
注：M：DL180 蛋白 Marker；1：HPS 重组 TbpA 表达产物；

2：HPS 重组 TbpA 变性产物；3：HPS 重组 TbpA 复性产物；

4：HPS 重组 TbpA 纯化产物  

Note: M: DL180 Protein Marker; 1: HPS recombinant TbpA 
expression product; 2: HPS recombination TbpA denaturation; 3: 
HPS recombination TbpA complex product; 4: HPS recombinant 
TbpA purified product 

2.5  TbpA 蛋白间接 ELISA 抗体检测方法的 

建立 

2.5.1  最佳抗原包被浓度和血清稀释度的确定 

表 1 结果显示，当重组 TbpA 蛋白的包被浓度

为 5 μg/mL、血清稀释度为 1:1 600 时，阳性血清

OD450值接近 1.0 且 P/N 值最大。因此，确定最佳抗

原包被浓度为 5 μg/mL，血清稀释度为 1:1 600。 

 

 
 
图 4  TbpA 蛋白的 Western Blot 鉴定结果 
Figure 4  The result of Western Blot identification of 
TbpA protein 
注：M：DL180 蛋白 Marker；1：HPS 重组 TbpA 

Note: M: DL180 Protein Marker; 1: HPS recombinant TbpA 

 
表 1  最佳抗原包被浓度和血清稀释度的优化结果 
Table 1  The optimized results of optimal coating 
concentration of antigen and dilution of serum 

抗原包被浓度 

Coating 
concentration of 
antigen (μg/mL)

指标 

Index 

血清稀释度  

Serum dilutions 
1:800 1:1 600 1:3 200 1:6 400

7 + 0.81 0.78 0.31 0.25 

− 0.08 0.08 0.07 0.07 

P/N 10.13 9.75 4.43 3.57 

6 + 0.82 0.77 0.41 0.26 

− 0.08 0.08 0.07 0.07 

P/N 10.25 9.63 5.86 3.71 

5 + 1.15 1.08 0.71 0.52 

− 0.08 0.07 0.08 0.07 

P/N 14.38 15.43 8.88 7.43 

4 + 0.89 0.73 0.49 0.36 

− 0.08 0.08 0.08 0.08 

P/N 11.13 9.13 6.13 4.26 

注：+：阳性血清 OD450 值；−：阴性血清 OD450 值。下同 

Note: +: The positive serum OD450 value; −: The negative serum 
OD450 value. The same below 
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2.5.2  最佳抗原包被条件的确定 

表 2 结果显示，当采用 4 °C 包被过夜时，阳

性血清 OD450 值接近 1.0，P/N 值最大。因此，确

定最佳包被条件为 4 °C 过夜。 

2.5.3  最佳封闭液种类及封闭时间的确定 

表 3 和表 4 结果显示，当采用 5%的脱脂奶粉

于 37 °C 封闭 2 h 时，阳性血清 OD450 值接近 1.0，

P/N 值最大。因此，确定最佳封闭液为 5%脱脂奶

粉，封闭时间为 37 °C 2 h。 

2.5.4  最佳血清作用时间的确定 

表 5 结果显示，当血清于 37 °C 作用 45 min

时，阳性血清 OD450 值接近 1.0，P/N 值最大。因

此，确定最佳血清作用时间为 37 °C 条件下 45 min。 

 
表 2  最佳抗原包被条件的优化结果 
Table 2  The optimized result of optimal coating condition 
of antigen  

抗原包被条件 

The coating condition of antigen 

+ − P/N 

37 °C 2 h+4 °C 过夜 

37 °C 2 h+4 °C Stay overnight 

1.25 0.12 10.42 

37 °C 1 h+4 °C 过夜 

37 °C 1 h+4 °C Stay overnight 

1.20 0.12 10.00 

4 °C 过夜 

4 °C Stay overnight 

1.11 0.10 11.58 

37 °C 2 h 0.83 0.10 8.30 
37 °C 1 h 0.75 0.10 7.50 

 
表 3  最佳封闭液的优化结果 
Table 3  The optimized result of optimal blocking 
solution 

封闭液种类 

Blocking solutions 

+ − P/N 

1% BSA 2.40 0.14 17.62 
2% BSA 2.39 0.14 17.50 

5%脱脂奶粉 

5% Skimmed milk powder 

2.25 0.10 22.25 

5%胎牛血清 

5% Fetal bovine serum 

2.17 0.14 15.50 

 
表 4  最佳封闭时间的优化结果 
Table 4  The optimized result of optimal blocking time  

封闭时间 

Blocking time 

+ − P/N 

37 °C 1 h 0.91 0.09 10.11 
37 °C 2 h 1.01 0.08 12.22 
37 °C 3 h 1.02 0.09 10.89 

2.5.5  最佳酶标二抗稀释度及作用时间的确定 

表 6 和表 7 结果显示，当酶标二抗以 1:5 000

稀释、37 °C 作用 30 min 时，阳性血清 OD450 值接

近 1.0，P/N 值最大。因此，确定最佳酶标二抗稀

释度为 1:5 000，作用时间为 37 °C 30 min。 

2.5.6  最佳显色时间的确定 

表 8 结果显示：当 37 °C 避光显色 5 min 时，

阳性血清 OD450 值接近 1.0，P/N 值最大。因此，

确定最佳显色时间为 37 °C 条件下 10 min。 

2.5.7  临界值的确定 

利用建立的 TbpA-ELISA 统计 30 份阴性血

清 OD450 值。计算平均值 0.13X  ，标准方差

SD=0.03，阳性临界值 3 0.22X SD  ，阴性临界值

2 0.19X SD  。即当血清样品的 OD450 值>0.22 

 
表 5  最佳血清作用时间的优化结果 
Table 5  The optimized result of optimal reaction time of 
serum 

血清作用时间 

Reaction time of serum 

+ − P/N 

37 °C 30 min 0.68 0.07 9.71 

37 °C 45 min 1.00 0.07 14.29 

37 °C 60 min 1.06 0.08 13.25 

37 °C 75 min 0.89 0.08 11.13 

 
表 6  最佳酶标二抗稀释度的优化结果 
Table 6  The optimized result of optimal dilution of 
goat-anti-swine IgG-HRP 

指标 

Index 

羊抗猪 IgG-HRP 

Goat anti-swine IgG-HRP 
1:5 000 1:10 000 1:15 000 

+ 1.50 1.25 0.93 

− 0.08 0.10 0.09 

P/N 18.65 12.20 9.79 

 
表 7  最佳酶标二抗作用时间的优化结果 
Table 7  The optimized result of optimal reaction time of 
goat anti-swine IgG-HRP 

羊抗猪 IgG-HRP 作用时间 

Reaction time of goat anti-swine 
IgG-HRP 

+ − P/N 

37 °C 30 min 1.17 0.09 11.70 

37 °C 45 min 1.28 0.11 11.46 

37 °C 60 min 1.25 0.11 11.36 

37 °C 75 min 0.93 0.11 8.39 
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为阳性，OD450 值<0.19 则为阴性，介于两者之间

为可疑。 

2.6  特异性试验 

表 9 结果显示，用建立的 TbpA-ELISA 检测

ER、APP、SS、E. coli、PCV2、PRV、CSFV，

PRRSV 阳性血清的 OD450 值均小于 0.19，而且 HPS

阴性、阳性血清对照均成立。表明该方法与常见

病原阳性血清无交叉反应，具有良好的特异性。 

2.7  敏感性试验 

表 10 结果显示，建立的 TbpA-ELISA 和商品

化 ELISA 试 剂 盒 均 能 检 测 到 最 高 稀 释 度 为    

1:12 800 的 HPS 阳性血清，具有相同的敏感性。 

2.8  重复性试验 

表 11 结果显示，批内变异系数均小于 10% 

(2.63%−9.56%) ， 批 间 变 异 系 数 均 小 于 6% 

(2.35%−5.56%)。批内及批间重复试验的结果表明

建立的 TbpA-ELISA 具有良好的重复性。 
 

表 8  最佳显色时间的优化结果 
Table 8  The optimized result of optimal reaction time of 
substrate 

指标 

Index 

显色时间 

Reaction time of substrate 
37 °C 5 min 37 °C 10 min 37 °C 15 min 

+ 1.01 0.91 0.89 

− 0.08 0.09 0.09 

P/N 12.22 10.11 9.89 

 

表 9  特异性试验结果 
Table 9  Result of the specificity test  

血清 

Serum 

OD450 结果 

Result 
ER 0.14 − 

E. coli 0.15 − 

SS 0.13 − 

APP 0.17 − 

PCV2 0.16 − 

CSFV 0.06 − 

PRRSV 0.13 − 

PRV 0.09 − 

HPS(+) 1.09 + 

HPS(–) 0.08 − 

注：+：阳性；−：阴性 

Note: +: Positive; −: Negative 

表 10  敏感性试验结果(与商品化 ELISA 试剂盒相比) 
Table 10  Result of sensitivity assay (compared to 
commercial ELISA kit) 

HPS 阳性血清稀释度

HPS positive serum 
dilution 

TbpA-ELISA 商品化 ELISA 试剂盒

Commercial ELISA kit

1:200 + + 
1:400 + + 
1:800 + + 
1:1 600 + + 
1:3 200 + + 
1:6 400 + + 
1:12 800 + + 
1:25 600 − − 
1:51 200 − − 
1:102 400 − − 

注：+：阳性；–：阴性 

Note: +: Positive; –: Negative 

 
表 11  重复性试验结果 
Table 11  Result of the repeatability test  

血清
编号
Serum 

No. 

批内重复  

Intra-bath repeatability 

批间重复  

Inter-bath repeatability 

平均值
X  

标准方差
SD 

变异系数 

CV (%) 

平均值
X  

标准方差
SD 

变异系数
CV (%) 

1 2.51 0.24 9.56 2.13 0.05 2.35 
2 2.41 0.21 8.71 2.14 0.09 4.21 
3 2.47 0.16 6.48 2.30 0.06 2.61 
4 2.28 0.06 2.63 2.28 0.06 2.63 
5 0.12 0.01 8.33 0.18 0.01 5.56 

 
2.9  符合率试验 

表 12−14 结果显示，在 60 份已经 HPS 免疫的

猪血清样品中，TbpA-ELISA 检测出 48 份 HPS 阳

性血清，免疫抗体阳性率为 80.00%。然而全菌

体-ELISA、商品化 ELISA 试剂盒和 Western Blot

检测出 HPS 阳性血清分别为 52、52 和 50 份，与

该 方 法 的 总 符 合 率 分 别 为 90.00% 、 86.67% 和

90.00%，其中阳性符合率分别为 90.38%、88.46%

和 92.00%，阴性符合率分别为 87.50%、75.00%和

80.00%，均具有较高的一致性。 

2.10  临床猪血清样品的感染抗体检测 

表 15 结果显示，在 600 份未经 HPS 免疫的

猪血清样品中，TbpA-ELISA 检出 117 份 HPS 阳

性血清，感染率为 8.33%−43.33%，平均感染率

为 19.50%。 
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表 12  TbpA-ELISA 与全菌体-ELISA 检测结果比较 
Table 12  The results of TbpA-ELISA compared with 
whole cell-ELISA 

项目 

Item 

阳性数 

Positive 

阴性数 

Negative

总数

Total

TbpA-ELISA 48 12 60 

全菌体-ELISA Whole cell-ELISA 52 8 60 

符合数 Coincidence number 47 7 54 

符合率 Coincidence rate (%) 90.00 

 
表 13  TbpA-ELISA 与商品化 ELISA 试剂盒鉴定结果

比较 
Table 13  The results of TbpA-ELISA compared with 
commercial ELISA Kit  

项目 

Item 

阳性数 

Positive 

阴性数 

Negative 

总数

Total
TbpA-ELISA 48 12 60 

商品化 ELISA 试剂盒 

Commercial ELISA Kit 

52 8 60 

符合数 Coincidence number 46 6 52 

符合率 Coincidence rate (%) 86.67 

 
表 14  TbpA-ELISA 与 Western Blot 鉴定结果比较 
Table 14  The results of TbpA-ELISA compared with 
Western Blot  

项目 

Item 

阳性数 

Positive 

阴性数 

Negative 

总数

Total

TbpA-ELISA 48 12 60 

Western Blott 50 10 60 

符合数 Coincidence number 46 8 54 

符合率 Coincidence rate (%) 90.00 

 
卡方检验结果显示，芜湖、池州两地与马鞍

山、合肥、六安、安庆、蚌埠、阜阳、亳州、淮

南 8 个地区之间 HPS 感染率差异显著(P<0.05)；马

鞍山与芜湖、池州、蚌埠、阜阳、淮南 5 个地区

存在显著性差异(P<0.05)，而与合肥、六安、安

庆、亳州 4 个地区之间 HPS 感染率差异不显著

(P>0.05)；淮南与芜湖、马鞍山、池州、安庆 4 个

地 区 存 在 显 著 性 差 异 (P<0.05) ， 但 与 合 肥 、 六

安、蚌埠、阜阳、亳州 5 个地区之间 HPS 感染率

差异不显著(P>0.05)。表明安徽 10 个地区均存在

不同程度的 HPS 感染，其中芜湖和池州两地感染

率最高。 

表 15  安徽 10 个地区 HPS 感染抗体的检测结果 
Table 15  Detection results of HPS infection antibody in 
10 cities of Anhui 

地市 

Cities 

样品数(份)

No. of 
samples 
(portion) 

阳性数(份) 

No. of positive 
samples 
(portion) 

阴性数(份) 

No. of negative 
samples 
(portion) 

感染率 

Infection 
rate (%)

芜湖 

Wuhu 

60 26 34 43.33a 

池州 

Chizhou

60 24 36 40.00a 

马鞍山 

Maanshan

60 12 48 20.00b 

安庆 

Anqing 

60 11 49 18.33bc

六安 

Lu’an 

60 9 51 15.00bcd

合肥 

Hefei 

60 8 52 13.33bcd

亳州 

Bozhou

60 8 52 13.33bcd

阜阳 

Fuyang 

60 7 53 11.67cd

蚌埠 

Bengbu

60 7 53 11.67cd

淮南 

Huainan

60 5 55 8.33d 

总计 

Total 

600 117 483 19.50 

注：感染率(%)=阳性样品检出数/血清样品数×100；同列相同

小写字母表示差异不显著(P>0.05)；同列小写字母不同时表示

差异显著(P<0.05) 

Note: The infection rate (%)=The number of positive samples/ 
Serum samples×100; The difference was not significant (P>0.05) 
when the shoulder scale was the same; The difference was 
significant when the shoulder scale was different (P<0.05) 
 

3  讨论与结论 

选择合适的包被抗原是建立间接 ELISA 抗体

检测方法的关键。采用全菌体[8]、超声波破碎的

HPS 菌体上清液[9]等作为包被抗原，建立的检测

HPS 抗体的间接 ELISA 方法尽管均获得了较好的

临床检测效果，但这些抗原成分复杂，可能干扰

结果的稳定性，而且具有一定的散毒危险。相

反，选用抗原成分单一且安全性较好的 HPS 蛋白

包被建立的间接 ELISA 抗体检测方法，不仅特异

性强、灵敏性高、重复性良好，而且对于临床
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HPS 抗 体 检 测 效 果 显 著 ， 诸 如 OMP5[10] 、

OMP2[11] 、 OMP16[12] 、 OppA[13] 、 YfeA[14] 、

CdtC[15]、CdtB[16]、MSD[17]等。本研究采用的包

被抗原为 TbpA 蛋白，经镍柱亲和层析纯化后具

有较高的纯度，避免了其他杂蛋白干扰检测结果

的准确度。相较于上述 HPS 蛋白，TbpA 作为 HPS

的主要毒力因子之一，存在于 15 种血清型 HPS 标

准菌株和临床分离株中[5]，为 HPS 提供生长必需

的铁离子。同时，本实验室前期对豚鼠和猪的免

疫保护试验结果显示，HPS 的 TbpA 蛋白不仅具

有良好的免疫原性和反应原性，而且能诱导机体

对同源菌和不同血清型菌株的攻毒产生良好的免

疫保护力和较好的交互免疫性[6]，从而为建立检

测不同血清型 HPS 抗体的间接 ELISA 方法奠定了

基础。目前，在利用 HPS 相关基因表达蛋白建立

间接 ELISA 抗体检测方法的研究报道中，常采用

流行血清型的 HPS。因此，本研究以国内外大多

数地区主要流行的 HPS 血清型 4 型 TbpA 蛋白为

包被抗原，通过对抗原浓度、血清、酶标二抗稀

释度及反应时间等条件进行优化，建立检测 HPS

抗体的间接 ELISA 方法(TbpA-ELISA)。该方法可

特异性检测 HPS 抗体，阳性血清稀释至 1:12 800

仍可检出，与其他猪病原阳性血清均无交叉反

应，批内及批间变异系数均小于 10.00%，表明其

具有敏感性高、特异性强、重复性好等优点，可

进一步进行临床 HPS 抗体检测的应用。 

本研究对已经和未经 HPS 免疫的猪血清样品

进行抗体检测的结果表明，HPS 免疫抗体阳性检

出率为 80.00%，与全菌体-ELISA、商品化 ELISA

试剂盒及 Western Blot 检测结果的总符合率分别为

90.00%、86.67%和 90.00%，阳性符合率分别为

90.38%、88.46%和 92.00%，阴性符合率分别为

87.50%、75.00%和 80.00%，均一性较高；HPS 感

染抗体阳性检出率为 19.50%，安徽各地区均有不

同程度的 HPS 感染现象，特别是芜湖、池州两地

感染率最高，其原因可能是猪群在外界因素如长

途运输、气候骤变、饲养管理不当等刺激下出现

内源性感染，或是由于带菌猪的引入以及目前大

部分猪场存在猪繁殖与呼吸障碍综合征和猪圆环

病毒病等免疫抑制性疾病的流行导致猪群的免疫

力下降，从而引起 HPS 的继发感染。 

综上所述，本研究以重组表达的 TbpA 蛋白

为包被抗原，成功建立了特异性强、敏感性高、

重复性好的检测 HPS 抗体的间接 ELISA 方法，应

用建立的方法对已经和未经 HPS 免疫的猪血清样

品进行抗体检测，确证了该方法可用于临床 HPS

抗体检测和流行病学调查。 
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