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摘 要：猪巨细胞病毒(PCMV)是引起新生仔猪死亡、鼻炎、肺炎和生长速度减缓的重要病原之一，我国尚

无有效的诊断方法。为建立检测 PCMV 的 ELISA 方法，本研究以重组 PCMV 囊膜糖蛋白 B (gB 蛋白)为包被抗

原，优化反应条件：抗原包被量 0.4 μg/mL，待检血清稀释度 1∶100，37℃包被 2 h 后 4 ℃过夜，5 %脱脂乳 37 ℃

封闭 2 h，二抗 1∶10 000 稀释，37 ℃作用 2 h，抗体临界值为 S/P≥0.354 判为阳性，S/P≤0.295 判为阴性，介于

二者之间为可疑，建立了 PCMV 抗体间接 ELISA 检测方法。与猪瘟、猪伪狂犬病、猪附红细胞体病、副猪嗜血

杆菌及猪圆环病毒 2 型等血清抗体无交叉反应，批间和批内重复性较好，对江苏省 259 份仔猪血清样品进行检

测，抗体阳性率达 56.76 %，从而为 PCMV 检测和流行病学调查提供了有效方法。
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Development of an indirect ELISA for detecting antibodies to
porcine cytomegalovirus with gB as coating antigen
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Abstract: Porcine cytomegalovirus (PCMV) was one of the agents causing fetal and piglet deaths, runting, rhinitis, and

pneumonia, as well as poor live weight gain. To establish the diagnostic method, an indirect ELSA was established for detection of

the antibody against this virus by using recombinant gB protein as coating antigen expressed in E.coli. The optimized reaction

conditions were including: coating with 0.4 μg/mL antigen of PCMV gB at 37 ℃ for 2 hour and then overnight at 4 ℃, blocking

with 5% skim milk at 37 ℃ for 2 hours, incubating with the secondary antibody diluted in 1 ∶10,000 at 37 ℃ for 0.5 hour and

judging with the cutoff value of S/P ≥0.354. The assay was reproducibility and specific to PCMV antibody, but no reactions with

the positive serum to swine fever, pseudorabies, porcine reproductive and respiratory syndrome, porcine circovirus type 2 and

Haemophilus parasuis. Furthermore, a total 259 clinical serum samples collected from pig farms in Jiangsu province were detected

and the positive rate was 56.76%. These results indicated that this method could be used for PCMV epidemiological surveys and

diagnosis of PCMV infections in pigs.
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猪巨细胞病毒 (Porcine cytomegalovirus，PCMV)

属于疱疹病毒科 β 病毒亚科，可以引起新生仔猪死

亡、鼻炎、肺炎和生长速度减缓。该病毒在世界范

围内分布广泛，血清抗体阳性率很高。PCMV 抑制

宿主的免疫功能和防御机制，尤其是抑制 T 细胞功

能，继发其他病菌感染。此外，猪被认为是异种器

官移植的良好供体，PCMV 在器官移植中备受关注[1-3]，

非人类的灵长类动物受体器官中曾检测到 PCMV[4]。
因此，建立一种灵敏、快速的 PCMV 检测方法十分

必要。本研究对 PCM 的糖蛋白 B(gB)进行原核表达

作为包被抗原，建立了检测 PCMV 血清抗体的间接

ELISA 方法，为血清抗体的流行病学检测奠定基础。

1 材料和方法

1.1 主 要 试 验 材 料 重 组 质 粒 pET32a-gB、鼠 抗

PCMV gB 血清、30 份 PCMV 标准阴性血清、猪繁

殖 与 呼 吸 综 合 征 病 毒 (PRRSV)、猪 圆 环 病 毒 2 型

(PCV2)、猪附红细胞体病(M.suis)、副猪嗜血杆菌病

(HPs)血清抗体由本实验室制备保存；PCMV 阳性血

清由本实验室采用 PCMV 接种仔猪制备；猪瘟病毒

(CSFV) 和 猪 伪 狂 犬 病 病 毒 (PRV) 抗 血 清 来 源 于

IDEXX ELISA 试剂盒；蛋白 Marker 购 自 Invitrogen

公司；ELISA 板购自 JetBiofil 公司；酶标记葡萄球

菌 A 蛋白(HRP-SPA)购自博士德生物工程有限公司；

TMB 购自南京博全生物工程有限公司。
1.2 重组蛋白的诱导表达与纯化 将已构建的重组

质粒 pET32a-gB 和空质粒分别转化受体菌 BL21 内

诱导表达，表达产物按说明书采用 His Bind Kit 过

柱法纯化，通过 western blot 对重组蛋白进行鉴定。
1.3 ELISA 反应条件的优化

1.3.1 抗原包被浓度和待检血清最佳稀释倍数的确

定 将纯化的 PCMV gB 蛋白稀释至终浓度 0.1μg/mL、
0.2 μg/mL、 0.4 μg/mL、 0.6 μg/mL、 0.8 μg/mL 和

1.0 μg/mL，100 μL/ 孔进行包被。一抗设 1∶50、1∶100、
1∶200 和 1∶400 4 个稀释度做方阵试验确定最佳抗原

包被浓度和血清稀释度。
1.3.2 包被时间的优化 根据确定的包被浓度，分

别采用 4 ℃过夜、37 ℃ 2 h 后 4 ℃过夜、37 ℃ 2 h

进行包被，阴、阳性血清按照确定的稀释倍数进行

ELISA 测定，比较各组阴、阳性血清的 OD450nm 值和

P/N 值，选择适合的包被时间。

1.3.3 封闭条件的优化 根据确定的包被浓度和时

间 ，分 别 以 含 5 %脱 脂 乳 和 含 1 % BSA 的 PBST，

200 μL/ 孔进行封闭，封闭时间分别为：37 ℃ 1 h、
37 ℃ 2 h、37 ℃ 3 h，选择适合的封闭条件。
1.3.4 待检血清作用时间的优化 酶标板按照选择

的条件包被、封闭后，加入阴、阳性血清，37 ℃分

别作用 0.5 h、1 h、1.5 h，常规方法检测，选择适

合的血清作用时间。
1.3.5 酶标抗体工作浓度的优化 待检血清按照确

定的时间作用后，将酶标抗体分别进行 1 ∶10 000、
1 ∶15 000、1 ∶20 000 稀释，100 μL/ 孔，常规方法检

测，选择适合的酶标抗体工作浓度。
1.3.6 酶标抗体作用时间的优化 将酶标抗体按照

确定的稀释倍数加入酶标板后，37℃分别作用 0.5 h、
1 h、1.5 h，常规方法进行 ELISA 测定，选择适合

的酶标抗体工作浓度。
1.4 临界值的确定 取 30 份 PCMV 阴性猪血清，

按照已建立的检测方法进行 ELISA 测定，将得到的

数据进行统计学分析，得到 OD450nm 平均值 X 和标准

差 SD。根据统计学原理，OD450nm≥X+3SD 时，判为

阳性。OD450nm≤X+2SD 时，判为阴性，介于二者之

间者判为可疑。
1.5 特异性试验 按照建立的检测方法，分别对

CSFV、PRRSV、PRV、HPs、PCV2 和 M.suis 阳 性

血清进 行 检 测 ，每 份 血 清 重 复 检 测 两 个 孔 ，根 据

S/P 值判定其特异性。
1.6 敏感性试验 选取 8 份不同的 PCMV gB 阳性

血清和一份阴性血清，在稀释 100 倍的基础上分别

进行倍比稀释，检测所建立方法的敏感性。
1.7 重复性试验

1.7.1 批内重复试验 采用同一批次制备的抗原包

被 ELISA 板，取 5 份不同抗体水平的阳性血清和一

份标 准阴性血 清 ，在 同 一 批 试 验 中 进 行 ELISA 测

定，每份血清平行做 5 孔，结果进行统计学分析。
1.7.2 批间重复试验 采用不同时间制备的 3 批蛋

白包被 ELISA 板，取 5 份不同抗体水平的阳性血清

和 1 份阴性血清进行 ELISA 测定，每份血清平行做

2 孔，结果进行统计学分析。
1.8 临床血清样品检测 采用本实验建立的间接

ELISA 方法对 2011 年～2012 年江苏省 259 份仔猪血

清进行检测。
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表 3 江苏省不同地区仔猪血清样品间接 ELISA 检测结果
Table 3 Result of detecting serum samples of pigs from

Jiangsu province by indirect ELISA

2 结 果

2.1 重组蛋白的原核表达、纯化和鉴定 重组菌经

IPTG 诱导表达重组蛋白 gB，纯化后可见一条 39 ku

的目的蛋 白条带 (图 1A)。Western blot 鉴 定 结 果 显

示，该蛋白具有 PCVM 抗原特性(图 1B)。

2.2 间接 ELISA 工作条件的优化 经过优化确定

的最佳抗原包被量为 0.4 μg/mL；待检血清稀释度

1 ∶100；包被时间为 37 ℃作用 2 h；然后 4 ℃过夜；

5 %脱脂乳 37 ℃封闭 2 h；血清作用时间为 1 h；二

抗 1∶10 000 稀释，37 ℃作用 2 h。
2.3 临界值的确定 取 30 份阴性血清进行检测，

结果显示：OD450nm 最高值为 0.316、最低值为 0.073，

其平均值 X 为 0.177，标准偏差 SD 为 0.0589，因此

阳性样品检测下限为 X+3SD=0.354。为了减少假阳

性和假阴性血清出现的概率，将临界值加减一个标

准差设为可疑区，即当 OD450nm≥0.354 时判为阳性；

当 OD450nm≤X+2SD 即 OD450nm≤0.295 时 判 为 阴 性 ，

介于两者之间判为可疑。
2.4 特异性试验 检测结果显示除 PCMV 阳性血

清检测为阳性外，其他 6 种猪病毒阳性血清及 PCMV

阴性血清均为阴性反应，表明该方法特异性较高。
2.5 敏感性试验 采用 6 份 PCMV 阳性血清做滴

度稀释后进行检测，结果显示，当血清稀释度达到

1∶3 200 时，6 份阳性血清的 S/P 值仍大于 0.354，表

明该方法敏感性较好(表 1)。
2.6 重复性试验 间接 ELISA 重复性试验结果显

示，批内重复性试验的变异系数为 2.9 %～9.2 %，

批间重复性试验的变异系数为 2.9 %～9.9 %，均小

于 10 % (表 2)，表明该 ELISA 方法重复性较好。

2.7 临床血清样品的检测 采用建立的间接 ELISA

方法对来自江苏省 259 份送检血清样品进行检测，

结果显示这些地区送检血清的 PCMV 抗体阳性率为

21.27 %～91.67 %，阳性率为 57.76 %，其中南京和

南通地区猪血清抗体检出率为 27.27 %～36.36 %，

扬州和沭阳市血清抗体阳性率较高，达 70 %以上

(表 3)，表明江苏省猪场 PCMV 感染比较普遍。

3 讨 论

PCMV 实验室检测方法主要有 PCR[5-6]、荧光定

量 PCR 方法 [7]、免疫组织化学方法等 [8]和 ELISA 抗

体检测方法 [3]，其中前 3 种方法用于检测病毒基因

和发病猪组织中病毒抗原。Yoo 等报道采用 PCMV

全病毒为抗原，建立了间接 ELISA 方法，可以用于

检 测 PCMV 抗 体 [3]。但 目 前 ， 我 国 尚 无 商 品 化

表 1 ELISA 方法敏感性试验结果
Table 1 The sensitivity test of the ELISA

1

2

3

4

5

6

Positive cont.

Negative cont.

1:100

2.259/1.66

3.431/2.62

1.832/1.32

2.131/1.56

1.835/1.32

2.807/2.1

1.437

0.205

1:200

1.644/1.66

3.011/3.22

1.018/0.95

1.321/1.30

1.371/1.35

1.976/2.0

1.062

0.183

1:400

0.918/1.25

2.686/4.04

0.638/0.81

0.856/1.15

0.896/1.22

1.493/2.11

0.759

0.124

1:800

0.507/1.071

1.941/4.7

0.369/7.22

0.457/0.94

0.564/1.22

0.971/2.24

0.479

0.083

1:1 600

0.293/1.51

1.233/7.74

0.212/0.97

0.307/1.6

0.348/1.87

0.685/4.11

0.216

0.065

1:3 200

0.146/0.84

0.776/6.84

0.118/0.57

0.186/1.22

0.22/1.54

0.355/2.83

0.163

0.058

OD450nm value and S/P of the serum at different dilution
Serum samples

表 2 间接 ELISA 批内重复试验和批间重复试验结果
Table 2 Intra-assay and inter-assay reproducibility test

of the indirect ELISA

1

2

3

4

5

6

X±SD

2.640±0.077

3.077±0.265

2.552±0.236

2.807±0.143

1.785±0.122

0.083±0.033

CV (%)

0.029

0.086

0.092

0.051

0.068

0.032

X±SD

1.980±0.058

1.532±0.481

0.816±0.079

0.567±0.029

1.346±0.050

0.106±0.011

CV (%)

0.029

0.076

0.097

0.052

0.037

0.099

Intra-assay variability Inter-assay variability
Sample No.

Regions

扬州 Yangzhou

镇江 Zhenjiang

沭阳 Shuyang

淮安 Huaian

南京 Nanjing

南通 Nantong

合计 Total

Detected numbers

19

16

98

60

22

44

259

Positive numbers

15

8

70

32

6

16

147

Positive rate (%)

78.95

50.00

71.43

53.3

27.27

36.36

56.76
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PCMV 抗体检测试剂盒可供临床使用。本研究采用

重组 gB 蛋白，经过反应条件的优化，建立 PCMV

间接 ELISA 抗体检测方法，具有简单、快速、敏感

和特异等优点，可以用于 PCMV 抗体检测和流行病

学研究。
ELISA 抗 原 是 建 立 该 方 法 的 关 键 试 剂 之 一。

PCMV 基因结构与功能比较复杂，目前已经有报道

的病毒基因主要包括 DNA 聚合酶、核衣壳蛋白和

囊膜糖蛋白(gB)等 [8-10]，其中，gB 蛋白为该病毒复

制的必需结构蛋白，具有较好的免疫原性，可以诱

导猪体产生中和抗体，具有免疫保护作用 [11-12]。因

此，本研究选择 gB 蛋白作为 ELISA 抗原。为了提

高该方法的特异性和敏感性，我们采用本实验室构

建的大肠杆菌表达的 gB 蛋白，经过亲和层析方法

纯 化 获 得 纯 度 较 高 的 重 组 蛋 白 ， 包 被 浓 度 仅 为

0.4 μg/mL，使用效果较好。
PCMV 标准阴、阳性血清是确定该方法判定标

准的重要试剂，但由于该标准血清购置存在困难，

本项目前期研究采用 PCMV 人工感染仔猪，制备获

得 PCMV 血清为阳性血清，同时以健康清洁级仔猪

制备获得血清作为 PCMV 阴性血清。在此基础上，

我 们 再 采 用 优 化 的 ELISA 反 应 条 件 ， 选 择 30 份

PCMV 阴性血清，测定 OD450nm 值，计算平均值 X 和

SD 值，OD450nm≥X+3SD 为阳性，OD450nm≤X+2SD 为

阴性，介于两者之间判为可疑，从而确定了该方法

PCMV 阴阳性血清判定条件。
当然，由于没有商品化试剂盒，该方法与其它

抗体检测方法符合率试验尚不能进行。此外，259

份临床血清样品检测结果初步表明，江苏省规模猪

场 PCMV 平均抗体阳性率为 57.76 %，应引起关注。
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