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研究报告

五种国产与进口小鼠病毒 +NIJO抗体
检测试剂盒的比较研究
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#摘要$!目的!评价国产小鼠病毒抗体 +NIJO检测试剂盒) 方法!选择国产与进口小鼠淋巴细胞脉络丛脑

膜炎病毒%NLZW&(肝炎病毒%ZRW&(仙台病毒% JW&(腺病毒%ZOW&(细小病毒%ZQW&+NIJO抗体检测试剂盒#进

行敏感性(特异性(精密性(稳定性(可信度试验比较) 结果!国产与进口试剂盒'同种试剂盒之间灵敏度相差最低

为 % 倍#差异显著%Eh&3&'&#最高为 "( 倍#差异极显著%Eh&3&"&$特异性试验显示每种试剂盒#与其他 * 种病毒

均无交叉反应$精密性试验显示 ' 种试剂盒批内平均变异系数均小于 "&k$稳定性试验显示 ' 种试剂盒相对偏差

均小于 %'k$分别选择已知 $( 份小鼠血清进行检测#国产和进口 NLZW(ZRW(JW(ZQW符合率均为 "&&k$国产

ZOW符合率为 G(3"k#进口 ZOW符合率均为 "&&k#二者之间差异极显著%Eh&3&"&) 结论!除国产 ZOW试剂

盒敏感性(可信度低于进口外#国产 NLZW(ZRW(JW(ZQW试剂盒与进口同种试剂盒相比#在敏感性(特异性(精密

性(稳定性和可信度方面均良好)

#关键词$!+NIJO检测试剂盒$ 比较研究$淋巴细胞脉络丛脑膜炎病毒$小鼠肝炎病毒$仙台病毒$腺病毒$小

鼠细小病毒

#中图分类号$ M$$!!#文献标识码$ O!!#文章编号$"()",)G'(%%&"%&"%,&&&*,&*

>5/' "&3$#(#@A@/<<D@"()"3)G'(3%&"%3&"%3&&%

!4CD;@=:454G-=L>24C>:6=A;5?#CD4@6>?%,#&+M=6:

G4@2>6>A6=454G.4B:>1=@B:+56=<4?=>:

jOKV\/# j+IN/# _TMB/# NIf/.5,15# T̂+[/D;,YF/# R+e6FD;,-/D;

%K.7/5D.0ID<7/7B7FY5C_55> .D> UCB;L5D7C50# K.7/5D.0LFD7FCY5C̀ B.0/7=5YN.15C.75C=OD/-.0<# [F/A/D;"&&&'&# L6/D.&
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U5-F<7/4.D> /-85C7F> +NIJO c/7<?FCF4655<FD 75 >F7F47Y/]F-5B<F]/CB<.D7/15>/F< # /D40B>/D;0=-8654=7/4
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P6F>5-F<7/4c/7<65?F> .45/D4/>FD4FC.7F5YG(3"k /D 7F<7Y5CZOW# .D> 76.75Y76F/-85C7F> c/7?.<"&&k# ?/76 .]FC=

</;D/Y/4.D7>/YYFCFD4F1F7?FFD 76F-%Eh&3&"&@!45A8B:=45:!+E4F8776.776F>5-F<7/4ZOWc/7<65?<.05?FC<FD</7/]/7=

.D> 4CF>/1/0/7=76.D 76.7517./DF> ?/76 76F/-85C7F> c/7<# 76F>5-F<7/4.D> /-85C7F> NLZW# ZRW# JW# ZQWc/7<<65?F>

</-/0.C<FD</7/]/7=# <8F4/Y/4/7=# 8CF4/</5D# <7.1/0/7=.D> CF0/.1/0/7=@

*M>9 N4@?:+!+NIJO>F7F47/5D c/7$ L5-8.C.7/]F<7B>=$ N=-8654=7/4465C/5-FD/D;/7/<]/CB<%NLZW&$ RF8.7/7/<

]/CB<%ZRW$ JFD>./]/CB<%JW&$ O>FD5]/CB<%ZOW&$ Q.C]5]/CB<%ZQW&

!!国家标准规定#实验小鼠病毒抗体检测方法主

要有 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 %+NIJO&( 免 疫 酶 试 验

%I+O&(免疫荧光试验%I_O&(血凝试验%RO&(血凝

抑制试验%ROI&(免疫组织化学试验%IR&) 但实验

室通常采取 +NIJO法作为主要检测手段) 作为国

家实验动物质量检测中心#在承担来自全国各省市

送检实验动物质量检测任务的同时#还为实验动物

相关单位提供实验动物病毒 +NIJO抗体检测试剂

盒) 为提高 +NIJO法检测的准确性及可靠性#保证

+NIJO抗体检测试剂盒的质量#我们制备的淋巴细

胞脉 络 丛 脑 膜 炎 病 毒 %NLZW&( 小 鼠 肝 炎 病 毒

%ZRW&(仙台病毒% JW&(腺病毒%ZOW&(小鼠细小

病毒%ZQW&等 ' 种病毒 +NIJO抗体检测试剂盒与

美国 L6.C0F<M/]FC公司生产的试剂盒进行比较#客

观评价和分析了国产试剂与进口试剂的真实性及

可靠性)

J3材料和方法

JOJ3材料

国产 小 鼠 淋 巴 细 胞 脉 络 丛 脑 膜 炎 病 毒

%NLZW&(肝炎病毒%ZRW&(仙台病毒%JW&(腺病毒

%ZOW&(细小 %ZQW&病毒 +NIJO抗体检测试剂盒

%批 号 分 别 为 &#&"%%( &#&"%#( &#&%&(( &#&%&)(

&#&%"%&'本室生产$进口淋巴细胞脉络丛脑膜炎病

毒%NLZW&(小鼠肝炎病毒%ZRW&(仙台病毒% JW&(

腺病毒%ZOW&(小鼠细小病毒%ZQW&+NIJO抗体检

测试 剂 盒 %批 号 分 别 为' NLZ'R/<$ % "&%G&G & P(

ZRW'") %&)&#&G&P(JW' %̀&"%G&G&Q(Z.>W'_,"&

%""%G&_& (̀ZQW' $&% % &)%G&G & T&'美国 L6.C0F<

M/]FC产品$小鼠血清'%&"& 年国内送检的 %* 份阴

性血清和 "% 份阳性血清)

JOH3主要仪器

酶标仪'P6FC-5ZB07/<c.D Zb$$$)l水浴箱'上

海森信实验仪器有限公司 Ub,*'&&[型$$)l培养

箱'jVQ,(&&)

JOP3方法

"3$3"!实验操作及判断标准的确定'

"3$3"3"!实验操作依据各自试剂盒说明书进行)

"3$3"3%!判断标准

%"&国产试剂盒'在阴(阳对照成立的情况下'

待检血清特异抗原孔 4值&

&3%$待检血清特异抗原

孔 O值9阴性对照特异抗原孔 O值&

%3"$特异抗原

孔和正常抗原孔 O值比值&

%3& 时#判为阳性 -".

)

%%&进口试剂盒'在阴阳对照成立的情况下

%阴性对照特异抗原孔 h&3"$#阳性对照特异抗原

孔 q&3%(& '特异抗原孔和正常抗原对照孔 O值均

h&3"$#判为阴性$特异抗原孔和正常抗原对照孔

O值 均 q&3%(# 判 为 阳 性$ 特 异 抗 原 孔 O值 q

&3%(#正常抗原对照孔 O值 h&3%(#用特异抗原孔

O值减去正常抗原对照孔 O值的差&

&3$# 时#判

为阳性)

"3$3%!敏感性试验'两种试剂盒分别检测国产(进

口阳性血清) 血清从 "' *& 依 次 倍 比 稀 释 到 "'

G"#%&#进行检测) 按照 % 种试剂盒的判断标准#最

大稀释比例的阳性孔为其检测灵敏度 -"#%.

)

"3$3$!特异性试验'用 ' 种试剂盒分别检测国内和

国外其他 * 种阳性血清#同时设阴(阳对照) 观察每

种试剂盒与其他 * 种病毒有无交叉反应 -%.

)

"3$3*!精密性试验'同一批次试剂盒#测同一份阳

性血清#同一稀释度同时做 %& 孔#计算检测结果的

批内变异系数 -".

)

"3$3'!稳定性试验'将同一批次抗原包被板于 *l

放置 $&(#&("G& >#同时检测已知 * 份阴性和 * 份阳

性血清#计算试剂盒检测数值结果的变化率 %相对

偏差&#比较试剂盒的时间稳定性 -"#%.

)

"3$3(!可信度'分别用国产和进口 NLZW(ZRW(

JW(ZOW(ZQW抗体 +NIJO检测试剂盒#检测已经

用商品化 NLZW(ZRW(JW(ZOW(ZQWI_O抗体检

测试剂盒检测过的各自相对应的已知 %* 份阴性血

清和 "% 份阳血清#验证国产和进口 +NIJO试剂盒

的可信度 -" H*.

)

"3$3)!统计方法'对实验数据用 JQJJ""3' 统计软

件进行卡方 %

!

%

& 检验#Eh&3&' 为差异显著#Eh

&3&" 为差异极显著#均具有统计学意义 -'#(.

)
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H3结果

HOJ3敏感性试验

%"&国产和进口试剂盒检测国产阳性血清

表 J!敏感性实验检测结果 "

0;<RJ!MF<B07<5Y>F7F47/5D <FD</7/]/7=517./DF> ?/76

76F>5-F<7/4.D> /-85C7F> +NIJOc/7<@I@

阳性血清 Q5</7/]F<FC. NLZW ZRW JW ZO> ZQW

国产试剂盒 U5-F<7/4c/7 "m(*& "m'"%& "m*&#(& "mG& "m(*&

进口试剂盒 I-85C7F> c/7 "mG& "m%'(& "m%&*G& "m"%G& "mG&

!!从表 " 检测结果看#国产和进口的 ZRW和 JW

试剂盒检测灵敏度均很高#国产试剂盒是进口试剂

盒的 % 倍#差异显著%#Eh&3&'&$NLZW和 ZQW检

测灵敏度国产试剂盒均是进口试剂盒的的 G 倍#差

异极显著%Eh&3&"&$ZOW检测灵敏度进口试剂盒

是国产试剂盒的 "( 倍#差异极显著%Eh&3&"&)

%%&国产和进口试剂盒同时检测进口强阳性

血清

表 H!敏感性实验检测结果 %

0;<RH!MF<B07<5Y>F7F47/5D <FD</7/]/7=517./DF> ?/76

76F>5-F<7/4.D> /-85C7F> +NIJOc/7<@II@

试剂盒名称 b/7<D.-F NLZW ZRW JW ZOW ZQW

国产试剂盒 U5-F<7/4c/7 "mG& "m$%& "m$%& "m*& "mG&

进口试剂盒 I-85C7F> c/7 "mG& "m(*& "m(*& "m(*& "mG&

!!从表 % 检测结果看#NLZ(ZQW试剂盒检测灵

敏度相同#均为 "'G&$国产和进口 ZRW和 JW试剂

盒检测灵敏度均较高#进口试剂盒是国产试剂盒的

% 倍#差异显著 %Eh&3&'&$进口 ZOW试剂盒检测

灵敏度是国产的 "( 倍#差异极显著%Eh&3&"&)

HOH3特异性试验

每种试剂盒分别检测国内(国外其他 ' 种病毒

阳性血清#在阴(阳性对照均成立的情况下#对其他

* 种病毒阳性血清检测#结果均为阴性#说明每种试

!

剂盒与其他 * 种病毒均无交叉反应)

HOP3精密性试验

国内外五种试剂盒精密性试验结果%批内平均

变异系数k&见表 $)

表 P!精密性试验结果%批内变异系数k&

0;<RP!MF<B07<5Y>F7F47/5D 8CF4/</5D 517./DF> ?/76 76F

>5-F<7/4.D> /-85C7F> +NIJOc/7<%45FYY/4/FD7].C/.7/5D<k&

试剂盒名称 b/7<D.-F NLZ ZRW JW ZO> ZQW

国产试剂盒

U5-F<7/4c/7

正抗 P/<<BF.D7/;FD )3& '3# )3$ '3) '3*

特抗 W/C.0.D7/;FD )3' *3' *3) $3( (3*

进口试剂盒

I-85C7F> c/7

正抗 P/<<BF.D7/;FD G3G (3" G3G )3) '3G

特抗 W/C.0.D7/;FD (3' '3( '3) G3& )3%

!!国内外 ' 种试剂盒精密性试验检测结果显示均

小于 "&k)

HOQ3稳定性试验

稳定性试验检测结果见表 *)

表 Q!稳定性试验结果%相对偏差k&

0;<RQ!MF<B07<5Y>F7F47/5D <7.1/0/7=517./DF> ?/76 76F

>5-F<7/4.D> /-85C7F> +NIJOc/7<%MF0.7/]F>F]/.7/5D#k&

试剂盒名称 b/7<D.-F NLZ ZRW JW ZO> ZQW

国产试剂盒

U5-F<7/4c/7

正抗 P/<<BF.D7/;FD "$3) "&3# "'3% G3# %"3%

特抗 W/C.0.D7/;FD "(3# "%3$ "*3( (3) "#3)

进口试剂盒

I-85C7F> c/7

正抗 P/<<BF.D7/;FD "'3# "$3* "%3& "$3% "(3"

特抗 W/C.0.D7/;FD ")3# "%3G "'3* ""3# "$3'

!!稳定性试验结果显示五种国产试剂盒和进口

试剂盒#测得的相对应的 G 份血清的 O值变化率

%相对偏差&均小于 %'k)

HOS3可信度

每种病毒抗体的 %* 份阴性血清#使用国产和进

口试剂盒检测符合率均为 "&&k#NLZW(ZRW(JW(

ZQW* 种病毒抗体的 "% 份阳性血清#使用国产和进

口试剂盒检测符合率均为 "&&k#仅有国产 ZOW试

剂盒 检 测 已 知 "% 份 阳 性 血 清# 检 测 符 合 率 为

G(3"k%表 '&)

表 S!+NIJO方法检测已知 NLZW抗体阴(阳血清结果
0;<RS!UF7F47/5D CF<B07<5YcD5?D DF;.7/]F.D> 85</7/]F<FC.<.-80F<?/76 76F>5-F<7/4.D> /-85C7F> +NIJOc/7<

试剂盒名称

b/7<D.-F

试剂盒来源

b/7<5BC4F

已知阴性血清 %* 份 KF;.7/]F<FC. 已知阳性血清 "% 份 Q5</7/]F<FC. 符合率 L5/D4/>FD4FC.7F%k&

H r H r

NLZW

国产 U5-F<7/4 %* & & "% "&&

进口 I-85C7F> %* & & "% "&&

ZRW

国产 U5-F<7/4 %* & & "% "&&

进口 I-85C7F> %* & & "% "&&

JW

国产 U5-F<7/4 %* & & "% "&&

进口 I-85C7F> %* & & "% "&&

ZOW

国产 U5-F<7/4 %* & ' ) G(3"

进口 I-85C7F> %* & & "% "&&

ZQW

国产 U5-F<7/4 %* & & "% "&&

进口 I-85C7F> %* & & "% "&&
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P3讨论

敏感性试验显示#NLZW和 ZQW国产试剂盒检

测国产和进口阳性对照血清灵敏度分别为 "m(*& 和

"mG&#进口试剂盒检测国产和进口阳性对照血清灵

敏度均为 "'G&#说明 NLZW(ZQW国产试剂盒检测

敏感性不比进口试剂盒低) ZRW(JW国产与进口

试剂盒检测国内阳性血清显示灵敏度均很高%均达

到 "'%'(& 以上&#且国产试剂盒高于进口试剂盒 %

倍$国产与进口试剂盒检测进口阳性血清显示灵敏

度均较高%均达到 "'$%& 以上&#且进口试剂盒高于

国产试剂盒 % 倍#说明国产 ZRW(JW试剂盒检测敏

感性与进口 ZRW(JW试剂盒检测敏感性均较好#同

时也 说 明 了 国 产 和 进 口 试 剂 盒 抗 体 检 测 水 平

相当 -*#).

)

国产 ZOW试剂盒检测国产和进口试剂盒阳性

血清#灵敏度均很低#分别为 "mG& 和 "m*&#且检测

国产阳性对照血清 O值最高只有 &3*("#检测进口

阳性对照血清#O值最高只有 &3$&*) 而用进口试

剂盒检测国产和进口试剂盒的阳性对照血清灵敏

度均达到 "'"%G&#且检测的 O值均很高#进口试剂

盒检测国内 ZOW阳性对照血清 O值最 高 达 到

"3"'$#进口试剂盒检测进口阳性对照血清最高达到

&3#)%) 这说明我们的试剂盒抗原包被板抗原性很

低#导致抗原抗体结合反应能力降低#使试剂盒检

测敏感性下降#即抗体检测水平下降 -*#).

) 同时通

过此次试剂盒比对实验也使我们找到了近 % 年来检

测过程中发现 ZOW阳性对照血清 O值下降的原

因) 国产试剂盒用的检测抗原是经过蔗糖梯度纯

化的全病毒抗原#而病毒是用细胞来进行传代培

养#也就是我们在传代培养 ZOW过程中# 可能是由

于细胞毒性导致了培养细胞病变#误认为是病毒导

致细胞病变#而且一代一代传下去#而导致病毒抗

原性下降) 本实验室通过分子生物学检测也证实

了这一点) 用 QLM方法对本室传代的 ZOW进行检

测时#检测结果为阴性#而用同一 QLM方法检测从

美国 OPLL新购的 ZOW%编号 WM,''&&传代培养的

Q$ 代细胞毒#检测结果为阳性)

但 ZOW试剂盒的阳性对照血清抗体效价很

高#可能与检测用抗原 %批号'&G&(%*&和免疫用抗

原%批号'&$&$%%&不是同一批号有关#且通过此实

验证明国产 ZOW试剂盒阳性对照血清抗体效价还

很高#说明当时用于制备抗血清用的免疫用抗原

%批号'&G&(%*&的抗原性还没有下降#而用于检测

用包被抗原%批号'&G&(%*&抗原性已经下降)

在试剂盒显色剂使用方面#进口试剂盒使用

O[PJ%%#%s,连氮,二 %$,乙基苯并噻唑啉,(,磺酸&#

国产试剂盒使用 aQU作为 +NIJO显色剂#虽然敏

感(特异#但由于 aQU%邻苯二胺&具有挥发和致突

变效应#所以国内试剂盒显色剂需要进行改进)

通过此次比对实验不但使我们找到了国产

ZOW试剂检测盒敏感性下降的原因#也提示我们#

实验室原有的病毒传代培养方式#可能有的病毒不

能适应#所以为了保证和提高检测试剂的质量#有

些病毒的传代培养方式需要更新或改变) 同时也

说明 除 ZOW试 剂 盒 外# 与 进 口 试 剂 盒 比# 国 产

NLZ(ZRW(JW(ZQW试剂盒在敏感性(特异性(精密

性(稳定性及可信度方面均较好#而且通过在 %&"&

和 %&"" 年/实验动物质量检测机构比对实验0中#

用国产小鼠肝炎 %ZRW&(小鼠仙台 % JW&+NIJO抗

体检测试剂盒的进行不同人员及不同实验室的比

对实验#也证明了国产小鼠肝炎%ZRW&(小鼠仙台

%JW&+NIJO抗体检测试剂盒的质量可靠#稳定性(

重复性(准确性均较好)

参考文献'

- " .!王吉# 卫礼# 巩薇# 等@乙型脑炎病毒%\+W&+NIJO检测方法

的建立-\.@中国比较医学杂志# %&"&# %&%G& ''( H'#@

- % .!杨艳艳# 张改平# 邓瑞广# 等@氯霉素残留检测阻断 +NIJO

试剂盒的研制及性能测定 -\.@中国预防兽医学报# %&&)#

%#%%& '"$& H"$*@

- $ .!刘启文# 李震# 赵凯# 等@猪戊型肝炎 +NIJO诊断试剂盒的

研制 及 应 用 - \.@畜 牧 兽 医 学 报# %&"&# *" % "" & ' "*$'

H"**"@

- * .!钟苑辉# 贺东升# 胡静# 等@不同试剂盒检测口蹄疫抗体水

平的比较-\.@畜牧与兽医# %&"%# *%%""& '""& H"""@

- ' .!孔令勇# 彭会建# 何根山# 等@三种 +NIJO法检测猪尿中莱

克多巴胺的比较分析-\.@养殖与饲料# %&&)#%(& '") H"G@

- ( .!陈伟杰# 周彩琴# 黄怡君# 等@检测猪为狂犬病抗体的 $ 种

+NIJO试剂盒的比较分析 -\.@猪群保健# %&&G# % G & '#(

H#G@

- ) .!张焕荣# 杨发龙@两种免疫酶试剂盒检测猪抗 +型肝炎病毒

I;V的比较-\.@中国动物检疫# %&"&# %)%G& '$& H$$@

(修回日期)%&"%,"&,"'

)中国比较医学杂志 %&"% 年 "% 月第 %% 卷第 "% 期!L6/D \L5-8 ZF># UF4F-1FC%&"%#W50@%%@K5@"%


