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　　摘要：为实现对兔出血症病毒１型（ＲＨＤＶ１）和兔出血症病毒２型（ＲＨＤＶ２）的有效鉴别诊断，从而有效预防和控
制兔出血症，将抗ＲＨＤＶ广谱单抗２Ａ１１作为捕获抗体包被于ＥＬＩＳＡ板，以ＨＲＰ标记的抗ＲＨＤＶ１特异性单抗１Ｄ４、抗
ＲＨＤＶ２特异性单抗６Ｂ３分别作为检测抗体，经条件优化，建立了鉴别检测兔出血症病毒１型、２型的双抗体夹心
ＥＬＩＳＡ方法，并进行敏感性、特异性试验，对送检的６０份兔肝脏样品用该双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ方法和 ＲＴ－ＰＣＲ方法进
行检测，比较这２种方法的符合率。结果显示，该双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ方法的最佳工作条件为：捕获抗体浓度为
４μｇ／ｍＬ，２种 ＨＲＰ标记的检测抗体的浓度均为 ０．５μｇ／ｍＬ；判定标准为：以检测抗体 ＨＲＰ－１Ｄ４检测样品 Ｄ
值＞０１９５判为ＲＨＤＶ１阳性，以检测抗体ＨＲＰ－６Ｂ３检测样品Ｄ值＞０．１６６判为ＲＨＤＶ２阳性；通过特异性和敏感性
试验发现，该双抗体夹心ＥＬＩＳＡ方法具有较强特异性和较高敏感性。检测６０份送检的兔肝脏样品，发现本方法与
ＲＴ－ＰＣＲ方法相比，检测ＲＨＤＶ１阳性样品的符合率为１００％（９／９），ＲＨＤＶ２阳性样品的符合率为８２．６１％（１９／２３），
阴性样品的符合率为８７．５％（２８／３２），总符合率为９３．３３％（５６／６０），且该方法阳性样品检出率高于 ＲＴ－ＰＣＲ方法。
本研究建立的双抗体夹心ＥＬＩＳＡ方法可有效地鉴别检测ＲＨＤＶ１和ＲＨＤＶ２这２种不同基因型的病毒，为兔出血症的
流行病学研究提供有力的技术支撑。
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　　兔出血症（ｒａｂｂｉｔｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｄｉｓｅａｓｅ，ＲＨＤ）是
由兔出血症病毒（ｒａｂｂｉｔｈａｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，
ＲＨＤＶ）引起的一类危及兔类健康的急性传染病，又
被称为兔出血性肺炎、兔瘟，它的致死性极强，可以

导致多个品种的兔子大面积死亡，典型症状包括全

身实质器官的水肿、出血和瘀血等［１］。目前，ＲＨＤＶ
有ＲＨＤＶ１（基因型ＧＩ．１）和ＲＨＤＶ２（基因型ＧＩ．２）２
种基因型。１９８４年，中国江苏地区首次报道了
ＲＨＤＶ１，并在全国大部分地区和全球范围内快速传
播［２］。２０１０年，法国首次报道 ＲＨＤＶ２［３］，并蔓延传
播至欧洲多个国家，研究发现，其已取代 ＲＨＤＶ１成
为优势基因型［４－５］。ＲＨＤＶ２感染宿主范围更广，除

了家兔外，还感染野兔等啮齿类野生动物，且所有

年龄阶段的家兔对其都易感，可导致２～３周龄幼兔
死亡，且潜伏期更长。２０２０年笔者所在团队首先发
现并报道了ＲＨＤＶ２在我国暴发［６－７］。感染ＲＨＤＶ１
或ＲＨＤＶ２的家兔在临床表现上大致相同，常于感
染后２４～７２ｈ死亡，最常见的病变为肝坏死、脾肿
大、肺和气管充血和出血等［８］；通过临床症状难以

鉴别诊断。目前，针对兔出血症的临床诊断方法可

以划分为２类：一类是病毒核酸检测，主要是 ＲＴ－
ＰＣＲ［９］和 ｑＲＴ－ＰＣＲ［１０－１１］等方法，具有操作简单、
检测准确性较高的优势，但由于需要使用特殊的试

剂、仪器以及专业的操作技术，使得应用受到了一

定的局限，从而阻碍了基层及大规模临床样本的检

测。另一类是抗原检测，主要是红细胞凝集试

验［１２］、胶体金试纸条［１３］以及夹心 ＥＬＩＳＡ［１４－１６］等方
法，但这些方法并不能鉴别检测ＲＨＤＶ１、ＲＨＤＶ２。

双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ方法被广泛应用于动物疫
病诊断中，具有高灵敏度和专一性，并且不需要预

先纯化抗原。此外，操作简单，适用于基层和大批
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样品检测。本研究以ＲＨＤＶ广谱单抗捕获ＲＨＤＶ１、
ＲＨＤＶ２，以 ＨＲＰ标记的 ＲＨＤＶ１特异性单抗、
ＲＨＤＶ２特异性单抗分别作为检测抗体，建立双抗体
夹心 ＥＬＩＳＡ方法用于快速鉴别检测 ＲＨＤＶ１、
ＲＨＤＶ２。

１　材料与方法

１．１　试验时间和地点
２０２２年１０—１２月于江苏省农业科学院兽医研

究所家兔重大疫病防控创新团队实验室进行试验。

１．２　抗体及样品
笔者所在实验室制备：２株抗 ＲＨＤＶ广谱单克

隆抗体（１Ｂ８、２Ａ１１）、２株 ＨＲＰ标记的抗 ＲＨＤＶ１特
异性单克隆抗体（ＨＲＰ－１Ｄ４、ＨＲＰ－５Ｆ３）及 ２株
ＨＲＰ标记的抗 ＲＨＤＶ２特异性单克隆抗体（ＨＲＰ－
６Ｂ３、ＨＲＰ－４Ｆ１）；笔者所在实验室保存健康兔肝脏
样品和ＲＨＤＶ１、ＲＨＤＶ２、兔波氏杆菌（Ｂｂ）、兔巴氏
杆菌（Ｐｍ）、兔Ａ型产气荚膜梭菌（ＣｐＡ）、肠炎沙门
氏菌（Ｓｅ）、轮状病毒（ＲＶ）感染死亡兔肝脏样品；送
检的死亡兔肝脏样品来自四川省、山东省、河南省

等各兔养殖场。

１．３　试剂
脱脂乳、ＢＳＡ、干酪素钠和底物显色液（ＴＭＢ）购

自北京索莱宝公司；明胶购自北京金沙生物公司。

１．４　样品的处理
兔肝脏样品与 ＰＢＳ按质量体积比１ｇ∶１０ｍＬ

充分研磨制成匀浆，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后取上
清保存。

１．５　双抗体夹心ＥＬＩＳＡ方法的建立
１．５．１　抗体配对试验　将抗 ＲＨＤＶ广谱单克隆抗
体２Ａ１１和１Ｂ８分别作为捕获抗体用包被液（ｐＨ值
９．６，０．０５％碳酸盐缓冲液）稀释至 ８μｇ／ｍＬ，加入
１００μＬ／孔，４℃过夜，用 ＰＢＳＴ（ｐＨ值 ７．４，含
００５％Ｔｗｅｅｎ２０）洗涤３次，每次持续５ｍｉｎ，拍干；
然后加入２００μＬ／孔封闭液（５％脱脂乳），３７℃下
作用２．０ｈ，用 ＰＢＳＴ洗涤３次，每次持续５ｍｉｎ，拍
干；分别加入１００μＬ／孔兔出血症病毒１型、２型阳
性肝脏研磨上清和阴性肝脏研磨上清，３７℃作用
１．０ｈ，用ＰＢＳＴ洗涤３次，每次持续５ｍｉｎ，拍干；然
后分别加入 １００μＬ／孔用 ＰＢＳＴ稀释至 １μｇ／ｍＬ
ＨＲＰ标记的 ＲＨＤＶ１检测抗 体 （ＨＲＰ－１Ｄ４、
ＨＲＰ－５Ｆ３）、ＨＲＰ标记的ＲＨＤＶ２检测抗体（ＨＲＰ－
６Ｂ３、ＨＲＰ－４Ｆ１），３７℃ 作用１．０ｈ，用ＰＢＳＴ洗涤３

次，每次持续 ５ｍｉｎ，拍干；加入１００μＬ／孔底物显色
液，３７℃避光反应 １０ｍｉｎ，加入 ５０μＬ／孔终止液
（２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４），置于酶标仪上测定 Ｄ４５０ｎｍ，其中
阳性抗体的Ｄ４５０ｎｍ用 Ｐ表示，阴性用 Ｎ表示。根据
Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｎ值及 Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｐ（ＲＨＤＶ２）值最
大，确定鉴别检测 ＲＨＤＶ１的抗体组合；根据 Ｐ
（ＲＨＤＶ２）／Ｎ值及Ｐ（ＲＨＤＶ２）／Ｐ（ＲＨＤＶ１）值最大，
确定鉴别检测ＲＨＤＶ２的抗体组合。
１．５．２　肝脏样品的稀释倍数　按“１．５．１”节试验
确定的抗体配对组合，用包被液将捕获抗体按照

８μｇ／ｍＬ进行包被，将ＲＨＤＶ１、ＲＨＤＶ２阳性肝脏和
阴性肝脏分别按１∶１０、１∶２０、１∶４０、１∶８０进行稀
释，然后分别加入稀释至１μｇ／ｍＬ的 ＨＲＰ标记的
ＲＨＤＶ１检测抗体和ＨＲＰ标记的ＲＨＤＶ２检测抗体，
最后用酶标仪测定 Ｄ４５０ｎｍ。根据用 ＨＲＰ标记的
ＲＨＤＶ１检测抗体检测样品时，Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｎ值及
Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｐ（ＲＨＤＶ２）值；以及用 ＨＲＰ标记的
ＲＨＤＶ２检测抗体检测样品时，Ｐ（ＲＨＤＶ２）／Ｎ值及
Ｐ（ＲＨＤＶ２）／Ｐ（ＲＨＤＶ１）值，综合确定肝脏样品最佳
稀释倍数。

１．５．３　捕获抗体和检测抗体最适工作浓度的确定
　采用方阵滴定法确定捕获抗体和检测抗体的最
适工作浓度。用包被液将捕获抗体稀释至１２、８、４、
２μｇ／ｍＬ，将ＲＨＤＶ１、ＲＨＤＶ２阳性肝脏和阴性肝脏
分别按“１．５．２”节中确定的最佳稀释倍数稀释，用
ＰＢＳＴ将ＨＲＰ标记的ＲＨＤＶ１检测抗体和ＨＲＰ标记
的 ＲＨＤＶ２检 测 抗 体 稀 释 至 １、０．５、０．２５、
０．１２５μｇ／ｍＬ，最后用酶标仪测定 Ｄ４５０ｎｍ。选择
Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｎ值及Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｐ（ＲＨＤＶ２）值最大
的捕获抗体和检测抗体浓度作为检测 ＲＨＤＶ１的最
适工作浓度；选择Ｐ（ＲＨＤＶ２）／Ｎ值及Ｐ（ＲＨＤＶ２）／
Ｐ（ＲＨＤＶ１）值最大的捕获抗体和检测抗体作为检测
ＲＨＤＶ２的最适工作浓度。
１．５．４　最佳封闭液的确定　以上述试验确定的作
用条件进行双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ，选择 ＰＢＳＴ稀释的
５％脱脂乳、１％ＢＳＡ、２％明胶、１％干酪素钠作为封
闭液，３７℃下作用 ２．０ｈ，根据用 ＨＲＰ标记的
ＲＨＤＶ１检测抗体检测样品时，Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｎ值及
Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｐ（ＲＨＤＶ２）值；以及用 ＨＲＰ标记的
ＲＨＤＶ２检测抗体检测样品时，Ｐ（ＲＨＤＶ２）／Ｎ值及
Ｐ（ＲＨＤＶ２）／Ｐ（ＲＨＤＶ１）值，综合确定合适的封
闭液。

１．５．５　抗原最佳作用时间的确定　以上述试验确
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定的作用条件进行双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ，分别选择
３７℃ 下０．５、１．０、１．５、２．０ｈ作为抗原作用时间，根
据用 ＨＲＰ标记的 ＲＨＤＶ１检测抗体检测样品时，
Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｎ值及Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｐ（ＲＨＤＶ２）值；以
及用 ＨＲＰ标记的 ＲＨＤＶ２检测抗体检测样品时，
Ｐ（ＲＨＤＶ２）／Ｎ值及Ｐ（ＲＨＤＶ２）／Ｐ（ＲＨＤＶ１）值，综
合确定抗原作用时间。

１．５．６　检测抗体最佳作用时间的确定　以上述试
验确定的作用条件进行双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ，分别选
择３７℃下４０、６０、９０、１２０ｍｉｎ作为检测抗体作用时
间，根据用ＨＲＰ标记的 ＲＨＤＶ１检测抗体检测样品
时，Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｎ值及 Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｐ（ＲＨＤＶ２）
值；以及用ＨＲＰ标记的 ＲＨＤＶ２检测抗体检测样品
时，Ｐ（ＲＨＤＶ２）／Ｎ值及 Ｐ（ＲＨＤＶ２）／Ｐ（ＲＨＤＶ１）
值，综合确定检测抗体作用时间。

１．５．７　阴性和阳性标准的确定　用建立的双抗体
夹心ＥＬＩＳＡ方法对３０份ＲＨＤＶ阴性健康兔肝脏样
品进行检测，测定Ｄ４５０ｎｍ的平均值（ｘ）和标准差（ｓ），
以“ｘ＋３ｓ”作为阴性和阳性的分界线。
１．６　特异性试验

用建立的双抗体夹心ＥＬＩＳＡ方法检测ＲＨＤＶ１、
ＲＨＤＶ２、兔波氏杆菌（Ｂｂ）、兔巴氏杆菌（Ｐｍ）、兔 Ａ
型产气荚膜梭菌（ＣｐＡ）、肠炎沙门氏菌（Ｓｅ）、轮状

病毒（ＲＶ）感染死亡兔肝脏样品，评价方法的特
异性。

１．７　敏感性试验
将１∶１０的 ＲＨＤＶ１、ＲＨＤＶ２阳性样品倍比稀

释至１∶２０４８０，用建立的双抗体夹心ＥＬＩＳＡ方法对
不同稀释度样品测定 Ｄ４５０ｎｍ，同时将结果与红细胞
凝集试验（ＨＡ）对比，从而确定所建立的检测方法
的敏感性。

１．８　临床样品检测试验
对四川省、山东省、河南省各兔场送检的６０份

死亡兔肝脏样品用建立的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ方法
进行检测，同时用 ＲＴ－ＰＣＲ方法［９］进行检测，比较

２种方法的符合率。

２　结果与分析

２．１　抗体配对试验
抗体配对试验结果（表 １）显示，单克隆抗体

２Ａ１１作为捕获抗体，ＨＲＰ－１Ｄ４作为 ＲＨＤＶ１检测
抗体，Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｎ值及 Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｐ（ＲＨＤＶ２）
值最大；单克隆抗体 ２Ａ１１作为捕获抗体，ＨＲＰ－
６Ｂ３作为 ＲＨＤＶ２检测抗体，Ｐ（ＲＨＤＶ２）／Ｎ值及
Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｐ（ＲＨＤＶ１）值最大。

表１　抗体配对结果

捕获抗体 检测抗体 Ｐ（ＲＨＤＶ１） Ｐ（ＲＨＤＶ２） Ｎ Ｐ（ＲＨＤＶ１）／
Ｐ（ＲＨＤＶ２）

Ｐ（ＲＨＤＶ１）／
Ｎ

Ｐ（ＲＨＤＶ２）／
Ｐ（ＲＨＤＶ１）

Ｐ（ＲＨＤＶ２）／
Ｎ

１Ｂ８ ＨＲＰ－１Ｄ４ ０．６１８ ０．０７７ ０．０６３ ８．０２６ ９．８１０ — —

ＨＲＰ－５Ｆ３ ０．９３６ ０．１０３ ０．１１２ ９．０８７ ８．３５７ — —

ＨＲＰ－６Ｂ３ ０．２２８ ０．８７８ ０．０８７ — — ３．８５１ １０．０９２

ＨＲＰ－４Ｆ１ ０．３８７ ０．５２８ ０．０９０ — — １．３６４ ５．８６７

２Ａ１１ ＨＲＰ－１Ｄ４ １．５５６ ０．０９９ ０．０９４ １５．７１７ １６．５５３ — —

ＨＲＰ－５Ｆ３ １．１３３ ０．１２５ ０．０９４ ９．０６４ １２．０５３ — —

ＨＲＰ－６Ｂ３ ０．１９１ １．４５１ ０．１１８ — — ７．５９７ １２．２９７

ＨＲＰ－４Ｆ１ ０．２９１ ０．５９３ ０．０８４ — — ２．０３８ ７．０６０

　　注：“—”表示未计算。

２．２　双抗体夹心ＥＬＩＳＡ法的建立与优化
２．２．１　肝脏样品最佳稀释倍数的确定　以捕获抗
体２Ａ１１、ＲＨＤＶ１检测抗体ＨＲＰ－１Ｄ４、ＲＨＤＶ２检测
抗体ＨＲＰ－６Ｂ３，对１∶１０、１∶２０、１∶４０、１∶８０稀释
ＲＨＤＶ１、ＲＨＤＶ２阳性肝脏和阴性肝脏进行检测。
结果显示，用 ＲＨＤＶ１检测抗体 ＨＲＰ－１Ｄ４检测
１∶４０稀释的肝脏样品时，Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｎ值及
Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｐ（ＲＨＤＶ２）值最大；用 ＲＨＤＶ２检测抗

体ＨＲＰ－６Ｂ３检测 １∶４０稀释的肝脏样品时，
Ｐ（ＲＨＤＶ２）／Ｎ值及 Ｐ（ＲＨＤＶ２）／Ｐ（ＲＨＤＶ１）值最
大。因此，确定肝脏样品最佳稀释倍数为１∶４０（表
２）。
２．２．２　捕获抗体和检测抗体最适工作浓度的确定
　通过方阵滴定法确定捕获抗体和检测抗体的最
适工作浓度。结果显示，捕获抗体 ２Ａ１１浓度为
８μｇ／ｍＬ或４μｇ／ｍＬ，ＲＨＤＶ１检测抗体ＨＲＰ－１Ｄ４
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表２　肝脏样品最佳稀释倍数的确定

检测抗体 稀释倍数 Ｐ（ＲＨＤＶ１） Ｐ（ＲＨＤＶ２） Ｎ Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｐ（ＲＨＤＶ２） Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｎ

ＨＲＰ－１Ｄ４ １∶１０ １．４３９ ０．１１１ ０．０９３ １２．９６４ １５．４７３

１∶２０ １．４６１ ０．０９４ ０．０８６ １５．５４３ １６．９８８

１∶４０ １．４５６ ０．０８６ ０．０７１ １６．９３ ２０．５０７

１∶８０ １．３２０ ０．０８４ ０．０６８ １５．７１４ １９．４１２

ＨＲＰ－６Ｂ３ １∶１０ ０．２１４ １．４４５ ０．１５９ ６．７５２ ９．０８８

１∶２０ ０．２０９ １．４５２ ０．１２８ ６．９４７ １１．３４４

１∶４０ ０．１６１ １．３７１ ０．１１６ ８．５１６ １１．８１９

１∶８０ ０．１４６ １．２３４ ０．１０３ ８．４５２ １１．９８１

浓度 为 ０５ μｇ／ｍＬ时，Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｎ 值 及
Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｐ（ＲＨＤＶ２）值较大；捕获抗体２Ａ１１浓
度为４μｇ／ｍＬ、ＲＨＤＶ２检测抗体ＨＲＰ－６Ｂ３浓度为
０．５μｇ／ｍＬ时，Ｐ（ＲＨＤＶ２）／Ｎ值及 Ｐ（ＲＨＤＶ２）／

Ｐ（ＲＨＤＶ１）值最大。综合考虑确定捕获抗体 ２Ａ１１
浓度为４μｇ／ｍＬ，检测抗体 ＨＲＰ－１Ｄ４、ＨＲＰ－６Ｂ３
浓度均为０．５μｇ／ｍＬ（表３）。

表３　最适捕获抗体和检测抗体浓度的确定

捕获抗体浓度

（μｇ／ｍＬ） 检测抗体
检测抗体浓度

（μｇ／ｍＬ） Ｐ（ＲＨＤＶ１） Ｐ（ＲＨＤＶ２） Ｎ Ｐ（ＲＨＤＶ１）／
Ｐ（ＲＨＤＶ２） Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｎ

１２ ＨＲＰ－１Ｄ４ １ １．７３３ ０．０８７ ０．０８３ １９．９２０ ２０．８８０
０．５ １．５０５ ０．０７７ ０．０７５ １９．５４５ ２０．０６７
０．２５ １．１７８ ０．０６６ ０．０６２ １７．８４８ １９．０００
０．１２５ ０．８３６ ０．０５５ ０．０４５ １５．２００ １８．５７８

ＨＲＰ－６Ｂ３ １ ０．２５９ １．５６７ ０．１５１ ６．０５０ １０．３７７
０．５ ０．１４６ １．２７０ ０．０９６ ８．６９９ １３．２２９
０．２５ ０．０９３ ０．９９４ ０．０７４ １０．６８８ １３．４３２
０．１２５ ０．１１４ ０．６５８ ０．０６３ ５．７７２ １０．４４４

８ ＨＲＰ－１Ｄ４ １ １．６５３ ０．０８１ ０．１２６ ２０．４０７ １３．１１９
０．５ １．３２１ ０．０６１ ０．０６６ ２１．６５６ ２０．０１５
０．２５ １．０５４ ０．０５６ ０．０５８ １８．８２１ １８．１７２
０．１２５ ０．７４４ ０．０４２ ０．０４６ １７．７１４ １６．１７４

ＨＲＰ－６Ｂ３ １ ０．１９４ １．４６７ ０．１３７ ７．５６２ １０．７０８
０．５ ０．１１４ １．２２７ ０．０９５ １０．７６３ １２．９１６
０．２５ ０．０８７ ０．９７４ ０．０７２ １１．１９５ １３．５２８
０．１２５ ０．０６３ ０．６４７ ０．０５６ １０．２７０ １１．５５４

４ ＨＲＰ－１Ｄ４ １ １．６０５ ０．０８４ ０．０８９ １９．１０７ １８．０３４
０．５ １．２５５ ０．０６２ ０．０５５ ２０．２４２ ２２．８１８
０．２５ ０．９２０ ０．０５４ ０．０５６ １７．０３７ １６．４２９
０．１２５ ０．５９７ ０．０４５ ０．０４６ １３．２６７ １２．９７８

ＨＲＰ－６Ｂ３ １ ０．１２９ １．３５７ ０．１２５ １０．５１９ １０．８５６
０．５ ０．０８７ １．１８３ ０．０８５ １３．５９８ １３．９１８
０．２５ ０．０７２ ０．８２５ ０．０７９ １１．４５８ １０．４４３
０．１２５ ０．０５４ ０．５４３ ０．０７０ １０．０５６ ７．７５７

２ ＨＲＰ－１Ｄ４ １ １．４０６ ０．０６７ ０．０９６ ２０．９８５ １４．６４６
０．５ １．０５４ ０．０５５ ０．０７０ １９．１６４ １５．０５７
０．２５ ０．７４７ ０．０４９ ０．０６１ １５．２４５ １２．２４６
０．１２５ ０．４８２ ０．０４２ ０．０５１ １１．４７６ ９．４５１

ＨＲＰ－６Ｂ３ １ ０．１０９ １．２５４ ０．１３７ １１．５０５ ９．１５３
０．５ ０．０８２ ０．９３８ ０．１０２ １１．４３９ ９．１９６
０．２５ ０．０６２ ０．６９５ ０．０８１ １１．２１０ ８．５８０
０．１２５ ０．０５８ ０．２８２ ０．０６２ ４．８６２ ４．５４８
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２．２．３　最佳封闭液的确定　对比５％脱脂乳、１％
ＢＳＡ、２％明胶、１％干酪素钠作为封闭液的ＥＬＩＳＡ检
测结果。用５％脱脂乳作为封闭液，以ＲＨＤＶ１检测
抗体 ＨＲＰ－１Ｄ４检测样品时，Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｎ值及
Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｐ（ＲＨＤＶ２）值最大；同时用５％脱脂乳

作为封闭液，以 ＲＨＤＶ２检测抗体 ＨＲＰ－６Ｂ３检测
样 品 时，Ｐ（ＲＨＤＶ２）／Ｎ 值 及 Ｐ（ＲＨＤＶ２）／
Ｐ（ＲＨＤＶ１）值最大。因此，确定最佳封闭液为５％
脱脂乳（表４）。　

表４　最适封闭剂的确定

检测抗体 封闭剂 Ｐ（ＲＨＤＶ１） Ｐ（ＲＨＤＶ２） Ｎ Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｐ（ＲＨＤＶ２） Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｎ

ＨＲＰ－１Ｄ４ ５％脱脂乳 １．３１５ ０．０５９ ０．０６７ ２２．２８８ １９．６２７

１％ ＢＳＡ １．２８７ ０．０６７ ０．０７５ １９．２０９ １７．１６０

２％明胶 １．５２４ ０．０７８ ０．０８５ １９．５３８ １７．９２９

１％干酪素钠 １．３１４ ０．０６０ ０．０７１ ２１．９００ １８．５０７

ＨＲＰ－６Ｂ３ ５％脱脂乳 ０．０８３ １．３４２ ０．０８２ １６．１６９ １６．３６６

１％ ＢＳＡ ０．１４１ １．６０４ ０．２３４ １１．３７６ ６．８５５

２％明胶 ０．１５３ １．６０３ ０．２３１ １０．４７７ ６．９３９

１％干酪素钠 ０．０８９ １．２９１ ０．０８１ １４．５０６ １５．９３８

２．２．４　最佳抗原作用时间的确定　对比抗原３７℃
下作用０．５、１．０、１．５、２．０ｈ的ＥＬＩＳＡ检测结果。以
ＲＨＤＶ１检测抗体 ＨＲＰ－１Ｄ４进行试验，抗原作用
１．０ｈ时，Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｎ值及Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｐ（ＲＨＤＶ２）

值最大；以 ＲＨＤＶ２检测抗体 ＨＲＰ－６Ｂ３进行试验，
抗原作用 １．０ｈ或 １．５ｈ时，Ｐ（ＲＨＤＶ２）／Ｎ值及
Ｐ（ＲＨＤＶ２）／Ｐ（ＲＨＤＶ１）值较大。因此，综合考虑确
定最佳抗原作用时间为１．０ｈ（表５）。

表５　最适抗原孵育时间的确定

检测抗体
抗原孵育时间

（ｈ） Ｐ（ＲＨＤＶ１） Ｐ（ＲＨＤＶ２） Ｎ Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｐ（ＲＨＤＶ２） Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｎ

ＨＲＰ－１Ｄ４ ０．５ ０．９９４ ０．０５３ ０．０５５ １８．７５５ １８．０７３

１．０ １．２０６ ０．０５９ ０．０６４ ２０．４４１ １８．８４４

１．５ １．２９２ ０．０６４ ０．０６９ ２０．１８８ １８．７２５

２．０ １．３１５ ０．０７０ ０．０７７ １８．７８６ １７．０７８

ＨＲＰ－６Ｂ３ ０．５ ０．０７３ ０．８８３ ０．０７５ １２．０９６ １１．７７３

１．０ ０．０８３ １．１９７ ０．０８１ １４．４２２ １４．７７８

１．５ ０．０８７ １．２９３ ０．０８９ １４．８６２ １４．５２８

２．０ ０．０９５ １．２７０ ０．０８７ １３．３６８ １４．５９８

２．２．５　最佳检测抗体作用时间的确定　对比检测
抗体３７℃下作用４０、６０、９０、１２０ｍｉｎ的ＥＬＩＳＡ检测
结果。ＲＨＤＶ１检测抗体ＨＲＰ－１Ｄ４作用６０ｍｉｎ或
９０ｍｉｎ时，Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｎ 值 及 Ｐ（ＲＨＤＶ１）／
Ｐ（ＲＨＤＶ２）值较大；ＲＨＤＶ２检测抗体 ＨＲＰ－６Ｂ３
作用 ６０ｍｉｎ时，Ｐ（ＲＨＤＶ２）／Ｎ值及 Ｐ（ＲＨＤＶ２）／
Ｐ（ＲＨＤＶ１）值最大。因此，综合考虑最佳检测抗体
作用时间为６０ｍｉｎ（表６）。
２．３　阴阳性临界值的确定

检测３０份 ＲＨＤＶ阴性的健康兔肝脏，检测抗
体ＨＲＰ－１Ｄ４检测样品平均值（ｘ）为０．１１３，标准差
（ｓ）为０．０２７，阴性、阳性临界值为０．１９５，则待检样
品Ｄ４５０ｎｍ≥０．１９５判为 ＲＨＤＶ１阳性，Ｄ４５０ｎｍ＜０．１９５

判为ＲＨＤＶ１阴性；检测抗体 ＨＲＰ－６Ｂ３检测样品
平均值（ｘ）为０．０９３，标准差（ｓ）为０．０２４，则待检样
品Ｄ４５０ｎｍ≥０．１６６判为 ＲＨＤＶ２阳性，Ｄ４５０ｎｍ＜０．１６６
判为ＲＨＤＶ２阴性。
２．４　试验的特异性

对兔常见病原样品用建立的双抗夹心 ＥＬＩＳＡ
方法进行检测，结果显示，检测 ＲＨＤＶ１阳性样品为
ＲＨＤＶ１阳性、ＲＨＤＶ２阴性，检测 ＲＨＤＶ２阳性样品
为ＲＨＤＶ２阳性、ＲＨＤＶ１阴性；检测兔波氏杆菌
（Ｂｂ）、兔巴氏杆菌（Ｐｍ）、兔 Ａ型产气荚膜梭菌
（ＣｐＡ）、肠炎沙门氏菌（Ｓｅ）、轮状病毒（ＲＶ）感染死
亡兔肝脏样品，均为阴性，说明该方法特异性良好

（表７）。
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表６　最适检测抗体孵育时间的确定

检测抗体
抗体孵育时间

（ｍｉｎ） Ｐ（ＲＨＤＶ１） Ｐ（ＲＨＤＶ２） Ｎ Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｐ（ＲＨＤＶ２） Ｐ（ＲＨＤＶ１）／Ｎ

ＨＲＰ－１Ｄ４ ４０ １．０８９ ０．０６５ ０．０６４ １６．７５４ １７．０１６

６０ １．２９４ ０．０７０ ０．０６５ １８．４８６ １９．９０８

９０ １．３９６ ０．０７４ ０．０７０ １８．８６５ １９．９４３

１２０ １．５３５ ０．０８６ ０．０７７ １７．８４９ １９．９３５

ＨＲＰ－６Ｂ３ ４０ ０．０６４ ０．８１８ ０．０６０ １２．７８１ １３．６３３

６０ ０．０７２ １．１６８ ０．０６７ １６．２２２ １７．４３３

９０ ０．０８０ １．１２１ ０．０７７ １４．０１３ １４．５５８

１２０ ０．１１４ １．１８３ ０．０７７ １０．３７７ １５．３６４

表７　特异性试验结果

样品 ＨＲＰ－１Ｄ４ ＨＲＰ－６Ｂ３
结果判定

（ＲＨＤＶ１） （ＲＨＤＶ２）

ＲＨＤＶ１ １．３３４ ０．０７６ ＋ －

ＲＨＤＶ２ ０．０８２ １．２３５ － ＋

ＲＶ ０．０８５ ０．０９１ － －

Ｂｂ ０．１１２ ０．１０３ － －

Ｐｍ ０．１０２ ０．１１６ － －

ＣｐＡ ０．０９８ ０．０８７ － －

Ｓｅ ０．１２４ ０．１１８ － －

２．５　试验的敏感性
ＲＨＤＶ１型阳性样品 ＨＡ效价为 １∶２５６０、

１∶１０２４０稀释时，双夹心 ＥＬＩＳＡ检测结果为阳性，
此后为阴性（图１）。ＲＨＤＶ２阳性样品 ＨＡ效价为
１∶２５６０、１∶５１２０稀释时，双夹心ＥＬＩＳＡ检测结果
为阳性，此后为阴性（图２）。与ＨＡ试验相比，所建
立的ＥＬＩＳＡ方法具有较高的敏感性。

２．６　临床样品检测
对四川省、山东省、河南省各兔场送检的６０份

死亡兔肝脏样品用建立的双抗体夹心ＥＬＩＳＡ方法

进行检测，检测结果显示，ＲＨＤＶ１阳性样品 ９份，
ＲＨＤＶ２阳性样品２３份，阴性样品２８份；ＲＴ－ＰＣＲ
方法检测结果显示，ＲＨＤＶ１阳性样品９份，ＲＨＤＶ２
阳性样品 １９份，阴性样品 ３２份。２种方法检测
ＲＨＤＶ１阳性样品的符合率为１００％（９／９），ＲＨＤＶ２
阳性样品的符合率为８２．６１％（１９／２３），阴性样品的
符合率为 ８７．５％（２８／３２），总符合率为 ９３．３３％
（５６／６０）（表８）。

表８　临床样品检测结果

结果
样品数量（份）

ＲＴ－ＰＣＲ法 ＥＬＩＳＡ法
符合率

（％）

ＲＨＤＶ１阳性 ９ ９ １００．００

ＲＨＤＶ２阳性 １９ ２３ ８２．６１

阴性 ３２ ２８ ８７．５０

合计 ９３．３３（５６／６０）

３　讨论与结论

养兔业是我国畜牧业的重要组成部分，在养殖

业中具有不可替代的地位，但 ＲＨＤ的发生与流行，
给全球兔养殖业带来了严重威胁。２０１０年，ＲＨＤＶ２
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首次在法国报道。我国于 ２０２０年 ４月首次发现
ＲＨＤＶ２。研究显示，ＲＨＤＶ１抗原制备的疫苗不能
对ＲＨＤＶ２毒株提供有效的交叉保护作用［１７］，而国

内尚无商品化的ＲＨＤ２疫苗。本研究中采用建立的
双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ法和 ＲＴ－ＰＣＲ方法［９］对 ２０２２
年送检的死亡兔肝脏样品进行检测，发现 ＲＨＤＶ２
阳性样品明显多于 ＲＨＤＶ１阳性样品，应引起重视；
同时，ＲＴ－ＰＣＲ对 ＲＨＤＶ２的检出率低于双抗体夹
心 ＥＬＩＳＡ，推测可能是因为 ＲＴ－ＰＣＲ中扩增
ＲＨＤＶ２基 因 序 列 的 引 物 是 参 考 法 国 毒 株
（ＧｅｎＢａｎｋ：ＨＥ８００５２９．１）设计，并不能很好地适用
于国内流行毒株的检测，这需要对阳性样品中

ＲＨＤＶ２的基因进行测序验证；也可能是单抗识别的
表位在所有试验用毒株都存在。

目前，国内已建立的检测 ＲＨＤＶ的双抗体夹心
ＥＬＩＳＡ方法［１５－１６］，使用的是用 ＲＨＤＶ１的 ＶＰ６０蛋
白作为免疫原制备的单抗，并不适用于 ＲＨＤＶ１、
ＲＨＤＶ２的鉴别检测；国外报道有特异性检测
ＲＨＤＶ２的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ方法［１４］，在检测临床

样品时，需配合特异性检测 ＲＨＤＶ１双抗体夹心
ＥＬＩＳＡ方法，而且能否用于国内ＲＨＤＶ２流行毒株的
检测需进一步确认。

本研究建立的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ方法在试验
中只需包被的同时，针对ＲＨＤＶ１和ＲＨＤＶ２的单克
隆抗体 ２Ａ１１作为捕获抗体，分别以 ＨＲＰ标记的
ＲＨＤＶ１型特异性单抗１Ｄ４、ＲＨＤＶ２型特异性单抗
６Ｂ３作为检测抗体，提升了抗原抗体反应的特异性，
从而减少了假阳性的发生。由于ＲＨＤＶ１与ＲＨＤＶ２
感染引起的家兔临床症状极为相似，通过临床症状

难以鉴别诊断，本试验建立的双夹心 ＥＬＩＳＡ方法有
效针对ＲＨＤＶ１与ＲＨＤＶ２进行鉴别诊断，极大方便
了临床样品的大规模检测，而且该方法具备高敏感

性、强特异性、易于操作等优点，为下一步开发鉴别

检测 ＲＨＤＶ１和 ＲＨＤＶ２快速诊断试剂盒奠定了
基础。
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