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猪伪狂犬病毒 gB抗体 ELISA检测试剂盒（阻断法）

使用说明书

【名称】

猪伪狂犬病毒 gB抗体 ELISA检测试剂盒（阻断法）

【适用范围】

本试剂盒适用于定性测定猪血清中猪伪狂犬病毒 gB抗体。

【实验原理】

本产品运用免疫学阻断法的原理，在酶标板上预先包被猪伪狂犬病毒抗原，

加入待测样品后，若存在猪伪狂犬病毒抗体，可与包被抗原特异性结合，形成免

疫复合物。当再加入 HRP-抗 PRV gB抗体，则 HRP-抗 PRV gB抗体与包被板上

抗原反应被样品中的抗体阻断；若样品中没有猪伪狂犬病毒抗体，则 HRP-抗 PRV

gB抗体与包被板上抗原自由反应。最后加入显色剂进行显色反应，颜色的深浅

与样品中抗体的含量成反比。

【组份】

试剂盒组份 数量

酶标板 96T×5

样品稀释液 100mL×1

酶标二抗 60mL×1

阳性对照 3mL×1

阴性对照 3mL×1

20倍浓缩洗液 100mL×1

显色剂 A 40mL×1

显色剂 B 40mL×1

终止液 40mL×1

封板膜 10片
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【仪器】

酶标仪波长：450nm和 620nm（630nm）。

【样本】 猪血清样品（血清应清澈、无溶血），

用样品稀释液将待测血清 2 倍稀释（例如 50μL样品稀释液加 50μL 待检血

清）。阴阳性对照无需稀释。

【检测步骤】

（1）配液：将浓缩洗涤液用蒸馏水或去离子水 20倍稀释备用。

（2）加样：将所需数量的板条固定于板架，按顺序编号，其中在 A1、B1孔中各

加 100µL 阴性对照；C1、D1 孔中各加入 100µL 阳性对照；其余各孔中分别加入

100µL稀释好的样品，充分振荡混匀，用封板膜盖好。

（3）置 37℃温育 60 min；弃去孔内液体，将稀释后的洗液注满各孔，放置 40秒，

弃去孔内洗液。重复洗 4次后拍干。

（4）加入 100µL 酶标二抗到微孔板中，用封板膜盖好；置 37℃温育 30 min；弃

去孔内液体，将稀释后的洗液注满各孔，放置 40秒，弃去孔内洗液。重复洗 4次

后拍干。

（5）将显色剂 A和显色剂 B以 1：1混合后，每孔加入 100 µL混合液，置 37℃

温育 10 min。

（6）每孔加入终止液 50 μL，轻拍混匀，10分钟内检测结果。

（7）酶标仪读数：以双波长 450nm/620nm（630nm）读取各孔吸光度 A 值（即

A450nmOD值-A620nmOD值为样本的 A值）。

【结果判定】

（1）结果的有效性判断

符合下列条件试验方能有效：阳性对照的平均值（A值）≤0.4，且阴性对照

的平均值必须（A 值）与阳性对照平均值（A值）之差≥0.5，否则无效。如果试

验结果达不到上述标准，请按照操作说明书重做一次。

（2）结果判定

猪伪狂犬病毒 gB抗体的阳性和阴性的判定通过计算样品与阳性对照的比值进行

判定，具体计算方法见样品结果计算部分。
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①计算阴阳性对照及各样品的 A值：A值=OD450值－OD620（OD630）值。

②样品 S/N值：S/N值=样品 A值/阴性对照 A值的平均值。

③判定：

S/N≤0.6为阳性;

S/N＞0.7为阴性;

0.6＜S/N≤0.7为可疑。

备注：样品结果可代入配套的计算软件进行结果判定。

可能对实验结果产生影响的因素：

（1）反应温度为 37℃，避免反应温度过高或过低。

（2）反应时间严格按照说明书进行，避免反应时间超时或者缩短。

（3）不充分的洗涤，如减少浸泡时间或洗液量不足。

（4）洗板机针孔堵塞或者位置调节不当，孔底洗液残留量过多。

（5）测试过程中避免反应孔的干燥。

【注意事项】

（1）试剂盒 2-8℃保存，切勿冷冻。

（2）使用双波长读数，以 OD450值－OD620（OD630）值为样品的 A值。

（3）从冷藏环境中取出的试剂盒应平衡至室温后方可打开使用。

（4）未使用完的预包被板条应置于有干燥剂的封口袋中密封保存。

（5）若 20倍浓缩洗液出现结晶，请置于 37℃至溶解后再使用。

（6）试剂盒在有效期内使用，不同批号的试剂组份不可混用。

（7）避免在测试和保存过程中试剂直接面对阳光和次氯酸气体。

【储存及有效期】

（1）2-8℃避光保存，有效期：12个月；

（2）未使用完的预包被板条应置于有干燥剂的封口袋中密封保存。
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