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摘要 本研究目的主要研發間接型三明治酵素連結免疫吸附法檢測豬口蹄疫病

毒抗原。本研究係利用口蹄疫重組結構蛋白及不活化病毒分別產製的單株抗體

及多株抗體，並分別以蕪菁過氧化 及生物素標示，以建立二種酵素連結免疫

吸附法。結果顯示於空白樣品試驗組中所使用的單株抗體與多株抗體不會產生

交叉反應，且能有效捕捉陽性樣品中的抗原。以口蹄疫七種血清型不活化抗原

標準品檢測發現陽性分析特異性高。另以口蹄疫病毒 O 型陽性抗原標準品進行

10 倍序列稀釋後測試評估 RT-PCR、商品化免疫色層分析測試驗片及酵素連結免

疫吸附法，其分析敏感性分別為 10-6 倍、10-3 倍及 10-3 倍，且不會與豬水 病病毒

產生非特異性反應。 

 
關鍵詞：口蹄疫病毒、豬水疱病病毒、酵素連結免疫吸附法、免疫色層分析測試驗片、抗原

檢測、反轉錄聚合酶鏈反應 

 

 

緒言 

口蹄疫（Foot-and-Mouth Diease；FMD）及豬

水疱病（Swine Vesicular Disease；SVD）為豬隻高

度傳染之病毒性疾病。FMD病毒是正股RNA病毒，在

Picornaviridae科之成員中隸屬於Aphthovirus屬，為小

的無封套病毒，含有8.5 kbp基因可轉譯出12個結構

與非結構蛋白（NSP）。本病毒含有7種血清型，包

括O、A、C、Asia 1、SAT 1、SAT 2和SAT 3等分

佈 在 全 世 界 ， 此 疾 病 在 臨 床 上 無 法 與 豬 水 疱 病

（SVD）、豬水疱性口炎（VS）及豬水泡疹（VE）等

有效區別診斷。而SVD病毒歸類於人類Coxsackievirus 

B5（CVB5）之豬型變異株，隸屬於Picornaviridae

家族中之腸病毒（Enterovirus）屬，而抗原性相當接

近於CVB5，至今仍為單一血清型 [21,22]。 

近幾年來，針對豬隻疾病及水疱性疾病之試驗研

究，已應用於牛、豬、羊等動物的抗原檢測方法不勝

枚舉，如ELISA[1,5,8,13,19]、EITB（Enzyme-linked 

immunoelectrotranfer blot assay ） [2] 、

RT-PCR[1,10,13,18,19]、RT-PCR-ELISA[13]、

Real-time RT-PCR[15,17] 、 生 物 晶 片

（Microarray-based）[12]、免疫色層分析測試片

（Chromatographic pen-side strip strip test; Lateral 

flow devices（LFD）；Lateral flow assay（LFA）

[3,6,11,14,16,20] 、 RT-LAMP （ Reverse 

transcription -Loop-mediated isothermal 

amplification）[4]、Piezo electric immunobiosensor[7]

及Multiplexed luminex[9]等方法。 

然依據世界動物衛生組織（Office International 

Des Epizooties；OIE）2009年口蹄疫-陸生動物診斷

試驗及疫苗手冊（Manual of diagnostic tests and 
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vaccines for terrestrial animals）建議鑑定病原的方

法有病毒分離（Virus isolation）、ELISA、RT-PCR、

免疫色層分析測試片、補體結合試驗（Complement 

fixation test；CF）等，其中ELISA試驗是多數實驗室

常使用的檢測方法，由於敏感性及特異性高而不受

pro-或anti-complementary factors之影響，故已成為

補體結合試驗的替代方法[21]。 

本試驗為了建立一套具準確及敏感性的測試方

法，主要利用原核表現系統生產口蹄疫結構重組蛋

白，從而分別建構此重組蛋白及不活化病毒的單株抗

體及多株抗體，建立口蹄疫抗原檢測ELISA方法，並

實際應用於送檢病例之檢測，期能快速有效地區別口

蹄疫及豬水疱病等二種水泡性疾病。 

 

材料及方法 

量產口蹄疫病毒 O 血清型結構重組蛋白的誘

導表現及純化 

以口蹄疫表現質體量產重組蛋白質，經膠片電泳

分析（SDS-PAGE assay）確認預期的分子量大小，

進而量產及利用低壓層析儀（LC）以親和性色層分析

法純化重組蛋白。 

重組蛋白質之功能性試驗 

以西方墨點轉漬分析法（Western blot assay）

確定功能性蛋白質與抗體之作用。 

蛋白質濃度測定 

利用分光光度儀建立標準蛋白BSA曲線，以推算

未知樣品蛋白質濃度，進而取適當濃度製備單株抗體。 

蔗糖梯度濃縮口蹄疫及豬水疱病不活化病毒

液（O/TAW/97, O/TAW/99, SVDV）之製備 

將口蹄疫及豬水疱病等病毒之各約10
6.5

 TCID50 

/ 50 L細胞培養BEI不活化病毒液以蔗醣預鑄梯度之

超高速區帶離心法進行純化濃縮製成。 

單株及多株抗體之製備 

將口蹄疫病毒結構重組蛋白及不活化病毒分別接

種於實驗動物小白鼠及兔子，小白鼠以間隔四週免疫

接種3~4次，進行篩選株化抗體，以間接型ELISA測

定抗體力價，繼而增殖量產、IgG純化、濃度測定及

Isotyping等，待收集之單株及多株抗體以備檢測口蹄

疫及豬水疱病抗原。 

口蹄疫七種血清型不活化抗原陽性標準品 

購自英國口蹄疫參考實驗室（The Institute for 

Animal Health, Pirbright, United Kingdom），包括 O、

A、C、Asia 1、SAT 1、SAT 2、SAT 3 等陽性標

準品。 

反 轉 錄 聚 合 酶 鏈 反 應 （ Reverse 

transcription polymerase chain reaction; 

RT-PCR） 

以OIE公佈之特異性引子增幅O型口蹄疫病毒標

準抗原，利用反轉錄聚合酶鏈反應，經Denaturation, 

Annealing, Extension等步驟，以循環該三步驟進行樣

品中的病毒核酸（Nucleic acid）增幅反應。 

免疫色層分析測試驗片（Chromatographic 

strip） 

商 品 化 產 品 （ SVANODIP  FMDV-Ag test, 

Sweden），主要檢測拭子及組織樣品中的口蹄疫抗

原。 

建立 HRP 及 Biotin streptavidin 系統之酵

素連結免疫吸附法（ELISA） 

以HRP及Biotin streptavidin結合系統分別與單株

或多株抗體進行結合作為試驗報告者（Reporter），

方法則依照產品（Innova Biosciences, Cambridge, 

UK）建議之說明書完成。續以建立口蹄疫七種血清型

之抗原檢測差異性分析，及建立FMDV及SVDV抗原之

檢測標準曲線及最適化條件，以作為進一步檢測各種

陽性試驗樣品（23支水泡液、13支咽喉拭子及3支

濃縮不活化病毒液等）進行抗原檢測分析時之依據。 

比較試驗 

分別以ELISA方法及商品化免疫色層分析測試片

診斷試劑比較二種疾病之抗原檢測分析敏感性與分析

特異性，並建立水泡性疾病不活化抗原檢測之區別診

斷分析。 

 

結果 

量產融合蛋白質的誘導表現及純化 



酵素連結免疫吸附法檢測口蹄疫抗原之研發 

 

 

47 

經RT-PCR增幅約132 bp之產物，以pET原核表

現系 統量 產FMDV-SP結 構重 組蛋 白如 預期 為25 

KDa，該批之重組蛋白質濃度約為10 mg/mL。 

重組蛋白質之功能性試驗 

利 用 西 方 墨 點 轉 漬 分 析 法 （ Western blot 

assay），以重組蛋白與FMDV豬抗血清之多株抗體進

行測試呈陽性反應。 

單株及多株抗體之製備 

以 實 驗 動 物 小 鼠 及 兔 子 分 別 製 備 O 型 FMDV

（O/TAW/97）-IgG單株抗體及多株抗體，最高稀釋

倍數分別為8,000及16,000倍。 

反 轉 錄 聚 合 酶 鏈 反 應 （ Reverse 

transcription polymerase chain reaction; 

RT-PCR） 

以OIE之特異性引子增幅O型口蹄疫病毒標準抗

原，利用反轉錄聚合酶鏈反應，於Agarose膠片上呈

現大小約328 bp之產物。 

建立 HRP 及 Biotin streptavidin 鍵結體之

間 接 型 三 明 治 酵 素 連 結 免 疫 吸 附 法

（Sandwich ELISA） 

利用HRP及Biotin streptavidin結合檢測系統應用

於Sandwich ELISA之研發，自標準曲線及最適化條件

分析發現二種系統皆有 檢測FMDV（O/TAW/97, 

O/TAW/99）及SVDV抗原等能力（圖1），結果顯示

於空白樣品試驗組中證實本方法所使用的單株抗體

（Capture antibody）不會與多株抗體（Reporter 

antibody）產生交叉反應，且能有效捕捉樣品中的抗

原。以口蹄疫病毒七種血清型不活化抗原陽性標準

品，經不同的系列稀釋試驗發現陽性分析特異性高，

反之，陰性為低，亦即表示陽性控制組之OD值呈倍數

相關變化，然各種陰性控制組於不同的稀釋濃度之間

無顯著的倍數相關（圖2及圖3）。以陽性試驗樣品

進行HRP-ELISA抗原檢測之初步結果顯示以分界值

Cut off value（OD450nm） 0.25為陽性，0.1-0.24

為疑陽性，＜0.1為陰性之判定標準，於23支水泡液

樣品顯示HRP-ELISA與RT-PCR及免疫色層分析測試

片之符合率均為100%，皆呈陽性反應。若Cut off 

value（OD450nm）＜0.11為陰性，則HRP-ELISA與

RT-PCR及免疫色層分析測試片之符合率為96%。若

Cut off value（OD450nm）＜0.12為陰性，則HRP-ELISA

與 RT-PCR 及 免 疫 色 層 分 析 測 試 片 之 符 合 率 為

91%。13支咽喉液之ELISA檢測結果與RT-PCR之符

合率為100%，皆呈陽性反應，然ELISA檢測結果與

免疫色層分析測試片之符合率為0%，因為免疫色層

分析測試片測試後全無訊號，皆呈陰性反應。 

比較試驗 

另 以 口 蹄 疫 病 毒 O 型 標 準 陽 性 抗 原 評 估

RT-PCR、商品化免疫色層分析測試片及HRP-ELISA

方法之分析敏感性分別可達10
-6

倍、10
-3

倍及10
-3

倍，且以使用口蹄疫結構重組蛋白及不活化病毒所製

備的單株抗體建構的ELISA方法，不會與豬水疱病病

毒產生非特異性反應，可有效區別口蹄疫病毒及豬水

疱病病毒。 

 

討論 

為了建立一套具敏感性及特異性的FMDV抗原檢

測方法，本試驗主要研發間接型三明治酵素連結免疫

吸附法（Sandwich ELISA），並與RT-PCR及商品化

免疫色層分析測試片等方法進行比較。試驗樣品取自

口蹄疫病毒七種血清型不活化抗原陽性標準品，及蔗

糖梯度濃縮口蹄疫及豬水疱病不活化病毒液建立最適

化條件之基質，且選擇RT-PCR方法確認陽性反應之

水泡液及咽喉液樣品當作待測樣品，分別評估抗體標

示HRP或Biotin之Sandwich ELISA檢測樣品中抗原檢

出之能力，經最適化試驗結果二者皆可有效檢出口蹄

疫病毒七種血清型。 

試驗研發的ELISA方法係使用口蹄疫結構重組蛋

白及不活化病毒以產製單株抗體及多株抗體當作補捉

抗原的檢測者（detector）。依據2009年Ferris及

Oem等學者的研究報告指出免疫色層分析測試片

（LFD或LFA）之診斷敏感性為84-87.3%診斷特異

性可達98.8-99%，而Ag-ELISA之診斷敏感性為

85-87.7%診斷特異性可達99.9-100% [6,14]，

由此結果顯示二類方法之診斷能力相當。然以口蹄疫

病毒O血清型樣品比較ELISA與免疫色層分析測試片

之分析敏感性結果皆約達10
-3
倍，而RT-PCR則可達
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倍，因此RT-PCR之敏感性高於ELISA 1000

倍 ， 故 本 研 究 結 果 類 似 於 報 告 描 述 RT-PCR

（oligoprobing）ELISA及Dot hybridization assay顯示

其敏感性分別高於Sandwich ELISA 1000及10倍

[13]。 

本ELISA具有廣泛辨認口蹄疫病毒七種血清型之

檢測能力（圖2及圖3），為了證實此一結果，故以

商品化免疫色層分析測試片發現與ELISA相同皆可檢

測該病毒之七種血清型樣品，然結果顯示SAT 1及

SAT 2之訊號較弱（圖4），如同先前報告發現常於

LFD發現SAT 2反應較弱，可能與單株抗體的結合能

力有關[6]。另確定本ELISA方法可有效區別診斷且不

會與豬水疱病病毒產生非特異性反應。 

從免疫色層分析測試片分析咽喉液之檢測結果發

現皆呈陰性反應，如同商品化試劑說明書所述該測試

片指針對急性期發病的未破或新鮮已破的水泡液及上

皮最為適當，若非水泡液如血液、血清、牛奶及咽喉

液等皆不適用以此測試片檢測，故初步推測可能因水

泡液及咽喉液中抗原濃度差異所致，或者如同報告中

推測可能在這些樣品之病毒量不足[6]，同樣於咽喉液

試驗結果皆為陰性。因此理想的比較方法宜採用

RT-PCR作為金標準，若是水泡液樣品或許可參考免

疫色層分析測試片的結果。故未來我們可利用這些單

株及多株抗體，針對新收集而保存於1XMEM或PBS

中的樣品進行檢測，作為進一步探討ELISA之確效

（Validation）試驗及研發免疫色層分析測試片的參

考。 

總之，藉比較各種試驗研究方法，如免疫色層分

析測試片及ELISA、RT-PCR等方法，建立快速且有效

區別診斷口蹄疫及豬水疱病等水泡性疾病的方法，除

有助於第一時間內採取防疫重要措施，遏止疫病蔓延

以及降低養豬業者的經濟損失，達成疫病防治之終極

目標外，未來尚可朝向「產學合作」及「商品化」的

目標邁進。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 1、標示 Biotin 之酵素連結免疫吸附法（ELISA）最適化條件之建立，以口蹄疫不活化病毒液所製作的

單株抗體，檢測蔗糖梯度濃縮口蹄疫（O/TAW/97、O/TAW/99）及豬水疱病（SVDV）不活化病

毒液和 Blank（唯加入緩衝液之空白控制組）。 
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圖 2、標示 Biotin 之酵素連結免疫吸附法（ELISA）最適化條件之建立，以口蹄疫重組結構蛋白（Mab-1）

及不活化病毒（Mab-2）所製作的單株抗體，檢測口蹄疫病毒七種血清型陽性標準品（FMDV-serotype 

O、A、C、Asia 1、SAT 1、SAT 2 及 SAT 3）不活化抗原及 1XMEM（細胞培養液）和 Blank。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3、標示 HRP 之酵素連結免疫吸附法（ELISA）最適化條件之建立，以口蹄疫病毒與抗體結合率之不

同稀釋倍數（10
-3.9

~10
-5.4

），檢測口蹄疫病毒七種血清型陽性標準品（FMDV-type O、A、C、Asia1、

SAT 1、SAT 2 及 SAT 3）不活化抗原及豬水疱病不活化病毒液（SVDV）和 Blank。 
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圖 4、以商品化免疫色層分析測試片檢測口蹄疫病毒七種血清型陽性標準品（FMDV-type O、A、C、Asia 1、

SAT 1、SAT 2 及 SAT 3）不活化抗原及 1XMEM。 
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Abstract  Sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (Sandwich ELISA) was 

developed to detect antigens of foot-and-mouth disease virus (FMDV). Anti-FMDV 

monoclonal and polyclonal antibodies were derived from either recombinant FMDV 

proteins or whole inactivated FMDV. The antibodies were labeled either with 

horseradish peroxidase or biotin and were incorporated into an ELISA test platform 

for antigen detection. Our preliminary results indicated that antibodies were able to 

capture the antigens in samples with FMDV and showed a clear distinction, and 

without cross reaction between monoclonal and polyclonal antibody sets. The 

specificity of the ELISA test for seven serotypes of inactivated FMDV was high. The 

sensitivities of RT-PCR, commercial available chromatographic strips and our ELISA 

were 10
-6

, 10
-3

 and 10
-3

, respectively. The results indicated that ELISA screening 

could detect FMDV antigens in the test samples and did not cross-react with swine 

vesicular disease virus (SVDV) antigens. 
 

Keywords: Foot-and-mouth disease virus (FMDV), Swine vesicular disease virus (SVDV), 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), Chromatographic strip, Antigen detection, Reverse 

transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 
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