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猴三项病毒斑点免疫检测试剂盒 

使用说明书 

    猴三项病毒斑点免疫检测试剂盒（PA8 DIA）用于检测

实验猴血清中抗猴 T 细胞趋向性病毒 1 型（STLV-1）、猴免

疫缺陷病毒（SIV）和猴逆转录 D 型病毒（SRV）三项病毒

IgG抗体。本试剂盒是基于斑点免疫（Dot Immunoassay）的

基本原理，使用硝酸纤维膜作为固相载体，将上述三项病毒

抗原和一株作参照的病毒培养细胞按矩阵点布在膜上（4 列

×8 排，计 32 组）。每组抗原点依序为 STLV、SIV、SRV 和

Raji 细胞。检测时，将吸附了待检血清的滤纸条覆盖在抗原

点上，样本中相关病毒抗体和膜上相应抗原发生特异性结

合；然后加入酶标二抗，与之形成抗原-抗体-酶复合物；最

后加入酶的相应底物，通过酶促反应，使相应的抗原点呈现

肉眼可见的蓝色斑点，达到定性检测相关病毒抗体目的。若

通过扫描仪或数码相机将膜成像，对结果可作相对定量分

析。本方法操作简便，流程短，通量高，不需要特殊设备，

而且结果可靠，适合应用于猴场大规模常规筛查，提高动物

质量。 

提供的试剂及说明（可供检测样本 500 份） 

序号 名   称 数  量 贮 存 说    明 

1 
磷酸盐缓冲试剂 100 ml×3 

4℃ 

每 50 ml 缓冲试剂加 950 ml 去离子水稀释成 1×洗涤

液，用于配制样本稀释液、稀释二抗和洗涤。 20×Wash Buffer （白色大瓶） 

2 
样本稀释试剂 5 g×8 实验前每袋加洗涤液 100 ml 配成 5%样本稀释液，用

于抗原膜封闭和样本稀释，每张膜需 15 ml。 Sample Dilutant （铝箔袋） 

3 
显色试剂 125 ml×2 取适量置室温平衡后直接使用，将膜覆盖即可，每张

膜需 15 ml。 Chromogen （棕色大瓶） 

4 
酶标二抗 0.3 ml 临用前加洗涤液稀释 1000倍后使用。每张膜取 15 μl ，

加到 15 ml 洗涤液中。 AP Conjugate （黑盖冻存管） 

5 
临界值对照（STLV 弱阳性） 0.5 ml 用前取适量与样本一同稀释（1:5），用作指示染色， 至

示图中“+”时（约 2-5 分钟）即可终止反应。 STLV + （红盖冻存管） 

6 阳性对照（SRV 弱阳性） 
SRV+ 

0.5 ml 
（紫盖冻存管） 

用前取适量与样本一同稀释（1:5）。 

7 
阴性对照（阴性） 0.5 ml 

用前取适量与样本一同稀释（1:5）。 
NC （绿盖冻存管） 

8 
PA8 抗原膜  17 张/盒 必须戴橡胶手套操作，每张膜供检 32份样本（含对照）。

未用完的膜用自封袋密闭存放，保持干燥。 DIA Membrane （密封袋） 

9 滤纸条 
Filter Paper Strips 

600 条 
（自封袋） 

室温 

用来吸附待测血清，覆盖在抗原膜中相应的一组抗原

点上，进行第一步抗原抗体反应。 

10 
滤纸垫 

Filter Paper Pad 

25 张 

（自封袋） 

贴膜时垫在抗原膜下，用来保持第一步抗原抗体反应

时膜的湿润状态。 

 

需要但未提供的材料 

1. 镊子：无齿尖头和平头不锈钢镊子； 

2. 超纯去离子水或蒸馏水； 

3. 稀释血清用小试管（12×55 mm）； 

4. 50 ml 离心管，250 和 2000 ml 可高压灭菌的容量瓶； 

5. 恒温培养箱或恒温水浴槽一台； 

6. 摇床一台； 

7. 震荡仪一台； 

8. 20、100 和 1000 μl可调式移液枪及相应枪头； 

9. 连续移液器一把及相应枪头（5 或 10 ml）； 

10. 50-100 ml 分液器（用于 2000 ml 试剂瓶）。 

采样和保存 

1. 使用不加抗凝剂的采血管，采静脉血约 1.5 ml，注意不

要抽吸过快或震荡，避免样本溶血； 

2. 采血后可静置半小时待血液凝固后再离心，分离血清用

3000 转/分，10-15 分钟； 

3. 吸出血清，放到 1.5-2.5 ml 带有密封圈的冷冻管内，抽

吸时不可重复使用枪头，以免交叉污染； 

4. 血清样本可置 4℃短暂存放；若超过五天，须置-25℃冻

存。 



 

 

注意事项 

1. 吸取每个样本时都必须更换枪头，避免交叉污染； 

2. 操作过程中始终要带手套，避免直接触摸抗原膜； 

3. 实验全程要保持抗原膜的湿润，不能让膜晾干； 

4. 室温应控制在 18-25℃。 

溶液准备 

1. 将 100 ml 磷酸盐缓冲试剂倒入 2000 ml 试剂瓶中，加

1900 ml 去离子水，配成 1×洗涤液（pH 7.2～7.4），如

果分次配制，若瓶中有结晶，应置于 37℃充分溶解后

在配制； 

2. 将 5 g样本稀释试剂加到 100 ml洗涤液中配成 5%样本

稀释液， 或根据样本量配制，每 100 个样本需 100 ml。

此工作液在 4℃存放不宜超过 2 天； 

3. 染色前半小时将显色剂从冰箱取出，平衡至室温。 

实验操作步骤 

1.  稀释血清 将稀释样本用的小试管标上相应序号，并按

序对应排列在试管架上；用连续移液器在稀释管内各

加入 400 μl 样本稀释液； 

再用 100 μl移液枪分别加入 100 μl相应待检血清以及

试剂盒提供的临界值对照和阳性对照血清。  

2.  准备抗原膜  戴上手套，取出抗原膜，标记编号放在

10×10 cm的塑料平皿中（每皿 1-2 张），2 张膜时应背

对封闭反应；加入 15 ml 样本稀释液，置摇床上慢速摆

动，室温封闭半小时;封闭结束后，用洗涤液快速洗涤

三次，每次一分钟； 

洗涤结束后将抗原膜下垫置一张厚滤纸，注入适量洗

涤液将膜和滤纸充分湿润，再倒出多余液体，使膜上

不挂有液体。 

3.  贴膜  先将稀释的血清在震荡器上震荡混匀，用尖头镊

子轻夹一片提供的小滤纸条一端，另一端小心浸入稀

释的样本中，待纸条全部吸附上液体后提出液面，并

将纸条在试管口轻刮 1-2 次，去掉多余液体，然后按

序仔细贴覆在抗原膜矩阵上，用吸水纸擦干镊尖，再

贴下一个样本； 

每张膜有 4 列 8 排共 32 组抗原点，供检 30 个样本以

及 2 个对照。按序从上到下贴完左边第一列后，再从

左到右贴中列和右列。最后两组抗原点分别贴上临界

值对照和阳性对照； 

贴膜时，应避免不同样本的滤纸条间接触或太近而造

成交叉污染，并详细记录贴膜的顺序。 

4.  孵育  每张膜贴好后，盖上平皿盖，置于水浴箱或恒温

箱中 37℃孵育 30 分钟。水浴时注意勿将水流入平皿；

若用恒温箱，则注意保湿，以免抗原膜被烘干。 

5.  洗涤  孵育结束后，取出平皿，用预先冷却好的洗涤液

快速冲去膜上覆盖的滤纸条，弃去滤纸垫；再用洗涤

液洗涤 3 遍，每遍 5 分钟，洗涤过程中置平皿于摇床

上中速摇动。 

6.  酶标二抗  将提供的酶标二抗按 1:1000 的比例稀释于

洗涤液中（每一块膜取 15 μl抗体，加入到 15 ml 洗涤

液中），混匀后倒入平皿，使二抗溶液覆盖整块膜，置

室温孵育 30 分钟。 

多块膜同时反应时，可将两块膜背对放在一个平皿内，

加 25 ml 二抗溶液，置于摇床上低速摇动 30 分钟。 

7.  洗涤  倒出二抗溶液，将抗原膜用洗涤液洗涤 3 遍，每

遍 5 分钟。洗涤时应将平皿放在摇床上中速摇动。最

后一遍洗涤后应将液体尽可能控干。 

8.  显色  每皿加入显色试剂 15 ml，轻微振动平皿，两张

膜可背靠背在同一平皿中反应， 但需反复翻动。并仔

细观察，待临界值对照（STLV+）染至示图中“+”深

度，而背景还很淡时（约 2-5 分钟，随环境温度而改

变）即可终止反应。 

9.  终止  终止时，将膜用自来水快速洗涤 5 遍，置空气中

自然晾干后再判读结果。 

结果判定 

阳性（P）：若对照细胞点无色或颜色很淡，但病毒抗原点颜

色达弱阳性对照深度或更深，相当于示图中“+～+++”深度，

则判为阳性； 

可疑（I）：若病毒抗原点颜色比相应对照细胞点深，但又比

弱阳性对照浅，相当于示图中“+/-”深度，则判为可疑； 

阴性（N）：若病毒抗原点无色，或颜色很浅且与相应对照细

胞点接近，判为阴性； 

对于 STLV、SIV 和 SRV 可疑或阳性的动物，建议寄送

抗凝全血到 VRL实验室，用蛋白印迹或 PCR来进一步确证。 

 

附图：染色深度和读膜参照

 参照细胞 病毒抗原点 判定 

SRV 

- - 
阴性 

±～+++ 同参照细胞一样深 

- ± 
可疑 

±～+++ 比参照细胞稍深 

- +～+++ 
阳性 

±～+ ++～+++ 

SIV 

STLV 
 

- 阴性 

± 可疑 

+～+++ 阳性 
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