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1 引言

随着对虾养殖业的发展
,

对虾疾病越来越受到人们的关注
,

尤其对虾病毒性疾病已成为各

国学者研究的焦点之一 由于没有有效的抗病毒药物
,

早期预防就显得更为重要
,

而这依赖于

快速
、

敏感的诊断方法
.

酶联免疫吸附试验(e n z ym e 一 lin k e d im m u n o so r be n t a s s a y
,

E L ISA )是 1 9 7 2 年由 E n g v all

等在酶免疫试验(enz ym e

im m u
no as sa y

,

EI A )的基础上发展起来的
.

目前
,

在病毒等疾病有关

的抗原抗体系统的定性或定量测定领域内已被广泛应用
.

本文通过病毒纯化
,

免疫新西兰兔
,

获得多克隆抗血清
,

并对抗体进行纯化
、

酶标记
,

建立

了双抗体夹心直接 E LI S A 的检测方法
.

2 实验材料和方法

2
.

1 病虾及正常虾

病虾于 1 9 9 6 年 6 月采 自青岛红岛发病虾池
,

正常虾为 4 月的海捕虾
.

2
.

2 实验动物

健康雄性新西兰兔由青岛大学医学院动物房提供
.

2
.

3 病毒的分离和纯化

将 2 5 9 冰虾头胸部
,

去除肝胰腺
,

加人 2 0 0 。m 3 T N 缓冲液中(0
.

0 1 m o l/ d m 3 T r iS 一 H e l
,

0
.

1 m o l/ d m 3 N ae l
,

p H s
.

o )
,

其中含有 PMsF (苯甲基磺酞氟 )l m m o l/ d耐
,

经 5 0 0 0 : / m in 匀
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浆 1 0 m in 后
,

3 0 0 0 r / m in 离心 5 m in
,

5 O0 0 r / m in 离心 2 0 m in
,

再取上清液1 0 0 0 0 r / m in 离

心 l h
,

沉淀用少量 T N 缓冲液重悬
,

经 30 % 一 5 0 % 蔗糖密度梯度离心
,

20 000
r / m in

,

Z h 后
,

分取各带离心回收
,

用 2 % 的磷钨酸 (pH 7
.

4) 负染
,

在 JE M 一 12 0 0E x (日立 )透射电子显微镜

中观察
.

2
.

4 病毒抗血清的制备

按常规方法免疫健康雄性新西兰兔 5 只
,

免疫程序见表 1
.

表 1 家兔免疫程序

免疫次数 时间/d 剂量 / c

衬 佐 剂 注 射 部 位 血清效价

初次 第 1 天 0
.

1 c m 3
福氏完全佐剂 局部皮下注射

第 2 次 第 2 天 0
.

4 。m 3
福氏完全佑剂 皮下多点注射

第 3 次 第 9 天 0
.

6 c m 3
福氏完全佐剂 皮下多点注射

第 4 次 第 16 天 。
.

8 c m 3
福氏完全佐剂 皮下多点注射

第 5 次 第 23 天 0
.

2 。m 3
无 静脉

第 6 次 第 2 6 天 0
.

5 。m 3
无 静脉

第 7 次 第 2 9 天 0
.

4 。m 3
福氏完全佐剂 腑窝腹股沟淋巴结

第 8 次 第 4 3 天 1
.

5 c m 3
无 静脉 1 : 8 0 0

第 9 次 第 4 9 天 1
.

5 C m 3
无 静脉 1 : 1 6 0 0

第 49 天用微量试管沉淀法测血清效价大于 1 : 1 000
,

3 d 以后 由心脏抽兔血
,

分离血清
.

2
.

5 免疫球蛋白的纯化

用盐析法提纯抗体川
.

本文选用硫酸钱溶液对抗体进行纯化
.

2
.

6 非特异性抗体的吸收

取正常虾的头胸部
,

去除肝胰腺
,

加人 T N 缓冲液中(其中含有 PM SF 1 m m ol / d耐 )
,

匀浆

8 0 0 0 叮m in
,

10 m in
,

经 3 0 0 0 r / m in
,

离心 5 m in
,

取上清液再经 5 0 0 0 r / m in
,

离心 2 0 m in
,

上清液经 10 0 00
: / m in

,

离心 l h
,

取沉淀用于非特异性抗体的吸收
.

方法参照 Sa m br oo k 等f2]

的方法
.

2
.

7 酶标记抗体的制备

采用过碘酸钠法对纯化抗体进行辣根过氧化物酶标记〔
’〕

2
.

8 酶标抗体标记率的测定

取标记物做 1 :
20 稀释

,

终体积 2 。m 3 ,

用紫外分光光度仪测 2 80
n m

,

403 o m 处的 O D 值
.

2
.

9 样品处理

取单个虾 头胸部
,

去 除肝胰腺
,

用 剪刀绞碎
,

加人 2 C m ”T N 缓冲液 (含有 1 m m ol / d m 3

PM SF )
,

用研钵充分研磨
,

再放人 1
.

5 c m 3 塑料离心管中
,

3 0 0 0 r / m in 离心 5 m in
,

再 5 0 0 0 r /

m in
,

离心 25 m in
,

取上清液用于 E LI sA 检测
.

阴性对照为正常的海捕虾
,

也以同样的方法处

理
.

阳性对照为纯化病毒
.

2
.

10 经预实验选定将抗体做1 : 300 稀释
,

抗原做 1 :
10 稀释

,

阳性对照抗原即纯化病毒做 1 :

4 0 0 稀释用于 E LI SA 检测
.

2
。

1 1 E L ISA

纯化病毒抗体按 1 : 300 比例用 PB S 缓冲液稀释
,

每孔加人 10 0 m m 3
包板

,

37 ℃ Z h
,

倾去
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反应液
,

拍干
,

用 PB ST 洗板
,

每次振荡 5 m in
,

倾去洗涤液
,

拍干
,

重复 3 次 ; 用含 10 % 的小牛

血清的 PBS 封板
,

每孔加满
,

3 7 ℃ 反应 4 5 m in
,

按前法洗板
,

每孔加人 1 0 0 m 衬 按 1 : 1 0 稀释

的待测样品
,

37 ℃反应 90 m in
,

按前法洗板 ;每孔加人 100 m m 3
稀释的酶标抗体

,

37 ℃ 反应 90

m in
,

按前法洗板 ;加人反应底物
,

室温下作用 3 0 m in
,

每孔加人 10 0 m m 3
反应终止液(2 m o l/

dm 3H ZSO 礴) ;用酶标仪测定 4 92 n m 处的 O D 值
,

结果判定以样品 O D 值(P) 比阴性对照 O D 值

(N )大于 2
.

1 为 阳性
,

P/ N 值小于 2
.

1 而大于等于 1
.

5 疑
,

P/ N 值小于 1
.

5 为阴性
.

3 结果

3
.

1 血清效价的测定

5 只家兔血清效价分别为
:
1 : 3 2 0 0

,

1 : 4 8 0 0
,

1 : 3 2 0 0
,

1 : 6 4 0 0
,

i : 2 4 0 0
.

3
.

2 酶标记抗体标记率的测定

经紫外分光光度仪测得 280
n m 处 O D 值为 1

.

687
,

4 03
n m 处 O D 值为 0

.

4 61
.

酶量 (m g / 。m 3 ) = o D 值(4 0 3 n m ) x 0
.

4 x 稀释倍数 = 0
.

4 6 1 义 0
.

4 x 2 0 = 3
.

6 5 5
,

Ig G 量(m g / e

衬 ) = 【O D 值 (2 5 0 n m ) 一 o D 值 (4 0 3 n m ) x 0
.

4 2 ] 只 0
.

6 2 x 稀释倍数 =

(r
.

6s 7 一 0
.

4 6 1 ) x o
.

6 2 x Zo = 1 5
.

2 0 2 4
,

克分子比值 二 酶量 (m g / 。m 3 ) x 4 / Ig G 量 = 0
.

9 7
.

3
.

3 E L ISA

通过测定 34 份标本中
,

有 21 份为阳性
,

检出率为 61
.

8 %
.

结果见表 2
.

表 2 E L Is A 检测结果

标本号 O D 值

0
,

7 8 1

1 9 0 6

1
.

4 9 2

1
.

6 1 4

0
.

9 1 3

1
.

9 9 5

1
.

4 9 7

1
.

7 9 8

0
.

6 7 8

1 4 0 6

0 7 94

0
.

4 3 7

1
.

2 0 5

1
.

9 1 4

P/ N 结果判断 标本号 O D 植 P/ N 结果判断

1 5 1

3
.

6 9

2
.

8 9

3
.

1 3

1
.

7 7

3
.

8 7

2
.

9

可疑

可疑

3 4 8

1 3 1

1 0

l 1

2
.

7 2

1
.

5 4

0
.

7 8

2
.

3 4

3
.

7 5

1
.

4 2

2
.

4 9

3
.

6 1

1
.

3 2

可疑

1 2

1 3

1 4

1 5

16

17

7 3 2

2 8 7

1
.

8 6 1

0
.

6 7 9

1 9

2 0

2 1

2 2

2 3

2 4

2 5

2 6

2 7

2 8

2 9

3 0

3 1

3 2

3 3

3 4

阳性对照

阴性对照

1
.

3 6 8 2
.

6 5 +

1
.

1 7 3 2
.

2 7 +

1 3 8 1 2
.

6 8 +

0
.

6 0 3 1
.

1 7 一

0
.

6 7 8 1
.

3 1 一

0 8 2 6 1
.

6 0 可疑

1
.

14 2
.

16 +

1
.

0 8 5 2
.

10 +

1
.

1 9 7 2
.

3 2 +

1 4 6 3 2
.

8 4 +

1
.

5 3 2 2
.

9 7 +

1
.

4 9 3 2
.

8 9 +

1
卜

0 4 6 2
.

0 3 可疑

1
.

8 3 9 3
.

5 6 +

0
.

7 2 5 1
.

4 1 一

0
卜

8 7 4 1
.

6 9 一

1
.

7 6 2 3
.

4

0
.

5 16
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4 讨论

本文用纯化的中国对虾的 w SS V
,

免疫新西兰兔获得多克隆抗血清
,

并将多克隆抗血清纯

化
,

进行酶标记
,

建立了直接双抗体夹心 E LI sA 的诊断方法
.

用于 E LI SA 的抗体有两种
,

一种

是单克隆抗体
,

一种是多克隆抗体
,

单克隆抗体主要针对抗原的某一特异的抗原决定簇
,

因此

特异性较高
,

有报道用单克隆抗体检测 IH H N v 和 H H N Bv [3, 4 〕
,

但单克隆抗体因特异性过高
,

有时在检测某些不含有共同决定簇抗原时
,

因无反应
,

可能遗漏 ; 有些单克隆抗体因对抗原的

亲和力低
,

在使用标记抗原时
,

可能因固相板上抗体抗原结合标记物减少
,

影响到结果准确性 ;

抗天然表位的单克隆抗体只与正确折叠的蛋白质起反应 ; 以上因素影响到单克隆抗体的敏感

性
.

与单克隆抗体相比
,

多克隆抗血清可与某一蛋白质的所有形式起反应
,

因此本文选用多克

隆抗体可用于大批量标本的筛选
,

但多克隆抗体中可能存在针对宿主蛋白的抗体
,

与宿主蛋白

发生交叉反应
,

影响到结果的特异性
.

本文用正常的对虾组织对多克隆抗血清进行了吸收
,

用

E LI SA 对正常虾组织进行检测
,

可以看到反应的 O D 值较感染病毒的对虾组织明显低
,

因此本

实验具有较高的特异性
.

E L ISA 分为间接 ELI SA 和直接 E LI SA 两种方法
.

两种方法各有优缺点
,

间接 E LI SA 由

于二抗的放大作用
,

敏感性较高
,

而且不用特异性抗体进行酶标记
,

直接 E LI SA 反应时间较间

接 E LI SA 短
,

但需要对特异性抗体进行酶标记
,

因为没有二抗的扩大作用
,

敏感性在一定程度

上有所下降
.

本文采用直接 E LI SA 的方法
,

检测时间在 6 h 左右即可完成
,

并且通过双抗体夹

心法
,

用抗体对抗原进行捕捉
,

来提高反应的敏感性
.

双抗体夹心直接 E LI S A 法用于对虾病

毒的检测在国内外尚未见报道
.

本文对来源于同一发病虾池的 34 份标本进行检测
,

检出率达 6 1
.

8 %
,

表明同一发病虾池

中
,

并非所有的对虾均带有病毒
,

但也不排除某些对虾中的带毒量较低
,

超过实验方法的检出

范围的可能
.

本文在提纯抗体过程中只提取了 Ig G 抗体
,

原因有两点
: (1) Li g h tn e r

等 [4] 报道

用 IH H N v 单抗对长期冰冻样品进行间接 E LI sA 检测时
,

可得出很好的结果
,

但对新鲜样品

检测
,

则与正常虾组织发生假阳性反应
,

这可能是 Ig M 与对虾血淋 巴内凝集素的非特性吸附
,

选择 lg G 型的单抗或将第二抗体改用抗鼠 Ig G 的抗体后
,

检测结果的假阳性问题可得到解

决
.

本文所制备的多克隆抗体
,

通过提纯得到 馆G 型抗体
,

可以排除这种假阳性反应的可能
.

(2) 在病毒免疫初期
,

家兔主要产生 Ig M 型抗体
,

到免疫后期
,

Ig M 水平降低
,

地G 型抗体水平

升高
.

因此在长达 50 d 的免疫过程结束时
,

家兔血液中主要为 Ig G 型抗体
.

在家兔免疫过程中
,

本文对 1 号家兔进行了两次效价的测定
,

分别为 1 : 1 600
,

1 : 3 2 00
,

表

明抗体滴度正在升高
,

因此有可能采血时并非家兔产生抗体的最高峰
.

其他 4 只家兔在免疫

过程中未进行血清效价的滴定
,

采血时有可能在其产生抗体高峰期前后或正达高峰期
.
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