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鱼呼肠孤病毒 ( F R V )抗血清的

制备及其应用

阂淑琴 洪世雯 蔡宜叔

(中国科学院武汉病毒研究所 )

提要 在 r R V 的分离和纯化基础上
,

本文介绍了制备 r R V 抗血清的几种方法
。

并采

用不连续对流免疫电泳法 ( D C I E ) 和酶联免疫吸附试验 ( E L I SA ) 进行 F R V 诊断学研究结

果
,

同时对这两种方法检测 F R V 的灵敏度作了比较
。
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、
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草鱼出血病是一种严重的鱼类病毒病
,

造成草鱼大批死亡
。

研究该病的防治对于我

国淡水渔业的发展具有十分重要的意义
。

目前已有一些单位采用粗制疫苗进行预 防
〔工 J ,

并开始细胞疫苗等方面的防治研究工作
。

但迄今为止
,

尚未建立灵敏
、

可靠的血清学诊断

方法来预测该病的检测和预防效果
。

我所曾报道了鱼呼肠孤病毒 (简称 F R V ) 为该病 的

病原 〔, “ ,

建立了稳定的提纯 F R V 的方法
。

并在此基础上
,
成功地制备出几种 F R V 抗血

清
,
对不连续对流免疫电泳法 ( D OI E )和酶联免疫吸附试验 (且 L I SA )诊断 F R V 作了研

究
,

比较了这两种方法对检测 F R V 的灵敏度
。

本文介绍这方面的研究结果
。

材 料 和 方 法

1
.

F R V 杭原及其纯化 将 泞V一 8 36 毒株
〔们 感染健康草鱼种

,

取感染后发病的草

鱼组织按文献 〔幻 的方法提纯
。

提纯后 的抗原样品在电镜下观察可见大量病毒粒子
。

紫

外分光光度计测定并使 O D
: 8。 二 2

·

74
。

2
,

兔 r R V 杭血清的制备 选用 2 公斤以上健康家兔
,

采用胭淋巴结免疫脚为基础

免疫途经
,

即在兔胭窝处割一小切口
,

可见一淡红色
、

黄豆粒大小的胭淋巴结
,

将 o
.

Zm l提

纯的抗原和等量的完全福氏佐剂乳化液注射到淋 巴结内
,

缝合皮肤
,

完成基础免疫
。

在基

础免疫后第 14 天进行第一次加强免疫
,

即于两侧鼠蹊皮下各注射 。
·

2m l 提纯抗原和 等

量的不完全福氏佐剂乳化液
,

第 21 天进行第二次加强免疫
,
在两侧臂部肌肉各注射 0

.

2m l

提纯抗原和等量的不完全福氏佐剂乳化液
。 9 天后胫静脉采血

,

得到免疫兔抗血清
。

用正

常草鱼组织经同样提纯处理后的材料做为吸附液
,

于 3 7
O

C保温 1 小时后
,

于 4 0 o o r pm 条

件下离心 30 分钟
,

去沉淀后得到兔 F R V 抗血清
。

3
.

鱼 F R V 杭血清的制备 将 r V一 8 3 6 感染的病鱼组织在捣 碎器 内于 8 0 0 OPr 功

条件下搅动 15 分钟
,

制成的匀浆用适量磷酸缓冲生理盐水 ( P B )s 稀释后
,

用 4 0 0 0Pr m 速

度离心 20 分钟
,

去掉组织碎片及其杂质
,
加入青链霉素

,

于 37 00 保温 1小时
。

将 O
,

Zm l
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此病毒样品从腹腔处注射到健康草鱼中
,

在 2 8
O

C饲养
,

取 1 5 天后仍存活的草鱼血清
,

获

得鱼 卫R V 抗血清
。

4
.

鼠 F R V 杭血清的制备 选 12 周龄 B A L B / C 小 白鼠
,

基础免疫于腹腔内两侧各

注射 0
.

2m l 提纯抗原和等量的完全福氏佐剂乳化液
。

在基础免疫后 第 21 天 和 第 30 天

分别进行第一
、

二次加强免疫
,

均于两侧腹腔内各注射 0
.

2m l 提纯抗原徉品
。

7 天后采

血
,

用 E LI SA 法检测抗体
。

5
.

免疫 复合物的 电镜观察 将制备出的兔 F R V 抗血清与 F R V 样品按 1 :l 。 混合

后
,

于 37 ℃保温 l 小时
,

于 E孙
e n dor f 离心机离心 10 分钟后

,

弃去上清液
,

沉淀溶于少

量重蒸馏水中
,

滴于碳膜覆盖的火棉胶膜铜网上
。

用 2%磷钨酸
,
pH 6

.

9 负染色
,

在 J E M一

1 00 C 电子显微镜下观察
。

6
.

兔抗 F R V I酮 的提纯 免疫兔 F R V 血清 用 中性 饱 和 硫 酸 按 沉 淀 后
,

经

D E A E 一 s e

仙da ex A 5 0 柱层析
,

得到 纯化的抗 卫R V gl G
,

经聚丙烯酞胺凝胶电泳及醋酸

纤维素薄膜电泳检测
,

在 r 区呈现一条蛋白质区带
。

紫外分光光度计测定其蛋白含量为

2
.

6 9 7m g /m l
。

7
.

辣根过氛化物 酶 ( H R P ) 标记 兔杭 F R V I g G 按郭春祥等人的改良过碘酸盐法.[]

进行
。

所用 且R P 为上海生化所生产
,
R

·

Z 二 2
.

5 一 3
。

8
.

不连续付流 免疲 电泳法 ( D C I E ) 用 0
.

ol 5M 巴比妥钠
一
盐酸缓冲 液 印且 8

.

4) 配

制 。
。

7 5终琼脂
,

电泳槽缓冲液为 0
.

0 7 5汀 巴比妥钠
一
盐酸缓冲液 ( p H S

.

4 )
,

电泳电压为每

厘米 5 伏左右
,

60 分钟观察结果
。

9
.

酶联免疫吸 附试验 ( E L sI A ) 按常规 E LI s A 双抗体夹心法
〔引 检测咫 v 抗原

。

采用上海塑料三厂生产的 40 孔聚丙 乙烯微量反应板
,

包被抗体为纯化的兔抗 F R V 址G
。

通过棋盘滴定选择包被抗体浓度为 2林g /孔
,

H R P 一F R V 结合物稀释度为 1 : 1 00
,

底物采

用磷苯二胺
。

肉眼观察结果
。

按常规 E L SI A 间接法闭检测 F R V 抗体
。

采用上述微量反应板
。

经棋盘滴定选择

吸附抗原浓度为 1 : 90 稀释度的 F R V 提纯抗原
,

酶标结合物采用 北京生物制品所生产的

辣根过氧化物酶标记的兔抗鼠 B A L B /C 结合物
,

底物采用磷苯二胺
。

肉眼观察结果
。

结 果 和 讨 论

1
.

r R V 抗血清

制备成的兔免疫血清经正常鱼材料吸收后
,

得到兔 r R V 抗血清
,

经 D oI E 法检测
,

与 F R V 抗原呈现一条沉淀线
,

与正常鱼比较无血清学反应
,
其抗体滴度为 1: 3 2 , 而采集

的鱼血清
,

其 F R V 抗体的 DCI E 滴度为 1 : 2 左右 , 鼠 F R V 抗体经 E LI S A 法检测呈阳

性反应 (
+ +

)
。

2
.

免疫复合物的电镜观察

在电镜下可观察到聚集成丛的 万R V
,

典型结果如图 1 所示
。

这个结果表明
,

我们所

制备的兔 F R V 抗血清与 P R V 抗原产生免疫反应
,

形成抗原抗体复合物
。

这种血清 为
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表 苏 L I ES A法检测 F Rv抗原的结果

T a b】 .3T h eD阅翻姆 to in of FV Ra n t i g en
初场 L S I E A扭 et bo d
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血血血血血血血血血血血血血血血血血血血血血
清清清清清清清清清清清清清清清清清清清清清
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为阴性对照
。

由表 3可以看出
,
采用 D CI E 法检测

,
9 份典型草鱼出血病样品均为阴性

。

而用 E LI SA 法检测
,

9 份典型草鱼出血病样品均为阳性
,

而 5 份非典型草鱼出血病样品

均为阴性
, 2 份超离心除去 F R V 后的上清液也均为阴性

。

说明所建立的 E L sI A 法可作

为 F R V 的特异性诊断方法
。

5
.

D cI E 法与 E U s A 法检测 F R V 抗原灵敏度的 比较

将提纯浓缩的 F R V 抗原样品做一系列稀释
,

分别采用 D C I E 法和 E I J习A 法检测

其抗原性
。

1 : 50 稀释度的正常草鱼血清和 P B S 为阴性对照
,
结果列于表 4

。

由表 4可

见
,

提纯的抗原样品用 D班 E 法检测
,

滴度为 l : 1
,

而用 E U S人 法检测
,

滴度为 1 : 5。。 。

由此可见
,
E H S人 法比 D c1 E 法的灵敏度至少高 400 倍

,

可以做为灵敏
、

准确
、

特异的检

测 r R V 的血清学方法
,

并可用于其早期诊断
。

表 4 D C扭 法和 E L I s A 法检测 F R v 灵敏度的比较

T a bl e 4 T he c

mo p盯 a 吕 o n 加 t w ee n 刀C EI 幼 d E毛 sI A 班E T H O D S

薰薰黔巡巡
原 浓浓 1 / 222 又/ 444 1 /度卜卜

·

1 / 10000 1 /公X 》》 l/ 《 X))) 工/汉洲〕〕 1 / 6 0 000 l/ l lX洲〕〕 1 / ZOC OOO 1/ 脚正常常 P B ggg

ooooo
r i g i: l托 ]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]] 草鱼血清清清

33333 0 1一 t j o nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn 1 /的 n o

mr
压王王王

SSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS O r U 刃QQQQQ

DDD C I EEE +++++++++++
二二

+ +++ + +++ 上上上上上上

卫卫弓I
J

I只AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

6
.

E L巧A 法检测鼠 F R V 抗休

为制备 F R V 单克隆抗体
,

我们免疫了 B A L B / 0 小鼠
,

并建立了 E班 3人 间接法检

测鼠 F R V 抗体的方法
。

用 1 : 10 稀释的正常鼠和免疫鼠血清做为待测抗体样品
,

牛血清

和 P B S 为阴性对照
。

表 5列出检测结果
。

免疫鼠呈抗体阳性反应
,

正常鼠呈抗体阴性反

应
。

这一方法的建立可为进一步制备 F R V 单克隆抗体提纯必要的检测手段
。

表 5 E L SI A 法检测鼠 F R v 抗体的结果

T a b l. S T如皿 ct o场 e o f et st of
r F R v 呱u 加d y o f 1 . o u s e w it h E L IS A

样样 品品 正常鼠血清 1 : 工。。 免疫鼠血清 1` 1000 牛 血 清清 P B SSS

日日P的 im
e nnn n o 了 r o a l m

o u s 。 朗 r 口mmm lm 爪
u n i七y m o u 吕e

既
r 。上。。 卫昌人人人

结结 果果果 + +++++++

OOO U七C 0 1l l eeeeeeeeeee

采用 D CI E 法可以检测出草鱼体内产生的 F R V 抗体
,

因此
,

该法可用于预测草鱼出

血病的疫苗预防效果
,

但其灵敏度较低
。

如将本文所述 E LI SA 法稍做改变
,

即可用于检
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测草鱼体内微量 R rV 抗体的滴度
,

从而定量评价疫苗对该病的预防效果
,

这是 目前草鱼

出血病防治研究工作中急待解决的间题
。
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