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用酶联免痊吸附试验快速检测虹礴的传染性

胰脏坏死病病毒
�

江育林 于 平 李正秋
�中国科学院水生生物研究所

,
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,
� � � � 巴脚�� � �月 �� 口

,

砰“再� 称 � � � � �  �

关链词 酶联免疫吸附试验
,

传染性胰脏坏死病毒
,
鱼病

,

病毒病

� � 了 � � � � � � �  � �
,
��� �

,

� ��� �  �� � � �
,

� � � � � � �� � � � �

我国于 � �  � 年从进 口的虹鳍中分离了 传 染

性胰脏坏死病病毒 ��
� �� � , �� � � � � � � � � � ‘� � � � �  ! “�’

� �� � � 简称 �� � � �
,

并进行了血清学鉴定
〔‘’。

由

于病鱼没有特有的临床症状
,

所以迅速查找鱼体

内特异性的病毒是十分必要的
〔, ’。

本文报道了用

酶联免疫吸附试验 �� �� �� � 鉴定细胞培养中分

离出的 �� � 病毒及从鱼组织 中 直 接 检 测 �� �

病毒抗原的方法
,

着重对该方法速度
、

灵敏度和特

异性进行研究
。

其目的是发展成试剂盒的形式
,

使之不仅可用仪器测定
,

而且也可用目侧来判断

检侧结果
。

材 料 与 方 法

试剂 包被稀释液 �。
�

�� � 叫 � 碳酸钠缓冲

液
, �� , �

�

� � � 底物 稀 释液 �。
�

� 二 �� � � 柠檬

酸缓冲液
, �� , ,

�

� � � � � � ��
�

� � � � �� � 磷 酸

缓 冲 液
, � � , �

�

� ,
含 。

�

� , � �� � � 氯 化 钠� �

�� � � �含 �
�

� , 肠 � � � � � 一� � 的 � �  � � 底物 �邻

苯二胺即 � � � , � � � �八� � �  ,

含 � , �
�
� � 拼�� �

酶�辣根过氧化物酶即 � � � �
。

抗原 �� � � 参 考 株 �� � 一� � 、 �� �
一
人�

、

�� �
一� � �从西德带回� 及中国分离株 � � � �

。

在

�� �狗鱼性腺细
�

胞 �中 �� ℃ 培养
,

并测定其病毒

量
,

用 � �� �
, 。

值 �半数细胞病变剂量�表示
。

对照病毒 ��  �白斑狗鱼幼鱼弹状病 毒�
、

� � � � � �新分离的杆状病毒�
�” 、

� � �青蛙病毒 �

均从西德带回
。

抗血清制备 将 �� � � 在 �� 细胞中扩增
。

每 �� �� 感染细胞的收获液经两次差异离心纯化

后
,
重悬于 � � � � �� 中

。

按前人的方法
‘, ’

免疫山

羊和大白兔以制备抗血清
。

得到抗血清加等体积

的 �� 细胞悬液混合以充分吸收其非特 异 性 抗

体
。

侧定兔血清效价后置 一 �� ℃ 保存备用
。

羊

血清中的 �� � 则通过两个轮次 ��  的硫酸铁沉

淀
,

再在 � �� 中 呼℃ 透析两天提纯
, 一 �� ℃ 保存

� 国家自然科学基金资助项目
。

�� � � 年 � � 月 � 日收到
。
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获奋

备用
。

病鱼材料 从山西省虹缚试验场
、

晋祠渔场

和朔县虹鳍渔场收集的虹蹲稚鱼样品 �约 �� � � �
。

整条鱼剪碎匀浆后按每 � 组织加 �� �� 培养液 悬

浮
, �℃ 过夜后离心收集上清液作 � �� �� 检测

,

并按常规分离法接种于 �� 细胞中测 定 其 �� �

病毒的滴度
。

�� �� � 测定 用羊抗 ��� � 的 坛� 包埋微

孔滴定板
,
依次加入待测样品

、

兔抗 �� � � 血清

及辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 烤� ��� � �
“

化

学公司产品�
,

分别在 �� ℃ 下反应 ��
,

每两步之

间用 �� �� 洗 � 次
,

最后用邻苯二胺显色
,
目测

或在酶标测定仪上测定 伊��
, � 波长时的光密 度

�� � 值 �
。

以样品孔的 � � 值 �� � 与阴性对照

孔的 � � 值 �� � 之比大于 � �即 � � � � � � 时定

为阳性
。

结 果 与 讨 论

� 感染细胞中 �� � 病毒抗原的检测

为了检验该方法的灵敏度
,
把 �� � 病毒接种

于 �� 细胞后
,

每隔 �� � 取样
,

测定其 病 毒 的

� �� �,
。

值
,

并与在 � �� �� 试验中测得的 � � 值

比较 �表 � �
。

结果表明
,

当肉眼可见的细胞病变

�� �� � 出现后
,

其细胞上清液用 � � !∀ 法可得

到很强的 O D 值 (A 咭, o > 一 3
) 和 p /N 值(大于

3); 而在未出现 C PE 时 ,
E

LI
s 人 仍可得到阳性

结果 (P /N ) 2
.3)

。

由此可见
,
当细胞培养用于

从病鱼材料中分离病毒时
,
即便在细胞出现 C PE

之前
,

或者由于病鱼材料中存在有毒物质的作用

而掩盖了 C PE 的发展时
,

E
Ll

s A 技术都能从细

胞悬液中检测到 IP N 病毒抗原
。

一般高于 10
.

T cl D
, 。

/0

.

1创 的病毒量能很容易的检测出来
,
低

于此值则得到模棱两可的结果
。

由于样品中含有

无感染力的 IP N 病毒抗原
,
它在 ELI sA 试验中

能参加反应
,
因此病毒滴度与样品的 O D 值之间

并没有严格的相关性
。

在 E LI sA 检测中 IP N 病毒与其他病 毒 的

交叉反应(表 z) 的结果表明
,

IP
N 病毒与 PF R 、

F v 和 33/86 等病毒没有交又反应
,

而 IP N 病毒

的不同株之间有一定的交叉反应
。

这与中和反应

的情况相符
〔‘’。

进一步的交叉中和试验也表明
,

只有相对应的抗原
、

抗体在中和试验中才有最高

的中和指数
,

在 ELI sA 试验中也有强阳性结果
。

而不相对应的抗原只有较低的交叉反应 (表 3)
。

乡
2 IPN 病毒抗原的检测

从收集的病鱼样品经 E Ll sA 检测和经细 胞

培养分离的结果见表 4
。

尽管取样时已错过发病
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表 3 IP N 润布不圈株之间在 E L Is A 试验及在中和试验里的交 叉反应
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无明显症状死亡

内脏充血

拖假粪

拖假粪

高峰
,

并且样品在 一 20 ℃ 保存达 6 个月之久
,
但

病鱼样品中的 IP N 病毒基本 上 都 可 用 ELI sA

技术检测出来
,

得到与细胞分离试验几乎一致的

结果
。

但直接用 ELl sA 技术检查无症状的带毒

鱼还有一定困难
。
如 的

一
10 样品中病毒量很低

,

须在细胞培养中盲传一次才能 出现 CP E ,
在 用

E LI sA 直接检测病鱼样品时就得不到明显的阳性

结果
。

毒是一个有价值的技术手段
。

它速度快 (约 3b) ;

在大多数情况下
,

它有足够的灵敏度和特异性;可

以用目测法判断样品的阳性与阴性
,
因此可在野

外应用
。
在 IP N 流行时

,
E

LI
s A 法可从鱼的抽

提物中直接检测病毒抗原
。
在检测无症状的带毒

病鱼时(例如种鱼的常规筛选 )
,

可先接种细胞培

农 5 不同反应时间对 E L Is A 到定结果的影响

T ab
.
5 E ffeet of reaetio n tim e on E L ISA

3 快速检测试验
样品编号

常规试验
N orm al ( Zh)

快速试验
E LI sA 试验所用时间在 8一20h 之间

。

为了

缩短操作时间
,

方便野外检测
,

作了缩短反应时间

的试验 : 除包埋外
,

样品
、

抗血清和酶标抗抗体的

结合时间均缩短在 37℃
,

30
m in 左右

。

结果表

明缩短时间引起的 O D 值降低对结果的 判 定 影

响不大
。

相反
,

由于缩短时间使非特异性吸附降

低到很低水平
,
即阳氏了本底

。
因此虽然 o D 值

降低了
,

P
/

N 值反而略有增加(表 ,
)
。

上述研究表明 : E LI sA 法对于诊断 IP N 病
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.

费
勺卜

曰

养一天后再用 ELI sA 检测
,

也可得到较为满意的

结果
。

该技术稍加修改后即可用检测其他鱼类病 L4〕

毒(如草鱼呼肠孤病毒 G CR v )
。

此项工作正在进

行
。
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