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葡萄球菌A 蛋白协同凝集试验
快速检测草鱼出血病病毒

’

杨广智 罗毅志 叶雪平

(浙江省淡水水产研究所
,

湖州 )

提 要 木文报道奄萄球菌 A 蛋白协同凝集 ( S P 八 C O八 ) 快速检测草鱼出血病病毒的

方法以及对提纯病毒
、

染毒细胞内病毒和病鱼组织检测的初步结果
。

并对该方法进行了 特异

性和敏感性考核以及凝集物的电镜观察
。

该方法快速
、

特异
、

设备简单
,

适合基层单位检测草

鱼出血病病毒
,

并有可能作为草鱼出血病疫苗质量鉴定的指标之一
。
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近十余年来
,

国内外对葡萄球菌 A 蛋 白 ( S t a Ph y l o e o e e u o P r o t e i n 简称 S P A ) 进行了

广泛的研究
。

自 1 9 7 4 年 K
: 。 n协 n 建立葡萄球菌 A 蛋白协同凝集试验 s( P A 。 。 。 g g ih 七i n ,

t io n t e漪 简写 吕 P A C O A )以来
,

在医学和兽医学中广泛用于细菌
、

病毒和寄生虫病的快

速诊断及病原血清型的鉴定
。

在鱼类病毒病方面
,

aT k汕 i。 。 ik 幽
: 。 等 1 9 8凌年报道了应

用 s P A C o A 鉴定 I p 万v 病毒血清型和从病鱼组织中直接检测病毒抗原 [’2
。

草鱼出血病是我国危害严重 的病毒病
,

对该病检测方法的研究报道较少
,

阂淑琴等

19 8 6 年报道了应用对流免疫电泳 ( D C I E )和酶联免疫吸附试验 〔E IL S A ) 检测病毒〔 , ’
。

但

迄今为止
,

尚未见应用 S P A C O A 法检测病毒的报道
。

由于 S P A CO A 法检测不 仅快

速
、

特异
,

而且设备简单
,

适用于基层单位检测草鱼出血病病毒
,

这对于草鱼出血病的正确

诊断和防治以及病毒血清型的研究有着一定的意义
。

本文将着重介绍这方 面 的 研 究结

果
。

材 料 和 方 法

`补 菊萄球菌菌体试剂 冻干葡萄球菌A 蛋白 ( S P A ) 菌体试剂
,

购自上海生物制品研究所
。

(2 ) 病毒的提纯和兔抗血清的制备及纯化 从病鱼组织中提取病毒按文献
『’ ]进行

,

从染毒的培 养

细胞中提取病毒按文献比 〕
进行

。

兔抗血清的制备及纯化按文献
〔` ’进行

,

以对流电泳测定抗血清效价
,

为

了去除非特异性凝集
,

抗血清经正常鱼组织悬液
、

正常培荞细胞反菠多次处理
。

正常兔血清也按上述方

法纯化和处理
。

`的 待测样品的制备

① 病鱼组织样品的制备 取病鱼的肝
、

脾
、

肾
、

肠和肌肉等组织
,

各按 1 : 1。(W产V )加 P BS 液匀浆
,

参加本工作的尚有浙江水产学院实习生蒋天水
、

杨月萍
、

黄飞先
、

张旭瓦 本所董济海
、

杨成亮同志提供草

鱼肠炎菌
、

烂姆菌和兔抗烂鳃菌血清
,

在此一并致谢
.

收稿年月
二1例拍年 1月 ;同年 9 月修改

。
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试剂
、

P B S 液
、

兔抗血清
、

正常兔血清进行 S P A CO A 试验
,

均呈现阴性反应
,

反应液混

浊
,

无凝集颗粒
。

正常鱼组织悬液
、

正常 2 0 一了9 0 1 细胞和 C P一 80 细胞 以及 19 9 培养液
、

牛血清与上述各种试剂进行 S P A C O A 反应也均呈现阴性 (图 3 )
,

试验结果详见表 1
。

表 1 提纯病毒和细胞毒的 s p A c o ^ 试验结果
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(2 ) s p A C O A 的阻断试验 将提纯病毒
、

细胞毒和组织毒分别与等量兔抗血清 混

和后
,

于 37
,

C作用 30 分钟
, 3 0 00 r p m 离心 30 分钟

,

取上清液 (病毒 已被中和 ) 再进行

s P A C O A 试验
,

反应结果均呈现阴性
,

详见表 2
。

表 2 s P A CO A 阳性结果的阻断试验

T a b l e 2 B 10 c k i n g e f衣沁 t on s p 人 OC A op
s i t i v e 玲 a
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S p A C O A 试验
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(3 ) 出血病病鱼组织与正常鱼组织的 S P A C O A 对比试验 共检测患典型出血 病 病

鱼共 10 尾
,
s P A 0 0 人 试脸均为阳性

,

其中肝胜的阳性率为 100 终
,

脾脏为 90 环
,
肾脏为
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表3 病鱼组织与正常鱼组织的S P A co A 对比试验
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90 %
,

肠道为 60 %
,

肌肉为 50 终
。

共检测正常鱼 10 尾
,
s P A C O A 试验均为阴性

,

详见表

3
。

结果表明 S P A C O A 试验与出血病的解剖症状相关
,

同时提示在进行 S P A C O A 试

验时
,

被检材料应以肝
、

脾
、

肾等组织为主
。

(二 ) S P A C O A 试验的敏感性

将二株提纯病毒 8 8 0 2 和 8 9 0 1 以及二种细胞毒 Z C V
。
和 C P V

。
分别进行 二倍 连续

稀释后进行 S P A C O A 试验
,

结果列于表 4
。

其结果表明 S P A 0 0 A 试验的阳性反应随

病毒稀释度前提高而逐治变弱
,

呈现呀显的梯度反应
。

在本试验中提纯病毒 8 8 0 2和 8 90 1
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表 4 Ps A CO A 试验的敏感性测试

T a b le 4 S e n s tl iv e d e t e o t i o n f o r S P A CO A et s t
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的敏感度分别为 1 : 320 和 1 : 6 40
,

细胞毒 Z C V
。
和 O P V

。

均为 1 : 1 6 0
。

(三 ) 带病毒不显症鱼的 S P A C O A检测试验

将提纯病毒 8 8 0 2 注射感染一令健康草鱼
,

在 25 一 2 8
O

C水池中饲养
,

每个水池 10 尾
。

每天进行 S卫 A C O A 检测
,

同时解剖试验鱼是否呈现 出血病症
,

试验结
.

果列于表 5
。

试验

表明
,

草鱼感染病毒后
,

第 l一 3 天均未出现病死鱼
,

且解剖检查的鱼均不显症
,

第 4 天有

少数鱼显症
,

第 5 天开始出现病死鱼
,

至第 7 天死鱼达到高峰
。

s P A C O A 检测
,

在感染

病毒后第 1 天 阳性率最低
,

为 20 环
。

以后逐 日提高
,

至第 4 天后阳性率达到 1 00 多
,

共检

测七天
。

如此说明 S P A C O A 对带病毒而未显症的鱼可 以检测
,

但检测的阳性率是随着

病毒在鱼体内复制量的增加而提高的
。

此外
,

我们还从本所实验场发生出血病的花只 池

塘中
,

各捕起 20 尾一龄草鱼
,

解剖检查出显病症 比率分别为 30 多和 50 %
,

S P A CO A 检

测的阳性率分别为 60 另和 80 邓
。

说明 S P A C O A 检测与解剖检查相比较能较大地提 高

检测率
,

有助于鱼病的正确诊断
。

表 5

T a b l e s

带病毒不显症鱼的 sP A co A 检测
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(四 ) S P A C O A 试验凝集物的电镜观察

S P A C O A试验凝集物经负染后
,

在电镜下可见到菌体胞壁外有一层电子致密区
,

在

致密区中可见到病毒颖粒
,

这是有萄球菌 A蛋白与兔抗血清 IgG 的 F c 段形成的结合层
,

而结合层中 190 的 F (。
、

b) 段与病毒麒粒进行特异性的结合 (图 4 )
。





1 期 杨广智等: 葡萄球菌A 蛋白协同凝集试验快速检测草鱼出血病病毒

参 考 文 献

[ I ]

〔2 〕

[ 3 」

[ 4 ]

阂淑琴等
,
1以抢

。

鱼呼肠孤病毒〔F R V )抗血清的制备及其应用
。

水产学报
,

1 0 (幻 :韶 3一韶乳

范辉宙等
,

1淡均
。

用协同凝集试验和阳--̂ 固相免疫技术检侧 E H F V 抗瓦 中国兔疫学杂志
,

s (幻牡。容一

10 6
。

殷展缭
,
1洲氏 动物病毒学

,

26 。 , 2尽1
。

科学出版社惊 )
。

T ak a h is a K主m u r `容 a了
.

, 1 9 8 4
.

R aP ld
, 日im P拓 的or 加 g t傀 1 d i a g n o日i日 。 f i n f忱 t i o u 日 p a n e拍at 扭 n o e r 。旧场

勿 co
a

聪 u[ t i n a毛加 n 毛e s七 u 已i gn 幼毛11戈刁卜 se 朋计主双浓 日七盆p b y 1OC 。心。 i
,

F诵 aP 公h o 忑go 夕
,

1 9 ( 1 )
: 么卜阳

`

R A P I D S E R O L O G I C A L D I A G N O S I S O F G R A S S C A R P

H A E M O R R H A G I C V I R U S B Y C O A G G L U T IN A T I O N

T E S T U S I N G A N T I B O D Y一 S E N S I T I Z E D

S T A P H Y L O C O C C I P R O T E I N A

Y a n g G u an g z h i
,

L u o Y i z h i 叨d Y e X u e P in g

(Z触 J浓
力刃 Z似“ 加掬 oj F r郡入侧。

妙 F ` s阶 ,俪
,

丑邵为。 “

月铭 T R A C T T h i。 吕ut d y d e a l , w it h t h e ar p id d i a g n o : 15 o f g r a o s e a r p ( C云
。
肋 ,入。 犷 , ”

夕。面价 感山孟不“ s ) 玩
e

mo
r r

ha g i e v i ur s b y 咖 gg lut ian t l o n t e吕 t u s i n g a
nt i b o d卜 s e n s i-

t i “ e d 吕协 p h y fo e o e e i P r o七e i n A ( S P A CO A )
, a : w e l l . : t h e

rP
e l i m l

anr
y e x P e r i m e助 a l

血协 f o r t h e d iag n o s i s o f P u r i f主e d y 扮姐
, e e l--l i n f e o t e d v i r u s an d t l s o u e , o f Ifn e e七e d

f i s h
.

T h e r e s u lt s o b at i n e d f r o m t加 吕P e e过 i e a n d . e朋 it i v o de t e e t i o n a n d ht
e e l e e t r卜

n i o m i e r o s e o p i e o b s e r va 七i o n o f t h e o ao gU al
,

宜n d i e at e 七h a七 t h i昌 r a Pid a n d s im p l o m -e

七ho d
, w h i心h r叹 u i r e s n o s P e e i a l a P那

r a t u s a n d ea s y t o P e r f o r塑 宜n t h e b a 昌 i e u n 加
,

i协

P r o bab l y o n e o f t玩 va lu ab l e i n de x e s f o r id e
公 i f y i n g t h e

va e o i助 q u a l i t y o f g r昭吕

ca r P玩
e
m o r r场g e

。

K E丫WO R D S 。七。仙y l o c o e e l
,

p r o t e i。 人
, 。oa g g lut i D蕊七沁 p

,

恤e m o r r ha g e of g ar s -

e自 r P


