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摘 要 从患暴发性传染病的中国对虾组织中分离了一种病毒
,

经差速离心
、

密度梯度离

心及 s h叩ha ro
s e ZB 柱层析纯化了一种形状为杆状的病毒

.

提纯病毒核酸电泳为一条带
,

分子量为

20 k b
。

将提纯病毒免疫新西兰免获得较高效价的抗血清并初步建立了酶联免疫吸附测定 (E LI SA )

检测方法
。

可在六小时内完成对样品的检测
,

检测灵敏度达 60 纳克 (n g )
。

关键词 中国对虾
,

杆状病毒
,

酶联免疫吸附测定

近十多年来
,

随着对虾养殖业的迅速发展
,

集约化程度加强
、

环境恶化
,

对虾病毒病害日

趋严重
。

自 1 9 8 7 年台湾〔Che
n
等

, 19 8 9〕池养对虾发生大规模死亡以来
,

泰国
、

马来西亚
、

菲律

宾
、

新加坡
、

日本等东南亚养虾地区都不同程度地遭受到病毒病的危害 〔Bo on yar at Pa h n
等

,

1 9 9 3 ; N a sh 等
,

1 9 8 8 ; T u r n b u ll等
,

19 9 4 ; Y a m a g u e hi和 S a n o ,

1 9 5 5〕
。

此外
,

在欧美地区如法

国
、

美国和墨西哥等地
,

以及大洋洲的澳大利亚
,

对虾病毒时有报导【Be n 和 Li g h tn e r ,

1 9 8 4 ;

L e bla n c 和 O v e r s t r e e t ,

1 9 9 0 ; M a r t in e z , 1 9 9 2 ; B o n a m i等
,

1 9 90 ; v iek e r s
等

,

1 9 9 3〕
。

病毒病害

已严重威胁着各国养虾业的发展
。

1 9 9 3 年
,

中国沿海养虾地区发生
一

r 一场暴发性传染病
,

发病对象为 4 一 7 厘米 长的中国

对虾 (p 。: a r us 认动e1l
: 行 )

。

该病病程短
、

死亡快
,

在 3 夭左右时间造成虾塘绝产
,

已进行的研究

表明其病原主要为杆状病毒
。

国内外对对虾病毒病的研究起步较晚
,

目前尚无特效药物治疗该病
。

主要采取预防措施
,

避免病毒病的发生
。

但病毒的诊断一般采用组织学方法检测病毒包涵体或用组织超薄切片进

行病毒的 电镜观察来鉴定 [S i
n d e r m a n 和 L ig h t n e r ,

1 9 8 8 ; T hu r m a n
等

,

1 9 9 0 ]
。

这些 方法耗时

费力
,

不宜于大批样品的检测
。

因此建立快速
、

敏感和特异的病毒检测方法
,

成为当前急待解

决 的问题之 一
。

本实验 旨在制备中国对虾杆 状病毒的抗血清
,

建立酶联 免疫 吸 附测 定

(E LI S A )检测方法
,

并进行初步应用
。

1 材料与方法

1
.

1 病虾

1 9 9 3 年上海地区疫区发病的中国对虾
。

1
.

2 病毒的分离与纯化

从病虾中分离出肝胰脏 及鳃
,

匀浆后冻融
,

经差速离心
、

20 一 50 %蔗糖密度梯度离心
,

收稿 日期
: 2 9 9 4 一 f、8一 1 2

。
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Se p ha r o s e ZB 柱层析 (2 x 4 o e m
, 0

.

o 1M
,

p H S
.

o 硼酸 缓冲液洗脱
,

流速为 1 5 m l/ h r )分离
、

纯

化
。

在紫外 2 5 4 n m 处测 0
.

D
.

值
,

收集第 1 峰
。

浓缩后即为提纯病毒
。

1. 3 病毒核酸分析

提纯的病毒经 1 % S D S 和 1 0。胖g / m l蛋白酶 K 56
‘

C 各处理 30 分钟后
,

用酚 一氯仿法抽提

其核酸
,

进行琼脂糖凝胶 电泳
。

1
.

4 病毒抗血清制备

按常规方法免疫健康新西兰兔两只
,

当抗体琼扩效价达到 1 :

32 时采血
,

取血清
。

用盐析

法提纯抗体
。

1
.

5 EI J S A 方法的建立和应用

1
·

5
·

1 E L IS A 检测步骤

被测样品按一 定比例 用包被液 (0
.

ol M
,

pH g
.

5 碳酸盐缓冲液 )稀释后
,

加入到酶标板

中
,

每孔加 1 0 0拜l
,

于 3 7 C置 2 小时后倾去反应液
,

拍干
; 加入洗涤液 (PBS T

: 0
.

o lM
,

p H 7
.

4

PBS
,

含 0
.

0 5 % T w ee n8 0) 于 3 7 刃下置 3 分钟
,

倾去洗涤液
,

拍干
。

如此重复三次
;
加入用稀

释液 (含 。
.

1 %的牛血清 白蛋 白的 PB S T ) 按一定 比例稀释的纯化病毒抗体
,

每孔 1 00 川
,

37 ℃下反应 1 小时 ; 按前法洗涤三次
; 加入用 PB S T 按适当比例稀释的酶标羊抗兔 lg G (I g G

一 H R P
,

华美生物工程公司产 品)
,

每孔 10 0 川
,

于 37
‘

C反应 l 小时
;
按前法洗涤三次

; 加入

反应底物液 (0
.

ZM 磷酸盐一 0
.

IM 柠檬酸缓冲液 p H S
.

O
,

每 1 00 叫 加 40 m g 邻苯二胺和 30 %

H
Z
O

: 1 5 0拌l
,

现配现用 )
,

于 3 7 亡反应 3 0 分钟 ; 最后加入反应终止液 (ZM H
Z
S O

4 )每孔 5 0拜l
,

用

酶标仪 (华东 电子管厂产品 )检测反应 的 0
.

D
.

值
。

1
.

5
.

2 最佳反应条件的选择

采 用方阵滴定法
,

测病毒抗体和酶标羊抗兔 Ig G 的最佳工作 浓度
。

横排作病毒抗体的

1 ,
2 0

,

l , 4 0
,

l ,
8 0

,

⋯倍 比稀 释
,

纵排作酶标抗抗体 (Ig G 一 H R p )的 1 , 5 0 0
,

1 , 1 0 0 0
,

1 , 2 0 0。
,

l , 4 0 0 0稀释
,

反应后用酶标仪测 0
.

D
.

值
,

选择一抗和酶标抗抗体的最佳工作浓度
。

L 5. 3 病毒抗原检测

提纯病毒用包被液作倍比稀释后包被酶标板
,

按 ELI S A 检测步骤进行 0
.

D
.

值检测
。

1
.

5
.

4 对虾不同组织样品的检测

取出对虾的肌肉
、

肠道
、

鳃和肝胰脏
,

分别匀浆
。

离心 (10 0 0 0印m ) 10 分钟后取上清为

检测样品
,

包被酶标板
,

进行 E LI S A 反应
。

所取对虾包括
: 1 9 9 3 年发病对虾

、

未发病虾塘中

的对虾
、

疫区紧急抢捕虾
、

人工感染发病虾
、

越冬亲虾
、

及 1 9 9 4 年发病虾塘中的对虾
。

1
·

5. 5 1 9 9 4 年发病虾塘与未发病虾塘对虾的检测

六 月初
,

从上海和苏北地 区养殖虾塘采样
,

其中有发病虾塘和未发病虾塘
。

发病塘虾有

明显症状
,

肝胰脏肿大
,

体表色深
,

肠道中食物少
;
未发病塘虾外观健壮

。

虾体长为三至六厘

米不等
。

L 5. 6 1 9 9 3 年疫区紧急抢捕虾的检测

1 9 9 3 年对虾疾病暴发时
,

某养殖场发病严重
,

最后一塘采取紧急措施抢捕
。

收捕后
,

取

样保存在一 70 ℃冰箱 中
。

取这批虾肝胰脏
,

按前法制样
.

进行 E L IS A 反应
。
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2
.

3 E L IS A 最佳反应条件的选择

采用方阵滴定法作病毒抗体和酶标抗抗体的倍比稀释
,

E LI S A 反应结果见图 4
。

当酶标抗

抗体为 l : 4 00 0 稀释时
,

其 0
.

D
.

值均较低
;
当 1

: 5 00 稀释时
,

其值较高
;
当为 1 : 1 0 00 或 1

:
2 0 0 0 稀释时能较好地反应 0. D

.

值的变化
。

故酶标抗抗体选用 1 : 2 0 0 0稀释度为其工作浓

度
。

对应一抗的工作浓度选用 l : 1 00
。

经过对虾组织大量阴性标本的检测
,

O
.

D
,

值初步定在

0
.

8 以上 为阳性反应
。

2
.

4 病毒抗原检测

提纯病毒从 1 :

10 开始倍比稀释
,

包被酶标板
,

作 E L IS A 检测
,

结果见表 1
。

呈现阳性反

应的最大稀释度为 1
:
2 5 6 0( 病毒浓度为 1

.

50 m g / m l)
,

可检测出的病毒量约为 60
n g

。

表 1 病毒抗原的 E L IS A 检测

T a b le 1 D e tec tio n o f v ir a l a n tig e n b y E L IS A

稀释度

0
.

D 值

4 0 1
:
8 0 1 : 16 0 1 : 3 2 0 l :

6 4 0 1
:
1 2 8 0 1 :

2 5 6 0 1
:
5 1 2 0

1
.

3 2 1
.

1 6 0
.

8 6 0
.

6 0

+ / 一 + + 十 十 十 十 + + +

2
.

5 对虾不同组织样品的检测

取对虾的不同组织
:

肌肉
、

肠
、

鳃和肝胰脏等制样检测
,

结果见表 2
。

1 9 9 3 年发病虾
、

疫区

抢捕虾
、

人工感染发病对虾
、

越冬亲虾的鳃和肝胰脏及 1 9 9 4 年发病虾的肝胰脏检测的 O
.

D.

值较高
,

为阳性反应
;
肌肉组织均为阴性反应

。

1 9 9 3 年未发病虾组织除鳃组织外均为阴性反

应
。

表 2 对虾不同组织的 E L ls A 检测结果

T a b le 2 D et ee ti皿 o f s h rim P tis s u es 妙 E LISA

虾 样
E L Is A 检侧结果 + / 一 (0

.

D
.

)

肌 肉 肠 道 肝腆脏

19 9 3 年发病虾

疫区抢捕虾

未发病虾

人工感染病虾

越冬亲虾

19 9 4 年发病虾

一 (0
.

6 0 )

一 (0
.

5 6 )

一 (0
.

5 6 )

一 (0
.

4 3 )

一 (0
.

6 7 )

一 (0
.

7 0 )

+ (0
.

8 9 )

+ (0
.

8 4 )

一 (0
.

7 1 )

一 (0
.

7 3 )

一 (0
.

7 5 )

+ (0
.

8 4 )

+ (0
.

9 0 )

+ (0
.

9 4 )

+ (0
.

8 3 )

+ (0
.

8 6 )

+ (1
.

0 2 )

+ (1
.

0 5 )

十 (1
.

15 )

一 (0
.

7 1 )

+ (1
.

1 4 )

+ (1
.

0 6 )

+ (0
.

8 6 )

2
.

6 1 9 94 年发病虾塘和未发病虾塘的检测

取 1 9 9 4 年六月初发病塘虾与未发病塘虾制样检测
,

结果见表 3
。

上 海和江苏地 区发病虾

塘的对虾检测结果均呈阳性反应
;
未发病虾塘的对虾 83

.

3 % 为阴性反应
。

2. 7 1 9 9 3 年疫区紧急抢捕虾的检测

1 9 9 3 年疫区抢捕虾检测结果见表 4
.

这批虾的阳性率高达 70 %
。
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表 3 发病虾塘与未发病虾塘对虾的 EL ls A 检测结果

T a b le 3 D et ee tion o f in feC te d a . d u n in fe ete d pe nae id shr im P by E L IS A

发病虾塘 未发病虾塘
J巴 匕

_ _ _ _ _ _

1 2 3 4 1 艺 J 4 勺 七

上海地区
0

.

D
.

+ / 一

O D
.

十 / 一

6 8

+ + + + 一 一 一 一 + 一

苏北地区
。

望
5 1

.

0 6 0
.

3 2 ‘,

望
‘

农 4 疫区收捕虾 E L拐A 检测结果

T a b le 4 D e tec tio n o f Pe . a e id s h r im P c aPtu r e d in Po n d b y E L IS A

虾 样 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1
·

0
.

D
.

0
.

5 2 1
.

1 5 1
.

0 1 0
.

6 0 1
.

0 1 0
.

9 8 1
.

0 4 1
.

0 5 0
.

9 0 0
.

4 6 0
.

3 0

+ / 一 + + + + 十 + 十

注
: ,

为空白对照

3 讨论

自 C ou
o h〔1 9 7 4〕报道桃红对虾 (尸en ae us d u

~ ru m ) 肝胰脏中的杆状病毒以来
,

对虾病毒

因给养虾业造成重大损失而一直引起人们的密切关注
.

1 9 8 7 年
,

台湾池养斑节对虾 (尸。:
ae us

m on od o’l ) 发 生大规模病毒病以来
,

对虾的病毒病害一直危害着东南亚一带养虾地区
,

时有大

规模流行的报导
。

由于 尚无有效药物来治疗
,

各养虾国家均从预 防入手
,

采取措施
,

改善环

境
,

避免苗种
,

亲虾携带病毒
。

因此建立病毒的快速检测方法显得较有意义
。

目前
,

对于对虾病毒检测报导较多的工作主要限于病理学
,

采用肉眼病理
、

组织病理学

方法
,

即根据临床症状
、

死亡情况及组织切片
、

组织超薄切片技术来进行分析
、

观察
。

这些方法

耗时费力
,

极易漏检
,

不宜于大批样品的检测
,

而且不能作早期感染的检测
。

本实验从病虾中

分离并纯化了一种杆状病毒
,

该病毒免疫动物获得了病毒的高免血清
,

利用酶标抗抗体初步

建立 了病毒的间接 E LI S A 检测技术
,

可在六小时内完成对病毒的检测
,

并且易于检测大批样

品
,

可检测到 6 On g 水平
。

E LI s A 方法是继免疫荧光技术和放射免疫技术之后发展起来的一种免疫标记技术
,

因

其对病原的检测具有快速
、

灵敏和特异的优点而广泛用于生物和医学领域 [杜念兴
,

1 9 8 5〕
。

本

实验建立的 E LI S A 检测技术的分辨率为 6 0n g (1 0 一
s
m g )

,

大大高于一般免疫学技术的敏感

性
。

可以测 出一条病虾少量组织内的抗原
,

因而该技术为走出实验室
、

走向生产迈出了一步
。

当然
,

这仅仅是初步的工作
,

其分辨率还可继续提高
,

可达 10n g 以下
,

与 R IA (放射免

疫测定 )的灵敏度相当[ Ti js s
en 等

,

1 9 8 2〕
。

不过
,

关键还在于获得较大量的纯制杆状病毒制剂

作为免疫原
。

但是
,

1 9 9 3 年池养中国对虾暴发的这场病毒性疾病
,

发展非常迅速
,

2 一 3 夭时

间就可使全塘对虾死亡
,

病原野外材料不易获得
.

另外
,

由于 目前尚未建立室内感染系统
,

无

法藉此得到大量病原材料
。

因此
,

当前的迫切任务之一仍是进一步改进病毒提纯技术
,

以提

高 E L Is A 反应的实用性
。
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应用该法检测对虾不同组织
,

发现 1 9 9 3 及 1 9 9 4 年 天然发病虾及 1 9 9 3 年虾病流行时疫

区紧急抢捕虾肠道的 E LI S A 检测结果均呈阳性
; ! 9 93 年疫区未发病虾塘的对虾

、

人工感染发

病对虾及越冬棚 内亲虾的肠道均呈阴性反应
。

这一结果预示着在虾病发生时
.

因对虾的自相

残食
,

特别是对体弱
、

不食
、

运动减退的发病虾更易遭受这 种攻击
,

故很可能因此而加速病毒

病原的传播
。

此外
,

发现病虾的鳃及肝胰脏中病毒含量较高
,

肌 肉则均呈阴性反应
。

肝胰脏为中国对

虾这场 暴发性病毒病的主要病变组织
,

在其上皮细胞 内可见到病毒粒子 [蔡完其等
.

1 9 9 4〕
,

因而 E L IS A 反 应呈阳性
;
鳃一方面直接与外界相联系

.

另一方面也可能是病毒的靶器官
。

这

个 问题 尚需作 专 门的深入研究
。

但是
,

这个结 果值得考虑
,

即本实验发现病虾鳃始终呈

E L IS A 阳性反应
,

而且在 1 9 9 3 年虾病暴发流行时
,

疫区未发病虾塘中对虾的鳃检测结果也

为阳性
,

肝胰脏反而为阴性
。

这一现象或许可以从检测技术本身加以改进
。

在生产上
.

对上海和苏北地区的养虾场进行采样
,

取虾肝胰 脏制样进行检测反应
,

结果

发病虾塘中对虾均 呈 E LI S A 阳性反应
,

未发病虾塘的对虾 83
.

3 % 为阴性反应
。

考虑到采样

时正为上海及苏北地 区虾病发生时期
,

未发病塘并不意味着没有病毒存在
。

况且这两个地区

1 9 9 4 年虾病发生情况与 1 9 9 3 年相 比有所不同
: 1 9 9 3 年虾病为暴发性发生

,

造成一个养殖场

甚至整个地区的虾塘在很短的时间内
,

几乎全部绝产
;而 1 9 9 4 年虾病发生早

,

持续时间长
。

早

至四月底的 3 厘米左右的对虾
,

晚至八月份的 8 厘米长的对虾都有发病的情况
.

所 以
,

对上海

和苏北地区对虾的检测结果基本上能反应生产情况
。

在 1 9 9 3 年虾病暴发流行时
,

某生产单位

采取紧急措施抢捕对虾
,

这些抢捕虾经过抽样检查
,

发现 70 % 的虾带有病毒
,

而抢捕虾塘周

围的绝大多数塘中对虾都已发病死光
,

这个塘若不及时抢收
,

很可能也会造成绝产
。

这说明及

时预报对虾发病情况
,

生产单位可以及时抢收
,

减少经济损失
。

本文 为上海市农委科技兴农重
.

汽攻关项 目部分内容之一
。

复旦大 学苏德明教授 给予了具休指导和 帮助
,

并审阅全丈
;
实验过 程 中得列上海水产大学原校长乐美龙教授

、

硕景银 ,.l 校 长和上海市水产办会 室硕 .t- 座高

级工 程师的 关怀
、

帮助
,

以及本 校鱼病与徽生物学教研室蔡完其刹教授子老师的帮助和支持
.

在此表示衷心

的感谢
.
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