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头键词 酶联免疫吸附试验
,

虹鲜
,

传染性造血器官坏死症病毒本溪株
,

检测

K E YW O R D S E L IS A
, r a 至n b o w 七r o u 七,

I且N V 一B
,

d e七e c七io n

采用酶联免疫吸附试验(E L ls A )快速诊断病毒性疾病
,

由于具有灵敏度高
、

特异性强和简便等优

点
,

已在医学和兽医学上得到了广泛的应用
。

在鱼类病毒检测方面
,

L)i x oJI
, P

,

F
.

和 Hi ll , B
.

J
.

用 E L I-

SA 方法( 19朋 )快速检测传染性胰脏坏死症病毒 (工PN V )
〔“’
和( 飞, 8注 )几种鱼类弹状病毒

〔r , ,

江育 林

等(飞朋。)曾报道用此技术快速俭测 IP x 病毒
L‘〕 ,

均90 年在我国术溪虹嶙鱼苗中分离出一株弹状病毒
,

暂称之为传染性造血器官坏死症病毒中国本溪株(IH \V 一B )
〔” ,

由于该病毒对虹蝉 (ra in bo w 七r o u七)鱼

苗危害极为严重
,

为预防和控制其蔓延
,

本文报道了应用 E L 1 8 A 方法对感染的鱼苗
、

鱼卵和细胞培养物

中的 I且NY
.

一

B 病毒进行快速检测
,

可用口测或酶标检测仪来判定结果
。

材 料 与 方 法

1
.

病毒培养及提取 取经挑斑法纯化后的 I且N V 一 病毒
,

接种于 CH SE 单层细胞中
,

传C P E 出
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现吞
,

冻融
,

低速离心取上清液
,

经(皿8 型 B A K M ON 离心机
,
1 30, 。卿幻超速离心后

,

悬于 PB S 中
,

肠 7

H IT A CH I 型紫外分光光度计测定病毒蛋白含量
,

抗原样召
】

于 一 2。
’

C备用
。

2
.

抗血清制备 卿混合法免疫大白兔
,

以腹腔注射法免疫 B盛L B C 鼠
,

以琼脂双向扩散法
〔汤,
测定

血清效价水平
,

待效价达 1 : 16 时
,

从颈动脉采集兔血
,

从眼眶采集鼠血
,

用冻融后等体积的 C月SE 细 胞

碎片悬浓
上:

·

}沂青混合
,

离心后取
_

卜清液
,

以消除非特异性抗体
:
以硫酸谈沉淀法提纯而清后

,

分装冻存
。

采用方阵武 注法晚定使用抗休的稀释倍数
。

3
.

被检材料的处理 将病毒接种于 FH M 细胞
,

吸附后加入无胎牛血清的 16切 培养液
,

汀 藻 2斗

小时取样一次
:

将感染鱼苗内脏匀浆
,

加入 10 倍量 (W / V )的 Ic40 培荞液(内含青霉素 10 001
.

U
.

了111 1 和

链霉素 1。。。睁g / m l)
,

4
O

C过夜
,

离心后取上清液 ; 以不同浓度的病毒悬液侵泡虹鲜鱼卵
,

一

与感染亿苗 做

同样处理
。

以上各组取样时均分成 2 份
,

一份在 口侣砚 细胞上测定其T CI D ”肠
_

, 二、值
,

另一份为E T
J
IS A

检测样品
。

4
.

对照病毒 传染性胰脏坏死症病毒的 IP N V 一S P
、
IP N V 一

H e 和 I PN V
一A b 株

,

病毒性出血性坏

死症病毒 v H s V
,

上述病毒均由中国科学院水生生物研究所三室提供
。

5
.

试剂 包被稀释液(。
·

。sl n ol 厂L 碳酸钠缓冲液
,

p H g
·

钓 ; 洗涤派(含。
.

0 5形吐温一 20 的 P邓
,

即

PB S 一 T , pH 7
·

2一7
,

幻 ;抗体稀释液(含0
.

2 5形白明胶的 P邵一 ) ; 底物稀释液(。
·

ITn ol /L柠檬酸缓冲液
,

p H S
.

5 ) ; 酶标抗体(辣根过氧化物酶标记的兔抗 B 八1心 ..’C 鼠I g G
,

由卫生部北京生物制品研究所生产) :

底物(邻苯二胺 4 o m g / 5 00 1
,

含 H
: o : 15 0拼1) ; 终 r卜液(ZM ll :

沁
‘

)
。

6
甲

E L ISA 测定 用兔抗血俏包被微最反应板
,

飞
。

C过夜
,

然后依次加入待检样品
、

鼠抗血清和酶

标抗体各 1。印1 /孔
,

分别于 盯
。

C孵育 卫小时
,

每两步间用 P B S
一

T 洗 3 次
,

3 分钟 /次
,

然后加入底物 溶

液 10 印l/孔
,

37
O

C避光 5 ~ 10 分钟后
,

加入 5印l/孔终止液
,

l] 测或在 M B
一

H 型酶标检测仪 上测定波

长为 4 9 0 : ; m 的光密度 (O D 值)
,

以样品孔的 O D 值(P )与阴性对照孔的 O D 值(N )之比大于 2
.

1 (即P /

N ) 2
.

1、定为 阳性
。

结 果 与 讨 论

1
.

以琼脂双向扩散方法经 连8 小时后
,

测得兔抗血清效价为 1 : 16
,

B A LB/’C 鼠抗血清效价为1 : 32
,

由于这两种抗体效价均达 1 : 1 6
,

具备了进行 E LIs A 试验的必 要条件
‘盛

·

￡ ,
.

提纯旨经方阵滴定确定二种

使用抗体的稀释倍数均为1。。、
。

2
.

本实验采用 CJ拐E 作为免疫用抗原病毒的增疽细胞
,

以 班IM 作为检测用病毒的增殖细胞
,

这

样来消除抗体内存留的抗 Cl l别￡细胞成分
,

减少非特异性反应
,

保 i正 瓦丁J S A 方法检测该病毒的 特 异

性
。

将病毒婆种于 FH M 细胞后
,

每隔 2 4 小时取样
,

测定其 T C I D : 。/ 。
.

, m : 位及相应 的 E 吐 SA 试验

表 1 F H M 细胞感染病毒后每隔 24小时其上清液的 E L Is A 测定值

T a b lo 1 E L Is A a玩o r b 压n e e v alu e s o f IH N v
一

B a n t ig 巴n i n in f时t e d F H M

e e ll s h a r v e s t e d a t 2 4h in t e r v a ls af t e r in f o e t io n

感感染日J
、

l
; 一;(}

、
))) 细胞病变(男〕〕 病毒滴度

『

r C ID 。。, 。
‘

: 。
‘‘

样品 P / x 值值

未未感染染 000 10 1
·

aaa 1
甲

OOO

11111 OOO 10 1
,

... 1
.

111

222444 OOO 10 史二二 1
。

111

444 888 111 1 0.
,

。。 1
.

444

777 222 2 000 1 0 一。。 3
.

444

匀匀666 的的的 4
_

3
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中的 PZN 值见表 1
,

可看出在接种病毒 72 小时后
,

细胞病变微弱
.

病毒滴度为 10哩C I D ‘。
/0.

; 二 , 时
,

P了N 值达 3
.

4
,

远大于 2
.

1
,

而显出强阳性 ;在感染鱼苗和鱼卵的 E L I SA 测定中也得到了相近的结 桑

(表 2 )
,

当病毒摘度为 1。,
,

“T C工D 。。
/0.

l

ml 以上时
,

便出现阳性结果
,

故可认为该方法检出 IH Nv
一B 穴

毒的灵敏度为 10
3

」

“

TC I D : .
/0.

:
耐

,

高于此滴度时
,

可得到明显的阳性
,

此时若用肉眼观察
,

清晰可见样

品孔的颜色深于对照孔
。

表2 感染 IH N v 一B病毒的鱼苗和鱼卵E L Is ^ 测定值

T 协b l . 2 E L I sA 跳b , 叮b a n e e v a lu“ or IH N v 一B a n ti户 n in in feo t叨 fl sh

f r丫 a n d e g p

感 染 样 品 病毒滴度 T CID ‘0 20
.

: 。i

样品 P / N 值

1
。

4

1
.

4

1
.

7

2
‘

4

2
‘

2

2
*

4

2
。

1

3
.

3

3
.

4

少护护护护护沪护护,l,l,1
111
动11
,lA 一0 1

A月】2
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A刁8

人一9

A 一1 2

A 一1 3

人 - 1 9

A 一2 0
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B
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虽然在待检样品接种细胞后第 2 关的 T C I D : 。
值显示有病毒存在

,

而 E L I S A 检测却为阴性
,

但此

时并不能确诊为何种病毒
,

即无测定的特异性
,

如果用中和试验方法来鉴定病毒
,

还要经 连二6 夭得出结

果
,

因所需时间长
,

设备复杂
,

不能满足快速检测的需要
。

而在特异快速的基础上
,

如何进一步提高 E L I
-

队 的灵敏性还有待更深入的研究
。

3
.

为测定该方法的特异性程度
,

应用兔杭和 B A L B /C 鼠抗 1月 , v
一 B 血清

,

将 工PNv
-
Sp

、

I P N v -

H e 、

I P卜V
一A b 和 V F [S V 作为对照病毒进行交叉反应试验 (表 3 )

,

结果表明 工且双V 一 病毒与上述四株

病毒不出现交叉反应 ( P ZN 值< 2 )
,

说明该方法具有检出 I且N V
一B 病毒的特异性

,

也证实该病毒与

V H S 病毒不是同一种病毒
。

表3 E L I s A 试验中不同病毒的交叉反应

T 感b le 3 C r加 s一 r e幼t i o n , 叹th ot h e r v lru 阳 5 In E L I S A

病病 毒毒 I r N V ee s ppp I P N V 一
R

eee I P N V 一八bbb V R S VVV I H N V ~ BBB

PPP /N 值值 1
。

111 1
.

111 1
.

888 I
,

222 2
,

888

4
.

本文应用 E L工s A 技术中的双抗休夹心间接法与 Di 二on 等所用的直接法相比
,

除使用的试荆
、

底物酶等不同外
,

在测定步骤中增加了 B A L B闷 鼠抗血清做为第二抗休
,

虽使测定时间稍有延长 (约堪

加 1 小时 )
,

但由于酶标抗体(辣根过氧化物酶标记的兔抗 B A L B /C 鼠 工沙 结合物) 作为标准化的生物

制品已有市售
,

可直接购买应用
,

使得在试剂准备时免去制备和鉴定酶标抗休这一复杂过程
。

此方法在

得到高效价的抗血清后
,

可用于 I H N V 名 病毒的检测
,

在诊断上提供一个快速准确的手段
。
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