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反向间接血凝法检测

对虾肝胰腺细小病毒的方法学研究
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摘 要 用密度梯度离心纯化的对虾肝胰腺细小病毒(H Pv ) 颗粒免疫家免制备特异性抗

血清
,

并建立了一种反向间接血凝法以诊断 H Pv 感染
。

该方法的敏感性可达 ng / ml 病毒蛋白的

检测限水平
。

通过对 IQ份已固定的患病对虾肝胰腺样品分别取一小部分进行检测
,

证实反向间接

血凝法与组织病理检查的相符性良好
,

而前者具有方法简便
、

重复性好
、

试剂稳定和样品检测可在

1
.

5一 2 小时内完成等特点
,

适合在现场推广使用
。

关键词 对虾
,

肝胰腺细小病毒
,

反向间接血凝法

对虾肝胰腺细小病毒是 1 98 3 年在中国对虾 (P 。
。 eu 。 动

z , 。。二、
) 中发现的第一种病毒仁薛

清刚和 王文兴
,

19 9 2a
,

lg 92 b 」
,

后经 Li g h tne r
等 人证实

,

并称之为肝胰腺细小样病毒

(H e p a to p a n c r e a tic p a r v o 一lik e V ir u s ,

H p V )[ L ig h t n e r
和 R e d m a 。 ,

1 9 8 5〕
。

我们最近对其主要

特性的鉴定
,

已进一步确定了病毒的分类地位(另文报道 )
。

该病毒是一种在中国养殖对虾中感

染率高
、

感染范围广的重要病源体
。

感染严重者常可造成 50 %一90 %的养殖对虾死亡 [薛清

刚
、

王文兴
,

1 9 9 2a ,

19 9 2 b ; L ig h t n e r
和 R e d m a n ,

19 5 5〕
。

由于对病毒感染还没有真正可靠的治疗手段
,

因此
,

快速和简便的诊断技术是近年对虾病

毒研究领域的重点内容
,

目的在于通过早期诊断来指导疾病的预防
。

就 H P v 而言
,

已经有

s PA 协同凝集试验快速诊断方法的探索 [孙修勤等
,

1 9 9 2〕
;
最近

,

我们建立了另一种适合在现

场推广应用的简便而敏感的反向间接血凝法来检测该病毒
。

该法无需特殊仪器
,

易于判读
,

整

个检测查在 1
.

5一 2 小时内完成
。

1
.

1

材料和方法

免抗 H P V 血清的制备

用于制备血清的抗原为经酒石酸钾一甘油密度梯度离心从患病对虾肝胰腺组织中纯化的
H Pv ,

负染后电子显微镜显示为纯净病毒颗粒
,

毛细管电泳检查则显示为单峰
。

紫外分光光度

测定计算
,

病毒含量为 0
.

1 8m g / m “以蛋白质计)
,

具体定量方法参照 D a w s o n
等「198 6〕

。

将抗

原加等量不完全佐剂混合后
,

皮下多点
、

多次注射免疫家兔制备抗血清
,

具体过程见表 1
。

最后

一次免疫后第 10 天心脏穿刺取血
,

无菌分离血清
。

经环状沉淀法鉴定抗血清特异性效价为

收稿日期
:
19 9 4 一 0 5一 1 8

。
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64
。

血清加 N
a

N 。

至 0
.

1 %
,

分装后置一30 ℃冷冻保存
。

表 l 免疫家兔制备抗血清的基本过程

T a b le 1 P r o e e d u r e f o r im m un iz in g r a bb its to P r e Pa r e a n tis e r u m

序 数

第一次

第二次

第三次

第四次

注射部位

四肢根部内侧
,

双后足垫

颈背部皮下

腹部皮下

背部皮下

注射剂量

0
.

lm l X 6

0
.

3m l X 4

0
.

3m l X 4

0
.

3m l X 4

与前次间隔时间(天)

0

2 1

1 0

2 1

1
.

2 抗血清非特异性成分的吸收与 Ig G 分离

参照大白鼠肝粉的制备方法(杜 平
,

1 98 2 )
,

用正常野生对虾的肝胰腺组织制备肝粉
。

按

照每 1 0m l抗血清加 1 0 0 m g 肝粉的比例
,

将血清与肝粉混合
,

于 理℃放置 24 一36 小时
,

中间振

摇 4一5 次
。

然后在室温下 30 oor p m 离心 20 分钟
,

弃沉淀
。

将上清液加到经过酸碱处理后用

0
.

ol7 5m o l/ L
,

p H 6
.

3 磷酸缓冲液 (0
.

0 1 7 5 m o l/ L
,

N a ZH Po ‘
一 N a H ZPo 刁 ,

p H 6
.

3
,

下称 PB 6
.

3 )

平衡的 D E A E 一纤维素 D E 一52 离子交换层析柱上
,

用 PB 6
.

3 缓慢洗脱
,

分部收集
。

测定各收

集管在波长 2 6 0n m 和 2 8 0n m 处的吸光度
。

有高吸光值
,

同时经环状沉淀确定有特异活性的部

分即为兔抗 H P v Ig G
。

将收集的 Ig G 液合并
,

用紫外分光光度法测定计算抗体蛋白含量
。

本

研究中所用之抗 H P v Ig G 原液浓度为 1
.

sm g / m l
。

1
.

3 载体血细胞的处理

取构椽酸抗凝的人 ,’0
”

型血提取血浆后的红细胞
,

用 0
.

0 5 m ol /L
,

pH 7
.

2 的磷酸盐缓冲液

(0
·

0 5 m o l/ L
,

N a ZH p O ; 一 N a H ZP o ; , pH 7
.

2
,

0
.

1 5m o l/ L N a e l ;下称 P B s )洗 3 次
。

用 P B s 配制

的 1 %戊二醛溶液将最后一次沉积的红细胞配成 3 %悬液
,

4 ℃冰箱放置 50 分钟
,

期间不时摇

动
。

然后
,

在室温下将悬液以 巧0 or p m 离心 10 分钟
,

弃上清
。

沉积细胞用 0
.

9 %N a
cl 溶液和双

蒸水各洗 5 次
。

最后
,

用 0
.

9 %N ac l溶液配成 10 %悬液
,

即为醛化红细胞
。

加 N a N 3
至 0

.

1%
,

4℃冰箱保存备用
。

在制备致敏血细胞前
,

取少量醛化红细胞用 PB s 洗 1 次后配成 5 %悬液
,

然

后加等容积新鲜配制的 0
.

005 %裸酸水溶液混匀
,

37 ℃水浴中温育 40 分钟
,

期间振荡数次
,

以

防血细胞沉积自凝
。

最后
,

用 P B s 洗 2 次
,

再用 0
.

Zm ol /L
, p H 6

.

4 磷酸缓冲液配成 2
.

5 %悬液
,

即为待致敏血细胞
。

L 4 致敏血细胞的制备

将兔抗 H PV 原液用 0
.

Zm ol / L
, p H 6

.

4 磷酸缓冲液稀释成 0
.

3 m g / ml 的浓度
,

与等体积

的待致敏血细胞混合
,

37 ℃水浴 45 分钟
,

不时摇动以制备致敏血细胞
。

同时
,

用 2 % 明胶替代

抗 H Pv Ig G
,

按前述过程制备对照血细胞
。

反应后
,

将悬液用 PB s 洗 3 次
,

最后一次沉积的血

细胞用 0. 4 %明胶一PB s 液配成 2
.

5 %悬液
,

即为致敏血细胞或对照血细胞
。

制备好的血细

(l) 杜 平
,

J9 8 2
。

《医用实验病毒学 》
,

131
。

上海微生物学会
。
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胞
,

一部分加 N a N 。
至 。: 1%

,

4℃保存
,

另一部分则加蔗糖至 1 0 %
.

真空冷冻干燥后保存
。

另

外
,

为考察方法的特异性
,

我们还按前述相同过程分别用正常兔 Ig G
、

正常对虾肝胰腺组织悬

液和未经肝粉吸收血清分离的 Ig G 分别包被待致敏血细胞以制备相应包被血细胞
。

1
.

5 反向间接血凝检测 H Pv 的基本过程

将经连续对倍稀释的标准抗原或适当处理 的待检样品加入
“v ”

型孔血凝反应板内
,

2 5件l/ 孔
,

然后加入致敏血细胞
,

2 5拼l/孔
,

混匀
,

37 ℃温育 30 分钟
,

再次混匀
,

置室温下 30 分

钟
,

观察结果
。

以孔底出现片状沉集为阳性
。

每一样品或标准抗原稀释度均设非致敏血细胞的

平行对照
。

每一反应板以适当稀释的标准抗原对致敏血细胞作阳性对照
,

以正常对虾肝胰腺悬

液代替标准抗原作阴性对照
,

以标准抗原对对照血细胞作血细胞非特异性对照
。

1
.

6 方法学指标的确定

由于本反向间接血凝法的主要目标是 H Pv 感染的早期定性诊断
,

所以方法的敏感性只

以标准抗原显示阳性反应的最高对倍稀释度推算出相应的抗原浓度
,

并以此作为检测限来作

判断
。

将同批稀释的标准抗原对同一批致敏血球在不同反应板和不同时间作检测试验
,

根据推

算的检测限值计算批内变异系数 ;将标准抗原用不同的稀释条件作不同批稀释后进行检测
,

以

各批检测限均数计算批间变异系数
,

然后
,

根据变异系数的大小判断方法的稳定性
。

通过对

4℃保存的致敏血细胞进行连续 2 个月的活性监测
、

对冻干保存的致敏血细胞作冻干前后的活

性比较及连续 3 个月的活性观察结果
,

分析诊断试剂的稳定性
。

对于方法的特异性
,

除每一反

应板均设阳性
、

阴性和血细胞对照外
,

还用未吸收血清分离的 Ig G 致敏血细胞
、

正常对虾肝胰

腺组织悬液包被血细胞及正常兔 lg G 包被血细胞
、

分别与抗原
、

正常肝胰腺组织液交叉进行

反应
,

以确定有无非特异性凝集的存在
。

另外
,

对 10 份经组织切片已证实有 H Pv 感染的固定

肝胰腺组织进行检测
,

以判断方法的准确性
。

1
.

7 被检肝胰组织样品的处理

将固定在 D a vi d s o n
固定液中的对虾肝胰腺组织剪取一小部分

,

用双蒸水充分浸泡清洗以

尽可能除去固定液后
,

每一组织各加入 P B s 缓冲液 0
.

Zml
,

用组织研磨器充分研磨成匀浆
,

3 0 0 or p m 离心 1 0 分钟
,

上清液即为待检样品
。

2
.

1

结果

方法的检测限和可重复性

表 2 是对标准抗原用不同条件稀释后多次检测的结果
。

从表中可以看出
,

反向间接血凝法

检测 H Pv 的检测限为< 0
,

1 4拼g / ml
,

平均值在 0
.

12 一 0
.

1 3件g / ml
,

即方法的总体敏感性平均

可达 0
.

1 2 7、g / ml 的检测限水平
。

由不同稀释条件得出的检测限值均数计算的批间变异系数为 3
.

7 %
,

但批内检测限变异

系数远高于批间
,

达 17
.

6一24
.

7 %
。

仔细分析各检测限值可以发现
,

最高值与最低值之间总是

2 倍之差
,

这是由抗原对倍稀释造成的
,

同样
,

也造成了批内变异系数偏大
。
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2
.

2 方法的特异性

将用不同致敏或包被血细胞与不同样品之间反应的结果列于表 3
。

从表中可以看出
, H P v

标准抗原与吸收后血清分离的 Ig G 和未吸收血清 Ig G 致敏的血细胞均发生凝集反应
,

而正常

肝胰腺组织悬液与未吸收血清分离的 Ig G 所致敏血细胞及未吸收抗血清 Ig G 与正常肝胰腺

悬液包被的血细胞之间也出现阳性反应
,

只是反应强度远低于标准抗原与抗血清之间的反应
。

换言之
,

吸收后抗血清分离的 lg G 致敏血细胞只与 H Pv 产生凝集
,

而未吸收血清 Ig G 除与

H PV 反应外
,

与正常肝胰腺组织在悬液稀释度< 1 :

80 一 1 60 时有部分交叉反应
。

正常兔血清

与 H Pv 和对虾肝胰腺之间
、

未经特异性 Ig G 致敏的血细胞与 H Pv 和组织悬液之间均无凝

集
,

说明上述各种成分之间不存在非特异性反应
。

表 2 反向间接血凝法检测 H P v 标准抗原的最高稀释度

T a ble 2 T he r e s u lts o f t he R IH A fo r d e td e tin g the s ta n d a rd H PV a n tig en

检测限值(。g / m 一)

稀释条件
平均

(“g / m l) 群
)

nJ乙八,�八口111
‘1l .J

.

⋯
八U�日nUnU

PBS

1 %明胶一P Bs

虾肝一P B S

PH 4
.

3

PH 7
.

6

PH g
.

6

均数 e v , ( % )

1 2 3 4 5 6 7 8

0
.

1 4 0
.

0 7 0
.

1 1 0
.

了
,

0
.

飞1
八 ”

愧 马
.

1 4 0
.

14

0
.

0 7

0
.

14

0
.

14

0
.

14

0
.

14

0
.

1 4

0
.

0 7

0
.

1 4

0
.

1 4

0
.

1 4

0
.

14 0
.

1 4 0
.

1 1

0
.

07 0
.

1 4 0
.

14

0
.

14 0
.

1 4 0
.

0 7

0
.

14 0
.

1 4 0
.

14

0
.

07 0
.

1 4 0
.

14

;
‘

;:

:
.

::

0
.

14

0
.

14

0
.

14

0
.

14

0
.

14 。3

}
3

1 7
.

6

1 7
.

6

2 4
.

6

1 4
.

6

17
.

C

17 6

月,月叹月了J纽1111n11
.

⋯
nn八UnU

注
: “c v ”

即变异系数
,

其中 c v 指批内变异系数
;
均数 c v 指批间变异系数

;
计算公式

: c v ( % ) 一 (标准差/均数 ) x

表 3 反向间接血凝洗的特异性考察

T a ble 3 I n sP e e ti o n o f th e sp e e if ic i ty o f R I H A

致敏或正常包被血球
样 品

未吸收 lg G 正常 lg G 肝悬液 明胶

H P v 标准抗原

正常肝悬液

未吸收 lg G

正常兔血清

PB S

吸收 ls G

l
:
1 2 8 0 1 28 0

:
8 0

0

0

注
: “

吸收 地G’
,

指吸收后血清分离的 Ig G ; “

未吸收 Ig G
”

指未吸收抗血清分离的 lg G ; “正常 lg G
”

为正常免血清分离的
lg G ;

肝悬液指正常对虾肝胰腺悬液
; “
一

”

为反应阴性
; “

0" 为进行相应反应
,
所列数值是出现凝集反应的最高稀释度

。

2
.

3 反向间接血凝法检测肝胰腺组织内 H Pv 的结果

对 10 份组织病理检查证实有 H Pv 感染的患病对虾肝胰腺组织检测的结果列于表 4
。

表

中显示
,

在 10 份被检的样品中
,

有 9 份显示阳性反应
,

相应的组织块重为 0
.

04 19 一 0
.

14 呢
。

有
1 份样品呈阴性

,

其相应的样品重为 0. 0 2 89
。

3 讨论

免疫学方法是各种病毒性疾病快速诊断的主要方法之一
,

近来也开始应用于对虾病毒性
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疾病的诊断
。

其中在对虾杆状病毒(B P)
、

斑节对虾杆状病毒 (M B v )
、

中肠腺坏死杆状病毒

(B M N v )和 H PV 等对虾病毒的诊断中
,

已涉及 s PA 协同凝集
、

E LI sA 和荧光抗体技术等

〔孙修勤等
,

1 9 9 2 ; L e w is 等
,

1 9 5 6 ; M o m o y a m a ,

1 9 8 3 ]
。

但是
,

应用反向间接血凝法检测对虾病

毒却至今未见报道
。

表 4 反向间接血凝法检测组织内 H Pv 的结果

T a b le 4
:
T he r e s u lt o f the d e td c tio n o f H PV in tis su e by t he m e tho d o f R IH A

样品编号 病理检查 样品重量(g) 血凝滴度 样品编号 病理检查 样品重量 (g) 血凝滴度

八U)曰曰只
八口�片n妇卜一日曰州汉J咭�0

一了C口nUS1111介乙O�,JnU1.n�n�八曰
�日�八曰

++++
�了R0J0

八U八Un
J

l0
.

0 5 8

0 0 8 1

0
.

1 4 0

0
.

0 2 8
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注
:

所有样品均为固定后作组织切片检查的保留部分
;
样品重量指双蒸水浸泡 后的湿重接近固定前的组织重量

:

血凝

滴度指样品出现阳性反应的最高稀 释倍数
。

反向间接血凝试验是将特异性抗体连结到适当处理过的哺乳动物红细胞表面
,

通过抗体

与抗 原之间的特异性结合反应介导血细胞的凝集
,

从而达到检测相应抗原的目的的一种简便

免疫学诊断技术
。

除免疫学方法所共有的敏感
、

特异和间接凝集试验简便
、

快速等共性外
,

由于

红细胞凝集比其他颗粒凝集更易判断
,

且试剂稳定易于保存
,

所以反向间接血凝至今仍作为许

多人类病毒性疾病和一些动植物病毒感染的最常用诊断方法之一琳宜为
,

1 9 9 1」
。

本研究将该

方法引入 H Pv 的快速诊断也是成功的
。

从方法的敏感性看
,

我们所建立的这种反向间接血凝法检测 H Pv 的检测限已达 ng /ml

水平
,

它作为一种定性诊断方法已可满足要求
。

样品检测的结果
,

一方面说明反向间接血凝与

组织病理检查有良好的相符性
,

另一方面证实了即使抗原成分被固定而释放困难的条件下
,

该

方法仍可从感染器官的一小部分中检测出 H Pv ,

从而进一步显示了敏感性高的特点
。

至于被

检样品中有 1 份呈现假阴性结果
,

可能与两方面的原因有关
:

一是组织块太小
,

加上样品处理

过程中部分病毒丢失
,

造成待检样品的 H P v 绝对含量过低 ; 二是组织的感染程度较轻
,

通过

对相应样品的组织病理切片仔细观察
,

也确证了这一点
。

以上两方面的因素导致样品中抗原含

量低于方法的检测限
。

总观检测限的变异系数
,

不同稀释条件下的批间变异系数很小 ( < 5 % )

说明在一定范围内
,

该方法的检测效果并不受 p H 值和其他非特异性成分的干扰
。

然而
,

批内

接近 20 %的变异系数
,

是一比较特殊的现象
。

简单地看
,

这说明在相同反应条件下方法的检测

限值变异很大
,

可重复性太差
。

但是
,

细分析可以发现
,

由于检测限的值是根据标准抗原的稀释

倍数推算而来
,

而抗原是对倍方式稀释的
,

所以
,

不同检测限值之间的真正差别被夸大了
。

尽管

存在这一现象
,

我们仍可认为方法的稳定性是良好的
。

另外
,

通过对 4 ℃ 液态和冻干保存的致

敏血细胞作连续活性监测证实
,

40 天以内两种方式保存的血细胞均无明显的活性改变
,

2 个月

后
,

有几批液态保存的血细胞活性下降了 1一 2 个对倍稀释度
,

而冻干保存者在 3 个月后仍保

持原活性
。

这表明长时间液态保存致敏血细胞会因特异性抗体的脱落而使诊断试剂逐渐失效
。

如果冻干后保存
,

不仅有利于长期保持活性
,

而且便于试剂的保存和运输
。

特异性是考察一种

方法的另一项重要指标
。

正如前述
,

除未经肝粉吸收的抗血清与对虾肝胰组织存在部分交叉反

应外
,

没有其他方面的非特异性反应
。

而交叉反应的根本原因在于抗原的纯度
。

由于免疫家免
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用的抗原是从患病组织内提纯的病毒颗粒
,

尽管经过密度梯度离心
,

但仍难免有少部分正常组

织成分的干扰
,

并且这种干扰作用的程度与所建立方法的敏感性有关
,

即方法的敏感性越高
,

这种交叉反应的干扰作用越强
。

然而
,

如果预先用已知的交叉反应成分将相应抗体吸附掉
,

则

保留的就是特异性抗体
。

理论分析和本项研究结果均说明了这一点 因此
,

本研究中应用肝粉

吸收后血清分离的 Ig G 建立方法
,

充分保证了方法的特异性
,

并且也被有关的考察结果所证

实
。

总之
,

反向间接血凝法检测 H Pv 具有简便
、

快速
、

敏感
、

特异
、

重复性好和试剂稳定等特

点
,

适合在现场推广应用
。

本研究系国家自然科学基金资助项 目
,

编号 3 9 00 008 3
。

王克行同志现在湛江水产学院工作
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