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摘要! 用血卵涡鞭虫可溶性抗原免疫 ,̀-̀ AN小鼠!经常规融合%间接 2-/0,方法筛选!将

所得阳性克隆再经 ! 次亚克隆后!共获得 ! 株针对血卵涡鞭虫的单克隆抗体"#`

#
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#!单克隆抗体亚类鉴定表明!三者为 /LY类抗体$ 用筛选的杂交瘤细胞株制备小鼠腹

水抗体!其细胞上清及腹水效价分别为 "7%# a%$

;=和 C7$$ a%$

;=

$ 进一步利用单克隆抗体

建立间接荧光抗体方法对单抗特异性进行鉴定!阳性虫体被染上黄绿色荧光!而正常梭子

蟹血淋巴则未被染色$ 用单克隆抗体和多克隆兔抗血清以羊抗鼠 1*BE/LY为酶标抗体!建

立了检测血卵涡鞭虫的双抗体夹心 2-/0,方法!该方法对血卵涡鞭虫阳性标本检测符合率

为 %$$V$ 结果表明!制备的单克隆抗体效价高%特异性好!可用于血卵涡鞭虫的早期临床

诊断$

关键词! 三疣梭子蟹& 血卵涡鞭虫& 单克隆抗体& 间接荧光抗体法& 双抗体夹心2-/0,法

中图分类号! W%@<& 0>=%7"&&&&&&&文献标识码',

&&血卵涡鞭虫#C(8$'*01)138HR7$是近年来危

害 浙 江 省 养 殖 三 疣 梭 子 蟹 # >*-'3)34

'-1'3B(-532$'34$以及锯缘青蟹#75.22$ 4(--$'$5$的

重要病原"其宿主范围分布广'致病性强'流行迅

速"而且死亡率极高(%)

"大部分病蟹具有蟹体消

瘦'肌肉白浊'蟹盖内充满大量乳白色液体等典型

的临床症状"显微镜检发现血淋巴细胞数量急剧

下降"代之以大量的寄生原虫(# ;=)

& 随着梭子蟹

和青蟹养殖规模的扩大和集约化程度的不断提

高"由该寄生原虫引起的病害问题亦日渐突出&

有关 血 卵 涡 鞭 虫 病 的 研 究" 国 外 自

31,DD(+等(")首次报道法国沿岸血卵涡鞭虫感

染绿蟹以来"其他学者相继报道了挪威龙虾

# F(+,-*+4 )*-A(/1534$

(<)

' 蓝 蟹 # &$221)(5'(4

7$+1034$

(@)

'白氏雪蟹#&,1*)*(5('(4B$1-01$

(C)及

蛛雪蟹#&,1*)*(55('(4*+12*$

(>)等许多重要经济

甲壳类也都出现了被该寄生虫感染的情况& 在国

内许文军等(% ;!)首次报道了血卵涡鞭虫可以感染

三疣梭子蟹'锯缘青蟹"并给沿海经济蟹的养殖造

成了极大的危害& 由于血卵涡鞭虫与蟹类血淋巴

细胞在形态学上很难区分"临床早期感染阶段普

通显微镜检诊断十分困难"加上其生活史特征还

不是十分清楚(=)

"所以对该寄生虫开展更深入细

致的研究是非常必要的& 自 %>@" 年 c(1-2*

等(%$)建立体外淋巴细胞杂交瘤技术以来"抗体技

术在生物医学'自然科学的各个领域获得到了极

广泛的应用& 本研究利用单抗特异性高'专一性

强的特点"用血卵涡鞭虫营养体阶段虫体制备抗

原免疫 ,̀̀ -AN小鼠"获得抗血卵涡鞭虫的单克

隆抗体"以期在血卵涡鞭虫早期诊断和生活史研

究方面找到新的途径&

%&材料与方法

&'&(主要试剂

羊抗鼠 1*BE/L8'1*BE/LY"羊抗兔 1*BE/LY

抗体购于北京博奥森生物技术有限公司%弗氏完全
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佐剂'不完全佐剂'聚乙二醇#B2Y#$$$$'羊抗鼠

./D3E/LY'单克隆抗体亚类鉴定试剂盒为0GLF9公

司产品%胎牛血清为 G̀5GKX公司产品%DhPPKE#$'邻

苯二铵#(B?$'浓硫酸等均为国产分析纯试剂%血

卵涡鞭虫多抗兔血清本实验室制备(=)

&

&'*(实验动物及细胞

清洁级 ,̀̀ -AN小鼠及 /3*小鼠"购自浙江

省实验动物中心"为 < \C 周龄雌鼠%骨髓瘤细胞

为0B#A$"由上海生物制品研究所丁亚红老师

惠赠&

&'-(抗原制备及动物免疫

将实验室冷冻保存的血卵涡鞭虫用适量

$7$% F56A-的 B̀0稀释后反复冻融 ! 次"超声粉

碎方法制备可溶性抗原"紫外分光光度法测定抗

原蛋白含量"分装后置;=$ _保存备用&

取制备的可溶性抗原与等体积弗氏完全佐剂

完全乳化后皮下注射免疫 ,̀̀ -AN小鼠"每只鼠

注射 %$$

!

L%间隔 ! 周后用抗原与等量弗氏不完

全佐剂同法同剂量免疫%再 ! 周后等量抗原不加

佐剂直接腹腔注射%# 周后两倍计量抗原腹腔注

射加强免疫"! X后进行细胞融合&

&'<(细胞融合

取免疫小鼠脾细胞#% a%$

C

$与骨髓瘤细胞

0B#A$## a%$

@

$"用 "$VB2Y为融合剂"按常规

方法进行融合"融合当天"小鼠眼眶采血"间接

2-/0,测血清抗体效价& 融合后定时观察细胞

生长情况"最终筛选出融合成功的杂交瘤细胞并

统计融合率&

&'=(阳性杂交瘤细胞的筛选"克隆化及稳定性

测定

首先用方阵法测得抗原的最佳包被浓度和小

鼠阳性'阴性血清的最佳工作浓度%按最佳包被浓

度"将制备的抗原包被 2-/0,板%以杂交瘤细胞

培养上清作为待检材料'羊抗鼠 1*BE/LY为第二

抗体'(B?为显色底物建立用于筛选阳性杂交瘤

细胞的间接 2-/0,法"以 BA+u#7% 作为阳性标

准& 连续 # 次检测抗体均为阳性的孔"按有限稀

释方法进行亚克隆"再次检测"当阳性率达 %$$V

定株&

对筛选出的阳性杂交瘤细胞株进行扩大培

养"并进行连续传代测定抗体稳定性&

&'>(单克隆抗体的制备

以体内诱生法进行单抗的大量制备(%#)

"单抗

的效价通过间接2-/0,法进行测定"将单抗细胞

上清和腹水用 B̀0分别按比例倍比稀释"间接

2-/0,法测定(?

=>#KF

"能与靶抗原发生免疫反应

的单抗最大稀释度即为其效价&

&'S(单克隆抗体鉴定

单抗/L亚类的鉴定&&将单克隆阳性杂交

瘤腹水用 B̀0以 %sC$$ 比例稀释"取 %$$

!

-"按

照0GLF9公司的单克隆抗体亚类测定试剂盒说明

书" 用 抗 原 介 导 的 2-/0, # ,SGLPKE8PXG9SPX

2-/0,$测定单克隆抗体阳性的杂交瘤细胞培养

上清&

单抗的特异性鉴定&&对经 B3*鉴定为阳

性的血卵涡鞭虫标本"用制备的单克隆抗体进行

2-/0,检测"同时和蟹血淋巴细胞"从梭子蟹体内

分离出的溶藻弧菌'酵母菌'副溶血弧菌等样本进

行交叉反应以判断单抗的特异性&

间接荧光抗体试验&&新载玻片经洗液处

理"乙醇浸泡"风干后用明胶甲醛溶液浸 %$ FGK

烘干备用& 实验选取包括血卵涡鞭虫营养体'腰

鞭孢子'合胞体等不同生活史阶段的虫体进行检

测& 检测开始先将待检样品稍许滴加到备好的载

玻片"均匀涂成圆面"室温风干""" _固定 " FGK%

滴加适度稀释的单抗腹水"!@ _免疫温盒孵育 %

U"B̀0D洗涤 ! 次"自然风干%滴加适度稀释的

./D3羊抗鼠 /LY"!@ _免疫温盒孵育 =$ FGK"

B̀0D洗涤 ! 次后用甘油碳酸盐缓冲液封片"同时

设立蟹血淋巴细胞作为阴性对照"=>" KF激发光

下镜检& 进一步验证单抗的特异性"以确定制备

单抗是否具有针对血卵涡鞭虫不同阶段的共同表

面抗原&

&'T(单抗的初步应用

检测方法的建立&&双抗体夹心 2-/0,方

法的建立"首先用方阵法测得单抗腹水的最佳包

被浓度'兔抗阳性血清的最佳工作浓度以及样本

和1*BE/LY的工作浓度"最终确定"单抗 %$

!

LA

F-"!@ _孵育包被 % U%用 $7$"VDhPPKE#$ 的

B̀0洗涤后"加 "V脱脂奶封闭过夜%用上述

B̀0D洗涤后加待检样本 !@ _作用 % U%用上述洗

液洗涤后加多抗兔血清 !@ _作用 % U%再次洗涤

后加1*BE/LY羊抗鼠抗体 !@ _作用 % U"显色后

用 # F56A-的 1

#

0(

=

终止"测定 (?

=>#KF

"同时设

立血卵涡鞭虫可溶性抗原为阳性对照"B̀0# R1

@7=$为阴性对照&

)'&
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&'!(数据处理

单克隆抗体效价测定时"每个稀释度平行进

行 ! 次重复实验"测定 (?

=>#KF

取均值"利用

2d32-软件对试验结果进行统计分析"试验数值

均以平均值t标准差#J

/

t0?表示$&

#&结果

*'&(免疫小鼠血清效价检测结果

选取健康小鼠经过 = 次严格免疫后"测其血

清抗体效价"用同一批次健康 -̀,̀ AN小鼠作阴

性对照"通过间接 2-/0,测其效价"最终选取效

价较高的 ! 号小鼠取其脾脏做细胞融合#表 %$&

表 &(全部免疫小鼠血清抗体效价检测结果

+./'&(+:41456D95EG7494"928C 929415EG9:4

9E9.D233682K4732"4

免疫小鼠序号

HPfIPKNP

KIFTPQ

血清不同稀释度(?

=>$

XGggPQPKSXG6ISG5K

%s#$$ %s=$$ %sC$$

对照

N5KSQ56

% $7C<! $7=C$ $7##> $7%=@

# %7##" $7<$% $7!=< $7%!$

! %7=<@ $7@># $7!"# $7%#C

*'*(杂交瘤细胞系的建立

在融合后的 = 块 >< 孔板上统计有 !#$ 孔生

长杂交瘤细胞"融合率为 C!7!V#!#$A!C=$"细胞

融合 @ X后开始筛选杂交瘤细胞阳性集团& 通过

间接 2/-0,法测定"融合后第 @ 天可检测到抗

体"分泌特异性抗体的杂交瘤细胞的阳性率为

=7CV& 用有限稀释法对效价较高'细胞形态完整

的克隆连续进行 ! 次亚克隆"最后筛选出 ! 株杂

交瘤细胞"分别命名为 #`

#

'!Y

=

'=Y

@

"经 <$ 代的

体外传代培养#图 %$"间接 2-/0,测定其仍能稳

定分泌高效价抗体&

图 &(杂交瘤细胞稳定性分析

B2C'&(O9./2D29; .8.D;525EG9:49;/127E3. "4DD

*'-(单克隆抗体亚类鉴定

单抗免疫球蛋白亚类测定试剂盒检测结果表

明"! 株单抗均属于 /LY蛋白"其中 #`

#

为 /LY

!

"

!Y

=

'=Y

@

为 /LY

%

"未见有其它类和亚类的交叉反

应& 可见"获得的杂交瘤细胞是具有分泌单一抗

体能力'来源于单一细胞系的杂交瘤细胞&

*'<(单克隆抗体效价测定结果

筛选的 ! 株单克隆抗体"通过间接 2-/0,测

定细胞培养上清和腹水效价"其下限滴度分别达

到了 "7%# a%$

;=和 C a%$

;=

#图 # 和图 !$"从图中

看出"在能与靶抗原发生免疫反应的单抗稀释度

之内"随抗体稀释度增大"其效价均呈现平稳下降

趋势"通过标准差作图"平行组之间效价测定变异

较小"说明效价测定稳定'可靠&

图 *(间接V,UO%测定 - 株单抗血清效价

B2C'*(O6H418.9.89GD627929145EG9:144R"%/5

/; 287214"9V,UO%

图 -(间接V,UO%测定 - 株单抗的腹水效价

B2C'-(%5"2945929145EG9:144R"%/5

/; 287214"9V,UO%

&&通过测定 ! 株单抗上清和腹水效价值"经 '

检验"不同稀释度平行组之间效价测定差异性均

不显著#>u$7$"$"在同一稀释度内抗体组间效

价值差异均不显著#>u$7$"$ #表 #$"检测结果

反应了筛选的 ! 株单抗无论是抗血清还是制备的

腹水抗体均滴度稳定"与抗原发生特异性反应稳

定"专一性强&

!'&
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表 *(- 株单抗不同稀释度免疫效价测定结果

+./'*(+:44GG2"248"; Q.D64EG9:1443E8E"DE8.D.892/E7245N29:72GG41489929145

抗血清稀释度

HIRPQK9S9KSg6IGX SGSQPH

抗体种类 9KSGT5X: HRPNGPH

!Y

=

#`

#

=Y

@

腹水稀释度

9HNGSPHSGSQPH

抗体种类 9KSGT5X: HRPNGPH

!Y

=

#`

#

=Y

@

%s=$$ $7C< t$7$= %7$# t$7$< %7!! t$7$" %s= $$$ %7<# t$7$" %7>C t$7$! #7%# t$7$@

%s% <$$ $7<= t$7$# $7@< t$7$= $7CC t$7$! %s" $$$ %7%! t$7$= %7!> t$7$# %7"@ t$7$"

%s< =$$ $7=> t$7$# $7<% t$7$# $7<" t$7$# %s< $$$ $7<> t$7$= %7$< t$7$# %7!C t$7$!

%s#" <$$ $7!C t$7$% $7=@ t$7$# $7"@ t$7$# %s@ $$$ $7=C t$7$# $7<= t$7$% $7@@ t$7$#

%s%$# =$$ $7%> t$7$% $7#" t$7$% $7=! t$7$% %sC $$$ $7#@ t$7$% $7!! t$7$% $7=C t$7$#

注!抗体效价值用平均值t标准差表示#) i!$&

+5SPH!DUPPggGNGPKN: ^96IPFP9KH#J

/

t0?$#) i!$7

*'=(单克隆抗体特异性鉴定

通过间接 2-/0,方法对健康蟹血淋巴细胞

和其它病原菌进行检测"结果显示"! 株单抗均不

与血淋巴细胞和弧菌'酵母菌发生交叉反应"显示

了单抗检测较好的特异性&

间接荧光抗体实验结果显示"感染有血卵涡

鞭虫的血淋巴与单抗进行反应"可观察到黄绿色

荧光的虫体"而健康蟹的血淋巴未被染色#图 =$&

图 <(间接免疫荧光检测R"%/特异性

单抗 !Y

=

'#`

#

'=Y

@

的腹水分别与感染有血卵涡鞭虫的血淋巴进行反应"图中箭头 9所示带荧光血卵涡鞭虫"箭头 T 所示蟹颗粒细

胞% #71P96SU#3%$'1P96SU#3#$'1P96SU#3!$所示健康蟹血淋巴与单抗 !Y

=

'#`

#

'=Y

@

反应结果&

B2C'<(%55.; EGF-0+;,;9+0&+;?(08;)*+;92828G4"947B(<*+-'&,&;<5H'N29:9:4R"%//; UB%+

/.,D5gQP9NSG5K TPShPPK 8N,T 9HNGSPH# !Y

=

" #`

#

" =Y

@
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*'>(单克隆抗体初步应用

利用建立的双抗体夹心 2-/0,法对确诊的

#$ 个血卵涡鞭虫标本进行检测"结果显示"血卵

涡鞭虫样品均呈现阳性反应"对照血淋巴则成阴

性反应#表 !$"说明利用单抗作为捕获抗抗体建

立的夹心2-/0,用于对样本的检测是可行的&

$'&
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表 -(双抗体夹心V,UO%实验测定单抗反应结果

+./'-()4."92Q4":.1."941EG3%/57494"947/; 5.87N2":V,UO%$ #̂

<!*83
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样品名称

H9FR6P

样品品种及来源

H9FR6PHRPNGPH9KX H5IQNPH

检测结果 QPHI6SH
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样品名称

H9FR6P

样品品种及来源

H9FR6PHRPNGPH9KX H5IQNPH

检测结果 QPHI6SH
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% 梭子蟹;桃花 % b b b %% 梭子蟹;白沙 % b b b

# 梭子蟹;桃花 # b b b %# 梭子蟹;白沙 # b b b

! 梭子蟹;普陀 % b b b %! 梭子蟹;蚂蚁 % b b b

= 梭子蟹;普陀 # b b b %= 梭子蟹;蚂蚁 # b b b

" 梭子蟹;登步 % b b b %" 梭子蟹;秀山 % b b b

< 梭子蟹;登步 # b b b %< 梭子蟹;秀山 # b b b

@ 梭子蟹;朱家尖 % b b b %@ 青蟹;三门 % b b b

C 梭子蟹;朱家尖 # b b b %C 青蟹;三门 # b b b

> 梭子蟹;马目 % b b b %> 梭子蟹血淋巴 ; ; ;

%$ 梭子蟹;马目 # b b b #$ 青蟹血淋巴 ; ; ;

注!* b+代表阳性%* ;+代表阴性&

+5SPH!* b+FP9KHR5HGSĜPQPHI6S%* ;+FP9KHKPL9SĜPQPHI6S7

!&讨论

血卵涡鞭虫作为海水甲壳类的重要病原"其

危害已引起了广泛的关注"国内外已相继开展有

关该寄生虫致病性'生活史'流行规律"诊断及防

控技术等方面的研究& 在该寄生虫的检测方面"

国外已建立起了聚合酶链式反应B3*

(%% ;%")

'酶联

免疫吸附试验 2-/0,

(%< ;%@)以及间接荧光抗体检

测技术/.,D

(="%C)等多种现代生物学诊断技术"并

用于该类寄生虫不同阶段的检测%国内对血卵涡

鞭虫的检测尚研究不多"通常用显微镜检'B3*

等方法进行检测(! ;="%! ;%")

"尚无血卵涡鞭虫单克

隆抗体制备的有关报道& 本研究通过对血卵涡
%

虫单克隆抗体的研制"以便寻找更方便快捷的检

测方法"以期解决该寄生虫病的早期诊断困难问

题"并探索该病原的生活史特征和传播途径&

通过杂交瘤细胞系的建立"本研究共获得 !

株能稳定分泌抗血卵涡鞭虫抗体的杂交瘤细株"

经传代培养"杂交瘤细胞在上世纪 <$ 代仍具有分

泌高滴度抗体的能力"采用间接 2-/0,方法对抗

血清和腹水效价的测定"效价分别达到了 "7%# a

%$

;=和 C7$$ a%$

;=

& 同一株抗体稀释度增大其变

化趋势均为稳定"通过其特异性鉴定均不与蟹血

淋巴细胞和从蟹体内分离出的弧菌'酵母菌'副溶

血弧菌等发生交叉反应"与已确诊的血卵涡鞭虫

标本进行反应"阳性符合率达 %$$V"说明制备的

单抗均是特异性强"效价稳定的抗体&

在间接荧光抗体实验中"选取了血卵涡鞭虫

不同生活阶段的的虫体作为鉴定对象"结果显示"

只有感染了血卵涡鞭虫的血淋巴内可观察到有黄

绿色荧光的虫体"而健康蟹的血淋巴未被染色"说

明其营养体'腰鞭孢子'多合胞体阶段都具有一定

的共同表面抗原"说明制备的 ! 株单抗具有较好

的特异性"从而为血卵涡鞭虫抗原的批量检测奠

定了基础&

利用 ! 株单抗较好的特异性"建立了检测血

卵涡鞭虫抗原的双抗体夹心2-/0,法"在比较了

不同的包被抗体'标记抗体浓度"通过实验优选"

最终确定了最佳单抗包被浓度'多抗血清'酶标抗

体的稀释度& 双抗体夹心 2-/0,"一方面采用酶

标抗抗体检查多种大分子抗原"它不仅不必标记

每一种抗体"还可提高试验的敏感性%另一方面实

验检验过程所用抗体浓度为 %$

!

LAF-"在临床应

用可以大量节省抗体用量& 实验初期考虑到单抗

的抗原决定簇比较单一"只能结合特异的抗原位

点"酶标放大效果不好%而用多抗包板结合的抗原

位点又太杂"其特异性存在缺陷"综合其利弊最终

选用单抗包板"用多抗进行酶标记"其检测特异性

均远远高于其他包被及标记方法& 通过对采集的

> 个发病区域的 %C 个病样进行对比分析发现"该

实验技术检测血卵涡鞭虫抗原"不受反应体系中

的非特异性蛋白影响"只要样本中含有一定量的

特异性抗原"均可获得阳性的定性结果"这对于血

卵涡鞭虫病临床标本检测"以及开展血卵涡鞭虫

流行病学的研究工作具有重要意义&
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