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一种筛选对虾白斑综合症病毒中和抗体的新方法
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摘要
�
用对虾淋巴组织的原代培养细胞与对虾白斑综合症病毒进行相互作用

,

洗去不能结合

的病毒
,

然后用甲醛固定
,

再用 � � �� 法检测所 吸附的病毒
。

当病毒与抗血清保温后
,

抑制病

毒与细胞 的吸附能力 的抗血清中应含有中和抗体
。

此方法可以在缺少细胞系的情况下
,

简便

地筛选到中和抗体
。
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对虾白斑综合症病毒 ��� ��� �� �� ���� �� � � �� �� � ,

� �� � �是一具有囊膜的双链 � � 病

毒
,

是造成 自 �� � � 年以来对虾大面积爆发性死亡的主要病原体 � ’
,

� 〕
。

另据报道
,

我国科学

家对该病毒 的全 � � 序列已测定完成
,

其部分囊膜蛋 白的结构和功能正在研究之中
,

但

如何有效地防治该病毒病的爆发
,

仍然没有有效的方法
。

病毒与宿主细胞相互作用机理的揭示
,

将会为最终防治 � �� � 提供必须的理论基础
。

中和抗体
,

特别是单克隆中和抗体是此项研究的有力工具
。

然而对虾细胞系 目前还未成

功建立
,

这为中和抗体的筛选带来 了很大困难
。

在对虾原代细胞培养的基础上 �
’〕

,

依据病

毒感染宿主细胞
,

首先是病毒识别蛋白与一个宿主细胞受体蛋白的相互作用的原理
,

利用

病毒与宿主细胞亲和吸附这一特性
,

建立 了一个新的筛选中和抗体 的方法
。

实验结果表

明
,

该方法操作简便
,

数据可靠
,

完全可以在缺少细胞系的情况下成功地用于筛选 中和抗

体
。

� 材料与方法

�
�

� 试 剂 玩���
� ���

, �
�� �� 培养基购 自美 国 �� ! ∀ ! �� � ��� � �� � 公 司

� 胎牛血清购 自

��� � �� �
公司 �人表皮生长因子购自 �� � �� 公司 �青霉素

、

硫酸链霉素购 自 �� � 公司 � 能特

异结合 � �� � 的单链抗体 ��
,

为本实验室制备 �� ��� ��� �
一

� � � � � � ���� �� � 鼠单抗购 自�� ��
�

� �� �
�

公司
。

�
�

� ��� � 的分离纯化及电镜检测 染病对虾采 自广东汕头
。

抽取的对虾血淋巴液经

冻融后置于蔗糖密度梯度 �� �
、

�� � 和 �� � �顶部
,

以 �� � �洲又〕�� 而� ,

离心 �� � ��
。
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�� � 们一�� � �� � � �蔗糖密度之间有一 臼色透明带
,

此即为 � �� � 形成的沉淀带
,

取此 白

色透明带
,

用孔径为 � �� 户� 的 �� 膜过滤除菌
,

分装保存待用
。

纯化的病毒滤液用 � � 磷

钨酸负染法
,

在 �� ��� �� �
一

��� 透射电镜下观察
。

�
�

� 抗血清的制备 取 �� �侣 纯化 的完整病毒 与完全弗氏佐剂混匀
,

腹腔注射出甘
�

� 个

星期的雌性 �� � � �  杂交小鼠
。

以 二个星期为间隔
,

以不完全弗氏佐剂与 �� 滩 纯化病毒

对小鼠进行 三次腹腔注射
。

最后一次注射 �� � 后
,

心脏取血
,

以 ��
,

�� � �� � �� 离心 �� � ��
,

取 �清
, 一 �� ℃保存待用

�
�

�
�

� �� � �� �� 法检测抗血清的特异性 将 �此 对虾血淋巴液抽提物与 �峪 � �� � 分别点

在 �� 膜上
,

用 ��� � ��� �
� � � 脱脂牛奶 �在室温下封闭 ��

,

再用 ��� 倍稀释的待测血清

与之保温 ��
,

用 �� ��’� ��� � �
�

�� �� ��
� 一 �� �洗涤三次

,

再用 ��� 洗涤三次
,

然后用 � �� �

倍稀释的羊抗 鼠 �解� � � �
� � �� �

�� �
�

与之保温 �� ��
� , ,

再分别用 ����’
,

��� 洗涤三次
,

用 �
,

�
’ 一

二氨基联苯 � �
� � � 进行显色反应

。

�
�

� 对虾细胞的原代培养 主要参照 � ��
� � 工 和 � �� � 的方法

,

稍有改进
。

取市场购得斑

节对虾 ���  ! ��
、

�� �� ��
� ��� �� �� �

�� 只 �随机抽 血淋 巴液检测均为健康对虾 �
,

体长 �一

��� �
,

置于 �� � 的 ��� �� 溶液�含 ��� ��
·

� ’

青霉素
,

��� � �
·

�
一 ’链霉素 �中浸泡 �一���

�

在无菌条件下
,

摘取对虾的淋 巴器官
,

在 �
一

巧 培养基 �含 �� � 的胎牛血清
、

��
·

�
一 ’��� �

、

�� � ��
·

�
一 ’青霉素

、

��� � �
·

�
一 ’链霉素

、

��� � �
·

�
一 ’

表皮生长因子
、

�� � 的虾肌肉抽提物 �中

洗涤一次
,

转人含有 � �� 拼� �
一

巧 培养基的 �
�

� � �� 的离心管中
,

充分剪碎淋巴器官
。

以每孔

�� 匹 淋巴悬浮液接种于 � 孔细胞培养板上
,

�� 一�� ��
。

后
,

每孔中再加入新鲜的 �
一

巧 培

养液至 ��� 拌�
,

在 �� ℃条件下培养过夜
。

�
�

� 宿主细胞吸附 � ��� 的检测 待对虾淋巴细胞组织的迁出细胞形成单层后
,

倾去培

养液
,

分别接种如 �
�

� 所制备的病毒
,

保温 �� 后
,

加人 �
一

巧 培养基至 � �� �止
,

�� ℃培养 ��

后
,

小心倒 掉细胞 培养孔 中的培养基
,

用 PBS 轻洗三次
,

然 后用 4 % 的甲醛 固定细胞

10 mi
。

,

用 E LI SA 法检测细胞吸附 W SS V 的量
)

1
.
7 E LI sA 用 PB s 将 上述 已 固定的细胞培养板洗三次

,

每孔加入 200 拼L P
Bs
M

,

封闭

30 m in 后倒掉
,

再用 PBS 清洗三次
,

每孔 加入用 PBS M 稀释 40 倍 的一抗 (Al 单链抗体 )

1002, I
,

保温 30m i
n
后倒掉

,

用 PB sT 和 PB S 分别洗三次
,

然后每孔加用 P BsM 稀释 500 0 倍

的二抗 (H R p/ A
nti一 E T

a
g

C o n
j
u

g
a

t
e

)
1 0 0 肛L

,

反J立3()m i
n
后倒掉

,

用 pB ST 和 pB S 分别洗 三次
,

每孔加人 100 拌L 显色底物(TM B /H
20 2)

,

1 0 m

, n 后每孔加人 25拼L Z m
o
l

·

L

一 ’ H Z S O4 终止反应
。

测 。氏50n
m
值

。

1

.

5 中和抗体的检测 将病毒和待测抗血清按一定比例混合
,

26 ℃保 温 1一2h 后
,

加人

到每个培养细胞孔 中
,

再加入 L
一

巧 培养基至 200 拼L
,

26 ℃培养 4h 后
,

按 1
.
6 和 1

.
7 所示方

法检测该抗血清是否抑制细胞与 W SS V 的亲和 吸附
。

2 结果

2
.
1 纯化的 W SSV 的电镜观察

图 1 示经过蔗糖密度梯度离心提纯
,

在电镜 「观察到的 w SS V 粒子
。

l
a

为失去囊膜

的病毒粒 子
,

lb 为完整病毒
,

其 中病毒囊膜基本完整
,

一端 的尾样附属物清 晰可 见 用
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2
.
4 E L Is A 对 w S Sv 吸附及中和抗体的检测

原代培养的对虾淋巴细胞是 W SS v 的宿主细胞
,

其亲和吸附病毒的能力是有一定限

uu。‘.之O

1 0 0 2 0 0 3 0 0 4 0 0 5 0 0 6 0 0

病毒量 v
:rus/(ng )

图 4 E L巧A 检测 职S S V 与原代培养细胞 的亲和吸附

Fig
.
4 D eteetion Of affi

nity binding of pri爬n

cul玄u re d wi t h W SS V b y E LI S A

度的
。

当其表面受体位点被病毒饱和后
,

多

余的病毒将不能被继续吸附
。

E LI S A 测试的

结果清楚地表明
,

当病毒 的上样量分别为每

孔 5
.
6ng 、

2 8
n
g

、

5 6
n

g

、

2 8 O
n
g

、

5 6 0
n
g 时

,

细胞所

吸附的病毒的数量与所加病毒量在一定范围

内呈正比例 (图 4)
。

当轻轻洗去不能吸附的

病毒后
,

为了后面 E LIS A 测试 的方便
,

用固定

剂将其固定
。

A l 是本实验 室通过噬菌体展

示技 术制备 的抗 W SS V 单 链抗 体 (另 文发

表 )
,

它能特异性识别 W SS V
,

并能和 W Ss V 特

异性结合
。

它带有 E 一

Ta
g 小肤

,

可 以和
一

二抗

(H R P/ A
nti一E T

a
g

e o

nj

u
g
a
t e

) 结合
,

再通过二抗

上偶联的辣根过氧化物酶 (H R P )的显色反应

将信号逐级放大
,

从而可 以检测到细胞上吸附的痕量 W SSV
。

在实验中发现
,

细胞培养板

上每孔的细胞吸附病毒的量随添加病毒量的增加有 明显的梯度变化
。

当所加病 毒量从

5
.
6n g 提高到 56ng 时

,

细胞吸附病毒的量也随着升高
,

但当病毒从 280ng 提高到 560 ng 时
,

细胞吸附病毒的量不再有明显的升高
。

显然 280ng 病毒量是培养细胞对病毒的饱和吸附

量
,

故在和抗血清的反应中
,

选用的病毒蛋 白量为 280 ng
。

当病毒预先和抗血清保温后
,

再用如上方法进

行 ELI SA 测试
。

对照组为培养细胞 和培养细胞中

仅加 人 28o ng 病 毒
,

实验 组为 加人 28o ng 病 毒 和 咨
8。

,
.
。。L 抗血清的混合物

。

每组为 8 个细胞、L
,

实验 警
6。

结果为 8 孔的平均读数
。

从 图 5 中可 以清楚 地看 壬
‘。

出
,

W S S V 的抗血清能有效地抑制 W SS V 与原代培

养细胞结合
。

在预先与病毒保温后
,

病毒不能再吸

附到原 代培养 细胞上
,

E ll S A 检测 到 的数 值很 低

(3 )
,

与未加病毒的对照组 (l) 接近
。

而没有抗体作

用的另一组对照 (2 )则有相 当高的 E H SA 反应
,

两

者的差别显著
。

多次重复实验的结果都非常一致
。

这与该抗血清在克氏赘虾活体实验 的中和效率是

一致的
。

图 5 E ll sA 检测 中和抗体

l ,

细胞 ;2
, +

W 婴V ;3
, +

W SS
V + 抗血 清

Fi g
.
5 De

tec tion
of neutral i

zed an til
日洲

ly

1
, c e

l l
s o 记y ; 2

,
e e

l l
s

+
W S S

V
;

3

,
e

e
l l

s
+

W
SS

V
+

an

t
i

se ru
m

3 讨论

目前细胞培养法是筛选中和抗体的主要方法之一
。

由于对虾细胞系至今仍未成功建

立
,

为获取 W SSV 中和抗体带来 了很大的困难
。

作者曾试用对虾活体筛选 W SS V 的中和

抗体
,

但是由于 W SSV 的大范围的感染
,

很难找到无感染的对虾做实验
,

再加上需具备很
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好 的养殖对虾的实验条件
,

限制了活体实验 ;也曾尝试用红细胞吸附法筛选 W SS V 的中和

抗体
,

未成功
。

w SS
v 感染宿主细胞的初期

,

必须具有完整囊膜结构这一实验结果
,

暗示

着 w SSv 在感染宿主细胞的初期必须首先经过一个亲和吸附和相互作用 的过程
。

根据这

个设想
,

用对虾原代培养的细胞对 w SS v 完整病毒颗粒进行吸附
,

用 ELI SA 法测定吸附的

w SS v 的量
,

凡是能抑制病毒与宿主细胞亲和吸附的抗 体
,

就会阻止病毒的进一步感染
,

就应是中和抗体
。

制备的 W SS V 抗血清在以前 的克氏鳌虾活体实验中显示出 80 % 以上的

中和效率
,

在本实验中显示出完全抑制 W SS V 与对虾原代培养细胞的亲和吸附
,

进一步证

明了这个抗血清具有中和病毒的能力
。

本技术的关键是
:1 ,

每个细胞培养板的小孔底部

必须有足够量的细胞均匀贴壁
,

这样才能获得可靠的有价值的 EH SA 信号 ;2
,

当病毒吸附

细胞后
,

必须轻轻洗 去未吸附 的病毒
,

然后用 固定液将其 固定
,

这样就避 免 了后 面的

E LI SA 操作过程引起的细胞脱落
。

由于每次实验都选用 了细胞和细胞
+ 病毒作为对照

,

因此所获数据应正确反映了抗体的中和能力
。

通过大量的实验和不断的技术改进
,

此方

法操作简便
,

数据稳定
,

结果可靠
,

在 目前没有对虾细胞系的情况下
,

完全可以用于单克隆

和噬菌体中和抗体的初步筛选
,

为最终的活体实验选 中目标
。
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