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摘要
�

中华鳖病毒 ��� � �是从病鳖中分离到的一种病毒病原
。

经细胞培养和差异离心制备

� � � 抗原
,

肌注家兔获 � � � 抗体 �� �� 一� ��
,

中和效价为 � � ��
。

用 � �� 一� �进行双向免疫扩散

和间接 � �� �� 检测
,

被检样品有健康和病鳖组织匀浆液
、

� � � 细胞培养液
、

提纯的 � ��
,

以及

鱼传染性胰脏坏死病毒 ��� � � �
、

草鱼呼肠孤病毒 ��汇� �
、

鱼病毒性出血败血症病毒 �� � � � �
、

鲤痘疮病毒 �� � �� �� � �� �� �� 和斑节对虾杆状病毒 ���� �
。

检 测结果显示
�

护� �
、

� ��
、

��� �
、

� �甲 �� � �� �� �
、

� � � 和健康中华鳖的组织匀浆液与 � � 一� �呈阴性反应 � 而感病中华

鳖组织匀浆液
、

� � � 感染的细胞提取液与 � � 一� �呈 阳性反应
。
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水生动物病毒的血清学检测技术
,

不仅是对病原进行分类鉴定
、

了解不 同水生动物病

毒之间血清学相关性的有效方法
,

而且是对病毒病进行早期诊断和防治研究 的重要手段
。

如今有些血清学检测技术
,

如荧光抗体检测 ���
� � �� �� �� � � � ��  � � � �� � �� �� � �

,

�� � �
、

酶联

免 疫 吸 附 �� �� �� � ��� � � � �� � ��
� ��

�� 
� � � ��叮

,

� ���� �
、

免疫 电 镜 ��� � ��
� � ��� �� � �

� �� �� ��叩��
、

中和试验 �阮
� �� ��

� � �� � � �
、

协同凝集反应 ��
�昭 � �� �� � ��� � �

,

� �  �等 已广泛用

于鱼类病毒学研究【’一��
。

但是
,

国际上关于爬行类动物病毒的血清学研究仅有少量资料�� 
,

国内尚未见报道
。

近年
,

在发现 和分离到中华鳖病毒 ��� �� �� � , �� ��
� �� �� �� � ,

� �� �之后
,

对 � � � 的形态大小
、

结构多肤
、

感染及与宿主细胞的相互作用
、

理化性质等多方面开展 了

研究 �� 一��
。

并就 � � � 的血清学性质及其检测技术展开探讨
。

本研究在制备中华鳖病毒抗

体 ��
��� � � ��� � ��� �

认
� �� � � � �

,

� � � 一� � �和测 定 � � � 一� �中和效 价的基础上
,

建立了 � ��

免疫扩散及 ��� �� 检测技术
,

并进一步利用这些技术检测 了 � � � 与一些鱼
、

虾病毒抗原

的血清学相关性
。

� 材料与方法

��� 病毒抗原和抗体的制备 通过细胞培养
,

在鲤上皮乳头瘤细胞 ��� ��� �� 
� � � ��� ���
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�� ��� �� �� ��
,

�� � �中扩增 � � �
。

待感染细胞出现病变后
,

收集 细胞培养的病毒悬液
,

反

复冻融 �一� 次
,

使被感染的细胞裂解
,

并充分释放出其中的病毒颗粒
。

然后经 �
,

��� �� � ��

��� � � ��� 离心 机
,

转头 型号 为 �� 卜� � �离 心 ��� �� � 取 上清
,

以 � �
,

� � � � � � �� �� �  ! ∀

�� � � 手� � � �离 心机
,

转头 型 号为 � �� �  
�

� � �离心 � � � 收集沉 淀
,

用 �
�

� � � � ��恤� �

�
�

��
,

��
� �

�

�� �
,

� �
�
� �

�
�

�

��
,

陇
�

�� � �
�

�� � ��� 悬浮
,

即得到用于接种家兔的 � �� 免

疫抗原
。

待检样 品有患病中华鳖组织匀浆液和 � � � 感染 的细胞培养液
,

还有其它的鱼
、

虾病

毒
,

包括在 �� � 细胞 中培 养的 � ��
、

在 � � �卜� 中培养 的传染 性胰脏坏死病毒 ��� �� �� 
� ��

� ��
� �� ��� � ��

� �  !�� � ��� �
,

���� �
、

在 � �� 细 胞 中培养 的草 鱼 呼 肠 孤病毒 ���
��� � �印

称�� �� 
� ,

G C V )

、

在 C HS
E 细 胞 中培 养 的病 毒性 出血 败 血 症病 毒 (Vi ral H ae m o rrh ag ic

Septi aem ia V iru s
,

V H S V )

、

在 卜l细胞 中培养的鲤鱼痘疮病毒 (e抑 P
ox viru s)和从患病

斑节对虾组织 中初步提纯的对虾杆状病毒(M
onodon B ac uloviru S

,

M B V
)

。

用提纯 TS V 作为免疫抗原肌注家兔
,

每周 一次
,

加强免疫 3一4 次
,

在进行末次免疫

接种一周后采血
,

制备 TSV 一A b
。

收集到的 TSV 一A b可直接用于免疫扩散
、

或经冻融过的

EP C 细胞裂解液按 1: 1与之混合
,

吸附其 中的非特异性抗体后用免疫扩散或 ELI S A 检

测
。

L Z 中和试验 抗血清在 56 ℃条件下
,

保温 30 m in 进行灭活处理
,

冷却后用 PB S 缓冲液
,

作 系列 倍 比稀 释
,

使其 稀释 度 分别
,

为原 血 清的 l:2
,

1 :4

,

1 : 8

,

厂16
,

⋯
,

每管 加人 量 为

0
.
sm L

。

病毒用 PB S 缓冲液稀释至 20 0 个 T CI 几
。

/0

.

l m L
,

分别在上述各管 中加 0
.
sm L (与

血清等量 )充分混匀
,

37
℃

,

l h

。

取出后
,

在 已长成单层的细胞培养板中
,

以每孔 0
.
lm L 的

量加人相应孔 中
,

每个稀释度接种 3个孔
。

同时设病毒滴度对照和正常细胞对照
。

最后根

据细胞病变计算 TSV 一A b的中和效价
。

1

.

3 免疫扩散测试 l% 琼脂铺在直径为 s
cm 的平皿中

,

打上梅花型的孔
,

在中心孔 内加

人经过或未经 EP C 细胞裂解液吸附的 T S V 一A b 1 m L
,

在侧孔内加人不同待检样品 0
.
sm L

作双 向免疫扩散测试
。

1

.

4 E

LI

S A 检测 取被检测样 品 100 协L加人酶标板中
,

37
℃包埋 2h 或 4℃包埋过夜

,

倾

去 反 应 液
,

加 人 洗 涤 液 (Ph
osph ate 一B u

ffe
re d S al i

n e w ith T W e e n
,

P B S T
:

含 有 0
.
00 5%

Tw
ee
n-- Z o的 0

.
0 2 x p B S

,

p H
=

7

.

4 ) 洗涤 3 次
,

再加人 0
.
019/m L牛血清 白蛋 白 (溶 于 l x

P
BS )

,

每孔 100协L
,

37
℃ 作 用 30 m in

,

按前 法洗 3 次
;加 人 经 EPC 细胞 裂解 液 吸 附过 的

T SV 一A b
,

每孔 100卜L
,

3 7 ℃反应 45m i
n ,

按前法洗 3次
;
加人用 1 x p B S 按 l:1000稀释的酶

标羊抗兔 xgG
,

每孔 100协L
,

3 7 oC 反应 45m i
n ,

洗 3 次
;
每孔加人反应底物 100协L (o

.
Z m o l/ L

磷酸盐 一 0
.
lm of / L 柠檬酸缓冲液

,

p H
=

5

.

0

,

邻苯二胺 lm g/m L和 30 % 坟0
2 1卜L)

,

37 ℃ 反

应 15m in 后
,

加人反应终止液 (2 M 玩Sq )
,

每孔 200协L
。

以正常细胞裂解液或健康动物组

织匀浆液取代相应被检病毒样品
,

设阴性对照
。

用酶标仪在 49O
nm 检测 O D 值

。

当样品孔

的 O D 值 (P)与阴性对照孔的 O D 值 (N) 之 比 (P /N值 )大于 2 的为阳性
。

1

.

5 T S V
一A b 浓度的选择 取 100 个 T C I玖

。的 T SV
,

分别加人以 l:2 ,

l : 2 0

,

l : 2 0 0

,

1 : 2 0 0 0

倍稀释 的 T SV一b
,

各进行 ELI SA 反应
。

根据 P/ N 值
,

选择适宜的抗体浓度
,

用于对不同病

毒抗原的 E LI SA 检测
。
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T S V 及其它水生动物病毒与 TS V 一A b 进行 ELI SA 检测的结果 (表 l) 显示
,

病鳖组织匀

浆液 (T SV
,

)

、

T S V 细胞培养液 (TSV
c
)和稀释了 10 0 倍的 TS V

p
(l/10 0 T S V

c
)与 T SV 一A b都

呈阳性反应
;IPNv

、

C
a

下
pox viru s

、

v H S v

、

C C V 和 M B v 与 T Sv 一A b 则呈 阴性反应
。

另

外
,

正常鳖组织匀浆液与 TS V 一A b也呈 阴性反应
。

3 讨 论

已有报道指出
:
水生动物病毒有 不同种类

,

可分为虹彩病毒 (Iri dov iri dae )
、

疤疹病毒

(氏卿
sviridae )、 小 RN A 病毒 (Pi

com av i五d ae )
、

双 R N A 病 毒 (Bim av ih d ae )
、

呼 肠孤 病毒

(称o
vi行d ae )

、

弹状病 毒 (肋
abdoviridae )

、

逆 转病 毒 (掩trov
ih dae )

、

正粘 病 毒 (O rth
om yx-

oviri dae )
、

副粘病毒 (P
ara m yxo vi找d a e )

、

野 田病毒 (吻dav irid
ae)

、

冠状病毒 (C
oro navi五d ae )

、

杆状病毒 (B ac ul ov iri d ae )【
”

,

”]等十几个科
。

国内近年已分别从鳖
、

蛙
、

级等特种水 生动物

中观 察到不 同的病毒
,

并进行 了相应研究[l3 一
, 7〕

。

根据 已知结果
,

对有的病 毒已进行分

类
,

如将从我国养殖沼泽绿牛蛙中分离到的病毒 (撇na gry lio vi ru s
,

R G v ) 鉴定为虹彩病

毒[161
;
但有的病毒尚待鉴定

,

如 T SV
。

因此建立和应用血清学检测方法
,

不仅对水生动物

病毒病的早期诊断有重要意义
,

而且对我国水生动物病毒学的深人研究十分必要
。

无 论 是 双 向免疫扩散 还是 ELI sA 检 测结 果
,

都 显 示 T Sv 一A b 与 IP N V
、

c

a

rp p
ox

vi ru

s

、

V H S V

、

6 C V 和 M B V 之间呈阴性反应
。

这表明了两种方法检测的结果相符
,

而且也

说明 TS v 与这 5种病毒之间没有血清学相 关性
。

I
p N V 属双 R N A 病毒

,

C

arp

p
ox

vi ru

s 属

疤疹病毒
,

V H S V 是弹状病毒
,

C C V 是呼肠孤病毒
,

M B V 属杆状病毒
,

检测结果提示
,

T S V

不属这些病毒家族成员
。

采用经 EP C 细胞裂解液吸附的 T SV
- A b

,

在与 T SV 进行免疫扩散时
,

仅产生 1条特异

沉淀线 (图 ZB 与 C)
;而未经 EP C 细胞裂解液吸附的

TS V 一A b进行免疫扩散检测
,

会有其

它沉淀线产生 (图 ZA )
,

这是否由于其中含有宿主细胞的抗原
,

还有待进一步探讨
。

IP N V

、

C

arp

Po

x

vi
ru

s

、

v H s v

、

(汇v 和 M B v 等病毒都不是 由 EP C 细胞培养
,

因此用是否经吸附

处理的 TS V 一A b
,

都不会影响它们 的免疫扩散结果
。

而用双向免疫扩散和直接 EU S A 方

法不仅能测出细胞培养液 中的 T SV
,

也能测出鳖组织匀浆液 中的 T SV
,

这使对中华鳖病毒

病的检测和诊断更为快速和方便
。
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