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摘要 利用斑点叉尾鮰卵巢细胞增殖斑点叉尾鮰病毒,然后将经过超速离心纯化的病毒免疫4周龄

BABL/C雌鼠。每2周免疫1次,第4次免疫2周后,经眼眶采血,分离血清,通过酶联免疫吸附试验检测其抗

体效价,并利用间接免疫荧光试验和与病毒孵育试验检测所制备多克隆抗体的生物活性。结果表明,制备的多

克隆抗体ELISA效价为1∶25600,间接免疫荧光试验证明该多克隆抗体特异性良好,同时与病毒的孵育试验

证明该多克隆抗体具备中和活性,能够有效阻断斑点叉尾鮰病毒对细胞的感染。
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  斑点叉尾鮰病毒(Ictaluridherpesvirus-1,又
名channelcatfishvirus,简称 CCV)最先由 Fijan
等[1]从驯养的患病斑点叉尾鮰分离得到,是人类最

早发现的鱼类疱疹病毒。该病毒是引发斑点叉尾鮰

病毒性疾病(channelcatfishvirusdisease,CCVD)
的主要病原,可以导致严重的出血性毒血症。该病

在夏季水温25~30℃时可广泛流行,传播速度快,
病程短,死亡率高[2]。发病鱼表现为鳍基部出血或

充血,腹部和尾柄处充血,腹腔部膨胀,临死前病鱼

反应迟钝,眼球突出,侧翻[2-4]。尽管我国目前尚无

发生CCVD的正式报道,但近年来国内已有疑似病

例的流行和发病,给斑点叉尾鮰的养殖造成了巨大

的经济损失[5-6],因此,开展CCV疫苗、诊断试剂等

相关研究已迫在眉睫。
目前,国 内 外 关 于 CCV 的 检 测 最 常 用 的 是

PCR方法[7],也有一些基于PCR的新方法被用于

CCV的检测[8-9]。这些PCR方法虽然敏感性高、特
异性强,但也存在技术和设备要求高、周期长、易出

现假阳性等缺陷,不适合于临床大规模流行病学调

查。因此迫切需要开展CCV的临床快速检测方法

研究,尤其是血清学快速检测方法研究,为尽快掌握

CCV在我国斑点叉尾鮰养殖中的流行现状、疫情的

预警预报提供有效工具。本研究利用纯化的CCV
病毒制备多克隆抗体,并对制备的抗体进行生物活

性检测,旨在为建立检测CCV抗体和抗原的诊断

方法、相关蛋白功能检测等研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 供试动物、毒株、细胞及主要试剂

健康BABL/C4周龄雌性小白鼠,购自湖北省

疾病预防控制中心;CCV和斑点叉尾鮰卵巢细胞

(channelcatfishovarycell,CCO)由华中农业大学

水产学院提供;辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠

IgG抗体,购自武汉博士德生物公司;底物液 A、B
为显色液,购自武汉科前动物生物制品有限责任

公司。
1.2 病毒纯化

将CCV病毒接种铺满单层的CCO细胞。当

细胞产生90%病变(CPE)之后,收集细胞和上清,

-80℃冻融1次,4℃1000r/min离心20min,去
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掉杂质,收集上清液,再用50%蔗糖垫底,以4℃
25000r/min超速离心2.5h,沉淀溶于适量PBS
中,测定其浓度后进行分装,于-80℃保存。按同

样的方法处理正常的CCO细胞作为对照。
1.3 免疫程序

用纯化的CCV病毒抗原免疫4周龄BALB/C
小鼠,共免疫4次,每次间隔2周。初次免疫时抗原

加等量弗氏完全佐剂,后3次加等量弗氏不完全佐

剂,抗原免疫剂量均为每次每只200μg,免疫途径

为颈背部多点皮下注射。
1.4 血清获取

四免后14d,眼眶采血,血样于室温放置1h,然
后4℃条件下1000r/min离心20min,收集上清

即为制备的多抗血清,-20℃冻存。
1.5 酶联免疫吸附试验(ELISA)

用包被液 (pH9.6,0.05mol/L碳酸盐缓冲

液)将纯化的CCV病毒悬液抗原进行稀释后,按照

0.625μg/孔的浓度包被聚丙乙烯酶标板,4℃过

夜;弃去包被液,然后每孔加入200μL洗涤液 (含

0.05% Tween20的0.01mol/LpH7.4PBS,

PBST)洗涤4次,每次5min,在干毛巾上拍干;每
孔加入100μL封闭液(含1%BSA的PBS),37℃
温育1h,拍干,洗板同前;加入100μL适当稀释的

多克隆抗血清(按1∶400到1∶25600倍比稀释),
对照组加入正常小鼠血清(按1∶400到1∶25600
倍比稀释以作阴性对照),37℃温育30min,洗涤同

前;每孔加入100μL适当稀释倍数的辣根过氧化物

酶标记的羊抗小鼠IgG抗体,37℃温育30min,同
上洗涤;加底物液100μL(底物液A50μL,底物液

B50μL)显色10min,每孔加终止液50μL,于酶标

仪630nm下测定光密度,保存结果。
1.6 间接免疫荧光检测多克隆抗体

将CCO细胞接种到24孔板,待细胞长到80%
后,加入适量CCV悬液,28℃孵育1h,期间每隔15
min轻摇晃1次,之后吸弃CCV悬液,加入含5%
胎牛血清的DMEM 低糖培养基,置于28℃培养、
增殖,显微镜下观察,待细胞出现病变后分别用制备

的多抗和正常小鼠血清作为一抗进行间接免疫荧光

检测。加入100%甲醇固定10min。经PBS漂洗3
次后,加入适当稀释倍数的多克隆抗体,28℃孵育

1h,PBS漂洗3次后,加入按1∶500稀释的Alexa
Fluorgoatanti-mouseIgG,28℃孵育30min,最后

经过PBS漂洗3次后,通过荧光显微镜观察照相。
1.7 多克隆抗体中和活性检测

在200μL的中和体系中,将56℃灭活30min
的多克隆抗体从1∶4至l∶2048倍比稀释,CCV
感染剂量为100PFU;多克隆抗体稀释液和病毒悬

液充分混合,在28℃孵育1h后,加入24孔板培养

的CCO细胞中,28℃温育1h后,加细胞维持液,

28℃培 养 箱 中 培 养。阳 性 对 照 为 CCV 感 染 的

CCO细胞,阴性对照为正常CCO细胞。接种后,每

12h在显微镜下观察细胞病变。

2 结果与分析

2.1 间接 ELISA 检测多克隆抗体的效价

检测结果如表1,在抗原1∶800包被孔、血清

1∶25600稀释所得到的值为0.615±0.084,与阴

性对照组相比较差异极显著,且P/N 值远远大于

2,因此可以鉴定为阳性,同时可判断血清的ELISA
效价为1∶25600。

表1 间接ELISA检测多克隆抗体的效价

Table1 IndirectELISAtodetectthetiterofpolyclonalantibody

组别 Group 1∶400 1∶800 1∶1600 1∶3200 1∶6400 1∶12800 1∶25600
多克隆抗体

Polyclonalantibody
1.605±0.106 1.458±0.200 1.478±0.201 1.307±0.204 1.071±0.321 0.824±0.137 0.615±0.084

空白对照

Controldilutions
0.158±0.009 0.141±0.009 0.136±0.015 0.128±0.021 0.131±0.020 0.136±0.022 0.141±0.024

2.2 间接免疫荧光检测多克隆抗体

结果如图1所示,在荧光显微镜下可以观察到

以多克隆抗体作为一抗的细胞中出现了特异性的绿

荧光信号(图1-A),而在正常小鼠血清作为一抗的

细胞中未能观察到特异性绿色荧光信号(图1-B),
说明制备的多克隆抗体能够特异性地识别 CCV

抗原。
2.3 多克隆抗体中和活性检测

如图2所示,在12h时,各组均未出现细胞病

变。但24h后,阳性对照组开始出现细胞病变,而
其他组则仍未出现细胞病变,在36h后,阳性对照

组细胞已完全死亡,而血清稀释度为1∶512组开始
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A:多抗荧光照片ImmunofluorescencestainingofCCV-infectedCCOcellswithpolycloneantibody;

B:正常小鼠血清荧光照片ImmunofluorescencestainingofCCV-infectedCCOcellswithnormalserum.

图1 间接免疫荧光结果(100×)

Fig.1 Indirectimmunofluorescentassay

 A-C:阴性对照 Negativecontrol;D-F:阳性对照Positivecontrol;G-I:多克隆抗体组(1∶256)Polycloneantibody(1∶256);J-L:多

克隆抗体组(1∶512)Polycloneantibody(1∶512).

图2 多克隆抗体中和活性检测

Fig.2 Detectionofneutralizationofpolyclonalantibodies

出现细胞病变,血清稀释倍数较低的组均为出现病

变,说明制备的多克隆抗体能够抑制CCV对CCO
细胞的感染,具备中和CCV的活性。

3 讨 论

高滴度和高特异性抗体是建立血清学诊断方法
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和开展相应病毒研究工作的重要材料。为保证获得

高质量的抗体,本试验首先通过超高速离心纯化的

方式获得纯度较高的病毒抗原,然后通过与佐剂乳

化后免疫小鼠获得抗体。本试验中,我们利用间接

ELISA方 法 监 测 抗 体 效 价 增 长 规 律,并 在 抗 体

ELISA效价达到1∶25600的时候采血、分离血清;
而后又分别通过间接免疫荧光和病毒中和试验进行

抗体生物活性评价。间接免疫荧光试验结果表明该

多抗血清能够特异性地结合CCV病毒,说明制备

的多抗具有较好的特异性。同时病毒中和试验表明

该抗体能够特异性阻断CCV对CCO细胞的侵入,
说明制备的多抗具有CCV中和活性,即使对多抗原

液进行1∶256稀释后,仍然能够有效抑制CCV的入

侵,表明制备的多抗具有较好的中和活性。
近年来斑点叉尾鮰病毒性疾病的暴发和流行,

给我国斑点叉尾鮰养殖造成了巨大的经济损失,并
严重影响了该鱼的出口创汇。CCV是引发斑点叉

尾鮰病毒性疾病的主要病原之一。尽管目前我国尚

无CCV暴发的正式报道,但近年来已有疑似病例

出现。但究竟CCV在我国斑点叉尾鮰养殖中是否

流行,流行情况如何,血清流行病学规律又如何等诸

多问题仍急需解答。
本研究通过病毒纯化、抗体效价检测、抗体生物

学活性检测等试验,证实获得了较高质量的CCV

多克隆抗体,此抗体为用小鼠制备单克隆抗体的中

间产物,证明抗原免疫效果较好,为单克隆抗体的制

备奠定了较好的基础,也为CCV血清学检测方法、
蛋白功能等相关研究提供了重要材料。
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Preparationandbioactivityofpolyclonalantibodyagainstchannelcatfishvirus
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Abstract Channelcatfishviruswaspropagatedinthechannelcatfishovarycelllineandthenpuri-
fiedbyultracentrifugation.ThispurifiedviruswasusedtoimmunizethefemaleBALB/Cmicetogain
polyclonalantibody.ELISAwasusedtodetecttheantibodytiter.Thebioactivitywasidentifiedbyindi-
rectimmunofluorescentassayandserumneutralizationtests.TheELISAtiterofthepolyclonalantibody
was1∶25600.Thepolyclonalantibodyshowedhighspecificityattheindirectimmunofluorescentassay.
Itcouldstopthevirusfrominfectingthecellefficiently.
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