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△ 提 要 以江苏、河北某虾场病虾组织中提取的对虾的两种球状病毒作为抗原．翻备出特异性强、 
J效价较高的抗血清，用对流免疫电泳．酶联免疫吸附，免疫 电锤技术对五十不 同地区的病虾材料进 

近几年来，对虾病毒病害大面积发生，给我国对虾养殖业带来巨大经济损失。与人体病毒 
一 样．控制对虾病毒病的发生主要以预防为主。因此急切需要研究出能早期检潮病毒病原的 

方法。本文报道应用不同的免疫学技术，对河北、福建、江苏、山东、辽宁等五省的虾病材料进 

行了检测．现将结果报道如下： 

材料与方法 

1 村料 

病虾分别 由江苏大丰、河北乐亭水产养殖场 、青 岛国家海洋局一所、大连水产学 院及福建水产研究所提 

供。 

2 病毒的分离摄纯 

取江苏、河北某虾场病虾的头胸部及肠遘，加 0．01 moLtL pH7．0的 PBS埋 冲藏，研磨 、匀浆、低速离心去 

粗渣，有机溶剂去脂及细胞碎片，上清经 PEG谁缩后在 10--60％蔗糖梯度上离心，6O000g2 h，取 10--20％内 

的病毒带，脱糖 、电锤观测．冷藏备用。 

3 抗血清的制备 

用提纯的两种病毒做抗原分男I免疫 1．5 kg左右的堆性家兔。首次免疫使用完全福氏佐剂，抗原从胭 淋 

巴结注射．每次0．5mL 10d后进行第二次免疫，使用不完全福 氏佐剂，皮下多点装射．抗原量为 0．5mL。以 

后每隔 7d各免疫一次．共两次，抗原从耳静脉装射。第四次免疫一局后瑷动脉放直．测效竹．收集血清，并用 

正常虾组织抽提藏吸收，分装冷藏。 

4 血清学捡测 

4．1 对流免疫 电泳 接常规方法进行．琼脂糖为 1．5％，以出现特异性 沉淀线为阳性反应。 

4．2 酵联免疫嗳玮l(EUSA) 采用同接酶联免疫嗳附法，观察颜色反应．同时，用酶联免疫检测仪测 0D．钲 

值．与阴性对照 比值大于 2～3倍 以上为阳性结果。 

阳性对照：虾病毒 +抗病毒血请 

阴性对照：抗原稀释藏 +抗病毒血请 

抗体稀释藏 +虾病毒 

4．3 免疫电镜 葡萄球菌 A蛋白(SPA)0．2mg]mL嗳玮l铜两 10 rain，0．1moLtLpH8．D的 PBS埋冲蒗冲洗， 

本文于 1996午 4月 8日收到．5月 8日謦 回 
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滤纸吸干 ．吸附抗体 10 rain，洗涤，滤纸吸干，然后吸附病毒暑i戎30 rain，洗涤同上，滤纸吸干多余水份 、PTA染 

色 ，电镜观测 。 

结果与讨论 

1 病毒的纯他 经纯化的病毒在电镜下观察．能见到太小分别为20 lma左右及35 nm左右的 

两种球状病毒(图 1．2)。对前者进行超镦结构及理化特性等方面的初步研究鉴定该病毒属于 

细小病毒科 “。另一种病毒的若干研究结果已经报道[ ，理化特性分析正在研究。 

2 血清学检溯 对流免疫电泳、ELISA、免疫电镜检测结果见表1及图版 III—VII。 

襄 1 血{I掌箍嗣结果 

T 1 Smologi~ tes 

表 1 1．2⋯3 4 5分剐为河北、江苏、青岛、大连、福建地区的病虾组簪l提取物；L为中目抗细小病毒抗体 (抗悻 L)，D为 

抗男一种病毒抗体(抗悻 D)．阴性对照 1为抗厨c稀释藏 +抗病毒血{l|，阴性对照 2为抗体稀释藏 +虾病毒。 

Ta 1 1⋯2 3 4、5 弛 0f disease shtlm~from ，J_岬  m  D 扯 aIl‘I Fu 扭． 唧 喊i曲 ．L一 札| 

bod 协 Penae~ d 赫 血 f 丌唧 lr峙，D 哪 thc 0tI盯 邮 b0dy．N喀 ∞n coI1 u鲫 ddut~ + 血 bod yI N喀 ．oontml 

2'r拈 皿 6b0-dy执  咖 + shrimp 曲  

本研究应用不同的免疫学技术，对河北、福建、江苏、山东、辽宁等五个省的病虾材料进行 

了检测，其中河北、江苏、青岛的病虾材料中都能检测到中国对虾细小病毒及另一种球状病毒 

病原；大连与福建的对虾样品检测结果有时呈阳性，有时呈阴性，这取决于不同的虾样。从检 

测结果来看，这两种球状病毒广泛存在于我国从南到北的对虾养殖发病区域内。同时，两种病 

毒的抗原与抗体之间有交叉反应，说明这两种病毒存在一些相同的抗原决 定簇。对病虾材料 

采取两种处理方法，一是按照上叙述方法提纯病毒，另一种是将对虾头胸部研磨、匀浆 、低速离 

心去粗渣．再分别对其进行检测。结果表明，两种方法处理后的检测结果基本一致。 

中国对虾细小病毒是导致我国养殖对虾发病死亡的主要病毒病原之一。该病毒核酸为单 

链DNA，结构蛋白由4条多肽组成．其分子量分别为86kD、79kD、70kD、25．5kD。在对另一 

种对虾球状病毒的研究过程虽发现人工感染死亡率为 60％，该病毒在健康对虾中存在隐性感 

染[21．感染病毒的对虾中无任何病症表现．但生长缓慢．一旦环境因子发生变化．就会造成太 

面积死亡。该病毒于细胞质内发生，可能是 RNA病毒，其分类鉴定还需进行进一步的工作。 

ELISA及免疫电镜技术在病毒学诊断中应用十分广泛，其灵敏度高。ELISA法方便、快 

速、准确，药盒价格低廉，便于野外操作。免疫电镜则更直观、准确。在免疫电镜技术中，利甩 

抗原与抗体的吸附作用，可以在病毒悬液很稀的情况下捕捉病毒粒子，是实验 室一种快速 、灵 

敏、方便的检测手段。把这些技术用于对虾病毒病原的检测中，将有助于早期检测对虾病毒病 

原。从而控制病害．减少经济损失。 
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图 I 病虾组织中提取的太小为35加 左右的球状病毒 

Fig I Spher l ⋯ hh v啪  35 tun from diseased 眦 P n哪  
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圉2 提纯的中国对虾细小病毒 

F 2 f m矗 ckineo~J h咖 击即蛳  Ⅱ'皿 p 

囤 3～7 免疫电髓幢舅的部分结果 

3～7 Partial坪曩Ilt of．血皿 皿 0I嘻  EM  deteakm 

图3 河北样品+抗体 L 

F 3．s|m出  H如 +皿曲0由 L 

囤 4 江苏样品 +抗体 L 

4 sampk flora J_蛐 + n曲 曲 L 

图 5 何北样品 +抗体 D 

F 5 sampk H“ + 哪b1岫 D 

图 6 青岛样品+抗体 D 

F 6 s|m出  a l-+ ．mlbDdyD 

图 7 阴性对 晨 

F 7 Nel~ ve∞r 

囤 8 对瘴免疫电诛幢舅 ：1、2⋯3 4 5分别为河北、江苏、青岛、大连、鲁t五省市的病~ tt／t．6为阴性对舅；7、8分尉为抗体 

L厦抗体 D。 

F 8 Demctm  of 

d∞ ，D and _岫  

1，2，3，4．5were 婶 ‘ 一，呻 -mpk搴f∞m Hebm．J．蛐1g鲫． I 

6wu “ 址i 0o ；7，8_黜  岫 L andD． 
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Immunological Detection of Two Kinds of Viruses from 

Penaeus chinensis 

SN Zhen~ Lianchun GaoWei ChenDihua 

(WuhanInstitute ofvirozo~y．Academia Sinica，Wuhan 430O71) 

Using two kinds of spherical vh~ es from diseased Penaeus chinensis as antigens．the relative 

antibodies were pxepared．Then d~eased samples h哪 J IgsII．Hebe~，Q_皿 dao，FIlj 

andDafianweredete~edby~ttl3ter 

niqu~ The results showed that samples from Jian~ ，Qrm ao and Hebei have relative viral 

pathogells． 

Key werds spheftcal virus,k∞l皿010gical d~ection，Penao~chinens／s 
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