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Ξ  为了预防对虾病毒性流行病的发生 首先必须建

立病原的早期检测和疾病的早期诊断技术∀ 随着生物

技术的发展 一些灵敏的检测技术已在对虾病毒性疾

病防治中得以应用∀概括地讲 用于诊断的现代生物技

术主要包括免疫学和核酸分子生物学两方面 现分别

综述如下∀

 免疫学技术

 单克隆抗体和多克隆抗体

多抗技术在医学中很早就得到应用 年代以来

才在对虾病原中得以应用∀多克隆抗体来源于抗血清

含所有抗原决定簇的抗体 易发生交叉反应 出现假阳

性 特异性依赖于抗原制剂的纯度 通过有限稀释或

非特异性抗原吸收可以改善∀ 另外就是不同个体针对

同一抗原产生的多抗存在着差异 同时多抗具有多个

决定簇使标记困难 因此在酶联免疫吸附中应用多抗

效果不够理想∀

单克隆抗体技术是随杂交瘤细胞建立而发展起来

的 可以产生对特异决定簇的特异抗体∀ 优点是制备

抗体时抗原不须高度纯化 特异性强 且产生一种单

抗的细胞可以连续使用 然而获取大量的单克隆是一

项费时的工作 且实验条件严格∀ 另外就是细胞融合

后产生何种抗体不易预测 筛选工作非常复杂 经验也

非常重要∀

当今的检测一般采用单抗 按标记物的不同 免疫

分析法包括放射免疫分析!荧光免疫分析!酶联免疫分

析!化学发光免疫分析! 浊度免疫分析等 荧光免疫分

析和酶联免疫分析的进展如下∀

 荧光免疫分析

即用荧光素标记抗体或第二抗体 一般采用间接

法 可以避免各种抗体都要分别进行标记∀ 抗原与抗

体 或还有第二抗体 形成复合物后在荧光显微镜下发

荧光 结果很直观 费时少 相当灵敏 只是分析样品

有限 还需昂贵的荧光显微镜 实验时要设立对照 除

去本底的影响 随着计算机的应用将大大改善∀

这方面主要进展是时间分辨荧光免疫分析法的建

立及其改进 这里不是用荧光素标记 而是用稀土元

素 与放射免疫比较 具完全相似的特异性!精密度

而标准曲线范围和 小检出值远超出放射免疫 且标

记物设备简便!取样少!标记快!可长期保存 无衰变

荧光信号强 非特异干扰小 将是 有前途的超微检测

手段之一∀ 魏文清等≈ 用此法测定人血清铁蛋白采用

铕标记抗体 灵敏度达 测量速度快∀

 酶联免疫吸附分析 ∞ ≥

它是目前发展 快的免疫标记技术 且得到广泛

应用∀由于多抗在包被时需一定浓度和数量 且制备时

需高纯的抗原 故一般采用单抗 ∞ ≥ 具有灵敏!易

操作!快速!可以定量等优点 采用夹心法灵敏度更

高∀ 单抗的使用关键是样品的处理 使抗原更易释放

出来且不被酶消化∀ 样品处理的自动化以便多样品分

析 实行野外检测及试剂盒化等 这是研究的热点∀

近年来对多糖等抗原利用真空过滤技术直接吸附

到醋酸纤维素膜上 避免化学修饰 细胞表面抗原先

用戊二醛固定改善了包被技术∀采用酶级联放大系统

简化操作程序等可进一步提高 ∞ ≥ 灵敏度∀双特异

单抗的产生 使酶直接与抗体结合 省去化学交联 简

化了标记过程 染色本底低 又由于此单抗由细胞产

生 效价高可连续生产 对 ∞ ≥ 十分有利∀此外 随

着基因工程的发展 可利用克隆的方法直接在植物体

和细菌里表达单抗 这样单抗制备更为简单 产率高

适于 ∞ ≥ 法的兴起∀ 检测时选择适当的抗体组合!

血清的预处理!∞ ≥ 与其他技术结合 如层析 !采

用构象型单抗及纯化抗体和冰冻样品处理等可以避免
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非特异反应发生 提高特异性∀ 邹岳奇等利用高级

≥ ≤ 语言开发了一种微机程序 对 ∞ ≥ 数据进

行微机分析 准确地将所测数据转化成抗原的实际浓

度 对大量样品进行自动化测定特别有用∀

关于免疫荧光及 ∞ ≥ 在对虾病毒检测中的应

用列于表 ∀

表 1 免疫学技术在对虾病毒检测中的应用

方 法 病 毒 文 献

免
疫
荧
光
技
术

∂ ≈

中肠腺坏死病毒 ≈

°∂ 对虾杆状病毒 ≈

∂ 草虾杆状病毒 ≈

∞ ≥

∂ ≈

°∂ ≈

中国对虾杆状病毒 ≈

为传染性皮下及造血组织坏死性病毒∀

 核酸分子生物学技术

包括酶切图谱 限制性片段长度多态分析 电泳

核酸杂交 聚合酶链反应 °≤ 等 这里就核酸杂交

及 °≤ 进行阐述∀

 ⁄ 杂交

⁄ 探针制备可以克隆筛选和人工合成 已知序

列的情况下采用后者∀ 此法灵敏度与 ∞ ≥ 相当 达

至 之间 优点是不须多的样品处理 提

高了灵敏度∀

⁄ 杂交的改进主要在探针标记上 标记包括同

位素标记以及非同位素标记 由于后者的优越性 它成

为研究的热点∀ 生物素标记法如采用光生物素标记

简便易行 且探针为红色 易观察∀ 标记时如果交联臂

和生物桥越长 碱性大分子越小 灵敏度就越高 故用

链霉亲和素2生物素化多聚碱性磷酸酶可以提高灵敏

度 且预处理时用蛋白酶消化其背景会进一步减轻∀

荧光标记检测特定序列 为有效 克服了酶标记的灵

敏度低!不能定量的缺点∀ 汞化探针的采用又避免了

在生物素!荧光素标记时目的基因的影响 使特异性

灵敏度又提高 原理是嘧啶第 位碳汞化后可以与巯

基结合 这样探针易制备 重复性好∀地高辛标记探针

灵敏!经济!实用 相对生物素标记而言 降低了本底

灵敏度提高 实践表明如果用随机引物法标记地高辛

标记效率进一步提高 标记反应不受琼脂糖抑制等 标

记也稳定∀

⁄ 杂交发展的另一方面就是在简化标记程序

上∀ 将探针的制备!回收和纯化等操作简化合

并 省去繁琐的 ⁄ 片段回收纯化过程 操作方便

减少了探针的损失∀ 李柏青等探索了切口平移制备生

物素标记探针的简便方法 标记重复性好 制备探针易

保存 省去分离步骤 探针浓度大 使杂交时间缩短∀

另外 对 ⁄ 探针杂交条件进行了全面的试验 表明

探针浓度在 ∗ Λ 之间 杂交时间 比

较合适 并且在杂交液中加入一定量的硫酸葡聚糖可

使检测敏感性进一步提高∀ 用脱脂干奶粉代替鱼精

⁄ 等作预杂交试剂 不仅降低了成本而且特异杂交

信号增强∀各种改进方法有着不同的优点 具体应用时

可以选取适当的方法∀

在对虾病毒检测方面 ⁄ 杂交的应用列表如

下 由此看来 ⁄ 杂交进展 快 应用也 广泛∀

表 2  ∆ΝΑ 杂交在对虾病毒检测中的应用

病 毒 探针大小 标记物 效 果 文 献

∂ 地高辛 灵敏 ≈

°∂
化学发光 可区分株系 ≈

原位杂交特异性 ≈

∂
特异性好 ≈

地高辛 特异性强 ≈

°∂ 光敏生物素 灵敏度达 ≈

∂ 放射性标记 可分型 ≈

 聚合酶链反应 °≤

°≤ 法自 年代初发明以来得以广泛的应用

基本本思路是基因扩增 可以使引物间的核酸片段扩

增 以上 至关重要的是合成引物 引物又分保守片

段和特异片段引物∀ 将此法用于诊断 公认是 灵敏

的 十分简单 可以商品化自动化 不过较昂贵 直接

检测效果有待提高∀

°≤ 技术现已得到很大扩展 成熟的方法包括重

组环 °≤ !不对称 °≤ !倒转 °≤ !多重 °≤ !荧光

°≤ !差别 °≤ 等≈ ∀其中荧光 °≤ 可以直接分析

灵敏度提高 差别 °≤ 可以测基因的拷贝数 在遗传

学上有着很大用途∀

值得一提的是 °≤ 方法的改进 现在一般 °≤

操作分三步温控 即有三个温度的变化∀ 刘学锋等对

°≤ 进行了改良 实行两步控温法 这样缩短了反应

时间 简化了操作程序 使扩增仪降低成本∀ °≤ 的局

限是反应时存在着 错配 对小片段而言问题不

大 但对大片段就困难了 大片段的 °≤ 技术是目前

要解决的首要问题 以达到特异性提高 目标产物更精

确∀

近又发展了一种新的检测技术 即磁性免疫
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°≤ ∏ °≤ 在医学上研究较多∀此

法是用一种磁性颗粒包被第二抗体 待单抗与被检样

品结合后 加入第二抗体 一起作用后形成复合物 通

过磁力将复合物分离 分离将复合物悬浮加热后可释

放抗原 稍离心后 上清则可用于 °≤ 检验≈ ∀这种

方法非常灵敏 免去了杂交时的转膜手续 并且不需

用作单纯 °≤ 时 ⁄ 的精细纯化 使实验容易!迅

速 整个过程不超过 ∀这是一种很有前途的方法 各

个细节有待进一步研究 有望在对虾病毒检测中应用∀

°≤ 技术在对虾病毒检测中应用还不是很多 一

方面是利用 °≤ 扩增 ⁄ 探针≈ 另一方面是用

°≤ 检测∀上海生化所制得的中国对虾杆状病毒 °≤

诊断试剂盒 灵敏度达 Λ 在上海! 浙江等地应

用时具有特异性∀ 也有人用昆虫杆状病毒保守片段作

引物 来检测对虾病毒 效果也较明显 但特异性不

强∀

 评价与展望

总的来讲 对虾病毒的检测集中在 ⁄ 杂交及

免疫学方法上∀ 一般 °≤ 比 ⁄ 杂交 荧光标记比

酶免疫标记要灵敏 但由于条件限制 用 ⁄ 杂交!

酶联免疫法不失为好的方法 况且 °≤ 限于实验室操

作≈ 荧光免疫需特殊仪器 故采用何法可视条件而

定∀

检测趋势无疑是要提高灵敏度 为弥补各自的不

足 应采用多种方法的结合使用 如制备 ⁄ 探针

时 可利用 °≤ 法扩增探针使探针量增加≈ ∀ 又如

⁄ 杂交与 ∞ ≥ 也可结合使用 即采用酶标记探

针的方法 使两种技术结合∀°≤ 技术也可与 ⁄ 杂

交结合使用 用 ⁄ 杂交检测 °≤ 产生的结果 荧

光标记也可用于 °≤ 产物的检测 使观察结果更直

观∀ 总之 随着方法的改进 病毒的检测将进一步微量

化∀

 结语

对虾病毒的现代生物检测技术还不是很成熟 仅

有 ⁄ 杂交试验进展 快 应用 多 其他方法需进

一步探索∀
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