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抱子的荧光抗体检验技术初报
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通常家蚕微粒子病的诊断是依靠光学显微镜检 出 原 虫N os e爪 a bo m b yc 始 N `
g el i的饱

子
。

但在感染的初期检出是有一定困难
,

且对抱子类似物的假阳性也不容易识别
。

如能及早

发现微粒子病而加以淘汰将可大大减少经济上的损失
。

本试验应用荧光抗体技术对家蚕微粒子抱子作预知检查
。

以破碎的微拉子抱子作抗原往

射于家兔而获得免疫血清
,

经硫酸钱盐析
,

再用异硫氛酸荧光素标记而得到直接法荧光抗体
。

用羊抗兔 ( I g G ) 的荧光免疫球蛋白作第二次染色的染料
,

则成为间接法检验技术
。

当家兔微粒子饱与荧光抗体结合后
,

在荧光微镜的黑暗背景上抱子的周缘呈现环状的特

异性翠绿荧光
。

一般以间接法检查为好
。

在徽子粒子病征肉眼未能识别之前
,

应用荧光抗体技术作预知检验
,

可从蚕粪或蚕蛹
、

蛾血淋巴中检出抱子
。

且可与其它昆虫的橄粒子泡子及某些真菌的泡子加以 区别
。

家蚕微粒子病是蚕业主要病害之一
。

1 8 70 年法国巴斯德博士研究了家蚕微粒子原虫

( N o s e o a b o机 byc 玄
5 N a g e l i )的生活史

,

发现原虫能通过蚕卵而传染子代
,

因此提出母蛾

检验淘汰病卵作为预防措施
,

沿用一百多年
,

至今仍然是十分有效的
。

母蛾微粒子跑子

检验技术亦在不断的 改革
。

一方面从数理统计的 角度出发
,

解决抽样理论 和 实 施
。

如

1 9 4 9年大岛格等 〔 1 〕根据二项式定理指出改革抽检方案
,

废除百分 比的计算发病率
,

获

得 1 95 1年 日本农学奖 , 1 9 6 1年又改为二次抽检方案
,

这些改革既提高了检验的准确率
,

又大大节约人力物力 〔 “ 〕 。
1 9 6 4年 〔 3〕和 1 9 8。年

,

我们亦提出广东省家蚕普通种微粒子抱

子检验改革方案
,

在南海县沙头蚕种场试用
,

有较好效果 (另文发表 )
。

另一方面
,

从

微粒子抱子检验技术出发进行改革
,

过去沿用普通光学显微镜
,

后改用相位 差 显 微 镜

( 19 6 8年 ) 〔` 〕 , 1 9 8 1年佐滕令一等报道使用荧光抗休技术检验 〔“ 夕
。

1 9 6 3年
,

作者等曾

用荧光染料识别 微粒子抱子
。

19 8 0年开展本试验
,

对家蚕蚕期
、

蛹期的 预知检查和 微粒

子抱子类似物的识别
,

获得初步成中功
。

简报如下
:

·

本文 承广 东省农科 院蚕业研究所刘仕 贤副研完 员以及四川省蚕业 制种公 司高级 农艺师李泽 民
、

东广 丝 绸公司 总农艺师何永案审 J’q
,

表示讲意毖

一 现 于广 东省农科院 蚕业研 究所工作
。
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材 料 和 方 法

抗原— 家蚕微子粒子原虫抱子的处理

家蚕五龄起蚕接种微粒子抱子而获得患病的母蛾
,

产卵后镜检确有抱子 者作 为 材

料
,

研磨后过滤
,

离心
,

收集抱子沉淀物
。

加人等体积的饱和硫酸按液
,

置冰 箱 4
O

C,
4小时

,

离心除去蛋白
。

取上清液
,

加水 20 倍释稀
, 3 ,

00 0转 / 分离心 10 分钟
,

共洗 4

次
,

以除尽硫酸按
,

而得纯化抱子
。

加人无菌水调成 1 。 ` “

抱子 / 毫升
。

按溶液休积加人

1 / 3 的细石英砂
,

在匀浆器中
,

12
, 0 00 转 / 分

,

处理 2 至 3 分钟
,

静置
,

取上清液作

抗原
。

抗血清的制备

用上述抗原 1 毫升加人等量福氏完全佐剂
,

充分混合注射于 2 公斤以上的雄兔
。

每

隔一周一次
,

共 4 次
,

最后测定抗血清效价后采血
,

按常规法制备抗微粒子抱子血清
。

荧 光抗体的制备

抗血清经硫酸按盐析法纯化后得到免疫球蛋白
。

将异硫氰酸荧光 色素 ( FI T C ) 按

血清球蛋 白量 1 / 80 的 比例溶于待 标抗体体积的的 1 / 9 p H g
·

5碳酸钠缓冲液中
;
然后

加到待标抗体中
,

调整到 p H S
。

2一 8
,

5 ,

室温下用电磁搅拌器搅拌 4 小时后
,

透析
,
再经

葡聚糖凝胶 G一 50 柱过滤收集的荧光抗体浓缩后 干冻保存于 一 20
O

C
。

荧 光抗休技术诊断家蚕微粒子抱子

家蚕微粒子抱子或待检物— 蚕血
、

蚕粪及类似物等先作涂抹标本
,

风干后滴人 50 %

丙酮固定
。

直接荧光抗体法
,

即在标本上滴下微粒子抱子荧光抗体
,

在 37
“

C保湿培育 30

分 钟
,

用 o
.

01 M P B S (P H 8
.

0) 冲洗三次
,

除尽未结合的荧光抗体
,

风干
,

加甘油缓冲液

封盖
。

间接荧光抗体法
,

用上述玻片标本
,

滴人微粒子抱子抗体
,

37
O

C保 湿 培 育 30 分

钟
,

用上述 P B S冲洗 3 至 4次
,

吸干
,

滴下羊抗兔 Ig G荧光抗体 (上海生物制品研究 所

出品 )
,

再按同法处理后供作标本
。

荧光显微镜 O l y m p su A H一 F L一 2 型
,

激 发 光 源 滤 片 B G一 12
,

吸 收 滤 片

G G / 1
.

o m m
,
D G ` / 1

.

s m m ; 目镜 2 0 x ,

物镜 4 0 x
。

结 果 与 讨 论

以家蚕微粒子抱子碎片作抗原制备的抗血清效价较用完整抱子为好
,

抗血清的效价

经对流电泳测定
,

达到 1 ,

00 0倍以上
。

制备的荧光抗体 F / p值为 3
.

1左右
,

特异 性 滴度

为 3 。

对微粒子具有特异的翠绿色荧光
。

家蚕微粒子抱子与荧光抗体结合后
,

在荧光显微镜下观察
。

直接荧光抗体法处理
,

可见整个抱子的表面呈现两个半月形翠 绿 色 的荧光环 (图 1 )
。

在改变焦 点 的 情 况

下
,

可 见 到 抱 子中间有 2 个发特异荧光的小园点
,

是抱子的空胞
。

间接光 抗 体 法 处

理
,

见到抱子的形状与直接法处理结果相似
,

但特异荧光更强烈
,

由荧光弧组成抱子的
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轮廓但边缘并不光滑
。

只要调整视野的适当明暗度
,

非特异性荧光是容易排除的
。

故寄

生在家蚕组织或胞细内的抱子发出的特异性荧光
,

亦容易与寄主本身发出少量的非特异

性荧光相区别 (图 2 )
。

家蚕橄拉子病 的顶知检查

除胚种传染外
,

经 口感染微粒子的病蚕
,

需经 5 至 7 天才能检出饱子
。

种茧饲养时

迫切期待尽早检出病蚕和病蛹
,

以便及时淘汰
,

以减少损失
。

本试验重复多次
,

采用各

龄蚕接种微粒子抱子后 4 天
,

取血淋 巴涂片
,

先用普通光学显微镜未能检出抱 子 的 标

本
,

改用荧光抗体技术复检
,

大多数均能检 出抱子
。

此外
,

还见到未成熟的抱子 (图 2 )

和一些特异性荧光小点 (图 4 )
,

可能是微粒子的游走休 ( 抱 子 的 前体 )
。

取以上病

蚕粪
,

加人。
.

01 M P B S研碎后制成标本
,

由于桑叶残片很多而妨碍 观察
,

故用普通显

微镜未能检出抱子的标本
,

应用荧光抗体技术同样能检出抱子 (图 2 )
,

此乃其优点之

一
。

因此
,

应用荧光杭体技术作预知检查
,

可以提早确诊
,

有一定的实用价值
。

家圣橄拉子抱子类似物的识别

家蚕母蛾检验过程中往往会混人真菌抱子或野外昆虫的微抱子虫抱子
,

因 而 造 成

假阳性
。

遇到可疑的 类似物虽然可以用化学或染色方法区别
,

但毕竟比较麻烦
。

用荧光

抗体技术检验类似物
,

效果十分良好
。

本中

试验对下列的类似物进行识别证实
,

除其 附表 家蚕徽拉子抱子类似物的荧光显徽镜识别
·

小型粒子 (2
.

0 x l
。
o m m ) 略有反应外

,

其余均不显示特异性翠绿色荧光
。

见附表
。

本文报道了应用荧光抗休技术检验家

蚕微粒子抱子获得成功
,

可以在家蚕微粒

子预知检验及母蛾检验时识别 抱 子 类 似

物
,

有一定的实用价值
,

但在生产上应用

还有待于改进
。

试验过程中发现
,

采用病

蛾血液与微粒子抱子抗血清作 对 流 电 泳

时
,

出现多一条沉淀带
,

可能是病蛾血淋

已中某些产物与微粒子抗体有共同原性
。

我们准备进一步制备家蚕微粒子抱子的酶

标抗体
,

成功的话
,

可能将对胞子的检验

诊断更为有利
。

家蚕微粒子泡子及类似物 直 接 法 }间 接 法

家蚕徽粒子抱子

家蚕小型徽粒子抱子
.

玉 米 螟

微粒子抱子

斜 纹 夜 蛾

微粒子抱子

赤住菌抱子

黑僵菌抱子

灰任菌抱子

+ + + l + + 申

·
由南海县沙头蚕种 场提供
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附图

D E T E C T IO N O F T H E P E B R I N E S P O R E
, N s o e从 a b m b夕e玄5 5 N A G E L I

O F S I L K W O R M
,

B o m b夕x m o r i L
.

B Y F L U O R E S C E N T

A N T I B O D Y T E C H N IQ U E

吞
Z h e n g X i a n g m i

n g W o n g Z e r a n L u Y u n l i a n g

( D e P a r t m e n t o f S e r i e u l t u r e )

A B S T R A C T

沪

D i a g n o s i s o f t h e P e b r i n e ,

N o s e m a b o m b y e i s o f s i l k w o r m
,
B o 陇 b y x m o r i g e n e r a l l y d e P e n d s

o n d e t e e t i n g t h e s p o r e b y l i g h t m i e r o s e o P e
.

B u t i t 15 s o m e w h a t d i f f i c u l t t o d e t e e t t h e s P o r e

i n t h e e a r ly s t a g e o f i n f e e t i o n , a n d i t 15 n o t 5 0 e a s y t o d i s t i n g u i s h t h e P s e u d s P o r e i n t h e

f e m a le m o t h e x a m i n a t io n .

I f t h e P e b r i n e e a n b e s e l e e t e d i n t i m e t h e e e o n o m i e 10 5 5 w i l l

b e g r e a t l y r e d u e e d
.

I n th i
s e x P e r i m e n t

,
t h e p r e d i e t i v e i n s P e e t i o n 15 m a d e b y i m m u n o f l u o r e s e e n t a n t i b o d y

t e e h n i q u e .

T h e a n t i g e n m a d e o f e r u s h e d p e b r i n e s p o r e 15 i n j e e t e d i n t o t h e r a bb i t
.

A f t e r

t h e r a b b i t im m u n o s e r u m b e i n g p r o d u e e d
,

i t 15 s a l t e d o u t w i t h a m m o n i u m s u l f a t e
, a n d

la b e l l e d w i t h f lu o r e s e e n e e i s o t h i o e y a n a t e ( F IT C )
.

T h u s t h e d i r e e t f l u o r e s e e n t a n t ib o d y

15 p r e P a r e d
.

A l s o t h e f l u o r e s e e n t a n t i b o d y o f g o a t ( s h e e P ) a n t i r a b b i t im m u n o g l o b u l i n

( I g G ) 15 t a k e n a s a n i n d i r e e t f l u o r e s e e n t d y e
.

w h e n t h e p e b r i n e s p o r e 15 e o m b i n e d w i t h t h e f l u o r e s e e n t a n t ib o d y
, a r i n g o f g r e e n

f l u o r e s e e n e e a r o u n d t h e s p o r e 15 s e e n o n t h e b l a e k g r o u n d u n d e r t h e f l u o r e s e e n t m i e r o s e o P e

( 8 0 0 义 )
.

T h e i n d i r e e t m e t h o d 15 b e t t e r a n d m o r e e o n v e n i e n t t h a n t h e d i r e e t o n e 。

sU i n g t h e

f l u o r c s e e n t a n t i b o d y t e e h n i q u e w e e a n i n s P e e t P r b r i n
e s P o r e f r o m th e f e e e s o f s i l k w o r m

a n d t h e h a e m o l y m Ph o f la r v a ,

p u P a a n d m o t h b e f o r e t h e p a t h o l o g i e a l s y m P t o m 15 f o u n d

w i t h t h e n a k e d e y e , a n d e a n d i s t i n g u i s h i t f r o m t h e P e b r i n e s P o r e o f o t h e r i n s e e t s

( O s t r i n a , z u b i t a 乙15 a n d P r o d e n i a Zi t u r e ) a n d f u n g u
’

5 s P o r e s ( I s a r i a f u m o s o 一 r o s e a ,

M a t a r r -

入东z “ 机 a n i s o P瓦a e a n d S Pi e a r i a s P
.

)
.
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