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应用酶联免疫吸附法 ( E LI S A )

诊断家蚕微粒子病的研究
’
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提 要

感染微粒子病的家蚕中肠壁匀浆作抗原
,

注射于家兔制备抗血森 用戊二醛筒易法将辣

根过载化物酶与抗体蛋白交联
,

制成酶联免疫抗体
。

用 E IL s A直接法或双抗体 (央心 ) 法均

可将未发现饱子的患病中肠检出阳性反应
。

用分光光度计对聚笨乙烯塑料多孔板吸附免疫反

应的读数 ( O D值 ) 表示更则为准确
。

阵联抗体一抗原点滴法试验 ( A S T )
,

将抗原滴于硝酸纤维薄膜
,

再加入醉标抗休
,

可

获得肉眼判别阳性的斑点
。

砂

前 言

微抱子虫的分类识别及检验方法有很多改进
。

K al al vo a等 ( 1 9 73) 〔 ’ ` 〕应用间接黄

光抗休技术检出微抱子虫
。

F O w l
e r
等 ( 1 9 7 4 ) 〔 ` ’ 〕将相近似的微抱子虫属的 抱 子 抽 提

物 (蛋白质 ) 作电泳分析
,

作为分类的依据
。

V a o a等 ( 1 9 8 1) 〔 ’ . 〕 系蜘介绍了 借 助

化学和免疫技术作为微抱子虫分类的方法
。

至于家蚕微粒子原虫的检验与诊断技术亦有

很多改革
。

藤原 ( 19 66) 〔 `。 〕 报道了家蚕微拉子抱子的荧光抗休的 制 备 方 法
。

佐 藤

( 1 9 8 1 ) 〔 , 〕 应用荧光抗体技术判别多种寄生于家蚕的微抱 子 虫
。

作 者 等 ( 1 9 8 2
、

, 、 19 84 ) 〔 幻伪 应用直接
、

间接荧光抗休技术识别家蚕微拉子抱子及其类似物
。

早 坂
、

河原烟等 (1 9 83
、

1 9 8 4) 〔 。 〕〔 . 〕〔 。〕 先后报道了家蚕微校子抱子的血清握集反应及酶联吸

犷 附免疫法 ( E L is A ) 等检验技术
。

H u a n `等 ( 1 9 84) 〔 ` ’ 〕 亦报道了 E L IS 人及抗原点摘试

验法 ( A S T ) 检验和诊断家蚕微粒子病的结果
,

现将试验方法及结果总结于后
。

如进一

步完善
,

可应用于家蚕制种场作为微粒子病的预知检查以及母蛾微拉子病的常规检验
,

以代替目前的显微镜检验
。

材 料 与 方 法
_
一

. _

酶联免疫是利用免疫学的原理
,

将微粒子病原做抗原注射于家兔以制备
、

提纯抗徽
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校子病原的特异性扰体
,

然后将过斌化物酶联结到抗体蛋 白上
,

称酶联抗体
。

当酶联坑

体与抗原 (徽拉子病原 ) 接触将会形成特异性的抗原一酶联抗体复合物
。

加入过教化物

酶的底物— 邻苯二胺或 8 ,
8
尹

一二氨基联苯胺时
,

联结在复合物上的酶即将 与之 产

生反应
,

呈现肉眼或分光光度计能识别的颜色
,

从而判定微校子病原的存在
。

现将实验

方法简述于后
。

( 一 ) 挑 . 的翻 . 〔 2 ,

取健康的五龄起蚕
,

添食微校子抱子 ( 1 0
’
/ 。 l)

,

正常饲养直至熟蚕时解剖取出

感病的中肠
,

先用 75 %乙醉作表面消毒
,
再用无菌水洗涤多次

,

用吸水纸吸干
。

每 50 枚

中肠壁加人 10 m l无菌水研成匀浆
,

有。
。

C下保存备用
,

中肠壁除含有抱子外
,
还有 大 t

的袍子前阶段的原虫
。

(二 ) 挑体的翻 . 与约化

抗血清的制备
. 用上述抗原与等体积的完全福氏佐剂充分混合注射于 2 公斤以上的

家兔
。

每次 1 m l抗原
,

作多点注射
,

每隔 7 天注射一次
,

连续 9 次
,

最后一 次注 射 后

的第 20 天采血
,

用免座报胶扩散法测定杭血清的效价
。

抗体的纯化
: 用硫酸钱盐析

。

第一次用半饱和的硫酸按
,

第二
、

三次用万饱和的硫

酸按盐析
,

沉淀物透析
,

直至无硫酸根为止
。

取出纯化的抗体
,

用紫外分光 光 度 计或

F ol in 氏法比色以侧定杭体蛋白含 t
。

(三 ) . 映筑体的- . 〔 ` 〕 〔 ` 〕

按戊二醛简易法进行制备
。

先将辣根过氧化物酶与戊二醛交联后
,

再与抗体蛋 白的

奴基结合成为酶联抗体
。

1
.

辣根过权化物酶 ( H o r s e r a d i s h P e r o x i d a s e ,

上海东风生化试剂厂 ) 6 m g ,

溶于 p H g
.

6
, 。

.

I M碳酸盐缓冲液。
.

4 uI l及25 %戊二醛。
.

l m l
,

混匀后置 3 7
O

C温育 2 小时

后备用
`

2
。

在 “ 1 ”
中加人 18 %次抓酸钠液 0

.

l ln l
,

冷无水乙醉 2 m l
,

离心 去上清液
,

以除去游离的戊二醛
。

3
.

在 “ 2 ”
沉淀物中加人冷的 80 %乙醇 4 m l

,

混悬
,

离心
,

去上清液
。

4
.

在 “ 8 ”
沉淀物中加人 p H g

。

6
, 。

.

IM碳酸盐级冲液。
.

4 m l
,

以溶解辣根过载化

物酶一戊二醛交联物
。

6
.

在
“ 4 ”

中加人上述纯化的抗体 (含蛋白 10 口 g / nI l) 0
.

4贝 1
,

混匀备用
。

6
.

在
“ 5 ”

中加人适最健蚕中肠璧千粉 (使用前加人 )
,

混匀
,

置冰箱中过夜
,

翌 日离心除去沉淀
,

上清液可供用
。

健蚕中肠干粉主要是除去抗血清中的非特异抗体成

份
。

测定酶联抗体的质 t
。

( 日 ) . 联免班 . 附法

1
.

设备及药物
:
聚苯乙烯塑料多孔板 ( 5 5孔 )

,

先用皂液洗涤浸泡过夜
,

翌 日用

水冲洗数次
,

晾干后备用
。

邻苯二胺 ( O P D ) : 。
.

05 M柠稼酸 48
.

6二 1
,

邻苯胺 40 m g ,

溶解后加人。
.

I M磷酸复

二钠及 30 %过氧化组。
.

04 m l
,

最后加 N
。 :

H P O
.
至 100 m l

,

定容
,

避光
,

临用前配制作
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为底物
。

3, 3 尹

一二氨基联苯胺 ( D A B )
: p H 7

.

6 , o
.

o 5M T r i s缓冲液 i o o m i ,

加人 3 ,
3
尹

一二氨基联苯胺 75 m g ,

搅匀备用
。

冲洗液吐温一 20 磷酸盐缓冲液 ( P B )S
: p H 7

.

4磷酸盐缓冲液 1。。。 m l ,

加人吐 温一

2 0 0
。

5m l
。

2
.

酶联免疫吸附反应直接法
:

( 1 ) 加抗原
。

在聚苯乙烯塑料多 孔板的孔穴中加人待检侧的抗原 (五龄蚕中肠悬

浊液
: p H g

.

6 , 。
.

05 M 碳酸盐缓冲液
,

1
:

20 的体积 ) 。
.

2 ut l
,

在 4
”

C冰箱中过夜
,

使

抗原粘附于塑料孔壁上
口

( 2 ) 洗涤
。

将各孔中多余的抗原倾去
,

加人吐温
一 P B S冲洗

,

立即甩去
。

再将吐

温一 P B S加满各板孔
,

置 5 分钟
,

甩去溶液
,

如此洗涤 2 次
,

倒置于千毛巾上
,

使孔穴

中的液体 尽量流 出
。

( 3 ) 加人酶联抗体
。

各孔穴中加入酶联抗体 (一般用吐温
一

P B S稀释 60 倍 )0
。
2 m l

,

在 37
O

C温育 3 小时
,

使充分结合
。

( 4 ) 加底物
。

用吐温
一 P B S充分洗涤以除去未结合的酶标抗体

,

然后加人底物。
.

2

m l ,

于 3 7
O

C孵育保温30 分钟
,

用 Z M 硫酸O
。

05 m l终止反应
。

( 5 ) 用 7 2型分光光度计测定其光 密 度 ( O D值 )
。

波 长 4 9 2 n 口
,

对 照 孔为 吐

温
一

P B S代替抗原
,

其他操作相同
。

8
.

双抗体 (夹心 ) 法
:

( 1 ) 包被抗体
。

多孔板的孔穴中加人 0
.

2m l抗休液 (用p H g
。

6
,

O
.

05 M 碳酸盐缓

冲液稀释 10 倍 )
,

置 37
“

C水浴中温育 3 小时
,

移人 4
“

C冰箱中过 夜
,

按 2 ( 2 )
.

方 法

洗涤 3 次
,

使抗体吸附于孔壁上
。

( 2 ) 加待检抗原
。

每孔穴加人待检抗原 。
.

2 m l
,

同时设阳性
、

阴性及空白 (吐温一

P B )S
,

37
O

C水浴中温育 3 小时
,

移入冰箱中过夜
,

如上法洗涤 8 次
。

( 3 ) 加人酶联抗体
。

每孔注人酶联抗体 (吐温一 P B S稀释 60 倍 ) 0
.

2m l
,

37
O

C水

浴温育 2 小时
,

如上法洗涤 3 次
。

( 4 ) 加底物
。

每孔加人底物邻苯二胺液 0
.

召nz l ,
3尸 C水浴温育 1 小时

,

加人 Z M

硫酸O
。

05 m l
,

以终止反应
。

( 5 ) 用 7 2型分光光度计测定其光密度
。

波长 4 9 2 n 扭
,

空白管为吐温一 P B S代替抗

原
,

其他操作相 同
。

(五 ) 筑原点浦试脸法

1
.

设备及药物
:
硝酸纤维素滤膜

,

规格为 0
.

2~ 。
.

3交联度
,

12 c m直径
。

3 , 3 声

一二氨基联苯胺
·

4 盐酸盐
: 7 5m g D A B

·

4 H C I溶于 1 0 0瓜 z p H 7
.

5 , o
.

0 5 M

T r i s
一 H C I中

,

过滤
,

遮光保存
。

标准缓冲液 (供冲洗用 )
: p H 7

.

4 , 0
.

I M T r i s一 H CI 液含有。
.

25 % ( w / v) 明胶及

0
.

5% (
v
/

v ) 吐温一 2 0 ; p H s
.

o ,
0

.

I M 硼酸盐缓对
1
液

。
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2
.

抗原点滴法 〔 ’ ` 〕

( i )点滴抗原
。

将待测的中肠壁匀浆
,

用硼酸盐缓冲液稀释 2 ~ 6 倍
,

吸取 。
.

5时

点滴于硝酸纤维雄膜上
,

可作多点点滴
,

放室温下 15 分钟使之充分吸附于诊 膜 上
,

然

后加人标准级冲液在室温下保持湿润 2 小时
。

( 昌 ) 加酶联抗体
。

将适当稀释的辣根过氧化物酶联抗体 1 m l滴于以上的访膜上
,

放人 4
O

C冰箱中过夜
。

( 8 ) 洗涤
。

用标准缓冲液 10 o m l摇浸滤膜
,

每次 30 分钟
,

约需 3 次
,

以除净未作

用的魏联抗休
。

( 4 ) 加底物
。

将底物 D A B 溶液滴敷于掩膜上
,

37
O

C温育 1 小时
,

如遇到掀粒子

抗原则呈现揭色斑点
,

可作阳性及阴性的中肠干粉对比
。

结 果 与 讨 论

( ~ ) 杭徽粗子血漪的效价

家兔注射患微拉子病中肠壁匀浆抗原后
,

经 1 个月采血
,

用 免 疫 报 胶 双 扩 徽 法

( 1 %琼脂塘撰胶 ) 侧得其滴度为 3 2 , 8 个月后采血时侧定其滴度为 64
。

出现二条雄集

带
,

用氮基黑 10 B染色更为明显
。

说明除徽校子抱子及其前休外
,

可能是由子感染橄位

子原虫后相应产生的一类抗原物
,

这与黄自然等 ( 1 9 8 4 ) 〔 , 〕的报道一致
。

(二 ) . 暇统体的段一位翻

将酶联后的抗休用 .P B
.

.s 稀释 30 倍液
,

经 7 51 一 G分光光度计洲定 2 8 o n川及 4 o 3 n m

的消光值
,

按以下公式换算抗休 〔gI G ) t
、

酶结合 t 及它们的克分子比值
。

I` G ( 过` / m i ) == ( O D : 。 。
. 一 O D 。 。 。

. x 0
.

3 ) 火 0
.

6 2

魏结合 t (二 g / tn D 二 O D二 : . x o
.

4

克分子比值 = 酶结合 t (口 g / . 1 ) x 4 / I g G (二 g / 二 1 )
。

给果 O D
: . 。 . 为 0

.

5 0
,

0 0 ` . 。
. 为 O

。

肚
。

换算醉联杭休 (I ` G ) 为 8
.

l m ` / m l
,

酶结合 t 为 2
.

52 二` / m l
,

克

分子比值为 1
。

24
。

从这些结果来判断酶联抗休的质 t 尚属满惫
,

唯结合的酶 t 稍嫌少些
。

(三 ) . 暇绝度 . 附法位侧 . 位子有的效 .

E L I S A法检定家蚕徽粒子抱子的结果见表 i
、

2
。

农 1 璐联免痊吸附法立接法检润效果
.

} 抗 原

抗 1一一二二二二二云二万一刃一一二兀 厂一丁一一二一二叮二丁兀二—} 患病家番中肠壁 } 正常家蚕中肠壁 { 空 白 对 照

任 I 匀浆 10 倍稀释液 } 匀浆 10 倍稀释液 { 碳酸盐缓冲液

{ 光 密 度 O D

~

石添石蔽一 }一一一又石
一

一一 !一瓜不
-

一 }一
。 .

。
’

醉联抗体 60 倍蔽 {
。.50

’

犷 {
。 .0

{
。 .0

·

底物为3
,

3
’

一二氛墓联苯按
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表 2 酶联免疫吸附双抗体法检侧效果 `

卜
-

赢赢叠
{-

赢一令万蔽

,

镖i霖
一

…一万J 一…
.00

卜
·

黑“ …
。
一

…
。一

…
。一

·
底物为邻笨二 胺

E L Is A 直接法检出的效果明显
,

抗原中除抱子外尚有游走体或裂殖体均能 检出
,

即

使未形成抱子的中肠壁 (镜检未见抱子 ) 亦可以检出
。

抗休的滴度稀释 10 ~ 60 倍范围内

效果基本一致
。

应用 1 9 8 3年酶联抗体 (冰箱保持半年以上 ) 效果仍保持良好
。

酶联双吸附法在聚苯乙烯塑料多孔板上进行
,

主要使抗体先行良好吸附后
,

再加人

抗原使之形成较好的特异性结合
,

因而提高对酶联抗休的反应效果
,

每孔的 读 数 O D值

十分明显 即使用肉眼也能到别
。

此法较直接法更为灵敏
。

如改用 72 型分光光度计改装

的酶标抗体检测仪$l] 定效果更好
。

(四 ) 酶联抗体一抗原点滴试验

A S T法是比较简便而灵敏度高的方法之一
。

抗原点滴的直径在 O
.

sc ln
,

可连续做多

点点滴
,

或做不同梯度浓度点滴
。

只要充分洗涤除去未作用的酶联抗体
,

均能与底物形

成较深的颜色
,

可凭肉眼判别
。

以上的酶联抗体方法检验患微拉子病病蚕中肠壁匀浆的结果
,

效果比较明显
。

在镜
一 检未发现抱子之时 已能准确判别

,

可供作予知检查之用
。

绷在稚蚕期可将 10 头蚕儿制成

匀浆供作检测
。

酶联抗体法的操作似乎很寐烦
,

但实际上是稳定的程序
,

可按规程顺序进行
。

在一

块 55 孔或 96 孔的聚苯乙烯多孔板上可以容纳每天二千个标本的检验
,

读数可 由 仪 表 显

不
0

本法如加以改进可以应 用于母蛾的抽检
,

从而可以用半 自动的检验流程代替目前的

人力显微镜检验法
,

不但提高准确度
,

而且可以提高效率
,

特别免去劳动强度大而辛劳

的镜检工作
。
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