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摘 要 通过酶联免疫吸附法(EI ISA)测定不同稀释度对虾白斑综合征病毒(WSSV)与 已制备 的 

WSSV囊膜蛋白单克隆抗体结合的 oD值 。利用克氏原螯虾 Cambarus proclarkii动物模型，将不同 

稀释度病毒与单抗 1：1混合孵育 2h后 ，肌 肉注射克氏原螯虾(5o~1／只)，观察记录螯虾的死亡情况。 

ELlSA结果显示，在 1×10。病毒稀释度下两种单抗均足量。在螯虾体 内中和 实验 中，当病毒浓度为 

1 x 1O 。
、 1×10 、1 x 1O一 和 1×10 稀释度 时，MAb1D6(VP28)螯虾组最终死亡率分别为 100 、 

9O 、16．7 和 6．7 ，而 MAb2E9(VP19)螯虾组最终死亡率分别为 100 、100 、1()(] 和 93．3 。 

这表明随病毒浓度的降低 ，MAblD6(VP28)的 中和效果越 明显。而 MAb2E9(VPl9)并无明显的 中 

和 效 果 。 
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In vivo neutralization assay of monoclonal antibodies specific 

to W SSV envelope protein (VP28 and VP19) 
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ABSTRACT The optical density(OD)was measured by Enzyme—Linked Immunosorbent AS— 

say (EI ISA)with the combination of different dilutions of white spot syndrome virus(W SSV) 

and monoclonal antibodies(M Abs)specific to W SSV envelope protein．As the model anima1， 

crayfishes Cambarus proclarkii were intramuscular inj ected of 50 ul WSSV at different dilutions 

pre—incubated with M Abs，then their cumulative mortalities were recorded． Resuhs of ELISA 

showed that both MAblD6(VP28)and MAb2E9(VP19)were sufficient at 1×10 virus dilu— 

tion． In vivo neutralization assay showed mortalities in the M Abl D6 (VP28) group were 

100 ，90 ，16．7 and 6．7 ，at a dilution of 1× 10 ，1× 10一 ，1× 10 and 1× 10 ，re— 

spectively：while mortalities in the MAb2E9(VP19)group were 100 ，10O 9／6，100 and 
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93．3 ，respectively．These results demonstrated that the neutralization effect of M AblD6 was 

concentration dependent． M Ab2 E9 has no obvious neutralization effect． 

KEY W ORDS W SSV Envelope protein VP28 VP1 9 M onoclonal antibody 

In vivo neutralization 

对虾白斑病是 1992年开始流行于亚洲地 区的病毒性流行病，是危害对虾养殖业健康发展 的主要疾病之 
一

。 自从该病暴发以来 ，国内外学者对其进行了大量研究并取得了一些研究成果。该病的病原是 白斑综合征 

病毒(White Spot Syndrome Virus，WSSV)，病毒外被囊膜，囊膜内为核衣壳和内部的髓核，WSSV主要结构 

蛋白有 VP28、VP26、VP19、VP24和 VP15等。其 中 VP24和 VP15已确定为核衣壳蛋 白，VP28和 VP19为囊 

膜蛋白(Tsai et a1． 2006)。在病毒侵染宿主时 ，病毒上与感染相关的蛋 白与靶细胞结合并发生相互作用，从 

而达到感染的目的(Hughson 1995)。Van Huhen等(2001)证实 VP28参与了病毒的感染。 等(2005)用 

大肠杆菌表达了VP(19+28)的融合蛋白，并通过在螯虾体内检测抗血清对抗 WSSV感染的保护能力，确定 

VP19和 VP28在 WSSV感染宿主的过程中起了重要作用 。因此有学者尝试利用病毒蛋 白的抗体来 中和削弱 

WSSV 的致病力(Poulos et a1． 2001)。到 目前为止，虽然 国内外对 WSSV 的研究已有了一定 的进展，但对 

WSSV 的分子生物学特性还不是很了解 ，很多蛋白质 的功能还不清楚 ；蛋 白质结构与致病性之间是否存在确 

切的关系尚未弄明白；病毒和受体的相互作用及抗体阻断的机制还有待于进一步研究 。单克隆抗体具有单一 

特异性 、可重复性和可稳定供应等优点 ，通过单克隆抗体 的抗原位点分析 ，可以寻找到与 WSSV感染相关的蛋 

白，为 WSSV感染分子机理研究提供线索 。本文用 已研制 的 WSSV单克 隆抗体 ，通过克 氏原螯虾 Cambarus 

proclarkii体 内中和实验 ，分析了其在不 同病毒稀释度下 的中和效果 ，从 中筛选可 以阻碍病毒感染 的中和抗 

体 ，分析 WSSV囊膜蛋 白在病毒感染中的作用 ，为研究病毒受体作用和病毒阻断提供基本 的方法和思路 ，进而 

探索利用中和单克隆抗体进行 WSSV防治的途径。 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

自然感染 WSSV后濒临死亡 的中国对虾 Fe Pr0声enn “s chinensis取 自山东省乳山对虾养殖厂 ，甲壳上 

白斑明显 ，于一80℃保存 。用于感染实验的健康克 氏原螯虾购于青岛南山水产 品市场 ，体长(8．8±0．5)cm，体 

重(22．3±1．7)g。随机取虾鳃进行冰冻包埋(OCT)，制备冰冻切片，间接免疫荧光法(Immunofluorescence as— 

says，IFAs)确定螯虾未感染 WSSV(Zhan et a1． 2003)；螯虾在实验前先暂养 5d，养殖水温为 25±1℃。 

抗 VP28的单抗 MAblD6及抗 VP19的单抗 MAb2E9均由本实验室研制，其分别与 WSSV的 28kDa及 

19kDa囊膜蛋白特异性结合(另文发表)。 

1．2 WSSV粗提液的制备 

选取 白斑明显的中国对虾，取鳃丝称重 ，lg鳃丝加入 10ml的 0．01mol／L磷酸缓 冲液 (PBS，pH 7．4)，在 

冰浴条件下匀浆 ，匀浆液经差速离心(400×g，15 min，4℃ ；800xg，15 min，4℃)后取上清 ，将上清进行 0．45 m 

滤膜过滤除菌，保存 于一8O℃，作为病毒粗提液的母液。 

1．3 不 同稀释度病毒与单抗配比的 ELISA实验 

用 ELISA包被液(0．159g碳酸钠及 0．294g碳酸氢钠溶于 100ml蒸馏水中，临用前配置)将病毒粗提母液 

稀释至 1×10～ 、1×10-。、1×10一、1×10 、1×10 和 1×10一，分别将其作 为抗原包被酶标板，每孔 100~1， 

4℃包被过夜。然后用 PBS—T洗涤，加入 PBS配成的 2 9／6～3 的牛血清白蛋白溶液在 37℃培养箱中封闭 

45rain。去除封闭液，用 PBS—T洗酶标板 3次，每次 5min。加入两株 WSSV蛋 白单抗 (杂交瘤上清)，37℃作用 
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1h，将只加 PBS的孔作为 阴性对照 。后用 PBS—T洗 3次 ，每次 5min。加入碱性 磷酸酶标记 的羊抗 鼠二抗 

(Goat Anti Mouse IgM+IgG+IgA (H+L)一AP，Southern Biotech，PBS-T稀释至 1：5 000)，37~C孵育 1h，洗 

3次 ，每次 5min。加入碱性磷酸酶发色液 pNPP(1mg pNPP溶于 lml碳酸缓冲液中，现用现配)，每孔 150~1， 

发色 20min，加入 2mol／L NaOH终止发色(50~1／每孔)，酶标仪 405nm处测 OD值 。 

1．4 不同病毒稀释度的螯虾体内中和实验 

用无菌 PBS将病毒粗提母液稀 释至 1×10 、1×10一、1×10 和 1×10～。将稀释后 的病毒粗 提液与 

MAblD6(VP28)、MAb2E9(VP19)分别以1：1比例混合，室温孵育 2h，然后将 WSSV和单抗的混合液经腹 

部皮下注射入螯虾体内，每只螯虾注射 5O l，注射不同稀释度的病毒与骨髓瘤细胞培养上清的混合液作为阳 

性对照 ，注射 PBS与骨髓瘤细胞培养上清的混合液作为阴性对照，各注射 30只虾(表 1)。注射后每 12h观察 

并记录螫虾的死亡情况 ，绘制累积死亡率曲线。死亡的螯虾用免疫荧光法检测是否被 WSSV感染 。 

表 1 各实验组注射液成分 

Table l Composition of injection solutions for each group 

2 结果 

2．1 ELISA检测结果 

ELISA结果显示(图 1)MAblD6(VP28)在 1×10 病 

毒稀释度下 OD值很高，之后随稀释度 的增加 OD值 明显 

降低 ，在 1×10 稀释度下 OD值接近阴性对照 。MAb2E9 

(VP19)初始 OD较低，且在 1×10 和 l×1O 病毒稀释 

度时的 OD值相近 ，在 1×10 稀释度以后 随稀释度增加 

OD值逐渐降低 ，在 1×10 稀释度时的 OD值接近阴性对 

照。 

2．2 螯虾体 内中和实验结果 
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图 1 病毒与单抗配 比的 OD值 曲线 

Fig．1 Graph of 0D values for the proportion 

ofWSSV t0 MAbs 

实验结果显示(图 2，图 3)，阴性对照组分别在第 4天、第 10天 、第 16天和第 18天各死亡 1例，累积死亡 

率为13．3 。阳性对照组的1×10一、1×10 和 1×10-弓病毒稀释度组分别在第 2天、第 1天和第 4天出现死 

亡，全部死亡的时间分别为第 8天、第 9天和第 8天；1×1O 组在第 3天出现死亡，随后其死亡速度比其他阳 

性对照组略缓慢，在第 16天时最终累积死亡率达 86．7 。 

MAblD6(VP28)组中的 1x10 病毒稀释度组在第 5天出现死亡，第 19天全部死亡 ；1x10 组在第 5天 

出现死亡，第 22天最终累积死亡率为 9O ；1×10 组在第 5天出现死亡 ，死亡速度很缓慢 ，在第 24天最终累 
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积死亡率为 16．7 ；1×1O 组仅在第 6天和第 23天各死亡 1例 ，最终累积死亡率仅为 6．7 (图 2)。 

MAb2E9(VP19)组中1×lo 、1×1O 和 1×1o 病毒稀释度组分别在第 3天、第 3天、第 2天开始死亡， 

全部死亡的时间分别为第 8天、第 8天和第 1O天。1×10 组第 3天出现死亡 ，在第 ll天最终 累积死亡率达 

93．3 0A(图 3)。 

死亡螯虾经免疫荧光检测 ，阴性对照组 、MAblD6(VP28)的 1×1O 和 1×1O 病毒稀释度组死亡螯虾全 

为 wSSV 阴性 ，其他组死亡螯虾均已感染 WSSV。 

、 一  

料 
U 

器 

料 l三 

U罢 

差 

{ ⋯ ⋯ - -|-WSSV (10：i3WS~V(1U { 
～  

、 
∥× ⋯ wssv(10 ： 

j v 、 ’ ～MAblD6(10一 3X MAb1D6(10 
摹笛 ； ：j 
天数Days 

图 2 不 同病毒稀 释度 下 MAblD6(VP28)体 内中和实验 累积死 亡率 曲线 

Fig．2 In vivo neutralization tests of different dilution of WSSV with MAb1D6(VP28) 
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图 3 不 同病 毒稀 释度下 MAb2E9(VP19)体 内中和实验累积死亡率 曲线 

Fig．3 In vivo neutralization tests of different dilution of WSSV with MAh2E9(VP19) 

3 讨论 

WSSV宿主广泛，研究表明克氏原螯虾也可被 WSSV感染(Huang eta1． 2001)。因螯虾具有便于养殖， 

受环境制约影响较小 ，价格低廉等优势 ，一些学者利用螯虾进行 WSSV病毒 的增殖 和提取以及病毒感染 的相 

关研究(Jiravanichpaisal et a1． 2006)。 

在进行体 内中和实验之前 ，必须保证抗体相对于 WSSV是足量 的。两株抗体 的筛选和鉴定实验已表明抗 

体和虾组织没有非特异性作用 ，因此排除了抗体与非病毒成分的非特异性 问题。ELISA实验所测得 的 OD值 

是 WSSV与单抗结合量的体现。各株单抗初始 OD值直接反映出抗体的效价，可以看出 MAblD6(VP28)的 

效价较高，而 MAb2E9(VP19)的效价较低。由于本实验中单抗的量是一定的 ，因此当 WSSV过量的时候，OD 

值不变；而当 WSSV 不足量时 ，OD值随 WSSV浓度 降低 而降低。因此 我们 可以得出 ，MAblD6(VP28)和 

MAb2E9(VP19)在 1×10 病毒稀释度时 WSSV均已不足量 。在后面的体 内中和实验 中，选择 1×10 病毒 

稀释度及更高病毒稀释倍数即可保证这两种单抗相对于 WSSV都是过量的。 

在以往螯虾动物模型的相关感染实验中，实验周期都较短(Wang et a1． 2008)，很多时候不能完全反 映 

一 出实验的真正结果，本实验为了保证最后的死亡率趋于稳定，实验周期长达 30 d。通过观察不同病毒稀释度感 

∞ ∞ 加∞如如 加m O ㈤ 鲫 ∞如 如 0 
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染组的阳性对照，可以看出 1×10 、1×10 和 1×10 组的累积死亡率曲线基本重叠，这说明随 WSSV浓度 

降低 ，螯虾的感染死亡速度并无显著差异 ，直到稀释至 1×10 时，死亡速度才有所减缓 ，且最终没有全部死 

亡。阴性对照组出现极个别死亡 ，经免疫荧光检测死亡螯虾未被感染，推测可能是由于注射引起继发感染或者 

养殖环境等原 导致死亡。 

实验结果证明，MAblD6(VP28)可以延缓螯虾 的死 亡，且 随病 毒浓度 降低，延缓效 果越 明显。这表 明 

MAblD6(VP28)这株单抗是具有 中和性的，可以阻断病毒对螯虾的感染 ，且中和效果与病毒浓度相关，也进一 

步验证了 VP28是 wssv上与感染相关的蛋白，MAblD6(VP28)所对应的抗原决定簇可能是病毒与受体的结 

合位点 ，或者是结合位点的临近点。抗体与病毒结合后封闭了 VP28上的抗原位点 ，使其不能与受体相结合 。 

而 MAb2E9(VP19)的各实验组与相应浓度下的阳性对照组死亡情况并无 明显差异 ，可以证 明这株抗体并无中 

和作用 。虽然 MAb2E9(VP19)并无体 内中和作用，但只能说明这株抗体所对应的抗原决定簇不是病毒与受体 

的关键位点 ，尚不能证明 VP19蛋 白与病毒侵染受体无关。 

值得注意的是 ，ELISA结果证明在 1×1O 病毒稀释度时，WSSV对 MAblD6(VP28)已经不足量，但是在 

螫虾体内中和实验中当病毒稀释度为 1×10 和 1×10 时，MAblD6(VP28)只是在一定程度上延缓螯虾死 

亡，并未完全抑制螯虾的死亡，二者之间出现差异的原 因可能是 WSSV除了 VP28之外还有其他与感染相关 

的蛋 白，而 MAblD6只能封闭 VP28。而当病毒稀释度为 1×1O 和 1×1O 时 ，MAblD6组的螯虾累积死亡 

率曲线与阴性对照无显著差异 ，这与 Natividad等(2007)的研究结果相一致 。在螯虾体 内中和实验 中，作者推 

测 WSSV与单抗的反应存在着一种平衡 ，它们之间的结合能力与二者的浓度比例有关 ，抗体 比例越高 ，WSSV 

被结合的比例也越高，螯虾越不容易被感染 。病毒侵染宿主细胞是一个很复杂的过程 ，抗体中和病毒 的分子机 

理还有待于进一步研究。 
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