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间接酶联免疫法检测鲑鳟鱼类传染性 

造血器官坏死病病毒 
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摘  要: 目的 建立快速检测传染性造血器官坏死病病毒(IHNV)的间接酶联免疫法。方法 以传染性造血器

官坏死病毒 G蛋白(IHNV-G)为抗原, 免疫实验白兔, 制备兔抗 IHNV免疫血清, 通过 ELISA对兔抗血清进行

效价及特异性评估, 并通过 PCR 方法进行验证。结果 应用间接 ELISA 技术, 检测到抗血清对 IHNV-G 和

IHNV的效价分别达到 1:32000和 1:16000, 与其他对照病毒无交叉反应。与 PCR检测结果符合率达到 98%。

结论 本文建立的间接酶联免疫法方法具有良好的灵敏性和特异性, 为 IHNV 的检测提供了快捷、高效的技

术手段。 
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ABSTRACT: Objective  To establish an indirect enzyme-linked immune assays (ELISA) for the 

identification of infectious hematopoietic necrosis virus (IHNV). Methods  An experimental rabbit was 

immunized to produce anti-IHNV serum with IHNV-G protein. To assess the titer and specificity of the 

anti-serum, the ELISA test was used. Further, PCR was used to verify the above ELISA experimental result. 

Results  The titer of anti-serum of IHNV-G and IHNV reached to 1:32000 and 1:16000, respectively, 

moreover, the cross-reaction with other virus was 0%, and ELISA results was with 98% accordance rate with 

the method of PCR. Conclusion  The indirect-ELISA of this research has a good specificity and sensitivity, 

and it is suitable for rapid detection and epidemiological investigation of IHNV infection in trout. 

KEY WORDS: trout; infectious hematopoietic necrosis virus; IHNV-G protein; indirect-enzyme-linked 

immune assays 
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1  引  言 

传染性造血器官坏死病(infectious hematopoietic 

necrosis, IHN) 是由传染性造血器官坏死病毒

(infectious hematopoietic necrosis virus, IHNV)引起的

一种鲑鳟鱼科内常见的急性病毒性传染病, 常造成

鱼苗或幼苗 70%~90%的死亡率, 在某些病例中甚至

接近 100%[1]。1973年在明尼苏达州、南达科塔、西

佛吉尼亚州、科罗拉多州等地的虹鳟鱼大规模暴发该

疾病[2]。目前, 该病的宿主范围和地理分布逐渐扩大, 

已扩散至美洲、欧洲、澳洲及亚洲的十余个国家, 严

重制约了世界鲑科鱼类产业的发展, 造成了巨大的

经济损失, 在我国东北地区也已经发现该病毒[3,4]。

IHN 被世界动物卫生组织 (Office International 

DesEpizootie, OIE)列为必须申报的疾病, 是口岸鱼

类的第一类检疫对象, 被我国列为二类疫病。近年来, 

随着水生动物及其产品的进出口贸易, IHNV 也随着

在世界范围内扩散, 造成该病的爆发急剧增加, 因此

IHNV的检测和防治显得愈发重要[5,6] 。 

研究表明, 传染性造血组织坏死病病毒呈子弹

状, 被分类为弹状病毒科(rhabdoviridae)、诺拉弹状病

毒属(Novirhabdovirus)[7], 基因组为不分节段的单股

负链 RNA[8,9]。该病毒具有囊膜, 囊膜表面为形成病

毒外壳突起的糖蛋白(即囊膜蛋白), 简称 G 蛋白。

IHNV只有 1个血清型, 不同毒株的核苷酸序列相似

性很高, 但蛋白质表现出极大的差异。IHNV-G 蛋白

是传染性造血组织坏死病毒的主要抗原[10], G蛋白参

与病毒与细胞受体的识别和结合等过程, 并与病毒

的毒力直接相关。它还是病毒的主要抗原, 可以诱导

产生特异性免疫中和抗体, 刺激细胞免疫[11,12], 是建

立 IHNV免疫诊断方法的理想病毒蛋白。我们在前期

研究中已成功利用基因工程技术在大肠杆菌中表达纯

化了 G蛋白。本文利用切胶回收的 IHNV-G蛋白免疫

兔子制备多克隆抗体, 尝试通过间接 ELISA方法检测

鱼类传染性造血器官坏死病毒, 为进一步建立快速便

捷的监测监控胶体金试纸条检测技术奠定基础。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

2.1.1  病毒、动物 

IHNV-G 蛋白由辽宁大学生命科学院保存。实

验用白兔  (4 kg)购自辽宁省本溪长生生物有限   

公司。 

2.1.2  实验试剂、材料及主要仪器 

弗氏完全佐剂(CFA)为 Sigma 公司产品, 货号

F5881; 1640改良型细胞培养基均购自 Hyclone公司, 

货号为 SH30809; 辣根过氧化物酶(HRP)标记羊抗兔

IgG、联苯二胺(OPD)、96孔细胞酶标板、75 cm2细

胞培养瓶均购自北京鼎国生物公司 , 货号分别为

HD001-1、P9029、 XH108, 430725; IHNV 一步法

RT-PCR 检测试剂盒购自北京海森通公司 , 货号为

HS70; 其他试剂均为分析纯, 均购自北京鼎国生物

公司。 

SANYO MIR-154-PC 低温恒温培养箱, 重庆奥

特光学仪器有限公司; BDS-300PH 倒置显微镜, 上

海康华生化仪器有限公司; SRX-481 基因扩增仪, 上

海康华生化仪器有限公司; BioTek ELx808 酶标仪, 

北京莱贝赛威科技有限公司; Hettich MIKRO-220R 

冷冻离心机 ,上海创萌生物科技有限公司 ; Himac 

cp80wx 高速离心机, 泛泰仪器有限公司。 

2.2  实验方法 

2.2.1  病毒制备 

(1)病毒增殖  IHNV 冻融后, 置高速离心机上, 

6000 r/min离心 2 min, 去沉淀, 然后 12000 r/min离

心 10 min, 取上清 0.5 mL加入新鲜培养的 FHM单层

细胞, 置生化培养箱 20 ℃培养, 用倒置显微镜适时

观察, 待细胞出现明显细胞病变时, 无菌操作收获细

胞病毒悬液 , 先冻存于 20 ℃冰箱 , 后转存到

80 ℃低温冰箱保存[13]。 

(2)病毒纯化从80 ℃冰箱取出冻存的 IHNV细

胞悬液流水融解, 3000 r/min离心 10 min, 然后 5000 

r/min离心 20 min, 收集上清液, 将上清液置超速离

心机上 4 ℃, 24000 r/min, 离心 2 h, 弃上清, 将沉

淀用少量 STE 缓冲液溶解, 取 5~8 mL 病毒样品溶

解液, 然后在离心管中依次加入 30%、45%、60%的

蔗糖, 25000 r/min, 离心 2.5 h, 在 30%与 45%以及

45%与 60%之间分别出现一条明亮的带, 收集两条

不同部位的带, 分别装到不同的离心管, 再去蔗糖, 

用 STE 缓冲液适量稀释纯化病毒, 25000 r/min 离  

心 3 h, 用少量 STE缓冲液把沉淀悬起, 充分混匀并

分装, 测定上述悬液的蛋白含量, 80 ℃低温冰箱

保存。 
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2.2.2  兔抗 IHNV 血清的制备 

(1)动物免疫选择 8个月龄雌性大白兔 2只, 首先

利用弗氏完全佐剂对实验大白兔进行诱导, 诱导途

径为足底注射, 每个足底注射剂量为 0.5 mL。间隔

15 d后, 进行首次免疫, 免疫途径为大腿内侧淋巴和

足底免疫, 注射 IHNV-G 蛋白 500 μg/次, 间隔 15 d

进行二次免疫, 免疫途径为背部皮下多点注射及足

底注射, 免疫原、免疫剂量和首次免疫相同。间隔 15 

d 进行第三次免疫, 免疫原、免疫途径、免疫剂量与

二次免疫相同。 

(2)免疫血清的获得第 3 次加强免疫后 15 d 后, 

进行颈动脉采血, 血液置于离心管中 37 ℃放置 1 h, 

然后置于 4 ℃冰箱中过夜, 待血清析出后提取血清, 

每管 1 mL分装, 冻存于20 ℃冰箱。 

2.2.3  实验白兔血清抗体效价的测定 

用纯化后的 IHNV-G蛋白包被酶联反应板, 设立

阴性对照和空白对照, 将制备的 IHNV-G蛋白兔抗血

清作为阳性血清, 按 1:500、1:1000、1:2000、1:4000、

1:8000、1:16000、1:32000、1:64000稀释阳性血清和

阴性血清, 进行 ELISA实验。 

2.2.4  IHNV-G 蛋白抗血清与 IHNV 反应 

用纯化的 IHNV(5 μg/mL)包被 ELISA 板, 将

IHNV-G抗血清和阴性血清按 1:500、1:1000、1:2000、

1:4000、1:8000、1:16000、1:32000、1:64000二倍比

例稀释, 空白对照加入 PBS, 进行 ELISA检测。 

2.2.5  兔抗 IHNV 血清介导的间接 ELISA 实验 

(1) ELISA方法的建立与检测步骤 

兔源多克隆抗体用碳酸盐缓冲液(pH=9.6)适当

稀释后包被 96孔酶标板, 每孔 100 μL, 4 ℃过夜。次

日用含 0.05%的吐温-20 的碳酸盐缓冲液(PBST)洗涤

3次, 每次 5 min。然后, 每孔加入 200 μL 1% BSA, 

37 ℃封闭 1 h, PBST洗涤 3次, 每次 5 min。加待检

样品, 每孔 100 μL, 每个样品重复 2个孔, 并设立阴

性、阳性和空白对照。阳性对照孔加入纯化的 IHNV

病毒, 阴性对照孔分别加入正常鱼组织悬液, 空白对

照加入 PBS, 37 ℃作用 1 h, PBST洗涤 3次, 每次 5 

min。加入 1:5000 的 HRP 标记的羊抗兔 IgG, 每孔

100 μL, 37 ℃作用 1 h, PBST洗涤 3次, 每次 5 min。

加入新鲜配制的 OPD 底物使用液, 37 ℃作用 10 

min。加入 0.2 mol/L的 H2SO4溶液终止反应。ELx808

酶标仪测定各孔 OD490 nm值
[14]。 

(2)ELISA检测结果判断标准 

结 果 判 定 : 阳 性 血 清 OD490nm 减 空 白 孔

OD490nm(P)与阴性血清 OD490nm 减空白孔 OD490nm(N)

的比值大于或等于 2.1(P/N≥2.1)作为阴性和阳性的

分界值。 

2.2.6  ELISA 检测的特异性 

用间接 ELISA 检测 IHNV 阳性样品 5 份, 同时

检测对虾白斑综合症病毒(WSSV)、锦鲤疱疹病毒

(KHV)、鲤春鱼病毒血症病毒(SVCV)、传染性皮下

及造血组织坏死病毒(IHHNV)阳性样品各 5份, 评价

ELISA检测的特异性。 

2.2.7  ELISA 检测与 PCR 检测的符合率 

随机抽取待检市场样品 100 份, 同时用 PCR 方

法作为对照来评价 ELISA 方法的相对特异性和敏感

性, 以及 ELISA 和 PCR 法检测结果的符合率。PCR

方法见 IHNV一步法 RT-PCR检测试剂盒。 

3  结果与分析 

3.1  IHNV 悬液的蛋白含量 

IHNV 的 FHM 细胞培养物超速离心后, 病毒悬

液再稀释 20 倍后, 蛋白的吸光度值 OD260 nm 值为

0.336, OD280 nm 值为 0.282。带入蛋白含量公式 : 

Pr=(OD280 nm×1.45OD260 nm×0.74) ×稀释倍数, 算

出病毒悬液的蛋白含量为 3.21 mg/mL。 

3.2  免疫实验白兔血清抗体效价的测定 

ELISA 检测结果表明本实验获得的多抗与

IHNV-G 蛋白发生了较强的反应, 血清最大稀释度为

1:32000, 仍满足 P/N≥2.1(见图 1)。 

3.3  IHNV-G 蛋白抗血清与 IHNV 反应 

ELISA 检测结果表明本实验获得的兔源多抗与

IHNV 在稀释比例为 1:16000 时, 仍满足 P/N>2.1(见

图 2)。 

3.4  ELISA 检测的特异性结果 

ELISA检测结果表明, IHNV-G蛋白抗血清对对

虾白斑综合症病毒(WSSV)、锦鲤疱疹病毒(KHV)、

鲤春鱼病毒血症病毒(SVCV)、传染性皮下及造血组

织坏死病毒(IHHNV)这四种病毒进行检测, P/N<2.1

结果为阴性, 并无交叉反应, 表明本实验制备的抗血

清具有良好的特异性(见图 3)。 
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图 1  间接 ELISA检测 IHNV-G蛋白多抗效价结果 

Fig. 1  The titer results of IHNV-G protien infected rabbit 
serum 

 

图 2  间接 ELISA检测 IHNV-G抗血清与 IHNV反应结果 

Fig. 2  The results of purified IHNV reacted with the 
anti-serum 

 

图 3  间接 ELISA检测 IHNV-G抗血清与WSSV, KHV, 

SVCV, IHHNV, IHNV反应结果 

Fig. 3  The results of WSSV, KHV, SVCV, IHHNV, IHNV 
reacted with the anti-serum 

 

3.5  水产样品检测 

用本实验建立的间接 ELISA 方法检测水产样品

100 份, 其中 ELISA 检测 26 份阳性样品, 74 份阴性

样品; PCR检测 28份为阳性, 72份为阴性。26份样

品用 ELISA和 PCR方法检测结果为阳性, 72份为阴

性 , 计算得出 ELISA 的特异性和敏感性分别为

100%(72/72)和92.9%(26/28); ELISA和PCR两种方法

检测结果的符合率为 98% [(26+72)/100], 详细结果

见表 1。 

 
表 1  水产样品检测结果 

Table 1  The detection results of aquatic simples 

 PCR ELISA 

阳性数 28 26 

阴性数 72 74 

总数 100 100 

 

4  讨论与结论 

传染性造血器官坏死病毒在北美, 亚洲太平洋

沿岸, 以及欧洲等地区都有分布, 常造成鱼苗的死亡

率达到70%~100%, 对鲑鳟鱼类的饲养造成严重影响, 

有关 IHNV的快检也有报道[15-17], 但是均涉及到贵重

的生物学仪器, 而且需要专业人员进行操作, 通常检

测周期为 15 d, 对于突然的病毒爆发事件的快速诊

断并不适用。 

我们针对国内 IHNV的流行情况, 计划建立一个

快速检测 IHNV 的方法-间接 ELISA 方法, 此法通过

抗原抗体的特异性结合来检测鱼类样本中的 IHNV。

此方法不需特殊仪器设备, 操作简单、快捷, 适合于

突发事件的大批量检测, 从样品处理到判定样品检

测结果仅需 1 d, 对于 IHNV引起的鲑鳟鱼类感染快

速初步筛查起到辅助作用。 

另外, IHNV的 ELISA检测发展之所以缓慢, 是

因为该病毒培养困难、生物安全性低, 而且病毒本身

抗原决定簇多、免疫产生的抗体不纯、血清效价低。

本实验是通过构建表达的重组 G 蛋白为病毒抗原, 

相对于病毒更容易纯化和批量生产, 保证了制备抗

体过程中抗原的均一和高效。关于大白兔的免疫, 在

设计免疫方案时, 抗原的性质和纯度、抗原量、免疫

途径、次数及间隔时间、佐剂的应用及动物对该抗原

的免疫应答等因素均应周全考虑。在本研究中所用的

免疫原是切胶回收的 IHNV-G蛋白, 由于胶粒本身就

是免疫佐剂的一种, 所以实验中, 只在首次诱导免疫

时用了弗氏完全佐剂, 其余三次免疫未使用佐剂, 这

样既保证了免疫佐剂的量, 又降低了免疫过程中的

不良反应。同时, 对大白兔的多个部位进行免疫, 与

之前仅做背部多点式注射的免疫途径相比, 本研究
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方法产生的血清效价与已报道[18]的比较高出 3倍。 

使用本文的检测方法与常规RT-PCR方法[19], 同

时检测相同的鱼类样品 100份, 符合率达到 98%, 显

示两种方法均具有良好的特异性和灵敏性, 但间接

ELISA检测方法具有方便、简洁、快速的优点。 
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