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提要 采用单向免疫扩散法 k≥��⁄l 和免疫酶斑点法 k⁄²·2 ∞��≥�l 对日本对虾 k Πεναευσ

ϕαπονιχυσl血清中类 �ª� o�ª�o�ª� 样物质进行了较系统的研究分析 ∀结果发现 o虾血清中存在能

与羊抗人 �ª� o�ª�o�ª�发生结合且能被特异性阻断试验确证的物质 ∀文中还对 tu例对虾血清

类 �ª� o�ª�o�ª�样物质的含量进行了检测 ∀结果提示 o虾血清中确实存在与人免疫球蛋白k�ªl

特异性抗原决定簇极为相似的物质 o它的存在对研究虾的抗病机制具有重要意义 ∀

关键词 日本对虾 o免疫球蛋白 o单向免疫扩散 o免疫酶斑点法

m 国家海洋局第三海洋研究所海洋生物工程重点实验室

开放课题基金资助项目 ∀

收稿日期 }usss2sz2ux ~修回日期 }usss2s|2ty

一般认为 o无脊椎动物体内没有免疫球蛋白 k�ªl

存在 ∀但近年来 o随着虾类免疫系统研究的逐步深入 o

一些研究结果显示虾血清同样存在与脊椎动物 �ª功

能非常类似 !能识别/ 异己0成分的特异性物质 ≈u ov ∀叶

淑芳 t||t年 o王雷 t||x年和王伟庆等 t||{年报道了

运用测定人体 �ª的方法测得虾血清中存在类 �ª样物
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表 1  不同正常日本对虾血清稀释度在不同抗血清浓度免疫单向扩散板上的检测结果

Ταβ .1  ∆ιαµετερσ οφ διφφερεντ διλυτιονσοφσηριµ πσ( Πεναευσϕαπονιχυσ)σερυµ ιν σινγλεραδιαλιµ µ υνοδιφφυσιον πλατεσ ωιτη διφφερ2

εντ διλυτιονσ οφ γοατ αντι2ηυµαν Ιγ σερυµ

血清稀释度

检测结果k°°l

类 �ª�

trtws tru{s trxys trt tus

类 �ª�

trtss truss trwss tr{ss

类 �ª�

trtss truss trwss tr{ss

原血清 x qx y qx { qx | qs x qx y qx z qx | qs x qs y qs z qs { qx

tru 无 x qx y qx z qx 无 x qx y qx z qx 无 x qs y qs z qs

trw 无 x qs x qx y qx 无 x qs x qx y qs 无 无 x qx x qzx

tr{ 无 无 无 无 无 无 w qx x qs 无 无 x qs x qu

质 ∀但迄今为止 o虾血清中存在类 �ª样物质的观点并

未被学术界广泛接受 ∀究其原因 o可能与现有报道对

其含量的结论不太一致和未进行过特异性确认实验

有关 ∀本文运用单向免疫扩散法k≥��⁄l和免疫酶斑点

法k⁄²·2 ∞��≥�l两种方法 o以统一人 �ª参考血清为对

照 o通过研究虾血清的最佳实验条件和应用特异性阻

断试验 o进一步论证类 �ª� o�ª�o�ª�样物质的存在 o

以期丰富和发展虾类免疫系统的基础研究 ∀

t 材料和方法

1 q1 实验用虾

以日本对虾k Πεναευσϕαπονιχυσl为实验材料 o购于

厦门大学菜市场 o体长约 ts ¦°左右 ∀

1 q2 虾血清制备

按王雷 t||x年报道的方法进行 ∀

1 .3 羊抗人 Ιγ Μ,Ιγ Γ ,Ιγ Α和 Ιγ 统一参考血清

购于卫生部上海生物制品研究所 o单扩效价 }抗

人 �ª�kΛ链特异性l为 tΒ twso抗人 �ª�kΧ链特异性l

为 tΒ tsso抗人 �ª�kΑ链特异性l为 tΒ tss∀

1 .4 ΗΡΠ2羊抗人 Ιγ Μ,Ιγ Γ ,Ιγ Α

采用简易过碘酸钠法 o将辣根过氧化物酶k�� °l

标记到羊抗人 �ª� o�ª�o�ª�的 �ª�组分上 ∀

1 .5 单向免疫扩散法测定类 Ιγ Μ,Ιγ Γ ,Ιγ Α样物质

将羊抗人 �ª� o�ª�o�ª�倍比稀释 o用于制备不同

抗血清浓度的免疫单向扩散检测板 o其中羊抗人 �ª�

板为 tΒ twsotΒ u{sotΒ xysotΒ t tuso羊抗人 �ª� o�2

ª�板为 tΒ tssotΒ ussotΒ wssotΒ {ss∀取混合虾血

清及其 tΒ uotΒ wotΒ {的稀释液 o分别加入免疫单

向扩散板 o每孔点样 tx Λ̄ o置水平湿盒内 vz ε uw «

k�ª� 检测板为 w{ «l o扩散完毕后 o用盐度为 |的生理

盐水浸泡 w §o其间换液数次 o然后用 sqxzh氨基黑染

色 |s¶otsh醋酸脱色数天 o待沉淀环清晰时 o测定沉

淀环直径并记录结果 ∀

1 .6 免疫酶斑点法测定类 Ιγ Μ,Ιγ Γ ,Ιγ Α样物质

tqyqt 梯度实验 用 sqst °²̄r�o³�zqw °�≥将

虾血清和 �ª统一参考血清按 x倍稀释 o虾血清依次

为原液 otΒ xotΒ x
u
otΒ x

v
~参考血清依次为 tΒ xo

tΒ x
u
otΒ x

v
otΒ x

w
k�ª� 为 tΒ uotΒ tsotΒ xsotΒ

uxsl ∀取硝酸纤维k�≤l膜用 sqsu °²̄r�³�zqw ×�≥浸

泡 x °¬±o晾干 ~取 t Λ̄ 样品点于 �≤膜上 ~用含 xh脱

脂奶粉的 ×�≥ vz ε 封闭 zx °¬±~×�≥洗涤 v次 ≅ x °¬±~

将膜分别移至用封闭液稀释的 �� °2羊抗人 �ª�ktΒ

tssl o�ª�ktΒ xsl o�ª�ktΒ xsl 中 ovz ε uqx «~ ××�≥

洗涤 v次 ≅ ts °¬±~×�≥洗涤 v次 ≅ x °¬±~⁄��显色 ~

�⁄≥{sss°≤2凝胶成像及分析系统扫描 !分析 ∀

tqyqu 含量分析实验 用 sqst °²̄r �o³� zqw

°�≥将统一参考血清按 x倍稀释ktΒ xotΒ x
u
otΒ x

v
o

tΒ x
w
l o分别取 tu尾虾原血清 ~同上进行 ⁄²·2 ∞��≥�

和扫描分析 ∀该测定采用 v次重复 o所给结果为 v次

重复平均的结果 ∀

tqyqv 阻断实验 按彭宣宪 t|{|ot||w年报道

的方法进行 ∀设实验组和对照组 o取 �≤膜浸泡 o晾

干 ~分别点虾原血清k与 �� °p羊抗人 �ª� 反应的为 u

Λ̄ l 和 �ª统一参考血清 tΛ̄ k人 �ª�和 �ª�按 tΒ x释

释 o人 �ª�按 tΒ u稀释l ~同上封闭 o洗涤 ∀阻断组分

别加羊抗人 �ª�ktΒ usl o�ª�ktΒ xl o�ª�ktΒ xl 抗血

清k依次用于阻断 �ª� o�ª�o�ª�样物质l ovz ε uqx «

k羊抗人 �ª� tqx «l o对照组仅加稀释液 o××�≥洗涤 v

次 ≅ ts °¬±o ×�≥ v次 ≅ x °¬±∀然后 o将两组膜移至

�� °p羊抗人 �ª� o�ª�或 �ª�的稀释液中 o同上 ⁄²·p

∞��≥�和分析步骤 ∀

u 结果

2 .1 单向免疫扩散法对 3种 Ιγ 样物质的检测结果

从表 t可以看出 o同一份样品在同一类型不同浓

度抗血清的检测板中 o其沉淀环直径在一定的范围内

随着抗血清浓度的降低而增大 o但清晰度呈现出 / 两

头弱 o中间强0 的现象 o即中间稀释度时沉淀环最明
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表 2  日本对虾血清阻断实验 Ι∆Ο分析结果

Ταβ .2  Βλοχκινγ τεστ φορ σπεχιφιχιτψ οφ Ιγ Μ , Ιγ Γ ανδ Ιγ Α2λικε χοµ πονεντσιν σηριµ πσ ( Π. ϕαπονιχυσ) σερυµ

测定项目

相对吸光度k��⁄l分析结果

虾血清

对照 阻断 阻断率k h l

参考血清

对照 阻断 阻断率k h l

类 �ª� ys qw{y w xt qtxs w tx qwv {s qysz | yz q|yy z tx qy{

类 �ª� tu qtw{ s w qzwz w ys q|s w| q|wx w vz qw|s { uw q|w

类 �ª� tw qstt t ts qu|t | uy qxw yx qt|z | wt qss{ { vz qsy

2 .4 3种类 Ιγ 样物质含量分析

从表 v可以看出 o日本对虾血清中 v种类 �ª样物

质含量顺序依次为 Β类 �ª��类 �ª� �类 �ª� ∀与人血

清相应的 v种球蛋白相比 o其含量明显减少 o而且 v

者大小顺序也不同 ∀

v 讨论

叶淑芳 t||t年采用测定人 �ª的方法 ) ) ) 免疫

单向扩散法检测对虾体液中的类似物质 ∀结果发现对

虾血清中存在能与抗人 �ª发生特异性结合的物质 o

提示对虾血清中有类 �ª� o�ª� o�ª�样物质的存在 ∀随

后 o王雷 t||x年 o王伟庆 t||{年分别采用同样的方

法也发现对虾体内有类 �ª� o�ª� o�ª�样物质的存在 ∀

据王雷报道 o检测板中出现的沉淀环比较模糊 o有内 !

外缘之分 ∀而王伟庆则发现 o沉淀环易消失 o且直径不

及王雷所描述的 tr u∀从理论上来考虑 o既往不同学

者所报道的结果有明显差异的原因 o可能与既往有关

报道都是采用与检测人血清 �ª相同抗血清浓度的免

显 ∀如在 w种不同浓度的抗人 �ª�稀释血清检测板

中 otΒ wss浓度时清晰度最好 otΒ {ss浓度时沉淀环

直径最大 ~同一份标本的不同稀释度样品在同一稀释

度检测板中 o沉淀环直径随着虾血清浓度的降低而逐

渐变小 o即原血清 � tru稀释血清 � trw稀释血清 �

tr {稀释血清 o而清晰度变化不明显 ∀图 t示正常日

本对虾不同血清稀释度在羊抗人 �ª� 检测板 kt Β

wssl上 ≥��⁄扩散图 ∀

图 t 正常日本对虾不同血清稀释度在羊抗人 �ª� 检

测板ktΒ wssl上 ≥��⁄扩散

ƒ¬ªqt �¤³²©¶¬±ª̄¨µ¤§¬¤̄ ¬°°∏±²§¬©©∏¶¬²± ²©±²µ°¤̄ ¶«µ¬°³¶

kΠεναευσ ϕαπονιχυσl¬±·«̈ ³̄¤·̈¶º¬·«§¬©©̈µ̈±·§¬̄∏·¬²±¶

²©ª²¤·¤±·¬2«∏°¤±
tΒ原血清 ~uΒ tru稀释血清 ~vΒ trw稀释血清

2 .2 免疫酶斑点法的检测结果

从图 u可以看出 o ⁄²·2∞��≥�与 ≥��⁄结果一致 o

同一份样品可与 �� °p羊抗人 �ª� o�ª�或 �ª�发生特

异性反应 o且三者之间差异不明显 ∀同一标本的不同

稀释度样品与同一酶标抗体反应时随着虾血清浓度

的降低 o斑点直径逐渐减少 o但颜色基本上无变化 ∀此

外 o虾血清与参考血清相比 o前者斑点颜色较浅 o而后

者较深 o但二者直径相差不大 ∀

图 u 日本对虾血清梯度实验扫描

ƒ¬ªqu �¤³²©ª²¤·¤±·¬2«∏°¤±�ª� o�ª� ²µ�ª�·²§¬©©̈µ̈±·

§¬̄∏·¬²±¶²©¶«µ¬°³¶kΠ. ϕαπονιχυσl¶̈µ∏° ¥¼ ⁄²·2∞��≥�
tq采用 �� °2羊抗人 �ª� 检测人 �ª参考血清 ~ uq采用 �� °2羊抗人

�ª�检测虾类 �ª虾血清 ~ vq采用 �� °2羊抗人 �ª�检测人 �ª参考血

清 ~wq采用 �� °2羊抗人 �ª�检测虾类 �ª虾血清 ~xq采用 �� °2羊抗

人 �ª�检测人 �ª参考血清 ~ yq采用 �� °2羊抗人 �ª�检测虾类 �ª虾

血清

2 .3 免疫酶斑点法的特异性阻断考察

从表 u和图 v可知 ov种类 �ª样物质在 ⁄²·2∞��≥�
均可被阻断 o其阻断率大小顺序为类 �ª��类 �ª� �类

�ª� o其中类 �ª�的阻断率为 ysq|sh o是类 �ª�阻断

率的 w倍 ∀与参考血清相比 o虾血清被阻断的情况表

现为 v种不同的形式 }人 �ª�的阻断率稍大于类 �ª�

的阻断率 o人�ª�的阻断率明显小于类 �ª�的阻断率 o

而人 �ª�和类 �ª� 阻断率几乎相等 ∀
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图 v 特异性阻断试验结果

ƒ¬ªqv �̄²¦®¬±ª·̈¶·©²µ¶³̈¦¬©¬¦¬·¼ ²©�ª� o�ª� ¤±§�ª�2̄¬®̈

¦²°³²±̈ ±·¶¬±¶«µ¬°³¶kΠεναευσϕαπονιχυσl¶̈µ∏° ¥¼

⁄²·2∞��≥
tq采用 �� °2羊抗人 �ª�检测人k上排l !虾k下排l血清对照组 ~uq采

用 �� °2羊抗人 �ª�检测人 k上排l !虾 k下排l血清阻断组 ~vq采用

�� °2羊抗人 �ª�检测人k上排l !虾k下排l血清对照组 ~wq采用 �� °2

羊抗人 �ª�检测人k上排l !虾k下排l血清阻断组 ~xq采用 �� °2羊抗

人 �ª�检测人k上排l !虾k下排l血清对照组 ~yq采用 �� °2羊抗人 �2

ª�检测人k上排l !虾k下排l血清阻断组

表 3  3 种类 Ιγ 样物质含量分析

Ταβ .3  Χονχεητρατιον οφ Ιγ Μ , Ιγ Γ ανδ Ιγ Α − λικε χοµ πονεντσ ιν σηριµ πσ

( Π. ϕαπονιχυσ) σερυµ

标本号
物质含量分析k±ªr °̄ l

类 �ª� 类 �ª� 类 �ª�

t s qwzx x u q|tu y s qutt v

u s qwsy v t q|ut | s qt{{ w

v s qwzu w t qyxv t s quvs z

w s qwtt | t qztt v s qt|x u

x s qvvu x s qz|t z s qs|x v

y s quxv w s qzsw v s qtyy z

z s quv| w s q{us x s qtws w

{ s qwt{ s s qz{{ | s qtvx w

| s qvs| { s q|uv t s qtwv {

ts s quyt s s qz{u w s qtyx u

tt s qttu z s q|vy | s qttz y

tu s qtut w s qzx| y s qtsw x

Ξ ? Σ s qvtz { ? s qtuw v t quux x ? s qy{w w s qtxz { ? s qswu z

疫单扩板和结果观察前的处理有关 o因为沉淀环的清

晰与否 o与抗原 !抗体之间的比例 o检测板的染色 !漂

洗密切相关 ∀由此 o本文采取了 }ktl采用不同稀释度

的抗血清检测板进行 ~kul扩散过程中每隔 u «观察 t

次 ~kvl扩散完毕 o对检测板进行 / 漂洗 2染色 2漂洗0

处理 ∀结果表明 o在扩散过程中 o观测到虾血清逐渐向

四周扩散 o但随着时间的推移 o颜色越来越淡 o扩散

uw ∗ w{ «之后 o沉淀环模糊 ∀染色后 o沉淀环颜色变

深 o内 !外缘明显 o经脱色 !漂洗 o外缘逐渐消失 o内缘

逐渐明显 !清晰 ∀有趣的是 o作者将琼脂板在水中连续

浸泡和观测 v个月 o内缘非但没消失 o反而更清晰 ∀上

述结果提示 o在浸泡过程中 o不与抗血清结合的大量

杂蛋白逐渐扩散出琼脂胶 o而与抗血清特异性结合的

类 �ª样物质因已形成抗原抗体免疫复合物则滞留在

琼脂胶中以沉淀环的形式存在 ∀同时 o作者通过比较

发现 o抗血清稀释度降低至原来的 trw或 tr{时 o沉

淀环最清晰 ∀这与对虾血清中类 �ª� o�ª�o�ª�浓度可

能低于人血清相关 �ª有关 ∀这些结果提示 o采用 ≥��⁄

法研究对虾血清类 �ª样物质时 o应优选抗血清最佳

浓度 o其沉淀环的测量应在浸泡的基础上以内缘直径

为准 ∀预计方法规范后 o不同实验室报道的结果将趋

向一致 ∀

≥��⁄测定虾血清类 �ª样物质存在周

期较长 !重复性较差 !灵敏度较低等缺点 ∀

⁄²·2 ∞��≥�是近年发展起来的应用相当广

泛的一种固相免疫检测法 o其结果可通过

�⁄≥{sss°≤2凝胶成像及分析系统特定的

��⁄值加以量化 ∀作者运用该方法对虾血

清进行检测k梯度实验l时发现它具有周期

短 !操作简便 !重复性好以及灵敏度高等优

点 ∀为此 o作者进一步运用该方法对虾血清

中类 �ª样物质进行特异性考察 o 结果表

明 o类 �ª� o�ª�o�ª�在特定的实验室条件

之下均可以被阻断 ∀尤其值得一提的是 o与

作为对照的人 �ª阻断率相比 o类 �ª�的阻

断率为 �ª�阻断率的 uqx倍 o而类 �ª� 和

�ª� 的阻断率却惊人地相似 ∀一般认为阻

断率大于 xsh为阻断成功 o但本文对照的

参考血清 o其阻断率最大不超过 wsh o可

能与所采用的测试方法有关 ∀参照对照组 o

故认为阻断成功 ∀由此推断 o虾血清中的类

�ª样物质与参考血清中的 �ª的抗原决定

簇很可能极为相似 o其 ⁄��序列 !分子结

构也可能存在某种同源性 ∀�²¬··�q等 t||v

年已在无脊椎动物机体中发现与人 �ª抗

原决定簇高度同源的蛋白 o如昆虫 °w 蛋白与之同源

性高达 v{h ∀

王伟庆采用免疫比浊法对虾血清中类 �ª样物质

的含量进行了报道 ≈t ∀本文采用 ⁄²·2 ∞��≥�技术 o以

参考血清为标准 o对 tu只虾血清类 �ª含量进行了检

测 ∀结果发现 o虾血清中类 �ª� o�ª�o�ª� 样物质的含

量依次为 sqtxz { ? sqswu z ªr�otquux x ? sqy{w w ªr�

和 sqvtz { ? sqtuw v ªr �o分别是健康成人血清 �ª� o

�ª�和 �ª�的 trtuqxyotr|q{t和 trvqtx~而王伟庆测

量的结果为 tqx|s ? sqzz ªr�owqtx ? tqs{ ªr�和zx ?
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走好这盘棋
) ) ) 5再论海上山东6编后

山东半岛占我国大陆海岸线的

tr yo有 v sss ®°黄金海岸线连接黄

海 !渤海 o近海海域大于陆地面积 ∀ ts

¤前 o山东省委 !省政府提出在建设陆

上山东的同时 o加快建设海上山东 o以

山东半岛经济圈的走出去 o带动全省

经济上台阶 ∀因此 o/ 海上山东0作为一

项工程实践被提出来 o但是 / 海上山

东0 的涵义 !目标 !建设动力和基本思

路等 o尚未获得科学的共识 ∀基于此 o

以山东省科学院尤芳湖教授为首席专

家完成的山东省软科学招标课题 / 建
设海上山东总体思路及实施方案研

究0 和 / 依靠科技进步 o优化山东海洋

产业结构0 的成果 ) ) ) 5再论海上山

东6一书 o使/ 海上山东0有了更精审的

定义和解译 ∀本书已由青岛海洋大学

出版社作为/ 重点课题书汇0之一编辑

出版 o其特点如下 }

其一 o以可持续发展的战略眼光

来总结经验 !理清思路 ∀本书的上篇总

结了海上山东建设 ts ¤来的经验 o采

用定性与定量相结合 ! 对比分析与实

证分析相结合 ! 综合研究与专题研究

相结合等科学方法 o提出了海上山东

建设的总体思路 o以及包括战略目标 !
主要途经 ! 产业布局等内容的实施方

案 ∀
其二 o对调整优化山东省海洋产

业结构具有指导意义 ∀本书的下篇对

多个海洋产业科技进步和未来发展进

行了系统分析和预测 o对海洋各产业

的技术水平 !经济效益 !发展前景等进

行了综合评价 o提出了科技进步和山

东海洋经济结构相关联的海上山东产

业结构变化预测模型以及山东省依靠

科技进步优化海洋产业结构的对策措

施 ∀

其三 o引论的权威性 ∀本书是以全

国政协副主席 ! 中国工程院院长宋健

同志在 usss年海洋高新技术产业化

高级论坛上的讲话开宗明义 }当前 o世

界沿海国家和地区已进入了全面开发

利用海洋的阶段 o随着经济的快速发

展和资源开发的充分利用 o海洋产业

今后将必然成为支柱产业 ∀喻示着山

东半岛的形成得益于海洋 o未来其空

间拓展仍然取决于海洋 ∀因此 o为实现

山东的可持续发展 o就必须大力发展

海洋产业 ∀
其四 o体例编排有据 o便于查阅相

关内容 ∀
总之 o5再论海上山东6 是为海上

山东建设而设计的一本科技含量高 !
高新技术产业比重大 ! 三项产业比例

协调 !资源和环境保护好 !可持续发展

的理论专著 ∀ 晓 诗
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sqwz ªr�o分别是健康成人血清 �ª� !�ª�和 �ª� 的 tr

tquyotruq{|otrsqxz∀后者的结果表明 o虾血清 �ª含

量与健康成人血清 �ª相差不大 o其中 �ª� 在虾血清还

高于人血清 ∀两者差别较大 o可能主要与种属差异有

关 ∀可以相信 o随着检测虾血清 �ª方法的不断规范和

深入探讨 o实验结果会更好地反应确实情况 ∀
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