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摘要    为确定杂交鳢(Channa argus×C. maculate)弹状病毒卵黄抗体效价水平消减规律并验证抗体

对病毒的中和能力, 采用杂交鳢弹状病毒灭活疫苗免疫蛋鸡, 使用醋酸-醋酸钠-辛酸法制备卵黄抗

体, 建立间接 ELISA 检测方法以监测卵黄抗体产生过程抗体水平消减情况, 以中和试验评估卵黄抗

体中和杂交鳢弹状病毒效果。结果显示 , ELISA 检测方法最佳条件为抗原包被浓度 0.5×105.8 

TCID50/0.1 mL, 37 °C包被 2 h, 37 °C封闭 2 h。与大口黑鲈蛙虹彩病毒卵黄抗体、SPF蛋黄提取物、

免疫前蛋黄提取物以及 MBC 空细胞均无交叉反应。以 S/N(sample/negative)>2.1 且敏感性最高为标

准确定阳性、阴性样品。卵黄抗体于首免后 28 d产生效价, 四免后达到最高水平, 效价为 1︰25 600, 

平台期可持续 40~60 d, 通过中和抗体检测结果证明平台期内抗体中和效价在免疫周期内最高, 约为

46.3。通过 ELISA检测方法对卵黄抗体产生规律进行监测, 通过中和检测方法评估卵黄抗体中和病毒

效果。高滴度卵黄抗体具有被开发为新型抗杂交鳢弹状病毒生物制品的潜力, 杂交鳢弹状病毒卵黄

抗体的制备及快速检测方法的构建为该病的防治提供了理论基础和技术手段。 
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杂交鳢由乌鳢(Channa argus)和斑鳢(C. maculate)

人工杂交而成 , 属于鲈形目 (Perciformes), 鳢科

(Channidae)鱼类。该鱼分布广、繁殖力强, 因其鱼骨

刺少、鱼肉含量高且蛋白质滋补价值突出而具有极高

的食用营养和药用保健价值(钟小庆等, 2021; 李元跃

等, 2022)。目前杂交鳢作为优特新品种已实现全人工

高密度养殖, 随着养殖密度的不断增加, 细菌和病毒

性传染疾病成为制约该品种鱼健康养殖的关键。2012

年 7月在广东省广州、佛山、中山、清远等多地发现

一种可引起杂交鳢暴发性大规模死亡的疾病 , 给杂

交鳢养殖业带来了严重的经济损失。曾伟伟等(2013)

经病原学分析确定造成杂交鳢死亡的病原为弹状病

毒, 并将其定义为杂交鳢弹状病毒(Hybrid snakehead 

rhabdovirus, HSHRV)。 

鱼类弹状病毒毒株种类多、毒力强, 是一类可使

多种鱼出现高发病率和致死率的病毒病原体。已报道

感染鱼类弹状病毒 20 多种, 分布于诺拉弹状病毒属

(Novirhabdovirus)和水泡性病毒属 (Vesiculovirus)。

HSHRV属于水泡性病毒属, 为单股负链线性 RNA病

毒。该病毒呈典型子弹状, 病毒粒子大小为 60 nm× 

160 nm, 具有 L、G、N、P、M共 5种主要结构蛋白

(Einer-Jensen et al, 2004; Teng et al, 2007)。回归感染

试验表明, 发病鱼肝、脾、肾肿大且表面有出血点, 鱼

鳔表面血管肿胀、出血严重, 死亡率达 90%以上(曾伟

伟等, 2013)。HSHRV易自然感染苗期杂交鳢, 死亡高

峰为感染后第 3天, 死亡持续时间为 7~15 d, 高峰期
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日死亡量可过千尾, 死亡率高达 80%以上, 日经济损

耗达数万元。中成鱼感染后日死亡量较苗期降低, 约

百尾, 死亡率约 5%, 日经济损耗也可达万元, 目前

尚无预防和治疗该病的特效药物 (Hoffmann et al, 

2005)。因此急需开发一款可预防、紧急治疗杂交鳢

弹状病毒的生物制品, 提高杂交鳢存活率、降低饲养

经济损耗。 

卵黄抗体(Immunoglobulin of egg yolk, IgY)是一

类经抗原免疫蛋鸡后于蛋黄中提取的可用于预防和

紧急治疗特定疾病的抗体。与 IgG 等血清抗体相比, 

IgY具有提取方法简单、产量高、成本低、化学性质

稳定等特点(张小莺等, 2004, 2006; Schade et al, 2004; 

张桂枝等, 2009)。因其具有良好的被动免疫疗效, 常

作为母源抗体的替代品 , 用于治疗和预防幼龄动物

疾病 , 在动物免疫力较弱的时期为其提供持续免疫

保护。目前卵黄抗体在畜禽疾病的预防和紧急治疗上

的应用已得到市场的充分认可和广泛验证 , 同时卵

黄抗体在水产疾病的应用也屡见文献报道。特异性卵

黄抗体可针对鱼、虾、海参和鲍等细菌和病毒性疾病

产生较好的保护效果(Lu et al, 2008; Qin et al, 2018; 

闫茂仓等, 2019; Hu et al, 2019; Xu et al, 2020)。由于

HSHRV 主要危害 0.2~50 g 杂交鳢苗种, 这一阶段鱼

苗免疫系统不成熟 , 依靠鱼苗主动免疫系统预防该

疾病较为困难, 加之发病急且死亡率高、发病病程短, 

经卵黄抗体为鱼苗提供被动免疫保护更具有生产和

实践意义。本研究将杂交鳢弹状病毒经 BEI灭活剂灭

活处理后, 在固定的抗原剂量下免疫蛋鸡, 经三次常

规免疫和一次加强免疫后收集高免蛋, 制备 HSHRV

卵黄抗体。同时建立 HSHRV卵黄抗体 ELISA检测方

法, 用以检测特异性抗体效价产生规律。通过中和效

价检测试验, 明确 HSHRV卵黄抗体中和病毒的效果, 

为杂交鳢弹状病毒的防治提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  毒株、细胞及实验动物 

杂交鳢弹状病毒江门 I株(HSHRV-JMI)、鳜鱼脑

细胞(Mandarin fish brain cell, MBC)由海大研究院保

存。200 日龄海蓝灰蛋鸡 300 只, 由丰牧公司和海大

研究院提供。 

1.2  主要试剂 

L-15培养基(biosharp, BL313A)、胎牛血清(Excell, 

FSP500)、双抗 (新赛美 , C100C5)、 BEI (Aladdin, 

P104878-25ml)、五水合硫代硫酸钠(西陇科学, B220708)、

吐温-80 (Diamond, A100442-0500)、Marcol52白油(埃

克森美孚化工商务(上海)有限公司, 70133758)、牛血

清白蛋白 V (广州瑞舒生物科技有限公司, J0121B)、

包被液(Biopanda, CB-003)、羊抗鸡酶标二抗(Abcam, 

ab6877)、TMB 显色液(湖州英创生物科技有效公司, 

TMB-S-004)、终止液(Biopanda, STP-001)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  病毒培养及滴度测定    冻存 MBC 细胞经

37 °C恒温水浴充分融解、离心后, 以含 10% FBS的

L-15培养基 28 °C无 CO2培养 24 h, 待细胞密度长至

90%时, 接种 1000 TCID50 HSHRV-JMI, 28 °C无 CO2

培养 72 h, 至 90%以上病变时收集病毒。病毒–80 °C

反复冻融 2次、离心、过滤除菌后分装, –80 °C保存

备用。制备 MBC细胞并接种 96孔细胞板, 28 °C无

CO2培养 24 h 备用。10 倍倍比稀释收集的病毒后接

种细胞, 稀释度为 10–1至 10–9, 每个稀释度接种 8孔。

28 °C孵育 2 h后弃上清, 加入含 2% FBS的 L-15培

养基, 28 °C无 CO2培养 7 d, 观察并记录细胞病变孔

数, 经 Reed-Mench法计算病毒滴度。 

1.3.2  灭活疫苗制备     HSHRV-JMI 融解后加入

BEI 至终浓度为 0.5%, 充分吹打混匀后 , 37 °C, 

120 r/min, 灭活 24 h。加入五水合硫代硫酸钠至终浓

度为 10%终止灭活。取 96份灭活 HSHRV-JMI加入 4

份吐温-80, 7 000 r/min乳化 5 min。取 3份乳化后样

品加入 7份Marcol52白油, 12 000 r/min乳化 15 min。

乳化后样品 3 500 r/min离心 10 min后不分层, 4 °C保

存备用。 

1.3.3  蛋鸡免疫    灭活疫苗组 200只、对照组 100

只。蛋鸡免疫共计四次, 每次每只蛋鸡胸肌多点注射

1 mL灭活疫苗。首次免疫病毒剂量为 1×107 TCID50/mL。

14 d后开展二次免疫, 免疫剂量为 1×108 TCID50/mL。

二次免疫后 14 d开展第三次免疫, 免疫剂量为 1×108 

TCID50/mL。第三次免疫后每隔 20 d采集 30枚鸡蛋

并于中和效价小于 1︰43时进行第四次加强免疫, 免

疫剂量为 1×107 TCID50/mL。其中对照组均注射 1 mL 

L-15培养基。 

1.3.4  卵黄抗体制备    收集免疫前鸡蛋及各收蛋

期包括对照组和免疫组高免蛋, 蛋壳表面进行清洗、

消毒。无菌条件下使用蛋清蛋黄分离器收集蛋黄。加

入蛋黄总重 3 倍体积的醋酸-醋酸钠(pH=4.8)的缓冲

液后, 48 °C条件下充分搅拌 1 h。加入 3%辛酸 48 °C

条件下充分搅拌 1 h。无菌过滤布过滤除杂, 获得纯

化后抗体。 
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1.3.5  抗 HSHRV 卵黄抗体 ELISA 检测方法建立    

杂交鳢弹状病毒按一定滴度包被酶标板 , 对包被条

件、封闭条件进行系统优化, 以制备的卵黄抗体为一

抗 1︰100 倍起进行倍比稀释, HRP 标记羊抗鸡 IgY

为二抗按说明书 1︰50 000稀释, 450 nm波长下测定

吸光度值, 判定标准 OD450>0.1且检测样品/阴性对照

比值 S/N (sample/negative)>2.1 的最高稀释度为此次

检测样品的效价。 

阳性阴性对照筛选    将弹状病毒作为包被抗

原, 使用包被液对其分别进行 1︰10、1︰50、1︰100、

1︰200、1︰400倍稀释后 100 μL/孔包被酶标板, 4 °C

孵育 18 h, 洗涤 3次, 每次 5 min, 拍干。使用封闭液, 

200 μL/孔加入酶标板中, 37 °C封闭 2 h, 洗涤 3次, 

每次 5 min, 拍干。取二免、三免、三免后 10 d、三

免后 20 d纯化后卵黄抗体, 使用封闭液 1︰100倍稀

释后, 100 μL/孔加入酶标板, 37 °C孵育 1 h, 洗涤 3

次, 每次 5 min, 拍干。使用 PBS按说明书 1︰50 000

稀释羊抗鸡酶标二抗, 100 μL/孔加入酶标板, 37 °C孵

育 50 min, 洗涤 3次, 每次 5 min, 拍干。100 μL/孔加

入 TMB底物显色液, 37 °C条件避光下孵育 10 min。

50 μL/孔加入终止液 , 终止显色反应 , 使用酶标仪

OD450读取数据。 

抗原条件优化    使用棋盘法在 96孔酶标板中, 

横向将弹状病毒以 1︰100倍起进行 2倍倍比稀释 12

个梯度, 纵向将阳性对照、阴性对照以 1︰100 倍起

进行 2倍倍比稀释 8个梯度。 

包被条件优化    4 °C 孵育 18 h、37 °C 孵育

1 h、37 °C孵育 2 h、室温孵育 1 h、室温孵育 2 h。 

封闭条件优化    4 °C 孵育 18 h、37 °C 孵育

1 h、37 °C孵育 2 h、室温孵育 1 h、室温孵育 2 h。 

特异性验证    按 1.3.4分别制备 SPF鸡蛋蛋黄

提取液、免疫前鸡蛋蛋黄提取液、大口黑鲈蛙虹彩病

毒(largemouth bass virus, LMBV)高免蛋卵黄抗体。以

优化后的条件进行包被、封闭, 抗原设立 MBC 空细

胞对照组、PBS空白对照组、细胞毒抗原组。抗体设

立 SPF鸡蛋蛋黄提取液、免疫前鸡蛋蛋黄提取液、大

口黑鲈蛙虹彩病毒卵黄抗体组。以 1.3.5 确定的样品

为阳性、阴性对照进行特异性验证。 

敏感性验证    将阳性样品 1︰100 倍起进行 2

倍倍比稀释 12个梯度, 验证检测方法敏感性。 

重复性验证及方法应用    对各收蛋期共计 8

个批次的卵黄抗体进行效价监测。每组卵黄抗体样品

及阳性、阴性对照设立三组平行组, 分别 1︰100 倍

起进行倍比稀释 12个梯度, 并由 3个不同的检测员于

3个不同时间完成重复检测, 验证检测方法重复性。 

1.3.6  卵黄抗体中和效果评估     将 MBC 细胞经

1︰3传代后接种 96孔细胞板, 28 °C、无 CO2孵育培

养过夜。10倍比稀释病毒滴度为 107.8 TCID50/0.1 mL

杂交鳢弹状病毒至 200 TCID50。取 500 μL 2倍稀释蛋

黄液于 56 °C水浴中补体灭活 40 min后 4倍倍比稀

释。取 100 μL灭活补体的蛋黄稀释液和 100 μL病毒

稀释液充分混匀后 28 °C、85 r/min充分中和 3 h。取

中和后混合液加入 96孔细胞板中, 28 °C、无 CO2孵

育 3 h。PBS清洗细胞 1次, 加入 10% FBS L-15完全

培养基 28 °C、无 CO2孵育培养 7 d后观察细胞病变

情况。 

2  结果 

2.1  HSHRV-JMI扩繁和滴度确定 

HSHRV-JMI接种 MBC细胞后, 24 h内开始出现

细胞病变, 24 h后 20%~30%细胞出现收缩变圆、内部

空洞、聚集成团的现象, 并形成明显的空斑。48 h后

40%~60%的细胞出现病变, 72 h后 90%以上的细胞出

现病变(图 1)。72 h 后收集病毒, 测定滴度为 107.8 

TCID50/0.1 mL。 

2.2  ELISA检测方法建立及优化 

2.2.1  阳性阴性对照筛选    结果可知(表 1), 抗原

稀释倍数小于 1︰100 时, 不同免疫时间点对应的对

照组 OD450值基本无变化, 判断为非特异性反应。抗

原在 1︰100~1︰400 倍稀释条件下, 优先选取 OD450

值>1、同一抗原稀释度下相邻倍比稀释样品 OD450值

有较大变化的样品, 三免后 20 d样品 S/N=3.8, 即三

免 20 d 免疫组卵黄抗体为阳性对照样品, 同期对照

组卵黄抗体为阴性对照样品。 

2.2.2  抗原条件    最适条件应选在可检测稀释度

范围内 S/N最大且对应的阴性对照 OD450值较小的样

品 , 采用该样品对应的抗原稀释度为最佳抗原工作

浓度。结果可知(表 2), 抗原稀释倍数为 1︰200, 病

毒滴度为 0.5×105.8 TCID50/0.1 mL时, S/N=3.94, 同时

阴性对照 OD450值较小。 

2.2.3  包被条件    最适条件应选在可检测稀释度

范围内 S/N>2.1且对应的阴性对照 OD450值较小的样

品, 结果可知(表 3, 表 4, 表 5), 阳性抗体在 1︰100

至 1︰1 600倍的条件下稀释时, 37 °C孵育 2 h, 对应

的 S/N 值为各包被条件中最大。确定包被条件为

37 °C孵育 2 h。 
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图 1  HSHRV-JMI在鳜鱼脑细胞(MBC)的病变情况 
Fig.1  Lesions of HSHRV-JMI in mandarin fish brain cell (MBC) 

注: a. 接毒前细胞; b. 接毒后 24 h细胞; c. 接毒后 48 h细胞; d. 接毒后 72 h细胞 

表 1  卵黄抗体阴性对照和阳性对照确定 
Tab.1  Negative control and positive control of anti-HSHRV-JMI IgY 

二免 三免 三免后 10 d 三免后 20 d 
免疫程序 

阳性 阴性 S/N 阳性 阴性 S/N 阳性 阴性 S/N 阳性 阴性 S/N

1︰10 0.945 0.547 1.73 1.384 0.599 2.31 1.833 0.585 3.13 2.14 0.587 3.65

1︰50 0.524 0.515 1.02 0.885 0.566 1.56 1.288 0.53 2.43 1.783 0.581 3.07

1︰100 0.254 0.12 2.12 0.576 0.151 3.81 0.945 0.288 3.28 1.384 0.364 3.80

1︰200 0.23 0.127 1.81 0.328 0.152 2.16 0.524 0.204 2.57 0.885 0.317 2.79

抗原稀释度 

1︰400 0.153 0.108 1.42 0.254 0.154 1.65 0.383 0.201 1.91 0.604 0.289 2.09

表 2  抗原最佳包被浓度确定 
Tab.2  Determination of the optimal antigen coating concentration   

抗原稀释倍数 1︰100 1︰200 1︰400 1︰800 1︰1 600 1︰3 200 1︰6 400 1︰12 800 1︰25 600 1︰51 200

阳性 2.185 1.747 1.248 0.808 0.485 0.307 0.205 0.144 0.078 0.083 

阴性 0.561 0.475 0.339 0.244 0.169 0.117 0.088 0.106 0.089 0.106 1︰25 

S/N 3.89 3.68 3.68 3.31 2.87 2.62 2.33 1.36 0.88 0.78 

阳性 1.597 1.181 0.799 0.491 0.318 0.209 0.134 0.104 0.074 0.075 

阴性 0.586 0.45 0.317 0.207 0.133 0.105 0.074 0.084 0.077 0.089 1︰50 

S/N 2.73 2.62 2.52 2.37 2.39 1.99 1.81 1.24 0.96 0.84 

阳性 1.286 0.998 0.626 0.376 0.253 0.161 0.117 0.097 0.077 0.081 

阴性 0.368 0.253 0.174 0.134 0.117 0.074 0.07 0.074 0.073 0.072 1︰100 

S/N 3.49 3.94 3.60 2.81 2.16 2.18 1.60 1.31 1.05 1.13 

阳性 0.795 0.501 0.304 0.186 0.137 0.104 0.088 0.08 0.079 0.081 

阴性 0.344 0.269 0.157 0.098 0.07 0.073 0.076 0.073 0.076 0.074 

抗体稀释

倍数 

1︰200 

S/N 2.31 1.86 1.94 1.90 1.96 1.42 1.16 1.10 1.04 1.09 
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表 3  阳性对照 OD450 均值 
Tab.3  Mean OD450 for positive control 

抗原包被条件 4 °C孵育 18 h 37 °C孵育 1 h 37 °C孵育 2 h 室温孵育 1 h 室温孵育 2 h 

1︰100 1.142 1.243 1.393 1.19 1.107 

1︰200 0.776 0.813 1.025 0.818 0.697 

1︰400 0.505 0.545 0.674 0.523 0.43 

1︰800 0.31 0.359 0.398 0.337 0.271 

1︰1 600 0.197 0.236 0.242 0.201 0.176 

1︰3 200 0.136 0.153 0.156 0.14 0.125 

1︰6 400 0.106 0.118 0.114 0.104 0.102 

阳性抗体稀释

倍数 

1︰12 800 0.092 0.093 0.091 0.089 0.092 

表 4  阴性对照 OD450 均值 
Tab.4  Mean OD450 for negative control 

抗原包被条件 4 °C孵育 18 h 37 °C孵育 1 h 37 °C孵育 2 h 室温孵育 1 h 室温孵育 2 h 

1︰100 0.593 0.451 0.349 0.551 0.573 

1︰200 0.378 0.324 0.212 0.358 0.367 

1︰400 0.231 0.262 0.145 0.231 0.237 

1︰800 0.152 0.188 0.114 0.164 0.16 

1︰1 600 0.116 0.149 0.097 0.116 0.116 

1︰3 200 0.094 0.079 0.088 0.105 0.097 

1︰6 400 0.09 0.095 0.086 0.096 0.088 

阴性抗体稀释倍数 

1︰12 800 0.079 0.09 0.079 0.096 0.096 

表 5  S/N 值确定抗原最佳包被条件 
Tab.5  The optimal antigen coating conditions determined by S/N value 

抗原包被条件 4 °C孵育 18 h 37 °C孵育 1 h 37 °C孵育 2 h 室温孵育 1 h 室温孵育 2 h 

1︰100 1.93 2.76 3.99 2.16 1.93 

1︰200 2.05 2.51 4.83 2.28 1.90 

1︰400 2.19 2.08 4.65 2.26 1.81 

1︰800 2.04 1.91 3.49 2.05 1.69 

1︰1 600 1.70 1.58 2.49 1.73 1.52 

1︰3 200 1.45 1.94 1.77 1.33 1.29 

1︰6 400 1.18 1.24 1.33 1.08 1.16 

一抗稀释倍数 

1︰12 800 1.16 1.03 1.15 0.93 0.96 

 
2.2.4  封闭条件    最适条件应选在可检测稀释度

范围内阴性对照 OD450 值较小的样品, 结果可知(表

6, 表 7, 表 8)在 1︰100至 1︰1 600倍的条件下稀释

时, 阴性对照 OD450值最小的封闭条件为抗原 37 °C

孵育 2 h。确定封闭条件为 37 °C孵育 2 h。 

2.2.5  特异性验证    经 ELISA 特异性验证结果分

析(表 9), 以 OD450>1且 S/N (sample/negative)>2.1为

特异性反应评判标准。相同条件下当抗原为 MBC空

细胞或 PBS 时, 抗 HSHRV 卵黄抗体均无信号产生, 

结果为阴性; 当抗原为HSHRV-JMI时, HSHRV卵黄抗

体产生特异性信号结果为阳性, 其余卵黄抗体组信号

均与阴性对照组相同, 即无特异性反应信号产生。 

2.2.6  重复性验证及方法应用    对灭活疫苗组各

收蛋期共计 8个批次的卵黄抗体进行效价监测。在第

三次免疫后 20 d检测到抗体效价, 在第四次免疫后抗

体效价大幅度上升, 最高效价可达 1︰25 600 (图 2)。 

2.3  卵黄抗体中和效果评估 

分别测定不同时间点蛋黄 IgY中和抗体水平, 蛋

黄液稀释 2倍后进行中和效价评估。结果显示, 首免

后 14 d即可检测到中和抗体, 三免后 20 d抗体效价

达到 44.7 左右, 随后逐渐下降。第四次免疫后, 中和

抗体效价水平迅速达到峰值, 最高中和抗体效价上升 
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表 6  阳性对照 OD450 均值 
Tab.6  Mean OD450 for positive control 

封闭条件 4 °C孵育 18 h 37 °C孵育 1 h 37 °C孵育 2 h 室温孵育 1 h 室温孵育 2 h 

1︰100 1.784 1.466 1.425 1.754 1.675 

1︰200 1.371 0.931 1.038 1.254 1.310 

1︰400 1.088 0.712 0.597 1.187 1.000 

1︰800 0.807 0.499 0.470 0.843 0.697 

1︰1 600 0.581 0.374 0.325 0.691 0.507 

1︰3 200 0.430 0.268 0.225 0.544 0.385 

1︰6 400 0.213 0.202 0.297 0.339 0.353 

阳性抗体稀

释倍数 

1︰12 800 0.188 0.193 0.144 0.223 0.184 

表 7  阴性对照 OD450 均值 
Tab.7  Mean OD450 for negative control 

封闭条件 4 °C孵育 18 h 37 °C孵育 1 h 37 °C孵育 2 h 室温孵育 1 h 室温孵育 2 h 

1︰100 0.586 0.695 0.410 0.760 0.590 

1︰200 0.372 0.443 0.261 0.467 0.478 

1︰400 0.336 0.273 0.172 0.288 0.350 

1︰800 0.253 0.172 0.130 0.237 0.264 

1︰1 600 0.215 0.127 0.115 0.233 0.216 

1︰3 200 0.193 0.096 0.094 0.166 0.196 

1︰6 400 0.190 0.097 0.086 0.188 0.188 

阴性抗体稀释倍数 

1︰12 800 0.184 0.099 0.076 0.183 0.086 

表 8  S/N 值确定最佳封闭条件 
Tab.8  The optimal blocking conditions determined by S/N value 

封闭条件 4 °C孵育 18 h 37 °C孵育 1 h 37 °C孵育 2 h 室温孵育 1 h 室温孵育 2 h 

1︰100 3.04 2.11 3.48 2.31 2.84 

1︰200 3.69 2.10 3.98 2.69 2.74 

1︰400 3.24 2.61 3.47 4.12 2.86 

1︰800 3.19 2.90 3.62 3.56 2.64 

1︰1 600 2.70 2.94 2.83 2.97 2.35 

1︰3 200 2.23 2.79 2.39 3.28 1.96 

1︰6 400 1.12 2.08 3.45 1.80 1.88 

一抗稀释倍数 

1︰12 800 1.02 1.95 1.89 1.22 2.14 

 
表 9  特异性验证 

Tab.9  Specificity validation 

抗体或包被物 OD450均值 结果 

阳性对照组 1.441 + 

阴性对照组 0.282 – 

大口黑鲈蛙虹彩病毒卵黄抗

体 IgY 
0.287 – 

SPF蛋黄提取物 0.282 – 

免疫前蛋黄提取物 0.285 – 

MBC细胞包被组 0.079 – 

空白对照 0.085 – 

 

 

图 2  特异性抗体产生规律 
Fig.2  Regularity of the production of specific antibody 
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至 46.3左右, 并随着时间延长而逐步降低。四免后 80 d

时, 中和抗体效价低于 43 (图 3)。蛋黄 IgY中和效价可

以直接反映抗体在体外中和病毒的能力。灭活疫苗可

诱导蛋鸡产生较高水平的中和抗体以中和病毒。 

 

图 3  中和效果评估 
Fig.3  Evaluation of neutralizing effects 

3  讨论 

杂交鳢弹状病毒病是一种暴发性、高致死性和高

传染性的病毒性疾病, 可经亲鱼垂直传播给苗种, 苗

期易感, 高峰期死亡率达 80%以上。常通过养殖过程

中池塘和人员严格消毒、降低放养密度、定期调水改

底、优质饲料投喂的方式预防该疾病的发生, 该病治

疗效果不佳(雷燕, 2015)。针对鳜鱼源弹状病毒病、

大口黑鲈源弹状病毒病的预防和治疗方法已有文献

报道(Chen et al, 2012; Zhang et al, 2018; 袁雪梅等, 

2020; 杭小英等, 2021; 罗霞等, 2022), 目前尚无预

防杂交鳢弹状病毒病疫苗和治疗杂交鳢弹状病毒病

药物的研究。鉴于杂交鳢弹状病毒对杂交鳢养殖的危

害 , 急需开发一款针对杂交鳢弹状病毒病的生物制

品以验证预防和治疗该病的可能性。 

本研究结合苗期杂交鳢极易暴发弹状病毒的特

点和卵黄抗体被动免疫的功效 , 制备杂交鳢弹状病

毒卵黄抗体、构建间接 ELISA 检测方法以检测 IgY

的免疫反应活性 , 同时通过中和效价检测手段明确

卵黄抗体中和杂交鳢弹状病毒的效果。 

3.1  卵黄抗体的制备 

卵黄抗体制备过程中免疫原的选择与对蛋鸡免

疫过程的参数控制是保证免疫效果的关键。实验动

物的免疫效果受诸多变量因素影响 , 通常包括免疫

原类型、免疫原剂量、佐剂、免疫间隔与次数、实

验动物自身情况。研究表明在一定剂量范围内 , 免

疫效果会随着抗原浓度的增加而加强 , 同时剂量过

高会导致免疫耐受情况的发生 (Hendriksen, 2001; 

Schade et al, 2005)。张小莺等(2010)用 7.2×108 pfu/mL

抗原免疫蛋鸡, 免疫荧光试验表明抗体在 1︰100 000倍

稀释下仍可稳定表达 , 当免疫抗原滴度降低至

7.0×106 pfu/mL时, 仅能在 1︰10倍稀释下检测到抗

体。因此为确保最终抗体收获较高的滴度并规避可能

发生的免疫耐受情况 , 我们将首免和四免的病毒滴

度设置为 1×107 TCID50/mL, 二免和三免病毒滴度设

置为 1×108 TCID50/mL。本次免疫中免疫间隔为 14 d, 

为避免免疫耐受情况发生 , 本研究待中和抗体效价

降低至 1︰64以下时进行第四次免疫。有研究表明免

疫间隔大于 4周甚至数月, 均取得了较好的免疫效果

(Tini et al, 2002)。 

在佐剂的选择中 , 弗氏佐剂价格相对昂贵不适

合规模化蛋鸡免疫 , 我们选择相对价格低廉可适宜

大规模免疫的白油佐剂 , 同时也得到良好的免疫效

果。蛋鸡免疫方式优选肌肉注射, 有研究表明皮下注

射效果优于肌肉注射, 静脉注射效果最佳, 但存在安

全隐患(Schade et al, 2005)。 

在疫苗的类型选择中 , 多肽亚单位疫苗可根据

病毒或细菌的结构蛋白进行分析 , 通过筛选并提取

具有优势抗原表位的片段 , 其特异性会远远大于灭

活疫苗, 但其不足之处却是免疫原性较低, 需与相对

价格较高的佐剂配合使用才能产生更好的免疫效果

(Snippe et al, 1979)。本研究选择免疫原性较强且价格相

对低廉可大规模免疫生产的灭活疫苗进行蛋鸡免疫。 

卵黄抗体纯化方式的选择中 , 传统的有机试剂

沉淀法在粗分离的卵黄抗体中残留的有机溶剂较多, 

不易去除, 且大量生产会对环境造成严重污染。盐析

与凝胶过滤及色谱纯化等方法均存在制备步骤多、获

得批量小、产品安全性不高及回收率低等普遍问题, 

适用于高纯度、高浓度的实验室早期开发阶段。本研

究使用醋酸-醋酸盐-辛酸法进行纯化、制备, 其回收

率高, 成本低, 制备过程中使用的化学试剂很少, 合

大规模生产的同时也遵从绿色提取理念(王洪新等 , 

2003; 胡瑞鸿, 2020)。 

3.2  卵黄抗体 ELISA检测方法 

卵黄抗体效价检测常用方法如琼脂扩散、血凝抑

制、中和试验及 ELISA 检测等。与其他检测方法相

比, ELISA检测方法的优势在于其特异性好、灵敏度

高(Lee et al, 2009; Li et al, 2014)。 

为配合后期中和试验验证卵黄抗体中和病毒

的效果 , 本研究使用 HSHRV 作为免疫原及检测方
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法的包被抗原, 其免疫原性要高于多肽亚单位疫苗, 

但相对检测方法的特异性来说会较低。从结果来看 , 

在检测过程中随着抗体稀释度越高 , 检测方法特异

性越好。结合建立此方法的初衷为检测卵黄抗体效

价水平消减规律 , 即每一批次卵黄抗体最高效价为

当批次卵黄抗体效价水平。在 ELISA 反应中, 为避

免卵黄抗体低稀释度时非特异性反应对检测结果的

影响 , 本研究通过棋盘法确定抗原最适工作浓度为

0.5×105.8 TCID50/0.1 mL, 通过对包被、封闭条件的筛

选确定最适条件为 37 °C包被 2 h及 37 °C封闭 2 h,

通过优化以上检测条件 , 来降低非特异性信号造成

的假阴性结果。以 MBC空细胞包被组及 PBS空白包

被组为抗原对照组 , 以实验室保存的大口黑鲈蛙虹

彩病毒卵黄抗体, 免疫前蛋黄提取物及 SPF蛋黄提取

物为抗体对照组 , 验证检测方法的抗原抗体结合的

特异性, 以OD450>1且 S/N (sample/negative)>2.1为特

异性反应评判标准 , 结果显示此检测方法具有良好

的特异性。对各收蛋期共计 8个批次的卵黄抗体进行

效价监测 , 选取其中效价最高的实验组别作为阳性

对照组 , 以其为标准验证检测方法敏感性可达 1︰

25 600。同时确定在免疫周期内, 卵黄抗体效价平台

期可持续 40~60 d。 

此方法最终可应用于蛋鸡免疫试验过程中 , 可

对任意收蛋期内收集高免蛋卵黄抗体效价进行检测。 

3.3  卵黄抗体中和病毒效果评估 

为验证卵黄抗体对病毒的中和效果 , 中和效价

可反映抗体中和病毒的能力 , 研究发现通过中和试

验检测灭活疫苗组免疫后高免蛋表现出高水平的中

和病毒能力, 同时发现在 ELISA 检测卵黄抗体效价

于四免后达到最高峰 1︰25 600 并进入平台期持续

40~60 d, 卵黄抗体中和效价也于四免后达到高峰 46.3

平台期持续 60 d, 中和效果可保护 50%的细胞不发生

病变 , 这说明了高效价的卵黄抗体具有良好的中和

病毒的能力。在平台期 60 d 左右可持续产出高效价

的卵黄抗体 , 这为高效价的卵黄抗体生产提供了充

足的抗体源。 

3.4  卵黄抗体在水产疾病中的应用 

卵黄抗体相关产品制备工艺简单 , 生产成本相

对较低, 在临床使用中会相对便利, 其生产也不受南

北地域、季节或时间的限制, 在疾病治疗方面, 具有

高效、无公害、安全等优势, 是一种接近理想的疾病

预防、治疗的药物。 

本研究以 HSHRV灭活疫苗作为免疫原对蛋鸡进

行免疫, 其免疫原性良好, 通过建立 ELISA检测方法

对免疫期内高免蛋所产卵黄抗体进行实时效价监测, 

确定平台期以便在平台期内可大量收集高免蛋。通过

中和试验验证卵黄抗体中和病毒效果。高滴度抗杂交

鳢弹状病毒卵黄抗体具有被开发为被动免疫的新型

抗杂交鳢弹状病毒生物制品的潜力 , 为杂交鳢弹状

病毒病的防治提供了理论基础 , 亦为其他水产疾病

的预防与治疗提供了研究方向。 

4  结论 

本研究用灭活杂交鳢弹状病毒制备特异性卵黄

抗体 , 特异性抗体效价消长规律经构建的间接

ELISA检测方法实时监测。通过细胞中和试验明确抗

杂交鳢弹状病毒卵黄抗体具有良好的中和病毒效果, 

表明灭活杂交鳢弹状病毒可以有效刺激具有中和能

力的卵黄抗体的产生。该研究表明, 高中和滴度的抗

杂交鳢弹状病毒卵黄抗体具有开发为新型抗杂交鳢

弹状病毒生物制品的潜力 , 为该病的防治奠定了理

论基础。 
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PREPARATION OF ANTI-HYBRID SNAKEHEAD RHABDOVIRUS IGY AND 
DEVELOPMENT OF INDIRECT ELISA 

LIU Tian1, 2, 3, 4,  LI Shuo2,  WANG Ming-Shu4,  ZHAO Li-Ning2,  HUANG Jin-Lu2,   
WU Yi-Lin2,  JIA Ai-Qing2 

(1. Key Laboratory of Microecological Resources and Utilization in Breeding Industry, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, 
Guangzhou 511400, China; 2. Animal Husbandry and Fisheries Research Center of Guangdong Haid Group Co., Ltd., Guangzhou 

511400, China; 3. Guangdong Haid Institute of Animal Husbandry and Veterinary, Guangzhou 511400, China; 4. Institute of Preventive 
Veterinary Medicine, Sichuan Agricultural University, Chengdu 611100, China) 

Abstract    To analyze the production regularity of anti-Hybrid snakehead rhabdovirus IgY and the effectiveness of 

neutralization antibody, laying hens were immunized with inactivated vaccine and then the indirect ELISA method was 

established for monitoring the production regularity of egg yolk antibody. Neutralization assay was also conducted to 

evaluate antibody neutralization. The optimal antigen coating concentration of ELISA assay was 0.5×105.8 TCID50/0.1 mL 

with coating at 37 °C for 2 h, and blocking at 37 °C for 2 h. No cross reaction was found with anti-M. salmoides 

rhabdovirus IgY, SPF egg yolk extract, pre-immunized egg yolk extract and MBC cells. The positive and negative samples 

were determined by S/N (sample/negative)>2.1 with the highest sensitivity. Anti-Hybrid snakehead rhabdovirus IgY was 

produced at 28 d after the first immunization, and reached the highest level after the fourth immunization with 1 : 25 600. 

And also the plateau phase was lasting for 40~60 d, during the plateau phase, the antibody neutralization titer reached to 

highest with 46.3. In this study, the production regularity of anti-Hybrid snakehead rhabdovirus IgY was monitored by 

indirect ELISA, and the effectiveness of neutralization antibody was valued by neutralization assay. The high titer IgY has 

the potential to be developed as a new type of biologic product against hybrid snakehead rhabdovirus. The preparation of 

anti-Hybrid snakehead rhabdovirus IgY and the construction of indirect ELISA method will provide theoretical basis and a 

technical mean for the prevention and treatment of this disease. 

Key words    hybrid snakehead rhabdovirus;  immunoglobulin of egg yolk (IgY);  indirect ELISA;  neutralizing 

antibody 

 


