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摘　 要　 柞蚕微孢子虫病是柞蚕唯一的检疫性病害ꎬ其致病病原物为柞蚕微孢子虫(Ｎｏｓｅｍａ ｐｅｒｎｙｉ ＤｉｎｇꎬＳｕ ＆
Ｗｅｎ)ꎬ因此ꎬ柞蚕微孢子虫的检测对于该病的防治具有重要意义ꎮ 本文通过制备柞蚕微孢子虫多克隆抗体ꎬ建立

柞蚕微孢子虫间接竞争 ＥＬＩＳＡ 检测法ꎮ 结果表明ꎬ柞蚕微孢子虫多克隆抗体效价为 １∶ １０４、浓度为 ３ ｍｇ􀅰ｍＬ － １ꎬ
主要由 ２ 条大小约 ５０ ｋｕ 和 ２５ ｋｕ 蛋白条带组成ꎬ可作为后续试验多克隆抗体材料ꎮ 间接竞争 ＥＬＩＳＡ 法最佳抗原

工作浓度为 ２. ０ μｇ􀅰ｍＬ － １微孢子虫孢壁蛋白溶液ꎬ最佳抗体工作浓度为兔抗血清按 １∶ １０２ 倍浓度稀释ꎬ酶标二抗

最佳工作浓度为 １∶ ５ × １０４ 倍稀释ꎬ柞蚕微孢子虫间接竞争 ＥＬＩＳＡ 检测法的灵敏度为 １. ６ × １０５ ｓｐｏｒｅｓ􀅰ｍＬ － １ꎮ 间

接竞争 ＥＬＩＳＡ 法在柞蚕微孢子虫的检测方面具有一定的应用价值ꎮ
关键词　 柞蚕微孢子虫ꎬ酶联免疫吸附测定ꎬ多克隆抗体ꎬ检测
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　 　 柞蚕微孢子虫病是影响柞蚕生产最为严重的

病害之一ꎬ也是柞蚕生产中唯一的检疫性病害ꎬ病
原为柞蚕微孢子虫 ( Ｎｏｓｅｍａ ｐｅｒｎｙｉ Ｄｉｎｇꎬ Ｓｕ ＆
Ｗｅｎ)(丁杰等ꎬ１９９２)ꎮ 柞蚕微孢子虫病在我国柞

蚕产区均有分布ꎬ且近年的发病率也呈现上升趋

势ꎬ已严重威胁到柞蚕产业的健康发展(徐耀军和

陈大光ꎬ２００６)ꎮ 柞蚕微孢子虫病检测对于保障柞

蚕种卵质量、防治病害经胚种传染等具有重要的

作用ꎬ一直是柞蚕种生产过程中重要的组成部分ꎮ
酶 联 免 疫 吸 附 剂 测 定 ( ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ
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ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬ ＥＬＩＳＡ ) 是 由 Ｅｎｇｖａｌｌ 和

Ｐｅｒｌｍａｎｎ 在 １９７１ 年建立的一种生物活性物质微

量测定技术ꎬ主要是基于抗原或抗体能吸附至固

相载体的表面并保持其免疫活性ꎬ抗原或抗体与

酶形成的酶结合物仍保持其免疫活性和酶催化活

性的基本原理ꎮ 由于其具有灵敏度高、特异性强、
操作简便、设备简单、对人体无害等特点ꎬ在生物

科学各领域得到了广泛应用ꎮ 唐啸尘等(１９９８)报
告了柞蚕微孢子虫单克隆抗体制备及免疫胶体金

银染色法诊断ꎬ对 ６ 种微孢子虫进行检测ꎬ发现光

镜下柞蚕微孢子虫呈现特异的褐色ꎬ能与其他 ５
种微孢子虫区分开ꎮ 研究柞蚕微孢子虫的 ＥＬＩＳＡ
检测法对于进一步探讨柞蚕微孢子虫的最佳检测

技术具有重要的价值ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

１. １. １　 试验材料 　 家兔购自沈阳龙元经济动物

养殖场ꎻ纯化后的柞蚕微孢子虫孢子(姜义仁等ꎬ
２０１１)ꎻ纯化的柞蚕微孢子虫孢壁蛋白(王伯阳等ꎬ
２０１１)ꎮ
１. １. ２ 　 药品与试剂　 辣根过氧化物酶(ＨＲＰ)标
记山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体、弗氏完全佐剂( Ｆｒｅｕｎｄ’ ｓ
ｃｏｍｐｌｅｔｅ ａｄｊｕｖａｎｔꎬＦＣＡ)、四甲基联苯胺(ＴＭＢ)显

色液和酶标板购自北京鼎国生物技术有限公司ꎬ
其它试剂均为国产分析纯ꎮ

包被缓冲液:Ｎａ２ＣＯ３ ５. ３ ｇ、ＮａＨＣＯ３ ４􀆰 ３ ｇꎬ双
蒸水定容至 １ ＬꎬｐＨ ９. ６ꎮ

洗涤液:ＮａＣｌ ９. ０ ｇ、Ｔｗｅｅｎ２０ １ ｍＬꎬ双蒸水定

容至 １ ＬꎬｐＨ ７. ４ꎮ
封闭液:ＮａＣｌ ８. ０ ｇ、Ｎａ２ＨＰＯ４ １. ４２ ｇ、ＫＨ２ＰＯ４ ０. ２

ｇ、ＫＣｌ ０. ２ ｇ、ＢＳＡ ５. ０ ｇꎬ双蒸水定容至 １ ＬꎬｐＨ ７. ４ꎮ
２ ｍｏｌ􀅰Ｌ －１ Ｈ２ＳＯ４ 溶液:量取浓 Ｈ２ＳＯ４ １１. １

ｍＬꎬ加入到 ８０ ｍＬ 蒸馏水中ꎬ冷却后ꎬ定容至 １００
ｍＬꎮ

１. ２　 试验方法

１. ２. １　 家兔免疫 　 家兔体重约为 １. ５ ｋｇꎬ雄性ꎬ
经 １ 周的观察ꎬ兔子健康状况良好ꎬ可以进行免

疫ꎮ 首次免疫取 ７５０ μＬ 柞蚕微孢子虫孢子液

(１０８ ｓｐｏｒｅｓ􀅰ｍＬ － １)与等体积的 ＦＣＡ 充分混合后

免疫家兔ꎬ第 ４ 次追加免疫为不添加 ＦＣＡ 的孢子

液 １ ｍＬꎮ 第 ５ 次免疫 ７ ｄ 后ꎬ利用间接 ＥＬＩＳＡ 法

测定抗体效价ꎮ
１. ２. ２ 　 抗血清制备　 间接 ＥＬＩＳＡ 法测定效价符

合试验要求后ꎬ进行末次免疫ꎬ免疫 １０ ｄ 后于家兔

心脏取血ꎬ收集的血液 ３７℃下温育 ２ ｈ 凝固后ꎬ置
４℃下过夜析出血清ꎬ离心后在无菌条件下吸出血

清ꎬ － ２０℃保存ꎮ
１. ２. ３　 多克隆抗体纯化 　 利用饱和硫酸铵盐析

法纯化多克隆抗体ꎮ 取抗血清 １ ｍＬꎬ加入等量

０􀆰 ９％ ＮａＣｌ 溶液摇匀ꎬ再缓慢加入饱和硫酸铵溶

液 ２ ｍＬꎬ充分混合后 ４℃下静置 ４０ ｍｉｎꎬ５ ０００ ｒ􀅰
ｍｉｎ － １离心 ２０ ｍｉｎꎮ 沉淀加入生理盐水 ２ ｍＬꎬ摇
匀ꎬ再加入 １ ｍＬ 饱和硫酸铵ꎬ充分混合后 ４℃下静

置 ４０ ｍｉｎꎮ 取出后离心ꎬ以饱和度为 ３３％ 的硫酸

铵溶液洗涤沉淀 ２ 次ꎮ 将离心后的沉淀用少量生

理盐水溶解ꎬ０. ４５ μｍ 微孔滤膜过滤ꎮ 滤液装入

透析袋中ꎬ以去离子水 ４℃下透析 ３ ｄꎬ换液 ６ 次ꎮ
纯化后抗体溶液于 － ２０℃下保存备用ꎮ
１. ２. ４ 　 多克隆抗体的蛋白含量测定及 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 检测　 利用考马斯亮蓝 Ｇ￣２５０ 法测定抗体

蛋白含量ꎮ 用 ３０％丙烯酰胺和 ０. ８％亚甲双丙烯

酰胺的溶液配制 １５％ 分离胶和 ５％ 浓缩胶ꎬ加入

含有 β￣巯基乙醇的上样液ꎬ上样总体积为 １０ μＬꎬ
样品体积约为 ５ μＬꎮ 以 １ ｍｍ 厚的垂直板电泳至

凝胶下端 １ ｃｍ 处停止电泳ꎮ 用考马斯亮蓝 Ｒ￣２５０
染色ꎬ脱色后采用凝胶成像系统照相ꎮ
１. ２. ５　 间接竞争 ＥＬＩＳＡ 检测法反应程序

(１)酶标板预处理:将新购酶标板用双蒸水浸

泡过夜ꎬ晾干后备用ꎮ
(２)包被:每孔加 １００ μＬ 最适工作浓度抗原

液ꎬ４℃包被过夜ꎮ
(３)洗涤:倒去板孔中液体ꎬ倒置拍干孔内残

余反应液ꎮ 用洗涤液反复漂洗 ３ 次ꎬ后将反应板

倒置在吸水纸上ꎬ使孔中洗涤液流尽ꎮ
(４)封闭:加封闭液 ２００ μＬ /孔ꎬ ３７℃ 孵育 ２

ｈꎬ然后洗涤(方法同前)ꎬ已封闭过的酶标板ꎬ４℃
保存备用ꎮ

(５)加样:加稀释至最适工作浓度 ２ 倍的兔抗

血清 ５０ μＬ /孔及待测抗原液 ５０ μＬ /孔ꎬ以包被液代

替待测抗原液为阴性对照ꎬ以包被液代替兔抗血清

及待测抗原液为空白对照ꎬ３７℃孵育 ２ ｈ 后洗涤ꎮ
(６)加酶标二抗:加入 ＨＲＰ 标记的羊抗兔

ＩｇＧꎬ１００ μＬ /孔ꎬ３７℃孵育 １ ｈꎬ然后洗涤ꎮ
(７) 显色:加入 ＴＭＢ 显色液ꎬ１００ μＬ /孔 (Ａ
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液、Ｂ 液各 ５０ μＬ)ꎬ３７℃避光显色 １５ ｍｉｎꎬ２ ｍｏｌ􀅰
Ｌ － １ Ｈ２ＳＯ４ ５０ μＬ /孔终止反应ꎬ２０ ｍｉｎ 内酶标仪读

取 ＯＤ４５０值ꎮ
１. ２. ６　 间接竞争 ＥＬＩＳＡ 检测法反应程序优化

(１)抗原抗体最适工作浓度确定 　 抗体和抗

原分别进行系列稀释ꎮ 用包被液将微孢子虫孢壁

蛋白稀释为工作浓度 １. ０、２. ０、４. ０ 和 ８. ０ μｇ􀅰
ｍＬ － １作为抗原备用ꎮ 将兔抗血清按 １∶ １０２、１∶ １０３、
１∶ １０４ 和 １∶ １０５ 稀释浓度ꎬ以正常兔血清稀释为 １∶
１０３ 为阴性对照ꎬ以包被液为空白对照ꎮ 采用间接

ＥＬＩＳＡ 法比较检测效果ꎬ以发光值与阴性对照的

比值最大的抗原抗体浓度作为包被抗原和抗体最

佳工作浓度ꎮ
(２)酶标二抗最适工作浓度的确定　 将 ＨＲＰ

标记的羊抗兔 ＩｇＧ 稀释 ５ × １０３ 倍、１ × １０４ 倍、２ ×
１０４ 倍、３ × １０４ 倍、４ × １０４ 倍、５ × １０４ 倍和 ６ × １０４

倍作为二抗ꎮ 待测抗原液选用 １ μｇ􀅰ｍＬ － １孢壁蛋

白为阳性对照、不加待测抗原液为阴性对照ꎬ采用

间接 ＥＬＩＳＡ 法比较检测效果ꎮ
(３)特异性反应 　 以微孢子虫悬液为阳性对

照ꎬ采用间接竞争 ＥＬＩＳＡ 法对健康柞蚕血淋巴作

检测ꎬ根据 ＯＤ 值判断是否发生交叉反应ꎮ
１. ２. ７ 间接竞争 ＥＬＩＳＡ 工作曲线　 将微孢子虫溶

液分别稀释为 １、５、１０、５０、１０２、５ × １０２、１０３、５ ×
１０３、１０４、５ × １０４、１０５、５ × １０５ 和 １０６ 倍ꎬ作为待测

抗原ꎬ另加阴性对照及空白对照ꎬ根据下述公式计

算竞争率ꎮ 以微孢子虫孢子稀释倍数的自然对数

值为横坐标ꎬ竞争率为纵坐标ꎬ绘制竞争标准曲

线ꎬ取竞争标准曲线中线性较好的坐标点绘制检

测工作曲线ꎮ
竞争率 ＝
竞争抗原孔 ＯＤ 值 －空白对照孔 ＯＤ 值

阴性对照孔 ＯＤ 值
ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 间接竞争 ＥＬＩＳＡ 法检测效价

用包被液将包被用抗原“微孢子虫孢壁蛋白”
稀释为工作浓度 ０. ５ μｇ􀅰ｍＬ － １ 作为抗原ꎬ间接

ＥＬＩＳＡ 测定的多克隆抗体效价如表 １ꎮ 当血清稀

释至 １０４ 时ꎬＯＤ５９５为 １. ０２２ 大于 ０. ２８ꎬ且与阴性对

照比值大于 ２. １ꎬ所以柞蚕微孢子虫多克隆抗体效

价为 １∶ １０４ꎬ可作为后续试验多克隆抗体材料ꎮ

表 １　 柞蚕微孢子虫多克隆抗体效价测定

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｉｔｅｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｌｙｃｌｏｎｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ Ｎｏｓｅｍａ ｐｅｒｎｙｉ

抗原 Ａｎｔｉｇｅｎ
(０. ５ μｇ􀅰ｍＬ － １)

血清稀释

Ｓｅｒｕｍ ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ

１０２ 倍 １０３ 倍 １０４ 倍 １０５ 倍 １０６ 倍

阴性对照

Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
空白对照

Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ

ＯＤ５９５ ２. ５４２ ２. ３４６ １. ０２２ ０. ２７８ ０. １３８ ０. １３３ ０. １４８

２. ２　 抗体蛋白含量

如图 １ 所示ꎬ蛋白质标准曲线方程为 ｙ ＝
０􀆰 ０００８ｘ ＋ ０. ００２５(μｇ􀅰ｍＬ － １)ꎬ通过计算可知ꎬ纯
化后柞蚕微孢子虫多克隆抗体浓度为 ３ ｍｇ􀅰
ｍＬ － １ꎮ

２. ３　 多克隆抗体的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测

纯化后柞蚕微孢子虫多克隆抗体通过 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 检测(图 ２)ꎬ显示其主要由 ２ 条蛋白条带组

成ꎬ大小约 ５０ ｋｕ 和 ２５ ｋｕꎮ

２. ４　 间接竞争 ＥＬＩＳＡ 法确定抗原抗体最适工作

浓度

将抗体和抗原分别进行系列稀释ꎬ用包被液

图 １　 蛋白质标准曲线

Ｆｉｇ. １　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

将微孢子虫孢壁蛋白稀释为工作浓度 １. ０、２. ０、
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图 ２　 纯化柞蚕微孢子虫多克隆抗体的

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 图谱

Ｆｉｇ. ２　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ
ｐｏｌｙｃｌｏｎｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ Ｎｏｓｅｍａ ｐｅｒｎｙｉ

１ 为纯化后的多克隆抗体ꎻ
Ｍ 为蛋白质低分子质量 ｍａｒｋｅｒ

ｌａｎｅ １ꎬｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｃｌｏｎｅ ａｎｔｉｂｏｄｙꎻ
ｌａｎｅ Ｍꎬｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｍａｒｋｅｒ.

４􀆰 ０ 和 ８. ０ μｇ􀅰ｍＬ － １作为待测抗原ꎬ采用间接竞

争 ＥＬＩＳＡ 法比较检测ꎬ确定最佳抗原工作浓度为

２. ０ μｇ􀅰ｍＬ － １微孢子虫孢壁蛋白溶液ꎬ最佳抗体

工作浓度为兔抗血清按 １∶ １０２ 倍浓度稀释(表 ２)ꎮ

表 ２　 抗原抗体最适工作浓度试验结果

Ｔａｂｌｅ ２　 ＩＣ￣ＥＬＩＳＡ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

待测抗原浓度(μｇ􀅰ｍＬ － １)
Ａｎｔｉｇｅｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

抗体稀释倍数

Ｐｏｌｙｃｌｏｎｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ

１０２ 倍 １０３ 倍 １０４ 倍 １０５ 倍

阴性对照

Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
空白对照

Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ

１. ０ １. ３３ １. ０２ ０. ２８ ０. １５ ０. １５ ０. １３

２. ０ １. ３７ １. ２３ ０. ３４ ０. １５ ０. １４ ０. １２

４. ０ １. ３７ １. ３３ ０. ４５ ０. １７ ０. １８ ０. １４

８. ０ １. ３９ １. ３２ ０. ４８ ０. １７ ０. １５ ０. １９

２. ５　 酶标二抗最适工作浓度的确定

依次稀释酶标二抗至 ５ × １０３ 倍、１ × １０４ 倍、２
× １０４ 倍、３ × １０４ 倍、４ × １０４ 倍、５ × １０４ 倍和 ６ ×
１０４ 倍进行测定ꎬ阴性对照与阳性对照比值最大的

酶标二抗浓度作为最佳工作浓度ꎬ最后选择 １∶ ５ ×
１０４ 倍稀释浓度作为酶标二抗最佳工作浓度(表
３)ꎮ

２. ６　 特异性试验结果

特异性试验结果表明ꎬ柞蚕血淋巴因氧化而

略现红褐色ꎬ影响对结果的判断(表 ４)ꎮ 可将柞

蚕血淋巴 １ × １０４ ｒ􀅰ｍｉｎ － １ꎬ离心 ３ ｍｉｎ 后取沉淀用

于进行检测ꎬ以排除血淋巴对检测试验的干扰ꎮ

２. ７　 间接竞争 ＥＬＩＳＡ 工作曲线

将微孢子虫溶液分别稀释为 １、５、１０、５０、１０２、
５ × １０２、１０３、５ × １０３、１０４、５ × １０４、１０５、５ × １０５ 和 １０６

倍ꎬ作为待测抗原ꎬ另加阴性对照及空白对照ꎬ结
果见表 ５ꎮ
　 　 以孢子稀释倍数的自然对数值为横坐标ꎬ竞
争率为纵坐标ꎬ绘制竞争标准曲线(图 ３)ꎮ 当微

孢子虫浓度为 １. ６ × １０５ ~ １. ６ × １０８ ｓｐｏｒｅｓ􀅰ｍＬ － １

图 ３　 竞争标准曲线

Ｆｉｇ. ３　 Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＩＣ￣ＥＬＩＳＡ
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表 ３　 酶标二抗最适工作浓度试验

Ｔａｂｌｅ ３　 ＨＲＰ￣ＩｇＧ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

二抗稀释倍数 ＨＲＰ￣ＩｇＧ ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ

５ × １０３ 倍 １ × １０４ 倍 ２ × １０４ 倍 ３ × １０４ 倍 ４ × １０４ 倍 ５ × １０４ 倍 ６ × １０４ 倍

阴性对照

Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
１. ３９ １. ３８ １. ３５ １. ３６ １. １２ １. １２ ０. ９９

阳性对照

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
１. ３６ １. ３６ １. ２４ １. ２５ １. ０３ ０. ９８ ０. ８８

阴性对照 /阳性对照

Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ / Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
１. ０２ １. ０１ １. ０９ １. ０９ １. ０９ １. １４ １. １２

表 ４　 特异性试验结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ

待测抗原

Ａｎｔｉｇｅｎ
阳性对照

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
柞蚕血淋巴

Ｔｕｓｓａｈ ｈｅｍｏｌｙｍｐｈ
阴性对照

Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

ＯＤ 值 ０. ６９ ０. ８１ １. ３０

表 ５　 间接竞争 ＥＬＩＳＡ 法检测结果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＩＣ￣ＥＬＩＳＡ

孢子稀释倍数

Ｓｐｏｒｅｓ ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ
ＯＤ 值

ＯＤ ｖａｌｕｅ

孢子稀释倍数自然对数值

Ｎａｔｕｒａｌ ｌｏｇａｒｉｔｈｍ ｏｆ
ｓｐｏｒｅｓ ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ

竞争率

Ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ
ｒａｔｉｏ

孢子浓度(个􀅰ｍＬ － １)
Ｓｐｏｒｅｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

１ × １０６ １. ２５ １３. ８１５５１ ０. ８６１５３８ １. ６ × １０２

５ × １０５ １. ２６ １３. １２２３６ ０. ８６９２３１ ０. ８ × １０２

１ × １０５ １. ２５ １１. ５１２９３ ０. ８６１５３８ １. ６ × １０３

５ × １０４ １. ２５ １０. ８１９７８ ０. ８６１５３８ ０. ８ × １０３

１ × １０４ １. ２６ ９. ２１０３４ ０. ８６９２３１ １. ６ × １０４

５ × １０３ １. ２７ ８. ５１７１９３ ０. ８７６９２３ ０. ８ × １０４

１ × １０３ １. ２７ ６. ９０７７５５ ０. ８７６９２３ １. ６ × １０５

５ × １０２ １. １８ ６. ２１４６０８ ０. ８０７６９２ ０. ８ × １０５

１ × １０２ ０. ９９ ４. ６０５１７ ０. ６６１５３８ １. ６ × １０６

５０ ０. ９２ ３. ９１２０２３ ０. ６０７６９２ ０. ８ × １０６

１０ ０. ７７ ２. ３０２５８５ ０. ４９２３０８ １. ６ × １０７

５ ０. ６９ １. ６０９４３８ ０. ４３０７６９ ０. ８ × １０７

１ ０. ５１ ０ ０. ２９２３０８ １. ６ × １０８

空白对照 Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ０. １３ — — —

阴性对照 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ １. ３０ — — —
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图 ４　 检测工作曲线

Ｆｉｇ. ４　 Ｔｈｅ ｗｏｒｋ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＩＣ￣ＥＬＩＳＡ

时ꎬ曲线线性较好ꎬ取该浓度中的 ７ 个坐标点绘制

检测工作曲线(图 ４)ꎮ 由该工作曲线可知ꎬ微孢

子虫间接竞争 ＥＬＩＳＡ 检测法的灵敏度为 １. ６ × １０５

ｓｐｏｒｅｓ􀅰ｍＬ － １ꎮ

３　 讨论

目前ꎬ柞蚕生产上仍一直沿用显微镜检查雌

蛾中是否含有柞蚕微孢子虫孢子来淘汰感病雌蛾

的方法进行微粒子病的防治ꎬ该法只能检查出已

经发育到孢子阶段的柞蚕微孢子虫ꎬ且检出效率

及准确性等难以得到保障ꎬ因此开发高效、准确、
灵敏的实用检测技术势在必行ꎮ Ｓｈａｒａｎ 等(１９９２)
提出利用蚕蜕取代雌蛾进行显微镜检测ꎬ可以减

轻制种过程中的镜检工作ꎻ Ｈｕｓｓａｉｎ ａｎｄ Ｂｕｈｒｏｏ
(２０１１)也提出利用蚕蜕涂片的镜检方法ꎬ且发现

蛹组织及蚕蜕中的微孢子虫检出没有差异ꎬ可以

在制种过程中进行应用ꎮ Åｋｅｒｓｔｅｄｔ(２００２)建立一

种 间 接 ＥＬＩＳＡ 检 测 兔 脑 炎 微 孢 子 虫

(Ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｏｚｏｏｎ ｃｕｎｉｃｕｌｉ)的方法ꎬ并且与碳免疫、
间接免疫荧光等检测该微孢子虫的常用血清学检

测方法的检测效果无明显差异ꎮ Ｋａｗａｒａｂａｔａ 和

Ｈａｙａｓａｋａ ( １９８７ ) 利 用 家 蚕 微 孢 子 虫 ( Ｎｏｓｅｍａ
ｂｏｍｂｙｃｉｓ)碱溶性孢子表面抗原代替完整孢子ꎬ建
立了家蚕微孢子虫 ＥＬＩＳＡ 检测方法ꎮ 利用从家蚕

微孢子虫中分离纯化的极丝蛋白制备多克隆抗体

并用 ＥＬＩＳＡ 法测定其效价ꎬ滴度为 １ ∶ １. ０２４ × １０５

(高永珍等ꎬ２００１)ꎮ Ｍｉｋｅ 等(１９８８)制备 ３ 种微孢

子虫的特异性单克隆抗体ꎬＥＬＩＳＡ 抑制研究表明 ３
种单克隆抗体能够被相应的微孢子虫所抑制ꎮ 陈

建国等(１９８８)筛选了 ６ 株家蚕微孢子虫单克隆抗

体细胞株ꎬ除 Ｎｂ４ 和 Ｎｂ６ 外ꎬ其余均对家蚕微孢子

虫具有特异性ꎬ且 ＥＬＩＳＡ 检测最低量为 ７００ 个孢

子ꎮ Ｋｅ 等(１９９０)利用家蚕微孢子虫单克隆抗体

的 ＥＬＩＳＡ 法检测出最低可达等量于 ４００ 个孢子的

碱溶性抗原ꎬ且可以利用 ＥＬＩＳＡ 分析不同微孢子

虫之间的免疫相关性ꎮ 万森等(２００８)建立家蚕微

孢子虫单克隆抗体的双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测法ꎬ结
果表明该方法对纯化家蚕微孢子虫孢子和混入蚕

卵组织液样本的检测灵敏度分别为 ３. １２５ × １０５

ｓｐｏｒｅｓ􀅰ｍＬ － １和 ５ × １０６ ｓｐｏｒｅｓ􀅰ｍＬ － １ꎮ 微粒子病

检测的技术根本是解决基于实际应用条件下的灵

敏度和特异性的问题ꎬ微孢子虫 ＥＬＩＳＡ 检测法在

很多方面还存在不足之处ꎬ如抗体捕获孢子的能

力较弱(尤其是单抗)、灵敏度的稳定性较差等问

题ꎬ由于 Ｎ. ｂｏｍｂｙｃｉｓ 孢子个体和比重较大ꎬ造成

包被或抗体捕获孢子效果不佳引起检测灵敏度不

稳定ꎬ因此ꎬ实用化检测技术尚有待进一步深入研

究(鲁兴萌等ꎬ２０１１)ꎮ
王伯阳等(２０１２)利用柞蚕微孢子虫孢子液直

接免疫家兔获得柞蚕微孢子虫多克隆抗体ꎬ采用

双抗夹心法和竞争法制作胶体金免疫层析试纸

条ꎬ建立柞蚕微孢子虫胶体金免疫层析检测法ꎬ２
种方法的检测时间均为 １０ ｍｉｎꎬ检测灵敏度为 ０. ８
× １０７ ｓｐｏｒｅｓ􀅰ｍＬ － １ꎮ 本研究表明ꎬ采用间接竞争

ＥＬＩＳＡ 法检测柞蚕微孢子虫灵敏度可达到 １. ６ ×
１０５ ｓｐｏｒｅｓ􀅰ｍＬ － １ꎬ检测特异性及灵敏度效果较好ꎮ
柞蚕微孢子虫含有多种孢壁蛋白(王林玲ꎬ２００７ꎻ
张玺等ꎬ２０１０ꎻ王伯阳等ꎬ２０１１)ꎬ可引起哺乳动物

的免疫反应ꎮ 本研究结果为开发针对柞蚕微孢子

虫特异性的单克隆抗体、进一步解决检测假阳性、
提高检测灵敏性及特异性等方面提供了基础ꎮ
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