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摘  要：【背景】由鲤疱疹病毒Ⅱ型(cyprinid herpesvirus-2, CyHV-2)引起的疱疹病毒性造血坏死病在

鲫和金鱼中的暴发给水产养殖业造成了巨大的经济损失。【目的】开发一种快速、现场检测鲫是否

感染过 CyHV-2 和监测鲫 CyHV-2 IgM 抗体水平的胶体金检测试纸条。【方法】将 CyHV-2 与胶体

金结合作为金标抗原、Protein A 作为检测线、兔源 rORF66 多克隆抗体进行划线作为质控线，分析

胶体金试纸条最佳制备及组装条件，确定胶体金标记最适 pH、金标抗原最适浓度，以及检测线(test 
line, T 线)、质控线(control line, C 线)最适划线浓度等。【结果】本研究制备的 CyHV-2 抗体胶体金

试纸条可以使用全血测试，与常见的其他鱼类抗体血清无交叉反应，如草鱼呼肠孤病毒抗体阳性

血清、鳜虹彩病毒抗体阳性血清等。试纸条最低限度可以检测到 1:100 稀释的阳性血清抗体，由

试纸条检测线的深浅可以初步判断鱼体中抗体水平。试纸条通过对 10 条鲫鱼血清样品检测并和金

鱼造血器官坏死病毒检测方法(GB/T 36194—2018)进行 Kappa 分析，Kappa 值为 0.80，表明二者有

较高的符合率。【结论】本研究制备的试纸条具有较高的灵敏度和特异性，具有操作简单和成本较

低的特点，对鱼类检疫、鱼体抗体水平评价等具有实际应用价值。 
关键词：鲤疱疹病毒Ⅱ型；胶体金试纸条；抗体；现场检测 

 

 



 
5450 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Preparation and analysis of colloidal gold test strips for 
cyprinid herpesvirus-2 antibody 
SUN Yuchong1, ZHANG Xiaomi1, JI Xiaohua1, XIE Jiarong1, LYU Liqun*2 

1 National Pathogen Collection Center for Aquatic Animals, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China 
2 Key Laboratory of Freshwater Aquatic Genetic Resources, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Shanghai 

Ocean University, Shanghai 201306, China 
 
Abstract: [Background] Hematopoietic necrosis caused by cyprinid herpesvirus-2 (CyHV-2) 
has led to serious economic losses in aquaculture due to its spread in crucian carp, goldfish and 
other species. [Objective] To develop an on-site colloidal gold test strip for detecting and 
monitoring the level of IgM antibodies against CyHV-2 in crucian carp. [Methods] CyHV-2 was 
combined with colloidal gold as the gold-labeled antigen. Protein A was employed as the 
detection line, and rabbit-derived rORF66 polyclonal antibody as the quality control line. The 
optimal preparation and assembly conditions of colloidal gold test strips were analyzed, and the 
optimal pH and concentration of colloidal gold-labeled antigen, as well as the optimal marking 
concentrations of test line (T line) and quality control line (C line), were determined. [Results] 
The colloidal gold test strips prepared in this study did not cross-react with other common fish 
antibody-positive sera, such as grass carp reovirus antibody-positive serum, mandarin fish 
iridovirus antibody-positive serum, largemouth black bass iridovirus antibody-positive serum, 
and carp spring viremia virus antibody-positive serum. The test strips can detect serum 
antibodies at a minimum dilution of 1:100, and the density of the detection line can help roughly 
judge the antibody level. The test strips were used to detect 10 crucian carp serum samples and 
compared with the detection method of goldfish haematopoietic necrosis virus (GB/T 
36194—2018). The Kappa value was 0.80, indicating a high coincidence rate between the two 
methods. [Conclusion] The test strips prepared in this study have high sensitivity, high 
specificity, simple operation, and low cost, demonstrating the potential for fish quarantine and 
evaluation of fish antibody levels against CyHV-2. 
Keywords: cyprinid herpesvirus-2; colloidal gold test strip; antibodies; on-site testing 
 

鲤 疱 疹 病 毒 Ⅱ 型 (cyprinid herpesvirus-2, 
CyHV-2)是鲫(Carassius sp.)的疱疹病毒性造血

坏死(herpesviral haematopoietic necrosis, HVHN)
病原体。CyHV-2有一个含有双链 DNA基因组

的二十面体衣壳和一个携带病毒糖蛋白的脂

质包膜，在受感染的鱼体脾脏和肾脏的造血

细胞以及鳃中繁殖和组装 [1]。CyHV-2 对金

鱼、鲫甚至金鱼和鲤鱼的杂交种都具有高致病

性 [2]。CyHV-2 是疱疹病毒目异疱疹病毒科

(Alloherpesviridae)鲤鱼病毒属(Cyvirus)的一个

成员，其他属于该属的病毒包括鲤疱疹病毒Ⅰ
型、鲤疱疹病毒Ⅲ型 [3-4]。1992 年和 1993 年

春天，疱疹病毒性造血坏死病首次暴发于日本

养殖的金鱼，导致金鱼严重死亡，科学家从患

病金鱼中首次分离出 CyHV-2，自 1992−1993 年

第一次报道以来，世界各地都报道了 CyHV-2
感染，包括美国 [5-6]、澳大利亚 [7]、英国 [8-9]、

中国[10]。 
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CyHV-2 的抗体目前尚无成熟的检测手

段，实验室可以通过制备鲫 IgM 单克隆抗体检

测 CyHV-2 的抗体。CyHV-2 病毒可以通过 PCR
方法检测，依据现行国家标准金鱼造血器官坏

死病毒检测方法 (GB/T 36194—2018)[11]。Wu
等[12]研制了一种免疫层析试纸，让水产养殖设

施工作人员能够快速现场检测 CyHV-2。在实际

应用中，针对 CyHV-2 抗体检测的相关免疫实验

需要专业人员进行操作，并且对特异性抗体的

要求高，检测仪器设备比较复杂，检测时间长。

这些弊端的存在突显了开发快速简便的临床检

测方法的必要性和重要性。胶体金免疫层析试

纸条技术(colloidal gold immunochromatography 
assay, GICA)将胶体金标记技术、免疫检测技

术、层析分析技术和单(多)克隆抗体技术等多

种技术相结合，具有特异性高、反应迅速、操

作简单、成本低等特点。GICA 技术已成功应

用于妊娠检测、病原体抗体检测、病原检测、

疾病相关的标志物检测、药物残留检测等诸多

领域，胶体金试纸条中免疫复合物将被截留或

富集在检测带上，标记物(胶体金)会呈现直观

的显色试验现象；若样品中不含待检物，则会

同游离标记物一起到达质控线[13]，结果非常直

观易懂。胶体金免疫层析试纸条具有价格低

廉、不需要专业人员操作、检测快捷和特异性

强的优点[14]，因此 GICA 技术特别适用于水产

养殖临床检测。 
GICA 通常使用硝酸纤维素膜作为载体，

以胶体金标记的抗原或抗体作为示踪剂。本研

究采用病毒抗原、多克隆抗体等材料开发一种

适用于检测 CyHV-2 抗体的胶体金免疫层析试

纸条，使用全血样本快速检测鲫鱼体内的抗体

水平。此技术若成功应用于 CyHV-2 抗体的检

测，则能够克服当前 CyHV-2 临床快检技术缺乏

的现实问题，对 CyHV-2 的监测起重要作用。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

CyHV-2 毒株由本实验室分离并保存；鲫鳍

条细胞系(GiCF)[15]由本实验室构建并保存；健

康鲫鱼购自五四农场；M199 培养基购自吉诺生

物技术有限公司；胎牛血清购自武汉普诺赛生命

科技有限公司；病毒基因组 DNA 提取试剂盒购

自天根公司；DL2000 DNA Marker 和 PrimeSTAR 
Max DNA Polymerase 购自 TaKaRa 公司；国家标

准引物(GB/T 36194—2018)由本实验室保存；四

氯金酸、柠檬酸三钠、海藻糖购自 Sigma-Aldrich
公司；曲拉通-100 购自北京普利莱基因技术有

限公司；10×PBS Buffer 购自北京酷来搏科技有

限公司；rORF66 蛋白[16]、兔源 rORF66 多克隆

抗体由本实验室制备并保存；鲫 IgM 单克隆抗

体[17]由盐城工学院提供；草鱼呼肠孤病毒抗体

阳性血清、鳜虹彩病毒抗体阳性血清、大口黑鲈

虹彩病毒抗体阳性血清和鲤春病毒血症病毒抗

体阳性血清由本实验室保存；Protein A 购自

Proteintech 公司；硝酸纤维素膜(Sartorius CN 
140)、吸水纸、结合垫、样品垫、PVC 底板均购

自上海捷宁生物科技有限公司。 
Blotting Substrate 凝胶成像系统，上海天能

科技有限公司；PCR 仪和 Bio-Rad-CFX Manager 
(3.1)，Bio-Rad 公司；XYZ 三维划膜喷金仪、裁

条机和贴板机，上海金标生物科技有限公司。 

1.2  CyHV-2 病毒扩增 
将保存在−150 ℃冰箱的 CyHV-2 病毒液解

冻，选取在 27 ℃细胞培养箱生长 1−2 d 的

GiCF 细胞，用显微镜观察生长状态，细胞长

为单层且状态较好时开始接种病毒。先用移液

管吸出 T75 培养瓶中的培养液，加入 2 mL 解

冻的 CyHV-2 病毒液 (1.05×109 copies/mL)，
25 ℃孵育 2 h，然后吸出病毒液，加入 10 mL
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含 2%胎牛血清的 M199 培养基。放置于 25 ℃
细胞培养箱，待出现细胞病变效应，继续培养

1−2 d，使病毒充分释放于培养液中。用离心

管收集病毒液并于 800 r/min 离心 5 min，以此

去除细胞碎片，上清液使用 0.22 μm 过滤膜过

滤，参照病毒基因组 DNA 提取试剂盒说明书

提取 DNA，然后参照 TaKaRa TB Green II 说明

书进行 qPCR 以确定病毒载量，病毒保存至

−150 ℃冰箱。  

1.3  鲫鱼抗体阳性血清的制备 
将购买的健康鲫鱼(14−16 cm)放入 200 L

的塑料桶暂养 7 d，确认无病毒或其他病原感

染，取 10 条鲫鱼，每条鲫鱼腹腔注射 500 μL
的 CyHV-2 病毒液(109 copies/mL)，鲫鱼放入 
20 L 曝氧水以及加热棒保持 25 ℃的玻璃缸。

待 21 d 后每条鲫鱼尾静脉抽血，收集血液于

1.5 mL 离心管中，4 ℃静置一夜。然后解剖鲫

鱼，取肾、脾、肝胰脏，提取病毒 DNA 并参

照 PrimeSTAR Max DNA Polymerase 说明书进

行 PCR，产物使用 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测，

剩余病变组织保存于−20 ℃。第二天将血样品

800 r/min 离心 5 min，吸取血清移入新的离心

管中。取 Dot Blot 仪器，将 0.45 μm 的聚偏二氟

乙烯(polyvinylidene difluoride, PVDF)膜剪切成

合适大小，然后将 PVDF 膜浸润于甲醇溶液中

30 s，纯水润洗 1 min。将 PVDF 膜置于仪器

中，每孔滴加 1 mg/mL 的 rORF66 蛋白 2.5 μL，
待点样液体吸收后，每孔滴加 200 μL 纯水配制

的 5%脱脂牛奶，室温 200 r/min 摇床封闭 2 h。
封闭完成后吸出孔内液体，PBST 洗 4 次，每次 
8 min。加入鲫鱼抗体阳性血清，每孔 200 μL，
室温 200 r/min 摇床孵育 2 h。洗膜，加入鲫鱼

IgM单克隆抗体(稀释比例1:1 000)，每孔200 μL，
室温 200 r/min 摇床孵育 2 h。洗膜，加入辣根过

氧化物酶(horseradish peroxidase, HRP)标记的羊

抗鼠 IgG，每孔 200 μL，室温 200 r/min 摇床孵

育 2 h。洗膜，将显色液 1:1 混合后对 PVDF 膜

进行显色 30 s，利用 ECL 胶成像系统进行观

察。其余抗体阳性血清保存于−20 ℃冰箱。 

1.4  胶体金的制备 
首先将玻璃容器清洗干净，加入 100 mL 浓

度为 0.01%的氯金酸溶液，置于加热磁力搅拌器

上加热搅拌，待溶液彻底煮沸 3 min 后迅速加入

1%柠檬酸三钠溶液 2 mL，搅拌并持续加热，溶

液变黑再变紫红色后，继续加热 10 min 待反应

完全，冷却后补充到原体积，此时溶液呈酒红色，

用分光光度计和透射电镜进行质量鉴定。 

1.5  胶体金标记抗原最适 pH 的确定 
用 0.2 mol/L 的 K2CO3 溶液将 6 管胶体金溶

液分别调节 pH 值为 4.0−9.0，每管 3 mL，在不

同 pH 溶液中加入适量的 CyHV-2 病毒液，充分

混合均匀静置 30 min 后加入 10% NaCl 溶液 
0.1 mL，混合均匀静置 2 h，使用分光光度计测

定每个 pH 梯度 OD520 值。 

1.6  胶体金标记抗原最适标记量的确定 
将 6 管胶体金溶液调节至最适 pH，每管   

3 mL，分别向胶体金溶液中加入 15、30、45、
60、75 和 90 μL 的 CyHV-2 病毒液，混合均匀

后静置 30 min，随即加入 0.1 mL 10% NaCl 溶
液混合均匀后静置 2 h，使用分光光度计检测每

个浓度 OD520 值。 

1.7  金标抗原的制备 
取 800 μL 胶体金溶液于离心管中，将离心

管置于冰上操作，调节至最适 pH，涡旋 3 min，
静置 3 min；向胶体金溶液中加入最适标记量

120%的 CyHV-2 病毒液，涡旋 3 min，静置 3 min；
加入 200 μL 5% BSA 溶液(1×PBS 配制)使 BSA
终浓度为 1%，涡旋 3 min，静置 3 min；然后 4 ℃、

1 500 r/min 离心 20 min；观察无沉淀则效果良

好，继续 4 ℃、8 000−9 900 r/min 离心 30 min，
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此时胶体金应沉淀于底部，吸除上清，沉淀用

1/10 体积的金标复溶液(含 5%海藻糖、1% BSA
的 0.01 mol/L PBS 缓冲液)重悬，保存至 4 ℃。 

1.8  质控线最适划线浓度的确定 
取硝酸纤维素膜(NC 膜)，将兔源 rORF66

多克隆抗体稀释成 1.0、0.8、0.6、0.4 和 0.2 mg/mL
依次划线，组装成试纸条，检测阴性血清和阳

性血清，15 min 后根据显色情况确定质控线最

适划线浓度。 

1.9  检测线最适划线浓度的确定 
取硝酸纤维素膜(NC 膜)，将 ProteinA 稀释

成 1.0、0.8、0.6、0.4 和 0.2 mg/mL 后依次划线，

组装成试纸条，检测阴性血清和阳性血清，15 min
后根据显色情况确定检测线最适划线浓度。 

1.10  试纸条的组装 
将结合垫用裁条机切割成 9 mm 的细条，

用预处理液(0.01 mol/L 含 2% Tween-20、5%海

藻糖的 PBS 缓冲液，pH 7.4)浸泡 30 min，37 ℃
干燥箱烘干 1 h，收于干燥袋中备用；将样品垫

用裁条机切割成 15 mm 的细条，用预处理液

(0.01 mol/L 含 0.2% Trition X-100 的 PBS 缓冲液，

pH 7.4)浸泡 30 min，37 ℃干燥箱烘干 1 h，收于

干燥袋中备用。将吸水纸用裁条机切割成 17 mm
的细条，收于干燥袋中备用。用 XYZ 三维划膜

喷金仪对 NC 膜进行划线，用 ProteinA 溶液在

检测线(test line, T 线)处划线，用 rORF66 多克

隆抗体在质控线(control line, C 线)处划线，置

于 37 ℃干燥箱干燥 1 h。用制备好的金标抗原

溶液滴加到结合垫上，浸润结合垫，置于 37 ℃
干燥箱干燥 1 h。如图 1 所示，取 PVC 底板置

于贴条机上，依次组装，重叠 2 mm 固定在 PVC
底板上，将贴好的试纸板用裁条机切成 4.2 mm
宽的试纸条。 

1.11  试纸条测试方法与结果判定 
室温下，将 200 μL 现场吸取的鲫鱼全血(也

可以使用静置析出的血清进行测试)立即滴加

至样品孔内，15 min 内观察结果。如检测线(T
线)和质控线(C 线)均出现红色为阳性；检测线

不显色，质控线显色为阴性；质控线不显色判

定为试纸条失效。 

1.12  试纸条特异性检验 
为了确定该试纸条的特异性，使用实验室

制备的鲤疱疹病毒Ⅱ型抗体阳性血清、草鱼呼肠

孤病毒抗体阳性血清、鳜虹彩病毒抗体阳性血

清、大口黑鲈虹彩病毒抗体阳性血清和鲤春病

毒血症病毒抗体阳性血清验证潜在交叉反应。 

1.13  试纸条灵敏性检验 
将鲫鱼抗体阳性血清用 PBS 缓冲液稀释为

1:5、1:10、1:20、1:50、1:100、1:200 和 1:500，
观察 T 线显色情况，T 线显色最浅的稀释度为

最低检出浓度。 

1.14  试纸条符合性检验 
用研制的 CyHV-2 抗体胶体金试纸条可以

检出 CyHV-2 抗体，可依此判断鲫鱼是否感染 
 

 
 
图 1  胶体金试纸条结构图 
Figure 1  Structure of colloidal gold test strips. 
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过 CyHV-2 病毒，使用胶体金试纸条和金鱼造

血器官坏死病毒检测方法(GB/T 36194—2018)
分别对 10 份鲫鱼样品进行检测，根据尹梅[18]

的方法进行 Kappa 分析，比较两者的符合率。 

2  结果与分析  
2.1  鲫鱼抗体阳性血清的制备结果 

取注射感染 CyHV-2 后出现明显症状且存

活至 21 d 的鲫鱼，注射器尾静脉取 CyHV-2 抗

体阳性全血，离心静置后取上清，梯度稀释的

鲫鱼抗体阳性血清 Dot-blot 结果如图 2 所示，

抗体效价为 1:320，说明本次制备的鲫鱼 IgM 阳

性血清质量佳，可用于试纸条的测试。 

2.2  胶体金的制备结果 
利用化学还原法制备胶体金溶液，溶液颜

色呈酒红色，透亮无沉淀。通过紫外分光光度

计测定，结果如图 3 所示，胶体金吸光度最大 
 

 
 
图 2  系列稀释的鲫鱼抗体阳性血清 Dot-blot 检

测分析 
Figure 2  Dot-blot analysis of positive crucian carp 
antibody serum diluted sequencially. 
 

 
 
图 3  胶体金颗粒的质量鉴定 
Figure 3  Quality examination of colloidal gold particles. 

吸收峰波长为 520 nm，最大吸收峰对应的吸光

度约为 0.853，根据回归方程 Y=0.786X+505.53 
(Y 为最大吸收波长，X 为粒径大小)可知[19]，胶

体金的平均粒径大小约为 20 nm。以上参数说明

烧制的胶体金质量良好，可用于试纸条的制作。 

2.3  胶体金标记 CyHV-2 最适 pH 
根据分光光度计测定胶体金不同 pH 值在

OD520 的值，结果显示随着 pH 值的升高吸光度

随之升高，在达到峰值后，随着 pH 值继续升

高吸光度开始降低，观察颜色变化，pH 值过低

会导致胶体金溶液产生聚沉发生明显的颜色变

化，pH 7.0 的胶体金溶液均匀无聚沉，因此金

标抗原最适 pH 值为 7.0。 

2.4  胶体金标记 CyHV-2 最适标记量 
根据分光光度计测定胶体金不同抗原标记

量在 OD520 的值，结果显示随着抗原标记量的

增加吸光度随之升高，在达到峰值后，随着抗

原标记量的继续增加，吸光度开始降低，观察

颜色变化，加入抗原过少也会导致胶体金溶液

产生聚沉变成蓝紫色，考虑成本情况，胶体金

溶液均匀无聚沉的最低抗原标记量 120%为最

适浓度，因此每 1 000 μL 胶体金溶液抗原最适

标记量为 2 μL。 

2.5  质控线最适划线浓度 
将兔源 rORF66 多克隆抗体稀释成 1.0、

0.8、0.6、0.4 和 0.2 mg/mL，依次划线，组装

成试纸条，检测阴性血清和阳性血清，15 min
后的结果显示，抗体浓度在 0.6 mg/mL 以上时显

色明显，而抗体浓度在 0.6 mg/mL 以下时显色不

清晰，因此质控线最适划线浓度为 0.6 mg/mL。 

2.6  检测线最适划线浓度 
将 Protein A 稀释成 1.0、0.8、0.6、0.4 和

0.2 mg/mL，依次划线，组装成试纸条，检测阴

性血清和阳性血清，15 min 后结果显示蛋白浓

度在 1.0 mg/mL 显色最为明显，因此检测线最
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适划线浓度为 1.0 mg/mL。 

2.7  试纸条特异性检验结果 
使用实验室制备的鲤疱疹病毒Ⅱ型抗体阳

性血清、草鱼呼肠孤病毒抗体阳性血清、鳜虹

彩病毒抗体阳性血清、大口黑鲈虹彩病毒抗体

阳性血清、鲤春病毒血症病毒抗体阳性血清验

证潜在交叉反应。结果如图 4 所示，该试纸条

与鲤鱼疱疹病毒Ⅱ型抗体阳性血清呈阳性反应，

而与其他血清无交叉反应，表明该试纸条具有

良好的特异性。 

2.8  试纸条灵敏性检验结果 
使用该试纸条检测倍数稀释的 CyHV-2 抗

体阳性血清，检测线随着抗体浓度的降低而变

浅，稀释至 1:100 时仍呈阳性(图 5)，本试纸条

可采用全血检测，稀释的血清仍然可以检测到

抗体，表明本研究制备的试纸条灵敏度良好。 
 

 
 
图 4  鲤疱疹病毒 II 型抗体胶体金试纸条特异性

检验结果   1：鲤疱疹病毒 II 型阳性血清；2：草

鱼呼肠孤病毒阳性血清；3：鳜虹彩病毒阳性血清；

4：大口黑鲈虹彩病毒阳性血清；5：鲤春病毒血

症病毒阳性血清 
Figure 4  Specificity test of colloidal gold strip for 
cyprinid herpesvirus-2 antibody. 1: Cyprinid 
herpesvirus-2 positive serum; 2: Grass carp reovirus 
positive serum; 3: Siniperca chuatsi iridovirus positive 
serum; 4: Positive serum of largemouth bass iridovirus; 
5: Carp spring viremia virus positive serum. 

 
 
图 5  鲤疱疹病毒 II 型抗体胶体金试纸条灵敏性

检验结果 
Figure 5  Sensitivity test of cyprinid herpesvirus-2 
antibody colloidal gold test strip. 
 
2.9  试纸条符合性检验结果 

使用胶体金试纸条和金鱼造血器官坏死病

毒检测方法(GB/T 36194—2018)分别对10份鲫鱼

样品进行检测，试纸条与国家标准检测结果同为

阳性的样本共 5 份，两者的 Kappa 值为 0.80，结

果说明胶体金试纸条的准确性良好(表 1)。 

3  讨论与结论 
CyHV-2 感染在金鱼中最为严重，可导致

所有年龄段的金鱼 100%死亡率，日死亡率为

1%−5%，尤其是在水温为 15−20 °C 的情况下，

受影响的金鱼无精打采并且待在池塘底部[20]。

CyHV-2 感染的鲫鱼在身体和鳍的不同部位出 
 
表 1  CyHV-2 抗体胶体金试纸条与金鱼造血器官

坏死病毒检测方法比较 
Table 1  Result comparison of CyHV-2 antibody 
colloidal gold test strip and goldfish hematopoietic 
organ necrosis virus detection methods 
金鱼造血器官坏死病毒

检测方法 
Detection method of 
goldfish haematopoietic 
necrosis virus 

CyHV-2 抗体胶体金

试纸条 
CyHV-2 antibody 
colloidal gold test 
strip 

Kappa 值 
Kappa 
value 

阴性 Negative 4 阴性 Negative 5 0.80 
阳性 Positive 6 阳性 Positive 5  
总计 Total 10 总计 Total 10  
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血，肛门肿胀，鳃和眼睛出血[21]。水平疾病传

播是鱼类种群之间 CyHV-2 传播的常见方式。

鱼类之间的直接传播可以通过接触受感染的鱼

或无症状携带 CyHV-2 的鱼来实现[22]。Ito[23]发

现，在 13−15 ℃的水温下感染 CyHV-2 的金鱼

既未死亡，也未获得对该疾病的抵抗力，而是

作为感染其他鱼类的携带者。许多国家暴发了

严重的 CyHV-2 感染，因此，在将鱼类引入当

地市场之前，在检疫设施中使用敏感的诊断方

法对鱼类进行 CyHV-2 筛查至关重要，我们根

据胶体金免疫层析试纸条技术开发了一种快

速、现场检测鱼类感染 CyHV-2 病毒和监测鱼

类 IgM 抗体水平的方法。 
胶体金溶液是通过 HAuCl4 在还原剂柠檬

酸三钠的还原作用下制成的，在弱碱性的环境

下，胶体金颗粒彼此排斥，因此胶体金颗粒处

于一个分散的、较为稳定的状态。成功制备胶

体金的关键之一是制备过程中使用的锥形烧瓶

的洁净程度。因此，在制备胶体金之前，有必

要严格清洁烧金过程中使用的玻璃器皿，还原

剂的加入量、加入时间等因素可以使四氯金酸

聚合形成不同大小金颗粒[24]。本研究选择制备

约 20 nm 的胶体金颗粒，使用较小的金颗粒可

以降低检测时假阳性的概率。在优化试纸条过

程中仍然出现了假阳性和假阴性的结果，通过

控制变量，筛查了最优条件的 pH、抗原标记

量、结合垫和样品垫的预处理，以及最佳封闭

液的选择等优化手段。 
值得强调的是，本研究发现结合垫和样品

垫的预处理以及彻底烘干对胶体金的层析释放

过程至关重要，经过多次对比试验后，我们得

出结论是必须预处理试纸条耗材，所有经过润

湿的材料需要彻底烘干，但是不可以时间过

长，否则会导致抗原或抗体降解失效；另一个

影响试纸条工作性能的因素是 NC 膜的封闭液

选择，封闭可以防止和减少样品或标记物对捕

获线和整个膜的非特异性吸附，封闭也被用于

控制层析速率。实验中，封闭过程确实可以减

少非特异性结合，但是也大大影响了试纸条工

作效率，层析速度极为缓慢。因此，我们的选

择是不进行封闭，通过更换 T 线、C 线以及金标

抗原的材料来避免非特异性结合。在胶体金标记

抗原的制备过程中，我们发现不经过第二次高

速离心洗涤的金标溶液可以良好复溶，转速是

最重要的影响因素，在低转速5 000 r/min时金标

抗原颗粒无法沉淀浓缩，在过高转速 12 000 r/min
时胶体金不可重悬。因此，调整最适合制备胶

体金试纸条的优化手法十分重要。 
CyHV-2 病毒侵染鱼体后在体内迅速增殖，

鱼类的免疫系统能在抵御病原入侵和感染疾病

后的恢复上发挥重要作用，IgM 是鱼类特异性

免疫应答中最主要的介质。目前，血清中抗体

效价的高低已成为反映水生动物免疫水平较为

理想的可靠指标[25]。此试纸条通过对比金鱼造

血器官坏死病毒检测方法(GB/T 36194—2018)，
Kappa 分析结果表明试纸条符合率高，其中有

一例检出 CyHV-2 但未检出抗体，分析认为是

鱼体免疫后抗体产生有延迟，IgM 抗体水平暂

未达到检测最低限度。 
综上所述，本研究通过多次尝试并优化胶

体金制备流程，成功开发了一种现场、快速检

测鱼体 CyHV-2 抗体的胶体金免疫层析试纸条，

能够为鱼类传染病检疫、抗体水平检测等有关

领域作出贡献。 
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