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基于 IgY的 ELISA定量检测甲鱼系统性败血症球状病毒 

夏小磊,  李登峰*,  彭  姣,  周永强,  郭安南,  刘联国,  陈  炯 
（宁波大学 海洋学院, 浙江 宁波 315211） 

摘要: 为了对甲鱼系统性败血症球状病毒(STSSSV)进行快速检测, 以抗 STSSSV 卵黄抗体(egg 

yolk immunoglobulin, IgY)为一抗, 以羊抗鸡 IgG(HRP-IgG)为二抗, 建立 STSSSV检测的间接酶

联免疫吸附(ELISA)与血凝抑制(HI)实验, 对两者进行了比较. 运用 ELISA 对感染病毒甲鱼的血

清、肝脏、粪便、及饲养环境水样进行了 STSSSV 检测. 用 ELISA 分析了病毒稀释倍数及其 2

的对数值与 OD492nm值间的线性关系, 建立 STSSSV的 ELISA定量检测方法. 结果显示: ELISA

较HI更灵敏, 其对 STSSSV的检测灵敏度为 3.98 ng·mL-1, 能够在携带该病毒尚未显症的隐性感

染的甲鱼血清和甲鱼粪便与养殖水中检测出 STSSSV. ELISA对其他水产病毒无交叉反应, 特异

性强. ELISA定量检测限度范围为 0.031~4 μg·mL-1. 本研究建立的间接ELISA方法为 STSSSV的

定性、定量提供了准确有效的检测手段.  
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甲鱼系统性败血症(Turtle Systemic Sepsis, TSS)

是近年来新出现的暴发性死亡病, 该病发病快, 传

染性强, 致死率高, 发病频繁, 给甲鱼养殖造成了

重大经济损失. 造成甲鱼系统系败血症的直接原

因是一种球状病毒感染, 本实验室研究发现, 其形

态、大小、核酸类型、致病情况均与以往报道的甲

鱼病毒不同, 是一种新型甲鱼致病病毒, 将其命名

为甲鱼系统性败血症球状病毒(Soft-shelled Turtle 

Systemic Septicemia Spherical Virus, STSSSV)[1-3]. 

如何快速、及时、准确地检测 STSSSV成了迫切需

要解决的问题.  

酶联免疫试验(ELISA)灵敏度高、特异性好, 

广泛运用于各种病原如草鱼呼肠孤病毒(GCRV)、

链球菌、牙鲆淋巴囊肿病毒等的检测[4-6]. 卵黄抗体

(egg yolk immunoglobulin, IgY)作为检测抗体, 拥

有较常规 IgG 抗体无可比拟的生物化学和免疫学

方面的优势[7]. 主要表现在与抗原反应的活性好, 

检测灵敏度高[8-9]; 同一家族抗原无交叉反应, 特

异性高, 染色背景低[10-11]; IgY 不激活补体, 不与

IgG的 Fc受体、类风湿因子(rheumatoid factor, RA)

及葡萄球菌表面 A蛋白结合[12-13]. IgY有较强的耐

热、耐酸、抗离子强度和一定的抗酶降解能力[12], 

稳定性好; 用 IgY作为检测试剂, 在免疫学检测中

干扰小, 可避免上述因素所造成的假阳性或假阴

性结果; 同时, IgY制备简单, 无需取血等操作, 不

对动物造成伤害, 而且通过免疫母鸡后获取的 IgY

的量远大于从免疫哺乳动物血清中获得的抗体的

量, 使得以 IgY为基础的检测试剂非常便于规模化

生产和市场化[14-15].  

本研究以抗 STSSSV的 IgY作为一抗, 建立了

对STSSSV的ELISA检测方法, 进行检测条件的优

化, 对该方法的灵敏度、特异性进行了检验. 以此

为基础, 建立了 STSSSV的定量方法.  

1 材料与方法 

1.1  主要材料与试剂 

HRP-羊抗鸡 IgG(北京博奥森生物公司); 牛血

清白蛋白(BSA, 上海生物工程有限公司); Solarbio
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实验专用脱脂牛奶(北京索来宝科技有限公司); 普

通市购脱脂奶粉(内蒙古伊利实业集团股份有限公

司); 明胶、弗氏佐剂(Sigma, USA). 

健康甲鱼购自宁波市天地甲鱼养殖场; 母鸡

和鸡胚购自余姚市神农绿色农业有限公司 ; 

STSSSV 人工感染的甲鱼通过肌注病毒悬液获得; 

IgY由实验室自制[1], 效价为 1:64 000; STSSSV病

毒悬液由实验室自制[1], 质量浓度为 3.98 mg·mL-1.  

1.2  ELISA方法的建立及其条件优化 

运用方阵滴定法确定最适抗原包被浓度和一

抗稀释度. 对质量浓度为 3.98 mg·mL-1的病毒悬液

及效价为 1:64 000的一抗(抗 STSSSV的 IgY)进行

不同的稀释处理, 进行间接ELISA试验. 具体方法: 

将病毒悬液用CBS(0.1 mol·L-1, pH为 9.6)的碳酸盐

缓冲液(每 1 000 mL 含 Na2CO3 1.59 g, NaHCO3 

2.93 g, pH 9.6)按照 10-1、10-2、10-3、10-4和 10-5倍

稀释, 每个稀释度以每孔 100 μL 包被, 设 CBS 包

被的空白对照; 4℃过夜后, 用PBST(每1 000 mL含

NaCl 8 g, KCl 0.2 g, Na2HPO4 1.44 g, KH2PO4 0.24 g, 

Tween-20 10 mL, pH 7.4)洗涤 3次; 加入PBST配置

的 5％脱脂牛奶, 37℃封闭 1 h; PBST洗涤 3次; 抗

STSSSV IgY和阴性对照 IgY按照 1:200、1:500、

1:1 000、1:2 000、1:4 000、1:8 000的稀释倍数用封

闭液进行稀释, 每个稀释度对应不同病毒浓度, 每

孔100 μL, 37℃恒温箱孵育1 h; PBST洗板3次; 每

孔加入 100 µL 用封闭液按 1:10 000 比例稀释的

HRP标记的羊抗鸡 IgG, 37℃温育 1 h, 温育结束后

PBST 洗版 5 次, 蒸馏水洗涤 3 次; 每孔加入新配

置好的 OPD 底物溶液(每 100 mL 含柠檬酸 0.73 g, 

Na2HPO4·2H2O 1.186 g, 邻苯二胺0.04 g, 30% H2O2 

150 µL)100 µL, 37℃暗处显色 15 min, 然后每孔加

50 µL 2 mol·L-1 H2SO4终止反应; 在酶标仪上读取

各孔 492 nm波长处的 OD值. 重复上述试验 8次, 

取平均OD值, 比较测定孔OD492nm(P)/阴性对照孔

OD492nm(N)的值, 以 P/N值>2.1 倍及以上者判定为

阳性, P/N值<2.1则为阴性[16], 以 P/N值最大为首

要原则[17-18], 选择最佳的包被浓度和一抗稀释度.  

以此为基础, 在 P/N 值最大的条件下, 依据节

约实验时间和成本的原则, 进一步优化其他条件. 

设立 6 种包被方法: 37℃温育 1 h 后 4℃过夜、4

℃过夜、37℃温育 2 h、37℃温育 1 h、37℃温育

30 min或 37℃温育 15 min, 进行ELISA, 依据结果

确立最佳包被条件; 分别选用 4 种封闭液即 PBST

配制的 1%BSA、1%明胶、5%实验室用索来宝脱

脂牛奶及 5%普通市购伊利脱脂牛奶, 进行 ELISA, 

依据结果选择最佳封闭液; 分别设立 2 h、1 h、

30 min、15 min 的一抗孵育时间, 进行 ELISA, 确

定最佳一抗工作时间; 分别设立 3 , 5 , 10 , 15 , 30  

min 的显色时间, 进行 ELISA, 最终确定最佳显色

时间.  

1.3  灵敏度检测 

将已测定浓度的病毒悬液(3.98 mg·mL-1)用 0.1 

mol·L-1的 pH 为 9.6 的碳酸盐缓冲液(CBS)梯度稀

释成 10-2、10-3、10-4、10-5、10-6、10-7、10-8、10-9

倍, 每个稀释度设置 2个平行孔和 2个阴性对照孔

共 4孔, 采用 1.2节优化的条件进行间接 ELISA检

测. 重复 10次, 取平均 OD值计算 P/N值, 确定阳

性反应的最低抗原浓度为 ELISA的检测灵敏度.  

1.4  特异性检测 

为验证所建立的间接ELISA的特异性, 以 10-3

倍稀释的, 浓度为 3.98 µg·mL-1的 STSSSV 悬液为

阳性对照, 以水产养殖中常见的对虾白斑综合症

病毒(WSSV)、三疣梭子蟹呼肠孤病毒(SCRV)、传

染性肾脾坏死病毒 (ISKNV)、草鱼呼肠孤病毒

(GCRV)和健康甲鱼为样品, 按照1.2节优化的条件

进行间接 ELISA, 重复检测 6次. 样品的具体处理

方法为: 将携带各病毒的组织样及健康甲鱼组织

样, 按照质量体积 1:10的比例加入CBS, 彻底匀浆, 

之后在 4℃条件下, 10 000 r·min-1离心 10  min, 取

上清作为检测样品.  

1.5  血凝抑制试验及其与 ELISA的比较 

血凝抑制试验: 在血凝板中每孔加入 50 μL生

理盐水, 之后每孔加入 50 μL用生理盐水 1:1 000倍

稀释的抗 STSSSV IgY, 再加入待检样品及空白对

照样品, 每个样品加 2孔, 每孔 50 μL; 再每孔加入

生理盐水配制的 1％鸡红细胞悬液 50 μL, 轻轻振

荡均匀, 后放于室温或 37℃中静置 30 min, 肉眼

判定结果. 分别用 ELISA与血凝抑制试验对 20份

样品进行检测, 比较两者的阳性检出率和符合率.  

1.6  定性 ELISA的临床应用 

取患病甲鱼组织, 按 1.4 节中样品处理方法处

理后, 取上清作为待检样品; 取甲鱼血清, 用 PBS 
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100 倍稀释, 作为待检样品; 取感染的甲鱼粪便, 

按 1.4 节中的样品处理方法处理后, 取上清作为待

检样品; 取甲鱼养殖环境水样直接作为待检样品; 

以 10-3倍稀释即浓度为 3.98 µg·mL-1的 STSSSV病

毒粒子重悬液作为阳性样品, 以相应的健康甲鱼

组织、血清、粪便和养殖水样作为阴性对照, 按照

1.2节优化的条件进行间接 ELISA检测.  

为了确定 ELISA 是否可以用于感染早期的检

测, 用 STSSSV 悬液注射一批健康甲鱼, 分别于

注射后 24, 48, 72以及 96 h随机取样, 采集甲鱼的

血清、粪便、养殖水样, 运用间接 ELISA检测.  

1.7  STSSSV的定量检测方法的建立 

1.7.1 标准品的制备 

将病毒悬液用 0.1 mol·L-1的 pH为 9.6的碳酸

盐缓冲液(CBS)稀释成 2-8, 2-7, 2-6, 2-5, 2-4, 2-3, 2-2, 2-1, 

1, 2, 22, 23, 24 μg·mL-1, 作为标准品.  

1.7.2 标准曲线的绘制 

按照 1.2节优化的条件, 对标准品进行 ELISA

检测. 计算 OD492nm 平均值和标准差, 以及变异系

数. 以变异系数小于 5%为标准, 选择合适区间, 

以 OD492nm值为横坐标, 标准品浓度和浓度对数值

为纵坐标, 建立OD492nm值—浓度和浓度对数曲线, 

直线回归法确定线性方程和线性范围 , 绘制

ELISA定量的标准曲线.  

1.7.3 定量 ELISA的临床应用 

取患病濒死甲鱼和感染 STSSSV 后未显症甲

鱼血清, 进行 100 倍稀释后作为待检血清样品; 取

患病濒死甲鱼肝脏组织, 参照 1.4 节方法处理, 其

中组织与 CBS的质量体积比为 1:100, 取上清作为

待检肝脏样品; 取患病濒死甲鱼粪便样品, 按 1.4

节中的处理方法处理后, 取上清作为待检粪便样

品; 取患病甲鱼养殖水样. 运用 1.7.1 节所建立的

定量方法, 对这些样品的病毒载量进行测定.  

2 结果 

2.1  定性 ELISA方法的建立及条件优化 

图 1显示的是不同抗原和抗体情况下, 测定孔

OD492nm (P)和阴性对照孔OD492nm (N)比值曲线. 其

中, 一抗稀释度在 1:200、1:500和 1:1 000时, OD

值较其他曲线高. 在这 3 条曲线中, 当抗原稀释度

为 10-3, 即抗原浓度为 3.98 µg·mL-1时, P/N达最高

值. 抗原稀释度增加或减少时, P/N 值降低. 由此

确定抗原最佳包被浓度为 3.98 µg·mL-1, 亦即每孔

包被抗原 0.398 μg. 由于一抗稀释度在 1:200、1:500

和 1:1 000时, P/N值变化规律较一致, 以节约生物

材料原则, 确定一抗的最佳稀释浓度应为 1:1 000.  

 

图 1  不同抗原和抗体下 P/N值曲线 

其他反应条件的最终优化结果为: 抗原在 4℃

包被过夜, 封闭液为 5% Solarbio 实验专用脱脂牛

奶, 37℃下一抗工作 1 h, 显色时间 10 min.  

2.2  ELISA的灵敏度测定 

在病毒悬液稀释到 10-6 倍时检测结果仍为阳

性, 继续稀释后检测结果为阴性, 阳性反应的最低

抗原浓度为 3.98×10-6 mg·mL-1. 所以该方法的灵

敏度约为 3.98 ng·mL-1.  

2.3  ELISA的特异性检测 

特异性检测显示, 水产养殖中常见的WSSV、

ISKNV、GCRV、CRV检测结果为阴性, 表明所建

立的间接 ELISA 检测方法对这几种病毒均无交叉

反应; 正常甲鱼组织的检测结果呈阴性, 表明抗

STSSSV IgY 不与甲鱼组织蛋白发生交互作用. 实

验结果证明该检测方法具有良好的特异性.  

2.4  ELISA与血凝抑制试验(HI)的比较 

对实验室采集保存的 20 份样品的检测试验结

果显示(表 1), 间接ELISA与HI均能检测到患病甲

鱼和感染早期尚未显证的甲鱼组织和血清中的

STSSSV. 间接 ELISA 检测与 HI 的符合率为 95%, 

ELISA 阳性检出率要高于 HI, 主要区别是 ELISA

能够检测出感染甲鱼生活水样(EW4)中的 STSSSV, 

而 HI不可以.  

2.5  定性 ELISA的临床应用 

对各个组织样、粪便样品、水样的检测结果见 
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表 1  间接 ELISA方法与 HI检测的符合率 

样品 ELISA(+/－) HI(+/－) 

DS1 + + 

DS2 + + 

DS3 + + 

DS4 + + 

IPS1 + + 

IPS2 + + 

IPS3 + + 

IPS4 + + 

HS1 － － 

HS2 － － 

HS3 － － 

HS4 － － 

DM1 + + 

DM2 + + 

HM1 － － 

HM2 － － 

EW1 － － 

EW2 － － 

EW3 － － 

EW4 + － 

注: 间接 ELISA方法的阳性检出率为 55%; HI检测方法的阳性

检出率为 50%; 间接 ELISA 方法与 HI 检测方法的符合率

为95%. 表中DS1~DS4为患病濒死甲鱼血清样, IPS1~IPS4

为感染 STSSSV未显症甲鱼血清样, HS1~HS4为健康甲鱼

血清样, DM1、DM2为患病濒死甲鱼肌肉组织样, HM1、

HM2 为健康甲鱼肌肉组织样, EW1~EW3 为感染 STSSSV

后无显症甲鱼的饲养环境水样, EW4为已显症甲鱼的饲养

环境水样; +为阳性, －为阴性, 下表同.  

表 2. 由表 2可见, STSSSV感染的不同检测样品均

呈现阳性, 表明 ELISA 方法能很好地从这些样品

中检测出病毒.  

对甲鱼感染后未显症的 24 h, 48 h, 72 h以及在

已有甲鱼显症的第 96 h 的血清、粪便及养殖环境

水样进行检测的结果表明(表 3): 感染后 4 个时段

所取的血清样品检测结果均为阳性, 而粪便及水

样只在已有甲鱼患病的第 96 h 所取样品检测出阳

性结果, 其他均为阴性.  

2.6  定量 ELISA的建立 

2.6.1 标准曲线的绘制 

用 STSSSV 病毒悬液制备的 2-8~24 μg·mL-1共

13 个梯度标准品, 进行 ELISA 实验, 试验重复 6 

表 2  ELISA方法的样品检测范围 

项目 空白 
病毒稀 
释液 

正常甲 
鱼组织 

患病甲
鱼组织

P 0.064 3.298 0.063 2.131 

N 0.058 0.043 0.049 0.064 

P/N 1.03 76.70 1.29 33.30 

+/－ － + － + 

项目 养殖水样
感染鸡胚
组织 

患病甲 
鱼粪便 

患病甲
鱼血清

P 0.126 2.462 1.637 3.096 

N 0.048 0.063 0.059 0.048 

P/N 2.625 39.08 27.75 64.50 

+/－ + + + + 

注: 表中的 OD492nm值均为 4 次重复的平均值; 一抗稀释度为 1: 

1 000; P为实验组 OD492nm值; N为阴性对照 OD492nm值.  

表 3  间接 ELISA方法的临床检测 

感染后
时数/h 

血清样品
(+/－) 

粪便样品
(+/－) 

养殖水样
(+/－) 

24 + － － 

48 + － － 

72 + － － 

96 1) + + + 

注: 1)在感染后的第 96 h池内已有甲鱼显症.  

次, 计算 OD492nm平均值和标准差以及变异系数. 

阴性对照孔符合 OD492nm小于 0.1 的要求, 当

病毒浓度为 2-6、2-7和 2-8 μg·mL-1时, OD492nm的变

异系数均大 5%, 不符合标准曲线要求. 因此选择

2-5~24 μg·mL-1间共 10 个梯度浓度建立 OD492nm值

—病毒浓度曲线和OD492nm值—病毒浓度对数曲线, 

分别在病毒浓度 2-5~2-1 μg·mL-1和 2-1~22 μg·mL-1的

区间找到 2个回归方程(图 2). 如图所示, 区间重叠

部分选择趋势线拟合程度高的方程, 建立的标准

曲线分为两部分:  

0.558 0.076y x  , (1) 

式中, x表示 ELISA-OD492nm值, 0.266≤x≤1.037; y

即病毒浓度 Cvirus, 相关系数
2

1 0.996 8R  (图 2(a)). 

1.549 7 2.720 7y x  , (2) 

式中, x表示 ELISA-OD492nm值; y表示病毒浓度的

对数值; 相关系数 2
2 0.990 7R  (图 2(b)).  

病毒浓度公式如下: 

2(1.548 9 2.7161)virusC x  , 

式中, x表示 ELISA-OD492nm值, 1.037＜x≤3.019. 

病毒浓度的定量检测范围为 0.031~4 μg·mL-1, 
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最低检出限为 0.031 μg·mL-1. 

 

 

图 2  STSSSV定量检测的标准曲线 

2.6.2 ELISA定量检测样品中的 STSSSV 

运用所建立的定量方法对所取样品进行病毒

载量的测定, 表 4 结果显示, 在患病濒死甲鱼的血

清病毒量最高, 其次为肝脏, 粪便中的病毒含量最

低. 濒死甲鱼血清中的 STSSSV 最高达 2.739×102 

μg·mL-1. 感染 24 h 的甲鱼虽然尚未显症, 血清中

病毒载量已达 1.100×102 μg·mL-1.  

  

3 讨论 

在疾病的检测、诊断方面, IgY 因免疫学特性

独特, 具有高特异性和灵敏度, 是近年来新兴的研

究领域, 已被广泛运用于志贺毒素、雪卡霉素、碱

性磷酸酶等检测中[15,19-20]; 亦被应用于多种病毒定

性检测, 如甲肝病毒[21]、乙肝病毒[22]、轮状病毒、

诺如病毒[23]和鸭坦布苏病毒[24]. 本研究中, 首次

利用 IgY对病毒进行定量检测.  

此外, 在水产动物病害中关于 IgY的研究更多

运用于免疫保护和疾病治疗方面, 对病原检测的

研究尚未见报道. 本研究首次运用 IgY作为第一抗

体, 建立了间接 ELISA检测 STSSSV的方法, 结果

表明其性能优异.  

在 ELISA 测定步骤中, 任何影响抗原抗体反

应和显色的因素都会影响测定结果的准确性和可

重复性[25], 通常要求阴性对照的 OD值小于 0.1[26]. 

本研究对抗原包被时间、封闭液种类、抗原抗体稀

释倍数、抗体反应时间和显色时间这些主要条件都

进行了优化, 取得了较好的效果, 完全符合标准, 

并且多次重复的测定结果稳定可靠.  

在病毒特异性实验中, 本研究选择了几种常

见水产病毒作为检测对象, 实验结果显示所建立

的检测方法对其均没有交叉反应, 特异性高. 与宿

主蛋白作用的吸光值接近于阴性对照, 其远低于

病毒结合作用的吸光值, 说明抗 STSSSV IgY不会

与甲鱼组织蛋白发生交互作用.  

本研究测定灵敏度结果很高, 为 3.98 ng·mL-1. 

临床检测实验中对携带该病毒尚未显症的隐性感

染甲鱼均出现阳性结果. 隐性感染是养殖的“地

雷”, 容易被忽略而造成大规模交叉感染, 造成无

可挽回的巨大损失. 本研究成果可以作为亲鳖选

种、稚鳖购买流通、养殖过程中的病原监测手段, 

为杜绝、预防疾病的传播、爆发提供有力的工具.  

ELISA测定的标本十分广泛, 体液、分泌物和

排泄物均可作为测定对象. 实验中分别用 STSSSV

阳性的组织、粪便、血清和环境水样进行实验, 结

果表明其能很好地从各种病料组织中检测出病毒. 

临床应用结果显示: 血清中能够较早地检测出病

毒, 而粪便与水样需甲鱼显症时才能检测到阳性

结果. 表明在利用该方法进行常规病原监测时, 应

表 4  样品中 STSSSV的定量检测 

样品 ID值 OD492nm值
 病毒浓度/(μg·mL-1)

DS1 2.692 2.739 

DS2 2.379 1.957 

DS3 2.373 1.944 

DS5 2.210 1.632 

IPS1 1.845 1.100 

IPS4 2.039 1.359 

DL1 1.025 0.496 

DL2 0.940 0.449 

DF4 1.707 0.949 

DF5 1.637 0.880 

注: 表中 DS1~DS3、DS5为患病濒死甲鱼血清的 100倍稀释样

品, IPS1、IPS4分别为感染后 24 h、96 h未显症甲鱼血清的

100倍稀释样品; DL1和DL2为患病濒死甲鱼肝脏组织和缓

冲液的 1: 100匀浆上清液; DF4和 DF5为患病濒死甲鱼粪

便和缓冲液的 1:10匀浆上清液.  
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该取甲鱼血清作为检测样品. 而对于发病甲鱼病

原的诊断, 则只需取粪便或水样作为样品, 这使得

采样过程更加简捷. 而且, 本研究结果直接表明了

STSSSV 不仅仅通过甲鱼间相互撕咬传播, 粪便和

水体都是重要的传播途径, 这也为 STSSSV的预防

工作提供了理论基础.  

血凝抑制试验(HI)是一种临床上常用的病毒

检测手段, 在章雪明等[27]对禽流感病毒的研究以

及贾杏林等[28]对猪乙型脑炎的研究中, 均将其与

ELISA检测方法做比较, 认为 ELISA和 HI具有较

强相关性, ELISA比HI更灵敏. 在本研究中, 2种检

测方法检测样本的符合率为 95%, 区别主要在于

ELISA能够检测出感染甲鱼养殖水样中的 STSSSV, 

而 HI则不能, 进一步验证了 ELISA的优越性.  

在建立 ELISA 定量方法时, 数据稳定的情况

下选取了 2个方程建立的标准曲线, 实现了标准曲

线的高拟合程度, 使得定量数据更加准确, 同时也

大大拓宽了其定量范围. 其检测范围为 0.031~4  

μg·mL-1, 区间很广, 实验中初步应用于阳性肝脏

组织、血清、粪便的定量. 甲鱼血清在感染后 24 h

即有很高的病毒载量, 说明该方法用于 STSSSV早

期监测的可靠性很高. 本研究成果为 STSSSV的诊

断、抗原生物学特性及致病机制研究等奠定了基

础.  
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Development of ELISA for Quantitative Detection of Soft-shelled Turtle 
Systemic Sepsis Spherical Virus (STSSSV)  

XIA Xiao-lei, LI Deng-feng*, PENG Jiao, ZHOU Yong-qiang, GUO An-nan, LIU Lian-guo, CHEN Jiong 
( School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: Based on chicken immunoglobulin of yolk (IgY), we have developed an indirect ELISA for detection 
of soft-shelled turtle systemic sepsis spherical virus (STSSSV). Chicken IgY against STSSSV is used as the 
primary antibody, while an HRP conjugated goat anti-chicken IgG is used as the secondary antibody. By 
comparing ELISA with hemagglutination inhibition test (HI), the linear relationship between OD492nm values and 
the dilution of STSSSV, as well as log 2 of the dilutions is established and analyzed, base on which a quantitative 
ELISA is developed. The presented method has been applied to test various infected samples including sera, liver, 
feces and culturing water. The results show that the minimum detection limit of the developed ELISA method is 
3.98 ng·mL-1, and there has been no cross-reaction to other aquatic virus. The detection range of quantitative 
ELISA is limited to 0.031~4 μg·mL-1. Sera contains the highest viral load. Even in latent period, STSSSV in sera 
can be detected, which is helpful for early diagnosis. 
Key words: soft-shelled turtle systemic sepsis spherical virus; IgY; ELISA; detection 
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