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提要 建立了大黄鱼病原溶藻弧菌的间接荧光抗体检测方法 ∀溶藻弧菌的特异性抗血清由

新西兰兔制备 o试管凝集法测定抗血清及交叉反应效价 o吸附离心法去除交叉反应 ∀荧光抗体

为异硫氰酸荧光素标记的羊抗兔免疫球蛋白 ∀现埸检测对具典型弧菌病表症大黄鱼病原检出

率为 tssh o表观健康大黄鱼病原检出率为 vsh o养殖海水检测结果均为阴性 ∀结果表明 o间接

荧光抗体检测法不仅可以用于已感染发病大黄鱼的快速检测 o而且还能用于已感染未发病大

黄鱼的检测 ∀

关键词 大黄鱼kΠσευδοσχιαενα χροχεα) ,溶藻弧菌( ςιβριο αλγινολψτιχυσl o荧光抗体 o快速检测

大黄鱼kΠσευδοσχιαενα χροχεα k�¬¦«¤µ§¶²±ll 是我国

南方沿海最重要的海水网箱养殖鱼类之一 ∀多年来 o

弧菌病一直困扰着大黄鱼养殖业的健康发展 o在病害

的防治过程中大量盲目施用药物不仅对养殖环境微

生态造成严重影响 o而且养殖鱼体药物残留对人类健

康产生的危害也已引起人们高度重视 ∀建立准确 !快

速病原诊断方法 !科学用药已成为当前水产养殖病害

防治急需解决的问题 ∀目前 o国内已在淡水鱼类和虾

类的病原检测中成功地建立了酶联免疫检测

k∞��≥�l ! 荧光抗体免疫检测及 °≤� 检测等病原快速

检测技术 ≈t ∗ x 
o作者在国家 {yv项目资助下对大黄鱼

弧菌病主要病原 ) ) ) 副溶血弧菌和溶藻弧菌的快速

检测进行研究 o建立起了 ∞��≥�等检测方法 ≈y oz ∀本文

在原有工作的基础上建立了养殖大黄鱼病原溶藻弧

菌的间接荧光抗体免疫快速检测方法 ∀

t 材料与方法

1 .1 药品和试剂配制

异硫氰荧光素标记的羊抗兔免疫球蛋白

kƒ�×≤2�ª�l购自上海生工生物工程公司 ∀

稀释缓冲液 ) ) ) sqst °²̄r �°�≥}�¤≤̄ ts ªo�≤̄

squx ªo�¤�°� w # tu� u� vqx ª o��u°� w squx ªo蒸镏

水定容至 t sss °̄ o³�zqw∀

洗涤缓冲液 ) ) ) °�≥×o同上 ∀

°�≥甘油缓冲液 }°�≥}甘油 � t}|∀

1 .2 病原菌

溶藻弧菌 k ςιβριο αλγινολψτιχυσl 于 t|||年分离自

连江县厦宫乡新辉养殖埸的患病大黄鱼 o经回归感染

确定为大黄鱼弧菌病的病原菌 ≈{ ∀

1 .3 实验菌株

标准菌株副溶血弧菌k ςιβριο παραηαε µολψτιχυσ) !河

流弧菌 ´ k ς. Φλυϖιαλισ ¥¬²·¼³̈ ´l !河流弧菌 µ k ς.

Φλυϖιαλισ¥¬²·¼³̈ µl !坎普氏弧菌k ς. Χαµπβελλιι) !沙蚕

弧菌( ς. νερεσισ) !哈维氏弧菌( ς. ηαρϖεψι) !嗜水气单

胞菌( Αεροµονασ ηψδροπηιλα) !大肠杆菌( Εσχηεριχηια χολ2

ι) !金黄色葡萄球菌( Σταπηψλοχοχχυσ αυρευσ)和枯草杆菌

( Βαχιλλυσσυβτιλισl购自中国科学院微生物研究所 ∀

1 .4 实验兔

新西兰兔购自上海实验兔养殖场 o雄性 o体重

u ∗ uqx ®ªr只 ~实验兔饲料购自厦门建发制药厂 ∀

m 国家高技术研究发展计划资助项目 {yv2{t|2sustu号 ∀

第一作者 }王军 o出生于 t|xv年 o硕士 o副教授 o目前主要从

事海水养殖病害及种质资源研究 ∀通信地址 }福建省厦门市

厦门大学海洋与环境学院 o vytssx∀ ∞2°¤¬̄} ¬°¶¼́ � ³∏¥2
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1 .5 抗原制备

参照5免疫学常用实验方法6 ≈| !5免疫学实验6 ≈ts 

方法稍加改进制备溶藻弧菌的菌体抗原 k�抗原l 和

鞭毛抗原k�抗原l ∀免疫用菌苗浓度相当于麦氏比浊

管 v号管 ∀

1 .6 抗血清制备

采用耳缘静脉注射法对实验兔进行免疫注射 o第

t天注射剂量 sqx °̄ o每间隔 x §增加剂量 sqx °̄ 再

注射 t次 o共注射 w次 o最后一次注射 z §后检测抗血

清 o当其效价达到 t}tu{s以上即可从颈动脉放血提

取抗血清 ∀每种抗原注射实验兔 u只 ∀

1 .7 抗血清效价及特异性测定

采用试管凝集法测定抗血清效价及交叉反应效

价 ∀凡有交叉反应的菌株 o在抗血清中加入过量的反

应菌细胞 o混合均匀后置冰箱过夜 o离心去除交叉反

应菌 o上清液用孔径 squu Λ°的微孔滤膜过滤 ∀吸附

后再测定其交叉反应 o如果没有凝集 o即可分装保存

于 p {s ε 低温冰箱中备用 ∀

1 .8 间接荧光抗体检测法的建立

按5免疫学常用实验方法6 ≈| 稍加修改 }∞ 将溶藻

弧菌涂片于载玻片上 o置于 vz ε 烘干 o并在火焰上过

火 u ∗ v次固定 o°�≥×洗涤 v次 o每次 v ∗ w °¬±∀ƒ 将

抗血清滴加在玻片上 o将玻片置于铺有湿布的塑料盒

内在 vz ε 培养箱内温育 t «后 o以 °�≥×洗涤 o方法同

∞ ∀ � 加异硫氰酸荧光素标记的羊抗兔免疫球蛋白 o

在 vz ε 培养箱内温育 t «o以 °�≥×洗涤 o方法同 ∞ ∀

� 加 °�≥甘油 o加盖玻片封固 ∀� 在盖玻片上加无自

发荧光香柏油一滴 o用落射荧光显微镜观察 o汞灯 tss

• o激发滤光片 w|s±°o荧光滤光片 xts∗ xus±°∀

1 .9 间接荧光抗体检测法的现埸检测

取患病大黄鱼 !表观正常大黄鱼肝脏以及养殖海

水各 ts份按上述步骤进行病原检测 o肝脏匀浆后进

行检测 ∀

u 结果

2 .1 抗血清效价

每只实验兔获得血清 vs ∗ ws °̄ ∀从两个不同组

别获得的 �抗血清效价均为 tΒ xtuso �抗血清效价

均为 tΒ uxyso�抗原效价高于 �抗原k表 tl ∀

2 .2 抗血清特异性

为了检验抗血清的特异性 o选择了分属于弧菌 !

肠杆菌等不同类群的 {株菌进行交叉反应试验 o结果

表明 o诊断抗血清与其它菌株间存在轻微交叉反应 o

除 �抗血清分别与副溶血弧菌 !坎普氏弧菌和沙蚕弧

菌的 �抗原 !�抗血清与坎普氏弧菌的 �抗原的交叉

反应效价为 tΒ tyso其余的均不高于 tΒ {so多为 tΒ

ts ∗ tΒ usk表 u !vl ∀通过吸附处理后 o免疫诊断抗血

清与其它菌株不产生交叉反应 o特异性大大提高 o而

表 1  溶藻弧菌免疫诊断血清吸附处理前后的效价

Ταβ .1  Τιτερσ οφ ς . αλγινολψτιχυσ αντισερα βεφορε ανδ αφτερ

βεινγ αβσορβεδ

血清种类 组别 吸附前效价 吸附后效价

� 抗血清 t tΒxtus tΒuxys

u tΒxtus tΒuxys

� 抗血清 t tΒuxys tΒtu{s

u tΒuxys tΒtu{s

表 2  溶藻弧菌免疫诊断 Ο抗血清吸附处理前后的交叉反

应结果

Ταβ .2  Χροσσ ρεαχτιϖιτψ οφ ς . αλγινολψτιχυσ Ο2αντισερα βε2

φορε ανδ αφτερ βεινγ αβσορβεδ

细 菌 名 称
抗原

种类

交叉反应效价

第 t组 第 u组

吸附前 吸附后 吸附前 吸附后

副溶血弧菌 � 抗 tΒ{s ) tΒtys )

� 抗 tΒws ) tΒus )

坎普氏弧菌 � 抗 tΒtys ) tΒ{s )

� 抗 � tΒts ) � tΒts )

哈唯氏弧菌 � 抗 tΒts ) tΒws )

� 抗 � tΒts ) � tΒts )

沙蚕弧菌 � 抗 tΒtys ) tΒtys )

� 抗 tΒws ) tΒus )

河流弧菌 � 抗 tΒus ) tΒus )

生物 ´型 � 抗 � tΒts ) � tΒts )

河流弧菌 � 抗 tΒus ) tΒws )

生物 µ型 � 抗 � tΒts ) tΒts )

嗜水气 � 抗 � tΒts ) tΒus )

单胞菌 � 抗 � tΒts ) tΒts )

大肠杆菌 � 抗 tΒts ) tΒts )

� 抗 � tΒts ) tΒts )

枯草杆菌 � 抗 tΒts ) tΒts )

金黄色葡 � 抗 � tΒts ) � tΒts )

萄球菌

注 }/ ) 0表示没有凝集反应 ∀
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表 3  溶藻弧菌免疫诊断 Η抗血清吸附处理前后的交叉反

应结果

Ταβ .3  Χροσσ ρεαχτιϖιτψ οφ ς . αλγινολψτιχυσ Η2αντισερα βε2

φορε ανδ αφτερ βεινγ αβσορβεδ

细 菌 名 称
抗原

种类

交叉反应效价

第 t组 第 u组

吸附前 吸附后 吸附前 吸附后

副溶血弧菌 � 抗 � tΒts ) � tΒts )

� 抗 tΒws ) tΒus )

坎普氏弧菌 � 抗 tΒus ) tΒts )

� 抗 tΒtys ) tΒ{s )

哈唯氏弧菌 � 抗 � tΒts ) tΒts )

� 抗 tΒ{s ) tΒws )

沙蚕弧菌 � 抗 � tΒts ) tΒts )

� 抗 tΒ{s ) tΒ{s )

河流弧菌 � 抗 � tΒts ) � tΒts )

生物 ´型 � 抗 tΒus ) tΒus )

河流弧菌 � 抗 � tΒts ) � tΒts )

生物 µ型 � 抗 tΒus ) tΒts )

嗜水气 � 抗 tΒts ) tΒts )

单胞菌 � 抗 tΒts ) � tΒts )

大肠杆菌 � 抗 � tΒts ) � tΒts )

� 抗 � tΒts ) � tΒts )

枯草杆菌 � 抗 tΒts ) tΒts )

金黄色葡 � 抗 � tΒts ) � tΒts )

萄球菌

注 }/ ) 0表示没有凝集反应 ∀

表 4  间接荧光抗体法现埸检测结果

Ταβ .4  Τηε δετεχτιον οφ ς . αλγινολψτιχυσ βψ ινδιρεχτ φλυο2

ρεσχεντ αντιβοδψ

样 品 检测样品数 阳性样品数 阳性检出率k h l

患病大黄鱼 ts   ts   tss

健康大黄鱼 ts v vs

养殖海水 ts s s

效价仍保持在 tΒ tu{s以上 ∀本实验制备的溶藻弧菌

抗血清的专一性符合免疫检测要求k表 tl ∀

2 .3 现埸检测

现埸检测中 o将镜检片置于荧光显微镜下 o镜检

片的背景为黑色 o菌体为黄绿色 ∀ts个具有典型弧菌

病表症大黄鱼肝脏样品中全部检出大量溶藻弧菌 ots

个外观健康大黄鱼肝脏样品中有 v个检出溶藻弧菌 o

ts份养殖海水样品检测结果均为阴性k表 wl ∀

v 讨论

荧光抗体检测技术根据抗原抗体反应具有高度

特异性 o以荧光素为标记物 o与已知抗体结合作为标

准试剂 o用于检测未知抗原 o可在荧光显微镜下呈现

荧光的特异性抗原抗体复合物及其存在部位 ∀这项技

术将免疫反应的特异性 !灵敏性与显微镜技术的精确

性相结合 o是现代标记免疫检测的重要方法之一 ∀国

外早在 {s年代就有将荧光抗体技术用于检测水产养

殖病原菌的报道 ≈tu otv ∀us世纪 |s年代以来 o国内学者

也相继进行了水产养殖病原菌荧光抗体检测研究≈t ∗ x  ∀

荧光抗体检测法不仅能快速检测患病动物的病原 o检

测时间一般不超过 v «o为疾病的及时对症治疗赢得

了宝贵的时间 o而且该方法还能够检测到带菌状态或

未发病的被感染个体 o本实验也在 vsh表观健康大

黄鱼体内检测出病原弧菌 ∀姚斐 ≈tt 等报道了利用间

接免疫荧光抗体技术还可检出处于活的非可培养状

态的细菌 o由于活的非可培养状态的细菌仍具有毒

性 o并可在一定条件下复苏造成疾病的暴发流行 o因

此加强活的非可培养状态病原菌的检测在水产养殖

病情预测预报上是很有意义的 ∀此外 o利用荧光抗体

检测技术还可以研究病原菌在宿主体内各组织器官

的分布 o有助于了解病原菌侵入途径 !在体内的转移

以及其主要作用部位等 ≈t ∀由此可见 o荧光抗体检测

技术在水产病害病原检测上具有广泛的用途 ∀

本实验在所制备抗血清特异性的检测中 o所选择

的标准菌株大部分是与病原菌同属的弧菌 ∀此外 o还

有代表肠杆菌的大肠杆菌 o分别代表革兰氏阳性杆菌

和球菌的枯草杆菌和金黄色葡萄球菌 ∀交叉反应结果

表明 o与抗血清交叉反应较强的抗原都是弧菌属的菌

株 o这是由于弧菌属各菌株之间亲缘关系比较近 o共

同抗原比较多的缘故 ∀从与各标准菌株交叉反应效价

多不超过 tΒ {s的实验结果表明采用本实验方法制

备抗血清是成功的 ∀

目前 o已经建立起来的水产养殖病害病原快速检

测方法虽然已在实验阶段取得了很好的结果 o但在生

产实践中的推广应用尚少 o如何尽快将这些有价值的

科研成果转化为生产力 o将是今后的工作重点之一 ∀
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