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大黄鱼病原副溶血弧菌单克隆抗体制备及其应用
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摘要 :用甲醛灭活副溶血弧菌 (V ibrio parahaemol y ticus)和溶藻弧菌 (V . al ginol y ticus)制成

免疫原免疫 BALB/ c小鼠 ,利用淋巴细胞杂交瘤技术 ,获得 1株特异的针对副溶血弧菌的单

克隆抗体 ,命名为 D6F3 H5。腹水及培养上清液抗体的 EL ISA 效价分别为 : 1 ∶5 120 和

1∶1 280 ,该单克隆抗体与其它细菌没有明显的交叉反应。利用该单克隆抗体和兔抗副溶血

弧菌多克隆抗体 ,建立了检测副溶血弧菌的双抗体夹心 EL ISA方法。该方法对副溶血弧菌

的最小检出量为 5×104个/ mL。用双抗体夹心 EL ISA检测大黄鱼 ( Pseudosciaena crocea)样

品 ,14尾患病大黄鱼中有 11尾检出副溶血弧菌 ,而 10 尾健康大黄鱼都没有检出副溶血弧

菌。由此可见 ,本试验制备的高特异性的抗副溶血弧菌单克隆抗体 ,可以用于患病大黄鱼副

溶血弧菌的快速诊断。
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　　大黄鱼 ( Pseudosciaena crocea)是中国近海特有

的主要经济鱼类和当前最主要海水养殖鱼类之一、

也是中国六大优势出口水产品之一。近年来 ,病害成

为困扰中国大黄鱼养殖业的主要问题 ,其中副溶血

弧菌 (V ibrio parahaemol y ticus)和溶藻弧菌 (V . al g2
i nol y ticus)是养殖大黄鱼最常见的病原菌 [1 ,2 ]。目

前 , 对病原弧菌所引起的养殖大黄鱼疾病的诊断主

要靠临诊观察和细菌学检查 , 难以及时、准确地确定

病原的种类 ,因此无法满足疾病防治的要求。

疾病的正确诊断是科学防治的基础 ,而免疫检

测是病原快速检测的最有效技术之一。虽然鄢庆枇

等 [3 ]、王军等 [4 ]已制备了溶藻弧菌和副溶血弧菌的

兔抗血清用于大黄鱼疾病的快速诊断 ,并得到较好

的效果 ,但是由于这些多克隆抗血清具有明显的异

质性 ,而且特异性较差。单克隆抗体在这些方面大大

优于多克隆抗血清。自 20世纪 80年代初以来在世

界各国兴起了单克隆抗体研究热潮 ,每年有近万篇

关于单抗的研究报道。现在单抗技术已从初期的探

索性研究进入大量开发、应用阶段。如果能够建立产

生大黄鱼病原弧菌单克隆抗体的杂交瘤细胞株并大

量制备高特异性均质单克隆抗体 ,对于大黄鱼弧菌

病的防治将具有重要的意义。正是由于单克隆抗体

在细菌性鱼病的诊断中具有良好的应用前景 ,国内

外学者都很重视鱼类病原菌单克隆抗体的研制。

Austin[5 ]制备了抗耶尔森氏菌和杀鲑气单胞菌的单

克隆抗体 ,并把它们应用于鲑鳟鱼类红嘴病及疖疮病

的快速诊断中。伊丹利明、高桥幸则 [6 ]将鳗弧菌 J202
6型菌株的菌悬液与弗氏完全佐剂等量混合 ,每隔两

周接种一次 BALB/ C鼠 ,共接种 3次 ,再将该免疫鼠

的脾细胞与骨髓瘤细胞 NS21用 PEG1500融合 ,并进

行 3次以上克隆 ,最后获得抗鳗弧菌的单克隆抗体。

在国内 ,陈红燕等 [7 ]制备了嗜水气单胞菌的单克隆抗

体并进行了特性研究 ;夏永娟等 [8 ]研制了抗鳗弧菌单

克隆抗体 ;金晓航等 [9 ]制备了迟缓爱德华菌抗独特型

单克隆抗体 ;宋晓玲等 [10 ]制备了溶藻弧菌单克隆抗

体 ,并进行初步应用。

作者以大黄鱼的病原菌———副溶血弧菌和溶藻

弧菌为研究对象 ,制备其单克隆抗体并进行双抗体夹

心 EL ISA检测 ,以期为养殖大黄鱼弧菌病的病原检

测建立一种快速、敏感、特异性高的单抗检测方法。
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1　材料与方法

1. 1　材料
1. 1. 1　菌株

副溶血弧菌和溶藻弧菌分离自患病大黄鱼 [1 ]。

嗜水气单胞菌 ( A eromonas hy d rop hi la)、金黄色葡萄

球菌 ( S tap hy lococcus aureus)、鳗弧菌 (V . angui l la2
rum)、创伤弧菌 ( V . vulni f icus)、河流弧菌 Ⅰ( V .

f l uvialisⅠ)、河流弧菌 Ⅱ(V . f l uvialisⅡ)、坎普氏

弧菌 (V . cam pbel l i i)、沙蚕弧菌 (V . neresis) 、哈维氏

弧菌 (V . harvey i)、大肠杆菌 ( Escherichia coli )和枯

草杆菌 ( B aci l l us subti l is)购自中国科学院微生物研

究所。

1. 1. 2　细胞株

小鼠骨髓瘤细胞株 SP2/ 0引自中国科学院细胞

生物学研究所细胞库。用高糖 DMEM 培养基传代

培养。

1. 1. 3　培养基、试剂

DM EM、HA T、H T培养基、PEG6000 购自 Gib2
co公司 ;胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料有

限公司。

1. 1. 4　试验动物

BALB/ C小鼠和昆明种小鼠及其饲料购自厦门

大学抗癌中心实验动物房。采用 6～8周龄 BALB/ C

小鼠。免疫用的小鼠和诱生抗体的小鼠饲养在厦门

市水产研究所水产中试基地实验室。

健康和已经染病的大黄鱼均来自厦门西海域火

烧屿养殖网箱 ,健康大黄鱼暂养在厦门市水产研究

所水产中试基地备用。

1. 2　方法
1. 2. 1　抗原制备与小鼠免疫

副溶血弧菌和溶藻弧菌在含 2 % NaCl营养肉汤

28 ℃培养 24 h后 ,4 000 r/ min离心 10 min收集菌

体 ,用 0. 01 mol/ L p H 7. 2 PBS洗涤 2次 ,1 %甲醛处

理 12 h ,离心、洗涤后用比浊法调节菌浓度至 2×109

个/ mL。

免疫 BALB/ C小鼠时 ,每只小鼠腹腔注射 0. 2

mL 细菌悬液 ,每隔 1周加强免疫 1次 ,免疫 3次后取

小鼠尾血作抗体效价测试 ,具有明显阳性反应的小

鼠再加强免疫 ,注射菌体悬液 0. 1 mL ,3 d后无菌操

作取小鼠脾细胞作细胞融合。

1. 2. 2　细胞融合及克隆化培养

按大约 5∶1的比例取免疫小鼠脾细胞和 SP2/ 0

小鼠骨髓瘤细胞 ,混合在 50 mL 圆底离心管中。用

无血清的 DM ED培养液清洗两次后 ,慢慢加入加热

融化的 50 %聚乙二醇DMSO混合液。用吸管慢慢拨

动细胞 ,使得细胞和融合剂充分作用 1 min。缓缓滴

入无血清 DMED培养液 ,5 min内加至 20 mL 细胞

悬液 ,融合后的细胞经过洗涤后 ,用含 20 %胎牛血清

的 DM ED培养液培养在预先培养好饲养细胞的 96

孔培养板中 ,每孔 0. 1 mL。24 h后每孔再加入 0. 1

mL 含 HA T的上述培养液。当杂交瘤长满 1/ 3 孔

时 ,取其培养上清 , 以间接 EL ISA法筛选 ,通过有限

稀释法对阳性杂交瘤进行克隆化 3 次。选择对目标

抗原具有特异性的阳性杂交瘤细胞株保存于液氮。

1. 2. 3　间接 EL ISA法筛选抗体

将细菌抗原稀释至 2 ×107个/ mL ,取 100μL 至

酶标板各孔 ,阴性对照孔中加入 100μL 生理盐水 ,

60 ℃烘干包被 ,用含 0. 05 % Tween20的 0. 01 mol/ mL

PBST (p H 7. 4)洗涤液满孔洗涤 3次 ,每次3 min ,然

后用含 10 %小牛血清的 PBS于 37 ℃封闭 1 h ,同上

洗涤 3次 ,各孔依次加入杂交瘤细胞培养上清液 100

μL 37 ℃温育 1 h ,同上洗涤 3 次 ,每孔加入 100μL

兔抗鼠 Ig G2HRP(北京华美 ,稀释 1 000倍) ,37 ℃温

育 1 h ,同上洗涤 3次 ,每孔加入 100μL 新鲜配置的

OPD2H2 O2底物溶液 ,于避光处反应 30 min ,然后每

孔加入 50μL 2 mol/ L 硫酸溶液中止反应 ,于 492 nm

下检测每孔 OD值。用同样方法检测这些阳性杂交

瘤细胞株所分泌的抗体对 13株细菌的特异性。

1. 2. 4　小鼠腹水抗体制备

对最后筛选出的阳性单克隆杂交瘤细胞株进行

扩大培养 ,并将 1 ×107个/ mL 细胞悬液与液体石蜡

预处理 ,接种于同系小鼠腹腔 ,待小鼠腹腔明显鼓胀 ,

牵引致使脊椎脱臼休克 ,抽取腹水测定其抗体效价并

保存于 4 ℃,用于鱼体病原检测。

1. 2. 5　兔抗副溶血弧菌多克隆抗血清的制备

新西兰大白兔饲养两周后进行免疫 ,通过耳缘静

脉注射副溶血弧菌甲醛灭活菌苗免疫实验兔。每隔

5 d注射 1次 ,总共注射 4次 ,第 1次注射 0. 5 mL ,每

次递增 0. 5 mL。第 4次注射后第 7天从实验兔耳中

央静脉抽血 1 mL ,分离血清 ,用试管凝集法测定其效

价。如测得血清的凝集价 > 1∶1 280 ,可以进行大量

采血。

1. 2. 6　双抗夹心 EL ISA检测

采用双抗夹心 EL ISA 法 [11 ]测定单克隆抗体对

副溶血弧菌的检测灵敏度并将其用于鱼体副溶血弧

菌检测。

副溶血弧菌经系列稀释制成不同浓度悬液。兔

抗副溶血弧菌多克隆抗体用 p H 9. 6 碳酸盐缓冲液
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稀释 200倍后取 100μL 于酶标板各孔 ,4 ℃过夜包

被 ,用含 0. 05 % Tween20 的 0. 01 mol/ mL PBST

(p H 7. 4)洗涤液满孔洗涤 3次 ,每次 3 min ,然后用

含 10 %小牛血清的 PBS于 37 ℃封闭 1 h ,同上洗涤

3次 ;各孔加入不同稀释度副溶血弧菌悬液 100μL ,

阴性对照加 PBS ,37 ℃孵育 1 h ,同上洗涤 3次 ;然后

各孔依次加入小鼠腹水 100μL ,37 ℃温育 1 h ,同上

洗涤 3次 ;每孔加入 100μL 兔抗鼠 Ig G2HRP (北京

华美 ,稀释 1 000倍) ,37 ℃温育 1 h ,同上洗涤 3次 ;

每孔加入 100μL 新鲜配置的 OPD2H2 O2底物溶液 ,

于避光处反应 30 min ,然后每孔加入 50μL 2 mol/ L

硫酸溶液中止反应 ,于 492 nm下检测每孔 OD值。

待测的健康和发病的大黄鱼组织在 5倍体积无

菌生理盐水中研磨 ,静置沉淀后吸取上清液备检。同

上方法 ,以上清液代替副溶血弧菌悬液 ,检测鱼体中

的副溶血弧菌。

2　结果

2. 1　细胞融合及抗体检测

在进行的两种细菌抗原融合试验中 ,以副溶血

弧菌为抗原的 4个 96孔培养板有 58孔杂交瘤细胞

生长 ,杂交瘤形成率为 15 % ;以溶藻弧菌为抗原的 4

个培养板有 12 个孔培养出杂交瘤细胞。经 EL ISA

法筛选 ,得到 2孔具有特异性抗副溶血弧菌杂交瘤细

胞 ,占杂交瘤 3. 45 %。以溶藻弧菌为抗原的杂交瘤

细胞未检测出阳性细胞株。

2. 2　杂交瘤细胞的克隆培养及抗体诱生

2孔具有抗体分泌能力的杂交瘤细胞 ,在克隆化

及扩大培养过程中有 1株失去分泌抗体能力 ,余 1株

经 3次克隆后阳性克隆率为 100 %。这个杂交瘤细

胞株定名为 D6F3 H5。经过扩大培养和 BALB/ C小

鼠腹腔注射 ,腹水及培养上清液抗体的 EL ISA 效价

分别为 1∶5 120和 1∶1 280。

2. 3　单克隆抗体特异性检测

用 EL ISA法将单克隆抗体分别与副溶血弧菌、

溶藻弧菌、嗜水气单胞菌、金黄色葡萄球菌、鳗弧菌、

创伤弧菌、河流弧菌Ⅰ、河流弧菌Ⅱ、坎普氏弧菌、沙

蚕弧菌、哈维氏弧菌、大肠杆菌和枯草杆菌作交叉反

应 ,结果可见单克隆抗体能与副溶血弧菌特异性反

应 ,显色明显 ,而与其他各种细菌无明显的交叉反应

(表 1)。

表 1　D3F3 H5杂交瘤细胞株产生的单克隆抗体的特异性

Tab. 1 　The speciality of monoclonal antibody secreted by

D3B3 H5

菌株 效价

副溶血弧菌 1∶5 120

溶藻弧菌 -

嗜水气单胞菌 -

金黄色葡萄球菌 -

鳗弧菌 -

创伤弧菌 -

河流弧菌Ⅰ -

河流弧菌Ⅱ -

坎普氏弧菌 -

沙蚕弧菌 -

哈维氏弧菌 -

大肠杆菌 -

枯草杆菌 -

　注 :“ - ”表示阴性

2. 4　双抗夹心 EL ISA的灵敏度
双抗夹心 EL ISA 能够灵敏地检测副溶血弧菌 ,

其最低检出浓度为 5×104个/ mL ,最低检出量为 5×

103个。
表 2　基于单克隆抗体的双抗夹心 ELISA对不同浓度副溶

血弧菌的检测结果

Tab. 2　The result of different concentrations of V. pa ra hae2
molyticus detected by sandwich ELISA based on mon2
oclonal antibody

副溶血弧菌浓度 (个/ mL) 检测结果

5×103 -

1×104 -

5×104 +

1×105 +

5×105 +

1×106 +

　注 :“+”表示阳性 ,“ - ”表示阴性

2. 5　双抗夹心 EL ISA对大黄鱼样品的检测
用双抗夹心 EL ISA 检测了 14尾具有典型弧菌

病症状的大黄鱼和 10尾健康大黄鱼的样品 ,结果从

11尾患病大黄鱼中检出副溶血弧菌 ,检出率为 78 % ,

而 10尾健康大黄鱼都没有检出副溶血弧菌 (表 3)。

3



海洋科学/ 2007年/第 31卷/第 8期

表 3　基于单克隆抗体的双抗夹心 ELISA对大黄鱼样品的

检测结果

Tab. 3　The result of Pseudosciaena crocea specimen detected

by sandwich ELISA based on monoclonal antibody

病鱼编号 检测结果 健康鱼编号 检测结果

1 + 1 -

2 - 2 -

3 + 3 -

4 - 4 -

5 + 5 -

6 + 6 -

7 + 7 -

8 + 8 -

9 + 9 -

10 + 10 -

11 +

12 +

13 -

14 +

　注 :“+”表示阳性 ,“ - ”表示阴性

3　讨论

本试验以副溶血弧菌甲醛灭活菌苗为抗原 ,运

用单克隆抗体技术 ,筛选、克隆到 1株产生抗副溶血

弧菌单克隆抗体的杂交瘤细胞 (D6F3 H5)。共进行

了 3 次有限稀释克隆 ,最后一次克隆阳性孔率为

100 % ,确保所筛选的细胞株为单克隆。本试验筛选

的阳性杂交瘤细胞株较少 ,但幸运的是该细胞株所

分泌的单克隆抗体具有很好的特异性 ,对副溶血弧

菌表现阳性反应 ,对其他 12株细菌都没有交叉反应 ,

可以用于副溶血弧菌相关病害的快速诊断。本试验

使用两种弧菌免疫小鼠 ,结果只有一种弧菌得到特

异性的抗体 ,这可能与两种细菌的抗原性不同以及

本工作所筛选的小鼠数量有限有关。

本试验之所以采用双抗体夹心 EL ISA法测定所

制备的单克隆抗体对溶藻弧菌的检测灵敏度和鱼体

样品 ,是由于该方法较之抗原包被间接 EL ISA 有明

显的优势 :细菌的包被通常采用 60 ℃烘干 ,包被过程

耗时数小时 ,而双抗体夹心 EL ISA 的包被是在准备

工作中完成 ,可以缩短样品检测时间。本试验的双抗

体夹心 EL ISA的检测时间可以控制在 4 h 之内 ,可

以满足疾病快速诊断的要求 ;鱼体样品的研磨上清

液中含有许多组织碎片 ,烘干包被时这些组织碎片也

包被到酶标板上 ,影响检测效果。如果离心去除组织

碎片容易导致细菌也随之沉淀 ,容易引起漏检。双抗

体夹心 EL ISA能够克服这些问题 ,提高检测灵敏度。

所建立的双抗体夹心 EL ISA对副溶血弧菌的最低检

出量为 5×103个 ,具有较高的早期快速诊断价值。

在大黄鱼样品检测中 ,10 尾健康大黄鱼都没有

检出副溶血弧菌 ,14尾患弧菌病的大黄鱼有 11尾检

出副溶血弧菌 ,这说明本试验制备的单克隆抗体检测

实际样品副溶血弧菌的假阳性很低 ,灵敏度较高。用

TCBS平板检测 14 尾患病大黄鱼 ,都长出大量绿色

菌落 ,也进一步验证了检测结果的可信度。14 尾患

病大黄鱼同一时间取自同一养殖渔排 ,其病原很可能

都是副溶血弧菌 ,但有 3 尾病鱼没有检出副溶血弧

菌 ,这说明在实际样品检测中要尽可能多检测几个样

品 ,以免出现漏检。
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Abstract : V ibrio parahaemol y ticus and V . al ginol y ticus were inactivated by formaldehyde to prepare an2

tigens for the immunizing of BALB/ c mice. 1 st rain of hybridoma (D6F3 H5) , secreting McAb against V .

parahaemol y ticus , was obtained by means of hybridoma technique. The EL ISA titers of McAb in ascites and

culture liquid were 1∶5 120 and 1∶1 280 , respectively. The McAb had no cross reaction to 12 st rains of oth2

er bacteria. Sandwich EL ISA was established to detect V . parahaemol y ticus based on the McAb and rabbit

against V . parahaemol y ticus multi2clone antibody. The lowest detectable concentration of V . parahaemol y tic2

us detected by sandwich EL ISA was 5×104 cells/ mL . Sandwich EL ISA was used for detecting V . parahaemo2

l y ticus in large yellow croacker , Pseudosciaena crocea , V . parahaemol y ticus was detected f rom 11 fish among

14 diseased P. crocea , no V . parahaemol y ticus was detected f rom 10 healthy P. crocea. The result s indicated

that the McAb specially against V . parahaemol y ticus could be used for the rapid diagnosis of diseased P. cro2

cea.

(本文编辑 :刘珊珊)
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