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应用荧光抗体技术检测牙鲆体内的河流弧菌
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摘要:用灭活的河流弧菌( Vibr io f luv ial is )抗原, 注射免疫实验兔 ,制得凝集价为 1 5 120

的抗血清。用试管凝集法检测了抗血清的特异性,再用免疫吸附法去除交叉反应,从而得到

高效价、高特异性的抗河流弧菌血清。用所制备的抗血清在实验室中建立起河流弧菌荧光

抗体检测技术( FAT ) , 在荧光显微镜下可清楚地看到被标记的病原菌, 整个检测过程只需 3

h。用河流弧菌感染牙鲆(Paral ichthy s olivaceus ) , 24 h 后, 用 FAT 测定牙鲆的血液、肾脏和

肝脏中的河流弧菌,在血液中河流弧菌的检出率最高 ,其次是肾脏,肝脏的检出率最低。以

上结果表明:荧光抗体技术可以快速、灵敏、准确地检测出牙鲆体内的河流弧菌。
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河流弧菌 ( V ibr io f l uv ialis ) 是生活在海洋里的

一种条件致病菌[1]。由于该病原菌的适应能力比较

强,海水的温度、盐度、pH 等都较适于河流弧菌的生

长,所以广泛分布在海洋环境中。近几年, 该菌已引

起包括牙鲆在内的多种水产动物的败血症、脓疱病

等疾病[ 2~ 5] , 造成了非常严重的经济损失。河流弧菌

不仅是多种水产动物的致病菌, 而且也是人类的致

病菌,是因食用不洁海产品而导致流行性腹泻的主

要致病菌[ 6, 7]。因此, 进行养殖牙鲆 ( Paralichthy s

olivaceus )河流弧菌检测不仅是牙鲆养殖过程中防病

治病的需要,也是提高海产品卫生质量、保障食用者

健康的需要。

传统的致病菌检测方法需要鉴定形态特征、培

养特性、生理生化特征等, 整个过程耗时较长,操作烦

琐,不能满足病害防治的需要。荧光抗体检测技术与

传统的检测方法相比具有快速、灵敏、准确等优点。

鄢庆枇等[8]用荧光抗体技术进行了大黄鱼病原弧菌

(溶藻弧菌)检测,张晓华等[ 9]用间接荧光抗体诊断技

术检测了对虾体内的副溶血弧菌, 吴淑勤等[ 10] 应用

间接荧光抗体技术研究了水中嗜水气单胞菌数量与

鱼类出血性败血症的关系。但是,目前还没有牙鲆体

内河流弧菌荧光抗体检测的研究报道。

作者应用前期从患病牙鲆体内分离到的河流弧

菌制备抗血清,建立河流弧菌荧光抗体检测方法, 并

用于牙鲆体内河流弧菌的检测, 以期对牙鲆河流弧

菌病的防治和水产品检验有所帮助。

1 材料与方法

1. 1 试验菌株
河流弧菌:分离自患病牙鲆。

交叉反应用菌: 副溶血弧菌( V ibr io parahaemo

ly ticus)、哈维氏弧菌( V . har vey i)、溶藻弧菌( V . al

g inoly ticus)、坎普氏弧菌 ( V . camp bell ii)、海弧菌

( V . p elagius)、弗氏弧菌( V . f urnissii)、嗜水气单胞

菌 ( A eromonas hydrophila )、金 黄 色 葡 萄 球 菌

( Staphy lococcus aur eus )、枯草杆菌 ( B acillus subti

l is )、大肠杆菌 ( Escher ichia coli )、铜绿假单胞菌

( Pseudomonas aeruginosa)、耐久肠球菌。以上菌株

都购自中国普通微生物菌种保藏管理中心,均保存于

- 80 低温冰箱。

1. 2 实验兔
雄性新西兰大白兔 4 只, 购于上海实验兔养殖

场, 体质量为 2. 5~ 3. 0 kg/只。实验兔饲料购自厦门

建发制药厂。

1. 3 河流弧菌抗血清的制备

1. 3. 1 抗原的制备与注射

河流弧菌接种于营养琼脂斜面, 30 温育24 h,用
0. 5%石炭酸生理盐水将菌苔洗下 60  水浴 1 h 灭

活, 再稀释到与 McFarland 比浊管 3 号管浊度相等。

耳缘静脉注射免疫实验兔。每隔 5 d 注射 1 次, 总共

注射 4次, 第一次注射 0. 5 mL, 每次递增 0. 5 mL。

1. 3. 2 试血

第 4次注射后第 7天从实验兔耳中央静脉抽血
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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. 3. 3 血清的效价和特异性检测

用试管凝集法测定所制备的抗血清的效价和对

其他菌株的交叉反应凝集价[8]。

1. 3. 4 交叉反应的去除

以吸附法去除河流弧菌抗血清与其他菌的交叉

反应:将有交叉反应的菌株, 每株培养一支斜面,用生

理盐水洗脱, 5 000 r/ min 离心 10 m in, 再反复荡洗离

心 3 次,离心管底部即为菌体。然后在离心管中加入

河流弧菌抗血清 5 mL 进行吸附 ,振荡混匀, 放在 4 
冰箱中过夜。次日将血清 5 000 r / min 离心 10 min。

取上层清液, 再用 0. 45 m 滤膜过滤。再次测定其

效价以及交叉反应效价。

1. 4 荧光抗体检测
1. 4. 1 菌液的荧光抗体检测步骤

1. 4. 1. 1 涂片、固定

把河流弧菌涂片于载玻片上, 风干, 在火焰上过

2~ 3 次让其固定。以 PBST 洗涤 3次, 每次 3 min。

1. 4. 1. 2 加抗血清

把抗血清(稀释 1 000倍) , 滴加于载玻片上。将

玻片放入预热的湿盒中, 37  温育 1 h。以 PBST 溶

液洗涤 3 次,每次 3 min。

1. 4. 1. 3 加标记二抗

加 FIT C 标记的羊抗兔 IgG , 37  温育 1 h。以

PBST 溶液洗涤 3 次,每次 3 min。

1. 4. 1. 4 镜检

在玻片上加 PBS 甘油,加盖玻片封固, 在盖玻片

上加一滴无自发荧光的香柏油,用荧光显微镜观察。

1. 4. 2 牙鲆的体内河流弧菌的荧光抗体检测

从东山某牙鲆养殖场购买健康牙鲆, 体质量约

80~ 110 g ,暂养 3 d 后取 15 尾牙鲆分为 3 组, 每组 5

尾, 第一组每尾注射 1! 107 cfu/ mL 河流弧菌菌液 0. 1

mL ,第二组每尾注射 1 ! 108 cfu/ mL 河流弧菌菌液
0. 1 mL ,第三组为对照组,每尾注射灭菌生理盐水 0. 1

mL。

注射后 24 h, 取牙鲆血液、肝脏、肾脏进行河流

弧菌荧光抗体检测。其中:血液样品用草酸钾抗凝,

静置后直接取上层溶液进行检测 ;肝脏、肾脏, 加入 5

倍体积生理盐水,匀浆静置后取上层溶液进行检测。

1. 4. 3 荧光抗体检测

具体步骤同 1. 4. 1。

2 结果与分析

2. 1 抗血清凝集价及特异性

实验兔注射 4 次抗原后, 其抗血清凝集价达到

1 5 120,符合实验要求。交叉反应的结果表明所制备

的抗血清与其它弧菌有微弱的交叉反应,最高为1 80,

其它各菌株中只有大肠杆菌和铜绿假单胞菌有微弱的

交叉反应。通过免疫吸附过滤后,抗体的效价虽有所下

降,但仍达到 1 2 560, 而且经过吸附后所制备的抗

血清特异性大大增强, 与 12 株其他细菌不会产生凝

集反应(表 1) , 可以用于河流弧菌的荧光抗体检测。

表 1 河流弧菌抗血清的凝集价

Tab. 1 Agglutination ti ter and cross action ti ter of antiserum

against V. f luvial is

测试菌株 吸附前凝集价 吸附后凝集价

河流弧菌 1 5 120 1 2 560

副溶血弧菌 1 80 < 1 10

溶藻弧菌 1 20 < 1 10

哈维氏弧菌 1 10 < 1 10

坎普氏弧菌 1 10 < 1 10

海弧菌 1 40 < 1 10

弗氏弧菌 < 1 10 < 1 10

嗜水气单胞菌 < 1 10 < 1 10

金黄色葡萄球菌 < 1 10 < 1 10

枯草杆菌 < 1 10 < 1 10

大肠杆菌 1 20 < 1 10

铜绿假单胞菌 1 10 < 1 10

耐久肠球菌 < 1 10 < 1 10

2. 2 荧光抗体检测结果

河流弧菌与荧光抗体结合后在荧光显微镜下观

察, 可以看到在黑色背景下, 菌体发出绿色荧光,其形

态清晰易辨。图 1可见荧光显微镜下河流弧菌呈短

杆状, 与经染色后在普通光学显微镜下观察到的河流

弧菌菌体形态一致。

2. 3 人工感染的牙鲆的检测结果

用所制备的河流弧菌抗血清进行了牙鲆血液、肝

脏、肾脏的间接荧光抗体检测, 结果在注射了河流弧

菌的牙鲆血液和肾脏能够清晰地观察到河流弧菌(图

2) , 而在注射生理盐水的牙鲆体内没有发现河流弧

菌。注射高浓度( 1! 108 cfu/ mL )河流弧菌的牙鲆体
内河流弧菌的检出率高于注射低浓度 ( 1 ! 107

cfu/ mL )的检出率。实验组牙鲆中, 血液河流弧菌的

检出率最高, 其次是肾脏, 肝脏的检出率最低(表 2)。

实验组牙鲆注射了一定量的河流弧菌,虽然在取样检

测时有的外观并未有异常,但在体内却能检测出河流

弧菌, 这说明间接荧光抗体技术可以用于未发病带菌

状态的牙鲆的检测。
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图 1 荧光显微镜下的河流弧菌( ! 1 000)

Fig. 1 V. f lu v ial i s und er flu ores cent micr os cope

图 2 牙鲆血液中河流弧菌荧光抗体检测( ! 1 000)

Fig. 2 V. f lu v ial i s in blood of P. oli v aceu s

detected by f luorescent microscope( ! 1 000)

图 3 牙鲆肝脏中河流弧菌荧光抗体检测( ! 1 000)

Fig. 3 V. f luv ial is in liver of P . ol iv aceus

detected by f luorescent microscope( ! 1 000)

图 4 牙鲆肾脏中河流弧菌荧光抗体检测( ! 1 000)

Fig. 4 V. f luv ial is in kidney of P. ol iv aceus detected

by fluorescent micrscope( ! 1000)

表 2 牙鲆体内河流弧菌的检出率

Tab. 2 The ratio of V. f luvialis detected in P. ol ivaceus

样品
检出率( % )

试验组∀ 试验组# 对照组

血液 80 100 0

肝脏 40 80 0
肾脏 60 100 0

3 讨论

快速、准确地诊断水产养殖动物病原菌是对病害

进行有效防治的基础和先决条件。由于传统的细菌

鉴定工作量大 ,费时长, 因而各国的科学家都在寻求

对水产动物重要病原菌的快速、简单、准确的检测方

法, 从最初的简单抗原抗体血清反应, 到现在的酶联

免疫吸附反应 ( EL ISA 技术 ) 及荧光抗体技术

( FAT )。FAT 的基本原理是将抗原抗体反应的特异

性和敏感性与显微镜的精确性相结合。以荧光素为

标记物, 与已知的抗体(或抗原)结合, 而不影响其免

疫学特性。然后将荧光素标记的抗体作为标准试剂,

用于检测和鉴定未知的抗原。在荧光显微镜下,可以

直接观察呈现特异荧光的抗原抗体复合物及其存在

的部位。应用间接荧光抗体技术对病原菌进行快速

诊断, 一般从制样到完成检测只需 3~ 4 h, 既可以克

服培养法时间过长的缺点,准确性又大大高于一般镜

检结果[ 6, 7]。因此, 该方法受到许多学者的重视, 已

经用于多种水产动物疾病的检测, K aw aha ra 和

Kusuda[11]利用荧光抗体技术能很好地区分产 , 溶

血素的链球菌 ; L ar go 等[ 12]利用免疫荧光技术检测

养殖大型海藻的病原弧菌V ibr io sp. P11; Hung Hung

和 Yen Ling[13]利用荧光抗体技术研究了弧菌抗原在

对虾体内传递过程及其在组织中的定位情况。

用荧光抗体检测法检测人工感染过河流弧菌的

牙鲆, 血液中检测到的细菌较多,说明了河流弧菌在

牙鲆体内能通过血液传播, 进而引起养殖动物败血

症。肾脏、肝脏中也检出河流弧菌, 这说明肾脏、肝脏
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是河流弧菌的靶器官。肾脏、肝脏的检出率较低可能

与样品处理方法有关。作者采用组织均浆后取上层

溶液检测的方法, 由于部分弧菌滞留在组织块中等

原因难免会出现漏检, 同时, 肝脏组织均浆液在荧光

显微镜下的背景荧光较强, 在一定程度上影响到河

流弧菌的检测。检测结果还表明:牙鲆体内河流弧菌

的检测率与注射菌浓度密切相关, 注射菌浓度越高,

河流弧菌检出率也越高。在检测时,有部分牙鲆没有

表现出相应的症状, 但在其体内能够检测到河流弧

菌,说明该方法不仅能用于患病牙鲆的病原检测, 也

能用于外观正常的带菌状态牙鲆的病原检测。

研究结果表明:荧光抗体检测法能够快速、灵敏、

准确地检测出牙鲆体内的河流弧菌。在此基础上,用

荧光抗体检测法进一步研究河流弧菌的感染途径与

传播路径,将有助于揭示河流弧菌对牙鲆的致病机制。
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Abstract: V ibr io f luvialis , the pathogenic bacteria o f Paral ichthy s oliw aceus were inactiv ated for v ac

cine. using an anti V . f luv ialis sera, ag g lutination tit er up to 1 5 120, w as got from rabbits by injected vac

cine. The serum has no cross reaction to Vibr io parahaemoly ticus and o ther 11 tr ains after being abso rbed. U

sing the anti ser a, indir ect fluor escent antibody technique for detection of V . f luv ialis w as established. The

pathogenic bacteria could been observ ed clear ly under fluor escent microscope. The w hole process last s merely 3

h. The P. o liwaceus w as artificially infected by injecting of V . f luvialis, and after 24 h post injection, the

blood, kidney and liver of P . ol iwaceus w ere detected fo r V . f l uv ialis by indirect fluo rescent antibody tech

nique. The results show ed that the ratio o f V . f luv ialis det ected in blo od w as higher than those in kidney and

liv er. The results indicat ed that FAT would be used to detect V . f luvialis in P . oliv aceus rapidly , sensit ively

and truly.
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