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养殖刺参腐皮综合征两种致病菌 Dot2ELISA快速检测
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摘要 :以养殖刺参 ( A postichopus j aponicus) 腐皮综合征两种主要致病原灿烂弧菌 (V ibrio

s plendi dus)和假交替单胞菌 ( Pseudoalteromonas ni g ri f aciens) 为抗原 ,分别制备兔抗血清 ,

建立了两种病原菌的点酶 EL ISA (Dot2EL ISA)检测方法。根据方正试验 ,确定检测用一抗、

二抗最佳工作稀释度 :灿烂弧菌抗血清稀释度 320 ,酶标二抗稀释度 3 000 ;假交替单胞菌抗

血清稀释度 160 ,酶标二抗稀释度 2 000。阻断试验结果表明两种抗血清特异性均较高。灿

烂弧菌抗血清在稀释度为 40 时与溶藻胶弧菌、河流弧菌、创伤弧菌等弧菌发生微弱交叉反

应 ,提高稀释度到 160 时 ,不发生交叉反应。假交替单胞菌抗血清基本不与常见海水致病弧

菌发生交叉反应。人工感染试验检测结果表明该方法能从患病海参溃烂组织、未发病海参

组织和感染水体检测到相应致病菌 ,检测灵敏度为 9. 4 ×103个/ mL 。人工感染试验检测结

果经直接凝集反应验证。该方法操作简便、灵敏度高 ,不需复杂仪器设备 ,适合在基层推广。
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　　21 世纪初 ,刺参养殖在中国北方沿海蓬勃兴起 ,

迅速发展成为中国最重要的海水养殖品种之一 ,2004

年山东辽宁两省养殖刺参年产值超过 100 亿元 ,取得

了显著的经济和社会效益 [1 ] 。由于刺参养殖规模的

迅速扩张 ,病害防治等配套技术相对滞后 ,加上生产

过程中的不规范操作 ,导致病害问题日趋严重 ,整个

北方沿海刺参养殖业由于病害暴发造成的年经济损

失超过 30 亿元。养殖刺参腐皮综合征是近年来导致

中国刺参大面积死亡的最重要疾病。该病波及面广 ,

传染性强 ,死亡率常高达 90 % ,造成了惨重经济损

失。王印庚 [1 ] 和张春云 [2 ] 报道灿烂弧菌 ( V ibrio

s plendi dus)和假交替单胞菌 ( Pseudoalteromonas ni2
g ri f aciens)是该病的致病原。

灿烂弧菌和假交替单胞菌是海水动物重要致病

菌。灿烂弧菌可引发大菱鲆、牙鲆、大西洋鲑、鳟鱼、

鲈鱼等患多种疾病 ;而假交替单胞菌可引发皱纹盘

鲍溃烂病、大黄鱼体表溃烂病、中华绒螯蟹颤抖病等。

目前已有用 PCR 检测灿烂弧菌的报道 ,还未见假交

替单胞菌检测方法的报道。由于常用的水产动物疾

病诊断方法如 A PI、PCR、EL ISA、间接荧光抗体等 ,

需要较特殊的设备和复杂操作 ,难以在基层推广 [3 ] ,

因此建立一种方便快捷适用于基层的检测方法尤为

重要。由于点酶 EL ISA (Dot2EL ISA)具备灵敏度高、

操作简便、结果容易判读等优点 ,在动物疾病诊断上

有广泛应用 [4 ] 。

本试验首次通过 Dot2EL ISA 方法对养殖刺参两

种病原菌进行检测 ,探讨该方法在刺参疾病临床诊断

应用的可行性。

1 　材料与方法

1. 1 　试验材料
灿烂弧菌 ( H1) 、假交替单胞菌 ( H2) 菌株由本实

验室 2004 年、2005 年分离于患腐皮综合征的刺参 ,

并鉴定为灿烂弧菌 [3 ]和假交替单胞菌 [2 ] 。标准菌株 :

灿烂弧菌、假交替单胞菌、鳗弧菌 (V ibrio angui l la2
rum) ,溶藻胶弧菌 (V . al ginol y ticus) ,河流弧菌 (V .

f l uvialis) ,创伤弧菌 ( V . v ulni f icus) ,副溶血弧菌
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(V . parahaemol y ticus) ,嗜水气单胞菌 ( A eromonas

hy d rophi la) ,哈维氏弧菌 ( V . harvey i) ,大肠杆菌
( Escherichia coli) 均购于中国科学院微生物研究所

标准菌株库。

新西兰大白兔 (雄性 ,2 kg 左右) 购自山东青岛
市立医院动物房。HRP2羊抗兔 Ig G ,羊抗兔 Ig G ,购
自北京中衫金桥生物有限公司。福氏完全佐剂、42
氯212萘酚购于 Sigma 公司。

1. 2 　抗原制备
灿烂弧菌、假交替单胞菌接种于胰蛋白胨大豆

肉汤培养基 ( TSB) ,27 ℃培养 24 h ,1. 5 %无菌生理
盐水洗脱 ,加入 0. 5 %福尔马林溶液灭活 48 h。然
后 ,经培养确认灭活效果后 ,离心菌液 (8 000r/ min ,

10 min) ,洗涤 3 次 ,再用 1. 5 %生理盐水稀释至菌体

密度 2. 4 ×109个/ mL 备用。

1. 3 　抗血清制备
大白兔 2 只 ,取兔血清 ,确认与两病原菌无天然

凝集后 ,分别制备 H1、H2 的血清抗体。免疫方案 :

分 3 次免疫 ,初次免疫用福氏完全佐剂与抗原充分乳
化后皮下多点注射 ,注射剂量 1. 0 mL ,二次免疫不使
用佐剂 ,皮下多点注射与耳静脉注射相结合 ,免疫间
隔时间 10 d ,最后一次免疫结束 10 d 后 ,耳静脉采
血 ,用 96 孔 U 型板凝集法测定抗体效价。如果效价
较低 ,经耳静脉加强免疫一次 ,间隔 7 d 后采血。抗
血清分装后 - 80 ℃冰箱保存备用。

1. 4 　Dot2EL ISA 检测方法的建立
(1) 取适当大小的硝酸纤维素膜 (NCM) ,划成 6

mm ×6 mm 小格 ,临用前放置于 0. 01 mol/ L 的 TBS

中平衡 10 min ,甩干后晾干备用。
(2) 待测抗原隔水煮沸 10 min ,摇匀后点样 ,每个

方格点样 5μL ,37 ℃干燥 15 min ,55 ℃固定 10 min。
(3) 将点好样的硝酸纤维素膜置于盛有 0. 01

mol/ L M TBS (含 5 %脱脂奶粉的 Tris2盐酸缓冲液)

的杂交袋中 ,封口。37 ℃水浴 1 h。每隔 15 min 振
荡 1 min。用 TBST (含 0. 05 % Tween220 的 Tris2盐
酸缓冲液)洗涤硝酸纤维素膜 3 次 ,每次 2 min ,晾干

备用。
(4) 将膜置于用 M TBS 稀释的抗血清中 ,37 ℃

水浴温育 30 min ,同上洗涤方法。膜晾干后置于用
M TBS 适当稀释的 HRP2羊抗兔 Ig G中 ,37 ℃水浴温
育 30 min。同上洗涤、备用。

(5) 将膜放入新配 42氯21 萘酚显色液 (无水甲醇
溶解 3 g/ L ,黑色瓶储存 14 d ,临用前用 10 mL TBS ,

4μL 30 % H2 O2 ,2 mL 储存液混合 [5 ] ) ,室温避光显

色 0～30 min ,显色时间以阳性对照出现明显蓝紫色
斑点为标准。自来水冲洗中止反应 ,自然晾干。以出

现蓝紫色斑点 ,与背景反差强烈为强阳性 ,与背景反
差较强为阳性 ,与背景反差较弱为弱阳性 ,不出现斑
点或斑点微弱为阴性。同时以酶空白 ,抗血清空白 ,

抗原空白对照显色结果作参照。

1. 5 　Dot2EL ISA 检测方法的标准化
1. 5. 1 　抗血清和二抗的最佳工作浓度筛选

以纯培养灿烂弧菌 H1、假交替单胞菌 H2 抗原

为模型 ,固定抗原浓度在 2. 4 ×108个/ mL ,抗血清稀

释度从 1 ∶80 到 1 ∶2 560 ,二抗稀释度从 1 ∶500 到
1 ∶4 000倍比稀释。进行 Dot2EL ISA 方阵试验 ,确
定两种抗血清进行相应抗原检测时的最佳抗体稀释

度。
1. 5. 2 　交叉反应试验

抗血清进行梯度稀释 ,酶标二抗按照 1. 5. 1 中最
佳稀释度 ,对 8 种标准菌株进行 Dot2EL ISA 试验 ,以
观察该方法的特异性。
1. 5. 3 　阻断试验

将 2 种抗血清从 1 ∶80 稀释至 1 ∶1 280 ,分别加
入相应的过量抗原 ,37 ℃温育 30 min ,离心后 ,取上
清 ,用此抗血清进行 Dot2EL ISA 试验 ,同时用未处理

过的抗血清作对照。
1. 5. 4 　Dot2EL ISA 灵敏度试验

以灿烂弧菌抗原及相应血清抗体 KH1 为模板 ,

将抗原从 2. 4 ×108个/ mL 按照如下浓度稀释 :2. 4 ×

107 ,2. 4 ×106 ,1. 2 ×106 ,6 ×105 ,3 ×105 ,1. 5 ×105 ,

7. 5 ×104 ,3. 75 ×104 ,1. 87 ×104 ,9. 4 ×103 ,4. 7 ×

103 ,2. 4 ×103 ,1. 2 ×103 ,600 ,300 ,150 个/ mL ,用上

述浓度抗原进行一抗、二抗最佳稀释度、Dot2EL ISA

检测。

1. 6 　人工感染试验刺参病原菌检测
1. 6. 1 　人工感染试验

试验用刺参由山东省即墨某养殖场提供 ,刺参体
质量 30～50 g ,体长 10 cm 左右。饲养于 10 L 实验
桶 ,充气 ,试验水温 10～14 ℃,p H 为 8. 15～8. 30 ,试
验分 4 组 ,每组刺参 7 只 , A 组用 H1 感染 ,B 组用

H2 感染 ,C 组用 H1 , H2 等量混合感染 ,D 组为空白
对照组。感染组每组各设 2 个平行组。注射用活菌

以过滤灭菌海水稀释到 3 ×108 个/ mL ,腹腔注射剂

量0. 5 mL/ 只 ,空白组注射灭菌海水。
1. 6. 2 　人工感染试验病原菌检测

感染刺参后呈现明显发病症状之后 ,对试验水体

进行检测。取各组感染水体样品 ,灭菌滤纸过滤 ,滤

液用 TSB 培养基 28 ℃涂布培养感染试验水体中细

菌 ,培养出的细菌取优势度超过 10 %的菌株做 Dot2
EL ISA ,每组取 2 个水样。对先后出现口部肿大 ,皮

肤溃烂等典型“腐皮综合征”症状的刺参 ,取溃烂处肌
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肉研磨后 TSB 培养基涂布培养 ,培养出的细菌进行

Dot2EL ISA 检测。另取感染组未发病海参的肌肉组

织进行检测。每个样品检测设 2 个平行组。为了增

加检测结果的可信度 ,将平板培养的细菌分别纯化 2

次后用抗血清进行直接玻璃片凝集试验 ( direct ag2
glutination ,DA) ,并用相应菌株作阳性对照。

2 　结果

2. 1 　病原菌抗血清制备
用新西兰大白兔制得灿烂弧菌抗血清 KH1 效

价 2 560 ,假单胞菌抗血清 KH2 效价 2 560。

2. 2 　抗血清和二抗的最佳工作浓度筛选
依据 Dot2EL ISA 结果 ,综合考虑斑点显色深浅、

背景显色、空白显色以及试剂节省等因素 ,各抗体最

佳稀释工作浓度如下 :抗血清 KH1 稀释度 320 ,相应

酶标抗体稀释度 3 000 ;抗血清 KH2 稀释度 160 ,相

应酶标抗体稀释度 2 000。

2. 3 　交叉反应
灿烂弧菌抗血清 KH1 在稀释度为 40 时与溶藻

胶弧菌、河流弧菌、创伤弧菌、副溶血弧菌、鳗弧菌、嗜

水单胞菌、哈维氏弧菌等发生较弱的显色反应 ,而稀

释度到 160 后 ,则基本无显色反应 ,而阳性对照则显

色依然十分清晰 (图 1) 。假交替单胞菌兔抗血清

KH2 则在稀释度为 20 时与鳗弧菌、创伤弧菌发生轻

微交叉反应。

图 1 　灿烂弧菌抗血清不同稀释度下与 8 株标准菌的 Dot2
EL ISA 交叉反应结果

Fig. 1 　The result of detecting eight standard bacteria by

Dot2EL ISA at different dilution ratios of KH1

A ,B ,C ,D 抗血清 KH1 稀释度分别为 20 ,40 ,80 ,160 ;1. 溶藻胶弧

菌 ;2. 河流弧菌 ;3. 大肠杆菌 ;4. 创伤弧菌 ;5. 副溶血弧菌 ;6. 鳗弧菌 ;

7. 嗜水气单胞菌 ;8. 哈维氏弧菌 ;9. 灿烂弧菌 ( H1)

A ,B ,C ,D dilution proportion of KH1 20 ,40 ,80 ,160 ;

1. V ibrio al ginol y ticus ; 2. V . f luvial is ; 3. Escherichiacol i ; 4. V .

vul ni f icus ; 5. V . parahaemol yt icus ; 6. V . anguil larum ;7. A . hy2
drophi la ; 8. V . harvey i ; 9. V . s plendi dus( H1)

2. 4 　阻断试验及灵敏度试验
没有经过相应抗原过量吸收的抗血清 KH1 ,

KH2 ,稀释度 640 时均可显出清晰斑点 ,而经过过量

吸收的抗血清 KH1、KH2 仅能在稀释度 40 时才能

显出比较清晰的斑点。说明抗血清的特异性较高。

灵敏度试验结果表明当待检抗原的浓度低于

9. 4 ×103 个/ mL 后 ,就不会出现清晰的斑点 (图 2) ,

图中第 10 个显色点抗原浓度为 9. 4 ×103个/ mL 。

图 2 　Dot2EL ISA 灵敏度试验

Fig. 2 　Sensitivity of Dot2EL ISA

1 , 2 , 3～16 表示灿烂弧菌 H1 按照 1. 6. 4 中梯度稀释的浓度 :

2. 4 ×107 ,2. 4 ×106 ,1. 2 ×106 ,6 ×105 ,3 ×105 ,1. 5 ×105 ,7. 5 ×

104 ,3. 75 ×104 ,1. 87 ×104 ,9. 4 ×103 ,4. 7 ×103 ,2. 4 ×103 ,1. 2 ×

103 ,600 ,300 ,150 个/ mL

1 , 2 , 3～16 shows the density of V . s plendi dus( H1) as 1. 6. 4 :

2. 4 ×107 ,2. 4 ×106 ,1. 2 ×106 ,6 ×105 ,3 ×105 ,1. 5 ×105 ,7. 5 ×

104 ,3. 75 ×104 ,1. 87 ×104 ,9. 4 ×103 ,4. 7 ×103 ,2. 4 ×103 ,1. 2 ×

103 ,600 ,300 ,150 cells/ mL

2. 5 　人工感染试验检测结果
感染致病菌后 48 h ,刺参感染试验组相继出现

摇头、肿嘴、皮肤溃烂等典型的腐皮综合征症状。对

感染试验组内的患病刺参、未出现患病症状的刺参、

感染水体以及对照组水体与刺参分离的菌落进行检

测 ,检测结果见表 1。结果表明 ,利用特定抗血清均

能从感染水体、患病刺参溃烂组织、感染组中未发病
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海参组织检测到特定致病菌。直接玻片凝集与 Dot2 EL ISA 检测结果一致。

表 1 　人工感染试验检测结果

Tab. 1 　The detection results of infection test by Dot2ELISA and DA

组别 检测项目 分离细菌代号　优势度 ( %)
Dot2EL ISA 阳性菌株

KH1 　　　　KH2

直接凝集结果

　KH1 　　　KH2 　
菌株确认

A 组

水样 AW1 80 + + H1
AW2 15 - -

患病海参 AZ1 70 + + H1
溃烂肌肉 AZ2 20 - -

未发病海参组织 A Y1 50 + + H1
A Y2 30 - -

B 组

水样 BW1 70 + + H2
BW2 15 - -
BW3 10 - -

患病海参溃烂肌肉 BZ1 90 + - H2
未发病海参组织 B Y1 40 + + H2

B Y2 30 - -

C 组

水样 CW1 40 + - + - H1
CW2 30 - + - + H2
CW3 15 - - - -

患病海参

溃烂肌肉

CZ1 50 + - + - H1
CZ2 30 - + - + H2
CZ3 15 - - - -

未发病海参

组织

CY1 40 + - + - H1
CY2 25 - - - - 未知细菌
CY3 20 - - - -

D 组

水样 DW1 25 - - - -
DW2 15 - - - - 无特定病原菌
DW3 10 - - - -

正常肌肉组织 DZ1 30 - - - -
DZ2 20 - - - - 无特定病原菌
DZ3 20 - - - -

注 : TSB 平板培养水体及溃烂组织优势度小于 10 %的细菌菌落未作检测 ;“+ ”表示检测结果阳性 ,“ - ”表示检测结果阴性 ,检测结果已经经

过平行检测组验证 ; H1 为烂灿弧菌 , H2 为假交替单胞菌

3 　讨论

3. 1 　Dot2EL ISA 方法的特异性与灵敏度
本试验通过交叉反应和阻断试验来验证抗血清

及 Dot2EL ISA 方法的特异性。灿烂弧菌抗血清在低

稀释度下能与大多数弧菌发生交叉反应 ,与嗜水气

单胞菌也发生了交叉反应 ,均显现较淡的斑点。但是

当抗血清稀释度增大后 ,则检测结果仅见微弱斑点 ,

而阳性对照则依然显现较强斑点。可能是灿烂弧菌

与大多数弧菌亲缘关系较近 ,具有未知的共同抗原 ,

从而发生了交叉反应。由于共同抗原的相应抗体滴

度较低 ,提高抗血清稀释度后 ,这种交叉反应则无法

用 Dot2EL ISA 方法检测到。而检测灿烂弧菌时 ,即

使在高稀释度下 ,检测结果依然显现强阳性。

假交替单胞菌在低稀释度情况下 ,仅与鳗弧菌、

创伤弧菌发生较弱交叉反应 ,而阳性对照则显现强

阳性 ,可能是因为与弧菌亲缘关系较远 ,共同抗原较

少。用相应过量抗原吸附之后 ,抗血清的大部分特异

性抗体已经被吸附掉 ,这样 ,处理过的抗血清进行

Dot2EL ISA 检测 ,在适宜稀释度下检测不出相应抗

原。交叉反应、吸收试验结果说明抗血清特异性较

高。

Dot2EL ISA 灵敏度试验结果表明 :当抗原浓度低

于 9. 4 ×103 个/ mL 后 ,斑点显色与抗原浓度为 150

个/ mL 时的显色结果相差较小 (图 2) ,即使能够显出

斑点 ,但是容易误判假阳性 ,因此本试验的最低检测

限在 9. 4 ×103 个/ mL 。这个检测灵敏度与张红见

等 [6 ]用 Dot2EL ISA 检测牛胴体沙门氏菌灵敏度 400

个/ mL相比较低。常用的 EL ISA、间接荧光抗体等

免疫学方法检测灵敏度大多也在 104 个/ mL 左

右 [7 ,8 ] 。尽管在一般养殖水体和患病海参组织病原

菌还达不到这个浓度 ,但是感染试验的检测结果表

明 ,用此方法可以对分离培养后的细菌进行快速鉴

定。相比传统鉴定方法 [9 ] ,也比较方便快捷。

3. 2 　人工感染试验的 Dot2EL ISA 检测

人工感染试验的 Dot2EL ISA 结果表明 ,患病海
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参的溃烂组织 ,病原菌优势度最大。从灿烂弧菌感染

组 A 组患病海参溃烂肌肉组织培养的 AZ1 优势度达

到 70 % ,经过检测证实是灿烂弧菌 H1。同样 ,B 组

感染组 ,溃烂肌肉组织分离 BZ1 ,优势度达到 90 % ,

经检测 ,证实为假交替单胞菌 H2。混合感染组 ,从

溃烂组织分离的两株优势度最大的菌株 ,也证实分

别是灿烂弧菌 H1 和假交替单胞菌 H2。而空白对照

组 ,肌肉组织分离的细菌相对无优势。说明患病刺参

肌肉组织因病原菌侵袭而发生病变 ,进而溃烂。由于

刺参与养殖水体不断进行着水交换 ,采取腹腔注射

方式 ,一部分病原菌会因刺参呼吸作用而进入养殖

水体 ,因此从感染试验各组水体均检测到相应病原

菌。Dot2EL ISA 与直接凝集反应检测结果高度一致 ,

说明 Dot2EL ISA 检测结果特异性较强。

3. 3 　Dot2EL ISA 方法用于刺参疾病检测的

可行性
　　目前海水养殖动物疾病病原菌的检测技术大多

是常规培养鉴定、免疫学检测技术 (免疫荧光、免疫酶

技术 ) 、核 酸检 测技 术 (核酸 探针、PCR 技 术、

16SrRNA 检测等) 、核酸技术与免疫学结合的检测技

术 (免疫2PCR、PCR2EL ISA) 等技术 [3 ] 。分子生物学

检测技术特点是灵敏度高 ,特异性好 ,而且不受病原

可培养与否的限制 ,但是因为要求实验仪器精密 ,而

且操作技术难度大 ,所以使用起来较有难度。Dot2
EL ISA 技术操作比较简单 ,而且无需特殊仪器 ,可以

一次性检测大量样品 ,经济快捷。因此 ,该方法在畜

牧业上检测寄生虫 [10 ] 、细菌、病毒 [11 ]均有广泛应用。

Rakhi 等 [12 ] 用该法检测猪囊状幼虫 ,Carlina 等 [5 ] 用

该方法检测利什曼虫均取得很好效果。臧红梅等 [13 ]

用 Dot2EL ISA 检测副溶血弧菌 , 灵敏度也可达

104个/ mL 。该方法还用来检测鱼粉及牛胴体中沙门

氏菌的含量 ,阳性检出率较高 [6 ,14 ] 。本试验对已培养

出的病原菌的检测可控制在 4h 内完成 ,而且由于结

果容易判读。硝酸纤维素膜避光密封可长期保存 ,利

于复检及备档。因此该方法比较适用于缺少相应设

备的养殖场以及野外操作和现场检测。
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Abstract : A Dot2EL ISA test has been developed for the rapid detection of V ibrio s plendi dus and Pseud2
oalteromonas ni g ri f aciens that were the two pathogens of the skin ulcer syndrome in sea cucumber A posticho2
pus j aponicus . The antisera of V . s plendi dus and P. ni g ri f aciens were prepared with rabbit s. The best

working concentrations of two kinds of antisera and HRP2goat2anti2rabbit Ig G ( HRP2Ig G) were assayed by

chessboard test . As V . s plendi dus was detected , the dilution ratios of antiserum and HRP2Ig G were 1 ∶320

and 1 ∶3 000. As to P. ni g ri f aciens , the dilution ratios were 1 ∶160 and 1 ∶2 000. Cross2reactions of antise2
rum with other main pathogens were examined , and the result s showed that low cross reaction could be mostly

eliminated by heightening the dilution of antiserum. The cross2reaction assay and absorb assay indicated the

method was successful in distinguishing those pathogens. The established method was able to detect the patho2
gens f rom diseased sea cucumber , water and even normal sea cucumber in infection test . The sensitivity of the

method was 9. 4 ×103 cells/ mL . The same result s were also verified by the direct agglutination test . This

study showed that Dot2EL ISA was a rapid detection method , and because of it s ease of performance and high

specificity and no inst rumentation required , it could be applied under field conditions where sophisticated facili2
ties are lacking.
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