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中国对虾弧菌病的间接荧光抗体

诊断技术研究
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韩 茵十 杨学宋 tt 马建康十十

(青岛海洋大学海洋生命学院
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(宁波市水产研究所
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浙江 3 1 5 01 0)
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,
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提要 于 1994 年 8 月一 1 9 9 5 年 5 月建立中国对虾病原菌—
副溶血弧菌的间接荧光抗体

检测技术
,

其中副溶血弧菌的特异抗血清由家兔制备
,

羊抗兔免疫球蛋 白用异硫氰酸荧光素

标记
,

并以罗丹明标记的牛血清白蛋白为背景染色
。

应用该技术在山东省莱州市大华水产实

业公司养殖场检测中国对虾样品中的副溶血弧菌
。

结果表明
,

养成期人工感染对虾中
,

副溶血

弧菌主要集中于中国对虾的注射点附近的肌肉及血淋巴中
,

说明由肌 肉注射而进人体内的病

原菌主要转移部位是血淋巴
;
菌浴感染苗期中国对虾中

,

尽管虾苗外观未见异常
,

但可检测到

大量副溶血弧菌
;
苗期对虾中的副溶血弧菌现场检测

,

3 组发病虾苗样品中均检测到副溶血弧

菌
,

3组外观健康的虾苗样品中
,

其中 1组样品中检测到副溶血弧菌
,

另外 2 组样品未检测到副

溶血弧菌
,

表明间接荧光抗体技术不仅可用于诊断发病的感染对虾
,

也可用于检测带菌状态

或未发病的感染对虾
。

关键词 间接荧光抗体诊断技术 中国对虾 副溶血弧菌

弧菌性病害是 困扰对虾养殖业的重要 因素 (氏 Ive
s一B or ug h ot n e t al

. ,

197 6)
。

面对不

断增 多的病原种类
,

单纯依靠传统技术方法 已很难适应研究和生产的需要
,

为此建立灵

敏
、

准确
、

快速的对虾病原菌鉴定技术 已成为研究的主要方向和生产发展的急需
。

在病原

菌的快速诊断方面有荧光抗体技术 (F A )T
、

酶联免疫吸附试验 ( E LI S A ) 以及聚合酶链反

应 (P C )R 等
。

近年来
,

这些技术 已越来越多地应用于对虾细菌性病害的诊断 (A d am
s ,

199 ;1

S o n g et .al
,

199 2)
。

对虾病原菌的 间接荧光抗体诊断技术研究 尚不多见 (hC en et .al
,

199 4)
。

本文报告 中国对虾病原菌—
副溶血弧菌诊断血清的制备

,

间接荧光抗体技术的

建立 以及应用该技术检测养成期和苗期中国对虾中的副溶血弧菌
,

以期 为对虾病原菌的

快速诊断提供依据
。
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1材料和方法

L l实验菌株

副溶血弧菌 (巧方 r io为
rah a e m o

y lt iu e s) 菌株 4一 7
,

2 5一e 于 1 9 8 9 年 9 月分离 自患败血症

中国对虾 (凡
n a e u : 。 h in e n s is

,

下简称对虾 ) ; 菌株 1
.

1 6 14
,

1
.

16 15 于 19 9 4 年 6 月购 自中国科

学院微生物研究所
;
菌株 J

,

于 1 994 年 8 月购 自济南市卫生防疫站
;
菌株 QM I 于 19 94 年 6

月 购 自卫生部药品生物制品检定所
。

用于测定交叉反应的菌株列于表 2
。

L Z 抗原制备

将副溶血弧菌菌株 4一7
,

1
.

16 14
,

1
.

16 15
,

J 和 QM I 在 2 2 1 6 E 平板上培养 2 4 h
,

用双蒸水

配制的生理盐水洗脱
,

以 3 OO0 r
/ m in 离心 20 m in

,

洗涤三次
,

于 100 ℃水浴 h2
,

以除去鞭毛

抗原
。

免疫用菌液浓度为 1 x 10
9e e l l / m l

。

L 3 免疫血清制备

选择健康 的体重 Zgk 的家兔
,

除 2 --5 C菌株外
,

其它菌株 均分别按 0
.

1
,

.0 2
,

0
.

5
,

1
.

0,

2
.

Om l菌量分 5次静脉注射免疫家兔
,

注射时间间隔为两周
,

每株细菌免疫 3 只兔子
。

最后

一次注射后
,

第 7 天取血测定抗体效价
,

效价达 1:l 2 80 以上
,

即可取血并制备免疫血清
。

L 4 交叉反应的去除

选择弧菌属不 同的细菌及其它属的细菌共 52 株
,

按 X u 等 ( 1 98 4) 的方法测定副溶血

弧菌混合免疫血清的交叉反应及交叉反应的效价
。

凡有交叉反应的菌株
,

每株培养斜面 5

支
,

用双蒸水生理盐水洗脱
,

并 以 3 0 0 0 r
/ m in 离心 20 m in

,

洗涤三次
,

然后加人到混合免疫

血清中进行吸附
,

室温振荡 30 m in
,

置冰箱过夜
。

离心法除去吸附用菌体
,

上清液再经孔径

0
.

2卜m微孔滤膜过滤
。

吸附后的免疫血清再测定交叉反应
,

如没有凝集现象
,

即为副溶血

弧菌多价免疫血清
。

L S 间接荧光抗体检测技术 i( F A )T

对 x u 等 ( 198 4) 的方法进行必要的改进
。

应用该技术诊断对虾细菌性疾病的操作要

点如下
。

L 5
.

1 取发病对虾
,

抽取养成期对虾的血淋 巴和匀浆苗期对虾
,

制成涂片让其 自然干燥
。

将涂片在 5 5 oC 固定 10m i n
。

1 .5 2 将涂片放人不透光培养皿内
,

培养皿底部放两层湿润的滤纸
,

使空间保持湿润
。

在

涂片上加两滴 1 :5 的罗丹明标记 的牛血清 (m T C
,

B B L 公 司出品 )
,

为使牛血清分布均匀
,

加盖 一 2 4 e
m x 3 2 e m 的盖 玻片

。

将培养皿放人 3 7℃ 温箱 中反 应 3Om i n
。

用 0
.

l m o l / L

p B S (磷酸盐缓冲液
,

p H = 7
.

6 )冲洗玻片 3 次
。

在 o
.

l m o l / L p B S 中浸泡 10m i n
,

去除未反

应的牛血清
。

按上述步骤
,

用两滴 1 : 100 副溶血弧菌多价免疫血清 (本文研制 )进行反应
。

同样按上述步骤
,

用两滴 :1 10 异硫氰酸荧光素标记的羊抗兔 gI G 血清 (H CT
,

上海生物制

品所生产 )进行反应
。

在反应后的涂片上加一滴荧光抗体覆盖液 (P B S : 甘油 = 1 : 9)
,

加盖

玻片
。

在盖玻片上加一滴无 自发荧光的香柏油
。

用落射光荧光显微镜观察
。

100 W 汞灯
,

激发光滤光片为 4 50 一490 mn
,

荧光滤光片为

s lo nm
。

通过荧光显微镜观察
,

背景为黑色或红色
,

菌体为黄绿色
。

L 6 中国对虾的人工感染实验

取 30 0 尾健康的对虾蚤状幼体 (乙)置于实验桶中 (盛有消毒海水 20 )L
,

暂养 4 h8
。

副
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溶血弧菌株2 5 一C
,

在 22 16 E 斜面上培养 24 h
,

以无菌生理盐水制成菌悬液并将菌液加人实

验水体中
,

使水中实验菌浓度为 1 0
7

ce ll / m l
。

对照组不加菌液
,

其它条件同人工感染实验

组
。

每天正常投饵和换水
。

d3 后
,

从实验组和对照组各取 20 尾虾苗
,

均用 1 00 协m孔径 的无

菌筛绢过滤
; 然后

,

用 100 m l 的无菌生理盐水冲洗 3 次
,

用灭菌 的匀浆器匀浆并制成涂片
。

用间接荧光抗体技术检测虾苗中的副溶血弧菌
。

选 12 尾健康的体长为 1c2 m 的养殖对虾
,

在实验槽 内 (加有消毒海水 )暂养 24 一36 ho

用副溶血弧菌 4一7及 1
.

1 6 14 菌株 的混合菌悬液 ( 1
.

2 x 10” ce U / m l) 在对虾第三或第 四腹

节注射感染
,

每尾对虾注射 0
.

0 4 m l
。

对虾濒死时
,

分别取近注射点肌肉
、

远注射点肌 肉
、

肝

胰脏
、

心肌
、

附肢
、

血淋巴及眼球液等组织供检测用
。

血淋 巴及 眼球液采用涂片法
。

其它组

织按 A us it n
等 ( 198 9) 的方法进行 固定

、

包埋和切片
。

用间接荧光抗体技术检测副溶血弧

菌在各组织 中的分布
。

1
.

7 苗期对虾中副溶血弧菌的现场检测

在对虾育苗池 中
,

取 自然发病的虾苗作为发病样品
,

在蚤状期和仔虾期共取 3 组 (每

组样品 20 尾虾苗 )
。

取 3 组健康虾苗样品作为对照
。

将样品过滤
、

冲洗
、

匀浆及涂片
。

用间

接荧光抗体技术检测虾苗中的副溶血弧菌
。

2 结果

.2 1 血清制备及血清的专一性

结果表明
,

用家兔制备对虾病原菌免疫诊断血清
,

每只家兔可获得约 3Om l 的血清
。

血

清的效价因菌株不同和家兔的差异也有所不同
,

但一般可达 :1 1 2 80 以上
。

对虾的病原

菌—
副溶血弧菌具有特异性的抗原结构

,

但也与其他细菌有共同抗原
,

这些共 同抗原造

成了诊断血清交叉反应的出现
,

为此必须采用吸附法去除交叉反应部分的抗体
。

吸附处

理后
,

血清的效价一般略有降低
。 .

免疫诊断血清吸附前后的效价见表 l
。

表 1 副溶血弧菌免疫诊断血清吸附处理前后的效价 经过测定
,

吸附处理前
,

在 52 株弧

T ab
.

l iT et sr o f 仁尸a r a h a e m o
ly it c u s

an it s e ar be fo er

a
dn

a fl e r be i飞
a b s o

ber d

菌号

4一 7

1
.

16 14

1
.

16 15

J

QM I

吸附前效价 吸附后效价

厂 6 4 0

l : 5 12 0

l : 2 5 6 0

l : 2 5 6 0

l : 5 12 0

l : 3 2 0

l : 2 5 6 0

l : 1 2 8 0

l : 1 2 8 0

l : 2 5 6 0

菌属及其它属的细菌中
,

有 38 株具有交

叉反应 (交叉反应效价 > l : 2)
,

6 株不具

交叉反 应 (交 叉反应效 价 ` 1 : 2)
,

8 株没

有测定 ( N D )
。

免疫诊断血清仅与一株鳗

弧菌的交叉反应效价达到 1 : 25 6
,

与其它

细菌交叉反应效价最高为 1:%
。

经过吸

附处理后
,

免疫诊断血清与 52 株细菌都

没有交叉反应
,

血清的专一性符合免疫学检测的要求
,

可 以应用于对虾病原菌的检测
。

免

疫诊断血清吸附处理前后的交叉反应见表 2
。

.2 2 人工感染 实验结果

苗期 对虾人 工菌 浴感染 实验表 明
,

实验组 和对 照组 的虾 苗外观 都未见 异 常
。

然

而
,

在实验 组虾 苗中可检测到 大量副溶血 弧菌
,

在对照组 的虾 苗 中未检 测到
。

养成期

人工 感染 实 验表 明
,

副溶 血 弧菌 主要 集 中于 注射点 附 近 的肌 肉 (图版 :1 1) 及 血 淋 巴

中 (图版 I : 2)
,

其它部位如远注射点肌 肉
、

附肢肌 肉
、

肝胰脏及心肌中细菌数量很少
,

眼

球液 内没有细菌
。
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表 2副溶血弧菌免疫诊断血清吸附处理前后的交叉反应结果

Ta b Z Cr o
s s r e茜i tvy i t of 犷刀a a r ha em ol y tc iu s

a ni ts em b ef or ea ll da
f t e

r b ei g na b
s or b ed

溶藻弧菌

坎贝 氏弧菌

河弧菌

哈维 氏弧菌

飘浮弧菌

远洋弧菌

鳗弧菌

鳗弧菌

鳗弧菌

鳗弧菌

鳗弧菌

溶藻弧菌

坎贝 氏弧菌

费氏弧菌

梅氏弧菌

适应弧菌

肋生弧菌

创伤弧菌

纽瓦克弧菌

易北河弧菌

霍乱弧菌 0 1

霍乱弧菌非 0 1

霍乱弧菌非 0 1

霍乱弧菌非 0 1

霍乱弧菌非 0 1

霍乱弧菌非 0 1

发光杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

产气肠杆菌

鸡沙门氏菌

索氏志贺氏菌

细 菌 名 称

1i /br i oa
l g 加 o

l y i tu s e

仁 ea 刀梦b ell i i

犷 j 7u va l is i

配 ha r vy ei

犷 na r t “ 于gs n e

V p el 口giu s

仁a ngu ila l r iu m

Va ngu ia ll
r iu 用

叱a ngu ia ll
r iu m

卜a ngu ia l l r iu 用

犷a ngu ia ll
r iu 用

卜a l gi no
l y r ic u s

仁 ea ” 琴 7b el l i i

Vs i f
eh er i

仁m e招 ehni 故 , v i i

V P o n t i c u s

F 用 a r in ag i ll u s

双 a d op la lu s

犷 a lg o s u s

厂 c o s it e o la

V ; u ln 价
c u s

F n e o e is 纪 s

厂 a lb e n s is

厂 〔去 o l e r a e 一0 1

仁 e h o l e r a e n o n刊 ) 1

犷 c h o le r a e n o n代】1

犷 e h o le r a e n o n刊〕1

犷 c h o le r a e n o n刊〕1

犷 e h o le r a e n o n
一 l

hP
o ot b a e et r i u阴 log

e i

2必 e h e r i e h ia e o li

云 e o li

E e o li

五 e o li

五 c o il

nE et r o b a c et r a e r
og

e n e s

勘lm
o n e lla g a ll in a r u m

肋ig e
lla

s o n n e i

菌号

1
.

16 0 7

1
.

1 59 7

1 16 0 9

1
.

1 59 3

1
.

1 59 4

1
.

1 5 88

19 10 5

交叉反应效价 吸附后交叉反应

19 10 6

19 10 9

19 2 64

1 1( )G

1 7 74 9

2 5 9 2 0

7 7 4 4

7 7 0 8

1 4 3 9 1

14 3 9 8

1 9 2 6 3

1 4 9 9 0

3 3 5 0 8

C 一 7 1 8 4

14 6 3 6

14 5 4 7

l d

Ia
~

N
~

3 7

ld , N` 2 7

N 二 2 0 0 7 H

1--1 卜卜 18 6

Ie一 N
.

10

15 3 8 2

2 59 2 2

10 7 9 8

W卜2

K , 12

QM Z

10 0 0 6

S A K 10 0 0 2

12 9 0一5 5

l ; 3

1: 24

l : 2

l : 3

l : 3

l : 4 8

l : 1 2

l : 24

l : 2 5 6

l : 3

l : 2

l : 4 8

l : 12

l : 12

l : 2 4

厂 3

l : 6

l : 3

l : 12

l : 6

l : 6

l : 2 4

l : 3

N D

N D

N l )

N D

N I)

N l )

l : 3

l : 2

l :4 8

l : 1 2

l : 1 2

l : 12

l : 4 8

N D

N l〕
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续表 2

细 菌 名 称 菌 号 交又反应效价 吸附后交叉反应

弗 氏柠檬酸杆菌 i Cr to ba e e tr r fu e ndi i S AK I Oo一 :3一

嗜水气单胞菌 Ao r emo na s
御 r d叩右 il a 6 15 4 7 1 :6一

铜绿假单胞菌 P s
eu

o d mo r a a e n s
嗒 i )o a : s 10 145 1: 12一

节杆菌 r Ah to r bao e tr sl n李 jl e 1
.

75 4一 :6一

普通变形菌 乃
o e tu u v s份 r a括 l一犯 7 1 :6一

棒状杆菌 o C理 e nba e e tr iu胡 尸 e

枷
e n s。 1

.

3 17 5 1 :9 6一

不动杆菌 Aei nezo ba e e tr sp
.

k --I一 : 12一

肠杆菌 n E
e tr

o bc a t’ , o sP
.

k es 2 1: 48 一

微球菌 从
e r 0 0 0 c e u s s p

.

k一 3 1: 2 4 一

棒状杆菌 oC 即
n e b a e r e r zu用 s p

,

k
es

4 1 :2 一

微球菌 iM
e r o e o e e u s s p

.

k一5 1 :2 一

假单胞菌 凡
e u d o用 o n a s s p

.

k es 6 1: 2 一

黄杆菌 声撇 v o ba c le r i u m s p
.

卜7 1: 12 一

不动杆菌 A c in e ot b a o et : s p
.

k 一8 1: 12 一

.2 3 苗期对虾 中副溶血 弧菌的现场检测结果

在 3 组发病虾苗样品中
,

其 中 1组样品有大量副溶血弧菌
,

另外 2 组样 品中有少量的
。

在 3 组健康虾苗样品中
,

其中 l 组样品中有少量副溶血弧菌
,

另外 2 组样品未检测到
。

3 讨论与结论

快速
、

准确地诊断中国对虾发病原 因是对病害进行有效 防治的基础和先决条件
。

应

用间接荧光抗体技术对病原菌进行快速诊断既可 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观察
。

由于此方法使用了副溶血弧菌的混合多价血清且去除了交叉

因素
,

血清专一性很强
,

为此可以准确的检测出由副溶血弧菌引起的养成期对虾的红腿病

及苗期对虾疾病
,

并且时间很短
,

一般 h3 内即可完成
。

因此
,

荧光抗体技术是一种快速
、

准

确
、

灵敏的诊断技术
。

间接荧光抗体技术还是研究病原菌在寄主体内各组织 中分布情况的有效方法
。

这有

助于了解对虾败血症病原菌的侵入途径及主要作用部位
。

普通组织切片染色 (如 H
·

E 染

色 )中染料只对染 色的组织具特异性
,

而对病原菌无区别能力
。

荧光抗体染色法既可以检

测病原菌在寄主体内的分布
,

又可 以确定病原菌的种类
。

对由副溶血弧菌引起的败血症

虾 的检测结果 表明
,

由肌 肉注射而进 人体内的病原 菌主要转移部位是 血淋 巴
。

许兵等

( 199 3) 发现 自然发病 死亡对虾中副溶血弧菌主要存在部位 也是血淋巴
。

这进一步证实
,

副溶血弧菌是由于侵人对虾循环系统引起败血症而导致对虾死亡的
。

间接荧光抗体技术

也可用于检测苗期对虾的病原菌
。

当用副溶血弧菌对苗期对虾进行人工感染实验 时
,

尽

管虾苗无任何发病症状
,

但用间接荧光抗体技术却可检测到副溶血弧菌
,

如对 6 个发病和

健康的样品检测结果
,

其中 4 个样品有副溶血弧菌
。

因此
,

间接荧光抗体技术不仅可用于

诊断发病的感染对虾
,

也可用于检测带菌状态或未发病的感染对虾
。

应用免疫血清诊断对虾细菌性疾病
,

还应当注意到对虾细菌性疾病往往是 由多种条

件致病菌引起的
。

因此
,

应当利用各种病原菌制备多种抗体血清配套使用
,

以便诊断出不
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同种类的病原菌
,

采取相应的防治措施
。

另外
,

据 aK
s t ll u ir 等 ( 19 8 9) 报道

,

副溶血弧菌菌体

抗原 ( O 抗原 )有 12 型
,

胞外多糖抗原 ( K 抗原 )有 59 型
,

并且所有菌株都具有相同的鞭毛

抗原 (H 抗原 )
。

因此
,

制备副溶血弧菌抗体血清
,

应 当利用 12 型菌体抗原的菌株
,

制备出

各型的血清
,

然后再混合成 副溶血弧菌的多价血清
,

用于对虾病原菌的诊断
,

才可避免 因

血清型的不同而出现的漏检现象
。
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