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［摘要］ 创伤弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ） 血清 ２ 型对鳗鲡有专一的感染性， 是鳗鲡出血性败血症、 烂鳃病和

烂尾病的重要病原菌。 采用间接 ＥＬＩＳＡ 法对制备的兔抗创伤弧菌多克隆抗血清进行效价测定， 结果表明其效

价高达１∶ ５１２ ０００。 从发病鳗鲡中分离出创伤弧菌和 ３７ 株其他致病菌， 将 ３８ 株病原菌以较低浓度 （１ ×
１０６ ｃｆｕ ／ ｍＬ） 包被后通过兔抗创伤弧菌血清进行交叉反应水平检测， 结果表明， 兔抗创伤弧菌血清稀释到

１∶ ２５６ ０００或 １∶ １２８ ０００ 时， 其与 ３７ 株其他病原菌均未产生明显的 ＥＬＩＳＡ 交叉反应。 该血清分别经 １∶ ６４ ０００ 和

１∶ ３２ ０００ 稀释后， 采用 ＥＬＩＳＡ 方法检测了经创伤弧菌、 鳗鲡爱德华氏菌 （Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ） 和嗜水气

单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ） 攻毒感染死亡的美洲鳗鲡 （Ａｕｇｕｉｌｌａ ｒｏｓｔｒａｔａ） 脏器组织悬液 （肝脏、 肾脏和

鳃）， 结果表明， 兔抗创伤弧菌血清经 １∶ ３２ ０００ 稀释后可特异性检出鳗鲡鳃和肾脏组织中的创伤弧菌。
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０　 引言
鳗鲡是我国重要的养殖经济品种。 随着养殖生产集约化程度提高和水域环境影响， 鳗鲡病害
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日益严重， 对鳗鲡养殖业的健康持续发展造成了威胁， 尤以细菌性疾病最为严重。 创伤弧菌

（Ｖ􀆰 ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ） 是弧菌属第 ５ 群细菌， 革兰氏染色阴性， 为嗜盐型海洋菌［１］ 。 同时， 创伤弧菌还是

兼性厌氧型细菌， 在有氧和无氧条件下均能生长， 最适生长温度为 ２８℃ 。 根据生化反应、 遗传特

性、 血清学试验的差异和宿主范围的不同， 将其分为 ３ 种生物型［２］ ， 其中生物 ２ 型菌株是鳗鲡的

重要病原菌， 是导致鳗鲡出血性败血症、 烂鳃病、 烂尾病等的原发性致病菌［３ － ５］ 。 创伤弧菌表面

的外膜蛋白 （ ＯＭＰｓ） 和胞外产物中的外毒素在细菌的致病过程中起着十分重要的作用［６ － ７］ 。 创伤

弧菌对鳗鲡有较强的感染性， 若能建立起快速而又准确的检测方法， 将能有效防治和控制鳗鲡细

菌病害的发生， 减少养殖业的经济损失。 酶联免疫吸附法 （ ＥＬＩＳＡ） 是一种利用抗原抗体之间的特

异性反应与酶分子的高效催化作用， 使降解底物产生颜色反应， 可定性定量检测抗原或抗体的方

法［８］ 。 该方法有着操作简便、 所需时间短、 特异性强、 灵敏度高、 结果直观和实用性强等优

点［９ － １０］ 。 纵观已经报道的细菌鉴定试剂盒研究， 基本局限于细菌培养后的实验室检测， 能够用于

养殖发病现场的细菌检测试剂盒很少， 且一般均存在严重的非特异性反应。 本研究以实验室近 ２０
年分离的创伤弧菌和其他 ３７ 株鳗鲡致病菌为材料， 拟初步建立特异性的创伤弧菌的 ＥＬＩＳＡ 现场快

速检测方法， 以期能够特异性检出病鳗脏器内的创伤弧菌。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 菌株、 血清和酶标抗体

试验采用的 ３８ 株菌取自集美大学水产学院鳗鱼病原菌库， 其编号与鉴定结果详见表 １。 创伤弧

菌兔抗血清由本实验室制备， 羊抗兔酶标抗体购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司。

表 １　 试验所用菌株名称及编号

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｎａｍｅ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

编号 Ｎｕｍｂｅｒ 菌株 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎ 编号 Ｎｕｍｂｅｒ 菌株 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎ

Ｂ０４ 鲁氏耶尔森氏菌 Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｒｕｃｋｅｒｉ Ｂ８９４ 杀鲑气单胞菌杀鲑亚种 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｓａｌｍｏｎｉｃｉｄａ ｓｕｂ⁃
ｓｐ． ｓａｌｍｏｎｉｃｉｄａ

Ｂ０９ 肠棕气单胞菌 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ Ｂ８９６ 杀鲑气单胞菌杀日本鲑亚种 Ａ． ｓａｌｍｏｎｉｃｉｄａ ｓｕｂｓｐ．
ｍａｓｏｕｃｉｄａ

Ｂ１２ 产酸克雷伯氏菌 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｏｘｙｔｏｃａ Ｂ４１９９ 威隆气单胞菌 Ａ． Ｖｅｒｏｎｉｉ

Ｂ２５ 弗氏柠檬酸杆菌 Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ｆｒｅｕｎｄｉｉ Ｂ４２２１ 嗜水气单胞菌无气亚种 Ａ． ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ ｓｕｂｓｐ． ｄｈａｋ⁃
ｅｎｓｉｓ

Ｂ３６ 耐盐短杆菌 Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｓ Ｂ４２２４ 软体气单胞菌 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｍｏｌｌｕｓｃｏｒｕｍ

Ｂ３７ 威隆气单胞菌 ＤＮＡ８ 群 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｖｅｒｏｎｉｉ
ＤＮＡ Ｇｒｏｕｐ ８ Ｂ４２２７ 兽生气单胞菌 Ａ． ｂｅｓｔｉａｒｕｍ

Ｂ４３ 溶解阴沟肠杆菌 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａｃａｅ Ｂ４２３２ 中间气单胞菌 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｍｅｄｉａ
Ｂ４７ 溶解阴沟肠杆菌 Ｅ． ｃｌｏａｃａｅ Ｂ４２４０ 舒伯特气单胞菌 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｓｃｈｕｂｅｒｔｉｉ
Ｂ５３ 兽生气单胞菌 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｂｅｓｔｉａｒｕｍ Ｂ４４８６ 小鱼气单胞菌 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｔｉｄｄｌｅｒ
Ｂ５６ 嗜水气单胞菌 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ Ｂ４９９５ 波波夫气单胞菌 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｐｏｐｏｆｆｉｉ

Ｂ６１ 河流弧菌 Ｖｉｂｒｉｏ ｆｌｕｖｉａｌｉｓ Ｂ５１７９ 杀鲑气单胞菌 ｓｍｉｔｈｉａ 亚种 Ａ． ｓａｌｍｏｎｉｃｉｄａ ｓｕｂ⁃
ｓｐ． ｓｍｉｔｈｉａ

Ｂ６５ 嗜水气单胞菌 ＤＮＡ１ 群 Ａ． ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ ＤＮＡ ｇｒｏｕｐ １ Ｂ５７６１ 威隆气单胞菌 Ａ． Ｖｅｒｏｎｉｉ
Ｂ６８ 鳗鲡爱德华氏菌 Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ Ｂ５８６４ 软体气单胞菌 Ａ． ｍｏｌｌｕｓｃｏｒｕｍ
Ｂ６９ 威隆气单胞菌 ＤＮＡ１０ 群 Ａ． Ｖｅｒｏｎｉｉ ＤＮＡ Ｇｒｏｕｐ １０ Ｂ７２８９ 水簇气单胞菌 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ａｑｕｒｉｏｒｕｍ
Ｂ７２ 绿脓假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ Ｂ７４０１ 河流气单胞菌 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｆｌｕｖｉａｌｉｓ
Ｂ７６ 弗氏柠檬酸杆菌 Ｃ． ｆｒｅｕｎｄｉｉ Ｂ７４４３ 杀鱼气单胞菌 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｐｉｓｃｉｃｏｌａ
Ｂ７７ 产碱假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｌｋａｌｉｇｅｎｅｓ Ｂ１１ 嗜水气单胞菌 Ａ． ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ

Ｂ１００２ 溶藻弧菌 Ｖｉｂｒｉｏ ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ Ｂ７９ 鳗鲡爱德华氏菌 Ｅ． ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ
Ｂ１００３ 大肠杆菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｂ８８ 创伤弧菌 Ｖ． ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ
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１􀆰 ２　 试验鳗鲡和菌液制备

３０ 尾健康美洲鳗鲡 （Ａｕｇｕｉｌｌａ ｒｏｓｔｒａｔａ） 取自集美大学水产学院海水养殖场， 饲养于水簇箱中， 保

持充气。 用１ × １０８ ｃｆｕ ／ ｍＬ创伤弧菌、 迟缓爱德华氏菌 （Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ） 和嗜水气单胞菌

（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ） 分别腹腔注射健康鳗鲡 １０ 尾， 收集不同时间濒死或刚刚死亡的鳗鲡脏器， 样

品经匀浆后保存于 － ８０ ℃ 备用。 将创伤弧菌采用划平板法接种于含有 ０􀆰 ５％ ＮａＣｌ 的胰蛋白胨大豆琼

脂 （ＴＳＡ） 培养基上， 在生化培养箱中 ３０ ℃培养 ２４ ｈ， 无菌操作下挑取平板分离培养出的单菌落接

种于胰蛋白胨大豆肉汤 （ＴＳＢ）， 于摇床培养箱中 ３０ ℃ 振荡培养约 １６ ｈ。 将肉汤倒入灭菌后的离心

管， 配平质量， 于高速冷冻离心机上 ４ ℃ 、 ７ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ４ ｍｉｎ， 然后弃上清液， 用 ＰＢＳ 重悬沉

淀， 经同条件下离心和 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后， 再用少量包被液重悬沉淀， 边加包被液边测 Ａ５９５ ， 待 Ａ５９５ ＝
０􀆰 １ 时， 即得到浓度为１ × １０８ ｃｆｕ ／ ｍＬ的创伤弧菌菌液。 按此方法分离培养其他 ３７ 株菌株并制备菌液。
１􀆰 ３　 创伤弧菌兔抗血清效价的测定

用包被液稀释 １􀆰 ２ 制得的浓度为 １ × １０８ ｃｆｕ ／ ｍＬ 的创伤弧菌菌液， 并调整至最佳工作浓度

（１ × １０６ ｃｆｕ ／ ｍＬ）， 用排枪以 １００ μＬ ／ 孔包被于酶标板上， 置恒温培养箱中 ４５ ℃ 包被过夜直至干燥。
用 ＰＢＳＴ 洗涤酶标板 ３ 次， ２００ μＬ ／ 孔， ５ ｍｉｎ ／ 次。 加入封闭液 （１ ％ ＢＳＡ ／ ＰＢＳＴ） ２００ μＬ ／ 孔， 恒温培

养箱中 ３７ ℃孵育 ２ ｈ。 ＰＢＳＴ 洗涤液又洗板 ３ 次， ５ ｍｉｎ ／ 次。 加入 ＰＢＳＴ 稀释的创伤弧菌兔抗血清 （用
ＰＢＳＴ 按１∶ ８ ０００， １∶ １６ ０００， １∶ ３２ ０００， １∶ ６４ ０００， １∶ １２８ ０００， １∶ ２５６ ０００， １∶ ５１２ ０００， １∶ １０２４ ０００ 进

行倍比稀释， 每个稀释度做 ２ 孔平行） １００ μＬ ／ 孔， 阴性对照孔加入相同稀释度的等量阴性兔血清，
３０ ℃孵育 １ ｈ。 ＰＢＳＴ 再洗板 ３ 次， ５ ｍｉｎ ／ 次。 用 ＰＢＳＴ 按 １∶ ２０ ０００ 稀释的羊抗兔酶标抗体 １００ μＬ ／ 孔
加入酶标板中， ３７ ℃孵育３０ ｍｉｎ。 继续用 ＰＢＳＴ 洗板 ４ 次， ５ ｍｉｎ ／ 次。 加入 ＯＰＤ 底物溶液 （按照每

１０ ｍＬ ＯＰＤ 底物溶液临用前加入 ３０ μＬ 的 ３０％ Ｈ２ Ｏ２ ） ５０ μＬ ／ 孔， 显色 １０ ｍｉｎ。 最后加入 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 的

Ｈ２ ＳＯ４ 终止显色， ５０ μＬ ／ 孔， 酶标仪上测 Ａ４９２ 。 间接 ＥＬＩＳＡ 检测法测定。 以 Ｓ ／ Ｎ 值≥２ 的最高稀释倍

数为该样品的血清效价 （Ｓ 为样品的 Ａ４９２ ， Ｎ 为阴性对照的 Ａ４９２ ）。
１􀆰 ４　 创伤弧菌兔抗血清与鳗鲡病原菌的交叉 ＥＬＩＳＡ 试验

以创伤弧菌为例， 将制得的 Ａ５９５ ＝ ０􀆰 １ 的创伤弧菌菌液用包被液稀释 １００ 倍后得到约

１ × １０６ ｃｆｕ ／ ｍＬ的菌悬液， 按 １００ μＬ ／ 孔加入 ９６ 孔酶标板中， 于干燥箱中 ４５ ℃包被过夜直至干燥。 同

法包被其他 ３７ 株菌株的菌液， 每株菌包被 ２ 孔。 创伤弧菌兔抗血清用 ＰＢＳＴ 分别按 １ ∶ ２５６ ０００、
１∶ １２８ ０００进行稀释， 根据 １􀆰 ３ 的间接 ＥＬＩＳＡ 检测法进行试验。 当样品 Ａ４９２ ＜ 阳性对照 Ａ４９２ × ５０％ 时且

其Ｓ ／ Ｎ值小于 ２ 判定为不交叉， 当阳性对照 Ａ４９２ × ５０％ ≤样品 Ａ４９２ ＜ 阳性对照 Ａ４９２ × ８０％ 时且其 Ｓ ／ Ｎ 值

小于 ２ 判定为交叉菌， 当样品 Ａ４９２ ≥阳性对照 Ａ４９２ × ８０％ 且其 Ｓ ／ Ｎ 值大于 ２ 时判定为创伤弧菌。
１􀆰 ５　 攻毒死亡后鳗鲡不同组织悬液的检测

用 ＥＬＩＳＡ 方法检测创伤弧菌、 迟缓爱德华氏菌和嗜水气单胞菌分别攻毒死亡后的鳗鲡的肝脏、 肾

脏、 鳃。 样品采集方法如下： 解剖鳗鲡并取出各脏器， 分别先用剪刀剪碎， 再用研钵进行粗研磨， 用离

心管称取 ０􀆰 １ ｇ， 加入 １ ｍＬ ＰＢＳ 混匀， 离心 ５ ｓ 取上清液， 用 ＰＢＳ 进行倍比稀释， 即质量浓度分别为

０􀆰 １，０􀆰 ０５，０􀆰 ０２５，０􀆰 ０１２ ５，０􀆰 ００６ ２５，０􀆰 ００３ １２５ ｇ ／ ｍＬ， 每个质量浓度做 ２ 孔平行， １００ μＬ ／ 孔包被于酶标板

上， 恒温培养箱中 ４５ ℃包被过夜至干燥， 同时做阳性、 阴性和空白对照， 阴、 阳性对照的创伤弧菌液

包被浓度均为 １ × １０６ ｃｆｕ ／ ｍＬ， 阴性对照以兔阴性血清代替抗血清。 以样品 Ａ４９２ ≥阳性对照 Ａ４９２ × ８０％ 且

Ｐ ／ Ｎ 值≥２ （Ｐ 为阳性对照 Ａ４９２ ） 判定为检出。 创伤弧菌兔抗血清用 ＰＢＳＴ 分别按 １∶ １２８ ０００、 １∶ ６４ ０００、
１∶ ３２ ０００进行稀释， 据 １􀆰 ３ 的间接 ＥＬＩＳＡ 检测法进行试验。

２　 结果
２􀆰 １　 兔抗创伤弧菌血清效价

本研究在检测创伤弧菌抗血清效价时采用了 ３ 个细菌的包被浓度， 分别为 １ × １０５ ， １ × １０６ ， １ ×
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１０７ ｃｆｕ ／ ｍＬ， 结果发现 １ × １０６ ｃｆｕ ／ ｍＬ 的包被效果最好。 以 １ × １０６ ｃｆｕ ／ ｍＬ 的抗原菌液包被 ＥＬＩＳＡ 板， 不

同稀释倍数的兔抗创伤弧菌血清 ＥＬＩＳＡ 检测结果如表 ２ 所示。 由表 ２ 可知， 当血清稀释倍数为

１∶ ５１２ ０００时， Ｓ ／ Ｎ 值 ＞ ２， 故该兔抗血清的效价为 １∶ ５１２ ０００。

表 ２　 兔抗创伤弧菌血清 ＥＬＩＳＡ 效价的测定结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ － Ｖ． ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ

血清稀释度
Ｓｅｒｕｍ ｄｉｌｕｔｉｏｎ

菌液浓度 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

／ （ｃｆｕ·ｍＬ － １ ）
Ａ４９２ Ｓ ／ Ｎ ＋ ／

－
血清稀释度
Ｓｅｒｕｍ ｄｉｌｕｔｉｏｎ

菌液浓度 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

／ （ｃｆｕ·ｍＬ － １ ）
Ａ４９２ Ｓ ／ Ｎ ＋ ／

－

１∶ ８ ０００ １ × １０６ ０． ５３４ ９． ７９８ ＋ １∶ ２５６ ０００ １ × １０６ ０． １７８ ３． ４３１ ＋
１∶ １６ ０００ １ × １０６ ０． ４８５ ８． ８９０ ＋ １∶ ５１２ ０００ １ × １０６ ０． １１３ ２． ０７３ ＋

１∶ ３２ ０００ １ × １０６ ０． ４０６ ７． ４５０ ＋ １∶ １ ０２４ ０００ １ × １０６ ０． ０９１ １． ６６１ －
１∶ ６４ ０００ １ × １０６ ０． ３２９ ６． ０３７ ＋ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ １ × １０６ ０． ０５５

１∶ １２８ ０００ １ × １０６ ０． ２３６ ４． ３３０ ＋ 空白 Ｂｌａｎｋ ０ ０． ０５０

２􀆰 ２　 兔抗创伤弧菌血清与其他病原菌的交叉试验结果

用兔抗创伤弧菌血清与 ３８ 株细菌进行 ＥＬＩＳＡ 交叉实验， 当兔抗创伤弧菌血清稀释度为 １∶ ２５６ ０００
或１∶ １２８ ０００， 菌液包被浓度为 １􀆰 ０ × １０６ ｃｆｕ ／ ｍＬ 时， 除创伤弧菌外， 其他 ３７ 株菌的 Ａ４９２均小于阳性对

照的一半， 且其 Ｓ ／ Ｎ 值均小于 ２ （见表 ３、 表 ４）。 表明这 ３７ 菌株鳗鲡病原菌均不与兔抗创伤弧菌血

清产生明显的 ＥＬＩＳＡ 交叉反应。

表 ３　 兔抗创伤弧菌血清（１∶ ２５６ ０００）的交叉试验结果

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｒｏｓｓ⁃ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ － Ｖ． ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ ｓｅｒｕｍ（１∶ ２５６ ０００） ｄｉｌｕｔｅｄ

菌株
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎ

Ａ４９２ Ｓ ／ Ｎ ＋ ／ － 菌株
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎ

Ａ４９２ Ｓ ／ Ｎ ＋ ／ －

Ｂ０９ ０． ０５８ ０． ９５０ － Ｂ７７ ０． １０６ １． ７５２ －
Ｂ１２ ０． ０５１ ０． ８３５ － Ｂ０４ ０． １０３ １． ６９４ －
Ｂ２５ ０． ０５５ ０． ９０１ － Ｂ７４４３ ０． ０６０ ０． ９９２ －

Ｂ３６ ０． ０５３ ０． ８７６ － Ｂ４９９５ ０． ０５４ ０． ８８４ －
Ｂ３７ ０． ０６３ １． ０４１ － Ｂ４４８６ ０． ０５５ ０． ９０９ －

Ｂ４３ ０． ０６３ １． ０４１ － Ｂ５８６４ ０． ０５８ ０． ９５０ －
Ｂ４７ ０． ０５５ ０． ９０９ － Ｂ５７６１ ０． ０５６ ０． ９２６ －

Ｂ５３ ０． ０５５ ０． ９０９ － Ｂ７４０１ ０． ０６４ １． ０５８ －
Ｂ５６ ０． ０５９ ０． ９８４ － Ｂ６８ ０． ０５５ ０． ９０９ －
Ｂ６１ ０． ０６３ １． ０４１３ － Ｂ８９６ ０． ０５７ ０． ９３４ －

Ｂ６５ ０． ０５６ ０． ９１７ － Ｂ５１７９ ０． ０５１ ０． ８４３ －
Ｂ６９ ０． ０５２ ０． ８６０ － Ｂ４２２１ ０． ０５９ ０． ９７５ －

Ｂ７２ ０． ０５７ ０． ９３４ － Ｂ４２４０ ０． ０７１ １． １６５ －
Ｂ７６ ０． ０４９ ０． ８１０ － Ｂ４２３２ ０． ０５８ ０． ９５９ －

Ｂ１００２ ０． ０５８ ０． ９５０ － Ｂ７２８９ ０． ０５６ ０． ９１７ －
Ｂ１００３ ０． ０９６ １． ５８７ － Ｂ１１ ０． ０５５ ０． ９０９ －
Ｂ４２２４ ０． ０６２ １． ０１７ － Ｂ７９ ０． ０６４ １． ０５８ －

Ｂ４１９９ ０． ０５９ ０． ９７５ － Ｂ８８ ０． ２１７ ３． ５８７
Ｂ４２２７ ０． ０５２ ０． ８５１ － 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ０． ０６１

Ｂ８９４ ０． ０４９ ０． ８１８ － 空白 Ｂｌａｎｋ ０． ０４８
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表 ４　 兔抗创伤弧菌血清（１∶ １２８ ０００）稀释时的交叉试验结果
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｃｒｏｓｓ⁃ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ⁃Ｖ． ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ ｓｅｒｕｍ ｄｉｌｕｔｅｄ ａｔ １∶ １２８ ０００

菌株
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎ

Ａ４９２ Ｓ ／ Ｎ ＋ ／ － 菌株
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎ

Ａ４９２ Ｓ ／ Ｎ ＋ ／ －

Ｂ０９ ０． ０７９ １． １２９ － Ｂ７７ ０． ０７６ １． ０８６ －
Ｂ１２ ０． ０５９ ０． ８３６ － Ｂ０４ ０． ０７１ １． ００７ －
Ｂ２５ ０． ０５９ ０． ８４３ － Ｂ７４４３ ０． ０６６ ０． ９３６ －
Ｂ３６ ０． ０６５ ０． ９２１ － Ｂ４９９５ ０． ０６２ ０． ８７９ －
Ｂ３７ ０． ０６６ ０． ９４３ － Ｂ４４８６ ０． ０６０ ０． ８５７ －
Ｂ４３ ０． ０８７ １． ２４３ － Ｂ５８６４ ０． ０８１ １． １５０ －
Ｂ４７ ０． ０６６ ０． ９４３ － Ｂ５７６１ ０． ０８４ １． ２００ －
Ｂ５３ ０． ０６６ ０． ９３６ － Ｂ７４０１ ０． ０６６ ０． ９４３ －
Ｂ５６ ０． ０５８ ０． ８２１ － Ｂ６８ ０． ０６９ ０． ９７９ －
Ｂ６１ ０． ０７４ １． ０５０ － Ｂ８９６ ０． ０６２ ０． ８８６ －
Ｂ６５ ０． ０６６ ０． ９４３ － Ｂ５１７９ ０． ０６８ ０． ９７１ －
Ｂ６９ ０． ０７０ ０． ９９３ － Ｂ４２２１ ０． ０８２ １． １６４ －
Ｂ７２ ０． ０８１ １． １５０ － Ｂ４２４０ ０． ０８２ １． １７１ －
Ｂ７６ ０． ０６６ ０． ９４３ － Ｂ４２３２ ０． ０８１ １． １５０ －

Ｂ１００２ ０． ０７３ １． ０３６ － Ｂ７２８９ ０． ０５９ ０． ８４３ －
Ｂ１００３ ０． ０５９ ０． ８４３ － Ｂ１１ ０． ０６２ ０． ８７９ －
Ｂ４２２４ ０． ０７１ １． ００７ － Ｂ７９ ０． ０７９ １． １２９ －
Ｂ４１９９ ０． ０７０ ０． ９９３ － Ｂ８８ ０． ３３０ ４． ７１４
Ｂ４２２７ ０． ０８０ １． １３６ － 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ０． ０５２
Ｂ８９４ ０． ０６２ ０． ８７９ － 空白 Ｂｌａｎｋ ０． ０５０

２􀆰 ３　 攻毒死亡鳗鲡不同组织悬液检测结果

分别采集创伤弧菌、 迟缓爱德华氏菌和嗜水气单胞菌攻毒死亡后的鳗鲡肝脏、 肾脏、 鳃等组织悬

液， 经 ＥＬＩＳＡ 板包被后采用兔抗创伤弧菌血清进行检测。 由表 ５、 表 ６ 可知， 将兔抗创伤弧菌血清

１∶ ６４ ０００稀释时， 鳃包被质量浓度为 ０􀆰 ０２５ ～ ０􀆰 １ ｇ ／ ｍＬ 条件下可检出创伤弧菌； 而当血清 １∶ ３２ ０００ 稀

释时， 鳃包被质量浓度为 ０􀆰 ０２５ ～ ０􀆰 ０５ ｇ ／ ｍＬ 和肾脏包被浓度为 ０􀆰 ０１２５ ｇ ／ ｍＬ 条件下均可检出创伤

弧菌。

表 ５　 细菌攻毒死亡鳗鲡检测结果平均值（血清 １∶ ６４ ０００ 稀释）
Ｔａｂ􀆰 ５　 Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅａｄ ｅｅｌｓ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｂｙ ｂａｃｔｅｒｉａ （ｓｅｒｕｍ １∶ ６４ ０００ ｄｉｌｕｔｉｏｎ）

攻毒菌
Ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｂａｃｔｅｒｉａ

组织
Ｔｉｓｓｕｅ

质量浓度 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （ｇ·ｍＬ － １ ）
０． １ ０． ０５ ０． ０２５ ０． ０１２ ５ ０． ００６ ２５ ０． ００３ １２５

创伤弧菌
Ｖ． ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ

鳗鲡爱德华氏菌
Ｅ． ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ

嗜水气单胞菌
Ａ． ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ

肝脏 Ｌｉｖｅｒ ０． ０６７ ０． ０７２ ０． ０７６ ０． ０８９ ０． １５５ ０． １２４
肾脏 Ｋｉｄｎｅｙ ０． １１０ ０． ０７６ ０． １４４ ０． １７５ ０． １６２ ０． １３１

鳃 Ｇｉｌｌ ０． ２１４ ０． ２１３ ０． １８４ ０． １３０ ０． １１４ ０． ０９４
肝脏 Ｌｉｖｅｒ ０． ０７４ ０． ０８８ ０． １１２ ０． １１３ ０． ０７０ ０． ０７０
肾脏 Ｋｉｄｎｅｙ ０． ０６３ ０． ０６０ ０． ０６６ ０． ０６３ ０． ０７０ ０． ０７１

鳃 Ｇｉｌｌ ０． ０７３ ０． ０８１ ０． ０６４ ０． ０７８ ０． ０６６ ０． ０６３
肝脏 Ｌｉｖｅｒ ０． ０９７ ０． １１３ ０． １３０ ０． １１８ ０． ０９１ ０． ０８３
肾脏 Ｋｉｄｎｅｙ ０． ０９７ ０． １０４ ０． ０６８ ０． ０５８ ０． ０７３ ０． ０６６

鳃 Ｇｉｌｌ ０． １２３ ０． １０８ ０． ０８９ ０． ０７６ ０． ０８１ ０． ０５７
阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ０． ２２２
阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ０． ０６３
空白 Ｂｌａｎｋ　 ０． ０７０
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表 ６　 攻毒死亡鳗鲡检测结果平均值（血清 １∶ ３２ ０００ 稀释）
Ｔａｂ􀆰 ６　 Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅａｄ ｅｅｌｓ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｂｙ ｂａｃｔｅｒｉａ （ｓｅｒｕｍ １∶ ３２ ０００ ｄｉｌｕｔｉｏｎ）

攻毒菌
Ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｂａｃｔｅｒｉａ

组织
Ｔｉｓｓｕｅ

质量浓度 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （ｇ·ｍＬ － １ ）
０． １ ０． ０５ ０． ０２５ ０． ０１２ ５ ０． ００６ ２５ ０． ００３ １２５

创伤弧菌
Ｖ． ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ

鳗鲡爱德华氏菌
Ｅ． ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ

嗜水气单胞菌
Ａ． ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ

肝脏 Ｌｉｖｅｒ ０． ０７３ ０． ０５５ ０． ０６７ ０． ０７０ ０． １０６ ０． １４８
肾脏 Ｋｉｄｎｅｙ ０． １６８ ０． １１０ ０． １５２ ０． ２２０ ０． １９３ ０． １４５

鳃 Ｇｉｌｌ ０． １６５ ０． ２１９ ０． ２０５ ０． １５６ ０． １１６ ０． ０９０
肝脏 Ｌｉｖｅｒ ０． ０８９ ０． １０２ ０． １０８ ０． １０６ ０． ０６９ ０． ０６７
肾脏 Ｋｉｄｎｅｙ ０． ０８０ ０． ０７３ ０． ０７０ ０． ０６１ ０． ０５９ ０． ０６３

鳃 Ｇｉｌｌ ０． ０７７ ０． ０９６ ０． １０２ ０． ０６６ ０． ０６７ ０． ０５９
肝脏 Ｌｉｖｅｒ ０． １１６ ０． １３１ ０． １５７ ０． １７３ ０． １１８ ０． １３０
肾脏 Ｋｉｄｎｅｙ ０． ０９５ ０． １１７ ０． １２１ ０． ０９１ ０． ０６９ ０． ０７１

鳃 Ｇｉｌｌ ０． １１４ ０． １５７ ０． １２１ ０． ０８７ ０． ０６７ ０． ０６７
阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ０． ２６４
阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ０． ０６５
空白 Ｂｌａｎｋ　 ０． ０６０

３　 讨论
提高 ＥＬＩＳＡ 检测法准确性的最重要因素是采用高效价的特异性兔抗血清， 高倍稀释的兔抗血清

可以降低抗原抗体反应中的非特异吸附水平， 增强抗原抗体的特异性反应， 进而提高检测方法的灵敏

度和准确性［１１］ 。 本试验检测的兔抗创伤弧菌血清效价高达 １∶ ５１２ ０００ （见表 ２）， 表明该血清为高效

价的特异性血清， 可用于特异性检测创伤弧菌。 为确保该法能特异性检出鳗鲡体内的致病性创伤弧

菌， 本研究采用实验室分离的另 ３７ 株病原菌 （见表 １） 进行交叉试验。 结果表明， 高倍稀释后的兔

抗创伤弧菌血清与其他 ３７ 株菌均未发生明显的交叉反应 （见表 ３、 表 ４）。 因此， 用该血清检测发病

或死亡鳗鲡体内的创伤弧菌将具有良好的特异性和准确的检测效果［１２］ 。
本研究用稀释度为 １∶ ６４ ０００ 和 １∶ ３２ ０００ 的兔抗创伤弧菌血清时均能特异性检测出创伤弧菌。 当

血清 １∶ ６４ ０００ 稀释时鳃组织包被质量浓度的范围较广（０􀆰 ０２５ ～ ０􀆰 １ ｇ ／ ｍＬ）； 而 １∶ ３２ ０００ 稀释时， 鳃包

被质量浓度稍窄（０􀆰 ０２５ ～ ０􀆰 ０５ ｇ ／ ｍＬ）， 但同时可从 ０􀆰 ０１２５ ｇ ／ ｍＬ 的肾脏组织中检出创伤弧菌 （见表

５、 表 ６）。 文献 ［１３ － １４］ 研究表明， 组织包被质量浓度过高或过低均可影响检测效果， 过低可能因

菌量太少而达不到最低检测限， 过高可能受组织中非特异性物质的干扰。 本研究未在肝脏中检测到创

伤弧菌， 这可能与该菌感染后的定植位置相关。 本试验在血清稀释度为 １∶ １２８ ０００ 时也进行了感染死

亡鳗鲡的检测， 但未检测到创伤弧菌， 可能与血清检测菌体 （见表 ３、 表 ４） 和检测组织所要求的抗

体浓度不同有关 （见表 ５、 表 ６）。 另外， 本研究仅检测了鳗鲡常见的 ３ 种病原菌 （创伤弧菌、 嗜水

气单胞菌和鳗鲡爱德华氏菌） 感染死亡后的脏器， 有必要用其他鳗鲡病原菌进行攻毒和检测， 以进

一步验证该抗血清的检测效果。
由于攻毒或自然感染后病原菌在脏器中的含菌量往往可以达到 １ × １０６ ｃｆｕ ／ ｇ 组织以上， 故本次检

测采用 １ × １０６ ｃｆｕ ／ ｍＬ 的病原菌作为阳性对照， 但若组织中达不到此含菌量， 则可能无法被本次建立

的方法检出［１５］ 。 由于直接用组织悬液包被在 ＥＬＩＳＡ 板上进行抗原吸附的效果易受组织蛋白的干扰，
余俊红等［１３］在检测鳗弧菌时对组织悬液进行了 １００ ℃煮沸 ５ ～ １０ ｍｉｎ 的前处理， 可降低组织蛋白的干

扰， 增加抗原样品的吸附能力； 王艳等［１６］采用 ｄｏｔ － ＥＬＩＳＡ 代替间接 ＥＬＩＳＡ 方法进行试验并较好地改

善了蛋白干扰的问题。
综上所述， 本研究获得的兔抗创伤弧菌高效价血清对该菌的菌体检测特异性好， 其对该菌攻毒感

染死亡的鳗鲡也有较高的检出率， 拟在鳗鲡养殖实践中取发病鳗鲡的鳃（０􀆰 ０２５ ～ ０􀆰 １ ｇ ／ ｍＬ）和肾脏组

织（０􀆰 ０１２５ ｇ ／ ｍＬ）采用 １∶ ３２ ０００ 稀释的抗体进行快速检测。 同时， 本研究结果为创伤弧菌病快速检测

·６８·
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试剂盒的研制建立了条件。
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