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大黄鱼病原哈维氏弧菌单克隆抗体的制备及其应用
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摘要: 用甲醛灭活哈维氏弧菌 ( V ibrio harvey i) GYC1108-1制备免疫原免疫 8周龄雌性 BALB /c小鼠, 利用淋巴细胞

杂交瘤技术, 用间接酶联免疫吸附试验 ( EL ISA )对杂交瘤进行筛选, 阳性克隆经 2) 3次亚克隆后, 共获得 5株针对

GYC1108-1的单克隆抗体。选取 1B7制备小鼠腹水抗体, 其细胞上清及腹水效价分别为 1B3200和 1B32000。同样

用灭活的哈维氏弧菌免疫新西兰大白兔, 5次免疫后颈动脉采血,离心取血清,并用饱和硫酸铵法进行纯化, 制备了

兔抗哈维氏弧菌多克隆抗体, 其 ELISA效价为 1B51200。利用 1B7单克隆抗体和兔抗哈维氏弧菌多克隆抗体以及

山羊抗小鼠 HRP酶标二抗, 建立了检测哈维氏弧菌的三抗体夹心酶联免疫吸附试验 ( TAS-EL ISA )方法。该方法对

哈维氏弧菌的最小检出浓度为 1 @ 104个 /mL。用该 TAS-ELISA方法检测大黄鱼 (P seudosciaena cro cea )样品, 54尾

患病大黄鱼中有 45尾检出哈维氏弧菌, 而 14尾健康大黄鱼都没有检出哈维氏弧菌。由此可见, 本试验建立的

TAS-ELISA方法, 可以用于患病大黄鱼哈维氏弧菌的快速诊断。
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  大黄鱼 ( P seudosciaena 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, 其中哈维

氏弧菌 ( Vibrio harvey i)是养殖大黄鱼最常见的病原

菌之一, 也能引起鱼、虾等多类海水养殖动物发

病
[ 1) 4]

,造成很大的危害。目前在中国台湾、印度、

泰国、印度尼西亚、菲律宾、澳大利亚及中国大陆都

有报道发病
[ 5) 7]
。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
[ 8]
。

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。鄢庆枇

等
[ 9]
、王军等

[ 10 ]
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, 但是这些多克隆抗血清具有明显的异质性,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。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
[ 11 ]
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。陈红燕

等
[ 12]
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
[ 13]
研制了抗鳗弧菌单克隆抗

体;宋晓玲等
[ 14]
制备了溶藻弧菌单克隆抗体, 并进

行初步应用。池信才等
[ 15 ]
制备了副溶血弧菌单克

隆抗体,并利用单抗和兔抗血清建立了三抗体夹心

ELISA方法,克服了兔抗血清的弊端, 取得了很好的

效果。

作者以大黄鱼的病原菌哈维氏弧菌为免疫原,

制备了哈维氏弧菌的单克隆抗体和兔抗血清, 并建

立了三抗体夹心 ELISA检测方法, 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

111 抗原的制备  将哈维氏弧菌 GYC1108-1接种

于含 115% NaC l的 TSA培养基中, 30e 培养 24h,

加入 015%甲醛, 4e 静置过夜灭活细菌。离心弃上
清,沉淀用灭菌生理盐水 ( 0185% N aC l)洗涤 3次,

重悬于灭菌生理盐水中, 测定 OD550, 根据公式计算

浓度, 保存 - 20e 中备用。
112 动物免疫  8周龄雌性 BALB /c小鼠及 ICR

小鼠购自浙江大学医学院实验动物中心。将哈维氏

弧菌 GYC1108-1颗粒性抗原 (细菌浓度为 10
9
CFU /

mL) ,与弗氏完全佐剂按 1B1的比例混合乳化, 腹腔

注射 BALB / c小鼠, 011mL /次。初次免疫后两周,

抗原与弗氏不完全佐剂混合乳化, 同法免疫。以后

免疫不再加佐剂,分别在四周、六周后各加强免疫一

次,融合前 3d腹腔及尾静脉再加强免疫一次。

113 细胞融合  细胞融合按文献 [ 16 ]进行, 取免

疫小鼠的脾细胞与 SP2 /0骨髓瘤细胞混合于融合管

内, 1000 r/m in, 离心 10m in, 弃去上清, 轻振融合管

底,使沉淀细胞松散均匀, 置 37e 水浴中预热。然

后在 45s内缓慢滴加预热的 PEG4000溶液 1mL,边

加边轻转搅拌, 然后在 90s内缓慢加入不完全

DMEM培养基, 终止融合。静置 10m in后, 1000r/

m in,离心 10m in,弃上清, 加入 HAT培养基, 使细胞

悬浮并混匀。加入适量饲养细胞分装至 96孔细胞

培养板,放于 6% CO 2培养箱内培养。第 4至第 5天

各孔补加一滴 HAT培养基,第 9至第 10天用 HT培

养基换出全部 HAT培养基,并可开始检测筛选。

114 阳性克隆的筛选、建立及腹水制备  用间接

ELISA法检测细胞上清中的抗体,按常规方法进行。

将阳性孔中的细胞扩大培养并及时冻存, 同时按有

限稀释法进行亚克隆,至阳性率为 100%时, 即可定

株。然后,按 Go lding方法
[ 17]
进行腹水的制备。取

10) 12周龄 BALB /c小鼠, 腹腔注射灭菌液体石

蜡, 015mL /只。 7) 10d 后, 每只小鼠腹腔注射

015mL 1B7细胞悬液, 约含 1) 115 @ 10
6
个细胞。

接种后约 7) 10d, 可见小鼠腹部明显隆起, 采集小

鼠腹水, 3000r /m in离心 10m in, 上清分装、标记, 测

定效价后于 - 20e 冻存。间隔 2) 3d, 待腹水再生

积聚后,同法再取,一只小鼠一般可抽取 2) 3次。

115 兔抗哈维氏弧菌多克隆抗血清的制备  取

2kg左右的新西兰大白兔, 饲养一周后进行免疫,通

过耳缘静脉注射哈维氏弧菌甲醛灭活菌苗免疫实验

兔。每隔 5) 7d注射 1次, 总共注射 5次, 第 1次注

射 015mL,以后每次 1mL。第 5次注射后第 7天从

实验兔耳中央静脉抽血 1mL, 分离血清, 用间接

ELISA 法测定其效价, 如测得血清的效价 >

1B12800,可以进行大量采血。

116 三抗体夹心 ELISA(TAS-ELISA)检测哈维氏

弧菌   采用三抗体夹心 ELISA法
[ 18 ]
测定单克隆

抗体对哈维氏弧菌的检测灵敏度, 并将其用于鱼体

哈维氏弧菌检测。

11611 TAS-ELISA法的灵敏度  哈维氏弧菌经系

列稀释制成不同浓度悬液。兔抗哈维氏弧菌多克隆

抗体用 pH916碳酸盐缓冲液稀释 200倍后取 100LL

于酶标板各孔, 4e 过夜包被, 用含 0105% Tween20

的 0101mo l/mL PBST ( pH 714)洗涤液满孔洗涤 3

次, 每次 3m in, 然后用含 10%小牛血清的 PBS于

37e 封闭 2h,同上洗涤 3次; 各孔加入不同稀释度

的哈维氏弧菌悬液 100LL, 阴性对照加 PBS, 37e 孵

育 1h, 同上洗涤 3次; 然后各孔依次加入 100倍稀

释的小鼠腹水 100LL, 37e 温育 1h, 同上洗涤 3次;

每孔加入 100LL 1000倍稀释的羊抗鼠 IgG-HRP,

37e 温育 1h,同上洗涤 3次;每孔加入 50LL新鲜配

制的 OPD-H 2O 2底物溶液, 于避光处反应 10m in, 然

后每孔加入 50LL 2mo l/L硫酸溶液中止反应, 应用

酶联免疫阅读仪 ( B io-rad, 550型 )读出 OD490值, P /

N > 211者为阳性,  P /N < 211者判为阴性。同时
结合本系统的重复实验经验及眼观颜色深浅判定。

11612 样品的检测  用上述 TAS-ELISA方法于不

同时间分别测定了舟山佛度深水网箱养殖和台州

大陈岛深水网箱养殖发病大黄鱼, 三批共测定了

54尾具有典型哈维氏弧菌病症状的大黄鱼, 三批

分别从不发病的象山网箱养殖场共选取了 14尾

健康的大黄鱼作为对照。将待测的健康和发病的

大黄鱼肝组织分别在 5倍体积的无菌生理盐水中

研磨, 静置沉淀后吸取上清液备检。同 11611中
方法, 以上清液代替哈维氏弧菌悬液, 检测鱼体中

的哈维氏弧菌。应用酶联免疫阅读仪读出 OD 490

值 ( B io-rad, 550型 )。 P /N \ 211者判为阳性, P /N

< 211者判为阴性 ( P代表 TAS-ELISA所测待检样

品肝组织上清液的 OD值, N代表所测健康的相应

组织的 OD值 )。

117 分离细菌  为了进一步验证本实验所建立的

TAS-ELISA的准确性, 在用 TAS-ELISA检测样品的

同时,分别用弧菌选择性培养基 TCBS平板对待检

大黄鱼肝组织进行细菌分离。
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2 结  果

211 mAb筛选及杂交瘤细胞系的建立  

采用上述免疫和融合方法, 用间接 ELISA试验

检测细胞培养上清, 共获得了 5株抗 GYC1108-1

mAb的细胞株, 分别命名为 1B7、1D7、2G8、3G6和

3H7,杂交瘤细胞经 3次亚克隆, 100%的检测孔保

持了分泌抗哈维氏弧菌的能力,经连续传代培养后,

依然能够稳定分泌抗体。

212 mAb的生物学特性  

5株 mA b的细胞培养上清 EL ISA效价及 1B7

mAb腹水的 ELISA效价结果 (表 1)。

表 1 五株 mAb的生物学特性

Tab11 B io log ical p roperties of the five m onoclonal ant ibod ies

H yb ridom a Sub type
T iter of EL ISA

( Supern atan t Flu id )

T iter of ELISA

(A scites)

1B 7 IgG1 1B3200 1B32000

1D7 IgG3 1B1600

2G8 IgG1 1B3200

3G6 IgG3 1B1600

3H 7 IgG2a  1B400

213 1B7单抗腹水的制备与处理
将三次采集的小鼠腹水离心合并,间接 ELISA测

得腹水抗体效价 (表 1)。将其分装- 20e 保存备用。

214 兔抗血清的制备  

实验兔经过 5次免疫后,经颈动脉大量采血,共

得到约 40mL血清。将血清用饱和硫酸铵沉淀法进

行粗提,并透析。所得多克隆抗体经间接 ELISA方

法测得效价为 1B51200。
215 TAS-ELISA的灵敏度  

结果显示 TAS-ELISA 能够灵敏地检测哈维氏

弧菌, 其最低检出浓度为 1 @ 10
4
个 /mL。

表 2 TAS-EL ISA对不同浓度哈维氏弧菌的检测结果

Tab12 The resu lt of d ifferen t concentrat ion s of V1 ha rveyi detected

by TAS-EL ISA

哈维氏弧菌浓度 (个 /mL)

C oncentrat ion s of V1 ha rveyi ( C ell/mL)

检测结果

The resu lt of d etect ion

1@ 107 +

1@ 106 +

1@ 105 +

1@ 104 +

1@ 103 -

1@ 102 -

1@ 101 -

  注: / + 0表示阳性, / - 0表示阴性

Note: / + 0m eans posit ive, / - 0m ean s negative

216 TAS-ELISA对大黄鱼样品的检测  
用 TAS-ELISA方法共检测了三批 54尾患病大

黄鱼和 14尾健康大黄鱼的样品, 结果 45尾患病大

黄鱼检出哈维氏弧菌, 每批检出率均在 80% 及以

上, 而 14尾健康大黄鱼都没有检出哈维氏弧菌 (表

3)。

表 3 三抗体夹心 ELISA方法对大黄鱼样品的检测结果

Tab13 Th e resu lt ofTAS-EL ISA onP seud osciaena crocea specim en

大黄鱼样品

P 1 crocea specim en

样品编号

No1 of

specim en

TAS-ELISA

检测结果

The resu lt of

TAS-ELISA

检出率

The rate

of detection

第一批发病鱼
1) 17

18) 20

+

- 85%

第一批健康鱼 1) 4 -

第二批发病鱼
21) 36

37) 39

+

-
84%

第二批健康鱼 5) 10 -

第三批发病鱼
40) 51

52) 54

+

-
80%

第三批健康鱼 11) 14 -

  注: / + 0表示阳性, / - 0表示阴性

Note: / + 0m eans pos itive, / - 0m eans negat ive

217 细菌分离结果  
用 TCBS平板检测 54尾患病大黄鱼的肝组织,

大部分都长出大量比较纯的金黄色菌落, 而用 TAS-

ELISA方法检测为阴性的样品, 其在 TCBS平板上

所长出的菌落也较少。同样用 TCBS平板检测 14

尾健康大黄鱼的肝组织,基本无菌落生长。

3 讨  论

本试验以哈维氏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 5株能够分泌抗哈

维氏弧菌单克隆抗体的杂交瘤细胞。其中选取较好

的一株 1B7制备了小鼠腹水, 并利用 1B7腹水单抗

和兔抗血清建立了三抗体夹心 EL ISA方法用于检

测患病大黄鱼哈维氏弧菌。其与常规抗原包被间接

ELISA方法相比有明显的优势: 细菌的包被通常采

用 60e 烘干或 4e 冰箱过夜,包被过程耗时数小时,

而双抗体夹心 ELISA的包被是在准备工作中完成,

可以缩短样品检测时间。本方法的检测时间可以控

制在 4h之内, 可以满足疾病快速诊断的要求。另

外, 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
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之沉淀,容易引起漏检。而双抗体夹心 ELISA能够

克服这些问题,提高检测灵敏度。

实验结果显示, 本试验所建立的 TAS-ELISA方

法对哈维氏弧菌的最小检出浓度为 1 @ 10
4
个 /mL,

具有较高的早期快速诊断价值。在大黄鱼样品检测

中,选取病鱼肝脏作为待检样品,因为肝脏通常是感

染细菌最多的内脏,同时又是最好取的部位,适合大

量并快速检测的需要。在三批共 54尾患弧菌病的

大黄鱼样品中共有 45尾检出哈维氏弧菌,平均检出

率为 83%, 14尾健康大黄鱼都没有检出哈维氏弧

菌, 这说明本试验用自制的单抗所建立的 TAS-

ELISA方法在检测实际样品哈维氏弧菌的假阳性很

低,灵敏度较高。用 TCBS平板检测 54尾患病大黄

鱼,基本上都长出大量金黄色菌落, 而且用 TAS-

ELISA方法检测为阴性的样品, 在 TCBS平板上长

出的菌落也相应较少, 这进一步验证了检测结果的

可信度。每批患病大黄鱼都是分别于同一时间取自

同一养殖渔排,其病原很可能都是哈维氏弧菌,但每

批都有不同尾数的病鱼没有检出哈维氏弧菌, 从表

3可以看出, 样品数越多, 阳性率越高, 这说明在实

际样品检测中要尽可能多检测一些样品, 以免出现

漏检。
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PREPARATION AND APPL ICAT IONSOFMONOCLONAL ANTIBODY AGAINST

THE PATHOGENICHARVEYI FROM PSEUDOSCIAENA CROCEA  

HAO Gu-i Jie, SHEN Jin-Yu, XU Yang, YAO Jia-Yun, PAN X iao-Y i and Y IN W en-L in

(Zhejiang In stitute of F reshwa ter F isheries,H uzhou 313001)

Abstract: Vibrio harveyi is a k ind of mi portant pathogen ic bacteria for seawater anmi a ls, such as prawn, crab, calm and

ormer. A long w ith the developm ent of seawater fish cage-culture in Ch ina, V ibrio harveyi a lso becom es a ma in cause o f

disease of cage-culture fish, includ ing Lutianus erythop terus, Seriola dum erili, Epinephelus coioides andP seudosciaena cro-

cea. One pathogenicV. harvey i stra in, GYC1108-1, which w as isolated from diseased Pseudosciaena crocea in Zhejiang

Prov ince, 2003, was identified after morpho logical observation, b iochem ical characteristic ana lys is, 16sRNA andHSP 60

gene sequence detection.

V. harveyi GYC1108-1 was inact ivated by formaldehyde to prepare ant igen for the mi m un izing of 8-w eek-old female

BALB /cm ice. Spleen ce lls collected from mi munizedm ice after the fifth mi munizat ion were fused w ith SP2 /0-Ag-14mye-

lom a cells. IndirectEnzym e-L inked ImmunosorbentA ssay ( EL ISA ) was used to screen hybridom a cells and lmi ited dilu-

t ion m ethod was performed to subclone the posit ive clones. A fter three cycles of subclon ing, five M cAbs against the

GYC1108-1 w ere selected and des ignated as 1B7, 1D7, 2G8, 3G6 and 3H7 respectively. T he fiveM cAbs in culture liq-

u id w ere proved to have high EL ISA titers between 1B400) 1B3200. By us ing the mi munog lobu lin subtypes kit, 1B7 and

2G8 w ere identified to be IgG1; 1D7 and 3G6 to be IgG3; 3H 7 to be IgG2a, respect ively.

T he 1B7 was chose to prepare ascites and the EL ISA titers of 1B7 in culture liquid and ascites were 1B3200 and

1B32000, respect ively. One rabbitw as mi munized w ith V. harvey i GYC1108-1. The mi mune sera of rabbitwere co llected

after five mi munizat ions. Ant ibodies ( IgG ) obtained from the mi m une sera were purified by ammon ium sulfate fractiona-

t ion. The EL ISA t iter of themu lt-i clone antibody was 1B51200. A triple antibody sandw ich enzym e- linked mi munosorbent

assay( TAS-EL ISA ) w as developed w ith the plates pre-coated w ith rabb it polyclonal antibod ies against V. harvey i for bac-

teria capturing, fo llow ed by sam ples incubation, M cAb( 1B7) and goat-ant-imouse-IgG antibodies labeled w ithHRP. The

low est detectable concentration ofV. harvey i detected by the TAS-EL ISA was 1 @ 10
4
cells /mL. T he TAS-ELISA w as used

for detect ing V. harveyi in P seudosciaena crocea, V. harveyi w as detected from 45 fish among 54 diseasedP. crocea, and

no V. harveyi was detected from 14 hea lthyP. crocea. The results indicated that the TAS-EL ISA spec ially againstV. har-

veyi could be used for the rapid diagnos is of diseasedP. crocea.

K ey words:P seudosciaena crocea; Vibrio harvey i; Monoclonal antibody; TAS- EL ISA


