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副溶血弧菌多克隆抗体的制备及其特性分析

窦勇，
(上海水产大学食品

宁喜斌
学院，上海200090)

摘 要：确定了副溶血弧茵多克隆抗体的制备方法：用体积分数0．05％甲醛于30℃灭活副溶血

弧茵4 h制备抗原，并将此抗原分多次，以不同剂量免疫新西兰大白兔获得特异性多克隆抗体，以

山羊抗兔IgG-HRP作为酶标二抗，通过间接ELISA法测定其多克隆抗体的效价、敏感性和特异

性。结果表明：在免疫的第5周产生大量高效价抗体，效价最高可达1．6×105；此多克隆抗体对副

溶血弧茵检测灵敏度为1×105 CFU／mL；交叉反应和阻断试验结果显示，此多克隆抗体具有很强

的特异性。
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The Polyclonal Antibody Preparation of Vibrio parahaemolyticus

and the Analysis of lt’S Character
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Abstract：The preparation method of the polyclonal antibody of Vibrio parahaemolyticus was

established．The antigen was prepared by using formalin(0．05％，V／V)tO inactivate V．

parahaemolyticus at 30℃for 4 h．then the polyclonaI antibody specific for V．parahaemolyticus

was produced b多injecting the antigen to New Zealand rabbits in several times with increasing

dose．The goat anti-rabbit IgG-HRP was used as the second antibody marked with enzyme,and

tO determine the titer，specificity，and sensitivity of the polyclonal antibody in an indirect ELISA

detection．The results indicated that after five weeks，the antibody produced obviously，and the

titer reached at 1．6 X 105．The sensitivity dosage of the polyclonal antibody to V．

parahaemolyticus was 1×105 CFU／mL；Furthermore．the crossing test and inhibition test

demonstrated that the polyclonal antibody was sirongly special．
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副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus，简称

VP)是一种广泛分布于海洋与盐湖中的嗜盐性细

菌，海产品中常有此菌，它是引起食源性疾病的主

要病原之一，是我国沿海地区食物中毒和夏季腹泻
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的重要病原。为有效控制病原的发生扩散，准确即

时的检测手段是预防控制、传播的关键所在。酶联

免疫吸附法(enzyme--linked immunosorbent as—

say，简称ELISA)是将抗原、抗体的特异性免疫反

应及酶的高效催化反应性有机结合起来的一项技

术[1]，与其他检测方法相比，它具有特异性强、敏感

性高、检测时间短等优点，可以在短时间内准确测

出抗原、抗体的效价。作者利用间接ELISA法快

速测定多克隆抗体效价，确定获得高效价副溶血弧

菌多克隆抗体的最佳制备方案，为以后采用ELISA

法快速检测水产品中副溶血弧菌提供高特异性多

克隆抗体，为食品中副溶血弧菌的ELISA快速检

测法的建立奠定基础。

1材料与方法

1．1 实验材料

1．1．1 试验菌株 副溶血弧菌1．2164(简称

VPl．2164)购于中国科学院普通菌种保藏中心，属

于动物致病菌；溶藻弧菌、鳗弧菌、嗜水气单胞菌、

金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、藤黄微

球菌均由作者所在实验室保存。

1．1．2试验兔试验用新西兰大白兔购于复旦大

学医学院动物实验部。

1．1．3主要试剂和仪器 山羊抗兔IgG-HRP(上

海华美生物工程公司产品)，TCBS培养基(上海高

信化玻仪器有限公司产品)，邻苯二胺(国药集团上

海化学试剂有限公司产品)；全自动酶标仪Stat

Fax3200(美国Awareness Technology Ine．产品)，

微量移液枪Nichpet EX(日本NICHIRYO公司产

品)，紫外可见光分光光度计UV2300(上海天美科

学仪器有限公司产品)，加拿大JET 96孔高结合力

可拆卸酶标板(上海天呈医流科技有限公司产品)。

1．2实验方法

1．2．1病原茵灭活条件筛选结合甲醛和加热法

灭活，甲醛体积分数设置为0％、0．025％、0．05％、

0．1％、0．2％；热灭活温度设置为4，30，45，60℃，

灭活时间设置为：1，2，4，8，24，48，96 h；将制备好

VPl．2164菌悬液分装于6支无菌大试管，每支10

mL，并按照不同的体积分数分别加入甲醛，置于4

℃冰箱，并于30，45，60℃的恒温水浴箱进行灭活，

按设置的时间，分别吸取灭活后的菌悬液0．1 mL

均匀涂布于TCBS平板中，培养48 h，平板菌落记

数，筛选出副溶血弧菌的最佳灭活条件[2]。

1．2．2 免疫苗制备 将VPl．2164接种于TCBS

培养基上，30℃培养24 h。将在TCBS平板上培

养18 h后的VPl．2164用0．85％的生理盐水洗脱

至无菌大试管，加体积分数0．025％甲醛，30℃下

作用4 h，制成灭活病原，5 000 r／min转速离心10

rain，再用生理盐水洗涤3次，重复离心，采用平板

计数结合MeFarland比浊法将疫苗浓度定为109

CFU／mL。分装后于4℃冰箱保存备用。

1．2．3 多克隆抗体制备选购健康雄性新西兰大

白兔，体重2～2．5 kg，饲养观察一周，确定无异样

后，从耳静脉采血2 mL制备阴性血清，同时与

VPl．2164抗原做试管凝集试验，出现凝集反应的

淘汰不用。家兔免疫步骤为：用体积分数0．05％甲

醛、30℃将副溶血弧菌灭活4 h，制备免疫抗原，注

射浓度为I×109 CFU／mL(注射剂量见表1)，分多

次、剂量递增进行耳静脉注射，基础免疫两周后进

行第一次加强免疫，之后每隔一周进行一次加强免

疫，在最后一次免疫结束后一周，耳动脉大量采血，

采血后立即放人大试管，室温下置斜面2～3 h，移

至4℃冰箱过夜，吸取上清液即多克隆抗体，如有

血红细胞以3 000 r／rain转速离心10 rain，制备的

多克隆抗体分装于无色聚丙烯冷冻管中，一20℃冰

箱保藏备用。

表1家兔免疫剂量

Tab．1 The immune dosage of rabbits

1．2．4 间接ELISA法实验步骤 用包被液(O．05

mol／L，pH 9．6碳酸盐缓冲液)将抗原稀释成107

CFU／mL，每孔加入100肛L进行包被，37℃水浴2

h；弃去多余的包被液，用PBST(含0．05％Tween-

20的0．01 mol／L，pH 7．4的柠檬酸一柠檬酸盐缓

冲液)注满各孔，静置5 S，甩干，重复5次后拍干。

每孔加入100牡I，，5％的小牛血清封闭抗原，板封

口，37℃孵育2 h。取出酶标板，恢复至室温，弃去

封闭液，用PBST注满各孔，静置5 S，甩干，重复5

次后拍干。每孔分别加入100肛L用PBS(0．01

mol／L，pH 7．4柠檬酸一柠檬酸盐缓冲液)稀释的

抗血清和阴性血清，同时以PBST代替血清设置空

白对照，37℃孵育75 min；每孔加入100弘L Igp
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HRP(体积比1 l 1000稀释)，37℃培养75 min，

PBST洗涤扣干3次；每孔加入IOO肛L底物溶液，

30℃保温，避光反应20 rain；每孔加入50弘L 2

mol／L的HzSO。，轻轻摇匀；酶标仪测量波长设置

为492 nm，参比波长为630 nm，以空白对照孔调

零，测定其0D‘。：值。

1．2．5 多克隆抗体效价测定 采用间接ELISA

法测定免疫血清效价，多克隆抗体和阴性血清稀释

度由1 l l×104倍比稀释至1 l 3．2×105[31。多克

隆抗体效价定义为：以多克隆抗体的吸光值2．1倍

于阴性血清吸光值时，多克隆抗体最大稀释倍数的

倒数[‘]。

1．2．6特异性试验

率大于50％作为阻断阳性，即具有阻断效果Is]。

1．2．7敏感性试验将VPl．2164菌悬液稀释成

107 CFU／mL，而后进行一系列10倍梯度稀释至

102 CFU／mL，将待测血清及阴性血清按1 t 4000

稀释，山羊抗兔一IgG稀释度为厂商推荐最佳比例1
z i000稀释，通过间接ELISA法试验，确定最小抗

原检测浓度[6]。以所产生的P／N值((阳性对照

OD伽值一空白对照0n。。值)／(阴性对照On。。值一空

白对照0D伽值))大小作为判断标准，当P／N值≥

2．1判为阳性。

2 实验结果

1)交叉试验：用McFarland比浊法将浓度定为 2．1 VPl．2164的灭活

107 CFU／mL的VPl．2164、溶藻弧菌、鳗弧菌、嗜 表2为不同外界条件对VPl．2164灭活效果的

水气单胞菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、枯草芽孢 比较，只就温度而言，60℃条件下，1 h就可以完全

杆菌、藤黄微球菌于37℃水浴包被酶标板，阴性血 灭活；45℃条件下，8 h可以完全灭活；而30℃和4

清和阳性血清均采用稀释度1：4000的稀释度，进 ℃条件下，基本不能达到灭活效果，可见VPl．2164

行间接ELISA检测，确定交叉反应情况； 对热比较敏感。仅就甲醛而言，在试验设定的几个

2)阻断试验：将107 CFU／mL的VPI．2164菌 温度下，体积分数0．2％的甲醛4 h可以将其完全

悬液于37℃水浴包被酶标板，将阳性血清从1。 灭活，而体积分数0．1％，0．05％，0．025％的甲醛则

500开始倍比稀释至1：32000，各稀释度分别加入 分别需要8，24，48 h才能完全灭活；总的来说，温度

等量浓度为107 CFU／mL的VPl．2164菌悬液，混 越高，甲醛体积分数越大，灭活时间越短。试验结

匀后于37℃水浴反应1 h，同时将不做任何处理的 果表明，对于甲醛灭活法，可以使用体积分数为

阳性血清和阴性血清作为对照，进行间接ELISA 0．2％甲醛灭活4 h，而采用热灭活法，60℃灭活1 h

测定阻断前后OD伽值，按公式(N—T)／N(N为未 或45℃灭活8 h。在本实验条件下，结合甲醛灭活

经处理阳性血清的OD‘。z值，T为经VPl．2164菌液 和热灭活法，作者筛选出vPl．2164的最佳灭活条件

处理的阳性血清的OD4。。值)计算其阻断率，以阻断 为：甲醛体积分数为0．05％，30℃的条件下灭活4 h。

衰2不同条件对VPI．2164灭活效果的比较

Tab．2 Comparison of inactivating effect OI!VPI．2164 at different conditions

灭菌温度／℃ 甲醛体积分数／％
灭活时间／h

1 2 4 8 24 48 96
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注；“+++++”表示菌落数>400；。++++”表示300<菌落数<400；。+++”表示200<菌落数<300}。++”表示

100<菌落数<200；“+”表示菌落数<100，。一”表示没有菌落形成。

2．2多克隆抗体效价

图1结果显示，4只兔子均产生了较好的抗体，

从免疫的第30日开始有很明显的抗体产生，免疫

的第35日抗体产生量达到最高峰，此状态维持1周

左右，其效价最高可达1．6X 105。随着免疫剂量的

增加，免疫45 d后，抗体效价略有下降趋势。

图1副溶血弧菌多克隆抗体产生进程曲线

Fig．1 Time-course of production the polyclonal anti。

body of Vibrio parahaemolyticm

2．3特异性

2．3．1 交叉试验通过间接ELISA实验，检测待

测菌株与抗副溶血弧菌阳性血清交叉反应情况，

VPI．2164作对照，结果显示只有VPl．2164的

OD4，。值为1．102，呈强阳性，而其它几株菌0D4。。值

均低于0．1，呈明显阴性(见表3)，可见此多克隆抗

体与其它菌均无交叉反应，具有良好的特异性。

2．3．2 阻断试验 由图2可知，经VPl．2164处

理后的阳性血清随着稀释度的增加，On，z值下降较

明显，当稀释度为1：4000时，下降趋势最显著，且

此时阻断率达最大值，为86．53％，而后随着稀释度

的增加，其0n。。值逐渐接近阴性水平；而未经处理

的阳性血清的oD4。：值随着稀释度的增加下降缓

慢。总体来看，不同的稀释度阻断率大都在50％以

上，阻断率为阳性，即说明阳性血清对副溶血弧菌

具有较高的特异性。

2．4敏感性

用最适稀释度的多克隆抗体(体积比1。

4000)，通过间接ELISA实验，测定抗原检测的灵

敏度，结果见表4。测定结果为菌悬液浓度为105

CFU／mL时即可检出，即每孔104 CFU／mL。

裹3交叉反应实验结果‘

Tab．3 The result of polyclonal antibody specificity

1．4

1．2

1．O

g 0．8
o
0 0．6

O．4

O．2

O
500 l000 2000 4000 8000 16000 32000

抗血清稀释度

圈2阻断实验结果

Fig．2 The results of polyclonai antibody cr蜮test

襄4多克隆抗体敏感性实验结果

Tab．4 The results of polyclonal antibody sensitivity
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3讨 论

作者选择雄性健康，无天然凝集素的新西兰大

白兔进行多次剂量递增的免疫方法获得高效价副

溶血弧菌多克隆抗体。抗原的纯度、浓度、剂量和

免疫时间间隔是制备高效价多克隆抗体的关键因

素[3]。本株副溶血弧菌是通过选择性培养基进行

培养，多次纯化后，在完全无菌条件下制备副溶血

弧菌抗原；通过平板计数结合McFarland比浊法准

确确定免疫用抗原浓度；通过耳缘静脉注射，提高

机体对抗原的吸收效率。免疫时，基础免疫采用较

低剂量以激活家兔免疫系统，此时机体免疫细胞对

抗原的识别阶段。间隔两周左右，家兔免疫机能激

活，随后每隔一周，采取剂量递增的方法进行加强

免疫，以刺激免疫系统逐步产生高效价抗体。在免

疫的第35天抗体产生量达到最高峰，此状态维持1

周左右，其效价最高可达1．6×105，随后由于免疫

剂量的增加，可能导致机体的免疫抑制使多克隆抗

体效价有所下降，此时及时采血以便获得高效价多

克隆抗体。

副溶血弧菌是微生物抗原，属于具有较强的免

疫原性和免疫反应性的完全抗原，副溶血弧菌抗原

包括菌体抗原和鞭毛抗原，据报道其菌体抗原(O

抗原)有12型，胞外多糖抗原(K抗原)有59型，并

且所有菌株都有相同的鞭毛抗原(H抗原)[7]。作

者制备了副溶血弧菌菌体抗原，它能强烈刺激家兔

免疫系统做出免疫应答，产生相应的特异性多克隆

抗体。副溶血弧菌抗原也属于颗粒抗原，它不同于

普通蛋白质抗原，抗原悬液直接包被不易吸附于酶

标板上，而且吸附后稳定性不高，作者采用鄢庆

枇[21等所用的60℃烘干包被法，并对普通包被和

烘干包被结果进行比较，结果显示烘干包被0D僦

值明显高于普通包被法，因此在利用间接ELISA

法测定多克隆抗体效价及特性时，采用60℃烘干

包被以提高检测的准确性。

作者制备的卯1．2164多克隆抗体，其效价达
到1．6×105，其中含有大量的多克隆抗体。其与溶

藻弧菌、鳗弧菌、嗜水气单胞菌、金黄色葡萄球菌、

大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、藤黄微球菌均无交叉反

应，且阻断实验均呈阳性，阻断率最高可达

86．53％，敏感性实验所得对副溶血弧菌的检测阈

为105 CFU／mL，由此可见所制备的多克隆抗体具

有很强的特异性和敏感性，此种多克隆抗体制备方

案可以为副溶血弧菌的ELISA检测提供特异性

高、敏感性强的高效价多克隆抗体，从而为水产品中

副溶血弧菌的ELISA快速检测法的建立打下基础。
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