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用酶免疫测定法检测鱼害粘球菌的试验
’

陈 月 英 黄 惟 滚 董 济 海

(浙江省淡水水产研究所 )

提 要

本文介绍了不标记抗体酶免疫测定法检测鱼害粘球菌烂鳃病的试验结果
。

试验表明
,

鱼

害粘球菌不同菌株的菌体都能与其各特异抗血清交叉 反应
,

用酶标记显示棕色
,

获得阳性反

应
,

其细长弯曲的菌体形态在光学显微镜下清晰可见
。

用正常兔血清或含吐温 20 0
.

1万
,

p H 7
甲

4 的磷酸缓冲液或吸收血清
,

或用 C邪 5 和 C g 27 菌株代替鱼害粘球菌的对照组
,

酶标记

都呈阴性反应
,

菌体不星棕色
,

在光学显微镜下观察有明显差别
。

以健康草鱼鳃上的粘液作对

照试验
,

粘液本身呈淡黄色
夕

只有红血球呈深棕色
。

这种检测法对粘细菌病的流行病学调查或用于诊断鱼病有一定实际意义
。

这一检测技术

对其他鱼类的病毒病的病原定位
、

传染源
、

传染途径的探索
,

以及对细菌性鱼病或寄生虫鱼病

的研究也可能是适用的
。

酶免疫测定法是六十年代的一项血清学新技术
。

它具有敏感性高
、

特异性强
、

方法简

便
、

染色标本能长期保存等优点
。

国内外在应用于人
、

畜
、

禽和植物的寄生虫
、

细菌或病毒

病病原的快速检测
、

定位等方面
,

已有比较广泛的研究
。

但应用于鱼病的研究
,

迄今还未

见报道
。

本试验的目的是为了探索不标记抗体酶免疫测定法 .[] 检测鱼害粘球菌 (拍匆牛翻oc c哪

州即交赫 a) 烂鳃病病原的可能性及其适宜条件
、

影响因素 , 并试图为鱼类的病毒病或其他

细菌性鱼病
、

寄生虫病等的研究提供新的方法
。

为了探索这种可能性
,

我们首先用此法对 0 9 9
、

G 4 等十株鱼害粘球菌与七株相应的

特异抗血清作了鉴别性试验
。

在此基础上
,

又在草鱼粘细菌烂鳃病的流行病学调查中进

行了病原的检测
。

获得了良好的结果
。

材 料 和 方 法

(一 ) 材 料 来 源

①试验菌
:

( 甲 ) 鉴别性试验菌选择经鉴定属于鱼害粘球菌的 G 4
、

C g 4
、

C g6
、

C g g
、

本工作中承中国科学院上海生物化学研究所潘家秀同志具体指导
,

并得到冯敏绮同志的帮助
。

在此一并致
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C gl l
、

C gl 3
、

C gl 6 、
C g了s 一1

、

B 7 6一7一 1
、

A S 等菌探
1 , 。

用胰蛋白陈液体培养基
,

经 2 4一

48 小时 2扩C恒温增殖后
,

直接挑取此培养物涂片
。

( 乙 )实际病例的检测性试验
,

采用典

型烂鳃病草鱼鳃部病灶上具有大量粘细菌的淡黄色粘液
,

直接涂片
。

②特异抗血清:
采用兔抗

.

电 6
.

、

C g ,
、

飞 12
、

C gl 3
、

C g ls
、

gC 16 及 G 4 等菌株的抗

血清作鉴别性试验
,

用兔抗 C g礼菌株的抗血清作病原检测性试验 `为 。

③羊抗兔 1邪 血清
、

辣根过氧化物酶一抗辣根过氧化物酶可溶性复合物 ( P A )P 和 3
,

3’ 二氨基联苯胺 ( D A B )〔幻 均由中国科学院上海生物化学研究所提供
。

(二 ) 试 验 方 法

1
.

鉴别性试验

①在清洁的载玻片上
,

按一定间距
,

分别均匀地涂上少量纯培养的供试菌
,

然后在电

磁缘拌器上微热供干
,

用丙酮固定 5分钟
,

置于内含 0
.

05 终吐温 20 的 0
·

1万
, p丑 7

.

4 的

磷酸盐缓冲液 ( P B日es T )中浸数分钟
.

一

②与特异抗血清反应 :
取出上述载玻片

,

用滤纸条吸去玻片上的水份
,

在每一涂菌区

分别敷贴小块擦镜纸
,

加上 已用 F B日心 稀释成 l : 1 00 一 1 : 2 00 的特异抗血清
,

置子湿盒

内
,

3 7
`

C温育 30 分钟
。

镊去擦镜纸
,

用 P B S一 T 搅拌洗涤三次
,

每次 幼 分钟
。

③与羊抗兔 I酮 血清反应
:
操作方法和步骤同②

,

此抗血清的稀释度为
、

1 : 60
。

’

④与 P A P 反应
:
操作方法和步骤也同②

。
`

P A P 的稀释度为 1 : 2 5。 。

每次搅拌洗涤

时间为 1 5 分钟
。

⑥显色反应 :
显色液新鲜配制

,

即把幼 毫克 3
,

3’ 二氨基联苯胺溶于 40 毫升 。
·

05 万
,

班 7
.

6 的 T r招- H C I 缓冲液中
。

将玻片浸入
,

在 幼
’

C的黑暗处放置 10 分钟
。 _

取出玻片
,

加入 1么滴 且夕
, (1 滴 29 环 H夕

,

与 28 滴 0
.

05 万
,

p H 7
.

6 的 T ir 。- R cl 缓冲液的 混合

液 )后
,

再把玻片浸入
,

在 25
O

C黑暗处放置 20 分钟
。

流水冲洗 1 5分钟
。

_ .

⑥封片。
将冲洗过的片子浸入蒸馏水中数分钟

,

按赏规通过 “ 一 1 0 0终 酒精脱水
,

二

甲苯透明
, 国产中性树胶或加拿大树胶封片

。

光学显微镜检查
。

2
.

病原检测性试验
:

用弯头摄子摄取新鲜病鱼鳃病灶上具有大量粘细菌 (先镜检初步观察 )的少量淡黄色

粘液
,

作为菌抗原材料
,

在 已涂有甘油蛋白的载玻片上进行涂片
,

并经自然于燥或微热烘

干后
,

甩丙酮固定 5 分钟
。

如果所制得的片子数量不多
,

不便立即进行试验
,

则可放入干

燥器内
,

暂存冰箱中
。

试验时
,

将片子浸入 。
.

I M
、

p H 7
.

4 的 P B S一 T 中数分钟
,

然后按

上述方法 1 的操作程序②开始
,

一一进行免疫反应
、

显色和制片观察
。

(幻 陈月英
、

蓝济海
、

黄惟颧
,

1盯 9年
。

从淡水鱼分离的粘细菌的菌种鉴定
。

一九七九年全国鱼病会议资料汇

编
。

( 2 ) 黄淮颐
、

陈月英
、

茸济海
,
1的 g 年

。
·

从淡水鱼分离的粘细菌的血清学研究
。

一九七九年全国鱼病会议资料汇

编
.
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(1 )

对照试验

菌体或粘液对照

①用 C 2 5 g或 C g幻 株 (未定种 )粘细菌菌体作为鱼害粘球菌菌体抗原的对照
。

②用健康草鱼鳃粘液作为病鱼鳃病灶淡黄色粘液的对照
。

(2) 杭血清对照

①正常兔血清或 卫 BS一 分别作为代替特异抗血清的对照
。

②以含有 l
.

2 x 1 01 容
细胞数/ m l 的 C g g株的菌悬液加于兔抗 C g g株的抗血清中所

得到的吸收血清作为特异抗血清的对照
。

结 果

在光学显微镜下观察鉴别性试验结果如表 1 所示
。

鱼害粘球菌不同菌株的菌体都能

与其各特异抗血清交叉反应
,

用酶标记显示棕色
,

获得阳性结果
,

其细长弯曲的菌体形态

在光学显微镜下清晰易见
。

用正常兔血清或 P B S一 T 或吸收血清
,

或用 C沙 5 和 电27 株

菌代替鱼害粘球菌的对照
,

酶标记都呈阴性结果
,

菌体不显棕色
,

在光学显微镜下观察其

易见性
,

与前者有着明显的差别
。

试验表明
,

这种显色结果是特异性的抗原一抗体反应所

致
。

在鉴别性试验成功的基础上
,

又在流行病学调查中作了病原的实际检测性试验
。

从调

查所得的十八只病鱼塘的 灯 尾烂鳃病鱼的检测性试验
,

得到了与鉴别性试验相类似的结

表 1 鉴别性试验结果

才捧}
。 : 4

…
C ,

…
。 g。

…
。 。 、 :

l
。

石…{么…长川侧
。 6一二 1

…
* 。

…
G 4

}
C g。 。

…
。

二

正常兔血清 } 一

}
一 i - : 一

}
一

{
一 1

. 11一
}

一
! 二下 }

一

}
一

1 }

说明
:

G 4菌株由中科院水生生物研究所提供
。

注
:

(十 }表示呈阳性反应
,

(
一

)表示呈阴性反应
.
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果
。

如表 忍所示
,

用病灶粘液上的粘细菌与鱼害粘球菌的 09 9 株的特异抗血清发生交 叉

反应
,

在光学显微镜下能清晰地观察到显示棕色的粘细菌菌体
。

以正常兔血清或 P B S一 T

或吸收血清代替特异抗血清的对照试验均呈阴性结果
,

菌体不显色
,

在光学显微镜下观

察
,

其易见性比纯培养的对照试验更差
。

用健康草鱼鳃上的粘液作对照试验
,

粘液本身呈

现淡黄色
,

只有红血球呈现深棕色
。

表 2 病原检侧性试验结果

取样日期 l 材 料 来 源 鱼 别 及 病 症 l 尾数 l 镜 检

本所 6号池

吴兴溪西勤俭渔场施介滩塘
,

芦介庄渔场大白马塘

本所 8 号池

吴兴溪西南洪渔场蟹子角塘
”
查介旦渔场芦鸡丝塘

,

查介旦向阳队姚菩萨塘
”
查介旦建新队三角上塘

” ,

新民渔场张家塘
” ”

新民渔场高塘

本所里鸳鸯塘

本所 3号池东半只

本所 10 号池

余杭县丁河公社车家坟四队姚空池

吴兴新溪永丰一队里汉大塘

北半只塘

吴兴溪西联星大队渔场王家塘

吴兴新溪永丰一队段哈拉塘

当年草鱼烂鳃 有粘细菌

二龄青鱼烂鳃

二龄草鱼烂鳃

二龄草鱼烂鳃

三龄草鱼烂鳃

二龄草鱼烂鳃

当年草鱼
,

白头白嘴

三龄草鱼烂鳃

未见菌

有粘细菌

试试 验验

朋拍111112142121肛212412152829湘1117
神戒8999999990666石566.公止

.9O
灯̀ùN

讨 论 和 小 结

1
.

纯培养的鱼害粘球菌或病鱼鳃患部淡黄色粘液上的粘细菌
,

与兔抗鱼害粘球菌的

特异抗血清结合
,

用 P A P 参与反应
,

通过底物染色
,

均呈阳性结果
,

能使本来纤细难辨的

菌体显出棕色
,

在光学显微镜下清晰易见
。

相反
,

各对照组都呈阴性结果
。

显然
,

这种显

色反应具有较高的特异性
。

2
.

根据我们对大量的草鱼烂鳃病鱼的解剖
、

观察
,

烂鳃病灶上的淡黄色粘液往往是

鱼害粘球菌群集的
“

大本营
” 。

用这种粘液涂片进行酶免疫测定的阳性检出率较高
。

由此

表明
,

用此方法作粘细菌病的流行病学调查的过筛工具或诊断疾病具有一定的实际意义
。

试验获得的 良好结果还表明
,

这一新技术对鱼病的其它病原研究
,

特别是对在光学显微镜

下难以观察或鉴别的鱼类病毒病的病原定位及其传染源或传染途径的探索
,

对其它细菌

性鱼病或寄生虫鱼病的研究也可能是适用的
。

3
.

由于病鱼来 自天然水域
,

鱼害粘球菌又具有大量分泌粘液的特性
,

其病灶上除了
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存在病原菌之外
,

势必存在不少污泥或其他附着物
。

因此
,

在取材涂片时
,

为使片子的背

景清晰
,

除了要预试抗血清的最适稀释度外
,

还应尽量剔除粘液上的污泥什物 , 可将粘液

放在干净的玻片上
,

加入少量无菌水
,

使粘细菌分散到水中后再以菌液进行涂片 ; 也可以

从镜检过的片子上取材涂片
。

片子要涂得均匀
,

稀薄
,

以免背景模糊
,

菌体难以辨别而影

响阳性检出率
。

涂好的片子经 自然干燥或微热烘干后
,

不宜在室温下久放或保存
,

以防污

染
,

而应用丙酮固定
,

放入干燥器内置冰箱中保存
。

根据我们的试验
,

用这种方法
,

保存时

间达五个月
,

其抗原性仍不受影响
。

因此
,

本法可以用于现场分散制片
,

带回实验室集中

检测或保存
。

4
.

在实际病例检测试验中
,

曾观察到某些试验区和对照区有非特异性显色反应
。

( l)

当片子涂得过厚或不均匀而形成抓粒状雏集物时 户
.

酶标记结果会使
.

这些堆集物出现非特

异显色
。

我们认为
,

这可能是由于堆集物本身非特异吸 附 P A P 或吸附抗血清的结果
。

采

用适当稀释粘液及均匀涂片的方法
,

特别是确定抗血清的最适稀释度
「们 ,

就能消除这类

非特异显色的干扰 , ( 2) 由于病鱼鳃部受到粘细菌的感染
,

使病变区域的细胞组织呈现
“

侵蚀性出血
” 〔幻 ,

因而
,

病灶粘液上会有红血球存在
。

红血球的血红蛋 白具有铁 n卜琳基

团
,

它与显色剂反应
,

使红血球的胞浆呈深棕色而其核不显色
。

尽管出现这种非特异显

色
,

但被检菌体从形态上仍容易辨别
。

上2 ]

屯3 」

1 4 」
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