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A dot immunobinding assay(DIA)to detect the exotoxin 

produced by the pathogenic bacteria of the vibriosis in 

marine cage—cultured Pagrus major 

W U Hou·bo．PAN Jin—pei 

(South China Sea Institute of Oceanology，The Chinese Academy of Sciences，Guangzhou 510301，China) 

Abstract：Vibriosis，caused by V／br／o mimicus，became a major cause of serious economic losses in the farming 

of red sea bream along the coast of southern China． It has been demonstrated that the pathogenicity of V． 

m／m／cu~ for red sea bream  is due to the production of a heat—labile exotoxin． In the present paper， a dot 

immunobinding assay(DIA)to detect the toxin produced by V． mimicu~ Was developed． The lowest 

concentration of the toxin the DIA could detect Was 0．025t~g·mL～ ．Th e DIA could detect the toxin in the 

supernatant ofliver and spleen ofthe diseased red sea bream  Pagrus major，even ifthe supernatant was diluted by 

1000 times．It was concluded that the DIA would be useful for rapid and effective detec tion of the toxin in large 

samples． 

Key words：Pagrus major；vibriosis；Vibrio mimicu~；Vm—Pm toxin；dot immunobinding assay(DIA) 

弧菌病(vi osis)是我国南方沿海地区养殖真鲷(Pagrns major)中经常发生的主要细菌性疾病 ，该病的暴发性流行给 

整个真鲷养殖业造成 了巨大的经济损失。在明确其病原菌是最小弧菌(Vibrio mimic )基础上( ，对该菌的致病机理进行 

了深 入 的研 究 ，并 取得 了重 要 的进 展 。已经 证 明真 鲷弧菌 病 真 正 的致 病 因子 是 最 小弧 菌 在致 病 的过 程 中 产生 的 一种 外 

毒素，这种毒素是单一多肽 ，不具备典型的细菌毒素的 A、B亚基结构 ，不耐热 ，具有溶血性 、细胞毒性 和动物致死性等多 

种生物学活性 ，该外毒素性质独特 ，是最小弧菌产生的一类新的毒力因子 ，作者将这种毒素命名为 Vm—Pm毒素( 。为 
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进一步弄清最小弧菌产生 Vm—Pm毒素的环境调控机制 ，作者在室内对培养条件如何影响 Vm—Pm 毒素 的产生进行了 

模拟与探讨 。此外 ，为了能快速准确地对该毒素进行检测，同时也为该病的诊断提供 了一个灵敏 而又可靠的手段 ，建 

立 了用于 检测 最小 弧菌 Vm—Pm毒 素 的点酶 法 ，本 文就是 有关 Vm —Pm毒 素点 酶法 检测 的研 究报 道 。 

1 材料与方法 

1．1 菌种 

最小弧菌 96—6—3株 ，系从福建省平潭县某海水网箱养殖场患暴发性传染病的真鲷中分离到的强毒株 ，可产生 Vm 

— Pm 毒素 。 

普通海水营养琼脂成分：牛肉膏 3．0g，蛋白胨 5．0g，酵母浸膏 1．0g，琼脂 2O．Og，陈海水 f000mL，pH调至 7．2。 

1．2 毒素的点酶法检测 

毒素样品 lO倍稀释 ，每一稀释度取 2 L点在硝酸纤维素(NC)膜上(孔径 0．45 m)，37℃烘干 ，置于 NC膜封闭液中， 

37℃作用 l h后用 PBST洗涤 5次 ，每次 2 min。在 l：20的抗血清中 37℃孵育 l h，用上述方法洗涤后 ，置于 37℃的按 l：10 

稀释的 PPA溶液中 30 min。同法洗涤后，于酶质液中显色 l5 30 min，用去离子水洗涤 中止反应。取培养基作阴性对照。 

PBST洗 涤液 ：0．05％ Tween20 0．02 mol·L 磷酸 盐缓 冲液 (PBS)(pH7．4)。 

封 闭 液 ：l％ 牛血清 白蛋 白(BSA)0．02 mol·L PBS(pH7．4)。 

酶基质液：3 ，3 一二氨基联苯胺(DAB，Sigma)，20mg溶于 40mL 50mmol·L s—HC1(pH7．6)，用前按每 10mL加入 

30％ H202 20ftL。 

酶结 合物 ：辣 根过 氧化 物 酶标 记 葡萄球 菌 A蛋 白(PPA)。 

抗血 清 的制备 ：按 常 规方 法免 疫 健康 家兔 ，用琼 扩试 验检 测抗 体效 价 ，当效价 达 到 l：16时 采血 取血 清 。 

1．3 溶血价的测定方法 

按 Kirov等 的方法进行 ，毒素用 50 mmol·L一。的 PBS缓冲液(pH7．4)在 96孑L板上倍比稀释 ，然后加等量的 1％人红 

细 胞 ，于 37℃放 置 1 h，再 于 4'C放 置 1 h，判断 结果 。以溶解 50％红细 胞 的最高 稀释 度 为溶 血价 。 

1．4 点酶法及溶 血性 实验检测外毒 素纯 化过程 中各步骤 的毒 素 

1．4．1 菌 种 的活化 及 细菌 培养 

病 原菌 接 种普通 海 水 营养 培 养 基 后 ，3O℃ 培 养 24 h活 化 。活 化 菌 种 接 种 普 通 海 水 营 养 培 养 基 后 ，于 

3O℃用200 r·min 摇床培养 l8 20 h，培养物经 10 000 r·min 离心 30 min，取上清 ，利用点酶法检测毒素 ，溶血性实验测 

定溶 血价 。 

1．4．2 外毒 素 的纯 化 

硫 酸铵 分级 盐析 ：离心 上清 中加入 固体 硫 酸铵 至 20％ 的饱 和度 ，置于 4℃静 置 4 h，10 000 r·min 离 心 30 min，弃 沉 

淀 ，再 于 上 清 中 加 固 体 硫 酸 铵 至 60％ 的 饱 和 度 ，置 于 4℃ 静 置 4 h，10 000 r·min 离 心 30 min，去 上清 ，沉 淀溶 于 5O 

mmol·L 的 s-Ha(pH7．8)缓 冲液 中 ，对 相同缓 冲液 透 析过 夜 ，收 集 即 为粗 提 外毒 素 Tl，利 用 点酶 法 检测 毒 素 ，溶 血性 

实 验测 定溶 血 价 。 

DEAE一纤 维素 离子 交换 层析 ：粗 提外 毒 素 Tl加入 已平 衡 的 DEAE一纤 维 素柱上 (Phamacia产 品 ，2．6cm×30cm)。用 

浓度为 0 1 mol·L 的 NaC1以及浓度为 50mmol·L 的 s—HC1(pH7．8)缓 冲液梯度洗脱，流速为 5mL·cm一·h～，每 4 

mL收集一管，同时测定每管的溶血价。合并蛋白峰洗脱液 ，用浓度为 50 mmol·L 的 s—HC1(pH7．8)缓 冲液透析过 

夜 。用聚 乙 二醇 (PEG1O0)浓 缩胶 浓 缩 ，然 后再 对浓 度 为 50mmol·L 的 Tds—HC1(pH7．8)缓 冲液 透 析过夜 ，即为 粗提 外 毒 

素 T2，利 用点 酶 法检测 毒 素 ，溶 血性 实验 测定 溶 血价 。 

Sephadex—G100层 析 ：粗 提外 毒 素 T2加入 已平 衡 的 Sephadex-G100层 析柱 中(Phamacia产 品 ，1．6cm ×100cm)，用 浓 度 

为 50 mmol·L 的 s—HC1(pH7．8)缓冲液洗脱 ，流速为6 mL·cm一·h～，每 4 mL收集一管，同时测定每管的溶血价。合 

并 蛋 白峰 ，用 PEG100浓缩 胶 浓缩 ，然 后 再对 浓度 为 5O mL·cm～·h 的 s—HC1(pH7．8)缓 冲液透 析过 夜 ，即为纯 化 外毒 

素 "13，利用 点酶 法检 测 毒素 ，溶 血 性实 验测 定溶 血 价 。 

以上层析过程中均采用核酸蛋白记录仪(上海 自动化仪表二厂)记录蛋 白峰 ，蛋白质含量通过 uV一754分光光度计 
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(上海第三分析仪器厂)280nm下测定 。 

1．5 点酶法 及溶血性实验检测病 鱼组织匀浆上清 中的毒素 

分别取患病真鲷的肝 、肾组织，匀浆后 ，10 000 r·min 离心 30 min，取上清 ，并将上清 10倍稀释，利用点酶法检测毒 

素 ，溶血性实验测定溶血价。用毒素作阳性对照 ，健康真鲷肝 、肾组织作阴性对照。 

2 结果 

2．1 利用点酶法及溶血性实验检测外毒素提取过程中各步骤毒素 

病原菌培养物 的离心上清 ，经硫酸铵沉淀、DEAE一纤维素离子交换 层析及 Sephadex—G100层析进行分离纯化，每一 

步都测其蛋白质含量 、溶血价 ，并对病原菌培养物上清 、T1、T2、T3分别作 10倍稀释后，利 用点酶法进行毒素的检测 ，结 

果见表 1。纯化毒素经 100 000倍稀释后仍可检测 出，这表明点酶法可检测 出毒素的最低含量可达 0．025btg·mL—I o而用 

溶血性实验检测同样的纯化毒素 ，其溶血价可达 1：256，也就是说溶血性 实验可检测的毒素的最低含量为 9．77g·mL-。。 

由此可见 ，同时利用点酶法和溶血性实验检测纯化毒素，点酶法的敏感度 比溶血试验高 出4OO倍左右。 

表 1 点酶法及溶血性实验检测毒素提取过程中各步骤毒素含量 

Tab．1 Purification steps and Uem~yac activities ofthe tO n and 

dotimmunobinding assay(DIA)forthe detection ofthetoxin 

注 ：“+”表 示毒 素检测 阳性 ，“一”表示 霉素 检测 阴性 

Notes： + m~lDs positive n on by DIA， 一 mc~ ts negative reaction by DIA 

2．2 病鱼组织匀浆上清外毒素的检测 

对患病真鲷肝 、肾组织上清各稀释度的毒素点酶法检测及溶血性检测结果见表 2。由表 2可知，点酶法和溶血性检 

测皆可检测到毒素存在，但病鱼组织上清稀释100倍后，溶血性实验阴性，而点酶法还能检测到毒素的存在。由毒2还 

可以看出，即使病鱼组织稀释 1000倍 ，点酶法仍能检测到毒素的存在。 

3 讨论 

目前用于证实外毒素存在的方法大多依赖对外毒素生物学活性的检测 ，如溶血性实验 、肠毒性实验及细胞毒性实验 

等Is～ ，但这些方法既不简便 ，也不精确 ，因此急需建立敏感 、特异 、快速的检测方法 。近年来 ，在细菌外毒素快速检测方 

面已经有了一些探索性 的研究工作，如利用抗 原抗体之间特 异性反应的原理，建立 了通过夹心 ELISA法检测霍乱 弧菌 

(V／br／o eho／erae)NMDCY毒素(n伽．membrane．damaging cytotoxin)的方法 引，利用毒素基因的特异性，建立 了通过 PeR f~-T- 

段检测霍乱弧菌溶血素 。 及鳗弧菌(V／br／o o mm)溶血素 。 的方法。 
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表 2 利用点酶法及溶血性实验检测病鱼组织上清毒素 

Tab．2 Dot immunobilld|．~assay II)IA)tot the detection otthe toxin and the hm olrtie aeavltles ot 

the toxin ．m the supernatant from  the IiSSIIeS of diseased 丘sh 

注：“+”表示毒素检测阳性 ，“一”表示毒索检测阴性 

Notes： + Ⅱ l脚 positive reaction． 一 nlcans negative reaction 

本实验建立了用于检测最小弧菌外毒紊的点酶法 ，该方法 可在最小弧菌培养上清检出毒 紊，可检 出的最低含量为 

0．025tLg·mL～，而溶血性实验可检测毒素的最低 含量为 9．77 g·mL～，由此可见 ，同时利用点 酶法和溶血性实验检测纯 

化毒素 ，点酶法的敏感度比溶血试验高出 4OO倍左右 ，因此，点酶法显示出极高的灵敏度。此外，点酶法可检测出患病真 

鲷肝 、肾匀浆组织上清中毒素的存在 ，而溶血性实验则未必能检测出 ，这进一步证明点酶法的灵敏度比溶 血性实验高，同 

时也预示着点酶法在生产实践中应用的可行性 ，这将为真鲷弧菌病的诊断提供了一个快速 、敏感而又可靠 的手段 ，显示 

出广阔的应用前景。 

在 南京农 业大学动物 医学院院长陆承平教授 亲 自指导 完成 ，谨 致谢 忱 ! 
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