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摘要: 鱼肠道弧菌(Vibrio ichthyoenteri)可引起多种养殖鱼类发病死亡, 给鱼类养殖业带来严重经济损失。为解决养

殖过程中鱼肠道弧菌的现场快速检测问题, 本研究研制了鱼肠道弧菌胶体金快速检测试纸。通过制备兔抗鱼肠道

弧菌多克隆抗体, 间接 ELISA 分析发现其与鱼肠道弧菌的外膜蛋白、鞭毛蛋白、胞外产物及全菌破碎蛋白发生阳

性免疫反应, 与副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)、鳗弧菌(Vibrio anguillarum)、溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)、

哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)的 4 种抗原蛋白发生程度不等的免疫交叉反应。制备胶体金标记鱼肠道弧菌抗体, 确定

了鱼肠道弧菌 4 种抗原蛋白的划线浓度, 以 4 种抗原蛋白作为 4 条检测线, 羊抗兔 IgG 作为质控线, 基于竞争法免

疫层析技术研制出鱼肠道弧菌快速检测试纸。对鱼肠道弧菌、副溶血弧菌、鳗弧菌、溶藻弧菌和哈维氏弧菌的检

测结果显示, 该试纸可以准确鉴别出鱼肠道弧菌, 并能判别其他病原菌的交叉反应。该试纸对鱼肠道弧菌的最低检

测限为 5×105 CFU/mL, 检测耗时为 10 min。对患病牙鲆组织的检测结果显示, 该试纸与 ELISA 结果一致, 表明具

有较好的检测准确性。本研究为水产养殖现场的鱼肠道弧菌快速、准确检测提供了有力工具。 
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鱼肠道弧菌(Vibrio ichthyoenteri)最早分离自

患肠炎病的牙鲆(Paralichthys olivaceus)[1], 属革

兰氏阴性菌, 可引起多种养殖鱼类发病死亡 [1-7], 

有时还会与其他弧菌一起引发混合感染[3,8], 给鱼

类养殖业带来严重的经济损失。国内外学者对鱼

肠道弧菌的病原特性[1-6]、流行规律[7]、疾病治疗[9]、

疫苗研筛[10-11]、检测诊断[12,13-16]等进行了研究。快

速、准确的病原检测是疾病防治的重要前提。已

报道的鱼肠道弧菌检测方法主要有检测病原核酸

的多重 PCR(聚合酶链式反应)技术[8]、电子微阵列

技术[13]、环介导等温扩增(LAMP)技术[14]等, 可并

行检测多种病原的核酸, 而 LAMP 技术利用简单

的加热设备或者水浴锅可用于养殖现场检测 [14]; 

鱼肠道弧菌的免疫学检测技术已有 ELISA 技术[15]、

流式细胞术[16]等, 但是尚未见关于鱼肠道弧菌胶

体金快速检测试纸的报道。本实验室前期曾研制

了鱼类病原性溶藻弧菌快速检测试纸 [17]和淋巴

囊肿病毒快速检测试纸[18], 操作简便快速, 不需

要仪器设备, 5~10 min 获得直视结果, 为解决水

产动物病原的现场快速检测问题提供了技术平台。 

细菌的鞭毛、荚膜、菌毛等表面抗原及胞外

产物可诱导机体产生抗体, 但是, 不同病原菌之

间具有的共同抗原会导致免疫交叉反应[19], 从而

对免疫学技术检测结果的准确性产生干扰。通常

通过筛选病原菌特有的抗原蛋白, 或者制备其特

异性抗体来提高检测准确性。但是, 水产动物病

原性弧菌种类繁多, 多种病原菌可能与鱼肠道弧

菌具有共同抗原, 特异性抗原/抗体的筛选难度大, 



2 中国水产科学 第 28 卷 

工作量繁重。本实验室通过同时使用 4 种抗原蛋

白作为检测线抗原研制的溶藻弧菌快速检测试纸, 

用兔抗溶藻弧菌多克隆抗体可实现溶藻弧菌的准

确鉴别[17]。为了解决养殖过程中鱼肠道弧菌的现

场快速检测问题, 本研究制备了兔抗鱼肠道弧菌

多抗作为金标抗体 , 提取鱼肠道弧菌的外膜蛋

白、鞭毛蛋白、胞外产物和全菌破碎蛋白作为检

测线抗原, 研制了鱼肠道弧菌胶体金快速检测试

纸, 通过 4 种抗原蛋白与鱼肠道弧菌竞争结合金

标抗体实现鱼肠道弧菌的检测, 对患病牙鲆组织

的检测结果显示其能够准确鉴别鱼肠道弧菌感染, 

具有较好的特异性和准确性。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株与动物   

实验所用鱼肠道弧菌(Vibrio ichthyoenteri)、

溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)、副溶血弧菌(Vibrio 

parahaemolyticus)、鳗弧菌(Vibrio anguillarum)、哈

维氏弧菌(Vibrio harveyi)由本实验室保存。6 周龄

纯种雌性新西兰大白兔购自青岛市药品检验所。 

1.2  鱼肠道弧菌多抗制备及效价测定 

1.2.1  鱼肠道弧菌多抗的制备与纯化  将鱼肠道

弧菌接种到 LB 培养基中扩大培养, 福尔马林灭

活鱼肠道弧菌, 使用 0.01 mol/mL 磷酸盐缓冲液

(PBS, pH 7.4)将菌液浓度调节至 1×108 CFU/mL。

灭活鱼肠道弧菌免疫 6 周龄纯种新西兰大白兔, 

第一次免疫混入弗氏完全佐剂(1∶1, V/V), 在背

部选取 6 个点进行皮下注射, 1 周后使用灭活菌液

与弗氏不完全佐剂混合液(1∶1, V/V), 背部 6 点

皮下注射免疫; 2 周后重复免疫 1 次, 并于 1 周后

耳缘静脉再次注射灭活菌液。最后一次免疫 1 周

以后取血, 将血液置于干净的离心管中, 室温静

置 1 h 后, 4 ℃下静置过夜。次日, 4 ℃、3500×g

离心 15 min, 获得的上清为抗血清。 

配制 0.06 mol/mL 乙酸缓冲液(pH 4.0)用来稀

释兔抗血清, 抗血清与乙酸缓冲液的比例为 1∶4 

(V/V), 用 0.1 mol/mL NaOH 调整血清稀释液 pH

至 4.5; 转移至室温下, 缓慢滴加辛酸, 用量为每

1 mL 血清稀释液中滴加 25 µL 辛酸, 用电磁搅拌

器搅拌 30 min。将混合液于 4 ℃、10000×g 离心

30 min, 收集上清并用 45 pm微孔滤膜过滤, 加入

上清体积 10%的无菌 PBS 溶液, 用 5.0 mol/mL 

NaOH 调整 pH 至 7.4。冰浴条件下, 向混合液中

缓慢加入硫酸铵粉末并搅拌均匀 , 使终浓度为

0.277 g/mL, 4 ℃静置过夜。次日, 在 4 ℃下 5000×g

离心 15 min, 弃上清, 收集沉淀, 用少量(10%初

始血清体积)无菌 PBS 溶解, 转入透析袋, 于超纯

水中透析 24 h, 期间更换数次超纯水; 透析完成

后进行冻干, 将冻干粉末用无菌 PBS 重悬至合适

浓度 , 十二烷基磺酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE)分析纯化的兔多抗, –80 ℃保存。 

1.2.2  鱼肠道弧菌多抗的效价测定  利用 ELISA

方法测定鱼肠道弧菌多抗的效价。在 96 孔酶标板

中每孔加入 100 μL 5×107 CFU/mL 鱼肠道弧菌菌

液包被过夜。次日弃去板内液体 , 用含 0.05% 

Tween-20 的 PBS(PBST, pH7.4)洗涤, 每孔加入

200 μL 的 3% BSA, 37 ℃封闭 1 h; 洗涤酶标板, 

依次加入 100 μL 梯度稀释的鱼肠道弧菌多抗(表

2), 设置 3 个平行, 阴性对照加 100 μL 0.01 mol/L 

PBS, 37 ℃孵育 1 h; 用 PBST洗涤酶标板, 每孔加

入 100 μL 碱性磷酸酶(AP)标记羊抗兔 IgG 抗体, 

37 ℃孵育 1 h; 洗涤后, 每孔加入 200 μL 底物显

色液(1 mg/mL pNPP, 0.5 mol/L 氯化镁以及 10% 

二乙醇胺)避光发色 5 min, 用酶标仪测定 OD405 值。 

1.3  鱼肠道弧菌抗原组分的提取 

1.3.1  鱼肠道弧菌外膜蛋白的提取  将鱼肠道弧

菌扩大培养 , 参考熊焰等 [20]的方法 , 将菌液以

5000×g 离心 10 min, 无菌 PBS 洗涤 3 次, 用少量

PBS重悬, 加入 10%蔗糖溶液混合均匀, 在–20 ℃

条件下反应 15 min; 恢复至室温, 加入等量 0.4% 

Triton-X100, 混合搅拌一段时间后, 10000×g 离心

30 min 取得上清, 过滤掉上清中的杂质, 加入 2.5

倍上清体积的无水冰乙醇, 放置在–20 ℃条件下

过夜; 次日, 4 ℃、10000×g 离心 30 min 收集沉淀, 

沉淀经过 Tris-NaCl 洗涤后重悬, 加入等体积碘化

钾溶液, 37 ℃条件下作用 60 min; 收集上清液, 

加入 2.5 倍上清体积的冰无水乙醇, 放置在–20 ℃

条件下过夜; 次日, 4 ℃条件下离心混合溶液获取

沉淀, 使用无菌 PBS 溶液重悬沉淀, 移至透析袋

中进行梯度透析, 冻干, 得到鱼肠道弧菌外膜蛋
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白。粉末溶于 PBS 中, Bradford 法[21]测定蛋白浓

度, –80 ℃条件下保存。 

1.3.2  鱼肠道弧菌鞭毛蛋白的提取  参考张晓佩

等[22]的方法, 将鱼肠道弧菌扩大培养, 离心富集, 

无菌 PBS 溶液洗涤并重悬。用 1.0 mol/L HCl 溶液

调整菌液 pH 至 2.0, 在室温条件下搅拌约 30 min, 

4 ℃、1500×g 离心 30 min 并收集上清; 然后在 4 ℃、

533000×g 条件下对上清液离心 1 h, 再次收集上

清; 使用 1.0 mol/mL NaOH 溶液将上清液 pH 调至中

性, 缓慢地加入 (NH3)2SO4 至终浓度为 2.67 mol/L, 

冰浴搅拌 30 min, 4 ℃放置过夜; 低温超高速离心

(4 ℃, 533000×g)15 min, 弃掉上清收集沉淀, 使用

适量的无菌 PBS 溶液重悬沉淀, 移至透析袋中透析, 

冻干, 得到鱼肠道弧菌鞭毛蛋白。将粉末溶于无菌

PBS 溶液, Bradford 法测定蛋白浓度, –80 ℃保存。 

1.3.3  鱼肠道弧菌胞外产物的提取  提取鱼肠道

弧菌胞外产物参照 Inamura 等[23]的方法。在 LB

液体培养基中接种适量鱼肠道弧菌, 于 37 ℃恒

温摇床中过夜培养。准备 LB 琼脂培养基, 在其上

铺覆一层玻璃纸, 吸取 1 mL 菌液均匀涂布在 LB

琼脂平板上, 移入 37 ℃恒温箱中培养 1~2 d, 使

用少量无菌 PBS 溶液将平板上的菌体冲洗下来并

收集菌体悬液, 4 ℃, 7000×g 离心 30 min, 收集上

清。将所得上清经微孔滤膜过滤掉杂质 , 加入

(NH4)2SO4固体至终浓度为 2.0 mol/mL, 室温下均

匀搅拌 1 h, 4 ℃放置过夜; 次日, 4 ℃下 10000×g

离心 1 h, 使用无菌 PBS 溶液重悬沉淀, 移入透析

袋中, 放入超纯水中透析 24 h, 然后冻干。使用无

菌 PBS 将所得冻干蛋白调整至适宜浓度, Brad-

ford 法测定蛋白浓度, –80 ℃条件下保存。 

1.3.4  鱼肠道弧菌全菌破碎蛋白的制备  将鱼肠

道弧菌接种在 LB 液体培养基中培养, 将菌液浓

度调整至 1×108 CFU/mL, 置于超声波破碎仪

(Sonics & Materials; 振幅 39%; pulse on, 3 s; pulse 

off, 3 s)中低温破碎, 直至菌液澄清透亮, 所得混

合液即为鱼肠道弧菌全菌破碎蛋白, 于透析袋中

超纯水透析 24 h, 然后冻干。使用无菌 PBS 将冻

干蛋白调至适宜浓度, –80 ℃条件下保存。 

1.4  间接 ELISA 法分析免疫交叉反应   

将纯化的鳗弧菌、溶藻弧菌、哈维氏弧菌和 

副溶血弧菌调整到适当浓度, 采用 1.3.4 的方法提

取其外膜蛋白、鞭毛蛋白、胞外产物和全菌破碎

蛋白。间接 ELISA 法检测鱼肠道弧菌多抗与上述

病原菌的抗原蛋白的免疫反应: 将抗原蛋白分别

包被于 96 孔酶标板中 4 ℃过夜, 每种抗原蛋白设

置 3 个平行, 以 0.01 mol/mL 无菌 PBS 溶液作为

阴性对照; 次日, PBST 洗涤酶标板 3 次, 每孔加

入 200 μL 的 3% BSA, 于 37 ℃恒温箱中封闭 1 h

后倒掉; 然后 PBST 洗涤 3 次, 加入鱼肠道弧菌多

抗(1∶2000), 37 ℃孵育 1 h, PBST 洗涤 3 次, 每孔

加入 100 µL AP 标记的羊抗兔 IgG (1∶8000), 37 ℃

条件下孵育 1 h; PBST 洗涤 3 次。每孔加入 200 μL

底物显色液, 于暗处充分反应 10~20 min, 然后每

孔加入 50 μL 2 mol/mL NaOH 溶液终止显色反应, 

于 405 nm 波长处检测 OD 值。计算各实验孔与阴

性对照孔的光吸收值之比(P/N), 当 P/N≥2.1 时为

阳性。计算 4 种抗原蛋白间的 P/N 值, 绘制“P/N

值抗原蛋白”直方图, 根据直方图分析是否存在

免疫交叉反应。 

1.5  最适胶体金标记 pH 及蛋白标记浓度的确定   

利用前期制备胶体金的方法[10], 准备 100 mL

浓度为 0.01%的氯金酸溶液, 放入微波炉中用高

火煮沸 2 min, 快速加入少量浓度为 1%的柠檬酸

三钠溶液, 中火继续加热 3 min, 取出后放在室温

下冷却, 并补充适量水分。用 0.1 mol/mL 碳酸钾

溶液和 0.1 mol/mL 盐酸溶液将制得的 20 nm 胶体

金的 pH 调至 8.4[18]。为了确定胶体金的最适标记

pH, 用 0.1 mol/mL 碳酸钾溶液和 0.1 mol/mL 盐酸

将胶体金溶液调整为不同的 pH, 各取 1.5 mL 胶体金, 

分别加入 10 μg/mL 鱼肠道弧菌多抗 100 μL, 快速混

合均匀, 室温下静置 30 min。加入 5% NaCl 溶液

混合均匀, 于室温下静置 2 h。使用分光光度计测

定波长 520 nm 处每个 pH 梯度的 OD 值, 以 OD

值为纵轴、pH 为横轴制作曲线图, 取曲线中 OD

值最大处对应的 pH 为稳定胶体金的最适 pH。 

用 0.1 mol/L碳酸钾溶液和 0.1 mol/mL盐酸溶

液将胶体金 pH 调至最适值, 将胶体金设置成 10

个浓度梯度, 从每个浓度梯度分出 1 mL 胶体金, 

分别加入 10 μL 不同浓度的鱼肠道弧菌多抗, 迅
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速混合均匀, 室温下静置 30 min 后加入 5% NaCl

溶液, 混合均匀后室温静置 2 h。使用分光光度计

测定每个浓度梯度在波长 520 nm 处的 OD 值, 以

OD 值为纵轴、蛋白浓度为横轴绘制曲线图, 取曲

线中 OD 值最大处对应的蛋白浓度为稳定胶体金

的最低蛋白量, 在此基础上加 20%的蛋白量即是

最适合的蛋白标记浓度。 

1.6  金标抗体的制备   

在确定了最适 pH 和最合适蛋白标记浓度后, 

将胶体金调整至最适 pH, 按照最适合蛋白标记浓

度加入鱼肠道弧菌多抗, 连续搅拌 20 min 后, 于

室温下静置 10 min。用 BSA 溶液调整胶体金的终

浓度为 1%, 然后搅拌 15 min, 室温下静置 10 min;  

4 ℃下 1200×g 离心 15 min, 弃掉沉淀收集上清, 

上清液经 13500×g (4 ℃)离心 30 min。弃掉上清收

集沉淀 , 使用金标多抗洗涤液 (含 1% BSA 的    

0.01 mol/L PBS, pH 8.4)洗涤沉淀。洗涤后离心, 再

收集沉淀, 金标多抗保存液(0.01 mol/L PBS 溶液

中含 3%蔗糖, 1% BSA, 0.2% Tween-20 和 0.02% 

NaN3, pH 8.4)重悬沉淀至原来体积的 1/10, 即为

金标鱼肠道弧菌抗体。 

1.7  检测线抗原蛋白特异性及划线浓度的确定   

利用间接 ELISA 法测定鱼肠道弧菌 4 种抗原

蛋白在 T1~T4 检测线上的划线浓度。在 96 孔酶

标板中分别加入鱼肠道弧菌的 4 种抗原蛋白, 每

种抗原蛋白设置 3 个平行, 无菌 PBS 作为阴性对

照, 每孔添加 100 μL, 4 ℃包被过夜; 次日, 用

PBST 洗涤酶标板 3 次, 甩掉多余液体, 每孔加入

200 μL 无菌 PBS 配制的 BSA 封闭液, 37 ℃条件下

封闭 1 h; 倒掉BSA, PBST洗涤 3次后, 加入 100 μL

鱼肠道弧菌多抗(1∶2000), 37 ℃孵育 1 h; 倒掉鱼

肠道弧菌多抗, PBST 洗涤 3 次后, 加入 100 μL AP

标记的羊抗兔 IgG(1∶8000)于 37 ℃孵育 1 h; 然

后 PBST 洗涤 3 次去掉多余的羊抗兔 IgG; 加入

200 μL 新配制的底物显色液, 黑暗处反应 10~20 min, 

加入 NaOH 溶液终止显色反应, 于 405 nm 处检测

OD 值, 计算各实验孔与阴性对照孔的光吸收值

之比(P/N), P/N≥2.1 时为阳性。计算 4 种抗原蛋

白间的 P/N 值的比值, 并根据 P/N 比值和蛋白包

被浓度来确定划线浓度。 

1.8  鱼肠道弧菌胶体金快速检测试纸的结构设

计与制备 

1.8.1  鱼肠道弧菌快速检测试纸的结构设计  当

病原菌的多种抗原组分排列在一起时, 它们能够

同时与该病原菌的抗体结合发生阳性反应, 而其

他菌只有个别的共同抗原会与抗体发生交叉反

应。由此, 将鱼肠道弧菌的 4 种抗原排列在一起

作为 4 条检测线(T1~T4), 并将 T4 线设计为全菌

蛋白, 用金标鱼肠道弧菌抗体制备金标垫, 羊抗

兔 IgG 作为质控抗体, 设计鱼肠道弧菌快速检测

试纸。利用竞争免疫层析法进行检测, 待检样品

中含有鱼肠道弧菌时, 会与 4 条检测线上的抗原

蛋白竞争结合金标垫上的金标鱼肠道弧菌抗体 , 

使检测线上的抗原蛋白无法与金标鱼肠道弧菌抗

体反应, 则 4 条检测线全部不显色; 若待检样品

中不含鱼肠道弧菌时, 4 条检测线上的抗原能够

与金标鱼肠道弧菌抗体结合, 则 4 条检测线全部

显色; 若待检样品中含有其他病原菌, 只有共同

抗原与检测线上的鱼肠道弧菌抗原竞争结合金标

抗体, 则部分检测线不显色。 

1.8.2  金标垫及检测层的制备  将玻璃纤维膜裁

成大小适宜的小条, 用喷膜仪(Biodot, XYZ3060)

将制备好的金标鱼肠道弧菌多抗均匀地喷涂在玻

璃纤维膜小条上, 即为金标垫, 冷冻干燥, 避光 4 ℃

封存备用。 

用 0.01 mol/L 的无菌 PBS 将鱼肠道弧菌外膜

蛋白、鞭毛蛋白、胞外产物和全菌破碎蛋白的浓

度分别调整至 1.5 中所确定的最适宜浓度, 使用

喷膜仪分别将各蛋白喷涂于硝酸纤维素膜上作为

检测线 T1、T2、T3 和 T4, 4 条检测线之间相距

1.5 mm。用 0.01 mol/L PBS 调整羊抗兔 IgG 浓度

至 0.5 mg/mL, 将其喷涂于硝酸纤维膜上作为质

控线(C 线), 质控线与检测线 T4 之间的距离约为

5 mm, 质控线接近吸水垫(图 1-4), 检测线 T1 接

近样品垫(图 1-1)。将包被好的硝酸纤维素膜室温

干燥后, 在 37 ℃下用 BSA 封闭液浸泡 1 h, PBST

漂洗 3 次, 每次 5 min, 晾干。 

1.8.3  试纸条的组装  在载体底板上依次粘贴硝
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酸纤维素膜、金标垫、样品垫和吸水垫, 组装成

试纸整板。其中硝酸纤维膜上端边缘对齐叠放于

吸水垫边缘之下, 硝酸纤维素膜下边缘则位于金

标垫上边缘之下, 样品垫的上端边缘对齐叠放在

金标垫的下端边缘之上(图 1)。将组装好的试纸整

板用切条机裁成 3.75 mm 宽的试纸条, 装入包装

卡壳中, 密封保存于有干燥剂的铝箔袋中。 
 

 
 

图 1  鱼肠道弧菌快速检测试纸结构设计示意图 

1. 样品垫; 2. 金标垫; 3. 硝酸纤维素膜(NC 膜); 4. 吸水垫; 

5. PVC 底板; 69. 检测线 T1T4(T 线); 10. 质控线(C 线). 

Fig. 1  Schematic of colloidal gold strip for rapid 
 detection of Vibrio ichthyoenteri 

1. Sample pad; 2. Gold label pad (glass fiber containing 
anti-Vibrio ichthyoenteri polyclonal antibody); 3. Nitrocellulose 

membrane; 4. Absorption pad; 5. PVC board; 69. Test lines  
14 (T line); 10. Control line (C line). 

  

1.9  检测试纸的特异性和灵敏性   

将鱼肠道弧菌、鳗弧菌、副溶血弧菌、溶藻

弧菌、哈维氏弧菌分别进行离心纯化 , 用无菌

PBS (pH 7.4)调整菌液浓度至 1×107 CFU/mL, 无

菌 PBS 作为阴性对照, 使用制备的鱼肠道弧菌快

速检测试纸进行检测, 反应 10 min 后观察检测结

果并拍照, 确定试纸的检测特异性。 

用 0.01 mol/mL 无菌 PBS (pH 7.4)将纯化的

鱼肠道弧菌稀释为 5×107 CFU/mL、5×106 CFU/mL、

5×105 CFU/mL、5×104 CFU/mL 4 个浓度梯度, 使

用制备的鱼肠道弧菌快速检测试纸进行检测, 10 min

后肉眼观察结果并拍照, 确定试纸的检测灵敏性。 

1.10  牙鲆组织中鱼肠道弧菌的检测   

取感染了鱼肠道弧菌并发病的牙鲆肝、脾、

肾组织, 每 1 g 组织样品用 5 mL 无菌 PBS 在冰浴

条件下充分研磨 3~5 min, 用细密的筛绢过滤得

到的研磨液作为检测样品液, 使用制备的鱼肠道

弧菌检测试纸进行检测。健康的牙鲆肝、脾、肾

组织液和无菌 PBS 分别作为阴性对照。 

采用 ELISA 技术作为对照, 上述患病牙鲆的

检测样品液为包被液, 健康牙鲆组织液作为阴性

对照, 检测牙鲆组织中的鱼肠道弧菌, 以确定快

速检测试纸的检测准确性。 

2  结果与分析 

2.1  鱼肠道弧菌兔多抗的纯化及效价 

经过纯化的兔抗鱼肠道弧菌多抗进行SDS-PAGE

分析, 结果显示(图 2), 鱼肠道弧菌多抗包括 IgG

的重链和轻链蛋白, 表明纯化后的鱼肠道弧菌多

抗符合要求, 可以用于后续实验。 

 

 
 

图 2  兔抗鱼肠道弧菌多抗纯化后的 SDS-PAGE 分析 

M: 蛋白质分子量标准; A: 鱼肠道弧菌兔多抗. 

Fig. 2  SDS-PAGE analyses of anti-Vibrio  
ichthyoenteri polyclonal antibody 

M: marker, A: anti-V. ichthyoenteri polyclonal antibody. 

 
ELISA 检测结果显示, 当鱼肠道弧菌多抗的

稀释倍数低于或等于 1×105 时, OD405 值大于 2 倍

的 PBS 阴性对照的 OD405 值。当抗体稀释倍数大

于 2×105 时, OD405 值小于 2 倍的 PBS 阴性对照的

OD405 值, 得出鱼肠道弧菌兔多抗的效价为 1×105 

(表 1)。 

 
表 1  鱼肠道弧菌兔多抗的效价(OD405) 

Tab. 1  Titers of anti-Vibrio ichthyoenteri polyclonal antibody 

抗体稀释倍数 antibody dilution ratio (1∶X) 

800 1600 3200 6400 12800 25600 51200 1×105 2×105
PBS

1.582 1.269 1.038 0.946 0.781 0.675 0.423 0.210 0.149 0.097

 
2.2  鱼肠道弧菌抗原组分 SDS-PAGE 分析结果 

SDS-PAGE 结果显示(图 3), 鱼肠道弧菌外膜

蛋白主要条带分子量为 44 kD、38 kD和 35 kD; 鞭
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毛蛋白主要条带分子量为 38 kD、33 kD 和 18.4 kD; 

胞外产物蛋白主要条带分子量为 36 kD、26 kD、

20 kD 和 18 kD。选取这些主要条带用作检测线抗

原蛋白。 
 

 
 

图 3  鱼肠道弧菌抗原蛋白的 SDS-PAGE 分析 

M: 蛋白质分子量标准; A: 外膜蛋白; 

B: 鞭毛蛋白; C: 胞外产物. 

Fig. 3  Analysis of the extracted antigen protein of 
 Vibrio ichthyoenteri by SDS-PAGE 

M: marker; A: outer membrane protein; B: flagellin protein; 
C: extracellular products of V. ichthyoenteri. 

 

2.3  免疫交叉分析结果 

ELISA 结果显示(图 4), 鱼肠道弧菌多抗与其

外膜蛋白、鞭毛蛋白、胞外产物和全菌破碎蛋白

的反应呈现出强阳性; 而鱼肠道弧菌多抗与其他

几种病原菌抗原的反应中, 溶藻弧菌的全菌破碎

蛋白, 鳗弧菌的外膜蛋白、鞭毛蛋白和全菌破碎

蛋白, 副溶血弧菌的外膜蛋白、鞭毛蛋白和全菌

破碎蛋白呈现不同程度的弱阳性, 表明兔抗鱼肠

道弧菌多抗与这些抗原存在较弱的免疫交叉。 

2.4  胶体金标记鱼肠道弧菌多抗的最适宜 pH 和

蛋白结合浓度 

通过 OD 曲线值法确定最适宜的胶体金标记

鱼肠道弧菌多抗的 pH, 发现 OD 值随 pH 升高而

升高, 达到峰值后呈现下降趋势, 其最大值处对

应的 pH 为 8, 因此胶体金标记鱼肠道弧菌多抗的

最适宜 pH 为 8(图 5)。 

测定了胶体金与不同浓度鱼肠道弧菌多抗结

合的 OD 值, 结果表明, 随着鱼肠道弧菌多抗蛋

白浓度的升高, OD 值出现先升高后降低的趋势, 

蛋白浓度为 2 μg/mL 时 OD 值最高, 即稳定胶体

金的最低蛋白量为 2 μg/mL, 在此基础上加 20%

蛋白量, 即 2.4 μg/mL 为胶体金标记鱼肠道弧菌

多抗的最适蛋白结合浓度(图 6)。 

2.5  检测线抗原蛋白的浓度确定 

ELISA 结果显示(表 2), 鱼肠道弧菌的外膜蛋

白、鞭毛蛋白、胞外产物及全菌蛋白与阴性对照 

 

 
 

图 4  鱼肠道弧菌兔多抗与 5 种病原菌 

抗原组分的免疫反应 

A1–A4: 鱼肠道弧菌外膜蛋白、鞭毛蛋白、胞外产物和全菌

蛋白; B1–B4: 哈维氏弧菌外膜蛋白、鞭毛蛋白、胞外产物和

全菌蛋白; C1–C4: 溶藻弧菌外膜蛋白、鞭毛蛋白、胞外产物

和全菌蛋白; D1–D4: 鳗弧菌外膜蛋白、鞭毛蛋白、胞外产物

和全菌蛋白; E1–E4: 副溶血弧菌外膜蛋白、鞭毛蛋白、胞外

产物和全菌蛋白; 虚线: P/N =2.1. 

Fig. 4  Analysis of cross-reactivity between 
 anti-Vibrio ichthyoenteri polyclonal antibody and the 

 antigen proteins of five bacteria by ELISA 
A1–A4: outer membrane protein, flagellum protein, extracellu-

lar products and whole-cell bacterial protein of V. ichthyoenteri; 
B1–B4: outer membrane protein, flagellum protein, extracellu-

lar products and whole-cell bacterial protein of V. harveyi; 
C1–C4: outer membrane protein, flagellum protein, extracellu-
lar products and whole-cell bacterial protein of V. alginolyticus; 
D1–D4: outer membrane protein, flagellum protein, extracellu-
lar products and whole-cell bacterial protein of V. anguillarum; 
E1–E4: outer membrane protein, flagellum protein, extracellu-
lar products and whole-cell bacterial protein of V. parahaemo-

lyticus. The dashed line represented P/N = 2.1. 

 

 
 

图 5  胶体金标记鱼肠道弧菌多抗的最佳 pH 确定 

Fig. 5  Confirmation of optimum pH of colloidal gold for label 
of polyclonal antibody of Vibrio ichthyoenteri 
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图 6  胶体金标记鱼肠道弧菌多抗的最适蛋白浓度确定 

Fig. 6  Confirmation of optimum amount of anti-Vibrio  
ichthyoenteri antibody labelled with colloidal gold 

 
PBS 的 OD405 值比值(P/N 值)皆大于 2.1, 表明 4

种抗原蛋白均可与鱼肠道弧菌抗体发生特异性结

合。根据抗原蛋白间 P/N 值的比值, 确定检测线

抗原蛋白的浓度为: 外膜蛋白 0.8 mg/mL(T1 线)、

鞭毛蛋白 0.3 mg/mL(T2 线)、胞外产物 1.0 mg/mL 

(T3 线)、全菌蛋白 0.4 mg/mL(T4 线)。 

2.6  检测结果的判定 

鱼肠道弧菌快速检测试纸检测结果的判读方

法如图 7所示: (1)若质控线(C 线)显色, 4 条检测线

T1~T4 均不显色, 说明检测结果为阳性; (2)若质

控线显色, 4 条检测线 T1~T4 也全部显色, 说明检

测结果为阴性; (3)若质控线显色, 检测线 T4 线呈

现红色, 而检测线 T1、T2、T3 中个别条带不显色, 

则说明检测样品中不含鱼肠道弧菌, 但含有与鱼

肠道弧菌具有共同抗原的其他病原菌, 结果判定

为其他菌的交叉反应; (4)若 C 线和检测线 T1~T4

均不显色, 说明该试纸条失效或操作不当, 检测

结果无效。 
 

表 2  鱼肠道弧菌检测线抗原的蛋白浓度确定 

Tab. 2  The dispensed concentration of four antigens of Vibrio ichthyoenteri determined by ELISA 

项目 
item 

外膜蛋白 outer
membrane protein

鞭毛蛋白 
flagellum protein

胞外产物 
extracellular product

全菌蛋白 
whole-cell bacterium protein

PBS

OD405 1.906 1.830 1.425 1.396 0.215

P/N 6.880 6.529 4.639 4.505 – 

划线浓度/(mg/mL) dispensed concentration 0.3 0.5 1.0 0.4 – 

 

 
 

图 7  鱼肠道弧菌快速检测试纸检测结果判读示意图 

: Ⅰ 阳性结果; : Ⅱ 阴性结果; : Ⅲ 交叉反应; : Ⅳ 试纸失效. 

Fig. 7  Diagram of colloidal gold test strip for  
rapid detection of Vibrio ichthyoenteri 

: positive results; : negative results; : cross rⅠ Ⅱ Ⅲ eaction; : Ⅳ

invalid results. 
 

2.7  试纸的特异性 

为了确定快速检测试纸的特异性, 对纯化的

鱼肠道弧菌、溶藻弧菌、鳗弧菌、哈维氏弧菌和

副溶血弧菌进行了检测, 结果表明(图 8), 鳗弧

菌、溶藻弧菌、哈维氏弧菌、副溶血弧菌检测组 

 

 
 

图 8  鱼肠道弧菌快速检测试纸的特异性检测 

: Ⅰ 鳗弧菌检测结果; : Ⅱ 溶藻弧菌检测; : Ⅲ 哈维氏弧菌检

测结果; : Ⅳ 副溶血弧菌检测结果; : PBSⅤ 阴性对照; 

: Ⅵ 鱼肠道弧菌检测结果(阳性). 

Fig. 8  Specificity test of colloidal gold strip for 
 rapid detection of Vibrio ichthyoenteri 

: Ⅰ V. anguillarum; : Ⅱ V. alginolyticus; :Ⅲ  V. harveyi; :Ⅳ  V. 
parahaemolyticus; : PBS; :Ⅴ Ⅵ  V. ichthyoenteri, positive. 
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的质控线和 T4 检测线皆显色, T3 线显色较浅(图

8-Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、 ), Ⅳ 说明有交叉反应存在; 阴性对

照 PBS 组的质控线 C 及 4 条检测线皆显色, 表明

结果为阴性(图 8- ); Ⅴ 鱼肠道弧菌组只有质控线 C

显色, T1~T4 检测线均不显色, 即检测结果为阳

性(图 8- )Ⅵ 。 

2.8  试纸的灵敏性 

使用制备的快速检测试纸检测 5×107 CFU/mL、

5×106 CFU/mL、5×105 CFU/mL、5×104 CFU/mL 4

个不同浓度梯度的鱼肠道弧菌 , 发现当浓度为

5×107 CFU/mL、5×106 CFU/mL、5×105 CFU/mL

时, T1~T4 线不显色, C 线显色, 表明结果为阳性; 

当浓度为 5×104 CFU/mL 时, C 线和 T1~T4 线皆显

色, 检测结果为阴性, 因此, 鱼肠道弧菌快速检

测试纸的最低检测限为 5×105 CFU/mL, 低于该

浓度则无法检测到病原菌(图 9)。 
 

 
 

图 9  鱼肠道弧菌快速检测试纸灵敏度检测 

Fig. 9  Sensitivity test of colloidal gold strip for rapid 
detection of Vibrio ichthyoenteri 

 

2.9  鱼肠道弧菌快速检测试纸的检测准确性 

使用制备的快速检测试纸检测感染了鱼肠道

弧菌发病的牙鲆肝、脾、肾的混合样品, 结果显

示, T1~T4检测线皆不显色, 只有质控线C显色, 结

果判定为阳性(图 10A-iii); 而健康牙鲆的肝、脾、

肾混合样品和 PBS 使 4 条检测线 T1~T4 和质控线

C 皆显色, 结果判定为阴性(图 10A-i, ii)。 

运用 ELISA 法检测相同样品, 结果表明, 发病

牙鲆组织与阴性对照的 OD405值的比值大于 2.1, 说

明检测结果为阳性(图10B), 与试纸的检测结果一致。 

 
 

图 10  快速检测试纸(A)和 ELISA 法(B)检测 

牙鲆组织样品中的鱼肠道弧菌 

Fig. 10  Detection of Vibrio ichthyoenteri in tissues of Paralichthys 
olivaceus using colloidal gold strip (A) and ELISA (B) 

 

3  讨论 

传统的核酸检测法和酶联免疫法是常用的检

测病原的手段, 但大多存在耗时、操作复杂等问

题, 不适合在养殖现场对病原进行检测。根据细

菌包含多种抗原组分的特性, 利用抗原抗体特

异性结合可同步检测病原菌的多种抗原, 所有抗

原同时与病原菌抗体反应则为阳性, 个别抗原反

应则为交叉反应, 由此可以准确鉴别阳性结果与

交叉反应。本实验室前期利用 4 种不同抗原蛋白

作为检测线抗原研制的溶藻弧菌快速检测试纸 , 

使用溶藻弧菌多抗即可准确鉴别病原感染与免疫

交叉[17]。为了满足在养殖现场快速检测鱼肠道弧

菌的产业需求, 本研究制备了鱼肠道弧菌多抗作

为金标抗体, 选取不同浓度的 4 种鱼肠道弧菌抗

原蛋白作为检测线抗原, 并将 T4 线设置为全菌

蛋白, 羊抗兔 IgG 作为质控线, 研制了鱼肠道弧

菌快速检测试纸, 4 种抗原蛋白同时与检测样品

中的鱼肠道弧菌竞争结合金标抗体, 4 条检测线

同时不显色时检测结果为阳性, 4 条线同时显色

则检测结果为阴性。对发病牙鲆组织的检测结果

证明, 该试纸可以准确鉴别鱼肠道弧菌, 在无需

筛选特异性抗体和抗原的情况下, 实现了鱼肠道

弧菌的现场、快速、准确检测。  

本实验室曾研制了副溶血弧菌、鱼肠道弧菌、

鳗弧菌、溶藻弧菌、哈维氏弧菌和河流弧菌(Vibrio 

fluvialis)的血清学诊断抗原芯片, 利用抗原芯片

多靶标同步检测的优势有效避免了交叉反应对阳

性结果判定的干扰, 无需筛选特异性抗原/抗体即
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可实现病原菌的准确鉴别[24]。本研究分析了鱼肠

道弧菌多抗与鱼肠道弧菌、溶藻弧菌、副溶血弧

菌、鳗弧菌和哈维氏弧菌各抗原蛋白的免疫交叉

反应, 发现鱼肠道弧菌多抗与自身的 4 种抗原蛋

白反应最强烈, 但与其他 4 种弧菌的个别抗原蛋

白发生较弱的免疫交叉反应, 这些结果为解决交

叉反应干扰问题提供了基础。本研究将鱼肠道弧

菌的 4 种抗原蛋白排列在一起作为 4 条检测线

T1~T4, 检测线 T4 特别设计为全菌蛋白, 4 条检测

线上喷涂不同浓度的抗原蛋白, 采用竞争法进行

检测, 待测样品中的鱼肠道弧菌优先结合金标抗

体 ,  阻止金标抗体与 4 种检测线抗原结合 ,  则

T1~T4 线皆不显色, 判断为阳性结果; 若样品中

不含鱼肠道弧菌, 金标抗体则与 4 条检测线上的

抗原蛋白结合, T1~T4 线皆显色, 结果判定为阴

性; 若样品中存在与鱼肠道弧菌有共同抗原的其

他病原菌, 金标鱼肠道弧菌抗体与共同抗原结合, 

使 T1~T3 线中的某条线不显色或者变浅, 则为交

叉反应; T4 线上设置全菌蛋白, 因其含有除共同

抗原以外的其他抗原, 使T4线一定出现红色, 避免

了在含有较多共同抗原的其他菌感染时出现 T1~T4

线全部不显色的情况 ,  从而避免了假阳性的产 

生。另外, 因为鱼肠道弧菌中不同抗原组分的含

量不同, 本研究确定了 4 种抗原蛋白的不同划线

浓度 , 在检测限以上浓度的鱼肠道弧菌感染时 , 

能够保证 4 条检测线同时不显色, 避免产生有的

显色有的不显色的假阴性结果。这种试纸设计方

式为本实验室首次使用, 通过在溶藻弧菌快速检

测试纸[7]和本研究中的应用, 证明其能够通过一

步式反应实现一种病原菌的多靶标同步检测, 从

而解决了免疫交叉干扰问题。对牙鲆组织中鱼肠

道弧菌的检测结果与 ELISA 结果一致, 证明制备

的快速检测试纸具有较好的检测准确性。但是 , 

对于鱼肠道弧菌与其他菌混合感染的情况, 使用

该试纸只能检测出鱼肠道弧菌, 不能鉴定其他菌, 

需要联合使用其他病原菌的快速检测试纸或者多

病原高通量检测技术鉴别混合感染。已报道的 6

种弧菌血清学诊断抗原芯片 [24], 同步检测鳗弧

菌、海豚链球菌(Streptococcus iniae)、杀鲑气单胞菌

(Aeromonas salmonicida)、荧光假单胞菌(Psedomonas 

fluorescens)、 迟缓爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)

及海分支杆菌(Mycobacterium marinum)的检测免

疫芯片 [25], 以及上述多病原核酸检测技术 [8,13-14]

等, 适于混合感染情况下的多病原鉴别。 

目前, 检测病原菌的胶体金免疫层析试纸的

灵敏度一般在 105~106 CFU/mL[26-27]。本研究制备

的鱼肠道弧菌快速检测试纸的最低检测限为

5×105 CFU/mL, 灵敏度达到了同类试纸的检测水

平。但是, 当鱼肠道弧菌浓度低于该检测限浓度

时, 则 4 条检测线会显色, 出现假阴性结果, 限制

了该试纸在感染早期的病原检测中的应用。因此, 

有待于通过优化抗体及其他实验条件参数等提

高检测的灵敏度。虽然胶体金快速检测试纸的灵

敏度达不到核酸检测技术的灵敏度水平(102~103 

CFU/mL)[14], 但其样品处理更简单, 比 LAMP 技

术[14]更加简便、快捷, 适用于养殖现场或动物检

疫中大量样品的病原初筛, 与病原核酸检测技术

配合使用, 可大大提高检测效率。 
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Development of a competitive gold immunochromatography test strip 
for rapid detection of Vibrio ichthyoenteri in fish 

SHENG Xiuzhen1, WANG Xinchen1, LI Jiawen1, TANG Xiaoqian1, XING Jing1, CHI Heng1, ZHAN Wenbin1, 2 

1. Laboratory of Pathology and Immunology of Aquatic Animals, KLMME, Ocean University of China, Qingdao 
266003, China; 

2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, National Laboratory for Marine Science 
and Technology, Qingdao 266071, China 

Abstract: Vibrio ichthyoenteri is one of the most common pathogenic bacteria in marine-cultured fish that can 
infect many fish species, causing serious economic losses in fish aquaculture. Rapid diagnostic testing is critical 
for disease prevention and control. This study was performed in order to produce a method to detect V. ichthyoen-
teri on-site easily, rapidly, and accurately. First, rabbit anti-V. ichthyoenteri antibody was prepared, and the outer 
membrane protein, flagellum protein, extracellular products, and whole-cell bacterial protein were extracted from 
V. ichthyoenteri, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio anguillarum, Vibrio alginolyticus, and Vibrio harveyi. The im-
munoreaction between the anti-V. ichthyoenteri antibody and the antigen proteins were subsequently analyzed; the 
results showed a strong positive immunoreaction between the anti-V. ichthyoenteri antibody and the four antigens 
of V. ichthyoenteri. However, cross-immunoreaction was observed between the anti-V. ichthyoenteri antibody and 
antigens of other vibrios. Thereafter, the anti-V. ichthyoenteri antibody was labeled with colloidal gold nanoparti-
cles, and the concentration of the four specific antigens of V. ichthyoenteri for preparation of test lines were con-
firmed by ELISA. To avoid the interference of cross-reactivity, the four specific antigens of V. ichthyoenteri were 

dispensed on nitrocellulose membrane at different concentrations as four test lines (T1T4); the whole-cell bacte-
rial protein was set on the line T4, and goat-anti-rabbit IgG was used as the control line. A test strip for rapid de-
tection of V. ichthyoenteri was thus developed based on competitive immunochromatography. The presence of V. 
ichthyoenteri, V. parahaemolyticus, V. anguillarum, V. alginolyticus, and V. harveyi could be detected with this test 
strip, and the results showed that it could specifically distinguish V. ichthyoenteri and exclude the interference of 
cross-reactivity of the other four bacteria, indicating good specificity. The detection limit of the test strip was de-
termined to be 5×105 CFU/mL for V. ichthyoenteri, and the detection time was 10 min. To ensure the accuracy of 
the detection, tissues of flounder (Paralichthys olivaceus) infected by V. ichthyoenteri were detected using the test 
strip and ELISA simultaneously, and positive results were obtained with both methods. This study provides a 
promising on-site tool for rapid detection of V. ichthyoenteri in fish aquaculture. 

Key words: Vibrio ichthyoenteri; colloidal gold; test strip; competitive immunochromatography; immune cross- reac-
tivity 
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