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　　摘　要　　建立了间接红细胞凝集反应检测中华鳖血清抗体的方法。 试验证明 , 致敏抗原菌

体浓度为 3×108cfu/ mL、BSA 浓度为 2.0mg/mL ,致敏红细胞浓度 2.5%时(无论是人还是绵羊红

细胞),本方法能获得最敏感的结果。加入稳定剂后的致敏红细胞 ,在 80d 内检测结果没有显著的

差异。本试验测得该方法的灵敏度为 13.4±4.2 , 而且证明本方法具有较高的特异性 、灵敏度 、准

确性和重复性。
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　　中华鳖(Trionyx sinensis)属两栖爬行动物 ,与其它龟鳖目动物一样 ,免疫系统的发达程度

高于鱼类[Bory senko和 Cooper 1972 ,Zapata 和 Fernandez 1984 ,刘恩勇等 1991] ,并能对某些

免疫原产生较强的应答反应[杨巨 1990] 。因此 ,人们企图通过疫苗或其它方式激发鳖的免疫

应答 ,有效地防止鳖病的发生[杨先乐等 1995] 。

鳖特异性的血清抗体含量高低 ,是衡量鳖免疫应答强弱的重要标志之一 ,建立其检测方

法 ,将会为鳖免疫学防治及免疫学理论的研究提供一个重要的工具。目前 ,荧光抗体技术

(FAT),酶联免疫吸附试验(ELISA), 点酶法(Dot-ELISA),协同凝集试验(Coagglutination

test)等血清学技术已经广泛地应用在鱼类抗体的检测及疾病的诊断上[ Mamoru 和 Takahisa

1985 ,Aust in 1986 ,Oufemi 1986 , Klesius和 Johnson 1991 ,Davidson等 1992] ,但关于鳖特异性

抗体的检测 ,除一般凝集反应外 ,其它血清学检验技术还无报道 。间接红细胞凝集反应已广泛

在人 、兽医上应用[ Hirst 1943 ,Salk 1944 ,首都医院基础组 1978 ,刘玉斌和苟仕金 1989] ,而此

技术在鱼类 ,尤其是鳖类方面的应用 ,还鲜有报道。为了提供一种简便 、有效地检测中华鳖特

异性血清抗体的方法 ,我们建立了间接红细胞凝集反应检测鳖血清抗体的方法 。

1　材料和方法

1.1　致敏抗原 、致敏红细胞及稳定剂

致敏抗原主要为中华鳖红底板病 ,出血性肠道坏死症等致病菌 T3 、SL63 、Tio63 、T3 菌的



内脂多糖(LPS),淡水鱼细菌性败血症致病菌 9120(嗜水气单胞菌 ,本所分离),以及牛血清蛋

白 BSA 等;致敏用的绵羊 、人红细胞分别在湖北医学院和荆州市血库购买;抗原的纯化 、LPS

的制备及红细胞的醛化与致敏参照 Fulvio[ 1985] 、余 等[ 1982] 、韩文瑜等[ 1992]和首都医院

基础组[ 1978]的方法 ,并对某些方面的最佳条件(如红细胞的类别 、浓度 ,致敏抗原的浓度等)

进行了探讨 。稳定剂的配制与添加参照黄祯祥等[ 1990]的方法 ,并比较致敏红细胞中稳定剂

有无对检测结果的影响。

1.2　抗体

将上述抗原灭活分别免疫鳖 、鲫鱼或兔 , 20d左右后取血清制备而成 。

1.3　测定方法

采用微量血凝板法测定[余 等 1982 ,韩文瑜等 1992] ,并以能使被检血清呈现 2+或 2+

以上凝集强度的最高血清稀释度的倒数作为该血清的凝集效价 。

1.4　方法学的评价(所有试验均采用 2.5%致敏绵羊红细胞)

1.4.1　特异性

比较鳖几种致病性菌株 T3 、SL63 、Tio63 及 BSA ,淡水鱼细菌性败血症菌株 9120 与其鳖

抗体 T T3 、TSL63 、TBSA(注:首大写字母 T 、F 、R分别代表鳖 、鱼 、兔抗体;T3 、LPS 、9120 、BSA

等代表相应的免疫原 。以下同)以及正常鳖血清 、鲫鱼血清的交叉凝集反应 。

1.4.2　灵敏度

取正常鳖血清分别多次测定 ,计算出平均凝集效价 G ,以 2G 值作为该检测方法的灵敏

度。将本检测方法的测定结果分别与直接凝集反应 ,琼脂双扩散 ,酶联免疫吸附试验的结果比

较 ,确定其灵敏度的地位 。

1.4.3　准确性

将同一血清稀释成几个稀释度后进行检测 ,比较各次检测的差异;将 2个血清同时用间接

红细胞凝集反应与直接凝集反应检测 ,通过 2种检测方法凝集效价的差异倍数 ,确定其相对准

确性 。

1.4.4　重复性(精密度)

　　将 6个不同血清重复检测 2 ～ 6次 ,比较各血清各次检测结果的差异程度。

2　试验结果

2.1　方法学的建立

2.1.1　致敏抗原浓度

　　使用不同浓度的抗原致敏绵羊红细胞后 ,检测的三种抗血清的凝集效价的结果表明 ,当菌

体抗原量为 3×10
8
cuf/mL 时 ,RT 3-1和 TT 3-951(“-”后面的数字代表批次)抗血清的凝集

效价最高 ,分别为 6826.7±1930 .8(3)和 1766.7 ±482.7(3),经 F 检验 ,各组之间有非常显著

的差异(p<0.01 ,表 1)。用 BSA致敏 ,致敏浓度为 2m g/m L 时 , TBSA 凝集效价值最高[ 2560

±1810.2(3)] ,以下依次为 1mg/m L 、3mg/m L 、4mg/m L 、0 .5mg/mL 组 ,此 5组组间有显著的

差异(F 检验 ,0.05>p >0.01)(表 2)。
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表 1　致敏抗原(致病菌)的浓度与凝集效价的关系

Tab.1　The relationship between concentrations of sensitizing antigen(bacteria)and agglutination titer

抗血清

名称

致敏抗原(菌体)含量(×108cuf/m L)

1 3 　 6　 10　　 20　　 30　 　

RT3-1 160.0±0(3) 6826.7±1930.8(3)1706.6±482.7(3)512.0±360.2(3) 149.3±79.8(3) 74.6±39.9(3)

TT3-951 1766.7±482.7(3) 682.6±241.4(3) 128.0±90.5(3) 53.3±15.1(3) 32.0±0(3)

表 2　致敏抗原 BSA的浓度与凝集效价的关系

Tab.2　The relationship between concentrations of sensitizing antigen(BSA)and agglutination titer

抗血清

名称

致敏抗原BSA 的含量(mg/m L)

4.0 　 3.0 　 2.0 　 1.0　 0.5 　

T BSA 533.3±150.8(3) 853.3±301.7(3) 2560±1810.2(3) 1920.0±905.1(3) 373.3±199.6(3)

2.1.2　致敏红细胞

　　人 、绵羊红细胞的比较:用致敏人或绵羊红细胞的间接凝集反应的检测结果表明 ,无论对

于哪一种抗体 ,二者均呈比较灵敏的检测结果 ,且相差不显著;但从总体上看 ,致敏的人红细胞

在某些方面似乎比绵羊红细胞的灵敏度略高(表 3)。

浓度:表 4是不同浓度的红细胞致敏后对 TT3 -204 抗血清的检测结果。无论是人还是

绵羊红细胞 ,当浓度为 2.5%时 ,其凝集效价最高 ,均为 2560.0±0(2);随着红细胞致敏浓度升

高或降低 ,灵敏度均呈下降趋势;当红细胞浓度为 0.25%(人)和 0.5%(绵羊)时 ,因其浓度过

低 ,红细胞聚集点太小 ,几乎无法观察到红细胞的凝集现象。F 检验的结果表明 ,各组间均有

非常显著的差异(绵羊 ,p <0.01)或显著的差异(人 ,p<0.05)。

表 3　用致敏人或绵羊红细胞的间接凝集反应

检测结果灵敏度的比较

Tab.3　Comparison of sensitivity by indirect

agglut ination titer of red cell used

between man and sheep red cell

检测抗体

名称

致敏红细胞

(致敏用抗原均与被检测抗体相对应)

2.5%人红细胞 2.5%绵羊红细胞

RLPS -1 2560 2560

RLPS -2 20480 5120

TLPS 2560 2560

TR3 2560 2560

T T3-1 1280 320

T T3-2 2560 1280

T BSA 1024 1280

表 4　红细胞的不同致敏浓度与间接凝集反应

灵敏度的关系

Tab.4　The relationship between sensitized

concentrations of red cell and sensitivity

of indirect agglutination

红细胞的浓度

(%)

凝集效价

绵羊 人

4.0 464.0±177.4(4) 373.3±199.6(3)

3.5 1280.0±0(2) 640.0±452.5(3)

3.0 1450.6±844.8(3) 1920.0±640.0(2)

2.5 2560.0±0(2) 2560.0±0(2)

2.0 1856.0±709.8(4) 1280.0±0(2)

1.0 832.0±192.0(6) 640.0±0(2)

0.5 320.0±0(2) 0±0(2)

0.25 0±0(2) —
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2.1.3　稳定剂对致敏红细胞的影响

　　将同批 T 3致敏的 2 .5%绵羊红细胞分成 2份 ,1 份加稳定剂 ,另一份不加 ,分装后分别于

4℃保存。并分别在第 0d ,10d ,20d ,30d , 40d 和 80d对分装后-80℃保存的 TT 3-51 抗血清

进行凝集效价的测定 。结果表明 ,不加稳定剂组 ,第 10d 时凝集效价就由开始测定时的640.0

±0(2)下降到 72 .0±11.3(2),第 80d时仅为 12.0 ±6.9(2);F 测验 ,各组间有非常显著的差

异(p<0.01);而加稳定剂组的凝集效价则一直在开始保存时的 576 .0 ±90.5(2)的水平上徘

徊 ,第 40d时为 416.0±135 .7(2),第 80d仍达 392.0±222 .3(2),与开始保存时相比 ,没有显

著的差异(t测验 ,p>0.9 ,表 5)。

表 5　稳定剂对致敏红细胞测定结果的影响

Tab.5　The influence of stabilizer on detecting results in use of sensitizing red cell

组　别
保存天数对 T T3-51抗血清的测定结果

0 　 10 　 20 　 30 　 40 　 80 　

加稳定剂 576.0±90.5(2) 832.0±271.5(2)576.0±90.5(2) 448.0±271.5(2)416.0±135.7(2)392.0±222.3(2)

不加稳定剂 640.0±0(2) 72.0±11.3(2) 56.0±33.9(2) 52.0±16.9(2) 13.0±4.2(2) 12.0±6.9(2)

2.2　方法学的评价

2.2.1　特异性

　　红细胞间接凝集反应的特异性试验结果表明 ,除了抗血清 TSL63与抗原 T 3 、Tio63 、9120 ,

抗血清 TT 3与抗原 SL63 、Tio63 、9120有较弱的交叉反应之外(与其相应的抗原比较),其余均

无交叉凝集现象 ,表现出较好的特异性(表 6)。
表 6　间接红细胞凝集反应的特异性

Tab.6　The specificity of indirect agglutination of red cell

血清抗体名称
致敏用抗原

S L63 BSA T3 Tio63 9120

TS L63 2970±1751(5) <2 160 256 128

T T3 320 <4 1291±756(11) 340±424(2) 320

T BSA <4 2901±1361(6) <2 <2 <4

正常鳖血清 7±3(4) 3±1(3) 9±10(8) 3±1(2) <4

正常兔血清 <2 <4 <4 <4 <2

2.2.2　灵敏度

　　用红细胞间接凝集反应对鳖正常血清检测的结果可得出该方法灵敏度为 13.4 ±4 .2(表

7)。同时用此方法和直接凝集反应检测 TT 3-9011等 5个鳖血清抗体 ,前者的灵敏度比后者

要提高 23.4 ±3.1(5)倍(表 8)。用 4种血清学的方法对 F9120血清测定的结果进一步表明 ,

琼脂双扩散 、直接凝集反应 、间接红细胞凝集反应和酶联免疫吸附试验的相对灵敏度是 1 ∶5

×2
4
∶2

12
∶2

14
(表 9)。
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表 7　间接红细胞凝集反应的灵敏度

Tab.7　The sensitivity of indirect agglutination of red cell

检测次别 1 2 3 4 5 6 X±S.D.(G) 灵敏度(2G)

凝集效价 8 4 8 8 8 4 6.7±2.1 13.4±4.2

表 8　间接红细胞凝集反应与直接凝集反应灵敏度的比较

Tab.8　Comparison of sensitivity between indirect agglutination of red cell and direct agglutination

血清抗体名称 直接凝集反应 间接红细胞凝集反应 二种方法的相对灵敏度

TT3-9011F 64 1280 1∶20

T T3-9011 32 640 1∶20

T T3-i 40 1024 1∶25.6

T T3-ii 10 256 1∶25.6

T T3-iii 20 512 1∶25.6

X±S.D(N) 1∶23.4±3.1(5)

表 9　间接红细胞凝集反应与其它血清学反应灵敏度的比较

Tab.9　Comparison of sensitivity among indirect agglutination of red cell and other orrhoreactions

血清学检测方法 琼脂双扩散 直接凝集反应 间接红细胞凝集反应 酶联免疫吸附试验 4种检测方法的相对灵敏度

抗体效价 23 5×28 215 217 1∶5×24∶212∶214

图 1　T T3-9403 与 RT3-3血清不同稀释度测定结果的凝集终点孔及其效价

Fig.1　The endpoint hole and aggluination titer of antibody TT 3-9403 and RT 3-3 in different concentrations

　

2.2.3　准确性

　　将 TT 3-9403与 RT3-3血清分别按 1∶1 、1∶5 、1∶8和 1∶10稀释后同时进行测定的
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结果表明 ,其凝集终点孔均随稀释倍数的增加而相应减少 ,且各测定结果基本一致 ,变异系数

分别为 12.8 %和 11 .0%(图 1)。分别用间接凝集反应和直接凝集反应测定 TT 3-18和 TT 3

-20的凝集效价 ,二者的测定结果比较吻合 , TT 3-18和 TT 3-20 间接凝集效价分别为 320

与 1280 ,它们的直接凝集效价为 10与 40。两种血清两种测定方法测定值的比值均为 1∶4 。

2.2.4　重复性

　　表 10是 6种血清重复测定的结果 ,终点孔一般均在 2个稀释度上下徘徊 ,终点孔的变异

系数均较小 ,范围为 4 .56%～ 7.44%,平均为[ 5.83 ±1.12(7)] %。

表 10　间接红细胞凝集反应检测鳖(或兔)凝集抗体的重复性

Tab.10　The duplicity of detecting turtle or rabbit antibody by indirect agglutination of red cell

抗体名称
检　测　次　别

1 2 3 4 5 6

终点孔变异系数

(%)

TT3-9604
终点孔 9 10 10 10 5.13

凝集效价 512 1024 1024 1024 —

TT3-51
终点孔 10 10 9 10 10 4.56

凝集效价 1024 1024 512 1024 1024 —

TLPS -9602

终点孔 10 11 10 11 5.50

凝集效价 1024 2048 1024 2048 —

终点孔 10 9 10 9 6.08

凝集效价 2560 1280 2560 1280 —

T BSA
终点孔 11 12 11 12 12 10 7.20

凝集效价 2048 4096 2048 4096 4096 1024 —

RT3

终点孔 11 12 12 4.95

凝集效价 4096 8192 8192 —

RLPS
终点孔 10 9 7.44

凝集效价 2560 1280 —

3　讨论

　　载体红细胞的种类和浓度 ,致敏用抗原的剂量是影响间接红细胞凝集反应的主要因素之

一。常用的致敏红细胞有鸡红细胞 、牛红细胞 、羊红细胞 、人红细胞等 ,不同种类动物的红细胞

对各种细菌多糖的吸附力是不一样的 ,因而凝集的敏感性就有很大的差异。本试验采用了人

红细胞与绵羊红细胞作为载体 ,结果证明二者对中华鳖病原菌抗原及 BSA 等具有很强的吸附

力 ,是间接红细胞反应的理想载体。在人 、兽医上一般认为致敏红细胞检测时的最终浓度以

0.3%～ 0 .5%为适宜[韩文瑜等 1992] ,本试验结果表明 ,无论是人还是绵羊红细胞 ,致敏时浓

度为 2.5%(相当检测时最终浓度 0.5%)效果最好 ,与上述结论基本吻合。

　　致敏用抗原的浓度一般依抗原的种类不同而不同 ,并随着抗原浓度的提高凝集效价亦相

应提高 ,但当抗原浓度超过了最适度 ,凝集效价反而降低。出现这种现象的原因可能是吸附了

过多抗原的红细胞或多余未被红细胞吸附的抗原 ,在某种程度上干扰了凝集反应。本试验得

到致敏用鳖病病原菌抗原的最适浓度为 3 ×108cfu/m L , BSA 的浓度为 2mg/m L(分别相当于

检测时最终浓度 6×107cfu/mL ,0.4mg/m L)。

　　有人认为间接红细胞凝集反应因存在红细胞的自发凝集特异性较差 ,因红细胞批次不同

或保存与操作原因而使重复性不太好[韩文瑜等 1992] ,使其应用受到一些影响。我们认为 ,
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只要合理地掌握鞣酸化过程中鞣酸的浓度 ,合适 pH 值 、温度及鞣酸化过程的时间 ,掌握致敏

用抗原的适宜浓度以及用 1 %正常灭活兔血清生理盐水稳定鞣酸化红细胞 ,其自发凝集现象

即可避免 。

　　影响本检测方法重复性的原因除了由红细胞的批次不同 、个体差异所造成之外 ,主要是操

作问题 。一般来说稀释棒采取标本及其稀释时的旋转是一个重要因素。除此之外 ,稳定剂的

添加与否也可影响检测结果。黄祯祥等[ 1990]报道用 10 %蔗糖 、2 %正常兔血清及 0.2%甲醛

作稳定剂 ,可在 4℃保存数月 。我们用此稳定剂 ,重复检测的结果在 80d内无显著差异 。试验

证明 ,本检测方法有较好的重复性 ,重复检测结果的变异系数均在 10%以下 ,平均 5.85%,符

合检测要求。

　　间接红细胞凝集反应自本世纪 40年代创立后 ,已得到了广泛应用。它除了灵敏度高 、特

异性强 、精密度好等优点外 ,快速和简便是其它血清学技术所不能替代的。本检测方法应用于

检测鳖血清抗体 ,通常只经1 ～ 2h即可判断结果 ,如若在载玻片上实施 ,则 5min内即可报告结

果。本检测方法要求条件低 ,不需要仪器 ,容易实施。如果将本检测方法略加改进制成诊断液

检测抗原 ,即是一种十分有效和方便的鳖病诊断手段。
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A METHOD OF DETECTION OF ANTIBODY

IN TRIONYX SINENSIS

BY INDIRECT AGGLUTINATION OF RED CELL
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HE Lu , AI Xiao-Hui , ZHOU Jian-Guang ,KE Fu-En
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ABSTRACT　　A method of indirect agglut ination of red cell w as established , by w hich antibody

in sof t-shelled turtle , Trionyx sinensis , w as detected.It demonst rated that the highest titer

could be obtained w hile the concentration of sensitizing antigen w as 3 ×108cfu/m L for bacteria

and 2 .0mg/mL for BSA , and that of sensitizing red cell of man or sheep w as 2.5%.There was

no significant dif ferences w ithin 80d in the results of detecting w ith sensitive red cell , to w hich

stabilizer w as added.Furthermore , the sensitivity of this method w as higher , and the method

also better in accuracy , specifici ty and duplici ty.

KEYWORDS　　Trionyx sinensis , Antibody , Indi rect ag glutination of red cell , Detection
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