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摘要 :检测了抗迟缓爱德华菌单抗对牙鲜的保护性
。

从 10 株 自制单抗中筛选出一株对牙坪具有较强保护性的

单抗 3F7
。

与仅以该菌感染的对照组相比
,

该抗体可显著提高牙虾感染迟缓爱德华菌后的存活率
。

在以每条鱼

O
.

I l l lL ( 1护 C R J)菌量做攻击保护时
,

其保护率可达 os %
。

另外
,

利用所制单克隆抗体以免疫组织化学 SAB C 法

检查了迟缓爱德华菌经腹腔感染牙虾鱼后细菌的侵染途径
,

结果显示牙虾对该菌易感的器官为肝
、

肾
、

脾等
,

而

胃
、

肠等器官并不易被感染
。
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爱德华菌病是养殖渔业中暴发性的一类细菌性疾病
,

流行于叉尾鲍科
、

鳗鲡科
、

丽鱼科及牙解
、

鲤等

经济养殖鱼类【’ 一 6】
,

发病于春夏之交至秋季等高水温期
,

夏季达到高峰
,

其死亡率较高
,

危害十分严重 ;

并且已有许多该菌对人致病致死的报道
,

该菌被确定为爱德华菌属中唯一一种条件致病菌v[]
。
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爱德华菌 (五功刃。
d s ricl阮 ta 碗 )病的鉴定

,

目前主要局限于细菌学检查或病理观察 〔’
,

2 〕 ;对该菌病的防治主

要使用抗生素
,

在 日本
、

台湾有关于该菌灭活疫苗 的报道
。

国内外均 已有一些关于病原微生物学
、

病理

组织学的研究
,

认为该菌主要导致鱼类的肝
、

肾病 s[, 9〕
。

为 了便于对该菌病的检测和防治
,

我们制备了

抗迟缓爱德华菌单克隆抗体 0l[ 〕
,

本文对 自制单抗在该菌的检测和防治中的初步应用作以介绍
。

1 材料和方法

1
.

1 迟缓爱德华菌对牙虾的致死实验

迟缓爱德华菌菌种由青岛海洋大学生命学院生物系姜国良教授提供
,

普通琼脂培养基 夕℃培养 拼 一拓 h

后以 0
.

85 % 无菌生理盐水洗脱适度稀 释使用
,

记数用血球记数板
。

牙虾购 自山东威海海珍 品公 司
,

无

病史
,

体长 ( 5
.

0 士 0
.

5 )mc
,

体重 ( 2
.

0 士 0
.

4 ) g
。

水族箱水 体为 30 ncl
x

30 ncl
x 10c m

,

新鲜海水臭氧消毒

10而 n 后备用
,

实验期间注意换水保持水质清新
,

自动增氧机使氧气充分
,

温度 ( 20
.

0 土 1
.

0) ℃
。

所有鱼

均先适应水族箱一周后使用
,

实验期间鱼不进食
。

每次实验将鱼分为 6 组
,

第 1组为参照组
,

设等量鱼

不加任何处理 ;第 2 组为对照组
,

每次以等量消毒生理盐水处理 ;第 3
、

4
、

5
、

6组用细菌攻击
,

每组用梯度

浓度的迟缓爱德华菌经腹腔注射感染
,

0
.

l o m L
.

尾
一 ’ 。

1
.

2 抗迟缓爱德华菌单克隆抗体在细菌病理学检查 中的应用

免疫组织化学组织取材于致死实验及保护实验中对照组内 1 一 h2 内将死去的垂危牙坪
,

分别取肝
、

肾
、

脾
、

及胃肠
。

新鲜取材以无菌生理盐水洗涤后
,

B ou ni 氏固定液固定 24 h
,

常规方法石蜡包埋
,

4脚厚

切片
,

免疫组织化学 SAB C 法染色
,

D A B 十玩 q 显色系统显色后 以苏木精复染
,

再脱水以中性树胶封

片
,

O L YN PI U S 光学显微镜油镜下观察照相
。

第一抗体为 1 : 1 侧X ) 稀释的 自制腹水型单克隆抗体
,

第二

抗体为 :1 2X() 稀释的华美生物公司产品羊抗鼠抗体
。

实验时设以下阴性对照
: 以 PB S 分别替代第一

、

第

二抗体进行孵育 ;另取相应正常牙虾组织 以同样方法制成石蜡切片按同样程序作免疫组化染色
。

1
.

3 抗迟缓爱德华菌单克隆抗体对牙坪的保护作用

单克隆抗体为自制 B a lb / c
小 鼠腹水型抗体

。

对每种抗体每次实验处理方法相同
,

分 3 组进行
:
第 1

组以 0
.

or n lL 无菌生理盐水处理作为参照 ;第 2 组以 0
.

05
1l lL 无菌生理盐水 + 0

.

05 m L 菌液处理
,

作为对

照 ;第 3 组以 O
,

05 m L 腹水型单克隆抗体 十 0
.

05
1l l L 菌液混合物处理

。

对第 2
、

3 组做组间 t 检验分析
,

查

看组间存活率的差异
。

本实验所有统计图表均以统计软件 Ori g ni 5
.

0 制作
。

单抗保护率计算方法
:

抗体保护率 ( % ) 二 〔(试验组成活率 一 对照组成活率 ) / 对照组死亡率 1
x 100

2 结果

2
.

1 单抗在检测中的应用

SA B C 法染色结果显示
,

细菌侵染鱼有多种组织呈阳性 反应
。

肝
、

脾
、

肾等组织器官有较强 阳性反

应
,

而在 胃
、

肠反应结果呈 阴性
。

油镜下观察
,

可看到阳性 区由杆状棕色颗粒形成
,

该颗粒边缘为棕色
,

而中央色淡
。

在一些肝大
、

小血管
,

血窦
,

肝细胞等组织中都可发现散在或成堆的短杆状细菌 ;在受感染

且结构比较完整的细胞一般是单个或少数细菌
,

在细胞解体组织往往有成堆成团的细菌大量存在 (图版

一 1 一 3 )
。

在脾阳性反应分布与肝类似
,

散在或成团沿血窦
、

血管分布 (图版
一 4 )

。

在后肾阳性反应多分

布在泌尿小管周围结缔组织中
,

在肾单位血管球中也有散在分布
。

所设阴性对照和正常牙纤组织均为

阴性反应
。

该结果与以前的病理研究报道相一致
,

证明肝
、

肾
、

脾为易感器官
。
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牙鲜感染迟缓爱德华菌后 出现肝肾病症状
,

严重者导致死亡
。

体表观察 主要症状是腹 部肿

大
,

腹部皮肤软化 ;有时鳃或沿脊柱大血管至鳍条

有充血现象
。

解剖时一般腹腔有脓液流出
。

也有

部分鱼症状并不明显就 已死亡
。

未加任何处理的

参照组鱼和仅以无菌生理盐水注射腹腔的对照组

鱼均无死亡
。

综合致死实验和保护实验数据发现
,

在其它

条件控制相同的情况下
,

牙虾死 亡速度和死亡率

与攻击所用细菌浓度相关
,

浓度越大
,

对牙坪的致

死越快
,

死亡率越高 (图 1 )
。

当迟缓爱德华菌液

浓度低于 1护 C FI J
.

m L 一 ’时
,

7 天内无鱼死亡
,

而当

菌液浓度提高到 or OI C F U
.

m L
一 ’
时

,

则 2 天 内全死

亡
。

当菌液浓度为 1护 C FU
.

m L
一 ’
左右时

,

3 天内

鱼全部死亡
。

参考 Re da
一
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3
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2 x l 07 口飞J ; G
.

3
.
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H
.
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.

5
.

s x l护O 限 J; J
一

o x lo , OC Ft l
,

腹腔注射 0
.

10 I ll L
.

尾
一 ’ ,

以无菌生理盐水处理的 A 组

为对照
,

O
,

10由L
.

尾
一 ’

2
.

3 单克隆抗体保护实验

抗迟缓爱德华菌感染单克隆抗体保护实验 中
,

不同单抗处理的组出现不完全相同的情况
,

有的存活

时间增长
,

有的与对照组无差异
。

经实验筛选 出一株单抗 3F7
,

在 不同浓度迟缓爱德华菌攻击下
,

以该

抗体处理过的保护组鱼平均存活时间均比未经抗体处理的对照组鱼存活时间长 (图 2 )
。

以等量该单抗

处理
,

鱼存活率与细菌攻击剂量呈负相关 (图 3 )
。

就对照组与单抗处理的保护组总体做分组 t 检验统计

分析
,

以该单克隆抗体处理的鱼 比对照组存活时间显著提高
,

差异显著 ( 尸 < 0
.

05 )
。

对以 1护 C F U
.

mL
一 ’

攻击时做保护率计算
,

保护率可达 80 %
。

3 讨论

迟缓爱德华菌对鱼类有较强 的毒性
,

S u p “ PL ot 等 〔川 对其毒性 成分 已有研究报道
,

包括外毒素 E C p

和内毒素 IC C
。

据报道该菌对细胞的损害主要是由热不稳定 的外毒素引起 的
,

目前研究报道较多的是

溶血素
。

牙鲜对该菌毒素较其它 鱼更为敏感
,

S u pm p ot 等仁川 测 定 的菌 液经 肌 肉注 射牙虾 ( 0
.

05 mL
·

尾
一 ’

)半致死剂量 L D印为 10 ,
·

I C F飞J
,

而韩先朴等 〔̀ 2 〕报道以 9 、 1护 C F U 经 口 人工感染即致死鳗鲡
。

我们

以腹腔注射方法
,

证明迟缓爱德华菌对牙虾鱼的半致死剂量 1价 70 C F U
。

以上的实验结果不尽一致
,

推

测该菌感染结果与多种因素相关
,

主要有鱼的大小
,

体质强弱
,

温度
,

菌株毒力等
。

在保护实验中
,

为了

严格控制其它病原的污染
,

我们的水族箱消毒较严格
,

并且在实验期间给牙奸鱼苗不进食
,

这就要求缩

短实验周期
,

所以我们攻击牙虾所用 的菌液浓度较大
,

在 l护 C F U 以上
,

对牙奸的致死很快
,

都在 d3 之

内
。

观察时间也相应截止在 7 d 之 内
。
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图 2单抗保护组与对照组牙虾用迟缓爱德华菌 图 3单抗 3F ( 70 .05L m
,

约 o
.

1m g’ 尾
一 ’

)增强牙鲜

攻击后平均存活时间的比较
·

对迟缓爱德华菌攻击的抵抗力
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.
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对照组鱼经腹腔注射不同剂量菌液
: 各组浓度分别为

: B 3
.

2 x l丁 c FI J ; c
.

3
.

2 、 1护 C R J ;

(第 1组
.

3
.

2 、 l丁 。 队了; 第 2 组
.

3 2 x l护 C FI J ; .D 5
,

0 x l护C R J ; E
.

5
.

s x l护 C FI J ; 住 05 mL
·

尾
一 ’

第 3 组
.

5 0 x l护 CF U ; 第 4 组
.

5
.

5 x l护 C R J ; 单抗和细菌同时经腹腔注人
,

以无菌生理盐水处理的

0
.

05 礼 菌液
+ 0

.

05 毗 无菌生理盐水 ) A 组为对照
,

0
.

or mL
·

尾
一 `

保护组处理每条鱼时以 0
.

05 n 1L 单抗 3F7 代替

对照组中相应的无菌生理盐水

水产养殖要减少和防治鱼的病害
,

重要 的一点就是能及时准确的检测病原体
,

采取相应的对策
。

目

前对迟缓爱德华菌的判断主要依据肉眼观察鱼的发病症状来下结论
,

不易区分爱德华氏菌病与它如赤

鳍病等差异
,

容易造成错误判断
,

延误防治时机
。

人们 已经发展了一些快速方便的免疫检测方法
,

B理弧h

等 19 81 年用 E 以SA 法检测爱德华菌病 ;吴淑勤等 199 3 年应用间接荧光抗体技术 (正丁A )对鳗鲡混合感

染迟缓爱德华菌和嗜水气单胞菌进行了检测
。

但是这两种方法第一抗体均采用迟缓爱德华菌抗血清
,

也就是多克隆抗体
,

难以避免一定的非特异性或交叉反应
。

因此
,

我们制备了抗迟缓爱德华菌单克隆抗

体
,

建立了免疫组织化学 SA B C 法对该鱼病进行检测
,

在腹水型抗体 l : 1 侧X) 工作浓度下
,

能够很明确地

在鱼患病器官检到病菌
。

同时
,

我们观察了该菌的感染途径
,

为研究该菌的致病机理提供 了便利
。

为保护养殖鱼类
,

增强鱼类抗迟缓爱德华菌感染力
,

人们已有多种尝试
。

迄今为止对鱼病的治疗主

要采用抗生素或化学药物疗法
。

迟缓爱德华菌对抗生素的敏感性研究人们已做 了许多
,

发现该菌较为

敏感的抗生素有青霉素
、

新盘尼西林
、

喳诺酮
、

新生霉素
、

四环素
、

氨 比西林
、

磺胺 甲基异恶哇
,

而有较高

抗性的为多粘菌素 B 和薪菌素等 [ ’ 3 一 ’ 5〕
,

该菌抗药性产生也 已有报道 「’ 6 ]
。

另外 国内发展的鱼用新药
“

康达富
”

对福建迟缓爱德华菌有极强的杀灭作用「’ 7 ]
。

本实验用特异性单克隆抗体对鱼病进行防治
,

得到了较好效果
,

说明该抗体能很好地阻断细菌对鱼的感染或能较好地降低细菌的毒性
。

特异性抗体

不会对环境造成污染
,

细菌也不可能产生抗性
,

是一种有前途的对鱼病防治较好的途径
。

本文采用单克隆抗体建立了该菌病的免疫组织化学检测方法
,

证实了利用抗体治疗鱼病的可能性
,

并为我们下一步制备抗迟缓爱德华菌抗独特型单克隆抗体抗体疫苗奠定 了基础
。
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