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摘要:分离纯化抗副溶血弧菌 IgY，并建立一种快速检测副溶血弧菌的间接酶联免疫吸附法( indirect ELISA) ，分析

了该方法的敏感性、特异性和重复性.将水稀释法、乙醇沉淀法和 DEAE-Sepharose FF 离子交换层析联用以分离纯

化抗副溶血弧菌 IgY ，然后以纯化的 IgY 为一抗，辣根过氧化物酶标兔抗鸡 IgY 为二抗，建立检测副溶血弧菌的间

接 ELISA 方法.结果表明:建立的间接 ELISA 方法，一抗的最佳工作质量浓度为 15μ吕/mL，二抗的最佳稀释度为

1: 10 000 ，副溶血弧菌培养液的检出限为1. 0 X 105 cfu/mL，该方法对测定的其他 8 种菌株没有交叉反应.建立的间

接 ELISA 方法具有良好的灵敏度、特异性和稳定性，能够快速、准确地对副溶血弧菌进行检测.
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Indirect ELISA for Detecting Vibrio parahaemololyticus 
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Abstract : The objectives of the present study were to establish an indirect ELISA for the detection of Vib­

rio parahaemololytic山， and analyse the specificity , sensitivity and reliabili可 of the method. Water dilu­

tion method , ethanol precipitation and DEAE-Sepharose FF chromatography were used to extract and pu­

均 the anti-V. pαrahaemololyticus IgY. Then the purified anti- V. pαrahaemololyticus Ig Y was used as the 

first antibody and rabbit anti -chicken Ig Y -HRP was used as the second antibody. The suitable concentra­

tion of anti -V. pαrαhαemololyticus Ig Y and rabbit anti -chicken Ig Y -HRP were decided , and the indirect 

ELISA for the detection of V. pαrαhαemololyticus was established. The suitable mass concentration of the 

first antibody was 15 J.LglmL , and the dilution of the second antibody was 1: 10 000. The detection limits 

of this method were 1. 0 x 105 cfu/ mL , and the specificity of the method was also determined , V. parah­

aemololytic山 can be detected , while other bacteria strains can not be detected. 币1e established indirect 

ELISA is stable , highly specific and sensitive , and it can detect V. pαrahαemololyticus quickly. 

Key words: yolk immunoglobulin ( Ig Y) ; indirect ELISA; Vibrio parahaemololyticus j detection 

副溶血性弧菌 Vibrio Pαrahαemololyticus (Vp) 是

海水养殖中的主要病原菌之一，它不但能引起鱼、
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虾、贝等多种水产动物的疾病，还能通过污染水产品

进而导致人的食物中毒，由副溶血弧菌导致的食物
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中毒已成为我国微生物食源性疾病的首要病因 [1-2]

常规的副溶血弧菌检测方法由于周期长和操作复杂

等缺点，已不能满足目前食品安全检测的需要，因

此，需要建立一种快速、准确地检测副溶血弧菌的方

法.间接酶联免疫吸附法( enzyme linked immunosor­

bent assay , ELISA) 是食品安全检测中最常用的免疫

学方法之一时，该方法因为有标记酶的放大作用，所
以灵敏度高，而且其操作较简便，所需仪器设备简

单，可同时测定大批量样品.鸡卵黄免疫球蛋白

(yolk immunoglobulin , Ig Y )来源方便，且具有比哺乳

动物 IgG 更高的特异性和敏感性，是一种良好的免疫

学检测工具[4] 本研究以副溶血弧菌为抗原免疫产蛋

母鸡，从卵黄中提取抗副溶血弧菌的特异性 IgY，然后

进行纯化，获得电泳纯的 IgY，并以此建立间接 ELISA

方法检测副溶血弧菌.

1 材料与方法

1. 1 试验材料

1. 1. 1 试剂 辣根过氧化物酶标兔抗鸡 IgY:Sigma

公司产品; TMB : Amresco 公司产品;低分子量标准蛋

白:上海生物化学研究所产品; DEAE-Sepharose FF: 

Pharmacia 公司产品.

1.1. 2 菌林 副溶血弧菌 Vibrio parahαemolyticus 

VPL 4-90 购自广东省微生物研究所;病疾志贺氏菌

Shigella dysenteria 1. 1869 购自中国科学院微生物研究

所产鸡蛋的外壳用清水洗干净后，用酒精擦拭，去除

蛋清，取出卵黄，蒸馆水漂洗，用滤纸轻轻擦拭卵黄表

面，尽可能去除卵黄表面残余的蛋清，去除卵黄膜得到

纯的卵黄液，并量其体积，用蒸馆水稀释 9 倍后调节

pH 至 5.1 -5.2 ,4 'c静置过夜，取其上清液以 12 删

r/min 冷冻离心 30 mi丑，去除沉淀取其上清液，其中上

清液中包含所要提取的 IgY 即卵黄水提液.

在卵黄水提液中加人终浓度为 ψ=50% 的冷乙

醇( -20 'c预冷 3h) ， 4 'C静置 1 h 后， 3 000 r/min 

离心 15 min，弃上清.用蒸馆水溶解沉淀物后，加入

终浓度为 <p = 259毛的冷乙醇进行第 2 次沉淀.进行

DEAE-Sepharose FF 离子交换层析，分别用含有

0.15 ，0.20 和 0.40 moVL NaCl 的 Tris-HCl 缓冲液

(0.01 moVL ， pH7.4)分段洗脱，收集效价峰，并通过

SDS-PAGE 电泳检测纯化效果.

1. 5 间接 ELISA 操作程序

间接 ELISA 检测的步骤为:①用碳酸盐缓冲液

(0.05 moVL ， pH9.6)将 Vp 菌液稀释为适当浓度后，

以每孔 100μL 包被酶标板，4 'c放置过夜;②弃包被

液，以磷酸盐缓冲液(0.01 moVL , pH7. 4) 洗板 3 次

后加人封闭液 200μL ， 37 't:温育 2 h; ③弃封闭液，

磷酸盐缓冲液洗板 3 次，将 IgY 溶液以每孔 100μL

加人酶标板中，37 't:温育 2 h;④弃抗体榕液，磷酸盐

缓冲液洗板 3 次，每孔加入 100μL 辣根过氧化物酶

标兔抗鸡 IgY ， 37 't:温育 1 h;⑤弃二抗并洗板 5 次，
所菌种保藏中心;大肠杆菌 Escherichiα coli 0157: 町、

每孔加入 TMB 显色液 100μL ,37 't:显色 10 min;⑥ 
沙门氏菌 Sαlmonella spp. 、金黄色葡萄球菌 Stαrphylo-

每孔加人 50μL 2 moVL 的 H2 S04 终止反应，酶标仪cocc山山re阳、蜡样芽抱杆菌 Bαcill山 cere山、产碱杆菌
检测 D450 nm值­

Alccaligenes faecalis、枯草芽抱杆菌 Bacillus subtilis 、假
结果判定:以 PIN>2.1 判定为阳性(P 为样品

单胞菌 Pseudomonas sp. 均为华南农业大学食品学院
测定孔 D明m平均值-空白孔 D450 nm平均值 ， N 为阴

保藏.
1. 2 抗原制备 性对照孔 D450 nm平均值-空白孔 D响m平均值) . 

将副溶血弧菌接人 2216E 液体培养基中，30 'c 1. 6 建立间接 ELISA 方法检测 Vp
摇瓶培养 18 h ,4000 r/min 离心 15 min ，用无菌生理 1. 6.1 确定酶标抗体工作浓度 将辣根过氧化物
盐水洗涤菌体后，加人终体积分数为 0.1% 的甲醒， 酶标兔抗鸡 IgY 抗体稀释为不同浓度后，进行间接
30 'c灭活 12 h，然后用无菌生理盐水洗涤 5 次，得到 ELISA 检测， Vp 菌液包被浓度为 108 cfu/mL，抗 Vp
1010 cflνmL 的 Vp 菌液备用. 特异性 IgY 和阴性 IgY 的稀释度为 1: 500. 以 PIN

1. 3 母鸡免疫 最大、阳性 IgY 的 D450 nm接近1. 0 的酶标抗体最大稀

取备用 Vp 菌悬液，加人等体积的弗氏完全佐 释度为酶标抗体的最佳工作浓度.
剂，充分乳化，使抗原浓度为 5 X 108 cfu/mL，免疫健 1.6.2 确定抗 Vp IgY 的最佳工作浓度 用碳酸盐

康产蛋母鸡.免疫采取皮下、肌肉多点注射，免疫剂 缓冲液( O. 05 moVL , pH9. 6 )将 Vp 菌液稀释为不同

量为 lmU只.间隔 3 周后进行第 1 次加强免疫，再 的梯度 (105
- 10

9 cflνmL) 后包被酶标板，对照孔不

间隔 3 周进行第 2 次加强免疫，加强免疫时改用弗 加抗原.将 6 mglmL 的阳性 IgY 稀释为 1: 200 、

民不完全佐剂.同时设未免疫对照组 1 : 400 , 1 : 800 、 1: 1 600 、 1: 3 200 ，酶标抗体采用最佳

1. 4 抗 Vp IgY 的分离纯化 稀释度，进行间接 ELISA 测定，以能产生 D450 nm 为
采用水稀释法进行 IgY 的初步分离[5] 免疫鸡 1. 0 左右，且 PIN 最大的 IgY 浓度为抗 Vp IgY 的最
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佳工作浓度.

1. 6. 3 敏感性试验包被缓冲液将 Vp 纯培养菌液

稀释为 1 X 104 、 5 X 104 、 1 X 105 、 5 X 105 、 1 X 106 、 5 x 

106 、 1 X 107 、 5 X 107 、 1 X 108 和 1 X 109 cfu/mL 10 个

梯度，4 "c包被过夜，用建立的间接 ELISA 方法进行

检测.分析 ELISA 检测结果，确定最低检出限.

1. 6. 4 特异性试验 ①阻断试验:将抗 Vp IgY 以

1: 200倍比稀释，然后分别加人等量的 Vp 菌液，混匀

后，37 "c作用 2 h ， 5 ∞o r/min 离心 15 min ，取上清液

进行 ELISA 测定.同时设不做阻断的 Vp 阳性 IgY 和

阴性 IgY 作为对照，进行 ELISA 测定，比较 D咽m值.

②交叉试验:用浓度均为 108 cfu/mL 的副溶血弧菌、

大肠杆菌、志贺氏菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、蜡

样芽抱杆菌、产碱杆菌、枯草芽抱杆菌及假单胞菌包

被酶标板，抗体采用最佳工作浓度，间接 ELISA 检测

是否有交叉反应.

1.6.5 重复性试验 取 Vp 菌悬液，用包被缓冲液

稀释为 105 cfu/mL，分别包被 4 个酶标板，每个板中

做 3 个重复，阴性对照为包被缓冲液，用建立的间接

ELISA 方法进行测定，由每个样品的 D450 nm值和对应

的阴性 D450 nm值计算出平均 PIN 值与标准差(SD) , 

进而计算出每个样品的变异系数(CV) = SD/( PIN 

均值) . 

2 结果与分析

2.1 SDS-PAGE 检测样晶纯度

图 1 为抗 Vp IgY 纯度检测结果.从图 1 可以看

出，纯化后抗 Vp IgY 杂蛋白去除明显，经还原裂解

为重链和轻链 2 条带，相对分子质量约为 66000 和

27000 ，与 Shimizu[6 1 报道一致.说明将水稀释法、乙

醇沉淀法以及离子交换层析联用进行纯化后，得到

了电泳纯的抗 Vp IgY ，为下一步的准确检测创造了
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IgY;B: 乙醇沉淀法纯化后的 IgY; C: DEAE Sepharose FF 离子交换层

析纯化后的 IgY

M: low relative molecular mass ofprotein marker;A: IgYex甘acted by the 

water dilution method; B: IgY extracted by alcohol precipitation; C: IgY 

purified by DEAE-Sepharose FF chromatography 

图 SDS-PAGE 检测的抗副溶血弧菌 IgY 纯度

Fig. 1 Detennination of the purity of anti-Vibrio parahaemololyti­

cωIgY by SDS-PAGE 

条件.

2.2 检测 Vp 的间接 ELISA 方法的建立

2.2.1 酶标抗体的最佳工作浓度 以不同稀释度

的辣根过氧化物酶标兔抗鸡 IgY 抗体进行检测，结

果如图 2 所示，当酶标抗体以 1: 10 000 稀释时，测得

的阳性 IgY 的 D450 nm接近1. 0 ，并且 PIN 最大，所以

选择酶标抗体的最适工作浓度为 1: 10 000. 

2.2.2 抗 Vp IgY 的最佳工作浓度对抗原作不同

稀释度处理，测得阳性 IgY 的 D450 nm及 PIN如图 3 所

示，在各种抗原浓度下，6 mg/mL 的抗 Vp IgY 经稀释

400 倍时 ， PIN 最大;且当抗原浓度为 108 cfu/mL , 

IgY 稀释 400 倍时 Dωm值接近1. 0 ， PIN 最大，所以

确定 IgY 的最佳稀释度为 1: 400 ，即抗 Vp IgY 的工

作质量浓度为 15μg/mL.

4 .2 

4.0 

3.8 

三 3.6

3 

3.0 
J : 5 000 1: 10 000 1: 15 000 1: 20 000 1: 25 000 

酶标抗体稀释度th巳 diJution of HRP-antibody 

图 2 不同酶标抗体稀释度的 ELISA 检测结果

Fig.2 ELISA resu1ts at different HRP-antibody concentrations 
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1 : 400 1: 800 1: 1 600 

抗体稀释度the dilution oflgY 

1: 3 200 

图 3 不同副溶血弧菌( Vp) 抗原浓度和抗 Vp IgY 稀释度的 EUSA 测定结果

Fig.3 EUSA resuIts at different antigen and anti-Vibrio parahαemololyticu.s Ig Y concentrations 

2.2.3 敏感性试验将副溶血弧菌菌液系列稀释，测定 图 6 为交叉试验结果.由图 6 可知，除副溶血弧

该方法的敏感性，结果如图 4 所示，以不加抗原(Vp 菌菌的 PIN 为 5.06 ，呈强阳性外，其他几种细菌抗原的

液)为阴性对照.以 PIN>2.1 为阳性判断标准.对副溶 PIN值均低于 1.50 ，均为阴性，证明所建立的 ELISA

血弧菌纯培养液的最低检测限为1. 0 X 10
5 cfu/ mL. 方法具有较高的特异性-

E 60 

抗原浓度的对数the logarithm of antigen concentration 

图 4 间接 EUSA 检测副溶血弧菌的敏感性

Fig.4 Sensitivity of inrurect ELISA for detecting Vibrio parahae-

molo加lCω

2.2.4 特异性试验 图 5 为阻断试验的结果.从图

5 可以看出，阳性 IgY 中加人副溶血弧菌阻断后，

D450 nm 比阻断前明显降低，阻断率大于 50%. 可见，检

测时所用的阳性 IgY 具有高度特异性.
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图 5 抗副溶血弧菌 IgY 的阻断试验结果

Fig.5 Blocking resuIts of anti-Vibrio parahaemololyticu.s IgY 
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Bαeillus subtilis ; D :产碱杆菌 Aleealigerws faeealis ; E :蜡样芽抱杆菌 Ba­

cillus ceTe旧 ;F:金黄色葡萄球菌 Staphyloeoccus aUTe山 ;G: t9门氏菌 Sal­

rrwnella spp. ; H :病疾志贺氏茵 Shigella dysemeria; 1 :大肠杆菌 Esehe­

riehia eoli; 1: 副溶血弧菌 Vibrio parahαerrwlol严，e山

图 6 建立的间接 E口SA 交叉试验结果

Fig.6 Deterrnination of cross reactivity of indirect ELISA 

2.2.5 重复性试验结果 用建立的间接 ELISA 方

法检测 4 个浓度为 105 cflνmL 的副溶血弧菌菌悬液

样品(表 1) .结果表明，4 个样品测定的变异系数在

1. 567 % - 3. 324 % ，表明建立的 ELISA 方法重复性

较好.

Tab.l 

试验号

number 

2 

3 

4 

表 1 重复性试验结果

Reproducibility resuIts of indirect ELISA 

PIN 均值

PlN 

2.14268 

2.20734 

2.22323 

2.25560 

标准差

SD 

0.061 35 

0.03459 

0.07389 

0.04126 

变异系数

CV 

0.028 63 

0.01567 

0.033 24 

0.01829 
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3 讨论与结论

3.1 卵黄抗体的提纯方法

提取 IgY 首先要有效去除卵黄中大量的脂类物

质，目前报道的去除脂类物质的方法包括水稀释法、

聚乙二醇沉淀法、硫酸葡聚糖沉淀法、天然胶沉淀法、

良好的特异性.本研究建立的方法为快速检测副溶

血弧菌打下了基础.
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