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随着我国海水 !淡水养殖集约化程度的提高 o水

产养殖中疾病的危害出现了日益严重的趋势 ∀为了对

各种暴发病 !流行病进行深入研究和监控 o将现代生

物技术应用于各种病原诊断和防治 o建立灵敏 !准确 !

快速的病原检测技术已迫在眉睫 ∀本文简要对目前的

水产养殖病原微生物检测技术进行介绍 ∀

t 免疫学检测技术

免疫学检测技术利用抗原抗体间能发生特异性

免疫反应的原理来检测病原 o是运用较为广泛 !成熟

的检测技术 ∀在抗原抗体反应当中 o应用的抗体有多
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抗k抗血清l及单抗 ∀抗血清制备相对简便易行 o然而

易发生血清交叉反应 o需利用吸附法除去产生交叉反

应的一部分抗体 ∀单抗的优点在于它对抗原决定位点

的特异性及保持细胞系重复获得相同抗体的能力 o它

的特异性 !敏感性比多抗高得多 ∀但单抗对抗原决定

簇的高度特异性有时也成为缺点 ) ) ) 多抗可与包括

变异抗原在内的抗原决定簇特异性结合 o而单抗有时

不与变异抗原反应 o导致误诊 ∀

tqt 免疫荧光技术

免疫荧光技术是利用某些荧光素通过化学方法

与特异性抗体结合制成荧光抗体 o荧光抗体与被检抗

原特异性结合后 o形成的免疫复合物在一定波长光的

激发下可产生荧光 o借助荧光显微镜可检测或定位被

检抗原 ∀免疫荧光技术将免疫化学和血清学的高度特

异性和敏感性与显微术的高度精确性相结合 o在水产

养殖病原的检测上得到一定应用 ≈v otw ∀张晓华等 ≈x 报

道了利用副溶血弧菌免疫家兔制备多克隆血清 o建立

中国对虾病原菌 p副溶血弧菌的间接荧光抗体检测

技术 o不仅可用于诊断发病的感染对虾 o也可用于检

测带菌状态或未发病的感染对虾 ∀

免疫荧光技术的主要特点是 }特异性强 !速度快 !

灵敏度高 ∀但也存在缺点 }如非特异性染色问题难以

完全解决 ~操作程序较繁琐 ~需要特殊的昂贵仪器k荧

光显微镜l ~染色标本不能长期保存等 ∀

tqu 免疫酶技术

免疫酶技术也是免疫学诊断的一条新途径 o与免

疫荧光技术相比 o它只需普通光学显微镜即可进行观

察 ∀它利用了抗原 2抗体反应的高度特异性和酶促反

应的高度敏感性 o通过肉眼或显微镜观察及分光光度

计测定 o达到在细胞或亚细胞水平上示踪抗原或抗体

的部位 o以及对其进行定量的目的 ∀该方法具有高效 !

经济 !方便等特点 ∀按是否将抗原或抗体结合到固相

载体上 o免疫酶技术可分为固相 !均相和双抗体酶免

疫测定技术 ∀酶联免疫吸附试验k∞��≥�l是目前应用

最广泛的固相免疫酶测定技术 ∀ ≥±²º等 ≈u{ 建立了出

血性败血症病毒 k∂ �≥∂l的 ∞��≥�检测方法 o用来检

测感染的大菱鲆 ∀作者利用人工感染实验确定了

∂ �≥∂ 在海水中的传播及感染模式 o从死亡实验鱼的

肾 !脾 !脑组织均检测出了 ∂ �≥∂ o实验结果对于重要

经济鱼品种 k如大菱鲆l 的 ∂ �≥∂ 感染的防治具有重

要参考价值 ∀

tqv • ¶̈·̈µ±印迹法

• ¶̈·̈µ±印迹 o也称免疫印迹或转移印迹技术 ∀

该技术是以生物物理学方法 k凝胶电泳高效分离l 和

特异性免疫反应 k固相免疫测定l 相结合而建立的技

术 ∀它借助高分辩率的 °��∞电泳将混合蛋白质样品

有效分离成许多蛋白区带 o分离后的蛋白经电转移至

固相支持物 o通过与特异性抗体的结合 o即可定性或

定量检测靶蛋白 ∀利用 • ¶̈·̈µ±印迹法进行诊断 o可直

接观察到抗血清与特异性抗原的反应 o减少了假阳性

的出现 ∀张晓华等 ≈y 在 t||z年报道利用 • ¶̈·̈µ±印迹

法对 tv株不同来源的副溶血弧菌的外膜蛋白及其抗

原性进行了比较研究 o发现它们有相似的 ≥⁄≥2°��∞

图谱 o其中一条 ww®⁄¤的免疫反应带几乎是所有副溶

血弧菌菌株共有的 o推测极有可能与副溶血弧菌抗原

的特异性有关 ∀ • ¶̈·̈µ±印迹法还被应用于鳗弧菌 !假

单胞菌 !霍乱弧菌 !创收弧菌等流行病学诊断检

测上 ≈ty ous ouu ouv ∀

u 核酸检测技术

核酸检测技术是以病原的核酸为研究对象 o通过

鉴定病原的核酸分子来证实病原 ∀近几年 o运用核酸

技术对环境中病原进行检测的发展非常迅速 o尤其是

⁄��分离技术的提高 !°≤� 技术的日趋完善 !各种探

针标记方法的发展 o使得核酸检测技术检测各种病原

微生物更为方便 !安全 !快捷 ∀

uqt 直接核酸杂交技术

核酸杂交是利用特异性的标记 ⁄��片断为指示

探针 o与其互补链退火杂交 o从而达到检查核酸样品

中特定基因序列的检测 ∀按杂交的方式可分为点杂

交 !≥²∏·«̈µ±转移杂交 !原位杂交等 ∀核根据酸分子探

针的来源和性质可分为基因组 ⁄��探针 ! ¦⁄��探

针 !� ��探针及人工合成的寡聚合苷酸探针等 ∀探针

的标记包括同位素标记以及非同位素标记 o由于后者

具有较多优越性 o已成为研究的热点 ∀

直接核酸杂交技术一般是根据病原 ⁄��所具有

的特定碱基排列顺序 o人工合成一段能与病原 ⁄��

碱基序列互补的特异性探针 o再经标记后与从待测组

织中提取的核酸进行杂交 o或直接在取样组织切片上

进行原位杂交 o确定病原在组织 !细胞内外的分布 o进

而分析病原的侵染途径 ∀目前 o核酸杂交检测方法已

经在多种病原检测中应用 ≈ts ott oux 
o也成为多种核酸检

测方法的基础 ∀
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uqu 特定基因片段的 °≤� 检测技术

聚合酶链式反应k°≤�l技术 o又称 ⁄��体外扩增

技术 ∀自 {s年代初发明以来 o°≤� 及其相关技术的发

展速度是惊人的 o没有一种技术的发展与应用之快能

与 °≤� 相比 o在多种核酸检测技术中均有它的运用 ∀

当我们知道待检病原具有某一特定基因片段时 o

即可利用特异的引物对样品中微量的目标 ⁄��进行

°≤� 扩增 o通过电泳检测扩增出的特定片断 o即可确

定感染的病原 ∀战文斌等 ≈w 采用 �¬°∏µ¤引物 o用 °≤�

技术对不同生长期的中国对虾进行了白斑病毒 • ≥≥∂

的检测 o同时检测了对虾发病时养殖池中多见的野生

厚蟹和矛尾刺 虎鱼 ∀结果表明 • ≥≥∂ 感染的亲虾有

可能是病毒的宿主 o而野生厚蟹则有可能是病毒中间

宿主或病毒的携带者 o对 • ≥≥∂ 的感染 !传播中起了

重要的作用 ∀夏春等 ≈t 根据鱼源嗜水气单胞菌 Β2溶血

素基因序列设计了两对引物 o采用 �̈¶·̈§2°≤� 法证实

了我国嗜水气单胞菌流行株亦存在 Β2溶血素的基

因 o并建立了 °≤� 检测产 Β2溶血素嗜水气单胞菌的

方法 ∀

uqv ⁄��指纹技术

所谓 ⁄��指纹是指限制性酶消化产物在电泳图

谱或¶²∏·«̈µ±杂交中产生的一系列带纹 o不同带纹代

表了在染色体不同位置上的不同长度的 ⁄��序列 ∀

目前在病原微生物检测上应用的 ⁄��指纹技术主要

包括 � ƒ�°o�ƒ�°和 � �°⁄等技术 ∀

� ƒ�°称为限制性片段长度多态性 o是指用某一

种限制性内切酶切割来自不同个体的基因组 ⁄��或

某一个基因 o会得到不同长度的 ⁄��片段 ∀ � ƒ�°在

基因组分析上有很大的应用价值 o可作为一种广泛的

遗传标记 o特别适合于作遗传分析 !构建遗传连锁图 o

目前在病原微生物的区分种群 !分型中应用较广 ≈tz ∀

�µ¤®¤º¤
≈vs 等利用 �«¤�限制性内切酶消化分析用 °≤�

扩增出的 ty≥ µ⁄�� o依此区分发光细菌种属和弧菌种

群 ∀结果显示发光细菌种属基因型的独特性 o与弧

菌种属可以明确地区分开来 ∀� ƒ�°实验方法简单 o不

需要其它的诸如 ≥²∏·«̈µ±转移 ! 探针杂交之类的程

序 o提供了一个可以在日常鉴定系统中快速区分发光

细菌与弧菌种群的工具 o其缺点则是提供的信息量稍

少 ∀

�ƒ�°是扩增片段长度多态性的简称 ∀它首先是

把基因组 ⁄��用特定的限制性内切酶消化 o将产生

的限制性片断与特异设计的接头连接 o当用专一设计

的引物进行 °≤� 反应 o经电泳染色即可呈现片断长

度的多态性 ∀与 � ƒ�°分析相比 o 用 °≤� 反应检测

⁄��的多态性有一些明显优点 }需要的基因组 ⁄��

量少 o对制备 ⁄��的纯度要求不高 o操作的程序简

单 !分析的周期大大减少 ∀ �ƒ�°继承了 � ƒ�°的可靠

性和 °≤� 的优势 o可以提供较丰富的信息 o有较好的

发展前途 o在水产养殖病害微生物的检测上已开始运

用 ≈z otv ∀实际应用中 o�ƒ�°的最大限制因素是必需根

据基因组中被扩增的 ⁄��片段两端的序列设计合成

相应的引物 ∀�²«¤±等 ≈vt 利用 �¬²̄²ª系统及 �ƒ�°指纹

技术研究了在孵化场及虾池中不同发育时期对虾感

染和环境中的病原微生物动力学变化 ∀结果发现溶藻

胶弧菌主要出现仔虾的无节幼体与 状期 ~哈维氏弧

菌则与仔虾后期 !孵化期病症相关 ~一未知弧菌和另

一未鉴定菌种被怀疑是仅在仔虾后期才出现的病原 o

而副溶血弧菌 !美人鱼发光杆菌和最小弧菌则与仔虾

后期及成虾期病症相关 ∀

� �°⁄技术 o即随机扩增多态性 ⁄��技术 ∀它是

利用一系列随机排列碱基顺序的引物 k通常为十聚

体l o对所研究的目的 ⁄��进行 °≤� 扩增 o通过电泳

分离 ! 染色或放射自现影来检测扩增产物的多态性 o

得到模板 ⁄��核酸序列的多态性 ∀� �°⁄技术无需事

先了解所研究的目的 ⁄��序列 o也不需要制作特异

的探针进行杂交检测 o减少了多态性分析的预备性工

作 ∀目前 o它主要运用于微生物种属特异性鉴定 !分

型 !遗传关系的确定 !基因图谱的构建及基因定位和

分离等方面 o在水产病原微生物的鉴定分类上已有许

多成功的例子 ≈t| out ouw ∀� �°⁄技术操作简单快速 o节省

时间和经费 o但也有不足 o即每个 � �°⁄标记提供的

信息量少 o检测受反应条件如模板 ⁄��质量 !引物浓

度等因素的影响较大 o稳定性重现性差 ∀

uqw ty≥ µ� ��检测技术

µ� ��为所有生物体生存所必需的基因序列并

且也是较保守的序列之一 ∀ ty≥ µ� ��的序列检测已

被成功地建立为一种鉴定微生物种 !属 !家族种类的

标准方法 ∀同时 o由于种间 ty≥ ∗ uv≥ µ� ��之间的间

隔区k�×≥l在长度 !序列上具有相对多变性 o利用 ty≥

及 uv≥ µ� ��基因中的保守区为引物 o对此间隔区进

行克隆和分析 o就能为病原微生物各菌株 !种 !属的鉴

定 !分型提供依据 ∀

目前 ty≥ µ� ��技术在人医及兽医开始得到广泛

应用 o在水产病害方面也开始运用 ≈tt ot{ ou| 
o并将快速

发展 ∀≤¤µ̄²¶等 ≈| 通过对 uy株不同地理及不同来源菌

株的 ty≥ µ� ��基因进行了分析 o确定了鱼出血性败
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血症病原美人鱼发光杆菌的分类地位 o并建立了基于

ty≥ µ� ��基因的巢式 °≤� 病原检测方法 ∀利用此方

法可检测到被感染鱼组织里病原菌 ts ©ª至 t ³ª⁄��

kus ∗ uss个菌l o可以从怀疑带菌但又无症状的鱼体

检测出病原 o具有较高的选择性和特异性 ∀

v 核酸技术与免疫学相结合方法

vqt 免疫 °≤�

荧光标记 !酶标记和放射性同位素标记这三大抗

体标记技术是目前应用最广泛的常规抗原检测手

段 ∀但是 o在某些极微量抗原检测上 o荧光标记及酶标

记技术还缺乏足够的灵敏度 o而放射性同位素标记技

术由于需要特殊的设备和防护措施 o在实际操作中受

到限制 ∀ ≥¤±² 等 ≈uy 在 t||u 年首创的免疫 °≤�

k�°°∏±²2°≤�l弥补了它们的不足之处 ∀免疫 °≤� 关键

在于用一个连接分子将一段特定的 ⁄��序列连接到

抗体上 o通过普通 ∞��≥�的抗原抗体反应 o在抗原和

⁄��分子之间建立相对应关系 o将对蛋白质的检测转

化为对核酸的检测 o从而可以运用 °≤� 的高度敏感

性来放大抗原抗体反应的特异性 o由 °≤� 反应产物

的量反映抗原分子的量 ∀免疫 °≤� 结合了抗原抗体

反应的特异性和 °≤� 的高度敏感性 o成为了一种极

为敏感的抗体依赖的抗原检测技术 o在理论上可检测

到一至数个抗原分子 o使免疫检测技术达到了一个新

的高度 ∀

�¤®¬½¤®¬等人 ≈tx 报道了在感染的 鱼中运用免

疫 °≤� 检测病原巴斯德氏菌 ∀结果表明 o利用它可检

测出 vw ¦©∏r °̄ 的病原菌 o而对照使用的 ∞��≥�方法

只能检测出 vqw ≅ ts
w
¦©∏r°̄ 的菌 ∀徐平西等 ≈u 用戊

二醛作连接剂 o将蛋白质高效率包被在普通 °≤� 管

内壁 o使免疫 °≤� 反应用普通 °≤� 仪得以在管中连

贯地进行 ∀实验结果与 ∞��≥�方法比较敏感度高出约

ts
x∀这一改良法的建立可望促进免疫 °≤� 的普及应

用 ∀

vqu °≤�2∞��≥�

°≤�2∞��≥� 法是 °≤� 技术与 ∞��≥� 技术结合的

又一检测方法 o主要是用于检测样品中的特定基因 ∀

它引入地高辛 k或生物素l 标记的 §�×°进行 °≤� 扩

增 o利用酶标抗地高辛抗体 k或酶标记亲和素l 进行

∞��≥�检测 o代替了用于常规 °≤� 产物检测的电泳方

法 o方便快捷 o易于处理大量样品 o且其灵敏度比使用

琼脂糖凝胶电泳检测方法高 tss倍 ∀当有适当的标准

品时 o还可进行定量测定 ≈ts ∀

�²±½¤̄ ½̈ 等 ≈tu 描述了一种基于 ¤̄°� 基因的

°≤�2∞��≥�快速分析牡蛎中大肠杆菌的检测手段 ∀分

析感染大肠杆菌的牡蛎样品时 o该方法检测范围可达

ts ∗ ts
x
¦©∏rª样品 ∀实验结果说明 °≤�2∞��≥�法是一

种快速 !精确 !可定量的检测感染抗原的方法 o并且将

来可以进行自动化操作 ∀

w 评价

可以看出 o病原的检测方法多种多样 o各种方法

都有其优缺点 o提高灵敏度和去除假阳性是检测方法

发展的趋势 ∀

在考虑选择何种检测方法时 o应该考虑到自身拥

有的实际条件 o检测所要求达到的灵敏度 ∀使用免疫

学方法需要制备抗体 o单抗与多抗的不同选择意味着

工作量大小的不同 ~核酸检测方法则需提前制备特异

性探针或引物等等 ∀为了弥补各自方法的不足 o进一

步提高灵敏度及特异性 o可以采用多种方法结合使用

的策略 ∀例如文献中的免疫 °≤� !°≤�2∞��≥�等 ∀又如

在作核酸杂交时 o可利用 °≤� 法扩增探针 o使其量增

加 ~把荧光标记技术应用于 °≤� 产物的检测 o可以使

观测的结果更加直观等等 ∀总之 o应根据自己的实际

情况选取符合实际 !易于应用的方法 o不能过于死板 o

拘泥于教科书和文献 o也不可一味追求技术的先进 ∀
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