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　　摘要：为建立快速、准确、简便的检测气肿疽的胶体金免疫层析试纸条，以免疫层析法为指导，根据抗原－抗体的
特性，建立了不需要再加入任何检测试剂且快速简便的检测方法。结果表明，胶体金与该单抗的最佳结合量为

３０μｇ／ｍＬ，最佳 ｐＨ值为８．４，最佳ＮＣ膜为ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＨＦＢ１３５０２２０型。将纯化的气肿疽梭菌多抗及羊抗鼠ＩｇＧ分别以
１∶４和１∶８的稀释倍数喷于硝酸纤维素膜的Ｔ线和Ｃ线。对胶体金诊断试纸条进行验证，敏感度高，可检测到的最
低抗原量为１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ，特异性强、无假阳性与交叉反应现象、有较好的稳定性。本研究旨在建立快速、准确、简
便的检测气肿疽的胶体金免疫层析试纸条。
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　　气肿疽又称黑腿病或鸣疽，是由气肿疽梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
ｃｈａｕｖｏｅｉ）引起的反刍动物的急性、败血性传染病［１］。该菌属

细菌纲芽孢杆菌科梭菌属，是土壤中的专性厌氧菌，广泛分布

于自然界中，经常发现于牛和绵羊的肠内容物中［２］，特别在

深部伤口的厌氧环境中［３－４］。该菌为革兰氏阳性棒状大杆

菌，对进行疫苗接种的豚鼠腹腔渗出液做涂片观察，可发现该

菌以单个形式存在，或几个细菌形成短链，可与呈长链的腐败

梭菌做出鉴别，这是形态上的主要区别之一［５］。在进行菌体

培养时，需创造严格的厌氧环境，尤其是在固体培养中，当接

种于葡萄糖血液琼脂中时，形成半透明圆形菌落、β溶血环，
中心略凸起［６］。

该菌繁菌体的抵抗力不强，但芽孢却有很强的抵抗力，可

在土壤中存活多年［７］，在腐败尸体中仍可存活３个月。若想
将组织内的芽孢杀死，经煮沸 ２０ｍｉｎ或 ０．２％升汞处理
１０ｍｉｎ方可。一旦通过深部创伤或术后而感染［８］，或经口感

染，经胃肠道肠系膜进入血液最终到达各个器官和肌肉组织

内的芽孢将迅速繁殖［９］，并很快出现病症，还可形成肠气肿

疽，易感动物在感染后１２～３６ｈ则出现死亡［１０］。

本试验选用气肿疽梭菌标准株制备菌体单克隆抗体，旨

在将该单抗与胶体金标记结合，研制出能对气肿疽梭菌做出

快速诊断的胶体金免疫层析试纸条，该试纸条研制成功将为

气肿疽诊断、流行病学调查及卫生检疫等提供快速、简便、准

确的检测手段，更好地应用于生产实践。

１　材料与方法

１．１　试验材料
气肿疽梭菌标准株 Ｃ５４－１，购自于中国兽医药品监察所；

氯金酸（ＨＡｕＣｌ４·４Ｈ２Ｏ），购自科兴生物科技有限公司；柠檬
酸三钠 Ｃ６Ｈ５Ｎａ３Ｏ７·２Ｈ２Ｏ，购自北京华力德科技有限公司；
二氯二甲基硅烷（Ｓｉｇｍａ公司产品）；ＰＶＣ底板、玻璃纤维膜、
硝酸纤维素膜、ＭＡＸ线标签贴纸、色皮标签等，购自杭州隆基
生物技术有限公司；ＢＳＡ，购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；样品垫及吸水
垫，购自上海金标生物科技有限公司。

１．２　单克隆抗体的制备、纯化及检测
注射经离心洗涤的杂交瘤细胞于８周龄 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，

待有腹水形成后，取腹水并用间接 ＥＬＩＳＡ法检测腹水效价。
采用ＰｒｏｔｅｉｎＡ亲和层析法对单克隆抗体进行纯化，用紫外光
分光光度计测量纯化的单抗浓度，将单抗溶液做５０倍稀释，
分别于２６０ｎｍ和２８０ｎｍ波长下测吸光度，并于－２０℃储存
备用。

１．３　胶体金的制备
采用柠檬酸钠还原法制备胶体金，制备胶体金粒径大小

为２０～２５ｎｍ。将１００ｍＬ去离子水和１ｍＬ１％氯金酸溶液
加入硅化处理好的锥形瓶中，加热至完全沸腾时，迅速加入

１．５ｍＬ１％柠檬酸三钠，煮沸５～１０ｍｉｎ，发现溶液颜色渐变
成酒红色后，继续煮沸１０ｍｉｎ取下，置于常温自然凉透，补足
水分，４℃保存备用。
１．４　金标的制备
１．４．１　气肿疽梭菌单抗与胶体金颗粒结合的最适 ｐＨ值确
定　将制备的胶体金加入若干２ｍＬ离心管中，１．５ｍＬ／管。
将ｐＨ值分别调为５．５、６．０、６．５、７．０、７．５、８．０、８．５、９．０、９．５、
１０．０。按ｐＨ值从低到高分别加５０μＬ１ｍｇ／ｍＬ的单抗 ＩｇＧ
到离心管中，摇匀 ３０ｍｉｎ后静置约 １０ｍｉｎ；再将 １００μＬ的
１０％ ＮａＣｌ溶液加至管中，摇匀２０ｍｉｎ后静置约１ｈ，观察颜
色变化情况，记录能保持为红色的最低 ｐＨ值，即为最适
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ｐＨ值。
１．４．２　单克隆抗体最适用量的确定　分别取金标用抗体５、
１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５μｇ，加入１ｍＬ胶体金溶液中充分
混匀，完成后室温静置约１ｈ，观察胶体金溶液的颜色变化。
１．４．３　胶体金探针的制备　取已制备好的胶体金溶液
２０ｍＬ加入５０ｍＬ离心管中，将胶体金溶液的ｐＨ值调整为略
高于最适ｐＨ值０．２～０．４，在磁力加热搅拌器运行中，将纯化
后的单克隆抗体溶液按最佳结合浓度缓慢滴入胶体金溶液

中，混匀后室温静置１０ｍｉｎ，再置于磁力搅拌器上加入终浓度
为２％的ＢＳＡ，离心弃上清，用 ＴＢＳ将沉淀溶解，即为合成
探针。

１．４．４　胶体金探针的纯化　先除去其中未被完全标记的胶
体金和在标记的过程中容易产生的多种聚合物［１１］。应用低

温高速离心纯化方法，将标记好的胶体金先以小转数离心；再

将收集的上清液以１３５００ｒ／ｍｉｎ离心１ｈ，此时将上清液缓慢
倒出。将沉淀以原体积的胶体金重悬液溶解沉淀，低温重复

离心２～３次，沉淀溶于原体积的胶体金重悬液中，４℃保存
备用。

１．５　试纸条的制备
１．５．１　金标垫的制备　在金标垫处理液Ⅰ与Ⅱ中分别处理
玻璃纤维素膜ＧＦ－０８和Ａｈｌｓｔｒｏｍ８９６４，１ｈ后取出并于常温
中晾干，干燥保存。玻璃纤维素膜处理完毕后剪成５０ｍｍ宽
的长条，把制备好的金标探针按一定量均匀喷涂于玻璃纤维

上，选出最佳玻璃纤维膜及处理液。

１．５．２　样品垫的预处理　将样品垫裁剪成适当尺寸浸入预
处理液中浸泡２０ｍｉｎ取出，控干液体，置烘干箱，烘干后干燥
保存。

１．５．３　 ＮＣ膜 的 优 选 　 选 择 不 同 流 速 的 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
ＨＦＢ１３５０２２０、ｗｈａｔｍａｎＩｍｍｕｎｏｐｏｒｅＲＰ、ｗｈａｔｍａｎＩｍｍｕｎｏｐｏｒｅ
ＦＰ、ＳａｒｔｏｒｉｕｓＣＮ１４０、ｗｈａｔｍａｎＡＥ９９（无背衬）硝酸纤维素膜
于处理液中，浸泡３０ｍｉｎ取出，用ＰＢＳ冲洗，烘干。进行流速
试验，注意其流速和反应背景均匀度，选择层析速度快（３～
５ｍｉｎ）且背影小、颜色淡的硝酸纤维膜。
１．５．４　Ｔ线及Ｃ线条件的优化　将纯化处理好的兔抗气肿
疽梭菌血清及羊抗鼠 ＩｇＧ分别按以下比例稀释：１∶２、１∶４、
１∶８、１∶１６、１∶３２。然后划在ＮＣ膜的检测线和质控线上进
行优化（做方阵试验），选出效果最好的一组进行包被。

１．５．５　封闭液的优化　将喷涂有肿疽梭菌多抗及羊抗鼠
ＩｇＧ的ＮＣ膜分别置于 ５％犊牛血清、３％脱脂乳和 １％ＢＳＡ
中，在封闭液中浸泡３０ｍｉｎ，取出用 ＰＢＳ冲洗，晾干，制成试
纸条，用标准阳性和阴性血清作试验，筛选出最佳封闭液。

１．５．６　试纸条的组装　将硝酸纤维素膜贴在 ＰＶＣ底板中
央，贴后不要有空隙和气泡；金标结合垫平贴于ＮＣ膜 Ｔ线下
方压住 ＮＣ膜重叠５ｍｍ、然后粘贴样品板及吸水纸，小心抹
平，最后贴上ＭＡＸ线标贴和色皮标签，即成检测试纸条。
１．６　试纸条的检测方法和结果判定

使试纸条保持竖直方向，将样品垫端放入稀释后的待检

样液中（注意液面不可超过 ＭＡＸ线），室温下作用 ５～
１０ｍｉｎ，观察结果。
１．７　敏感性试验

将气肿疽梭菌菌液做１∶５０、１∶１００、１∶２００、１∶４００倍

比稀释，分别将试纸条插入以上不同稀释度的菌液中，观察

结果。

１．８　特异性试验
用胶体金试纸条检测选取与气肿疽梭菌种系相近的腐败

梭菌、肉毒梭菌进行特异性试验，观察检测结果是否存在交叉

反应。

１．９　重复性试验
随机取４０支试纸条进行检测试验，１０只进行阴性样品

检测，３０支进行阳性样品检测，测定试纸条的重复性。
１．１０　稳定性试验

将胶体金试纸条置于室温和４℃冰箱中保存，半年内检
测１次／月保存的阳性菌液及阴性对照菌液，观察检测结果，
比较符合率。

２　结果与分析

２．１　单克隆抗体的制备、纯化及检测
全菌加强免疫后收集血清，经辛酸 －硫酸铵法进行抗体

的粗提，并透析除盐处理后，以间接 ＥＬＩＳＡ法检测多抗效价，
气肿疽梭菌的抗体效价为１∶２５６００。

经辛酸－硫酸铵法粗提，再用 ＰｒｏｔｅｉｎＡ亲和层析法纯
化，间接ＥＬＩＳＡ法测定的单克隆抗体效价为１∶１０２４００，抗体
效价升高１倍。测得纯化蛋白的浓度为２８．１４ｍｇ／ｍＬ（紫外
分光度计测定）。

２．２　单克隆抗体与胶体金结合的最佳ｐＨ值确定
将胶体金溶液的ｐＨ值分别调为５．５、６．０、６．５、７．０、７．５、

８．０、８．５、９．０、９．５、１０．０。按 ｐＨ值从低到高分别加 ５０μＬ
１ｍｇ／ｍＬ单抗ＩｇＧ和１００μＬ１０％ ＮａＣｌ溶液至胶体金管中，
振摇２０ｍｉｎ，室温下静置１ｈ。根据胶体金的颜色变化，确定
了最低ｐＨ值为８，再做ｐＨ值为７．２、７．４、７．６、７．８、８．０、８．２、
８．４、８．６、８．８几个梯度，室温下放置２ｈ，观测胶体金颜色变
化，记录仍保持红色的 ｐＨ值，稳定胶体金的最适 ｐＨ值为
８．４。
２．３　胶体金标记单克隆抗体最适用量的确定

将胶体金颗粒与气肿疽梭菌单克隆抗体进行标记。观察

胶体金溶液的颜色变化，稳定胶体金所需抗体的最低量为

２５μｇ，而实际标记中使用免疫金抗体的量为最低量再加
２０％，即为３０μｇ，确定单克隆抗体与胶体金的的最佳结合浓
度应为３０μｇ／ｍＬ。
２．４　金标垫的制备

将已经纯化好的金标探针按一定量均匀喷涂于玻璃纤维

上，于室温干燥后观察颜色和均匀度。比较结果为浸泡在金

标垫处理液Ⅱ中的Ａｈｌｓｔｒｏｍ８９６４玻璃纤维干燥后的颜色（酒
红色）与纯化后的免疫胶体金颜色相同，且均匀度最好；检测

样品时，玻璃纤维上的胶体金探针被溶解并带动其向前移动，

释放效果最好。所以本试验选用 Ａｈｌｓｔｒｏｍ８９６４玻璃纤维膜
（经金标处理液Ⅱ处理的）为金标垫。
２．５　不同型号ＮＣ膜的选择结果

选择５种不同型号的ＮＣ膜，用 ＮＣ膜处理液于３７℃浸
泡３０ｍｉｎ。做流速试验，ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＨＦＢ１３５０２２０型 ＮＣ膜所用
的时间最短，仅为４ｍｉｎ，且扩散均匀不拖带。因此，选择该型
号的硝酸纤维素膜作为免疫层析载体膜。
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２．６　Ｔ线及Ｃ线的优化结果
气肿疽梭菌多抗进行１∶４倍稀释时，效果较好（颜色清

晰且无拖带现象），以１∶４稀释后喷于 Ｔ线；羊抗鼠 ＩｇＧ做
１∶２、１∶４、１∶８稀释时，均能得到理想效果。将羊抗鼠 ＩｇＧ
作１∶８稀释后喷在Ｃ线上；按２．０μＬ／ｃｍ的喷膜量进行喷膜
可达到较好结果，免疫层析显色较快，颜色深且清晰可辨，显

色条带无中空效果。

２．７　试纸条的组装和判定
检测样品溶液，在５～１０ｍｉｎ内观察检测结果，根据出现

红色反应线的情况确定待检样液的阴性、阳性，若出现２条红
色反应线则为阳性反应，只出现质控线上１条红线为阴性反
应，均不显红色线则试纸条无效（图１）。

２．８　敏感性试验
将气肿疽梭菌菌液做１∶５０、１∶１００、１∶２００、１∶４００倍

稀释，结果显示气肿疽梭菌菌液稀释至１∶１００倍时，结果仍
显示为阳性，检测到的菌液最低抗原量为１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ。
２．９　特异性试验

用胶体金试纸条检测气肿疽梭菌（Ｃ５４－１）、腐败梭菌、肉
毒梭菌。检测结果显示，气肿疽梭菌呈阳性，试纸条无假阳性

与交叉反应现象（图２）。

２．１０　重复性试验
１０条试纸条进行阴性样品检测结果显示，Ｔ线均不出条

带，９条试纸条 Ｃ线显现深红色带，１条的 Ｃ线为浅红色带；
检测阳性样品的３０条试纸条，Ｔ线 Ｃ线均出现红色条带，由

此得出试纸条的重复性达到１００％，重复性好。
２．１１　稳定性试验

将试纸条密封后于室温和４℃环境存放，５个月内均能
正常稳定显色，室温环境中于５个月后略出现胶体金探针释
放不完全的现象，４℃条件下放置的试纸条在６个月后才出
现上述现象，但特异性无变化。

３　讨论

胶体金是氯金酸的水溶胶，可以结合多种生物大分子，现

已成为在免疫标记技术中１种常用的非放射性示踪剂。在
１９７１年，Ｆａｕｌｋ和Ｔａｙｌｏｒ首次将胶体金颗粒用抗体来标记，在免
疫化学领域中诞生了１项新技术［１２］。与ＥＬＩＳＡ法相比，除了都
具有较强的特异性和敏感性之外，在操作上也更加简便快速，无

需复杂仪器设备且极易判断，保质期长。随着试剂盒品种和销售

量的不断增长，现已发展为生产完全自动化和标准化水平。

胶体金颗粒质量除了受水质、试剂纯度等多种因素的影

响之外，还与柠檬酸钠的加入以及搅拌的程度和加入速度有

关。制备胶体金溶液玻璃器皿的清洁是成功制备胶体金的前

提条件［１３］。由胶体金的性质可知，胶体金具有不稳定性，有

聚沉的可能，故制备好后尽量在２０ｄ以内进行标记［１４］，不可

长时间放置。在胶体金诊断试纸条的研制过程中，需要对一

系列反应条件和材料进行优化和筛选。固相蛋白与 ＮＣ膜的
结合是重中之重，是否能获得灵敏度高、重复性好的检测结果

取决于蛋白与膜的结合效果。蛋白与膜的结合力主要为疏水

作用力、氢键和静电吸引力，所以在优化蛋白结合膜时应当考

虑到这几种力的作用，选择不会使疏水作用力和静电引力下

降的缓冲液，使之不影响蛋白结合力。喷完抗体后对 ＮＣ膜
做适当的干燥，使蛋白能够长期而稳定地与膜结合。本试验

应用双抗体夹心法，将气肿疽梭菌多抗包被在检测线处，羊抗

鼠ＩｇＧ包被在质控线处，金标单克隆抗体吸附在纤维素膜固
相载体上来装备试纸条，检测样品中的抗原。当待检样液中

有气肿疽梭菌（Ｃ．ｃｈａｕｖｏｅｉ）时，形成“金标单抗－Ｃ．ｃｈａｕｖｏｅｉ”
复合物，由于毛细虹吸作用，该复合物以及未结合的金标单抗

往上走，在检测线上形成“金标单抗 －Ｃ．ｃｈａｕｖｏｅｉ－多抗”复
合物，因有金颗粒在此沉积，故出现肉眼可见红色条带，未结

合的金标单抗继续上行，与控制线上的羊抗鼠ＩｇＧ结合，又形
成１条红色条带；若待检样液中不含 Ｃ．ｃｈａｕｖｏｅｉ，则只出现１
条红色条带，只在试纸条上端的 Ｃ线上出现红色沉淀线。试
验证明该试纸条的检测不仅耗时短、操作简单、灵敏度高，而

且成本较低，适用于气肿疽的现场检测及鉴别诊断，可以在实

践中推广使用。
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弗氏柠檬酸杆菌 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光定量 ＰＣＲ
诊断方法的建立及耐药性分析
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　　摘要：根据ＧｅｎＢａｎｋ中弗氏柠檬酸杆菌ｏｍｐＡ基因序列，设计１对特异性引物，ＰＣＲ扩增弗氏柠檬酸杆菌ｏｍｐＡ基
因片段，Ｔ克隆到ｐＭＤ－１８Ｔ载体上构建标准阳性质粒。通过ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光定量ＰＣＲ反应条件优化，建立弗氏
柠檬酸杆菌ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光定量ＰＣＲ诊断方法，结果显示重复性好、特异性高，灵敏度可达１．０×１０１拷贝／μＬ，说
明建立的弗氏柠檬酸杆菌ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光定量 ＰＣＲ方法适合于弗氏柠檬酸杆菌病临床疑似病料样品的快速诊
断。对分离得到的８３株弗氏柠檬酸杆菌进行药敏试验，结果表明冷水鱼养殖中耐药性问题日益严重。
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　　弗氏柠檬酸杆菌（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｆｒｅｕｎｄｉｉ）是革兰氏阴性菌、
短杆菌，该菌在水体、土壤中广泛存在，是一种条件致病菌，可

引起人、畜、鱼类的败血症［１－３］。近几年，贵州省冷水鱼的养

殖发展迅速，主要品种有虹鳟、金鳟、斑点鳟鲑、鲟鱼、大鲵。

随着冷水鱼养殖场（户）集约化程度不断提高，苗种流通交换

量不断加大，病害逐渐增多，病情不断愈趋复杂。目前，弗氏

柠檬酸杆菌感染的病害报道主要集中在鲟鱼、虾、中华鳖，而

鳟鲑鱼、大鲵报道较少。感染该菌的鲟鱼、虾、中华鳖、鳟鲑鱼

和大鲵出现消化不良或拒食，头部、腹部肿大，轻度腹水，皮下

有出血点等症状［４－７］。传统的细菌分离鉴定耗时较长，不能

快速、准确地得到鉴定结果。荧光定量ＰＣＲ技术进行疾病病
原菌的鉴定和诊断，较普通ＰＣＲ反应程序快、特异性强、灵敏
度高、重复性好、结果简单可视。本研究根据 ＧｅｎＢａｎｋ中弗
氏柠檬酸杆菌ｏｍｐＡ序列，设计１对特异性引物，ＰＣＲ扩增出
ｏｍｐＡ基因片段，克隆到ｐＭＤ－１８Ｔ载体上，构建阳性标准品。
通过对荧光定量ＰＣＲ反应条件的优化，建立弗氏柠檬酸杆菌
的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光定量 ＰＣＲ诊断方法，以期对弗氏柠檬
酸杆菌临床疑似病样进行快速检测和诊断。同时，对冷水鱼

养殖场分离得到的弗氏柠檬酸杆菌进行耐药性分析，为探讨

防治弗氏柠檬酸杆菌病提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验菌株包括弗氏柠檬酸杆菌、致病性嗜水气单胞菌、荧

光假单胞菌、黄杆菌、迟缓爱德华菌，由贵州重大疫病监测防

制重点实验室保存。
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