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摘 要：通过制备兔抗化脓隐秘杆菌(Trueperella pyogenes)高免血清，筛选固定方法、封闭液、洗涤液、抗体稀

释度、抗体孵育时间等应用条件，建立一种检测化脓隐秘杆菌的间接免疫荧光方法。结果表明：用冷丙酮作固定

剂，10%山羊血清作封闭液，0.05% Tween–20的 0.01 mol/L pH 7.4 PBS(磷酸缓冲盐溶液)作洗涤液，兔抗化脓隐秘

杆菌高免血清(一抗)1∶50稀释，37 ℃作用 2 h，羊抗兔 FITC(二抗)1∶100稀释，37 ℃作用 2 h，草酸铵结晶紫衬

染菌体 3 min，对纯培养物化脓隐秘杆菌检测，可见清晰的特异性荧光，能区分溶血隐秘杆菌、伪结核棒状杆菌、

金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、沙门氏菌、猪链球菌；在人工感染化脓隐秘杆菌死亡小鼠的心脏、肝脏、脾脏、

肺脏、肾脏及发病山羊临床病料中均能检出化脓隐秘杆菌。 
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Abstract: An indirect immunofluorescence assay(IFA)was set up to detect Trueperella pyogenes using the rabbit 

hyperimmune serum. Specific conditions including fixing strategy, blocking solution, washing solution, antibody dilution, 

and antibody incubation time had been tested. The results showed that cold acetone as the fixative, 10% goat serum as the 

blocking solution, and 0.05% Tween-20 of 0.01 mol/L pH7.4 PBS as the washing solution were optimal for the method. 

And, the rabbit anti-Trueperella pyogenes hyperimmune serum with dilution 1∶50, incubation for 2 h at 37 °C, and 

secondary antibody with dilution 1∶100, incubation for 2 h at 37 °C, by use of ammonium oxalate crystal violet as stain 

for 3 min, the specific fluorescence was clearly visible in the pure cultivation of Trueperella pyogenes. It can clearly 

distinguish Arcanobacterium hemolysis, Corynebacterium pseudotuberculosis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 

Salmonella, Streptococcus suis. To verify the method, in dead mouse tissues infected Trueperella pyogenes including 

heart, liver, spleen, lungs and kidneys, and diseased goats clinical sample, Trueperella pyogenes were detected.  
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化脓隐秘杆菌(Trueperella pyogenes)是隐秘杆

菌属 (Arcanobacterium)成员中致病力最高的病原

菌，寄生在动物的乳房、泌尿生殖道、呼吸道黏膜

和胃肠道黏膜上，常与厌氧菌、大肠埃希菌、链球

菌等混合存在[1–4]。该菌主要通过创伤感染，引起

组织器官发生化脓性病变，严重时发生脓毒血症，

导致动物死亡[5]。该病还可引起动物流产、子宫炎、

关节炎、心内膜炎、乳房炎、肺炎、骨髓炎、不孕

不育[6]，给畜牧生产带来巨大损失，并且难以防控。

张素辉等[7]、李章程等[8]多次从重庆地区患病山羊

体内分离到化脓隐秘杆菌，表明该菌已在重庆地区

引起了一定的流行，严重影响了山羊的生长性能及

经济效益。 

在生产实际中，常采用金标准分离法和 PCR法

检测化脓隐秘杆菌。现有方法在研究化脓隐秘杆菌

的病原特性方面发挥了重要作用，但在血清学检测

方面仍没有重大进展[9]。间接免疫荧光技术是在血

清学、免疫学、生物化学的基础上发展起来的，将

特异性抗体与抗原结合，再用荧光素标记的不同来

源动物的第二抗体与特异性抗体结合，以此来检测

抗原的分布[10]。间接免疫荧光技术由于敏感、特异、

直观、检测快速、可大量操作等优点，在组织病理

学、临床检验、病原检测等方面得到广泛应用[11]。

本研究中，用从发病山羊体内分离的 1株化脓隐秘

杆菌 FL–1 来制备兔抗化脓隐秘杆菌高免血清，建

立检测化脓隐秘杆菌间接免疫荧光方法(indirect 

immunofluorescence assay，IFA)，旨在为化脓隐秘

杆菌感染的临床诊断、感染动物体内的化脓隐秘杆

菌抗原定位和动态分布提供有效的检测手段。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

从患病山羊体内分离得到的化脓隐秘杆菌 FL–1

株(登录号为 KX462008)、伪结核棒状杆菌、金黄色

葡萄球菌、猪链球菌、大肠埃希菌、沙门氏菌等，

由西南大学动物科学学院预防兽医实验室鉴定和保

存；羊抗兔 IgG–FITC购自美国 KPL；DAPI(4,6–二

脒基–2–苯基吲哚)和脱脂奶粉购自生工生物工程(上

海 )股份有限公司；牛血清白蛋白 (BSA)购自

Genview；正电荷粘附玻片购自江苏世泰实验器材有

限公司；2.0~2.5 kg新西兰白兔和 6周龄昆明系小鼠

购自西南大学荣昌校区动物科。 

1.2 化脓隐秘杆菌高免血清的制备 

用 McFarland比浊管调整化脓隐秘杆菌悬液浓

度约为 1×1010 cfu/mL，用甲醛灭活后，作为抗原使

用。经兔的耳静脉注射抗原 0.3 mL(首免)，7、14、

21、28 d后进行二免、三免、四免、五免，分别经

耳静脉注射 0.5、1.0、1.5、2.0 mL抗原，五免后第

7天经耳静脉注射抗原 2.0 mL，加强免疫。最后 1

次免疫 14 d后，经耳静脉采血检测，试管凝集试验

测兔血清效价达 1∶640 以上时，停止动物进食，

进行心脏采血，分离血清，再经 56 ℃水浴 10 min

去除血清内的补体，分装，备用。 

1.3 化脓隐秘杆菌抗原片制备  

取 1 mL化脓隐秘杆菌菌液(菌液浓度为 8×108 

cfu/mL) 12 000 r/min 离心 10 min，收集沉淀，弃去

上清液，加入 1 mL 0.9%NaCl溶液，反复重悬 3次，

取 20 μL滴加到干净的载玻片上，自然晾干。其他

细菌的抗原片均照此制备。 

1.4 IFA 的检测程序  

化脓隐秘杆菌抗原片固定后，放入 PBS(磷酸缓

冲盐溶液)中水化 2 min，用吸水纸将抗原片上残留

的液体擦干，再用封闭液进行封闭，倾去抗原片上

的封闭液，勿洗；加入按一定比例稀释的一抗(兔抗

化脓隐秘杆菌高免血清)100 μL，湿盒内孵育；一抗

孵育结束后，用 PBS振荡洗涤 3次，每次 5 min，

擦干，加入稀释的二抗(羊抗兔 FITC)100 μL，在湿

盒内避光孵育；孵育结束后倾去二抗，接着滴加 100 

μL 1∶200 稀释的 DAPI 于抗原片上，室温孵育 2 

min；DAPI孵育后用 PBS避光振荡洗涤 3次，每次

5 min，擦干玻片上的液体，滴加 90%缓冲甘油封片，

置于荧光显微镜下观察。 
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1.5 IFA 检测条件的优化 

参照文献[12]的方法，对以下各因素进行间接

免疫荧光条件的筛选和优化。 

1) 固定方法。分别采用甲醇室温固定 1 h、4%

多聚甲醛室温下固定 1 h、冷丙酮 4 ℃固定 30 min，

玻片干透后过火焰 3次，加强固定。 

2) 封闭液。分别采用 3%BSA、5%脱脂奶粉、

10%山羊血清 37 ℃封闭 1 h。 

3) 洗涤液。分别采用 0.01 mol/L pH 7.4 PBS和

含有0.05% Tween–20的0.01 mol/L pH 7.4 PBS进行

洗涤。 

4) 抗体稀释度。用含 1%BSA的 PBS稀释一抗，

设 1∶25、1∶50、1∶100、1∶200、1∶300共 5个

稀释度，用含 1%BSA的 PBS稀释 FITC标记的羊抗

兔二抗，设 1∶50、1∶100、1∶150、1∶200 共 4

个稀释度，采用棋盘法进行稀释度筛选，根据特异

性荧光信号的强弱确定一抗和二抗稀释度。 

5) 一抗孵育时间。分别在 37 ℃下孵育 1、2、

3、4 h，4 ℃过夜。 

6) 二抗的孵育时间。分别在室温下孵育 1、2、

3 h。 

7) 衬染处理。分别采用草酸铵结晶紫衬染菌体

3 min和不作衬染处理。 

1.6 特异性试验 

1) 阴性对照。用正常兔血清代替化脓隐秘杆菌

高免血清进行试验。 

2) 吸收试验。用化脓隐秘杆菌菌体与制备的兔

抗化脓隐秘杆菌高免血清等量混合，37 ℃孵育 4 h，

8 000 r/min离心 10 min，取上清代替一抗进行间接

免疫荧光试验。 

3) 替代试验。用 PBS 替代兔抗化脓隐秘杆菌

高免血清孵育抗原片。 

4) 对其他细菌的检测。制作溶血隐秘杆菌、伪

结核棒状杆菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、沙

门氏菌、猪链球菌等细菌的抗原片，进行间接免疫

荧光检测。 

5) 标本自发荧光对照。标本不加一抗和二抗，

只加 PBS，缓冲甘油封片。 

1.7 敏感性试验 

用PBS将化脓隐秘杆菌菌液(菌液浓度为8×108 

cfu/mL)按 10倍梯度进行稀释(10–1、10–2、10–3、10–4、

10–5、10–6、10–7共 7 个稀释度)以检测该 IFA 方法

的敏感性，以出现明显特异性荧光的最大稀释倍数

的细菌稀释度为其检测的最高灵敏度。 

1.8 重复性试验 

参照文献[13]的方法，用不同时间制作的化脓

隐秘杆菌抗原片进行重复试验，观察试验结果是否

稳定，该方法是否可以重复。 

1.9 应用 IFA 对人工感染化脓隐秘杆菌的小鼠组

织进行检测 

24只 6周龄左右昆明系小鼠分为 2组，其中对

照组 4只，试验组 20只。对照组腹腔注射 0.2 mL 

0.9%NaCl 溶液；试验组腹腔注射 0.2 mL 浓度为

1×109 cfu/mL的化脓隐秘杆菌菌液，记录并观察小

鼠发病及死亡情况。无菌采集死亡小鼠的心脏、肝

脏、肺脏、肾脏、脾脏 5个器官，制作石蜡切片。

利用建立的 IFA对人工感染化脓隐秘杆菌死亡的小

鼠各组织进行检测，同时进行特异性试验以保证试

验结果的可靠。将本试验建立的 IFA检测方法同“金

标准”细菌分离培养法平行用于试验组和对照组的

肝组织检测，比较 2种方法的检出率。 

1.10  IFA 的临床应用 

利用本试验建立的 IFA方法对西南大学动物科

学学院预防兽医实验室保存的经细菌分离鉴定确

诊为化脓隐秘杆菌感染的山羊肺脏、脾脏、肝脏、

胸腺、腹股沟淋巴结、肩前淋巴结等 31 份病料进

行检测。 

2 结果与分析 

2.1 IFA 检测条件的优化结果 

经优化的 IFA检测条件为：1) 用冷丙酮作固定

剂，同时过火焰 3次加强固定，细菌菌体形态完整，

不易脱片，且荧光亮度强，背景染色浅；2) 用 10%

山羊血清作封闭液，37 ℃封闭 1 h，可有效降低背景

染色，大大减少非特异荧光；3) 含 0.05% Tween–20

的 0.01 mol/L PBS作洗涤液，可提高抗原的暴露程
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度，增加荧光亮度，减少非特异着色；4)用草酸铵结

晶紫衬染菌体后，化脓隐秘杆菌菌体被染成紫色，

更容易在显微镜下找到菌体，从而判断荧光是否特

异；5) 采用一抗 1∶50稀释，37 ℃孵育 2 h，二抗 1∶

100稀释，37 ℃孵育 2 h，DAPI孵育 2 min，荧光显

微镜下可见到短杆状的化脓隐秘杆菌发出的特异性

绿色荧光，荧光亮度高，背景清晰，非特异荧光着

色少，菌体多为单个存在，个别菌体成团聚集(图

1–a)，化脓隐秘杆菌经 DAPI染色后发出蓝色的荧光

(图 1–b)，将同一视野下的荧光染色图片和 DAPI染

色图片用 photoshop合并到一起，可见 2张图片高度

重合(图 1–c)，证明化脓隐秘杆菌菌体荧光染色良好。 
 

   

   

   
a 化脓隐秘杆菌荧光染色；b 化脓隐秘杆菌 DAPI染色；c 荧光染色和 DAPI染色高度重合；d 阴性对照结果； 

e 替代试验结果；f 敏感性试验结果；g、h、i 重复性试验结果。 

图 1 化脓隐秘杆菌荧光图片 
Fig.1 Trueperella pyogenes fluorochrome picture  

2.2 特异性试验结果 

阴性对照(图 1–d)、吸收试验、替代试验(图

1–e)、标本自发试验及对其他细菌的检测结果均未

出现特异性荧光，呈阴性。 

2.3 敏感性试验结果 

用 PBS将化脓隐秘杆菌菌液稀释到 10–7，此时

细菌的浓度为 80 cfu/mL，在荧光显微镜下仍可观

察到典型的特异的绿色荧光(图 1–f)。 

2.4 重复性试验结果 

如图 1–g、图 1–h、图 1–i所示，重复性试验的

荧光强度未见明显改变，试验结果稳定，可重复。 

2.5 对人工感染化脓隐秘杆菌的小鼠组织检测的

结果 

人工感染化脓隐秘杆菌死亡小鼠的心脏、肝

脏、脾脏、肺脏、肾脏均能检测到阳性信号。在心

肌纤维之间出现散在分布的强阳性信号(图 2–a)；阳
性信号主要分布在肝细胞的细胞质内和细胞膜表

面(图 2–b)；脾脏的白髓区和红髓区均弥散分布着大
量强阳性信号(图 2–c)；肺泡腔、肺泡囊和肺泡隔上
可见散在分布的强阳性信号(图 2–d)；阳性信号主要
集中在肾小管管腔内、近曲小管上皮细胞的胞质

内，肾间质内也可见大量散在分布的强阳性信号(图

a b c

d e f

g h i

10 μm 10 μm 10 μm

10 μm 10 μm 10 μm

10 μm 10 μm 10 μm
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2–e)。心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏阴性对照的
特异性试验结果均未出现特异性荧光(图 2–f、g、h、
i、j)，呈阴性。IFA和细菌分离结果显示，20只攻
毒小鼠的肝组织均能检测到化脓隐秘杆菌，而对照

组小鼠的肝组织均未能检测到化脓隐秘杆菌。2 种
检测方法的符合率为 100%。 

 

  

  

  

  

  

a、b、c、d、e分别示心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏的阳性信

号荧光；f、g、h、i、j 分别示心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏的阴

性对照荧光。 

图 2 人工感染化脓隐秘杆菌发病死亡小鼠器官的

IFA 检测结果 
Fig.2  The results of organs of dead mouses experimentally 

infected with Trueperella pyogenes using IFA  

2.6 IFA 的临床应用结果 

用 IFA 对 31 份感染化脓隐秘杆菌的山羊病料
进行检测，均检出了化脓隐秘杆菌抗原，检出率为

100%。 

3 结论与讨论 

本研究建立的间接免疫荧光方法特异性强，灵

敏度高，能够对抗原进行精确定位，可避免在采样

过程中因各组织交叉污染而造成检测结果的可靠

性降低问题，对化脓隐秘杆菌在感染动物组织细胞

中的定位具有良好效果，有利于全面和系统地了解

化脓隐秘杆菌的发病机理和流行状况。 

影响免疫荧光试验结果的因素较多，包括抗体

的特异性和浓度、孵育时间、固定液、固定方式、

封闭液、抗原修复方法等，因此，必须要对试验条

件进行优化并设置相应对照，才能保证试验结果的

准确可靠[14]。一抗的特异性是免疫荧光试验成功的

关键。本研究中，按免疫程序，经耳静脉免疫家兔

制备化脓隐秘杆菌高免血清，制作方法简便；特异

性检测结果表明，建立的 IFA只对化脓隐秘杆菌呈

现阳性结果，说明该一抗(兔抗化脓隐秘杆菌高免血

清)具有良好特异性。非特异性着色的消除对试验结

果的判定有重要影响。本研究中用丙酮固定化脓隐

秘杆菌抗原片，丙酮本身具有通透作用，便于抗体

到达抗原部位，同时可以除去菌体表面妨碍抗原抗

体结合的类脂，大大降低荧光染色背景，减少非特

异性着色。相比丙酮，用多聚甲醛作固定剂时，虽

然极少脱片且更易保持细菌形态结构，但其容易造

成分子间桥连，导致抗原封闭，阻碍抗原抗体结合，

增强非特异性着色，同时会降低细菌某些组分的抗

原性，不利于抗原检测。在应用该方法对小鼠组织

及临床样本的检测过程中，选择用二抗同源血清

(10%山羊血清)预先孵育组织切片，血清中动物自

身的抗体能预先和组织中有交叉反应的位点发生

结合，以封闭抗原片和组织切片上的非特异性结合

位点，减少抗体非特异性结合[15]；同时在保证理想

试验结果的情况下，尽可能稀释抗体，减少背景染

色，提高特异性荧光亮度。本研究结果显示，当一

抗稀释度为 1∶50、37 ℃孵育 2 h和一抗 1∶200稀

释、4 ℃过夜 2种处理均获得了较好的试验结果，

阳性信号强，背景染色低。为节省时间，采用一抗

1∶50稀释，37 ℃孵育 2 h。用本研究建立的 IFA

方法对小鼠样本和山羊临床样本进行检测，均能检

测到抗原，说明该方法应用性良好。 
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