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对虾鳗弧菌卵黄抗体( IgY)的制备及其对人工感染的保护研究
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摘要: 以纯培养的鳗弧菌作为抗原, 探讨对虾鳗弧菌 ( V ibr io anguillarum )卵黄抗体( IgY )的制备技术, 以及

I gY 在对虾体内的代谢及对人工感染和自然感染弧菌病的保护作用。结果表明: 鳗弧菌对蛋鸡有较好的免

疫原性 ,产蛋鸡经免疫后, 血清与卵黄中很快出现抗体, 而且卵黄中的抗体水平要高于血清中的抗体水平。

I gY 对鳗弧菌的感染有可靠的保护作用, IgY 经口服后很快到达直肠,继而血淋巴、肝胰脏中也出现抗体, 并

可持续 12~ 24 h; 投喂 IgY 的试验组对虾在 7 d 内的死亡率为 15% , 极显著地低于对照组对虾的同期死亡率

(为 60% )。

关键词 : 对虾;弧菌病;被动免疫; 卵黄抗体( IgY)

中图分类号: S945. 4� � � � � 文献标识码: A � � � � � 文章编号: 1000�3096( 2008) 02�0025�04

� � 由细菌引起的对虾疾病常见的有红肢病(红腿

病)、幼体菌血症;烂眼病、褐斑病、甲壳溃疡病、烂鳃

病、发光病、黄鳃病、幼体肠道细菌病、丝状细菌病

等。在这些细菌性疾病中, 弧菌是最主要的病原菌。

1994年第 9版�Ber gey�细菌鉴定手册 中收载了 34

种弧菌,中国报道的养殖对虾的病原菌就占了其中

的 1/ 3[ 1] 。

对虾的免疫体系较为原始,缺乏体液免疫系统,

其免疫防御主要通过循环血淋巴细胞的吞噬、包裹、

凝聚和凝固等作用来完成。对虾的免疫防御体系在

正常情况下可以抵御其生活环境中存在的病原体的

侵染和致病, 这也正是野生环境中对虾可以携带病
原体但并不发病且能正常生长的重要原因[ 2]。提高

对虾的免疫机能,增强其对病原体的抵抗能力,是控

制养殖对虾传染性病害的有效措施, 但由于对虾缺

乏体液免疫系统, 应用疫苗的主动免疫方法在对虾

上是无效的。被动免疫是动物获得免疫力的另一重

要途径, 卵黄抗体( egg yo lk immunoglobulin, IgY)

用于禽类疫病防治方面的有很多成功的研究报道,

且已有产品应用于生产中, 如用于紧急预防和治疗

传染性法氏囊病( IBD)、新城疫( ND)等疫病的 IgY,

效果很好。在水产动物方面,只对鳖有少量研究[ 3] ,

在对虾细菌病方面则未见研究报道。本研究的目的

是借鉴陆生畜禽相关研究的成功经验, 以纯培养的

鳗弧菌作为抗原, 探讨鳗弧菌 IgY 的制备技术,并研

究其在对虾体内的代谢及对人工感染的保护作用。

1 � 材料与方法

1. 1 � 抗原的制备
鳗弧菌菌种为中国科学院实验海洋生物学开放

研究室分离、鉴定后保存的菌种, 菌种编号:

OSE9803。菌种经活化后接种于固体培养基 (蛋白

胨 5 g ,酵母浸膏粉 1 g, 磷酸高铁 0. 1 g, 琼脂 20 g,

海水加至 1 000 mL, 调 pH 值至 7. 60, 105 kPa,高温

灭菌 20 min) , 30 ! 培养 24 h后,以无菌海水冲洗配

制悬浮液,控制其 600 nm 处光密度为0. 7,活菌数约

108个/ mL。加入 0. 5%甲醛于鳗弧菌悬液, 4 ! 灭活
24 h,经检验无活菌后加入蜂胶佐剂, 混匀即得。

1. 2 � 蛋鸡的强化免疫

选择健康蛋鸡 200 只, 笼养, 常规喂料, 饮水。

每只蛋鸡胸肌分点注射鳗弧菌免疫原 0. 5 mL 进行基

础免疫;基础免疫后 7 d, 同法注射免疫原1. 5 mL/羽

进行加强免疫, 7 d 后, 再肌注免疫原 1. 5 mL/羽进

行强化免疫,并根据 IgY效价水平的变化, 决定是否

再次强化免疫并确定免疫时间。

1. 3 � 鳗弧菌卵黄抗体的制备
经抽检合格的高免鸡蛋先用自来水洗去表面的

污物, 再用 1 ∀ 400 双链季铵盐消毒液浸泡消毒

20 m in。取出置无菌室晾干,无菌操作打开蛋壳, 取

出蛋黄倒入灭菌容器内。

根据每批蛋黄液抗体滴度的高低, 加入适量灭

菌生理盐水稀释到凝集效价 1∀256,置预先灭菌的搅
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拌缸内, 1 500 r/ min匀浆 5 min, 灭菌纱布过滤后加

入青、链霉素各 1 000 IU / mL, 分装于灭菌瓶中压盖

密封,冷冻保存备用。

1. 4 � 卵黄抗体的检测

无菌检验: 取制备好的蛋黄液 0. 5 mL 分别涂布

于血琼脂平板和厌气肉汤培养基中, 37 ! 培养 24 h,

检验是否无菌生长。

急性安全性检验: 取昆明小白鼠 10只, 体质量

18~ 22 g,雌雄各半,每只灌胃 2 mL,常规饲养,观察

10 d,检查是否健康成活。

抗体效价测定: 以纯培养的鳗弧菌作为标准抗

原,用试管凝集法测定 IgY的效价。

1. 5 � 卵黄抗体吸收代谢试验

投饵及取样: 试验用对虾取自秋季人工养殖的

斑节对虾, 体长 12~ 15 cm ,雌雄各半。试验材料运

回实验室放于玻璃缸水槽内暂养,每天换水 60%、吸

底一次,连续充气。抗体饵料是将制备保存的 IgY

拌入配合饵料( 0. 1 mL/ g) , 45 ! 烘干而成。试验对
虾饥饿 24 h后投抗体饵料,并于投饵前及投饵后 3,

8, 12, 24 h分别随机捞取试验虾 5尾,立即抽血取血

淋巴,剖取肝胰腺、直肠于- 20 ! 保存待测。
抗体检测: 肝胰脏、直肠匀浆及血淋巴中抗体含

量用酶联免疫法 ( ELISA) 测定, 生物素化鼠抗鸡

IgG、标准 IgY、Av idin�HRP 均购自 Promega 公司,

匀浆液 7 000 r/ min 离心取上清液测定抗体效价,具

体步骤参照文献[ 4]进行。

1. 6 � 人工感染保护试验

试验动物及分组:取试验虾 60尾, 雌雄各半, 随

机分为 3组, #组为试验组, ∃组为对照组, %组为
空白对照组。#组投喂含卵黄抗体 1%的饵料, ∃,
%组投喂含普通卵黄 1%的饵料。投饵后 2 h 进行

人工攻毒试验。

人工感染方法: 攻毒鳗弧菌经活化后接种于固

体培养基, 30 ! 培养 24 h, 用灭菌海水洗下, 制悬浮

液,活菌数约 108个/ mL。 ∃组于对虾第二腹节侧面
注射 30 �L/尾, %组同法注射灭菌海水作为空白对
照。通过预备实验发现对虾人工感染后死亡多发生

于注射后 1~ 6 d, 所以观察 1周内各组试验虾的死

亡情况,并进行统计分析。

2 � 结果

2. 1 � 产蛋鸡免疫后鳗弧菌抗体的变化规律

产蛋鸡免疫后鳗弧菌抗体的变化见图 1。

图 1 � 蛋鸡免疫后血清、卵黄中鳗弧菌抗体效价变化

F ig . 1 � Vibrion antibody�s t iter in serum and yolk o f lay ing

hens after immunization

结果表明: 产蛋鸡免疫前血清和卵黄中没有检

测到鳗弧菌抗体的存在, 经鳗弧菌免疫后,血清与卵

黄中很快出现抗体, 而且卵黄中的抗体水平要高于

血清中的抗体水平, 说明鳗弧菌对蛋鸡有较好的免

疫原性,所产生的抗体可以主动转运进入卵黄。

2. 2 � 卵黄抗体检测

经检验,试验样品均无菌生长,说明 IgY 的制备

过程没有杂菌污染; 经小鼠灌胃试验, 没有小鼠死

亡,也未发现其他异常表现,表明 IgY是安全的。

2. 3 � 卵黄抗体吸收试验

投喂 IgY后对虾体内不同组织中抗体浓度变化

见图 2。

图 2 � 投喂后 IgY 对虾体内不同组织中抗体浓度变化

F ig . 2� Antibody changes in differ ent tissues o f shrim p after

feeding IgY

结果显示, IgY经口服后很快到达直肠, 继而血

淋巴中也出现抗体, 并可持续 12~ 24 h,肝胰脏也可

出现抗体,但浓度稍低。

2. 4 � 卵黄抗体对人工感染鳗弧菌的保护作用
人工感染后各组试验虾的死亡情况见表 1。

26



研究报告 � REPORT S

Mar ine Sciences/ Vol. 32, No. 2/ 2008

表 1� 各组试验虾 7 d内死亡率

Tab. 1� The death rate of each group in 7 days

组别 样本数(尾) 存活数(尾) 死亡率( % )

# 20 17 15B

∃ 20 8 60A

% 20 19 5

� � 注: A , B表示两组之间差异显著

由上述结果可以看出: 人工感染后, 投喂普通卵

黄的对照组( ∃组)对虾死亡率为 60%, 发病虾约有

50%在第 1天死亡, 外观无明显症状, 病程较长的死

亡虾表现出典型的弧菌病症状。投喂卵黄抗体的试

验#组对虾于感染当天多数亦表现出游泳迟缓、摄
食减少等症状, 其中 2条虾当天死亡, 其后症状逐渐

减轻, 7 天后恢复正常, 该组对虾的死亡率约为

15% ,极显著地低于对照组( ∃组)。空白对照组对

虾也有 1条于当天死亡, 分析原因可能是由于注射

应激所致。

3 � 结论

3. 1 � 鳗弧菌卵黄抗体的制备
鸡卵黄免疫抗体分子质量约为 180 ku, 含两个

亚单位,即 67~ 70 ku 的重链和 22~ 30 ku 的轻链,

又称 IgY,存在于免疫后母鸡的卵黄中。实验证明,

受免疫原刺激后,母鸡产生免疫反应, 在输卵管内卵

黄成熟期,血液中 IgG可被选择性地转移到卵黄中,

而且是卵黄中唯一的免疫球蛋白类
[ 5]
。早在 20 世

纪 60 年代, 科学家们就发现鸡卵黄中存在 IgG 抗

体,其含量与鸡血清相似甚至更高,但一直未引起足

够的重视。显然是由于很难将 IgG 抗体从丰富的卵

黄脂质中分离出来, 使得鸡蛋作为抗体来源的研究

受到限制。直到 20世纪 80 年代初, Polson 等[ 6] 和

Jensenius等[ 7]相继建立了有效且相对简便的聚乙二

醇( PEG)提取法和硫酸葡聚糖提取法, 有关这方面

的研究才大量涌现, 并且被广泛应用到生物学的许

多领域,但应用海洋弧菌作为抗原免疫蛋鸡制备相

应卵黄抗体,未见相关研究报道。本研究发现,利用

纯培养的海洋鳗弧菌,以蜂胶为免疫佐剂, 可以有效

刺激蛋鸡的免疫系统, 血清和卵黄中均有较高的抗

体水平,并且于强化免疫结束后还能维持较长的时

间,表明制备鳗弧菌 IgY的技术是可行的。

3. 2 � 卵黄抗体的吸收及代谢
陆生哺乳动物的某些种类, 初生动物通过初乳

获得被动免疫就是消化道吸收初乳中抗体的过程。

应用被动免疫的方法增高动物体内的抗体水平, 在

家禽养殖生产中是控制疾病的有效手段。鉴于对虾

养殖生产的特点, 应用口服途径是卵黄抗体技术应

用的可行方法,但这一技术首先要研究对虾对卵黄

抗体的吸收及代谢。本研究结果表明, 卵黄抗体随

饵料进入对虾消化道后, 在直肠内有较高的浓度分

布,继而可进入到血淋巴。

大量研究表明, 低等水生动物消化道具有吸收

完整大分子蛋白质的功能,尤以后肠最为明显, 这是

卵黄抗体可以通过肠道的吸收进入血淋巴的基础。

另一方面, IgY作为分泌型蛋白质,对蛋白酶的水解

具有一定的抵抗力, 将胃蛋白酶和 IgY在 pH 4. 0温

育 1 h后可保持 91%的活性, 甚至温育 10 h后仍有

63%的活性
[ 8]
。

3. 3 � 卵黄抗体对人工感染弧菌病的保护作用
在鳗弧菌的感染中, 对虾发病与否及发病后病

程的发展,与鳗弧菌的感染剂量有很大的关系, 同时

也与不同个体的体质、免疫系统活性密切相关 [ 9]。

正常情况下,对虾生活的水体环境、对虾体内均有弧

菌生存,但并不引起对虾发病。只有当环境恶劣, 或

对虾体质下降,弧菌在对虾体内大量繁殖,才造成对

虾的发病。

弧菌侵入对虾机体后的繁殖情况, 取决于对虾

免疫机能与感染弧菌的平衡。对虾缺乏体液免疫系

统,主要是靠血淋巴细胞的吞噬、包埋等对侵入的致

病菌起抑制和杀灭作用, 致病菌一旦突破细胞免疫

防御体系的抑制, 便会大量繁殖造成对虾迅速发

病 [ 10]。

在陆生畜禽的养殖实践中, 当传染性疾病发生

时,给发病动物注射高免抗体,以被动免疫的方法提

高动物体内抗体水平, 可有效控制疾病的发展。在

本试验中,通过口服途径使对虾体内保持一定的抗

体水平,可以大大提高人工感染弧菌后对虾的存活

率,表明卵黄抗体对人工感染鳗弧菌病有明显的保

护作用,至于田间生产试验的保护效果, 尚待进一步

研究。
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Abstract: T he purly cultivated Vibrio anguillarum was taken as an ant igen to explore the preparat ion tech�
nolo gy and the metabolism in shrimp body of IgY, and the effect on pr otect ing f rom artif icially infected Vib�
r io anguil lar um. The result show ed that Vibr io anguillarum had a st rong immunity of laying hens. Ant ibody

w as detected in blo od serum and vitellus so on af ter the lay ing hens were immunized, and the antibody�level
in vitellus was higher than that in serum. Af ter o ral administ rat ion, IgY could be detected at rectum,

blo odlymph and also in hepaticopancrea of shrimp which lasts about 12~ 24 h. T he death rate w ithin 7 day s

of the tested gr oup w as 15% , significant ly low er than that o f the contro l ( 60% , P< 0. 01) , show ing good

pro tection o f IgY from vibrion infect ion.
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