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养殖牙鲆鳗弧菌疫苗的研究 m

莫照兰 徐永立 张培军

k中国科学院海洋所实验海洋生物学开放实验室 青岛 uyysztl

提要 以牙鲆病原性鳗弧菌 �v为抗原 o制备了细胞 k≤∂l !细胞 2胞外产物 k≤∞∂l !脂多糖

k�°≥l三种疫苗 o通过浸泡和注射两种途径对牙鲆进行两次免疫 o检测疫苗的免疫保护效果 ∀

免疫后 w周可检测到免疫组牙鲆具有明显的凝集抗体效价 o其中注射组效价显著高于浸泡组 o

而对照组变化不明显 ∀与对照组相比 o免疫组牙鲆获得良好的免疫保护力 o其中注射免疫组高

于浸泡组 ∀在注射免疫途径中 o以 ≤∞∂ 的免疫保护效果最好 ~在浸泡免疫途径中 o以 ≤∞∂ 和

�°≥的免疫保护效果最好 ∀结果表明鳗弧菌 �v的细胞 2胞外产物苗有显著的免疫保护作用 ∀
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牙鲆 Παραλιχητηψσ ολιϖαχευσ是珍贵的经济鱼类之

一 o目前在中国北方沿海地区大规模养殖 ∀随着高密

度工厂化养殖的迅速发展和海水污染的日益严重 o危

害养殖牙鲆健康的各种病原相继出现 o引起了严重的

经济损失 ≈t ∗ u ∀t|||年夏季作者从发病牙鲆分离到一

株病原 �vo经鉴定该病原为鳗弧菌 ≠
o可导致未成年

牙鲆 vsh ∗ wsh的死亡 o病鱼的主要症状为鳍条出

血 o体表溃烂形成一深洞 o消化道弥漫性出血 ∀由于养

鱼厂常年大量使用抗生素和化学药品 o使该鳗弧菌产

生较广泛的耐药性 o不仅给药物防治带来很大的困

难 o而且还造成了周围养殖环境的污染 o因此必需寻

找另一有效而安全的疾病防治途径 ∀

免疫是防治鱼类疾病的一条重要途径 ∀本文以鳗

弧菌 �v为病原制备了细胞苗 ! 细胞 2胞外产物苗和

�°≥o在浸泡和注射两种免疫途径下 o比较了 v种疫苗

的免疫效果 ∀

t 材料与方法

1 q1 菌株

从牙鲆病鱼分离的鳗弧菌毒株 o 保存于 p {s

ε ∀实验前细菌于 ×≥�k胰大豆蛋白胨 th o酵母粉

sqxh oƒ̈ °�w sqsth o�¤≤̄ uh o琼脂 tqxh l活化 o并

在健康牙鲆体内传代 v次 ∀

1 q2 实验鱼

体重 | ∗ tu ª的牙鲆鱼以流动水暂养于 uss �圆

缸中 o每天按鱼体重的 xh投喂人工饵料 ∀实验观察

期间水温为 tz ∗ uw ε o盐度 vu ∗ vw∀

1 q3 疫苗的制备

tqvqt 细胞苗 k≤∂l 的制备 细菌在 ×≥�平板

上 u{ ε 培养 uw «o以 °�≥k³� zqwl洗下 o加入 sqxh福

尔马林k ς/ ςl于 u{ ε 灭活 o定期取样接种培养 o检查

细菌灭活情况 ∀灭活后以 w sss µr°¬±离心 vs °¬±沉

淀细胞 o °�≥洗 v次 o用含 sqvh福尔马林的 °�≥悬

浮 o使浓度为 uqs≅ ts
| ∗ vqs≅ ts

|个r°̄ o贮存于 w ε ∀

tqvqu 细胞 2胞外产物苗 k≤∞∂l的制备 按照

�¬∏t|xz年报道的方法提取细菌胞外产物k∞≤°l o将其

浓缩至蛋白浓度为 ts ªr�o加入 sqxh福尔马林于 tss ε

灭活 ts °¬±o w ε 保存 ∀用 °�≥稀释至一定浓度 o与

uquqt的灭活菌细胞混合 o使细胞浓度为 u≅ ts
| ∗ v≅

ts
|个r °̄ o即为 ≤∞∂ ∀
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表 t  疫苗的安全性

×¤¥qt  ≥¤©̈·¼ ²©√¤¦¦¬±̈ ³µ̈³¤µ¤·¬²±¶·²©¬¶«

组别 注射剂量 实验鱼数 存活率

k °̄ l k尾l k h l

≤ ∂ kts| 个r °̄ l s qv ts tss

≤∞∂ kts| 个r °̄ n ts ªr�l s qv ts tss

�°≥ kvs ªr�l s qv ts tss

对照 t kts| 个r °̄ l s qv ts s

对照 u kts ªr�l s qv ts s

对照 v k°�≥l s qv ts tss

对照 t }未经灭活的抗原 ~对照 u }未灭活的的 ∞≤° ~对照 v }°�≥ ∀

图 t 浸泡免疫牙鲆鱼抗鳗弧菌灭活细胞的血清凝集

效价变化

ƒ¬ªqt ≤«¤±ª̈¶¬±¤ªª̄∏·¬±¤·¬²±·¬µ̈¶¤ª¤¬±¶·®¬̄̄ §̈¦̈¯̄¶²©

ς.ανγυιλλαρυµ ¬± Παραλιχητηψσολιϖαχευσ¤©·̈µ

¬°°̈ µ¶¬²±¬°°∏±¬½¤·¬²±

t p
免疫组死亡率
对照组死亡率

≅ tss h
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tqvqv 脂多糖k�°≥l的制备 细菌以 ×≥�k不加

琼脂的 ×≥�l培养 w{ «oy sssµr °¬±离心 vs°¬±o取菌

体 o按照 �²«±¶̈± t|zz年报道的方法提取脂多糖 o以

°�≥稀释到 vs ªr�o贮存于 w ε ∀

1 q4 疫苗的安全性

将疫苗 ≤∂ o≤∞∂ 和 �°≥各以 sqv °̄ r尾腹部肌肉

注射健康牙鲆 ∀对照设 v组 o分别注射 °�≥o活细菌以

及未灭活的 ∞≤°∀实验鱼暂养 tx §o观察并记录鱼的

症状及存活情况 ∀

1 q5 免疫

tqxqt 浸泡免疫 用海水将疫苗 ≤∂ o≤∞∂和 �°≥

配制至浓度依次为 ts
{个r°̄ ots

{个r°̄ksqtªr�losqtªr�o

放入牙鲆 o通气浸泡 vs °¬±~不加疫苗的牙鲆通气处

理 vs °¬±o作为对照组 ∀u周后以相同条件进行二次浸

泡免疫 ∀

tqxqu 注射免疫 浓度依次为ts
|个r °̄ ots

|个r °̄

ksqu ªr�losqu ªr�的 ≤∂ o≤∞∂和�°≥o各以 sqt °̄r尾腹

部肌肉注射健康牙鲆 o对照组注射等量的 °�≥∀u周后

以同等剂量进行第二次免疫 ∀

1 q6 血清凝集抗体效价测定

第 u次免疫后的第 u周开始尾柄静脉采血 o每次

取 v尾鱼 ∀血液于 vz ε 放置 t «o冰箱过夜 o离心取血

清 ∀用 |y孔血凝板 o以疫苗细胞为抗原对血清进行效

价测定 ∀

1 q7 疫苗免疫保护力的测定

在第 u次免疫后的第 {周 o每组取鱼 ux尾 o以 �v

活菌进行攻毒 o腹部肌肉注射 squ °̄ r尾 o统计每组鱼

攻毒后 tw §内的疫苗免疫保护力 k� °≥l o计算公式

为 }� °≥ �

u 结果

2 q1 疫苗的灭活及其安全性

疫苗的安全性结果见表 t∀经 sqxh福尔马林处

理的细菌细胞 o在 u{ ε vy «被灭活 o灭活后的细菌细

胞以腹部注射健康牙鲆 o存活率达 tssh ~未经灭活的

∞≤°注射牙鲆 otx §内死亡率为 tssh o病鱼的主要症

状为注射部位周围肌肉红肿 !内脏贫血 o表明细菌的

胞外毒素可导致牙鲆中毒 ~ ≤∞∂ 腹部注射健康牙鲆 o

存活率达 tssh o说明细菌的 ∞≤°在 tss ε 条件下 ts

°¬±可被灭活 ~剂量为 | °ªr尾的细菌 �°≥未引起牙鲆

死亡 o表明较高浓度的 �°≥对牙鲆是安全的 ∀

2 q2 牙鲆的体液免疫反应

以疫苗细胞为抗原检测免疫牙鲆的血清抗体效

价 ∀从浸泡组的结果来看 o免疫后第 w周开始检测到

抗体效价 o但滴度很低 o平均为 tΒ uqs ∗ tΒ xqv~免

疫后 y ∗ z周 o效价达到最高 o各组依次平均为 wxqv

k≤∂l !vuqyk≤∞∂l !uwqsk�°≥l o此后效价呈缓慢下降

趋势 ∀对照组虽能检测到抗体效价 o但变化不明显 o

变化范围为 s ∗ tΒ {qs k图 tl ∀

从注射免疫组的结果来看 o免疫后第 w周检测到

较高抗体效价 o第 z ∗ {周达到最高效价 o各组依次平

均为 tΒ zy{qsk≤∂l !{xvqvk≤∞∂l和 xtuqsk�°≥l o第 {

周后效价呈逐渐下降趋势 o至 tt周时 o 效价维持在

utvqv ∗ vwtqv∀对照组抗体效价没有很大变化 o变化

范围在 tΒ tqv ∗ tΒ ttqvk图 ul ∀
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图 u 注射免疫牙鲆鱼抗鳗弧菌灭活细胞的血清凝集

效价变化
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表 2  疫苗免疫保护力

Ταβ .2  Ρελατιϖε περχεντ συρϖιϖαλ οφ ϖαχχινε αγαινστ ς . αν2

γυιλλαρυµ στραιν Μ3

组别
死亡鱼数k实验鱼数l

浸泡免疫 注射免疫

免疫保护率k h l

浸泡免疫 注射免疫

≤ ∂ tzkuxl |kuxl vu qs yw qs

≤∞∂ twkuxl ykuxl ww qs zy qs

�°≥ twkuxl zkuxl ww qs zu qs

对照 uxkuxl uxkuxl s qs s qs

比较两种免疫方式的血清抗体效价 o浸泡组明显

低于注射组 ∀在浸泡组中 o以 ≤∂ 组出现的抗体效价

最高 ~在注射组中 o以 ≤∞∂ 组出现的抗体效价最高 ∀

2 q3 疫苗免疫保护力

牙鲆免疫后 {s §o以 uqty≅ ts
|
≤ ƒ�r°̄ 活菌肌肉

注射 o各组获得了不同程度的免疫保护 k表 ul ∀从浸

泡免疫的结果来看 o≤∂ o≤∞∂ 和 �°≥组的免疫保护力

依次为 vuqsh owwqsh owwqsh o以 ≤∞∂ 和 �°≥的保护

力最高 o ≤∂ 的保护力最低 ~从注射免疫结果来看 o

≤∂ o ≤∞∂和�°≥组的免疫保护力依次为ywqsh ozyqsh o

zuqsh o以 ≤∞∂ 的保护率最高 o其次为 �°≥o最低为

≤∂ ∀对照组的免疫保护力为 s∀结果表明注射免疫效

果比浸泡好 ∀

v 讨论

在制备疫苗时 o为了保护抗原 o作者采用了较温

和的灭活条件 o即在 sqxh福尔马林和 u{ ε 下灭活 o

并通过离心方法沉淀细胞 o以排除福尔马林对鱼体的

影响 ∀初步实验表明 o鳗弧菌 �v可产生多种胞外酶

和热不稳定性溶血素 o在体外可溶解牙鲆血细胞 ∀试

验中采用 sqxh福尔马林 ! tss ε kts °¬±l 的方法对

∞≤°进行脱毒 o消除了胞外毒素对鱼体的毒性作用 ∀

传统的鱼类疫苗是灭活的细菌细胞苗 o对某些鱼

类疾病起到了保护作用 o但对某些疾病并未获得理想

的结果 ∀许多研究表明许多病原侵入机体后都是通过

产生外毒素 !蛋白酶 !溶血素等毒力因子而使宿主发

病 o机体则通过产生相应的抗体而得到保护 ∀实验证

明 o鳗弧菌 �v产生的胞外毒素可导致牙鲆死亡 ∀此

外 o �°≥是革兰氏阴性细菌细胞外膜的主要成分 o是

重要的表面抗原 k�抗原l o具有极高的免疫原性 o因

此在上述基础上 o本文通过浸泡和肌肉注射两种免疫

途径 o比较了细胞苗 !细胞 p胞外产物苗和 �°≥的免

疫效果 ∀

在注射和浸泡两种免疫途径下 o含有胞外产物的

细胞苗比单纯的细胞苗具有更高的保护力 o在一定程

度上表明 �v的胞外产物具有保护性抗原成分 ~同时

结果也表明了 �°≥也起到了明显的保护作用 ∀�°≥是

对哺乳动物有害而对鱼类无害的一类细菌毒素 o一定

量的 �°≥能使鱼类产生极其显著的免疫反应 o从而获

得对该种病原的较强的免疫能力 ∀陈昌福等人 t|{|

报道用粘球菌类脂多糖注射草鱼 ow °ªr尾 kxs ∗ tss

ªl的剂量可导致 xsh的死亡率 ∀在作者的实验中 o用

较大剂量的 �v �°≥k| °ªr尾 o| ∗ tu ªl注射牙鲆 o不仅

未导致死亡 o而且还使牙鲆获得较高的血清中和抗

体 ∀目前报道的细菌胞外产物含有多种成分 o如蛋白

酶 !溶血素 !脂蛋白等 o因此对于鳗弧菌 �v的胞外产

物组成需要进一步研究 o以确定保护性抗原的作用 ∀

从血清学反应和免疫保护力来看 o注射免疫比浸

泡免疫效果好 ∀从注射免疫结果来看 o牙鲆的血清抗

体滴度和免疫保护力呈正相关 ∀从浸泡免疫结果来

看 o牙鲆血清抗体滴度与保护力的相关性不明显 o虽

然血清效价很低 o但具有较高的免疫保护力 o与未经

免疫的牙鲆有明显的差异 ∀

尽管注射方式具有较好的免疫效果 o但操作繁

琐 !工作量大 !且易造成鱼体的过分应激反应 o在作者

的实验中 o常出现注射鱼急性死亡的情况 ∀浸泡免疫

的理论基础是鱼的鳃和皮肤等体表组织可摄取抗原 o

适用各种规格鱼 o虽然效果不如注射法 o但可以满足

生产需要 o因而已成为当前免疫接种最常用的方法 ∀

影响浸泡免疫效果的因素很多 o如浸泡时间 !温度以

及疫苗的浓度等 o因此如何提高浸泡免疫的效果 o是

下一步研究工作的内容 ∀
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