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　　摘要：为了研发１种黄颡鱼鲇鱼爱德华氏菌弱毒活疫苗，以开展候选弱毒株的筛选，从湖州地区患“裂头病”的黄
颡鱼体内分离到１株细菌，暂命名为ＡＷ３０７２６Ｋ。应用理化特性及１６ＳｒＲＮＡ对其进行鉴定，并展开致病性和免疫原
性研究。结果显示，ＡＷ３０７２６Ｋ为鲇鱼爱德华氏菌（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｉｃｔａｌｕｒｉ），该菌对黄颡鱼（１００±２）ｇ的ＬＤ５０为９．３３×

１０９ＣＦＵ／ｍＬ，不同免疫途径下的活菌免疫保护率为７４％～１００％，血清抗体效价均在２１ｄ达到峰值，且免疫效果以注
射免疫为最佳，而浸泡与口服免疫效果相近。上述研究表明，新分离的 ＡＷ３０７２６Ｋ为鲇鱼爱德华氏菌弱毒株，能有效
防御鲇鱼爱德华氏菌的感染，可作为弱毒疫苗的候选株。
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　　鲇鱼爱德华氏菌（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｉｃｔａｌｕｒｉ）是一种兼性的胞
内寄生菌，为革兰氏阴性短杆菌，隶属于肠杆菌科、爱德华氏

菌属（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ）［１］。该菌最早发现于美国患肠道败血病
（ｅｎｔｅｒｉｃｓｅｐｔｉｃｅｍｉａｏｆｃａｔｆｉｓｈ，ＥＳＣ）的斑点叉尾 ，其感染宿主

主要为鲇形目鱼类［２］，在我国易感染鲇形目鱼类黄颡鱼

（Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓｆｕｌｖｉｄｒａｃｏ），并导致“裂头病”，主要症状为感染
病鱼严重时下颌皮肤破损出血呈圆形孔洞，头骨裂开，在头顶

部出现１条狭长的溃烂出血带，呈现典型的“裂头”。该病在
每年６—９月间黄颡鱼主养地区大规模暴发，发病率在５０％
以上，发病后死亡率为７０％～１００％，给养殖业造成巨大经济
损失。目前，黄颡鱼“裂头病”的防治主要依赖消毒剂及抗生

素等化学杀菌药物［３－４］，但收效甚微，且产生了大量的耐药性

菌株，造成药物残留，同时导致严重的环境污染。而鲇鱼爱德

华氏菌是胞内寄生菌，传统灭活疫苗收效甚微。本试验从浙

江省湖州市的黄颡鱼“裂头病”病料中分离到鲇鱼爱德华氏

菌并对其进行鉴定和致病性试验，同时对其免疫原性进行初

步分析，为进一步研究毒力因子与弱毒菌苗等提供材料。

１　材料与方法

１．１　材料
　　试验鱼：病鱼采集自浙江省湖州市东林镇保丰村黄颡鱼
养殖场；健康黄颡鱼购自浙江省湖州市东林镇南星田黄颡鱼

养殖场，平均体质量（１００±２）ｇ。
　　主要试剂：ＴＳＢ、ＴＳＡ和药物敏感试纸，均购自杭州天和

微生物试剂有限公司；细菌１６ＳｒＤＮＡ基因扩增通用引物合
成和基因测序，均由生工生物工程（上海）有限公司完成；细

菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒、ＰＣＲ试剂盒和ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，均为
Ｂｉｏｍｉｇａ公司产品。
１．２　细菌的分离

取所采集病样的脑、肝、脾、肾脏接种于 ＴＳＡ培养基，置
于２８℃恒温培养４８ｈ，挑选单个优势菌落进行纯化培养，于
ＴＳＢ培养基中扩大培养，菌液加甘油于－８０℃保存，备用。
１．３　细菌的鉴定
１．３．１　形态特征　将病原菌接种于 ＴＳＢ培养基，２８℃恒温
培养４８ｈ，观察菌落的形态；挑取单菌落进行革兰氏染色，１００
倍油镜下观察菌体颜色与形态。

１．３．２　生理生化鉴定　参照《伯杰细菌鉴定手册》第八版、
《常见细菌系统鉴定手册》和《细菌属的鉴定指导》，将病原菌

交由嘉兴蓝诺盛生物科技有限公司进行生理生化鉴定。

１．３．３　１６ＳｒＤＮＡ基因序列测定　采用１６ＳｒＤＮＡ的通用引
物，正向引物ｓｇＦ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′；反向
引物ＳｇＲ：５′－ＴＡＧＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′进行扩增，
目的片段长度 １５００ｂｐ。扩增条件为：９４℃预变性 ４ｍｉｎ；
９４℃ ４０ｓ，５４℃４０ｓ，７２℃９０ｓ，３５个循环；最后７２℃ 延伸
１０ｍｉｎ。扩增产物交由生工生物工程（上海）有限公司测序，
测序结果进行Ｂｌａｓｔ比对分析。
１．４　毒力测定试验

将菌株１０倍稀释成１０６～１０１１ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液，肌肉
注射健康黄颡鱼（１００±２）ｇ，注射０．１ｍＬ／尾，对照组注射等
量无菌ＰＢＳ，每组放养３０尾，试验组设置２组重复。水温控
制在（２８±１）℃，饲养观察１４ｄ，随后记录发病症状和死亡情
况，并对死亡病料进行细菌分离鉴定，细菌的半数致死量根据

死亡率用改良寇氏法计算。

１．５　免疫原性试验
１．５．１　免疫原的制备　ＡＷ３０７２６Ｋ于 ＴＳＢ培养基中扩大培
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养，活菌计数后离心用生理盐水进行稀释，使菌浓度达到１０９

ＣＦＵ／ｍＬ，无需灭活即为弱毒株免疫原。
１．５．２　免疫接种　将所制备免疫原通过注射、浸泡及口服３
种途径对健康黄颡鱼进行免疫。注射免疫：采用腹腔注射接

种０．１ｍＬ／尾，每组注射 ５０尾健康黄颡鱼；对照组注射
０．１ｍＬ／尾 无菌 ＰＢＳ，共注射５０尾。浸泡免疫：采用短时浸
泡免疫法，将免疫原以无菌ＰＢＳ稀释１００倍，浸泡５ｍｉｎ，每组
浸泡５０尾健康黄颡鱼；对照组浸泡无菌 ＰＢＳ共５０尾。口服
免疫：０．１ｍＬ／尾连续灌喂７ｄ，每组灌喂５０尾健康黄颡鱼；对
照组灌喂０．１ｍＬ／尾无菌ＰＢＳ，连续灌喂７ｄ，共计５０尾。试
验期间，试验鱼及对照组均每天早晚投喂饲料。

１．５．３　血清样本的采集　上述免疫、对照组的黄颡鱼分别于
免疫接种７、１４、２１、２８ｄ时，随机采集３尾黄颡鱼进行尾静脉
采血，收集血清。

１．５．４　免疫效果评价
１．５．４．１　免疫保护力　免疫接种结束 ２８ｄ后，腹腔注射
１ｍＬ／尾５０倍ＬＤ５０强毒株，免疫鱼和对照鱼一同攻毒，记录
各组的死亡情况，计算免疫保护率。

免疫保护率（ＲＰＳ）＝攻毒对照组阳性率－免疫组阳性率
攻毒对照组阳性率

×１００％。

１．５．４．２　三抗体夹心酶联免疫吸附法　将收集的血清用三
抗体夹心酶联免疫吸附法进行检测。具体方法如下：包被

ＡＷ３０７２６Ｋ抗原１０８ＣＦＵ／ｍＬ，１００μＬ／孔，４℃过夜；ＰＢＳＴ洗
涤３次，加入封闭液，２００μＬ／孔，３７℃孵育３ｈ；ＰＢＳＴ洗涤３
次，加入１∶１００的免疫后待测鱼血清，１００μＬ／孔，３７℃孵育
１．５ｈ；ＰＢＳＴ洗涤３次，加入１∶１０００的黄颡鱼免疫球蛋白单
克隆抗体，１００μＬ／孔，３７℃孵育１．５ｈ；ＰＢＳＴ洗涤３次，加入
１∶１０００的辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠ＩｇＧ，１００μＬ／孔，

３７℃孵育 １．５ｈ；ＰＢＳＴ洗涤 ３次，加入 ＴＭＢ显色液，
１００μＬ／孔，３７℃孵育２０～３０ｍｉｎ，加入２ｍｏｌ／Ｌ硫酸溶液终
止反应，５００μＬ／孔；结果判定用自动酶标仪读取 Ｄ４５０ｎｍ值
（Ｐ／Ｎ≥２．１判为阳性，Ｐ／Ｎ＜２．１判为阴性）。

２　结果与分析

２．１　细菌的分离结果
从典型“裂头病”病样的肾脏中分离到１株细菌，暂命名

为ＡＷ３０７２６Ｋ。菌落特征为在 ＴＳＡ培养基上呈圆形光滑、隆
起、半透明的灰白色小菌落，该菌落生长缓慢，２８℃培养４８ｈ
才能形成直径为０．２ｍｍ菌落。
２．２　病原菌的鉴定结果
２．２．１　形态学鉴定　经革兰氏染色镜检，该菌为革兰氏阴性
菌，０．８μｍ×２．０μｍ。其形态特征为短杆状、单生、不生芽
孢、无荚膜（图１）。

２．２．２　生理生化鉴定　参照《伯杰细菌鉴定手册》第八版、
《常见细菌系统鉴定手册》及《细菌属的鉴定指导》，由表１可
知，初步确定病原菌为鲇鱼爱德华氏菌Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｉｃｔａｌｕｒｉ。

表１　菌株的生化鉴定结果

测定项目 结果 测定项目 结果

Ｌ－吡咯烷基芳胺酶（ＰｙｒＡ） － Ｌ－阿拉伯醇（ＩＡＲＬ） －
Ｄ－纤维二糖（Ｄｃｅｌ） － β－半乳糖苷酶（β－ＧＡＬ） －
Ｈ２Ｓ产生（Ｈ２Ｓ） － β－Ｎ－乙酰葡萄糖胺酶（ＢＮＡＧ） ＋
谷氨酰芳胺酶（ＡＧＬＴｐ） － Ｄ－葡萄糖（ｄＧＬＵ） ＋
γ－谷氨酰转移酶（ＧＧＴ） － 葡萄糖发酵（ＯＦＦ） －
黄色素 － β－葡萄糖苷酶（ＢＧＬＵ） －
Ｄ－麦芽糖（ｄＭＡＬ） － Ｄ－甘露醇（ｄＭＡＮ） －
Ｄ－甘露糖（ｄＭＮＥ） ＋ β－木糖苷酶（ＢＸＹＬ） －
β－丙氨酸芳胺酶（ＢＡＩａｐ） － Ｌ－脯氨酸芳胺酶（ＰｒｏＡ） －
酯酶（ＬＩＰ） － 古老糖（ＰＬＥ） －
酪氨酸芳胺酶（ＴｙｒＡ） － 尿素酶（ＵＲＥ） －
Ｄ－山梨醇（ｄＳＯＲ） － α－丙氨酸－苯丙氨酸－脯氨酸芳胺酶（ＡＰＰＡ） －
侧金盏花醇（ＡＤＯ） － 蔗糖（ＳＡＣ） －
Ｄ－塔格糖（Ｄｔａｇ） － Ｄ－海藻糖（ｄＴＲＥ） －
丙二酸盐（ＭＮＴ） － 柠檬酸盐（钠）（ＣＩＴ） －
５－酮－葡糖酸盐（５ＫＧ） － 乳酸盐产碱（ＩＬＡＴｋ） －
α－葡萄糖苷酶（ＡＧＬＵ） － 琥珀酸盐产碱（ＳＵＣＴ） －
Ｎ－乙酰－β－半乳糖胺酶（ＮＡＧＡ） － α－半乳糖苷酶（ＡＧＡＬ） －
磷酸酶（ＰＨＯＳ） ＋ 氨基乙酸芳胺酶（ＧｌｙＡ） －
鸟氨酸脱羧酶（ＯＤＣ） － 赖氨酸脱羧酶（ＬＤＣ） －
Ｌ－组氨酸同化（ＩＨＩＳａ） － ＣＯＵＲＭＡＲＡＴＥ（ＣＭＴ） －
β－葡萄糖苷酸酶（ＢＧＵＲ） － 谷氨酸－甘氨酸－精氨酸芳胺酶（ＧＧＡＡ） －
Ｏ／１２９耐受（Ｏ１２９Ｒ） － Ｌ－苹果酸盐同化（ＩＭＬＴａ） －
ＥＬＬＭＡＮ（ＥＬＬＭ） ＋

　　注：＋指阳性；－指阴性；Ｆ指发酵型。
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２．２．３　１６ＳｒＤＮＡ基因序列测定　病原菌经细菌１６ＳｒＲＮＡ
基因通用引物扩增后得到１ｋｂ的片段，对基因核苷酸序列的
同源性分析发现与鲇鱼爱德华氏菌标准菌株（ＡＴＣＣ３３２０２）
的保守性片段同源性为９９％，结合形态学及生理生化特征判
定为鲇鱼爱德华氏菌。

２．３　菌株的毒力
腹腔注射细菌悬液的人工感染方法能使健康的黄颡鱼发

病，且人工感染症状与自然发病症状相似，即病鱼头顶发红、

溃烂，腹腔有腹水等症状。人工感染的结果见表２。
改进的寇氏法公式计算半数致死量的公式：ｌｇＬＤ５０ ＝

Ｘｋ－ｄ（∑Ｐｉ－０．５），其中 Ｘｋ为最大对数剂量，ｄ为相邻２组
对数剂量之差数，Ｐｉ为死亡率，ｉ为组号，可以计算出菌株对
黄颡鱼的半数致死量。

ＡＷ３０７２６Ｋ株 对 黄 颡 鱼 的 半 数 致 死 量 ｌｇＬＤ５０ ＝
ｌｇ（１０１０）－１×（１０／３０＋６／３０－０．５）＝９．９７，所以 ＬＤ５０ ＝
９．３３×１０９ＣＦＵ／ｍＬ。

表２　人工回感试验７ｄ内死亡情况

细菌编号
菌浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ）
试验鱼数

（尾）

感染后每日平均死亡数（尾）

第１天 第２天 第３天 第４天 第５天 第６天 第７天
死亡总数

（尾）

死亡率

（％）

ＡＷ３０７２６Ｋ １０１１ ３０ ０ １ ２ ２ ３ １ １ １０ ３３．３
１０１０ ３０ ０ ０ ３ ０ ２ １ ０ ６ ２０．０
１０９ ３０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０．０
１０８ ３０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０．０
１０７ ３０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０．０
１０６ ３０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０．０

生理盐水 ３０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０．０

２．４　免疫保护力
由表３可知，免疫效果以注射最佳，浸泡与口服的效果

相近。

表３　弱毒株免疫试验结果

免疫原 免疫途径
死亡数

（尾）

死亡率

（％）
免疫保护率

（％）

弱毒株 注射 ０ ０ １００
浸泡 １３ ２６ ７４
口服 １３ ２６ ７４

对照组 注射 ５０ １００ ０
浸泡 ５０ １００ ０
口灌 ５０ １００ ０

２．５　免疫效果评价
将所收集血清用三抗体夹心酶联免疫吸附法进行检测，

由图２可知，注射免疫效价最高，ＡＷ３０７２６Ｋ弱毒活疫苗在免
疫后２１ｄ出现峰值。浸泡免疫效价次之，ＡＷ３０７２６Ｋ弱毒活
疫苗在免疫后２１ｄ出现峰值。口服免疫效价不高，且与 ＰＢＳ
对照差异不大。

３　讨论

黄颡鱼“裂头病”最早报道于２００８年［２］，其后在浙江、湖

南、湖北等黄颡鱼主养区相继发现该病例［３－８］。目前，对该病

的病原研究已较为深入，大部分学者认为其病原是鲇鱼爱德

华氏菌［３－６］，但也有相关研究表明引起该病的病原菌为迟钝

爱德华氏菌［９－１０］，考虑与地域、环境等因素有关［１１］。本研究

从患“裂头病”的黄颡鱼体内分离得到１株优势菌株，通过人
工注射感染健康黄颡鱼成功复制典型“裂头病”症状，且从人

工感染病样体内分离到相同菌株，证明这株优势菌为“裂头

病”病原菌。根据形态特征、理化特性结果，结合１６ＳｒＤＮＡ
基因序列测定及系统分析，最终确定其为鲇鱼爱德华氏菌

（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｉｃｔａｌｕｒｉ）。这与周冬仁等、郑善坚等、徐进等和
耿毅等的研究结果［３－６］一致。

　　鲇鱼爱德华氏菌为革兰氏阴性短杆菌，隶属于肠杆菌科、
爱德华氏菌属（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ）。该菌最早发现自美国患肠道
败血病（ｅｎｔｅｒｉｃｓｅｐｔｉｃｅｍｉａｏｆｃａｔｆｉｓｈ，ＥＳＣ）的斑点叉尾 ［１２］，

目前世界卫生组织已将ＥＳＣ列为重要的鱼病［１３］，ＥＳＣ的暴发
给斑点叉尾 养殖业造成了巨大的损失，占全部死亡的

４７％［１４］。鲇鱼爱德华氏菌感染宿主主要为鲇形目鱼类，是一

种重要的鱼类病原菌［１５－２０］。目前，对黄颡鱼裂头病的防治依

赖于抗生素［２１］，该菌对四环素类、磺胺类、头孢类药物敏感，

但由于药物很难通过血脑屏障到达脑部，并且易诱导产生耐

药菌，因此建议以预防为主。

疫苗是预防疾病最有效的方法，２０世纪 ９０年代
Ｖｉｎｉｔｎａｎｔｈａｒａｔ等就已对斑点叉尾 注射 Ｅ．ｉｃｔａｌｕｒｉ细胞提取
物与全细胞疫苗［２２］；Ｋｌｅｓｉｕｓ等用利福平处理鲇鱼爱德华氏菌
制备弱毒疫苗，对不同血清型的平均相对免疫保护率为

６４．６％［２３］。近年来，我国也研发了黄颡鱼鲇鱼爱德华氏菌灭

活疫苗，免疫保护率达７０．２％［２４］；以及斑点叉尾 菌蜕疫苗

免疫保护率达到８９．３％［２５］。考虑鲇鱼爱德华氏菌是胞内寄

生菌［２６］，传统的菌体灭活疫苗效果不佳，因此致力于研发一

种黄颡鱼鲇鱼爱德华氏菌弱毒活疫苗。为此开展弱毒疫苗候

选菌株的筛选工作，通过致病性研究明确 ＡＷ３０７２６Ｋ对黄颡
鱼（１００±２）ｇ的ＬＤ５０为９．３３×１０

９ＣＦＵ／ｍＬ，证明ＡＷ３０７２６Ｋ
是天然弱毒株。同时，对 ＡＷ３０７２６Ｋ开展免疫原性研究，在
菌浓度为１０９ＣＦＵ／ｍＬ，注射组免疫保护率达１００％，浸泡和口
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服组均为７４％，相较隗黎丽等利用从患病黄颡鱼脑部组织分
离出的致病菌株ＪＸＨＳ制备黄颡鱼鲇鱼爱德华氏菌的灭活疫
苗，免疫保护率为７０．２％［２４］，其效果更显著。

血清抗体效价结果表明，不同的免疫途径效果差异明显，

注射效果优于浸泡，浸泡效果优于口服，但都在免疫后２１ｄ
出现峰值。虽然浸泡组和口服组免疫保护力相差不大，但血

清抗体效价结果却差距很大，这或许和口服组的细胞免疫和

黏膜免疫有关，弱毒活疫苗诱导特异性的细胞免疫反应也会

产生有效的免疫保护。结合生产实际，注射组虽然效果最佳，

但在生产中难以操作，因为黄颡鱼通常在放苗前进行疫苗免

疫，其个体仅约２０ｇ，注射免疫对其应激较大，且操作成本很
高［２７］，浸泡和口服免疫保护率相近，虽然浸泡免疫最易操作，

但由于弱毒活疫苗在浸泡中存在诸多的安全隐患［２８］，因此研

发适合口服的弱毒活疫苗将成为预防该病的最佳方式。
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ＣｈａｎｎｅｌｃａｔｆｉｓｈｔｏＥｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｉｅｔａｌｕｒｉ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｑｕａｔｉｃ

ＡｎｉｍａｌＨｅａｌｔｈ，１９９２，４（３）：２０７－２１４．

［２３］ＫｌｅｓｉｕｓＰＨ，ＳｈｏｅｍａｋｅｒＣＡ，ＲｏｔＤＳ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｕｓｅｏｆ

ｍｏｄｉｆｉｅｄｌｉｖｅＥｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｉｃｔａｌｕｒｉｖａｃｃｉｎｅａｇａｉｎｓｔｅｎｔｅｒｉｃｓｅｐｔｉｃｅｍｉａ

ｏｆｃａｔｆｉｓｈ［Ｊ］．Ａｄｖａｎｃｅｓｉｎｖｅｔｅｒｉｎａｒｙｍｅｄｉｃｉｎｅ，１９９９，４１：５２３－

５３７．　

［２４］隗黎丽，刘　毅，周秋白，等． 爱德华氏菌灭活疫苗对黄颡鱼

免疫效果［Ｊ］．南昌大学学报（理科版），２０１４，３８（３）：２６３－２６７．

［２５］王荣华．
!

爱德华氏菌（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｉｅｔａｌｕｒｉ）菌蜕疫苗的研究

［Ｄ］．长沙：湖南农业大学，２０１４．

［２６］陈翠珍．爱德华氏菌及鱼类爱德华氏菌病［Ｊ］．河北科技师范

学院学报，２００４，１８（３）：７０－７６．

［２７］ＮａｋａｎｉｓｈｉＴ，ＫｉｒｙｕＩ，ＯｔｏｔａｋｅＭ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｎｅｗｖａｃｃｉｎｅ

ｄｅｌｉｖｅｒｙｍｅｔｈｏｄｆｏｒｆｉｓｈ：ｐｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｂｙｉｍｍｅｒｓｉｏｎ

ｗｉｔｈａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆａｍｕｌｔｉｐｌｅｐｕｎｃｔｕｒｅｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｖａｃｃｉｎｅ，

２００２，２０（３１／３２）：３７６４－３７６９．

［２８］甘玲玲，王蔚芳，雷霁霖，等．鲆鲽类渔用疫苗研究现状及展望

［Ｊ］．渔业科学进展，２０１３，３４（２）：１２５－１３１．

—０９１— 江苏农业科学　２０１８年第４６卷第２０期


