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嗜水气单胞菌灭活疫苗对鲫鱼的免疫效果

祭仲石，厉成新，王中清，韦　艳，张木泓
（上海市海丰水产养殖有限公司，江苏盐城２２４１５１）

　　摘要：随着食品安全等问题日趋严重，寻找良好而安全的防治细菌性疾病的方法迫在眉睫。本研究利用从患病鲫
鱼体内分离的嗜水气单胞菌制备灭活疫苗，用（５０±５）ｇ的健康鲫鱼作为试验对象，免疫组腹腔注射制备的疫苗，对
照组腹腔注射等量的磷酸缓冲液。二次免疫后１、７、１４、２１、２８ｄ检测血清凝集效价、血清中溶菌酶活性和酸性磷酸酶
活性；二次免疫２８ｄ后，对免疫组和对照组同时腹腔注射嗜水气单胞菌进行攻毒，观察鲫鱼生长状况，记录死亡量。
结果表明，免疫组血清凝集效价在免疫后逐渐升高，在２１ｄ达到峰值，明显高于对照组；血清中溶菌酶活性和酸性磷
酸酶活性都于免疫后１４ｄ达到峰值，明显高于对照组；攻毒结果显示，免疫组死亡率１０．０％，对照组死亡率８３．７％，相
对保护率达到８８．５％。说明制备的嗜水气单胞菌灭活疫苗可以诱导鲫鱼产生免疫应答反应，对嗜水气单胞菌的感染
具有较好的免疫保护作用。
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　　嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）属于
γ－变形菌纲气单胞菌目气单胞菌科气单胞菌
属［１－２］。嗜水气单胞菌是水产养殖中多种疾病的病

原菌，广泛存在自然水体与养殖水体中，在池塘水

质恶化、养殖对象体质下降时往往诱发疾病，给水

产养殖带来重大损失［３－５］。嗜水气单胞菌是一种重

要的淡水养殖病原菌，可以感染多种水产动物，其

中以细菌性败血症最为严重，一般表现为体表和鳍

条充血、肛门红肿、腹部肿胀、有腹水等［６－７］。该病

在每年的６—９月高发，暴发迅速，一旦暴发往往造
成巨大的损失。目前，治疗嗜水气单胞菌引起的疾

病主要还是依靠内服抗生素和外用消毒剂来控制，

但是，抗生素和消毒剂的长期不合理使用容易产生

耐药菌株［８－９］，同时抗生素和消毒剂在鱼体内残留

也导致了食品安全问题。因此，寻找安全有效的方

法控制细菌性疾病对水产养殖及食品安全方面具

有重要意义。

运用免疫学方法，制备细菌疫苗，是控制细菌
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性疾病最有效的途径。疫苗是由病原微生物制成，

常用的有灭活疫苗和弱毒疫苗，灭活疫苗安全性

好、制备容易，但其表面部分抗原成分被破坏，所以

免疫效果不佳；而弱毒疫苗是由弱毒株制备，免疫

效果好，但弱毒疫苗是活菌，存在毒力恢复的风险，

所以弱毒疫苗须谨慎使用［１０］。水产中常用灭活疫

苗免疫养殖鱼类，近年来多项研究表明，嗜水气单

胞菌灭活疫苗可以使鱼类取得较好的免疫效

果［１１－１４］。本试验以鲫鱼为研究对象，使用甲醛灭活

的嗜水气单胞菌作为抗原，对鲫鱼进行免疫，定期

测定鲫鱼血清凝集效价和免疫保护率，旨在为鲫鱼

细菌性出血病的防控提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验鱼
从江苏省盐城市大丰区某鲫鱼养殖场采购健

康鲫鱼，规格５０ｇ左右，体表正常，无损伤。于实验
室暂养１周，水温（２０±０．５）℃，溶氧含量≥５ｍｇ／Ｌ，
每天投喂配合饲料２次，及时清除粪便、残饵。
１．２　疫苗制备

试验用嗜水气单胞菌于２０１８年分离自大丰某
发病塘口，编号ＨＦＨＬ－３－２４。将菌种接种于脑心
浸液（ＢＨＩ）液体培养基中，３０℃培养２４ｈ，离心法
收集菌体，使用灭菌的磷酸缓冲液（ＰＢＳ）调节菌液
浓度至１亿 ＣＦＵ／ｍＬ。在菌液中添加甲醛，使甲醛
终浓度为０．２％，３０℃培养２４ｈ，经过涂板验证彻底
灭活后，离心法收集菌体，使用 ＰＢＳ清洗２～３次，
最终调节浓度至１亿 ＣＦＵ／ｍＬ，即制出嗜水气单胞
菌疫苗，置于４℃保存备用。
１．３　疫苗安全性检测

在超净工作台中吸取１００μＬ制备好的嗜水气
单胞菌灭活疫苗，涂布于ＢＨＩ固体培养基上，设置３
个重复，３０℃培养４８ｈ，观察是否有菌落形成。取
３０尾鲫鱼腹腔注射疫苗 ０．２ｍＬ，另取 ３０尾注射
０．２ｍＬＰＢＳ作为对照，观察２周。
１．４　免疫与血清收集

将暂养后的鲫鱼随机分为２组，每组５０尾，分
别于２００Ｌ水族缸中进行试验。免疫组鲫鱼每尾注
射制备的灭活疫苗０．２ｍＬ，对照组每尾注射等量的
ＰＢＳ，第１次免疫７ｄ后进行二次免疫，然后分别在
１、７、１４、２１、２８ｄ随机从免疫组和对照组中取５尾鲫
鱼，尾柄静脉取血，将血液放置于室温下２ｈ，然后放
置于４℃冰箱 ６～８ｈ，４℃下 ４０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，收集上层血清，－２０℃保存备用。
１．５　血清溶菌酶（ＬＺＭ）和酸性磷酸酶（ＡＣＰ）活力
测定

按照南京建成生物工程研究所试剂盒说明书

操作测定免疫组和对照组血清ＬＺＭ和ＡＣＰ。
计算公式为：

ＬＺＭ活力＝测定管（Ｄ２－Ｄ１）÷标准管（Ｄ２－
Ｄ１）×标准管浓度（２００Ｕ／ｍＬ）×样本稀释倍数，
Ｕ／ｍＬ。

ＡＣＰ活力＝测定管Ｄ÷标准管Ｄ×标准管酚含
量（０．００５ｍｇ）×（１００ｍＬ÷０．０５ｍＬ），Ｕ／１００ｍＬ。
１．６　血清凝集效价

参考吴学婧等的方法［１０］，使用９６孔 Ｕ型板进
行血清凝集效价测定。在 Ｕ型板１～１２孔中加入
１００μＬＰＢＳ，在第１孔中加入１００μＬ血清，混匀后
依次向后进行２倍稀释，最后每孔加入１００μＬ的灭
活疫苗，混匀后放置于３７℃恒温培养箱２ｈ，４℃过
夜，观察凝集效果。凝集效果判定：“＋＋”表示
１００％凝集，凝集颗粒明显，液体透明；“＋”表示
５０％凝集，液体较混浊；“－”表示未凝集，液体混
浊。出现“＋”以上的血清最大稀释度为凝集效价。
１．７　免疫保护率测定

在二次免疫后２８ｄ，从免疫组和对照组中随机
取３０尾鲫鱼，每尾鱼腹腔注射０．２ｍＬ嗜水气单胞
菌（１亿ＣＦＵ／ｍＬ），每天记录死亡量，观察２周并统
计各组的死亡率，计算出相对免疫保护率。免疫保

护率（ＲＰＳ）＝（１－免疫组死亡率／对照组死亡
率）×１００％。

２　结果与分析

２．１　疫苗安全性
将制备的疫苗涂布于 ＢＨＩ固体培养基上，作３

个平行，２８℃放置４８ｈ后，３个平板上均未出现明
显菌落，说明嗜水气单胞菌已完全灭活。鲫鱼注射

疫苗２周内生活良好，未见明显发病症状和死亡，说
明制备的疫苗安全性较好，可以用于后续的试验。

２．２　ＬＺＭ活力随时间变化
鲫鱼二次免疫后，血清中 ＬＺＭ活力变化如图１

所示。可以看出，免疫组血清中 ＬＺＭ活力逐渐上
升，在免疫后１４ｄ达到最高值（１８８．６Ｕ／ｍＬ），然后
逐渐下降；对照组血清中溶菌酶活力无明显变化，

一直处于较低的水平，免疫组 ＬＺＭ活力１４ｄ后开
始明显高于对照组。
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２．３　ＡＣＰ活力随时间变化
鲫鱼二次免疫后，免疫组血清中ＡＣＰ活力在免

疫后逐渐上升，在免疫后 １４ｄ达到最高值
（２６．４Ｕ／ｍＬ），然后趋于稳定，有缓慢下降；对照组
血清中ＡＣＰ活力无明显变化，且一直处于较低的水
平，免疫组ＡＣＰ活力免疫后７ｄ开始明显高于对照
组（图２）。

２．４　血清凝集效价
鲫鱼注射嗜水气单胞菌疫苗后，其血清抗体凝

集效价见表１。结果表明，免疫组鲫鱼血清对嗜水
气单胞菌具有明显的凝集作用，免疫组鲫鱼在二次

免疫后，其血清凝集效价逐渐上升，在２１ｄ达到最
大值（１∶５１２）；对照组鲫鱼的血清凝集效价一直处
于较低的水平（１∶４），免疫组明显高于对照组。

表１　嗜水气单胞菌灭活疫苗对鲫鱼血清抗体效价的影响

时间

（ｄ） 分组
稀释倍数

２ ４ ８ １６ ３２ ６４ １２８ ２５６ ５１２ １０２４ ２０４８ ４０９６
１ 免疫组 ＋ ＋ － － － － － － － － － －

对照组 ＋ ＋ － － － － － － － － － －
７ 免疫组 ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ － － － － － － － －

对照组 ＋ ＋ － － － － － － － － － －
１４ 免疫组 ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋ － － － － － －

对照组 ＋ ＋ － － － － － － － － － －
２１ 免疫组 ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋ － － －

对照组 ＋ ＋ － － － － － － － － － －
２８ 免疫组 ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋ － － －

对照组 ＋ ＋ － － － － － － － － － －

２．５　免疫保护率
二次免疫后２８ｄ，使用嗜水气单胞菌对免疫组

和对照组鲫鱼进行攻毒感染试验，攻毒后饲养２周。
由表２可知，攻毒２周后，免疫组鲫鱼死亡３尾，死
亡率 １０．０％；对照组鲫鱼死亡 ２６尾，死亡率
８６７％。由免疫保护率公式计算得，嗜水气单胞菌
ＨＦＨＬ－３－２４对鲫鱼的免疫保护率为８８．５％。

表２　嗜水气单胞菌对鲫鱼攻毒结果

分组
试验鱼数量

（尾）

死亡量

（尾）

死亡率

（％）

免疫组 ３０ ３ １０．０
对照组 ３０ ２６ ８６．７

３　讨论

鱼类具有相对完善的免疫系统，主要免疫器官

是胸腺、肾脏和脾脏，鱼类的免疫系统可以对接种

的疫苗产生一定的非特异性免疫和特异性免疫反

应，从而保护鱼体，阻止病原菌的入侵［１５－１７］。

鱼类血清中具有多种体现免疫力的酶，溶菌酶

和酸性磷酸酶活性是体现鱼体免疫力的重要指标，

通过检测酶活性可以了解鱼体的免疫能力。周勇

等对施氏鲟免疫注射灭活嗜水气单胞菌疫苗后发

现，施氏鲟血清中的溶菌酶和酸性磷酸酶活性分别

在免疫后 ７ｄ和 １４ｄ达到峰值，极显著高于对照
组［１８］；孙金辉等研究嗜水气单胞菌灭活疫苗对虹鳟

免疫力和抗病力的影响时发现，嗜水气单胞菌灭活

疫苗可以提高虹鳟血清溶菌酶活力，虹鳟免疫后

１４ｄ显著高于对照组，在２１ｄ时达到最大值［１１］；毛

会丽等研究发现，嗜水气单胞菌灭活疫苗可以极大

地提高溶菌酶和酸性磷酸酶活性［１９］。本研究表明，
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鲫鱼在注射嗜水气单胞菌灭活疫苗７ｄ后，溶菌酶
和酸性磷酸酶活性明显增强，随着时间推移不断增

高，在１４ｄ达到最高峰，随后逐渐下降，到２８ｄ时仍
然明显高于对照组，说明嗜水气单胞菌灭活疫苗有

效促进了血清中溶菌酶和酸性磷酸酶活性，增强了

鲫鱼的非特异性免疫效果。

血清凝集效价是判断血清中抗体水平的一项

指标，周勇等对施氏鲟免疫注射灭活嗜水气单胞菌

疫苗后发现，血清抗体效价于免疫后 ２１ｄ达到
１∶２０３的峰值，显著高于对照组［１８］。刘迅猛使用

０．３％甲醛灭活疫苗免疫鲫鱼后，血清抗体效价持续
增高，在４９ｄ达到最高值，然后开始下降［２０］。本研

究结果表明，免疫７ｄ后，即可见血清凝集效价明显
高于对照组，在２１ｄ达到最高值，到试验结束未见
明显下降，与其他研究结果略有差异，可能是不同

嗜水气单胞菌菌株的抗原决定簇不同和灭活条件

不同等因素造成的。孙金辉等将嗜水气单胞菌疫

苗免疫虹鳟后发现，嗜水气单胞菌灭活疫苗对虹鳟

有较 高 的 免 疫 保 护 作 用，免 疫 保 护 率 达 到

７１．４３％［１１］；蒋启欢等研究表明，采用腹腔注射的方

式，嗜水气单胞菌疫苗对草鱼的免疫保护率达到

９０％［１２］。本研究的攻毒结果显示，嗜水气单胞菌灭

活疫苗对鲫鱼有较强的免疫保护作用，相对免疫保

护率为８８．５％，与相关研究结果相一致。
嗜水气单胞菌是常见的水产致病菌，而抗生素

和消毒剂的大量使用容易产生耐药菌株，同时抗生

素在鱼体内残留也导致了食品安全问题。因此，应

用免疫学原理，研究水产养殖用防控细菌性疾病的

疫苗，对水产养殖的健康发展具有重要意义。本研

究说明本方法制备的嗜水气单胞菌可以诱导鲫鱼

产生非特异性和特异性免疫应答反应，对嗜水气单

胞菌的感染具有较好的免疫保护作用，后期还需对

免疫途径、免疫期和佐剂等进行研究，以期寻找适

合当地大面积生产使用的灭活疫苗。
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