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鲖爱德华菌口服疫苗对斑点鲖的免疫效果
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摘要：为评价鲖爱德华菌口服微球疫苗对斑点鲖的免疫效果，实验以天然高分子聚合物
海藻酸钠和鲖爱德华菌灭活疫苗为材料，制备鲖爱德华菌口服微球疫苗。将实验动物随
机分为鲖爱德华菌微球疫苗组、鲖爱德华菌灭活疫苗组、空微球组和对照组，以拌料口
服方式进行免疫，通过检测血清中溶菌酶活力、总超氧化物歧化酶(T-SOD)活力、补体
替代途径(ACH50)活性等非特异性免疫指标，抗体效价以及相对免疫保护率评价疫苗免
疫效果，采用荧光定量PCR检测口服疫苗对斑点鲖免疫相关基因表达量的影响。结果显
示，鲖爱德华菌口服微球疫苗能够较长时间增强斑点鲖非特异性免疫功能；血清凝集效
价于第5周达到峰值，为1∶16，免疫后第7周仍可检测到特异性抗体；口服鲖爱德华菌
微球疫苗的斑点鲖获得的抗鲖爱德华菌相对免疫保护率为60.7%，远高于灭活疫苗组
(14.3%)及空微球组(10.7%)；荧光定量分析结果显示，攻毒后48 h相比攻毒前各免疫基因
表达量均有上调，鲖爱德华菌微球疫苗对受免鱼肾脏、脾脏中免疫基因的表达影响尤为
明显。结果表明，鲖爱德华菌口服微球疫苗能增强斑点鲖非特异性免疫功能，对鲖爱德
华菌病起到一定的预防作用。
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斑点鲖(Ictalurus punctatus)亦称沟鲶(channel
c a t f i s h ) ， 属 鲇 形 目 ( S i l u r i f o r m e s ) 、鲖科

(Ictaluridae)鱼类，是世界公认的最适合加工的优

良淡水养殖品种。目前，我国已将斑点鲖推广到

20多个省市进行养殖，并在湖北、江西、湖南、

安徽和四川等省逐步形成了产业化发展趋势 [1]。

然而随着集约化养殖技术的发展和养殖良种的

种质退化，各种细菌性疾病成为危害斑点鲖健康

养殖的首要问题 [2]。其中，鲖爱德华菌病因其发

病急、发病率和死亡率高等特点，备受养殖者

和研究者重视。

鲖爱德华菌(Edwardsiella ictaluri)属于肠杆菌

科(Enterobacteriaceae)，爱德华菌属(Edwardsiella)，

革兰氏阴性短杆菌，是一种重要的鱼类病原

菌，主要感染鲇形目的一些种类，斑点鲖是最易

感鱼类 [3 ]。该病的控制以抗生素和化学药物为

主，但长期的使用易带来如细菌耐药性、食品

安全、药物残留等问题，因此使用疫苗来替代

抗生素和化学药物控制鲖爱德华菌病势在必行。

口服免疫作为鱼类最理想的免疫接种方式，不

仅对鱼类应激小，免疫成本低，而且可以方便

地实现对各生长阶段鱼类的免疫，但是鱼类胃肠

道环境对疫苗的破坏制约着口服疫苗的发展。

鱼类是低等脊椎动物，其特异性免疫机制尚

不健全，非特异性免疫对于鱼类免疫防御有着

十分重要的作用。鱼类的非特异防御机制可分
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为细胞防御和体液防御2种，而这2种防御机制均

为先天形成，作用于所有外来病原微生物，无特

异性。其中，总超氧化物歧化酶(total superoxide
disumutase activity, T-SOD)活力、溶菌酶活力、补

体替代途径 (al ternat ive pathway complement
activity, ACH50)活性等是评价鱼类非特异性免疫

防御的重要指标 [ 4 – 6 ]。目前，越来越多的研究开

始从基因水平探究疫苗的免疫效果，鱼类白细

胞介素1β(IL-1β)、肿瘤坏死因子α(TNF-α)等是诱

导免疫调节，刺激淋巴细胞增殖的关键因子 [7]；

MHC-IIβ、CD4L-2等基因在病原入侵鱼体后，在

抗原递呈、识别及免疫应答的各阶段均有关键

性作用，以上各免疫因子为维护机体健康，帮

助机体清除病原体发挥了重要的作用。本研究

以天然高分子聚合物海藻酸钠为疫苗载体，采

用乳化离子交联法制备鲖爱德华菌口服疫苗，免

疫健康斑点鲖，通过对多种非特异性免疫指标、

抗体效价的检测和相对免疫保护率的测定，评

价疫苗免疫保护效果，为鱼类口服疫苗研究提

供参考。

1    材料与方法

1.1    实验材料

致病性鲖爱德华菌(KC112992)由四川农业大

学鱼病研究中心分离保存。健康斑点鲖购自雅安

一斑点鲖养殖基地，体质量(50±5) g。

1.2    鲖爱德华菌灭活疫苗制备

将复壮后的鲖爱德华菌接种于BHI液体培养

基中，28 °C振荡培养24 h，革兰氏染色镜检验

纯。生理盐水调整菌液浓度为3 × 109 cfu/mL，用

锥形瓶分装适量菌液并加入终浓度为0.3%的甲

醛，摇床120 r/min，28 °C灭活24 h后，用无菌生

理盐水洗涤3次，置于4 °C冰箱备用。

1.3    鲖爱德华菌口服疫苗制备

参照阳磊等 [8]方法，采用响应面法优化后的

制备工艺，制备鲖爱德华菌口服疫苗以及海藻酸

钠空微球。

1.4    疫苗饲料制备

将鲖爱德华菌微球疫苗、鲖爱德华菌灭活疫

苗以及海藻酸钠空微球分别按所需免疫剂量与

粉碎后的饲料混合再成型、干燥制成口服疫苗

饲料，按照体质量的2%进行投喂。

1.5    免疫程序及样品采集与处理

将实验用斑点鲖240尾随机分为4组(表1)，各

组均连续投喂疫苗饲料7 d [ 9 – 1 0 ]。免疫接种后第

1~8周分别从各组随机取9尾鱼，用MS222溶液(1
mg/L)麻醉，尾静脉采血，每尾0.2 mL。采集血

液室温下静置1 h，然后在4 °C冰箱中保存4 h，
于4 °C条件下4000 r/min离心10 min，收集上层血

清，–80 °C保存备用。

斑点鲖攻毒处理0和48 h，每组随机挑选6尾
实验鱼，取其头肾、脾脏样品，液氮速冻、研

磨，–80 °C暂存备用。分别提取各组实验鱼脾脏

及头肾组织中的总RNA。每次实验做3个平行，

以EF-1α为内参基因进行对照，测定疫苗对斑点

鲖IL-1β1、TNF-α、MHC-IIβ、CD4L-2基因表达的

影响。

1.6    血清T-SOD活力检测

利用T-SOD试剂盒 (购自南京建成生物工程

研究所)测定受免鱼血清T-SOD活力。按下列公

式计算T-SOD活力：

T-SOD活力(U/mL) = (对照管OD值–测定管

OD值)/(对照管OD值)/50% × 反应体系的稀释倍数 ×
样本测试前的稀释倍数

表 1    免疫程序

Tab. 1    Immunization program

分组

groups
疫苗成分

vaccine composition
免疫途径

immunization route
免疫剂量

immunization dose
数量/尾

quantity/tail
免疫时间/d

immunization time

Ⅰ 鲖爱德华菌微球疫苗 拌料口服 1×109 cfu/尾 60 7

Ⅱ 鲖爱德华菌灭活疫苗 拌料口服 1×109 cfu/尾 60 7

Ⅲ 海藻酸钠空微球 拌料口服 M mg/尾 60 7

Ⅳ 正常饲料 拌料口服 PBS 60 7

注：海藻酸钠空微球组免疫剂量M等于Ⅰ组中微球疫苗质量；实验水温 (22±2) °C
Notes: immune dose M of sodium alginate empty microspheres group is equal to the microsphere vaccine quality in groupⅠ; the experimental
temperature, (22±2) °C
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1.7    血清溶菌酶活力检测

利用冻干的微球菌粉通过浊度分析法进行测

定[4,11]。

1.8    血清ACH50活性检测

参照Sitja等[12]的方法测定血清ACH50活性。

1.9    总RNA提取及cDNA的合成

参照Wang等 [13]的方法提取组织总RNA，并

反转录得到相应的cDNA。

1.10    引物设计与合成

根据GenBank中斑点鲖IL-1β1、TNF-α、MHC-
Ⅱβ和CD4L-2基因及内参基因EF-1α的cDNA序

列，用Primer Express 3.0软件设计引物，通过

NCBI检测引物特异性。引物由生工生物工程(上

海)股份有限公司合成(表2)。

1.11    实时荧光定量PCR分析

参照ABI公司SYBR@ Green PCR Supermix染
料说明书配置 PCR反应体系，总反应体积为

10 μL，含cDNA 1.0 μL，SYBR Green Real-time
PCR Master Mix 5 μL，上下游引物各0.5 μL，

ddH2O 3.0 μL。按照以下条件进行PCR反应，

94 °C预变性2 min，94 °C变性20 s，56 °C退火20
s，72 °C延伸30 s，40个循环，72 °C延伸30 s。每

个循环退火末期采集荧光信号。扩增反应结束

后继续从65 °C缓慢升温至95 °C(0.5 °C/10 s)，进

行PCR产物熔解曲线分析，鉴定扩增产物是否特

异性单一。

1.12    相对定量方法及数据分析

每个实验组均进行平行检测(n = 3)，取其循

环阈值(Ct)的平均值，计算斑点鲖目的基因的相

对表达量为2–ΔΔCt：

ΔCt = 目的基因平均Ct值–内参基因平均Ct值
ΔΔCt = 实验组ΔCt–对照组ΔCt

用SPSS17.0软件进行单因素方差分析(One-Way
ANOVA)和Duncan氏多重比较，以检验不同处理

间目标基因的表达差异。

1.13    微量凝集实验检测血清抗体水平

参照Huang等 [14]方法，向96孔板1~12孔中加

入50 μL PBS，再向第1孔中加入50 μL待测血清，

吹打8~10次，取50 μL加入第2孔，依次倍比稀

释，至第10孔，弃去50 μL，末尾2孔不加血清作

为抗原对照，然后每孔中加入一定浓度的抗原

50 μL，同时设阳性、阴性对照，混匀后反应，

过夜，观察记录结果。

1.14    攻毒实验及相对免疫保护效果测定

以寇氏法计算鲖爱德华菌对斑点鲖半数致死

量(LD50)。于免疫后第29天进行攻毒实验，以50
× LD5 0浓度的鲖爱德华菌攻毒，腹腔注射0.2
mL/尾。记录攻毒后14 d内各组鱼的发病及死亡

情况，另取濒死鱼体的肝、肾进行接菌培养，

确 定 病 原 菌 种 类 。 并 计 算 相 对 免 疫 保 护 率

表 2    实时荧光定量PCR反应的引物

Tab. 2    Primer sequences used in real-time PCR experiment

引物名称  primer 基因登录号  Genbank accession 引物序列(5'~3')  sequence of the primers (5'~3')

EF-1αF DQ353797.1 CTGGAGATGCTGCCATTGTTG

EF-1αR ACAGCAACGGTCTGCCTCAT

IL-1β1F DQ160229.1 GCCATGTTGCTAATGTTGTAATCG

IL-1β1R TGTCTTGCAGGCTGTAACTCTTG

TNF-αF AJ417565.2 CGCACAACAAACCAGACGAGAC

TNF-αR ACCACTGCATAGATACGCTCGAA

MHC II βF U77598.1 CGGGAAGGAGATTAAAGGAGGT

MHC II βR GTTTGGTGAAGCTGGCGTGT

CD4L-2F DQ435304.1 GCAGGGCACGGATAGATGGA

CD4L-2R TGGGTTCGCAGAGGCTGATAC
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(relative percent survival，RPS)，按下列公式计算：

RPS(%) = [(对照组死亡率–免疫组死亡率)/对
照组死亡率] × 100%

2    结果

2.1    血清T-SOD活力检测结果

免疫后，各实验组血清T-SOD活力均极显著

上升(P < 0.01)，鲖爱德华菌微球疫苗组和灭活疫

苗组血清T-SOD活力至第6周时与对照组差异不

显著(P > 0.05)，空微球组在实验1~3周，引起T-
SOD活力的快速上升，但至第4周时即与对照组

差异不显著(P > 0.05)(图1)。

2.2    血清溶菌酶活力检测结果

免疫后第1~6周，鲖爱德华菌微球疫苗组和

灭活疫苗组血清溶菌酶活力均极显著高于对照

组(P < 0.01)，第7周时，差异不显著(P > 0.05)；
空微球组溶菌酶活力在整个实验期间均低于其

他实验组，高水平的酶活力持续时间也较短，

第5周时与对照组差异不显著(P > 0.05，图2)。

2.3    ACH50活性检测结果

免疫后第1、2周，各实验组ACH50活性均极

显著高于对照组(P < 0.01)，疫苗组在第2周达到

峰值，鲖爱德华菌微球疫苗组ACH50活性至第

7周仍显著高于对照组(P < 0.05)，而灭活疫苗至

第5周时与对照组差异不显著(P > 0.05)；空微球

组 仅 在 实 验 第 1 、 2 周 极 显 著 高 于 对 照 组

(P < 0.01)，之后差异不显著(P > 0.05，图3)。

2.4    疫苗对斑点鲖肾脏免疫相关基因表达的

影响

通过real-time PCR方法检测攻毒前斑点鲖各

免疫相关基因在肾脏中的表达量，鲖爱德华菌微

球疫苗组各免疫基因的表达均高于其余各组。鲖

爱德华菌微球疫苗组IL-1β1的表达显著高于灭活

疫苗组(P < 0.05)，极显著高于对照组(P < 0.01)，
鲖爱德华菌灭活疫苗组与空微球组、对照组差异

不显著(P > 0.05)；各实验组肾脏中TNF-α的表达

量高于对照组，但微球疫苗、灭活疫苗及空微

球组间差异不显著(P > 0.05)；鲖爱德华菌微球疫

苗组和鲖爱德华菌灭活疫苗组MHC-IIβ的表达均

极显著高于空微球组和对照组(P < 0.01)；鲖爱德

华菌微球疫苗组CD4L-2的表达显著高于灭活疫

苗组和对照组(P < 0.05，图4)。
攻毒48 h后检测各实验组斑点鲖免疫基因表

 
图 1    斑点鲖血清总超氧化物歧化酶活力变化

将各实验组与对照组T-SOD活力进行差异显著性分析；*. P < 0.05；**. P < 0.01，下同

Fig. 1    Differences of T-SOD activity in serum of I. punctatus
Differences of T-SOD activity between control group and other groups in each week were analyzed statistically; *. P < 0.05; **. P < 0.01; the same
below
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达发现，IL-1β1、TNF-α、MHC-IIβ和CD4L-2在肾

脏中的表达量均有一定程度的上调。鲖爱德华菌

微球疫苗组各基因的表达量均极显著高于对照

组(P < 0.01)，分别为对照组的7.7、6.9、10.9和
3.8倍。TNF-α和MHC-IIβ基因表达量极显著高于

灭活疫苗组和空微球组(P < 0.01，图5)。

2.5    疫苗对斑点鲖脾脏免疫相关基因表达的

影响

检测各免疫相关基因在受免斑点鲖脾脏中的

表达量，鲖爱德华菌微球疫苗组IL-1β1、TNF-α和
MHC-IIβ 3种免疫基因的表达均极显著高于对照

组(P < 0.01)；IL-1β1和CD4L-2的表达量显著高于

灭活疫苗组(P < 0.05)；灭活疫苗组IL-1β1和CD4L-
2的表达量与对照组差异不显著(P > 0.05，图6)。

攻毒后48 h检测发现，鲖爱德华菌微球疫苗

组IL-1β1和MHC-IIβ表达量较攻毒前有较大的上

调，分别为对照组的8.5倍和7.4倍，极显著高于

灭活疫苗组、空微球组和对照组(P < 0.01)；鲖爱

 
图 2    斑点鲖血清溶菌酶活力变化

Fig. 2    Differences of lysozyme activity in serum of I. punctatus

 
图 3    斑点鲖血清补体替代途径活力变化

Fig. 3    Differences of ACH50 activity in serum of I. punctatus
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德华菌微球疫苗组TNF-α和CD4L-2的表达量均高

于其余各实验组，极显著高于空微球组和对照

组(P < 0.01, 图7)。

2.6    微量凝集实验检测血清抗体

通过微量凝集实验检测，鲖爱德华菌微球疫

苗组在第2周时检测到特异性抗体，效价1∶2，
第5周时达到峰值1∶16，之后抗体水平开始降

低，至第7周时仍能检测到低水平的特异性抗

体，效价1∶2。鲖爱德华菌灭活疫苗组仅在第

3、4周时检测到特异性抗体，效价1∶2。空微球

组和对照组在整个实验中均无特异性抗体检出。

2.7    相对免疫保护率

攻毒前，斑点鲖均未出现死亡等异常情况。
 
图 4    攻毒前斑点鲖肾脏中免疫相关基因相对表达量

数据为平均数±标准差(mean±SD)。A、B、C、D分别表示与鲖爱

德华菌微球疫苗组、鲖爱德华菌灭活疫苗组、空微球组、对照

组差异极显著(P < 0.01)。a、b、c、d分别表示与鲖爱德华菌微球

疫苗组、鲖爱德华菌灭活疫苗组、空微球组、对照组差异显著

(P < 0.05)。下同

Fig. 4    Relative expression level of immune genes in
kidney of vaccinated I. punctatus before challenge

Data are presented with the means ± standard deviation. Letter A, B, C
and D represent the significant difference (P < 0.01) between any one of
the groups and E. ictaluri oral microspheres vaccine group, formalin
inactivated vaccine group, microspheres without antigen group and
control group, respectively. Letter a, b, c and d represent difference (P <
0.05) between any one of the groups and E. ictaluri oral microspheres
vaccine group, formalin inactivated vaccine group, microspheres without
antigen group and control group, respectively. The same below

 
图 5    鲖爱德华菌攻毒后48 h斑点鲖肾脏中

免疫相关基因相对表达量

Fig. 5    Relative expression level of immune genes in
kidney of vaccinated I. punctatus at

48 h post-challenge by E. ictaluri

 
图 6    攻毒前斑点鲖脾脏中免疫相关基因相对表达量

Fig. 6    Relative expression level of immune genes in
spleen of vaccinated I. punctatus before challenge

 
图 7    鲖爱德华菌攻毒后48 h斑点鲖脾脏中

免疫相关基因相对表达量

Fig. 7    Relative expression level of immune genes in
spleen of vaccinated I. punctatus at

48 h post-challenge by E. ictaluri
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各实验组按体质量2%口服免疫饲料1个免疫周期

(7 d)，于免疫后第29天进行攻毒。采用寇氏法计

算鲖爱德华菌LD50为2.1×106 cfu/mL，以50 LD50攻

毒。结果表明，接种鲖爱德华菌微球疫苗和灭活

疫苗组分别获得的抗鲖爱德华菌相对免疫保护率

为60.7%和14.3%；空微球组相对免疫保护率为

10.7%，正常饲料对照组在攻毒后14 d内，死亡

率为93.3%(表3)。

3    讨论

本研究以天然高分子聚合物海藻酸钠为口服

疫苗载体，制备鲖爱德华菌口服微球疫苗，通过

免疫健康斑点鲖，检测血清非特异性免疫指标、

抗体效价和相对免疫保护率，评价疫苗保护效果。

超氧化物歧化酶是鱼类清除机体自由基的重

要物质，当SOD活力下降时，机体清除自由基的

能力减弱，从而引起免疫力下降，本实验中，

免疫后各免疫组血清总超氧化物歧化酶活力均

升高，鲖爱德华菌口服疫苗组血清T-SOD活力在

免疫后第5周仍显著高于对照组(P < 0.05)，高水

平的SOD活性与生物体的免疫水平密切相关，对

增强巨噬细胞的防御能力和整个机体的免疫功

能有重要作用[15]，有较多学者也对免疫后鱼体内

的SOD活力变化进行了研究，高冬梅等 [16]通过鳗

弧菌 (Vibrio anguillarum)疫苗对鲈 (Lateolabrax
japonicus)和牙鲆(Paralichthys olivaceus)的血清

SOD活力进行研究；兰萍等 [17]、董少杰等 [18]分别

对免疫后的凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)、
鲤(Cyprinus carpio)血清中SOD活力水平进行研

究，发现免疫后鱼体SOD活力均显著升高，与本

实验结果相似，这主要是因为体液免疫因子中

的非特异性免疫参与宿主的抗病原体感染过

程，病原体往住会产生一些代谢产物，SOD能有

效清除这些有害物质，所以SOD水平的高低可以

间接反映机体抗病能力的大小。溶菌酶是一种

碱性蛋白，能水解细胞壁中粘肽的乙酰氨基多

糖并使之裂解释放，从而消除侵入机体的异

物，实现机体防御功能，作为鱼类非特异性免

疫的重要组成，其广泛分布于血清、黏液及部分淋

巴组织中，鱼体内溶菌酶的活力和水平，直接

关系到鱼类的免疫能力和健康状况 [ 1 9 – 2 0 ]。本实

验中，免疫口服微球疫苗的斑点鲖血清溶菌酶活

力极显著升高(P<0.01)，至第6周时仍显著高于对

照组，对于长期保护机体消除入侵的病原体有

积极的作用。鱼类补体直接参与机体防御，其生物

学活性影响机体抵抗微生物的能力、免疫复合

物的形成和持续时间等，而ACH50是衡量鱼类非

特异性免疫力的一项重要指标 [21]，免疫鲖爱德华

菌口服疫苗的斑点鲖血清中ACH50活性相比灭活

疫苗及空微球组更高，且持续时间长，说明鲖爱

德华菌口服疫苗能有效地激活鱼类补体系统。

通过real-time PCR方法研究口服疫苗对斑点

鲖免疫相关基因表达的影响，相比于对照组，免

疫组的IL-1β1和TNF-α 2种基因迅速大量表达，这

与其作为单核吞噬细胞分泌的前炎性细胞因

子，是抵抗病原入侵的第一介质有关[22]。其功能

是调节趋化因子产生，诱导中性粒细胞和巨噬

细胞迁移到感染部位发挥免疫功能[23]。因此在本

实验中，鲖爱德华菌微球疫苗组IL-1β1和TNF-α基
因的表达量高于其他实验组，说明免疫口服微

球疫苗使受免鱼对病原入侵进行更快速和有效

的反应，对于抵御病原入侵有重要的作用。

MHC是一组能够编码主要组织相容性系统的基

因群，其编码产物广泛参与免疫反应。鱼类

MHCⅠ类基因产物主要作用是将内源性抗原递

呈给CD8T细胞，而MHC-II基因类产物的主要作

用是结合外源性抗原并递呈给CD4T细胞。本实

验通过检测MHC-IIβ和CD4L-2基因的表达，发现

2种基因的表达量在各组中的趋势相近，在攻毒

后48 h 2种基因的表达量均有上调，鲖爱德华菌

表 3    攻毒后斑点鲖死亡率和相对免疫保护率

Tab. 3    Mortality and relative percent survival of I. punctatus after challenge with E. ictaluri

分组

groups
实验动物数量/尾

the quantity of experimental animals
死亡数量/尾

the quantity of death
死亡率/%
mortality

相对免疫保护率/%
RPS

鲖爱德华菌微球疫苗组 30 11 36.7 60.7

鲖爱德华菌灭活疫苗组 30 24 80.0 14.3

空微球组 30 25 83.3 10.7

对照组 30 28 93.3 0.0
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微球疫苗组尤为明显，也说明免疫鲖爱德华菌微

球疫苗的受免鱼能有更多的MHC-IIβ和CD4L-2基
因表达，以帮助鱼体抵抗病原入侵，增强机体

免疫力。这与王庆等[24]用灭活疫苗免疫斜带石斑

鱼(Epinephelus coioides)后MHC-II基因的表达变化

相似，Yu等 [25]和Jiao等 [26]也在实验中得到了类似

的结果。

通过微量凝集实验检测特异性抗体，鲖爱德

华菌微球疫苗组抗体效价在第5周时达到峰值，

为1∶16，至免疫后的第7周仍能检测到特异性抗

体，因此，在整个实验中非特异性免疫和特异

性免疫的共同作用，为鱼体提供了更长时间的

免疫保护。在攻毒实验中，接种鲖爱德华菌口服

微球疫苗的斑点鲖获得的抗鲖爱德华菌相对免疫

保护率为60.7%，远高于灭活疫苗组(14.3%)及空

微球组(10.7%)。这与李新华等[27]制备的嗜水气单

胞菌(Aeromonas hydrophila)免疫银鲫(Carassius
auratus gibelio)获得的相对免疫保护率(61.1%)相
当，远高于丁诗华等[28]的研究结果(32.1%)和曲向

阳[29]的研究结果(50.0%)，这与口服疫苗的制备工

艺与疫苗载体不同有关。本研究中，鲖爱德华菌

微球疫苗对斑点鲖非特异性免疫力的促进作用强

于灭活疫苗及空微球，同时也可发现，本实验

选用的口服疫苗载体海藻酸钠对于斑点鲖非特异

性免疫力也具有一定的积极作用，其也能使斑

点鲖获得10.7%的相对免疫保护率。总之，本实

验证明鲖爱德华菌口服疫苗是一种可用的斑点鲖

疫苗，且海藻酸钠是一种有效的渔用口服疫苗

载体。
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The immune effect of an oral microspheres vaccine against Edwardsiella
ictaluri on channel catfish (Ictalurus punctatus)

WU Xuejing1,    WANG Kaiyu1 *,    YANG Lei1, 2,    ZHOU Yan1,    WANG Erlong1,
HE Yang1,    CHEN Defang1,    GENG Yi1

(1. Fisheries Department of Sichuan Agricultureal University, Chengdu    611130, China;
2. Guangyuan Municipal Agriculture Bureau, Guangyuan    628017, China)

Abstract: To evaluate the immune effect of an oral vaccine of Edwardsiella ictaluri on channel catfish, E. ictaluri
were killed by formalin and sodium alginate was used to prepare the oral microsphere vaccine. The experimental
animals were randomly divided into four groups, including E. ictaluri oral microspheres vaccine group, formalin
inactivated vaccine group, microspheres without antigen group and control group. After oral immunization, the
effect of the vaccine was evaluated by serum non-specific immune parameters, antibody titers and relative percent
survival detection. Results showed the serum lysozyme activity, total superoxide disumutase (T-SOD) activity and
alternative pathway complement (ACH50) activity significantly increased in vaccinated channel catfish, showing
the influence of  the relativity gene transcription of  the Ictucurus punctatus  induced by these oral  vaccines
respectively by real-time PCR. The results showed that the I. punctatus fed the E. ictaluri oral microsphere vaccine
can acquire longer time of nonspecific imumunity. The serum agglutination titers peaked to 1∶16 at 5th week.
The specific antibodies could still be detected at 7th week. The relative percent survival of channel catfish was
60.7%, far higher than formalin inactivated vaccine group (14.3%) and microspheres without antigen group
(10.7%). From the results of real-time PCR, it is found that in the E. ictaluri oral microspheres vaccine group, the
expression of immunity genes increased more notably than other groups during the 48 hours after injection,
especially in the kidney and spleen. In conclusion, the oral microspheres vaccine of E. ictaluri was able to enhance
the non-specific immune function and effective for preventing E. ictaluri disease.

Key words: Edwardsiella ictaluri; Ictalurus punctatus; oral vaccine; sodium alginate; non-specific immunity
function; relative percent survival
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