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草鱼对 C F R V 疫苗免疫应答的研究

杨先乐 曾令兵

(中国水产科学研究院长江水产研究所
,

沙市 妇40 0 0)

提 要 本文研究了草鱼对 C F R V 疫苗的免疫应答水平
、

规律性
、

免疫效应期及免疫

持久性
。

用该疫苗免疫后的草鱼能产生很强的应答反应
,

免疫保护力可达 80 劣以上
,

血清中和

抗体效价非常明显地高于对照组
。

它的免疫效应期在 6 天以内
,

第 10 夭血清中和杭体达到较

高水平
,

第 20 夭处于峰值
,

并可维持 即余天
,

以后在第 10 夭的水平上波动
。

草鱼对 C 『 R V 疫

苗的免疫持久性在 13 个月以上
.

关键词 草鱼
,

C r R V 疫苗
,

免疫应答
,

效应期

应用疫苗预防鱼类疾病
,

国外从四十年代初就开始进行研究三D o f f
,

1 9叹2 ]
,

取得了一

些进展
,

口 前已有一些商品性疫苗应市 L杨先乐
, 1 9 8 6 b可

。

八
一

1年代末 G il 二。 r 。 等「1 9 8 8〕

又成功地研制出了传染性造血器官坏死症基因〕
`

裸疫苗
,

使鱼用疫苗的研究步入了一个

新的阶段
。

以上一些研究大多集中于疫苗制备和应用效果等方 面
,

对其被免疫者免疫应

答的特性尚无较多的涉及
。

使用草鱼出血病细胞培养灭活疫苗 (0 F R V 疫苗 ) 是预防草鱼出血病的一个有效途

径〔杨先乐等
,
1 986 ; 主9、 。〕

。

但是目前对该疫苗免疫后的草鱼免疫应答的总体水平
、

规律
、

免疫效应期及其免疫持久性尚无系统的报道
。

为了探索草鱼免疫应答的特点
,

为生产上

合理
、

有效地免疫接种提供理论依据
,

我们对 O F R V 疫苗免疫草鱼后的应答状况进行了

较全面的研究
。

本文报告了这一研究结果
。 尹

-

一
、

材 料 与 方 法

1
.

疫苗
、

试验鱼及其免疫接种 C F B V 疫苗参照杨先乐等巨1 9 8 6 ,工9 8 9〕的方法制备

和检定 ;试验鱼为在网箱中暂养了一星期 1c0 m 左右的健康一龄或二龄草鱼种 , 以腹腔注

射或高渗浸赵的方法进行免疫接种 〔杨先乐等
, 1 9 9 2〕

。

2
.

免疫应答水平 以 C万R V 疫苗注射免疫 16 组一龄草鱼和 16 组二龄草鱼
,

高渗

浸泡免疫 5 组一龄草鱼 (每组 40 尾左右 )
,

并设立未免疫的草鱼作对照
,

测定免疫 20 天后

的血清中和抗体效价 (能保护 50 环的细胞不产生病变的最高血清稀释度的倒数 ) 和强毒

攻击后的免疫保护力仁免疫保护力 = (试验组成活率 一 对照组成活率 )/ 对照组死亡率〕
。

统

计分析后
,

评价它们的免疫应答水平
。

3
.

免疫应答的一般规律 用 C F R V 疫苗注射免疫草鱼若干组
。

分别在免疫后的第

5
, 1 0

,
1 5 , 2 0 , 2 5 ,

3 0
,

4 0 ,
5 0 , 6 0 ,

8 0 和 1 0 5 天后测定其血清中和抗体效价和免痊保护力
,

以

收稿日期八9 9 3- 0于公乱
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此探索免疫应答变化的规律
。

用 C F R V疫苗免疫 1个月后的草鱼
,

再次用该疫苗进行一

次加强免疫
,

1 个月后测定它们 的血清中和抗体效价
,

并将其与初次免疫后 1 个月和 2 个

月后的草鱼血清中和抗体效价相比较
,

确定其有否免疫回忆反应
。

4
.

免疫效应期 免疫后初期的水温状况
,

是决定草鱼免疫应答发生与否的 重要 因

素 (杨先乐
、

左文功
, 1 9 9 0 )

。

本试验根据免疫后的草鱼处在免疫临界温度 ( 1。
“

)C 之上
,

能

使免疫应答发生的最短时间确认为免疫效应期
。

根据二次试验免疫后第 5
,

1。 ,
2。 , 3 。 ,

40

天后的血清中和抗体效价统计分析的结果
,

判断其免疫应答发生与否
。

本试验设立 5 个

组
。

A 组
:

免疫后一直置于免疫临界温度之上 ; B
、

0 组
:

免疫后第 5 ,

10 天置于免痊临

界温度之上
,

此后一直置于免疫临界温度之下 ; D 组
:

免疫后一直于免疫临界温度之下
。

E 组
:

未免疫的对照
。

5
.

免疫持久性 9。 年 3 月 20 日用 C r R V 疫苗注射免疫二 龄草尾 1 0 2 7 尾
,

套养于

86 6 平方米的成鱼塘 中
,

并取未免疫的同等数量的草鱼
,

放养于相邻同等条件的成鱼塘

作
。

分别于 。 ,

2
, 5 ,

8
,

13 个月后从各塘中随机取 40 尾鱼测定免疫保护力和血清中和抗体

效价
,

并将第 1 3个月的结果与第 2 个月后的结果进行 比较
,

确定它们的免疫持久性
。

二
、

结 果

(一 ) 免疫应答水平

对 C F R V 疫苗的免疫应答水平如表 1 所示
。

16 组次的注射免疫试验结果揭示
,

无

论是一龄草鱼还是二龄草鱼
,

它们用 O F R V 免疫后的免疫保护力均可达 80 终以上
,

血清

中和抗体效价均非常明显地高于对照组
。

浸泡免疫的结果也证明
,

草鱼对 C F R V 疫苗能

产生很强的免疫应答
。

表 1 草鱼对 C F R V 疫苗的免疫应答水平

T a b l e 1 T h e

bn mu
n e r e s

OP 助
e

of g r a s s 舰印 t o
va 伪还

e C F R丫

免疫途径 免疫对象
免疫保护力

(% )

·

6 土 9
.

8 (王6 )
〔’ ]

·

石上 11
.

3 ( 1 6 )
.

9 士 8
甲

3 ( 3 )

血清中和抗体效价

免疫组 对照组 二老比较 。 检验 )

注 射

高渗浸泡

一龄草鱼

二龄草鱼

一龄草鱼

1 9 6
,

2 士8 5
.

5 (1 6 )

1 6 2
.

0 土 8 1
.

7 Ci 6 )

10 9
.

3 上 2 4
.

8 ( 6 )

1 0
甲

。 土 5
甲

9 ( 1 6 )

1 1
.

6 土 工。
甲

7 〔1 6 )

3
.

5 士 i
,

o 〔2 )

尸 < 0
.

0 5 今半

P < 0
。

0 5
书 *

P < 0
.

沥林

83盯邓

注
: 角标〔习为平均数 士方差 (试验次数 ) ; * .

示差异非常显著
。

(二 ) 免疫应答水平变化的一般规律

以 C F R V疫苗免疫草鱼后
,

第 5天草鱼的血清中和抗体效价还很低〔2 6
.

0 士 3
.

2 ( 6 ) 〕
,

第 20 天剧增到 一2 3
.

7 士 17
.

5 ( 6 )
,

第 2 0 天达到最高水平 〔2 2 5
.

1 士 5 0
.

3 ( 6 ) 〕
。

以后 2 0 余

天
,

血清中和抗体水平虽有下降
,

但基本维持在这个水平上〔第 25
, 3。 ,

切 天时分别为

2 0 9
。

4 土 3 3
.

6 ( 3 )
,

1 9 5
.

6 士 2 7
.

2 ( 6 )
,

1 7 5
.

0 士 3 4
.

8 ( 4 ) 〕
。

第 5 0 天血清中和抗体水平回复到

以 ) 杨先乐
、

左文功
,
1的。

。

水沮对草鱼免疫应答的影响
。

中国水产科学研究院学报
,

3( 幼
;

邪一触
。
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第 10天的水平〔 1 1 5
、

l士 4 0
.

9 (遵 )〕
,

以后又在这个水平上波动
,

直到第 10 5 天〔第 60
,

80
,

1 0 5 天时分别为 12 8
.

0 士 0 ( 2 )
,

8 9
.

1 士。 ( 2 )
,

1 3 4
.

。 士 3 1
.

8 (疾) 〕 ( 图 1 )
。

从抗强毒攻击的免

疫保护力看
,

也基本上与血清中和抗体效价相平行
,

第 10 天为 77
.

1士 8
.

9 ( 3) 弱
,

第 20
,

5 0
,

遮0 天时分别为 8 4
.

理士 9
.

3 ( 7 ) %
, 5 6

。

3 士 1 0
.

9 ( 6 )环
,

8 3
.

4 士 8
.

8 ( 5 ) %
,

第 5 0 天稍有下

降〔8 3
.

3 士 1 2
.

9
、

2 ) % 〕
,

第 1 0 5 天时降到 7 9
.

6 % (图 i )
。

ù次免痊门日日

二女疫免刀阳曰叼

免疫
保扩

,

力

t 0 0 1
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I
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产
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于
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的的幼功

弱细以托师分咤

串公攀饭足于礁月

0 5 10 1 5 20 25 3口 4 0 5 0 ` O

免疫后天数

图 1 草鱼对 C F R V 疫苗免疫应答的

一般规律

F i g
.

I T七 e g o en 路 1件 t et 血 o f

~
r e s p o璐 e

o f g ar 留
e a r P i

mm
u力 i那 d w i恤 v a e 。还 e C F RV

人
·

免疫组血清中和抗体效价 ; 卫
.

免疫组免疫保护力 ;

C
.

对照组血清中和抗体效价
。

第二次免疫

图 2 加强免疫后的草鱼血清中和抗体

效价与一次免疫者的比较

iF g
.

2 C o m aP r始姐 叮 a助 i留 r

皿 加 11
t r a U z a桩。 。

t i t , o f g r a 、 ca 印 玩 t w o e。 吕让吧 l e a
通 b oo 咖

:

i m m u n i z a it o n

图 2 比较了一次免疫和二次免疫对草鱼免疫应答的影响
。

一次免疫的草鱼
,

血清中

和抗体效价由免疫后第 30 天的 拓 3
.

5 士拐
.

5 (2 )下降到第 60 天的 12 8
.

0 士 。 ( 2 )
,

而在一

次免疫后第 30 天给予一次加强免疫
,

第 60 天时血清中和抗体效价却上升到 3 26
.

3 士 6 3
.

9

( 2 )
,

与一次免疫者相比
,

有非常显著的区别 ( P < o
,

。5 )
。

(三 ) 免 疫 效应 期

图 3 比较了 C F R V 疫苗免疫后前 5 天
、

10 天和一直处在免疫临界温度之上或之 下

的草鱼的应答反应
。

试验表明
,

在整个试验期间一直处在免疫临界温度之下的 D 组
,

免疫

应答基本不发生
,

血清中和抗体水平在低水平上徘徊〔第 5
,

10 , 2 0 , 3 0 ,

40 天分别为 5
.

6 士

1
.

0 ( 2 )
,

2 2
.

5 士 8
,

5 ( 2 )
, 7

.

7 士 3
.

0 ( 2 )
, 2 2

.

0 士 。 ( 2 )
, 1 3

.

3 士 。 ( 2 ) 〕
,

仅略高于未免疫的对照

组
。

而免疫后仅在免疫临界温度上饲养了 5 天的 B 组
,

与饲养了 10 天的 。 组和石直饲养

在免疫临界温度之上的 A 组一样
,

不仅能产生较强的免疫应答反应
,

而且其血清中和杭体

变化的规律与后二者基本相同
:

第 5 天其血清中和抗体效价分别为 32
.

。士。 ( 2 ) ( B 组 )
,

3 2
.

0 士 。 (幻 ( 0 组 )
,

1 4
.

5 士 1
.

5 ( 2 ) ( A 组 )
,

到第 1 0 天均急剧上升
,

分别达 14 0
.

0 土 9
.

1 ( 2 )
,

1 2 2
.

8 士 7
.

4 ( 2 )
,
1 0 8

.

6 士 1 9
,

5 ( 2 )
,

到第 2 0 天达到峰值
:

2 7 0
.

2 士 2 5
.

7 ( 2 )
,

19 7
.

3 士 7 6
.

2
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( 2 )
, 2 1 7

.

0 土 3 9
.

0 ( 2 )
。

第 30 天有的虽稍微下降
,

但都基本上保持在原有水平 〔B
、

C
、

A 组

分别为 1 8 3
.

4 士 0 ( 2 )
, 1 8 if

.

5 士 3
.

5 ( 2 )
, 2 17

.

0 土 3 9
.

0 ( 2 ) 〕
。

第 4 0 天时都下降到第 1 0 天的

水平上 〔分别为 1 4 5
.

7 士 6
.

2 ( 2 )
,

13 7
.

7 士 5 6
.

7 ( 2 )
,

1 2 5
,

o 士。 ( 2 ) 〕
。

E 组为未免疫草鱼体

内的血清中和抗体水平变化情况
,

其血清中和抗体最高水平低于 7
.

。 士。 ( 2 )
。

介了é̀”,11ó
.é找。ǹ

幸裂缤攀吴任解目

..
.

下ó

...
.

5
` · ’

10 2 0 ]日

免疫 后天数

图 3 草鱼对 C F R V 疫苗的免疫效应期

F i g
.

3 T加 e f fe 此 i ve Pb a阳 。 f g踢申 卿即 i

~ 助 i ez d w i ht

注
:
图中的 人

、

B
、

C
、

D
、

E 均为组别
。

v a c幼阻 e C F R V

(四 ) 免 疫 持 久 性

0 卫R V 疫苗免疫的草鱼
,

第 2 个月后免疫保护力达 8 7
.

5 %
,

血清中和抗体效 价为

n 7
.

4 士 60
.

3 (3 )
,

到第 8 个月其免疫保护力和血清综合抗体效价 仍 为 86
.

9 和 11 6
.

4 土

表 2 草鱼对 C F R v 疫苗免疫应答的持久性
T a b l e 2 T h e

co ilt in
u 压 n o . 时 伽脚助 er

s Po n s e 时 g r a s s

璐 r P i坦m “ 七 e d iw t五 v 日乙̀ 运 e C F R V

免 疫 组 对 照 组
免疫后月数

免 疫 组 对 照 组

存活率 (男 ) 免疫保护力 (万 )

88
。

9

8 6
甲

7

88
.

9

87
。

5

邓
。

4

弱
。

9

第功个月与第 2个月比较

血清中和抗体效价

8
甲

。 土 2
.

5 (a )

2 1 7
.

4 士必
.

3 (3 )

1 27
.

4 士 3 3
.

3 ( a )

1 1 6
.

4 士 1 9
`

8 (a )

滩
.

3士 5
.

3 ( 3 )

O
。

4 > I, > 0
.

3

存活率〔万 ) 血清中和抗体效价

王 1
,

1

苟
。

了

场 .’

8
`

0 士 2
,

5 ( 8 )

7
.

a 士 3
.

2 (3 )

0
.

0 士4
.

5 ( 3 )

9
.

8 士 7
`

o ( 8 )

退7
.

二士 4
,

已( 3 )

0
.

1 > 尸 ) 0
.

0 5

02石s幼
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1 9
.

8( 3)
。

第 1 3个月后血清中和抗体水平虽下降到 74
.

3土 5
.

3( 3)
,

但仍非常显著地高于

对照组 ( P < 0
.

0 1 )
,

具较高水平
,

与免疫后的第 2 个月相比
,

没有显著差异 ( 0
.

4一 D ) 0
.

3)

(表 2 )
。

三
、

讨 论

1
.

鱼类虽是低等脊椎动物
,

但仍具有较强的免疫应答反应
。

S On g 和 K ou 〔1 9 8 1丁用

灭活的爱德华氏菌苗 (刃 d。 。
川弱品协 沁犷而 )免疫鳗鱼后其凝集抗体可达 1 : 4 0 9 6 ; T就。 。 r

凌 H or en 〔1 9 8 3〕研究了鳗弧菌苗对硬头蹲幼鱼的免疫保护力
,

发现用浸泡免疫 者 可达

和肠
,

而注射免疫者可达 100 另 ,用经超滤膜过滤浓缩的红嘴病菌苗浸泡免疫硬头蹲
,

70 天

后以强毒攻击
,

免疫组的死亡率仅 10 %
,

而对照组达 72 % 巨B时 l。比 和 A n d er , 。二 , 1 9 8召〕
。

从我们的试验也可看到
,

用 0夕 R V 疫苗注射免疫草鱼后
,

免疫保护力在 80 终以上
,

即使

采用浸泡的方法免疫
,

免疫保护力也有 73
.

9 士 8
.

3 ( 3) 终
,

它们的血清中和抗体效价都非

常明显地高于对照组
。

这一结果说明了草鱼跟其它鱼类一样
,

有较强的免疫应答能力和

较高的免疫应答水平
。

另一方面
,

也说明了 C r R V 疫苗具有较强的抗原性
,

能刺激草鱼

产生较强的免疫应答
,

使草鱼获得对草鱼出血病的免疫保护力
。

由此证明用 C F R V 疫苗

预防草鱼出血病是一条可靠的途径
。

2
.

进行草鱼免疫效应期 的研究
,

有利于疫苗合理
、

有效地使用
。

以往人们对兔疫效

应期的确定
,

都以鱼体免疫后抗体达到较高水平或具有抗攻击免疫保护力所需的时间而

定〔林青龙
,

1 9 8 2〕
。

我们认为
,

这不够确切
。

有时鱼体体液免疫或细胞免疫的水平虽然较

低
,

免疫保护力不高
,

但机体己开始对免疫原产生效应
。

正如 A二 de
r s 。 。 [ 1 97 4 ]所说

,

这

期间是激发机体产生机制活动的过程
。

有了这个过程
,

就能产生正常的免疫应答
。

试验

揭示
,

免疫后的草鱼在免疫临界温度之上仅保持 5 天
,

草鱼已对免疫原 (O F R节 疫苗 ) 产

生免疫应答
。

尽管 以后温度降至免疫临界温度之下
,

其抗体的合成与释放
、

病原的捕获

与清除与一直饲养在免疫临界温度之上的草鱼一样照样进行
。

因此 我们 认为
,

草 鱼对

C F R V 疫苗的效应期在 6 天以内
。

这一结果也提示我们
,

在结合冬放用 O F R V 疫苗对

草鱼进行免疫预防时只要环境水温在免疫临界温度 ( 1。
。

0 )之上 5 天
,

即可获得较好的免

疫效果
。

3
.

鱼类对免疫原产生效应之后
,

在肾脏和脾中即会产生相应的抗体
,

释放到血液中
,

并逐渐达到峰值仁D 。: “ 。 n
,

M
.

,
1 9 8 .4 〕

。
D ix 。。 击 且 n l 〔1 9 8 3〕 用灭活的传染性造血器官

坏死症病毒疫苗免疫硬头缚后
,

第 2 周才发现血清中有中和抗体
,

以后逐步上升
,

第 8 周

时达到高峰
。

我们的试验也发现
,

C r R V 疫苗免疫的草鱼
,

第 10 天血清中和抗体效 价

才达到较高水平
,

第 20 天时处于峰值
,

第 30 天开始缓慢下降
,

直至第 1肠 天仍基本上保

持在第 10 天的水平上
。

免疫保护力也基本上与此相平行
。

由此可以看出
,

草鱼跟其它鱼

类一样
,

抗体形成期较长
,

滴度增高也较缓慢
,

且维持期较长
。

另一方面
,

草鱼也正如鲤

鱼
、

娜鱼
、

畦缚鱼类一样具有免疫回忆反应
。

当第一次免疫后第 30 天
,

血清中和抗体开始

下降时予以加强免疫
,

第 60 天后则出现另一高峰
,

并与一次免疫的抗体效价相比较
,

有非

常显著的差别
。

这一结果与 0
,
n e主11 〔1 9 8 0〕和 D u n 主e r

[ 1 9 8 4〕对硬头蹲鱼予以加强免疫
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后二次应答与初次应答抗体效价没有区别的结论是相佐的
。

我们认为鱼类种属之间遗传

性状的差异是造成这一相反结果的原因
。

4
.

免疫持久性是鱼类免疫应答的一个重要特性
,

它既与机体自身的遗传性状息息相

关
,

也与免疫原的性质
、

免疫接种的途径及环境状况有关
。

K e n j主和 R i i c
址 仁1 9 8 5〕用弧

菌苗 口服免疫香鱼
,

认为免疫有效期至少达 59 天 ;而见奈美〔1 9 8 5〕用浸泡的方法免疫
,

其

免疫有效期可达 90 天以上 ,林青龙〔1 9 8 2〕用同样的方法免疫遮 目鱼
,

免疫效力则可高达 5

个月
。

进而
,

R 。洲 和 K I O n 切 Ll g 6 5〕用疖疮病菌苗 口服免疫硬头缚
,

他们认为硬头蹲的

免疫持久期可以达到 408 天
。

根据本试验
,

我们认为草鱼对 O卫R V 疫苗的免疫效应期在

13 个月以上
。

O F R V 疫苗能导致草鱼产生这种持久的免疫效果
,

我们认为其原 因在于
,

①中和抗体可在草鱼机体内维持较长的时间 (实验室试验在 1 05 天以上 ) ; ②免疫后的草

鱼可能经常受到自然界病毒抗原的侵袭
,

在清除病毒的过程中
,

无形中又对它们予以了一

次又一次的免疫加强
,

而使其免疫效力持久不息
。

这一结果为 O F R V 疫苗在生产上的应

用提供了可靠的保证
。
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