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弧菌疫苗对斑节对虾和 日本对虾

免疫预防的作用
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,
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,

广东 广州 51 03() l)

摘要 : 尝试使用免疫学的方法来防治对虾弧菌病
。

将病原副溶血弧菌制成福尔马林灭活疫苗
,

在实验条件下

分别以浸泡
、

口服和注射等方式接种于斑节对虾和 日本对虾
,

结果发现
,

在一定的范围内
,

对虾的免疫保护率

随疫苗浓度的增加而升高
。

在注射接种的方式中
,

斑节对虾在 1护
、

1护
、
l护沈山

.

m L
一 ’的疫苗剂量下的保护力

分别为 4O %
、

50 % 和 40 %
,

浸泡组(疫苗浓度分别为 1护cel ls. n正
一 ’、 1坟沈us

.

m L
一 ’和 1护c eUs

.

示L
一’)的免疫保护

率分别为 30 %
、

30 % 和 20 %
,

投喂组的免疫保护率为 U
.

1%
。

日本对虾注射免疫组 (疫苗剂量为 1护沈Us
.

m L
一 ’、 1丁优Us

.

ln L
‘一 ’
和 1护优”s

.

1llL
一 ’

)的免疫保护率分别为 印%
、

40 % 和 30 %
,

浸泡组 (疫苗浓度分别为

1沪cen
s.
InL

一 ’、 l口eel is. 呱
一 ’和 1护cell s ·

mL
一 ’)的分别为 22

.

2 %
、

22
.

2 % 和 1 1
.

1%
,

投喂组的免疫保护率为 0o

表明疫苗能提高对虾的成活率和抗感染能力
,

初步证实了对虾弧菌灭活疫苗的有效性
,

为 日后大规模的生产

实践打下了基础
。

关扭词 :弧菌疫苗 ; 免疫预防 ;斑节对虾 ; 日本对虾
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随着养殖业的发展
,

病害问题日渐突出
。

病原已涉及到包括海水鱼
、

虾和贝类在内的几乎所有养殖

种类
,

其中尤以细菌病最为常见
。

目前人们已普遍认识到常用的抗生素等药物存在着诱导病原菌抗药

性的产生和污染环境等潜在威胁
,

希望有一种更为有效的防治措施
,

免疫 防治是其中较为有效的手段之

一
。

在鱼类中
,

目前全世界已有 20 多种细菌病的疫苗作为商品化生产
,

但在对虾中
,

迄今仍无一种有效

的商用疫苗出现
,

因此
,

本实验尝试使用免疫学方法对对虾弧菌病进行防病研究
。

1 材料与方法

1
.

1 实验对虾

体长 7 一 g cln 的健康斑节对虾和 日本对虾
,

直接购于养殖场
。

1
.

2 实验菌株

湛江地区发病虾场分离到的致病弧菌
—

副溶血弧菌(踢rio 那用九兜砌尔ic us )
。

1
.

3 疫苗的研制

将副溶血弧菌接种于普通液体海水培养基(pH
二 7

.

2 )
,

30 ℃振荡培养 24 h 后
,

加入 40 % 甲醛溶液使

其终浓度为 0
.

5 %
,

灭活 24 h
。

用平板涂布法检验无菌落产生后
,

将灭活菌悬液用美国杜邦公 司 阮列司』

RC 28 5 冷冻高速离心机离心洗涤
,

最后配成含菌量为 1护ce ns/ rnL 的疫苗于 4℃冰箱中保存
。

疫苗在施

用前均作无菌检查
,

上述所有操作均在严格无菌条件下进行
。

1
.

4 疫苗的有效性检测

1
.

4
.

1 痊苗接种

实验均在室内进行
。

实验用水族箱在实验前均经漂白粉消毒
,

水族箱大小为 印
c m x

叨
c m x

印cm
,

每只水族箱放气石一个
,

实验水深为 50
c m

,

实验用水为砂滤新鲜海水
,

实验水温分别为 30 ℃ (斑节对虾 )

和 26 ℃(日本对虾)
,

海水盐度为 25
一
30

,

pH 为 8
.

2 一 8
.

4
,

连续充气
,

每 日投饵两次 (早 晚各一次 )
,

每天

吸污
、

换水
,

换水量为 30 % / d
,

实验周期为 1 5 do

肌肉注射法接种 将上述灭活菌苗以三个浓度梯度用肌肉注射法接种于体长 9 一 1 1 c m 的斑节对虾

(分别为 l丁
、

1护 和 1护ce ns
·

mL
一 l
)和 日本对虾 (分别为 l护

、

1 0 7 和 1护ce n s
·

mL
一 l
)

,

注射剂量为每尾 0
.

lmL
,

对照组注射等量生理盐水
。

每个实验组用虾 10 尾
,

观察对虾的死亡情况
。

漫泡接种 将上述灭活菌苗以 1护
、

l坟
、

1护 C ells
·

mL
一 ‘的浓度浸泡接种于斑节对虾和 日本对虾

,

方

法是先将对虾在高渗海水溶液盐度为 50 中浸泡 2而
n ,

然后放人各浓度的灭活菌悬液中浸泡 3而
n ,

最后

放人水族箱中
,

每箱放虾 10 尾
,

对照组不浸泡疫苗
,

其余操作同浸泡组
,

观察对虾的死亡情况
。

口服接种 将上述灭活菌苗以 1护ce n s
·

mL
一 ‘
饲料的浓度浸泡饵料 10 而

n ,

晾干后投喂接种于斑节对

虾和日本对虾
,

连喂 7d
。

每箱放虾 10 尾
,

对照组直接投喂未经浸泡菌苗的干饵
,

观察对虾的死亡情况
。

1
.

4
.

2 攻毒感染

于对虾 接种 1 5 d 后
,

用 副溶 血 弧 菌对上 述接 种对虾 和对照虾进行肌注攻毒
,

注射剂量为每尾

0
.

lmL
,

感染菌悬液浓度为 2
.

8 x l护CF’U
·

mL
一 ‘
(斑节对虾

,

CF’U 为 Clo n e FOrm ing U nit
,

即菌落形成单位 )和

4
.

3 x l护CFU / mI. (日本对虾 )
,

实验周期为 10 d
,

记录死亡情况
。
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1
.

5 免疫指标测定

1
.

5
.

1 免疫保护率的测定
,

按下式计算

免疫保护率的测定(% )
=

1
.

5
.

2 血清中酚氧化酶活力 (R ) )的测定

免疫组死亡率
、 ,

~
气 l 一 二下石石布共二二井二二二几奚二) X l 气入J

人可只只兰且夕匕L
三孕

’

分别取正常的和注射免疫后 3
、

6
、

12
、

24
、

36
、

铭
、

72
、

%
、

120
、

1机
、

168
、

192 h 的斑节对虾
,

抽取血淋巴
,

测定对虾血清的 阳 活力
,

采用 A shi da 〔‘〕的测定方法
,

参照王雷等[z] 的进行
,

具体方法为
: 自对虾头胸甲

后插人心脏取血
,

置于 印讲
n
do rf 离心管 中 4℃过夜

,

然后低速 离心使血清析出
。

将 3 m LD
.

lm o l
.

mL
一 ;

声 为 6
.

0 的磷酸盐缓冲液分别与 1。斗
之
L 的 0

.

01 mo 卜ML
一 ‘的 L 一 d o p a 及 1。〕丈L 待测血清于室温下混匀

,

每隔 Zm in 读取 4 9() nm 波长下的光密度值
,

以 O D崛召寸反应 时间作图
。

酶活力以实验条件下每分钟 o n 阴

增加 0
.

00 1 为一个酶活力单位
,

为简便起见
,

本实验用控制相同测定条件的办法
,

直接用活力单位表示

酶活性
。

2 结果

2
.

1 疫苗安全性检验

注射剂量 1护ee n s .

m L
一 1的免疫组在注射后 2 4h 有少量死亡

,

无 明显症状
,

其余组均正常
,

其死亡情

况见表 l 和表 2o

表 1 免疫后实验斑节对虾的实验结果

Tab
.

1 Tb e n 名』七 of te蛇初山 vac
r i朋盆司 尸

.

碗田以由几

试验组别
实验虾数
(尾 )

接种浓度
Cell s’ n 止

一 l
ld 2 d 3 d 4 d 5 d 7 d g d lld 13 d 15d

n�0
�U�Un�000on0C

U�11�”n甘0on
一�”

O�n00nUO

nU一“n�0nU�U八ljo0000

00000000 00000000000nU00000000nU00000000010001 0000000000004
.

2 x l护

4
.

2 x l护

4
.

2 x l07

0

4
.

2 x l护

4
.

2 x l护

4
.

2 x l护

0

1护

0

0000000000
‘.且,且1里,且..卫,1,1.‘‘1..1‘.1注射组 1

注射组 2

注射组 3

注射对照组

浸泡组 1

浸泡组 2

浸泡组 3

浸泡对照组

投 喂组

投喂对照组

T ab
.

2

0 0 0 0 0

表 2 免疫后日本对虾的实验结果

l b e re 刘ts or tes t 初th v侧况玩的团 P
.

川脚翻记璐

试验组别
实验虾数

(尾 )

接种浓度
C e ll s

.
n止

一 1 ld 2 d 3 d 4 d 5 d 7 d 9 d 1 ld 13 d 巧 d

00000000000
�U000on甘0一UO00on�on�0000八UO

�11n�0000C000000000000OC
�

000

on
�
0000000000

0on
�
000000000n00000n

�
0n�n000八曰nUC

�
003

.

6 x l护

3
.

6 x l07

3
.

6 x l护

0

3
.

6 x l护

3
.

6 x l护

3
.

6 x l护

0

l护

0

rororo10roro10roID10注射组 1

注射组 2

注射组 3

注射对照组

浸泡组 1

浸泡组 2

浸泡组 3

浸泡对照组

投喂组

投喂对照组
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2
.

2 疫苗效力试验

肌注感染后
,

在整个实验周期内
,

实验组均有不同程度的存活
,

而对照组则在 5d 内全部死亡
,

其死

亡情况见表 3 和表 4o

表 3 攻毒感染后斑节对虾的实验结果

I协b
.

3 M心汁山ty of P
.

用沁翻%如月 动妇咖叩耐 仲血为 竹加脚台

试验组 别 实验虾数 接种浓度 ld Zd 3 d 4 d sd 6 d 7 d sd g d l加

一 (尾) cell s’ mL
一 ’

注射组 1 10 4
,

Z x l护 1 2 2 0 1 0 0 0 0 0

注射组 2 10 4
.

2 x l08 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0

注射组 3 10 4
.

2 x 107 1 2 1 1 1 0 0 0 0 0

注射对照组 10 0 2 2 4 1 1 0 0 0 0 0

浸泡组 1 10 4
.

2 x l护 2 2 1 1 0 0 0 0 0 0

浸泡组 2 10 4
.

2 x l07 1 2 2 0 1 0 0 0 0 0

浸泡组 3 10 4
.

2 x l护 1 2 2 2 1 0 0 0 0 0

浸泡对照组 10 0 2 3 2 2 0 1 0 0 0 0

投喂组 10 1护 2 2 1 2 1 D 0 0 0 0

投喂对照组 10 0 1 3 2 2 1 0 0 0 0 0

表 4 攻毒感染后日本对虾的实验结果

T a b
.

4 Md比山ty of P
.

血脚胶璐
‘加汤嗯耐 仲沥 竹加脚七

免疫组别

注射组 l

注射组 2

注射组 3

注射对照组

浸泡组 l

浸泡组 2

浸泡组 3

浸泡对照组

投喂组

投喂对照组

ld 2d 3d 4d 5 d 6 d 7 d 8 d 9 d 10d

,里
2,‘3

.

6 x l护

3
.

6 x 107

3
.

6 x l护

0

3
.

6 x l护

3
.

6 x 107

3
.

6 x l护

0

1护

0

10ro1010ro1010101010

2
.

3 免疫保护率的计算

斑节对虾注射免疫组(接种浓度分别为 1护ce lls
·

mL
一 ’、

l护。el扮 mL
一 ’和 1护

c
ell

s ·

mL
一 ’
)的免疫保护率

分别为 40 %
、

50 %和 40 %
,

浸泡组(接种浓度分别为 1护
c
ell

s ·

mL
一 ’、

1护
c
ell

s ·

mL
一 ’和 1护c

ell
s

·

mL
一 ’
)的分

别为 30 %
、

30 %和 20 %
,

投喂组的免疫保护率为 1 1
.

1 %
。

日本对虾注射免疫组(接种浓度为 10S
c
ell

s
·

mL
一 ’、

1护ce lls
·

mL
一 ’和 1护ce U,

·

mL
一 ’
)的免疫保护率分别

为印%
、

40 % 和 30 %
,

浸泡组 (接种浓度分别为 1护c
ell

s ·

mL
一 ’、 1护

c
ell

s ·

mL
一 ’和 1护c

ell
s ·

mL
一 ’
)的分别为

22
.

2 %
、

22
.

2 % 和 11
.

1%
,

投喂组的免疫保护率为 0o

2
.

4 血清中酚氧化酶活力的变化

接种弧菌苗后
,

对虾血清中酚氧化酶的活力明显 高于对照组
,

并且随着时间的推移开始缓慢下降
,

其活力变化值见表 5
。
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表 5 免疫后斑节对虾血清中酚氧化酶的活力变化值

Tab
·

5 T b e 山班啥es of R 〕理灯访七璐 玩 se n 口. of 尸
.

州刃”侧几砚 吐挽r y别况如旧廿叨

实验组别 6 h 12 h 24 h 36 h Zd 3 d 4 d sd 7 d sd

免疫组

对照组

巧
.

0 18
.

2

12
.

5 10
.

7

22
.

0

13
.

6

2 5
.

6

1 1
.

8

20
.

5

9
,

6

24
.

7

12
.

5

2 1
。

0

1 1
.

3

14
.

6

9
.

5

20 O

12
.

3

16
.

2 15
.

3

10
.

2 11
.

2

3 讨论

3
.

1 弧菌疫苗的安全性和有效性

在疫苗应用中
,

安全性和有效性是最为重要的
。

为了不损失细胞内的一些热敏性物质
,

本文采用福

尔马林灭活的方法制得疫苗
,

通过对副溶血弧菌疫苗的实验发现
,

在含菌 1护
c
ell

s
.

mL
一 ’以下施用时对虾

无任何不 良反应
,

而以含菌量为 1护ce Us
·

mL
一 ‘
施用 时则会引起对虾的少量死亡

,

故此
,

作者认为在疫苗

浓度为 10S
c
ell

s ·

mL
一 ’时施用是安全的

。

同时
,

在各接种浓度下
,

该疫苗对斑节对虾和 日本对虾均有不同

程度的保护作用
,

并且在 1护ce ns
·

rnL
一 ’一 1护

。
ell

s
·

mL
一 ’的浓度范 围内

,

免疫保护率随着疫苗浓度的升高

而增强
,

初步证实了疫苗的有效性
。

关于免疫保护率的提高原 因
,

推测可能是由于疫苗剂量的增加提高

了菌体表面抗原进人虾体的量
,

从而加强 了酚氧化酶原系统的激活
,

使对虾免疫系统 自我保护能力加

强
。

3
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2 免疫保护率的持续时间

有关对虾细菌疫苗的持久性 问题
,

不同研究者得出了不同的结果
。

挽杭
, 和 I月w re nc 沪〕研制的一种

弧菌疫苗
,

应用浸泡 的方法对南美 白对虾接种后
,

其免疫保护率可 持续 到成虾收获时
。

It田 111等[’] 对日

本对虾接种弧菌疫苗后
,

其免疫保护率可持续 50d
。

叶孝经 [s] 通过小规模的生产应用发现
,

中国对虾接

种弧菌苗后
,

其免疫保护率也可持续到收虾时
。

在斑节对虾 中
,

so ng 和 SUn g【“]认为保护力只有 14d 左

右
。

本实验的研究发现
,

以注射和浸泡的方式对斑节对虾和 日本对虾进行接种
,

15d 后仍有一定程度的

免疫保护率
。

3
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3 接种方式的选择

在鱼类中
,

抗原可通过鳃进入鱼体内[v]
,

也可以通过消化道进人体内阔
。

而在对虾中
,

目前对于疫

苗进人虾体的机制仍不清楚
,

sun g 和 阮ng [0] 用间接荧光抗体技术对热灭活的创伤弧菌抗原在对虾体内

组织定位进行了观察
,

发现弧菌苗主要分布在肝胰腺
、

肠道和淋巴组织 中
,

但进人部位仍不清楚
,

使得在

对疫苗接种方式的选择上缺乏指导作用
。

本实验中
,

由三种接种途径 的免疫效果来看
,

注射方式保护效果最好
,

但使用起来费时费力
,

限制了

它在大规模的养殖生产中应用
,

然而在亲虾的抗病防治中则不失为是一种好的方法 ;浸泡方式效果不很

理想
,

且疫苗需要量大
,

在养成期的应用也有限制
,

但对于苗期幼体的接种仍然是一种好的方法
,

对虾幼

体经浸泡接种后
,

可获得较长时间的免疫保护率 [a, 4〕; 投喂方式由于受到虾体消化酶的破坏而效果较

差
,

但使用方便
、

疫苗的需要量小
,

在实际生产中较为可行
,

如能以某种方式加以改造使用
,

如添加于微

囊以抵消消化系统的作用
,

则不失为一种经济可行的接种途径
。

为获得较为持久的免疫保护率
,

有人尝

试结合浸泡和投喂两种方式
,

对斑节对虾进行接种
,

并取得了好的效果〔‘0〕
。

故探索一条既经济又实用

的免疫方式对于当前虾类的免疫预防是至关重要 的
。

3
.

4 酚氧化酶活力

在甲壳动物中
,

酚氧化酶原系统在机体对外物人侵过程 中起着重要作用
,

伴随着颗粒细胞的脱颖粒
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和酚氧化酶原系统的激活
,

酚氧化酶被释放出来
,

起识别和调理作用
。

本实验以酚氧化酶的活力作为免

疫指标
,

结果显示
,

免疫后斑节对虾酚氧化酶的活力升高
,

说明疫苗的使用能够激活虾体内酚氧化酶的

活性
。

由于在取血等操作过程和在冰箱中保存的过程中均可激活酚氧化酶原〔川
,

造成酚氧化酶的释放

而影响实验结果的准确性 ; 同时
,

受实验条件的限制
,

每次只能取 2 一 3 尾对虾的血样 测定后取平均值
,

无法象大型实验动物那样连续取样
,

使得实验测得的数值随着实验对虾的体质差异而变化较大
,

酚氧化

酶的活力没有显示出明显的规律性
,

这都有待于进一步研究
。
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