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摘要:从海南养殖卵形鲳 致病嗜麦芽假单胞菌细胞壁中提取脂多糖,分别用一次腹腔注射免疫法、加强腹腔

注射免疫法和口服法对健康卵形鲳 进行免疫接种, 结果表明,以这 3 种方法接种脂多糖 2~ 12周, 实验鱼类

对嗜麦芽假单胞菌的血清凝集抗体效价及其对嗜麦芽假单胞菌病的抵抗力均有显著提高。此外, 卵形鲳 在

接种嗜麦芽假单胞菌脂多糖后,其血液中白细胞的吞噬活性也有明显增加。

关键词:卵形鲳 ; 嗜麦芽假单胞菌;脂多糖; 免疫

中图分类号: S966   文献标识码: A

Preparation of Pseudomonas maltophilia lipopolysaccharidae and

immunological analysis of the lipopolysaccharide against

Trachinotus ovatus

ZHOU Yong-can, ZHANG Ben, CHEN Xue-fen, QIAN Jia-ying

(Agricultural College, Hainan University , Haikou  570228, China)

Abstract:The lipopolysaccharide ( LPS) was isolated from the cell wall of a bacterial pathogen Pseudomonas

maltophilia which was separated from Trachinotus ovatus cultured in Hainan Province. And then, it was

immunized to healthy Trachinotus ovatus by the single i. p. injection, double i. p. injection and oral

administration, respectively . The results showed that, w ithin 2- 12 weeks after the f ish was inoculated with

LPS, its agglutinating antibody titers against dead Pseudomonas maltophilia and its resistance to the bacterial

pathogen Pseudomonas maltophilia increased signif icant ly. Moreover, the phagocytic act ivity of the leucocytes of

Trachinotus ovatus also increased after it was immunized with LPS prepared from Pseudomonas maltophilia.
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  卵形鲳 ( Trachinotus ovatus)为我国南方沿海的常见鱼类, 也是海南等地海水网箱养殖的主要品

种,具有较高的经济价值。近年来, 在海南等地的卵形鲳 养殖中, 由嗜麦芽假单胞菌 ( Pseudomonas

maltophilia) 引起的重大流行病常常发生,造成了巨大经济损失[ 1]。目前, 对于该病的防治主要为使用抗

生素等化学药物,然而,由于化学药物存在抗药性、药物残留和污染环境等显著缺陷,长期使用将产生严

重的负面影响, 探索其他更安全有效的防治方法已十分必要[ 2- 5]。



鱼用疫苗具有安全、卫生、高效的特点,能够有效克服化学药物在鱼病防治中的种种局限,在生产应

用中前景广阔[ 4, 5]。目前,已研究的鱼用疫苗包括灭活疫苗、弱毒疫苗、亚单位疫苗、化学疫苗和基因工

程疫苗,其中,灭活疫苗研究最多且应用最广[ 2, 6]。不过, 相关研究表明,在由革兰氏阴性菌制备的灭活

疫苗中,能激发机体产生免疫保护作用的主要抗原成分为位于细胞壁上的脂多糖( lipopolysaccharide,

LPS) [ 7, 8] ,并且,以化学方法从病菌细胞壁中提取 LPS制备的 LPS疫苗与灭活疫苗相比,具有接种量小、

免疫原性强和副作用小等显著优点[ 7- 9]。为此,本文利用从海南患病卵形鲳 中分离的致病嗜麦芽假

单胞菌制备 LPS, 并探讨其对嗜麦芽假单胞菌病的免疫效果, 为卵形鲳 疾病的预防提供一种安全有效

的方法。

1  材料与方法

1. 1  实验材料

嗜麦芽假单胞菌: 1999年 11月从海南振东方公司临高海水养殖基地的患病卵形鲳 体内分离并鉴

定的致病菌强毒株[ 1] ,该菌株保存于海南大学水产系。

卵形鲳 : 由海南振东方公司临高海水养殖基地提供,选择体长为 12~ 15cm,体重 60~ 80g 的健康

且无患病史的个体。

1. 2  实验方法

致病菌的培养与灭活效果检测:致病嗜麦芽假单胞菌用海水营养肉汤在 28 e 下震荡培养 48h, 分组

加入福尔马林至终浓度分别为 0. 05%、0. 1%、0. 2%、0. 4%、0. 6%和 0. 8% ( v/ v) ,于 4 e 灭活 24h后,分

别用海水营养琼脂接种并培养 48h,检测各种浓度的福尔马林对该致病菌的灭活效果,确定福尔马林的

安全灭活浓度。

致病菌的扩大培养与灭活:以海水营养肉汤对致病嗜麦芽假单胞菌扩大培养 48h后,用 0. 4%的福

尔马林灭活 24h, 3 000r#min- 1离心 30min,收集沉淀(灭活细菌)并以无菌磷酸缓冲液( PBS, pH7. 2)冲洗

3次, 4 e 保存备用。

嗜麦芽假单胞菌 LPS的提取: 参照Westphal等的酚水法
[ 10]

, 并进行了适当修改,主要过程如下:用

等量的蒸馏水将灭活嗜麦芽假单胞菌配成菌悬液;于 65 e 下加入等量的90%分析纯苯酚抽提 10min,降

温至 15 e 后, 5 000r#min- 1离心 30min;取水层于 4 e 蒸馏水透析 3d,冷冻干燥后得到 LPS。该 LPS 在接

种前以pH7. 2的无菌 PBS配成浓度为 100mg#mL - 1,并加热除毒, 4 e 保存。

LPS的毒性检测:以不同浓度的 LPS腹腔注入卵形鲳 ,在确定 0和 100%估计致死量后,取 1B0. 85
的比值将实验分为 6组,并依以下公式确定其 LD50值和 LD50的 95%平均可信限( L95)

[ 11] :

LD50= log- 1[ X m- i#( 2p- 0. 5) ]

L95= LD50 ? 4. 5 LD50#i#[ ( 2p- 2p
2
) / ( n- 1) ]

1/ 2

其中, X m为死亡率为 100%时的对数剂量; i 为相邻对数剂量之差; 2p 为死亡率总和; 2p
2为死亡率平方

和; n 为每组实验动物数,本实验为 10。LPS的接种方法为腹腔注射, 注射量为每尾 0. 2mL。死亡率以

48h为准。

免疫与采血:选择健康的卵形鲳 , 每组 120尾。第一组每尾腹腔注射 10mg#mL - 1的 LPS 0. 2mL;

第二组以第一组相同的方法接种 1周后,再以同样方法加强接种 1次;第三组投喂 10mg#( kg#d) - 1 LPS

的量拌料投喂, 连用 7d;对照组为每尾腹腔注射无菌 PBS 0. 2mL。首次接种 1周后心脏采血,前 6周每

周采血1次,第 6至第 12周每 2周采血 1次, 每组每次采血 4尾。每尾鱼采集的血液均分成 2份, 其中

一份用肝素抗凝并用于检测白细胞吞噬活力;另一份以 8 000r#min- 1离心 10min制备血清, 检测血清凝

集抗体效价。

血清凝集抗体效价的测定:采用微量血凝板法,以 0. 4%福尔马林灭活嗜麦芽假单胞菌为反应抗原

进行测定。为便于比较, 测定的效价以 Log2值表示
[ 3]。
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免疫保护力测定:在首次接种后的第2、5和10周,每组分别取 20尾鱼以1 @ 108cfu的致病嗜麦芽假

单胞菌腹腔注射攻毒,注射量每尾为 0. 2mL, 统计攻毒 10d 内的养殖成活率, 用以下公式计算各组的相

对成活率(RPS) [ 12] :

RPS( % ) = [ 1- (免疫组的死亡率 / 对照组的死亡率) ] @ 100

白细胞吞噬活力测定:在无菌凹玻片内滴加 2滴肝素抗凝的血液, 再加入 1滴 1 @ 109cfu的热灭活

金黄葡萄球菌, 混匀并置湿润带盖容器内 37 e 孵育 30min 后, 制成血涂片,甲醇固定,碱性美兰染色,油

镜观察计数,用以下公式分别测定第2、4、6、8、10和 12周各组的吞噬百分比( PP)和吞噬指数( PI) :

吞噬百分比( % ) ( PP) = ( 100个白细胞中吞噬细菌的细胞数/ 100) @ 100

吞噬指数( PI) = 100个参与吞噬的白细胞内的细菌总数/ 100

统计分析: 以 V2测验法或 t 检测法测定免疫组与对照组间的显著性差异。

2  结果

2. 1  嗜麦芽假单胞菌福尔马林灭活浓度的确定

在嗜麦芽假单胞菌中加入不同浓度的福尔马林并 4 e 灭活 24h后,用海水营养琼脂接种并培养 48h

的结果表明:用 0. 05%和 0. 1%福尔马林灭活的效果很差, 接种培养 48h 后仍有大量菌落产生; 0. 2%福

尔马林虽能杀死绝大部分活菌,但在接种的琼脂上尚有少量菌落;而 0. 4%以上的福尔马林能将活菌全

部杀死。据此, 确定嗜麦芽假单胞菌的福尔马林灭活浓度为 0. 4%。

2. 2  嗜麦芽假单胞菌 LPS半致死浓度的测定

经预试,嗜麦芽假单胞菌 LPS对实验卵形鲳 的 0和 100%估计致死量分别为 80mg#kg- 1和 170mg

#kg - 1
。以1B0. 85的比值分组,各组 LPS注射量分别为 170、145、123、105、90和 76mg#kg- 1

。依次注射

后,卵形鲳 48h内的死亡率分别为 100%、90%、60%、30%、20%和0。据此,其 LD50和 L95分别为:

LD50= log- 1[ Xm- i#(2p- 0. 5) ] = log- 1[ 2. 2577- 0. 0689( 3- 0. 5) ] = 121( mg#kg- 1)

L95= LD50 ? 4. 5 LD50#i#[ (2p- 2p
2
) / ( n- 1) ] 1/ 2= 121 ? 10. 5( mg#kg- 1)

2. 3  不同方法接种嗜麦芽假单胞菌 LPS的免疫应答效果

以一次腹腔注射免疫、加强腹腔注射免疫和口服免疫等 3种方法对卵形鲳 接种嗜麦芽假单胞菌

LPS后,在1、2、3、4、5、6、8、10和 12周分别测定的血清凝集抗体效价见图 1。结果表明,本研究所用的三

图 1 不同方法接种嗜麦芽假单胞菌LPS 后的血清凝集抗体效价

Fig . 1 Agglutinating antibody titers after innoculating the LPS of P. maltophilia by different routes
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种接种方法均可获得良好的免疫效果,其中, 加强腹腔注射免疫获得的抗体效价最高, 高效价持续的时

间也最长。1次注射免疫与口服免疫相比,前者激发机体产生抗体的时间较短,获得的最高抗体效价也

较高,但口服法在达到高效价后可较长时间地保持效价的稳定, 因而在长时间免疫上比 1次腹腔注射法

更有优势,在本实验中,所有对照组的血清凝集抗体效价都小于 4( Log2值在 2以下)。

2. 4  嗜麦芽假单胞菌 LPS的免疫保护效果

以嗜麦芽假单胞菌LPS对 12~ 15cm卵形鲳 接种2、5和 10周后的攻毒结果表明(表1) :被攻毒鱼

类的相对成活率( RPS)除第 2周时的口服组较低外(与其他免疫组差异极显著,但与对照组也有极显著

差异) ,其他各组的RPS均在 85%以上; 而相应对照组的成活率则全在 5%以下,且对照组死亡的实验鱼

类也表现出明显的溃疡病症状。说明至少在本研究进行的时间内(接种 LPS后 2~ 12周) ,以嗜麦芽假

单胞菌 LPS接种12~ 15cm卵形鲳 可以获得良好的免疫保护效果, 有效抵御嗜麦芽假单胞菌引起的

溃疡病的发生。

表 1  不同方法接种嗜麦芽假单胞菌 LPS对卵形鲳 相关疾病的保护效果

Tab. 1  Protection effect of the LPS against P. maltophilia after inoculating by different routes

免疫方法
vaccination routes

第 2周攻毒
challenge on the 2nd w eek

DR * 1 RPS

第 5周攻毒
challenge on the 5th week

DR RPS

第 10周攻毒
challenge on the 10th week

DR RPS

1次腹腔注射法
single i. p inject ion

10 90. 0* 2, * 3 10 90. 0* 2 10 89. 5* 2

加强腹腔注射法
double i. p injection

15 85. 0* 2, * 3 5 95. 0* 2 0 100. 0* 2

口服法
oral administration

65 35. 0* 2, * 3 15 85. 0* 2 5 94. 7* 2

对照
control

100 0. 0 100 0. 0 95 0. 0

   * 1 DR:死亡率(死亡数/总数 @ 100) ; RPS:相对成活率;  * 2 表示与对照组有极显著差异( P< 0. 01) ;  * 3表示与口服组有

极显著差异( P< 0. 01)

  * 1 DR:Death rate( death number/ total number @ 100) ; RPS: relative percent survival;  * 2 means signif icant ly diff erent when compared

w ith control group ( P < 0. 01) ;  * 3 means significantly dif ferent when compared with oral administration group( P< 0. 01)

2. 5  接种嗜麦芽假单胞菌 LPS对卵形鲳 白细胞吞噬活性的影响

表2的结果表明,对卵形鲳 以不同方式接种嗜麦芽假单胞菌 LPS后, 在 2~ 12周内均可明显提高

接种鱼类白细胞的 PP 和PI。其中,除口服免疫组在第2和 12周、一次腹腔注射免疫组在第 2周时接种

鱼类的白细胞 PP 与相应对照组仅有显著差异外( P< 0. 05) ,其他所有免疫鱼类在本实验的各检测时间

内的白细胞PP与对照组均有极显著差异( P< 0. 01)。不同接种方法的比较研究表明,接种鱼类的白细

胞PP和 PI 的变化情况与血清凝集抗体效价的变化情况类似:加强腹腔注射免疫组最高, 1次腹腔注射

免疫组次之,口服免疫组最小。

3  讨论

在水产养殖的病害防治中,如何兼顾养殖生产的持续发展与养殖环境的有效保护是每个水产养殖

人员都十分关注的敏感话题。然而,目前在我国乃至全球大多数国家的水产养殖中,对养殖生物病害防

治所采用的主要手段仍然是抗生素等化学药物,这些化学药物既严重影响了养殖鱼类的产品质量,又对

养殖水域的生态环境造成了严重污染。特别是我国加入 WTO 后, 因养殖过程中使用抗生素等

化学药物而产生的药物残留将成为制约我国养殖水产品出口的主要因素。因此,开展水产养殖动物免
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表 2  不同方法接种 LPS对卵形鲳 白细胞吞噬活性的影响

Tab. 2 The effect of LPS on the phagocytic activity of the leucocyte of T. ovatus

after inoculating by different routes

免疫方法

vaccination routes

测定项目

items

免疫后不同周白细胞的吞噬活性

phagocytic activity of the leucocyte in dif ferent w eeks af ter vaccinat ion

2 4 6 8 10 12

次腹腔注射法
single i. p inject ion

PP*

PI*

58. 3? 5. 8* 3

2. 2 ? 0. 20

61. 1 ? 6. 5* 3

2. 5? 0. 23

60. 6 ? 5. 9* 3

2. 2 ? 0. 19

56. 8? 6. 3* 3

2. 0 ? 0. 16

55. 3 ? 5. 4* 3

2. 2? 0. 17

54. 8 ? 5. 2* 2

2. 1 ? 0. 19

加强腹腔注射法
double i. p injection

PP

PI

57. 7? 5. 4* 3

2. 4 ? 0. 19

60. 8 ? 5. 7* 3

2. 3? 0. 21

62. 0 ? 6. 3* 3

2. 5 ? 0. 22

62. 5? 6. 6* 3

2. 4 ? 0. 25

61. 2 ? 5. 9* 3

2. 3? 0. 23

60. 1 ? 5. 8* 3

2. 5 ? 0. 23

口服免疫法
oral administrat ion

PP

PI

54. 6? 5. 5* 2

2. 1 ? 0. 14

57. 4 ? 6. 0* 3

1. 9? 0. 17

57. 9 ? 5. 3* 3

2. 3 ? 0. 18

56. 6? 5. 4* 3

2. 1 ? 0. 17

56. 1 ? 5. 3* 3

2. 0? 0. 21

55. 3 ? 6. 0* 2

2. 2 ? 0. 20

对照组
control

PP

PI

49. 3 ? 4. 8

1. 8 ? 0. 14

48. 2 ? 4. 9

1. 9? 0. 11

47. 6 ? 5. 1

2. 0 ? 0. 13

50. 6? 4. 6

1. 8 ? 0. 10

48. 9 ? 4. 4

1. 7? 0. 14

50. 1 ? 4. 7

2. 1 ? 0. 21

   * 1 PP:吞噬百分比; PI:吞噬指数;  * 2 表示与对照组的同一时期的吞噬百分比有显著差异 ( P < 0. 05) ;  * 3 表示与对照组的

同一时期的吞噬百分比有极显著差异( P < 0. 01)

   * 1 PP: Phagocyt ic percentage; PI: Phagocytic index;  * 2 The PP is diff erent with the control ( P < 0. 05) ;  * 3 The PP is signif icantly

diff erent with the control( P < 0. 01)

疫防病的研究, 以及通过研究开发预防水产病害的相关疫苗产品,在养殖生产中具有十分重大的意义。

病原菌的 LPS是内毒素的主要成分,因而其本身也有一定的毒性。陈昌福和纪国良
[ 13]
以鱼害粘球

菌( Myxococcus piscicola)LPS免疫草鱼的研究结果表明,腹腔注射 LPS 达到 5mg#kg- 1时就可对 50~ 100g

的草鱼造成一定的伤害; 注射量达到25mg#kg- 1时,在4d内实验草鱼将全部死亡。不过, 陈昌福等[ 14]以

45mg#kg- 1的量对鳜接种嗜水气单胞菌 LPS却未发现异常反应; Matsuyama 和Mangindaan[ 15]以 2~ 10mg

#kg- 1
的多种 LPS接种鲤后也未发现中毒症状。本文对嗜麦芽假单胞菌病 LPS的毒性研究表明,虽然

该LPS对卵形鲳 确实具有一定的毒性, 但其致毒剂量比较大, 最低致死量大于 80mg#kg- 1, LD50为

121 ? 10. 5 mg#kg- 1。在LPS的腹腔注射接种中,由于接种量一般都在40mg#kg- 1以下(本研究为 20mg#

kg- 1) , 因此,在常规剂量内接种嗜麦芽假单胞菌病 LPS不会对接种鱼类造成明显伤害。

陈昌福等
[ 14]
对 3种不同方法制备的嗜水气单胞菌 LPS研究表明, 不同方法制备的LPS的免疫效果

存在明显差异: Boivin提取法制备的 LPS 免疫效果最好,酚水法次之, 乙二胺四乙酸( EDTA)法效果最

差。本研究所采用的是国内外比较常用的酚水法,并根据本研究的实际情况在离心力和浓缩方法上进

行了适当修改, 结果表明,所制备的嗜麦芽假单胞菌 LPS具有十分良好的免疫原性,以 1次腹腔注射免

疫、加强腹腔注射免疫和口服法等不同方法接种卵形鲳 后,在接种后 1~ 5周内的血清凝集抗体效价

快速上升,并在第3~ 5周达到最高峰。攻毒实验结果也表明,卵形鲳 在接种嗜麦芽假单胞菌LPS后,

接种鱼类可产生良好的抵御相关病原感染的能力,在生产上具有良好的应用前景。

特异性是鱼用疫苗的一个主要特点,但在鱼用疫苗的生产应用中,由于特异性的鱼用疫苗只能对某

种特定的病原产生抵御效果, 它又成为制约其全面推广的重要因素。为了扩大特异性疫苗对鱼类疾病

的预防范围,目前常常采用的方法为制备混合疫苗或多联疫苗[ 2- 5]。不过, 本文对卵形鲳 嗜麦芽假单

胞菌 LPS的研究表明,该疫苗除可提高机体对嗜麦芽假单胞菌病的抵抗力外,还能显著提高接种鱼类

白血细胞的吞噬能力,增强接种鱼类的非特异性免疫功能。
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下期论文摘要

环境因子对缢蛏滤水率的影响

潘鲁青,  范德朋,  马  生生,  董双林
(青岛海洋大学海水养殖教育部重点实验室,山东 青岛  266003)

摘要: 采用实验生态学方法研究环境因子对缢蛏滤水率的影响规律。结果表明:温度、盐度和 pH对缢蛏的滤

水率有极显著影响( F> F0. 01)。当温度、pH 值分别为 15~ 30e 和 6~ 9 时,缢蛏的滤水率呈一个峰值变化, 当

温度为 20e 、pH 值为 8 时,其滤水率分别达到最大值; 当盐度在 6~ 30 时,随着盐度的增大缢蛏的滤水率亦逐

渐增高。

关键词: 缢蛏; 温度;盐度; pH 值; 滤水率
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