
!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

第 /0 卷第 1 期

2341 年 1 月 5

水5产5学5报

!"#$%&'"(()*+,$),*"(-+)%&

./01/0" %/11

234" 2341

文章编号!4333 63741#2341$31 63:23 639 5")!43144078678912348433014/

收稿日期!2348:43:4:555修回日期!2348:42:3/

资助项目!+十二五,国家科技支撑计划#2342S&521S32$ %现代农业产业技术体系建设专项#-&$*:87$

通信作者!吴淑勤",:;3<0!D\P>?@>I<C;47/19/;

山莨菪碱提高嗜水气单胞菌灭活疫苗浸泡免疫鲫的效果

时云朵4!2

!5任5燕4

!5张德锋4

!5付小哲4

!

林5强4

!5李宁求4

!5石存斌4

!5吴淑勤4

"

#41中国水产科学研究院珠江水产研究所"广东省水产动物免疫技术重点实验室"

农业部渔药创制重点实验室"广东 广州5143/93%

21上海海洋大学水产与生命学院"上海5234/37$

摘要! 为研究山莨菪碱作为佐剂在细菌灭活疫苗浸泡免疫中的作用!将山莨菪碱和嗜水气单胞

菌全菌灭活疫苗联合浸泡免疫异育银鲫!首次浸泡免疫 : B 后加强免疫 4 次$ 通过实时荧光定

量 H-$检测第 2%8%:%44%48 和 24 天脾脏中 )D2%)':4

"

%-/%-:凝集素以及溶菌酶的 ;$%&表达

量!并在第 24 天进行同源菌株活菌攻击实验$ 结果显示!山莨菪碱组第 8 天 )D2和 )':4

"

的表

达量达到最高值!分别为 291/ 和 //21:&而无佐剂疫苗组第 44 天 )D2和 )':4

"

达到最高值!分别

为 1714 和 :0419$ 山莨菪碱组的补体 -/%-:凝集素以及溶菌酶的表达量都显著高于无佐剂组和

对照组!且表达持续时间长$ 活菌攻击实验表明山莨菪碱组的相对免疫保护率可达 9313K!显著

高于无佐剂组的 1713K$ 结果表明!山莨菪碱与嗜水气单胞菌灭活疫苗共同浸泡免疫银鲫!可以

增强脾脏中 )D2%)':4

"

%-/%-:凝集素以及溶菌酶基因表达!提高银鲫相对免疫保护率$

关键词! 异育银鲫& 山莨菪碱& 灭活疫苗& 浸泡免疫& 免疫效果

中图分类号! L0/010& *07155555555 文献标志码'&

55嗜水气单胞菌#':/0.0(-867</026+,-"&@$是

一种条件致病菌"广泛分布于自然界各种水体中"

可导致严重的出血性败血症
'4 6/(

) 目前"渔业生

产中已应用疫苗来预防该菌引起的疾病) 渔用疫

苗注射投递的免疫效果好"但对鱼体应激大&劳动

强度高"不适合大规模应用"发展新型&高效的浸

泡6口服免疫技术是鱼类疫苗投递的主要发展趋

势) 浸泡投递操作方便"适用于小规格鱼种) 如

何提高鳃和皮肤对抗原的摄入量"是建立浸泡投

递技术的首要问题
'8(

) 利用免疫佐剂&细胞渗透

剂&活载体等材料"结合高渗浸泡&超声波处理等

透皮方法"增强鱼体对抗原的摄入量"从而提高免

疫效果是浸泡免疫的发展方向和趋势)

山莨菪碱 #3C<?/B3;<CA$是我国首次从茄科

植物唐古特山莨菪 #'(+80<*8"-()*"+3*8$中提取

出来的一种生物碱"是一种阻断 2胆碱受体"可

以使平滑肌松弛
'1(

"解除血管痉挛的抗胆碱药"

具有稳定细胞膜和扩张微血管作用
'7(

"可以作为

一种细胞松弛剂"能够恢复并增强黏膜的生理功

能"提高免疫力) 在渔业生产中山莨菪碱能促进

鱼体生长"增强疫苗免疫效果
': 69(

)

本研究将山莨菪碱和嗜水气单胞菌灭活疫苗

联 合 浸 泡 免 疫 异 育 银 鲫 # =-/-88+*8-*/-"*8

)+A:,+0"D<RA093M=$"通过实时荧光定量 H-$检测

)D2&)':4

"

&补体 -/&-:凝集素以及溶菌酶的基因

表达量并进行活菌攻击实验"研究山莨菪碱在灭

活疫苗浸泡免疫中对银鲫先天性免疫和获得性免

疫的影响及免疫保护效果)

45材料与方法

!"!#实验鱼和菌株

异育银鲫购于广东省佛山市三水区某养殖
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场"体质量 #1 C4$ D"体长 #711 C311$9;) 实验

前暂养 2 周"观察摄食活动状态"确认健康后用于

实验) 实验期间水温#27 C4$Q) 嗜水气单胞菌

WWO303034 菌株为本研究室自行分离&鉴定并保

藏的细菌"为本次实验的疫苗制备株和活菌攻击

菌株)

!"$#主要试剂和仪器

J*S培养基购自广东环凯微生物科技有限

公司&山莨菪碱为河南普瑞制药有限公司产品

#含量 1 ;D6片$&HM<;A*9M<=E$J$A3DACEO<E和

*WS$HMA;<F ,F J3I ))购自大连宝生物工程有

限公司&JM<\/0$A3DACE购自英潍捷基公司"其余

试剂为进口或国产分析纯)

&S):133 荧光定量 H-$仪为美国 &==0<AB

S</?4?EA;?公司产品&台式冷冻离心机为美国

*<D;3公 司 产 品& 核 酸 蛋 白 测 定 仪 为 美 国

S,-O2&%-"#'J,$公司产品&温控摇床 *H+:

2442(为中国 *+)H)%G公司产品"生化培养箱

2)$:41/ 为日本 *&%W"公司产品)

!":#嗜水气单胞菌灭活疫苗的制备

将 WWO303034 菌株接种到 J*S液体培养基

中"29 Q摇床活化 49 @"再转接到 133 ;'J*S培

养基中 29 Q扩大培养 49 @"然后用 /k福尔马林

溶液 29 Q灭活 :2 @) 无菌检验合格后"即为嗜水

气单胞菌灭活疫苗)

!";#浸泡免疫与样品采集

将银鲫分为 / 组"每组 13 尾"分别为山莨菪碱

组&无佐剂组和对照组) 首次免疫 : B 后同法进行

加强免疫#表 4$) 加强免疫后第 2&8&:&44&48 和

24 天分别采集脾脏"每组每次分别采集 / 尾鱼)

表 !#实验分组及浸泡免疫

%&'"!#%7+54..&,O 3A-..+,5-3/-..4/-U&0-3/

组别

DM/>=?

尾数6尾

8<?@ C>;RAM

浸泡免疫程序

=M/DM3;?/8<;;AM?</C <;;>C<\3E</C

山莨菪碱组

3C<?/B3;<CA:3B7>U3CEU399<CADM/>=

13

411K盐水浸泡 1 ;<C 后"在 41

!

D6;'山莨菪碱和 112 @43

9

98>6;'疫

苗 '0(溶液中浸泡 /3 ;<C"首次免疫 : B 后同法进行加强免疫

无佐剂组

3B7>U3CE:8MAAU399<CADM/>=

13

411K盐水浸泡 1 ;<C 后"在 112 @43

9

98>6;'疫苗溶液中浸泡 /3 ;<C"首

次免疫 : B 后同法进行加强免疫

对照组 9/CEM/0DM/>= 13 411K盐水浸泡 1 ;<C"首次免疫 : B 后同法进行加强免疫

注!山莨菪碱的浓度为 41

!

D6;'"由预实验所得"浓度过高对鱼体损伤较大"甚至造成银鲫死亡

%/EA?!E@A9/C9ACEM3E</C /83C<?/B3;<CA<?41

!

D6;'"@<D@ 9/C9ACEM3E</C 9/>0B 93>?AR<D B3;3DA"3CB AUAC BA3E@ 8M/;E@A=MA:EA?E

!"?#总 <=>的提取和反转录

用 JM<\/0法提取银鲫脾脏的 $%&"通过 4K的

琼脂糖凝胶电泳来检测 $%&的完整性"并使用核

酸蛋白测定仪测得 $%&的浓度和 "5

273C;

6"5

293C;

比率) 检测结果较好的 $%&进行 95%&的合成)

!"B#实时荧光定量 @E<引物设计与合成

在 GACS3CN 中查找银鲫 49*M$%&&)D2&)':

4

"

&补体 -/&-:凝集素和溶菌酶的核苷酸序列"利

用 HM<;AMHMA;<AM113 软件设计引物"并由吉格生

物科技有限公司合成) 引物序列如表 2 所示)

表 $#!WH,<=>%I2[%补体 E:%IVD!

#

%ED凝集素和溶菌酶基因引物

%&'"$#%7+C4&/0-0&0-N+@E<*,-.+,53A2-'+19&,*2+/+53A!WH,<=>#I2[#E:#IVD!

#

#ED1+90-/&/61O53UO.+

引物名称

=M<;AMC3;A

引物序列#1V:/V$

=M<;AM?AI>AC9A?#1V:/V$

引物长度6R=

=M<;AM0ACDE@

49*M$%&

(/MP3MB 1V:GG&-&-GG&&&GG&JJG&-&G:/V

$AUAM?A1V:-GG&GJ-J-GJJ-GJJ&J-GG:/V

00

)D2

(/MP3MB 1V:GJ-&&J-JJ-GG-JJGJ-J-&:/V

$AUAM?A1V:GGGJ&J&&J-J--&J-GGGJ-:/V

4:0

-/

(/MP3MB 1V:GJGJ&&GGG&G&--JGJG--&:/V

$AUAM?A1V:&J&G&JGJ--G&GJ--JGJJJ:/V

477

)':4

"

(/MP3MB 1V:&--&&JG-G&-&J&-&&G&GG:/V

$AUAM?A1V:&J-&&&--&--&G&&G--&GJ:/V

229

-:凝集素

-:0A9E<C

(/MP3MB 1V:-J---G--JJJG-J-JG&&J&:/V

$AUAM?A1V:&&GJG-GJG&JGJJGJJGGJG:/V

248

溶菌酶

04?/\4;A

(/MP3MB 1V:GG&JJ-J-&-JJGG-&&-J&J:/V

$AUAM?A1V:JG&JJJ-&GJ--JJ-GGJJJJ:/V

280

42:
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!"F#实时荧光定量 @E<标准曲线的构建

以正常银鲫脾脏的 95%&作为模板进行

H-$扩增"H-$产物经 4K的琼脂糖凝胶电泳分

离后"对目的条带进行回收&与载体连接&转化并

筛选阳性克隆"送上海生物工程技术有限公司测

序) 提取阳性克隆质粒"检测质粒的浓度和

"5

273C;

6"5

293C;

值"以 43 倍梯度稀释的重组质粒

为模板"进行荧光定量 H-$"分别构建内参基因

和目的基因的标准曲线)

!"W#实时荧光定量 @E<检测 I2[%E:%IVD!

#

%

ED凝集素%溶菌酶的表达量

将反转录的 95%&作为模板进行实时荧光定

量 H-$"每个样品做 / 个平行) 反应程序!01 Q"

/3 ?%01 Q"1 ?%73 Q"/8 ?"83 个循环%01 Q"

41 ?%73 Q"73 ?%01 Q"41 ?#表 /$)

!"Y#活菌攻击实验

加强免疫 24 B 后"用预实验测得的半数致死

量'5

13

#91: @43

7

98>6;'"314 ;'$的 WWO303034

菌株腹腔注射攻击各组实验鱼) 每天观察记录死

亡数"连续观察 48 B) 计算相对免疫保护率

#$H*6K$!

P>& ?#4 6免疫组死亡率6对照组死亡率$ @

433K)

表 :#实时荧光定量 @E<扩增体系

%&'":#%7+&.*1-A-9&0-3/5O50+. 3AC4&/0-0&0-N+@E<

试剂

MA3DACE

体积6

!

'

U/0>;A

*WS$=MA;<F ,F B-U ))#J0<$%3?A+=0>?$ #2 @$ 1

$"ZMA8AMAC9AB4A))#13 @$ 312

H-$8/MP3MB =M<;AM#43

!

;/06'$ 312

H-$MAUAM?A=M<;AM#43

!

;/06'$ 312

BB+

2

"

/18

95%& 4

总体积 E/E30U/0>;A 43

!"!L#数据分析

实验数据以平均值 C标准差#;A3C C*5$表

示"用 *H**4:13 统计软件进行单因素方差分析

#"CA:T34 &%".&$" 以 '*5 方 法 进 行 多 重

检验)

25结果与分析

$"!#标准曲线的构建

用 43 倍梯度稀释后的质粒模板作为标准品"

构建各基因的标准曲线"初始模板量的对数值对

每个稀释样品的 =

E

值作图"得到一条呈线性关系

的标准曲线#图 4$)

图 !#!WH,<=>%I2[%E:%IVD!

#

%ED凝集素和溶菌酶基因实时荧光定量 @E<标准曲线

#3$49*M$%&标准曲线% # R$)D2标准曲线% #9$-/ 标准曲线% # B$)':4

"

标准曲线% #A$-:凝集素标准曲线% #8$溶菌酶标准曲线

J-2"!#H0&/6&,694,N+53AC4&/0-0&0-N+@E<3A!WH,<=>#I2[#E:#IVD!

#

#ED1+90-/&/61O53UO.+

#3$?E3CB3MB 9>MUA/849*M$%&% # R$?E3CB3MB 9>MUA/8)D2% #9$?E3CB3MB 9>MUA/8-/% # B$?E3CB3MB 9>MUA/8)':4

"

% #A$?E3CB3MB 9>MUA

/8-:0A9E<C% #8$?E3CB3MB 9>MUA/804?/\4;A

22:
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$"$#I2[%E:%IVD!

#

%ED凝集素和溶菌酶基因的

表达量变化

两组免疫组 )D2 的相对表达量显著高于对

照组#>A3131$"其中山莨菪碱组在第 8 天时达

到了最高值#291/ 倍">A3131$"第 : 天下降到对

照水平 #>B3131$"在第 44 天又出现回升 #11/

倍">A3131 $%无佐剂组第 44 天出现最高值

#1714倍">A3131$"然后第 48 天呈现下降趋势

#2:19 倍">A3131 $"在第 24 天时又出现上升

#8913 倍">A3131$ #图 2:3$) 两组免疫组的 )':

4

"

的表达量变化与 )D2相似#图 2:R$) 两组免

疫组中补体 -/ 在第 8 天时迅速上升"在第 : 天时

图 $#不同实验组银鲫脾脏中各免疫基因的相对表达量

#3$)D2相对表达量% # R$)':4

"

相对表达量% #9$-/ 相对表达量% # B$-:凝集素相对表达量% #A$溶菌酶相对表达量) +3,表示对

照组与无佐剂组的相对表达量具有显著差异#>A3131$ "+ R,表示对照组与山莨菪碱组具有显著差异#>A3131$ "+9,表示无佐剂

组与山莨菪碱组具有显著差异#>A3131$

J-2"$#%7+,+1&0-N++)*,+55-3/1+N+13A2+/+5-/07+2-'+19&,*5*1++/-/6-AA+,+/0+)*+,-.+/0&12,34*5

#3$E@AMA03E<UAAF=MA??</C 0AUA0/8)D2% # R$E@AMA03E<UAAF=MA??</C 0AUA0/8)':4

"

% #9$E@AMA03E<UAAF=MA??</C 0AUA0/8-/% # B$E@AMA03E<UA

AF=MA??</C 0AUA0/8-:0A9E<C% #A$E@AMA03E<UAAF=MA??</C 0AUA0/804?/\4;A1+3, <CB<93EA?E@3EE@AMA03E<UAAF=MA??</C 0AUA0<??<DC<8<93CE04

B<88AMACERAEPAAC 9/CEM/0DM/>= 3CB 3B7>U3CE:8MAAU399<CADM/>=#>A3131$ ", R, <CB<93EA?E@3E<E<??<DC<8<93CE04 B<88AMACERAEPAAC 9/CEM/0

DM/>= 3CB 3C<?/B3;<CA:3B7>U3CEU399<CADM/>=#>A3131$ "+9, <CB<93EA?E@3E<E<??<DC<8<93CE04 B<88AMACERAEPAAC 3B7>U3CE:8MAAU399<CA

DM/>= 3CB 3C<?/B3;<CA:3B7>U3CEU399<CADM/>=#>A3131$

/2:
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山莨菪碱组达到最高值#14717 倍">A3131$"而

无佐剂组在第 : 天呈现下降趋势 #9318 倍">A

3131$"两组免疫组的 -/ 相对表达量都显著高于

对照组#>A3131$ #图 2:9$) 山莨菪碱组的 -:凝

集素在第 2 天急剧上升#1914 倍">A3131$"第 8

天达到最高值#:113 倍">A3131$"并且在第 44

天时与无佐剂组相比仍保持较高的表达水平

#4217 倍">A3131$%无佐剂组的 -:凝集素在第 2

天就达到最高值#4718 倍">A3131$"然后呈现下

降趋势#图 2:B$) 山莨菪碱组的溶菌酶第 8 天开

始上升#713 倍">A3131$"第 : 天时达到最高值

#4/19 倍">A3131$"在第 44 天时#212 倍$与对

照组相比"还存在显著性差异"第 48 天下降到对

照水平#>B3131$%无佐剂组中溶菌酶第 2 天出

现急剧上升现象"并达到了最高值#4210 倍">A

3131$"第 8 天就恢复到对照水平#>B3131$ #图

2:A$) 实验结果表明"免疫组各免疫基因的相对

表达量显著高于对照组#>A3131$"并且山莨菪

碱 =&@ 疫苗组可以使 )D2 在免疫后快速表达"

一些免疫因子补体 -/&-:凝集素以及溶菌酶可以

在长时间内持续保持表达状态)

$":#活菌攻击实验结果

WWO303034 菌株攻毒各组实验鱼"连续观察

48 B 结果显示"各组集中死亡时间在活菌攻毒后

42 <89 @"2 B 后无死亡情况发生) 对照组&无佐

剂组&山莨菪碱组累计死亡率分别为 9/1//K&

/717:K和 4717:K) 山莨菪碱组相对免疫保护

率为 9313K"显著高于无佐剂组的 1713K #>A

3131$#表 8$)

表 ;#各实验组的相对免疫保护率

%&'";#%7+,+1&0-N+*+,9+/054,N-N&1-/07+6-AA+,+/0+)*+,-.+/0&12,34*5

组别

DM/>=?

攻毒尾数6尾

9@300ACDAB 8<?@ C>;RAM

死亡尾数6尾

BA3B 8<?@ C>;RAM

死亡率6K

;/ME30<E4

相对免疫保护率6K

$H*

山莨菪碱组 3C<?/B3;<CA:3B7>U3CEU399<CADM/>= /3 1 4717: 9313

无佐剂组 3B7>U3CE:8MAAU399<CADM/>= /3 44 /717: 1713

对照组 9/CEM/0DM/>= /3 21 9/1//

/5讨论

本研究将山莨菪碱与嗜水气单胞菌灭活疫苗

联用"浸泡免疫异育银鲫"并通过实时荧光定量

H-$测定了特异性免疫因子 )D2 和先天性免疫

因子白细胞介素 )':4

"

&补体 -/&-:凝集素以及溶

菌酶基因表达的变化) 结果显示"山莨菪碱组和

无佐剂组中 1 种免疫因子的表达量都显著高于对

照组#>A3131$)

目前对基因表达量与蛋白表达的关系还没有

明确的解释"但是国内外许多学者对渔用疫苗与

佐剂进行评价时"采用了检测基因表达量方法"使

其作为一个参考标准"5<3/ 等
'43(

在评价脂多糖和

"

:葡 聚 糖 作 为 佐 剂 对 牙 鲆 # >-/-,+36"678

0,+E-3:*8$的作用时"对免疫相关基因 )D2&)':

4

"

&)':7&J(%:

#

&溶菌酶等进行了检测"+><?<CD

等
'44(

使用杀鲑气单胞菌#';8-,.0(+3+<-$灭活疫

苗浸泡免疫鲤#=72/+(*83-/2+0$"检测了鲤的 )':

4

"

和 J(%:

#

的基因表达情况) 本研究中检测了

银鲫的 )D2&)':4

"

&-/&-:凝集素和溶菌酶的基因

表达量变化) 结果显示"山莨菪碱组的补体 -/&

-:凝集素和溶菌酶的基因相对表达量均显著高于

无佐剂疫苗组 #>A3131$和对照组 #>A3131$"

并且表达持续时间长"这表明山莨菪碱和嗜水气

单胞菌灭活疫苗同时浸泡免疫银鲫"可以显著提

高银鲫先天性免疫因子表达)

)':4

"

的相对表达量变化同 )D2的表达量变

化趋势很相似"在第 2 天时山莨菪碱组与对照组

相比"未出现显著差异"*A0U3M37等
'42(

使用
"

:葡聚

糖和脂多糖作为佐剂与重组 /:磷酸甘油醛脱氢酶

#D049AM30BA@4BA:/:=@/?=@3EABA@4BM/DAC3?A"G&H5+$

联用免疫鲤"/ 次免疫后检测 28 和 89 @ 的 )':4

"

的相对表达量"结果发现与对照组相比并未有差

异) )':4

"

可以使前体 S细胞克隆增强因子# =MA:

S:9A009/0/C4 AC@3C9<CD 839E/M"HS,($ 表达量增

多"促使前体 S细胞向 S细胞转化
'4/(

) )':4

"

还

可以提高 -5

83

的表达"在 S细胞表面存在 -5

83

的受体"推测可能会促进 S细胞产生抗体
'48(

"S

细胞表面也可产生 )':4 的受体
'41(

等"都表明 )':

4

"

可能与 )D2 的表达有相关性) 无佐剂组的

)D2呈现上升下降再回升的趋势"这与脂多糖疫

苗组和无佐剂疫苗组注射免疫牙鲆后 )D2表达

82:
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量变 化 趋 势 相 似
'43(

) 使 用 迟 缓 爱 德 华 菌

#H<M-/<8+:,,- "-/<-$的重组 (<;&#主要菌毛亚单

位蛋白 $ 作为佐剂与重组哈维氏弧菌 #I+A/+0

6-/E:7+$亚单位疫苗联用注射免疫比目鱼"免疫

4 B后测得脾脏中 )D2的相对表达量与对照组相

比就产生了极显著的提高 #>A3134$

'47(

) 本研

究中"山莨菪碱组与无佐剂组的 )D2表达量都显

著高于对照组"山莨菪碱组在第 8 天时就已达到

最高值#291/ 倍">A3131$"推测可能是由于山莨

菪碱提前了抗体的产生)

研究表明高渗浸泡&添加适量佐剂和载体&延

长浸泡时间&增加浸泡免疫次数等方式均能提高

浸泡免疫效果!皂角苷#?3=/C<C$能提高牙鲆鳗弧

菌灭活疫苗#I;-()*+,,-/*.<C39E<U3EAB U399<CA$&

罗非鱼点状气单胞菌灭活疫 苗 # ';2*(3"-"-

<C39E<U3EAB U399<CA$浸泡免疫效果"相对免疫保护

率分别为 :2K和 :911K"而无佐剂组的分别为

2:K和 1814K

'4:(

) 将甲醛灭活的病毒性神经坏

死病毒# UM<30CAMU/>?CA9M/?<?U<M>?".%%.$制备

成纳米粒"浸泡免疫斜带石斑鱼 # H2+(:26:,*8

30+0+<:8$幼鱼"相对免疫保护率可以从 1917K提

高到 91K

'49(

) 嗜水气单胞菌
"

:@A;&:)*-"2?

疫苗浸泡免疫鳗鲡"淋巴细胞转化率和抗体效价

均显著高于 )2*4/42 佐剂组与无佐剂组
'40(

) 含

氢氧化铝胶的虹彩病毒#<M<B/U<M>?$灭活疫苗 2 次

浸泡免疫大菱鲆#&3026"6-,.*8.-D+.*8$"相对免

疫保护率可以达到 0311K

'23(

) )2*4/42 与嗜水

气单胞菌灭活疫苗合用浸泡免疫银鲫"佐剂组相

对免疫保护率达 7:K"而无佐剂疫苗组的为

17K

'0(

) 山 莨 菪 碱 与 草 鱼 # =":(026-/7()0<0(

+<:,,-$出血病疫苗 # U399<CA3D3<C?E@3A;/MM@3D<9

B<?A3?A<C DM3??93M=$浸泡免疫草鱼"成活率高达

91K"远远高于对照组 /3K<13K

'24(

) 山莨菪碱

与气单胞菌三联疫苗联用浸泡免疫斑点叉尾

#N3"-,*/*82*(3"-"*8$鱼种"成活率为 02K"而未免

疫组成活率仅有/:11K

'22(

) 本研究中山莨菪碱

组的相对免疫保护率达 9313K"无佐剂组的达到

1713K"可见山莨菪碱能显著提高嗜水气单胞菌

灭活疫苗浸泡免疫银鲫的效果"是一种高效的细

菌疫苗浸泡免疫佐剂"具有很好的应用价值)

参考文献!

' 4 (5'> -H1H3E@/DAC<9':/0.0(-867</026+,- 3CB E@A

8<?@ B<?A3?A?93>?AB R4 <E'!(1!/>MC30/8(<?@AM<A?/8

-@<C3"4002"47#/$!292 62991'陆承平1致病性嗜

水气单胞菌及其所致鱼病综述1水产学报"4002"47

#/$!292 62991(

' 2 (5Z> S+" W<C Y" T> W *" :"-,1*E>B<A?/C E@A

E3F/C/;4 /8=3E@/DAC<9 R39EAM<3 /8E@A R39EAM<30

@A;/MM@3D<9 ?A=E<9A;<3 <C 9>0E>MAB 8<?@A? <C

8MA?@P3EAM'!(1&9E3+4BM/R</0/D<93*<C<93"400/"4:

#/$!210 62771'徐伯亥"殷战"吴玉深"等1淡水养

殖鱼类暴发性传染病致病细菌的研究1水生生物

学报"400/"4:#/$!210 62771(

' / (55/CD -("'<C J '" -@AC $ *" :"-,1*E>B<A?/C

=3E@/DAC9<E<9A?3CB R</9@A;<9309@3M39EAM<?E<9?/8

=3E@/DAC?P@<9@ 93>?AB '()*+,,- 1-20(+3- R39EAM<30

?A=E<93A;<33CB 3?9<EA?'!(1(<?@AM<A?*9<AC9A"2332"

24#4$!1 691'董传甫"林天龙"陈日升"等1日本鳗

鲡败血腹水病病原研究1水产科学"2332"24 #4$!

1 691(

' 8 (5-@<CA?A&93BA;4 /8(<?@AM4 *9<AC9A?" 5<U<?</C /8

&DM<9>0E>MA-@<C3&93BA;4 /8,CD<CAAM<CD" 234/

(/M>; (<?@AM4 *9<AC9A 3CB JA9@C/0/D4 ' -(1

G>3CD\@/>!#=>R0<?@AM>CNC/PC$"234/1'中国水产

科学研究院"中国工程院农业学部1234/ 水产科技

论坛论文集1广州!#出版者不详$"234/1(

' 1 (5Z> G%"W3CD O"Z> YH":"-,1HM/EA9E<UAA88A9E?/8

3C<?/B3;<CA /C 9<D3MAEEA ?;/NA AFEM39E:<CB>9AB

3<MP34 ?;//E@ ;>?90A9A00=M/0<8AM3E</C 3CB EM39@A30

9/CEM39E<0<E4 ' !(1 J/F<9/0/D4 3CB &==0<AB

H@3M;39/0/D4"2342"272#4$!:3 6:01

' 7 (5+AZ1J@A=@3M;39/0/D<930A88A9E3CB ;A9@3C<?; /8

39E</C /83C<?/B3;<CA'!(1!/>MC30/823E@A;3E<930

2AB<9<CA"4009"44#/$!213 62141'何新1山莨菪碱

的药理作用及其作用机制1数理医药学杂志"4009"

44#/$!213 62141(

' : (5-/CD %1)CEM/B>9E</C E/ ?9/=/0<3BM>D?<C 3I>39>0E>MA

'!(1*9<ACE<8<9(<?@ (3M;<CD"4002 #4$!231'丛宁1

简介莨菪类药物在水产养殖中的作用1科学养鱼"

4002#4$!231(

' 9 (5-@AC WW"WA!W1,88A9E/8@ACR3CA3CB E<??>A

U399<CA?>==0A;ACE/C E@A DM/PE@:=M/;/E<CD 3CB

B<?A3?A:MA?<?E3C9A/8DM3??93M= =":(026-/7()0<0(

+<:,,*8' !(1 Y@A7<3CD )C?E<E>EA /8 (MA?@P3EAM

(<?@AM<A?"4008"4/ #2$!438 64301'陈月英"叶金

云1添加莨菪和疫苗对一龄草鱼促长防病饲养效

果的研 究1浙 江 水 产 学 院 学 报" 4008" 4/ # 2 $!

438 64301(

' 0 (5Y@3CD !+" '> - H1,88A9E?/8E@A3B7>U3CE/C

<;;>C<\3E</C R4 <C39E<U3EAB ':/0.0(-867</026+,-

.399<CA' !(1-@<CA?A!/>MC30/8.AEAM<C3M4 5M>D"

12:



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

555 水5产5学5报 /0 卷

233/"/:#8$!27 62:1'张吉红"陆承平1佐剂对嗜

水气单胞菌灭活疫苗免疫效果的作用1中国兽药

杂志"233/"/:#8$!27 62:1(

'43(55<3/ !" WA+ S" W> Z L" :"-,1&B7>U3CE3CB

<;;>C/?E<;>03E/M4 A88A9E?/8'H*3CB

"

:D0>93C /C

<;;>CAMA?=/C?A<C !3=3CA?A80/>CBAM">-/-,+36"678

0,+E-3:*8 ' !(1 .AEAM<C3M4 );;>C/0/D4 3CB

);;>C/=3E@/0/D4"234/"417#/ 68$!47: 64:11

'44(5+><?<CD 2 ""G><9@A033MJ"+/AN -":"-,1)C9MA3?AB

A88<9394 /8 <;;AM?</C U399<C3E</C <C 8<?@ P<E@

@4=AM/?;/E<9=MAEMA3E;ACE'!(1.399<CA"233/"24#2:

6/3$!84:9 6840/1

'42(5*A0U3M37." *3;=3E@ O" *AN3M.1&B7>U3CE3CB

<;;>C/?E<;>03E/M4 A88A9E?/8

"

:D0>93C 3B;<C<?EM3E</C

<C 9/;R<C3E</C P<E@ 0<=/=/04?399@3M<BA AC@3C9A?

?>MU<U303CB ?/;A <;;>CA =3M3;AEAM? <C 93M=

9@300ACDAB P<E@ ':/0.0(-8 67</026+,- ' !(1

.AEAM<C3M4 );;>C/0/D4 3CB );;>C/=3E@/0/D4"

2337"448#4 62$!41 6281

'4/(5'<> H12/B>03E</C /8)':4

"

;AB<3EAB =>0;/C3M4

ACB/E@A0<303CB A=<E@A0<309A00<C803;;3E</C 3CB

=AM;A3R<0<E4 R4 HMA:S:9A009/0/C4 AC@3C9<CD 839E/M

'5(1530<3C!530<3C 2AB<930#C<UAM?<E4"23391'刘

鹏1前 S细胞增强因子对 )':4

"

介导的肺上皮和内

皮细胞的炎症和通透性的调节1大连!大连医科大

学"23391(

'48(5(3C +W" Y@3/ G (" '<> (" :"-,1 )':4

"

?4CAMD<?E<93004 ?EMACDE@AC E@A 'H*:<CB>9AB

B4?8>C9E</C /8S 9A00?8M/; *', ;<9A R4 >=:

MAD>03E</C /8J'$8 AF=MA??</C '!(1-@<CA?A!/>MC30

/8);;>C/0/D4"2342"29#43$!97: 69:41'樊冶"

赵光锋"刘飞"等1)':4

"

通过诱导 J'$8 表达增强

协同 'H*刺激引起的狼疮小鼠 S细胞的功能异

常1中国免疫学杂志"2342"29#43$!97: 69:41(

'41(5S<&+" G/CD ( '" T3CD ' $" :"-,12AB<930

<;;>C/0/D4 ' 2 (1SA<7<CD! HA/=0A* ? 2<0<E3M4

2AB<930HMA??"40011'毕爱华"龚非力"王立人"等1

医学免疫学1北京!人民军医出版社"40011(

'47(5T3CD -"+> W +"-@<+":"-,1J@A;37/M8<;RM<30

?>R>C<E =M/EA<C /8 H<M-/<8+:,,- "-/<-! .399<CA

=/EACE<30"3B7>U3CEA88A9E" 3CB <CU/0UA;ACE<C @/?E

<C8A9E</C'!(1(<?@ [*@A008<?@ );;>C/0/D4"234/"/1

#/$!919 69711

'4:(5T3CD Z+"+>3CD !"Y@3/ T T":"-,1&==0<93E</C

/8?=A9<8<9 <;;>C/?E<;>03CE?8/M8<?@ <;;AM?</C

<;;>C<\3<E/C!-@<C3"Y'2330432119211: 'H(12342

642 6421'王秀华"黄絰"赵伟伟"等1鱼类浸泡疫

苗特异免疫增强剂及其应用和使用方法!中国"

Y'2330432119211:12342 642 6421(

'49(5O3<W+"-@<*-1,88<939<A?/8<C39E<U3EAB U399<CA?

3D3<C?ERAE3C/B3U<M>?<C DM/>=AM03MU3A#H2+(:26:,*8

30+0+<:8$ R4 R3E@ <;;>C<\3E</C '!(1.399<CA"2339"

27#44$!4813 6481:1

'40(5T> Y("G/CD +"-@AC + W":"-,1);;>CAA88A9E?

/8E@AAA038EAM<;;AM?AB P<E@ )*-"2?9/CE3<C<CD

MA9/;R<C3CE

"

:@A;&/8':/0.0(-867</026+,-'!(1

!/>MC30/8(<?@AM<A?/8-@<C3"233:"/4 # / $!/:8 6

/:91'吴宗福"龚晖"陈红燕"等1嗜水气单胞菌重

组
"

:@A;&:)*-"2?对鳗鲡的浸泡免疫效果1水产

学报"233:"/4#/$!/:8 6/:91(

'23(5(3C J!"+> ZY"T3CD 'W":"-,15AUA0/=;ACE/8

3C <C39E<U3EAB N/+<0E+/*8U399<CA3D3<C?E>MR/EU<M30

MABB<?@ R/B4 ?4CBM/;A' !(1!/>MC30/8 "9A3C

#C<UAM?<E4 /8-@<C3"2342"44#4$!71 6701

'24(5Z> !+1,88<939<A? /8 U399<CA P<E@ 3C<?/B3;<CA

3D3<C?E@3A;/MM@3D<9 B<?A3?A <C DM3?? 93M= R4

<;;AM?</C <;;>C<\3E</C ' !(1 *9<ACE<8<9 (<?@

(3M;<CD"4009#42$!2:1'许金花1山莨菪碱混合疫

苗浸泡鱼种防治出血病试验1科学养鱼" 4009

#42$!2:1(

'22(5HA<!J"L<-Z"Y@3CD W":"-,1,88<939<A?/8EM<=0A

U399<CA<C 9@3CCA093E8<?@ 03MU3A R4 <;;AM?</C

<;;>C<\3E</C'!(1(<?@AM4 G><BAE/ RA$<9@" 2338

#48$!73 6741'裴家田"齐彩霞"张扬"等1三联疫

苗对斑点叉尾 苗种浸泡免疫1渔业致富指南"

2338#48$!73 6741(

72:



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

1 期 时云朵"等!山莨菪碱提高嗜水气单胞菌灭活疫苗浸泡免疫鲫的效果 55

>/-536&.-/+-/9,+&5+5+AA-9&9O 3A+7/*-*(.9=CA/*<='2.

-/&90-N&0+6N&99-/+-/2-'+19&,*4./.99'19.1/."190'672'*

'O -..+,5-3/-..4/-U&0-3/

*+)W>CB>/

4"2

" $,%W3C

4

" Y+&%G5A8ACD

4

" (#Z<3/\@A

4

"

')%L<3CD

4

" ')%<CDI<>

4

" *+)->CR<C

4

" T#*@>I<C

4

"

#4!P#&)/:0@#)F0;=#)0#;:#;#&)8= H1;*0*7*#"B=01#;#58&2#E$(+F0;=#)$<80#18#;""#$%&'(+567&*08510E&/HEE71#I#8=1(/(>$(+

97&1>2(1> P)(@018#""#$%&'(+F0;=#)$U)7> U#@#/(.E#1*(+A010;*)$(+5>)087/*7)#"97&1>4=(75143/93"B=01&%

2!B(//#>#(+F0;=#)$&12 %0+#<80#18#"<=&1>=&0?8#&1 310@#);0*$"<=&1>=&05234/37"B=01&$

>'50,&90! )C /MBAME/ ?E>B4 E@AM/0A/83C<?/B3;<CA3?3C 3B7>U3CE<C E@A<;;AM?</C 3B;<C<?EM3E</C E/DAE@AM

P<E@ <C39E<U3EAB P@/0A9A00U399<CA?" D<RA093M=?PAMA3B;<C<?EM3EAB R4 <;;AM?</C P<E@ <C39E<U3EAB

':/0.0(-867</026+,- U399<CA#<C39E<U3EAB &@ U399<CA$ P<E@ 3C<?/B3;<CA/C B34?4 3CB :1*=0AAC?PAMA

?3;=0AB /C B34?2"8":"44"48 3CB 24 38EAME@A?A9/CB <;;AM?</C <;;>C<\3E</C"3CB E@AAF=MA??</C 0AUA0?/8

)D2")':4

"

"-/"-:0A9E<C 3CB 04?/\4;A;$%&?<C ?=0AAC PAMABAEA9EAB E@M/>D@ E@AMA30:E<;A80>/MA?9AC9A

I>3CE<E3E<UAH-$#$J:H-$$1J@AD<RA093M=?8M/; E@A9/CEM/03CB <;;>C<\3E</C DM/>=?PAMA9@300ACDAB

<CEM3=AM<E/CA3004 P<E@ ';67</026+,- WWO303034 3EE@AB/?A/8'5

13

9/C9ACEM3E</C /C B34 24 3CB E@AC

;/ME30<E4 P3?BAEAM;<CAB 3CB MA03E<UA=AM9ACE?>MU<U30#$H*$ P3?9309>03EAB1J@AMA?>0E??@/PAB E@3EE@A

AF=MA??</C 0AUA0?/8)D2 3CB )':4

"

;$%&?/83C<?/B3;<CA:3B7>U3CEU399<CADM/>= MA39@AB E@A=A3N /C B34

8"<1A1291/ 3CB //21: MA?=A9E<UA04"R>EE@A3B7>U3CE:8MAAU399<CADM/>= MA39@AB E@A=A3N /C B34 441J@A

AF=MA??</C 0AUA0?/8-/"-:0A9E<C 3CB 04?/\4;A;$%&?/8E@A3C<?/B3;<CA:3B7>U3CEU399<CADM/>= PAMA

?<DC<8<93CE04 @<D@AME@3C E@/?A/8E@A3B7>U3CE:8MAADM/>= 3CB E@A9/CEM/0"3CB E@/?A/8E@A3C<?/B3;<CA:

3B7>U3CEDM/>= @3B 0/CDAMAF=MA??</C B>M3E</C E@3C E@A/E@AM?1J@AA88<9394 /8<C39E<U3EAB &@ U399<CA9/>0B

RA?<DC<8<93CE04 <;=M/UAB R4 3C<?/B3;<CAE@M/>D@ <;;AM?</C 3B;<C<?EM3E</C"3CB $H*M3EAP3?9313K1J@A

MA?>0E??@/PAB E@3E3C<?/B3;<CA<;;AM?</C 3B;<C<?EM3EAB D<RA093M=?E/DAE@AMP<E@ <C39E<U3EAB P@/0A9A00

U399<CA?93C ?<DC<8<93CE04 =M/;/EAE@AAF=MA??E</C /8)D2")':4

"

"-/"-:0A9E<C 3CB 04?/\4;A;$%&?<C

?=0AAC"3CB =M/EA9ED<RA093M=?RAEEAM3D3<C?E';67</026+,- <C8A9E</C1

Q+O K3,65! =-/-88+*8-*/-"*8)+A:,+0% 3C<?/B3;<CA% <C39E<U3EAB U399<CA% <;;AM?</C <;;>C<\3E</C%

<;;>CAA88<9394

E3,,+5*3/6-/2 &4073,! T#*@>I<C1,:;3<0!D\P>?@>I<C;47/19/;

:2:


