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A 种免疫途径下迟缓爱德华菌菌蜕疫苗

对欧洲鳗的免疫保护效果

李宁求!5余露军!5付小哲!5刘礼辉!5林5强!5张德锋!5石存斌!5吴淑勤"

#中国水产科学研究院珠江水产研究所"农业部渔用药物创制重点实验室"
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摘要! 为了探讨迟缓爱德华菌菌蜕疫苗预防鳗鲡爱德华菌病的可行性!实验采用腹腔注射$口

服$浸泡 / 种途径探讨了迟缓爱德华菌菌蜕疫苗对欧洲鳗的免疫保护效果" 结果表明!免疫后

欧洲鳗血清抗体效价均明显升高!但菌蜕疫苗%,MJ&组与福尔马林灭活疫苗%(O-&组间血清

抗体效价无显著性差异" 欧洲鳗注射$口服$浸泡 ,MJ组的相对免疫保护率分别为 9813@$

8218@$/918@!分别高于 (O-组的 8813@$4313@$/218@!且 ,MJ组欧洲鳗死亡时间明显

推后!表明菌蜕疫苗的免疫保护效果优于福尔马林灭活疫苗" 易操作$对鱼体应激少的 ,MJ

疫苗口服免疫欧洲鳗获得了 8218@的免疫保护率!在预防鳗鲡爱德华菌病中具有良好的应用

前景"
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55迟缓爱德华菌#E,S(),1-#..( "(),($是一种肠

杆菌科的革兰氏阴性菌"被 ,V:=G 等
*1+

最早报

道"是鱼类爱德华菌病的病原"对全球许多海淡水

养殖鱼类造成重大经济损失
*2+

) 多个国家鳗鲡

养殖业受到爱德华菌病的危害
*/ 68+

"我国的鳗鲡

养殖业也因此遭受严重经济损失
*7 60+

"已成为鳗

鲡养殖最为严重的疾病之一) 传统的抗生素等化

学药物对爱德华菌病的防治起到了一定作用"但

也导致了病原抗药性及药物残留等问题) 作为我

国重要的出口创汇品种"鳗鲡的药物残留问题受

到格外关注"因此"疫苗免疫成为防治鳗鲡爱德华

菌病首选"但迟缓爱德华菌为兼性胞内寄生"机体

抗胞内菌感染以细胞免疫为主"而传统的灭活疫

苗和亚单位疫苗主要诱导机体体液免疫"其免疫

保护效果不是很理想) 因此"开发新型高效的迟

缓爱德华菌疫苗成为解决这一问题的有效途径)

菌蜕#<9D?>B:90GN/I?I$是革兰氏阴性菌被噬

菌体裂解酶 ,裂解形成的不含细胞内容物的细

菌空壳"由奥地利学者 K:??>等
*:+

首先提出) 这

种基因灭活过程不会改变细菌本身内外膜结构"

细菌表面的鞭毛和纤毛等结构完整"易于在特定

组织和细胞中黏附"更容易被巨噬细胞和树突状

细胞识别"增加了抗原提呈的机会"既能使机体产

生体液免疫反应"也能产生细胞免疫反应
*13+

) 为

了探讨鳗鲡迟缓爱德华菌菌蜕疫苗的可行性"本

研究在前期构建的鳗源迟缓爱德华菌菌蜕的基础

上
*11+

"探讨了不同免疫途径下迟缓爱德华菌菌蜕

疫苗对欧洲鳗 #<$+2-..( ($+2-..($的免疫保护效

果"为鳗鲡爱德华菌病防控奠定基础)

15材料与方法

!"!#菌株与实验鱼

含噬菌体 SN:Q194 裂解酶基因 ,的迟缓爱

德华菌 &=J+303/31#S7.'HI:I,$由本实验室构

建
*11+

) 实验用欧洲鳗购自广东清远某鳗鲡养殖

场"健康"无病史"规格#7313 B813$ G4尾"在水泥
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池中暂养 2 周"确定无病"随机抽取 8 尾采血"分

离血清经 ,')*&检测无迟缓爱德华菌抗体后"用

于后续实验"实验期间水温#2713 B213$P)

!"$#仪器与试剂

酶标仪!LF0?:IZ9= LO/%一抗为鼠抗鳗 )GL

单抗"为福建省农业科学院生物技术研究所龚晖

研究员赠送"二抗为辣根过氧化酶标记羊抗鼠"

)GJ购自 *:G89公司"辣根过氧化酶新型底物

ML7#/"/R"8"8R6四甲基联苯胺$为 M)&%J,%公

司产品"其他试剂为国产分析纯)

!"A#疫苗制备

迟缓爱德华菌菌蜕疫苗 #E,S(),1-#..( "(),(

GN/I?I",MJ$制备!按本实验室优化的迟缓爱德华

菌菌蜕制备方法
*11+

获得菌蜕"冻干后 4 P保存"

经无菌检验及安全性实验后用于免疫接种)

迟缓爱德华菌全菌灭活疫苗#C/B890:= Z:00>E

D>00"(O-$制备!将迟缓爱德华菌 &=J+303/31 接

种至 7+)培养基中"20 P(223 B48:= 过夜培养"离

心收集菌体"用无菌 57*调整细菌浓度为 113 =

13

:

-(#48'"加入福尔马林至终浓度 31/@"室温

放置 / E"涂布平板检测无菌后"4 P保存备用)

!"N#免疫分组

将暂养欧洲鳗随机分成 : 组"每组 83 尾) 其

中腹腔注射分为 / 组"每组分别注射 814 =13

0

-(#48'的 (O-312 8'#(O-C)5$(819 =13

0

-(#48'的 ,MJ312 8'#,MJC)5$"对照组注

射 312 8'57*#57*C)5$%浸泡免疫分为 / 组"

分别在 814 =13

0

-(#48'的 (O-中浸泡 /3 8:=

#(O-C)L$(819 =13

0

-(#48'的 ,MJ中浸泡

/3 8:=#,MJC)L$"对照组 57*中浸泡 /3 8:=

#57*C)L$%口服免疫分为 / 组"分别连续 9 E 投

喂约 113 =13

0

-(#4#尾/天$的 (O-#(O-C

"&$或 ,MJ#,MJC"&$"间隔 1 周再投喂 9 E"

对照组正常投喂饲料#-C"&$ #表 1$) 实验鱼

饲养在水泥池中"实验过程中保持增氧)

表 !#欧洲鳗 A 种免疫途径下迟缓爱德华菌菌蜕疫苗和福尔马林灭活疫苗免疫效果测试实验分组

&'("!#&310..?*11F71-0.1*/91502*,+̂ &8 '*9=CD:'440*1/,

?̂-,71'*11650*A T0*95,+0*,4?6'/0,*-,?/15

免疫途径

:=/DF09?:/= B/F?>I

实验组别

>WS>B:8>=?GB/FSI

说明

=/?>

腹腔注射

:=?B9S>B:?/=>90:=;>D?:/=

(O-C)5 每尾注射 (O-312 8'#814 =13

0

-(#48'$

,MJC)5 每尾注射 ,MJ312 8'#819 =13

0

-(#48'$

57*C)5 每尾注射 57*312 8'

浸泡

:88>BI:/=

(O-C)L 在 814 =13

0

-(#48'疫苗中浸泡 /3 8:=

,MJC)L 在 819 =13

0

-(#48'疫苗中浸泡 /3 8:=

57*C)L 57*中浸泡 /3 8:=

口服

/B909E8:=:I?B9?:/=

(O-C"&

每天约 813 =13

:

-(#拌入适量饲料中"上(下午各投喂 1 次"约 113 =13

0

-(#4

#尾/天$ "连续投喂 9 E 后"隔 1 周再投喂 9 E

,MJC"&

每天约 814 =13

:

-(#拌入适量饲料中"上(下午 2 次投喂"约 113 =13

0

-(#4

#尾/天$ "连续投喂 9 E 后"隔 1 周再投喂 9 E

-C"& 正常投喂饲料

!"<#抗体滴度的测定

样品收集与处理55分别于免疫后的第 9(

14(21(20(42 天收集欧洲鳗血清) 每组随机挑取

8 尾欧洲鳗"1 8'无菌注射器尾部静脉采血后"

分别装于离心管中"室温静置 2 N 后"4 P静置过

夜"/ 333 =+(4 P离心 18 8:="取上清液"最后将

同组 8 尾欧洲鳗的血清等体积混合" 623 P冻存

备用)

模式 抗原的制 备 5 5 将 迟缓 爱德华 菌

&=J+303/31 接 种 至 7+)培 养 基 中" 20 P(

223 B48:=过夜培养"加入福尔马林至终浓度

31/@"室温放置 / E"涂布平板检测无菌后"离心

收集菌体"用包被液调整细菌浓度为 713 =

13

:

-(#48'"置于冰上超声波破碎"程序 ?:8>

13 8:=" SF0I>/=" 0 I% SF0I>/CC" 0 I% 98S0:?FE>"

133@"4 P保存备用)

11:1
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,')*&工作浓度的确定55通过棋盘法"确

定检测欧洲鳗血清抗体所需的抗原(一抗鼠抗鳗

单抗和羊抗鼠二抗抗体的最佳工作浓度) 抗原#迟

缓爱德华菌全菌$的包被浓度分别为 113 =13

0

(

413 =13

0

(118 =13

:

和 713 =13

:

-(#48'%鼠抗鳗

单抗稀释浓度为 1E833(1E1 333(1E2 333%羊抗鼠

稀释浓度为 1E2 333(1E4 333) 以显色反应后

"3

483

值在 113 左右为最佳结合浓度)

,')*&工作程序55灭活的迟缓爱德华菌全

菌抗原 133

!

'4孔包被 :7 孔酶标板"4 P过夜"

57*M洗涤 / 次%8@脱脂奶粉 /9 P水浴封闭

118 N"57*M洗涤 / 次%加入倍比稀释的待测血清

样品 133

!

'4孔"每个样品 / 个重复"/9 P温育

1 N"57*M洗涤 / 次%加入一抗鼠抗鳗单抗稀释液

133

!

'4孔"/9 P温育 1 N"57*M洗涤 / 次%加入羊

抗鼠 )GJ二抗稀释液 133

!

'4孔"/9 P温育1 N"

57*M洗涤 8 次%加 ML7133

!

'4孔"/9 P避光显

色 23 8:=%加入 133

!

'4孔终止液"终止反应"23

8:= 内测定结果) 在酶标检测仪#LF0?:IZ9= LZ/$

上"于 483 =8处"以空白对照组调零后测各孔 "3

值"大于阴性对照 "3值 211 倍判断为阳性)

!"S#相对免疫保护率的测定

免疫后第 20 天"每组随机抽取 43 尾"分别用

713 =13

9

-(#48'的迟缓爱德华菌 &=J+303/31

进行腹腔注射攻毒"每尾注射 312 8'"水温

#2013 B113$P"连续观察 9 E"记录结果"对死亡

欧洲鳗进行病原分离鉴定"并计算相对免疫保护

率#B>09?:2>S>BD>=?IFB2:290"$5*$!

相对免疫保护率#@$ ?#1 6免疫组死亡数4

对照组死亡数$ =133@)

!"\#数据分析

实验所得数据均表示为平均值 B标准差"采

用软件 "B:=G:=5B/713 进行数据处理"并采用 "检

验进行差异性分析"当 6D3138 时差异显著)

25结果

$"!# Ô)VB最佳工作浓度的确定

棋盘法确定的 ,')*&最佳工作浓度为"抗原

#迟缓爱德华菌全菌$的包被浓度为 118 =13

:

-(#48'"一抗鼠抗鳗单抗的稀释浓度为 1E1 333"

二抗羊抗鼠 )GJ6+$5的稀释浓度为 1E4 333)

$"$#免疫后欧洲鳗血清抗体效价动力学

迟缓爱德华菌菌蜕疫苗#,MJ$和福尔马林灭

活疫苗#(O-$腹腔注射(浸泡(口服免疫欧洲鳗后"

其血清抗体效价与对照组相比均有明显上升) 其

中 ,MJC)5组第 9 天效价可达 2

9

"至 21 E 时达高

峰#2

13

$%(O-C)5组第 9 天达 2

9

"至 20 E 时达到高

峰#2

12

$"对照组 57*C)5一直维持在2

2

<2

/

"免疫

组血清抗体效价均显著高于对照组#6D3138$"但

,MJC)5组与 (O-C)5组之间没有显著差异#图

1$) ,MJC)L组和 (O-C)L组血清抗体效价维

持在 2

4

<2

9

"对照组 57*C)L维持在 2

2

<2

/

"免疫

组与对照组差异显著#6D3138$"但 ,MJC)5组与

(O-C)5组之间没有显著差异#图 2$) ,MJC"&

组在第 9 天血清抗体效价达 2

7

"21 E 达峰值#2

0

$"

(O-C"&组第 9 天血清抗体效价仅为 2

4

"第 20 天

达峰值#2

0

$"从 14 E 开始免疫组与对照组差异显

著#6D3138$"但 ,MJC"&组与 (O-C"&组之

间没有显著差异#图 /$)

图 !#欧洲鳗注射免疫迟缓爱德华菌菌蜕疫苗和

福尔马林灭活疫苗后血清抗体效价动力学

=02"!#V1-?. '*/0(,9; /0/1-,+̂ ?-,71'*116

0..?*0U190*/-'71-0/,*1'66; @0/3 &̂8 '*9=CD

图 $#欧洲鳗浸泡免疫迟缓爱德华菌菌蜕疫苗和

福尔马林灭活疫苗后血清抗体效价动力学

=02"$#V1-?. '*/0(,9; /0/1-,+̂ ?-,71'*116

0..?*0U190..1-516; @0/3 &̂8 '*9=CD

21:1
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图 A#欧洲鳗口服免疫迟缓爱德华菌菌蜕疫苗和

福尔马林灭活疫苗后血清抗体效价动力学

=02"A#V1-?. '*/0(,9; /0/1-,+̂ ?-,71'*116

0..?*0U19,-'66; @0/3 &̂8 '*9=CD

$"A#相对免疫保护率

免疫后第 20 天攻毒"对照组 24 N 开始出现

死亡"死亡欧洲鳗腹部(鳍条充血"肝脏可见明

显肿大"从死亡的欧洲鳗中均可分离到致病性

迟缓爱德华菌) 攻毒后 ,MJC)5组第 / 至第 7

天出现死亡"累积死亡率为 2813@"(O-C)5组

第 2 至第 9 天出现死亡"累积死亡率为 4813@"

,MJC)5组相对于 (O-C)5组欧洲鳗死亡时间

延迟"57*C)5组 / E 累积死亡率达 133@"各组

之间 差 异 显 著 # 6D3138 $ #图 4 $ ) 攻 毒 后

,MJC)L和 (O-C)L 组均在第 2 至第 9 天出

现死亡",MJC)L 组累积死亡率为 7218@"

(O-C)L组累积死亡率为 7918@"两者之间差

异不 显 著" 57*C)L 组 / E 累 积 死 亡 率 达

133@"与 ,MJC)L 和 (O-C)L 组差异显著

#6D3138$ #图 8 $ ) 攻毒后 ,MJC"&和 (O-

C"&组均在第 1 至第 9 天出现死亡",MJC"&

组累积死亡率为 4918@"(O-C"&组累积死亡

率为7313@"对照组 -C"& / E 累积死亡率达

133@"各组之间差异显著 #6D3138 $ #图 7 $ )

经计算迟缓爱德华菌菌蜕疫苗注射 #,MJC

)5$ (浸泡#,MJC)L$ (口服免疫组#,MJC"&$

相对 免 疫 保 护 率 分 别 为 9813@( /918@(

8218@"高 于 福 尔 马 林 灭 活 疫 苗 的 8813@(

/218@(4313@#表 2 $ "尤其是易操作(对鱼体

应激少的口服免疫途径获得了 8218@的免疫保

护率"比浸泡途径获得的保护率高 1813@"在预

防鳗鲡爱德华菌病中具有良好的应用前景)

图 N#注射免疫迟缓爱德华菌菌蜕疫苗

" &̂8c)H$组和福尔马林灭活疫苗

"=CDc)H$组攻毒后累积死亡率曲线

=02"N#D?.?6'/0:1.,-/'60/; ,+11650..?*0U19

0*/-'71-0/,*1'66; @0/3 &̂8 '*9=CD'+/1-

(10*2 43'661*219@0/3:0-?61*/D6"(),(

图 <#浸泡免疫迟缓爱德华菌菌蜕疫苗

" &̂8c)P$组和福尔马林灭活疫苗

"=CDc)P$组攻毒后累积死亡率曲线

=02"<#D?.?6'/0:1.,-/'60/; ,+11650..1-50,*

0..?*0U19@0/3 &̂8 '*9=CD'+/1-

(10*2 43'661*219@0/3:0-?61*/D6"(),(

图 S#口服免疫迟缓爱德华菌菌蜕疫苗

" &̂8cQB$组和福尔马林灭活疫苗

"=CDcQB$组累积死亡率曲线

=02"S#D?.?6'/0:1.,-/'60/; ,+11650..?*0U19(;

,-'6'9.0*05/-'/0,*@0/3 &̂8 '*9=CD'+/1-

(10*2 43'661*219@0/3:0-?61*/D6"(),(

/1:1
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表 $#A 种免疫途径下迟缓爱德华菌菌蜕疫苗和福尔马林灭活疫苗对欧洲鳗相对免疫保护率

&'("$ &31-16'/0:171-41*/5?-:0:'6,+̂ &8 '*9=CD/, ?̂-,71'*1165(; A 0*,4?6'/0,*-,?/15

实验组别

>WS>B:8>=?GB/FS

实验鱼总数

?/?90=F8<>BC/B?>I?

死亡数

=F8<>B/CE>9?N

累积死亡率4@

DF8F09?:2>8/B?90:?H

相对免疫保护率4@

B>09?:2>SB/?>D?:2>IFB2:290

(O-C)5 43 10 4813 8813

,MJC)5 43 13 2813 9813

57*C)5 43 43 133 3

(O-C)L 43 29 7918 /218

,MJC)L 43 28 7218 /918

57*C)L 43 43 133 3

(O-C"& 43 24 7313 4313

,MJC"& 43 1: 4918 8218

-C"& 43 43 133 3

/5讨论

由于菌蜕在制备过程中保留了完整的表面抗

原结构"具有与活细菌相媲美的免疫原性"成为迟

缓爱德华菌等胞内寄生菌疫苗构建的重要选择)

迟缓爱德华菌菌蜕疫苗在牙鲆 # 6()(.-3'"'*1

%.-J(3#21$

*12 61/+

和 大 菱 鲆 # A3%&'"'(.021

0(4-021$

*14+

上取得良好的免疫保护效果) 本研

究在前期构建的鳗源迟缓爱德华菌菌蜕的基础

上"探讨了该疫苗在注射(口服和浸泡 / 种免疫途

径下对欧洲鳗的免疫保护效果"结果表明迟缓爱

德华菌菌蜕疫苗通过 / 种免疫途径均可产生一定

的免疫保护作用"特别是易操作(对鱼体应激少的

口服免疫效果明显"为鳗鲡爱德华菌病的防控提

供了一种新选择)

迟缓爱德华菌免疫后欧洲鳗血清抗体效价显

著高于对照组"表明该疫苗可诱导机体产生体液

免疫应答"其抗体水平从高到低依次为注射组(口

服组和浸泡组"与对应的相对免疫保护率成正相

关关系"说明引起的体液免疫应答水平越高免疫

保护效果越好) 菌蜕疫苗组和福尔马林灭活疫苗

组欧洲鳗血清抗体效价无显著差异"但菌蜕疫苗

注射组 #,MJC)5$(菌蜕疫苗口服组 #,MJC

"&$相对免疫保护率分别显著高于福尔马林灭活

疫苗注射组#(O-C)5$(福尔马林灭活疫苗口服

组#(O-C"&$"可能原因是菌蜕保留了活细菌表

面结构"有抗原递呈细胞靶向性及佐剂功能
*18+

"

相对于甲醛灭活疫苗能够激发鱼体产生更好的细

胞免疫"因此推测菌蜕疫苗引起的细胞免疫反应

在免疫保护中可能发挥了一定作用
*17+

)

本研究结果表明迟缓爱德华菌菌蜕疫苗对欧

洲鳗注射免疫相对免疫保护率为 9813@"与

OV/= 等
*19+

报 道 在 罗 非 鱼 # >)#%3')%0-1

0%1(0D-321$上 :414@的相对免疫保护率存在一

定的差距) 究其原因可能是实验所采用的攻毒剂

量较大"掩盖了部分保护效果"从累积死亡率曲线

可看出菌蜕疫苗组相对于对照组鳗鲡死亡时间明

显延后"表明菌蜕疫苗虽然不能完全保护迟缓爱

德华菌强毒攻击"但能在攻毒早期对欧洲鳗产生

保护"延缓其死亡时间) 同时"菌株来源的不同和

鱼种类的差异也可能是导致相对免疫保护率存在

差异的原因) 就口服免疫而言"本研究的迟缓爱

德华菌菌蜕疫苗对欧洲鳗相对免疫保护率为

8218@"与迟缓爱德华菌菌蜕在牙鲆
*1/+

(嗜水气

单胞菌菌蜕在鲫 #!()(11-21(2)("21$

*10+

上超过

9313@的相对免疫保护率相比有一定的差距"除

了上面提到的原因外"可能还与口服抗原的剂量

和免疫程序等有关)
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