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养殖鱼类细菌性败血症的菌苗制备技术

陈月英 钱 冬 沈智华 沈锦玉 曹 铮 尹文林 张念慈
(浙江省淡水水产研究所

,

湖州 3l 3( 洲〕l )

摘 要 选择对养殖鱼类致病的嗜水气单胞菌强毒株
,

用福尔马林以 0
.

05 % 一 1
.

0 % 的 6

个浓度及 4
、

25 和 63 ℃等 3 种温度灭活制成菌苗
,

进行安全性和免疫保护试验
。

结果表明
:

福尔马

林的最佳灭活浓度为 0
.

05 % 一 0
.

2 %
,

浓度过高会影响菌苗的抗原性和对卿的安全性 ;灭活温度以

4 ℃明显优于 63 ℃
。

用 0
.

15 % 福尔马林灭活嗜水气单胞菌的胞外产物 (EC p )
,

25 ℃需 4 天以 上
,
4℃需 7 天以上

,

62 ℃ 2 小时即可灭活
,

不加福尔马林放℃热处理 2 小时不能彻底灭活
。

用嗜水气单胞菌全菌苗及菌体超声波破碎苗腹腔注射免疫卿
,

全菌苗免疫保护率为 1(X) %
,

破

碎菌体保护率为 印% ; 比较全菌苗
、

胞外产物苗和菌细胞苗的免疫效果
,

以全菌苗最佳
,

胞外产物

苗腹腔注射免疫效果与菌细胞苗相近
,

而浸泡免疫效果则优于菌细胞苗 ; 嗜水气单胞菌脂多糖

(u 污)苗腹腔注射免疫保护率最高
,

可达 1(X) %
。

全菌苗在 4℃保存 6 个月后
,

含 0
.

15 %和 0
.

2 %福尔马林的制品免疫保护率分别降低 20
.

6 % 和

26
.

2 %
,

而含 0
.

05 % 及 0
.

1%福尔马林的制品免疫保护率降低 印 % 以上
,

且 0
.

05 % 组还出现少量絮

状物
,

表明过低的福尔马林浓度不利于菌苗的长期保存
。

关健词 养殖鱼类
,

细菌性败血症
,

菌苗免疫
,

制备技术

淡水养殖鱼类细菌性败血症主要危害对象是链
、

编
、

脚和团头妨等品种
。

从病鱼中已分离

到多种强毒力菌珠〔陈怀青等
,

l卯1; 孙其焕等
,

1卯1; 徐伯亥等
,

1卯 1
、

1卯3 ; 沈锦玉等
,

1卯3 ; 何

顺华等
,

1993
;翟子玉等

,

1姗1
。

其中以嗜水气单胞菌(A

~ nas 勿价印沉勿)最为普遍
,

该菌可

引起鱼的败血症
,

并且存在着不同的血清型
。

该病危害多种养殖鱼类
,

特别是继和编等滤食性

鱼类
,

通常以浮游生物为食
,

扮人工投喂的饲料摄食不多
,

加上湖泊和水库等大水体也普遍发

生该病
,

这给药物防治工作带来困难
。

因此
,

菌苗免疫不失为预防或控制该病的发生或流行的

有效途径
。

关于鱼用菌苗的研制
,

国外已有报道〔陈胜香
,

l卯3 ;徐海德等
,

1卯2 」
。

国内最早有草鱼细

菌性肠炎
、

烂鳃和赤皮三种病的病鱼肝脾肾组织浆灭活苗(又称土法疫苗 )的报道 [湖北省水生

生物研究所鱼病研究室
,

1 97 5 ]
。

近年来又有这三种病原菌 的三联苗〔郑国凤
,

199 3〕
。

其他鱼

用菌苗的报道不多
。

菌苗通常由选定病原菌经扩大培养后灭活而成
。

菌株的选择
、

培养条件及菌苗的灭活对

保证菌苗的有效性均很重要
。

随着细菌性败血症研究 的深人
,

对引起该病 的嗜水气单胞菌的

主要血清型及培养条件等均有报道〔钱 冬
,

199 5 ; 陈怀青
,

1卯3」
。

本文着重报道病原菌的灭

活方法
、

影响菌苗抗原性的因素
、

菌苗的安全性及保存期的研究结果
。

收稿 日期
: 1塑男3 一肠 一 1 50
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1 材料与方法

1
.

1 材料

育的

1
.

2

菌种
:
选用对鱼体有较强毒力的嗜水气单胞菌等 5 个菌珠

。

供试鱼
:
本所实验鱼场专塘培

l 一 2 龄健康卿
。

福尔马林最小抑菌浓度的测定

采用倍比稀释法
。

1
.

3 细菌培养物的灭活

细 菌接种 于 营养 肉汤
,

30 ℃振 荡 培 养 24 h
,

培养 物 中加人福 尔 马 林使其浓 度分别

为 0
.

05 %
、

0
.

1 %
、

0
.

15 %
、

0
.

20 %
,

置于 4
、

25
、

63 ℃中灭活
,

定期取样接种培养液 中测 定细菌存

活情况 ;另取培养物 自X灯印m 离心 so 分钟取上清
,

为胞外产物 (E C, )
,

沉淀物为菌细胞
。

同上

灭活
,

定期取样
,

腹腔注射健康卿
,

检查上清对鱼体毒力
。

1
.

4 菌苗的安全性试验

灭活菌苗以 0
.

5 n l』/ 尾腹腔注射卿或倍量浓度浸泡卿
、

维等 0
.

5 一 1 小时
,

实验鱼暂养于水

泥池中 1 周
,

观察鱼的存活情况
。

1
.

5 菌苗免疫保护率的测定

不同方法灭活的菌苗
,

以 0
.

5 n ll/ 尾腹腔注射免疫健康卿
,

对 照为培养液
。

水温 20 ℃ 以上

饲养观察 3 周左右
,

用活菌攻击
,

连续观察 l 周
,

记录死鱼数
。

1
.

6 脂多糖(LPS )免疫保护率的测定

细菌培养物 日洲叉狗不n 离心 30 分种
,

取菌体用酚一水法【W’es tP hal 等
,

l% 5」提取脂多糖粗提

物
。

分别以 0
.

2 n ll/ 尾腹腔接种及 l: 印 浸泡免疫卿
,

二周后 以活菌攻击
,

测定免疫保护率
。

1
.

7 菌体的破碎和免疫

用超声波 (输出功率为 印r 刃)处理细菌培养物 15 分钟
,

使培养物由混浊转为基本透明
,

用

福尔马林灭活后浸泡免疫卿
,

测定免疫保护率
。

1
.

8 菌苗的保存期

将福尔马林浓度分别为 0
.

05 %
、

0
.

10 %
、

0
.

巧 % 和 0
.

20 % 的菌苗保存于 4℃和室温中
,

定

期取样
,

测定免疫保护率
。

2 实验结果

2
.

1 福尔马林的最小抑菌浓度(h n C )

5 个菌株对福尔马林的敏感性见表 1
。

由表 可见
,

5 个菌株对福尔马林的敏感性不尽相
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同
,

其中以 l 号
、

2 号
、

5 号菌最 为敏感
,

h n c 为 61 叱/ L; 4 号菌为 61
-

976
.

6 m 岁 L
,

相当于 0
.

1%
。

表明制备菌苗时
,

福尔马林浓度不宜低于 0
.

Zm 岁L
,

3 号菌 为

飞知州阮 1

表 1 福尔马林的最小抑菌浓度恤n C )

M坛】n l . n 坛目U 勿口 。口. 况”加心朋 (扮n C )仗 肠n 业吐加 to 加叹饭r 认

菌株
l字袒异 3峨万

。

3
奥
, 7 6

笙
2 44 6 1

.

以

2
.

2 细菌培养物的灭活

以 0
.

05 % 一 0
.

2 % 的福尔马林灭活细菌培养物
,

检查细菌存活情况
: 细菌在 63 ℃下 1 小时

即可灭活 ;在 25 ℃中需经 24 小时才能灭活 ;4 ℃ 24 小时只有含 0
.

2 % 福尔马林组被灭活
,

其余

需经 2 天后才能灭活 (表 2 )
。

由上表明
,

菌细胞的灭 活时间和所处理温度与福尔马林浓度成

反 比
。

T 司日e Z

表 2 不同温度和福尔马林浓度对菌细胞的灭活

E知侧比ria 加州出va d叨 初山 , 时份 。。。即扛, d此 成 伪n侧吐恤 at 皿晚r e口t te 叫哪加奴”℃

福尔马林 邸℃ 25 ℃ 4℃

浓度(% ) lh Zh lh 2 4h ‘田1 ld Zd 3d

O
,

0 5 一 一 + 一 一 + 一 一

0
.

10 一 一 + 一 一 + 一 一

0
.

15 一 一 + 一 一 + 一 一

0
.

劝
一 一 + 一 一 一 一 _

细菌胞外产物(EC p )经 0
.

15 %福尔马林脱毒处理后腹腔注射接种键康卿
,

结果见表 3
。

由

ECP对鱼体的毒力试验表 明
,

ECP 经 62 ℃处理 2 小时可 以灭 活
,

25 ℃则需 24 小时
,

而 4℃则需

7 天才能灭活
。

表 3 细菌胞外产物 (ECP )的灭活 (鱼体毒力 % )
‘

T自b le 3 V 加幽m 沈 成 E Cr to 灯由 址往r 恤鱿ti, 件吐o n

灭活

时间

灭活沮度(℃ )
对照 ”

’

阶 0

汉J
.

0

100
.

0

66
.

7

印
.

0

竺ND0.00.0
0.00.0NDND0.00.0NDNDZhld4d7d

注 : 二 ECP 以 0
.

5而尾腹腔接种鱼体
,

以死亡率 (% )表示毒力 ; 。 不加福尔马林对照 ; ,
“ 不灭活对照 ; ND 未做

。

2
.

3 福尔马林对菌苗抗原性的影响

福尔马林不同浓度灭活的菌苗
,

腹腔注射免疫卿
,

三周后用活菌攻击
,

测定免疫保护率
:灭
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活浓度为 0
.

05 % 和 0
.

10 % 的菌苗免疫保护率为 83
.

2 % 和 印% ; 浓度为 0
.

巧% 和 0
.

20 % 保护

率分别为 73
.

3 % 和 印 %
。

上述结果表明
,

福尔马林浓度较高会影响菌苗的抗原性(表 4 )
。

灭

活浓度为 0
.

5 % 和 1
.

0 % 的菌苗腹腔接种后
,

受试鱼均发生急性 中毒死亡
,

在 24h 内的死亡率
,

前者为叨%
,

后者为 100 %
。

表明福尔马林浓度过高还会影响卿的安全性
。

表 4 福尔马林对菌苗抗原性的影晌

T a加e 4 E 份ec 七 or 加幻口山n on h K 舰州匕如川. 嗜如d ty

福尔马林浓度 (% )
’

死亡鱼数 / 试验鱼数

免疫保护率(% )

0
.

仿
3 / 17

巴
.

3

0
.

10

3 / 15

a 〕
.

0

0
.

15

4 / 15

73
.

3

0
.

即

6/ 1 5

印
.

0

对照

15/ 15

注 : , 灭 活温度为 4 ℃

2
.

4 温度对菌苗抗原性的影响

用 0
.

15 % 福尔马林和不同温度下的灭活菌苗
,

测定鱼的免疫保护率
。

结果如表 5 所示
:
不

同温度灭活的菌苗免疫保护率不同
,

4℃为 82
.

3 %
,

63 ℃灭 活的菌苗保护率仅 29
.

4 %
。

表明

63 ℃对菌苗的抗原性有影响
,

菌苗灭活温度以 4℃为好
。

2
.

5 E CP 苗
、

菌细胞苗和全菌苗的免疫效果

将 E CP 苗
、

菌细胞苗和全菌苗分别以腹腔注射和浸泡 2 种途径接种免疫卿
。

21 天后
,

用

活菌腹腔接种攻击
: ECP 苗 2 种免疫途径的保护率均为 60 % ; 菌细胞苗腹腔接种的免疫保护率

为 66
.

7 %
,

而浸泡免疫则为 33
.

3 % ;全菌苗腹腔接种 的免疫保护率为 印%
,

浸泡免疫 66
.

7 %

(表 6 )
。

表 5 温度对菌苗抗原性的影晌

公创e S E 饰比ts 健 加叫阵邝加沈 皿 b 叹触到恤 如叨四此卿记灯

温 度 (℃ )

死亡鱼数 / 试验鱼数

免疫保护率(% )

3 / 17

出
.

3

5/ 17

70
.

6

12/ 17

29
.

4

对照

17八7

表 6 EC甲苗
、

菌细胞苗和全菌苗的免疫效果比较

T司比e 6 0 班甲州吻n of e击曲沁卿 加七侧沈” E CP
、

初以卜 c山 加舰抚对如 . 目 E CP PI谓 , 七d 卜仪U 加以er 加

疫苗类别 E Cr 苗 菌细胞苗 全菌苗

免疫接种途径

死亡鱼数/ 试验鱼数

免疫保护率(% )

浸泡

6 / 15

印
.

0

注射

6 / 15

印
.

0

浸泡

10 / 15

33
.

3

注射

5 / 15

肠
.

7

浸泡

5 / 15

肠
.

7

注射

3 / 15

田
.

0

对 照

15 / 15

0
.

0

2
.

6 脂多糖(LPS )的免疫效果

脂多糖粗提物 1 : 5 稀释后 以 o
.

Z m 」/ 尾腹腔注射免疫卿或 1: 50 稀释浸泡免疫卿
,

16 天后

测免疫保护率
:注射免疫组保护率为 100 % ;浸泡免疫组为 17 %

。
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2
.

7 超声波破碎菌苗的免疫效果

将全菌培养物用超声波破碎处理 15 分钟后
,

制成福尔马林灭活苗
,

浸泡免疫娜
。

21 天后

测定免疫保护率
:
超声波破碎菌苗的免疫保护率为 80 %

,

而未用超声波破碎 的同批全菌苗免

疫保护率为 100 %
。

2
.

8 菌苗的保存期

将菌苗分别于当月
、

第三个月和第六个月取样免疫卿
,

测定免疫保护率
,

结果由表 7 可见
:

菌苗在 4℃保存一个月后
,

4 种菌苗的免疫保护率均为 80 % 以 上 ;在室温保存三个月后
,

福尔马

林浓度为 0
.

15 % 的菌苗免疫保护率为 75
.

0 % ;4 ℃保存 6 个 月后
,

0
.

巧 % 和 0
.

2 % 福尔马林的

菌苗组免疫保护率分别为 72
.

7 % 和 66
.

7%
,

0
.

05 % 和 0
.

10 % 福尔 马林组均 已明显失去抗原

性
,

特别是含 0
.

05 %福尔马林的菌苗中已有少量絮状物 出现 ;室温保存 6 个月的菌苗
,

免疫保

护率仅为 20 %
。

上述结果表明
: 0

.

15 % 一 0
.

20 % 的福尔马林更有利于菌苗的长期稳定保存
。

温度
福尔马林

浓度(% )

表 7 菌苗保存中的免疫保护率测定

T创比e 7 1冶白成甸叨毗肾灿d 灯 of l玲‘妇如 侧吮份咖. 孚

免 疫 保 护 率

个月 3 个月 6 个月

60月I月
‘

邓307266一即NDNDlooND0039印田男哭一男051015叩0000

25 ℃(室温 ) 0
.

15 75
.

0

3 讨论

菌苗的灭活方法是影响菌苗有效性的一 个重要因素
,

通常多采用 0
.

5 % 一 1
.

0 % 福 尔马

林
,

63 ℃灭活菌苗
。

近年来有作者提出较为温和的灭活条件更利于抗原性得到保护 [杨先乐
,

1989 ]
。

作者选择养殖鱼类细菌性败血症的嗜水气单胞菌强毒株制备菌苗
,

研究了灭活方法的

影响
,

结果表明
:
制备菌苗时

,

选择 0
.

15 % 一 0
.

2 % 福尔马林 (丫7 V )及 4℃灭活既能有效地灭活

菌苗
,

又可使其免疫原性不受影响
。

过高的福尔马林浓度及灭活温度会破坏菌体的抗原性
,

影

响菌苗的有效性
,

且过高的福尔马林也不利于菌苗的安全使用
。

菌体一般在 0
.

2 % 福尔马林

浓度下
,

4℃
、

24 h 即可灭活
,

而 E Cp 的灭活则需 l 周才能彻底脱毒
。

因此
,

全菌苗制备后
,

应在

4℃灭活一周以上再使用
。

目前这种方法 已用于菌苗的制备中
。

比较全菌苗
、

菌细胞苗和 ECp 苗对卿的免疫效果
,

以全菌苗为最佳
,

注射和浸泡免疫保护

率分别为 80 % 和 肠
.

7 %
,

单纯 E CP 苗和菌细胞苗均有免疫保护作用
,

但不及全菌苗
。

嗜水气

单胞菌 E CP 的主要成份是气溶素(又称 HE C 毒素〔涂小林
,

199 2」)和胞外蛋 白酶等
,

这些成份

在细菌对鱼的致病过程 中起重要作用
,

此外
,

各种不同的气单胞菌产生的 ECP 抗原结构上有

极大的同源性
,

因此
,

采用 E CP 和菌细胞的全菌苗
,

不但有利于鱼 体产生更强 的免疫力
,

还可

使鱼获得对不 同菌株的交叉抵抗力
。

这类菌苗在灭缝气单胞菌引起的疖疮病菌苗制备中也有

报导
,

并认为有较好的效果〔R od g e rs 等
,

l性石5 ; o Pri ano 等
,

1983 〕
。
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作者还研究了菌苗的保存条件
。

菌苗中的福尔马林浓度及保存温度对菌苗的稳定保存有

很大影响 ;过低 的福尔马林浓度更易使 菌苗的免疫原性在保存中逐步丧失
,

甚至还有絮状物 出

现
,

显然不利于菌苗的长期稳定保存 ; 0
.

15 % 一 0
.

2 % 的福尔马林
,

可使菌苗在室温中保存近三

个月
,

4℃中保存半年
。

能否保存更长的时间
,

还在进一步实验 中
。

作为浸泡免疫用 的鱼用菌

苗
,

由于其本身价格低廉
,

因此没有采用冻干等方法来获得更高的稳定性
,

这一点不同于人兽

用的菌苗制备
。
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