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摘要：制备灿烂弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｓｐｌｅｎｄｉｄｕｓ）福尔马林灭活菌苗，通过浸泡、注射和口服 ３种方式接种美国红鱼（Ｓｃｉ
ａｅｎｏｐｓｏｃｅｌｌａｔｕｓ），分别在接种免疫后第７、１４、２１、２８、３５天采鱼血，检测其血清抗体效价、溶菌酶活力和白细胞吞噬
活性；第２８天用１．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的灿烂弧菌悬液进行攻毒试验，检测菌苗的免疫效果。结果表明，各免疫组血
清抗体效价在第２１天达到峰值，且浸泡组和注射组的血清抗体效价高于口服组；在３５ｄ实验期内，各免疫组的
血清溶菌酶活力有明显提高，各浸泡组和注射组于免疫接种后１４ｄ显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；除浸泡３组外，
其余各免疫组的白细胞吞噬百分比（ＰＰ）和吞噬指数（ＰＩ）在免疫接种后１４ｄ均较对照组有显著差异（Ｐ＜０．０５）；
各组受免鱼对人工攻毒均具有保护作用，以注射２组的免疫保护率最高，达７７．８％。
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　　随着海水鱼类集约化养殖规模的不断扩大，病
害问题日益严重，其中，爆发性弧菌病是危害海水养

殖鱼类最严重的疾病之一（Ａｕｓｔｉｎ＆Ａｕｓｔｉｎ，１９９９）。
养殖生产中，对其病害防治所采用的主要手段仍然

是抗生素等化学药物，但是这些药物疗效不太理想，

且易诱导细菌产生抗药性，破坏水环境的微生物生

态，造成药物残留或污染等问题（孙翰昌等，２００７）。
因此，开展水产养殖动物免疫防病的研究，在养殖生

产中具有十分重大的意义。

应用疫苗免疫接种防病方面的研究已取得很大

进展，采用新方法、新技术研制高效价菌苗，如亚单

位疫苗、基因工程疫苗等（肖慧等，２００３）。国外已
有多种商品疫苗生产和销售（杨先乐和陈远新，

１９９６），我国也开始了鱼用疫苗及免疫预防鱼病方
面的研究（陈月英等，１９９８）。而目前利用灿烂弧菌
（Ｖｉｂｒｉｏｓｐｌｅｎｄｉｄｕｓ）菌苗接种免疫防治海水鱼的研究
基本处于空白。本试验研究了美国红鱼（Ｓｃｉａｅｎｏｐｓ
ｏｃｅｌｌａｔｕｓ）对灿烂弧菌菌苗的免疫应答，从其非特异
性和特异性免疫功能及对人工攻毒的免疫保护率等

方面对菌苗的免疫效果进行评价，旨在为灿烂弧菌

菌苗的研制开发和应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验鱼及饲养管理
试验用的美国红鱼来自浙江海洋水产养殖研究

所清江基地，体重（１９０．００±０．７６）ｇ，于室内水泥池
中暂养，每天投饵１次，吸污换水１次，２４ｈ充气，２
周后开始试验。养鱼用水为二级沙过滤海水，试验

期间水温为２０℃左右，盐度２６，ｐＨ８．２。
１．２　试验菌株

本实验室分离并鉴定的灿烂弧菌，具有强致病

性。

１．３　灿烂弧菌灭活菌苗的制备
将灿烂弧菌接种于 Ｚｏｂｅｌｌ２２１６Ｅ斜面，２８℃培

养２４ｈ后，以无菌生理盐水洗下，加入终浓度为
０５％的福尔马林，２８℃灭活２４ｈ后，以平板培养法
检查灭活效果，确认彻底灭活后，即为ＦＫＣ免疫原。
１．４　实验设计

供试鱼在２ｍ×１ｍ×１ｍ玻璃缸中暂养１周后
进行实验。

１．４．１免疫效果实验
１．４．１．１　分组　共分９组，３个浸泡组、２个注射
组、３个口服组和１个对照组，每组３０尾鱼。３个浸
泡组疫苗终浓度分别为 ２×１０８、２×１０７、２×
１０６ＣＦＵ／ｍＬ，浸泡时间均为３０ｍｉｎ；２个注射组疫苗
终浓度分别为 ２×１０８ＣＦＵ／ｍＬ和 ２×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，
以胸腔注射法进行，每尾鱼接种０．２ｍＬ疫苗；３个
口服组疫苗终浓度同浸泡组，将疫苗均匀地喷洒于

饵料中，连续投喂供试鱼１０ｄ后改投正常饵料。



１．４．１．２　采样　分别在免疫接种后的第７、１４、２１、
２８、３５天，每组取５尾鱼，以尾静脉取血，取血后的
鱼放回相应组继续进行实验。将每尾鱼的血液分成

２份，１份血液首先在室温下静置２ｈ，然后在４℃冰
箱中保持４ｈ后，于４℃条件下，以４０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，收集上层血清，供血清抗体效价和血清溶菌
酶活性的测定；另１份以肝素抗凝，制备抗凝血，供
血液白细胞吞噬活性的测定。

１．４．１．３　血清抗体效价的测定　以常规血凝板法
进行。

１．４．１．４　血清溶菌酶活性的测定　血清溶菌酶活
性的测定参照王雷等（１９９４）的方法。以溶菌酶
（Ａｍｒｅｓｃｏ公司产品，活性为２０００Ｕ／ｍｇ）为标准品，
以溶壁微球菌（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓｌｙｓｏｄｅｉｋｔｉｃｕｓ）冻干粉（Ｓｉｇ
ｍａ公司产品）为敏感菌株，采用冰浴终止法，测其在
５７０ｍ处的光密度值。按公式计算溶菌酶的活力：Ｕ
＝（Ａ０－Ａ）／Ａ
１．４．１．５　白细胞吞噬活性的测定　白细胞吞噬活
性的测定参照罗琳等（２００１）的方法。取１００μＬ抗
凝血，加入１００μＬ的金黄色葡萄球菌液，摇匀，２５℃
水浴６０ｍｉｎ，水浴期间，每隔１０ｍｉｎ摇动１次。用
吸管吸取混合液涂片（每个血样涂５片），甲醇固定
１０ｍｉｎ，Ｇｉｅｍｓａ染色１．０～１．５ｈ，水洗风干后油镜观
察。按下式计算吞噬百分比（ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ，
ＰＰ）和吞噬指数（ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃｉｎｄｅｘ，ＰＩ）。

ＰＰ＝１００个吞噬细胞中参与吞噬的细胞数１００ ×１００％

　ＰＩ＝吞噬细胞内的细菌总数
被记数参与吞噬的细胞数

１．４．２　攻毒实验　于免疫接种后的第２８天，从实
验组和对照组各取１０尾美国红鱼，每尾鱼胸鳍基部
注射０．２ｍＬ浓度为１．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ灿烂弧菌活

菌液，置于二级沙滤水饲养，连续观察１４ｄ，记录死
亡状况，并进行解剖和病原的再分离，以确定是否死

于攻毒活菌引起的感染。实验结束后计算相对免疫

保护率（Ｒｅｌａｔｉｖｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｓｕｒｖｉｖａｌ，ＲＰＳ）：

ＲＰＳ＝（１－免疫组死亡率
对照组死亡率

）×１００％

采用 ＳＴＡＴＩＳＴＩＣＡ６．０统计软件作单因素方差
分析处理，显著水平为Ｐ＜０．０５，极显著水平为 Ｐ＜
０．０１。

２　结果

２．１　美国红鱼血清抗体凝集效价的变化
美国红鱼血清抗体凝集效价变化如表１所示。

各免疫组血清中的抗体凝集效价均从第７天开始迅
速上升，于第２１天达到峰值，之后呈下降趋势，第
２８天仍显著高于对照组。各免疫组之间凝集抗体
效价也有差异，其中以注射２组最高，２１ｄ时峰值为
２１１，其后依次为注射１组，浸泡１、２、３组和口服１、
２、３组。而对照组的凝集抗体效价一直都很低，几
乎没有变化。

２．２　美国红鱼血清溶菌酶活性的变化
所测美国红鱼血清溶菌酶活性的变化如图１所

示。３５ｄ的实验期内，对照组血清溶菌酶的活性为
４８８．３１～５５４．４１Ｕ／ｍＬ，无显著差异（Ｐ＞０．０５）；各
免疫组美国红鱼血清溶菌酶活性变化不一，各浸泡

组和注射组于免疫接种后１４ｄ显著高于对照组水
平（Ｐ＜０．０５），而口服组血清溶菌酶活性在免疫接
种后 ２１ｄ迅速升高，显著高于对照组水平（Ｐ＜
００５），直到３５ｄ实验结束仍与对照组差异显著（Ｐ
＜０．０５），而此时各浸泡组和注射组血清溶菌酶活
性很低，与对照组无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

表１　美国红鱼接种免疫原后的血清凝集抗体效价
Ｔａｂ．１　ＳｅｒｕｍａｎｔｉｂｏｄｙｔｉｔｅｒｓｉｎＳｃｉａｅｎｏｐｓｏｃｅｌｌａｔｕｓｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｉｍｍｕｎｏｇｅｎ

组别
免疫后时间／ｄ

７ １４ ２１ ２８ ３５
浸泡１ １∶１２８～２５６ １∶２５６～５１２ １∶２５６～１０２４ １∶６４～１２８ １∶３２～６４
浸泡２ １∶３２～２５６ １∶１２８～５１２ １∶１２８～１０２４ １∶３２～６４ １∶３２～６４

浸泡３ １∶６４～１２８ １∶１２８～２５６ １∶１２８～１０２４ １∶３２～１２８ １∶３２～６４

注射１ １∶１２８～２５６ １∶２５６～１０２４ １∶２５６～１０２４ １∶６４～１２８ １∶３２

注射２ １∶１２８～２５６ １∶２５６～２０４８ １∶５１２～２０４８ １∶３２～２５６ １∶３２～６４

口服１ １∶６４～１２８ １∶２５６～５１２ １∶１０２４ １∶２５６～５１２ １∶３２～１２８

口服２ １∶３２～１２８ １∶１２８～５１２ １∶２５６～５１２ １∶１２８～５１２ １∶１６～３２

口服３ １∶３２～６４ １∶１２８～５１２ １∶２５６～５１２ １∶６４～１２８ １∶３２～６４

对照组 １∶３２～６４ １∶６４ １∶６４～１２８ １∶３２～１２８ １∶３２～６４
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图１　免疫原对美国红鱼血清溶菌酶活性的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｉｍｍｕｎｏｇｅｎｏｎｓｅｒｕｍｌｙｓｏｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳｃｉａｅｎｏｐｓｏｃｅｌｌａｔｕｓ

２．３　美国红鱼白细胞吞噬活性的变化
接种免疫后，美国红鱼血液白细胞的吞噬百分

比（ＰＰ）和吞噬指数（ＰＩ）的变化如表２所示。在３５
ｄ的试验期内，对照组的吞噬百分比（ＰＰ）为１６．５％
～１６．８％，吞噬指数（ＰＩ）为１．９４～２．０１，均无显著
差异（Ｐ＞０．０５）。接种免疫后１４ｄ，除浸泡３组和

口服３组外，其余各组的 ＰＰ与对照组之间均差异
极显著（Ｐ＜０．０１），口服３组在免疫后２１ｄ，ＰＰ与
对照组之间极显著差异（Ｐ＜０．０１），而浸泡３组的
ＰＰ在整个实验期内与对照组均无显著差异（Ｐ＞
００５）。接种后１４ｄ，各免疫组的 ＰＩ与对照组均差
异极显著（Ｐ＜０．０１）。

表２　美国红鱼接种免疫原后血液中白细胞吞噬活性的变化
Ｔａｂ．２　ＴｈｅｃｈａｎｇｅｏｆｐｈａｇｏｃｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｂｌｏｏｄａｆｔｅｒＳｃｉａｅｎｏｐｓｏｃｅｌｌａｔｕｓｉｍｍｕｎｉｚｅｄａｎｔｉｇｅｎ

组别
吞噬

活性

免疫接种时间／ｄ
７ １４ ２１ ２８ ３５

浸泡１
ＰＰ／％ ２０．６０±０．５１ ２４．６０±０．６２ ２８．６０±０．６７ ２７．１０±０．５９ ２５．３０±０．５６

ＰＩ ２．６５±０．２３ ３．８６±０．３２ ４．５５±０．５３ ４．３８±０．４３ ４．０６±０．３６

浸泡２
ＰＰ／％ １８．３０±０．４７ ２０．９０±０．５１ ２３．２０±０．６１ ２１．８０±０．６＝５８ ２０．７０±０．６２

ＰＩ ２．４２±０．２６ ３．５８±０．３５ ４．０１±０．４７ ３．９２±０．３９ ３．５３±０．３４

浸泡３
ＰＰ／％ １６．５０±０．５８ １７．７０±０．５５ １８．６０±０．６２ １７．５０±０．５９ １６．４０±０．６３
ＰＩ ２．３２±０．３１ ３．３４±０．３０ ３．６７±０．３８ ３．６２±０．３２ ３．２１±０．２９

注射１
ＰＰ／％ ２３．２０±０．５７ ２６．２０±０．６３ ２９．３０±０．６８ ３０．２０±０．７０ ２８．２０±０．６１

ＰＩ ３．４２±０．３３ ５．０６±０．４５ ５．３６±０．５９ ５．５６±０．５６ ５．４１±０．５３

注射２
ＰＰ／％ ２５．１０±０．５４ ２８．７０±０．５７ ３１．７０±０．７１ ３２．３０±０．６９ ２９．９０±０．５７

ＰＩ ３．５１±０．３４ ５．２７±０．４８ ６．０１±０．５７ ６．２９±０．６１ ５．９８±０．６２

口服１
ＰＰ／％ ２１．７０±０．４６ ２６．２０±０．５３ ２９．２０±０．５８ ２９．７０±０．５２ ２７．６０±０．６１

ＰＩ ２．５８±０．２６ ３．９６±０．３７ ４．８９±０．３７ ４．６８±０．３８ ４．４９±０．４１

口服２
ＰＰ／％ １９．９０±０．４９ ２１．３０±０．５３ ２５．７０±０．６２ ２７．６０±０．６３ ２５．３０±０．５４

ＰＩ ２．３１±０．２４ ３．８７±０．３３ ４．３１±０．４１ ４．２９±０．４３ ３．９８±０．３２

口服３
ＰＰ／％ １８．３０±０．６３ １９．５０±０．５７ ２１．５０±０．６７ ２２．２０±０．６２ ２０．２０±０．５９

ＰＩ ２．１５±０．１９ ３．２１±０．２９ ３．９７±０．３４ ３．７９±０．３７ ３．５４±０．３６

对照组
ＰＰ／％ １６．５０±０．４４ １６．８０±０．５２ １６．２０±０．４６ １６．６０±０．５４ １６．２０±０．４４
ＰＩ １．９８±０．１３ １．９６±０．２０ １．９６±０．１６ ２．０１±０．２１ １．９４±０．１４

　　注：表示差异显著（Ｐ＜０．０５），表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

Ｎｏｔｅｓ： ｄｅｎｏｔｅｓｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）， ｄｅｎｏｔｅｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）．

２．４　相对免疫保护率的测定
实验鱼经活菌攻毒后，各组的免疫保护效果如

表３所示。注射２组、注射１组和口服１组的美国

红鱼相对免疫保护效果较好，以注射２组的相对免
疫保护率最高，达７７．８％。
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表３　保护性抗原对美国红鱼的免疫保护效果
Ｔａｂ．３　Ｒｅｌａｔｉｖｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｓｕｒｖｉｖａｌｉｎ

ＳｃｉａｅｎｏｐｓＯｃｅｌｌａｔｕｓ

组别
攻毒数／

尾

死亡数／

尾

死亡率／

％

相对免疫保护

率（ＲＰＳ）／％
浸泡１ １０ ４ ４０ ５５．６
浸泡２ １０ ５ ５０ ４４．４
浸泡３ １０ ６ ６０ ３３．３
注射１ １０ ３ ３０ ６６．７
注射２ １０ ２ ２０ ７７．８
口服１ １０ ３ ３０ ６６．７
口服２ １０ ５ ５０ ４４．４
口服３ １０ ５ ５０ ４４．４
对照组 １０ ９ ９０

３　讨论

３．１　抗体效价
鱼类的免疫系统包括非特异性免疫和特异性免

疫，非特异性免疫可以在微生物入侵时立即发挥作

用，有效地清除并降解病原微生物和其它有害物质，

而此时抗体尚未产生（聂品，１９９７）。罗晓春和李正
秋（２０００）以草鱼出血病病毒和牛血清白蛋白
（ＢＳＡ）为抗原接种草鱼，结果显示，在接种了 ＢＳＡ
的草鱼中，１４ｄ后检测到抗体，其效价在２８ｄ达到
峰值；而接种了出血病病毒的草鱼，在２１ｄ后检测到
抗体，抗体效价在３５ｄ达到峰值；罗霞等（２００７）进
行了嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）疫苗浸泡
免疫鳜（Ｓｉｎｉｐｅｒｃａｃｈｕａｔｓｉ）的实验，各免疫组血清中
的抗体滴度在加强免疫后１４ｄ达到峰值，之后呈下
降趋势，在第４周仍显著高于对照组。本实验结果
显示，各免疫组血清中的抗体凝集效价均从第７天
开始迅速上升，于第２１天达到峰值，之后呈下降趋
势，这与罗晓春和李正秋（２０００）及罗霞等（２００７）人
的研究结果相似。

３．２　溶菌酶活力
溶菌酶作为鱼类的非特异性免疫物质之一，主

要在肝脏内合成，分布于体液及体表黏液中，它能水

解革兰氏阳性菌细胞壁中粘肽的乙酰氨基多糖并使

之裂解被释放出来，形成一个水解体系，破坏和消除

侵入体内的异物，在鱼体抵抗感染性致病菌的最前

沿防御机制中起着重要作用（Ｂａｙｎｅ＆Ｇｅｒｗｉｃｋ，
２００１）。安利国等（１９９９）制备的豚鼠气单胞菌灭活
疫苗免疫鲤鱼后，血清溶菌活力有明显提高；Ｐａｉｇｅ
＆Ｇｅｏｒｇｅ（２０００）的研究表明，杀蛙气单胞菌（Ａ．ｓａｌ
ｍｏｎｉｃｉｄａ）疫苗对虹鳟幼体溶菌酶活力也有明显提
高。本实验研究表明，接种免疫后，美国红鱼血清溶

菌活力有明显提高，各浸泡组和注射组于免疫接种

后１４ｄ显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），而口服组血清
溶菌酶活性在免疫接种后２８ｄ达到峰值，直到３５ｄ
实验结束仍与对照组差异显著（Ｐ＜０．０５），这与上
述学者的研究结果一致。

３．３　吞噬活力
吞噬细胞担负捕捉和消化侵入到机体的微生物

及其它异物的任务，粒细胞、单核细胞及巨噬细胞在

鱼类非特异性防御的细胞免疫中起重要作用。许多

研究表明，鱼类吞噬细胞有潜在的杀菌和杀幼虫的

活力，但其杀伤机制还不太清楚（刘毅等，２０００）。
王海芳等（２００８）研究了溶藻弧菌疫苗能显著提高
黑鲷的白细胞吞噬百分比和吞噬指数；王军等

（２００１）采用低聚糖益力素、稳定型维生素Ｃ、渔用多
维等免疫、营养添加物定期投喂大黄鱼，结果表明，

免疫添加物可以提高大黄鱼血细胞吞噬能力，增强

大黄鱼的非特异性免疫功能。本实验研究了疫苗的

接种对美国红鱼血细胞的吞噬百分比（ＰＰ）和吞噬
指数（ＰＩ）的影响，结果表明，除浸泡３组外，其余各
免疫组ＰＰ和ＰＩ在免疫接种后１４ｄ均较对照组有
显著差异（Ｐ＜０．０５）。动物机体吞噬功能的提高，
也许是由于疫苗的抗原成份（如细菌细胞壁成份

ＬＰＳ等）作为免疫刺激物，从而提高机体免疫力，具
体原因还有待进一步的研究。
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