
 

维氏气单胞菌弱毒株 FS12001及其疫苗对

异育银鲫的免疫效果
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摘要：为探究由维氏气单胞菌 (Av)弱毒株 FS12001制备的疫苗免疫效果，将 Av弱毒株
FS12001制备活疫苗、灭活疫苗、ISA763A-灭活疫苗和蜂胶-灭活疫苗，腹腔注射免疫异育
银鲫，同时设 ISA763A佐剂、蜂胶佐剂及 0.65% NaCl作为对照组。于免疫后 1、3、5、7
和 14 d经实时荧光定量 PCR (qRT-PCR)检测脾脏组织中 IgM、IL-1β 及 LZM 的基因表达量；
于免疫后  7、14、21、28、42和  48 d尾静脉采血分离血清，检测 IgM抗体水平，测定
SOD和 LZM酶活性；于免疫 28 d 后用 2株 Av强毒株分别攻毒各组实验鱼，连续观察记
录 7 d，计算各免疫组的相对保护率。结果显示，各免疫组脾脏组织中 IgM、IL-1β 及 LZM
的基因表达量高于对照组，且 ISA763A-灭活疫苗组和蜂胶-灭活疫苗组的表达量显著高于
其他各实验组。各疫苗免疫组血清特异性抗体水平均显著高于 0.65% NaCl对照组和佐剂
对照组。各疫苗免疫组的 LZM活性均在 28 d最高，灭活疫苗组、ISA763A-灭活疫苗组及
蜂胶-灭活疫苗组 SOD活性均在 7 d 最高。菌株 AVCA07攻毒后，活疫苗组、灭活疫苗组、
ISA763A-灭活疫苗组和蜂胶-灭活疫苗组的 RPS 分别为 63%、56%、100% 和 56%；菌株
YC170511攻毒后，以上 4个免疫组 RPS分别为 59%、55%、93% 和 72%。研究表明，用
弱毒株 FS12001制备疫苗，注射免疫异育银鲫后均可增加脾脏中 IgM、IL-1β 及 LZM 的基
因表达量，提高血清抗体水平，增强 SOD和 LZM酶活性，增强其抵抗 Av感染的能力。
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鲫 (Carassius auratus)是重要的淡水养殖品种，

在养殖过程中，易感染由气单胞菌 (Aeromonas

spp.)引起的淡水鱼细菌性败血症 [1]。淡水鱼细菌

性败血症是农业农村部公布的二类动物疫病，危

害常见淡水养殖鱼类。该病流行高峰期通常为每

年的 6—9月，常常出现急性暴发，死亡率高。在

感染初期，患病鱼鱼体会出现轻微的充血肿胀。

病情加重后，鱼体表面全部充血，眼眶周围充血
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较明显，眼球突出，腹部膨胀，内部脏器组织出

现严重的败血症。对病鱼解剖可观察到腹腔内存

在淡黄色透明或红色浑浊的腹水 [2]，给鱼类养殖

业造成巨大的经济损失。

疫苗免疫具有防控水产病害发生、减少养殖

业经济损失、减少或消除由大量使用抗生素带来

的健康危害、生态风险和食品安全等问题的优点。

截至 2020 年，已有超过 20 种工厂化养殖鱼类有

各自的商业化疫苗，这些疫苗能够针对 20余种细

菌性疾病和 6种病毒性疾病提供免疫保护[3]。当前，

挪威、美国、加拿大、荷兰和韩国等国家，渔用

疫苗的产业化程度高，市场成熟。相比之下，中

国的渔用疫苗研究起步较晚，仍处于发展阶段。

截至 2021年，有 9个鱼类疫苗获得中国新兽药证

书[4]。嗜水气单胞菌 (A. hydrophila)败血症灭活疫

苗 [(2001) 新兽药证字 06号 ]是唯一针对淡水鱼

细菌性败血症的商品化疫苗。但气单胞菌属细菌

种类多且血清型复杂，造成嗜水气单胞菌败血症

灭活疫苗的应用有很大的局限性。流行病学调查

表明淡水鱼细菌性败血症的病原种类中维氏气单

胞菌 (A. veronii，Av)占比最高，其次为嗜水气单

胞菌，并且混合感染普遍存在 [5]，亟需开展新流

行菌株的疫苗研究。

本实验室分离保存的 Av菌株 FS12001，为弱

毒菌株 [6]，具有良好的凝集抗原性，浸泡和注射

免疫鲫有一定的免疫保护效果 [7]。本实验将利用

菌株 FS12001制备活疫苗和灭活疫苗 (添加和不添

加佐剂)，注射免疫接种异育银鲫，通过检测免疫

相关基因表达量、血清抗体水平，测定血清 SOD
和 LZM酶活性，用 Av强毒株攻毒并计算相对免

疫保护率，综合评价疫苗的免疫效果，旨在丰富

Av疫苗研究，为细菌性败血症疫苗开发奠定基础。 

1    材料与方法
 

1.1    菌株

Av菌株  FS12001、AVCA07和 YC170511由

中国水产科学研究院珠江水产研究所水产病害与

免疫研究室分离、鉴定和保藏。本研究用到的菌

株信息见表 1。 

1.2    主要试剂

脑心浸出液培养基 (BHI) 购自广东环凯微生

物科技有限公司；Hifair Ⅲ 1st Stand cDNA Syn-
thesis SuperMix for qPCR、Hieff qPCR SYBR Green
Master  Mix购自宝生物工程 (大连 )有限公司；

HRP标记的羊抗兔 IgG单抗为美国 Jackson公司

产品，兔抗鲫 IgM多抗由杭州华安生物技术有限

公司制备；总超氧化物歧化酶 (T-SOD)测定试剂

盒 (WST-1法 )(A001-3-2)和溶菌酶 (LZM)测试盒

(比浊法)(A050-1-1)均购自南京建成生物工程研究

所；5%绵羊血琼脂平板购自北京陆桥技术有限责

任公司；其余试剂为进口或国产分析纯。 

1.3    实验鱼

异育银鲫 (Carassius  auratus  gibelio)［体重

(10±2)  g，体长 (8.5±0.5)  cm］、斑马鱼 (Danio
rerio)［体重 (0.6± 0. 1) g，体长 (4±1) cm］均来自

中国水产科学研究院珠江水产研究所水产良种基

地。实验前移放至水生动物房鱼缸暂养 2周，观

察异育银鲫的摄食状态，确认健康后用于实验，

在实验期间养殖用水为曝气自来水、水温 (28±1)
°C，氧气泵 24 h 持续充气。本研究获得了中国水

产科学研究院珠江水产研究所实验动物管理和使

用伦理委员会批准 (LAEC-PRFRI-2023-02-01)。 

1.4    菌株毒力测定

将菌株 FS12001、AVCA07和 YC170511 划
线接种绵羊血琼脂平板上，28 °C活化 16~18 h，
挑取菌落用灭菌的 0.65% NaCl悬浮制备菌液。利

用分光光度计测定菌液 OD600 值，采用 BHI平板

活菌计数，然后进行 10 倍梯度稀释，制备成不同

 

表 1    本研究用到的菌株信息

Tab. 1    A. veronii strains in this study

菌种
species

菌株
strain

分离时间
isolated time

分离地区
isolated area

宿主
host

维氏气单胞菌
A. veronii

FS12001 2 016.12 广东
Guangdong

草鱼
Ctenopharyngodon idella

维氏气单胞菌
A. veronii

AVCA07 2 013.09 贵州
Guizhou

鲫
C. auratus

维氏气单胞菌
A. veronii

YC170511 2 017.05 江苏
Jiangsu

鲫
C. auratus
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浓度的菌液。每个菌株各浓度菌液攻毒 20尾斑马

鱼，每尾腹腔注射 20 μL，对照组注射等量灭菌

的 0.65% NaCl。注射前停喂饲料 1 d，注射后水温

控制在 (28 ± 1) °C，每天观察并记录斑马鱼的累

计死亡情况，连续观察记录 7 d。按 Reed-Muench
法[8] 计算半数致死量 (LD50)。 

1.5    疫苗制备
 

菌液培养　　将 FS12001菌株接种于 BHI固
体培养基复壮，28 °C温箱培养 16~18 h，挑取单

菌落，转接到 BHI液体培养基，28 °C摇床培养

16~18 h，再以 1∶100 (体积比)转接到 BHI液体

培养基，28 °C摇床 16~18 h进行大量扩培，通过

活菌计数，调整菌液浓度为 3.0×109 CFU/mL。 

活疫苗　　制备的菌液 3 500 r/min，离心

15 min，弃上清液，菌苔用 0.65%无菌生理盐水

(0.65% NaCl)重悬，调整浓度为 3.0×108 CFU/mL，
制成 FS12001活疫苗。 

灭活疫苗　　在制备的菌液中加入终浓度

3‰的甲醛溶液灭活 48 h，无菌检验合格即灭活完

全。将灭活菌液 3 500 r/min，离心 15 min，弃上

清液，菌苔用 0.65% NaCl重悬，调整菌液浓度为

1.5×109 CFU/mL，制成 FS12001灭活疫苗。 

ISA763A-灭活疫苗 　 　 ISA763A 佐 剂 与

3×109 CFU/mL灭活菌液按照 1∶1 (体积比)混合，

用搅拌器充分乳化，制成油包水 (W/O)白色乳状

ISA763A-灭活疫苗[9]。 

蜂胶-灭活疫苗　　参照马光强等 [10] 方法制

备浓度 200 mg/mL蜂胶乙醇浸提物。蜂胶乙醇浸

提液与 1.5×109 CFU/mL灭活菌液按照 1∶99 (体
积比)混合，用搅拌器搅拌均匀，制成蜂胶-灭活

疫苗。 

1.6    鱼体免疫

将银鲫随机分为 7组，每组 120尾。其中 4
组分别从腹鳍基部注射制备的 FS12001活疫苗、

灭活疫苗、ISA763A-灭活疫苗和蜂胶-灭活疫苗，

每尾鱼注射 0.2  mL。另外 3组分别注射等量的

ISA763A-0.65%  NaCl、蜂胶 -0.65%  NaCl、 0.65%
NaCl。每组中 60 尾用于取样进行免疫相关基因表

达量、血清抗体及酶活性等测定，60尾用于不同

强毒菌株攻毒并计算相对保护率。 

1.7    样品采集和处理
 

脾脏组织　　免疫后 1、3、5、7和 14 d分

别采集异育银鲫脾脏组织，每个实验组随机取 5
尾鱼，取 20~30 mg组织用液氮急冻后存于−80 °C
冰 箱 。 TRIzol  法 提 取 总  RNA  后 ， 测 定 其

OD260/280 值及含量。合格的 RNA 反转录成 cDNA
作为实时荧光定量 PCR (qRT-PCR)的模板。 

异育银鲫血液　　免疫后 7、14、21、28、
42和 56 d从鱼的尾静脉采血，每组每次随机采集

5尾，血液放入无菌无酶离心管中，室温放置 4 h
后，4 °C条件下，3 600 r/min离心 5 min，分离上层

血清保存于−80 °C冰箱用于酶活性及抗体水平测定。 

1.8    qRT-PCR检测免疫相关基因表达量

参考时云朵等 [11] 引物和方法，以 18S rRNA
为内参、检测 IgM、 IL-1β 和 LZM 基因表达量。

引物如表 2所示。qRT-PCR反应程序： 95 °C 30 s；
95 °C 5 s，60 °C 34 s，40循环； 95 °C 15 s，60 °C
60 s，95 °C 15 s。 

1.9    血清抗体测定

抗体水平测定参考  Shoemaker 等 [12] 的方法，

用间接 ELISA 方法测定各实验组鲫血清抗体水平。

用 FS12001菌液包被 ELISA板，待测鲫血清稀释

400倍，第一抗体为兔抗鲫 IgM多抗 (1∶4 000)，
第二抗体为HRP标记的羊抗兔 IgG单抗 (1∶5 000)。
同时设磷酸盐缓冲溶液 (PBS)空白对照。按常规

操作流程洗涤，加入显色液显色和终止液终止后，

测定 OD450/630 值。 

1.10    血清酶活性测定

酶活性反应于 96 孔细胞培养板中进行，所用
 

表 2    qRT-PCR 扩增引物

Tab. 2    Primer sequences for qRT-PCR

引物名称
primer

上游序列(5′-3′)
forward primer (5′-3′)

下游序列(5′-3′)
reverse primer (5′-3′)

18s rRNA GGACACGGAAAGGATTGACAG CGGAGTCTCGTTCGTTATCGG

IgM GTCAATCTTCGGCTTGTCTCA GGGTATAATCTCCATCGGGTC

IL-1β ACCAATGCGACATACAAGAGG ATCAAACCACCAGAAGCCAGT

LZM GGATTCTCACTTGGCAACTAT TGATTTCAGTCCTTCGGTTTT
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方法根据超氧化物歧化酶 (SOD)、溶菌酶 (LZM)
试剂盒中的说明书操作，并按照说明书上的公式

计算各组 SOD、LZM 活性。 

1.11    相对保护率测定

异育银鲫注射免疫 28 d后，分别用 Av强毒

株 AVCA07、YC170511腹腔注射攻毒各组实验鱼，

攻毒浓度为 7.5×106 CFU/mL，每尾注射 0.2 mL。
每天记录死亡数，连续观察 7 d，计算相对保护

率 (RPS)，RPS (%)=(对照组死亡率−免疫组死亡

率)/对照组死亡率 × 100%。 

1.12    统计分析

2−∆∆Ct

数据经 Excel 2018 初步处理，所有目的基因

相对表达量的结果采用 方法计算得到。实

验数据采用 Graphpad prism8.0统计软件进行样本

检验分析，对数据进行单因素方差分析 (one-way

ANOVA)，P<0.05为差异显著，P<0.01、P<0.001
和 P<0.0001为差异极显著。 

2    结果
 

2.1    菌株的毒力

菌株 FS12001、AVCA07和 YC170511对成

年斑马鱼的半数致死量 LD50 分别为 2.8×106 CFU、

1.5×103 CFU和 1.1×103 CFU。根据 Santos等 [13] 的

研究，细菌半数致死量 104~105 CFU的为强毒株；

106~107 CFU的为弱毒株；大于 108 CFU的为无毒

株。可见，菌株 FS12001为弱毒株，AVCA07
和 YC170511为强毒株 (表 3~表 5)。 

2.2    IgM、IL-1β和 LZM的基因表达量

与 0.65%NaCl对照组相比，各免疫组 IgM 基

因表达量明显升高，整体上呈现先上升后下降趋
 

表 3    菌株 FS12001对斑马鱼的半数致死量

Tab. 3    LD50 of A.veronii strain FS12001 to D. rerio

菌液浓度/(CFU/mL)
bacterial

concentration

注射剂量/μL
injection
dosage

攻毒尾数/尾
challenged fish

死亡数/尾
dead fish

累计存活数/尾
cumulative
survival

累计死亡数/尾
cumulative

death
死亡率/%
mortality

半数致死量/CFU
LD50

1.4×109 20 20 20 0 30 100 2.8×106

1.4×108 20 20 10 10 10 50

1.4×107 20 20 0 20 0 0

1.4×106 20 20 0 20 0 0

1.4×105 20 20 0 20 0 0

 

表 4    菌株 AVCA07对斑马鱼的半数致死量

Tab. 4    LD50 of A.veronii strain AVCA07 to D. rerio

菌液浓度/(CFU/mL)
bacterial

concentration

注射剂量/μL
injection
dosage

攻毒尾数/尾
challengedfish

死亡数/尾
dead fish

累计存活数/尾
cumulative
survival

累计死亡数/尾
cumulative

death
死亡率/%
mortality

半数致死量/CFU
LD50

1.5×107 20 20 20 0 55 100 1.5×103

1.5×106 20 20 18 2 35 95

1.5×105 20 20 13 9 17 65

1.5×104 20 20 4 25 4 14

1.5×103 20 20 0 45 0 0

 

表 5    菌株 YC170511对斑马鱼的半数致死量

Tab. 5    LD50 of A.veronii strain YC170511 to D. rerio

菌液浓度/(CFU/mL)
bacterial

concentration

注射剂量/μL
injection
dosage

攻毒尾数/尾
challengedfish

死亡数/尾
dead fish

累计存活数/尾
cumulative
survival

累计死亡数/尾
cumulative

death
死亡率/%
mortality

半数致死量/ CFU
LD50

2.3×107 20 20 20 0 64 100 1.1×103

2.3×106 20 20 20 0 44 100

2.3×105 20 20 20 0 24 100

2.3×104 20 20 4 16 4 20

2.3×103 20 20 0 36 0 0
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势，蜂胶-灭活疫苗组、ISA763A-灭活疫苗组分别

于 5、7 d达到最大值 3.44倍和 3.32倍 (P<0.05)，
其余各免疫组在 1~2倍之间变化。各免疫组 IL-
1β 基因表达量整体呈现先上升后下降的趋势，灭

活疫苗组、蜂胶-灭活疫苗组分别于 5 d达到最大

值 4.05倍 (P<0.01)和 6.13倍 (P<0.0001)，其余 4
组均在 5 d达到最大值，但与对照组之间无显著

差异 (P>0.05)。各免疫组 LZM 基因表达量高于

0.65% NaCl组，其中活疫苗组、ISA763A-灭活疫

苗组均在免疫后 1  d达到高峰，分别是 0.65%
NaCl对照组的 8.10倍和 9.56倍 (P<0.01)，其余各

组在 0.5~2.0倍 (P>0.05)(图 1)。 

2.3    血清的抗体水平

在免疫后 7、14、21、28、42和 56 d，经活

疫苗、灭活疫苗、ISA763A-灭活疫苗及蜂胶-灭活

疫苗免疫后的血清中，特异性抗体水平与 0.65%
NaCl对照组相比都显著上调 (P< 0.05)，并且在免

疫后 56 d仍有较高的抗体水平。其中，ISA763A-
灭活疫苗组抗体水平最高，其次是蜂胶-灭活疫苗

组。活疫苗组抗体水平高于灭活疫苗组。ISA763A
组和蜂胶组抗体水平略高于 0.65% NaCl对照组，

但差异不显著 (P> 0.05)(图 2)。 

2.4    血清的酶活性
 

超氧化物歧化酶 (SOD)活性　　异育银鲫

经腹腔注射免疫后，血清中 SOD 活性变化结果显

示，整体上在免疫后 7 d SOD活性有显著升高，

之后呈现下降趋势。免疫后第 7天，灭活疫苗组、

ISA763A-灭活疫苗及蜂胶-灭活疫苗的 SOD 活性

值达到最大值，且显著高于 0.65% NaCl组 (P<
0.001)，免疫后第 14天下降和 0.65% NaCl组无显

著差异 (P > 0.05)；免疫后第 28天，ISA763A-灭
活疫苗组和蜂胶-灭活疫苗组的 SOD 活性再次上

升，显著高于 0.65% NaCl组 (P < 0.001)。免疫后

第 56天，除蜂胶 -灭活免疫组外，其余各组和

0.65% NaCl组无显著差异 (P> 0.05)(图 3)。 

溶菌酶 (LZM)活性　　异育银鲫经腹腔注

射免疫后，血清中 LZM活性整体上呈现先上升后

下降的趋势 (图 4)，免疫后 28  d，各免疫组的

LZM活性均达到最高值 (P < 0.000 1)。 

2.5    免疫效果

攻毒实验结果显示，各实验组异育银鲫死亡

时间在攻毒后 12~60  h， 60  h后无死亡发生。

AVCA07菌株攻毒后，0.65% NaCl对照组的死亡

率为 90%，活疫苗组、灭活疫苗组、ISA763A-灭
活疫苗组、蜂胶 -灭活疫苗组、 ISA763A-0.65%
NaCl组和蜂胶 -0.65%  NaCl组的死亡率分别为

33%、40%、0、40%、77%和 73%，相对保护率

分别为 63%、56%、100%、56%、14%和 19%。

YC170511菌株攻毒后，0.65% NaCl对照组

的死亡率为 97%，活疫苗组、灭活疫苗组、

ISA763A-灭 活 疫 苗 组 、 蜂 胶 -灭 活 疫 苗 组 、

ISA763A-0.65% NaCl组和蜂胶-0.65% NaCl组的死

亡率分别为 57%、43%、7%、27%、67%和 60%，

相对保护率分别为 59%、55%、93%、72%、31%
和 38%(图 5，表 6)。 

3    讨论
 

3.1    免疫相关基因表达

由 Av天然弱毒株 FS12001制备的活疫苗、

灭活疫苗、ISA763A-灭活疫苗和蜂胶-灭活疫苗均

能引起异育银鲫脾脏中 IgM、IL-1β 及 LZM 免疫

相关基因上调表达，说明疫苗有效引起了异育银

鲫的免疫反应，这些基因参与了鱼体对疫苗的应

答。本研究中，2 种佐剂灭活疫苗组的基因表达

量达到峰值的时间早、表达量高，其余各免疫组

达到峰值的时间迟、表达量低。如免疫后 5 d，蜂

胶-灭活疫苗组  IgM 上调表达峰值约为对照组的

3.4 倍，而活疫苗组，而活疫苗组，而活疫苗组

7 d达到峰值，约为对照组的 1.9 倍；ISA763A-灭
活疫苗组 LZM 1 d上调表达峰值约为对照组的 9.6
倍，而灭活疫苗组 7 d达到峰值，约为对照组的

1.8 倍；免疫后 7 d，蜂胶-灭活疫苗组 IL-1β 表达

峰值约为对照组的 6.1 倍，而活疫苗组中约为 1.9
倍。Labarca 等[14] 用杀鲑气单胞菌 (A. salmonicida)
疫苗免疫虹鳟 (Oncorhynchus mykiss)，IL-1β 基因

表达量最高可达对照组的 10 倍。含 CpG 基序的

寡核苷酸佐剂的神经坏死病毒 (nerve  necrosis
virus)疫 苗 注 射 免 疫 点 带 石 斑 鱼 (Epinephelus
coioides)，增强 IFN、TNF-α 和 IRF3免疫相关基

因的表达 [15]。含佐剂 IMS1312VG的疫苗接种牙

鲆 (Paralichthys  olivaceus)，其 IL-1β、 IL-6、 IL-8
和 TLR3基因的相对表达量均出现上调[16]。迟缓爱

德华菌 (Edwar hyphedsiella tarda)的主要菌毛亚单

位蛋白作为佐剂与哈维氏弧菌 (Vibrio harveyi)重
组亚单位疫苗联用注射免疫大菱鲆（Scophthal-
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mus maximus），显著提高了脾脏中 IgM 基因的表

达量[17]。可见，疫苗接种引起鱼体免疫相关基因

表达量上调，且添加佐剂的疫苗使鱼体基因表达

时间更早、表达量更高，推断佐剂能提高免疫相

关基因的表达量。 

3.2    血清特异性抗体水平

抗体或许是鱼类疫苗免疫效果最可靠的相关

要素[18- 19]。本实验中各免疫组免疫 7 d的血清中可

以检测到特异性抗体，56 d仍有较高的水平。佐
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图 1    IgM (a)，IL-1β (b) 和 LZM (c) 相对表达量

“*”代表具有显著差异 (P<0.05)；“**”,“***”和 “****” 代表具有极显著差异 (P < 0.01, P<0.001和 P<0.0001)；下同。

Fig. 1　Relative expression levels of IgM (a)，IL-1β (b) and LZM (c) in spleen
“ *” represents significant difference ( P < 0.05 ); “* * ”, “* * *” and “* * * *” represent extremely significant difference (P < 0.01, P < 0.001 and P <
0.0001, respectively); the same blow.
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剂-灭活疫苗组的抗体水平高于无佐剂组，且出现

峰值的时间早于其他组。无乳链球菌 (Streptococ-
cus agalactiae) Sip蛋白乳酸菌活载体疫苗口服免

疫尼罗罗非鱼 (Oreochromis niloticus)，能够显著

提高血清抗体水平 [20]。Av灭活疫苗免疫的锦鲤

(Cyprinus carpio haematopterus)抗体水平于 3 周达

到最大值，并持续一段时间[21]。将弗氏佐剂与人

的 γ球蛋白混合后注射接种大西洋庸鲽 (Hippo-
glossus hippoglossus)，结果发现佐剂疫苗组抗体水

平显著高于无佐剂疫苗组 [22]。B 族链球菌的细胞
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图 2    血清抗体水平

Fig. 2　Serum antibody level
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图 3    SOD活性

Fig. 3　SOD activity
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图 4    LZM活性

Fig. 4　Lysozyme activity
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表面蛋白与黏膜免疫佐剂免疫小鼠 (Mus muscu-

lus)后，能诱导较高的全身和局部抗体应答 [23]。

杨星等 [24] 发现佐剂疫苗注射免疫大鲵 (Andrias

davidianus)后能有效刺激血清抗体的产生。本实
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图 5    菌株 AVCA07(a)和 YC170511(b)攻毒后各实验组累计存活率

Fig. 5　The cummulative survival rate with A. veronii AVCA07 (a) and YC170511 (b) challenge

 

表 6    菌株 AVCA07和 YC170511攻毒结果

Tab. 6    The relative percent survival with A. veronii AVCA07 and YC170511 challenge

攻毒菌株
strain

分组
group

攻毒数/尾
challenged fish

死亡数/尾
dead fish

死亡率/%
mortality

相对保护率/%
relative percent survival

AVCA07 活疫苗组 30 10 33 63

灭活疫苗组 30 12 40 56

ISA763A-灭活疫苗组 30 0 0 100

蜂胶-灭活疫苗组 30 12 40 56

ISA763A-0.65%NaCl组 30 23 77 14

蜂胶-0.65%NaCl组 30 22 73 19

0.65%NaCl组 30 27 90

YC170511 活疫苗组 30 12 40 59

灭活疫苗组 30 13 43 55

ISA763A-灭活疫苗组 30 2 7 93

蜂胶-灭活疫苗组 30 8 27 72

ISA763A-0.65%NaCl组 30 20 67 31

蜂胶-0.65%NaCl组 30 18 60 38

0.65%NaCl组 30 29 97
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验表明，菌株 FS12001具有良好的免疫原性，其

活疫苗和灭活疫苗 (添加或不添加佐剂)均能够诱

导异育银鲫产生较高水平的抗体，且在第 56 天仍

维持较高水平。 

3.3    血清 LZM和 SOD酶活性

LZM是一种在宿主抵御细菌侵害过程中发挥

作用的广泛存在的先天免疫分子，对鱼类的免疫

防御机制至关重要[25]。鱼类特异性免疫反应差异

较小，对先天性免疫的依赖性更大[26]。环境压力、

细菌感染及营养条件等因素都会促进 LZM活性的

提升[27]。本研究中疫苗注射后，血清中 LZM含量

与 0.65% NaCl对照组相比均增加。免疫后 28 d，
各免疫组的 LZM活性均达到最高值，总体上佐剂-
灭活疫苗组增加的活性较为显著。松鼠葡萄球菌

(Staphylococcus sciuri)灭活疫苗注射免疫鲫后，血

清中  LZM 含量与对照组相比增加 [28]。Ju等 [29] 研

究发现鲤 (C. carpio)通过口服免疫乳酸菌后 LZM
活性显著升高。实验表明，菌株 FS12001制备的

疫苗能够提高血清中 LZM含量，对鱼体的保护性

免疫发挥重要的作用。

超氧化物歧化酶 (SOD)是机体重要的抗氧化

酶[30]，可以清除机体多余的自由基从而免除其对

生物分子的损伤。机理是将体内有害的氧自由基

还原成过氧化氢和氧气，然后在过氧化氢酶的作

用下生成无害的水和氧气。有研究表明 SOD活性

与机体免疫力紧密相关[31]。锦鲤在注射 Av灭活疫

苗后，4 周内 SOD 活性均显著高于对照组[21]。异

源无乳链球菌胞外产物灭活疫苗免疫罗非鱼，28
d血清 SOD 活性显著高于对照组[32]。溶澡弧菌 (V.
alginolyticus)疫苗免疫黑棘鲷 (Acanthopagrus schle-
gelii)28 d的 SOD显著提高[33]。本实验中，4 个免

疫组 SOD 活性均在第 7 天达到峰值。SOD 活性的

增强促进鱼体对外来物质的清除作用，以此提高

机体的免疫力。 

3.4    鱼体保护效果

弱毒疫苗是人工处理或自然因素致弱的失去

致病能力而保留免疫原性的弱毒株制备的一种活

疫苗[34]。机体接种弱毒疫苗的过程与自然感染相

似，短期内迅速繁殖并激发机体的免疫系统，随

后被机体防御系统清除，因此，弱毒疫苗接种剂

量较低，并能获得持久免疫[35]。灭活疫苗是将病

原体扩大培养后，采用物理或化学方法在保证免

疫原性不受影响的情况下杀死病原菌的生物制

品[36]。无佐剂的前提下，弱毒活疫苗可能比灭活

疫苗具有更好的应用前景。FS12001活疫苗、灭活

疫苗腹腔注射接种异育银鲫，28 d后用AVCA07攻

毒，相对保护率分别达到 63%和 56%；用 YC170511
攻毒，相对保护率分别达到 59%和 55%，弱毒活

疫苗比灭活疫苗保护效果更好，与 Zhang等[37] 研

究结论一致。这可能是因为弱毒活疫苗的抗原有

活性，在鱼体内存在相对较长的时间，而灭活疫

苗失去活性，进入机体后会快速清除，缩短了其

在机体内的停留时间，不利于适应性免疫的激活[38]。

佐剂能非特异性增强抗原的免疫原性，使抗

原在鱼体内缓慢持续地释放或改变免疫反应类型，

提高巨噬细胞和浆细胞的功能活性，并加速抗体

的生成，从而增强灭活疫苗的免疫效果[39]。张晓

佩[40] 研究发现，ISA763A与迟缓爱德华氏菌鞭毛

蛋白的融合蛋白乳化制备的疫苗，对日本鳗鲡

(Anguilla japonica)免疫保护率为 100%，而不加佐

剂疫苗组则没有保护力。Jaafar等 [41] 将 ISA763 A
与鲁氏耶尔森菌 (Yersinia ruckeri)疫苗混合乳化后

用于抗虹鳟的肠炎红口病，商业化疫苗相对保护

率只有 40%，而添加佐剂疫苗组相对保护率达到

97.5%。本研究中 ISA763A- FS12001灭活疫苗腹

腔注射接种异育银鲫 28 d后，能抵抗 2株 Av 强
毒株感染，相对保护率分别达到 100%和 93%；

而不加佐剂的灭活疫苗组相对保护率分别仅为

56%和 55%。可见，加入 ISA763A佐剂的疫苗能

使鱼体产生更强的免疫力。蜂胶是中国兽药典批

准的一种佐剂和免疫增强剂。Chu[42] 用蜂胶佐剂

疫苗注射免疫异育银鲫后，与无佐剂全菌疫苗相

比，可显著提高异育银鲫的相对免疫保护率。杨

星等[24] 将蜂胶佐剂疫苗注射大鲵后能够快速刺激

机体产生特异性免疫反应，增强其机体的免疫保

护能力。本研究中，蜂胶-灭活疫苗腹腔注射接种

异育银鲫 28 d后用两株 Av强毒株攻毒，相对保

护率分别达到 56%和 72%。ISA763A 和蜂胶对异

育银鲫也有一定的保护作用，与 Jaafar等 [41] 结论

一致。其他佐剂也能提高疫苗对鱼体免疫保护力
[16, 43-46]。另外，与一次免疫相比，加强免疫可以提

高宿主的抗体水平、延长抗体持续时间，从而延

长疫苗的免疫保护期，增强保护作用[47-49]。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Immune effect of Aeromonas veronii vaccines prepared with a low pathogenic
strain FS12001 to Carassius auratus gibelio

WANG Yanjiao 1,2,3,4,     ZHANG Defeng 1,2,3,     REN Yan 1,2,3*,     WANG Qing 1,2,3,     WANG Yingying 1,2,3,    
LI Yingying 1,2,3,     PAN Houjun 1,2,3,     SHI Cunbin 1,2,3,     MO Xubing 1,2,3,     YIN Jiyuan 1,2,3

(1. Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou　510380, China;
2. Guangdong Provincial Key Laboratory of Aquatic Animal Immunology and Sustainable Aquaculture, Guangzhou　510380, China;

3. Key Lab of Fishery Drug Development, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Guangzhou　510380, China;
4. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, ShangHai　201306, China)

Abstract: Aeromonas veronii can infect  a variety of aquatic and terrestrial  animals and cause motile aeromonad
septicemia  (MAS).To  explore  the  immune  effect  of  the  vaccine  prepared  with A.  veronii  low  pathogenic  strain
FS12001, Carassius auratus gibelio were immunized with live vaccine, inactivated vaccine, ISA763A-inactivated
vaccine and propolis-inactivated vaccine prepared with FS12001 through intraperitoneal injection, with ISA763A-
0.65% NaCl,  propolis- 0.65% NaCl  and  0.65% NaCl  used  as  controls.  The  gene  expressions  of  IgM,  IL-1β  and
LZM were detected by real-time quantitative PCR (qRT-PCR) in spleen tissues at 1, 3, 5, 7 and 14 d post immuniz-
ation (dpi). Sera were collected from the tail vein at 7, 14, 21, 28, 42 and 48 dpi. The specific antibody IgM levels
were detected through indirect ELISA. SOD activity and LZM activity were measured. The experimental groups
were challenged with two A.veronii virulent strains at  28 dpi,  and the relative percent survival (RPS) was calcu-
lated. The gene expressions of IgM, IL-1β and LZM in spleen tissues of each immunized group were higher than
those of the 0.65% NaCl control, and the expressions of ISA763A-inactivated vaccine group and propolis-inactiv-
ated vaccine group were significantly higher than those of all other groups. The serum-specific antibody levels of
each  vaccine-immunized  group  were  significantly  higher  than  those  of  the  0.65%  NaCl  and  adjuvant  controls.
LZM activity  values  were highest  at  28 dpi  in  all  vaccine-immunized groups,  and SOD activity  values  were the
highest at 7 dpi in the inactivated vaccine group, ISA763A-inactivated vaccine group and propolis-inactivated vac-
cine group.  The RPSs of  live vaccine group,  inactivated vaccine group,  ISA763A-inactivated vaccine group and
propolis-inactivated vaccine group challenged with AVCA07 were 63%, 56%, 100% and 56%, respectively,  and
the RPSs of these immune groups challenged with YC170511 were 59%, 55%, 93% and 72%, respectively. This
study shows that the several vaccines prepared with A.veronii FS12001 can increase the gene expressions of IgM,
IL-1β  and LZM,  serum  specific  antibody  level,  SOD  activity  and  LZM  activity,  and  enhance  the  ability  of C.
auratus gibelio to resist A.veronii infection. This study can provide the basis for A.veronii vaccines and prevention
and control of MAS.

Key words: Carassius auratus gibelio; Aeromonas veronii; low pathogenic strain; vaccine; immune effect
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