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摘要 将福尔马林灭活的嗜水气单胞菌(Aeromonashydrophila)、菌体外膜蛋白(OMP)和菌体脂多糖

(LPS)作为免疫原,分别免疫健康青鱼。在免疫1、2、4、7、14、21、28d后进行外周血的血细胞计数和白细胞分类

计数,测定细胞吞噬活性和抗体效价,结果表明:3种免疫原均可诱导红细胞和白细胞数量增加,并引起各种白

细胞分类百分比变化,提高吞噬活性和抗体效价;免疫应答早期(第1周)主要是红细胞、单核细胞和中性粒细胞

数量明显增加,吞噬细胞的吞噬活性迅速提高,吞噬百分比(PP)和吞噬指数(PI)第4天达峰值,F-AH组、OMP
组和LPS组的PP、PI值依次分别为39.84%、46.53%、41.59%及3.94、4.26、3.77;随后则是淋巴细胞大量增

殖,第21天淋巴细胞数量和抗体效价达峰值,F-AH 组、OMP组和 LPS组的抗体效价分别为1∶426.67、

1∶341.33和1∶213.33。免疫28d后活菌攻毒的结果表明,OMP组的免疫保护率为75%;LPS组为67.8%,

均明显优于F-AH组(50%)。可见3种免疫原均能通过促进青鱼血细胞增殖、提高吞噬细胞的吞噬活性、产生

特异性抗体等方式增强机体的免疫保护力。
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  青鱼(Mylopharyngodonpiceus),为我国淡水

养殖的“四大家鱼”之一[1]。近年来,青鱼的病害问

题不断发生[2],严重制约了青鱼养殖业的健康发展。
目前国内对鱼类细菌性疾病的控制主要以抗生素等

化学药物为主,但细菌对抗生素易产生抗药性[3],而
且使用抗生素会产生残留等不良后果。

免疫接种已经被证实是预防鱼类疾病最有效的

途径,包括全菌灭活疫苗,菌体成分亚单位疫苗等,
它们均能在不同程度上提高鱼类的抗病性,减少疾

病的发生[4-5]。研究表明革兰氏阴性菌的外膜蛋白

(OMP)和脂多糖(LPS)均具有良好的免疫原性[6]。
鱼类的免疫应答特征包括非特异性免疫和特异性免

疫,迄今已有不少对抗体效价等特异性免疫方面的

研究[7-9],近来也有学者通过注射全菌灭活疫苗研究

鱼类的非特异性免疫的报道[10-11],但是国内有关菌

体成分亚单位疫苗(如 OMP,LPS等)对鱼类非特

性免疫的报道却比较少。
本研究将3种免疫原免疫人工饲养的健康青

鱼,通过测定各个免疫组青鱼外周血的免疫指标的

变化和相对免疫保护率的高低,探讨鱼类非特异性

免疫和特异性免疫在鱼类疫苗免疫保护中的作用,
旨在为全菌灭活疫苗以及菌体成分疫苗在鱼病防治

中的应用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 供试菌株及其培养

用于本研究的嗜水气单胞菌(编号为BCB01)
分离自湖北省荆州市某青鱼养殖示范区域患典型肠

道出血病的青鱼肝脏。将菌株BCB01在BHI培养

基32℃条件下培养24h后,离心法集菌并以PBS
清洗3次,稀释至一定浓度,冷藏为制备疫苗用。
1.2 3 种免疫原和吞噬原的制备

将BCB01菌液加入终体积分数为0.3%的福

尔马林,恒温水浴锅28℃灭活48h,即成福尔马林

灭活的嗜水气单胞菌全菌苗(formalinkilledAero-
monashydrophilacell,F-AH),检查细菌灭活效果

后,稀释至1×108cfu/mL,即为F-AH免疫原;参照

Filip等[12]和Dilip等[13]的sarkosyl法(十二烷基肌
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酸钠)从灭活BCB01菌体中提取外膜蛋白(OMP),
采用紫外分光光度法测定其含量,调整质量浓度至

0.2mg/mL,即 为 OMP免 疫 原;参 照 Westphal
等[14]的酚水法从灭活BCB01菌体中提取脂多糖

(LPS),采用苯酚-硫酸法测定其含量,调整质量浓

度至0.2mg/mL,即为LPS免疫原。将制备好的3
种免疫原置4℃冰箱中备用。

金黄 色 葡 萄 球 菌 吞 噬 原 (formalin killed
Staphylococcusaureuscells,F-SA)制 备 方 法 同

F-AH,置于4℃冰箱备用。
1.3 试验鱼及饲养条件

试验青鱼取自长江水产研究所窑湾试验基地,
平均体质量(50±5)g,平均体长(12±2)cm。室内

暂养 1 周 后 开 始 试 验,试 验 期 间 水 温 控 制 在

(25±1)℃。
1.4 安全性试验

120尾试验鱼随机分为3个试验组和1个对照

组,每组30尾。3个试验组通过腹 腔 分 别 注 射

F-AH、OMP和LPS,每尾0.2mL,对照组注射等

量的PBS,观察1周。
1.5 免疫与采血

320尾试验鱼随机分为3个免疫组和1个对照

组,每组80尾。3个免疫组通过腹 腔 分 别 注 射

F-AH、OMP和LPS免疫原,每尾0.2mL,对照组

注射等量的PBS。注射免疫1、2、4、7、14、21、28d
后,分别随机从每组中各取5尾试验鱼,尾静脉采

血,血液不混合。其中2尾血液抗凝,用于血细胞计

数、白细胞分类计数及吞噬活性测定;另外3尾血液

不抗凝,室温静置1h,4℃冰箱静置24h,离心取

上层血清,用于抗体效价的检测。
1.6 免疫指标检测

1)血细胞计数。利用Dacie氏稀释液将血液稀

释,Neubarer计数板计数红细胞(redbloodcell,

RBC)和白细胞(whitebloodcell,WBC),每个样品

重复3次。

2)白细胞分类计数(differentialleucocytecount,

DLC)。采用常规方法每尾鱼制血涂片3张,Wright-
Giemsa染液混合染色,冲洗晾干,油镜下随机观察

100个左右白细胞,计数各类白细胞数量,得出某种

白细胞所占分类百分比。

3)吞噬细胞吞噬活性。0.2mL抗凝血中加入

0.05mLF-SA,充分混匀后置25℃恒温水浴锅中

孵育60min,每10min摇匀1次;1000r/min离心

10min;吸取白细胞层制涂片3张。Wright-Giemsa
染液混合染色,油镜下观察。吞噬活性以吞噬百分

比(phagocyticpercentage,PP)和吞噬指数(phago-
cyticindex,PI)表示,并按下式计算:

吞噬百分比(PP)=

 (100个白细胞中参与吞噬的细胞数/100)×100%;

  吞噬指数(PI)=
(100个吞噬细胞内细菌总数/100)×100%

  4)血清抗体效价。采用96孔血凝板法进行,反
应抗原采用 F-AH,显微镜观察血清凝集反应的

强度。
1.7 攻毒试验

免疫后第28天,从每个试验组和对照组中各取

30尾鱼,免疫组分别通过腹腔每尾注射0.2mL的

1.0×108cfu/mLBCB01活菌,对照组注射等量

PBS,观察14d,记录感染发病和死亡情况,计算相

对免疫保护力(relativepercentsurvival,RPS)。

2 结果与分析

2.1 安全性试验

注射F-AH、OMP和LPS及生理盐水的健康

青鱼经14d饲养后,未发现死亡现象或染病症状,
表明所用免疫原及其剂量对青鱼是安全的。
2.2 血细胞计数

经F-AH、OMP和LPS3种免疫原分别免疫

后,各免疫组青鱼外周血细胞计数结果如图1所示。
从图1-A可见免疫后第1天开始,对照组红细胞数

一直在1.75×109/mL上下浮动,各个免疫组红细

胞数(RBC)迅速增多,到第4天达到最高值,均显著

高于对照组(0.01<P<0.05),第4天后都逐渐下

降。免疫后的第4、7和14天各个免疫组白细胞数

(WBC)均显著高于对照组(0.01<P<0.05),对照

组白细胞数一直在5×107/mL上下浮动(图1-B)。
无论是红细胞数还是白细胞数,3个免疫组之间在

各个时间均无显著性差异(P>0.05)。
2.3 白细胞分类计数

经3种免疫原分别免疫后,各免疫组青鱼外周

血细胞白细胞分类百分比(DLC)如图2所示。3个

免疫组之间单核细胞(monocyte)分类百分比变化

趋势较为接近,均在第7天达到峰值,F-AH 组、

OMP组和 LPS组依次分别为7.21%、6.58%和

6.32%,随后降低。3个免疫组第4和第7天均极

显著高于对照组(P<0.01),在第14天显著高于对
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照组(0.01<P<0.05),而各个免疫组之间差异不

显著(P>0.05)(图2-A)。中性粒细胞(neutrophil)
分类百分比从第2天开始升高,第4天达到峰值,F-
AH 组、OMP组和 LPS组依次分别为21.53%、

25.31%和23.18%,随后降低。3个免疫组在第4
和7天均显著高于对照组(0.01<P<0.05),OMP
组在第4和7天略高于F-AH组和LPS组,但差异

不显著(P>0.05)(图2-B)。3个免疫组淋巴细胞

(lymphocyte)分类百分比在第21天达峰值,F-AH
组、OMP 组 和 LPS 组 依 次 分 别 为 41.25%、

39.58%和38.77%;在第14、21和28天显著高于对

照组(0.01<P<0.05),各个免疫组之间差异不显

著(P>0.05)(图2-C)。第7、14和21天血栓细胞

(thrombocyte)分 类 百 分 比 显 著 低 于 对 照 组

(0.01<P<0.05),其 他 时 间 无 显 著 差 异

(P>0.05)(图2-D)。

图1 免疫组和对照组青鱼外周血血细胞数量变化

Fig.1 Thevariationofhematocytenumbersinperipheralbloodofblackcarpinimmunizedgroupsandcontrolgroup

图2 免疫组和对照组青鱼外周血白细胞分类百分比变化

Fig.2 Thevariationofdifferentialleucocytecountinperipheralbloodofblackcarpinimmunizedgroupsandcontrolgroup

2.4 吞噬细胞吞噬活性

经3种免疫原免疫后各免疫组青鱼外周血吞噬

细胞的PP、PI变化如图3所示。3个免疫组PP、PI
迅速上升,均在第4天达峰值,F-AH组、OMP组和

LPS组的PP、PI值依次分别为39.84%、46.53%、

41.59%和3.94、4.26、3.77,随后缓慢降低。3个免

疫组在第4、7和14天其PP值均极显著高于对照

组(P<0.01),在第21天显著高于对照组(0.01<
P<0.05)(图3-A);在第4天其PI值均极显著高于

对照组(P<0.01),第7和14天显著高于对照组

(0.01<P<0.05)(图3-B)。3个免疫组之间OMP
组的PP、PI略高于 F-AH 组和LPS组,但没有显
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著性差异(P>0.05)。在体外观察到青鱼的单核细

胞和中性粒细胞吞噬了多个金黄色葡萄球菌,同时

在混有红细胞的涂片中发现许多红细胞也有吞噬金

黄色葡萄球菌的现象。
2.5 血清抗体效价

经3种免疫原免疫后的各组青鱼血清抗体效价

缓慢升高,均在第21天达到峰值,其中F-AH免疫

组最高,抗体效价为1∶426.67;OMP免疫组次之,

达到1∶341.33;LPS免疫组为1∶213.33,随后免

疫组抗体效价均逐渐下降。对照组血清抗体效价

低下,稳定在1∶4左右。
免疫组和对照组差异极显著(P<0.01),第

7、14、21和28天,F-AH 免疫组抗体效价显著高

于OMP免疫组和LPS免疫组(表1)。由此可见,

F-AH、OMP和LPS3种免疫原均能明显提高青鱼

抗体水平。

图3 免疫组和对照组青鱼外周血吞噬细胞吞噬活性变化

Fig.3 Thevariationofphagocyticactivityofphagocytesinperipheralbloodofblack
carpinimmunizedgroupsandcontrolgroup

表1 免疫和对照青鱼血清中凝集抗体效价1)

Table1 Agglutinatingantibodytitersintheseraofimmunizedandcontrolblackcarp(Mylopharyngodonpiceus)

分组

Group
免疫时间/dImmunizedtime

1 2 4 7 14 21 28
F-AH 1∶8 1∶13.33 1∶53.33 1∶170.67 1∶341.33 1∶426.67 1∶298.67
OMP 1∶6.67 1∶13.33 1∶26.67 1∶106.67 1∶298.67 1∶341.33 1∶192
LPS 1∶5.33 1∶10.67 1∶21.33 1∶85.33 1∶170.67 1∶213.33 1∶128

对照组CK 1∶4 1∶5.33 1∶4 1∶4 1∶4 1∶4 1∶4
 1)数据用平均值表示 (n=3)。Thedatawereexpressedasmean(n=3).

2.6 相对免疫保护力

攻毒14d后,3个免疫组青鱼均表现出较好的

相对免疫保护力(RPS),其顺序是 OMP组最高,

LPS组 其 次,F-AH 组 最 低,分 别 达 到 75.0%、

67.8%和50.0%(表2)。对攻毒感染试验死亡鱼进

行解剖检查、分离培养细菌并进行鉴定,证实该试验

鱼的死因为人工感染该病菌致死。
表2 活菌攻毒后青鱼的死亡率和相对免疫保护力

Table2 Mortalityandrelativepercentsurvivalofblack

carpafterchallengewithliveA.hydrophila

分组

Group
试验鱼尾数

No.offish
死亡尾数

No.ofdeath
死亡率/%
Mortality

相对免疫保
护力/% RPS

F-AH 30 14 46.7 50.0
OMP 30 7 23.3 75.0
LPS 30 9 30.0 67.8

对照组CK 30 28 93.3

3 讨 论

OMP和LPS作为革兰氏阴性菌的主要抗原,

国内外学者对于它们的免疫原性以及疫苗的开发也

做了大量的研究。Francis等[15]研究表明,OMP本

身能够直接激活巨噬细胞,而且还能刺激白细胞增

生;Solem等[16]的研究结果表明LPS能够刺激鱼体

白细胞的增殖。在本试验中,青鱼经F-AH、OMP
和LPS3种免疫原分别免疫后,其外周血白细胞数

量均显著提高,都在第4天达到峰值。单核细胞和

中性粒细胞数量从免疫后第2天开始增殖,至第7
天达到最高值。而淋巴细胞数量在免疫后1周内没

有明显变化,其增殖从第7天开始,逐渐上升至第

21天达到最大值。这是因为淋巴细胞在接受免疫

刺激后,其增殖首先发生在脾脏内,然后随血液循环

而进入外周,故其增长趋势较单核细胞和中性粒细

胞滞后[17]。由此可以推断,免疫应答早期是非特异

性的单核细胞和中性粒细胞先发挥作用,之后则主

要是特异性的淋巴细胞发挥作用。
研究表明,鱼类单核细胞和中性粒细胞是体内
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的主要吞噬细胞,而吞噬作用是鱼类主要的非特异

性免疫机制之一[18]。本研究在体外观察到青鱼的

单核细胞和中性粒细胞吞噬了多个金黄色葡萄球

菌,各个免疫组吞噬细胞吞噬百分比(PP)和吞噬指

数(PI)均在第4天达到最高随后逐渐降低,这与单

核细胞和中性粒细胞的数量变化保持一致,研究结

果与单红等[10]的结果类似。表明在免疫早期,青鱼

主要是通过单核细胞和中性粒细胞的吞噬作用(非
特异性细胞免疫)来提高抗病力。3个免疫组之间

OMP组的PP、PI要略高于另外2个免疫组,F-AH
组和 LPS组 之 间 则 差 异 不 明 显。同 时,蔡 完 其

等[19]研究发现青鱼的红细胞具有免疫作用,这与我

们免疫后第2和第4天,3个试验组的青鱼红细胞

数量明显增加,在混有红细胞的涂片发现许多红细

胞也有吞噬金黄色葡萄球菌的现象相吻合,与罗芬

等[11]的观察结果也类似,表明青鱼的红细胞参与了

免疫反应。
抗体是由淋巴细胞产生的一类能与相应抗原特

异性结合的具有免疫功能的球蛋白,抗体效价反映

了鱼类特异性体液免疫水平[20]。本研究结果表明,
青鱼经3种免疫原分别免疫后,各组抗体效价缓慢

升高,并在第21天达到峰值,随后逐渐下降,而对照

组抗体效价一直处于1∶4左右。3个免疫组之间

其抗体效价水平由高到低顺序是F-AH 组>OMP
组>LPS组,这与试验中淋巴细胞分类百分比的变

化趋势一致。同时,本研究发现相对于 F-AH 组

(相对免疫保护率为50%),OMP组和LPS组免疫

接种刺激鱼体产生的血清凝集抗体效价稍低,但却

能够提供更有效的免疫保护,分别达到75.0%和

67.8%,与孟小亮等[21]的结果相似。这可能是因为

受免鱼对菌苗等抗原产生的免疫应答中,虽然F-
AH组能诱导受免草鱼产生比较高的凝集抗体,但
这些抗体中可能存在一些无效抗体而产生不了保护

效果,而提取OMP和LPS因为去除了菌体上的部

分无效抗原,所以在刺激受免青鱼产生的抗体中,有
效抗体所占的比例相对较高,其相对免疫保护力

(RPS)也较好。
从本试验结果可以得出,在免疫早期抗体尚未

大量形成时,青鱼是依靠吞噬细胞数量和吞噬活性

的增加来吞噬病原菌以保护机体,吞噬细胞首先发

挥重要的非特异性细胞免疫作用;随后是淋巴细胞

和抗体效价升高来抵抗病原菌攻击,特异性细胞和

体液免疫起主要作用。3种免疫原中,OMP组和

LPS组免疫效果要优于 F-AH 组,表明 OMP和

LPS都能显著提高青鱼血液中吞噬细胞数量和吞

噬活性以及血清凝集抗体效价,进而提高受免鱼的

免疫保护力。
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Responsesofimmuneparametersinperiphery
bloodofblackcarp(Mylopharyngodonpiceus)

immunizedwiththreevaccinesofAeromonashydrophila

ZHANGBo1,2 ZENGLing-bing1,2 LUOXiao-song1

GAOZheng-yong2 ZHOUYong1 ANWei2

1.YangtzeRiverFisheriesResearchInstitute,ChineseAcademy
ofFisherySciences,Wuhan430223,China;

2.CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Blackcarp(Mylopharyngodonpiceus)wereimmunizedwiththreevaccines(formalinkill-
edAeromonashydrophila:F-AH,outermembraneprotein:OMPandlipopolysaccharide:LPS).Then,

thebloodwastakenfromeachfishcaudalveinofallgroupsonday1,2,4,7,14,21and28postinjection
tostudytherelatedresponsesofimmuneparameters.Theresultswereasfollows:thenumberoferyth-
rocytesandleucocytesinperipheralbloodoffishimmunizedbythreevaccinesallincreasedduringthe
first4dayspostinjection,peakedonday4.Thedifferentialleucocytecount(DLC)offishimmunizedby
threevaccinesallincreasedandweresignificantlyhigherthanthatofcontrolgroupformonocytesand
neutrophilsfromday4today7,forlymphocytesfromday14today28,andpeakedon day21.The
phagocyticpercentage(PP)andphagociticindex(PI)ofphagocytesinfishimmunizedbythreevaccines
weresignificantlyhigherthanthoseofthenon-immunizedfishbetweenday2andday7,withthemaxi-
mumvalueobservedonday4.Theserumantibodytitersgraduallyincreasedinfishimmunizedbythree
vaccinesduringthefirst21dayspostinjection,reachedthegreatestvalueonday21,thengradually
droppedoff.TheresultofchallengingwithliveAeromonashydrophilashowedthatblackcarpimmu-
nizedbythreevaccineshadgoodrelativepercentsurvival(RPS).OMPhadthehighestRPS,whichwas
75.0%,followedbyLPS(67.8%)andF-AH(50%).Alltheresultssuggestedthatthreevaccinesmade
blackcarpenhanceimmunityagainstthebacterialpathogeninfection.

Keywords blackcarp;Aeromonashydrophila;outermembraneprotein(OMP);lipopolysaccha-
ride(LPS);agglutinatingantibodytiters;phagocyticactivity
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