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鳗鲡病原性嗜水气单胞菌与爱德华氏菌二联表达外膜蛋白的免疫原性
郭松林, 冯建军, 陆盼盼, 曹伟棋, 赵金平

集美大学 水产学院 鳗鲡现代产业技术教育部工程研究中心, 福建 厦门 361021
摘要: 采用鳗鲡源嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)和迟缓爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)外膜蛋白基因二联表达产物免疫日本鳗鲡(Anguilla japonica), 检测其对日本鳗鲡免疫功能的影响及其攻毒免疫保护力。将150尾日本鳗鲡平均分为PBS、细菌免疫和外膜蛋白免疫3个组, 3组鳗鲡分别以PBS(0.01 mol/L, pH7.4)、嗜水气单胞菌与迟缓爱德华氏菌二联灭活苗(5.0×108 CFU /mL)、嗜水气单胞菌与迟缓爱德华氏菌外膜蛋白二联表达产物(500 μg/ mL)腹腔注射0.2 mL。于免疫后14、21和28 d麻醉鳗鲡采血并分离抗凝血。测定3个时间点鳗鲡血浆中特异性抗体效价和同时期鳗鲡血浆、体表黏液、肝和肾组织匀浆液中的溶菌酶含量, 同时检测3个时间点鳗鲡全血细胞的转化水平。免疫后28 d, 嗜水气单胞菌和迟缓爱德华氏菌分别腹腔注射感染3组鳗鲡并测定其相对免疫保护率。结果表明, 免疫后14 d和28 d, 灭活菌和外膜蛋白免疫组的抗体水平均极显著高于PBS组(P<0.01)。溶菌酶检测结果表明, 不同处理组不同时间段血清、黏液和肝肾组织悬液的溶菌酶含量存在显著(P<0.05)或极显著(P<0.01)差异。免疫后14 d灭活菌组全血细胞转化水平显著高于PBS和外膜蛋白组(P<0.05), 而21 d两个免疫组则均显著低于PBS组(P<0.05)。活菌感染结果表明, 灭活菌和外膜蛋白免疫后28 d对两株病原菌的攻毒相对免疫保护率均比PBS组提高了50%(P<0.05)。本研究结果表明鳗鲡源嗜水气单胞菌和迟缓爱德华氏菌外膜蛋白二联表达产物免疫日本鳗鲡后可提高鳗鲡的免疫功能及其对这两株菌的抵抗力, 从而可能应用于鳗鲡基因工程疫苗的研发。
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近20年来, 中国大陆淡水养殖鱼类出现暴发性败血症, 给养殖业带来了不可估量的经济损失, 研究表明该病的主要病原菌为嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)和迟缓爱德华氏菌(Edw​ar​dsiella tarda)[1–3]。嗜水气单胞菌和爱德华氏菌也是鳗鲡的重要病原菌, 在春夏交替时节能引起鳗鲡出血性败血症、肝肾肿大、烂鳃病、烂尾病等传染性很强的疾病, 在人工养殖的美洲鳗鲡(Anguilla rostrata)、欧洲鳗鲡(Anguilla anguilla)和日本鳗鲡(Anguilla japonica)均可发生[4–6]。水产养殖业长期使用化学药物治疗该病, 由于产生耐药性等原因, 致使可用的安全药物越来越少[7–8]。最近有许多有关嗜水气单胞菌和爱德华氏菌全菌灭活苗和亚单位疫苗相关的研究[9–11], 但未见对两种菌外膜蛋白联合表达产物免疫原性进行研究的报道。2002―2012年, 本课题组从多批发病的美洲鳗鲡、欧洲鳗鲡和日本鳗鲡不同脏器中分离到87株病原菌, 生化和分子鉴定结果表明其中包含嗜水气单胞菌和爱德华氏菌约40株。在前期研究的基础上[12–14], 发现这些菌低剂量腹腔注射感染(2.0×107CFU/尾)50 g左右的日本鳗鲡时即可导致其100%死亡。由于鳗鲡养殖常受多种病原菌的侵害, 而鱼类又不便进行多次注射操作。因此, 开发出低毒、高效(一次注射即可预防多种病原菌的侵害)的多联基因工程疫苗对鱼类病害防治具有重要意义。本研究在前期表达、纯化出嗜水气单胞菌和迟缓爱德华氏菌外膜蛋白基因二联外膜蛋白并初步研究其免疫原性的基础上[15], 以100 μg/尾的剂量腹腔注射免疫鳗鲡, 同时以二联灭活菌疫苗和PBS为对照, 研究表达产物的免疫原性及其对鳗鲡感染两种病原的相对保护率, 从而为鳗鲡基因工程二联疫苗的研制提供参考。
1  材料与方法

1.1  试验菌株与日本鳗鲡

嗜水气单胞菌(B11)和迟缓爱德华氏菌(B79)由集美大学水产学院鳗鲡病原菌菌种库提供, 两株菌经Biolog菌鉴系统分别鉴定到种, 其16S rRNA序列与网上递交相应菌种的同源性均在99 %以上[6, 14]。150尾日本鳗鲡(Anguilla japonica)购自集美大学海水养殖厂, 平均体质量30 g/尾, 健康无发病史, 实验前采5尾日本鳗鲡血清测定其对两个病原菌的抗体效价以确定其未被两种病原菌感染。

1.2  灭活菌液的制备

嗜水气单胞菌和爱德华氏菌于胰蛋白胨大豆肉汤(TSB)28℃培养24 h后, 用0.01 mol/L的PBS(pH 7.4)分别配制成5.0×108 CFU/mL的菌液后等量混匀, 于混合液中加入福尔马林使之终浓度为0.4%, 置常温下灭活24 h后, 取少量菌液涂布于胰蛋白胨大豆琼脂(TSA), 培养24 h无菌落生长时即为备用的灭活菌液。

1.3  二联外膜蛋白抗原的制备

在构建鳗鲡病原性嗜水气单胞菌与爱德华氏菌二联外膜蛋白重组表达载体的基础上[15], 表达菌(E.coli, BL21, DE3)浓度 OD600nm=0.8时, 采用0.25 mmol/L的 IPTG经16℃诱导培养过夜后表达。表达产物经超声波破碎后采用ÄKTApurifier- 100 蛋白质纯化仪, 结合His标签柱亲和层析后获得分子量87.1 kD的高纯度蛋白。蛋白经梯度尿素(8、6、4、2、1和0 mol/L)透析后冻干成粉未, 粉未用PBS稀释为1 mg/mL, 加入等体积弗氏不完全佐剂, 于超声波破碎仪上乳化10 s(130 W), 停10 s, 反复3~4次, 备用。
1.4  鳗鲡饲养、免疫与样品采集

将150尾日本鳗鲡平均分为3组, 试验前将鳗鲡置于水簇箱内, 水簇箱规格80 cm×60 cm×60 cm, 水深50 cm。养殖用水为曝气后的自来水, 试验期间水温23~26℃, 水簇箱保持充气, 每日投喂1次, 投喂后3 h以虹吸法吸除鱼类粪便和残料, 鳗鲡暂养7 d后进行免疫注射。3组鳗鲡(PBS对照、灭活菌液和外膜蛋白免疫组)分别腹腔注射PBS(0.01 mol/L, pH 7.4)、5.0×108 CFU/mL灭活菌液和0.5 mg/mL的外膜蛋白0.2 mL。鳗鲡分别于免疫后14、21和28 d用丁香酚(500 mg/L)麻醉采血, 每组每次取5尾鳗鲡血液, 每尾鳗鲡约0.5 mL。血液置常温2 h后4 ℃静置过夜, 3 000 r/min离心3 min, 吸取上层血清以测定其抗体效价和溶菌酶含量; 同时取几滴抗凝血分离全血细胞进行细胞培养与转化实验。采血前每尾鳗鲡取体表黏液0.1 g, 采血后取肝和肾组织各0.1 g, 上述黏液和组织均加入0.5 mL 0.01 mol/L的PBS(pH=7.4)匀浆, 4 ℃, 10 000 r/min离心10 min后取上清, –70 ℃保存备用。

1.5  溶菌酶含量的测定

鳗鲡血清、黏液和肝肾组织悬液中溶菌酶含量的测定采用南京建成生物工程公司生产的试剂盒进行, 检测过程参照说明书并略有改进: 将配制好的应用菌液、标准应用液及所需检测的样品置32℃水浴箱中预温10 min。将血清(或黏液、脏器匀浆悬液)样品和标准品(PBS配制的2.5 μg/mL溶菌酶样品)10 μL加入酶联板中, 迅速用排枪向各孔加入100 μL应用菌液, 分别于30 s和4 min 30 s时在酶标仪上测定其OD530 nm值。计算公式: 溶菌酶浓度(U/mL)＝(血清样品孔OD4 min 30s –血清样品孔OD30s)/(标准品孔OD4 min 30s –标准品孔OD30s)×标准品浓度(2.5 μg/mL, 或200 U/mL)。
1.6  鳗鲡全血细胞的培养与转化

鳗鲡全血细胞的培养与转化参考文献[16]进行, 取RPMI 1640完全营养液(含50 μg/mL ConA, 灭活补体的10%鳗鲡血清)加入96孔细胞培养板(Nunclon), 每孔50 μL; 再加2×108个/mL全血细胞悬液50 μL, 合计每孔100 μL, 每个样品设2孔。同时取不含ConA 的RPMI 1640完全营养液(含灭活补体的10%鳗鲡血清)加入96孔细胞培养板(nunclon), 每孔50 μL; 再加浓度为2×108个/mL细胞悬液50 μL, 合计每孔100 μL, 每个样品设2孔。细胞于25.0℃培养48 h后取出, 每孔加5 mg/mL的 MTT 15 μL, 继续培养4 h后离心(1 000 r/min, 10 min)。轻轻倾去上清, 纸巾吸干上清后每孔加入DMSO 200 μL。微量振荡器上充分振荡, 避光放置10 min(直至蓝色颗粒完全溶解), 于酶标仪(SynergyTM HT, BIO-TEK)上读取OD570nm值。据公式计算全血细胞刺激指数(SI值): SI值=(某一样品加ConA后OD570nm平均值/同一样品不加ConA OD570nm平均值)–1.

1.7  间接ELISA法测定鳗鲡血清抗体效价

试验方法参考文献[17]进行, 以包被液(15 mmol/L Na2CO3, 35 mmol/L NaHCO3, 0.2 mol/L NaCl, pH=9.6)稀释外膜蛋白干粉至100 μg/mL, 0.1 mL/孔加于酶标板, 每个样品加2个孔, 同时设2个包被液空白对照孔, 4℃包被过夜; 次日用洗涤液(PBST)洗板3次, 5 min/次; 加1 % BSA 200 μL/孔, 30℃孵育2 h, PBST洗板3次; 加经PBS梯度稀释(24~29)的鳗鲡血清样品100 μL/孔, 30 ℃孵育1 h, PBST洗板3次; 加300倍稀释的兔抗鳗鲡IgM抗血清[18]100 μL/孔, 30℃孵育1 h, PBST洗板3次; 加2 000倍稀释的羊抗兔酶标抗体100 μL/孔(Thermo), 30 ℃孵育40 min; PBST洗板4次; 拍干, 加底物溶液(OPD)50 μL/孔, 室温放置10 min左右, 加终止液(2 mol/L H2SO4)50 μL/孔, 测OD492nm 值。
1.8  攻毒感染与免疫保护率的测定

免疫后28 d每组分别取20尾鳗鲡(共60尾), 其中10尾鳗鲡采用嗜水气单胞菌腹腔注射感染0.2 mL/尾(4×107CFU), 另10尾采用爱德华腹腔注射感染0.2 mL/尾(2×107 CFU), 感染剂量均约为10倍的半数致死量[13–14], 感染期间水温保持26℃, 感染后观察14 d内鳗鲡的发病与死亡情况, 并计算两个免疫组与对照组之间的相对保护率, 计算公式: 相对免疫保护率=(1–免疫组死亡率/PBS对照组死亡率)×100 %[19]。

1.9  数据处理与统计分析

不同处理所得结果采用SPSS 13.0软件进行方差分析(ANOVA), 同时采用多重比较(Duncan法, 双尾)确定其差异显著性。对免疫保护率结果进行卡方检验(Chi-Square, Likelihood Ratio)以确定其差异显著性。数据以平均值±标准误(
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±SE) 表示, 应用origin7.5软件[20]作图。
2  结果与分析
2.1  全血细胞转化水平

鳗鲡经免疫后, ConA对全血细胞刺激后的转化水平(SI值)存在较大的个体差异(SE值较大)。免疫后第14天, 灭活菌免疫组的血细胞刺激指数显著高于对照组和外膜蛋白免疫组(P<0.05); 至免疫后第21天, 两个免疫组血细胞刺激指数显著低于PBS对照组(P<0.05); 但免疫28 d后, 3个组的细胞转化水平无显著差异(P>0.05, 图1)。
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图1  鳗鲡经免疫后不同时期全血细胞转化
试验的刺激指数
*表示与对照组相比存在显著差异(P<0.05). #表示两个免疫组之间存在显著差异(P<0.05).
Fig. 1  Stimulation index of whole blood cells of Anguilla japonica post immunization
* denotes significant differences between treating groups and control group(P<0.05). # denotes significant differences between two treating groups(P<0.05).

2.2  血清特异性抗体效价

鳗鲡经免疫处理后, 两个免疫组第14 d和28 d的抗体水平均极显著高于PBS对照组(P<0.01), 第21 d则不存在显著差异(P>0.05), 灭活菌和外膜蛋白免疫组在3个时间段的抗体水平均未出现显著差异(P>0.05, 图2)。
2.3  血清、黏液和肝肾组织悬液的溶菌酶含量

与对照组相比, 鳗鲡经免疫后14 d灭活菌组血清、体表黏液和肾的溶菌酶含量显著(P<0.05)或极显著(P<0.01)提高, 外膜蛋白组肾中溶菌酶含量也极显著增高(P<0.01, 图3B, 3D); 免疫后21 d, 外膜蛋白免疫组肝溶菌酶含量显著高于对照组, 而灭活菌组黏液的溶菌酶含量则快速降低, 且显著低于对照组(图3B, 3C); 至28 d, 外膜蛋白免疫组的血清溶菌酶含量极显著高于对照组
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图2  鳗鲡经免疫后不同时期血清特异性抗体的ELISA效价(log2血清稀释倍数)
**表示与对照组相比存在极显著差异(P <0.01).
Fig. 2  ELISA titers (log2 of serum dilution) of specific antib​o​dies in serum of Anguilla japonica at different days after immunization with inactivated bacteria vaccine and expressed OMP
** denotes significant differences between immune groups and control group(P<0.01).
[image: image4.png]L7755 BT il 75 52/(U - mL™)

T T i & 1/ (U-mL™)

lysozyme ativity in serum

lysozyme ativity in liver

1400
1300 -
1200 -
1100

1000
900
300
700
600
500
400
300
200

100

3000
2800
2600
2400
2200
2000
1800
1600
1400
1200
1000

800

600

400

200

N— %fBe2H PBS group

O 1K IE T 4H bivalent FKC group
W R R AR 2 bivalent OMP group

n=5; xxSE

14

g% 5 RH0/d days post immunization

[ ¢ 3 XTHe4] PBS group
IR A
bivalent FKC group
S Sk
blvalent OMP group

n=5; xxtSE
#H#

*

41 HH

28

ﬁﬁ&f}ﬁ K4H/d days post immunization

1500
1400
1300
1200
1100
1000
900
300
700
600
500

300
200
100

PR i /(U-mL™)

R

lysozyme ativity in skin mucus

R

3000
28001

1600

1000
800
600
400

B e S /(U mL )
lysozyme ativity in kidney

200¢

2600 F
2400
22001
20001
1800
14001
12001

-

1 XfBHZH PBS group
IR A
bivalent FKC group

THAOMNEE A A
bivalent OMP group
n=3; xtSE

14

21 28

g% 5 R H0/d days post immunization

3 XfHEZH PBS group
p 0 ZHCKTE 4 bivalent FKC group
I AMNEE H4H bivalent OMP group

—

n=5; xxSE

14

1.

Ho g% e K&/ days post immunization




图3  鳗鲡经免疫后血清(A)、黏液(B)、肝(C)和肾(D)组织悬液中溶菌酶的含量
** 与 * 分别表示与对照组相比存在极显著(P<0.01)与显著(P<0.05)差异. # #与#分别表示两个免疫组间存在极显著(P<0.01)与显著(P<0.05)差异.
Fig. 3  Lysozyme content in serum(A), mucus(B), liver(C) and kidney(D) tissue suspension of Anguilla japonica post immunization
** and * denote significant differences at 0.01 and 0.05 level between treating groups and PBS group, respectively. # # and # denote significant differences at 0.01 and 0.05 between two immune groups, respectively.

(P<0.01, 图3A), 其黏液的溶菌酶含量也均显著高于对照组(P<0.05, 图3B), 灭活菌免疫组肝溶菌酶含量显著高于对照组(P<0.05, 图3C), 外膜蛋白免疫组肝、肾组织溶菌酶含量均显著低于对照组(P<0.05, 图3C, 3D)。就两个免疫组而言, 免疫后14 d, 灭活菌组黏液的溶菌酶含量显著(P<0.05)高于外膜蛋白免疫组(图3B); 至28 d, 灭活菌组肝、肾组织溶菌酶含量分别极显著(P<0.01)和显著(P<0.05)高于外膜蛋白免疫组(图3C, 3D)。
2.4  攻毒感染相对保护率

鳗鲡免疫后28 d, 采用嗜水气单胞菌和爱德华氏菌分别进行攻毒感染。结果表明, 与PBS组相比, 两株菌攻毒感染后灭活菌和外膜蛋白免疫组对鳗鲡的相对免疫保护率均为50%。感染嗜水气单胞菌后PBS、灭活菌和二联外膜蛋白免疫组的鳗鲡在14 d内的死亡率分别为100%(全部死亡)、50%(死亡5尾)和50%(图4A)。卡方检验表明, 感染后第2天到14天两个免疫组的相对保护率均显著(P<0.05)高于对照组。感染迟缓爱德华氏菌后, 3组鳗鲡在14 d内的死亡率和相对免疫保护率与嗜水气单胞菌感染相同(图4B)。卡方检验表明, 感染后第3 天外膜蛋白免疫组存活率显著(P<0.05)高于对照组, 第4 天到14 天两个免疫组的存活率均显著高于对照组(P<0.05), 其中感染后第4天外膜蛋白免疫组鳗鲡的存活率极显著(P<0.01)高于对照组。
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图4  免疫后28 d嗜水气单胞菌(A)和迟顿爱德华氏菌(B)攻毒后的鳗鲡存活率
*与**分别表示存活率与对照组相比存在显著(P<0.05)和极显著(P<0.01)差异.
Fig. 4  The survival rate of eels challenged (i.p) by Aeromonas hydrophila (A) or Edwardsiella tarda (B) at 28 d post immunization
** or * indicate significant differences at 0.01 or 0.05 level between treating groups and PBS control group, respectively.

3  讨论

鱼类病原菌种类多, 同种病原菌又常存在不同的血清型或亚种[4, 21]。因此, 针对单一菌种研制疫苗存在保护性较低的问题, 很难应用于水产养殖实践。针对以上问题, 一般有3种解决方法: 一是将多种病原菌培养灭活后制备多联灭活疫苗, 浸泡或注射免疫动物; 二是在不同病原菌间寻找共同保护性抗原并扩增基因片段, 制备单价疫苗; 三是将两个或多个不同属或种的保护性抗原基因连接, 利用基因工程方法制备多联亚单位疫苗。3种方法获得的疫苗各有优点, 第一种疫苗获取方法简便, 但因抗原成分复杂, 鱼类易对其产生

强烈的应激反应; 第二种疫苗成分单一, 鱼类对其产生的应激性较小, 但通常只应用于同属不同种或同种不同血清型间的病原菌所致疾病的预防; 第三种疫苗具有第二种疫苗的优点, 且可用于预防不同属病原菌的感染, 故具有显著的优势。

已有研究表明同属不同种的病原菌间存在共同的外膜蛋白保护性抗原成分, 并且这些共同抗原免疫后能对多种菌的感染起到免疫保护作用[11]。由于鳗鲡常受到嗜水气单胞菌和迟缓爱德华氏菌两个病原菌种的感染, 而这两个病原菌分属不同的属, 其外膜蛋白基因的同源性很低, 故无法采用方法二进行亚单位疫苗的研究。近年来, 外膜蛋白的免疫原性研究已经成为鱼类疫苗研究的热点之一[22–25]。许多研究者认为细菌的外膜蛋白具有良好的免疫原性[26], 本研究构建了两个不同属外膜蛋白双基因重组表达载体, 表达、纯化其二联外膜蛋白后免疫日本鳗鲡, 并确定了其免疫原性。
鱼类与高等脊椎动物一样具有较强的免疫应答反应, 非特异性免疫分子含量、特异性抗体水平、血细胞转化水平和攻毒感染后免疫保护水平是评价鱼类疫苗免疫效果的重要指标[27–29]。本实验以PBS注射组为阴性对照, 以嗜水气单胞菌和迟缓爱德华氏菌二联灭活疫苗为阳性对照, 主要研究二联外膜蛋白基因表达产物的免疫原性。在其他条件相同的情况下, 本试验研究了表达的二联外膜蛋白免疫鳗鲡后从第2周到第4周的抗体、溶菌酶、血细胞转化以及免疫后4周鳗鲡对这两个病原菌感染后的相对免疫保护率。

本研究从溶菌酶含量、全血细胞转化和抗体水平等3方面分别探讨二联外膜蛋白免疫对日本鳗鲡非特异性免疫、特异性细胞免疫和体液免疫功能的影响。结果表明, 与灭活菌免疫组相似, 鳗鲡经二联蛋白免疫后早期在肝、肾组织中的溶菌酶含量显著升高(图3C, 3D), 28 d后则在血清和黏液中显著上升(图3A, 3B), 表明二联外膜蛋白免疫后同样可刺激鳗鲡的非特异性免疫应答, 这可能与弗氏不完全佐剂的混合相关[23]。免疫后14 d和28 d, 灭活菌组黏液和肝、肾组织溶菌酶含量显著或极显著高于外膜蛋白免疫组(图3B, 3C, 3D), 提示本研究灭活菌刺激溶菌酶的产生水平高于弗氏不完全佐剂。值得一提的是, 免疫后21 d, 灭活菌组黏液的溶菌酶含量快速降低至显著低于对照组(图3B), 而在14 d和28 d其含量均显著高于对照组, 可能与鳗鲡的个体差异相关[30]。
与对照组相比, 免疫后14 d外膜蛋白组全血细胞转化水平显著高于对照组和灭活菌组(图1), 可能与弗氏不完全佐剂对血细胞的刺激作用有关, 至21 d两个免疫组均显著低于对照组, 提示免疫中期抗原对鳗鲡细胞可能具有一定的免疫抑制效应[16], 这与免疫后21 d抗体水平的下降相对应(图2)。实践表明, 鱼类处于应激的环境中, 免疫后虽然短期内因淋巴细胞而能产生较高效价的抗体, 但随后因淋巴细胞停止增殖, 抗体效价在一定程度上下降, 这可能与本实验鳗鲡由原来的池塘养殖转入鱼缸饲养相关。有人认为, 鱼类在应激状态下血清中能产生一种与免疫抑制剂相关的皮质醇[31]。与PBS组相比, 外膜蛋白和灭活疫苗免疫组在第14 天和28 天抗体水平均极显著(P<0.01)升高(图2), 而两个免疫组间的抗体效价无明显差异, 表明表达的二联外膜蛋白具有良好的免疫原性。本研究发现PBS对照组的鳗鲡血清中也存在一定的特异性抗体(ELISA值较高), 可能是酶联板本身的非特异性吸附所致[12, 30]。

尽管攻毒试验表明, 注射外膜蛋白并不能确保鳗鲡完全免于嗜水气单胞菌和爱德华氏菌的感染与死亡, 但本研究使用的二联基因工程外膜蛋白的确能同时防御嗜水气单胞菌和爱德华氏菌的感染, 相比单种外膜蛋白具有很大的优势。同时, 养殖环境中的病原浓度一般达不到本研究的攻毒感染浓度, 故可能产生更高的保护力。因此, 本研究结果为鳗鲡基因工程二联疫苗的研制奠定了基础。
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Immunogenicity of a bivalently-expressed outer membrane protein of Aeromonas hydrophila and Edwardsiella tarda from diseased eels

GUO Songlin, FENG Jianjun, LU Panpan, CAO Weiqi, ZHAO Jinping
Fishery College, Anguilla Modern Engineering Research Center of Industrial Technology of the Ministry of Education, Jimei University, Xiamen 361021, China

Abstract: The immune responses and vaccine protection levels in Japanese eels (Anguilla japonica) were evaluated after they were immunized with a bivalently-expressed outer membrane protein (OMP) of porin II and ompS2 from Aeromonas hydrophila and Edwardsiella tarda, respectively. One-hundred and fifty eels distributed into three equal groups were administered intraperitoneal (i.p) injections of phosphate-buffered saline (PBS group), formalin-killed whole cells from A. hydrophila and E. tarda (FKC group), or bivalent OMP (OMP group). The plasma collected on days 14, 21 and 28 were used to measure the titers of specific antibodies and lysozyme activity, and whole blood cells collected on these days were used to evaluate the stimulation index (SI). Lysozyme activities in skin mucus and suspensions of liver and kidney were also recorded on these days. On day 28 post-immunization, eels from all three groups were challenged by i.p injection of live A. hydrophila or E. tarda. Compared with the PBS group, the serum titers of the anti-A. hydrophila and anti-E. tarda antibodies in the FKC and OMP group eels were significantly higher (P<0.01) on days 21 and 28. Compared with the PBS and OMP groups, proliferation of whole blood cells in the FKC group was significantly (P<0.05) enhanced on day 14, but whole blood cell proliferation in the two immunized groups significantly (P<0.05) decreased on day 21 compared with the PBS group. Lysozyme activity in serum, skin mucus, and the liver and kidney suspensions differed significantly (P<0.05 or P<0.01) between the three groups. The relative percentage survival after challenge with A. hydrophila or E. tarda on day 28 post-immunization in the two vaccinated groups vs. the PBS group was 50%(P<0.05). These results show that bivalent OMP improved the immune function of the Japanese eel and protected it against infection with A. hydrophila and E. tarda. This vaccine has potential for use in freshwater farmed eels.
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