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摘要: 本研究分析了鳗弧菌(Vibrio anguillarum)O1/O2 血清型二价灭活疫苗免疫大菱鲆后的抗体持续期和免疫保护

期。以鳗弧菌 O1 血清型 VAM003 株和 O2 血清型 VAM007 株为抗原制备了福尔马林灭活二价疫苗, 将疫苗按照三

种剂量(107 cells/尾、108 cells/尾、109 cells/尾)以腹腔注射途径免疫大菱鲆, 在免疫后 3 d、7 d、14 d、30 d、60 d、
90 d、120 d、150 d, 用血清凝集实验检测了免疫鱼血清的 VAM003 和 VAM007 抗体效价, 用攻毒实验检测了疫苗

的免疫保护率(RPS)。结果显示, 在免疫后 7 d 三个剂量组的大菱鲆均产生了特异抗体, 并获得 27%~60% 的 RPS。
三个剂量组大菱鲆的 O1 血清型抗体持续期分别>90 d (107 cells/尾组)、>150 d (108 cells/尾组)、>150 d (109cells/尾
组), 而三个剂量组大菱鲆的 O2 血清型抗体持续期均>150 d。三个剂量组的大菱鲆获得的免疫保护持续期均>150 d; 
以 RPS>75%为有效免疫保护, 各剂量组大菱鲆抵抗 O1 血清型病原感染的有效免疫保护期为: 14~120 d (107 cells
组)、14~120 d (108 cells/尾)、14~150 d (109 cells/尾), 抵抗 O2 血清型病原感染的有效免疫保护期为: 14~60 d (107 cells
组)、14~120 d (108 cells/尾)、14~120 d (109 cells/尾)。研究结果表明鳗弧菌二价灭活疫苗可为大菱鲆提供有效而稳

定的免疫保护, 获得的抗体持续期和免疫保护期为该疫苗的临床中试研究提供了基础。 
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鳗弧菌(Vibrio anguillarum)可以感染水生动

物引起出血性败血症[1], 是我国海水养殖鱼类的

重要病原, 对牙鲆(Paralichthys olivaceus)、大菱

鲆 (Scophthalmus maximus) 、 花 鲈 (Lateolabrax 
japonicus)等经济水产动物的养殖造成了严重的

影响[2-5]。在目前报道的 23 种鳗弧菌血清型中, 
O1、O2 和部分 O3 血清型是主要的致病型[6], 我
国海水养殖环境也存在 O1、O2 和 O3 血清型的

鳗弧菌[7]。疫苗免疫已成功用于养殖鱼类的鳗弧

菌病防治, 国际上商品化的鳗弧菌疫苗是以联苗

的形式进行应用, 如用于大西洋鲑(Salmo salar)、鳗
(Anguilla anguilla)的杀鲑气单胞菌 (Aeromonas 
salmonicida)鳗弧菌二联灭活疫苗、杀鲑气单胞

菌鳗弧菌耶尔森氏菌(Yersinia ruckeri)三联灭

活疫苗、杀鲑气单胞菌鳗弧菌海水病弧菌

(Vibrio ordalii)冷水病弧菌(Vibrio salmonicida)
四联灭活疫苗等。多年来我国学者也相继开展了

鳗弧菌疫苗的研究, 在实验室阶段评价了灭活菌

苗[8-10]、口服疫苗[11]、减毒疫苗[12]、DNA 疫苗[13]

的免疫保护效果。上述疫苗多为以单个血清型为
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抗原的单价疫苗, 很少进入中试临床研究阶段。

为了实现鳗弧菌疫苗的产业化生产和应用, 亟待

开展鳗弧菌疫苗的临床前和临床中试研究。 
在实施海水养殖生物流行病学调查工作中 , 

本课题组分离鉴定了多株鳗弧菌临床菌株及其血清

型[7], 并评价了 O1、O2 和 O3 血清型临床菌株的

免疫原性和免疫保护, 为开发鳗弧菌多价疫苗奠

定了基础。本文在前期工作基础上, 筛选免疫原

性和保护效力好的菌株作为候选疫苗株制备鳗弧

菌 O1/O2 二价灭活疫苗, 以大菱鲆为实验动物, 
检测了二价疫苗的抗体持续期和免疫保护期, 旨
在获取鳗弧菌二价疫苗的免疫效力数据, 推动鳗

弧菌二价疫苗的临床中试研究。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株、培养基和培养条件 
鳗弧菌 O1 血清型菌株 VAM003 和 O2 血清

型菌株 VAM007 由中国水产科学院黄海水产研究

所养殖生物疾病控制与分子病理学研究室保藏 , 
培养温度 25℃。 
1.2  实验鱼 

实验所用大菱鲆购自山东东方海洋科技股份

有限公司, 日龄 180 d, 体重(80.2±4.7) g, 体长

(11.98±0.34) cm。实验前暂养于四个水泥池(7 m×7 m× 
1 m), 按照日常管理方式进行投饵和换水: 饲料

日投喂量为体重的 1.2%~1.5%, 每天投喂 4次, 日
换水量为 6~9 个池程。暂养期间观察大菱鲆运动、

摄食、体表等情况, 确定无异常后从各水池随机

取 3~5 尾大菱鲆, 观察体表、鳃有无寄生虫感染, 
然后取鱼的肝、脾、肾组织进行细菌分离, 检测

有无细菌感染, 在确定未有寄生虫及细菌感染后, 
暂养鱼方可用于后续实验。 
1.3  鳗弧菌二价灭活疫苗制备 

从‒80℃冰箱取 VAM003 和 VAM007 菌株于

TSA 平板划线, 经血清学、16S rRNA 分析确定菌

种正确后, 挑取单菌落接种于 TSB 培养过夜, 取
过夜培养的菌液按 1%(V : V)接种量转接至新鲜

TSB(含 3%葡萄糖)培养 24 h, 测定 OD540后, 加入

37%福尔马林溶液至甲醛终浓度为 0.2%, 在 28℃、

140 r/min 的条件下进行灭活。分别取灭活 12 h 和

24 h 的菌液进行灭活情况检测: 每瓶菌液取 200 μL
分别涂布 TSA 平板, 设 3 个平行组; 同时取每瓶

菌液按 1%(V : V)比例接种 TSB, 设 3 个平行组; 
接种的培养基培养 24~48 h, 观察没有细菌生长

后, 确定菌液灭活完全情况。将灭活菌液在 6000 g、
4℃下离心 10 min, 沉淀菌体用无菌 PBS(0.2 mol, 
pH 7.6)离心洗涤 2 次后, 用 PBS(含 0.1%甲醛)重
悬菌体。将得到的 VAM003 和 VAM007 菌悬液按照

1 : 1 (V : V)比例混合, 分别制备浓度为1×1010 cells/mL、
1×109 cells/mL、1×108 cells/mL 的二价疫苗, 置   
4℃保存。 
1.4  疫苗免疫大菱鲆 

实验地点在山东东方海洋科技股份有限公司, 
实验时间为 2016 年 6 月―2017 年 1 月, 共计 150 d。
将暂养大菱鲆分为 5 组, 每组 2500 尾, 分别设 3
个疫苗免疫组和 2 个对照组: 107 cells/尾、108 cells/
尾、109 cells/尾、PBS 对照组、空白对照组。免

疫时 , 用连续注射器(汉克萨斯 , 德国)将浓度为

108 cells/mL、109 cells/mL、1010 cells/mL 的二价

疫苗分别腹腔注射大菱鲆, 注射量为 0.1 mL/尾; 
PBS 对照组注射等量的灭菌 PBS; 空白对照组不

做任何处理。 
1.5  血清抗体效价检测 

在免疫后 3 d、7 d、14 d、21 d、30 d、45 d、
60 d、90 d、120 d 和 150 d, 从各免疫组和对照组

随机取鱼 5 尾, 从后尾柄静脉采血制备血清, 将每

尾鱼的血清等量混合、分装, 然后保存于‒20℃。

以浓度为 109 cells/mL 的灭活 VAM003 和 VAM007
细胞为抗原, 用微量凝集法检测血清抗体效价[14]。  
1.6  免疫保护率检测 

在免疫后 3 d、7 d、14 d、30 d、60 d、90 d、
120 d、150 d, 从各免疫组和 PBS 对照组大菱鲆取

鱼, 20 尾/组, 用 VAM003 和 VAM007 进行攻毒。

攻毒前取空白对照组鱼评估 VAM003 和 VAM007
的 LD50(半数致死量, 50% lethal dose), 以 10× 
LD50 作为攻毒浓度。攻毒时, 从鱼的背部肌肉注

射 0.1 mL/尾。攻毒后观察鱼发病症状, 统计死亡

数, 按照如下公式计算疫苗的免疫保护率(relative 
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percent survival rate, RPS): RPS = (1‒免疫组死亡

率/对照组死亡率)×100%。 

1.7  统计学分析 
血清抗体效价表示为平均值±标准差 ( SD)x  , 

采用 SPSS 18.0 统计软件进行单因素分析 , 以
P<0.05 为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  免疫大菱鲆的血清抗体效价 
以剂量分别为 107 cells/尾、108 cells/尾、109 

cells/尾的二价菌苗注射免疫大菱鲆后, 在不同的

时间取鱼血清, 以 PBS 对照组鱼的血清为对照, 
分别检测 VAM003 和 VAM007 的抗体效价。如图

1、图 2 所示, 在整个实验期间几乎检测不到对照

组鱼的 VAM003 和 VAM007 抗体效价 1 : 2~1 : 4)。
以 O1 血清型 VAM003 为抗原检测血清抗体效价

时, 各个剂量组大菱鲆在免疫后 3 d 均检测到明

显的抗体水平(1 : 8), 免疫后 7 d 的效价为 1 : 20~ 
1 : 32, 显著高于对照组(P<0.05); 免疫后 21~45 d
各组效价值达到最高, 为 1 : 320; 在免疫后 45~ 

150 d, 各组效价平稳而缓慢下降, 其中 107 cells/尾
组的抗体效价下降较快, 在 120 d 时几乎检测不

出来(1 : 4); 在 150 d 时 108cells/尾组和 109 cells/尾
组抗体效价分别降至 1 : 20 和 1 : 26.7(图 1)。 

以 O2 血清型 VAM003 为抗原检测血清抗体

效价时, O2 血清型的抗体效价变化趋势与 O1 血

清型类似, 各个剂量组鱼在免疫后 3 d 也检测到

明显的抗体效价(1 : 4~1 : 8), 免疫后 7 d的抗体效

价 显 著 高 于 对 照 组 (1 : 80~1 : 100.8); 免 疫 后

14~30 d 效价值最高, 为 1 : 320~1 : 1280; 免疫后

45~150 d, 血清抗体效价平稳而缓慢下降, 在 150 d
时三个剂量组的 VAM007 抗体效价分别为 1 : 40 
(107 cells/尾组)、1 : 80 (108 cells/尾组)和 1 : 100.8 
(109 cells/尾组)(图 2)。 

上述结果说明, 鳗弧菌二价疫苗以三种剂量

免疫大菱鲆时, 在免疫后 7 d 即可异明显地促进

大菱鲆特异抗体的产生, 免疫剂量越高, 抗体持

续时间越长; 除了 107 cells/尾剂量组的 VAM003
的抗体持续时间为 90 d 外, 其他剂量组的 VAM003
和 VAM007 的抗体持续时间均超过 150 d。 

 

 
 

图 1  三个免疫剂量组大菱鲆的 VAM003 抗体效价和 RPS 
血清效价上方的不同字母表示数值间差异显著(P<0.05). 

Fig. 1  The anti-VAM003 serum titre and the RPS against VAM003 infection in the turbot  
Scophthalmus maximus after immunized with Vibrio anguillarum activated bivalent vaccine preparation 

Upper the serum titre, different letters mean significant difference among different groups (P<0.05). 
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图 2  三个免疫剂量组大菱鲆的 VAM007 抗体效价和抗 VAM007 感染的 RPS 
血清效价上方的不同字母表示数值间差异显著(P<0.05). 

Fig. 2  The anti-VAM007 serum titre and the RPS against VAM007 infection in the turbot  
Scophthalmus maximus after immunized with Vibrio anguillarum activated bivalent vaccine preparation 

Upper the serum titre, different letters mean significant difference among different groups (P<0.05). 
 

2.2  疫苗的免疫保护效果  
通过感染实验测定, VAM003 和 VAM007 对

大菱鲆的半数致死量(LD50)分别为 6.4×105 cfu/尾
和 3.2×106 cfu/尾。在免疫后不同的时间, 以 10
倍的 LD50, 对免疫大菱鲆进行攻毒以评估二价疫

苗的免疫保护率 RPS, 感染后大菱鲆累计死亡率

如表 1 和表 2 所示。结果如图 1 所示, 当以 O1 血

清型菌株 VAM003 进行攻毒时, 三个剂量组的大

菱鲆在免疫后 7 d 获得 30%~60%的 RPS; 在免疫

后 14~120 d 保持 RPS 在 79%~100%, 其中 107 cells/
尾组大菱鲆在 30~60 d 保持 90%~95%的 RPS, 108 
cells/尾组在 21~90 d 保持 100% RPS, 109 cells/尾
组大菱鲆在 14~120 d 保持 100% RPS; 在免疫后

150 d 各剂量组的 RPS 分别下降至 30%(107 cells/
尾)、55%(108 cells/尾)和 75%(109 cells/尾)。 

以 O2血清型菌株 VAM007进行攻毒时, 三个

剂量组的大菱鲆在免疫后 3 d 便获得 27%~30%的

RPS, 在免疫后 7 d 获得的 RPS 为 27%~47%; 在
免疫后 14~120 d保持RPS在 55%~100%, 其中 109 

cells/尾组大菱鲆在 21~90 d 保持 100% RPS, 108 cells/
尾组在14~60 d 保持100% RPS, 而107 cells/尾组大菱

鲆在14~45 d保持92%~94%的RPS; 在免疫后150 d
各剂量组大菱鲆的 RPS 下降至 40%(107 cells/尾)、
55%(108 cells/尾)和 60%(109 cells/尾)(图 2)。 

上述结果表明, 鳗弧菌二价疫苗以三种剂量

(107 cells/尾、108 cells/尾、109 cells/尾)免疫大菱

鲆时, 在免疫后 3 d 即提供明显的免疫保护, 免疫

剂量越高, 免疫保护持续时间越长。若以 RPS> 
75%为有效免疫保护基准, 则各剂量组抵抗 O1 血

清性鳗弧菌感染的有效免疫保护期分别为 14~ 
120 d (107 cells/尾)、14~150 d (108 cells/尾)、14~ 
150 d (109 cells/尾), 抵抗 O2 血清性鳗弧菌感染的

有效免疫保护期分别为 14~60 d (107 cells/尾)、
14~120 d (108 cells/尾)、14~120 d (109 cells/尾)。 

3  讨论 

本研究评价了鳗弧菌 O1/O2 血清型二价灭活

疫苗的抗体持续期和免疫保护期, 结果表明三种 
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表 1  鳗弧菌 VAM003 对免疫大菱鲆的攻毒实验结果 
Tab. 1  Infected test results of immunized Scophthalmus maximus challenged by Vibrio anguillarum VAM003 

死亡鱼数/实验总鱼数 death number/test total number 免疫后时间/d 
post-vaccination time 3 7 14 30 60 90 120 150 

免疫组Ⅰ 107 cells/ind 30/30 14/20 4/20 2/20 0/20 2/20 2/20 14/20 

免疫组Ⅱ 108 cells/ind 30/30 8/20 1/20 0/20 0/20 0/20 4/20 9/20 

免疫组Ⅲ 109 cells/ind 30/30 12/20 0/20 0/20 0/20 0/20 0/20 5/20 

空白组 control group 30/30 20/20 19/20 20/20 14/20 17/20 19/20 20/20 
  

表 2  鳗弧菌 VAM007 对免疫大菱鲆的攻毒实验结果 
Tab. 2  Infected test results of immunized Scophthalmus maximus challenged by Vibrio anguillarum VAM007 

死亡鱼数/实验总鱼数 death number/test total number 免疫后时间/d 
post-vaccination time 3 7 14 30 60 90 120 150 

免疫组Ⅰ 107 cells/ind 21/30 16/20 1/20 1/20 4/20 0/20 9/20 12/20 

免疫组Ⅱ 108 cells/ind 22/30 10/20 0/20 0/20 2/20 0/20 5/20 9/20 

免疫组Ⅲ 109 cells/ind 22/30 9/20 5/20 0/20 1/20 0/20 8/20 4/20 

空白组 control group 30/30 17/20 14/20 18/20 18/20 8/20 20/20 20/20 
 

剂量(107 cells/尾、108 cells/尾、109 cells/尾)的二

价疫苗注射免疫大菱鲆, 能够有效刺激大菱鲆持

续产生特异抗体, 获得了较长的抗体持续期和免

疫保护期。 
从图 1、图 2 可以看到, 在免疫后 7 d 即可检

测到大菱鲆产生明显的 O1、O2 血清型抗体, 免
疫大菱鲆获得了较高的免疫保护, 即抗 O1 血清

性鳗弧菌感染的 RPS 为 30%~60%, 抗 O2 血清性

鳗弧菌感染的 RPS 为 27%~47%。同时注意到在

免疫后 3 d, 虽然没有在免疫大菱鲆检测到显著

的抗体水平, 但是免疫鱼获得了 30%左右的抵抗

O2血清型病原感染的能力, 说明二价疫苗在免疫

后 3 d 便可为大菱鲆提供免疫保护。肖鹏等[11]的

研究发现鳗弧菌油乳化二价口服免疫大菱鲆后的

第 2 天便可以检测到肠道特异抗体水平的提高, 
宋晓青等[15]、邢婧等[16]、薛洁等[17]的研究报道了

鳗弧菌全菌灭活疫苗注射或浸泡牙鲆后 4 h 便检

测到多种免疫相关基因表达量的提高。从上述报

道来看, 本研究在疫苗免疫后 3 d 未检测到特异

抗体效价的主要原因是不同检测方法的灵敏度存

在区别。 
研究结果也显示, 随着抗体水平的提高, 大

菱鲆获得的免疫保护率也提高, 表明免疫鱼特异

抗体的产生和抗体水平与免疫保护的产生和保护

率有关。一般认为疫苗的免疫抗体水平与免疫保

护力之间存在一定的平行关系。本研究用一次线 
性回归尝试建立血清抗体效价与免疫保护率相关

性关系时 , 发现两者之间存在低度线性相关(R2

为 0.27~0.67, 未提供分析过程); 当用目测分析抗

体水平与免疫保护率的关系时, 发现当免疫大菱

鲆的 O1 血清型抗体效价>1 : 40 时, 则其抵抗 O1
血清型鳗弧菌感染的 RPS>75%; 当 O2 血清型抗

体效价>1 : 160 时, 则抵抗 O2 血清型鳗弧菌感染

的 RPS>75%。要获得准确的免疫保护率与抗体水

平的相关性关系, 还需要进行多次实验获取重复

性稳定的结果, 以建立疫苗效力检验的评估方法, 
为鳗弧菌二价疫苗的效力检验研究提供依据。 

综上所述, 本研究获得了鳗弧菌二价疫苗免

疫大菱鲆的抗体消长规律和免疫保护效力等基础

数据, 为鳗弧菌疫苗的临床中试申请积累了实验

数据。 
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Abstract: Vibrio anguillarum is an important bacterial fish pathogen that can cause vibriosis extensively in eco-
nomically-important fish including Scophthalmus maximus, Paralichthys olivaceus, Anguilla anguilla, and Lateo-
labrax japonicus in China. In our previous studies, we have carried out the epidemiological work of V. anguil-
larum in China, and demonstrated that V. anguillarum O1, O2, and O3 serotype strains are prevalent in marine fish 
farms. Vaccination is proven to be a safe and efficient route to prevent and control vibriosis. However, no com-
mercial V. anguillarum vaccine is available in China. In this study, the antibody persistence and immune protection 
duration of a V. anguillarum inactivated bivalent vaccine based on O1 and O2 serotype strains were evaluated in 
turbot (Scophthalmus maximus). The V. anguillarum formalin-inactivated bivalent vaccine was prepared using O1 
serotype VAM003 and O2 serotype VAM007 strains. Groups of turbot were injected intraperitoneally with three 
dosages of vaccine preparation, i.e, 107 cells/ind, 108 cells/ind, and 109 cells/ind. At 3 d, 7 d, 14 d, 30 d, 60 d, 90 d, 
120 d, and 150 d after injection, each immunized fish group was evaluated for their serum-antibody titers against 
VAM003 and VAM007 using a serum-agglutination test, and the relative percent survival (RPS) was evaluated by 
challenge with a 10 LD50 (50% lethal dose) of VAM003 or VAM007. The results showed that specific antibodies 
against VAM003 and VAM007 were noticeably induced in the immunized fish as early as 7 d post-immunization, 
and an RPS of 27%–60% was detected in these fish. Specifically, the induced VAM003 antibody persisted in three 
dosage fish groups for at least 90 d for 107 cells/ind, 150 d for 108 cells/ind, and 150 d for 109 cells/ind, respec-
tively, while anti-VAM007 persisted in each of three dosage fish groups for more than 150 d. The immune protec-
tion duration for each of the three dosage groups all exceeded 150 d. With an RPS of more than 75% as an effec-
tive immune protection, the effective immune protection duration against O2 serotype V. anguillarum was 14–120 d for 
107 cells/ind fish group, 14–120 d for 108 cells/ind group, and 14–150 d for 109 cells/ind group, respectively, while 
the effective immune protection duration against O2 serotype were 14 d–60 d for 107 cells/ind group, 14–120 d for 
108 cells/ind group, and 14–120 d for 109 cells/ind group, respectively. We also analyzed the relationship between 
serum antibody titer and RPS of bivalent vaccine. When the serum antibody titer was over 1 : 40 for the O1 sero-
type and 1 : 160 for the O2 serotype, the corresponsive RPS to V. anguillarum O1 or O2 serotype were all over 
75%. These results suggest that the V. anguillarum inactivated bivalent vaccine could provide effective immune 
protection for turbot, and the data of antibody persistence and immune protection duration obtained in this study 
will provide support for clinical trials of this vaccine. 
Key words: Vibrio anguillarum inactivated bivalent vaccine preparation; Scophthalmus maximus; antibody persis-
tence; immune protection duration 
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