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摘要：采用反相蒸发法制备嗜麦芽寡养单胞菌的脂质体疫苗，通过灌胃分别给予各组斑点叉尾 （Ictalurus punctatus）脂质

体疫苗（Ⅰ-Ⅲ组）、嗜麦芽寡养单胞菌灭活苗（Ⅳ组）和生理盐水（Ⅴ组），每2周给药1次，共3次。于接种疫苗后第1天、14天、

28天和第49天采集静脉血，测定白细胞的杀菌活性和血清抗体IgM含量的变化，并用细菌攻毒实验检测免疫保护效应。

结果显示，本实验制备的脂质体疫苗粒径约为（0.9±0.3）μm，包封率为53.23%，与嗜麦芽寡养单胞菌灭活苗相比能显著增

强斑点叉尾 吞噬细胞的杀菌活性和血清抗体IgM水平。腹腔注射活菌攻毒后，脂质体疫苗免疫的Ⅰ-Ⅲ组的相对免疫保

护率分别为34.8%、48.2%和55.4%；而嗜麦芽寡养单胞菌灭活苗免疫的Ⅳ组的相对免疫保护率仅有6.7%，生理盐水对照Ⅴ

组保护率则为零。研究表明，口服脂质体疫苗对斑点叉尾 具有显著的免疫保护效应，可作为预防嗜麦芽寡养单胞菌感染

的疫苗。[中国水产科学，2009，16（5）：751-757]
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近年来，在中国许多地区养殖的斑点叉尾

（Ictalurus punctatus）中发生了一种以肠炎、肠套叠和脱

肛等为特征的“ 急性流行性传染病 ”。该病发病突然、

死亡率高，严重威胁着斑点叉尾 养殖业的健康发

展。早在1988年美国就有类似疾病的报道，Durborow

等[1] 从病鱼器官中分离到嗜水气单胞菌（Aeromonas 

hydrophila）、假单胞菌（Pseudomonas spp.）、温和气单胞

菌（Aeromonas sobria）和 柱 状 黄 杆 菌（Flavobacterium 

columnaris）等多种细菌，并且分析认为，由于某些方面

的原因导致肠道血流减少，进一步引起黏膜损伤，继

而发生由肠道蛋白酶类参与的肠黏膜自溶，出现肠道

断裂、不规则收缩和套叠等现象，不过有关这些分离

细菌与疾病之间因果关系的推断却并无证据支持[1]。

汪开毓等[2-3]、耿毅等[4] 从不同地区患“ 肠套叠 ”症的

斑点叉尾 体内分离到同一种具有高度致病性的嗜

麦芽寡养单胞菌（Stenotrophomonas maltophilia），人工回

归感染实验表现出与自然感染相似的临床症状和病

理学特征，从而证实其为斑点叉尾 “ 肠套叠 ”症的

病原。

嗜麦芽寡养单胞菌由于能分泌 β-内酰胺酶和

氨基糖苷类修饰酶，因此容易产生多重耐药性 [5-6]。

而且使用抗生素造成的药物残留已经导致美国阿拉

巴马等州禁销中国的斑点叉尾 产品 [7]。这为由该

菌引起的斑点叉尾 “ 肠套叠 ”症的药物防治带来了

诸多难题。因此，通过免疫接种技术预防感染就显

得十分紧迫和必要。

脂质体是类脂质组成的细胞样小球体，具有良好

的生物安全性、组织相容性和生物降解性，能将抗原

导向抗原呈递细胞（APC），增强抗原诱导体液免疫和

细胞免疫的能力[8]。在医学上已成功研制出结核病[9]、
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鼠疫耶尔森菌[10]、脑膜炎球菌[11]、破伤风及白喉[12] 等

的脂质体疫苗，临床试验都取得了很好的效果。Irie等

用含BSA（牛血清白蛋白）的脂质体免疫鲤有效诱导了

免疫应答[13]，并用包裹杀鲑气单胞菌抗原的脂质体口

服免疫鲤，诱导了黏膜免疫和显著的体液免疫，并使

攻毒后鲤的存活率达到了83.5%[14]。故脂质体作为水

产动物疫苗佐剂具有良好的应用前景。本实验制备

了嗜麦芽寡养单胞菌的脂质体疫苗，通过口服对斑点

叉尾 进行免疫接种，并进行保护性研究，为生产上

有效预防斑点叉尾 嗜麦芽寡养单胞菌病探索新的

途径。

1　材料与方法

1.1　材料

实验菌株及动物：嗜麦芽寡养单胞菌为本实验

室鉴定、保存。健康斑点叉尾 ，体质量（100±5）g，

购自眉山市斑点叉尾 养殖场。

主要试剂：MEM培养基、卵磷脂和胆固醇购自

SIGMA公司，IgM试剂盒为北京莱博生物材料研究所

产品，淋巴细胞分离液为天津灏洋生物制品公司产品。

1.2　抗原的制备

无菌条件下将嗜麦芽寡养单胞菌接种到胰酪胨

大豆培养基（TSB），28 ℃，120 r/min振荡培养24 h。培

养后的细菌悬液按体积比加入0.3%的甲醛灭活，并进

行超声波破碎，300 W共约10 min，4 ℃冷藏保存备用。

1.3　脂质体疫苗的制备和技术指标测定

1.3.1　脂质体疫苗的制备　实验采用反相蒸发法制

备脂质体 [15]，卵磷脂和胆固醇按物质的量比为1  1溶

于l0 mL氯仿中，旋转蒸发形成脂质薄膜，再将脂质薄

膜溶于l0 mL乙醚中，加入抗原液，超声乳化3 min，形

成稳定的W/O乳液，继续减压旋转蒸发至脂质体悬

液形成。

1.3.2　脂质体疫苗的技术指标测定

（1）电镜观察及粒径测定　将制备的脂质体微

粒用l％磷钨酸负染后，滴于有支持膜的铜网上，干燥

后用透射电镜观察并拍摄照片，测定其粒径（直径）

大小 [14]。

（2）包封率测定　用10 mg/mL的鱼精蛋白溶液

将0.1 mL脂质体样品沉淀，混匀放置3 min，再加入3 

mL缓冲液，2 000 g离心20 min沉淀脂质体。用BCA

蛋白定量试剂盒测定加入的抗原量（W总）和上清液中

游离的抗原量（W游）。按下列公式计算包封率（QW）
[14]：

QW（%）=（W总-W游）/W总×100%

1.4　免疫实验

分组：共分5个处理组，Ⅰ组、Ⅱ组和Ⅲ组为嗜麦

芽寡养单胞菌的脂质体疫苗口服免疫组；Ⅳ组为嗜

麦芽寡养单胞菌灭活苗口服免疫组；Ⅴ组为口服生

理盐水对照组。每组设3个重复，每个重复40尾（表

1），共120尾。

免疫和采血：在接种前，斑点叉尾 停食12 h，接

种疫苗时先用1%（V/V）的乙醚使鱼轻度麻醉。按上

述分组在第1天用软管对斑点叉尾 进行灌胃，给药

剂量如表1所示。于第14天、第28天按相同剂量加

强免疫2次。在第1天、14天、28天和第49天分别在

5个组的每个重复中随机取5尾鱼进行尾静脉采血

备用。所采的血液分2份，一份为肝素钠抗凝血，供

白细胞杀菌活性的检测；另一份为非抗凝血，用于血

清抗体的测定。

表1　斑点叉尾 的分组及免疫
Tab. 1　Groups and vaccination of channel catfish

组别
Group

疫苗
Bacterin

剂量
Dosage

尾数
n

每组重复数
Repeat No

Ⅰ 脂质体疫苗 Liposome-encapsulated vaccine 50 μg/尾 120 3

Ⅱ 脂质体疫苗 Liposome-encapsulated vaccine 100 μg/尾 120 3

Ⅲ 脂质体疫苗 Liposome-encapsulated vaccine 200 μg/尾 120 3

Ⅳ 嗜麦寡养单胞菌灭活苗 S. maltophilia antigen 200 μg/尾 120 3

Ⅴ 生理盐水   Saline 1 mL/尾 120 3
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1.5　白细胞杀菌活性的测定

1.5.1　白细胞悬液的制备　取1.0 mL抗凝血缓慢加

注到1.5 mL相对质量密度为1.070的淋巴细胞分离液

中，以2 500 r/min离心15 min，吸取白细胞层，以Hank s

液重悬，并计数，调整细胞浓度至1.0×107 mL[16]。台盼

蓝染色检测白细胞存活率，活细胞数不少于90%[17]。

1.5.2　杀菌活性测定　取白细胞悬液0.5 mL，加入0.1 

mL浓度为1.0×108 mL的金黄色葡萄球菌悬液，混匀

后置于28 ℃水浴中孵育1 h，离心10 min弃上清液，并

加入0.5 mL Hank s液重悬，在原温度下继续孵育。于

80 min、100 min、120 min和150 min后从中吸取0.2 mL

细胞悬液到另1试管中，加入1.0 mL浓度为0.2%的

Tween-20破碎白细胞，并加入0.5 mL MEM培养基培

养16 h，此时再加入0.06 mL浓度为5.0 mg/mL的MTT

（四甲基偶氮唑盐），摇动15 min后测定600 nm处的吸

光度（OD值）[18]。按下列公式计算杀菌指数（BI）：

BI=TX 时间还原MTT的OD值/T0 时间还原MTT

的OD值

BI＜1.0为具有杀菌能力；BI＞1.0则无杀菌能

力；BI值升高，杀菌能力降低，反之亦然。

1.6　血清抗体IgM的测定

血清抗体的测定采用北京莱博生物材料研究所

的IgM测定试剂盒测定。

1.7　攻毒

在免疫后的第63天，对Ⅰ-Ⅴ组均进行细菌攻

毒实验。先用1%（V/V）的乙醚对斑点叉尾 进行轻

度麻醉，按1×108 CFU/mL剂量腹腔注射嗜麦芽寡养

单胞菌活菌悬液，每尾0.2 mL，统计14 d内各组的死

亡率。按下列公式计算相对免疫保护率：

相对免疫保护率= （1-实验组死亡率/ 对照组死

亡率）×100%

1.8　统计学分析

实验数据采用SPSS 11.5统计软件进行处理。

实 验 结 果 用 平 均 值±标 准 差（x±SD）表 示，采 用

ANOVA进行单因素方差分析和Duncan氏方法进行

多重比较，P<0.01为差异极显著，P<0.05为差异显著。

2　结果与分析

2.1　脂质体疫苗的技术指标

反相蒸发法制备的脂质体悬液肉眼观察为乳白

色混悬液，静置1 h无分层和沉淀现象。经过磷钨酸

负染后脂质体透射电镜照片如图1所示，该法制备的

脂质体粒径分布较均匀，大小约为（0.9±0.3）μm。采

用BCA蛋白定量试剂盒测得加入脂质悬液的总蛋白

量（W总）为5.194 mg，上清液中游离的蛋白量（W游）为

2.429 mg，脂质体包封率为53.23%。

图1　脂质体疫苗的负染透射电镜照片（×6 000）

Fig. 1　Photograph of negative stain electron microscopy 

of liposome-encapsulated vaccine（×6 000）

2.2　白细胞杀菌活性

白细胞杀菌活性的测定结果如表2所示。将白

细胞与细菌混合孵育80 min后各组杀菌指数值最小

（均＜1.0）。组间方差分析结果表明，脂质体疫苗免

疫组（Ⅰ-Ⅲ组）的杀菌能力均极显著高于嗜麦芽寡

养单胞菌灭活苗免疫组（Ⅳ组）（P<0.01），且嗜麦芽寡

养单胞菌灭活苗免疫组（Ⅳ组）的杀菌能力极显著高

于生理盐水对照组（Ⅴ组）（P<0.01）。不同免疫剂量

的脂质体疫苗组间方差分析结果显示，在第14天时，

Ⅲ组杀菌指数为0.544，极显著小于Ⅰ组（0.728）和

Ⅱ组（0.651）的杀菌指数（P<0.01），表明Ⅲ组的杀菌

能力极显著高于Ⅰ组和Ⅱ组；在28 d和49 d时，Ⅲ组

（0.531、0.573）和Ⅱ组（0.542、0.62）的白细胞杀菌指数
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均极显著低于Ⅰ组（0.681、0.758）（P<0.01）；在49 d时，

Ⅲ组的杀菌能力显著高于Ⅱ组（P<0.05），说明口服脂

质体疫苗剂量在200 μg/ 尾时杀菌活性最强，持续效

果最好。

表2　各组斑点叉尾 白细胞杀菌活性的变化
                                Tab. 2　Changes of bactericidal activity of leukocytes in Ictalurus punctatus of each group n=40；x±SD　

组别
Group

接种疫苗后时间/d  Time after vaccination

1 14 28 49

Ⅰ 0.955±0.012 0.728±0.013 Bb 0.681±0.014 Cc 0.758±0.019 Cc

Ⅱ 0.959±0.013 0.651±0.011 Bc 0.542±0.015 Dd 0.620±0.009 Dd

Ⅲ 0.955±0.015 0.544±0.008 Cd 0.524±0.019 Dd 0.573±0.022 De

Ⅳ 0.945±0.020 0.934±0.012 Aa 0.801±0.011 Bb 0.868±0.026 Bb

Ⅴ 0.962±0.019 0.974±0.015 Aa 0.949±0.009 Aa 0.954±0.008 Aa

注：同列标注不同大写字母表示各项间差异极显著（P<0.01），不同小写字母表示各项间差异显著（P<0.05）.

Note：Different capital letter superscripts in the same column donate extremely significant difference（P<0.01）； different small letter superscripts donate 

significant difference（P<0.05）.

2.3　血清抗体水平

各组斑点叉尾 血清中IgM含量的测定结果如

表3所示。脂质体疫苗组血清IgM含量在免疫后14 

d、28 d、49 d时均比未免疫时极显著增强（P<0.01），

并随免疫次数的增加而增强；而嗜麦芽寡养单胞菌

灭活苗免疫组（Ⅳ组）和生理盐水对照组（Ⅴ组）的

血清IgM水平在第1天和第14天时并无显著差异

（P>0.05），只是在第28天和第49天时Ⅳ组才显著高于

Ⅴ组（P<0.05），并随时间的延长IgM水平也随之降低。

不同免疫剂量的脂质体疫苗免疫组间比较显

示，Ⅲ组和Ⅱ组的血清IgM水平均极显著高于Ⅰ组

（P<0.01）；Ⅱ、Ⅲ2组间 无 显 著 差 异（P>0.05）。嗜 麦

芽寡养单胞菌灭活苗免疫组（Ⅳ组）的血清IgM水

平仅在免疫后第28天与生理盐水对照组有极显著

（P<0.01）差异；但Ⅳ组在免疫后的总体抗体水平均较

脂质体疫苗免疫组低（P<0.05），且嗜麦芽寡养单胞菌

灭活苗免疫组IgM含量在49 d后出现下降趋势。

表3　各组斑点叉尾 血清中IgM含量的变化
                                        Tab. 3　Changes of IgM content in serum of Ictalurus punctatus of each group n=40；x±SD；g/L　

组别
Group

接种疫苗后时间/d  Time after vaccination

1 14 28 49

Ⅰ 0.876±0.014 1.121±0.031 Bb 1.336±0.028 Bb 1.388±0.078 Bc

Ⅱ 0.887±0.021 1.519±0.028 Cc 1.743±0.020 Cc 1.942±0.050 Cd

Ⅲ 0.856±0.024 1.505±0.007 Cc 1.864±0.096 Cc 2.123±0.045 Cd

Ⅳ 0.864±0.035 0.870±0.023 Aa 1.131±0.115 Bb 0.965±0.090 Ab

Ⅴ 0.880±0.012 0.878±0.026 Aa 0.868±0.019 Aa 0.875±0.018 Aa

注：同列标注不同大写字母表示各项间差异极显著（P<0.01），不同小写字母表示各项间差异显著（P<0.05）.

Notes: Different capital letter superscripts in the same column donate extremely significant difference（P<0.01）； different small letter superscripts 

donate significant difference（P<0.05）.

2.4　口服接种脂质体疫苗的保护效应

各免疫组斑点叉尾 经3次口服免疫后，在第

63天腹腔注射嗜麦芽寡养单胞菌活菌悬液。攻毒

后14 d，统计各组的死亡率并计算相对免疫保护率，

Ⅰ-Ⅳ组的相对免疫保护率分别为34.8%、48.2%、

55.4%及6.7%，而生理盐水对照组（Ⅴ组）则为0。根

据各组的相对免疫保护率进行分析，结果表明，不同

免疫剂量的脂质体疫苗免疫组均能极显著（P<0.01）

提高对斑点叉尾 的保护作用，而Ⅳ组与Ⅴ组相比

则无显著差异（P>0.05），说明脂质体疫苗能有效地保
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护斑点叉尾 免受嗜麦芽寡养单胞菌的侵袭。脂质

体疫苗免疫组随着免疫剂量的增加保护效应也随之

增强，与Ⅰ组相比，Ⅱ、Ⅲ2个高剂量组的保护率极显

著增强（P<0.01）；Ⅱ、Ⅲ2组间差异不显著（P>0.05）。

未免疫组（Ⅴ组）在攻毒后，死亡鱼表现出典型的体

表充血、体色变淡、腹部膨大、腹水和肠套叠等症状，

而Ⅰ-Ⅳ组也均有不同程度感染发病的斑点叉尾 ，

但其发病的程度均比Ⅴ组要轻。

3　讨论

在渔用疫苗的几种免疫方法中以口服免疫法操

作最方便 [19]。为了避免口服抗原易被消化道降解，免

疫效果不佳这一问题，研究人员设计出许多抗原载

体系统，如明胶胶囊、生物可降解聚酯类微球和脂质

体等 [20]。

脂质体主要是由磷脂和胆固醇等组成的单层或

多层双分子夹水结构，对多种抗原具有明显的载体

和佐剂效应 [6]。大量研究表明，脂质体作为疫苗佐

剂具有以下优点： （1）抗原与脂质体单纯混合就可增

强抗原的免疫原性，若包裹或锚定在脂质体上则更

强； （2）可将抗原导向网状内皮系统，使其优先被巨

噬细胞等抗原呈递细胞（APC）所摄取，并有抗原缓

释作用； （3）可生物降解，本身无毒性和免疫原性； （4）

可改变免疫应答类型和方式，增强抗原诱导体液免

疫和细胞免疫的能力，促进产生免疫记忆 [21]。正因

为有上述的优越性，脂质体已作为一种新型的疫苗

佐剂而被广泛研究。

通常采用反相蒸发法制备的脂质体粒径大小集

中在0.2～ 1 μm之间，包封率为35%～ 65%[15]。相比

之下本实验采用该法所获得的脂质体疫苗粒径约为

0.9 μm，包封率为53.24%，符合上述指标分布范围，并

与Baca-Estrada等 [10] 制备的鼠疫耶尔森菌阳离子脂

质体疫苗包封率（56%）相近。由于脂质体粒径大小

会影响其在体内的分布，据文献报道粒径介于0.2～6 

μm之间则主要分布于肝脾和肠道淋巴系统 [22]，因此

本实验制备的脂质体疫苗符合佐剂和靶向要求。经

过对免疫指标的检测结果发现，脂质体疫苗免疫组

比嗜麦芽寡养单胞菌灭活苗免疫组和生理盐水对照

组均能显著增强斑点叉尾 吞噬细胞的杀菌活性和

抗体水平，表明脂质体包裹的嗜麦芽寡养单胞菌抗

原在肠道能被有效地吸收。

细菌攻毒实验结果显示，生理盐水对照组（Ⅴ组）

均出现了腹水和肠套叠等典型症状，且发病率和死

亡率均很高，全部死亡。经过脂质体疫苗免疫后的

Ⅰ-Ⅲ组斑点叉尾 也均有不同程度的发病和死亡，

具体表现为发病率随着免疫剂量的增加而降低。总

体说来脂质体疫苗免疫组的发病率相比嗜麦芽寡养

单胞菌灭活苗免疫组和生理盐水对照组都低，而且

发病症状也不太典型。攻毒后，脂质体疫苗免疫组

的相对免疫保护率分别为34.8%、48.2%和55.4%，均

极显著（P<0.01）高于嗜麦芽寡养单胞菌灭活苗免疫

组（6.7%），说明超声波破碎后的嗜麦芽寡养单胞菌

灭活苗的免疫效果受到胃肠道低pH值环境和蛋白

水解酶破坏的影响；相比之下脂质体在经过胃肠道

时能较好地保护包裹或锚定在其上的嗜麦芽寡养单

胞菌抗原，增强免疫效果。此外，研究表明适当比例

的脂质体与抗原复合物能与机体细胞膜直接融合或

通过内吞作用进入细胞，在脂质扩散入细胞膜的过程

中，破坏了膜与抗原间的相互作用，而使抗原成分进

入细胞浆诱导机体产生免疫应答[23]。

众所周知，对于渔用疫苗口服免疫的效果，研

究者们的结论并不相同，有的研究结论认为有效，而

另一些研究结论则刚好相反 [24]。Muroga等用V. an-

guillarum PB-15菌株的活菌和经0.01%硫柳汞灭活

的菌苗对日本鳗鲡（Anguilla japonicus）每日拌料投喂

1次，连喂4个月后用活菌注射攻毒，结果表明只有投

喂活菌的日本鳗鲡显示了较弱的免疫保护力[25]。因此

如何提高口服渔用疫苗的免疫保护率是口服免疫法

的关键和难点。本实验制备的嗜麦芽寡养单胞菌脂

质体疫苗通过3次口服免疫后最高相对免疫保护率达

到55.4%，避免了长期免疫、节约了抗原用量，可作为

预防嗜麦芽寡养单胞菌感染的疫苗。但这个保护率

仍较低，其原因可能是本实验采用反相蒸发法制备的

脂质体为单室脂质体，包封率仅为53.24%，相比郝淑
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美等[26] 采用薄膜和冷冻干燥相结合的方法制备的多

层脂质体的包封率（91.1%）要低，较低的包封率将会

导致大多抗原处于游离状态，散在的抗原因为得不到

载体的保护而易被消化失去抗原性。
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Liposome-encapsulated bacterial antigen against Stenotrophomonas maltophilia 
infection in channel catfish (Ictalurus punctatus)

WANG Kai-yu1，DENG Long-jun2，XIAO Dan3，GENG Yi1，HUANG Xiao-li2，CHEN De-fang1

（1. Fish Disease Research Center，College of veterinary medicine，Sichuan Agricultural University，Ya’an 625014，China；2. Department 

of Aquaculture，College of Animal Science and Technology，Sichuan Agricultural University，Ya’an 625014，China；3. Tongwei Co. Ltd.，

Chengdu 610041，China）

Abstract：Liposome-encapsulated Stenotrophomonas maltophilia antigen was prepared by using reverse-phase evaporation 

method to investigate its potential protective efficacy for S. maltophilia infection. Channel catfish （Ictalurus punctatus） were 

devided into five treatment groups：Ⅰ-Ⅲ group were immunized orally with liposome-encapsulated S. maltophilia antigen 

at the dosage of 50 μg/ind，100 μg/ind and 200 μg/ind. Ⅳ group was immunized orally with inactived S. maltophilia antigen 

alone. And Ⅴ group was set as control by giving equivalent water. Vaccination was carried out 3 times at 2-week intervals. 

On day 1，14，28 and 49，bactericidal activity of leukocytes and content of IgM in serum were detected periodically to investigate 

cellular and humoral immune effects. On day 63，all fish were challenged with alive S. maltophilia（1×108 CFU/mL） by 

injection to estimate the protective efficacy. The liposome-encapsulated S. maltophilia antigen was successfully obtained，

with mean size of  （0.9±0.3）μm. After immunization，liposome-encapsulated S. maltophilia antigen trigered significantly 

higher bactericidal activity and serum antibody level compared with S. maltophilia alone（P<0.05）. After challenge with 

S. maltophilia，the relative survival rates of Ⅰ，Ⅱ， Ⅲ group，which had received different dosage of liposome-encapsulated 

S. maltophilia antigen，were 34.8%，48.2%，55.4%，respectively. In contrast，the relative survival rate of Ⅳ group which 

had received antigen of inactivated S. maltophilia was merely 6.7%，and the survival rate of the control group （Ⅴ group） 

was even 0. These results suggest that liposome-encapsulated S. maltophilia antigen has the potential for inducing protective 

immune response against atypical S. maltophilia infection and also suggest the possibility of developing a vaccine that 

may ultimately be used for fish disease prevention. [Journal of Fishery Sciences of China，2009，16（5）：751-757]

Key words：Channel catfish （Ictalurus punctatus）；Stenotrophomonas maltophilia；liposome-encapsulated vaccine


