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摘要: 采用注射与浸泡 2 种方法, 对构建的多效价载体疫苗 MVAV6203A-1 进行了免疫保护效果和血清效价的研

究。结果显示, 用多效价载体疫苗注射免疫大菱鲆(Scophthalmus maximus), 可同时获得对鳗弧菌(Vibrio anguil-

larum)和嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)的免疫保护效果, 免疫相对保护率分别为 80.6%和 77.0%; 用 ELISA

方法测定血清效价的结果显示, 免疫MVAV6203A-1后大菱鲆血清效价最高达到 2 048, 均值为 891, 明显高于对照

组的 97; 用多效价载体疫苗浸泡免疫大菱鲆后 , 对鳗弧菌与嗜水气单胞菌的免疫相对保护率分别为 62.2%和

11.7%。血清效价分析显示, 实验组与对照组的均值均为 64。上述结果表明, 所构建的疫苗 MVAV6203A-1可有效

提高大菱鲆对鳗弧菌和嗜水气单胞菌的免疫力, 并且免疫和攻毒的途径可能是影响免疫保护效果的因子。本研究

旨在为鳗弧菌与嗜水气单胞菌引起的鱼类疾病防治提供技术支撑。 
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细菌性疾病已成为危害水产养殖动物的主要

病因 [1], 在所报道的鱼类病原菌中 , 鳗弧菌

(Vibrio anguillarum)与嗜水气单胞菌 (Aeromonas 

hydrophila)是危害养殖鱼类较重的 2 种病原, 该

病原菌能够感染淡水及海水鱼类, 并且在世界范

围内流行 [2-5]。为防治鱼类细菌病, 许多国家已进

行了鱼类细菌疫苗产品的开发[6], 并已取得了显

著的效果[7]。中国鱼类疫苗产业起步晚, 从 1993

年至今, 仅有 3 个鱼类疫苗获得渔药许可, 而正

式推广使用的国产商品化鱼用疫苗尚为空白。  

针对鳗弧菌与嗜水气单胞菌引起的鱼类疾病, 

Zhou 等[8]利用减毒的鳗弧菌为疫苗载体, 将嗜水

气单胞菌甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)基因导

入疫苗载体中, 构建了抗鳗弧菌与嗜水气单胞菌

的多效价载体疫苗, 为评价该载体疫苗的免疫效

果, 本研究从注射和浸泡免疫保护效果及血清效

价等方面进行了评价分析。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验材料与饲育 实验用鱼为养殖大菱鲆, 

体长为 8.99～9.72 cm, 购于海阳市黄海水产有限

公司。养殖用水为地下海水与淡水勾兑, 盐度 28, 

恒温 17.5℃, pH 8.0。实验鱼经暂养 10 d后用于实

验, 免疫后流水养殖, 日投喂配合饵料 2次, 日投

饵量占体质量的 1.5%。 

1.1.2  疫苗及毒株 按照 Zhou [8]的方法分别制备

疫苗鳗弧菌减毒株 MVAV6203(空载体)疫苗和多

效价载体疫苗 MVAV6203A-1。攻毒用菌株, 为鳗

弧菌 MVM425和嗜水气单胞菌菌株 LSA34。 

1.1.3  抗大菱鲆 IgM 抗体 抗大菱鲆 IgM 单克隆

抗体(Product no:F08)购于英国 Aquatic Diagnostic 
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Ltd。HRP 标记的羊抗鼠 IgG(Lot#6117)购于天根

生化科技(北京)有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  免疫方法 疫苗免疫实验在山东潍坊实验

点进行, 养殖用水族箱为直径 1.0 m 的圆形玻璃

钢桶(有效水体 0.5 m3)。免疫分组及免疫剂量见表

1。注射免疫组分别使用了 MVAV6203A-1、 

MVAV6203 和生理盐水, 后二者作为对照; 浸泡

组使用了 MVAV6203A-1、 MVAV6203 和海水, 

后二者亦为对照。注射免疫剂量为 0.1 mL/尾, 浸

泡免疫的时间为 30 min。 

1.2.2  攻毒感染与免疫相对保护率  免疫 30 d后, 

将受免鱼随机分成 3个攻毒组, 每组 18~22尾, 分

别用鳗弧菌 MVM425 和嗜水气单胞菌 LSA34 攻

毒, 经预实验确定, 攻毒用 MVM425 和 LSA34

浓度分别为 2108 CFU/mL 与 5108 CFU/mL, 注

射体积为 0.1mL/尾。攻毒 2 周后, 计算免疫相对

保护率(RPS)。RPS＝(1－ 对照组死亡率
免疫组死亡率

)×100%。 

1.2.3  血清采集  免疫 30 d 后, 各组取鱼 5 尾, 

尾静脉采血。将采集的血液置于灭菌的 EP 管中,  

4℃静置过夜, 次日 3 000 g 离心, 移取血清、20

℃暂存待测。 

1.2.4  血清效价 ELISA检测  血清抗体效价检测

参照抗体使用说明进行, 具体步骤: 用含 0.05%

多聚赖氨酸的包被缓冲液(w/v)包被 96 孔酶标板

(50 L/well),60 min后低盐洗液洗板 2次; 每孔加

入 100 L MVM425 细菌悬液 (浓度 1.3×108 

cell/mL)4℃过夜; 再向每孔加入 0.05%(v/v) 戊二

醛 PBS溶液 50 L/well, 22℃放置 20 min, 之后低

盐洗液洗板 3次, 用 250 L 1%(w/v)的 BSA封闭, 

22℃过夜, 次日低盐洗液洗板 3 次; 再分别向每

孔中加入 100 L 不同稀释倍数的鱼血清与空白

对照 PBS, 每个稀释度作 2个平行, 22℃放置 3 h

后高盐洗液洗板 5次; 然后每孔加入 100 L再生

的抗大菱鲆 IgM单抗, 22℃放置 1 h后, 高盐洗液

洗板 5次; 再向每孔中加入 100 L 1∶1 000稀释

的 HRP 标记的羊抗鼠二抗, 22℃放置 60 min, 用

高盐洗液洗板 5次; 之后每孔加入 100 L显色底

物溶液, 22℃显色 10 min; 最后每孔加入 50 L 

H2SO4 (2 mol/L)终止反应, 用酶标仪在 450 nm处

读 OD值。 结果判定参照 Kim Thompson1)推荐的

方法(2008 个人通信): 分析波长 450 nm 处样品

(P)和空白对照(N)的 OD值, 计算 P/N比值, P/N≥

3.0时样品为阳性, P/N <3.0时样品为阴性。 

1.2.5  血清平均效价的计算  按照加权法计算各

平行样品的平均效价 G, G=lg1(∑flgx/∑f)。 

2  结果与分析 

2.1  注射免疫组攻毒后的存活率及免疫相对保护率 

图 1 是注射免疫 MVAV6203A-1 和 MVAV 

6203、且用 MVM425攻毒后的大菱鲆存活率, 分

别为 84.6%和 88.2%, 均高于对照组的 20%。图 2

是注射免疫各组大菱鲆用 LSA34攻毒 2周后的存 

 
表 1  免疫鱼实验分组、尾数和免疫剂量 

Tab.1  Design of immune groups, dose of vaccine and number of immunized fish 

免疫方法 
way of immunization 

疫苗分组 
vaccine group 

免疫鱼数/尾 
number of immunized fish 

疫苗浓度/(CFU·mL1) 
concentration of vaccine 

MVAV6203A-1 80 1107 

MVAV6203 80 1107
 

注射免疫 
intraperitoneal injection  

immunization 
生理盐水 normal saline 80 

MVAV6203A-1 80 1108 

MVAV6203 80 1108 
浸泡免疫 

immersion immunization 
海水 sea water 80 

 
 
1) Aquatic Diagnostic Ltd.,Institute of Aquaculture University of Stirling, Stirling, Scotland, FK9 4LA 
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活率, 分别为 89.7%和 66.7%, 对照组仅为 50%。

图 3是MVAV6203A-1和MVAV6203注射免疫后

的大菱鲆对MVM425与LSA34的相对保护率, 可

见MVAV6203A-1组分别为80.6%和77.0%, MVAV  
 

 
 

图 1  注射免疫各组大菱鲆用 MVM425攻毒,  

2周内的存活率 

Fig. 1  Survival rate of turbot in 2 weeks after challenged with 
V. anguillarum virulent strain MVM425 in i.p. immunized groups 

 

 
 

图 2  注射免疫各组大菱鲆用 LSA34攻毒, 2周内的存活率 

Fig. 2  Survival rate of turbot in 2 weeks after challenged with 
A. hydrophila virulent strain LSA34 in i.p. immunized groups 

 

 
 

图 3  MVAV6203A-1与 MVAV6203两和疫苗注射免疫大

菱鲆 30 d后, 对 MVM425 和 LSA34的相对保护率 

Fig. 3  Relative percent survival(RPS) of vaccines 
MVAV6203A-1 and MVAV6203 immunized turbot 30 d later by 

i.p. against virulent strain V. anguillarum MVM425 and A. 
hydrophila LSA34 by i.p. challenge 

6203 组分别为 85.3%、33.3%。 

2.2  浸泡免疫组大菱鲆攻毒后的存活率及免疫相

对保护率 

如图 4 所示, 大菱鲆经浸泡免疫 30 d 后, 用

MVM425 攻毒感染 2 周后, MVAV6203A-1 与

MVAV6203组的存活率分别为 63.0%、27.9%, 均

高于海水对照组的存活率 10%; 如图 5 所示, 用

LSA34攻毒 2周后, MVAV6203A-1与MVAV6203

组的存活率分别为 26.9%、18.0%; 如图 6 所示,  

MVAV6203A-1 免疫组对 MVM425 及 LSA34 的

免疫保护率分别为 62.2%、11.7%,  MVAV6203

免疫组对 MVM425 及 LSA34 的免疫保护率分别

为 25.3%、8.9%, 。 

2.3  血清效价 

对免疫 30 天后的实验鱼血清进行抗体效价

分析 ,  结果显示 ,  注射免疫 MVAV6203A-1、

MVAV6203 的两组鱼, 其血清效价最高、分别为

891与 512, 是空白对照组的 9和 5倍; 浸泡免疫 
 

 
 

图 4  浸泡免疫各组大菱鲆用 MVM425攻毒，2周内的存

活率 

Fig. 4  Survival rate of turbot in 2 weeks after challenged with 
V. anguillarum virulent strain MVM425 in immersion  

immunized groups 

 

 
 

图 5  浸泡免疫各组大菱鲆用 LSA34攻毒，2周内的存活率 

Fig. 5  Survival rate of turbot in 2 weeks after challenged with A. 
hydrophila virulent strain LSA34 in immersion immunized groups 
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图 6  MVAV6203A-1与 MVAV6203两种疫苗浸泡免疫大

菱鲆 30 d后对 MVM425与 LSA34的相对保护率 

Fig.6  RPS of vaccines MVAV6203A-1 and MVAV6203 immu-
nized turbot 30 d later by immersion against virulent strain V. an-
guillarum MVM425 and A. hydrophila LSA34 by i.p. challenge 

 
各组的血清效价均为 64, 疫苗组与对照组间没有

差别。各组血清抗体效价的检测结果见表 2. 

3  讨论 

海水养殖鱼类病原菌种类较多, 应用单价疫

苗进行鱼病免疫防治往往不能收到显著的防病效

果, 因此研究开发多效价的疫苗产品, 达到经过

一次免疫可同时实现对多种病原的免疫防治是未

来疫苗研究的重要方向。本研究从免疫保护率与

血清抗体效价 2 个方面评价了多效价载体疫苗

MVAV6203A-1 的免疫效果, 发现大菱鲆腹腔注

射免疫多效价载体疫苗 MVAV6203A-1 后, 不仅

可获得对鳗弧菌的免疫保护(PRS=80.2%), 同时还

获得了对嗜水气单胞菌的免疫保护(RPS=78.9%)。

血清效价检测发现, 大菱鲆经 MVAV6203A-1 免

疫后, 血清中抗体的平均效价是对照组的 9 倍, 

提示疫苗免疫后, 鳗弧菌载体中导入的嗜水气单

胞菌保护性抗原 GAPDH 蛋白被鱼体免疫系统有

效识别加工并提呈。 

GAPDH 在哺乳动物细胞内除了具有糖酵解

功能外, 还具有膜融合、微管成束、DNA复制与

修复等多种生物学功能[9], GAPHD也存在于革兰

氏阳性与阴性细菌中 [10-11],在革兰氏阴性细菌中

GAPHD高度保守, 且同源性较高[12]。在病原微生

物中, GAPDH具有毒力因子作用[13]及免疫原性[14], 

研究者利用从迟缓爱德华氏菌中分离出的

GAPDH 免疫牙鲆后, 发现免疫后的牙鲆对鳗弧

菌具有免疫保护效果[11]。本实验中应用鳗弧菌空

载体疫苗免疫大菱鲆时, 对嗜水气单胞菌的免疫

保护率仅为 33.3%, 推测该低的免疫保护效果可

能是由于鳗弧菌空载体中的 GAPDH 发挥了一定

的免疫效果, 而将嗜水气单胞菌 GAPHD 基因导

入鳗弧菌空载体后, 其效果得到显著提高(图 3)。 

实验中应用多效价载体疫苗进行浸泡免疫时, 

免疫保护率低于注射组的免疫保护率, 类似结果

在前人的研究中也有发现[15-16]。作者推测这种现

象可能与攻毒感染的评价方法有关, 由于鱼类免疫

系统中黏膜免疫相对独立于系统免疫之外  [17-18], 

浸泡免疫时体表黏膜免疫系统鳃和皮肤发挥作 

用[19], 浸泡免疫提高黏膜中抗体效价优于口服与注

射免疫[17], 皮肤黏液中的抗体效价提高可以增强

疫苗浸泡免疫的保护效果[20]。注射免疫能够提高

外周血液中的抗体效价, 浸泡免疫不能(表 2)。在

攻毒方式上, 采用腹腔注射攻毒可使病原直接进

入到鱼体内部, 导致浸泡免疫后体表黏膜中抗体

的保护作用降低。由此可推测, 采用注射攻毒的

方法不能确切地反映浸泡免疫的实际保护效果 , 

 
表 2  注射与浸泡免疫各组大菱鲆血清效价分析 

Tab.2  Antibody titer in plasma of turbot in i.p. and immersion immunized groups 

免疫方式 
way of immunization 

疫苗组别 
vaccine group 

抗体效价范围(均值) 
scope of antibody titer (mean) 

MVAV6203A-1 256−2048(891) 

MVAV6203 512−512(512) 
注射免疫 

intraperitoneal injection  
immunization 生理盐水 normal saline 64−256(97) 

MVAV6203A-1 32−128(64) 

MVAV6203 32−128(64) 
浸泡免疫 

immersion immunization 
海水 sea water 32−128(64) 
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在后续研究中也发现, 浸泡疫苗免疫后采用浸泡

攻毒获得的免疫保护效果明显高于注射攻毒(待

发表论文), 在翘嘴鳜细菌浸泡疫苗研究结果中也

有得出相同的结论[21]。因此, 在对疫苗进行免疫

保护效果评价时, 对采用的免疫与感染途径需进

行综合考虑, 以获得疫苗的最佳评价效果。另外, 

本研究中浸泡免疫后, 尚未测试浸泡攻毒感染的免

疫保护效果研究及黏膜中抗体效价, 有待进一步的

研究。 
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Evaluation of immune effects of a multivalent vector vaccine in turbot, 
Scophthalmus maximus  
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Abstract: Vibrio anguillarum and Aeromonas hydrophila are the primary cause of mortality in marine and fresh 
water aquaculture. Mortality, due to disease from these two pathogens, has resulted in significant economic loss. 
Historically, infected fish have been treated with antibiotics, leading to widespread drug resistance among patho-
genic bacteria. More recently, a number of vaccines against pathogenic bacteria have been developed and ap-
proved for use in aquaculture. Although China has a long history of intensive fish culture, there has been little 
progress in developing/using vaccines for the treatment of fish diseases in this region. Our objective was to de-
velop a combined, single application vaccine against V. anguillarum and A. hydrophila. We constructed a multi-
valent vector vaccine (MVAV6203A-1) by fusing glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) from 
pathogenic A. hydrophila to attenuated V. anguillarum. We then evaluated the effectiveness of this vaccine against 
the two pathogens. Turbot, body length (8.99±0.73) cm, were immunized with the vaccine (MVAV6203A-1) by 
intraperitoneal injection (i.p.) or immersion. The fish were then challenged with virulent strain V. anguillarum 
MVM425 and A. hydrophila LSA34 by i.p injection and held for 30 d. We measured the relative percent survival 
(RPS) and antibody titers in the plasma against V. anguillarum by indirect ELISA at the end of the experiment. 
Fish that were given the vaccine by i.p. injection had high protections against MVM425 and LSA34 with RPS of 
80.6% and 77.0% respectively. Similarly, the fish that were immersed in the vaccine also had a protection against 
MVM425 (RPS 62.2%), but had a low protection against LSA34 (RPS 11.7%).  The plasma antibody titers were 
higher in the i.p. vaccination group (max: 2048, mean: 891) than in the control (mean: 97). Conversely, there was 
no difference in the mean antibody titer between the immersion treatment group and the control (mean: 64). Thus, 
our data suggest that the multivalent vector vaccine MVAV6203A-1 is effective in protecting turbot against bac-
terial disease caused by Vibrio anguillarum and/or Aeromonas hydrophila. 

We discuss the limitations of evaluating vaccine efficiency using RPS and plasma antibody titers. The RPS 
and antibody titer were lower in the immersion immunization group than in the i.p. immunization group. However, 
this does not imply that immersion in the vaccine is associated with a weaker immune response in turbot. A num-
ber of studies have shown that immersion challenge (not i.p. challenge) may be more suitable for evaluating the 
efficacy of vaccines that are delivered by immersion. This is because of differences in the antibody titer in the 
cutaneous mucus relative to the plasma. 

Key words: multivalent vector vaccine; Scophthalmus maximus; Vibrio anguillarum; Aeromonas hydrophila; rela-
tive percent survival; antibody titers 
 
 

 


