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［摘要］ 选取甲醛、 苯酚、 和氯仿三种化学灭活剂在不同的条件下对变形假单胞菌进行灭活处理， 确

定了 ０􀆰 ２％甲醛溶液 ２８ ℃处理 １２ ｈ； ０􀆰 ５％苯酚溶液 ２８ ℃处理 ２４ ｈ； ３􀆰 ５％氯仿溶液 ２８ ℃处理 １２ ｈ 的灭活

条件。 分别用三种灭活剂制备的疫苗免疫斜带石斑， 测定斜带石斑的血清抗体效价和感染后的免疫保护率。
结果显示： 接种甲醛灭活疫苗组的血清抗体效价最高， 接种苯酚灭活疫苗组的抗体效价次之， 接种氯仿灭

活疫苗组的抗体效价最低； 三种灭活疫苗的免疫保护率分别为甲醛灭活疫苗 ４６􀆰 ６７％ ， 苯酚灭活疫苗 ３０％ ，
氯仿灭活疫苗 ２０％ 。 选择甲醛灭活疫苗与弗氏佐剂、 白油佐剂、 氢氧化铝、 ２０６ 佐剂、 蜂胶等 ５ 种佐剂分

别配伍后注射免疫斜带石斑， 结果显示： 添加佐剂组斜带石斑血清抗体效价全都大幅高于未添加佐剂组，
其中白油的效果最好； 添加佐剂组免疫保护率也全都大幅高于未添加佐剂组， 也是白油佐剂的效果最好，
免疫保护率高达 ９１􀆰 ６７％ ， 其余各组分别为氢氧化铝 ８３􀆰 ３３％ 、 ２０６ 佐剂 ８０􀆰 ５６％ 、 弗氏佐剂 ７２􀆰 ２２％ 、 蜂胶

６６􀆰 ６７％ 。 研究表明研制出了具有良好免疫保护效果的变形假单胞菌灭活疫苗， 为进一步的中试试验奠定了

基础。
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０　 引言
变形假单胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｃｌａ） 作为自然界的常见菌， 对多种污染物有较强的分

解能力， 常被用于污水处理［１］ 。 由变形假单胞菌引起的水产养殖动物疾病， 特别是由变形假单胞

菌引起的内脏白点病是危害大黄鱼 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａ） 的常见疾病， 引起大黄鱼大规模

死亡， 给养殖业造成严重的损失［２ － ３］ 。 ２０１４ 年， 福建闽东地区爆发大规模的大黄鱼白点病， 该病

的死亡率和发生率再创新高， 给闽东地区的水产养殖业带来了庞大的经济损失［４］ 。 变形假单胞菌

不仅能引起大黄鱼的内脏白点病， 在人工感染情况下也能引起斜带石斑 （Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ ｃｏｉｏｉｄｅｓ） 等

海水鱼的内脏白点病， 感染死亡率可达 １００％ 。 以前对于鱼类疾病的防治大多是用抗菌类药物， 由

于此类药物的大量不合理使用， 容易使病原菌产生耐药性， 同时药物的大量残留也危害着人类的

健康。 随着对绿色环保食品和环境保护的要求， 寻求安全、 绿色、 经济、 有效的疫苗研究越来越

受到重视。 Ｄｕｆｆ 首次将灭活的鲑鱼产气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｓａｌｒａｎｉｃｉｄａ） 口服免疫应用于鳟鱼

（Ｓｑｕａｌｉｏｂａｒｂｕｓ ｏｕｒｒｉｃｕｌｕｓ） 获得成功［５］ 。 余晓丽等［６］用海豚链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｉｎｉａｅ） 疫苗免疫奥

尼罗非鱼 （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｓｐｐ） ， 注射免疫组的免疫保护率达到 １００％ 。 虽然目前已有少量渔用疫苗

获得批准上市， 但远不能满足水产病害防治的需要。 目前关于变形假单胞菌灭活疫苗的研究尚未

见报道。
疫苗的灭活方式有物理灭活和化学灭活， 其中化学灭活在应用更为广泛， 且成本较低制备简单，

化学灭活剂中有甲醛、 戊二醛、 苯酚、 烷化剂、 Ｂ—丙内酯、 结晶紫、 氯仿［７］。 其中甲醛、 氯仿和苯

酚对细菌性病原的灭活应用较多且效果好价格低更适合实际生产中的应用。 疫苗免疫佐剂常用的有油

类佐剂、 矿物质佐剂、 微生物佐剂和动植物佐剂［８］， 其中白油佐剂、 氢氧化铝、 ２０６ 佐剂、 弗氏佐剂

和蜂胶等几种佐剂是上述类型佐剂中较为常用， 并且有研究表明这些佐剂对疫苗有较好的辅助免疫效

果， 具有成本较低、 制备简单、 安全性好等特点。
鉴于大黄鱼在水族箱中不易饲养， 本文以斜带石斑鱼为实验动物。 选用甲醛、 苯酚和氯仿三种不

同的化学灭活剂对变形假单胞菌进行灭活， 得出较温和的灭活条件， 并比较其灭活后对斜带石斑鱼的

免疫效果， 还通过添加不同的免疫佐剂对斜带石斑鱼进行免疫， 以期得出对变形假单胞菌灭活效果最

佳的灭活剂和灭活条件， 制备出具有良好免疫保护效果的变形假单胞菌灭活疫苗。 同时比较各佐剂灭

活疫苗组对斜带石斑鱼免疫效果的影响， 为疫苗在大黄鱼病害防治中的应用提供参考依据。

１　 材料和方法
１􀆰 １　 实验鱼与暂养

斜带石斑鱼购自福建省龙海市某养殖场， 体长 （１３ ± ２） ｃｍ， 暂养于 １ ｔ 水体的循环水养殖系统。
暂养 １ 周后用于免疫实验。 整个实验期间水温控制在 （２０ ± ２）℃， 投喂商品饲料。
１􀆰 ２　 供试菌株及培养条件

用于本研究的变形假单胞由本实验室分离自患病大黄鱼［２］。 变形假单胞菌接种于 ＴＳＢ 培养液，
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２８ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 ２４ ｈ 后， 离心收集菌体， ＰＢＳ 清洗 ３ 次后用 ＰＢＳ 稀释至一定浓度， 备用。
１􀆰 ３　 灭活条件的优化

在制备好的 ＰＢＳ 菌悬液中， 分别加入不同体积分数的甲醛溶液（０􀆰 ０５％ 、０􀆰 １％ 、０􀆰 ２％ 、０􀆰 ３％ 、
０􀆰 ４％ 、０􀆰 ５％ ）、 苯酚（０􀆰 １％ 、０􀆰 ３％ 、０􀆰 ５％ ）和氯仿溶液（２􀆰 ５％ 、３％ 、３􀆰 ５％ 、４％ 、４􀆰 ５％ 、５％ ）， 并分别

在 ４、 ２８、 ３７ ℃下进行灭活处理， 在 １２、 ２４、 ３６、 ４８ ｈ 各吸取 ０􀆰 １ ｍＬ 的菌液涂布在 ＴＳＡ 平板， ２８ ℃
培养 ２４ ｈ， 观察其是否灭活完全。 每个处理涂 ３ 个平板。
１􀆰 ４　 灭活菌苗的制备

甲醛、 氯仿、 苯酚 ３ 种灭活剂按 １􀆰 ３ 确定的最佳灭活条件， 制备变形假单胞菌灭活疫苗。 将灭活

后的菌液 ６０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 弃去上清液， 用无菌 ＰＢＳ 洗涤菌体 ３ ～ ４ 次， 最后用 ＰＢＳ 悬浮菌液

并调节至特定浓度， ４ ℃保存备用。
１􀆰 ５　 不同佐剂疫苗的制备

选取了弗氏佐剂、 白油佐剂、 氢氧化铝、 ２０６ 佐剂、 蜂胶等 ５ 种佐剂， 分别和筛选出的最优灭活剂

灭活的变形假单胞菌疫苗按照体积比 １∶ １、 ７∶ ３、 ４∶ １、 １∶ １、 １∶ １ 进行乳化混合， ４ ℃冷藏保存备用。
１􀆰 ６　 安全性实验

将疫苗以 ０􀆰 ２ ｍＬ ／尾的剂量， 每组 １５ 尾斜带石斑鱼进行胸鳍基部注射； 对照组 １５ 尾斜带石斑鱼胸

鳍基部注射活化的变形假单胞菌菌悬液 ０􀆰 ２ ｍＬ。 观察并记录试验鱼的症状及死亡情况， 试验时间 ３０ ｄ。
１􀆰 ７　 斜带石斑鱼的免疫与感染

１􀆰 ７􀆰 １　 不同化学灭活剂变形假单胞菌疫苗注射免疫试验

设甲醛灭活疫苗组、 苯酚灭活疫苗组、 氯仿灭活疫苗组及 １ 个对照组， 实验组每尾鱼胸鳍基部注

射相应的疫苗 ０􀆰 ２ ｍＬ， 对照组每尾鱼胸鳍基部注射 ＰＢＳ 溶液 ０􀆰 ２ ｍＬ。 初次免疫 ４ 周后进行第 ２ 次免

疫， 第 ２ 次免疫 ２ 周后进行攻毒保护试验。
１􀆰 ７􀆰 ２　 不同佐剂变形假单胞菌灭活疫苗注射免疫实验

设置弗氏佐剂疫苗组、 白油佐剂疫苗、 氢氧化铝疫苗、 ２０６ 疫苗、 蜂胶疫苗等 ５ 组佐剂疫苗组以

及 １ 个无佐剂对照组和空白对照组。 各个佐剂疫苗组每尾鱼胸鳍基部注射相应的佐剂疫苗 ０􀆰 ２ ｍＬ，
无佐剂对照组每尾鱼胸鳍基部注射变形假单胞菌灭活疫苗 ０􀆰 ２ ｍＬ， 空白对照组每尾鱼胸鳍基部注射

ＰＢＳ 溶液 ０􀆰 ２ ｍＬ。 初次免疫 ４ 周后进行第 ２ 次免疫， 第 ２ 次免疫 ２ 周后进行人工感染试验。
１􀆰 ７􀆰 ３　 人工感染及免疫保护率测定

在第 ２ 次免疫 ２ 周后， 各组斜带石斑鱼分别胸鳍基部注射 ０􀆰 ２ ｍＬ ／尾变形假单胞菌进行人工感

染， 观察 １５ 天， 解剖死亡鱼分离致病菌， 看是否是攻毒感染致死， 统计各组的死亡情况， 计算疫苗

免疫保护率 （ｐｒｏｔｅｃｔｉｔｉｏｎ ｒａｔｏ， ＰＲ）， ＰＲ ＝ （１ －免疫组死亡率 ／对照组死亡率） × １００％ 。
１􀆰 ８　 血清抗体效价的测定

在免疫后的第 １、 ２、 ３、 ４、 ５、 ６ 周， 每组各取 ３ 尾进行采血， 从尾静脉采血， 置于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心

管中， 静置 １ ｈ， 等血液凝固后， 置于 ４ ℃冰箱过夜， 让血清充分析出， ６０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取

上清液， 用 ９６ 孔血凝板法测定血清抗体效价。

２　 结果
２􀆰 １　 灭活剂对变形假单胞菌的灭活效果

用不同终浓度的甲醛对变形假单胞菌灭活的结果见表 １。 从表 １ 可以看出， 当温度为 ４ ℃时， 灭

活需要的时间较长且浓度较高， 如用 ０􀆰 ３％ （体积分数） 的甲醛需要处理 ２４ ｈ 可以灭活， 当温度为

２８ ℃和 ３７ ℃时， 用 ０􀆰 ２％ （体积分数） 的处理 １２ ｈ 即可完全灭活。
用不同终浓度的苯酚灭活变形假单胞菌时发现： 当温度为 ４ ℃时， ０􀆰 ５％ （体积分数） 的苯酚需

要处理 ４８ ｈ， 所需的时间较长且灭活效果较差； 当温度为 ２８ ℃时， ０􀆰 ５％ （体积分数） 的处理 ２４ ｈ
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可完全灭活； 当温度为 ３７ ℃时， ０􀆰 ５％ （体积分数） 的也需要处理 ２４ ｈ 才可完全灭活。
用不同终浓度的氯仿灭活变形假单胞菌时发现： 当温度为 ４ ℃时， ４􀆰 ５％ （体积分数） 的氯仿需

要处理 ２４ ｈ 可以完全灭活； 当温度为 ２８ ℃时， ３􀆰 ５％ （体积分数） 的处理 １２ ｈ 即可完全灭活； 当温

度为 ３７ ℃时， ３􀆰 ５％ （体积分数） 的处理 １２ ｈ 可完全灭活。
根据本试验结果， 并综合考虑疫苗的安全性、 有效性及实践应用等各因素， 最终选择 ３ 种灭活剂

各自的灭活变形假单胞菌的条件如下： ０􀆰 ２％ （体积分数） 甲醛溶液 ２８ ℃处理 １２ ｈ； ０􀆰 ５％ （体积分

数） 苯酚溶液 ２８ ℃处理 ２４ ｈ； ３􀆰 ５％ （体积分数） 氯仿溶液 ２８ ℃处理 １２ ｈ。

表 １　 甲醛溶液的灭活效果

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

温度 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

／ ℃
时间 Ｔｉｍｅ ／ ｈ

体积分数 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ ％
０． ０５ ０． １ ０． ２ ０． ３ ０． ４ ０． ５

４

１２ ＋ ＋ ＋ ＋ （—） — —
２４ ＋ ＋ （—） ＋ （—） — — —
３６ ＋ — — — — —
４８ ＋ （—） ＋ （—） ＋ （—） — — —

２８

１２ ＋ ＋ — — — —
２４ ＋ ＋ （—） — — — —
３６ ＋ （—） ＋ （—） — — — —
４８ — — — — — —

３７

１２ ＋ ＋ — — — —
２４ ＋ ＋ （—） — — — —
３６ — — — — — —
４８ ＋ （—） ＋ （—） — — — —

　 　 说明： “ ＋ ” 表示平板培养基上有菌落形成； “—” 表示平板培养基上无菌落形成： “ ＋ （—）” 表示有两种实验结果。
Ｎｏｔｅｓ： “ ＋ ” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｏｎ ｐｌａｔｅｓ； “—” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｏ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｌａｔｅｓ； “ ＋ （—）” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｂｏｔｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｐｒｅｓｅｎｔ．

２􀆰 ２　 灭活疫苗对变形假单胞菌的安全性
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图 1 不同药物灭活的变形假单胞菌疫苗血清抗体凝集效价

Fig.1 The antibody titers of P. plecoglossicida inactivated
vaccines using different inactivation agents

Methanol

Phenol

Chloroform

根据 ２􀆰 １ 选择的灭活条件， 分别制备甲醛、 苯酚、 氯仿变形假单胞菌灭活疫苗。 将制备的全菌灭

活疫苗， 吸取 ０􀆰 １ ｍＬ 涂布于 ＴＳＡ 固体培养基上。 在 ２８ ℃恒温培养箱中培养 ２４ ｈ 后， 培养皿上未见

菌落出现， 表明疫苗已完全灭活。 分别用各灭

活剂制备的灭活疫苗和无菌 ＰＢＳ 溶液胸鳍基部

注射健康的斜带石斑鱼。 观察 １５ ｄ， 疫苗组全

部存活且未出现不良反应。 表明变形假单胞菌

灭活疫苗对斜带石斑鱼是安全的。
２􀆰 ３　 接种灭活疫苗后斜带石斑鱼血清的抗体

凝集效价

２􀆰 ３􀆰 １　 接种不同灭活剂的变形假单胞菌疫苗

在整个实验过程， 注射 ＰＢＳ 的对照组始终

没有检测到针对变形假单胞菌的血清抗体， 而

各免疫组都检测到针对变形假单胞菌的血清抗

体。 各免疫组中， 接种甲醛灭活疫苗组的血清

抗体效价最高， 接种苯酚灭活疫苗组的抗体效

价次之， 接种氯仿灭活疫苗组的抗体效价最

低。 实验期间， 各免疫组虽然血清抗体效价各

不相同， 但其变化趋势是一致的， 都表现为前

·５１·
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３ 周效价逐渐升高， 第 ４ 周略有下降， 第 ５ 周再升高 （见图 １）。
２􀆰 ３􀆰 ２　 接种不同佐剂配伍的变形假单胞菌疫苗
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图 2 不同佐剂变形假单胞菌疫苗组血清抗体凝集效价

Fig.2 The antibody titers of P. plecoglossicida
inactivated vaccine with different adjuvants

Frist immuneization

2 3 4

14

12

10

8

6

4

2

0

初免后 二免后
Second immuneization

n

2

4

6

8

1n

12

14

!"# 1$ 2$ 3$ 4$ %"# 1$ 6$

&'

()

*+ 2n6

,-

./*+

0)

氢氧化铝 Alhydrogol

白油 White oil adjuvant

弗氏佐剂 Freund蒺s adjuvant

t

2

4

6

8

1t

12

14

!"# 1$ 2$ 3$ 4$ %"# 1$ 6$

&'

()

*+ 2t6

,-

./*+

0)

0

2

4

6

8

10

12

14

!"# 1$ 2$ 3$ 4$ %"# 1$ 6$

&'

()

*+ 206

,-

./*+

0)

菌液 Bacterial fluid

蜂胶 Propolis adjuvant

206 佐剂 206 adjuvant

1 1 6

用甲醛灭活菌苗与不同佐剂配伍后注

射免疫斜带石斑， 其血清抗体效价结果如

图 ２ 所示。 实验过程中， 添加佐剂组和不

添加佐剂组斜带石斑都检测到针对变形假

单胞菌的血清抗体效价， 添加佐剂各组的

血清抗体效价都显著高于不添加佐剂组 （Ｐ
＜ ０． ０５） ， 添加佐剂各组的血清抗体效价

没有显著性差异， 添加白油组的抗体效价

略高 （Ｐ ＞ ０． ０５） 。 实验期间， 各免疫组血

清抗体效价的变化趋势是一致的， 都表现

为前 ３ 周效价逐渐升高， 第 ４ 周略有下降，
第 ５ 周再升高。
２􀆰 ４　 疫苗的免疫保护率

２􀆰 ４􀆰 １　 不同灭活剂制备的疫苗

人工感染后， 各组斜带石斑都陆续出

现死亡， 其中对照组在 ３ ｄ 就开始出现死

亡， ７ ｄ 内全部死亡， 各免疫组都是在 ４ ｄ
开始出现少量死亡， １５ｄ 实验期内平均累

计死亡率甲醛组最低 （５３􀆰 ３３％ ）， 苯酚组次之 （７０％ ）， 氯仿组最高 （８０％ ） （见表 ２）。 解剖发现病

死鱼脾脏和肾脏上有明显的白色结节， 从病灶部位分离纯化得到变形假单胞菌。

表 ２　 变形假单胞菌攻毒后各组的免疫保护情况

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ Ｅ􀆰 ｃｏｉｏｉｄｅｓ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｂｙ Ｐ． ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

鱼数 ／尾
Ｔｏｔａｌ ｆｉｓｈ

死亡鱼数 ／尾
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅａｔｈ

平均死亡率
Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ／ ％

免疫保护率
ＰＲ ／ ％

甲醛组 Ｍｅｔｈａｎｏｌ ３０ １６ ５３． ３３ ± ４． ７１ａ ４６． ６７

苯酚组 Ｐｈｅｎｏｌ ３０ ２１ ７０． ００ ± ７． ２０ｂ ３０

氯仿组 Ｃｈｉｏｒｏｆｏｒｍ ３０ ２４ ８０． ００ ± ５． ６７ｃ ２０

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ３０ ３０ １００． ００ ± ０． ００ｄ ０

　 　 说明： 不同字母代表差异显著 （Ｐ ＜ ０． ０５） 。
Ｎｏｔｅ： Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ｔｈｅ ０􀆰 ０５ ｌｅｖｅｌ．

２􀆰 ４􀆰 ２　 添加不同佐剂的灭活疫苗

人工感染后， 各组斜带石斑都陆续出现死亡， 其中对照组在第 ３ 天就开始出现死亡， 不添加

佐剂组在第 ４ 天开始出现死亡， 各添加佐剂组都是在第 ５ 天开始出现死亡。 各添加佐剂组不仅开

始出现死亡的时间要晚于不添加佐剂组， 实验期内死亡的斜带石斑的数量也少于不添加佐剂组。
１５ ｄ 实验期内添加白油佐剂组的免疫保护率最高 （９１􀆰 ６７％ ）， 这与血清抗体效价的结果相一致。
免疫保护率由高到低依次是： 白油佐剂组 ＞ 氢氧化铝组 ＞ ２０６ 佐剂组 ＞ 弗氏佐剂组 ＞ 蜂胶组 ＞ 无佐

剂全菌组 （见表 ３）。 解剖发现病死鱼脾脏和肾脏上有明显的白色结节， 从病灶部位分离纯化得到

变形假单胞菌。
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表 ３　 变形假单胞菌攻毒后免疫保护情况

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ Ｅ􀆰 ｃｏｉｏｉｄｅｓ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｂｙ Ｐ． ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

鱼数 ／尾
Ｔｏｔａｌ ｆｉｓｈ

死亡鱼数 ／尾
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅａｔｈ

平均死亡率
Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ／ ％

免疫保护率
ＰＲ ／ ％

白油佐剂 Ｗｈｉｔｅ ｏｉｌ ａｄｊｕｖａｎｔ ３６ ３ ８． ３３ ± ４． ５４ａ ９１． ６７
氢氧化铝佐剂 Ａｌｈｙｄｒｏｇｅｌ ａｄｊｕｖａｎｔ ３６ ６ １６． ６７ ± ６． ００ａｂ ８３． ３３
２０６ 佐剂 ２０６ ａｄｊｕｖａｎｔ ３６ ７ １９． ４４ ± ４． ５４ｂｃ ８０． ５６
弗氏佐剂 Ｆｒｅｕｎｄ􀆳ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ ３６ １０ ２７． ７８ ± ６． ８０ｃｄ ７２． ２２
蜂胶 Ｐｒｏｐｏｌｉｓ ａｄｊｕｖａｎｔ ３６ １２ ３３． ３３ ± ３． ９３ｄ ６６． ６７
无佐剂组 Ｗｉｔｈｏｕｔ ａｄｊｕｖａｎｔ ３６ １９ ５２． ７８ ± ４． ７２ｅ ４７． ２２
ＰＢＳ 对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３６ ３６ １００． ００ ± ０． ００ ｆ

　 　 说明： 相同字母表示差异不显著 （Ｐ ＞ ０． ０５） ； 不同字母代表差异显著 （Ｐ ＜ ０． ０５） 。
Ｎｏｔｅｓ： Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ｔｈｅ ０􀆰 ０５ ｌｅｖｅｌ．

３　 讨论
３􀆰 １　 变形假单胞菌灭活条件的筛选

选择合适的灭活方法和灭活剂对灭活疫苗的研制十分重要［９ － １１］。 灭活疫苗的安全性和抗原的完

整性是疫苗的重要指标， 在灭活的过程中温度升高、 灭活剂浓度增大或其作用时间延长等情况， 其抗

原性均相应减弱［１２］。 陈月英等［１３］研究表明过高的灭活剂也不利于疫苗的安全使用。 采取温和的灭活

条件能有力地保护细菌疫苗的抗原性［１４］。 肖慧等［１５］ 用不同的药物灭活鳗弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ）
苗进行安全性实验， 得出甲醛的灭活效果最好， 苯酚的灭活次之， 氯仿灭活效果较差。 张玉芬［１６］ 等

对嗜水气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ） 用甲醛在不同条件下灭活进行琼脂双向扩散实验， 认为２８ ℃
时 ０􀆰 ２％ （体积分数） 的浓度处理 １２ ｈ 是最佳灭活条件。 这些与本实验结果相一致， 本文检测了甲

醛、 苯酚和氯仿对菌液的灭活效果， 在保证完全灭活的前提下， 选取 ２８ ℃下各灭活剂较为温和的灭

活条件。
血清抗体效价测定和免疫保护率的测定是判断疫苗免疫效果的重要方法［１７ － １９］。 本文用 ３ 种不同

灭活剂在较温和灭活条件下制备的灭活疫苗对石斑鱼免疫后， 血清抗体效价和相对免疫保护率都有不

同程度的提高， 与对照组有显著性差异 （Ｐ ＜ ０． ０５） 。 接种甲醛灭活疫苗组的血清抗体效价最高， 接

种苯酚灭活疫苗组的抗体效价次之， 接种氯仿灭活疫苗组的抗体效价最低。 甲醛组的免疫保护率最高

（４６􀆰 ６７％ ）， 苯酚组的免疫保护率次之 （３０％ ）， 氯仿组的免疫保护率最低 （２０％ ）。 血清抗体效价大

部分时候与免疫保护情况成正相关， 这与张波等［２０］、 Ｇｕｏ 等［２１］、 王燕等［２２］的研究相一致。
３ 种灭活剂制备变形假单胞菌灭活疫苗免疫保护率不同， 分析原因是因为不同的化学灭活剂对致

病菌灭活机制不同， 对抗原结构的保护情况不一样， 抗原结构性完整保护率就相对较高。 其中甲醛灭

活疫苗组免疫保护效果最好， 所以选取 ０􀆰 ２％ （体积分数） 的甲醛溶液 ２８ ℃处理 １２ ｈ 作为接下来试

验制备变形假单胞菌灭活疫苗的最佳灭活剂灭活条件。 这与文献 ［１３， １５］ 基本一致。
３􀆰 ２　 佐剂对灭活疫苗免疫保护效果的影响

疫苗的免疫效果受多方面的影响， 灭活疫苗可以通过添加佐剂、 增加疫苗的用量或者加强免疫来

提高机体的特异性免疫应答水平， 增加对疾病的防御能力。 张吉红等［２４］ 和肖琳琳等［２５］ 研究表明添加

佐剂后可以明显增强嗜水气单胞菌疫苗的免疫效果； 隋虎辰等［２６］ 用两种多糖来配伍迟钝爱德华氏菌

（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ ｔｒａｄａ） 灭活疫苗免疫大菱鲆 （Ｐｓｅｔｔａ ｍａｘｉｍａ） ， 免疫保护效果有显著提高； 杨星等［２７］

制备了嗜水气单胞菌灭活疫苗分别与蜂胶、 弗氏佐剂和氢氧化铝乳化混合， 可有效防治嗜水气单胞菌

引起的病害。 Ｅｖａｎｓ 等［２８］ 用无乳链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉａｅ） 弗氏佐剂灭活疫苗对罗非鱼

（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｓｐｐ） 进行免疫， 测得免疫保护率达到 ８０％ 。 本实验结果与上述报道相似， 表明佐剂可
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显著提高变形假单胞菌灭活疫苗的免疫效果。
在本实验中用甲醛灭活的变形假单胞菌分别与弗氏佐剂、 白油佐剂、 氢氧化铝、 ２０６ 佐剂、 蜂胶

乳化混合后， 都能不同程度的提高变形假单胞菌疫苗的免疫效果。 第 ２ 次免疫后各组的抗体较之前有

明显的提高， 白油佐剂组、 氢氧化铝组和 ２０６ 佐剂组血清抗体效价最高都是 １∶ ２０４８， 弗氏佐剂和蜂

胶组的血清抗体效价峰值分别为 １∶ １０２４、 １∶ ５１２。 第 ２ 次免疫后 ２ 周进行攻毒感染。
白油佐剂组的血清抗体效价和相对保护率都高于其他组， 这可能是由于白油佐剂与抗原混合后，

起到了一个贮存抗原的作用， 使抗原可以缓慢释放长时间刺激机体而导致。 并有研究表明， 油类佐剂

中油含量和油滴的大小跟免疫效果成正比［２９］。 氢氧化铝和 ２０６ 佐剂的免疫效果较好， 其中氢氧化铝

对抗原的吸附情况与对机体的免疫情况有密切关系； ２０６ 佐剂是一种水包油包水的双相乳化液， 该佐

剂黏度小注射性好， 疫苗可分布于内外水相， 抗原成分可聚在油包水和外相水中， 使抗原缓慢释放，
游走释放的同时通过加强巨噬细胞等增强抗原的免疫反应。 弗氏佐剂的保护率虽然较高但是也存在着

以下问题， 制备的乳化液的粘度较高， 注射比较困难， 注射后对鱼的应激较大， 对鱼的生长也有不同

程度的影响， 这与杨星等［２７］的研究相似。 蜂胶在本实验中获得了较好的相对免疫保护率与对照组有

显著性差异 （Ｐ ＜ ０． ０５） ， 并且对鱼生长有促进作用， 可能是蜂胶含有多种活性物质， 既可保持抗原

结构特性， 又可作为免疫增强剂， 易被机体吸收， 提高了斜带石斑鱼的特异性免疫。

４　 结论
本文用 ３ 种不同的灭活剂制备变形假单胞菌灭活疫苗， 发现 ０􀆰 ２％ （体积分数） 的甲醛在 ２８ ℃

下灭活 １２ ｈ 效果最好， 对抗原免疫原性影响最小并且免疫保护率最高。 变形假单胞菌灭活疫苗和不

同的佐剂乳化混合后增强抗原的免疫原变性并提高机体的免疫能力， 其中白油佐剂组、 氢氧化铝佐剂

和 ２０６ 佐剂的效果最好。
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