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淡水鱼类细菌性败血症菌苗

浸浴免疫研究
*

陈月英 钱冬 沈智华 沈锦玉

(浙江省淡水水产研究所

曹铮 尹文林 张念慈

湖州 3 13 0 0 1)

提要 于 1992 年 12 月一 19 95 年 12 月
,

采用 嗜水气单胞菌 T PS一30 株制成全菌苗
,

对本所
、

绍兴
、

杭州等地渔场卿
、

维
、

编等进行浸浴免疫试验和生产性防病试验
.

(l) 网箱试验
:

将含菌

5 x l扩全菌苗按 1: 10
,

厂 10 0
,

厂5 00 稀释
,

对体重超过 10 9 的健康细进行菌苗浓度与浸浴时间
、

增效剂
、

高渗剂
、

加强免疫
、

连续多批分别浸浴和增氧剂等 6 项免疫试验
.

经不 同时间的

RS 砚毛及部分抗体测定结果表明
,

在 1: 10一 1 : 500 的浓度中分别浸浴 1一60 而 n 后
,

45 一 188 天

的 RS P达 66
.

7%一 100 % ; 菌苗液中加人 5 x 10 一 6
增效剂和 2% 高渗剂可使 RS P提高 10 % ; 首次

免疫后间隔 1一6 个月再加强免疫
,

可使 RS P提高及免疫有效期延长 ; 将 1 : 10 菌苗连续浸浴卿

15 批
,

其中前 10 批免疫鱼的 RS P可达 60 % 以上 ; 增氧剂直接加人菌苗液中会降低 RS P
。

部分

免疫鱼的血清中有微弱的特异抗体
.

(2) 生产性试验表明
:

7. 7 ha 成鱼池和 5 33 ha 湖泊的鱼种

浸浴免疫后
,

池塘免疫鱼平均成活率提高 巧%
,

用药成本降低 ; 湖泊死鱼数比上年同期减少

55
.

8%
.

关健词 鱼细菌性败血症 全菌苗 浸浴免疫 预防

学科分类号 5 94 1
.

4 2

淡水养殖鱼类细菌性败血症既危害卿
、

团头舫和鳞
、

鲤等摄食性鱼类
,

又危害链
、

编等

滤食性鱼类
; 流行期 比以往的常见性鱼病提早 l一2 个月

,

并且池塘
、

湖泊等水域均可发

生
.

对大水体病害
,

难以用药物防治
.

菌苗浸浴免疫技术简便易行
,

颇受研究者瞩 目(徐德

海等
,

1992
; C roy et al

,

19 7 7)
.

目前对细菌性 败血症鱼病免疫技术研究的报道还较鲜

见
.

作者在该病嗜水气单胞菌病原
、

血清型及其菌苗制备技术研究 (沈锦玉等
,

1993
;
钱冬

等
,

19 9 5 ;
陈月英等

,

19 9 6) 的基础上
,

开展菌苗浸浴免疫技术及生产性防病研究
,

以期为开

发更有效的浸浴菌苗及提高生产性防病效果提供科学依据
.

1 材料与方法

L l 网箱试验

菌苗制备菌株为嗜水气单胞菌 TP S一30
,

于 1 9 91 年 5 月分离自浙江湖州发病的团头纺

(沈锦玉等
,

19 9 3 )
.

按文献制备全菌苗 (陈月英等
,

19 9 6)
,

菌苗含菌量为 5 x 10℃FU / nil
,

* “

八五
”

国家科技攻关项 目
,

8 5一 15刁 3司 l号
.

陈月英
,

女
,

出生于 19 3 8年2月
,

研究员
,

F知x : 0 08 6刃 572
一2 0 41 25 4

收稿 日期
:

19 9 6刃4 一2 2
,

收修改稿日期
:

19 9 8刁5 一2 7
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使用时用清洁池水按 l : 10 (称高浓度)
,

l : 10 0 或 l : 5 0 0 (称低浓度 )稀释成 5 x 10 8 ,

5 x 10 7

和 1 x 10 7C FU / 而
.

试验于 1993 年 3 月一 19 9 5 年 12 月进行
,

供试鱼为本所夹 山漾渔场专

塘培育的 l一2 龄健康卿 (ca ra ss iu m au ra tu : )
,

平均体重超过 109
。

试验 网箱规格为 l x

1 x Z耐
,

池塘水深 Zm
。

受试鱼在鱼种运输用的聚乙烯薄膜袋中进行全菌苗浸浴免疫后
,

分别放人网箱 中饲养
,

定期取样
,

5一 15 尾 / (箱
·

次)
,

以 T PS 一30 菌株作攻击菌
,

测定免疫

保护率 [(砒lati ve ly Surv iv al Pe 二en ‘ RS P( %川及部分抗体
,

各项试验均设不经菌苗浸浴

等处理的对照组
。

L L I 菌苗浓度和浸浴时间试验 设 3 个试验组
,

以 l : 10
,

l : 100
,

1 : 500 浓度菌苗分别浸

浴免疫娜 1而n
,

5而
n
及 60 m in

,

每组试验鱼 1 00 尾
,

水温 14 ℃
.

2 35 天 中共取样 5 次
,

测

R S P
.

L L Z 增效剂试验 用市售的食若碱作增效剂
。

在浓度为 1 : 10 0菌苗中加人食若碱

5 x lo
“ 6 ,

将 30 尾供试卿浸浴 5而n
。

免疫 17 天和 45 天后
,

测 RS Po

L l .3 高渗剂试验 用市售食盐作高渗剂
,

菌苗浓度为 1: 10 0
.

试验分为 2 组
。

A 组
:

将

30 尾鱼放人含有 2 % 食盐的菌苗液中浸浴 5而
n ; B 组

:

先将 30 尾鱼放人 2% 食盐溶液中浸

浴 2而n
,

再转人菌苗液中浸浴免疫 5而n
.

35 天后取样
,

测 RS Po

L l .4 加强免疫试验 以 1 : 10
,

l : 10 0
,

l : 500 浓度 菌苗分别浸浴免疫螂 1而
n ,

5而n 和

60 而
n .

每组受试鱼 100 尾
.

首次免疫后将鱼分别放人网箱 中饲养
,

间隔 1个月或 3 个月

或 6 个月后
,

以相 同的浓度和时间再加强免疫一次
。

加强免疫后 45 一 392 天期间取样测

R SP
。

L l.5 连续多批浸浴免疫 试验 在 1 : 10 浓度 的菌苗中
,

将第一批螂放人
,

浸浴 1而n 后

取出
,

再放人第 2 批浸浴
。

连续浸浴 巧 批鱼
,

每批受试鱼 20 尾
。

将其中第 1
,

4
,

8
,

10
,

12 和

14 批鱼分别放人网箱饲养
。

45 天后取样测 RS Po

L L 6 增氧剂试验 为防止鱼群免疫时缺氧进行增氧试验
,

增氧剂由本所水化室提供
,

主要成分为 C ao 2 .

菌苗浓度为 1: 500
,

在 SL 浸浴液 中加人增氧剂 3g
,

将 20 尾螂浸浴 3ho

4 5 天后测 R S Po

L L 7 血清抗体测定 分别取 1
.

1
.

4 项试验网箱中以 1 : 10 和 1 :5 oo 菌苗浓度作首次免疫

及加强免疫卿 5一 10 尾
.

尾动脉采血
,

混合同组鱼血清
。

用间接血凝法 (北京医学院微生

物教研组
,

19 80) 进行特异抗体测定
.

1.2 生产性防病试验

L 2. 1 池塘 绍兴县马安十六方等渔场的 62 ha 成鱼塘
,

19 90 年起螂
、

鳞
、

团头纺等鱼流

行严重的细菌性败血症
。

于 1 992 年 12 月对 16 300 kg 卿进行全菌苗浸浴免疫
。

试验在水

泥船中进行
,

菌苗和增效剂浓度分别为 1 : 500 和 5 x lo
“ 6 ,

水温 10 ℃左右
,

把鱼浸浴 3h 后

放人池中饲养
.

年终对其中 7
.

7 ha 的试验塘进行捕捞
,

统计产量
、

成活率
,

计算防治鱼病成

本等
.

L 2. 2 湖泊 选择杭州西湖水域进行
,

该湖水面 5 33 ha
,

于 19 90 年 8 月开始流行链
、

编
、

细等细菌性败血症
,

19 9 1一 19 9 3 年死鱼 12 8 4 9 3尾
,

19 9 3 年 l一 1 1 月死鱼 2 9 3 3 8尾
。

1 9 9 3

年 12 月至 19 94 年 l月
,

对 60 余万尾维
、

编
、

卿等 1龄鱼种进行全菌苗浸浴免疫试验
.

试验

在运翰鱼的鱼篓中进行
,

菌苗
、

增效剂浓度为 1 : 500 和 5 x 10
“ “,

运输浸浴时间为 2一3h
,

水
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温 10 ℃左右
。

到达 目的地后
,

将鱼取 出直接放人湖中
。

统计全年死鱼数
。

2 结果

2
.

1 浸浴免疫技术及其免疫效果

2. L I 菌苗浸浴浓度
、

时间及增效剂
、

高渗剂与免疫效果 由表 1所示
,

用不同菌苗浓

度
、

不同时间浸浴的卿均可获得对同型菌株不同程度的保护
,

以 17 一35 天和 2 35 天的 RS P

较低
,

仅为 6
.

7%一50 % ;
45 一 1 88 天可达到 “

.

7%一 100 % 的有效保护
,

尤其以 l: ro 浓度浸

浴的 RS P最高
,

且持续时 间也最 久
; 增效剂 组的 RS P在 17 天和 45 天 时分别为 50 % 和

100 %
,

而无增效剂组则分别为 25 % 和 75 % ; 2% 高渗剂与菌苗混合使用 比两者分开使用的

RS P 提高 10 % (分别为 70 % 和 60 % )
,

而且也便于生产上操作
。

表l 菌苗浸浴浓度与时间对R SP (% )的影响 (N D示未做)

几b
.

1 E ffe c t o f b ac te ri n e o nc e n

加ti on an d ba 面
n g time

o n C a u r a tU s

RS P (%)

免免疫时间 (d))) 浸浴浓度与时间 (而 n))) 对照组死亡率率

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((% )))

lllll : 10
,

lr n lnnn l : 10 0
,

5们n , nnn l :5 0 0
,

6 0而
nnnnn

无无无无增效剂剂 加增效剂剂 高渗剂剂剂剂

AAAAAAAAAAAAA BBBBBBB

lll777 N DDD 2 5
.

000 50
,

000 N 000 N 666 50
.

000 80
.

000

333 555 2 8 777 13
.

333 N DDD 7 000 6 000 6
.

777 10 0
.

000

444 555 10 0
,

000 7 5
.

000 10 0
.

000 N 000 N 000 6 6 777 8 5
.

777

888000 10 0刃刃 7 5
.

000 N DDD N 000 N OOO 7 5
.

000 8 0
.

000

111 8 888 10 0
.

000 10 0 000 N DDD N 000 N OOO 80
.

000 10 0
.

000

222 3 555 NDDD 50
.

000 N DDD N OOO N OOO 50
.

000 8 0 000

2. L 2 加强免疫的间隔时间的免疫效果 两次免疫 的间隔时间对卿 RS P有很大影响
,

间隔 3 个月的两种浸浴法的免疫保护率都高于间隔 1个月 (见表 2)
。

间隔 6 个月的高浓度

组在 3 9 2 d 的 RS P 为 80 %
。

表 明
,

首次免疫 1一6 个月 内鱼体都有免疫记忆
,

同时提高浸浴

菌苗浓度及适 当延长两次免疫的间隔时间有利于 RS P 的提高和免疫期的延长
。

表2 加强免疫的间隔时间对R sP (% )的影响

T ab
.

Z E日七e t o f in lr n

um
z
的on in te rv al ti m e o n C a u r a tu s

RS P (% )

间隔时间

(月 ) 首次免疫

6 3
.

6

7 1
.

4

加强免疫

7 2 7

首次免疫

7 2
.

7

加强免疫

7 2
.

7

7 5
.

0

对照组死亡率

(% )

7 3
.

3

8 0
.

0

2. 1 .3 连续多批浸浴的免疫效果 用 1: 10 浓度的菌苗先后对 15 批卿浸浴
,

45 d 后测得

前 10 批的 RS P 达 6 0 % 以上
,

此后各组的 RS P逐渐下降(见表 3)
.

这种方法既可节省菌苗

用量和操作时间
,

又不影响效果
,

在生产上就地大批放养鱼种 时进行快速浸浴免疫更具有

表3 离浓度菌苗连续多批没浴对R sP (% )的影响

T ab
.

3 Efl泛e t o f b a c te ri n us ed fo r
比忆he s at c o仪 en

tra ti o n o f l: 10 o n C a u ra 初 RS P (% )

第第 1批 第 4批 第 8批 第 10 批 第 12 批 第1 4批批 对照组死亡率率

(((((% )))

999 0
.

0 8 0刀 8 0
.

0 6 0
.

0 3 0 0 10
.

000 10 0
.

0
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实用性
。

2. 1
.

4 增氧剂对浸浴免疫效果的影响

表4 浸浴免疫娜血淆抗体效价的测定结果

T a b
.

4 Se

rum
an ti 伙劝y ti te r o f C a “r a tu s a fle r

b a Ule d im m u ni z a ti o n by ba c te ri n

组号

l,

2 ,

3 件

4 ,

5 峥

组别

首次免疫组 (1: 10)

首次免疫组 (l : 50 0)

加强免疫组 (l: 10 )

加强免疫组 (I : 50 0 )

对照组

效价

l :8

< 1 :4

l : 16

l :4

< 1 :4

结果表明
,

在 5 L I : 50 0浓度菌苗中添加 3g 增氧

剂
,

4 5 天 的 RS P 比不 添加增 氧剂组 降低

4 0
.

6 %
。

2. 1
.

5 抗体效价 一组首次免疫和两组

加强 免疫 的受试卿血清 中均能测到 ) 1 :4

的特异性抗体
,

特别是两次都用高浓度菌

苗浸浴 的 3# 组抗体效价达 l : 16
,

首次免疫

低浓度组的抗体水平较低
。

2. 2 生产性防病效果

一 2. 2. 1 对鱼塘 的免疫结果 据绍兴县

马安十六方等渔场的 7
.

7ha 成鱼塘的统计
,

19 92 年冬季免疫螂 7 800 尾
、

总体重为 1 300 掩
.

19 9 3 年 共计捕获鲤p 9 6 0 0 k g
,

比 19 9 2 年 的 8 5 5 s
.

7 k g
,

增产 1 0 4 1
.

3 kg
,

平均 成 活率提高

15 %
。

同时
,

鱼病防治费用 比上年减少 64
.

8% (2 4 7 6
.

55 元 )
,

还提高 了同池其它养殖鱼类

的成活率和产量
。

根据该场以往的发病规律和相邻渔场发病情况
,

一般以螂先发病死亡
,

然后 为鳝
、

团头鱿和缩等
。

娜免疫接种后减少了传染源
,

因而也减少 了其它鱼的发病死

亡
。

2. 2. 2 对湖泊的免疫结果 19 9 3 年底对西湖当年放养的链
、

缩
、

螂等鱼种进行浸浴免

疫
,

19 94 年 1一 11 月份共 计死鱼 12 9 7 3尾
,

占当年放 养鱼数 的 2
.

16 %
,

比上年 同期减少

55
.

8%
,

比前 3 年的年平均数减少 69
.

4%
,

见表 5
。

可见
,

19 94 年的 2 个死亡高峰比上年有大

幅度下降
。

月份

表5 杭州西湖免疫 (1 : 50 0菌苗浓度)前后死鱼尾数

T ab
.

5 M o r ta」ity o f fi sh in th e
W

e st La k e in F汤n g z h o u

be fo re a
nd aft

er
ba th ed by l :5 0 0 b a c te ri n e o

nc
e n ti 习ti o n

6 7 8 9 10

19 9 2年

19 9 3年

19 9 4年

2 6 2 3 1 0 2 7 2 2 3 6

1 7 1 1

5 7 3

1 9 0 7

2 2 7 7

5 12

14 14 5 4 9 1 34 6

1 13 0 1 5 10 9 2 2 4

1 0 8 7 80 1 2 1 8 6

9 4 78

8 4 84

3 8 14

2 0 5 2

1 9 4 6

3 讨论与结语
3. 1 菌苗浸浴免疫效果

作者用淡水鱼类细菌性败血症病原嗜水气单胞菌 即S一30 菌株制成全菌苗
,

对体重超

过 109 的螂进行多项浸浴免疫对比试验
,

以免疫保护率 (RS P) 评价其效果
。

结果表明
,

采用

全菌苗 1: 10 浓度 l而
n 和 1 : 5 0 0浓度分别浸浴 1而

n 和 60 而
n ,

可使免疫接种 45 天以上的螂

对同型菌株获得有效保护
。

免疫期最长可持续 6 个月至一年
。

用 l : 5 00 苗长时间浸浴池塘

和湖泊冬季放养的鱼种 1一3h
,

也可使受试鱼或同水域其它鱼类安全渡过来年的细菌性败

血症流行季节
。

表明
,

用这种全菌苗作抗原浸浴免疫的卿
、

鳝
、

团头纺等易感鱼的鱼种
,

可

以有效地预防这些鱼的细菌性败血症
。

本试验结果展示了嗜水气单胞菌全菌苗预防细菌

性败血症的应用前景
。 ‘
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1 2 菌苗浸浴免疫的条件

菌苗浸浴免疫效力及其免疫期一直是人们所 关注的问题
。

本试验用嗜水气单胞菌全

菌苗浸浴免疫卿等体重超过 109 的鱼种
,

并以全菌苗含有嗜水气单胞菌菌体抗原以及分泌

的胞外产物如 H EC 毒素
、

胞外蛋 白酶等可溶性抗原
,

加上增效剂蓑若和高渗剂食盐的作

用
,

促进了鱼体微循环
,

提高了机体对抗原吸收作用
,

经一定时间的浸浴
,

使抗原容易经鳃
、

侧线和肠道等器官组织进人体内
,

因而提高了 RS P( % )并延长了其免疫期
。

据酒井正博等

报道 (19 88) 用 p一溶血性链球菌液体培养菌苗浸浴免疫平均体重 159 的虹蹲可获得 7 2% 的

有效率
,

但其免疫有效期不到 60d
。

Joh ns on 等 (19 8 2) 用鳗弧菌和耶尔森氏菌所进行的研究

认为
,

个体重 4g 的鱼能保持 1 年以上的防御能力
,

而 lg 和 2g 体重的仅为 3 个月和 6 个月
。

由于不同作者所采用的抗原
、

鱼的种类
、

具体操作技术或增效剂等不同
,

因而所获得的效果

可能也不同
,

但用菌苗进行浸浴免疫接种
,

可以使鱼获得一定的免疫保护
。

并于芝若碱的作用
,

作者从草鱼 出血病疫苗浸浴免疫经验证明其有增效作用
; 蓑若添

加于一龄草鱼饲料中能提高草鱼成活率和产量 (张念慈等
,

1990
;
陈月英等

,

1 9 9 4)
。

本研究

也表明
,

一定浓度的蓑若可能是抗原进人鱼体的一种有效免疫增效剂
。

1 3 加强免疫的间隔期

用全菌苗对鱼体进行加强免疫试验
,

两次浸浴免疫的间隔时间在 1一6 个月均可使卿

获得有效保护
.

这种保护率以间隔 3 个月和 6 个月比 l 个月稍佳
。

由此提示
,

首次免疫以

后究竟在鱼的 RS P 或抗体水平达到何种水平时再加强免疫为好 ? 这是一个问题
。

从实用

性看
,

细菌性败血症所危害的主要是 2 龄以上的养殖鱼类
,

尤其是湖泊
、

水库等大水体
,

养

殖周期长
,

为使其免受危害
,

采用加强免疫尤为必要
。

如若在 4一 5 月份夏花鱼种培育阶段

进行首次浸浴免疫
,

到年底鱼种放养时再重复接种一次可能更为有效
。

从加强免疫的 RS P

和抗体效价分析
,

用高浓度短时间浸浴两次为最好
。

3. 4 菌苗的重复使用

本研究表明
,

用高浓度菌苗液重复连续浸浴 10 批鱼种均可获得有效保护
。

这一结果

也与 日本的水产疫苗用法用量基本一致 (李庆春
,

19 9 1 ;
陈胜香

,

19 9 1)
。

疫苗的反复浸浴鱼

种技术
,

对生产上简化操作
、

降低浸浴免疫成本有实用意义
,

但 1: 10 的浓度浸浴 10 批的免

疫成本还相对较高
。

在实际使用 中
,

随着浸浴批数的增加
,

菌苗液抗原浓度逐渐下降
。

菌

苗稀释的下限是多少
,

如何防止浸浴菌苗液水质的恶化
,

这些问题
,

还有待作进一步研究
。

3. 5 化学增氛剂在浸浴免疫中的使用

本试验表 明采用 以 Ca O Z
为主要成分的增氧剂直接加于菌苗液 中浸浴免疫鱼 3h

,

RS P

比不加增氧剂组 明显降低
。

这可能由于 Ca O Z
在水中释放的原子态氧使全菌苗抗原结构被

破坏所致
。

作者设想为解决鱼群缺氧浮头又不影响浸浴初期菌苗的抗原构
,

可以把增氧剂

在浸浴免疫后期鱼群呈现缺氧浮头时加人菌苗液中
,

这可能既增氧又不影响免疫效果
。

综上所述
,

采用全菌苗进行浸浴免疫的菌苗浓度与时间
,

增效剂
,

高渗剂
,

加强免疫
、

连

续多批浸浴和增氧剂等浸浴免疫试验
,

以及生产性防病试验结果表明
,

一定的菌苗浓度与

浸浴时间均可使螂获得免疫保护
; 在菌苗中加人 5 x 10

一 6蓑若碱和 2% 食盐有增效作用
;

加强免疫比一次免疫的效果好
;
免疫的间隔时间 1一6 均有免疫效果

,

并以 3一 6 个月优于 l

个月 ; 在高浓度菌苗中浸浴的 10 批鱼
,

均可获得有效免疫保护
; Cao

Z
等不能在鱼种浸浴前
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加人菌苗液 中
,

避免影响效果
。

用全菌苗浸浴供饲养的螂
、

避
、

团头舫等鱼种
,

均可提高其

成活率和产量
。
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