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摘  要：【目的】为探讨接种维氏气单胞菌菌蜕疫苗后鲤的应答反应特征及与甲醛灭活苗的效

果比较，在实验条件下研究了接种疫苗后鲤(Cyprinus carpio)的特异性、非特异性免疫指标及

hepcidin 基因表达量的变化。【方法】在开始实验的第 1、15 和 29 天使用菌蜕疫苗(CLGs)和甲

醛灭活疫苗(FKC）对鲤进行注射 3 次免疫，并设一个注射磷酸缓冲液(PBS)的对照组，每个组

设 3 个重复。从第一次免疫后每隔 7 d 从每个重复中随机取三尾鱼进行取样，对血清抗体滴度、

相对免疫保护率(RPS)、溶菌酶(LZM)、呼吸暴发、补体 C3、髓过氧化物酶(MPO)、丙二醛(MDA)
及 hepcidin 基因表达量进行测定。【结果】二次免疫后，CLGs 组抗体凝集效价达 26−28，显著

高于 FKC 和 PBS 组(P<0.05)，且其呼吸暴发、LZM、MPO 含量和 hepcidin 基因表达量显著高

于 PBS 组(P<0.05)，MDA 含量显著低于 PBS 组(P<0.05)；CLGs 组 C3 含量在 35 和 42 d 显著

低于 PBS 组(P<0.05)；FKC 组 MPO 含量和 hepcidin 基因表达量显著低于菌蜕组(P<0.05)。CLGs
组的 RPS 为 57.70%，FKC 组 RPS 为 30.77%。【结论】接种一定强度维氏气单胞菌菌蜕疫苗，

能够提高鲤血清抗体效价和呼吸暴发、LZM、MPO 等非特异性免疫指标及 hepcidin 基因表达，

而且整体免疫效果好于甲醛灭活苗。 

关键词：维氏气单胞菌菌蜕，鲤(Cyprinus carpio)，特异性免疫，非特异性免疫，hepcidin 基因 
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Effect of injection immunization with Aeromonas veronii  
ghosts on immunological responses and hepcidin gene  

expression in common carp 
YAN Bing-Bing1∆  JIANG Na2∆  LUO Lin2  MA Zhi-Hong2*  XING Wei2   

LI Tie-Liang2  LIU Cai-Xia3  YUAN Ding2  YANG Xian-Le1 
(1. National Pathogen Collection Center for Aquatic Animal of Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China) 

(2. Beijing Fisheries Research Institute, Beijing 100068, China) 
(3. Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China) 

Abstract: [Objective] To explore the immunological responses of common carp (Cyprinus carpio) 
after being vaccinated with Aeromonas veronii ghosts and formalin inactivated A. veronii vaccine. 
[Methods] The experiment was consisted of three treatments and conducted in cylindrical fiberglass 
tanks (260 L/tank): CLGs group injected with CL0901 ghost vaccine, FKC group with formalin 
killed cell vaccine and the control group with phosphate buffer solution (PBS). All treatments were 
injected on 1st, 15 th and 29 th day after the experiment started. Three fish in each tank were sampled 
for blood and tissue at every 7 days after the first inoculation. The evaluation parameters included the 
serum antibody titer, relative percent survival (RPS), lysozyme (LZM), respiratory burst, 
complement protein 3 (C3), myeloperoxidase (MPO), malonic dialdehyde (MDA) and relative 
expression content of hepcidin gene. [Results] After the secondary inoculation, the antibody titer in 
CLGs group reached 26−28, and it was significantly higher than that in other groups (P<0.05). The 
respiratory burst, serum LZM, MPO and expression of hepcidin gene of CLGs group were 
significantly higher than those of PBS group (P<0.05). C3 in CLGs group was significantly lower 
than that in PBS group on 35 and 42 d (P<0.05). The MPO and expression of hepcidin gene of 
FKC group were significantly lower than those of CLGs group (P<0.05). The RPS was 57.70% in 
CLGs group, but 30.77% in FKC group. [Conclusion] These results indicated that the CLGs could 
enhance the serum antibody titer, respiratory burst, lysozyme, myeloperoxidase and relative 
expression content of hepcidin gene. As a whole, the effect of immune protection of CLGs is better 
than that of FKC. 

Keywords: Aeromonas veronii ghosts, Common carp (Cyprinus carpio), Specific immune, 
Non-specific immune, hepcidin gene 

鲤(Cyprinus carpio)是我国主要养殖鱼类，养殖
水域广，具有很大的经济价值，维氏气单胞菌

(Aeromonas veronii)是一种革兰氏阴性菌，广泛分布
于水生环境，能够引起多种水产动物疾病[1]。传统

抗生素治疗和预防方法不仅会引起药物残留和细

菌耐药性产生，而且会对食品安全造成一定影响[2]，

而细菌疫苗因为能够诱导鱼体自身免疫应答，达到

有针对性地防治鱼类细菌病而倍受关注。 
菌蜕(Bacterial ghosts，BGs)是革兰氏阴性菌被

噬菌体 PhiX174裂解基因 E裂解后形成的完整细菌
空壳，虽不含有胞浆成分，但仍保持细菌细胞形态，

并保留了黏附性和细菌表面抗原，可以直接作为疫

苗来激发鱼类一些免疫反应[3-6]。在评价鱼类疫苗免

疫保护效果时，经常从引发鱼类特异性免疫着手，

但鱼类处于系统发育的低级阶段，其特异性免疫远

不如高等脊椎动物的精细和发达，非特异性免疫在

机体防御病原生物侵害方面发挥着重要作用[7]。呼

吸暴发、血清溶菌酶(Lysozyme)、补体 C3、髓过氧
化物酶(Myeloperoxidase)、丙二醛(Malondialdehyde)
是鱼体抵御病原入侵的重要非特异性免疫反应或效

应因子，可以作为鱼类非特异性免疫的主要指标[8]。 
抗菌肽(Antimicrobial peptides，AMPs)是机体天
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然免疫的重要效应因子[9]，由细菌性的病原诱导产生，

其抗菌反应发生快，是构成免疫防御的第一道防线，

其中铁调素Hepcidin是抗菌肽家族的重要成员之一。 
鉴于特异性和非特异性免疫在鱼体防御病原

体感染方面的重要作用，本研究以维氏气单胞菌

CL0901 株菌蜕疫苗对鲤进行免疫接种，根据接种
后鲤特异性、非特异性免疫指标变化，考察维氏气

单胞菌菌蜕疫苗的免疫效果，为菌蜕疫苗在水产养

殖中的应用提供实验参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  菌株及实验鱼：含噬菌体 PhiX174裂解酶基
因 E的维氏气单胞菌 CL0901[1] (pBBR1MCS2-E)由
本实验室制备。实验鱼购自北京市房山区某养殖

场，健康无病史，鲤鱼 300尾，体重 150±10 g，在
水族缸中暂养两周，实验期间水温为 26.0±2.0 °C，
持续充氧。 
1.1.2  主要试剂和仪器及培养基：RNA提取试剂
盒、反转录试剂盒 PrimeScript® RT reagent Kit with 
gDNA Eraser、荧光定量试剂盒 SYBR® Premix Ex 
TaqTM，TaKaRa 公司；其它非特异性免疫指标试
剂盒由南京建成生物工程研究所提供。荧光定量

PCR仪 FTC-7500型，Applied Biosystem公司；全
自动生化仪 7160 型，日本 Hitachi 公司；全波长酶
标仪 PowerWave XS2，美国 BioTek公司。LB培养
基(g/L)：Tryptone 10.0，Yeast extract 5.0，NaCl 10.0。 

1.2  实验方法 
1.2.1  疫苗制备：按本研究室优化的方法进行维

氏气单胞菌 CL0901 菌蜕疫苗制备[10]。培养转化

有重组质粒 pBBR1MCS2-E 的重组维罗纳气单胞
菌，在 42 °C诱导裂解基因 E的表达。诱导表达后
12–16 h，获得菌蜕。用无菌 PBS调整菌蜕浓度为
2.25×108 CFU/mL，4 °C保存，经无菌检验后用于
免疫接种。维氏气单胞菌 CL0901 全菌灭活疫苗
(Formalin killed cell，FKC)制备：将维氏气单胞菌
CL0901接种至 LB培养基中，28 °C、220 r/min培
养过夜，4 °C、6 000×g离心 10 min收集菌体，用

无菌 PBS调整细菌浓度为 4.4×108 CFU/mL，加入
福尔马林至终浓度 0.3%，室温放置 3 d，涂布平板
检测无菌后 4 °C保存备用。   
1.2.2  免疫实验与采样：设计菌蜕组(CLGs)、甲醛
灭活组(FKC)和对照组(PBS) 3个处理组，每个处理
组设 3个重复，每个重复 30尾规格均匀的健康鱼，
养在 260 L的圆锥型玻璃纤维桶中，每个养殖桶自
体循环，持续充氧。采用腹腔注射方法分别对实验

鱼进行免疫，注射剂量为 0.4 mL/尾。首次免疫后第
15、29天对同组实验鱼用同样方法进行第 2和 3次
免疫[11]，首免后 7、14、21、28、35、42 d分别取
样一次，每组随机取 3尾鱼分别从尾静脉采血，取
100 μL全血(抽取的血液放入装有 1.5% EDTA-Na2

溶液的离心管中)用于测定呼吸暴发，其余血样于
4 °C条件下 3 000 r/min离心 10 min，收集血清并

保存于−80 °C，用于各项非特异性免疫指标和血清
滴度检测。采血后的鱼取肝脏、脾脏和头肾存入

−80 °C，提取总 RNA用来测定 hepcidin基因的表

达量[12]。 
1.2.3  微量凝集反应测定血清抗体效价：采用 96 孔

板血凝试验，进行 2 倍稀释法稀释血清。1−11 孔   
每孔加 50 µL 不同稀释度血清，然后分别加入   
2×107 CFU/mL CL0901菌液 50 µL，第 11孔不加菌。

第 12孔只加菌液作为对照。室温进行凝集反应，24 h
后观察并记录实验结果。肉眼及显微镜下观察判定

结果，U形孔底部出现边缘不整齐的凝集块为阳性，
若底部出现轮廓清晰的圆形沉淀则判定为阴性。呈

明显阳性反应的最高稀释度为该血清的效价。 
1.2.4  免疫保护率测定实验：当实验进行到 42 d，

最后一次取样结束后，对各组剩余的实验鱼进行攻

毒实验，检测免疫保护率。用维氏气单胞菌 CL0901

株进行攻毒实验，采用半致死浓度 2.86×107 CFU/mL，

腹腔注射 0.4 mL/尾，连续观察 14 d并记录死亡数，

测定相对免疫保护率 RPS=1−(免疫组的死亡率/对

照组的死亡率)×100%。 

1.2.5  非特异性免疫相关指标的测定：呼吸暴发测

定参照 NBT测定方法[13]；溶菌酶、补体 C3、髓过
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氧化物酶、丙二醛测定参照试剂盒说明书操作。 

1.3  荧光定量 PCR 检测 hepcidin 基因表达水平 
1.3.1  引物设计：根据 GenBank鲤鱼 hepcidin序
列 JX855261.1，应用 Primer 5.0 软件设计引物，
hepcidin基因 Forward：5′-ATGAAGTTGACACGT 
GTGGCTCT-3′；Reverse：5′-GCTTCACTCTCCAC 
ATGATGCT-3′。根据 GenBank 鲤 β-actin 序列
M24113.1设计引物 β-actin-F：5′-GCTGTCCCTGT 
ATGCCTCTGGT-3′；β-actin-R：5′-GGCGTAACCC 
TCGTAGATGGG-3′。所有引物均由华大基因合
成，扩增片段为 124 bp。 
1.3.2  总 RNA 的提取及反转录：参照Ambion RNA
试剂提取盒说明书，提取肝脏、脾脏、头肾的总

RNA，按试剂盒 PrimeScript® RT reagent Kit with 
gDNA Eraser的方法进行反转录合成 cDNA，−80 °C
保存。 
1.3.3  实时荧光定量 PCR 检测 hepcidin 基因的表

达：荧光定量 PCR体系：SYBR® Premix ExTaqTMⅡ 
(2×) 25 μL，PCR Forward (10 μmol/L) 2 μL，PCR 
Reverse (10 μmol/L) 2 μL，ROX Reference DyeⅡ 
(50×) 1 μL，cDNA模板 4 μL，ddH2O 16 μL。反应
条件：95 °C 30 s；95 °C 5 s，57 °C 30 s，72 °C 30 s，
40个循环。以 β-actin为内参，采用 2−ΔΔCT法对基因

表达进行相对定量分析。  

1.4  数据处理 
实验所得数据均表示为平均值±标准差，采用

软件 Statistica 7.0进行数据处理，并采用单因子方

差分析(One-Way ANOVA)进行差异性分析，P<0.05
为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  血清抗体凝集效价 
免疫实验鲤鱼血清抗体凝集效价结果见表 1。

在免疫 7、14、21、28、35和 42 d，CLGs组凝集

效价都显著高于 PBS 组(P<0.05)；在免疫 7、14、

35 和 42 d，CLGs 组凝集效价显著高于 FKC 组

(P<0.05)。另外，CLGs 组血清凝集效价在首次和

二次免疫，即 7–28 d 期间变化不显著，在 35 d   

三次免疫后出现峰值，并能维持到第 42天，而 FKC

组在免疫后 42 d时的血清凝集效价显著高于 7–28 d

时(P<0.05)。 

2.2  免疫保护率 
维氏气单胞菌 CL0901 攻毒试验的死亡结果见

图 1，在攻毒 2 d后对照组死亡 6尾、FKC组死亡

1 尾，CLGs 组在 4 d 才出现死亡，而且在 1–14 d

不同时间死亡个数最少，群体状态稳定。免疫保护

实验结果见表 2。14 d之内 CLGs组攻毒死亡率明

显低于 FKC 组和对照组(P<0.05)。CLGs 相对免疫

保护率为 57.70%，FKC相对免疫保护率为 30.77%。 

2.3  非特异性免疫指标测定结果 
2.3.1  呼吸暴发测定：鲤鱼血细胞呼吸暴发测定结

果如图 2所示。在免疫后第 21天，CLGs组和 FKC

组呼吸暴发作用显著强于 PBS组(P<0.05)，其它时

间段 3组间无显著差异(P<0.05)。 
 

表 1  免疫 CLGs、FKC 和 PBS 对鲤血清凝集效价的影响 
Table 1   Effects of inoculating CLGs, FKC and PBS on serum antibody titer in carp 

组别 
Group 

免疫时间 Immune time (d) 

7 14 21 28 35 42 

CLGs 4.44±0.44Ac 5.50±1.63Ac 4.67±0.66Ab 21.50±6.71Ab 114.28±27.80Bb 104.00±26.18Bb 

FKC 2.33±0.47Ab 3.11±0.48Ab 4.00±0.86Ab 10.11±2.04Ab 19.12±7.80ABa 31.55±12.55Ba 
PBS 0.00±0.00Aa 0.00±0.00Aa 0.00±0.00Aa 0.00±0.00Aa 0.00±0.00Aa 0.44±0.44Aa   

注：表中数值表示为平均数±标准差(n=9). 同一列上标小写字母不同表示组间差异显著(P<0.05)；同一行上标大写字母不同表示同一
实验组在不同时间点差异显著(P<0.05). 
Note: Values represent mean ± SE of 9 numbers of fish in each treatment. Values with different lower case letters superscripts in each column 
are significantly different (P<0.05); Values with different upper case letters superscript in the same line at different time are significantly 
different (P<0.05). 
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图 1  攻毒试验的死亡结果 
Figure 1  Death number during challenging test 

2.3.2  血清溶菌酶含量测定：免疫接种后鲤鱼血清

溶菌酶含量变化见图 3。免疫 28 d后，CLGs组和
FKC组的血清溶菌酶含量显著高于 PBS组(P<0.05)；
免疫 42 d，CLGs 组与 FKC 组的都显著低于 PBS
组(P<0.05)。 
2.3.3  髓过氧化物酶测定：鲤鱼血清髓过氧化物

酶测定结果见图 4。在免疫 28 d 后，CLGs 组的
髓过氧化物酶活性显著高于 FKC 组和 PBS 组
(P<0.05)。 

 
表 2  攻毒后相对免疫保护率 

Table 2  Relative percentage survival after challenging 
组别 

Group 
攻毒数(尾) 

Challenge number 
死亡数(尾) 
Mortality 

死亡率 
Mortality rate (%)

平均死亡率 
Average mortality rate (%) 

相对免疫保护率 
RPS (%) 

CLGs 10 4 40 36.67±3.33a 57.70 

10 4 40 

10 3 30 

FKC 10 6 60 60.00±5.77b 30.77 

10 5 50 

10 7 70 

PBS 10 8 80 86.67±6.66c 0 

10 8 80 

10 10 100 

注：同一列中上标字母不同表示差异显著(P<0.05). 
Note: Different superscript within same row are significantly different (P<0.05). 

 

 
图 2  免疫 CLGs、FKC 和 PBS 对鲤鱼呼吸暴发的影响 
Figure 2  Effects of inoculating CLGs, FKC and PBS on 
the respiratory burst in carp 
注：同一时间内上标字母不同表示组间差异显著(P<0.05)，图
3−9同. 
Note: Bars bearing different superscript (lower case letter) at same 
time are significantly different (P<0.05, the same in Figure 3−9). 
 

 
 

图 3  免疫 CLGs、FKC 和 PBS 对鲤鱼血清溶菌酶含量

的影响 
Figure 3  Effects of inoculating CLGs, FKC and PBS on 
the content of serum lysozyme in carp 
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图 4  免疫 CLGs、FKC 和 PBS 对鲤鱼血清髓过氧化物

酶含量的影响 
Figure 4  Effects of inoculating CLGs, FKC and PBS on 
the content of serum MPO in carp 
 

2.3.4  血清丙二醛测定：鲤鱼血清中丙二醛含量如

图 5所示。免疫 14 d后，CLGs组血清中丙二醛含
量与 FKC组、PBS组不存在显著差异，而 FKC组
显著高于 PBS组(P<0.05)；免疫 28 d后，CLGs组
与 FKC组显著低于 PBS组(P<0.05)。 
2.3.5  补体 C3：鲤鱼血清补体 C3含量变化如图 6
显示。在免疫后第 35天，CLGs组血清补体 C3含
量显著低于 PBS组(P<0.05)，与 FKC组相比略低，
但不存在显著差异；在免疫 42 d，CLGs组血清补
体C3含量显著低于FKC组和PBS组(P<0.05)，FKC
组与 PBS组之间差异不显著。 

2.4  不同组织 hepcidin 基因相对表达量 
2.4.1  肝脏组织中 hepcidin 基因相对表达量：各处理

组鲤鱼肝脏组织中 hepcidin基因相对表达量见图 7。 
 

 
 

图 5  免疫 CLGs、FKC 和 PBS 对鲤鱼血清丙二醛含量

的影响 
Figure 5  Effects of inoculating CLGs, FKC and PBS on 
the content of serum MDA in carp 

 
 

 

图 6  免疫 CLGs、FKC 和 PBS 对鲤鱼血清 C3 的影响 
Figure 6  Effects of inoculating CLGs, FKC and PBS on 
C3 content in carp 
 
免疫 7 d后 CLGs组和 FKC组 hepcidin基因相对表

达量显著低于 PBS 组(P<0.05)；28 d 后 CLGs 组

hepcidin 基因相对表达量显著高于 FKC 组和 PBS

组(P<0.05)。 

2.4.2  头肾组织中 hepcidin 基因相对表达量：如图

8所示，免疫 14 d后，FKC组的头肾组织中 hepcidin

基因表达量显著低于 PBS组(P<0.05)；免疫 21 d后 

 

 
 
 

图 7  CLGs、FKC 和 PBS 处理组对鲤鱼肝脏中 hepcidin
基因表达量的影响 
Figure 7  Effects of inoculating CLGs, FKC and PBS on 
the content of the relative expression of hepcidin gene in 
carp liver tissue 
注：同一时间内组间上标字母不同表示差异显著(P<0.05). 
Note: Bars bearing different superscript (lower case letter) at same 
time are significantly different (P<0.05). 
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图 8  免疫 CLGs、FKC 和 PBS 对鲤鱼头肾中 hepcidin
基因表达量影响 
Figure 8  Effects of inoculating CLGs, FKC and PBS on 
the content of the relative expression of hepcidin gene in 
carp head kidney tissue 
 
CLGs组 hepcidin基因相对表达量显著高于 FKC组
和 PBS (P<0.05)；其它时间点没有显著差异。 
2.4.3  脾脏组织中 hepcidin 基因相对表达量：脾脏组

织中，免疫 7 d后 CLGs组和 FKC组的脾脏组织中
hepcidin基因表达量显著低于 PBS组(P<0.05，图 9)；
在 14和 21 d三个处理组不存在显著差异；在免疫
28 d CLGs 组 hepcidin 基因相对表达量显著高于
FKC组和 PBS组(P<0.05)。 
 

 
 

图 9  免疫 CLGs、FKC 和 PBS 对鲤鱼脾脏中 hepcidin
基因表达量影响 
Figure 9  Effects of inoculating CLGs, FKC and PBS on 
the content of the relative expression of hepcidin gene in 
carp spleen tissue 

3  讨论 

3.1  鲤对维氏气单胞菌菌蜕疫苗特异性免疫应

答反应 
菌蜕疫苗作为一种新型疫苗，通过生物灭活方

法保留了其天然表面抗原，能够激发鱼体产生抗

体，提高鱼体对该病原菌感染的抵抗力。本研究中

接种维氏气单胞菌菌蜕疫苗组在首免、二免血清抗

体效价没有明显差异，在三免后 35 d抗体效价水平

为 26−28达到峰值，明显高于甲醛灭活组，42 d后

仍可以维持较高抗体效价，表明该菌蜕疫苗可以有

效刺激机体产生针对该致病菌的抗体。从首免、二

免未出现显著差异可以看出，达到较高抗体效价需

要一定的免疫强度和时间，这与 Lamers 等[14]通常

高强度免疫才能激发鲤鱼较强体液免疫和免疫记

忆结论相符。付立霞[15]在对嗜水气单胞菌非质粒依

赖性菌蜕疫苗免疫异育银鲫后，血清抗体凝集效价

在 35 d 达到最高为 27。郝金婷[16]在迟缓爱德华菌

菌蜕疫苗对罗非鱼的免疫保护效果研究中也得出

菌蜕注射组免疫后抗体效价显著高于甲醛灭活组

的结论；菌蜕疫苗与甲醛灭活苗相比能够快速刺激

机体产生高效价抗体的原因可能是维氏气单胞菌

是 G−菌，S 层、外膜蛋白、细胞壁脂多糖 LPS (O

抗原)和鞭毛(H抗原)是体现其抗原性的重要结构，

在甲醛灭活过程中会引起细菌表面抗原结构改变

造成其抗原性减弱[17]，导致其免疫后激发的特异性

免疫弱于菌蜕疫苗。 

3.2  免疫维氏气单胞菌菌蜕疫苗对鲤免疫保护 
相对免疫保护率是评价疫苗免疫效果的综合

指标，本次实验中用维氏气单胞菌 CL0901 株攻毒

后，菌蜕组在死亡记录时间内都没有出现大量死

亡，死亡个体数量均衡，且菌蜕疫苗相对免疫效率

为 57.70%，高于甲醛灭活组 30.77%，说明菌蜕疫

苗免疫后鲤群体产生针对维氏气单胞菌 CL0901 株

致病菌免疫保护，而且综合免疫保护效果强于常规

甲醛灭活苗。这一结论与徐展[10]用维氏气单胞菌

NC4122-3菌蜕免疫草鱼后进行攻毒实验相同。 
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3.3  鲤对维氏气单胞菌菌蜕疫苗非特异性免疫

应答反应 
呼吸暴发是生物体天然免疫过程中的一种氧

依赖杀伤机制，在吞噬细胞发挥吞噬作用时，细

胞膜上的氧化型 NADP+把分子氧转化为超氧自

由基[18]，这些自由基可以独立或与溶酶体酶联合杀

死外来病原菌[19]。Shariff等[20]在用嗜水气单胞菌感

染鲤鱼及 Dash 等[21]用嗜水气单胞菌灭活苗免疫鲤

鱼时呼吸暴发作用都增强。本实验中，接种菌蜕疫

苗和甲醛灭活苗21 d后呼吸暴发作用显著强于PBS
组，说明用菌蜕疫苗进行二次免疫后能够明显加强

机体吞噬细胞对入侵病原的吞噬作用，提升细胞免

疫能力。 
溶菌酶是一种可以水解β-1,4糖苷键的阳离子胞

壁酸酶，可以引起细菌溶解，在鱼体抵抗感染性病

原的最前沿防御机制中发挥作用[22-23]。本研究中菌

蜕疫苗接种鲤后，血清溶菌酶含量在第 28 天显著
升高，与 Kato 等[24]实验结果一致，但第三次免疫

后菌蜕疫苗和甲醛灭活苗组溶菌酶含量明显下降，

低于正常对照组。血清溶菌酶主要由巨噬细胞、嗜

中性粒细胞等吞噬细胞分泌，随着吞噬细胞活性增

强，分泌溶菌酶能力也会增强，从各实验组 NBT
的变化可以看出，接种菌蜕疫苗和甲醛灭活苗 21 d
后吞噬细胞的呼吸暴发作用显著强于 PBS组，说明
吞噬细胞活性有所增强，而血清溶菌酶含量在 21 d
也有所升高，且在 28 d时菌蜕组和甲醛灭活组的明
显高于对照组，这与吞噬细胞活性的变化相吻合，

而后期的下降可能是由于特异性免疫在这一阶段

开始发挥作用，从而使非特异性免疫的作用有所减

弱，这一现象与 Dash 等[21]的结论相符合；另外，

陈艳等[25]在对溶菌酶研究进展中提到溶菌酶活性

受组胺和 N-乙酰葡糖胺的抑制，组胺为炎性反应产
物，而 N-乙酰葡糖胺来自细菌细胞壁胞壁质中，在
该实验后期免疫强度增大，与抗原抗体激烈反应也

可能产生这些物质，从而抑制了溶菌酶活性。  
髓过氧化物酶能催化 H2O2 和卤化物反应生成

次氯酸盐，后者可与胺盐反应生成氯胺，具有快速

强烈的杀菌作用，参与机体的免疫防御[26]，同时髓

过氧化物酶也是中性粒细胞功能的激活标志，其含

量高低也能说明中性粒细胞功能的强弱[27]。本实验

中免疫菌蜕疫苗 28 d 后血清髓过氧化物酶含量显
著高于对照组，表明二次免疫菌蜕疫苗能够有效加

强血浆嗜中性粒细胞的免疫功能，这与Wang等[28]

用爱德华氏菌菌蜕免疫斑点叉尾鮰的结论一致；鄢

庆枇等[29]在采用腹腔注射溶藻弧菌对大黄鱼免疫

功能的影响时发现，在注射后 7–15 d内外周血中性
粒细胞减少，分析原因是中性粒细胞具有趋化作

用，会向注射接种部位转移，从而使血清中的中性

粒细胞减少。本实验也是采用腹腔注射的方法进行

接种，因此 28 d后所有组别血清髓过氧化物酶含量
降低，可能也是由于趋化作用导致血清中中性粒细

胞减少所致。 
丙二醛是生物体内自由基作用于脂质发生过

氧化反应的氧化终产物，加速自由基的产生[30]。因

此测定丙二醛能比较准确地反映机体内自由基的

代谢状况及组织的损伤情况，对判断鱼体的健康状

况具有重要价值。本研究中二次免疫后，免疫组血

清丙二醛含量明显低于对照组，这与陈贺[31]用无乳

链球菌灭活苗免疫罗非鱼后丙二醛的变化相同。菌

蜕疫苗免疫后，对机体的脂质过氧化作用起到一定

的抑制作用，减少了丙二醛的生成，从而降低了丙

二醛对机体带来的破坏作用。 
补体由多种具有酶活性的球蛋白组成，能够增

强体液和细胞介导的特异性免疫[32]。本实验中补体

C3量在 35和 42 d时菌蜕疫苗组显著低于对照组，
而甲醛灭活苗组与对照组之间没有明显差异，说明

此时菌蜕疫苗对补体 C3 的产生起到了抑制作用。
栗志民等[33]在细菌逃避补体识别和攻击的机制中

指出，部分革兰氏阴性菌对补体不敏感，可以通过

脂多糖、荚膜、外膜蛋白、唾液酸等抑制补体激活。

李墨非[34]在海水鱼类病原菌迟缓爱德华氏菌和海

豚链球菌的致病机制研究中，也指出迟缓爱德华氏

菌在抵抗血清杀伤作用时，其表面抗原成分能够抑

制补体 C3 激活的旁路途径。本实验所采用的菌蜕



闫兵兵等: 维氏气单胞菌菌蜕疫苗免疫后鲤免疫应答与 hepcidin基因表达特征 1403 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

疫苗正是利用了细菌外壳上的脂多糖、荚膜和外膜

蛋白等来诱导鱼体产生免疫反应的，经过多次免疫

后，可能菌蜕上的脂多糖、荚膜和外膜蛋白的量达

到了抑制补体激活的量，而在甲醛灭活过程中会引

起细菌表面抗原结构的改变[17]，因此是菌蜕疫苗而

非甲醛灭活苗对补体 C3产生了抑制作用。 

3.4  免疫维氏气单胞菌菌蜕疫苗对 hepcidin 基

因表达的影响 
铁调素Hepcidin是由 hepcidin基因编码产生的

小分子多肽，具有抑制多种病原生物生长繁殖的作

用，是机体天然免疫的一种有效分子，参与炎症反

应，其表达受到多种病原影响。李华[35]在对鲤鱼抗

菌肽 hepcidin基因表达分析时发现 hepcidin表达主
要发生在肝脏，其次为脾脏和头肾；Chen 等[36]用

大肠杆菌感染真鲷后，脾脏、鳃、肝脏和小肠中

hepcidin 的表达量都显著增高，本研究 3 种组织
hepcidin 表达情况与上述报告结果相同，3 个处理

组 hepcidin基因表达量变化主要发生在肝脏，脾脏、
头肾变化较小；菌蜕疫苗二次免疫后肝脏和脾脏中

hepcidin 表达量达到最高，而且菌蜕疫苗对提高

hepcidin 表达量作用比甲醛灭活苗强；但首次免疫
后出现对照组 hepcidin表达量变化最大的情况，分

析其原因可能是机体在初次免疫刺激时发生炎症

反应，Park等[37]也指出在致炎因子作用下 hepcidin
表达量会变化，帮助机体抵御炎性反应，而菌蜕组

和甲醛灭活组能够刺激巨噬细胞呼吸作用加强，鱼

体需要大量氧，而氧气运输需要血铁参与。Nemeth
等[38]报道当机体血铁减少，铁调素 hepcidin基因会
通过其表达量下调来增加肠道铁离子吸收，因此免

疫组和对照组 hepcidin表达出现不同可能是两者共

同作用的结果。但随着免疫次数增加，机体对免疫

刺激适应，使具有完整细菌外壳的菌蜕疫苗成为诱

导抗菌肽生成的主要原因，因此出现了 3种组织中
菌蜕疫苗组 hepcidin基因表达量显著高于其它两组
的现象。 
综上所述，维氏气单胞菌菌蜕疫苗在二次免疫

鲤 28 d后，鱼体呼吸暴发作用提高，血清溶菌酶、

髓过氧化物酶含量大幅度提升，hepcidin 基因表达
量显著提高，以提高鱼体的非特异性免疫为主；免

疫 35 d后血清特异性抗体效价显著升高，发挥特异
性免疫作用，其作用优于甲醛灭活苗。 
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