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两种多糖作为迟缓爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)
灭活疫苗佐剂对大菱鲆(Scophthalmus maximus)的

免疫保护效果* 
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提要    采用黄芪多糖、葡聚糖作为免疫佐剂, 与迟缓爱德华氏菌灭活疫苗配伍后注射免疫大菱鲆, 
测定免疫 28d 后血清中溶菌酶活力、SOD 活力、抗体效价和各免疫组的相对保护率(RPS)。结果表
明, 添加多糖免疫佐剂能提高疫苗免疫的大菱鲆的各免疫指标, 添加佐剂的免疫组的血清溶菌酶活
力、SOD活力和血清效价比单纯的疫苗免疫组显著提高(P<0.05), 2.5mg/ml黄芪多糖混合疫苗免疫组
和 5mg/ml 葡聚糖混合疫苗免疫组的相对保护率最高, 分别达(78.7±1.3)%和(64.0±8.9)%, 且溶菌酶
活力、SOD活力及血清效价等指标较其他各组有提高。 
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迟缓爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)引起的鱼类
感染症常统称为爱德华氏菌病。该菌宿主十分广泛, 
且呈世界性分布(陈翠珍等, 2005)。大菱鲆因其较高
的经济价值, 已成为我国重要的海水养殖品种(马爱
军等, 2010), 随着密集化养殖的展开, 迟缓爱德华氏
菌并已成为其养殖中重要病原之一。在鱼类细菌病防

治中常采用抗生素, 随着抗生素的使用, 病原菌耐药
性也随之增强 , 而且药物残留和在环境中的扩散已
经引起了食品安全、环境及公共卫生方面的问题。鱼

用疫苗使用后不会产生污染 , 不会在免疫鱼体内形
成残留, 可以避免环境污染并维持鱼体本身的品质, 
反复使用也不会产生耐药性, 应用前景广阔(曹宏梅
等, 2006)。国内外有迟缓爱德华氏菌的灭活疫苗、
DNA 疫苗、亚单位疫苗以及减毒活疫苗等研究的报
道, 由于迟缓爱德华氏菌为胞内寄生菌, 其疫苗的免
疫效果在不同的报道中表现出较大差异(Castro et al, 
2008; Mo et al, 2007; 刘瑞等, 2011)。灭活疫苗具有经

济、安全、稳定等特性, 但在作者前期研究的结果中
表明对迟缓爱德华氏菌的免疫保护效果较差 , 这与
多数报道相同(王燕等, 2009; Mekuchi et al, 1995), 研
究人员开始注意到免疫佐剂在提高迟缓爱德华氏菌

疫苗免疫保护效果中的作用(Chu, 2006)。 
黄芪多糖(Astragalus polysaccharides, APS)是从

黄芪根部分离出的多糖组分 , 是黄芪的主要活性成
分之一, 具有广泛的免疫增强作用和抗病作用, 可作
为免疫调节剂使用(高慧等, 2007)。葡聚糖(Glucan)是
最早发现的免疫促进剂之一 , 对水产动物具有较强
的免疫调节作用(Brattgjerd et al, 1994)。适量的β-葡
聚糖能够提高水生动物对疾病的抵抗力。可通过增强

机体的特异性与非特异性免疫两种方式来提高机体

的免疫力(王光花等, 2007)。国内外一些学者从免疫
学角度进行水产养殖病害防治研究 , 通过给水产动
物注射或服用多糖等免疫促进剂来提高其特异性和

非特异性免疫机能, 以提高其抗病能力(Mekuchi et al, 
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1995; Sakai, 1999)。本研究尝试将黄芪多糖或葡聚糖
作为迟缓爱德华氏菌灭活疫苗的免疫佐剂 , 探讨并
比较它们对疫苗免疫效果的影响 , 并筛选最佳的佐
剂浓度来增强其免疫能力 , 旨在解决爱德华氏菌灭
活疫苗免疫效果差的问题 , 为鱼类爱德华氏菌病防
治提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验用鱼 
实验用鱼为大菱鲆(Scophthalmus maximus)幼鱼

[(11.4±1.8)g], 2010年 10月 4日购自山东烟台海阳水
产公司 , 并运至本实验所在的山东省昌邑市海水养
殖实验基地的水泥养殖池中暂养 2周, 实验前后移入圆
形玻璃钢桶(水体 0.7m3)中, 流水养殖, 水温(18±2)℃。
每日清污 2次, 投喂 3次, 每日按鱼体重 3%投喂升索
牌配合饲料(山东升索渔用饲料研究中心)。 
1.2  爱德华氏菌的培养与灭活 

迟缓爱德华氏菌株 Edwardsiella tarda 1101由本
实验室分离保藏(杨春志等, 2008)。将 E. tarda用 TSB
液体培养基(北京陆桥技术有限责任公司)振荡培养, 离
心收集菌液, 无菌 1× PBS (2.67mmol/L NaH2PO4·2H2O, 
7.67mmol/L Na2HPO4·12H2O, 154mmol/L NaCl;    
pH 7.2)洗涤 3次, 并悬浮, 制成 1×109cfu/ml菌悬液, 加
入福尔马林至 1% (V/V), 于 4℃过夜, PBS清洗 3次以
除去福尔马林, 制成 1×109cfu/ml 灭活疫苗(formalin 
killed cells, FKC), 4℃保存。疫苗使用前取 0.1ml涂布
TSA 平板(北京陆桥技术有限责任公司), 28℃培养
48h, 观察有无菌落生长。另取 1×108cfu/ml疫苗腹腔
注射 20尾大菱鲆, 注射剂量为 100μl/尾, 观察 2周进
行疫苗的安全性检验。最终确定疫苗的安全性。 
1.3  佐剂 

黄芪多糖(西安小草植物科技有限责任公司)和
葡聚糖(珠海天添生物工程技术有限公司)分别溶于蒸
馏水中, 制备成 20mg/ml 的母液, 于 4℃保存, 用于
配伍疫苗注射免疫大菱鲆。 
1.4  分组免疫及采血 

对 600尾健康大菱鲆进行随机分组, 设 PBS对照 

组、灭活疫苗组、黄芪多糖组、不同浓度的黄芪多糖

与灭活疫苗配伍组、葡聚糖组和不同浓度的葡聚糖与

灭活疫苗配伍组等 10 个实验组(表 1), 每组 20 尾大
菱鲆, 设 3个重复。 

各组灭活疫苗终浓度均为 108cfu/ml, 各组多糖
的终浓度见表 1, 通过腹腔注射(100μl/尾)接种。免疫
后第 4 周, 每组各取 5 尾鱼抽取 0.1ml 尾静脉血, 置
于 4℃静置 12h, 收集血清, 混合同组鱼血清, −20℃
储存备用。 
1.5  免疫保护效果测试 
1.5.1  迟缓爱德华氏菌半数致死量 (LD50)测定    
将新鲜培养的菌液(1×109cfu/ml)用 PBS (pH 7.2) 10
倍系列稀释, 分为 7 组。每组大菱鲆 15 尾。分别注
射 100μl的 108、107、106、105、104、103、102cfu/ml, 
实验重复 3次。实验观察 4周, 每日记录死亡鱼数。 
1.5.2  迟缓爱德华氏菌感染实验    免疫接种 4 周
后, 将每个组分别再分为 3个小组, 每组 15尾大菱鲆, 
每尾按 10LD50 经腹腔注射迟缓爱德华氏菌。记录感

染后 14d 内各组的累积死亡, 并按[1－(免疫组死亡率/ 
对照组死亡率)]×100%计算相对免疫保护率(Relative 
percentage survival, RPS)。 
1.6  免疫指标的测定 
1.6.1  血清抗体效价测定    参照抗大菱鲆 IgM 的

小鼠单克隆抗体(Aquatic Diagnostic Ltd, 英国)使用
说明书测定血清抗体效价, 每孔加入 100μl 1.0×108 
cfu/ml重悬于包被液中的 E. tarda 1101悬液加盖后 4℃
过夜包被 96孔酶标板, 然后再向各孔加入 50μl PBS
稀释的 0.05% (V/V)戊二醛, 22℃静置 20min, 用低盐
洗液洗板 3次; 加入 250μl 1% BSA封闭, 22℃静置
2h, 低盐溶液洗板 3 次; 再分别向每孔中加入 100μl
用 PBS系列稀释的大菱鲆血清, 每个稀释度作 3个平
行, 22℃静置 3h后高盐洗液洗板 5次, 最后一次孵育
5min; 每孔加入 100μl再生的抗大菱鲆 IgM单克隆抗
体, 22℃静置 60min后按前述高盐溶液洗板方法洗板
5次; 再向每孔中加入 100μl 1∶1000稀释的 HRP标
记的羊抗鼠二抗(天根生化科技有限公司), 22℃静置 

 
表 1  迟缓爱德华氏菌福尔马林灭活疫苗佐剂测试的大菱鲆实验组 

Tab.1  Experimental groups for the adjuvant test for FKC of E. tarda with turbot 

Group CN CV CA AV1 AV2 AV3 CG GV1 GV2 GV3 

APS (mg/ml) — — 5 2.5 5 10 — — — — 

Glucan (mg/ml) — — — — — — 5 2.5 5 10 

FKC (cfu/ml) — 1×108 — 1×108 1×108 1×108 — 1×108 1×108 1×108 
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60 min, 按前述高盐溶液洗板 5 次; 之后每孔加入
100μl TMB 溶液, 22℃显色 10min; 每孔加入 50μl 
2mol/L H2SO4终止反应, 用酶标仪在 450nm处测 OD
值。分析样品(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
(王秀华等, 2011)。 
1.6.2  溶菌酶活力    大菱鲆血清溶菌酶活力参照
Hultmark 等(1980)的方法稍作改进后进行, 溶壁微球
菌(Micrococcus lysodeikticus)(本实验室保藏)用 LB培
养基经 28℃培养过夜, 离心收集菌体, 以 0.1mol/L磷
酸钾盐缓冲液(pH 6.4)悬浮, 调OD570值于 0.3—0.5之
间。取 200μl 溶壁微球菌悬液置于 96 孔酶标板孔内, 
加入 20μl血清与之混合, 于 570nm出测其OD值(A0), 
将 96 孔酶标板置于 37℃温浴 30min, 取出后立即置
于冰水浴 10min以终止反应, 测其 570nm处的 OD值
(A), 溶菌酶活力(UL)按(A−A0)/A计算。 
1.6.3  超氧化物歧化酶活力    参照超氧化物歧化酶
(SOD)试剂盒(南京建成生物工程研究所)说明书测定大
菱鲆血清超氧化物歧化酶活力 , 将试剂盒中的各试
剂分别加入测定管和对照管, 测定管吸取 30μl 血清加
入, 对照管加入等量的蒸馏水, 用旋涡混匀器充分混
匀, 37℃水浴 40min后, 加显色剂 2ml, 混匀, 室温静
置 10min后测 OD550值。SOD活力 = (对照管 OD550−

测定管 OD550) /对照管 OD550/50%×反应体系稀释倍数。 

2  结果 

2.1  大菱鲆 LD50计算 
根据 E. tarda 对大菱

鲆 LD50剂量测定实验中 4
周内累积死亡鱼数(表 2), 
计算得出 E. tarda 对大菱
鲆 LD50 剂量为 2.36×102 

cfu/g (3次重复实验结果分
别为 2.75×102、2.1×102、

2.23×102cfu/g)。濒死大菱
鲆腹腔粘液划线接种于

EIM培养基, 28℃培养 48h, 
均出现绿色半透明菌落 , 
因此可以认为大菱鲆是 E. 
tarda感染致死。 
2.2  免疫效果评估 

大菱鲆在用 10LD50迟

缓爱德华氏菌感染后的 

表 2  E. tarda 对大菱鲆 LD50 死亡记录 
Tab.2  Mortalities recorded for LD50 of E. tarda in turbot 

死亡数 
菌液浓度(cfu/ml)

1 2 3 

108 15 15 15 

107 13 14 14 

106 11 12 12 

105 10 10 10 

104 8 8 7 

103 2 2 3 

102 0 0 0 

 
14d 内, 无免疫的对照组大菱鲆(CN)的累积死亡率为
(48.6±4.1)% (图 1), 而仅用爱德华氏菌灭活疫苗免疫
的大菱鲆(CV)的累积死亡率达(39.6±3.4)%, 单纯的
灭活疫苗的免疫保护率仅为(18.5±7.0)% (表 3)。采用
2.5mg/L、5mg/L和 10mg/L的黄芪多糖作为爱德华氏
菌灭活疫苗的免疫佐剂时 , 各组的死亡率显著低于
未免疫的对照组(CN)和单纯用爱德华氏菌灭活疫苗
的免疫组(CV) (P<0.05), 各组相对保护率(RPS)分别
达到(78.7±1.3)% (AV1)、(75.7±6.4)% (AV2)和(48.6± 
10.3)% (AV3)。但值得注意的是, 单纯用 5mg/L黄芪
多糖注射大菱鲆(CA), 其免疫保护率也达到了 70.9%; 
同时, 高浓度的黄芪多糖(10mg/L)与灭活疫苗疫苗配
伍(AV3)的免疫保护率出现显著下降(P<0.05)。采用
2.5mg/L、5mg/L和 10mg/L的葡聚糖作为爱德华氏菌
灭活疫苗的免疫佐剂时 , 各组死亡率显著低于未免
疫的对照组(CN)和单纯用爱德华氏菌灭活疫苗的免
疫组(CV) (P<0.05), 各组相对保护率(RPS)分别达到 

 
 

图 1  免疫 28d后攻毒实验中各组大菱鲆平均累积死亡率 
Fig.1  Average cumulative mortalities in turbot challenged i.p. with E. tarda 28 days 

post-vaccination in each group 
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表 3  应用黄芪多糖为免疫佐剂各组死亡率和相对保护率 
Tab.3  Mortality and relative percentage survival in groups of 

applied APS as adjuvant 

组别 死亡率(%) RPS(%) 

CN 48.6±4.1a — 

CV 39.6±3.4b 18.5±7.0c 

CA 10.4±0.6d 70.9±10.7a 

AV1 11.8±3.1d 78.7±1.3a 

AV2 25.0±5.0c 75.7±6.4a 

AV3 14.2±5.2d 48.6±10.3b 

注: 同一列中不同小写字母表示差异显著(P<0.05) 
 

(50.5±10.8)% (GV1)、 (64.0±8.9)% (GV2)和 (31.4± 
11.9)% (GV3)。单纯用 5mg/L葡聚糖注射大菱鲆(CG), 
其免疫保护率仅为 14.7%, 免疫保护效果极低。高浓
度的葡聚糖(10mg/L)与灭活疫苗疫苗配伍(GV3)的免
疫保护率出现显著下降(P<0.05), 较低浓度的葡聚糖
(2.5mg/L)与灭活疫苗疫苗配伍 (GV1)的免疫保护率
也有下降, 但不显著(P>0.05)。 
2.3  多糖佐剂及爱德华氏菌灭活疫苗对大菱鲆血清

抗体效价的影响 
采用抗大菱鲆 IgM 的单克隆抗体对免疫 28d 大

菱鲆血清进行抗体效价分析结果(图 2)表明, 爱德华
氏菌灭活疫苗采用 2.5mg/ml 黄芪多糖(AV1)或 5mg
葡聚糖(GV2)作为佐剂进行免疫使大菱鲆获得了最高
的血清抗体效价, 分别达到 853±105 和 683±125, 分
别是未免疫的对照组(CN)的 8 倍和 6.4 倍, 而无佐剂
的爱德华氏菌灭活疫苗免疫的大菱鲆(CV)的血清抗
体效价仅为 171±74, 血清抗体效价的高低与免疫保
护率的结果有较好的对应关系。 

 

 
 

图 2  大菱鲆经 28d免疫的血清 IgM效价 
Fig.2  The IgM titer in the serum of turbot after 28d 

post-immunization 
注: CN为 PBS对照组; CV为灭活疫苗组; CA为 5mg/ml黄芪
多糖组; AV1为 2.5mg/ml黄芪多糖+灭活疫苗; AV2为 5mg/ml
黄芪多糖+灭活疫苗; AV3为 10mg/ml黄芪多糖+灭活疫苗; CG
为 5mg/ml葡聚糖组; GV1为 2.5mg/ml葡聚糖+灭活疫苗; GV2
为 5mg/ml葡聚糖+灭活疫苗; GV3为 10mg/ml葡聚糖+灭活疫苗 

2.4  多糖佐剂及爱德华氏菌灭活疫苗对大菱鲆血清
溶菌活力的影响 
大菱鲆经多糖佐剂和爱德华氏菌灭活疫苗免疫

28d 后, 与未经免疫的对照组(CN)相比, 血清溶菌酶
活力均得以显著提高(图 3)。2.5、5 和 10mg/ml 黄芪
多糖与爱德华氏菌灭活疫苗配伍的各组大菱鲆血清

的溶菌酶活力与单纯用爱德华氏菌灭活疫苗免疫的

大菱鲆(CV)血清的溶菌酶活力相比分别高出 110.5% 
(AV1)、84.2% (AV2)和 58.4% (AV3), 2.5mg/ml黄芪多
糖与爱德华氏菌灭活疫苗混合免疫组(AV1)的血清溶
菌酶活力最高 , 达到 22.8U/ml。2.5mg/ml、5mg/ml
和 10mg/ml 葡聚糖与爱德华氏菌灭活疫苗混合免疫
的各组大菱鲆血清溶菌酶活力与单纯用爱德华氏菌

灭活疫苗免疫的大菱鲆(CV)血清的溶菌酶活力相比
分别高出 65.9% (GV1)、143.4% (GV2)和 41.4% (GV3), 
其中 5mg/ml 葡聚糖与爱德华氏菌灭活疫苗混合免疫
组(GV2)的血清溶菌酶活力最高, 达到 26.8U/ml。 

 

 
 

图 3  大菱鲆经 28d免疫的血清溶菌酶活力 
Fig.3  Lysozyme activity in the serum of turbot after 28d 

post-immunization 
 

2.5  多糖佐剂及爱德华氏菌灭活疫苗对大菱鲆血清
超氧化物歧化酶活力的影响 
免疫 28d 后的大菱鲆血清中超氧化物歧化酶

(SOD)活力分析也显示出受多糖佐剂及爱德华氏菌灭
活疫苗的影响(图 4)。SOD活性在未免疫对照组(CN)
血清中的活力达(57.5±2.9)U/ml; 与之相比 , 单纯灭
活疫苗免疫组(CV)、5mg/ml 黄芪多糖免疫组(CA)和
5mg/ml葡聚糖免疫组(CG)大菱鲆血清的 SOD活力分
别高出 22.9%、48.7%和 34.3%。而 2.5mg/ml (AV1)、
5mg/ml (AV2)和 10mg/ml (AV3)黄芪多糖与灭活疫苗
共同作用的各组大菱鲆血清 SOD 活力比单纯灭活疫
苗免疫组(CV)高出 40.0%、32.0%和 25.5%。相应的
葡聚糖与灭活疫苗共同免疫各组大菱鲆血清 SOD 活
力依次高出 31.8%、34.9%和 24.8%。 
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图 4  大菱鲆经 28d免疫的血清超氧化物歧化酶活力 
Fig.4  Superoxide dismutase activity in the serum of turbot after 

28d post-immunization 
 

2.6  大菱鲆血清免疫因子活性与相对保护率的相关
性分析 
本实验中测定了抗体效价、溶菌酶活力和 SOD

活力等免疫指标, 通过采用 SPSS 16.0对三项免疫指
标与 RPS相关性进行偏相关分析, 结果表明, 所有实
验组的 RPS 与抗体效价、溶菌酶活力、SOD 活力相
关性系数分别为 0.694、0.060、0.172; RPS与抗体效
价相关性最大 , 说明特异性保护作用是免疫保护效
果的主要贡献因素。将疫苗与两种多糖佐剂的各免疫

组的三项指标与 RPS 分别进行偏相关性分析, 得出
黄芪多糖组的相关性系数分别为 0.792、0.498、0.373; 
而葡聚糖组则为 0.821、0.204、0.399 (图 5); 两组数
据的抗体滴度与 RPS的相关性均比 SOD活力和溶菌
酶活力这两种非特异性免疫指标高得多。黄芪多糖与

灭活疫苗联用所产生的相对免疫保护率虽比葡聚糖

与灭活疫苗联用所产生的相对免疫保护率高(表 3 和
表 4), 但葡聚糖作为佐剂对爱德华氏菌灭活疫苗的
特异性免疫的激发作用比黄芪多糖作为佐剂略高。而

在溶菌酶活力这一非特异性免疫指标上 , 黄芪多糖
组的溶菌酶活力与 RPS相关性明显大于葡聚糖组。 

 

 
 

图 5  免疫指标与 RPS相关性分析 
Fig.5  Correlation analysis between the immune factors  

and the RPS 

表 4  应用葡聚糖为免疫佐剂各组死亡率和相对保护率 
Tab.4  Mortality and relative percentage survival in groups of 

applied glucan as adjuvant 

组别 死亡率(%) RPS(%) 

CN 48.6±4.1a — 

CV 39.6±3.4b 18.5±7.0bc 

CG 41.5±2.6ab 14.7±5.3c 

GV1 24.1±5.2c 50.5±10.8a 

GV2 17.5±4.3c 64.0±8.9a 

GV3 33.3±5.8b 31.4±11.9b 

注: 同一列中不同小写字母表示差异显著(P<0.05) 
 

3  讨论 

鱼类虽是低等脊椎动物 , 但其免疫系统已经具
备较完备的适应性免疫机制 , 能对外源抗原产生特
异性免疫应答 , 因此疫苗注射能成为鱼类抗感染免
疫的有效途径。但由于迟缓爱德华氏菌能够侵入细胞

并在其内繁殖(Srinivasa Rao et al, 2003), 能够破坏宿
主免疫系统致病(Sahoo et al, 2000)并抵抗血清中吞
噬细胞等的杀伤作用(Han et al, 2006), 迟缓爱德华氏
菌灭活疫苗往往得不到理想的免疫效果 , 在本实验
室在前期研究中就观察到这种现象 , 本研究采用单
纯的迟缓爱德华氏菌灭活疫苗进行免疫时 , 其免疫
保护率仅为 18.5%, 印证了前述研究的结果。针对迟
缓爱德华氏菌疫苗技术的这一问题 , 国内外研究者
相应开展了迟缓爱德华氏菌的减毒活疫苗、DNA 疫
苗、亚单位疫苗、菌蜕等研究。灭活疫苗由于其具有

经济、安全、技术成熟、研发周期短等无可比拟的优

点 , 解决迟缓爱德华氏菌灭活疫苗免疫效果差的问
题仍具有重要的实际意义。佐剂作为促进机体非特异

性免疫并增强疫苗免疫效果的重要制剂 , 在鱼类疫
苗的研发中得到了许多应用 , 张吉红等 (2003)应用
IMS1312 来增强对嗜水性气单胞菌疫苗免疫保护作
用, 而在爱德华氏菌疫苗研发中, Castro 等(2008)应
用 Montanide ISA 763 AVG配伍迟缓爱德华氏菌灭活
疫苗使免疫保护效果有显著提高。 

溶菌酶是吞噬细胞杀菌的物质基础 , 是动物机
体许多组织重要的非特异性免疫因子。在动物免疫研

究中 , 血清溶菌酶活力是衡量动物体非特异性免疫
力的一个重要量化指标。作为活性氧自由基清除剂, 
SOD 在延缓机体衰老及防止生物大分子损伤方面具
有极重要的作用。有研究发现 SOD 活性与生物的免
疫功能水平密切相关 , 已应用于评价免疫刺激剂对 
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机体非特异性免疫力的影响 (Campa-Cordova et al, 
2002)。Muona等(1992)认为在一定程度上, 血清中溶
菌酶活性的变化与其循环系统中白细胞的数量变化

呈正相关 , 超氧化物歧化酶在生物体内起到清除活
性氧自由基的作用 , 可以增强吞噬细胞的吞噬能力
和促进免疫蛋白的产生。在本研究中, 添加葡聚糖组
较添加黄芪多糖组溶菌酶活力高 , 但是免疫保护效
果较低 , 可能说明迟缓爱德华氏菌病原清除不能完
全靠体液免疫进行。添加两种佐剂的组分 SOD 活力
均有不同程度提升 , 保护效果较好的免疫组中均高
于其他免疫组。从抗体效价结果中看出添加相同佐剂

各组分之间差异不明显, 这可能与 E. tarda为胞内寄
生菌, 不能有效刺激宿主产生抗体有关。 

黄芪多糖可促进抗体的合成, 增强体液免疫, 促
进未成熟Ｔ细胞转化并提高其活性, 刺激 T淋巴细胞
和B淋巴细胞的功能, 显著提高机体的非特异性免疫
功能(高慧等, 2007), 可清除侵入细胞内的病原。在疫
苗中添加黄芪多糖免疫效果均强于灭活疫苗免疫组, 
且血清中溶菌酶、SOD活力均高于灭活疫苗组, 血清
抗体效价也较疫苗免疫组要高 , 说明黄芪多糖是一
种高效的免疫佐剂。这与胡兵等(2008)在黄芪多糖对
异育银鲫非特异性免疫的影响中结论相同。在没有疫

苗的情况下 , 黄芪多糖单独注射免疫大菱鲆仍有较
高的免疫保护效果, 达到 70.9%, 说明黄芪多糖对大
菱鲆来说有很强的非特异性免疫增强剂的作用 , 从
相关性分析结果来看 , 黄芪多糖组之所以能获得更
好的相对免疫保护率, 是因为它的溶菌酶活力与 RPS
相关性较高且明显大于葡聚糖组 , 说明黄芪多糖比
葡聚糖能激发更多抵抗细菌感染的非特异性免疫指

标, 推测可能在感染初期, 黄芪多糖组的受免鱼由于
溶菌酶的作用, 先一步对病原起作用, 然后再通过特
异性免疫反应清除病原 , 同时也可说明黄芪多糖对
非特异性免疫作用较大 , 可以说明在不添加疫苗作
用下黄芪多糖有较高保护率的原因; 研究表明, 葡聚
糖能够活化巨噬细胞等, 进而能提高白细胞素、细胞
分裂素以及特异性抗体的含量 , 从而全面刺激机体
的免疫系统 , 有效调节机体免疫机能 (Misra et al, 
2006)。由本研究中可知, 添加葡聚糖能提高血清溶菌
酶、SOD 活性。从相关性分析结果(图 5)来看, 葡聚
糖效价相关性系数较高 , 说明葡聚糖可以有效增强
机体对疫苗的特异性应答 , 非特异性指标低可以说
明在不添加疫苗下保护率较低的原因。葡聚糖作为佐

剂对爱德华氏菌灭活疫苗的特异性免疫的激发作用

比黄芪多糖作为佐剂略高 , 可以说明葡聚糖作为佐

剂能够较高提高 RPS的原因。另外, 与黄芪多糖不同
的是, 在疫苗中添加葡聚糖的免疫效果与剂量有关, 
从表 7可看出免疫效果在添加 5mg/ml葡聚糖时最佳, 
高于或低于这个浓度都会影响免疫效果。这一点与

Ai等(2007)的研究结果相同。 
两种多糖作为佐剂免疫大菱鲆的抗体滴度与

RPS 的相关性均比 SOD 活力和溶菌酶活力这两种非
特异性免疫指标高的多 , 说明这两组的免疫保护主
要仍来自特异性免疫。虽然黄芪多糖与灭活疫苗联用

所产生的相对免疫保护率比葡聚糖与灭活疫苗联用

所产生的相对免疫保护率高(表 3 和表 4), 但葡聚糖
作为佐剂对爱德华氏菌灭活疫苗的特异性免疫的激

发作用比黄芪多糖作为佐剂略高。在迟缓爱德华氏灭

活疫苗中添加黄芪多糖、葡聚糖为佐剂时均会高效增

强其免疫效果。通过相关性分析可以得出, 葡聚糖仅
可以通过做为免疫佐剂来提高机体的免疫应答能力, 
而黄芪多糖可以作为免疫增强剂来研究 , 通过黄芪
多糖自身作用来提高机体非特异性免疫作用来提高

机体免疫能力。 
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THE IMMUNE PROTECTION EFFECTS OF TWO POLYSACCHARIDES AS THE 
ADJUVANTS OF INACTIVATED EDWARDSIELLA TARDA VACCINE IN TURBOT 

SCOPHTHALMUS MAXIMUS 

SUI Hu-Chen1, 2,  XIE Guo-Si2, 3,  BIAN Hui-Hui2, 3,  WANG Xiu-Hua2,  ZHANG Xiao-Hua1,  HUANG Jie2 
(1. College of Marine Life Science, Ocean University of China, Qingdao, 266003; 2. Laboratory of Maricultural Organism Disease 

Control and Molecular Pathology, Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences,  
Qingdao, 266071; 3. Shanghai Ocean University, Shanghai, 201306) 

Abstract    The immune protection effects of two polysaccharides as the adjuvants of inactivated Edwardsiella tarda 
vaccine in turbot were studied in this research. The vaccines were prepared with two polysaccharides, astragalus polysac-
charides (APS) and glucan (Glu) were added to the inactivated E. tarda vaccine separately. Turbots Scophthalmus maximus 
were inoculated by intraperitoneal (i.p.) injection. The lysozyme activity (Lyz), superoxide dismutase activity (SOD), and 
antibody titer in the sera were determined after 28 day post-vaccination; meanwhile, the relative percentage survival (RPS) 
in each group was compared. The results indicated that the addition of polysaccharide adjuvants in the inactivated vaccine 
could enhance the immune functions to the vaccinated turbots. The Lyz, SOD, and the antibody titer in the sera of the tur-
bots inoculated with the mixtures of inactivated vaccine and each polysaccharide adjuvant were significantly increased 
(P<0.05). The RPS in the vaccination group with the mixture of inactivated vaccine and 2.5mg/ml APS and the vaccination 
group with the mixture of inactivated vaccine and 5mg/ml Glu have reached to the best protection effects at (78.7±1.3)% 
and (64.0±8.9)%, respectively. The SOD, Lyz, and the antibody titer in the best RPS groups with the two polysaccharides 
also reached higher levels than those in the other groups did. 
Key words    Scophthalmus maximus,  Edwardsiella tarda,  Astragalus polysaccharides,  Glucan,  Vaccine,  Adjuvant 


