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中国对虾复合疫苗的初步研究
’

丁 少商 王 雷 李光友士

(中国科学院海洋研究所 青岛 2 6 6 0 71 )

t( 国家海洋局第一海洋研究所 青岛 2 6 60 0 3)

提要 于 19 96 年 li 月一 199 7 年 5 月
,

运用差异离心
、

蔗糖梯度离心
、

柱层析等方法从发病

中国对虾分离出杆状病毒并纯化 ; 分别用冷乙酸处理法
、

十二烷基硫酸钠一苯酚法提取纯化该

病毒的结构蛋白与核酸
、

入D N A ; 分别用十二烷基硫酸钠煮沸法
、

三氯乙酸法纯化弧菌的肤葡

聚糖和鸡卵粘蛋 白; 配制出小牛血清 白蛋 白
、

蜗牛凝集素两溶液
。

然后从超氧化物歧化酶

(SO D )活力和溶菌活力两种免疫指标分析灭活病毒和 以上提取
、

纯化的 7 种大分子物质对中

国对虾的免疫效果
,

根据其结果筛选几种物质制成复合疫苗
,

测定复合疫苗对对虾的免疫作

用
。

结果表明
,

病毒免疫后的 SO D 活力
、

溶菌活力均有提高
。

7 种大分子物质免疫后
,

除小牛

血清白蛋白外
,

其余 6 种物质的两种酶活性均有提高
。

以 6 种物质组成的复合疫苗免疫实验

表明
,

两种酶活力提高明显 (SO D 活力最高峰达 2 24
.

10 明ts
,

溶菌活力最高峰为 0
.

122 叨ts )
。

说明复合疫苗具有提高 SO D 和溶菌活力的作用
,

可 以增强中国对虾的防御能力
。

关键词 中国对虾 病毒 弧菌 糖蛋白 免疫激活剂 复合疫苗

学科分类号 59 45
.

1

对虾疫苗 的研究除对虾弧菌疫苗外 (5 0
雌

e t a l
,

19 9 0 ; Sun g e t a l
,

19 9 1 )
,

几乎没有其

它成功的疫苗
,

弧菌疫苗 口服后可使 白对虾产量提高 8%一 ro %
,

死亡率减少
。

免疫激活剂

的研究是对虾病害防治 的另一方面
,

如 p一 1
,

3 葡聚糖可以 提高斑节对虾对弧菌的抵抗力

(s
u n g e t a z

,

19 9 4 ; 1 Chi u Li ao e t a z
,

1 9 9 6 )
,

王雷等 (19 9 5 )研制的免疫多糖可以提高 中国

对虾的生长速度与抗病力
,

已在海洋水产上得以广泛应用
,

现又开始应用于淡水鱼类
,

取得

较好的效果
。

以上研究主要集中在弧菌疫苗与多糖类免疫激活剂
,

而未涉及到病毒疫苗和

糖蛋 白免疫激活剂
,

并且是将疫苗与激活剂分别研究
。

本文将从抗原 (病毒和弧菌的抗原 )

免疫及免疫激活剂人手
,

在 以病原抗原为免疫原的前提下
,

再筛选出几种糖蛋 白类免疫激

活剂制成复合疫苗进行免疫实验
,

以期为提高中国对虾综合抗病能力提供基础依据
。

1 材料与方法

L l 材料

于 19 9 7 年 4 月从市场购得 中国对虾 (Pe
n a e u : 。hin en s动)

。

亲虾长约 10一 12 e m
,

于室温

* 国家攀登计划 B 资助项 目
,

PD B 6荀
一3 号

; 国家
“

九五
”

科技攻关项 目
,

0 5 5 9 7 0 3 n 号
。

丁炳
,

男
,

出生于 19 71 年 9

月
,

硕士
,

现在湛江海洋大学水产学院养殖系
,

邮编
:
5 2 4 0 25

,

凡 x :
0 0 8 6 { 7 59

一 2 3 8 3 0 01

收稿日期
:
19 9 7刁 8一 12

,

收修改稿 日期
:
1 9 9 8一 10 一3 0
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27 ℃
、

p H = 78
、

盐度为 5 的条件下暂养 6 天后进行实验
。

溶藻弧菌 (琳ri 。 “仓in o
合ticu : )由

中国科学 院海洋研究所丁美丽研究员提供
。

中国对虾杆状病毒
,

直接从病虾中提取
,

病虾

于 19 9 6 年 6 月采集于青岛市上马镇养虾场
。

大肠杆菌噬菌体久由武汉大学病毒系 1 9 9 7 年 2

月提供
。

小牛血清白蛋 白
、

蜗牛凝集素购 自 Sig m a
公司

。

1
.

2 各种免疫物质的提纯及制备

L 2. 1 病毒及其成分的分离提纯和鉴定 病毒的初提参照 诵
s
ao 等 (19 9 5) 的方法

。

首

先经差异离心得到病毒初提液
,

然后将初提液蔗糖梯度离心
,

收集各梯度
,

负染制片作电

镜观察
,

以鉴定病毒组分
。

确认病毒组分后将其用 Se Ph ad ex G-- 1 50 柱层析进一步纯化
,

于

2 8Onm 测 吸光值
,

收集第 1 峰即为病毒峰
,

干燥浓缩
。

病毒的结构蛋 白分离用冷 乙酸处理法 (L ae m m h
,

197 0)
,

离心收集所需蛋 白
,

再将提纯

蛋 白用 SeP ha d e x

G 100 柱层析进一步提纯
。

最后采用十二烷基硫 酸钠 (S DS )一聚丙烯酞

胺凝胶 (ro % ) 电泳测 分 子 量 (张龙翔等
,

19 8 1)
。

病毒 的核 酸 分 离 采 用 SDS
一 苯 酚法

(Malll ati s et al
,

19 8 9)
,

最后将 D N A 沉淀溶于 Tri
s一H C卜E D 丁A (TE) 缓冲液

,

并用 0
.

7% 的

琼脂糖凝胶电泳鉴定
。

L 2. 2 大肠杆菌噬菌体久D N A 的提取 方法 同病毒的核酸提取
,

最后改用冷乙 酸沉淀

D N A
,

得久D N A
,

溶于 T E 缓冲液
。

1
.

2
.

3 弧菌肤葡聚糖 的分离 用 S D S 煮沸法
。

弧菌液 (9 x 10
9 c e ll/ m l)与 8% S D S 等量

混匀后煮沸 30 m in
,

冷却至室温过夜
,

再以 64 0 0 0r/ m in 转速离心 60 m in
,

水洗悬浮沉淀 3一
4 次

。

然 后将沉 淀 悬 浮 于 5 m l l0
~

of / L Tri
s- H (: l(PH = 7. 0)

,

加 咪哇 至 终 浓 度 为

o
.

3 2 m o l/L ;
加淀粉酶至终浓度为 10 0卜g / m l; 3 7℃保温 Zh

,

再加胰蛋 白酶至 3 0 0 林g / m l
,

于

60 ℃处理 1
.

5h
,

再加等体积 的 8% S D S
,

煮沸 15 而
n ,

洗 S D S 3一4 次
,

最后将沉淀悬浮于蒸

馏水
。

L 2. 4 鸡卵粘蛋白的分离纯化 采用三氯乙酸法
。

取 30 m l蛋清
,

加人等体积 10 % 三氯

乙酸 (p H = 1
.

15)
,

于 25 ℃恒温 4 h 以上
,

以 4 5 0 Or/ 皿
n
转速离心 20 m in

。

上清液过滤户待冷

却至 0 ℃后加 3 倍 4 ℃的丙酮于冰箱 (4 ℃ )过夜
。

次 日小心倒出清液
,

离心收集沉淀
,

将沉

淀干燥后溶于 1 2m l蒸馏水中
,

装人透析袋对流水透析 2一3d
,

4 ℃保存待用
。

1
.

2. 5 小牛血清 白蛋 白
、

蜗牛凝集素溶液的制备 分别取商 品化的小牛血清 白蛋 白
、

蜗

牛凝集素 0
.

lm g 用 0
.

lm ol / L
,

p H = 7
.

6 的磷酸缓冲液 (P B s) 配制成 o
.

lm g/ m l的溶液
。

1
.

3 灭活病毒疫苗实验

设实验组与对照组
,

每组用 20 尾 中国对虾亲虾
。

实验组每尾注射 20 州灭活病毒生理

盐水溶液 (30 林g / m l
,

将提纯 的病毒用生理盐水溶液溶解煮沸 2h 即得灭活病毒 ) ;
对照组每

尾注射 20 时无 菌生理盐水
。

实验前取一次血
,

实验后每 4d 用 2 只中国对虾分别取血
,

于

4 ℃过夜
,

离心取上清液作测定免疫指标用
。

实验后第 12 d 作第 2 次免疫
,

每只中国对虾注

射 10闪
,

同样取血清
。

免疫指标包括超氧化物歧化酶 (SO D )活力和溶菌活力
。

S O D 活力

测定参照邓碧玉等 (199 1 )
,

溶菌活力测定按 Hu ltm
ark (198 0) 改进的方法

。

L 4 7 种大分子物质的单独免疫

用 1
.

2 提取的病毒结构蛋 白 (1 0 0 林g / m l)
、

病毒核酸 (1 5 0 协g / m l)
、

久D N A (1 5 0林g / ml )
、

肤

葡聚糖 (10 0 林g / ml )
、

鸡卵粘蛋 白 (10 0 协g / m l)
、

小 牛血清白蛋 白 (10 0 协g / m l)
、

蜗牛凝集 素
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对照组溶菌活力同样较稳定 (在 0
.

10 1 5一0
.

1 2 1 3un its 之间)
。

但实验组溶菌活力发生了明

显变化
,

注射病毒后
,

虽前 4 天 上升缓慢
,

但第 4一8 天 间上升最快
,

第 8 天 达 0
.

19 5 sun its
,

一直 延 续 至 第 12 天
,

第 12 一 16 天 又下 降
。

第 12 天 再 次 免疫后
,

16 一20 天 间回升很

快
。

实验 表 明
,

两 种 酶 活 力 的结果趋势基本相 同
,

只是溶菌活力对病毒的反应要慢一

点
。

2. 3 7 种大分子物质的免疫结果

结果见表 2
。

可以看 出
,

S O D 活力在对照组和小牛血清白蛋白实验组没有明显变化
,

其余 6 种 大 分 子 物 质 实 验 组 的 (90
.

55 一 2 24
.

10 um ts) 均 显 著 高 于 对 照 组 的 (58
.

25 一

72
.

2l u llits)
。

病毒结构蛋 白组第 2 天 升至最高 (167
.

su ni ts)
,

以后较稳定
;
病毒核酸组和

久D N A 组
,

S O D 活力一直呈上升趋势
,

第 4 天 均为最高
;
肤葡聚糖组注射后第 l 天 升至最

高点 (2 2 4
.

10二 ts )
,

后略有下 降
,

但仍 比对照组的高出很多
;
鸡卵粘蛋白组一直上升

,

第 4

天达 1 59
.

60 uru ts ; 蜗牛凝集素组也保持较高状态
,

第 1 天 达 195
,

3 Ou ni ts
。

表2

T ab 之 SO D a ll(1

注射7种大分子物质后中国对虾血清SO D 和溶菌活力 (二ts)

bac te ri o lyti e ac ti v iti e s in th e se

rum
o f 只 eh in en s is a fte r inj ee ti n g se v en kin d s o f

m ac ro m o le e ul ar e o m Po u n d s

组组别别 溶 菌 活 力
’’

SO D 活 力
’’

00000 1 2 3 444 0 1 2 3 444

对对照组组 6 5 3 9 6 9 3 7 6 5
.

4 8 58 2 5 7 2
‘

2 111 O刀2 4 0
.

0 2 3 0
‘

0 2 8 0刀 19 0 .0 2 111

实实实 病毒结构蛋白白 6 5 8 1 12 8 8 0 1 6 7
,

5 0 16 5
.

4 0 15 8 9 000 0
.

0 2 9 0 刀4 3 0
.

0 8 7 0刀5 6 0
.

1 2444

验验验 病毒核酸酸 7 3
.

2 5 1 10
.

10 14 1
.

4 0 14 4 4 0 17 8
.

7 000 0
.

0 3 2 0
,

0 4 0 0刀9 5 0 13 0 0
.

04 000

组组组 又1〕N AAA 7 1 3 8 9 5乃7 14 2 7 0 13 2
.

9 0 2 2 4
.

1000 0
.

0 2 6 0 刃8 5 0
.

10 9 0
.

0 5 1 0 0 8333

肤肤肤葡聚糖糖 7 2
.

5 5 2 0 5
.

7 0 1 38 4 0 17 8
.

7 0 14 8
,

7 000 0
.

0 34 0刀 5 3 0
.

12 1 0
.

0 6 6 0刀8 333

鸡鸡鸡卵粘蛋白白 6 6 4 7 90
.

5 5 12 7 4 0 13 6
.

2 0 15 9 .6 000 0 刀1 8 0
,

0 3 1 0
.

0 7 5 0
.

1 10 0刀5 000

血血血清白蛋白白 6 7 3 2 7 1
.

4 4 7 5
.

3 5 6 9乡 1 8 0 2 555 0 刀2 5 0刀2 9 0
.

0 3 2 0 刀2 8 0刀3000

蜗蜗蜗牛凝集素素 7 1
.

2 3 1 9 5
.

30 14 1
.

10 16 4
.

5 0 1 5 5
.

8 000 0 0 2 4 0
.

0 4 6 0
.

1 3 2 0 0 7 1 0 刃8 555

* 活力两栏中的 0一4数据
,

均表示采样天数 (d)

可以看出
,

溶菌活力在对照组和小牛血清白蛋 白组 的同样波动很小
,

对照组溶菌活力

在 0
.

0 19 一O
.

O28 un its 之间
,

小牛血清白蛋 白组的在 0
.

025 一o
.

0 3 2un its 之间
。

其它各组免疫

后溶菌活力均有明显变化
,

且均高于对照组的
,

其中病毒结构蛋白组的溶菌活力除第 3 天

稍有下降外
,

一直呈上升状态
,

第 4 天达最高 (0
.

124 u ni ts)
;
病毒核酸组第 3 天 升至最高点

(0
.

13 0un its )
,

然后下降
; 久D N A 组和肤葡聚糖组第 2 天为最高峰

,

再稍有回落
,

但仍高于对

照组 的
;
鸡卵粘蛋 白组从 0 .0 31 升至 o

.

1 10 u ni ts
,

第 4 天 下降
; 蜗牛凝集素组第 2 天为最高

峰 (0
.

13 2 u n its )
,

第 3 天
、

第 4 天也居较高状态
。

2. 4 复合疫苗的免疫效果

以除小牛血清白蛋 白外的其它 6 种具有免疫作用的大分子物质组成的复合疫苗
,

对

中国对虾进行免疫后
,

其 SO D 和溶菌活力见表 3
。

可以看出
,

对照组的 S O D 活力和溶菌活

力均很稳定且处于较低状态
,

实验组 的两种酶活力均高于对照组的
。

SO D 活力第 1 天 开

始上升
,

至第 2 天达最高 (222 .g oum ts)
,

以后持较平稳状态
;
溶菌活力除第 3 天 有所下降

,
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基本趋势是上升的
,

第 4 天达高峰 (o
.

12 2un its )
。

表3 注射复合疫苗后中国对虾血清SO D 和溶菌活力 (明ts)

T a b 3 SO D a
nd bac te ri o lyti e 即ti v iti e s in the

s er u lll ehin e n sis afte r inj ee ti n g e o m Ple x

(e x e e Pt b u ffi o se

o f 尸

m al b u llle n )

取样时间 (d)

S O D活力
对照组

实验组

对照 组

实验组

0

7 8
.

4 3

8 1
.

2 9

8 7
.

8 6

1 4 8
.

70

2

82
.

7 1

2 2 2
.

90

7 8
.

4 3

V aC C lll e

4

8 5
.

7 1

2 2 2
.

9 0 2 19 乡0

0 0 2 5

0
,

0 2 1

0刀34

0
.

0 2 3

0
.

0 3 2

溶菌活力
0

.

0 9 6

0
.

0 3 8

0
.

12 2

3 讨论与结语
3. 1 病毒及其结构蛋 白的免疫

灭活病毒免疫表 明
,

注射病毒后 SO D 活力和溶菌活力 明显上升
,

下降时作第 2 次免

疫
,

可使酶活再次提高
。

溶菌活力对疫苗的反应较滞后
,

比 S O D 活力持久性稍长
,

但持久

性也是有限的
,

这就要不断地给以疫苗刺激
,

以及提前进行疫苗处理
。

蛋白类和某些短肤

可以用来提高机体的抗菌能力 (C of em an
,

1993 )
,

本实验用病毒结构蛋 白免疫中国对虾后
,

S O D 活力和溶菌活力均高于对照组的
,

说明具有免疫激活作 用
。

但用小牛血 清白蛋白无

免疫效果
,

其机制不甚明了
,

可能与蛋 白大小和结构有关
。

1 2 核酸免疫

核酸疫苗的研究是疫苗史上的又一次革新 (丁炳等
,

19 9 7)
,

关于对虾核酸疫苗的研究

尚未见报道
。

本实验用提取 的病毒核酸
、

久D N A 接种中国对虾
,

两者 同样激活了中国对虾

的免疫能力
,

说明应用在对虾上也是可能的
,

但核酸作用于 中国对虾的机理有待阐明
。

3. 3 弧菌及其亚单位的免疫

弧菌疫苗起主要作用 的是细胞壁 中粘多糖的糖昔键
,

本文提取到弧菌细胞壁 的肤葡

聚糖
,

接种 中国对虾具有较好的免疫效果
,

说明弧菌亚单位疫苗是可行的
,

提供了从另一

途径分离具免疫能力 的生物大分子
,

这 与通常的福尔马林灭活菌苗和葡 聚糖免疫斑节 对

虾时具有同样的效果 (Itam
i e t a l

,

19 9 3 ; So n g e t a l
,

19 9 0 ; Su n g e t 。l
,

19 9 1 )
。

3. 4 糖蛋 白类的免疫

多糖类免疫激活剂已得到公认 (1 C hi u Li ao
。t al

,

1 9 9 6)
,

本实验用弧菌肤葡聚糖
、

鸡

卵粘蛋白
、

蜗牛凝集素等糖蛋白免疫中国对虾
,

都有一定程度 的免疫激活作用
。

糖蛋 白的

复杂结构可能是免疫 功能 的基础
。

糖蛋 白广泛分布于 自然界
,

是一种很有潜力的免疫激

活剂
。

1 5 复合疫苗的作用

以病毒 的结构蛋 白
、

病毒核酸
、

久D N A
、

弧菌肤葡 聚糖
,

以及糖蛋 白 (鸡卵粘蛋 白和蜗

牛凝集素 )组成的复合疫苗免疫中国对虾
,

S O D 活力和溶菌活力均明显提高
,

且 SO D 活力

的提高优于各单一成分的免疫
,

说明复合疫苗的效果 比较好
。

复合疫 苗中各成分 发挥各

自的作用
,

达到相互弥补 的作用
,

使免疫效果更显著
。

当然复合疫苗的配 比等方面需进一

步摸索
。

可见
,

通过筛选出的 6 种高分子物质组成的复合疫苗具有刺激免疫功能的作用
,

可以
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增强 中国对虾 的防御系统
,

如果对其作用机理
、

使用方法等作深人研究
,

这种疫苗可能在

对虾中得以应用
。
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