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鳗弧菌口服微胶囊疫苗的制备 

及其对鲈鱼的免疫效果 

余俊红·，沈继红z，王祥红 ，王宝坤 ，纪伟尚1，胡应劭。，徐怀恕 
(1．青岛海洋大学生命学院，山东青岛266003； 

2国家海洋局第一海洋研究所，山东青岛266003；3香港中文大学 生物系，香港) 

摘 要：以分离自患病鲈鱼(Lnteolabra ponic“ )的致病菌w一1为材料，利用喷雾微胶囊技术制备1：1服 

微胶囊疫苗。结果表明，喷雾干燥条件对疫苗微胶囊颗粒影响较大；其适宜条件为：进料温度40℃，进料速 

度 40 ml／min，热风温度 200℃；其制备的微胶囊疫苗平均粒径为45 5 m，平均含茵量为2 79×10 mgI1干 

粉。将此微胶囊疫苗及垒细胞疫苗直接拌八饵料口服免疫接种鲈鱼幼鱼，1周后以w 一1活茸攻毒(2，5× 

10 cFu／尾)。结果表明 eric_囊疫苗蛆的 1周累积死亡率(41 7％)低于全细胞疫苗组(45、0％)，均低于对 

照组(95 0％)。2个免疫组都有一定的免疫保护力，微胶囊疫苗组和垒细胞疫苗组的免疫保护力分别为 

56 1％和 52 6％ 
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暴发性弧菌病是危害海水养殖鱼类最严重的疾 

病之一，它可以感染多种鱼类并造成大量死亡_11。 

应用抗生素等化学法治疗是较常用的手段，但是由 

此可引发细菌抗药性、破坏环境微生物生态及造成 

抗生素污染等一系列问题[21。利用疫苗防治各种 

鱼类疾病已有成功范例，但大多集中在注射和浸浴 

等免疫接种方法 ～一，口服免疫接种很少【 ，口 

服微胶囊疫苗尚未见报道。本文 鳗弧菌(Vibri。 

anguillarum)为实验菌株，利用喷雾微胶囊技术制 

备弧菌疫苗，探讨了制备 口服微胶囊疫苗的喷雾干 

燥条件并检测了微胶囊疫苗的颗粒特性。并将此微 

胶囊疫苗及未微胶囊化的全细胞疫苗直接拌人饵料 

口服免疫接种鲈鱼(Lateolabra ，＆po if“5)幼鱼、以 
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检测比较它们的免疫效果。 

l 材料与方法 

1 1 材料 

l 1 1 试验用鱼 鲈鱼幼鱼，取自莱州大华水产公 

司。幼鱼体重 20～30 g，体长 10～15 cm。 

1 1．2 菌株 从饲养患病鲈鱼体内[101分离到1株 

致病菌w一1，经鉴定为鳗弧菌 

1 2 方法 

l 2 1 鲈鱼暂养 试验用幼鲈首先在 3 m×3 m× 

1 5 m的水泥池中暂养 1周，然后分组饲养在 5O L 

的试验桶中(盛 40 I 砂滤海水)。每桶 20尾．每组 

设3个平行。每天正常投喂鱼糜，换水量为水体的 

1／2。水温为 24～26℃。 

1．2．2 全细胞疫苗的制备 将菌株 w一1接种于 

2216E斜面，28C培养48 h，加人无菌生理盐水制成 

菌悬液。再接种于液体2216E培养基，摇床培养 48 

h，转速 lO0～110 r／min，再加入 0．5％福尔马林溶 
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液灭活48 h，离心(7 000 r／min，30 min) 

疫苗。 

1．2 3 微胶囊疫苗的制备 

收集灭活 1．2 5 微胶囊疫苗效果的评定 

(1 乳化液的制各 包埋剂、乳化剂加热溶船于 

蒸馏水中，冷却至室温后加入上述浓缩疫苗中，然后 

以 10 000 r／min高速搅拌．充分乳化。 

(2)喷雾干燥微囊化 采用直接喷雾干燥法制 

备微胶囊疫苗。其工艺流程如下：液体发酵培养菌 

体一福尔马林灭活一离心浓缩一包埋剂 +乳化剂一 

乳化液一喷雾干燥成微胶囊疫苗 同时研究不同喷 

雾干燥条件对微胶囊造粒的影响。 

1 2．4 徽胶囊疫苗的微囊化检测 

(1)微胶囊粒径测定 显微镜法测量其大小。 

在可视视野中，随机取 20～30个微胶囊颗粒，测其 

直径，取平均值。 

(2)微胶囊疫苗含菌量测定 精确称取微胶囊 

疫苗粉末 0．010 g，溶于 100 ml经 0．22 Hm滤膜过 

滤除去死菌体的无颗粒水中，充分溶船后，取 1 ml 

溶液作 10倍梯度稀释。然后，取合适稀释度的试管 

以吖啶橙荧光直接镜检计数(AODC)“I_总菌数。 

(1)安全性评定试验 将 0．1 g微胶囊疫苗溶 

于 l0 m1无菌生理盐水中，取 0 1 ml溶液注射给健 

康鲈鱼，逐日观察记录其 1周死亡率。 

(2)累积死亡率和免疫保护力的测定 每天按 

鲈体重的 l0％投喂冰冻小杂鱼鱼糜，分别将微胶囊 

疫苗和全细胞疫苗拌在鱼糜中，微胶囊疫苗按0．1 

g／kg鱼体重投喂，全细胞疫苗按 1 ml／kg鱼体重投 

喂，连续投喂5 d，对照组投喂不含疫苗的鱼糜。免 

疫结束 1周后，用w一1活菌注射攻毒．剂量为2 5 

×10 ／尾。观察 1周内的死亡率并按下列公式计算 

免疫保护力(RPS)： 

RPS= (对照组死亡率一实验组死亡率)／对照 

组死亡率]×100％ 

2 结果 

2．1 喷雾干燥条件 

喷雾干燥的主要目的是为了将湿菌体乳化液干 

燥以得到流动性良好的粉末。不同进料温度、进料 

速度以及热风温度对干燥效果的影响见表 1。 

表 1 喷雾干燥条件对微胶囊化的影响 

Yable 1 Influence of different spray—drying conditions nn microencal~sulation 

由表 1可见，喷雾干燥适宜条件为：进料温度 

40℃，进料速度 60 ml／min，热风温度 200℃。 

2 2 微胶囊疫苗的徽囊化 

2 2 1 徽胶囊疫苗颗粒大小 经测定，微胶囊疫苗 

颗粒直径 18 4～68．4 m，平均45 5 um，见图 1。 

2．2．2 微胶囊疫苗含菌量 经 AODC法测得总菌 

量为2．79×10 ml-。，即疫苗粉末含菌量为 2．79× 

109／mg干粉，见图2。 

2 3 微胶囊疫苗的疫苗效果 

2 3．1 疫苗安全性 注射后的幼鲈鱼抢食积极，游 

动活泼，1周内未有任何异常。表明微胶囊疫苗安全 

性 良好。 

2 3．2 累积死亡率 经过 5 d的疫苗投喂(图 3)， 

免疫实验组均有一定的抵抗活菌攻毒的能力。活菌 

攻毒后，对照组死亡率始终高于 2个免疫组，其 l周 

的累积死亡率为95 O％。微胶囊疫苗组的 1周累计 

死亡率(41 7％)略低于全细胞疫苗组(45 o％)。 

2 3．3 免疫保护力 经过151服免疫接种后，2个免 

疫组都获得一定的免疫保护力。微胶囊疫苗组和全 

细胞疫苗组的免疫保护力分别为56 1％和 52．6％． 

前者略高于后者。 

3 讨论 

针对 日益严重的细菌性疾病，越来越多的水产 

养殖研究者倾 向采用疫苗接种法进行防治_I 2l· 

与其它免疫接种方法相比，口服免疫法更适合于大 
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固 l 微胶囊疫苗颗粒I光镜．×400) 

Fig 1 M icroencapeulated vaccine particle 
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图 2 微胶囊疫苗，示微胶囊内菌体【光镜，×1 000】 

Fig，2 The bacteria in the microencapsnlated vaccine 
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图 3 攻毒后不同口服痘苗组鲈鱼累积死亡率 

l'ig·3 Cumulative mortality of Eea perch after in,iecti~m with 

vaccine 

规模的养殖鱼群，不受鱼的大小及时间的限制，对鱼 

也不产生应激反应，尤其易于多次重复免疫，因而解 

决了鱼类再次免疫的技术难题_l 。本文尝试利用 

喷雾微胶囊技术包埋弧菌疫苗，并通过对包埋材料 

及喷雾干燥条件优化，得到了流动性 良好的El服微 

胶囊疫苗。其平均粒径为45 5 m，平均含菌量为 

2．79×10 ／mg干粉。将其应用于鲈鱼幼鱼的免疫 

实验，获得了较好的免疫效果。 

j00mnLl 曾制备微胶囊弧菌疫苗，通过对草鱼 

和鳟鱼的口服免疫接种，发现疫苗的微囊化后，降低 

了抗原在消化道的降解，提高了口服疫苗的效果。 

本实验证实了这个结论，即微胶囊化的疫苗提高了 

鱼体对抗原的吸收。 

喷雾微胶囊技术是一项比较新颖、用途广泛、发 

展迅速的新技术。喷雾微胶囊可使菌体抗原得到保 

护，并且微胶囊疫苗无发酵细菌的异味，易被鱼接 

受，使用也非常方便。通过对胶囊壁材的选取及工 

艺的优化，可 对心材(抗原)的释放时间和释放速 

率进行控制。这样，可 使保护性抗原有效避免在 

养殖环境和鱼消化道中的损失，直接到达鱼肠道吸 

收，从而减少疫苗用量，提高疫苗的免疫效果。 
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Oral vaccination of sea perch，Lateolabrax japonicus， 

against Vibrio anguiUarum using microencapsulated vaccine 

YU Jun-hong ．SHEN Ji—hong ，W ANGXiang—hong ，WANGBag—kun ， 

JI Wei—shang ，HU Ying-shao(Norman．Y．S．Woo) ，XU Huai—shu 

(1 College of Marine Life Sciences．Ocean University of Qingdao．Qingdao 266003，China： 

2．First Institute of Oceanography，State Oceanic Administration．Qingdao 266003，Chlrm； 

3 Department of Biology．The Chinese University ol Hongkong．Shatin NT，Hongkong．China) 

Abstract： n oral roicroencapsulated vaccine was prepared using Vibrio anguillarum ．isolated from di~ased 

sea perch，Lateolabrax japomcus while a technique of spray—drying mieroencapsulation was employed The optl— 

muFll conditions for spray—drying were：feed temperature 40℃，feed speed 40 ml／min，hot wind temperature 

200"C The microencapsulated—vaccine particles produced had an average diameter of 45 5 “m and the average 

bacterial mass of 2．79× 10’mg～ particle—powder．Then．the sea perch were fed directly the diets mixed with 

the microencapsulated vaccine and the whole-cell vaccine，respectively，for 5 d，while the control only the nor— 

mat diet One week after that all the experimental fish wade injected with V anguillarurn and the 1-week ob— 

servation results showed that the 2 vaccirm-fed groups were much lower than control in 1-week cumulative iI~or 

tality，which were 41．7％(microeneap—sulated group)，45．0％(whole—cell group)and 95％ (contro1)，respec 

lively．，rhe relative percentage survival of the 2 vaccine-fed groups were 56．1％ and 52．6％ ．respectively 

Key words：Vibrio anguillarum；oral microencapsuIe vaccine；vaccine preparation；Lateolabrax japonicus； 

jmnlunjsation 
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