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摘要： 为探索卵黄抗体对防控凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei) 养殖中副溶血弧菌 (Vibrio parahaemolyticus) 病的潜在

作用，将 2 种血清型 (O1:KUT 和 OUT:KUT) 的 3 株副溶血弧菌制备成灭活疫苗，分别免疫产蛋鸡制备卵黄抗体。通过

ELISA 实验和试管凝集实验，评估了卵黄抗体的效价消长规律、抑菌效果和交叉反应情况。结果显示：3 株副溶血弧菌

均能诱导高特异性水平的卵黄抗体，抗体凝集效价和 ELISA 效价的消长趋势相近，均在 4 免后 10~60 d 达到卵黄抗体

的效价平台期，凝集效价在 1∶8 以上，ELISA 效价在 1∶6 400 以上；卵黄抗体与血清型相同的其他副溶血弧菌发生强

烈的交叉 ELISA 和交叉凝集反应，但与血清型不同的副溶血弧菌有较低的交叉 ELISA 反应，无交叉凝集反应。研究表

明副溶血弧菌能刺激蛋鸡产生高特异性水平的卵黄抗体，对不同血清型菌株不具有交叉保护效果，可为抗副溶血弧菌

卵黄抗体产品的开发与应用提供参考。
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Abstract: In order to investigate the potential role of immunoglobulin of egg yolk (IgY) in the prevention and control of Vi-

brio parahaemolyticus in Litopenaeus vannamei culture, we prepared three V. parahaemolyticus strains from serotypes (O1: KUT

and OUT: KUT) as inactivated vaccines and immunized against laying hens to prepare IgY, respectively. Then we evaluated the

titer, inhibitory effect and cross reaction of anti-V. parahaemolyticus IgY by ELISA and tube agglutination tests. The results show

that all the three strains induced high specific level of IgY. The trends of antibody agglutination titer and ELISA titer were simi-

lar,  both  reaching  the  plateau of  antibody titer  from 10 to  60  d  after  the  fourth  immunization,  with  agglutination titer  above

1∶8 and ELISA titer above 1∶6 400. The prepared IgY showed strong cross-ELISA and cross-agglutination reaction with other
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V. parahaemolyticus for the same serotype, but had lower cross-ELISA reaction and no cross-agglutination reaction with other

serotype strains. This study clarifies that V. parahaemolyticus can stimulate the production of high specific level of IgY in laying

hens, but does not have cross-protective potency against different serotypes of strains, which provides references for the develop-

ment and application of anti-V. parahaemolyticus IgY products.

Keywords: Vibrio parahaemolyticus; Litopenaeus vannamei; Highly specific yolk antibody egg yolk (IgY); ELISA; Agglutination

凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei) 又称南美

白对虾，是中国主要的养殖虾类之一，近 3 年其养殖

产量呈持续增长态势。据统计，2022 年凡纳滨对

虾海水养殖产量较上一年增长 66 648 t，增幅 5.23%，

隔年增长率为 11.88%；淡水养殖产量较上一年增

长 54 583 t，增幅 7.76%，隔年增长率为 14%[1]。

副溶血弧菌 (Vibrio parahaemolyticus) 是危害我

国凡纳滨对虾养殖的主要病原菌之一[2]，可引起对

虾急性肝胰腺坏死，患病虾伴有空肠、空胃、白便

等症状，严重时可造成 100% 的死亡率[3-4]。副溶

血弧菌血清型众多，主要通过细菌表面 O 抗原脂

多糖和 K 抗原荚膜多糖进行血清型分型，并通过

组合血清型来表示不同分型，目前已鉴定出了

13 种 O 抗原和 71 种 K 抗原[5]。O3:K6 和 O4:KUT

血清型的副溶血弧菌是国内外最常见的致病菌

株[6-7]，但因地域差异，副溶血弧菌具有高度的遗

传多样性[8]。此外，新的血清型不断出现，其中

O1:KUT 血清型的副溶血弧菌作为病原菌，在国内

外水产品和致人腹泻病原菌中均有报道[9-11]。笔者

课题组前期研究分离出 6 种血清型的副溶血弧菌，

并通过毒力评估确定 O1:KUT 和 OUT:KUT 血清型

的副溶血弧菌对凡纳滨对虾的毒力明显强于

O1:K25、O1:K33、O1:K36、O1:K68 血清型[12]。抗

生素是防控水产养殖动物弧菌病的普遍方法，但往

往会诱导耐药菌株的产生 [ 1 3 ]。卵黄抗体 [ 1 4 ]、疫

苗[15]、益生菌[16] 和噬菌体[17] 等均是潜在的减抗替

抗方式。

卵黄抗体 (Egg yolk immunoglobulin, IgY) 是卵

黄中的一类免疫球蛋白，是禽类在特定抗原刺激

下，体内 B 淋巴细胞分泌并转移至卵黄中的特异

性抗体 [ 1 8 ]。近年来，卵黄抗体在防治水产动物

细菌性疾病方面应用广泛。抗哈维氏弧菌  ( V .
harveyi) 卵黄抗体能够体外中和哈维氏弧菌并提高

凡纳滨对虾的生存率[19]；服用抗鳗弧菌 (V. anguil-
larum) 卵黄抗体的半滑舌鳎 (Cynoglossus semilaevis)
生存率达 70%[20]；抗希瓦氏菌 (Shewanella) 卵黄抗

体能够预防和治疗海参皮肤溃疡综合症[21]。卵黄

抗体在防控对虾副溶血弧菌中的作用同样显著。有

研究发现，凡纳滨对虾幼虾口服采用副溶血弧

菌全菌制备的卵黄抗体后，对虾育苗成活率可由

19% 提高至 50% [ 2 2 ]；口服抗副溶血弧菌毒力蛋

白 PirA 卵黄抗体的凡纳滨对虾的生存率提高至

86%[23]。然而，凡纳滨对虾养殖中副溶血弧菌血清

型众多，卵黄抗体对不同血清型的副溶血弧菌是否

具备交叉反应和抑菌效果尚未见报道。因此，有必

要探究不同血清型副溶血弧菌卵黄抗体的交叉反

应，阐明交叉抑菌效果，为副溶血弧菌卵黄抗体产

品在凡纳滨对虾养殖生产中的开发提供依据，推动

对虾养殖业的绿色健康发展。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

6 种血清型的副溶血弧菌由本实验室分离、鉴

定和保存[12] (表 1)。200 日龄海兰灰蛋鸡 (Hermetia
illucens) 由山东丰牧禽业提供，蛋鸡的免疫和高免

蛋的采集在山东丰牧禽业开展。胰蛋白胨大豆肉汤

(TSB) 和硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖 (TCBS) 琼

脂培养基购自广东环凯公司，氯化钠、无水乙酸

钠、冰醋酸购自国药集团，正辛酸购自天津市科密

欧化学试剂有限公司，PBS 缓冲液购自白鲨生物科

技有限公司，Marcol 52 白油佐剂购自美国埃克森

美孚公司 ，吐温-80 购自上海生工生物工程股份有

限公司 ，包被液、终止液、TMB 显色液购自湖州

英创生物科技有限公司，牛血清白蛋白购自广州瑞

舒生物科技有限公司，酶标板购自美国康宁公司，

酶标羊抗鸡二抗购自英国 Abcam 公司 (按照说明

书 1∶50 000 倍稀释后使用)。 

1.2    副溶血弧菌的扩培和灭活

取冻存的血清型为 OUT:KUT 的副溶血弧菌

V.p.25、血清型为 O1:KUT 的副溶血弧菌 V.p.27 和

V.p.29，按照 2% (φ) 比例加入 5 mL TSB 液体培养

基中，33 ℃、180 r·min−1 摇菌过夜复苏菌株；取过

夜活化的菌液，按照 2% (φ) 比例加入 100 mL 灭菌

的 TSB 液体培养基中，33 ℃、180 r·min−1 摇菌 5~
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6 h 扩大培养。取摇匀的菌液 1 mL，使用无菌

PBS 稀释 10 倍后在分光光度计 600 nm 的波长下测

定吸光值 (OD600)，代入前期建立的副溶血弧菌菌

浓度与 OD 值标准曲线，计算菌液浓度。其中：

V.p.25：y=−1.104 5x+8.520 9，r²=0.996 8；V.p.27：

y=−1.014 3x+8.790 5，r²=0.997 9；V.p.29：y=

−0.969 4x+8.774 1，r²=0.995 7。

按照 0.2% (φ) 的比例，将商品化甲醛缓慢加

入扩培的副溶血弧菌菌液中，在 25 ℃、100 r·min−1

条件下灭活 20 h，加入 0.2% (φ) 的硫代硫酸钠终

止灭活[24]。取 0.1 mL 灭活菌液涂布平板，35 ℃ 倒

置培养 48 h，无菌落生长表示灭活成功。灭活菌液

用 PBS 清洗 3 次后，等体积加入 40% (φ) 灭菌甘

油，混匀分装后于 −20 ℃ 冻存备用。 

1.3    副溶血弧菌灭活疫苗的制备

取适量灭活菌液，按照 V (菌液) ∶V (吐温-

80) =96∶4，将吐温-80 加入灭活菌液中，均质机

10 000 r·min−1 连续剪切 10 min 制备成水相抗原。

按照 V  (水相抗原)∶V  (Marcol52 白油佐剂) =

1∶2，将水相抗原缓慢加入白油佐剂中，均质机

12 000 r·min−1 连续剪切 15 min，剪切 3 轮，期

间暂停机器 10 min 防止疫苗过热，所有剪切步

骤均在冰上进行。取 1 mL 制备好的油乳剂疫苗，

3 000 r·min−1 离心 15 min，疫苗不发生水油相分层

表示乳化成功，可用于后续蛋鸡的免疫。 

1.4    蛋鸡免疫和卵黄抗体样品的制备

将制备好的疫苗采用肌肉多点注射免疫 200 日

龄海兰灰蛋鸡，根据不同菌株分为 3 组，每株副溶

血弧菌灭活疫苗注射免疫 20 只蛋鸡，每只蛋鸡免

疫 1 mL，连续 3 次免疫后进行加强免疫。首次免

疫剂量不同，V.p.25 组每只免疫 2.5×105 CFU 的灭

活菌液、V.p.27 组每只免疫 6×105 CFU 的灭活菌

液、V.p.29 组每只免疫 8×105 CFU 的灭活菌液；

第 2 次和第 3 次各组蛋鸡均免疫 108 CFU 的灭活副

溶血弧菌，每次免疫间隔 14 d。在效价降低时，

以 109 CFU 的灭活副溶血弧菌进行加强免疫。以

1.5% (φ) NaCl 溶液代替灭活副溶血弧菌制备的疫

苗免疫蛋鸡作为阴性对照。在第 3 次免疫和加强免

疫后的第 10、第 20、第 30、第 40 和第 50 天采集

蛋样。

采集的鸡蛋经消毒、清洗后，无菌条件下分离

蛋黄，每组 20 枚蛋黄混匀后备用，参照实验室前

期建立的方法进行卵黄抗体的提取[25]。取 3 倍蛋黄

液体积的无菌水预热至 48 ℃，加入 0.886‰ (φ) 无

水乙酸钠和 2.82‰ (φ) 冰醋酸，调节 pH=4.8；将

上述水溶液加入蛋黄液中，48  ℃ 恒温搅拌 20

min；加入总体积 3% (φ) 的正辛酸，48 ℃ 搅拌 1 h；

使用丙纶过滤布过滤获得卵黄抗体粗提液，调节

pH=7.0，4 ℃ 保存备用。 

1.5    间接 ELISA 检测副溶血弧菌卵黄抗体的效价

使用间接 E L I S A 法分别检测抗 V . p . 2 5、

V.p.27 和 V.p.29 卵黄抗体 3 免前至 3 免后 50 d、

4 免前至 4 免后 50 d 的 ELISA 效价，每批卵黄抗体

重复测定 3 次作为平行组，步骤如下：将灭活的副

溶血弧菌使用包被液稀释至 5×106 CFU·mL−1，加入

酶标板中，每孔 100 μL，37 ℃ 孵育 2 h，弃包被

液，使用含有 0.5‰ (φ) 吐温-20 的 PBS 洗涤 3

次，每次 5 min；每孔加入 200 μL 含 5% (φ) 牛血清

白蛋白的 PBS 溶液，4 ℃ 封闭 20 h，同上洗涤；

待检样品使用含 5% (φ) 牛血清白蛋白的 PBS 溶液

1∶100 倍起 2 倍倍比稀释 12 个梯度后加入酶标板

中，每孔 100 μL，25 ℃ 孵育 1 h，同上洗涤；酶标

羊抗鸡二抗使用 PBS 溶液 1∶50 000 倍稀释后加入

酶标板中，每孔 100 μL，25 ℃ 孵育 30 min，同上

洗涤；每孔加入 100 μL TMB 底物显色液，37 ℃ 避

光孵育 10 min 后，每孔加入 50 μL 终止液，终止

显色反应，使用酶标仪读取波长 450 nm 的 OD 值

(OD450)。实验组卵黄抗体 OD450/对照组卵黄抗体

OD450 (P/N)≥2.1 时的卵黄抗体最大稀释倍数即为

该卵黄抗体样品的效价，根据效价值建立副溶血弧

菌卵黄抗体效价的消长曲线。 

1.6    试管凝集实验检测副溶血弧菌卵黄抗体效价、

抑菌效果

使用试管凝集实验分别检测抗 V.p.25、V.p.27

 

表1   副溶血弧菌菌株信息
Table 1　V. parahaemolyticus strain information

菌株编号
Strain
No.

菌种来源
Source of

strain

分离时间 (年份)
Isolation time

(Year)

分离地点
Isolation
location

血清型
Serotype

V.p.20 凡纳滨对虾 2020 珠海 O1:K25

V.p.24 凡纳滨对虾 2020 珠海 O1:K33

V.p.25 凡纳滨对虾 2020 珠海 OUT:KUT

V.p.26 凡纳滨对虾 2021 珠海 O1:K36

V.p.27 凡纳滨对虾 2021 珠海 O1:KUT

V.p.28 凡纳滨对虾 2021 珠海 O1:K68

V.p.29 凡纳滨对虾 2021 珠海 O1:KUT
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和 V.p.29 卵黄抗体 3 免前至 3 免后 50 d、4 免前

至 4 免后 50 d 的凝集效价，每批卵黄抗体重复测

定 3 次作为平行组，步骤如下：复苏保种的

V.p.25、V.p.27 和 V.p.29 甘油菌，将复苏的菌液按

照 2 %  ( φ )  比例加入 5  m L  T S B 培养基中培养

4 h，测量菌液吸光值并计算菌液浓度，使用 6%

(φ) 氯化钠溶液将菌液稀释至 1.0×106 CFU·mL−1 备

用。取待测卵黄抗体样品 1 mL 加入到含 1 mL

PBS 的试管中，涡旋仪振荡混匀后吸取 1 mL 加入

到第 2 支含 1 mL PBS 的试管中，如此连续稀释至

第 8 管，最后 1 管混匀后吸取 1 mL 弃去，获得

1∶2、1∶4、1∶8、1∶16、1∶32、1∶64、1∶128、

1∶256、1∶512 倍稀释的卵黄抗体样品；同时准

备阴性对照组梯度稀释样品。将稀释好的菌液分别

加入上述梯度稀释的实验组和阴性对照组卵黄抗体

样品中，每管 1 mL，制备成 2 mL 的凝集反应体

系，涡旋仪振荡混匀后 28 ℃ 静置孵育 16 h，第

2 天观察凝集现象，以出现凝集颗粒的最高抗体稀

释度为该待测样品的凝集效价，建立副溶血弧菌卵

黄抗体凝集效价的消长曲线。

对 4 免 30 d 的卵黄抗体样品进行抑菌效果检

测，每实验组取 6 个 1 . 5  m L 离心管，每个离

心管中加入 900 μL PBS 缓冲液；取凝集后的样品

100 μL 加入到第 1 管，涡旋仪振荡混匀后吸取

100 μL 加入到第 2 管，如此连续稀释至第 6 管，获

得稀释 1∶10、1∶102、1∶103、1∶104、1∶105、

1∶106 倍的稀释液。取 1∶104、1∶105、1∶106 稀

释度样品各 100 μL，涂布至 TCBS 固体平板上，作

为 3 组平行。将涂布好的平板置于 28 ℃ 培养箱倒

置培养过夜，第 2 天计数菌落数量。选择平板上菌

落个数在 30~300 内的稀释度作为有效计算组别，

按照以下公式计算相对抑菌率：Pb= (1−Np/Nn) ×

100%，其中，Pb 为相对抑菌率，Np 为实验组菌落

数，Nn 为对照组菌落数。

构建相对抑菌率的曲线，通过 GraphPad Prism 9

软件的变斜率算法 (Variable slope) 计算卵黄抗体的

半数抑制浓度 IC50，定义为当卵黄抗体稀释度达

到 IC50 时，菌株活性被抑制 50%。进一步利用

ELISA 方法测定卵黄抗体 IC50 时的抗体效价值。具

体操作简述如下：将抗 V.p.25 卵黄抗体稀释至

IC50，再 1∶10 倍起以 2 倍倍比稀释 12 个梯度，

参考 1 . 5 的步骤，与 5 × 1 0 6  C F U · m L − 1 灭活的

V.p.25 副溶血弧菌检测 ELISA 效价值，实验重复

3 次。同上步骤获得抗 V.p.27 卵黄抗体 IC50 和抗

V.p.29 卵黄抗体 IC50 时的 ELISA 效价值。 

1.7    间接 ELISA 检测副溶血弧菌卵黄抗体的交叉

反应

取 4 免 40 d 和 4 免 50 d 的抗 V.p.25 卵黄抗体

1∶100 倍起以 2 倍倍比稀释 12 个梯度，参考

1.5 的步骤，与 5×106 CFU·mL−1 灭活的 V.p.25、

V.p.27 和 V.p.29 副溶血弧菌检测 ELISA 效价交叉

情况。以 3 免 20 d 抗 V.p.25 卵黄抗体样品作为阳

性对照，以 3 免 20 d 的阴性组样品作为阴性对

照，实验重复 3 次。

采用同样的步骤测定 4 免 40 d、4 免 50 d 抗

V . p . 2 7 卵黄抗体和抗 V . p . 2 9 卵黄抗体分别与

V.p.25、V.p.27 和 V.p.29 副溶血弧菌的 ELISA 效

价，检测卵黄抗体与不同血清型菌株的交叉反应情

况。以各自 3 免 20 d 的卵黄抗体样品作为阳性对

照、阴性组样品作为对照，实验重复 3 次。 

1.8    试管凝集实验检测副溶血弧菌卵黄抗体的交

叉反应

将抗 V.p.27 和抗 V.p.29 卵黄抗体分别与血清

型相同的副溶血弧菌 (V.p.27 和 V.p.29) 进行交叉凝

集效价检测。操作如 1.6 所示，选取 4 免 20 d 的

抗 V.p.27 卵黄抗体、抗 V.p.29 卵黄抗体样品，分

别与 V.p.29、V.p.27 菌液进行反应，测定交叉凝集

效价，以各组的卵黄抗体阴性样品作为对照，实验

重复 3 次。

卵黄抗体分别与不同血清型的副溶血弧菌进行

交叉凝集效价检测。操作如 1.6 所示，选取 4 免

20 d 的抗 V.p.25、抗 V.p.27 和抗 V.p.29 卵黄抗体

样 品 分 别 与 不 同 血 清 型 的 副 溶 血 弧 菌 菌 液

(V.p.20：O1:K25；V.p.24：O1: K33；V.p.26：

O1:K36；V.p.27：O1:KUT；V.p.28：O1:K68；

V.p.29：O1:KUT) 进行反应，测定交叉凝集效价，

以各组阴性组样品作为阴性对照，实验重复 3 次。 

1.9    统计分析

x±s实验数据以“平均值±标准差 ( )”表示，采

用 SPSS 24.0 软件进行数据录入和统计学分析，通

过 GraphPad Prism 9 软件构建多样数据变化趋势。 

2    结果
 

2.1    副溶血弧菌卵黄抗体 ELISA 效价消长规律

利用 ELISA 方法检测了 V.p.25、V.p.27 和

V.p.29 3 株副溶血弧菌免疫蛋鸡后，特异性卵黄抗
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体效价的消长情况 (图 1)。每一批样品的 3 次重复

实验效价值无差异 (标准差为 0)，因此在消长趋势

图中每一批样品呈现出单一的效价值。结果显示，

3 株弧菌免疫蛋鸡后刺激卵黄抗体效价的消长规律

基本一致，在 3 免后第 20 天 (48 d)，卵黄抗体效

价出现峰值，随后逐渐降低；在 4 免后卵黄抗体效

价快速升高并达到峰值，峰值水平为 3 免效价峰值

的 2~4 倍，分别为 1∶6 400、1∶51 200、1∶12 800。

此外，V.p.25 菌株在 4 免后第 10 天 (88 d) 进入抗

体效价平台期，持续第 20 天；V.p.27 菌株在 4 免

后第 20 天 (98 d) 进入抗体效价平台期，持续第

30 天；而 V.p.29 菌株在 4 免后第 10 天 (88 d) 达到

抗体效价峰值后，持续 30 d。 

2.2    副溶血弧菌卵黄抗体凝集效价的消长规律

利用试管凝集实验检测了 V.p.25、V.p.27 和

V.p.29 3 株副溶血弧菌免疫蛋鸡后，卵黄抗体凝集

效价的消长情况 (图 2)。每一批样品的 3 次重复实

验效价值无差异 (标准差为 0)，因此在消长趋势图

中每一批样品呈现出单一的效价值。结果显示，

3 株弧菌特异性卵黄抗体凝集效价的消长规律基本

一致，在 3 免后第 20 天 (48 d)，抗体凝集效价出

现峰值，随后逐渐降低；在 4 免后第 20 天 (98 d)，

卵黄抗体凝集效价快速升高，达到峰值后进入平台

期，分别为 1∶8、1∶64 和 1∶64，持续至少 30 d。 

2.3    副溶血弧菌卵黄抗体的抑菌效果

对 V.p.25、V.p.27 和 V.p.29 菌株疫苗 4 免后

第 30 天 (108 d) 的卵黄抗体进行抑菌效果检测，计

算抑菌率 (图 3)。菌液与抗体发生凝集反应后，菌

落生长数量明显下降，随着抗体稀释度的提高，抗

体抑菌率呈现逐渐降低的趋势。抗 V . p . 2 7 和

V.p.29 卵黄抗体的抑菌率随稀释度的变化曲线基本

吻合，均高于同等稀释度下抗 V.p.25 卵黄抗体的

抑菌率。

计算抗 V.p.25、V.p.27 和 V.p.29 卵黄抗体的

IC50，分别为 2−3.3 (即原液稀释 9.6 倍)、2−4.4 (即原

液稀释 20.8 倍) 和 2−4.2 (即原液稀释 17.9 倍)。采用

ELISA 方法检测了抗 V.p.25、V.p.27 和 V.p.29 卵黄

抗体 IC50 时的抗体效价，结果分别为 1∶  640、

1∶2 560 和 1∶640，即在此抗体效价下，3 种副溶

血弧菌卵黄抗体对各自菌株的抑制率为 50%。 

2.4    副溶血弧菌卵黄抗体的交叉 ELISA 反应

利用 ELISA 方法检测了抗 V.p.25、V.p.27 和

V.p.29 卵黄抗体与非免疫菌株的交叉效价情况

(图 4)。结果发现，各组样品的 3 次重复实验值无

差异 (标准差为 0)，4 免 40 d (108 d) 和 4 免 50 d

(128 d) 是 3 组卵黄抗体的效价平台期。

对于抗 V.p.25 卵黄抗体，采用 V.p.25 菌株检

测的 ELISA 效价为 1∶3 200，而孵育 V.p.27 或

V.p.29 菌株均检测不出效价。对于抗 V.p.27 卵黄

抗体，其与 V.p.27 菌株结合的 ELISA 效价值为

1∶51 200；与 V.p.25 菌株结合的效价值为 1: 800

(下降 98%)；与 V.p.29 菌株结合的效价值为 1∶25 600

(下降 5 0 % )。对于抗 V . p . 2 9 卵黄抗体，其与
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图1　副溶血弧菌卵黄抗体的 ELISA 效价消长规律

Fig. 1　Dynamic regularity of of ELISA titers of V. parahaemo-
lyticus IgY
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V.p.29 菌株结合的 ELISA 效价值为 1∶12 800；与

V.p.25 菌株结合的效价值为 1∶800 (下降 94%)；

与 V.p.27 菌株结合的效价值为 1∶6 400 (下降 50%)。

V.p.25 菌株为 OUT:KUT 血清型，V.p.27 和

V.p.29 菌株同为 O1:KUT 血清型，结果显示了抗

V.p.25 卵黄抗体与 O1:KUT 血清型的菌株几乎不能

发生交叉反应，而抗 V.p.27 和 V.p.29 卵黄抗体与

相同血清型的菌株交叉反应强烈，且交叉效价值与

免疫菌株效价值差异小。
 

2.5    副溶血弧菌卵黄抗体的交叉凝集反应

使用抗 V.p.27 卵黄抗体和抗 V.p.29 卵黄抗体

4 免 30 d 的样品，检测对相同血清型副溶血弧菌的

交叉凝集效价。

凝集结果如表 2 所示，抗 V.p.27 卵黄抗体对

V.p.27 和 V.p.29 菌株的凝集效价均为 1∶64，抗

V.p.29 卵黄抗体对 V.p.27 和 V.p.29 菌株的凝集效

价均为 1∶64，阴性对照无凝集现象。结果说明相

同血清型的菌株可以检测到交叉凝集，且交叉凝集

效价与自身菌株的凝集效价相同。

使用抗 V.p.25 卵黄抗体、抗 V.p.27 卵黄抗体

和抗 V.p.29 卵黄抗体 4 免 10 d 和 4 免 20 d 的样

品，检测对不同血清型副溶血弧菌的交叉凝集

效价。

抗 V.p.25 卵黄抗体的交叉凝集结果如表 3 所

示， 4 免 1 0  d 和 4 免 2 0  d 卵黄抗体样品对

V.p.25 菌株的凝集效价分别为 1∶4 和 1∶8，对

V.p.20、V.p.24、V.p.26、V.p.27、V.p.28 和 V.p.29

菌株均无凝集现象，阴性对照卵黄抗体样品均无凝

集现象。

抗 V.p.27 卵黄抗体的交叉凝集结果如表 4 所

示，4 免 10 d 和 4 免 20 d 卵黄抗体样品对 V.p.27

菌株的凝集效价分别为 1∶8 和 1∶64，对 V.p.20、

V.p.24、V.p.25、V.p.26 和 V.p.28 菌株均无凝集现

象，阴性对照卵黄抗体样品均无凝集现象。

抗 V.p.29 卵黄抗体的交叉凝集结果如表 5 所

示，4 免 10 d 和 4 免 20 d 卵黄抗体样品对 V.p.29

菌株的凝集效价分别为 1∶32 和 1∶64，对 V.p.20、

V.p.24、V.p.25、V.p.26 和 V.p.28 菌株均无凝集现

象，阴性对照卵黄抗体样品均无凝集现象。 

3    讨论

副溶血弧菌是革兰氏阴性细菌，在河口、海洋

和沿海地区广泛分布，导致多种鱼类和甲壳类的感

染死亡[26]，甚至通过食物传播至人类，引起急性

胃炎、腹泻等症状[27]。卵黄抗体是禽类受抗原刺

激后产生的富集在卵黄中的特异性抗体，能够通过

注射、口服等方式在多种动物体内发挥被动免疫保

护功能[14]。对虾作为无脊椎动物，主要依赖先天

性免疫发挥免疫防御作用，缺乏体液免疫等适应性

免疫系统，因此，卵黄抗体的被动免疫作用在对虾

病害防治中具有重要的应用价值[28]。据已有研究

报道，由副溶血弧菌全菌或毒力蛋白免疫蛋鸡制备

的卵黄抗体在凡纳滨对虾体内显示出良好的抗副溶
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图2　副溶血弧菌卵黄抗体的凝集效价消长规律

Fig. 2　Dynamic regularity of of agglutination titers of

V. parahaemolyticus IgY
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血弧菌作用[22-23]。笔者课题组前期从珠海地区凡纳

滨对虾发病塘口鉴定出致病力较强的 OUT:KUT、

O1:KUT 血清型的副溶血弧菌[12]，本研究选取了毒

力较强的 3 株副溶血弧菌进行蛋鸡免疫，探究了卵

黄抗体的效价消长规律和体外抑菌效果，结果发

现 3 株副溶血弧菌均能刺激蛋鸡产生较高水平的特

异性抗体，ELISA 效价达到 1∶6 400 以上，说明

2 种血清型的强毒株均具有良好的免疫原性。

目前，卵黄抗体含量通常采用 ELISA、免疫印

迹等免疫学方法进行定量[29]，而抗细菌卵黄抗体

还常用体外凝集实验评估 IgY 的抑菌效果[19]。本研

究同时采用了 ELISA、凝集实验测定卵黄抗体效价
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图3　副溶血弧菌卵黄抗体的抑菌作用

Fig. 3　Bacteriostasis of V. parahaemolyticus IgY

 

118 128
0

1 000

2 000

3 000

4 000

t/d
118 128

t/d
118 128

t/d

卵
黄
抗
体

 E
LI

SA
 效

价
EL

IS
A

 ti
te

r o
f I

gY

0

20 000

40 000

60 000

卵
黄
抗
体

 E
LI

SA
 效

价
EL

IS
A

 ti
te

r o
f I

gY

0

5 000

10 000

15 000

卵
黄
抗
体

 E
LI

SA
 效

价
EL

IS
A

 ti
te

r o
f I

gY

V.p.27 卵黄抗体 yolk antibody V.p.29 卵黄抗体 yolk antibodyV.p.25 卵黄抗体 yolk antibody

(a) (b) (c)

 
图4　卵黄抗体与非免疫菌株的 ELISA 交叉效价

注：a. V.p.25 菌株与 3 种卵黄抗体的 ELISA 反应；b. V.p.27 菌株与 3 种卵黄抗体的 ELISA 反应；
c. V.p.29 菌株与 3 种卵黄抗体的 ELISA 反应。

Fig. 4　Cross titer of IgY and non-immune strains by ELISA

Note: a. ELISA reaction between V.p.25 strain and three kinds of IgY; b. ELISA reaction between strain V.p.27 and three kinds of IgY;
c. ELISA reaction of between V.p.29 strain with three kinds of IgY.

 

表2   相同血清型副溶血弧菌的交叉凝集
Table 2　Cross-agglutination of same serotype of

V. parahaemolyticus

卵黄抗体/血清型
IgY /Serotype

V.p.27 V.p.29

O1:KUT O1:KUT

V.p.27 4 免 30 d
30 d V.p.27 4th immunization

1∶64 1∶64

对照 4 免 30 d
30 d control 4th immunization

− −

V.p.29 4 免 30 d
30 d V.p.29 4th immunization

1∶64 1∶64

对照 4 免 30 d
30 d control 4th immunization

− −

注：“−”表示无凝集现象。

Note: "−" represents no agglutination.

182 南  方  水  产  科  学 第 20 卷



水平，结果发现抗副溶血弧菌卵黄抗体效价值在

4 次免疫后达到高峰，且 ELISA 效价和凝集效价消

长规律基本一致。这与抗 JB080708 副溶血弧菌卵

黄抗体[30] 的效价消长趋势类似，说明 2 种方法均

可用于评价抗副溶血弧菌卵黄抗体效价水平。此

外，3 株副溶血弧菌卵黄抗体的 ELISA 效价峰值，

从高至低依次为抗 V . p . 2 7、抗 V . p . 2 9 和抗

V.p.25 卵黄抗体，均高于效价峰值为 1∶4 096 的

抗 JB080708 副溶血弧菌卵黄抗体。需要指出的

是，本研究选定 3 株副溶血弧菌的首免剂量不同，

是用活菌涂板计数定量并统一菌浓度后，重新利用

菌浓度与 OD 值标准曲线修定的结果，而后续免疫

的剂量均采用 OD 值进行菌浓度的换算。但结果显

示 3 株菌诱导卵黄抗体的效价峰值水平与首免剂量

并不相关，其可能更取决于菌株的免疫原性。进一

步通过活菌计数对凝集效果进行统计分析，发现卵

 

表3   抗 V.p.25 卵黄抗体对不同血清型副溶血弧菌的交叉凝集
Table 3　Cross-agglutination of anti-V.p.25 IgY to different serotypes of V. parahaemolyticus

卵黄抗体/血清型
IgY /Serotype

V.p.25 V.p.20 V.p.24 V.p.26 V.p.27 V.p.28 V.p.29

OUT:KUT O1:K25 O1:K33 O1:K36 O1:KUT O1:K68 O1:KUT

V.p.25 4 免 10 d
10 d V.p.25 4th immunization

1∶4 − − − − − −

对照 4 免 10 d
10 d control 4th immunization

− − − − − − −

V.p.25 4 免 20 d
20 d V.p.25 4th immunization

1∶8 − − − − − −

对照 4 免 20 d
20 d control 4th immunization

− − − − − − −

注：“−”表示无凝集现象。

Note: "−" represents no agglutination.

 

表4   抗 V.p.27 卵黄抗体对不同血清型副溶血弧菌的交叉凝集
Table 4　Cross-agglutination of anti-V.p.27 IgY to different serotypes of V. parahaemolyticus

卵黄抗体/血清型
IgY /Serotype

V.p.27 V.p.20 V.p.24 V.p.25 V.p.26 V.p.28

O1:KUT O1:K25 O1:K33 OUT:KUT O1:K36 O1:K68

V.p.27 4 免 10 d
10 d V.p.27 4th immunization

1∶8 − − − − −

对照 4 免 10 d
10 d control 4th immunization

− − − − − −

V.p.27 4 免 20 d
20 d V.p.27 4th immunization

1∶64 − − − − −

对照 4 免 20 d
20 d control 4th immunization

− − − − − −

注：“−”表示无凝集现象。

Note: "−" represents no agglutination.

 

表5   抗 V.p.29 卵黄抗体对不同血清型副溶血弧菌的交叉凝集
Table 5　Cross-agglutination of anti-V.p.29 IgY to different serotypes of V. parahaemolyticus

卵黄抗体/血清型
IgY /Serotype

V.p.29 V.p.20 V.p.24 V.p.25 V.p.26 V.p.28

O1:KUT O1:K25 O1:K33 OUT:KUT O1:K36 O1:K68

V.p.29 4 免 10 d
10 d V.p.29 4th immunization

1∶32 − − − − −

对照 4 免 10 d
10 d control 4th immunization

− − − − − −

V.p.29 4 免 20 d
20 d V.p.29 4th immunization

1∶64 − − − − −

对照 4 免 20 d
20 d control 4th immunization

− − − − − −

注：“−”表示无凝集现象。

Note: "−" represents no agglutination.
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黄抗体原液对免疫菌株的相对抑菌率可达 100%，

随着抗体浓度减少，相对抑菌率降低，与已报道的

抗摩尔梭菌 IgY 和抗白色念珠菌 IgY 研究结果一

致。这说明抗副溶血弧菌卵黄抗体有可能通过黏附

病原菌的方式，阻断了与病原菌生长增殖相关的功

能蛋白，从而抑制弧菌的生长增殖[31-32]。进一步的

测定结果显示，抗 V.p.25、V.p.27 和 V.p.29 卵黄抗

体效价值分别在 1∶640、1∶2 560 和 1∶640 时，

能够抑制 50% 免疫菌株的生长。后续计划在此效

价剂量参考下，进一步开展体内试验，评估卵黄抗

体的抑菌效果及使用剂量。

目前有关卵黄抗体的交叉反应报道非常少，畜

禽业中，抗犬细小病毒卵黄抗体对 2 种不同抗原性

毒株具有交叉保护效价[33]；而在水产养殖业中，

抗柱状黄杆菌 (Flavobacterium columnare) 卵黄抗体

对嗜水气单胞菌 (Aeromonas hydrophila) 、哈维氏

弧菌无交叉反应[34]。本研究首次探究了不同血清

型副溶血弧菌特异性卵黄抗体对不同菌株的交叉反

应，结果发现 O1:KUT 血清型的 V.p.27 制备的卵

黄抗体和 O1:KUT 血清型的 V.p.29 菌株具有强烈

的 ELISA 效价、凝集效价和抑菌效果的交叉；反

之，V.p.29 菌株制备的卵黄抗体和 V.p.27 菌株也能

发生强烈的交叉反应。但是，V.p.27 和 V.p.29 菌株

制备的卵黄抗体均不与 O U T : K U T 血清型的

V.p.25 菌株发生凝集效价和抑菌效果的交叉，同

样，V.p.25 菌株制备的卵黄抗体和 V.p.27、V.p.29

菌株也几乎不发生 ELISA 效价、凝集效价和抑菌

效果的交叉反应。究其原因是卵黄抗体与抗原之间

的结合具有高度的特异性，其对其他血清型菌株的

抗原结构不具备识别和结合的能力。这种交叉保护

效果局限性在抗鸭疫里默氏杆菌 (Riemerella ana-
tipestifer) 卵黄抗体的研究中也有体现[35]，因此共

性抗原的亚单位疫苗或多联苗的应用将会是解决

不同血清型副溶血弧菌卵黄抗体交叉保护的研发

方向。

综上所述，本研究明确了 2 种不同血清型的副

溶血弧菌均能够刺激蛋鸡产生高特异性水平的卵黄

抗体，并且所产生的卵黄抗体体外能够明显抑制相

同血清型副溶血弧菌的增殖，这种高度特异性关系

为副溶血弧菌的防治提供了理论基础。另一方面，

所产生的卵黄抗体不能高效识别和抑制血清型不同

的副溶血弧菌，可能会限制抗副溶血弧菌卵黄抗体

的进一步开发与应用。后续有必要对不同养殖区域

中的凡纳滨对虾副溶血弧菌开展流行病学调查，制

备不同血清型流行菌株的卵黄抗体，再结合实际塘

口需求进行混合使用，或筛选不同血清型副溶血弧

菌的共性抗原，制备广谱的抗副溶血弧菌卵黄抗

体，同时建立体内保护模型，验证卵黄抗体对由副

溶血弧菌引起的凡纳滨对虾急性肝胰腺坏死病的预

防和治疗效果，为该病的有效防控奠定研究基础。
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