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广西斑点叉尾鮰源嗜水气单胞菌灭活疫苗的制备*
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环境科学重点实验室,广西南宁 530007;3.河南师范大学生命科学学院,河南新乡 453007;4.广西壮族自治区水产科学研究

院,广西水产遗传育种与健康养殖重点实验室,广西南宁 530021;5.广西海洋天然产物与组合生物合成化学重点实验室,广西

南宁 530007)

摘要:本研究针对广西地区分离到的致病性嗜水气单胞菌,开发区域定制化的灭活疫苗,以实现鱼病的有效预

防和控制。首先,对斑点叉尾鮰源嗜水气单胞菌在LB培养基中的生长曲线,培养基的最适pH值,以及培养

基中添加蔗糖对嗜水气单胞菌生长影响进行研究;随后探索嗜水气单胞菌灭活疫苗的制备方法,并在细胞水平

和斑点叉尾鮰活体水平上研究疫苗的安全性,开展疫苗对斑点叉尾鮰的免疫保护实验。结果表明嗜水气单胞

菌浓度与菌液OD 值间具有较好的线性关系,其回归方程为y=2E-10x
 

+
 

0.1399,R2=0.975
 

4。用于培养

嗜水气单胞菌的LB培养基最适pH值为7.0~7.5,且在培养基中添加蔗糖能显著促进嗜水气单胞菌的生长。
研究制备的嗜水气单胞菌灭活疫苗在细胞水平和鱼活体水平均安全无毒,且对斑点叉尾鮰的免疫保护率可达

到75%。据此,本研究初步建立起广西斑点叉尾鮰源嗜水气单胞菌灭活疫苗的制备工艺。
关键词:斑点叉尾鮰 嗜水气单胞菌 灭活疫苗 制备条件优化 免疫保护 水产养殖
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0 引言

  斑点叉尾鮰作为广西大宗淡水养殖鱼类,具有适

用范围广、生长速度快、抗病能力强、群体产量高、肉

质细腻、营养丰富等诸多优点。然而,近年来在高密

度养殖条件和日益恶化的养殖环境下,各种病害频

发,给渔业养殖业造成巨大经济损失[1􀆼5]。因此,针对

严重危害广西大宗淡水养殖鱼类斑点叉尾鮰养殖的
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病原,开展疫苗等具有免疫功能产品的研究,可及时

干预、控制病害暴发,相关研究成果对提高广西淡水

养殖业核心竞争力和整体自主创新能力、促进广西水

产养殖结构的调整和优化具有积极意义。嗜水气单

胞菌(Aeromonas
 

hydrophila)
 

是一类危害极其严重

的水产动物病原菌,其引起的鱼病具有发病迅速、死
亡率高、流行面广、流行持续时间长等特点,严重威胁

着广西地区水产养殖业的可持续发展[6􀆼10]。目前,治
疗细菌性鱼病主要是使用抗生素等化学药物,但是盲

目用药、滥用抗生素的现象普遍,不仅造成鱼体中有

害药物残留等重大食品安全问题,还导致养殖水体质

量不断恶化,限制广西斑点叉尾鮰养殖业健康可持续

发展[11􀆼12],所以针对嗜水气单胞菌开发有效防治技术

一直是该领域研究的重点。根据前期对广西斑点叉

尾鮰养殖区的网箱及池塘等养殖场所开展病原菌的

流行病学调查结果可知,嗜水气单胞菌是危害广西斑

点叉尾鮰养殖鱼类的主要致病菌之一,且在治疗上已

经出现较为严重的病菌耐药性问题。因此,我们针对

当地分离到的致病性嗜水气单胞菌,开发区域定制化

的灭活疫苗,以实现鱼病的有效预防和控制。通过对

嗜水气单胞菌的培养条件和灭活疫苗制备条件的优

化,有效提高菌液浓度、缩短培养时间,降低并优化甲

醛使用浓度,制备出安全性高、免疫保护率强的广西

斑点叉尾鮰源嗜水气单胞菌灭活疫苗。

1 材料与方法

1.1 材料

  300尾健康斑点叉尾鮰(长8~10
 

cm)由广西南

宁金陵的淡水鱼养殖企业提供。从患病斑点叉尾鮰

中分离得到的嗜水气单胞菌和草鱼胸鳍组织细胞系

(GCPF
 

cell
 

line)保存于本实验室。0.22
 

μm微孔滤

柱购自 Millipore公司,96孔细胞培养板购自康宁公

司,测细胞活性的CCK􀆼8试剂盒购自碧云天生物技

术有限公司,水浴锅和生化培养箱购自上海博迅公

司,酶标仪购自Thermo公司,超净工作台购自苏净

安泰公司,Olympus
 

CX41倒置光学显微镜;LB培养

基和琼脂平板购自广州环凯微生物有限公司,福尔马

林等生化试剂均为国产分析纯。

1.2 方法

1.2.1 嗜水气单胞菌浓度与菌液OD 值回归方程的

计算

  嗜水气单胞菌从患病斑点叉尾鮰的肝、脾、肾和

体表溃烂组织中分离纯化,保存于本实验室[13]。菌

种接种于1
 

mL
 

LB培养基中,28℃、180
 

r/min培养

18
 

h后,用灭菌生理盐水5
 

000
 

r/min、10
 

min离心

清洗2次后,混匀于1
 

mL灭菌生理盐水。细菌悬液

稀释以后,以平板法培养计数。另外,参考先前的报

道,使用分光光度计测定细菌悬液在各浓度梯度下的

吸光值,具体操作如下:使用灭菌生理盐水将细菌悬

液进行浓度梯度稀释,以灭菌生理盐水作为对照,用
分光光度计分别测定600

 

nm 处吸光值,计算回归

方程[14]。

1.2.2 细菌生长曲线测定

  将活化后的菌株接种于LB培养基中,28℃、180
 

r/min培养,每隔2
 

h取样至24
 

h。将样品用灭菌生

理盐水5
 

000
 

r/min、10
 

min离心清洗2次后,混匀

于灭菌生理盐水。以灭菌生理盐水作为对照,测定

OD600。然后以时间为横坐标,以OD 值为纵坐标绘

制嗜水气单胞菌的生长曲线图。重复实验3次。

1.2.3 嗜水气单胞菌培养基的优化

  (1)pH值

  将LB培养基的pH 值分别调整为6.0,6.5,

7.0,7.5,8.0和8.5,将菌种接种于培养基中,28℃、

180
 

r/min培 养24
 

h后,用 灭 菌 生 理 盐 水5
 

000
 

r/min、10
 

min离心清洗,然后混匀于灭菌生理盐水

中,以灭菌生理盐水作为对照,测定OD600,每次实验

重复3次。

  (2)蔗糖的添加

  蒋启欢等[14]认为,添加蔗糖可以明显提高嗜水

气单胞菌的生长速度。因此在LB培养基中加入蔗

糖,使其浓度分别为0.1%、0.5%、1.0%和5.0%
(W∶W)。将菌种接种于不同浓度蔗糖的培养基中,

28℃、180
 

r/min培养。在第8
 

h、12
 

h、16
 

h、24
 

h分

别取500
 

μL菌液,用灭菌生理盐水清洗后,溶于500
 

μL灭菌生理盐水中,以灭菌生理盐水作为对照,测定

OD600。然后以时间为横坐标,以OD 值为纵坐标绘

制嗜水气单胞菌的生长曲线图,重复实验3次。

1.2.4 LB培养基与营养肉汤培养基对嗜水气单胞

菌生长速度的比较

  分别将菌株接种于营养肉汤培养基(Nutrient
 

Broth,NB)和LB培养基(含0.5%蔗糖)中,28℃、

180
 

r/min培养,在第8
 

h、12
 

h、16
 

h、24
 

h分别取500
 

μL菌液,用灭菌生理盐水离心清洗后,溶于500
 

μL
灭菌生理盐水中。以灭菌生理盐水作为对照,测定

OD600,然后绘制嗜水气单胞菌的生长曲线图。
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1.2.5 嗜水气单胞菌疫苗灭活条件的研究与优化

  将嗜水气单胞菌接种LB培养基(0.5%蔗糖)
中,28℃、180

 

r/min培养16
 

h后,用灭菌生理盐水离

心清洗并混匀于灭菌生理盐水中,设定不同的灭活温

度(28℃,37℃)、灭活时间(24
 

h、36
 

h、48
 

h)和甲醛溶

液终浓度(0.05%、0.10%、0.15%、0.20%、0.25%,

V∶V)共30组,分别取菌液涂平板,用菌落总数检测

其灭活效果,活菌数越少表示灭活效果越好。

1.2.6 嗜水气单胞菌灭活疫苗的安全性实验

  分别在细胞水平和鱼活体水平研究嗜水气单胞

菌灭活疫苗的安全性。

  将嗜水气单胞菌接种LB培养基(0.5%蔗糖)
中,28℃、180

 

r/min培养16
 

h后,用灭菌生理盐水离

心清洗并混匀于灭菌生理盐水中,加入终浓度为

0.15%的甲醛溶液,28℃灭活24
 

h,使用涂平板法证

实菌体已经被灭活后,用灭菌生理盐水离心清洗3
次,即为实验用疫苗。

  在细胞水平的安全性实验。参考文献[15]相关

实验方案并优化,具体操作如下:取草鱼胸鳍组织细

胞GCPF,按照2×104
 

CFU
 

/孔的细胞量接入96孔

细胞培养板,28℃培养24
 

h。实验设置如下:试验组

1(Test
 

1,T1),每孔细胞接入10
 

μL
 

实验用疫苗;试
验组2(Test

 

2,T2),每孔细胞接入20
 

μL
 

实验用疫

苗;试验组3(Test
 

3,T3),每孔细胞接入30
 

μL
 

实验

用疫苗;对照组1(Con
 

1),每孔细胞接入30
 

μL无菌

生理盐水;对照组2(Con
 

2),细胞不做处理。各组细

胞继续培养48
 

h后在光学显微镜下观察。然后分别

加入20
 

μL
 

CCK􀆼8溶液继续在28℃培养3
 

h,然后用

酶标仪测定OD450,实验分别重复3次。

  在鱼活体水平的安全性实验。将斑点叉尾鮰分

为4组,每组10尾。实验设置如下:试验组1(Test
 

1,T1),斑点叉尾鮰腹腔注射200
 

μL
 

1×107
 

CFU/

mL的灭活疫苗;试验组2(Test
 

2,T2),斑点叉尾鮰

腹腔注射200
 

μL
 

1×108
 

CFU/mL的灭活疫苗;对照

组1(Con
 

1),斑点叉尾鮰腹腔注射200
 

μL灭菌生理

盐水;对照组2(Con
 

2),斑点叉尾鮰不作任何处理。
各组鱼在28℃继续培养10

 

d,记录各组鱼的死亡情

况,统计10
 

d内的累计死亡率。

1.2.7 嗜水气单胞菌灭活疫苗的免疫保护实验

  用LB培养基培养嗜水气单胞菌,获得细菌培养

液(浓度为1×109
 

CFU/mL),依次10倍递进稀释8
个梯度(102~109

 

CFU/mL),取40尾斑点叉尾鮰,
每个稀释度腹腔注射5尾(100

 

μL/尾)。对照组共5

尾,于腹腔注射100
 

μL灭菌生理盐水。28℃饲养15
 

d,记录斑点叉尾鮰的死亡情况,用Reed􀆼Muench法

计算确定嗜水气单胞菌 细 菌 半 数 致 死 量(Lethal
 

Dose,LD50)为1×106.58
 

CFU/mL。用50倍 LD50
浓度进行免疫保护实验。将斑点叉尾鮰分为3组,每
组20尾,第1组腹腔注射100

 

μL灭活疫苗,第2组

腹腔注射100
 

μL灭菌生理盐水,第3组不作处理为

空白组。在免疫第10
 

d,用浓度为2×108
 

CFU/mL
的嗜水气单胞菌菌液浸泡1~3组的斑点叉尾鮰,观
察鱼的生长状况,攻毒7

 

d内统计死亡鱼的尾数,计
算相对免疫保护率。以对照组鱼死亡60%以上,疫
苗保护率≥70%为合格。相对免疫保护率(%)=(2
个对照组死亡率的平均值-免疫组死亡率)/2个对

照组死亡率的平均值×100%。

2 结果与分析

2.1 菌液OD 值回归方程的计算

  如图1所示,嗜水气单胞菌的细菌浓度和菌液

OD 值间具有较好的线性关系,其回归方程为y=
2E-10x+0.1399,R2=0.975

 

4。由于菌液的OD
值能够指示嗜水气单胞菌的浓度,在后续试验中,均
通过测定菌液的OD 值,结合回归方程来计算细菌嗜

水气单胞菌的实际浓度。

图1 嗜水气单胞菌细菌浓度和菌液OD 值的回归方程

  Fig.1 The
 

regression
 

equation
 

of
 

bacteria
 

concentration
 

and
 

OD
 

value
 

of
 

Aeromonas
 

hydrophila
2.2 嗜水气单胞菌的生长曲线

  如图2所示,从广西患病斑点叉尾鮰中分离获得

的嗜水气单胞菌在LB培养基中培养时,在0~4
 

h时

菌液OD 值迅速增长,菌液浓度不断增加。4~12
 

h,
菌液OD 值略有增加;12~24

 

h,可能由于培养基营

养不足,菌液OD 值逐渐降低。综合以上结果,嗜水

气单胞菌在LB培养基中培养时,在0~4
 

h是对数生

长期,菌液浓度迅速增长;随后进入稳定期,菌液OD
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值在12
 

h达到最高,此时菌液浓度约为7.87×108
 

CFU/mL。

图2 嗜水气单胞菌的生长曲线

  Fig.2 The
 

growth
 

curve
 

of
 

Aeromonas
 

hydrophila

2.3 嗜水气单胞菌培养基的优化

  由图3a可知,LB培养基
 

pH值为7.0~7.5时,
最适宜嗜水气单胞菌的生长。当培养基的pH 值小

于6.5或大于7.5时,嗜水气单胞菌的生长明显减

慢。LB培养基中添加蔗糖可以显著促进嗜水气单胞

菌的生长并提高产量。将嗜水气单胞菌分别在蔗糖

的质量分数为0.5%、1.0%和5.0%的LB培养基中

培养至16
 

h时,各组中嗜水气单胞菌的产量没有明

显差异(图3b)。

  图3 嗜水气单胞菌培养基的最适pH测定以及培养基

中添加蔗糖对嗜水气单胞菌生长的影响

  Fig.3 Determination
 

of
 

the
 

optimum
 

pH
 

of
 

Aeromonas
 

hydrophila
 

medium
 

and
 

the
 

effect
 

of
 

adding
 

sucrose
 

in
 

the
 

medium
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

Aeromonas
 

hydrophila
2.4 嗜水气单胞菌在两种培养基中生长速度的比较

  嗜水气单胞菌在普通LB培养基中培养时,0~4
 

h是对数生长期。如果在LB培养基中添加0.5%蔗

糖,0~14
 

h是对数生长期,菌液浓度不断增加;在营

养肉汤培养基中培养时,0~10
 

h是对数生长期(图

4)。综合以上结果可以发现,嗜水气单胞菌在LB培

养基(0.5%蔗糖)中的生长速度和产量均优于营养肉

汤培养基。

  图4 嗜水气单胞菌在两种培养基中的生长速度比较

  Fig.4 Comparison
 

of
 

growth
 

rate
 

of
 

Aeromonas
 

hy-
drophila

 

growth
 

in
 

two
 

culture
 

medium

2.5 嗜水气单胞菌灭活疫苗的制备条件

  甲醛具有毒性,为控制疫苗中甲醛的残留,根据

“甲醛使用浓度低、疫苗灭活温度接近室温、灭活时间

短”的原则确定并优化嗜水气单胞菌灭活疫苗的制备

条件。如表1所示,疫苗的最优制备条件为0.15%
甲醛溶液、28℃条件下灭活24

 

h。
表1 嗜水气单胞菌灭活疫苗的制备条件

Table
 

1 Preparation
 

conditions
 

of
 

Aeromonas
 

hydrophila
 

in-
activated

 

vaccine

甲醛溶液终浓度
Final

 

concentration
 

of
 

formaldehyde
 

so-
lution

 

(%)

灭活温度
Inactivation

 

temperature
 

(℃)

灭活时间
Inactivation

 

time
 

(h)

24 36 48

0.05 28 ++ ++ ++
37 ++ ++ ++

0.10 28 + + -
37 + - -

0.15 28 - - -
37 - - -

0.20 28 - - -
37 - - -

0.25 28 - - -
37 - - -

注:“++”表示大量菌落,“+”表示少量菌落,“-”表示无菌落

Notes:"++"means
 

many
 

bacterial
 

colonies,"+"means
 

a
 

few
 

bacte-

rial
 

colonies,"-"means
 

no
 

bacterial
 

colonies

2.6 嗜水气单胞菌灭活疫苗的安全性

  如图5a所示,将实验用疫苗分别加入各组的

GCPF细胞中,与对照组相比,实验组的细胞形态没

有发生明显变化。另外,细胞活性检测结果也证实,
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与对照组相比,实验组中的细胞活性没有降低(图

5b),即嗜水气单胞菌灭活疫苗在细胞水平是安全无

毒的。

图5 嗜水气单胞菌灭活疫苗在细胞水平的安全性评价

  Fig.5 Safety
 

evaluation
 

of
 

Aeromonas
 

hydrophila
 

inac-
tivated

 

vaccine
 

in
 

the
 

cell
 

line

  如表2所示,用200
 

μL不同浓度的实验用疫苗

注射斑点叉尾鮰腹腔,然后继续观察10
 

d,注射不同

浓度灭活疫苗的斑点叉尾鮰状态良好,没有出现死亡

或其他不良反应,由此证实本研究中制备的嗜水气单

胞菌灭活疫苗在鱼活体水平的安全性良好。
表2 嗜水气单胞菌灭活疫苗在鱼活体水平的安全性试验

Table
 

2 The
 

safety
 

tests
 

of
 

Aeromonas
 

hydrophila
 

inactivated
 

vaccine
 

on
 

living
 

fish

组别
Groups

总数
Total

 

number

死亡数
Dead

 

number

死亡率
Mortality

 

(%)

试验组
Test

 

group 10 0 0

试验组2
Test

 

group
 

2 10 0 0

对照组1
Control

 

group
 

1 10 0 0

对照组2
Control

 

group
 

2 10 0 0

2.7 嗜水气单胞菌灭活疫苗的免疫保护实验

  在本研究中制备的灭活疫苗免疫保护实验中,我
们采用腹腔注射的方式接种嗜水气单胞菌灭活疫苗。
如表3所示,未接种疫苗的对照组鱼死亡率高达

90%,而经过腹腔注射免疫的试验组中,斑点叉尾鮰

累计死亡5尾,存活率为75%,免疫保护率为75%。
表3 嗜水气单胞菌灭活疫苗的免疫保护实验

Table
 

3 The
 

immune
 

protection
 

experiment
 

results
 

of
 

Aero-

monas
 

hydrophila
 

inactivated
 

vaccine

分组
Groups

总数
Total

 

number

死亡数
Dead

 

number

死亡率
Mortality

 

(%)

免疫保护率
Immune

 

pro􀆼
tection

 

rate
 

(%)

试验组
Test

 

group 20 5 75 75

对照组1
Control

 

group
 

1 20 20 100 0

对照组2
Control

 

group
 

2 20 20 100 0

3 讨论

  致病性嗜水气单胞菌主要流行于春末夏初和秋

季,无论哪种规格的斑点叉尾鮰均会感染。在感染早

期,会引起病鱼的下颌、口腔、体表充血,随着病情的

加剧,病鱼体表严重充血,眼球突出,肝脏、脾脏、肾脏

肿大,肠道出现大量淡黄色黏液,腹腔充满腹水。作

为一类危害严重的水产动物病原菌,嗜水气单胞菌引

起的鱼病具有发病迅速、死亡率高、流行面广、流行持

续时间长等特点。目前治疗嗜水气单胞菌鱼病,主要

以饲料拌喂抗生素和泼洒化学药物为主,但是抗生素

的盲目使用易导致严重的病菌耐药性,而化学药物的

残留会造成重大食品安全问题,导致水环境质量的恶

化。目前疫苗作为控制病原最有力的预防手段,是当

前发展水产病害防控技术的主要趋势,研究制备出适

合规模化生产渔用疫苗意义重大[12,16]。

  本研究中,我们对嗜水气单胞菌的培养条件和细

菌培养基成分进行优化研究。其中培养基最适pH
值研究结果显示,当培养基的pH值小于6.5或大于

7.5时,嗜水气单胞菌的生长明显减慢,这说明过酸

或过碱性环境均会影响嗜水气单胞菌的生长。当培

养基pH值为6.5~7.5时,嗜水气单胞菌生长速度

快、细菌数目多,而培养基pH值为7.0~7.5时最适

于嗜水气单胞菌的生长,这与先前蒋启欢等[14]的研

究结果一致(图3a)。通过在培养基中添加蔗糖,能
显著提高嗜水气单胞菌的生长速度和活菌数目。培

养时间为0~16
 

h时,嗜水气单胞菌在蔗糖质量分数

为0.5%、1.0%与5.0%的培养基中的生长速度基本

相同,培养时间为16~24
 

h时,嗜水气单胞菌在蔗糖

质量分数为1.0%与5.0%的培养基中的生长速度基

本相同,仅略高于蔗糖浓度为0.5%的实验组(图
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3b)。综合考虑成本因素,在随后的研究中均使用蔗

糖浓度为0.5%的LB培养基。通过在LB培养基中

添加蔗糖,能够有效延长嗜水气单胞菌的对数生长

期,并且在嗜水气单胞菌在LB培养基(0.5%蔗糖)
中的生长速度和产量均优于营养肉汤培养基(图4),
因此从缩短培养时间、节约原料成本、提高细菌产量

等方面综合考虑,确定嗜水气单胞菌在pH值为7的

LB培养基中进行培养,并且在 LB培养基中添加

0.5%蔗糖,培养时间为16
 

h。

  在对斑点叉尾鮰进行疫苗接种前,我们对制备的

嗜水气单胞菌灭活疫苗的安全性进行全面分析。鱼

类细胞系可用于评估细菌性病原的代谢产物对鱼类

的毒性,作为一种有效的监测手段,能够显著减少对

有毒有害物质的评估时间[17􀆼19]。细胞水平的灭活疫

苗细胞毒性检测结果显示,与对照组相比,试验组中

的细胞状态良好,细胞活性没有降低(图5)。随后对

斑点叉尾鮰注射该疫苗后,在10
 

d的观察期内,斑点

叉尾鮰状态良好,没有出现死亡或其他不良反应(表
2)。综上结果说明,本研究中制备的嗜水气单胞菌灭

活疫苗安全性好,在细胞水平和鱼活体水平均是安全

无毒的。进一步的免疫保护试验中,对斑点叉尾鮰进

行腹腔注射疫苗免疫,结果显示疫苗对试验组中斑点

叉尾鮰的免疫保护率达到75%,即本研究制备的斑

点叉尾鮰源嗜水气单胞菌灭活疫苗对于病原菌的入

侵产生了明显的防御作用,能够有效保护斑点叉尾

鮰,提高其存活率。

4 结论

  本实验通过对嗜水气单胞菌的培养条件和灭活

疫苗制备条件进行优化,成功制备出成本较低、安全

性高、免疫保护率强的斑点叉尾鮰源嗜水气单胞菌灭

活疫苗。未来我们将继续对疫苗的制备工艺进行优

化,以期制备出成本低廉、免疫保护力高、保护时间

长、可以规模化生产的区域定制化斑点叉尾鮰源嗜水

气单胞菌灭活疫苗。
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Abstract:In
 

view
 

of
 

the
 

pathogenic
 

Aeromonas
 

hydrophila
 

isolated
 

from
 

Guangxi,we
 

tried
 

to
 

develop
 

region-
al

 

customized
 

inactivated
 

vaccine
 

to
 

achieve
 

effective
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

fish
 

diseases.First,the
 

growth
 

curve
 

of
 

Aeromonas
 

hydrophila
 

in
 

LB
 

medium,the
 

optimum
 

pH
 

value
 

of
 

the
 

medium,and
 

the
 

effect
 

of
 

adding
 

sucrose
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

Aeromonas
 

hydrophila
 

in
 

the
 

medium
 

were
 

studied.Subsequently,the
 

prep-
aration

 

method
 

of
 

Aeromonas
 

hydrophila
 

inactivated
 

vaccine
 

was
 

explored,and
 

the
 

safety
 

of
 

the
 

vaccine
 

was
 

studied
 

at
 

the
 

cellular
 

level
 

and
 

the
 

living
 

level
 

of
 

Ictalurus
 

punctatus
 

to
 

carry
 

out
 

the
 

immune
 

protection
 

ex-
periment

 

of
 

the
 

vaccine
 

against
 

Ictalurus
 

nctatus.The
 

results
 

showed
 

that
 

there
 

was
 

a
 

good
 

linear
 

relation-
ship

 

between
 

the
 

concentration
 

of
 

Aeromonas
 

hydrophila
 

and
 

the
 

OD
 

value
 

of
 

bacterial
 

liquid,whose
 

regres-
sion

 

equation
 

was
 

y=2E-10x+0.1399,R2=0.975
 

4.The
 

optimum
 

pH
 

of
 

LB
 

medium
 

for
 

Aeromonas
 

hydrophila
 

was
 

7.0-7.5,and
 

the
 

addition
 

of
 

sucrose
 

to
 

the
 

medium
 

could
 

significantly
 

promote
 

the
 

growth
 

of
 

Aeromonas
 

hydrophila.The
 

inactivated
 

vaccine
 

against
 

Aeromonas
 

hydrophila
 

prepared
 

at
 

the
 

study
 

was
 

safe
 

and
 

non􀆼toxic
 

at
 

both
 

the
 

cellular
 

level
 

and
 

the
 

living
 

fish
 

level,and
 

the
 

immunization
 

protection
 

rate
 

a-
gainst

 

Ictalurus
 

punctatus
 

could
 

reach
 

75%.Based
 

on
 

this,the
 

preparation
 

method
 

of
 

inactivated
 

vaccine
 

a-
gainst

 

Aeromonas
 

hydrophila
 

from
 

Ictalurus
 

punctatus
 

in
 

Guangxi
 

was
 

preliminarily
 

established.
Key

 

words:Ictalurus
 

punctatus,Aeromonas
 

hydrophila,
 

inactivated
 

vaccine,optimization
 

of
 

preparation
 

conditions,immune
 

protection,aquaculture
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