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斑点叉尾鲖源海豚链球菌Srr蛋白海藻酸钠-壳聚糖口服疫苗的

制备及其免疫效果研究
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摘要: 制备海藻酸钠-壳聚糖-海豚链球菌Srr蛋白微球疫苗, 并检测其对斑点叉尾鲙的免疫效果。采用乳化法

利用海藻酸钠-壳聚糖包被Srr蛋白, 测定其包封率、载药率及包被蛋白的抗原性; 通过拌饲投喂免疫斑点叉尾

鲙, 分为Srr组、Srr微球组、空微球组以及对照组, 间接ELISA法检测免疫后斑点叉尾鲙的血清抗体水平, 试
剂盒检测多项血清非特异性指标; 于免疫后第4周利用海豚链球菌攻毒, 计算各组相对保护率, 并通过实时荧

光定量PCR检测相关基因的表达量。结果显示, 通过乳化法制得形态为圆形或椭圆形、大小较为均一的微球

疫苗, 粒径为(4.26±1.13) μm, 包封率为92.38%, 载药率为19.41%, Western-blot分析表明Srr蛋白微球具有较好

的抗原性; Srr微球组的抗体效价峰值出现在第4周, 明显高于其他组, 血清总蛋白、T-SOD以及溶菌酶活力均

显著或极显著高于其他实验组, 并获得60%的相对保护率。荧光定量分析结果显示, Srr微球组攻毒后24h和
48h各免疫基因表达量均有所上调。Srr蛋白微球疫苗能够提高斑点叉尾鲙抵抗海豚链球菌的能力, 对海豚链

球菌起到了一定的预防作用。
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海豚链球菌(Streptococcus iniae, 曾用名Strep-
tococcus shiloi), 隶属于链球菌科(Streptococcaceae),
链球菌属(Streptococcus)。自1976年Pier和Madin[1]

从亚马逊河河豚皮肤中初次分离出海豚链球菌后,
该菌便在北美洲、中东、亚太地区以及欧洲蔓延

开来, 主要感染淡水和海水鱼
[2—5]

。曾经的海豚链

球菌被认为对斑点叉尾鲙不敏感, 但是最近几年,
海豚链球菌从斑点叉尾鲙上频频被分离出来, 且
在中国多地出现暴发性流行, 对斑点叉尾鲙的健康

养殖存在一定的威胁
[6]
。研究表明, 海豚链球菌可

引起斑点叉尾鲙异常游动, 体色变深, 鳍条出血, 腹
部膨大; 剖解可见内脏肿大、充血, 积满腹水, 肠炎

等
[7]
。

海豚链球菌丝氨酸富集蛋白(Srr)是链球菌中

一种重要的蛋白(GenBank登录号: CP005941.1, 对
应蛋白登录号AGM97982.1), 具有一个3618 bp的开

放阅读框, 预计编码蛋白125 kD, 且在C-端的第

251—405个氨基酸残基之间含有一个碳端细菌纤

维蛋白原结合黏附素超家族(SdeG_C_C_supper-
family)的保守结构域

[8]
。研究表明, Srr可能通过调

控一些重要因子来影响细菌致病过程中的黏附、

定殖以及在宿主体内存活等活动, 从而使细菌达到

在宿主体内生存、繁殖和致病的目的
[9, 10]

。由此可

见Srr相关蛋白在链球菌对宿主的感染中起着相当

重要的作用, 但目前关于海豚链球菌Srr蛋白疫苗的

研究相对较少, 其作用机制有待进一步研究。

目前世界多数渔用疫苗是通过注射进行免疫,
该方式不仅存在工作量大, 且易对鱼体造成应激等

缺点; 相对于注射免疫, 口服免疫不仅操作方便, 且
对鱼体应激反应小, 成为鱼类免疫最有前景的免疫

方式之一, 而口服疫苗预防海豚链球菌病的研究还

鲜有报道。本实验采用海藻酸钠和壳聚糖2种天
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然高分子聚合物作为海豚链球菌Srr蛋白的包被载

体, 对微球制备后的包封率、载药率以及包被蛋白

的抗原性进行了检测, 并通过微球拌饲投喂方式免

疫斑点叉尾鲙, 利用免疫后的血清对其免疫指标进

行测定, 最后通过相对保护率的测定综合判断该疫

苗有望成为斑点叉尾鲙预防海豚链球菌病的候选

疫苗, 且为海豚链球菌口服疫苗的研制及应用提供

基础。

1    材料与方法

1.1    实验材料

斑点叉尾鲙源海豚链球菌(DGX07, 登录号:
FJ951434)由四川农业大学鱼病研究中心分离保

存。海豚链球菌Srr蛋白由四川农业大学鱼病研究

中心进行生物信息学分析、克隆表达、纯化并保

存(70 kD左右)。海藻酸钠、壳聚糖购自上海生物

工程有限公司, 食品级液体石蜡、Span-80、氯化

钙和乙酸钠等均购自成都科龙试剂厂。健康斑点

叉尾鲙购自四川成都某斑点叉尾鲙养殖基地, 体重

(50±5) g。HRP goat anti-rabbit IgG购自百奇生物科

技有限公司; 兔抗斑点叉尾鲙IgM血清由本实验室

提供; 可溶型单组分TMB底物溶液购自北京天根生

化科技有限公司; 总蛋白检测试剂盒、溶菌酶检测

试剂盒、总超氧化物歧化酶检测试剂盒均购自南

京建成科技有限公司。

1.2    海藻酸钠-壳聚糖-海豚链球菌Srr蛋白微球疫

苗以及空微球的制备

1.5%浓度海藻酸钠溶液与2 mg/mL的Srr蛋白

(空微球的制备是将Srr蛋白替换为PBS)充分混合,
将混合溶液按4鲶6缓慢滴加到食品级液体石蜡(含
乳化剂Span-80和硬脂酸镁)中, 1800 r/min搅拌, 待
充分乳化后, 将8%浓度(M/V)CaCl2溶液加入乳化

好的海藻酸钠蛋白中钙化形成微球, 8000 r/min离
心5min收集沉淀, 用0.01 mol/L的乙酸钠(pH=4.0)洗
涤液清洗3次, 再与0.8%浓度的壳聚糖(pH=5的乙酸

钠配制)1800 r/min混匀10min, 8000 r/min离心

5min收集沉淀, 同上洗涤3次后相同缓冲液重悬, 加

入等体积的2%的甘露醇搅拌均匀, 冻干保存。

1.3    微球粒径、包封率、载药率以及抗原性检测

微球粒径　　参考阳磊等
[11]

的实验方法计算

微球粒径。

包封率及载药率　　将收集到的一定量的微

球重悬, 取3 mL微球悬液离心, 将得到的微球加入

到适量PBS溶液中超声破碎, 充分溶解。再将溶液

10000 r/min离心10min, 将所收集的上清液用Brad-
ford法检测蛋白浓度, 按照公式计算包封效率和载

药率:
包封效率(%)=(实际微球中的蛋白质量/理论微

球中蛋白质量)×100%
载药率(%)=(实际微球中的蛋白质量/最后测得

总质量)×100%
抗原性　　取一部分上清液利用兔抗组氨酸

标签抗体(1鲶200稀释)和兔抗海豚链球菌抗体进行

Western-Blot, 室验操作参考Jiang等[12]
的方法。

1.4    分组及免疫

实验前随机剖检5尾斑点叉尾鲙检查其健康情

况, 随后将健康斑点叉尾鲙240尾随机分为4组, 具
体分组见表 1, 以下各组简称为Srr组、Srr微球组、

空微球组以及对照组。各组实验前均驯养14d, 驯
养后的鱼能每日进料情况良好。14d后, 将制备的

微球疫苗定量与粉碎后的饲料粉末混合后再成

型、干燥, 按照鱼体重的2%进行投喂, 各组均连续

投喂14d。
1.5    样品采集与处理

免疫后第1—8周每周定时在每组随机选取5尾
通过静脉采血0.2 mL, 血液室温静置2h后移入4℃
冰箱过夜, 次日4000 r/min离心10min, 收集上清,
–20℃保存。于免疫后第4周每组随机选取15尾斑

点叉尾鲙进行S. iniae攻毒, 攻毒后24h和48h每组随

机选取6尾鱼分别取其头肾和脾脏, 液氮研磨提取

总RNA反转录cDNA后于–80℃保存备用。

1.6    间接ELISA检测血清抗体效价

方法参照任燕等
[13]

的方法通过间接ELISA法

检测血清抗体效价。

表 1    免疫程序

Tab. 1    Immunization program

编号
Number

分组
Group

免疫途径
Immune route

每日投喂蛋白(μg/尾)
Daily protein intake (μg/tail)

尾数
Tail

免疫时间
Immune time (d)

I Srr组 拌料口服 25 60 14
II Srr微球组 拌料口服 25 60 14

III 空微球组 拌料口服 0 60 14
IV 对照组 普通饲料直接口服 0 60 14

注: 实验水温 (22±2)℃
Note: The experimental temperature, (22±2)℃
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1.7    非特异性指标的检测与分析

血清总蛋白、T-SOD以及溶菌酶的测定参照

南京建成生物有限公司的试剂盒说明书进行, 并按

说明书公式进行计算, 所得结果利用SPSS18.0 软件

包进行统计分析, 比较各实验组与对照组的显著性

差异, 其中P>0.05 为差异不显著, 0.01<P<0.05为差

异显著, P<0.0l为差异极显著。

1.8    实时荧光定量PCR分析

参照Yang等 [14]
的引物设计合成斑点叉尾鲙

EF-1α、IFN-γ、TNF-α、CD4L-2、MHC-IIβ的引

物, 以EF-1α因子为内参基因, 采用荧光定量PCR测
定斑点叉尾鲙IFN-γ、TNF-α、CD4L-2、MHC-
IIβ的表达影响。参照ABI公司SYBR@ Green PCR
Supermix染料说明书配置PCR反应体系进行反应,
反应后进行PCR产物溶解曲线分析, 鉴定扩增产

物。

实验中的每个样品有3个重复(n=3), 结果取其

循环阈值(Ct)的平均值, 利用公式RQ=2–ΔΔCt
计算斑

点叉尾鲙头肾和脾脏中IFN-γ、TNF-α、CD4L和
MHC-Ⅱ基因的相对表达量。其中ΔCt=目的基因平

均 Ct值–内参基因平均 Ct 值, ΔΔCt=实验组ΔCt–对
照组ΔCt。所得结果利用SPSS18.0 软件包进行统

计分析, 所有实验数据用Mean±SD表示, 各不同组

织ΔCt 值釆用独立样本 t检验。P>0.05为差异不显

著, 0.01<P<0.05 为差异显著, P<0.0l为差异极显

著。

1.9    攻毒实验及相对保护率的测定

在免疫后第4周, 利用S.iniae (6×107 cfu/mL)[7]

对各组斑点叉尾鲙进行攻毒, 每组随机选取20尾,
腹腔注射0.2 mL/尾, 记录攻毒后14d内各组鱼的发

病及死亡情况, 另取濒死鱼的肝、肾进行接菌培养,
确定病原菌种类。并计算相对保护率(Relative Per-
cent Survival, RPS), 按下列公式计算:

RPS (%)=[(对照组死亡率–免疫组死亡率)/对
照组死亡率]×100%

2    结果

2.1    微球疫苗包封率、载药率以及抗原性检测

利用显微镜对制备微球进行观察, 制得的微球

形态呈圆形或椭圆形(图 1), 粒径较为均–[(4.26±
1.13) μm]。通过超声破碎后测得Srr蛋白微球疫苗

的包封率为92.38%, 载药率为19.41%。Western-
blot结果表明Srr蛋白微球与兔抗海豚链球菌抗体/
兔抗组氨酸标签抗体均能结合, 在70 kD大小处有

明显的条带, 表明微球中的蛋白具有较好的抗原

性。

2.2    血清抗体水平

本实验采用了间接ELISA方法测定了Srr组、

Srr微球组、空微球组以及对照组免疫后第1—8周
的抗体消长规律(图 2)。实验结果可见, 实验组可

在第2周检测到抗体效价, 但是检测值较低, 随后开

始增加, Srr组和Srr微球组均在第4周时实验组均达
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图 1    微球的形态以及Western-blot结果

Fig. 1    The shape of alginate microparticles and result of Western-blotting analysis
A. 制备好的微球形态(1000×); B. M为Marker, 1、3分别为兔抗海豚链球菌抗体/兔抗组氨酸标签抗体结合的Srr原蛋白; 2、4分别为兔

抗海豚链球菌抗体/兔抗组氨酸标签抗体结合的Srr微球破碎蛋白

A. The shape of alginate microparticles (1000×); B. M. Protein marker; 1, 3. The purified protein-Srr in Rabbit anti-S. iniae/Rabbit anti-His;
2, 4. The protein-Srr released from microspheres in Rabbit anti-S. iniae/Rabbit anti-His
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到峰值, 分别为0.85和0.99。从第5周开始实验组出

现下降峰, 而对照组始终无特异性检出。虽然空微

球组也有抗体效价的检出, 但是其持续时间较短。

2.3    血清总蛋白检测结果

如图 3所示, 在免疫后的前3周, Srr组和Srr微球

组血清总蛋白含量均极显著升高(P<0.01), 而空微

球组和对照组均无明显差异。在实验的第4周, 所
有实验组血清总蛋白含量极显著(P<0.01)或显著

(P<0.05)高于对照组, 其中Srr微球组血清总蛋白含

量最高。第5周后出现所有实验组均有所下降, 且
均在第6周以后达到稳定状态。在整个实验期间,

Srr微球组血清蛋白含量一直高于其他组。

2.4    血清T-SOD活力检测结果

如图 4所示, 免疫后各实验组T-SOD活力均呈

上升趋势, 在第3、4周时Srr组和Srr微球组的酶活

力均极显著高于对照组(P<0.01), 且Srr微球组在第

3周出现峰值, Srr组在第4周出现峰值。峰值后各实

验组均出现下降峰, 但在第5周后便基本维持稳定。

空微球组仅在第5周与对照组差异显著(P<0.05)。
2.5    血清溶菌酶活力检测结果

如图 5所示, Srr微球组血清溶菌酶活力从免疫

后第1—8周均极显著(P<0.01)高于对照组, 且在第

2周达到峰值。Srr组在第4周达到峰值, 除了第2周,
其余实验期间均显著或极显著高于对照组。空微

球包被组在第6、7、8周显著(P<0.05)或极显著

(P<0.01)高于对照组, 但在整个实验期间皆低于

Srr组和Srr微球组。在整个实验期间, 对照组血清
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图 2   斑点叉尾鲙血清中的抗体水平

Fig. 2   The antibody level in the serum of Ictalurus punctatus
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图 3   斑点叉尾鲙血清总蛋白含量变化

Fig. 3   Changes of total protein content in serum of Ictalurus
punctatus
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图 4   斑点叉尾鲙血清总超氧化物歧化酶活力变化

Fig. 4   Changes of T-SOD activity in serum of Ictalurus punctatus
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图 5   斑点叉尾鲙血清溶菌酶活力变化

Fig. 5   Changes of lysozyme activity in serum of Ictalurus
punctatus
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溶菌酶活力相对稳定在105—120 U/mL。
2.6    微球疫苗对斑点叉尾鲖头肾和脾脏免疫相关

基因表达的影响

海豚链球菌攻毒后24h(图 6A), Srr微球组的的

IFN-γ基因表现出极大的上调, 显著(P<0.05)高于对

照组, 而Srr组和空微球组虽也有上调, 但与对照组

不存在显著性关系(P>0.05); Srr微球组的TNF-α基
因的表达量显著(P<0.05)或者极显著(P<0.01)的高

于其他实验组; 所有实验组的CD4L-2基因和MHC-
Ⅱβ基因的表达量不存在显著性关系(P>0.05), 但是

均略高于对照组有上调趋势。攻毒后48h的脾脏

(图 6B), Srr组和Srr微球组IFN-γ基因的表达量均显

著(P<0.05)高于空微球组和对照组; TNF-α的表达

均较低, 但是Srr组和Srr微球组均显著(P<0.05)或极

显著(P<0.01)高于空微球组和对照组; Srr微球组

CD4L-2基因的表达显著(P<0.05)高于空微球组和

对照组; Srr微球组MHC-Ⅱβ基因极显著(P<0.01)高
于Srr组、空微球组以及对照组, Srr组与空微球组

和对照组之间存在显著差异(P<0.05)。
海豚链球菌攻毒后24h的头肾(图 6C), Srr微球

组的IFN-γ、CD4L-2和MHC-Ⅱβ基因表达量皆显著

(P<0.05)高于对照组, TNF-α基因表达量极显著

(P<0.05)高于其他实验组, CD4L-2基因的表达量显

著(P<0.05)高于空微球和对照组, MHC-Ⅱβ的表达

量显著(P<0.05)高于空微球组。攻毒后48h的头肾

(图 6D), 斑点叉尾鲙头肾中IFN-γ、TNF-α和MHC-
Ⅱβ基因的表达在Srr微球组极显著(P<0.01)高于空

微球组和对照组, CD4L-2的表达显著高于空微球

组和对照组 ,  I F N - γ的表达与S r r组存在显著

(P<0.05)差异, TNF-α的表达与Srr组存在极显著

(P<0.01)差异, MHC-Ⅱβ基因的表达显著(P<0.05)高
于Srr组。

2.7    微球疫苗对斑点叉尾鲖的保护效果

斑点叉尾鲙实验前随机剖解检测, 均为正常健

康斑点叉尾鲙。免疫后第4周进行攻毒, 对濒死的

斑点叉尾鲙接菌检测, 确定致病菌为海豚链球菌;
海豚链球菌攻毒14d后, Srr组和Srr微球组分别获得

抗海豚链球菌相对免疫保护率为35%和60%, 而空

微球组和对照组在攻毒后14d内全部死亡(图 7)。

3    讨论

海藻酸钠是一种聚阴离子多聚物, 壳聚糖是一

种聚阳离子聚合物, 两者接触后发生静电反应, 可
在海藻酸钠表面形成一层聚电解质膜, 从而紧密包

裹蛋白, 使微球的稳定性和载药量都得到显著提

高
[15]

。本实验以海藻酸钠和壳聚糖两种天然高分

子聚合物为载体包被海豚链球菌Srr蛋白, 利用乳化

法制备海藻酸钠-壳聚糖-海豚链球Srr蛋白微球口
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图 6    海豚链球菌攻毒后24h/48h斑点叉尾鲙脾脏/头肾中免疫相关基因相对表达量

Fig. 6    Relative expression level of immune genes in spleen /kidney of vaccinated I. punctatus at 24h/48h post-challenge by S. iniae
A. 攻毒24h的脾脏; B. 攻毒48h的脾脏; C. 攻毒24h的头肾; D. 攻毒48h的头肾

A. 24h post-challenge of spleen; B. 48h post-challenge of spleen; C. 24h post-challenge of kidney; D. 48h post-challenge of kidney
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服疫苗, 获得了较高的包封率和载药率; 通过Wes-
tern-blot对微球释放蛋白的抗原性进行检测, 结果

表现出较好的抗原性, 由此可见该制备方法较为温

和, 可以保证包裹抗原的完整性。

酶联免疫吸附实验(ELISA)自1971年被En-
gvall和Perlmann创建以来, 该方法以操作简单, 检
测样本量大, 敏感度较高以及特异性较强等优点逐

步成为血清抗体效价检测的重要方法
[16]

。本实验

通过间接ELISA检测了斑点叉尾鲙在免疫后的血

清抗体水平。Srr组和Srr微球组在实验中均能检测

到特异性抗体, 且峰值均出现在了第4周, 分别为

0.85和0.99, 由此说明微球疫苗Srr组和Srr微球组均

能刺激机体产生免疫应答; 空微球虽然也能检测到

特异性抗体, 但是抗体效价相对较低, 推测可能是

壳聚糖和海藻酸钠本身可作为免疫增强剂的原

因
[17, 18]; 而对照组始终没有检测出特异性抗体。最

后通过攻毒实验测定了各实验组的相对保护率,
Srr组和Srr微球组分别为35%和60%, 由此可见

Srr蛋白对机体具有一定的保护效果, 且Srr微球组

的保护效率远远高于Srr直接拌饲投喂组, 推测是海

藻酸钠-壳聚糖的包裹作用通过酸碱反应控制药物

的释放速度, 减少了Srr蛋白在机体胃肠酸碱环境中

的损失, 使蛋白更有效地被肠道吸收发挥作用。

非特异性免疫在作为低等脊椎动物的鱼类疫

系统中起着重要的作用。血清总蛋白的成分和含

量与鱼体的健康状况紧密相连
[19]

。本实验对斑点

叉尾鲙免疫包被的口服微球疫苗后, 实验组血清总

蛋白含量均显著升高, 且Srr组和Srr微球组在第4周
达到最高值, 说明Srr蛋白对机体增强免疫能力具有

一定的积极意义。超氧化物歧化酶(SOD)是一种广

泛存在于机体内的重要抗氧化酶, 对平衡机体氧化

作用和抗氧化作用中必不可少, 且在清除O2–
自由

基, 增强机体防御能力中起到了重要的作用
[20]

。实

验结果表明, SOD的活力与机体免疫水平具有紧密

的关系, Srr微球组免疫后SOD活力逐步增强, 并在

第3周和第4周极显著高于对照组, 随后出现下降,
鱼体免疫力相应有所下降。由此推测疫苗免疫斑

点叉尾鲙后能够刺激鱼体识别抗原, 促使SOD分

泌, 维持机体氧化物和抗氧化物的平衡, 达到保护

鱼体的目的。溶菌酶(LSZ)是鱼类抵御外来病原感

染的重要非特异性免疫防御因子之一, 主要存在鱼

类的黏液、血清以及巨噬细胞中, 能够病原微生物,
保护鱼体

[21]
。在本实验中, 免疫后各实验组的溶菌

酶活性均有提高, 且在整个实验期间, Srr微球组的

溶菌酶活性一直显著(P<0.05)或者极显著(P<0.01)
的高于对照组。由此可推测溶菌酶的高活性能够

提高鱼体抵御病原微生物的能力。

本实验利用Real-time RCP方法探究了Srr蛋白

疫苗对斑点叉尾鲙免疫相关基因表达的影响。

TNF-α、IFN-γ、MHC-Ⅱβ和CD4L-2基因在机体脾

脏和头肾的表达情况是疫苗效果评价中的重要指

标。本实验中Srr微球组免疫攻毒后的脾脏和头肾

中TNF-α、IFN-γ、CD4L-2和MHC-Ⅱβ因子的表达

均明显高于Srr组、空微球组以及对照组, 由此可推

测Srr蛋白刺激了TNF-α因子调节趋化因子的产生,
对中性粒细胞和巨噬细胞进行诱导, 并迁移到病原

菌入侵部位发挥免疫功能
[22, 23], 同时, IFN-γ因子的

上调可能刺激了机体巨噬细胞对病原微生物的杀

伤能力, 从而起到增强机体免疫应答的作用
[24], 推

测Srr包被疫苗在增强鱼体抵抗病原能力以及增强

机体免疫力起到了一定的作用。研究表明, 不仅海

藻酸钠和壳聚糖能发生静电反应, 其微球进入体内

后外膜壳聚糖上游离的氨基能与黏膜上皮细胞上

带负电的糖蛋白或细胞间紧密结合部分固有的负

电荷也能发生静电作用, 从而打开了上皮细胞之间

紧密连接, 促进了药物的吸收
[25—27], 且释放的药物

可通过跨细胞途径或者细胞旁路途径穿过上皮细

胞, 提高免疫效果
[28]

。本实验结果表明Srr蛋白对斑

点叉尾鲙海豚链球菌病具有一定的防御作用, 同时

Srr组和Srr微球组的免疫效果差异不仅体现了海藻

酸钠-壳聚糖对蛋白药物的保护作用, 也体现了这

两种高分子载体对蛋白药物的促进吸收作用。
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STUDY ON THE PREPARATION AND IMMUNE EFFICACY OF A ALGINATE-
CHITOSAN ORAL VACCINE OF SRR-PROTEIN FROM

STREPTOCOCCUS INIAE

WANG Xing-Li1, WANG Kai-Yu1, WANG Er-Long1, WANG Tao1, YANG Qian1, CHEN De-Fang2 and GENG Yi1

(1. College of Veterinary Medicine, Sichuan Agricultural University, Chengdu 611130, China; 2. College of Animal Science and
Technology, Sichuan Agricultural University, Chengdu 611130, China)

Abstract: The goal of this study was to prepare the alginate-chitosan microcapsules containing the Srr-protein of Strep-
tococcus iniae, and to determine its immune effect in channel catfish by oral route. The alginate-chitosan-Srr-protein
microcapsules were prepared by an emulsification method, and the encapsulation efficiency, drug-loaded rate, and im-
munogenicity integrity were tested. Healthy fish were divided into 4 groups, named Srr group, Srr-microcapsules group,
empty-microcapsules group, and control group to immune, respectively. The serum antibody level was detected by an
indirect ELISA method, and serum non-specific indexes were detected by reagent kits. 4 weeks after the immunization,
the relative percent survivals (RPSs) of each group were calculated by challenging the fish with S. iniae, and the mRNA
levels of immune related genes were analyzed by real-time PCR. The alginate-chitosan-Srr-protein microcapsules
showed round or oval in shapes, with a mean diameter of 4.26±1.13 μm, an encapsulation efficiency of 92.38%, and a
drug-loaded rate of 19.41%. Western-blot indicated a good immunogenicity of the microcapsules. The peak of anti-
body titer appeared at the 4th week after the immunization, among which, antibody titer in the Srr-microcapsules group
was the highest. The serum total protein, T-SOD and lysozyme activity of Srr-microcapsules group were obviously
higher than those of the other groups. The relative percentage of survival in Srr-microcapsules group was 60%. The re-
sults of real-time PCR presented that mRNA levels of immune related genes in kidneys and spleens from the Srr group
increased more notably than those in the other groups during the 24h to 48h post injection. In conclusion, the alginate-
chitosan-Srr-protein microcapsules vaccine was able to protect channel catfish from S. iniae infection.

Key words: Streptococcus iniae; Srr-protein; Alginate-chitosan; Oral vaccine; Immune effect
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