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一种佐剂新材料在嗜水气单胞菌灭活疫苗浸泡免疫

异育银鲫中的应用效果
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摘要：为研究蓖麻油聚乙二醇单酯葡萄糖苷(CPMG)在细菌灭活疫苗浸泡免疫中的佐剂
作用，将CPMG和嗜水气单胞菌灭活疫苗联合施用，二次浸泡免疫异育银鲫后饲养在室
内玻璃缸中，用实时荧光定量PCR(RT-PCR)检测加强免疫后2、4、7、11、14和21 d脾脏
中IgM、IL-1β、C3、C-凝集素和溶菌酶的mRNA表达量，首次免疫30 d后用同源菌株活
菌攻击实验鱼；同时，用含CPMG、山莨菪碱复合佐剂的灭活疫苗浸泡免疫异育银鲫一
次后饲养在池塘网箱中，定期抽取血液检测血清抗体效价并用同源菌株人工感染实验
鱼。结果显示，CPMG佐剂组和无佐剂组的5个免疫相关基因的相对表达量显著高于对
照组，CPMG组IgM基因较无佐剂组更早表达，补体C3、C-凝集素以及溶菌酶的基因表
达量更高或表达持续时间更长。血清抗体效价在免疫后2周达到160，6周达到峰值640，
12周降低为40。室内玻璃缸中二次免疫30 d后，CPMG组的平均相对保护率达到70.6%，
复合佐剂组达到88.2%，均显著高于无佐剂组的56.0%。池塘网箱中一次浸泡免疫30、
60和120 d后，平均相对保护率分别为54.6%、44.0% 和12.5%。研究表明，CPMG与嗜水
气单胞菌灭活疫苗共同浸泡免疫异育银鲫，增强了脾脏中IgM、IL-1β、C3、C-凝集素以
及溶菌酶基因表达，提高了异育银鲫抗嗜水气单胞菌感染的能力。
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渔用疫苗，尤其是细菌灭活疫苗的浸泡免

疫操作方便，适用于无鳞鱼、鱼苗等免疫。利

用免疫佐剂、细胞渗透剂等材料，结合高渗浸

泡、超声波处理等透皮方法，增强鱼体对抗原

的摄入量从而提高免疫效果，这是浸泡免疫的

发展方向和趋势 [1 ]。因此，开发应用高效、安

全、使用方便、绿色环保的浸泡材料提高疫苗

浸泡免疫效果，可大大推动渔用疫苗的应用，

进而推动水产养殖业的健康发展。蓖麻油聚乙

二醇单酯葡萄糖苷(castor oil polyethylene glycol

monoester glucoside, CPMG)是由蓖麻油依次经酸

化、酯化和糖苷化而合成的一种非离子表面活

性剂，可被生物降解，无毒，界面张力低，水

溶性好，具有分散、乳化等作用，能使油类或

颗粒性物质在水溶液中分散更均匀和稳定。本

文评价CPMG在嗜水气单胞菌灭活疫苗浸泡免疫

异育银鲫(Carassius auratus gibelio)中的应用效

果，旨在寻找适合在渔业生产中应用的佐剂材料。
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1    材料与方法

1.1    实验鱼和菌株

异育银鲫购于广东省佛山市三水区某养殖

场，体质量(8±1) g，体长(7.5±0.5) cm。实验前暂

养2周，观察摄食活动状态，确认健康后用于实

验。实验期间池塘水温(26±3) °C，室内玻璃缸水

温(26±1) °C。

嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)菌株

YYK090901为本研究室自行分离、鉴定并保藏的

细菌，为本次实验的疫苗制备株和人工感染菌株。

1.2    主要试剂和仪器

CPMG由广州市瑞洋表面活性剂有限公司合

成，胰蛋白胨大豆肉汤(TSB)培养基购自广东环

凯微生物科技有限公司，山莨菪碱为河南普瑞

制药有限公司产品，PrimeScript RT reagent Kit和
SYBR Premix Ex Taq II购自大连宝生物工程有限

公司，Trizol Reagent购自英潍捷基公司，鼠抗鲤

科鱼 IgM单抗为Aquatic Diagnostic Ltd.产品，

HRP标记的羊抗鼠IgG为美国Jackson公司产品，

其余试剂为进口或国产分析纯。

ABI 7500荧光定量PCR仪为美国Applied
Biosystems公司产品，冷冻离心机为美国Sigma公
司产品，核酸蛋白测定仪为美国BECKMAN
COULTER公司产品，温控摇床SPH-2112F为中国

SHIPING公司产品，生化培养箱MIR-153为日本

SANYO公司产品，酶标仪infinite M200 PRO为瑞

士Tecan公司产品。

1.3    嗜水气单胞菌灭活疫苗的制备

将YYK090901菌株接种到TSB培养基中

28 °C摇床活化18 h，再转接至500 mL TSB培养基

中28 °C扩大培养18 h，然后用3‰福尔马林溶液

28 °C灭活72 h。无菌检验合格后，即为嗜水气单

胞菌灭活疫苗。

1.4    二次浸泡免疫试验(室内玻璃缸养殖)

将异育银鲫分为4组，每组80尾。各免疫组

在1.5%盐水中充气浸泡5 min后，分别在含10 μg/mL
CPMG的疫苗溶液、复合佐剂(10 μg/mL CPMG+
15 μg/mL山莨菪碱)的疫苗溶液及无佐剂的疫苗

溶液中充气浸泡15 min。首次免疫7 d后同法进行

加强免疫，对照组仅在1.5%盐水中浸泡5 min。
免疫后每组鱼随机分成2个平行组，放置在室内

玻璃缸中充气饲养。每组浸泡体积为5 L，浸泡

疫苗溶液中细菌抗原浓度为5.2×108 CFU/mL。

1.5    RT-PCR样品制备及检测

按照时云朵等 [2]方法进行RT-PCR样品制备

及检测：加强免疫后2、4、7、11、14和21 d分
6次取各组异育银鲫脾脏组织，每组每次分别随

机取3尾。提取脾脏组织RNA并反转录为cDNA。

构建标准曲线，以18S rRNA为内参，实时荧光定

量PCR(RT-PCR)检测异育银鲫IgM、IL-1β、补体

C3、C-凝集素和溶菌酶5个基因的表达量。

1.6    一次浸泡免疫试验(池塘网箱养殖)

将异育银鲫分为2组，每组200尾，免疫组

在含有复合佐剂(10 μg/mL CPMG和15 μg/mL山莨

菪碱)的疫苗溶液中充氧浸泡15 min，对照组在

1.5%盐水浸泡5 min。浸泡体积为30 L，且浸泡疫

苗混合溶液中细菌终浓度不小于3.0×108 CFU/mL。

1.7    血清采集及抗体效价测定

池塘网箱中的实验鱼免疫后每2周采一次

血，持续8周后每隔4周采血一次，直到16周。每

次随机采集3~5尾，血液样本室温放置2 h，4 °C
静置过夜，8500 r/min离心10 min，提取血清4 °C
保存备用。待测血清预先稀释10倍，以棋盘法确

定细菌抗原的最佳包被浓度和二抗(鼠抗鲤科鱼

IgM单抗)最佳使用浓度，间接ELISA测定血清抗

体效价。以S/N(实验组OD值–空白组OD值)/(阴性

对照组OD值 –空白组OD值 )≥2.1(S表示样品

OD值，N表示阴性对照的OD值)判为阳性。

1.8    活菌人工感染试验

室内玻璃缸实验鱼在首次免疫30 d，用半数

致死量LD50(8.7×106 CFU/mL，0.1 mL)的嗜水气单

胞菌菌株YYK090901腹腔注射各实验组。池塘网

箱实验鱼在免疫30、60和120 d后，分别用嗜水

气单胞菌YYK090901菌株(8.7×106 CFU/mL，0.1 mL;
1.5×107 CFU/mL，0.1 mL；4.0×107 CFU/mL，0.2 mL)
腹腔注射各实验组。每天观察记录死亡数，连

续观察14 d。计算相对免疫保护率(RPS)：RPS=
(1–免疫组死亡率/对照组死亡率)×100%。

1.9    数据分析

实验数据以平均值±标准差 (mean±SD)表
示，用SPSS17.0统计软件进行单因素方差分析

(One-Way ANOVA)，以LSD方法进行多重检验。
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2    结果

2.1    IgM、C3、IL-1β、C-凝集素和溶菌酶基

因的表达量变化

免疫组IgM表达量明显高于对照组(P<0.05)，
且免疫组都出现上升、下降再回升现象，其中

CPMG组在4 d达到第一个高峰(34.7倍，P<0.05)，
而后下降，在14 d又上升达到最高值 (115.2倍，

P<0.05)；无佐剂组 11 d出现最高值 (56.1倍，

P < 0 . 0 5 )，然后 1 4  d呈现下降趋势 ( 2 7 . 8倍，

P<0.05)，在21 d时又出现上升(48.0倍，P<0.05)
(图1-a)。免疫组的IL-1β的表达量变化与IgM相似

(图1-b)。CPMG组C3在7 d达到最高值(432.9倍，

P<0.05)；无佐剂组中C3在4 d时迅速上升至最高

值(135.2倍，P<0.05)，7 d呈现下降趋势(80.4倍，

P<0.05)，免疫组的C3表达量都显著高于对照组

(P<0.05)(图1-c)。CPMG组的C-凝集素基因表达量

同C3的变化趋势相似，2、4 d与对照组相比，无

显著差异，在7 d达到最高值(20.7倍，P<0.05)；
无佐剂组在2 d就达到最高值(16.4倍，P<0.05)，
然后呈现下降趋势(图1-d)。CPMG组的溶菌酶基

因在7 d时出现上升(4.6倍，P<0.05)，14 d达到最

高值(6.6倍，P<0.05)；无佐剂组中溶菌酶2 d出现

急剧上升现象，并达到最高值(12.9倍，P<0.05)，
第4天与对照组无显著差异(P>0.05)(图1-e)。实验

结果显示，免疫组5个免疫相关基因的相对表达

量显著高于对照组(P<0.05)；其中CPMG组IgM在

免疫后快速表达，且C3、C-凝集素以及溶菌酶

等免疫相关基因的表达量更高或表达持续时间

更长。
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图 1    不同实验组银鲫脾脏中各免疫相关基因的相对表达量

(a) IgM相对表达量，(b) IL-1β相对表达量，(c) C3相对表达量，(d) C-凝集素相对表达量，(e)溶菌酶相对表达量；“a”表示对照组与无佐

剂组的相对表达量具有显著差异(P<0.05)，“b”表示对照组与山莨菪碱组具有显著差异(P<0.05)，“c”表示无佐剂组与山莨菪碱组具有显

著差异(P<0.05)

Fig. 1    The relative expression level of genes in the Carassius auratus gibelio spleen in different experimental groups
(a) the relative expression level of IgM, (b) the relative expression level of IL-1β, (c) the relative expression level of C3, (d) the relative expression
level of C-lectin, (e) the relative expression level of lysozyme; “a” indicates that the relative expression level is significantly differ-
ent between control group and adjuvant-free vaccine group (P<0.05), “b” indicates that it is significantly different between control
group and anisodamine-adjuvant vaccine group (P<0.05), “c” indicates that it is significantly different between adjuvant-free vac-
cine group and anisodamine-adjuvant vaccine group (P<0.05)
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2.2    血清抗体效价

ELISA测定血清抗体效价结果发现，复合佐

剂和灭活疫苗联用一次浸泡免疫异育银鲫，2周
血清抗体效价达到160，6周达到峰值640，8周为

320，12周降低为40。结果显示，复合佐剂免疫

组免疫时间越长，血清抗体效价也越高，在6周
达到最高值，且复合佐剂浸泡免疫组一次浸泡

免疫8周(约2个月)均有较高的血清抗体效价(图2)。

2.3    加强免疫组的人工感染结果(室内玻璃缸)

人工感染加强免疫的异育银鲫显示，各组

集中死亡时间在活菌攻击后12~48 h，2 d后无死

亡现象发生。CPMG组、复合佐剂组、无佐剂组

和对照组的累计死亡率分别为25.00%、10.00%、

36.67%、83.33%(表1)。CPMG组的相对免疫保护

率RPS为70.6%，复合佐剂组的相对免疫保护率

可高达 8 8 . 2 %，均显著高于无佐剂疫苗组的

56.0%(P<0.05)。

2.4    一次免疫组的人工感染结果(池塘网箱)

池塘网箱中一次浸泡免疫的异育银鲫感染

结果显示，每次 (免疫30、60、120 d)人工感染

后，各组实验鱼集中死亡时间在12~72 h，4 d
后无死亡现象。免疫30 d的平均相对保护率为

54.6%，60 d为44.0%，120 d下降为12.5%(表2)。

3    讨 论

本研究将CPMG与嗜水气单胞菌灭活疫苗联

用，浸泡免疫异育银鲫，并通过RT-PCR测定先

天性免疫因子IL-1β、补体C3、C-凝集素以及溶

菌酶基因和获得性免疫因子IgM基因表达情况。

结果显示，CPMG组和无佐剂组中5种免疫相关

因子的表达量都显著高于对照组(P<0.05)。CP-

MG组补体C3和C-凝集素基因的相对表达量均显

表 1    各实验组的相对保护率

Tab. 1    The relative percent survival in the different experimental groups

组别

groups
人工感染数/尾

challenged fish number
死亡数/尾

death number
死亡率%
mortality

平均死亡率%
average mortality RPS%

CPMG组

CPMG-adjuvant vaccine
30 7 23.33 25.00 70.6

30 8 26.67

复合佐剂组

CPMG and anisodamine- adjuvant
vaccine

30 3 10.00 10.00 88.2

30 3 10.00

无佐剂组

adjuvant-free vaccine
30 10 33.33 36.67 56.0

30 12 40.00

对照组

control group
30 26 86.66 83.33 /

30 24 80.00
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图 2    血清抗体效价

2周和4周的抗体效价相同，无显著差异；12周和16周的抗体效

价相同，无显著差异；“a”表示6周与2、4周的抗体效价具有显

著差异 (P<0.05)，“b”表示8周与2、4周具有显著差异 (P<0.05)，
“c”表示12、16周与2、4周具有显著差异(P<0.05)，“d”表示6周
与8周具有显著差异(P<0.05)，“e”表示6周与12、16周具有显著

差异(P<0.05)，“f”表示8周与12、16周具有显著差异(P<0.05)

Fig. 2    Serum antibody titer
The antibody titer is not significantly different between 2 and 4 weeks;
and it is also not significantly different between 12 and 16 weeks; “a”
ind ica t e s  tha t  t he  an t ibody  t i t e r  i s  s ign i f i can t ly  d i f f e ren t
between 6 weeks and 2, 4 weeks (P<0.05) ,  “b” indicates that
i t  is  s ignif icantly different  between 8 weeks and 2,  4 weeks
( P< 0 . 0 5 ) ,  “ c ”  i n d i c a t e s  t h a t  i t  i s  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t
between 12, 16 weeks and 2, 4 weeks (P<0.05), “d” indicates
that it is significantly different between 6 and 8 weeks (P<0.05),
“e” indicates that it is significantly different between 6 weeks
and 12,  16 weeks (P<0.05) ,  “f”  indicates  that  i t  i s  s ignif ic-
antly different between 8 weeks and 12, 16 weeks (P<0.05)
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著高于无佐剂疫苗组(P<0.05)和对照组(P<0.05)，
且溶菌酶基因表达持续时间更长。

目前对功能基因表达量与其编码蛋白的表

达量的关系尚无定论，但随着RT-PCR技术的兴

起，国内外许多学者评价佐剂在渔用疫苗中的

功效时，将先天性和获得性免疫相关因子的基

因表达情况作为一项评价指标。大菱鲆(Scoph-
thalmus maximus)红体病虹彩病毒(Reddish body
iridovirus)的壳聚糖核酸纳米粒疫苗(pDNA-CS-
NPs)口服免疫大菱鲆，能诱导产生强烈的先天性

和特异性免疫应答，MHC-Ⅰα、MHC-Ⅱα、IFN-1、
IFN-γ、IL-8和Mx表达量显著上调，免疫90 d仍可

检测到抗体 [3]。鞭毛蛋白(flagellin)能刺激大西洋

鲑(Salmo salar)TNFα、IL-6、IL-8和IL-1β表达量显

著上调，但不能诱导机体产生显著的抗体 [4]。迟

缓爱德华菌(Edwardsiella tarda)的重组主要菌毛

亚单位蛋白 (rFimA)作为佐剂与哈维氏弧菌 (Vi-
brio harveyi)重组亚单位疫苗rVhhP2同时注射免疫

大菱鲆，免疫1 d脾脏中IgM相对表达量比对照组

显著提高 [ 5 ]。 Diao等 [ 6 ]将 β-葡聚糖、脂多糖

(LPS)分别与迟缓爱德华菌的3-磷酸甘油醛脱氢

酶(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAP-
DH) 重组蛋白注射免疫牙鲆(Paralichthys olivon-
ceus)，IgM、IFN-γ、IL-1β、IL-6、TCRα、MHC-Ⅱ
α和溶菌酶基因表达量均上调，且脂多糖、β-葡

聚糖组显著高于无佐剂组。本研究中CPMG组与

无佐剂组的IgM和IL-1β表达量都呈现上升、下降

再回升的表现，这与用山莨菪碱佐剂与疫苗共

浸泡免疫鲫的IgM和IL-1β表达量变化相似 [2]，也

与LPS作为佐剂免疫牙鲆IgM表达量变化相似 [6]。

Paulsen等 [7]将β-葡聚糖和脂多糖腹腔注射大西洋

鲑7、14、21 d，结果发现，头肾、脾脏和肠的

溶菌酶mRNA表达量均显著上调，且21 d仍有较

高表达量。但Selvaraj等 [8]将β-葡聚糖和脂多糖混

合物注射、浸泡和口服鲤(Cyprinas carpio)，发现

3种途径免疫24、48 h的IL-1β基因相对表达量均

与对照组无显著差异。Jiao等 [9]用迟缓爱德华菌

灭活疫苗免疫牙鲆，弗氏不完全佐剂(FIA)能增

强 I g M、 C 3、 M H C -Ⅰ、 M H C -Ⅱ、 C D 8 α、

CD40、Mx、IFN-γ、TNF-α 及IL-6基因表达量，

而无佐剂疫苗组仅能引起IgM、MHC-Ⅰ、MHC-Ⅱ、

Mx基因表达。

浸泡免疫途径实用性强，国外已有杀鲑弧

菌 (V. salmonicida)、鲁氏耶尔森氏菌 (Yersinia
rucken)等浸泡型商品化菌苗 [10]。超声波、高渗溶

液可以增强抗原的递呈和抗体产生：Navot等 [11]

发现超声波能提高金鱼(Carassius auratus )皮肤对

牛血清白蛋白(BSA)的抗原转运能力和鱼体抗体

的产生。Zhou等 [12]用脉冲式超声波处理石斑鱼

(Epinephelus sp.)可以显著提高溶藻弧菌 (V. al-

表 2    各实验组的相对保护率

Tab. 2    The relative percent survival in the different experimental groups

组别

groups
人工感染时间

challenging time
感染数/尾

challenged fish
number

死亡数/尾
death number

死亡率%
mortality

平均死亡率%
average mortality

RPS%

复合佐剂组

CPMG and anisodamine-
adjuvant vaccine

30 d 20 7 35 37.5 54.6

20 8 40

对照组

saline control
20 16 80 82.5 /

20 17 85

复合佐剂组

CPMG and anisodamine-
adjuvant vaccine

60 d 20 7 35 35.0 44.0

20 7 35

对照组

saline control
20 12 60 62.5 /

20 13 65

复合佐剂组

CPMG and anisodamine-
adjuvant vaccine

120 d 20 17 85 87.5 12.5

20 18 90

对照组

control group
20 20 100 100.0 /

20 20 100
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ginolyticus)全菌灭活疫苗浸泡免疫效果，保护率

与注射免疫的相当(95%)。Huising等 [13]研究发现

高渗浸泡比直接浸泡能激起鲤更强的先天性免

疫应答和特异性黏膜免疫应答。另外，通过添

加适量佐剂和载体也可提高各类灭活疫苗、亚

单位疫苗的浸泡免疫效果。Kai等 [14]将甲醛灭活

的乙型野田村病毒 (Betanodavirus)制备成纳米

粒，浸泡免疫斜带石斑鱼鱼种，相对保护率可

以从39%~43%提高到85%，有效降低病毒性神经

坏死(viral nervous necrosis, VNN)造成的死亡率。

王秀华等 [15]研究发现皂角苷(saponin)提高牙鲆鳗

弧菌(V. anguillarum)灭活疫苗浸泡免疫效果，皂

角苷组的相对保护率为72%，且以皂角苷为主的

多组合佐剂组可以达到83%，而无佐剂组仅有

27%；皂角苷提高罗非鱼(Oreochromis)点状气单

胞菌(A. punctata)灭活疫苗浸泡免疫效果，相对

保护率分别为78.5%，而无佐剂组的分别为54.1%。

吴宗福等 [16]用嗜水气单胞菌β-hemA-ISCOMs疫苗

浸泡免疫鳗鲡(Anguilla sp.)，淋巴细胞转化率和

抗体效价均显著高于IMS 1312佐剂组与无佐剂组。

Fan等 [17]应用含氢氧化铝胶的虹彩病毒(iridovirus)
灭活疫苗两次浸泡免疫大菱鲆，相对保护率达

到90.5%。张吉红等将 [18]IMS 1312与嗜水气单胞

菌灭活疫苗合用浸泡免疫银鲫，相对保护率

RPS可达67%，而无佐剂疫苗组的为56%。山莨

菪碱能使平滑肌松弛并解除血管痉挛，具有稳

定细胞膜和扩张微血管作用 [19]，已有研究表明，

其作为浸泡佐剂能显著提高疫苗免疫效果 [2，20]。

本研究中，加强免疫后CPMG组的相对保护率达

到70.6%，且CPMG和山莨菪碱复合佐剂组的达

到88.0%，均显著高于无佐剂组的56.0%。可见，

CPMG和山莨菪碱联合使用的效果更好，这可能

由于两者的协同作用有利用颗粒性抗原进入鱼

体激发更强的免疫应答。
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Efficacy of inactivated Aeromonas hydrophila vaccine with a new
biodegradable material adjuvant in Carassius auratus gibelio

by immersion immunization

REN Yan 1,     SHI Yunduo 1,2,3,     SHI Cunbin 1*,     WU Shuqin 1

(1. Key Laboratory of Aquatic Animal Immune Technology of Guangdong Province,
Key Laboratory of Fishery Drug Development of Ministry of Agriculture, Pearl River Fisheries Research Institute,

Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou    510380, China;
2. College of Fishery and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

3. Sichuan Fisheries School, Chengdu    611730, China)

Abstract: Castor oil polyethylene glycol monoester glucoside (CPMG) is a kind of biodegradable and artificial
material. Formalin-inactivated Aeromonas hydrophila bacteria with or without CPMG, CPMG + anisodamine mix-
ture were administered on days 1 and 7 to Carassius auratus gibelio through immersion. Spleens were sampled on
days 2, 4, 7, 11, 14 and 21 post-second vaccination, and the expression quantities of IgM, IL-1β, C3, C-lectin and
lysozyme mRNAs in spleen were detected through the real-time fluorescence quantitative PCR (RT-PCR). Formal-
in-inactivated A. hydrophila vaccine with CPMG + anisodamine mixture was immersion administered just once,
then, specific antibodies were detected and the fish were challenged intraperitoneally with lethal A. hydrophila at
different time post-vaccination. The results of vaccination twice showed that fish immunized with inactivated
A. hydrophila vaccine and CPMG exhibited enhanced expression of genes that are involved in both innate and ad-
aptive immune responses (IgM, IL-1β, C3, C-lectin and lysozyme) compared to no adjuvant control or saline con-
trol. The relative percent survival (RPS) was found to be 70.6% on day 30 post-vaccination, while immunization
with the antigen alone followed by an experimental challenge gave an RPS of 56.0%, moreover, the CPMG + an-
isodamine coupled vaccine showed an RPS of 88.2%.The results of vaccination just once showed that the CPMG +
anisodamine coupled vaccine could augment the production of specific serum antibodies, which reached the
highest level 6 weeks post-vaccination. The resulting RPS calculated was 54.6%, 44.0% and 12.5% on days 30, 60,
120 post-vaccination, respectively. These results indicate that formalin-inactivated A. hydrophila vaccine with CP-
MG immersion administered to gibel carps can significantly promote the gene expression of IgM, IL-1β, C3, C-
lectin and lysozyme in spleen and enhance specific immune responses against A. hydrophila infection.

Key words: Carassius auratus gibelio; castor oil polyethylene glycol monoester glucoside (CPMG); anisodamine;
formalin-inactivated vaccine; immersion immunization
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