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摘要    枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)是一种水产益生菌，最近也被用作口服疫苗的投递载体。本

研究利用前期筛选到的柱状黄杆菌(Flavobacterium columnare)保护性抗原基因 lip，与 pBE2R 载体

连接后，以质粒的方式转入枯草芽孢杆菌 WB800 中，构建了重组菌株 WB800 (pBE2R-lip)。聚丙

酰胺电泳和免疫印迹实验表明，枯草芽孢杆菌 WB800 (pBE2R-lip)能表达 lip 蛋白，其分子量约为

32 kDa。利用枯草芽孢杆菌 WB800 (pBE2R-lip)口服免疫草鱼(Ctenopharyngodon idellus)后，通过酶

联免疫吸附实验，在受免草鱼血清中检测到特异性抗体效价的上升，在人工感染实验中，受免草鱼

的免疫保护率为 52.4%。本研究表明，利用枯草芽孢杆菌能有效表达柱状黄杆菌的 lip 基因，以其

作为口服疫苗能引起草鱼的免疫应答并提供免疫保护效果。 
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口服疫苗具有使用方便、应激性小、不受鱼体大

小限制等优点，但由于其免疫效果不佳而在水产养殖

生产中很少被使用(Adelmann et al, 2008; Vandenberg, 

2004)。抗原易被消化道中的胃酸和消化酶破坏被认

为是影响其免疫保护效果的主要原因之一 (Ellis, 

1998)。为了解决该问题，通常使用海藻酸盐和乙基

纤维素等基质将疫苗包被，帮助抗原抵抗胃和前肠的

不良环境，使其顺利到达中肠和后肠，从而被免疫细

胞吸收、分解和呈递，激发免疫应答(Vervarcke et al, 

2002; Joosten et al, 1997; Romalde et al, 2004)。这种方

式虽然能有效减少胃酸和消化酶对抗原的破坏，但同

时也会因基质的存在阻碍抗原的吸收，从而影响免疫

效果(Lillehaug, 1989)。此外，相对于哺乳动物而言，

鱼类中肠和后肠较短，导致食物在肠道中存留时间



152 渔   业   科   学   进   展 第 42 卷 

短，给口服疫苗制备工艺带来挑战。 

酵母菌、芽孢杆菌是水产动物常用的益生菌  

(樊英等, 2021; 杨运楷等, 2020)。近年来，利用这些

微生物作为载体表达病原的保护性抗原基因及制备

鱼类口服疫苗的方法引起研究人员的关注。Liu 等

(2020)利用酵母菌表达疱疹病毒(Cyprinid herpesvirus 

3) ORF131 基因，制备成口服疫苗，能使抗原顺利到

达中肠，并给建鲤 (Cyprinus carpio var. Jian)提供

53.33%~66.67%的免疫保护率。耿小雪等(2016)利用

毕赤酵母(Pichia pastoris)成功表达了白斑病毒综合

征病毒 VP28 和 VP26 蛋白，为疫苗的制备奠定了基

础。利用枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)呈递白斑综合

征病毒 VP28 蛋白时发现，通过拌料投喂能使 VP28

蛋白顺利到达凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)的

中肠和肝胰腺，并激活对虾的先天性免疫系统，免疫

保护率为 80.06% (Fu et al, 2011; 沈文英等, 2012)，比

利用 vp28 基因制备的核酸疫苗具有更高的免疫保护

率(张敬艳等, 2012)。Jiang 等(2019)利用枯草芽孢杆

菌表达草鱼呼肠孤病毒 VP4 蛋白制备成口服疫苗，

受免草鱼(Ctenopharyngodon idellus)的肠道和血清中

特异性抗体都有显著提升，并具有 47%的免疫保护效

果。Yao 等(2019)利用枯草芽孢杆菌表达了无乳链球

菌(Streptococcus agalactiae)的 Sip 蛋白，制备成口服

疫苗，发现该疫苗能同时引起罗非鱼 (Oreochromis 

niloticus)的系统免疫应答和黏膜免疫应答，并提供

41.7%的免疫保护效果。 

柱状黄杆菌(Flavobacterium columnare)是鱼类细

菌性烂鳃病的病原，该菌宿主范围广泛，可以感染大

部分的淡水鱼(DeClercq et al, 2013)。在前期研究中，

我们筛选到柱状黄杆菌的保护性抗原基因 lip，其原

核表达蛋白能激发草鱼的免疫应答，并提供 64%的免

疫保护效果(Luo et al, 2016)。本研究利用枯草芽孢杆

菌为载体表达 lip 基因，制备成口服疫苗免疫草鱼，

测定其免疫保护效果，旨在为鱼类细菌性烂鳃病的预

防奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒、抗体和实验鱼 

柱状黄杆菌 G4 株由中国科学院水生生物研究所

聂品研究员馈赠。 pBE2R 质粒和枯草芽孢杆菌

B. subtilis WB800 菌株由本实验室保存。兔抗柱状黄

杆菌 lip 蛋白多克隆抗体委托南京金斯瑞生物科技有

限公司制备。利用 Optimum AntigenTM 软件，预测柱

状黄杆菌 lip 蛋白的抗原位点，选择抗原性较强的肽

段 CIDLDLNKIKKNLKA 进行合成，与偶联载体蛋白

(血蓝蛋白 KLH)连接后对新西兰兔进行免疫，2 周后

重复免疫 1 次。免疫后的第 8 周采血，ELISA 方法

检测抗体效价，达到 1∶51200。带 HRP 标记的羊抗

兔 IgG 购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司。实验

用草鱼体长为(10.21±1.13) cm，由天津市金锁淡水鱼

养殖专业合作社提供，无发病史，实验前参照

Darwish 等(2004)的方法进行柱状黄杆菌检测，结果

为阴性。 

1.2  载体的构建 

根据 NCBI 数据库中的登录号(gi36590181)，查

找柱状黄杆菌 lip 基因的核酸序列，根据芽孢杆菌密

码子偏好性进行优化，委托生工生物工程(上海)股份

有限公司合成 lip 基因，并在序列两端分别加上 PstⅠ

和 SphⅠ酶切位点。用 T4 连接酶将双酶切后的 lip 基

因片段和双酶切后的 pBE2R 载体进行连接后，以质

粒形式转入枯草芽孢杆菌 WB800 感受态细胞(Xue et al, 

1999)，用 PCR 方法进行检测，并获得阳性克隆株

B. subtilis WB800 (pBE2R-lip)。将 B. subtilis WB800 

(pBE2R-lip)接种于含 50 µg/mL 卡那霉素的 LB 培养

液，28℃、150 r/min 培养 24 h 后，6000×g、10 min

离心收集细菌，使用质粒提取试剂盒[天根生化科技

(北京)有限公司]提取质粒，用 PstⅠ和 SphⅠ限制性

内切酶对质粒进行双酶切和测序验证。 

1.3  SDS-PAGE 和 West-blotting 检测 

将菌株 B. subtilis WB800 (pBE2R-lip)按照 1∶

100 的比例接种于发酵培养基(2.5%酵母粉，1.5%蛋

白胨，0.3% K2HPO4，1%葡萄糖)，28℃ 150 r/min 培

养，分别在 24 h 和 48 h 取样。6000×g 离心 30 min

后，取上清液，用超滤管浓缩 20 倍，为分泌蛋白样

品。菌体用等体积 PBS 重悬，冰上超声破碎 10 min

后，12,000×g 离心 30 min，取上清液，用超滤管浓缩

20 倍，为胞浆蛋白样品。将不含 lip 基因的菌株      

B. subtilis WB800 (pBE2R)设为对照，通过 SDS-PAGE

电泳比较外泌蛋白和胞浆蛋白的组成。 

将 24 h 和 48 h 的分泌蛋白和菌体蛋白 SDS- 

PAGE 电泳后，80 V 电压转膜 45 min，将蛋白转移至

PVDF 膜上，依次用 PBST 溶液漂洗 3 次，每次 5 min。

用含 5%脱脂奶粉的 PBST 室温封闭 l h 后，加入一抗

(兔抗 lip 蛋白多克隆抗体，1∶1000 倍稀释)室温孵育

l h，PBST 洗膜 3 次，每次 5 min。加入二抗(带 HRP

标记的羊抗兔 IgG，1∶5000 倍稀释)室温孵育 l h，用

PBST 洗膜 3 次，每次 5 min，最后显色。 
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1.4  芽孢生成率的测定 

用发酵培养基对 B. subtilis WB800 (pBE2R-lip)

进行 28℃、150 r/min 培养 48 h 后，用平板计数法计算

菌液中细菌活体的数量。此外，取 1 mL 菌液于 80℃水

浴加热 10 min，杀死营养体细胞后，采用平板计数法

计算菌液中芽孢的数量。芽孢生成率计算公式如下： 

芽孢生成率=(芽孢的数量/活菌的数量)×100% 

1.5  口服疫苗的制备 

用发酵培养基对 B. subtilis WB800 (pBE2R-lip)

进行 28℃、150 r/min 培养 48 h 后，6000×g 离心 10 min，

收集细菌，用 PBS 重悬后均匀喷洒在配合饲料表面，

以 3.0×108 CFU/g 饲料的比例制备成口服疫苗，阴干后，

4℃保存备用。同时，培养 B. subtilis WB800 (pBE2R)

菌株，以相同浓度添加到饲料中，作为对照组。 

1.6  草鱼肠道内芽孢杆菌数量的测定 

60 尾健康草鱼随机平均分为 2 组，实验组投喂

含口服疫苗的饲料，对照组投喂普通饲料，连续投喂

7 d 后，2 组均投喂普通饲料。按照 2%体重进行投喂，

每天 08:00 和 16:00 各投喂 1 次。实验鱼在 25℃的循

环水养殖系统中养殖，有效水体 60 L，24 h 不间断充

气，保持溶解氧>5.0 mg/L。结束投喂口服疫苗后，

每天每组随机挑选 3 尾鱼，参照吴正存等(2011)的方

法，测定草鱼后肠内容物中芽孢的数量。取肠道内容

物 1 g，加入 1 mL 无菌 PBS 后，在振荡器上充分混

匀。80℃水浴处理 20 min，10 倍梯度稀释后，涂布

于含终浓度为 30 μg/mL 卡那霉素的 DSM琼脂培养基

上，28℃培养 24 h 后，记录芽孢数。 

1.7  草鱼的免疫 

270 尾健康草鱼随机平均分为 3 组，每组 3 个重

复，暂养 14 d 以后进行实验，暂养期间的养殖条件

和投喂方法同 1.6。实验Ⅰ组为免疫组，用口服疫苗

连续投喂草鱼 7 d 后，间隔 7 d，再加强免疫 1 次。实

验Ⅱ组为对照组，投喂含 B. subtilis WB800 (pBE2R)的

饲料，投喂方法同实验Ⅰ组；实验Ⅲ组为阴性对照组，

投喂不含芽孢杆菌的普通饲料。 

1.8  血清抗体效价测定 

分别在免疫后的第 7、14、21 和 28 天尾静脉取

血，获得血清样品。将纯化的原核重组蛋白 rlip 用包

被液稀释至 4 µg/mL，4℃包被过夜后，甩去孔内液

体，PBST 洗涤 3 次。每孔加入 100 µL 的 5% BSA，

37℃封闭 l h。PBST 洗涤 3 次后，加入待检的草鱼血

清(首孔加入 8 倍稀释的草鱼血清，其余各孔 2 倍梯

度稀释，100 µL/孔)，37℃孵育 l h，PBST 洗涤 3 次。

然后，加入鼠抗草鱼 IgM 单克隆抗体(1∶5000 倍稀

释)，100 µL/孔，37℃孵育 l h 后，PBST 洗涤 3 次，

加入 HRP 标记的羊抗鼠 IgG 单克隆抗体(1∶5000 倍

稀释)，37℃孵育 1 h，100 µL/孔，PBST 洗涤 6 次。

加入 TMB (博士德，武汉)溶液，100 µL/孔，25℃孵

育 10 min 或直到显色充分，每孔加入 100 µL 2 mol/L 

H2SO4 终止反应，酶标仪 OD450 nm 读值。 

抗体滴度根据 P/N 值来确定。P/N=(待检血清的

OD450 nm‒空白对照的 OD450 nm)/(阴性血清的 OD450 nm‒

空白对照的 OD450 nm)。当 P/N≥2.1 时，抗血清的最

高稀释倍数为其最终抗体滴度。数据以平均数±标准

差(Mean±SD)表示。 

1.9  人工感染实验 

免疫后第 28 天进行人工感染，以 3.0×107 CFU/mL

浓度的柱状黄杆菌 G4 浸泡感染 1 h 后，将草鱼转移

至水族缸中饲养观察，实验期间进行正常投喂，观察

感染后草鱼的活动情况，记录死亡鱼数量，及时捞走

死鱼，计算口服免疫对草鱼的保护效果。免疫保护率

计算公式如下： 

免疫保护率=(1–免疫组死亡率/对照组死亡率)×100% 

2  结果与分析 

2.1  表达载体的构建 

将双酶切后的 lip 基因片段和双酶切后的 pBE2R

质粒进行连接，构建了 pBE2R-lip 载体后，以质粒形

式转入 B. subtilis WB800 感受态细胞，经 PCR 方法

筛选出 1 个阳性克隆，命名为 B. subtilis WB800 

(pBE2R-lip)。提取 B. subtilis WB800 (pBE2R-lip)的质

粒，用限制性内切酶 SphⅠ和 PstⅠ双酶切后进行电

泳验证，出现 2 条不同大小的片段(图 1)，片段大小

与预期相符，经测序验证，与 lip 基因的理论序列完

全吻合，未发生移码。 

2.2  目的蛋白的表达检测 

通过 SDS-PAGE 电泳实验，比较了菌株 B. subtilis 

WB800 (pBE2R-lip)和 B. subtilis WB800 (pBE2R)不同

时间点的蛋白图谱，发现二者的分泌蛋白和胞浆蛋白

都存在差异，B. subtilis WB800 (pBE2R-lip)菌株在

32 kDa 的位置多出 1 个条带，且 48 h 样品比 24 h 样

品更明显(图 2)，与经氨基酸推导的理论大小一致，

可能是 lip 基因表达的蛋白。 
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图 1  SphⅠ和 pstⅠ对质粒 pBE2R-lip 的双酶切图谱 
Fig.1  Recombinant plasmid pBE2R-lip  

was digested by SphⅠ and PstⅠ 

1：双酶切后；2：双酶切前；M：DL5000 DNA marker 
1: Before digestion; 2: After digestion;  

M: DL5000 DNA marker 
 

 
 

图 2  B. subtilis WB800 (pBE2R-lip)和 B. subtilis WB800 

(pBE2R)的胞浆蛋白和分泌蛋白的 SDS-PAGE 电泳分析 
Fig.2  SDS-PAGE analysis of cytosolic protein and secretory 

protein extracted from B. subtilis WB800 (pBE2R-lip) and  
B. subtilis WB800 (pBE2R)  

M：蛋白 marker；1、2：48 h、24 h 的 B. subtilis WB800 

(pBE2R-lip)胞浆蛋白样品；3、4：48 h、24 h 的 B. subtilis 

WB800 (pBE2R)胞浆蛋白样品；5、6：48 h、24 h 的 B. subtilis 

WB800 (pBE2R-lip)分泌蛋白样品；7、8：48 h、24 h  

B. subtilis WB800 (pBE2R)分泌蛋白样品。箭头指示分泌的

lip 蛋白。图 3 同 
M: Protein marker; 1, 2: B. subtilis WB800 (pBE2R-lip) 
cytosolic protein at 48 h, 24 h; 3, 4: B. subtilis WB800 

(pBE2R) cytosolic protein at 48 h, 24 h; 5, 6: B. subtilis 
WB800 (pBE2R-lip) secretory protein at 48 h, 24 h;  

7, 8: B. subtilis WB800 (pBE2R) secretory protein at 48 h, 
24 h; Arrow indicates the secreted lip protein.  

The same as Fig.3 
 

通过 West-blotting 实验发现，菌株 B. subtilis 

WB800 (pBE2R-lip)的分泌蛋白和胞浆蛋白在 32 kDa

位置有 1 条明显的条带，B. subtilis WB800 (pBE2R)

样品在相应位置无条带(图 3)，与 SDS-PAGE 电泳结

果一致。因此，确定 lip 基因能在枯草芽胞杆菌中表

达，且能分泌至胞外上清液中。 
 

 

 
 

图 3  B. subtilis WB800 (pBE2R-lip)和 B. subtilis WB800 

(pBE2R)胞浆蛋白和分泌蛋白 West-blotting 检测 
Fig.3  West-blotting analysis of cytosolic protein and 

secretory protein were extracted from B. subtilis WB800 
(pBE2R-lip) and B. subtilis WB800 (pBE2R)  

 

2.3  芽孢生成率的计算 

测定结果显示，用发酵培养基培养 B. subtilis WB800 

(pBE2R-lip) 48 h 后，活菌数量为 3.8×108 CFU/mL，芽孢

数量为 2.4×108 CFU/mL，芽孢生成率为 63.2%。 

2.4  草鱼肠道内芽孢杆菌的数量测定 

草鱼肠道内容物中的芽孢数量如表 1 所示，在停

喂芽孢杆菌后的第 1~2 天，草鱼肠道内容物中检测到

大量的活芽孢，数量为 105~106 CFU/g。第 3 天后，

存活芽孢数量逐渐减少，至第 5 天仅有很少量的存活

体，说明枯草芽孢杆菌的芽孢在进入草鱼肠道后不能

定殖。 
 

表 1  草鱼肠道内容物中芽孢数量 
Tab.1  Amount of B. subtilis WB600 spore 

in intestine of grass carp 

芽孢数量 Amount of spore/(CFU·g–1) 
时间 

Time/d 实验组 
Experimental group 

对照组 
Control 

1 2.1×106 3 

2 3.3×105 11 

3 7.8×103 21 

4 1.2×103 5 

5 87 0 

6 93 34 

7 13 22 
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2.5  血清抗体效价测定 

草鱼血清中特异性抗体效价见图 4。由图 4 可知，

从免疫结束后的第 2 周开始，实验Ⅰ组[饲料中含

B. subtilis WB800 (pBE2R-lip)]草鱼血清中抗体效价

开始升高，在第 4 周达到最高，其平均值为 1∶117.1。

在免疫后的第 1~4 周，实验Ⅱ组[饲料中含 B. subtilis 

WB800 (pBE2R)]和实验Ⅲ组(阴性对照组)草鱼血清

中抗体效价基本没有变化，在 1∶2~1∶4 之间。 
 

 
 

图 4  草鱼血清中特异性抗体检测 
Fig.4  Antibody response of vaccinated fish  

were detected by ELISA 

草鱼被口服免疫后，分别在第 1、2、3 和 4 周 

进行血清抗体效价的测定，每次测定 3 尾鱼， 

抗体效价以 log2 的平均值±标准差表示。 

实验组Ⅰ用含 B. subtilis WB800 (pBE2R-lip)的饲料进行口

服免疫，实验组Ⅱ用含 B. subtilis WB800 (pBE2R)的饲料进

行口服免疫，实验组Ⅲ为阴性对照组。下同 
Grass carp were immunized by oral vaccine. Sera were 
collected from three fishes at one to four weeks post- 

immunization, and antibody titers were detected.  
Each value represents the mean of log2 antibody titers with 

standard deviation (SD) bar. Grass carp in groupⅠwere 

immunized by B. subtilis WB800 (pBE2R-lip), group Ⅱ 
were immunized by B. subtilis WB800 (pBE2R),  

and group Ⅲ was control group. The same as below 
 

2.6  人工感染实验 

利用柱状黄杆菌 G4 株浸泡感染以后，草鱼从第

2 天开始出现死亡，死亡一直持续到第 9 天。濒死草

鱼的症状为身体发黑、独游、往充气头附近聚集及厌

食。在人工感染后的第 5 天，患病草鱼出现鳍条和鳃

丝腐烂的现象。从草鱼的鳃丝和鳍条进行细菌分离，

经鉴定为大量的柱状黄杆菌，说明草鱼死亡是由柱状

黄杆菌感染造成的。经统计，实验Ⅰ组 [饲料中含

B. subtilis WB800 (pBE2R-lip)]草鱼的累计死亡率为

(43.3±2.7)%，实验Ⅱ组[饲料中含 B. subtilis WB800 

(pBE2R)]草鱼的累计死亡率为(75.6±6.8)%，实验Ⅲ组

(阴性对照组)草鱼的累计死亡率为(91.1±1.6)%(图 5)。

据此可知，B. subtilis WB800 (pBE2R-lip)对草鱼的免

疫保护率为 52.4%，B. subtilis WB800 (pBE2R)对草鱼

的免疫保护率为 17.1%。 
 

 
 

图 5  受免草鱼人工感染柱状黄杆菌的累计死亡率 
Fig.5  Cumulative mortality curves for grass carp after 

challenging with F. columnare strain G4 
 

3  讨论 

从 20 世纪 80 年代开始，国内外学者开展了对柱

状黄杆菌疫苗的研究工作，最早使用的是福尔马林灭

活的全菌疫苗。陈昌福等(1989)分别用福尔马林、苯

酚、热灭活的柱状黄杆菌疫苗注射免疫草鱼，都能在

短时间内刺激草鱼产生较高的凝集抗体效价，并使草

鱼获得较强的保护力。Moore 等(1990)连续 5 年使用

福尔马林灭活的柱状黄杆菌疫苗对斑点叉尾  

(Ictalurus punctaus)鱼苗进行浸泡免疫，其中有 3 年

实验组斑点叉尾 的死亡率低于对照组，而另外 2 年

免疫组的死亡率高于对照组，保护效果不稳定。Bader

等(1997)比较了高压灭活和福尔马林灭活柱状黄杆菌

疫苗对斑点叉尾 的免疫保护效果，发现福尔马林灭

活会导致柱状黄杆菌 1 种 60 kDa 的糖蛋白免疫原性

失活，从而影响到免疫保护效果。Shoemaker 等(2011)

研制出的柱状黄杆菌减毒疫苗，分别给大口黑鲈

(Micropterus salmoides)和斑点叉尾 提供了 57%~ 

94%和 74%~94%免疫保护率。尽管上述研究结果证

明了柱状黄杆菌疫苗的有效性，但这些都是通过注射

或者浸泡的免疫方式进行的。目前，柱状黄杆菌口服

疫苗的研究仅见于 Leal 等(2010)的报道，其应用海藻

酸钠对灭活的柱状黄杆菌包被后制备成口服疫苗，但

通过对罗非鱼(Oreochromis niloticus L.)的免疫，发现该

疫苗既不能导致罗非鱼血清中特异性抗体效价的产

生，也不能提供免疫保护作用。 

本研究利用枯草芽孢杆菌表达柱状黄杆菌的保

护性抗原基因 lip，提供了一种制备柱状黄杆菌口服
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疫苗的新思路。通过聚丙酰胺电泳和免疫印迹实验证

明，B. subtilis WB800 (pBE2R-lip)能有效表达柱状黄

杆菌 lip 基因，且能将 lip 蛋白分泌至胞外。由于枯草

芽孢杆菌具有较强的抗逆性，能抵抗鱼类消化道中的

不良环境，将抗原顺利输送至后肠。相对于常规办法

使用海藻酸盐、乙基纤维素等基质将疫苗进行包被而

言，枯草芽孢杆菌呈递抗原具有操作简单和成本低廉

的特点。此外，枯草芽孢杆菌是我国农业农村部批准

使用的水产用益生菌，具有较好的安全性。研究结果

显示，在免疫后的第 3 周和第 4 周，免疫组草鱼血清

中特异性抗体效价显著高于对照组，说明这种免疫方

式能引起草鱼的特异性免疫应答。在后续的免疫保护

实验中发现，对受免鱼具有一定的免疫保护效果，但该

疫苗的免疫保护率较低，仅为 52.4%，这可能与草鱼

血清中特异性抗体效价较低有关。陈昌福等(1989)研

究表明，通过注射免疫，草鱼血清中柱状黄杆菌的特

异性抗体效价可达到 1∶1024，而本研究中，血清抗

体效价最高值仅为 1∶117.1。黄钧等(2012)研究发现，

通过添加免疫佐剂能增强鱼类口服免疫的免疫应答，

而如何筛选合适的免疫佐剂，提高该疫苗口服免疫草

鱼后血清的特异性抗体效价和免疫保护率还有待于

进一步研究。 
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Oral Vaccination for Ctenopharyngodon idella Against  
Flavobacterium columnare Using Bacillus subtilis Expressing lip Gene 
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Abstract    Bacillus subtilis is used as a probiotic bacterium in aquaculture and has been explored as a 
live carrier for the expression and oral delivery of antigen proteins. Flavobacterium columnare, a 
gram-negative rod-shaped bacterium, is the causative agent of columnaris disease in fish. It is ubiquitous 
in aquatic environments and causes disease in a variety of freshwater fish worldwide, which leads to 
severe economic loss. In a previous study, we discovered a protective antigen gene, lip, against 
F. columnare. In this study, the lip gene was inserted into a shuttle expression vector pBE2R, and then 
expressed as a recombinant fusion protein in B. subtilis WB800. The expressed protein of 32-kDa, which 
was estimated using sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis and western-blotting, was 
consistent with the molecular weight deduced from amino acid sequence. Grass carp (Ctenopharyngodon 
idella) was immunized through oral administration of B. subtilis WB800 (pBE2R-lip). The effects of 
protection and immune responses were evaluated. Enzyme-linked immunosorbent assay results showed 
that lip-specific antibodies could be detected in the sera of immunized fish, and the antibody levels were 
highest in the fourth week, with an average of 1:117. The outcome of immunization with B. subtilis 
WB800 (pBE2R-lip) resulted in a relative percent survival of 52.4% against F. columnare. After being 
immunized via oral administration, the quantity of B. subtilis in the hindgut of grass carp was measured 
using spread plate count method. Results showed that B. subtilis could not colonize the gut of grass carp. 
Our study demonstrated that oral administration of B. subtilis expressing lip gene could produce an 
effective immune response and offer good resistance against F. columnare. 
Key words    Flavobacterium colunmare; Bacillus subtilis; Grass carp; Oral vaccine 
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