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鳗弧菌感染牙鲆的组织学和免疫组织化学观察

夏永娟 t 黄威权 t 姜国良 u

k
t 第四军医大学组织学与胚胎学教研室 西安 ztssvul

k
u 青岛海洋大学海洋生命学院 uyyssvl

提要 利用免疫组织化学 ��≤法及组织学 �∞染色技术对鳗弧菌人工感染后的牙鲆肝组织

及胃肠道进行了组织病理学及细菌的定位研究 ∀结果显示 o感染后肝细胞肿胀 o空泡化现象严

重 o肝窦扩张 o肝组织内可见阳性反应的细菌呈堆状存在 ~胃黏膜褶变矮 o胃壁变薄 o黏膜层内

可见阳性反应的细菌 ~肠绒毛细胞出现破损 o肠腔内有大量细胞碎片 o肠腔内也可见阳性反应

的细菌 ∀提示 }鳗弧菌可直接侵入组织细胞破坏组织结构 o进而使鱼体出现死亡 ∀

关键词 牙鲆鳗弧菌病 o组织病理学 o免疫组织化学

鳗弧菌k ςιβριο ανγυιλλαρυµ)是养殖鱼类的主要细

菌性病原体 o可通过受损伤的皮肤及伤口感染鱼体 o

发病快 o死亡率高 ∀目前 o国内外有关此病的研究多限

于病原微生物学方面 o所涉及的鱼种主要有鳗鲡 !虹

鳟 !大马哈鱼 !真鲷 !香鳟等≈u  ∀本文从组织细胞学水

平探讨牙鲆鳗弧菌病的组织病理变化并且定位细菌

侵入的部位o为弧菌性鱼病的诊断及防治提供理论依据∀

t 材料与方法

tqt 动物

牙鲆 }us尾 ov月龄 o体长 x ¦°左右 o体重 wqz ?

u ª∀购自山东威海海珍品公司 ∀实验时间 }t|||年 v

月 u{日至 t|||年 x月 ts日 ∀养殖条件 }新鲜海水臭

氧消毒后备用 o水族箱水体量为 vs ¦°≅ vs ¦°≅ ts

¦°∀自动增氧机使氧气保持充分 o 温度 usqs ? tqs

ε ∀实验期间鱼不进食∀暂养 t周无任何异常后使用∀

tqu 菌株

鳗弧菌 ς.ανγυιλλαρυµ 标准菌株k�×≤≤ t|st|l由

青岛海洋大学海洋生命学院提供 o菌株经 uuty ∞培

养基培养 uw «后 o无菌生理盐水洗下 o以 t≅ ts
ts个r

°̄ 腹腔注射法接种鱼体 ∀

tqv 试剂

鼠抗鳗弧菌单克隆抗体由本教研室自制 k已经

鉴定l ~��≤试剂盒为武汉博士德公司产品 ∀

tqw 蜡块制备

鱼体接种细菌 u §后有明显症状时 o分别取肝脏

及胃肠道 o切成小块 o入 �²∏¬±液固定 uw «以上 o分别

入 tssh o|xh o|sh o{sh ozsh的乙醇脱水 o石蜡包

埋 o用 � ¬̈¦«̈µ·2�∏±ªk英国产l切片机制成 w Λ°厚的切

片 o将切片贴在预先涂有铬矾明胶的载玻片上 ovz ε

温箱中烘干备用 ∀

tqx 免疫组化 ��≤ 法染色程序

石蜡切片经二甲苯脱蜡 tx °¬±∀ 加入 tssh的

乙醇 u次 o每次 x °¬±∀ sqvh甲醇 2双氧水孵育 vs

°¬±去除内源性过氧化物酶 osqst °²̄r �磷酸盐缓冲

液 k°�≥o³� zqwl洗涤 x °¬±~滴加正常羊血清 ktΒ

uss稀释l室温下封闭背景 vs °¬±~弃去封闭血清 o加

鼠抗鳗弧菌单克隆抗体ktΒ uss稀释l ow ε 冰箱孵育

过夜 ~°�≥洗涤 v次 o每次 x °¬±o加生物素化的羊抗

鼠 �ª�抗体ktΒ uss稀释l o室温下孵育 t «~°�≥洗涤

v次 o每次 x °¬±o加 ��≤复合物ktΒ tss稀释l o室温

下孵育 vs °¬±~°�≥洗涤 w次 o每次 x °¬±o ⁄��显

色 ∀�̄ ¼°³∏¶显微镜观察并拍照 ∀用正常鼠血清取代第

t抗体进行孵育作对照试验 ∀

tqy �∞染色

常规 �∞染色 o�̄ ¼°³∏¶显微镜观察并拍照 ∀

u 结果

uqt 病理解剖

人工感染 uw «内无肉眼可见症状 o w{ «以后可

见 o 体色加深 o体表发炎 o口腔 !下颌及腹部有出血

点 o肛门红肿 ∀解剖后发现 o肝 !肾肿大 o肝呈土黄色 o

胃肠道肿胀 o内有黄色黏液 o腹腔内有腹水 ∀

国家 {yv计划资助项目 {t|2sy2su号 ∀

收稿日期 }t|||2tt2uy~修回日期 }usss2sy2st
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图 t 牙鲆鳗弧菌病的组织病理学

ƒ¬ªqt �¬¶·²³¤·«²̄²ª¬¦¤̄ ©¬ª∏µ̈ ²©©̄²∏±§̈µ¬±©̈¦·̈§¥¼ ςιβρο ανγυιλλαρυµ

t2t 正常肝组织 �∞染色结果 ≅ wss~t2u 感染后的肝组织 �∞染色结果 肝细胞肿胀 o肝窦扩张 o ≅ wss ~t2v 正常胃组织 �∞染色

结果 可见胃黏膜褶发达 o ≅ uss~t2w 感染后的胃组织 �∞染色结果 可见胃黏膜褶减弱 o胃壁变薄 o ≅ wss~t2x 正常肠绒毛的结构 �∞染

色 o ≅ wss~t2y 感染后的肠绒毛结构 可见细胞破裂 o肠腔内有许多细胞碎片 o �∞染色 ≅ wss~t2z 正常肝组织免疫组化染色结果 o ≅ wss~

t2{ 感染后的肝组织免疫组化染色结果 棕色阳性反应物呈小堆状存在k ψl o ≅ wss∀

t2t �∞¶·¤¬±¬±ªµ̈¶∏̄·¶²©±²µ°¤̄ ¬̄√̈ µo ≅ wss~t2u �∞¶·¤¬±¬±ªµ̈¶∏̄·¶²©¬±©̈¦·̈§ ¬̄√̈ µo«̈³¤·²¦¼·̈¶º̈ µ̈ ¬±©̄¤·̈§¤±§¶¬±∏¶²¬§¶º̈ µ̈ ±̈̄¤µª̈§o ≅
wss~t2v �∞¶·¤¬±¬±ªµ̈¶∏̄·¶²©±²µ°¤̄ ¶·²°¤¦«o °∏¦²¶¤©²̄§¶º̈ µ̈ ©̄²∏µ¬¶«̈§o ≅ uss~t2w �∞¶·¤¬±¬±ªµ̈¶∏̄·¶²©¬±©̈¦·̈§¶·²°¤¦«o °∏¦²¶¤©²̄§¶¥̈¦¤°̈

º̈ ¤®̈ ±o¶·²°¤¦« º¤̄̄ ¥̈¦¤°̈ ·«¬±±̈ µo ≅ wss~t2x ≥·µ∏¦·∏µ̈ ²©±²µ°¤̄ ¬±·̈¶·¬±¤̄ √¬̄̄¬q �∞ ≅ wss~t2y �∞¶·¤¬±¬±ªµ̈¶∏̄·¶²©¬±©̈¦·̈§¬±·̈¶·¬±¤̄ √¬̄̄¬o

¦̈¯̄¶¥µ²®̈ ±¤±§¬±·̈¶·¬±¤̄ ∏̄°̈ ± º¤¶©¬̄̄ §̈ º¬·«¦̈¯̄ ©µ¤ª°̈ ±·¶o ≅ wss~t2z �°°∏±²«¬¶·²¦«̈ °¬¦¤̄ µ̈¶∏̄·¶²©±²µ°¤̄ ¬̄√̈ µo ≅ wss~t2{ �°°∏±²«¬¶·²¦«̈ °¬¦¤̄

µ̈¶∏̄·¶²©¬±©̈¦·̈§ ¬̄√̈ µo³²¶¬·¬√̈ ¥¤¦·̈µ¬¤̄ ¦̄∏°³¶º̈ µ̈ §̈·̈¦·̈§k ψl o ≅ wssq
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uqu 组织病理学

牙鲆的肝脏没有肝小叶结构 o细胞呈索状排列 o

细胞索间有窦状隙 k肝窦l o肝板清晰 o肝细胞排列紧

密 ∀同正常对照组相比 o人工感染后的牙鲆肝实质结

构破坏明显 o肝细胞肿胀 o体积增大约 u ∗ v倍 o肝细

胞空泡化现象严重 o肝窦扩张 o肝窦中枯否氏细胞增

多k图 t2tot2ul ∀牙鲆的胃组织有黏膜层和肌层构成 o

感染后胃黏膜未见脱落 o只是胃壁变薄 o胃黏膜褶变

矮k图 t2vot2wl o胃腔扩大k可能由于胃内充盈黏液所

致l ∀肠道由黏膜层 !黏膜下层和肌层组成 o病变后黏

膜出现脱落现象 o肠绒毛顶端细胞有破损脱落现象 o

肠腔内可见大量组织碎片k图 t2xot2yl ∀

uqv 免疫组织化学

鳗弧菌感染后的牙鲆肝脏及胃肠道均可见阳性

反应物单个或成堆存在 o反应物呈深棕色 o短杆状 o稍

弯 o两端圆形 o与鳗弧菌菌体形态一致 ~菌体周围深

染 o中央未着色 o说明所用单抗针对的是细菌的表面

抗原 k图 t2{l ∀肝组织中阳性反应物主要分布在肝窦

周围 o其他区域也有不同程度的分布 ∀胃肠道中阳性

反应物主要分布在黏膜层 o脱落的肠绒毛碎片中阳性

反应物较多 ∀正常肝组织及胃肠道未见阳性反应物

k图 t2zl ∀对照试验呈阴性反应 ∀

v 讨论

鳗弧菌鱼病的研究 o以往多集中在病原微生物

方面o主要是对细菌进行分离 !鉴定及再感染试验等≈w ox ∀

本文从解剖学及组织学的角度出发 o对人工感染的牙

鲆鳗弧菌病进行了病理组织学研究 ∀结果发现 }肝脏

及胃肠道皆有明显病理改变 o肝细胞肿胀 o体积明显

增大 o肝窦隙扩大 ~胃黏膜褶减弱 ~肠绒毛黏膜层细胞

出现破裂 o肠腔内有大量细胞碎片 ∀这些结果说明鳗

弧菌可能通过损害组织细胞而引起牙鲆死亡 ∀

免疫组织化学技术是利用抗原抗体反应在微观

世界原位地确定组织及细胞结构化学成分的 o其特点

是 }定性可靠 o定位准确 o定量可能≈t  ∀目前 o对鳗弧菌

鱼病的检测 o除了传统的细菌分离鉴定外 o国外也有

学者利用点杂交 !核酸探针等新技术 ∀t|||年 o ≤¬∏2

¦«¬±¬ƒ
≈v 等利用免疫组织化学技术对鳗弧菌感染后的

小鼠和猪的各种组织进行了研究 o取得了良好效果 o

说明此方法完全可用于细菌性鱼病的研究 ∀本试验利

用作者自制的特异性的抗鳗弧菌单克隆抗体对鳗弧

菌人工感染后的牙鲆肝脏及胃肠道进行了细菌定位

研究 o结果显示 o肝脏及胃肠道皆有阳性反应的菌成

堆存在 o其中肝脏及肠黏膜中阳性反应的细菌最多 o

胃黏膜中相对较少∀以上结果说明受累器官的细胞肿胀

或受损是由于细菌在组织细胞内大量繁殖的结果∀

本实验首次探索利用免疫组织化学技术检测鳗

弧菌 o证明完全可行 ∀鳗弧菌感染牙鲆后 o其各种组织

器官都有可能发生病理改变 o具体的病理生理学研究

有待进一步深入 ∀
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养虾围隔中无机氮浓度与放养密度及环境因子的关系 m

王伟良 李德尚 董双林 刘剑昭

k青岛海洋大学水产学院 uyyssvl

提要 于 t||{年 y ∗ |月间在鱼虾混养围隔中 o研究了在全封闭条件下 o水体中总无机氮

k×��o表示 v种无机氮之和l及其组分的浓度以及 v种组分相对含量的变化与鱼虾放养密度及

其他环境因子k叶绿素 !化学耗氧量k≤�⁄l !溶解氧k⁄�l !水温 !盐度 !³�等l的相互关系 ∀结果

表明 } ×��及其组分的绝对含量与对虾和罗非鱼的放养密度呈极其显著的正相关 ∀ ×��及其

组分的绝对含量与水温有正相关性 o但相关性不显著 o而与 ³� !盐度呈负相关 o且这种负相关

性有随放养密度增加而提高的趋势 ∀叶绿素与 ×��及其组分的绝对含量无明显相关性 o但其影

响氨氮 !硝氮在 ×��中的相对含量 ∀ ⁄�与 ×��及其组分的绝对含量及氨氮的相对含量表现为

负相关 o而与硝氮的相对含量呈正相关 ∀ ≤�⁄与 ×��!三氮的关系比较复杂 ∀

关键词 养虾围隔 o无机氮 o放养密度 o环境因子

由于传统的对虾养殖模式存在投入物质利用率

低 !污染水质和易发生流行性传染病等缺陷 o尤其是

t||v年以来 o对虾爆发型流行性病毒病使传统的对

虾养殖业处于崩溃的边缘 ∀在这种情况下 o封闭式的

综合养殖方式越来越受到重视 o并成为对虾养殖业的

发展趋势 ∀其中 o研究和实践较多的综合养殖方式是

滤食性贝类或鱼类与对虾的混养 ∀与传统养虾池塘相

比 o在这种封闭式综合养殖生态系统中 o三氮的变化

规律有哪些特点 o目前报道甚少 ∀本文目的是探讨在

鱼虾混养条件下 o溶解无机氮的组成 !变动与鱼虾放

养密度及环境因子的相互关系 o从而找出其影响因素

及规律o以期为阐明这一生态系统的环境特性作出贡献∀

t 材料和方法

tqt 研究地点和时间

实验于 t||{年 y ∗ |月 o在位于丁字湾畔 kvyβ

wsχ�otusβw{χ∞l的山东省海阳市黄海水产集团公司养

虾场进行 ∀

tqu 实验围隔及围隔的放养与管理

研究采用了围隔实验法 o围隔以高密度两面涂

塑的聚乙烯织布作为围隔幔 o架设于虾池中 o长宽均

为 x °o高为 u °k其中 ws ¦°埋于地下l ∀围隔幔相对

两边上下各设一条尼龙拉链 o用以进排水 ∀围隔中央

设一微型搅水机k|s • l o以模拟池塘水的自然涡动与

混合 o打破池水的分层 ∀围隔中水深 tqx °∀

本研究结合封闭式综合养殖养殖容量的研究共

同进行 ∀按放养水平的不同分成 x个实验组 o每个实

验组设两个重复 o共计 ts个围隔 ∀但因养殖中途二水

平有一围隔出现浮头死亡 o故在分析结果时将二水平

予以剔除 o只选其余 {个围隔 ∀围隔进水时间为 w月

tz日 o每围隔施鸡粪 tqx ®ª作为基肥 o此后在养殖前

期根据水色和透明度按 �Β °� zΒ t施尿素和磷酸二

铵作为追肥 o中后期基本不适肥 ∀中国对虾 k Πεναευσ

χηινενσισl的放养时间为 y月 ty日 o规格为 vqyt¦°∀罗

非鱼k Ορεοχηροµισ µοσσαβιχυσ≅ Ορεοχηροµισ νιλοτιχυσ)的

m 国家攀登计划 �专题/对虾池生态系及其结构与功能的

优化0k°⁄2�2z2vl及国家/九五0攻关计划专题 }/滩涂池塘

养殖系统养殖容量与优化技术0k|y2|uu2su2sul的部分内容∀

收稿日期 }t|||2ts2ts~修回日期 }t|||2ts2vs

º̈ µ̈ º̈ ¤®̈ ±o¶·²°¤¦« º¤̄¯ ¥̈¦¤°̈ ·«¬±±̈ µo¬±·̈¶·¬±¤̄ √¬̄̄¬¦̈¯̄¶ º̈ µ̈ ¥µ²®̈ ± ¤±§¬±·̈¶·¬±¤̄ ∏̄°̈ ± º¤¶©¬̄̄ §̈ º¬·«¦̈¯̄

©µ¤ª°̈ ±·¶q�°°∏±²µ̈¤¦·¬√̈ ³²¶¬·¬√̈ ¥¤¦·̈µ¬∏° ¦̄∏°³¶º̈ µ̈ §̈·̈¦·̈§¬± ¬̄√̈ µo¶·²°¤¦« °∏¦²¶¤¤±§¬±·̈¶·¬±¤̄ ∏̄°̈ ±q ×«̈¶̈

µ̈¶∏̄·¶¬±§¬¦¤·̈§·«¤·ς.ανγυιλλαρυµ ¦¤± §¬µ̈¦·̄¼¬±√¤§̈ ·¬¶¶∏̈¶¤±§¦̈¯̄¶·² §̈¶·µ²¼·«̈¬µ¶·µ∏¦·∏µ̈ ¤±§ ¤̄¶·°¤®̈ ©¬¶«̈¶

§̈¤§q k本文编辑 }张培新l




