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近年来为了寻求虾蟹类疾病防治的新途径 解决

长期困扰虾蟹类养殖业发展的有关病害问题 对虾蟹

类的免疫机理方面的研究空前活跃 ≈ ∀日本对虾

Πεναευσ ϕαπονιχυσ 是中国一种重要的海水养殖经济

动物 由于其生命力强 味美价高 已成为继中国对虾

后另一对虾养殖品种 ≈ 因此迫切需要展开对日本对

虾免疫机理的研究 ∀在免疫机理方面 血淋巴的免疫

防御功能是最基础 !最重要的研究方向 ≈ ∀细胞培养

做为一种潜在的工具在虾类疾病的诊断及探针技术

的应用开发方面已受到日益广泛的关注 ≈ 但在日本

对虾细胞培养方面 仅 等报道了淋巴器官的体

外培养 ≈ 至今未见日本对虾血淋巴的原代培养的研

究报道 ∀本研究首次对日本对虾血淋巴和肌肉组织进

行了原代培养的尝试 ∀

材料和方法

实验材料

日本对虾 平均体长 平均体质量

取自河北省白洋淀 实验前在含青霉素

链霉素 Λ 的充气海水中暂养

∀

细胞培养

实验选用 为基础培养基 参考 ×

等 ≈ 配制日本对虾培养基 培养基中各组分如表 所

示 ∀培养液 值调至 无菌条件下 Λ 微孔

滤膜过滤 冷冻保存 周内使用 ∀取暂养日本对虾

用质量分数为 酒精擦洗头胸甲 无菌条件下用

卡介苗注射器小心地从心脏抽取血淋巴 接种于

孔培养板 每孔加入 培养基 肌肉组织培养则用

无菌器械剖取肌肉 无菌 ° ≥清洗 用眼科剪将组织
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表 1  日本对虾培养基的组分
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剪为 小块 吹打分散 接种于 孔培养板

ε ≤ 培养箱中培养 每天用 ≠ ° ≥倒置显

微镜观察 记录培养基对细胞生长的影响 ∀

结果与讨论

日本对虾肌肉组织原代培养

日本对虾肌肉组织接种 后 即可见到肌纤维

的贴壁 大量肌纤维分散于培养板中 图 2 这种条

件下体外培养的肌纤维存活时间可达 ∀

日本对虾血淋巴的原代培养

体外培养的日本对虾血淋巴有两种不同的形

态 圆形淋巴样细胞和多形吞噬样细胞 图 2 多形

吞噬样细胞按细胞伸展形态分为向四周伸展的多边

形不规则细胞和向两极伸展的 型细胞 这与胡珂对

体外培养中国对虾血细胞分类结果一致 ≈ ∀多形吞噬

样细胞之间 胞质相连 形成结网现象 图 2 ∀多形

吞噬样细胞形态多样 包括纤维形 !梭形 !不规则的三

角形 !多边形等 ∀体外培养中发现多形吞噬样细胞存

活时间较短 而圆形淋巴样细胞存活时间较长 可达

图 体外培养的日本对虾肌纤维和血淋巴 ≅

2 体外培养 的日本对虾肌纤维 2 体外培养 的日本对虾血淋巴形态 2 细胞之间的结网现象 2 体外培养 周后日

本对虾血淋巴形成的细胞单层 2 细胞单层与染菌区之间的界沟 ∀

ƒ × ∏ Πεναευσϕαπονιχυσ ∏ ∏ √ ≅

2 × ∏ Π. ϕαπονιχυσ ∏ ∏ 2 × Π. ϕαπονχυσ ∏ ∏ 2 ≤

2 ≤ Π.ϕαπονιχυσ ∏ 2 ≤
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个月 ∀

体外培养的血淋巴 周后形成连续的细胞单层

图 2 培养 后 发现此细胞单层中靠近边缘部

分有 区域染菌 细胞轮廓不清 结构被破坏 ∀在染

菌区和细胞单层区之间有一道明显界沟 界沟中几乎

没有细胞 但也没有发现病菌 图 2 ∀这种共生状态

维持了 最终污染霉菌而死亡 ∀抗菌因子是无脊

椎动物免疫防御反应的一个重要组成部分 主要存在

于动物的血淋巴中 细菌进入到机体后 对虾血淋巴

能够在短时间内清除细菌而使自身免于受侵害 血

淋巴抗菌因子在其免疫防御反应中起到了积极的作

用 ≈ ∀因而血淋巴表现有一定的抗菌活力 ∀本实验中

体外培养的血淋巴同样表现出一定抗菌活力 感染细

菌在一段时间内无法扩大感染区域 ∀近年来 随着对

虾类免疫系统研究的逐步深入 一些研究结果显示虾

血清存在与脊椎动物免疫球蛋白 功能非常类似

的特异性物质 ≈ 章跃陵研究表明日本对虾血清中确

实存在类免疫球蛋白样物质 ≈ 本研究中是否这类物

质在和抗菌因子同时起作用 使染菌区域暂时不能跨

过界沟 尚有待进一步研究 这对研究对虾抗病机制

具有重要意义 ∀
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