
第 48集 海　洋　科　学　集　刊 　No.48

2007年 5月 STUDIA MARINA SINICA May, 2007

鳗弧菌灭活疫苗对牙鲆外周血细胞

吞噬活性的影响
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牙鲆(Paralichthysolivaceus)是我国名贵的海产鱼类 , 也是我国北方沿海地区大规模增

养殖的经济鱼种之一。目前随着牙鲆养殖业的蓬勃发展 , 养殖规模也不断扩大 , 养殖中各

种病害的爆发也相继增多 , 由此给养殖业户造成了巨大的经济损失。为此科学家们研究出

了各种防病 、治病方法。其中 , 通过接种疫苗对鱼类病害进行免疫防治被认为是最重要 、

有效和绿色环保的方法之一 , 许多针对鱼类病原的灭活 、减毒和基因工程疫苗相继研制成

功 , 这些疫苗的应用在不同程度上都可以提高鱼类的抗病性 , 减少发病率。作者利用制备

鳗弧菌灭活疫苗对牙鲆进行注射免疫的方法 , 从而观察牙鲆外周血细胞吞噬活性的变化 ,

探讨了鱼类非特异性细胞免疫的保护机制 , 为今后进一步深入研究提供了可靠依据。

一 、材料与方法

1.菌株及其培养

　鳗弧菌菌株 M3分离自患皮肤溃烂的养殖牙鲆 , 此菌株毒力较强 , 肌肉注射感染牙鲆

的半致死浓度为 5.144 ×10
3
cfu/尾。挑取单菌落接种于 2216E海水培养基 28℃培养 24h,

生理盐水清洗菌体 , 用最终浓度为 0.5%的福尔马林灭活后 , 用生理盐水洗涤两次 , 调

整成浓度为 10
8
～ 10

9
cfu/mL的菌悬液备用。

用作吞噬原的金黄色葡萄球菌(Staphylococcusaureaus)由中科院海洋研究所徐涤博

士提供 。挑取单菌落接种于 LB培养基 37℃过夜培养 , 生理盐水将菌体 , 离心洗涤 , 用

浓度为 0.5%的福尔马林溶液在 4℃条件下将其灭活。灭活后用生理盐水洗涤两次 , 调

整成浓度约为 10
8
cfu/mL的菌悬液备用 。
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2.方法

通过肌肉注射鳗弧菌(Vibrioanguillarum)灭活疫苗对养殖牙鲆进行免疫接种 , 接种
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量为 0.2mL/尾 , 观察接种疫苗后牙鲆外周血细胞的吞噬活力的变化情况 , 同时以注射

生理盐水的牙鲆作为对照组进行观察。在免疫接种后的第 2、 3、 4、 5周随机选取实验

牙鲆进行尾静脉采血 , 收集外周血细胞测定其吞噬活性 。

3.实验鱼免疫

作者用健康牙鲆作实验对象 , 牙鲆体长 15cm左右 , 购自山东荣成寻山水产养殖公

司 。玻璃钢水槽中循环过滤海水暂养一周 , 平均水温 18℃。挑选健康有活力的牙鲆肌

肉注射鳗弧菌疫苗 , 0.2 mL/尾 , 同时设置对照组 , 注射等量的灭菌生理盐水。在初次

免疫后 2周 , 采用同样方式进行二次免疫 。

4.采血

对初次进行免疫的牙鲆鱼 , 2周后开始每隔一周随机选取 3尾进行尾静脉采血收集

血细胞 , 采用阿氏抗凝剂与牙鲆外周血细胞 1∶1混合 , 再加入等体积的生理盐水适当稀

释 , 温度为 4℃备用 。

5.外周血细胞的吞噬活性

取适量的金黄色葡萄球菌悬液与牙鲆外周血细胞混合 , 两种细胞个数的比例约为

10∶1, 放入容器中轻轻混匀后 , 温度在 28℃进行孵育 45 min。孵育过程中每间隔 10 min

轻轻摇动混匀。孵育完毕从中取混合液适量制作血涂片(用蜡笔在血涂片上划出染色区 ,

以防止滴加染液时溢流), 自然晾干后用甲醇固定 2 min。血涂片平放于桌面上 , 每片滴

加适量瑞氏染色液(Wright' s), 染色液布满所划范围内的血膜 , 染色 2 min后 , 再加入

适量 pH6.4的 PBS缓冲液继续染色 3 min, 晃动载玻片使沉渣浮起 , 用蒸馏水轻轻冲

洗 , 至血膜呈淡红色 , 将玻片直立晾干 , 镜检观察 , 计算牙鲆外周血细胞的吞噬百分率

(phagocyticpercentage, PP)和吞噬指数(phagocyticindex, PI), 其定义为

PP=
100个细胞中参与吞噬的细胞数

100
×100%

PI=
吞噬细胞中的金黄色葡萄球菌总数

参与吞噬的细胞数
×100%

二 、结　　果

1.外周血细胞吞噬指数和吞噬百分率的变化

　外周血细胞吞噬实验表明 , 牙鲆在接种疫苗后 , 刺激了外周血中吞噬细胞的免疫防御

活力 , 在免疫之后 2周吞噬细胞的吞噬指数和吞噬百分率都得到不同程度的提高。对照

组在整个实验期间的吞噬指数为(1.95 ±0.25), 而免疫组的吞噬指数由免疫两周后的

(3.1 ±0.1)上升至五周后的(4.05 ±0.15)(图 1);对照组的吞噬百分率为(21.1 ±

1.4)%, 而免疫组的吞噬百分率由免疫两周后的 (25.2 ± 0.5)%上升至五周后的

(34.1 ±0.7)%(图 2)。免疫组牙鲆外周血细胞的 PP和 PI均显著高于对照组(t检验 ,
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P<0.05)。在本实验为期 5周的观察期间 , 免疫组牙鲆外周血细胞的吞噬活性是逐渐增

加的 , 在免疫后 4 ～ 5周牙鲆外周血细胞的吞噬率和吞噬指数基本达到最高 。

图 1　牙鲆外周血细胞吞噬指数 图 2　牙鲆外周血细胞吞噬百分率

2.牙鲆红细胞的吞噬活性

鱼类红细胞不同于人类和其他哺乳动物 , 它具有细胞核 , 在细胞质中还有少量细胞

器 , 结构和功能是相适应的 , 这些结构可能使鱼类红细胞具有除运输氧气外其他的重要

功能(刘云等 , 2000)。实验首次观察到牙鲆外周血中的红细胞也具有较强的吞噬能力 ,

可形成明显的伪足对金黄色葡萄球菌进行黏附 、 包围和吞噬 。牙鲆的红细胞为椭圆形 ,

细胞中央具有一个圆形或椭圆形的细胞核 , 核膜清晰可见 , 可被 Wright' s染色液染成紫

红色。红细胞在接触到金黄色葡萄球菌之后 , 接触部位的细胞膜内陷形成伪足 , 包围并

吞噬金黄色葡萄球菌 。图 3和图 4为牙鲆外周血中白细胞和红细胞吞噬金黄葡萄球菌的

情形。在显微镜下可经常观察到一个红细胞吞噬多个金黄色葡萄球菌的现象 , 表明牙鲆

红细胞具有较强的吞噬能力 。结果显示 , 在接种鳗弧菌灭活疫苗 2周后 , 免疫牙鲆外周

血细胞的吞噬活性(包括吞噬指数和吞噬率)显著提高 , 免疫组和对照组差异明显(t检验 ,

图 3　牙鲆外周血各种白细胞吞噬金

黄葡萄球菌(×1 800)

图 4　牙鲆外周血红细胞吞噬金

黄葡萄球菌(×1 800)
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P<0.05)。通过实验 , 作者首次发现牙鲆红细胞也具有较强的吞噬活力 。这表明牙鲆

红细胞除具有运输 O2和 CO2的机能外 , 还具有重要的免疫防御功能。

三 、讨　论

鱼类虽是较低等的脊椎动物 , 但已经具备一个相当完善的免疫系统 , 通过特异性和

非特异性免疫防御来抵抗病原体的侵袭。鳗弧菌是我国北方海水养殖鱼类细菌性疾病的

主要病原(莫照兰等 , 2003), 通过制备鳗弧菌灭活疫苗对养殖牙鲆进行免疫接种 , 可

以显著提高牙鲆细胞免疫和体液免疫应答水平 , 溶菌酶活力和攻毒后的免疫保护率也得

到提高 。

血细胞特别是粒细胞和单核细胞等吞噬细胞是鱼类非特异性免疫防御体系中的

重要防线之一 , 能够有效清除和杀灭侵入到宿主循环系统中的病原微生物 。测定鱼

类吞噬细胞的活性可作为判定机体抗病力的一个重要指标 。本实验表明 , 在注射鳗

弧菌灭活疫苗 2周后 , 牙鲆外周血细胞的吞噬活力得到提高 , 在 5周后基本达到了

最高水平 , 同对照组相比差异明显 。安利国等 (1999)对鲤鱼注射豚鼠气单胞菌

(Aeromonascaviae)灭活疫苗后 , 大大提高了鲤鱼腹腔吞噬细胞和血清溶菌酶的活

性 。单红等 (2005)利用嗜水气单胞菌(Aeromonashydrophila)灭活疫苗作为免疫原对

南方鲇进行注射免疫 , 结果发现 , 既增加了南方鲇外周血中白细胞的数量 , 也提高

了南方鲇吞噬细胞的吞噬活性 。这与作者的实验结果是一致的 。表明接种疫苗对鱼

类非特异性细胞免疫起到了激活作用 , 非特异性细胞免疫是鱼类一种重要的免疫保

护机制 。

目前报道的鱼类的吞噬细胞主要有单核细胞 、 巨噬细胞和各种粒细胞 (周永灿 ,

2003;张永安 , 2000)。但在本实验中 , 发现牙鲆的红细胞也具有很强的吞噬活

性 , 说明鱼类的红血细胞除了运输 O2和 CO2的主要机能外 , 也具有一定的免疫防御

功能 。王旭东(1996)报道了两种两栖动物和 3种鱼类的红细胞均具有一定的吞噬

活力;蔡完其(2003)证实了红鲤的 4种群体的红细胞具有黏附和吞噬能力 , 种群

间还存在一定的差异;Passantino(2002)也报道了虹鳟的红细胞具有黏附和内吞酵

母的活性 , 与本实验中的研究结果相同 。目前被证实的具有红细胞免疫功能的哺乳

类和鸟类逐渐增多(王旭东等 , 1995;Molinaetal., 1992), 而且在人类(朱大栩 ,

1993;孙建中 , 2001)及其他哺乳类和鸟类的红细胞偶尔也可以表现出吞噬和黏附

等免疫功能 。因此有学者推测红细胞的吞噬功能至少在两栖类和鱼类中是具有广泛

性的 。既然红细胞具有这种吞噬活性 , 其数量众多 , 在外周血中是白细胞的 500 ～

1000倍 , 那么它在机体免疫系统中的作用一定十分巨大 。红细胞免疫是目前免疫

学领域中一个较新的研究内容 。由于红细胞的结构很简单 , 因而过去人们一直以为

其功能也很简单 , 仅仅是一种运输 O和 CO2的工具 。但后来人们发现事实上并非如

此 。 1981年美国的生殖免疫学家 Siegel(1981)在前人研究的基础上提出了 “红细

胞免疫系统(RedCellImmuneSystem, RCIS)” 的新概念 , 更新了人们对红细胞功

能的认识 , 促进了红细胞免疫研究工作的迅速发展 。这些工作主要在人类以及其他
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哺乳类和鸟类中开展最多 , 在较为低等的鱼类中有关红细胞免疫的报道很少 。因此

对鱼类红细胞免疫系统的进一步研究 , 将对全面客观地了解鱼类机体的防御系统具

有重要的理论和现实意义 , 为我们将进一步开展鱼类红细胞免疫机理的深入研究 ,

探究鱼类红细胞免疫功能的分子打下基础 。
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EFFECTOFINACTIVATEDVIBRIOANGUILLARUMVACCINE

ONPHAGOCYTOSISOFPARALICHTHYSOLIVACEUS
PERIPHERALBLOODCELLS
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ABSTRACT

Left-eyedflounders, Paralichthysolivaceus, wereinoculatedwithinactivatedVibrioan-

guillarumvaccineviaintramuscularinjectiontoanalyzelevelofcellularimmuneresponsesin-

ducedbytheimmunogen.Thevaccinatedaswellascontrolfishwereseriallysampledforblood

cells2, 3, 4, 5 weekspostimmunizationtoevaluatephagocytosisactivity.Changesofphago-
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cyticindex(PI)andphagocyticpercentage(PP)determinedbymeasurementofingesting

StaphylococcusaureuswereobservedwithWrightstain.Resultsshowedthatphagocytosisactivi-

tybegantoincreasefrom2 weekspostimmunization.Thereisarestatisticallysignificantdiffer-

encesinPIandPP(P<0.05)betweenvaccinatedandcontrolfish.Theredcellphagocytosis

ofleft-eyedfloundersdescribedinthepresentstudyforthefirsttimeindicatesredcellplaysan

importantrolenotonlyinrespiratoryfunctionbutalsoinimmunefunction.


