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提要 于 1卯3一 199 5 年
,

用免疫法防治皱纹盘鲍脓疙病
。

河流弧菌 一 11 分离自大连水产

养殖公司
、

太平洋海珍品养殖公司的患脓疙病的皱纹盘鲍; 健康皱纹盘鲍
,

由大连水产养殖

公司石庙苗种厂提供
。

鲍血淋巴细胞的体外吞噬实验 : 取健康皱纹盘鲍的血淋巴与肝素和

菌液按一定比例棍合后
,

置湿盒内 37 ℃ 培养 叨帕in
,

取一滴涂片
,

吕氏液染色后观察
。

用

该病原菌制做菌苗
,

大量扩增病原菌
,

用 0
.

1% 一 1
.

0% 的甲醛洗下菌苔
,

处理 24 一 120h
,

用生理盐水反复清洗
,

除掉甲醛 ; 再用生理盐水稀释到所需浓度
。

通过反复传代降低毒

性
,

制成活菌苗
。

用两种菌苗在稚鲍
、

一龄鲍(2 一 及加)和成鲍(6一防n )上实验
。

结果表

明
,

鲍的血淋巴细胞约有三种
, .

三种细胞都有吞噬细菌的能力
,

有的细胞象变形虫样变形
,

在细胞膜上吸附着很多细菌
,

有的细菌已被吞到细胞内 ; 该病原菌可同鲍的血清发生凝集

反应 ; 菌苗的效果明显
,

可提高成活率约 50 % 以上
。

由上述结果可见
,

皱纹盘鲍的血淋巴细

胞具有吞噬细菌的能力
,

在菌苗的作用下
,

血淋巴细胞增殖并活跃地吞噬异源致病菌
,

同时

鲍血液中的免疫因子也被激活
,

参与免疫的过程
,

使皱纹盘鲍成活率明显提高
。

关键词 皱纹盘鲍 免疫学 河流弧菌 一n 脓疽病

从 19 93 年 9 月开始
,

大连地区养殖和天然鲍(壳长 3 一 scln )都得了脓疙病
,

症状是

腹足上出现一个至十余个白色脓疙
,

使鲍足的组织溃烂
,

溶解消失
,

造成高达 60 % 以

上的死亡率
。

用抗生素虽然可暂时控制住病情
,

但长时间使用单一的药物很容易使病原菌

产生抗药性(李太武等
,

19% )
’)
。

鲍病的研究报道很少
,

其免疫学方面的研究尚未见报

道
。

本文研究了皱纹盘鲍对脓疤病病原菌河流弧菌一 n 的免疫反应
,

并初步探讨了皱纹

盘鲍的免疫机制
,

以期为防治皱纹盘鲍的细菌病找到一种更有效的途径和方法
。

1 材料和方法

1. 1 材料

实验所用皱纹盘鲍(Ha ho 冶 J动。” hann ai )于 1993 年取 自大连水产养殖公司石庙苗种
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厂
,

其规格为壳长 1
.

仅翔 以下
、

1乃即1
、

1
.

scln
、

Za n
、

一龄鲍(3rm 左右 )
、

二龄鲍(4 一
5助)以及成鲍(6

口n 以上 )
。

河流弧菌 一 n (励rio fiu 血份一功 是作者从病鲍体内分离
、

纯化出来的(刘金屏等
,

19 95 )
。

文中数据系三次以上重复实验结果
。

所用试剂均为分析纯
。

LZ 方法

1
.

2. 1 皱纹盘鲍和细菌凝集性的实验

体外吞噬实验 为探讨皱纹盘鲍的免疫机制
,

进行皱纹盘鲍血淋巴细胞体外吞噬河

流弧菌 一 n 的实验
,

取在肉汤琼脂斜面上经 17 一 37 ℃ 培养的病原菌
,

用生理盐水洗下

菌苔
,

制成 3 x 10scel l/ 耐菌液
。

取 40 川正常鲍的血淋巴
、

20川肝素
、

2即1 菌液混匀
,

置

37 ℃ 湿盒内 35而n( 经常摇动 )
,

取一滴涂片
,

并进行吕氏染色和显微拍照
。

细菌抗原性的实验 为了证明能否采用免疫方法来防治皱纹盘鲍的脓疤病
,

进行

病原菌是否具抗原性试验
。

采用上述方法制成 1 x 109c d l /耐 菌液
,

用 0. 2% 的甲醛灭活

48 一 7 2h
,

给成鲍按下述方法进行足肌肉
、

外套膜注射
。

第 ld
,

0 .01 而
;
第 2d

,

0. 02 而
;

第 3d
,

0. 04 m l; 第 4d
,

0. 08 耐
;
第 6d

,

0
.

16耐
;

第 14d
,

0. 4Inl
;
第 16d

,

取鲍的血淋巴作为

凝集素
、

细菌作为凝集原作环状沉淀
,

取 12 支小试管
,

从第 2 支管开始
,

每管中加人

2% 生理盐水 60 川
,

在第 1 管中加人 12 0川 3 x 10 8ce ll /而河流弧菌 一 n 液(抗原)
。

用倍

比稀释法将该菌液稀释成 2 倍
、

4 倍 ⋯⋯ 1 024 倍(见表 1)
,

即从 1号管中取出 60 川菌液

加人 2 号管 ; 混匀后取出印拜1加人 3 号管 ; 混匀
,

从 3 号管中取出 60 川加人 4 号管
,

以此类推
。

另取 13 支小试管(沉淀管)
,

每管内加人皱纹盘鲍血清 60 川
,

加人沉淀管的底部
。

吸取上述已稀释好的抗原
,

从最高稀释度加起
,

加人时
,

沿管壁徐徐加人
,

使之与下层

鲍血清之间形成界面
,

切勿摇动
,

第 13 号管加人生理盐水 60 川作为对照
。

于室温中静

置 巧一 301 面n 后
,

观察在两液面交界处有否白色环状沉淀出现
。

在最大稀释度的抗原与

抗体之间出现沉淀环者
,

此管的稀释度即为皱纹盘鲍血清的效价
。

1 .2. 2 皱纹盘鲍人工免疫物质的制备

死菌苗注射液及菌饵的制备 将从病鲍中分离的河流弧菌 一 n 的病原菌接种于 肉汤

蛋白脉的培养基上
,

经 6 一
~

10h 培养
,

用自制的接种棒接种于胰蛋白陈
、

琼脂培养基中
,

于

20 一 37 ℃ 培养 12 一 26 h
。

用 0. 1%一 1
.

0% 的 甲醛洗下菌苔
,

处理 24 一 120 h
,

以

3姗一 川x均r /~ 离心 5
~

;
用无 菌生理 盐 水 (含 2% N a

动 洗 2一 3 次
,

洗 后 以

3佣仆ee
.

钓的r /而n 离心 5而n ; 然后再用无菌生理盐水稀释成 10 ‘

一 101
,

cell /而 的菌苗注

射液
,

再将这种菌液喷洒到饵料上制成 0. 5一 1
.

5 x loEce ll / g 的菌饵
。

菌的计数用血球计

数法
、

平皿计数法和比浊法(张颖悟等
,

1990 )
。

活菌苗注射液及菌饵的制备 将经过 30 次连续传代的菌种
,

从皮下
、

腹腔注射

进兔子和鲍的体内检查毒性
。

确认毒性很小后采用上述方法培养
。

用无菌生理盐水稀

释成 0
.

1 x l少一 10 8ce ll /nil 的菌苗注射液
,

再将这种菌液喷洒到饵料上
,

制成 0
.

1 x IJ 一

10 I

OCe ll / g 的菌饵
。

1
.

1 3 皱纹盘鲍人工免疫实验步骤

取 36 只成鲍(雌雄各半)分成三组 第一组为对照组
,

注射无菌的生理盐水 ; 第二组为

菌苗组
,

注射死菌苗的量为 1
.

94
、 10’Ce u / 鲍

,

分 5 次注射共 2 1d ; 第三组为弱毒活菌苗



1期 李太武等: 皱纹盘鲍对河流弧菌一 n 苗免疫的研究

组
,

注射量为 0. 3 x 10 8ce ll / 鲍
,

同样分 5 次注射
。

第 25 d 进行人工感染
,

注射活菌 0. 2 x

IJ“刃 / 鲍
。

同时将免疫的成鲍雌雄交配
,

其稚鲍作为母体免疫样品
,

目的是检测鲍

的免疫力能否传代
。

取一龄鲍(壳长 2一 4 a ll)90 个
,

分成三组 第一组为对照组
,

注射同体积的生理

盐水 ; 第二组为菌苗组
,

分 5 次注射 6. 4 x 10玩11 / 鲍死菌苗
,

第三组为弱毒菌苗组
,

用

Zl d 分 5 次注射 0. 2 x 10 sCel l / 鲍活菌苗
。

从第 25d 开始注射活菌进行人工感染
,

菌量为

0
·

2 x l少沈11 / 鲍
。

取刚剥离正常投饵
、

死亡情况 正常的 18 块板稚鲍(每块板上 平均有稚鲍约 500

个)
,

分三组 第一组为对照组
,

投喂对照饵料 ; 第二组为菌苗组 ; 第三组为母体免

疫组
。

向第二
、

第三组的稚鲍投喂 0. 3 一 6 x 10 8Cel l / g 饵料的菌饵 30d
,

海水温度在

23一 28 ℃
。

2 结 果

2
.

1 皱纹盘鲍和细菌凝集性的证明

为了探讨鲍的免疫机制以及能否采用免疫方法来防治皱纹盘鲍的脓疤病
,

进行了体

外吞噬和凝集反应实验
。

2. L I 血淋巴细胞具吞噬功能 皱纹盘鲍血淋巴细胞体外吞噬脓疤病病原菌(河流弧菌一

n )的实验结果表明
,

杆状和短杆状的病原菌数量很多
,

特别是在血淋巴细胞的周围
,

细菌更多
.

血淋巴细胞有三种
,

且均具有吞噬的功能
。

有的血淋巴细胞伸出伪足样结构

吞噬病原菌
,

有的细菌已被吞到血细胞内( 图版I=l 一 4)
。

2. 1 .2 河流弧菌一 n 具抗原性 病原菌的抗原性实验结果显示
,

皱纹盘鲍血淋巴可与

河流弧菌一 n 产生环状沉淀
,

即可以产生凝集反应
,

说明该病原菌具有抗原性(见表 l)o

表 1 河流弧菌一 n 与皱纹盘鲍血清的凝集反应结果

T a b
.

1 T he 记刘t of a目
u ti加的 of 月别rio t臼 ‘勿u “ 九困皿滋 , 劲u O l l面元幻 俪th 巧咖口

加
了
浏七一 n

试试管号号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 对照照

鲍鲍血洲川))) 印 印 印 印 印 团 印 印 印 印 印 印 印印

抗抗抗 稀释倍数数 0 1 2 4 5 16 3 2 “ 128 256 5 12 1024 生理盐水(2% )))

原原原 用量(禅))) 印 印 团 印 印 印 印 印 印 印 印 团 印印

结结 果果 + 曰十 刁月十 十+ 」十 + + 一 一 一 一 一 一 一一

鲍血清的效价为 16
。

扫月斗
,

沉淀环极明显 ; 洲丹
,

沉淀环很明显 ;
料

,

沉淀环较明显 ; + ,

沉淀环明显 ;

一 ,

无沉淀环
。

2. 2 皱纹盘鲍人工免疫结果

通过对一龄鲍和稚鲍的免疫实验发现
,

弱毒苗组的效果比菌苗组的效果好
,

可提高存

活率 6% 一 20 %
。

成鲍组中两种菌苗的效果无差别
。

成鲍
、

一龄鲍
、

稚鲍免疫实验后存

活率见表 2
。

3 讨论与结论

3
.

1 免疫法可防治皱纹盘鲍的细菌病

根据作者多年来对鲍养殖的实际考察
,

病原菌最多的是夏季
,

其在水中的浓度为 1于一
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1少ce ll /耐
,

而本实验细菌感染数量为0. 2
x 10 5优11 / 鲍

,

相当于0. 5
x 109Ce ll /间

,

这个数字

远远大于 自然界中鲍病原菌数的几万到十几万倍
,

在这样多的病原菌存在的情况下
,

鲍

都有良好的免疫力
,

在生产实际中免疫效果会更好
。

由此可见
,

用免疫法防治皱纹盘鲍

的细菌病是可行的
。

表 2 皱纹盘鲍免疫实验后的存活率(% )

T ab .Z T七e

~ val rat
e of H目 io t台 动沃1“ 声四明画 叭

er

~
exP eri ~

t wi th “bri口 fiu
之
创is 一 n

组组 别别 天 数数

lllllll 222 333 555 777

成成成 对照组组 即即 8000 8000 7000 印印

鲍鲍鲍 菌苗组组 1田田 1田田 1田田 1田田 1的的

弱弱弱毒苗组组 1oooo 1田田 1田田 1的的 1田田

龄龄龄 对照组组 8000 7000 5000 3000 刀刀

鲍鲍鲍 菌苗组组 1加加 1田田 1田田 8000 即即

弱弱弱毒苗组组 1oooo 1印印 1田田 1oooo 1oooo

稚稚稚 对照组组 8888 6777 5222 3 lll 汾汾

鲍鲍鲍 菌苗组组 1图图 9777 叩叩 8666 斜斜

弱弱弱毒苗组组 1的的 1图图 1oooo 9 777 叨叨

3. 2 经过免疫的稚鲍可明显提高成活率

在稚鲍的免疫研究中
,

第三组稚鲍是来自母体免疫的
,

即亲鲍经过菌苗的注射(见成

鲍免疫组 )后正常产卵
,

排精并结合而发育成稚鲍
。

经过口服 30 d 菌饵后
,

本应继续投

喂活菌饵来检验免疫力增强情况
。

但在做人工感染实验时发现
,

口服活菌饵不能使正常

鲍患脓疙病而死亡(李太武等
,

1997 )
’)
。

故表内的统计数字是未投活菌饵而大批死亡时

的记录(时值稚鲍死亡高峰期)
。

从表 2 结果可见
,

经过免疫的稚鲍(7d) 可提高成活率

64 % 一 70 % (用实验组成活率减去对照组成活率之差为免疫后提高的成活率 )
。

而母体免

疫几乎没有效果
,

这说明鲍类的免疫系统是低等的
。

从实验结果可看出
,

免疫法明显降

低稚鲍的死亡率
,

应大面积推广应用
。

3. 3 皱纹盘鲍的免疫机理研究

对无脊椎动物免疫机理的研究很少
,

而鲍免疫的研究至今未见报道
。

一般认为无脊

椎动物不产生抗体
,

对抗原的刺激主要表现为吞噬及炎症反应(叶孝经
,

19 90
;
杨廷

彬
,

1994 )
。

对虾无抗体
,

鲍是比对虾低等的动物
,

只能用血淋巴细胞的吞噬作用和排

除抗原作用的非特异性免疫
。

从体外吞噬的血涂片和常规血涂片上可以确定
,

鲍的血淋

巴细胞有三种
,

都有吞噬细菌的能力
。

为此可以说明
,

鲍的血淋巴细胞有吞噬外来抗原

的作用
,

同时也证明了该病原菌具有免疫原性和反应原性
。

以它作为抗原同已注射菌苗

和正常非注射的鲍的血清产生了凝集反应
,

非注射的只在未稀释的抗原反应组内产生了环

状沉淀
,

而注射的鲍血清效价为 16
,

比非注射的高了 5 个数量级(Fu U n et al
. ,

1993 ;

D 李太武等
,

1卯7
,

大连地区脓疙病的研究
,

水产学报
。

(待发表 )
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M a
而ta et al

. ,

19 94 )
。

可见在外源抗原的诱导下
,

鲍的血清内产生 了更多的凝集因子

(凝集素)(高健等
,

19 92 )
,

这类凝集素无疑有助于机体消灭来自血淋巴系统的人侵生物

体
。

这类凝集素的结构及其形成过程正在研究之中
。

凝集反应也说明鲍类具有体液免疫

因子(王亚辉
,

1982
; 王雷等

,

1992)
,

鲍类的体液免疫有待进一步的研究探讨
。

鲍类血

液是否也产生抗菌肤类物质(姜玉香
,

19 88
;
梁世德

,

1994)
,

正在研究之中
。

软体动物

内部防御或称为免疫系统是由细胞免疫和体液免疫两部分构成的
。

在四种防御细胞类型

中
,

血细胞是最重要的
。

体液免疫部分是由多因子构成的
,

大多因子都由血细胞产生
。

软体动物以分解酶作为细胞毒素去降解(在细胞外或吞噬小体内)侵人体内的外源生物

Q目~
ct a l

. ,

199 1)
。
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