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摘要:为了解大黄鱼在抗溶藻弧菌感染时免疫功能的变化规律,将 160尾健康大黄鱼分为感染

组和对照组,通过腹腔分别注射 0. 2 m L浓度为 2 @ 10
7

CFU # m L
- 1
的溶藻弧菌和灭菌生理盐

水,在注射 0, 1, 3, 7, 11, 15, 19 d后从两组各取 6尾大黄鱼,尾静脉取血, 进行外周血的血相、

NBT阳性细胞数、血清抗菌活力、抗体效价等免疫学指标的测定。结果显示: 在人工感染的初

期,感染组大黄鱼外周血的红细胞、白细胞、淋巴细胞和 NBT阳性细胞的数量及血清抗菌活力

等指标均较对照组有显著提高; 在注射后 1 d外周血粒细胞的数量显著低于对照组;抗体效价

在 7 d开始增加, 15 d达到峰值,且用间接 EL ISA和试管凝集两种方法所得结果具有非常高的

同步性。结果表明:在感染溶藻弧菌后,大黄鱼能通过红细胞和白细胞增殖、释放抗菌物质、产

生特异性抗体等方式提高其对溶藻弧菌的免疫力;在感染的早期阶段非特异性免疫因子起主

要作用,在感染后期阶段特异性免疫因子起重要作用; NBT阳性细胞数可以作为细菌感染的

指标。
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Abstract: To investigate the effect o f experim enta l infection w ith Vibrio algino ly ticus on imm une param e ters

of P seudosciaena crocea, one hundred and six ty hea lthy f ish w ere catego rized into infected and contro l

groups. Each f ish in infected g roup w as in jected intraperitonea lly w ith 0. 2 m L o f bacteria suspension w ith a

concen trat ion o f 2 @ 10
7

CFU # m L
- 1

, w hile each f ish in contro l group w as injected .i p. w ith 0. 2 m L o f

ster ile sa line so lution. P. crocea in bo th g roupsw ere sacrif iced at 0, 1, 3, 7, 11, 15 and 19 d po s-t in ject ion

to eva luate imm une param eters such as haem ato cy te count ing, NBT-positive cells, serum ant ibacter ia l

activ ity, and serum ant ibody titer. The resu lts show ed tha:t exper im en tal in fection w ith V. alg inolyticus
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w ou ld increase the num bers o f ery throcy tes, leucocy tes, lym phocy te s in peripheral b lo od a s w ell as

periphera l serum antibacteria l activ ity and antibody titer o f P. crocea, and reduce periphera l blood

granulocy tes num ber sign if icantly, in com parison w ith tho se in con tro l g roup. These results suggested tha t

after infected by V. alg inoly ticus, P. crocea w ould enhance its resistance to the invaded bacteria by m eans

such as ery thro cy te and leucocy te pro liferat ing, antibacterial substance excreting, antibod ie s synthe sizing;

non-specif ic imm une facto rs including ant ibacteria l substance in peripheral b lo od p layed an im po rtant ro le a t

the initial stages o f infection, and then spec if ic imm une facto rs such as an tibody p layed an im po rtant ro le a t

the later stage s; the num ber o f NBT positiv e cellw as a good indica tor o f bacteria l infec tion.

Key words: P seudosciaena crocea; V ibrio alg inoly ticus; haem atocyte counting; NBT-positive ce lls;

antibacteria l activ ity; antibody titer

  大黄鱼 ( P seudosciaena crocea R ichardson)是

中国特有的海洋鱼类, 分布于黄海南部至南海北

部海域。现在大黄鱼已成为我国养殖量最大的海

水鱼类,并被农业部确定为我国 6种最具优势的

出口水产品之一。但是, 随着大黄鱼养殖规模的

扩大, 各种传染性疾病发生也日益频繁,严重制约

着大黄鱼养殖业的健康发展, 其中由溶藻弧菌

( Vibrio alg inolyticus)引起的弧菌病是养殖大黄鱼

最常见的传染性疾病之一,其发病率和死亡率高,

给大黄鱼养殖业带来严重的经济损失
[ 1 - 2 ]
。目前

养殖业者主要靠抗生素来防治这种弧菌病, 但抗

生素的不合理使用会导致耐药性细菌增加和破坏

微生态平衡等严重的负面影响
[ 3]
。在水产品的

安全问题日益引起社会关注的今天,如何进行养

殖疾病的无公害防治是摆在养殖业者和相关科研

人员面前一个急需解决的问题。在药物防治的替

代措施中,使用免疫增强剂和疫苗是很有潜力的

无公害疾病防治方法, 已有一些学者在这方面进

行了一些研究, 并取得了一定的成果
[ 4- 5]
。但是

关于大黄鱼免疫功能的基础研究却很薄弱, 也未

见有关细菌感染对大黄鱼免疫功能影响的研究报

道。鱼类作为低等脊椎动物, 已经具有比较完善

的免疫系统,能够对侵入体内的病原菌产生免疫

应答, 包括非特异的先天性免疫和特异性的免疫

应答, 以清除病原菌, 维持机体生理功能稳定
[ 6]
。

因此, 鱼类的许多免疫指标可作为它们健康状况

和抗感染免疫能力强弱的标志。本文通过测定人

工感染溶藻弧菌后大黄鱼多项免疫指标的变化,

以期了解病原弧菌感染对大黄鱼免疫功能的影

响,为大黄鱼弧菌病的免疫防治提供理论参考。

1 材料和方法

1. 1 实验用鱼

体重 350~ 500 g左右的健康大黄鱼 160尾,

购自厦门刘五店大黄鱼养殖渔排, 分两组暂养于

集美大学海水养殖场, 每池 80尾。每天换水、投

饵 1次,暂养 1周后开始实验,实验期间水温 22~

24 e 。
1. 2 溶藻弧菌

分离自患病大黄鱼, 并经回归感染证明具有

较强毒力
[ 2]

, 保存于本实验室 - 80 e 超低温冰
箱。感染前 1天接种于含 2% N aC l的营养琼脂斜

面, 30 e 过夜培养,用灭菌生理盐水洗脱菌苔, 稀

释至 2 @ 10
7

CFU # mL
- 1
备用。

1. 3 注射和采样
大黄鱼经过丁香酚麻醉后,感染组每尾通过

腹腔注射 0. 2 m L上述菌悬液, 对照组每尾注射

0. 2 m L灭菌生理盐水。

在感染后 0, 1, 3, 7, 11, 15, 19 d分别从感染

组与对照组随机各取 6尾大黄鱼,从尾静脉取血,

每尾鱼先取 0. 4 m L血液与 0. 1 m L肝素混合, 其

余血液在室温下放置 1 h使其凝固,然后于 4 e
冰箱中过夜,析出血清。为使有足够样品用于多

个免疫指标检测, 将同组两尾大黄鱼的抗凝血与

血清分别混合后进行检测。

1. 4 血细胞计数
参考赵维信

[ 7]
的方法进行红细胞和白细胞

计数: 20 LL抗凝血经 3. 98 m L血液稀释液稀释

和染色后,在光学显微镜下分别计数血球计数板

5个中方格中的红细胞和白细胞数量, 每个样品
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计数 3次。

参考王军等
[ 8]
的方法进行白细胞分类计数:

将每个抗凝血样品推出 3个血涂片,晾干后用甲

醇固定 2~ 3 m in,用蒸馏水冲洗并晾干,用瑞氏染

液染色 15 m in并冲洗干净, 在油镜下随机计数

200个白细胞中粒细胞与淋巴细胞的数量。

1. 5 NBT阳性细胞计数

参考 Anderson等
[ 9]
的方法:将 0. 2 g NBT溶

于 100 m L的无菌生理盐水中制得 NBT贮藏液,

与含 1 m g# m L
- 1
葡萄糖的磷酸盐缓冲液 ( PB S,

0. 15 m o l# L
- 1

, pH 7. 2)等量混合得到 NBT应

用液。将 50 LL的抗凝血滴在 1个干净的盖玻片

上,在 30 e 湿盒中温育 30 m in, 用 PB S ( 0. 067

m o l# L
- 1

, pH 6. 4)轻轻洗去大部分红细胞。将

1滴 NBT应用液滴于载玻片上,并将上述盖玻片

反扣在 NBT应用液上,再于 30 e 湿盒中温育 30

m in,然后在光学显微镜下随机选择 10个视野,计

数其中所有呈现深蓝色的阳性细胞,每个血样计

数 3个盖玻片,取平均数作为该血样的 NBT阳性

细胞数。

1. 6 血清抗菌活力 (Ua)测定

参考 M ack intosh等
[ 10]
的方法进行血清抗菌

活力 (U a)的测定。将过夜培养的溶藻弧菌用无

菌 PBS( 0. 1 m o l# L
- 1

, pH 6. 4)洗脱, 并调整菌

浓度至 10
6

CFU # mL
- 1
。0. 3 mL菌悬液与等量

大黄鱼血清或者无菌蛋白胨水 ( 10 g蛋白胨, 5 g

N aC l溶于 1 000 mL蒸馏水中, pH 7. 2,作为空白

对照 )混合, 30 e 水浴振荡 30 m in后用平板菌落

计数法测定菌浓度。血清抗菌活力 ( U a)依照下

面的公式进行计算:

U a= (空白组菌落数 -血清组菌落数 ) /空白

组菌落数

1. 7 血清抗体效价检测

参考鄢庆枇等
[ 11- 12 ]

的方法进行间接酶联免

疫吸附 ( ELISA )检测血清抗体效价。在酶标板各

孔中加入 0. 1 mL 溶藻弧菌悬液 ( 10
7

CFU #

mL
- 1

)或者生理盐水 (作为阴性对照 ) , 60 e 烘干

包被, 用含有 0. 5% Tw een- 20的磷酸盐缓冲液

( PBS- T, pH 7. 4)洗涤 3次后, 各孔加满含 5%

牛血清白蛋白的 PBS, 37 e 封闭 1 h, PBS- T洗

涤 3次, 各孔加入系列稀释的大黄鱼血清 0. 1

mL, 37 e 温育 1 h, PBS- T洗涤 3次,再加入本实

验室制备的兔抗大黄鱼 IgM血清
[ 12]

( 0. 05 m o l#

L
- 1
的 PBS稀释 10 000倍 ) 0. 1 m L, 37 e 温育 1

h, PBS- T洗涤 3次,然后加入羊抗兔 IgG - HRP

(稀释 1 000倍 ) 0. 1 mL, 37 e 温育 1 h, PBS- T洗

涤 3次, 各孔加入 0. 1 mL新鲜配制的邻苯二胺

( OPD )底物溶液, 37 e 避光温育 30 m in, 加入 2

m o l# L
- 1

H 2 SO4 50 LL终止反应,于 492 nm处测

定各孔 OD值。按常规试管凝集法检测血清抗体

的凝集效价。

2 结果

2. 1 人工感染溶藻弧菌对大黄鱼各种血细胞数

量的影响

腹腔注射溶藻弧菌后大黄鱼外周血中血细胞

计数的结果如图 1所示。从图 1-a可以看出, 在

注射后 19 d内,虽然两组大黄鱼外周血中红细胞

数量都在 ( 8. 2 @ 10
5

) ~ ( 10. 4 @ 10
5
) mL

- 1
之间

波动, 但感染组的红细胞数量在注射后 1, 3, 7 d

高于对照组, 其中在 1 d存在显著性差异 ( P <

0. 05),说明在溶藻弧菌感染初期, 大黄鱼外周血

红细胞数量会有一定程度的增加。从图 1-b可以

看出在注射后 1 d,感染组大黄鱼外周血中白细胞

数量略低于对照组,而在 3 d和 7 d感染组大黄鱼

的白细胞数量显著高于对照组 (P < 0. 05 ), 然后

在 15 d和 19 d两组又趋于一致,这说明溶藻弧菌

感染初期能引起大黄鱼白细胞的增殖。大黄鱼外

周血中淋巴细胞在人工注射后的数量变化规律如

图 1-c所示,在 3 d感染组大黄鱼外周血中淋巴细

胞的数量显著高于对照组 ( P < 0. 05), 在注射后

15 d,感染组大黄鱼外周血中淋巴细胞的数量略

低于对照组,在其余时间都是感染组大黄鱼外周

血中淋巴细胞的数量略高于对照组,说明溶藻弧

菌感染初期能引起大黄鱼淋巴细胞增殖。如图

1-d所示,在注射溶藻弧菌和生理盐水后, 大黄鱼

外周血中粒细胞的数量波动很大,在 1 d感染组

大黄鱼的粒细胞显著低于对照组 (P < 0. 05 ), 其

余各时间两组数据都没有显著差异。溶藻弧菌注

射初期能引起大黄鱼红细胞与白细胞的增殖, 其

中白细胞主要包括淋巴细胞和粒细胞。虽然 1 d

时感染组的淋巴细胞数量略高于对照组, 但是此

时感染组的粒细胞显著低于对照组,导致感染组

白细胞数量略低于对照组。3, 7 d感染组的淋巴

细胞和粒细胞数量都高于对照组, 因此此时感染

组白细胞数量显著高于对照组。
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2. 2 注射溶藻弧菌对大黄鱼血液 NBT阳性细胞

数量的影响

人工注射后大黄鱼血液 NBT阳性细胞计数

的结果如图 2-a所示。在人工注射后的 1, 3, 7, 11

和 15 d,感染组大黄鱼外周血液 NBT阳性细胞数

量都高于对照组,其中在注射后 3 d和 7 d感染组

的 NBT 阳性细胞数量显著高于对照组 ( P <

0. 05)。这说明注射溶藻弧菌能显著增加大黄鱼

外周血中的 NBT阳性细胞。

2. 3 注射溶藻弧菌对大黄鱼血清抗菌活力的影

响   人工注射后大黄鱼血清抗菌活力的检测结

果如图 2-b所示, 在感染后的 1, 3, 7 d感染组血清

抗菌活力高于对照组, 其中在 1, 7 d两组存在显

著性差异 (P < 0. 05), 而在注射后 11, 15, 19 d两

组数据相当接近。这说明注射溶藻弧菌在初期能

显著增加大黄鱼血清的抗菌活力。

2. 4 注射溶藻弧菌对大黄鱼血清抗体效价的影

响   注射后大黄鱼血清抗体效价的检测结果

如表 1所示,间接 EL ISA测得感染组的抗体效价

在 7 d开始增高, 在 15 d达到峰值 ( 1B5120); 而

对照组的效价在 1B160~ 1B320之间波动。在通

过试管凝集法检测得到的结果中, 感染组的血清

抗体效价也在 7 d开始增高, 15 d达到峰值 ( 1B

40) ,而对照组血清没有出现凝集现象。

图 1 注射溶藻弧菌或生理盐水后大黄鱼外周血血细胞数量变化

F ig. 1 The variation o f hem a to cy te num bers in pe riphera l b lo od of

P. crocea after in jec ted by V. a lginoly ticus o r sa line so lution

* 表示感染组和对照组之间存在显著性差异

* sign if ican tly d iff eren t b etw een tw o g roup s (P < 0. 05 )
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3 讨论

3. 1 注射溶藻弧菌对大黄鱼外周血血细胞数量

的影响

在脊椎动物防御外来病原体的过程中, 常可

见到白细胞增殖的现象
[ 13- 14]

。研究结果表明, 注

射溶藻弧菌能够刺激大黄鱼白细胞的增殖。粒细

胞的吞噬作用在鱼类免疫防御中起着重要的作

用。R anzan-i Paiva等
[ 14]
的研究表明尼罗罗非鱼

在受分枝杆菌 (Mycobacterium marinum )感染后的

1 d白细胞就开始增加, 其增加的原因是嗜中性

粒细胞增殖和淋巴细胞轻微增殖所引起。本文中

感染组大黄鱼外周血的粒细胞数量并没有随着白

细胞数量的增加而同步增加, 反而出现一定程度

的下降。这可能是由于粒细胞具有趋化和吞噬作

用,本文所采用的腹腔注射导致大量的粒细胞因

趋化作用而聚集到病原菌聚集的腹腔,从而引起

外周血中粒细胞数量下降, 同时吞噬作用也会引

起部分粒细胞死亡,进一步导致外周血中粒细胞

数量的下降。在感染的中后期, 感染组和对照组

大黄鱼外周血中粒细胞的数量都出现同步大幅下

降,这可能是由于试验过程的采样经常惊扰大黄

鱼所致,而养殖过程中大黄鱼受到惊扰容易死亡

可能也与其粒细胞的数量降低有关。

图 2 注射溶藻弧菌或生理盐水后大黄鱼外周血中 NBT阳性细胞数量和血清抗菌活力的变化

F ig. 2 The var ia tion o f NBT-positiv e cells and serum bacter ic ida l ac tiv ity

in per iphera l b lood o fP. crocea after in jected by V. algino ly ticus o r sa line so lution.

* 表示两组之间有显著性差异

* sign if ican tly d ifferen t betw een tw o group s (P < 0. 05)

表 1 注射溶藻弧菌对大黄鱼血清抗体效价的影响

Tab. 1 The effect of V. a lginolyticu s in jection on serum antibody titer of P. crocea

注射天数 ( d )

days po s-t in jection

酶联免疫吸附法

EL ISA

感染组

in fected group

对照组

con tro l group

试管凝集法

tube agglut ination

感染组

in fected group

对照组

con tro l group

0 160 160 < 10 < 10

1 320 320 < 10 < 10

3 320 160 < 10 < 10

7 640 160 10 < 10

11 1280 320 20 < 10

15 5120 320 40 < 10

19 1280 320 10 < 10
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  淋巴细胞在鱼类的体液免疫和细胞免疫中都
发挥着重要的作用。本文的研究结果表明注射溶

藻弧菌能引起大黄鱼淋巴细胞的增殖, 这与

R anzan-i Paiva等
[ 14]
的研究结果相吻合。作为鱼

类免疫细胞的一种,红细胞的表面拥有大量的补

体片段 ( C 3b)受体,它们能够介导病原菌与红细

胞之间的结合, 促进吞噬细胞对病原菌的清

除
[ 15]
。尽 管 天 然 感 染 迟 缓 爱 德 华 氏 菌

(Edwardsiella tarda )或者注射分枝杆菌的罗非

鱼,都观察到红细胞数量的下降
[ 14, 16]

。但对于金

鱼,嗜水气单胞菌感染能促使血液中有更多的未

成熟红细胞出现
[ 17 ]

,说明细菌感染能引起鱼类红

细胞增殖。本文的研究结果表明大黄鱼在溶藻弧

菌感染初期出现红细胞增殖, 以此来提高对病原

菌的清除能力, 也说明试验所用溶藻弧菌对大黄

鱼红细胞的溶血能力不强。

3. 2 注射溶藻弧菌对大黄鱼外周血中 NBT阳性

细胞数量影响

鱼体内存在着各种的吞噬细胞, 它们在完成

对侵入机体的病原菌的吞噬后, 其膜内结合的

NAD ( P)H氧化酶可以将分子氧转化为超氧阴离

子 ( O
2 -

), 这个过程称为呼吸爆发
[ 18 ]
。这种活性

氧对于入侵的病原体有很大的杀伤力,它可以独

立地或与其它溶酶体酶类协同地发挥作用
[ 19]
。

在这些活性氧的产生过程中, 细胞可将渗入的

NBT由淡黄色还原为深蓝色, 这个反应成为鱼体

健康状况或者免疫增强剂效果评定的有效参考指

标
[ 9]
。 Shariff等

[ 20]
用嗜水气单胞菌 (A eromonas

hydrophila)感染爪哇鲤鱼后提高了吞噬细胞的

NBT反应活性。在人工感染溶藻弧菌后,大黄鱼

外周血的 NBT阳性细胞数量明显升高,这表明人

工感染的溶藻弧菌已经进入血液循环,导致外周

血中处于吞噬后杀菌状态的细胞数量有显著的提

高,细菌计数结果表明在感染后 11 d鱼体内的弧

菌已被清除, 随着外来病原菌的清除, NBT 阳性

细胞数量又下降到对照组的水平。这说明 NBT

阳性细胞数可以作为鱼体是否受到细菌感染的一

个指标。

3. 3 注射溶藻弧菌对大黄鱼血清抗菌活力的影

响   包括嗜中性粒细胞和巨噬细胞在内的吞噬
细胞在吞噬细菌的同时能够向血液中释放补体、

凝集素、溶菌酶、抗菌肽等物质,这些物质能够直

接杀灭或抑制入侵的病原菌
[ 21]
。本实验中感染

组大黄鱼血清在 1~ 7 d对溶藻弧菌的杀灭作用

显著高于对照组, 这说明大黄鱼免疫细胞中的抗

菌因子能在很短时间内被激活, 释放到细胞外环

境中。在感染中后期,随着外来病原菌的清除,感

染组大黄鱼血清抗菌活力恢复到对照组水平, 这

说明这些抗菌物质的释放与细菌的存在密切相

关,而且这些抗菌物质在鱼体中的存在时间很短。

3. 4 注射溶藻弧菌对大黄鱼血清抗体效价的影

响   鱼体对入侵的病原菌会产生针对其抗原决

定簇的特异性抗体,这是鱼类免疫系统的特征之

一
[ 21]
。对鱼体内抗体效价的检测常被用于评估

免疫接种的效果和病原微生物对鱼体所产生的影

响
[ 22- 23]

。本实验中感染组大黄鱼血清抗体效价

在 7 d开始升高, 并在 15 d达到高峰, 这与

Chandran等
[ 24 ]
的结果相符合。对比血清抗菌活

力可知,在感染的 1~ 7 d内血清抗菌活力显著增

加,血清抗体效价并未同步升高, 而在感染的 7~

19 d内血清抗体效价显著增加, 血清抗菌活力反

而恢复到原来的水平。这些结果显示,在感染的

早期阶段非特异性免疫因子在抗感染免疫中起着

关键性的作用, 在感染的后期阶段特异性的免疫

因子起着关键性的作用。在测定抗体效价时, 试

管凝集法简便, 易行, 但其灵敏度较低, 间接

EL ISA不仅能够避免自身凝集所引起的误差, 而

且所需要的样品量少, 灵敏度高。本文用试管凝

集法测得的大黄鱼血清抗体效价最高为 1B40, 用

间接 EL ISA测得大黄鱼血清抗体效价高达 1B

5120,这说明间接 EL ISA的灵敏度高于试管凝集

法。由于间接 ELISA的灵敏度很高, 所以测得对

照组大黄鱼血清也有 1B160至 1B320的效价, 这

与 Chandran等
[ 24]
的结果相一致。其原因可能是

由于以前曾有少量含有相同抗原的细菌进入鱼

体,刺激其产生抗体, 也可能是高浓度的大黄鱼血

清中有极少量抗体直接结合到酶标板所致。

本文的研究结果表明:在感染溶藻弧菌后,大

黄鱼能通过红细胞和白细胞增殖、释放抗菌物质、

产生特异性抗体等方式提高其对溶藻弧菌的抗感

染能力。在感染的早期阶段非特异性免疫因子起

主要作用,在感染后期阶段特异性免疫因子起重

要作用。NBT阳性细胞数可以作为细菌感染的

指标。
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