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摘要 : 结果显示: 当年草鱼种和中华鳖脾细胞培养上清液中能检测出 IL�2 活性, 而且 1 龄以

上草鱼、中华鳖的 IL�2 活性高于当年孵化的草鱼和中华鳖。草鱼、中华鳖脾细胞在 25 � 培养

温度条件下,其上清液中 IL�2 活性最高, 35 � 次之, 15 � 最低。因此,草鱼、中华鳖 IL�2 活性

在一定范围内是随着年龄增加而增强和依赖温度的。通过小鼠胸腺细胞增殖和对小鼠 L929

细胞杀伤率的实验表明 37 � 比 25� 检测温度下所测的 IL�2 活性高, 而中华鳖胸腺细胞增殖

实验却显示 25 � 检测温度下 IL�2 活性高于 37� 。本文讨论了年龄、温度对免疫反应影响的

机理。
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前期研究工作已证实 ConA 刺激的草鱼( Ctenopharyngodon idellus Valenciennes)、中

华鳖( T rionyx sinensis Wiegmann)脾细胞培养上清液中白细胞介素�2( Interleukin�2, IL�
2)物质的存在, 其 IL�2活性表现在促进小鼠、中华鳖胸腺细胞的增殖, 协同和激发杀伤细
胞杀伤小鼠L 929细胞(一种瘤靶细胞)

[ 1]。除了Hardie等发现虹鳟( Oncorhynchus mykiss )

T 淋巴细胞产生的另一类作用于巨噬细胞的淋巴因子即巨噬细胞激活因子( M acrophage

act ivat ing factor, MAF)在体内、外的产生都取决于温度外[ 2] ,迄今为止, 作者尚未发现对

水生动物 IL�1、IL�2、IL�4和 IL�6研究中有关影响因素的报道。有资料表明: 不同年龄的
水生动物如青鳕( Pollachius vi rens)和斑点叉尾 ( I ctalur us punctatus )机体的特异性抗

体免疫反应是有差异的[ 3, 4] ; 不同温度(包括季节)对草鱼、鲑( Salmo salar )、斑点叉尾

和金眼石酯( Morone chrysop s )机体抗体反应也有不同程度的影响
[ 5 � 9]

。本研究旨在探讨

草鱼、中华鳖细胞免疫的作用和规律以及某些因素影响免疫反应的机理,为确定免疫防病

实践及免疫实验最佳条件提供理论和实验依据。

1 � 材料与方法

1. 1 � 材料与试剂来源 � 实验鱼为当年健康草鱼种(平均体长 15cm)、1龄草鱼(平均体重

0. 75kg)、2龄草鱼(平均体重 1. 8kg) ; 实验鳖为当年孵化中华鳖(体重 100 � 150g)、1龄中

华鳖(体重 400 � 450g)、2龄中华鳖(体重 600 � 750g) ; C57BL/ 6 � 8周小鼠由湖北省卫生
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防疫站提供;瘤靶细胞为对 NK细胞敏感的小鼠 L929细胞系。

1. 2 � 含 IL�2物质的草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液制备[ 1] � 培养温度分 15 � 、25 � 和

35 � 3组。

1. 3 � 草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液 IL�2活性的检测 � 小鼠胸腺细胞3
H�TdR掺入法同

文献[ 1] ,待测样品稀释度均为 1�8(下同) , 检测温度(检测时的培养温度)为 15 � 、25 � 、

37 � 。体外杀伤活性的3H�TdR释放法同文献[ 1] , 效靶比均为 200�1。

1. 4 � 不同年龄草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液 IL�2活性的检测 � 将不同年龄( 1龄以
下、1龄和 2龄)草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液(培养温度均为 25 � )作为待测样品,采用

小鼠胸腺细胞3H�TdR掺入法和体外杀伤活性的3H�T dR释放法检测其 IL�2活性变化,检
测温度均为 37 � 。

1. 5 � 不同培养温度对草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液 IL�2 活性的影响 � 将 3种不同温

度条件下 1龄草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液作为待测样品,采用小鼠胸腺细胞3H�TdR
掺入法和体外杀伤活性的3H�TdR释放法检测其 IL�2活性变化,检测温度均为 37 � 。

1. 6 � 不同检测温度对草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液 IL�2活性的影响 � 将 25 � 培养条

件下的 1龄草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液, 检测温度分 15 � 、25 � 和 37 � 3组, 采用小
鼠胸腺细胞3H�TdR掺入法和体外杀伤活性的3H�T dR释放法检测其 IL�2活性变化。实
验数据以 X � SE 表示,采用 t检验进行显著性比较。

2 � 结果

2. 1 � 不同年龄草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液 IL�2活性的变化
不同年龄草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液对小鼠胸腺细胞的促增殖作用和体外对小

鼠L 929细胞的杀伤率是有差异的。图 1、图 2显示: 1龄、2龄草鱼、中华鳖的脾细胞培养上

清液对小鼠淋巴细胞的促增殖作用和对小鼠 L929细胞的杀伤率较当年孵化的草鱼、中华

鳖脾细胞培养上清液高( P< 0. 01) , 1龄、2龄草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液对小鼠胸腺

细胞的促增殖作用和对小鼠 L929细胞的杀伤率无明显差异( P> 0. 05) ,而不同年龄中华鳖

的 IL�2活性均高于同龄草鱼( P< 0. 01)。

图 1 � 不同年龄草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液

对小鼠胸腺细胞增殖的影响

Fig. 1 � The effect of splenocyte culture supernatant of

grass carp and Chinese soft� shelled turt le on thymocyte

( C57BL/ 6- 8 mice) prolif erat ion w ith diff erent age

1. 草鱼组� 2. 中华鳖组

图 2 � 不同年龄草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液对

L929细胞杀伤率的影响

Fig. 2 � T he ef fect of splenocyte culture supernatant of

grass carp and Chin ese sof t�shelled turt le on L929

cytotoxicity w ith diff erent age ( 1 � 2图注同图 1)
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2. 2 � 不同培养温度草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液 IL�2活性的变化
不同培养温度条件下, 1龄草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液对小鼠胸腺细胞促增殖作用

和对小鼠 L929细胞的杀伤率是不同的。图 3、图 4显示: 25 � 培养温度条件下,草鱼、中华鳖
脾细胞培养上清液的促小鼠胸腺细胞增殖和对小鼠 L929细胞的杀伤率最明显, 35 � 次之,

15� 最低( P< 0. 01) ,而在同样培养温度条件下的中华鳖 IL�2活性均高于草鱼( P< 0. 01)。

图 3 � 不同培养温度下草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液

对小鼠胸腺细胞增殖的影响

Fig. 3 � The effect of splenocyte culture supernatant of

grass carp and Chinese soft� shelled turt le on thymocyte

( C57BL / 6- 8 mice) proliferation w ith dif ferent culture

tem perature( 1 � 2图注同图 1)

图 4 � 不同培养温度下草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液

对 L929细胞杀伤率的影响

Fig. 4 � T he ef fect of splenocyte culture supernatant of

grass carp and Chinese soft�sh elled turtle on L 929 cytotoxicity

w ith dif ferent culture temperature( 1 � 2图注同图 1)

2. 3 � 不同检测温度对草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液 IL�2活性的影响
图 5、图 7显示: 1龄草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液在不同检测温度下对小鼠胸腺细

胞的促增殖作用和对小鼠 L 929细胞的杀伤率有明显的不同,检测温度为 37 � 时的 IL�2活
性最高, 25 � 次之, 15 � 最低( P< 0. 01)。同样检测温度条件下的中华鳖 IL�2活性均高于
草鱼( P< 0. 01)。而图 6则显示: 1龄中华鳖脾细胞培养上清液在检测温度为 37 � 时,小
鼠胸腺细胞3H�TdR的掺入明显高于中华鳖胸腺细胞( P< 0. 001) ; 检测温度为 25 � 、15 �

时,中华鳖胸腺细胞3H�TdR 的掺入高于、低于小鼠胸腺细胞, 但差异均不显著 ( P>
0. 05)。小鼠胸腺细胞

3
H�TdR的掺入在 37 � 时最高, 25 � 次之, 15 � 最低( P< 0. 01) ; 而中

华鳖胸腺细胞3H�TdR的掺入在 25 � 时最明显, 37 � 次之, 15 � 最低( P< 0. 01)。

图 5 � 不同检测温度下草鱼、中华鳖脾细胞培养上清液

对小鼠胸腺细胞增殖的影响

Fig. 5 � The effect of splenocyte culture supernatant of

grass carp and Chinese soft� shelled turt le on thymocyte

( C57BL/ 6- 8 mice) prol if erat ion w ith dif ferent assay

tem perature( 1 � 2图注同图 1)

图 6 � 不同检测温度下中华鳖脾细胞培养上清液

对小鼠、中华鳖胸腺细胞增殖的影响

Fig. 6 � T he ef fect of splenocyte culture supernatant of

C hin ese sof t�shelled turt le on thymocyte (C57BL/ 6- 8 m ice

and Ch inese sof t�shelled turt le) prolif erat ion with diff erent

assay temperature� 1. 小鼠组 � 2. 中华鳖组
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图 7 � 不同检测温度下草鱼、

中华鳖脾细胞培养上清液对 L929

细胞杀伤率的影响

Fig. 7 � Th e effect of splenocyte culture

supernatant of grass carp and Chinese

soft�shelled turtle on L929cytotoxicity

with diff erent assay temperature

( 1 � 2图注同图 1)

3 � 讨论

尽管存在着种间、个体差异,但总体来说, 年龄大小仍

是影响机体免疫反应的一个重要因素。鱼类免疫系统的

个体发育研究表明鲤发育到 3、4月龄时才具有显著的免

疫反应[ 10]。即使是进化程度较高的爬行动物的抗体产生

也需在出生 3个月以后
[ 11]
。Priebe等报道金眼石酯的抗

体产生与年龄有关; Ourth等在对斑点叉尾 的研究中发

现: 2 月龄时检测出 lgM 为 1. 5mg/ mL, 而到 5 龄时已增

加到 8. 2mg / mL。这些研究资料表明:鱼类免疫系统成熟

与年龄相关原因之一在于年龄影响机体特异性抗体反应。

鱼类、爬行类动物属变温动物, 对温度变化的刺激反应最

敏感。因此,在鱼类、爬行类特异性免疫反应的环境因子

中最重要且研究最多的是温度。江育林、杨先乐等的实验结果表明: 草鱼抗体反应随温度

升高而增强,在 25 � 时最高效价达 1�200000,但在 32 � 以上时又降低。当水温低于 10 �
时,草鱼免疫反应受到抑制。Lovely 等证实在低温( 7 � 8 � )腹腔注射病原导致鱼体无症

状。感染后 31周,仅 4%大西洋鲑能产生抗体。Wetherall等发现蜥蜴( Ti liqua r ugosa )

抗体反应在 20 � 30 � 范围内,随温度升高而加强[ 12]
。关于年龄、温度对特异性细胞免疫

影响的资料相对较少。Collazos等曾报道淋巴细胞丝裂原反应在冬季最低、夏季最高[ 13] ,

虹鳟巨噬细胞活化因子( MAF)在体内、外的产生都取决于温度。Bly 等发现斑点叉尾

的冬季水霉病是与低温导致免疫抑制和水霉( Sap rolegnia sp. )的入侵有关, 其病灶部位

缺少粒细胞浸润,而这种粒细胞浸润病灶部位实为粒细胞在白细胞移动抑制因子( Leuco�
cyte M igration Inhibitory Factor, LIF )等作用下向炎症部位聚集的形态学证据。实验结果

显示: 草鱼、中华鳖淋巴细胞的 IL�2活性即促使 T 淋巴细胞增殖及对 L929细胞的杀伤率

在一定的范围内是随着年龄的增加而增强和依赖温度的。这一结果与上述温度对抗体反

应的影响基本吻合。由于哺乳动物的 IL�2已被证明为 T 辅助细胞( Th 细胞)产生, 而且

IL�2作为 B细胞活化的第二信号能促使 B细胞活化、增殖并分化为抗体分泌细胞。因

此,抗体的产生在很大程度上依赖于 T h细胞以及 T h�B细胞之间的相互作用。根据实验
结果和对上述资料的综合分析,作者推测:水生动物年龄、温度对免疫影响的机理在于这

些因素可能直接影响 T h细胞的功能和代谢状态以及与 B淋巴细胞的相互作用。正因为

如此,即使是 T 记忆细胞、B淋巴细胞受低温抑制的影响不明显[ 14, 15] ,但由于 Th 细胞及

其 IL�2对年龄、温度条件的敏感和 Th 细胞及 IL�2物质在抗体反应中的特殊作用, 所以
机体 B淋巴细胞介导的抗体反应仍与温度、年龄等因素密切相关。作者认为: 实验结果

表明的T h细胞的功能状态和 IL�2的产生与活性高低正是直接导致抗体反应高低的重要
原因之一。此外,本实验的重要意义还在于为免疫预防实践提供了理论和实验依据,强调

了过分地依赖较低的免疫状态来完成免疫保护可能达不到理想的效果, 提醒免疫防病中

要特别注意免疫对象的年龄及环境温度。至于年龄、温度对非特异性免疫,主要为对吞噬

细胞功能的影响的报道则不尽相同,但有趣的是大部分的意见一致认为:吞噬作用不完全
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取决于年龄与温度, 吞噬作用在低温条件下的防御机制中具有重要意义[ 16 � 20]。

值得指出的是: 检测温度对草鱼、中华鳖 IL�2活性的影响是复杂的。通过小鼠胸腺
细胞增殖和对 L929细胞的杀伤率的实验, 结果显示 37 � 比 25 � 检测温度下所测的 IL�2
活性高,而中华鳖胸腺细胞增殖实验却显示 25 � 检测温度下 IL�2活性高于 37 � 。小鼠、

中华鳖分属恒温动物和变温动物, 它们对温度变化的应激能力的不同决定了它们体内的

恒定温度不一样,检测最佳温度也不一样。Collazos等实验显示, 当检测温度在 22 � 时,

冬季淋巴细胞的丝裂原反应也较明显。李静等研究表明: 饲养于 5 � 8 � 条件下的草鱼白

细胞在 5 � 测试温度下的免疫和正常吞噬活性均高于在 22 � 饲养条件下的草鱼。这里指

的测试温度是相对实验时的鱼体饲养温度而言, 而作者所指的检测温度是考虑了受测动

物细胞对温度变化应激状态的不同。因此,本实验结果除了对今后草鱼、中华鳖免疫防病

实践提供可靠的理论和实验依据外,亦为进一步开展 IL�2及其细胞免疫机理的研究和实
验方案的确定奠定了基础。
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A STUDY OF INFLUENTIAL FACTORS ON IL�2 ACTIVITY OF GRASS

CARP, CTENOPHARYNGODON IDELLUS AND CHINESE

SOFT�SHELLED TURTLE, TRION YX SINENSIS

GUO Qiong�lin
( I nsti tu te of hydrobiology , T he Chinese Academy of S ciences, Wuhan � 430072)

Abstract: Int erleukin�2( IL�2) activities were t est ed in splenocyte culture supernatant of grass carp,

Ctenop haryngodon idell us and Chinese soft�shelled turt le, T rionyx sinensis under one age. IL�2 ac�
t ivit ies of grass carp and Chinese soft�shelled turt le above one age were higher than those under one
age. Within 15 � to 35 � range, IL�2 activities of splenocyte culture supernatant of grass carp and
Chinese soft�shelled turtle were the highest at 25 � , the lowest at 15 � . Thereby, IL�2 activit ies in�
creased w ith age and depended on t emperature w ithin a certain range. However, effects of assay tem�

perature on IL�2 act ivity of grass carp and Chinese soft shelled turtle were complicated. By thymo�
cyte ( C57BL / 6 � 8 mice) proliferation and L929 cytot oxicity assay, IL�2 act ivit ies of grass carp and
Chinese soft�shelled turt le at 37 � was higher than those at 25 � . But by thymocyte ( T . sinensis)
proliferat ion assay, IL�2 act ivit y of Chinese soft�shelled turtle at 25 � was higher than those at

37� . The influential mechanism of age and temperature on immune response has been discussed.

Key words: Interleukin�2;Age and t emperature; Developmental and comparat ive immunology; Grass
carp, Ctenopharyngodon idellus; Chinese soft�shelled turtle, T rionyx sinensis
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