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摘要 :用柱状噬纤维菌灭活菌苗免疫兴国红鲤, 于免疫后 2 周、4 周分别对其外周血液和胸

腺、脾脏、头肾和体肾中的免疫细胞数量变化进行了测定。结果显示: 外周血液中,淋巴细胞

有显著的增加, 粒细胞和单核细胞有明显的下降。胸腺中淋巴细胞数目略有增加。脾脏中淋

巴细胞有显著的增加,而粒细胞和单核细胞正相反。头肾中淋巴细胞有较多的增加, 粒细胞数

目增加不明显,单核细胞有大幅下降。体肾中, 粒细胞和淋巴细胞大幅上升,单核细胞下降。
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鱼类属低等脊椎动物,虽然其免疫系统不够完善和集中、淋巴组织呈现弥散状态,但

能对外来抗原产生免疫应答[ 1, 2]。硬骨鱼类的免疫器官主要包括胸腺、脾脏、头肾和体肾

等,免疫细胞主要由淋巴细胞、粒细胞和单核细胞组成[ 3, 4]。血液是鱼体内一种重要的生

理生化指标,其内各种免疫细胞会随鱼体生理状态的改变而发生变化[ 5, 6]。因此, 对免疫

后兴国红鲤 Cyprinus carpio var. singuonensis外周血液及胸腺、脾脏、头肾、体肾中免疫细胞

数目的变化进行研究和分析, 找到各种免疫细胞数目变化的规律,有一定的理论意义。

柱状噬纤维菌[ Cytophaga calumnaris ( Davis) Garnjobet ]是一种世界性分布的致病菌,

该菌有较强的感染性,会引起鱼体白皮病、烂鳃病等多种疾病[ 7]。几乎所有的淡水鱼类都

易受到感染,水温在 20 � 30 � 时,感染死亡率很高。因此, 选择柱状噬纤维菌作为抗原,

旨在了解鱼体内各种免疫细胞对该菌应答的规律, 从而为鱼类细菌性疾病防治提供一定

的理论依据。

1 � 材料与方法

1�1 � 试验鱼 � 取自江西省兴国红鲤国家原种场。选择自孵化、仔鱼一直到试验前从未感
染过任何疾病的兴国红鲤 40尾, 体重 100 � 150g/尾,分为两组, 1组为试验组, 2组为对照

组。饲养于同一生态条件下的水族箱中,氧泵增氧, 水温控制 20 � 25 � ,日按鱼体重 1%

投喂饵料, 2周后,进行实验。

1�2 � 菌苗的制备及免疫 � 柱状噬纤维菌购自中国科学院水生生物研究所。经培养、分离
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和集菌后, 0. 65%生理盐水稀释, 10%福尔马林溶液灭活 24h,生理盐水洗涤 3次, 稀释成

10
9
个/ mL 浓度的菌苗,攻毒试验无毒后于鱼体腹腔按0. 3mL/尾注射菌苗,对照组注射等

量的 0. 65%生理盐水。

1�3 � 血涂片和印迹片的制备 � 分别于免疫后2周和4周时取兴国红鲤外周血液及胸腺、

脾、头肾和体肾。常规方法制备血涂片(取白细胞层)。各器官剥离后, 用 0. 65%生理盐

水迅速洗去血渍,将每个器官切成 4个断面,制成 4片印迹片。涂片和印片均用Wright和

Giemsa双重染色,显微观察。

1�4 � 免疫细胞的分类及统计方法 � 按林光华等[ 5, 6]方法对淋巴细胞、粒细胞和单核细胞

进行分类,计数和统计。试验组涂片每尾鱼随机统计 200个白细胞, 每次取样 10尾鱼,对

照组以2周和 4周时两次实验的均值计算。在各免疫器官中, 免疫细胞各统计 400个,划

分为幼稚型和成熟型,并分别计数统计。

2 � 结果

2�1 � 兴国红鲤外周血液中免疫细胞(图 1)

图 1 � 外周血液中免疫细胞数量的变化

Fig. 1 � The variation of immune cells in peripheral

blood

A 小淋巴细胞( Small lymphocyte) ; B 大淋巴细胞

(Large lymphocyte) ; C 粒细胞( Granulacyte) ; D 单

核细胞 ( Monocyte) 1, 2, 3分别代表免疫第 2周,

免疫第 4周和对照组(图 3, 4, 5同)

兴国红鲤外周血液中, 免疫后 2 周时, 小淋巴

细胞的数量为 74. 91% / 65. 10% (对照值, 下同)略

有上升,大淋巴细胞数量为 5. 76%/ 5. 35%, 没有明

显增加,单核细胞数量 4. 75% / 5. 00%略有下降,粒

细胞数量 14. 58%/ 24. 55%有明显的减少。免疫后

4周时, 小淋巴细胞 87. 99%和大淋巴细胞 8. 70%

继续增加,而粒细胞 1. 68%和单核细胞 1. 63%明显

减少。

2�2 � 兴国红鲤胸腺、脾脏、头肾和体肾中的免疫细
胞(图 2, 3, 4, 5)

在免疫后 2周时, 胸腺内淋巴细胞总数几乎没

有增加,为 49. 08%/ 48. 90%, 但幼稚型淋巴细胞数

目 4�26% / 10. 04% 有明显减少, 而成熟淋巴细胞

44. 82%/ 38. 86%稍有增加, 4周时, 淋巴细胞的总

数76. 60%有较大增加,幼稚型细胞 22. 24%和成熟型细胞 48. 18%均有增加。在免疫 2

周时的脾脏中, 淋巴细胞总数 48. 49%/ 14. 31%大量增加, 其中成熟型淋巴细胞 42. 00% /

9�52%尤为明显, 4 周时, 淋巴细胞数目 37. 56%虽有下降, 但仍远高于对照组, 粒细胞

1�02% (第2周) / 8. 91%和单核细胞数目 0. 96%/ 5. 92% (第4周)有显著的下降,其中 2周

时单核细胞未发现, 而 4周时粒细胞没有发现。头肾中, 免疫 2 周时, 淋巴细胞总数

51�44%/ 25. 28%有较大的增加, 4周时, 回落到正常值附近,主要是成熟型淋巴细胞数目

20. 28% 较 2 周时 ( 44. 36%) 有大幅下降。粒细胞数目 18. 93% (第 2 周) / 15. 78% 和

20�01%(第 4周) 在免疫后有一定的增加, 单核细胞数目在免疫后 4. 78% (第 2 周) /

12. 23% , 1. 47%(第 4周)一直大幅度下降。体肾中,淋巴细胞 18. 79% (第 2周) / 10. 77%

和26. 84% (第 4周)及粒细胞在免疫后 2周 15. 04% / 6. 51%和 4周19. 10% ,数目持续上
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图 2 � 胸腺中免疫细胞数量的变化

Fig. 2 � The variat ion of the immune cells in the thymus

1, 2, 3分别代表幼稚型淋巴细胞,成熟型淋巴细

胞和淋巴细胞总数。A免疫 2周时,淋巴细胞数

量(2 weeks after immunized, the variat ion of lympho�

cyte) ; B免疫 4周时,淋巴细胞数量( 4 weeks after

immunized, the variation of lymphocyte) : C对照组,

淋巴细胞数量( In cointrol group, the variation of

lymphocyte) :

图 3 � 脾中免疫细胞数量的变化

Fig. 3 � The variation of the immune cells in the spleen

图 3�5的 A � I 分别代表:幼稚型淋巴细胞 ( Immature

lymphocyte) : 成熟型淋巴细胞( Mature lymphocyte) : 淋

巴细胞总和 (The total value of lyvmphocyte) :幼稚型粒细

胞( Immature granulacyte) : 成熟型粒细胞(Mature granula�

cyte) : 粒细胞总和(The total value of granulacyte) : 幼稚型

单核细胞( Immature monocyte) : 成熟型单核细胞(Mature

monocyte) : 单核细胞总和(The total value of monocyte) :

图 4 � 头肾中免疫细胞数量的变化

Fig. 4 � The variation of the immune cells in the anterior kidney

图 5 � 体肾中免疫细胞数量的变化

Fig. 5� The variation of the immune cells in the

posterior kidney

升,幼稚型和成熟型细胞均有增加, 其中幼稚型淋巴细胞6. 85% (第 2周) / 2. 89%、5. 10%

(第 4周) ,成熟型淋巴细胞 11. 94% (第 2周) / 7. 88%、21. 74% (第 4 周)和幼稚型粒细胞

13. 52%(第 2周) / 6. 51%、19. 10% (第 4周) , 成熟型粒细胞 1. 52% (第 2周) / 0%、3. 71%

(第 4周)。单核细胞在免疫 4周时,仅有少量 1. 61%/ 3. 05%。

3 � 讨 � 论

3�1 � 兴国红鲤外周血液和免疫器官中淋巴细胞数量的变化
淋巴细胞是鱼体内参与特异性免疫反应的免疫细胞, 在免疫应答中起介导细胞免疫

且调节免疫应答、在体液免疫中产生特异性免疫因子和免疫球蛋白的作用。因此,淋巴细
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胞在免疫中起主导作用[ 8]。兴国红鲤外周血液和免疫器官中均有淋巴细胞分布。胸腺中

只有淋巴细胞,包括幼稚型和成熟型细胞, 其总量占总血细胞的 48. 90%, 说明胸腺是淋

巴细胞产生的主要器官之一。Chilmonczyk [ 4]认为胸腺是T�淋巴细胞产生的主要器官,脾

脏、头肾是 B�淋巴细胞产生的主要器官。经柱状噬纤维菌免疫后,兴国红鲤外周血液和

免疫器官中淋巴细胞数量都有不同程度的增加,说明在兴国红鲤免疫应答中,淋巴细胞起

极其重要的作用。

3�2 � 兴国红鲤外周血液和免疫器官中单核细胞和粒细胞数量的变化
鱼类吞噬细胞主要由单核细胞和粒细胞组成。鱼类吞噬细胞是组成非特异性防御系

统的关键成分, 在抵御病原生物感染中发挥重要的作用。单核细胞和粒细胞等免疫细胞

一方面可以破坏和降解血液及各器官和组织的病原体,另一方面又会被活化并产生更多

的抗病因子。经柱状噬纤维菌免疫后, 兴国红鲤外周血液和免疫器官中单核细胞数量均

是明显的降值, 与Suzuki的结果不太一致,他认为环境污染或疾病感染会引起鱼类血液中

单核细胞的显著增加
[ 9]
。兴国红鲤单核细胞形状变化较大,胞内有一些大液泡和吞噬物,

并能对血液中的菌体进行吞噬, 在血涂片和印片中还可以观察到即将解体的单核细胞。

笔者认为免疫初期血液中的单核细胞数量会代偿性增加,从免疫中后期开始由于单核细

胞的大量解体, 使得其数量急剧下降。兴国红鲤粒细胞数目除在头肾和体肾中增加外,在

其余的器官和组织中都是下降值。Siwicki[ 10]等认为鱼类粒细胞也具有活跃吞噬功能,但

吞噬能力较单核细胞弱。兴国红鲤头肾中粒细胞总数及幼稚型细胞数目较多, 分别为

15. 78%和 12. 53%, 同时, 单核细胞及其幼稚细胞有较高的比例, 其总数达 12. 23%和

6. 88%。因此,头肾可能是兴国红鲤粒细胞和单核细胞形成的主要器官之一。Dalmo 等认

为单核细胞及粒细胞数目的急剧减少, 可能与这两种细胞参与对细菌吞噬作用后解体有

关。
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STUDIES ON THE VARIATION OF IMMUNE CELLS IN XINGGUO RED

CARP, CYPRINUS CARPIO VAR. SINGUONENSIS, IMMUNIZED

BY CYTOPHAGA CALUMNARIS

HU Cheng�yu, HONG Yi�jiang and LIN Guang�hua

( College of Life Science and Food Engineering, Nanchang University , Nanchang � 330047)

Abstract:Xingguo red carp, Cyprinus carpio var. singuonensis, was immunized by Formalin�killed vac�
cine of Cytophaga calumnaris. The variation of the immune cells and total value including immature and

mature cells of lymphocytes, the granulacytes and the monocytes which locate in the peripheral blood, thy�
mus, spleen, anterior kidney and posterior kidney were measured both after 2 weeks and 4 weeks immu�

nized. The results show: In the peripheral blood, the value of lymphocytes increases but the granulacytes

and the monocytes decrease. The value of lymphocytes also increase in the thymus and the spleen. On the

other hand, the value of the granulacytes and the monocytes drop down. In anterior kidney the lymphocytes

increase however the monocytes decrease drastically. In the posterior kidney the value of lymphocytes and

granulacytes go up remarkably, on the contrary of the monocytes.

Key words:Cyprinus carpio var. singuonensis; Cytophaga calumnaris; Immune cells
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