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鲤鱼不同品种�系 �红血球抗原

特异性的初步研究

童金苟 陈荣德 吴清江
�中国科学院水生生物研究所

,
武汉�

提 要

用血球凝集和血清吸收试验的方法
,

对若干个鲤鱼品种及鲤鱼人工雌核发育系的红血球

中的某些同种异型抗原纯合性进行了初步研究
。

� 以抗雌核发育红鲤抗血清���
� �� �为试 剂

,

三个雌核发育系 � � �
� 。, , � � � , � , � � � � �

� 的 � �  反应值分别 为 � � �一� � � , � , � �一 �� �� ,

� ��一 �� �� ,

普通红鲤
、

镜鲤
、

白鲤的反应值在 � �一 � � � 。 �
� � , � � � � � 与 � � � � � �� � 经靶细胞相

互吸收后的残留活性显著降低�均为 ��。� , 而以白维 � �� 吸收后抗血清活性不变
。

作者认 为

这部分抗原在鲤鱼种以下的品种和品系中具有特异性
,

’

可考虑将其作为鱼类品系鉴定的一种

手段
。

关键词 血球凝集
,

品种
,

品系
,

鲤鱼
,
同种异型抗原

,

免疫

利用抗原的种的特异性反应来进行动物种的鉴别
,

在家畜及家禽 中已有较多的报道
。

有关动物品 系的鉴定与检测工作在哺乳类实验动物�如小鼠 �及两栖类 �蟾蛛 � 中进行较

多
,

免疫遗传工作也主要在以上动物中进行
￡�,�, �刃。

鱼类方面
,

利用免疫方法进行种间或

种内不同类群鉴定的资料极少
,

仅仅限于有关种内不同族或生态种群某些抗原的特异性
。

为了解决鱼类品系鉴定的途径问题
,

我们以鲤鱼为材料作了一些同种鱼不同品系抗原特

异性的探索
,

如皮肤移植排斥试验
�� 、

血球凝集试验
、

血清吸收试验等
,

这对同种鱼中不同

品系的遗传背景的了解
,

对于遗传育种工作无论理论上还是实践上均是有意义的
。

材 料 与 方 法

�一 � 实验鱼品系 �品种 �

� 用红鲤 �简称 � � 经二代雌核发育 � � �� �� ��
� ��� �建立鲤鱼 � 个雌核发育系

〔刁 ,

其编

号为 � �� , , �� � � , �� �� 。 � 以红鲤 � �
散鳞镜鲤 几 中分离出的红镜鲤 �简称 � � � 的雌核

发育一代 � � � � �� �
。 � 普通红鲤 � � � � � �

� � �
。 � 散鳞镜鲤 � � � � �� � �

一 ��� �� � � � � � � �

� � � � �
。 � 醚 �� �� � ����� � �� ����� � � �� �� � � �

。

��  � 年 � 月 �� 日收到
。

功 吴清江
、

童金荀
, �� �  , 鲤科鱼类的皮肤移植试验 �手稿 ��
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�二 � 抗鲤鱼不同品系红血球抗血清的制备

从体重 �
�

�一 �公斤的 � �加, 、 � 、� 及 � �� �
,

的鱼体尾柄血管弧抽取血液
。

为了防

止抽血过程中血液凝固
,

穿刺前以肝素钠溶液��务�少许湿润针头及针筒
。

血液在离心管

中置室温 �� �一 ��℃ ��小时
。

若室温过低�低于 ��℃�
,

置 � �℃ 温箱
。 �� � �� � � �

�
离心 ,

分钟
,

将上清液 �血清 �分离作它用
,

血球以 �多� �� 溶液洗涤 � 次
,

弃上清液
。

最后以 �呱

� �� � 液将红血球制成 � � � 悬液 ��� � 
。

这时悬液中约有 � � � �� 红血球� 毫升
。

免疫动

物为 � 只健康的纯种 日本大耳兔�同济医科大学实验动物室供应�
,

每只 � 公斤左右
。

采

用耳静脉内注射
。

共免疫 斗次
,

每两次间的间隔为 弓一 � 天
。

免疫剂量逐渐增加
�
第一次

�
�

���
,

第二次 �� �
,

第三次 ���
,

第四次 �
�

���
。

各个品系的四次免疫所用红血球均是来

自同一条鱼体
。

最后一次注射后十天将兔放血
,

分离出血清
。

将血清进行热灭活 ��� ℃
,

� � 分钟�
,

贮存于一 �� ℃ 备用
。

�三 � 血球凝集试验

用甘氨酸盐酸盐溶液在 � 孔玻璃稀释板上连续顺序稀释 抗 血 清 �� � � �
, � � ��

,

��

� � ,

⋯
,

或从其中某一个滴度开始接下去进行 � � , 稀释 �
。

必要时
,

抗血清需用等体积的同

种或异种鱼红血球加以吸收�吸收试验
,

室温
,

�� 分钟 �
,

然后再作连续稀释
。

每个试验血

清的最高稀释孔旁边的一孔加人 �多� �� � �与血清孔等量 �
,

作为凝集对照孔
。

在每个稀

释孔及对照孔中加人待试红血球 � �� �
,

轻轻振荡使红血球均匀分布
。

室温 ��� 一 �� ℃ �下

半小时后在双 目解剖镜下观察
,

见到有雪花状
、

短棒状或不规则的细胞团块即是发生凝集

反应的标志
。

根据视野中细胞凝集团的相对大小
,

将凝集反应分为 � 级 � � 极度凝集反

应 �� � 十 � � � 较强凝集反应 �� 十 � � � 凝集反应 �十 � ��阴性反应 �一 �
,

即不发生凝集
。

结 果

�一 � 各抗鲤鱼红血球抗原抗血清 � �� � � 的效价测定

各个兔抗血清分别与它的供体鱼红血球 �
“

靶红血球
” �� �� �� � �� � 反应

,

以检验抗

血清的活性水平 �表 � �
。

表 �

� � �
。

组鱼不同品系 � � � 抗血清 � �� �� 效价
� ��� � ��� � � � � � � �毛

� �� � �� � � � � � � � � �

��� � ���� � � ����

��州什��什��������褂附研
�� � ��斗��

� � � ���� �

� � , �� �� �
,

� � ��。

�
, � �、。

⋯
, � , ��。

⋯
, � �。��

�
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(二 ) 各雌核发育系鲤鱼品系间的交互凝集反应

将特异性的各个抗鲤鱼红血球抗血清分别与下列各品系的鲤鱼[雌核发育二代红鲤
、

(
R , 和 凡。)

、

雌核发育一代红镜鲤 (R M G FI )
、

普通红鲤
、

散鳞镜鲤1以及链中随机抽检

的 斗一5 条鱼的红血球反应(这几条鱼 中包括有免疫家兔时的红血球供体鱼)
,

以了解雌核

发育红鲤间及雌核发育红鲤与其他鲤科鱼间 R B C 抗原差异性的大小 (表 2)
。

表中二个

数值系所有受试鱼反应值的下限与上限
,

上下限相同则只注明一个数值
。

各 种 RB c 的

对照均呈阴性反应
。

表 Z 鲤鱼各雌核发育系间的交互凝集反应

T ab
。

2 T h
e r e s u

l
t : o

f
e

ro

, , a

韶l
utination am ong vad ous gynogenet1C strain , o

f C
ar

P

红鲤
re d carP
R 。一1 3

红鲤 红镜鲤 散鳞镜鲤
re d carP
R :305

re d m irror

R M G F :
arp

兴国红鲤
re d earP

, e a r t e r s c a
l
e

d

m
l r r o r C a I P

白继
H y

。

m

a
b

s

/
8 3 0 5

a
b

o

1

8 4
1

3

a
b

s

l

R M G F

i

1 5
2

1
, 2 0 2 8

2 0 2 8
, 2 3 6 0

1 1 4 1
,

1 5 2 1

1 5 2 1
, 2 0 2 8

1 5 2 1

6 4 0
,

8 5 3

1 1 4 1 , 1 5 2 1

8 5 3
, 1 1 4 1

2 0 2 8

3 2 0
,
6 4 0

3 2 0

6 4 0
,

7 4 6

: :

,一,‘曰j
noOCn匆了勺声,J

( 三 ) 兔抗 R . 及 RS,
13
红血球抗原抗血清的吸收试验

分别取 lml 的兔抗 R阶 及 Rs.
13
红血球抗原的抗血清

,

加人 lml 体积经洗涤过的如下

红血球
: 凡书3 、

R ,
、

R M G
FI

、

鳞
,

室温中(20 一25 ℃)半小时
,

1 0 0 0
r

/ 而
n
离心 4 分钟

,

上

清液作前述的连续稀释
,

然后加人各自的靶红血球
,

30 分钟后观察结果 (表 3)
。

表 3 杭 R s30
,

及 R s’1
3
红血球杭 原抗血清的吸收试验

T ab. 3 T h e re, u
l t

s o
f

a
b

s o 印tio n te, t o
f

a b :

/
8 3 0 5

a n
d

a
b

s
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8 4 1 3

-
七犷y.a净
.
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un ab”印ted

R a, 。,
R B e 吸收

ab , o r
P

t e
d b y

R
。, o ,

R B C

R M G F
I
R B C 吸收

ab吕o r P te d b y

R M G F
一
R B C

R B C 吸收
3orPted b y
·

田
。

R
B C

R
。一i 3 R B C

一碳黔
/8305

未吸收前
u nab , o r p t e

d

R
: 一i3

R B C 吸收
ab沁rP ted by
R 。一i3 R B C

R M G F
I
R B C 吸收

‘、
- 一 一\ 一 J

ab , o r P t e
d b y

R M G F 一
R B C

H y. m
.R

B C 吸收ab , o r
P

t e
d b y

H y
.

m

。

R B C

R
s 3

o ,
R B C

表 3 结果表明
,

经 凡。R BC 吸收后
,

ab

s

邝305 的上清液活性明显降低
。

同样
,

ab

s

/

84 13 经 R. RBc 吸收后
,

上清液残留活性也只有 1
:320 ,

说明这二者之间抗原在很大程

度上是相同的
,

因为吸收后上清液的残留活性同吸收者与受试者在成份上的相似性的大

小程度成反比
。
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讨 论 与 结 语

抗原抗体反应的状态在某种程度上取决于温度
、

时间等外在 因子
,

因而在涉及有抗原

抗体反应的试验应尽可能在温度相仿的条件下进行
,

对反应的观察也需要有一个固定的

时间
〔5 , 。

本试验是在 20 一25 ℃ 下进行的
,

有时气温稍低
,

则采取人工调节的方法 (如恒温

箱等)加以补偿
。

同时
,

由于红血球是一个脆性较大的细胞
,

因此血球凝集试验(he m ag gl
u -

ti na tio
n
tes o 又是较为特殊的抗原抗体反应

,

反应时间过长则红血球有可能破裂 (溶血)
,

影响试验结果
。

我们通过摸索
,

在血球与抗血清接触后 30 分钟观察
,

结果较为理想
。

红细胞膜上的抗原相当复杂
。

根据较多种的鱼与两栖类
、

哺乳类等动物一样以
“

急性
”

排斥移植皮肤的事实
’) , 推断鱼类中也有一个相当于高等脊椎动物的主要组织相容复合体

( ) 的基因控制座位
。

鉴于在高等脊推动物中的研究表明
,

红细胞膜上的某些同种

异型抗原 (all ot yP ic an tis en
:
)与 M L R (混合白细胞反应 )及

“
急性

”
皮肤移植排斥是受同一

个基因座位控制的
,

但同种异型抗原决定簇与 M L R 决定簇是相分离的
。

这些同种异型抗

原在两栖类和鸟类中的检测较为容易
。

这也许是由于这二种动物的红细胞均有一个活性

核的缘故
〔6] 。

鱼类的红细胞也为有核细胞
,

为此我们拟通过检测鱼类的某些同种异型抗

原的遗传相似性
,

以探讨作为品系鉴定的标志
,

初步结果表明
,

这种手段是有意义的
。

兔

抗血清与各品系的鲤鱼红细胞反应
,

其凝集值各不相同
,

但各品系中随机抽检的 4一5 条

鱼的反应值基本位于同一水平
。

每个品系中测试的个体均包括有制取抗血清时 4 次免疫

用的红血球供体鱼
,

抗血清与其反应凝集值达最大值 ( 2, 0 00 以上)
,

其它个体反应值与此

十分接近
。

上述结果表明控制红细胞膜上同种异型抗原的基因在各品系中呈不同水平的

纯合
。

以 RS勺3 和 R , 的凝集值最为接近
,

吸收值也相同
,

推断它们具有很接近(或相同 )

的基因型
。

因为 R 洲13 和 R 6那 是由同一个雌性红鲤的卵子(同
“

外祖母勺经二次连续雌

核发育而来的
,

在雌核发育中虽然需要近类的去势精子的参与
,

但它只起激发作用
,

本身

的遗传物质并不能在卵中表达
,

所以由
“
外祖母

”
而来的基因没有受到外来基因的掺人

。

R
M G F

:

与 R姗 及 Rs41 3 间的反应值差别较大
,

它们之间的抗原成份相同部分较 少
。

R
M G FI

R B c 与抗红鲤 R BC 抗血清的反应值居于红鲤与镜鲤之间
,

由于未作 ab s/R M G F
:

的吸收试验
,

故其抗原性质是偏向于红鲤还是偏向于镜鲤
,

抑或是具有区别于它的
“
外祖

父” 、 “
外祖母

”
的特性

,

有待进一步明确
。

3 个鲤鱼雌核发育系 (R即
:,

R B41
, ,

R
M

G F
,

) 与普

通红鲤
、

镜鲤之间的反应值差别是明显的
,

与白链[1] 则差别更大
。

这说明鲤鱼的红细胞抗

原在种以下的类群间具有明显的特异性
,

它不仅可作为鱼类品种鉴定的指标
,

亦可考虑作

为鱼类品系鉴定的指标之一
。
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