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杀鲑气单胞菌对大西洋鲑游泳行为和血细胞数量的影响

衣萌萌1, 2, 孙国祥1, 杜以帅1, 刘鹰1, 王顺奎3, 于凯松3
1. 中国科学院 海洋研究所, 山东 青岛 266071; 

2. 中国科学院大学, 北京 100049; 

3. 山东东方海洋科技股份有限公司, 山东 烟台264003
摘要: 为探讨利用鱼类行为及血细胞数量变化预警杀鲑气单胞菌(Aeromonas salmonicida)病害发生的可行性, 监测了生产中感染杀鲑气单胞菌的大西洋鲑(Salmo salar L.)的游泳行为, 以及杀鲑气单胞菌攻毒后大西洋鲑血细胞数量的变化。实验采用同一养殖基地和同一批次的大西洋鲑, 其中现场实验鱼选自生产车间健康的和感染杀鲑气单胞菌的养殖鱼, 攻毒实验中处理组实验鱼每尾背肌注射100 µL、浓度为3.05×107CFU/mL的菌液, 对照组注射等体积灭菌生理盐水。现场实验表明, 感染杀鲑气单胞菌的大西洋鲑临界游泳速度较健康鱼低26.7%(P<0.05), 摆尾频率与游泳速度的线性回归方程的斜率也存在显著差异(P<0.05)。攻毒实验表明, 从攻毒的第4天开始, 处理组大西洋鲑白细胞、淋巴细胞、单核细胞和粒细胞数量较对照组均发生显著变化, 其中第6天的变化最为显著, 白细胞总数、粒细胞数分别降低了2.8%和43.9%(P<0.05), 淋巴细胞数及单核细胞数分别升高了63.3%和23.9%(P<0.05), 且处理组4种血细胞数随时间呈现显著的线性变化(P<0.05)。研究结果表明通过监测大西洋鲑游泳行为(临界游泳速度和摆尾频率)以及血细胞相关指标的变化可快速判断其健康状况, 为病害的早期预警提供依据。
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据统计, 近年来因病害造成的渔业经济损失均在15%以上, 仅次于由台风、洪涝等自然灾害引起的损失[1]。在养殖过程中, 病害也是影响水产养殖的关键要素之一。虽然同传统的池塘、网箱养殖模式相比, 陆基工厂化养殖对养殖环境的可控性相对较强, 但其发展也受到病害问题的制约。目前对病害防控的研究主要集中在病原和环境控制两方面, 从养殖动物自身, 尤其是动物行为方面进行病害预警的研究甚少[2–3]。

“生物指标”(biomarker)是指机体对环境化学物质或者其毒性作用做出的任何生物学反应[4]。近年来, 使用“生物指标”对污染物进行早期预警的研究日益受到重视[5]。在鱼类研究中, 抗氧化酶、内分泌激素和免疫指标等是常见的“生物指标”, 游泳行为与上述指标相比, 其对环境因素的变化同样非常敏感, 并且能够直观、快速地反映环境的变化。在游泳行为中, 鱼类的游泳能力对其索饵、繁殖、洄游以及逃避敌害至关重要, 并且受到诸多环境因子的影响。研究表明, 鱼类在受到生理胁迫时(如亚致死有毒物质暴露), 游泳能力会发生改变[6–7]。同样, 病原感染也会降低鱼类游泳能力[8]。因此, 鱼类的生理状况会对其游泳行为造成影响, 而作为机体机能的一种综合体现, 鱼类的游泳行为可以指示其健康状况; 并且, 游泳行为监测是一种对养殖对象没有损伤和胁迫的方法。因此, 将游泳行为作为预警病害的指示因子进行研究具有重要的理论和实践意义。
血液是鱼体内的一种免疫组织, 与机体的代谢、营养状况及疾病有着密切的关系。参与鱼类非特异性免疫反应的因子主要包括巨噬细胞、粒细胞和细胞毒性细胞等一些具有吞噬作用的细胞, 以及介导一系列免疫或应激反应的蛋白分子[9]。由于鱼类血细胞对外界刺激的反应非常敏感, 因而, 血细胞的形态、数量等指标被广泛用来评价鱼类的健康、营养及对环境的适应等状况[10]。

在大西洋鲑(Salmo salar L.)养殖过程中, 杀鲑气单胞菌(Aeromonas salmonicida)是引起其病害的主要病原[11]。本研究以大西洋鲑为实验对象, 通过测定健康和发病实验鱼的游泳行为, 以及感染病原后鱼血细胞指标变化, 探讨将游泳行为以及血细胞指标作为大西洋鲑生产中病害预警“生物指标”的可行性, 为建立大西洋鲑工厂化养殖的病害预警系统提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  实验材料

1.1.1  现场实验样本  健康大西洋鲑: 体表完整无外伤, 游动活跃, 摄食正常的大西洋鲑界定为健康实验鱼。发病大西洋鲑: 体表有溃烂或者疥疮, 这是感染杀鲑气单胞菌的明显外部症状(图1)。二者均取自山东东方海洋科技股份有限公司开发区分公司大西洋鲑循环水养殖车间, 属同一批次、同一车间。健康鱼和发病鱼体质量分别为(592.6±87.2) g和(536.4±70.5) g, 体长分别为(34.8± 1.7) cm和(35.8±1.8) cm(表1)。实验用水采自地下100 m的井水, 水温较为恒定, 维持在(14±0.5)℃, 水体溶解氧通过注入液态氧保持在 (10.2±0.4) mg/L。
表1  健康和发病实验鱼的形态学参数
Tab. 1  The morphological parameters of each experim​ental Salmo salar group used in this study
	分组 
group
	体质量/g 
body weight
	体长/cm 
body length
	取样数量 n

	健康healthy
	592.6±87.2a
	34.8±1.7a
	27

	发病diseased
	536.4±70.5a
	35.8±1.8a
	7


注: 同一列上标字母相同表示差异不显著(P>0.05), 不同字母表示存在显著性差异(P<0.05).

Note: The same letters in same column denotes no significant difference (P>0.05), and those with different letters are of significant difference (P<0.05).
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图1  感染杀鲑气单胞菌的大西洋鲑外部症状
红圈所示部位为病灶.
Fig.1  Salmo salar infected by Aeromonas salmonicida in production

Red circle pointed is lesion.

1.1.2  攻毒实验样本  从同一车间选取64尾同一批次健康、体表无外伤的大西洋鲑, 随机分为8组, 体长(34.0±1.6) cm, 体质量(591.8±92.6) g。其中对照和处理组均为4组, 每组8尾, 实验期间每天换水1/3, 并于每日7:30和14:30饱食投喂2次。水温通过制冷机(广东志高空调有限公司)保持在(14±0.5)℃, 水体溶解氧通过空气曝气保持在(9.2±0.5) mg/L。

1.1.3  杀鲑气单胞菌  病原从山东东方海洋科技股份有限公司大西洋鲑养殖基地的病鱼体内分离, 经鉴定为杀鲑气单胞菌杀日本鲑亚种(Aeromo​na​s​ salmonicida masoucida)。

1.2  实验方法

1.2.1  现场实验  图2为测试鱼游泳行为的实验装置示意图, 参照Brett [12]的呼吸仪设计制作, 其中泳道为容积约71 L(r=25 cm, L=145 cm)的透明PVC圆管, 动力装置为离心泵(STP200T, 广东凌霄泵业股份有限公司), 摄像装置为CCD监控摄像头(乐荣监控), 稳流装置由缓冲槽和稳流板组成。实验鱼在实验装置中适应1 h, 期间水流速度约为0 cm/s。然后按照Brett的方法测定临界游泳速度(critical swimming speed, Ucrit)[12]。在测定过程中, 水流速度按照10 min的时间间隔, 以约0.5 BL/s的速度增量递增, 直至实验鱼疲劳, 疲劳的判断标准为实验鱼被水流冲至泳道末端筛板鱼体卷曲, 且此状态维持时间≥20 s[13]。实验鱼的最
[image: image2.png]



图2  大西洋鲑游泳能力测定装置
1. 水泵, 2. 变频器, 3. 进水管, 4. 缓冲槽, 5. 稳流板, 6. 流速和溶氧测定口, 7. 泳道, 8. 可伸缩挡板, 9. 放鱼通道, 10. 固液分离器, 11. 生物滤池, 12. 出水管, 13、14、15. 排污阀, 16. 增氧口, 17, 18. 排气阀, 19. 摄像机, 20. 硬盘录像机, 21. 显示器.

Fig. 2  The device for Salmo salar swimming performance measurement 

1. Water pump, 2. Frequency controller, 3. Water inlet, 4. Buffer slot, 5. Honeycomb screen, 6. Measurement of velocity and dissolved oxygen, 7. Swimming tunnel, 8. Downstream grate, 9. Channel for fish, 10. Solid-liquid separator, 11. Biofiliter, 12. Water outlet, 13, 14,

15. Blowoff valve, 16. Aeration, 17, 18. Exhaust valve, 19. Camera, 20. Hard disk video, 21. Displayer.

大横截面积小于泳道横截面积的10%, 因此, 无需考虑面积阻力效应[14]。
(1) 临界游泳速度(Ucrit)测定

按以下公式计算临界游速(U): 
U=V +(t／T)ΔV
式中, V为顺利完成设定时间的最大游泳速度, 即实验鱼力竭的前一档速度(cm/s); ΔV为速度增量(cm/s); t为实验鱼在最高流速下的可持续游泳时间(min); T为时间间隔(min)。
为消除体长对游泳速度的影响, 将绝对游泳速度除以体长获得相对临界游泳速度(Ucrit), 其计算公式为: 
Ucrit=U/BL

式中, BL为实验鱼的体长(cm)。
(2) 不同流速下摆尾频率测定

在测定实验鱼Ucrit时, 用摄像机同步拍摄实验鱼的游泳行为。随机选取每个流速下2 min的视频数据, 使用计算机分析视频中的摆尾频率。

1.2.2  攻毒实验 
(1) 杀鲑气单胞菌菌液制备与注射攻毒  取杀鲑气单胞菌接种至固体LB培养基, 在28℃培养2 d后, 取单菌落至5 mL液体LB培养基中培养16 h, 离心去上清, 用等体积灭菌的生理盐水重悬, 调节OD值至0.5, 然后用灭菌的生理盐水分别稀释104、105、106倍, 每个梯度3个重复, 于固体LB培养基中培养计数。另备稀释103倍的菌液作为攻毒菌液。

以背肌注射的方式感染大西洋鲑。处理组和对照组每尾实验鱼分别注射100 µL、浓度为3.05× 107 CFU/mL的菌液和灭菌生理盐水。

(2) 样品采集与分析  将攻毒的前1天作为实验的第–1 d, 从8个实验缸中随机取7尾实验鱼作为实验前对照, 在攻毒的第2天和第4天从对照组和处理组分别取6和7尾实验鱼。由于实验后期处理组实验鱼大量死亡, 因此第6 天处理组只取4尾鱼(对照组仍取6尾), 置于MS222中麻醉, 尾静脉取血置于EDTA抗凝管中, 用于测定血液细胞数量。

血液细胞数量通过三分类血液分析仪(TEK- II mini, 特康科技有限公司)测定, 其主要方法是根据库尔特原理, 通过测定血细胞经过仪器宝石孔时引起的电阻变化计算血细胞的数量。首先测定红细胞数量, 将红细胞裂解后再进行白细胞数量测定及分类。其中红细胞裂解液为鱼类专用红细胞裂解液(昆明诺金科技有限公司)。
1.3  数据处理

实验数据用SPSS19.0软件进行统计分析, 其中生产调查数据采用独立样本t检验(indepen​dent-sample T test)比较两组的差异, 对游泳速度和对应的摆尾频率进行相关分析, 使用单变量方差分析(univariate analysis of variance)分析直线斜率的差异性; 室内实验数据采用单因素方差分析(one-way analysis of variance, ANOVA), 数据以平均值±标准差(
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±SD)表示。P<0.05认为具有显著性差异。
2  结果与分析 
2.1  临界游泳速度与摆尾频率  

实验测定的健康和发病实验鱼的体长和体质量均无显著性差异(P>0.05, 表1), 而发病实验鱼的临界游泳速度与健康实验鱼的临界游泳速度存在显著差异(P<0.05, 图3)。其中发病实验鱼的平均临界游泳速度为1.846 BL/s, 与健康实验鱼(2.519 BL/s)相比, 发病实验鱼的临界游泳速度降低了26.7%(P<0.05)。

[image: image4.png]N

S = = = e e e

poads Surwwiims [BO1ILID

(S T/ HFLIE )

KR diseased

{HFR healthy

712 group




图3  健康和发病两组大西洋鲑的临界游泳速度

柱形图上标不同字母表示存在显著性差异(P<0.05).

Fig. 3  The critical swimming speed of control and treatment Salmo salar groups
Different letters denote significant difference(P<0.05).
健康和发病两种实验鱼的游泳速度(V)和摆尾频率(TBF)之间均呈现极显著线性正相关关系(图4), 其回归方程如下: 
健康实验鱼: TBF=0.014V–0.055, R2=0.932, P<0.01, n=10

发病实验鱼: TBF=0.004V＋0.205, R2=0.627, P<0.01, n=6

并且, 线性回归方程的斜率存在显著差异(P<0.05)。由于部分发病实验鱼不能在70 cm/s的速度游动10 min, 因此在图4中并没有显示发病实验鱼在70 cm/s游速下的摆尾频率数据。
[image: image5.png]SR/ (beat-s™)

tail beat frequency

1.2

{5 healthy
1.0F m /% diseased
0.8F
0.6
[ ]
0.4F u
0.2F
0.0 : : ' '
0 20 40 60

MUK B /(cms™)

swimming speed

80




图4  健康和发病大西洋鲑游泳速度与摆尾频率的相关关系 

Fig. 4 The correlations between tail beat frequency and swimming speed of two Salmo salar groups
2.2  血细胞相关指标的变化

攻毒处理对大西洋鲑血液细胞数量的影响见图5(A)。处理组大西洋鲑的白细胞数量在实验期间呈下降趋势并且变化显著, 而对照组保持基本稳定。从实验的第4天开始, 与对照组相比, 处理组实验鱼的白细胞数量显著降低(P<0.05); 第4和第6天处理组实验鱼的白细胞数量显著低于实验前(–1d)和第2天(P<0.05), 并且在第6天达到最低(18.52×1010/L), 相比实验前降低了2.7%(P< 0.05), 但是第4天和第6天之间没有显著差异(P>0.05)。
处理组大西洋鲑的淋巴细胞数量在实验期间呈上升趋势并且变化显著(P<0.05), 而对照组保持基本稳定(图5B)。从实验的第4天开始, 与对照组相比, 处理组实验鱼的淋巴细胞数量出现显著升高(P<0.05); 第4和6天处理组实验鱼的淋巴细胞数量显著高于–1d和第2天, 并且在第6天最高(10.01×1010/L), 相比实验前升高52.7%(P< 0.05), 比第2天升高了49.4%(P<0.05), 并且第4和6天之间存在显著差异, 相差20.2%(P<0.05)。

处理组大西洋鲑的单核细胞数量在实验期间呈升高趋势并且变化显著(P<0.05), 而对照组保持基本稳定(图5C)。从实验的第4天开始, 与对照组相比, 处理组实验鱼的单核细胞数量开始显著升高; 第4天和第6天处理组实验鱼的单核细胞数量显著高于–1d和第2天(P<0.05), 并且在第6天最高(2.31×1010/L), 相比–1d升高了17.25% (P< 0.05), 比第2天高16.16%(P<0.05), 但是第4天和第6天之间没有显著差异(P>0.05)。
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图5  对照组和处理组各取样时间点的血细胞数量
对同一取样时间点的对照组和处理组以及不同时间取样点的处理组血细胞数量进行比较. A: 白细胞; B: 淋巴细胞; C: 单核细胞; D: 粒细胞. 上标字母不同表示存在显著差异(P<0.05).
Fig. 5  Blood cell amount for control and treatment groups at each sampling point
Comparisons were made between groups(C for control and T for treatment) at each sampling point separately over the 6 day time period. A: leukocyte; B: lymphocyte; C: monocyte; D: granulocyte. Those with different letters are significantly different (P<0.05).
处理组大西洋鲑的粒细胞数量在实验期间呈下降趋势并且变化显著(P<0.05), 但是对照组保持基本稳定(图5D)。从实验的第4天开始, 与对照组相比, 处理组实验鱼的粒细胞数量出现显著降低; 第4天和第6天处理组实验鱼的粒细胞数量显著低于–1d和第2天(P<0.05), 并且在第6天最低(6.2×1010/L), 相比–1d下降41%(P<0.05), 比第2天下降了39.5%(P<0.05), 并且第4天和第6天之间存在显著差异, 相差22.7%(P<0.05)。
将实验期间处理组各种血细胞数量与取样时间进行线性相关分析, 均呈现显著线性正相关(P<0.05, 图6), 其回归方程如下: 
白细胞: y=0.07929x＋18.99, R2=0.573; 

淋巴细胞: y=0.4648x＋6.548, R2=0.6174; 

单核细胞: y=0.05287x＋1.981, R2=0.5311; 
粒细胞: y=0.5972x＋10.46, R2=0.6441
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图6  实验期间处理组大西洋鲑各种血细胞数量与取样时间的相关关系

Fig.6  Correlations between blood cells and sampling point of Salmo salar challenged with Aeromonas salmonicida
3  讨论

3.1  健康和发病实验鱼游泳行为的差异

游泳活动是鱼类重要的生命活动之一。由于鱼类的游泳行为便于监测并且对监测对象的损伤小, 近年来将游泳行为作为水质指示因子逐渐受到研究者的重视, 并且在理论和技术上均有突破[15–16]。鱼类游泳行为在水质监测方面的应用, 让我们看到了将其用于病害预警的可能。

大西洋鲑的游泳行为在其索饵、繁殖、洄游以及逃避敌害的过程中发挥重要的作用, 而游泳能力的发挥与其尾部的摆动有关[17]。摆尾频率亦可以作为衡量鱼类运动活性的一种指标[18], 并且与流速存在一定的相关关系[19–20]。在本研究中, 健康和发病大西洋鲑的临界游泳速度存在显著差异(P<0.05), 大西洋鲑的疾病状态影响了其游泳能力, 证明鱼类的游泳能力对病原胁迫的反应敏感。该结果与其他研究结果存在相似之处。在对银鳗(Anguilla anguilla)研究中发现, 感染粗厚鳔线虫(Anguillicola crassus)的银鳗与健康银鳗相比, 临界游泳速度和游泳效率显著降低[21]。海虱(Lepeophtheirus salmonis)感染可以显著降低大西洋鲑的临界游泳速度, 并且存在显著的“剂量–效应”关系[22]。另一方面, 健康和发病实验鱼的摆尾频率与游泳速度的线性回归方程斜率表明发病实验鱼的运动活性较弱, 这与其他研究结果相似。斑马鱼的摆尾频率随着二硝基酚(DNP)暴露浓度的增加而降低, 且相关直线的斜率也随之降低[23]。作为一种游泳能力强的鱼类, 大西洋鲑具有本能的趋流行为。通过本实验中临界游泳速度和摆尾频率的结果可以发现, 感染杀鲑气单胞菌可以影响大西洋鲑的运动活性, 发病大西洋鲑对水流这一至关重要的环境因子的敏感性降低, 这可以认为是病原对其生理机能影响的综合体现。将这种因病原引起的行为变化作为指标, 在病害的预警监控中具有快速、无损伤等优点, 在病害的预防预警中具有重要意义。
3.2  杀鲑气单胞菌对实验鱼血细胞指标的影响

血液指标与鱼体的生理状态、机体代谢、营养状况及疾病有着密切的关系, 是重要的生理、病理和毒理学指标。当鱼体受到外界因子的影响而发生生理或病理变化时, 通常会在血液指标中得到体现[11]。鲫(Carassius auratus)感染嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)后白细胞数量呈先升高后降低的趋势[24]。然而目前大部分的研究都是针对环境因素对鱼类血液指标的影响, 而将鱼类血液指标用于评价环境变化的研究甚少。

本实验首次探讨了通过大西洋鲑的血细胞指标反映其健康状况的可行性。结果表明, 感染杀鲑气单胞菌对大西洋鲑血细胞的影响是显著的, 感染病原后鱼体生理机能的变化在血细胞中得到了充分的体现。另一方面, 感染杀鲑气单胞菌的大西洋鲑血细胞数量与取样时间呈现显著的线性关系, 淋巴细胞和粒细胞与取样时间的相关性以及直线斜率较其他两种细胞更大, 说明这两种细胞对杀鲑气单胞菌侵染更为敏感。如果将生产中监测的血细胞数据代入相关直线方程中, 即可以评估养殖鱼类的健康状况。因此认为血液细胞可以作为指示感染杀鲑气单胞菌后大西洋鲑鱼体机能的指示因子。本次研究中, 采用临床中使用的血液细胞分析仪测定血细胞指标。崔素丽使用相同方法对团头鲂(Megalobrama amblycephala)血液指标进行相关研究[25]。血液细胞分析仪的使用极大的缩短了血细胞检验时间, 为疾病的快速诊断和预防争取了时间, 也使得血液指标作为工厂化养殖中的病害预警因子更为可行。
4  结论

本研究探讨了病原感染后大西洋鲑行为和血液指标两方面的变化, 结果表明, 发病和健康大西洋鲑的游泳行为在游泳速度与摆尾频率方面存在显著差异, 而攻毒后血液细胞相关指标的变化呈现显著的时间变化规律。在生产中可以根据养殖鱼类游泳行为以及血细胞数量的变化, 监控其健康状况。
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The impacts of Aeromonas salmonicida on swimming behavior and numbers of blood cells of Atlantic salmon (Salmo salar L.)

YI Mengmeng1, 2, SUN Guoxiang1, DU Yishuai1, LIU Ying 1, WANG Shunkui3, YU Kaisong3
1. Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao 266071, China;
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Abstract: We investigated the feasibility of monitoring the health of Atlantic salmon (Salmo salar L.) to facilitate development of an early warning system for disease. To do this, we recorded changes in the swimming behavior and blood composition in the salmon after challenge with Aeromonas salmonicida. The fish used for the in situ challenge experiments were the same batch from the same farm. Healthy fish and fish infected with A. salmonicida were used for the in situ experiments. Salmon were injected in the dorsal muscle with 100 µL of A. salmonicida at 3.05×107 colony forming units (CFU)/mL per fish (suspended in saline), while the control fish were injected with isotonic sodium chloride (0.9% NaCl, 100 µL per fish). The swimming ability and tail beat frequency measurements of the healthy and sick fish revealed a significant decrease in the critical swimming speed (Ucrit) of sick fish compared with healthy fish (~27%, P<0.05). There was also a significant change in the slopes of the correlations between the tail beat frequency and the swimming speed (P<0.05). For the laboratory experiments, comparisons of the leukocyte system were made between groups at each sampling point and among treatment groups for time after challenge, separately. From day 4 after challenge, the total number of leukocytes, lymphocytes, monocytes and granulocytes showed significant changes in the A. salmonicida-challenged groups compared with the control groups. The biggest change occurred on day 6 after challenge, when the number of leukocytes and granulocytes significantly reduced by 2.8% and 43.9% (P<0.05), respectively, compared with the control groups, and the number of lymphocytes and monocytes significantly increased by 63.3% and 23.9% (P<0.05), respectively, compared with the control groups. Additionally, there were significant correlations between numbers of blood cells and the sampling point in the challenged fish(P<0.05). The results of the present study highlight the feasibility of monitoring fish health through use of the following convenient parameters: swimming performance (e.g., Ucrit) tail beat frequency, and blood analysis. Our results lay the foundations for an early warning system for fish disease.
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