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摘要: 以福尔马林灭活的嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)作为免疫原(F-AH), 通过腹腔注射免疫健康大鲵(Andrias davidianus), 分别于免疫后的第1、4、7、14、21、28天采集血液样品, 进行大鲵外周血液的血细胞计数与白细胞组成分析, 测定吞噬细胞的吞噬活性以及血清中和抗体效价, 于免疫28 d后进行攻毒感染试验。结果表明, 与对照组相比, 在免疫后第4、7、14和第21天, 免疫大鲵外周血中血细胞数量显著增加, 其中, 红细胞和白细胞数量均于第4天达峰值, 分别为7.83×107个/mL和6.74×106个/mL; 嗜中性粒细胞百分比也在第4天达峰值, 为28.60%, 单核细胞百分比在第7天达峰值, 为10.53%; 吞噬细胞活性显著提高, 且吞噬百分比和吞噬指数均在第4天达到最高值, 分别为34.09%和3.73。随后, 淋巴细胞百分比和中和抗体效价显著增加, 均在第21天达峰值, 分别为75.30%和1︰426.67。攻毒感染实验结果表明, 免疫组的相对免疫保护率为69.23%。由此可见, F-AH免疫原能够通过促进血细胞数量的增加、吞噬细胞吞噬活性增强以及特异性抗体的产生等方式提高大鲵的免疫保护力。
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中国大鲵(Andrias davidianus), 俗称娃娃鱼, 属两栖纲、有尾目、隐鳃鲵科、大鲵属, 是目前地球上仅存的3种隐鳃鲵科动物中体形最大的一种, 已被列入国家二级保护动物名录并被收录于《濒危野生动植物种国际贸易公约》(CITES)附录Ⅰ[1]。大鲵为中国特有的珍稀两栖动物[2−3], 广泛分布在中国的华中、西南及西北的17个省区[4], 在科研、医药和食品等方面具有重要的价值[5]。鉴于大鲵重要的科研、药用、营养价值和经济效益, 近年大鲵的人工繁育与养殖业发展十分迅速。然而随着大鲵饲养规模及集约化程度的不断发展, 大鲵的病害问题日趋严重, 严重制约了大鲵养殖业的健康发展[6−7]。

目前, 对于防治水生动物病害发生较为有效的途径为接种疫苗, 其可以在不同程度上提高水生动物的抗病力[8−10]。当前, 针对疫苗免疫机理的研究主要集中于提高血清抗体效价等特异性免疫方面[11], 对使用疫苗对机体非特异性免疫的影响尚缺乏研究。两栖类的免疫系统较鱼类更为发达, 非特异性免疫和特异性免疫都较完善[12−16], 但迄今, 国内未见关于大鲵细菌性疾病免疫预防技术的研究报道。

大鲵嗜水气单胞菌感染症是严重危害养殖大鲵的一种细菌性疾病[17]。本研究以灭活嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)全菌疫苗免疫人工饲养的健康大鲵, 通过对其外周血血细胞计数、白细胞组成、吞噬细胞活性及抗体效价等多项免疫指标的测定, 旨在探讨嗜水气单胞菌灭活疫苗免疫大鲵后其免疫保护机制的发展过程, 以期为该疫苗在大鲵病害防治中的应用提供理论依据。
1  材料与方法

1.1  实验大鲵与暂养


实验大鲵取自长江水产研究所鱼类病害研究室, 平均体长(30±2) cm, 平均体质量(65±3) g, 暂养在40 cm×25 cm×5 cm塑料水族箱中。室内暂养1周后用于免疫实验。整个实验期间水温控制在(20±2)℃, 投喂新鲜鱼肉。

1.2  供试菌株及其培养

用于本研究的嗜水气单胞菌(编号为GSAh01)由本室分离自患病大鲵肝[17]。将菌株GSAh01接种于BHI液体培养基中, 37℃恒温摇床(180r/min)培养24 h后, 离心收集菌体, PBS清洗3次, 稀释至一定浓度, 4℃冷藏为制备疫苗用。金黄色葡萄球菌来源于长江水产研究所鱼类病害研究室保存的菌株。

1.3  免疫原与吞噬原的制备

将终浓度为0.3%的福尔马林加入已制备好的GSAh01菌液中, 恒温培养箱37℃灭活48 h, 即为福尔马林灭活嗜水气单胞菌全菌疫苗(formalin killed Aeromonas hydrophila cell, F-AH), 作为本实验的免疫原。采用常规平板培养法进行无菌检验。检测确认无活菌存在后, 5 000 r/min 离心10 min沉淀菌体, DPBS悬浮菌体后再离心沉淀菌体, 反复3次。采用麦氏比浊法调整菌浓度至1.0× 108CFU/mL, 即为F-AH免疫原, 置4℃冷藏备用。
同法制备作为吞噬原的福尔马林灭活金黄色葡萄球菌全菌疫苗(formalin killed Staphylococcus aureus cells, F-SA), 将制备好的吞噬原置4℃冰箱中备用。

1.4  灭活疫苗的安全性实验

90尾实验大鲵随机分为1个F-AH注射组、1个未灭活细菌注射组和1个对照组, 每组30尾。F-AH注射组和未灭活细菌注射组分别通过腹腔注射, 每尾0.5 mL, 对照组注射等量的DPBS (Sigma, USA), 观察14 d。

1.5  免疫与采血

120尾实验大鲵随机分为免疫组和对照组, 每组60尾。其中, 免疫组通过腹腔每尾注射0.5 mL菌浓度为1.0×108 CFU/mL 的F-AH, 对照组每尾注射0.5 mL的DPBS。于免疫接种后第1、4、7、14、21、28天分别从各组中随机取4尾, 尾静脉采血1 mL, 血液不混合。其中2尾血液加抗凝剂, 用于红、白细胞计数、白细胞分类计数和吞噬活性测定; 另外2尾血液不加抗凝剂, 室温静置1 h, 4℃冰箱放置24 h, 4 000 r/min离心5 min, 取上层血清, 用于检测血清抗体效价。 

1.6  免疫指标检测

血细胞计数: 将抗凝血用Dacie氏稀释液稀释200倍, 利用Neubarer计数板计数血细胞。

白细胞分类计数(differential leucocyte count, DLC): 用Wright-Giemsa染液对抗凝血进行混合染色, 每尾大鲵涂片3张, 冲洗晾干, 油镜下随机观察100个左右白细胞, 记录每种白细胞所占的百分比。

吞噬细胞吞噬活性: 取0.1 mL抗凝血, 在其中加入25 μL菌浓度为1×108 CFU/mL的福尔马林灭活的金黄色葡萄球菌(F-SA), 充分混匀, 在28℃恒温水浴锅中孵育90 min, 每间隔30 min摇匀1次; 1 000 r/min离心3 min; 吸取血清和血细胞之间的白细胞层制涂片3张。Wright-Giemsa染液混合染色, 冲洗晾干, 油镜观察记录结果。吞噬活性以吞噬百分比(phagocytic percentage, PP)和吞噬指数(phagocytic index, PI)表示[18]。

血清抗体效价: 采用96孔血凝板进行, 反应抗原为浓度1×108 CFU/mL的F-AH。取50 μL血清, 按二倍稀释法用DPBS依次稀释, 加入等体积的F-AH, 每个血清样本做3组, 置于恒温培养箱中37℃孵育1 h, 4℃条件下过夜, 显微镜观察凝集反应强度。 

1.7  攻毒感染实验

于免疫接种后28 d, 从免疫组和对照组中分别随机取30尾大鲵, 共60尾大鲵, 通过腹腔每尾注射0.3 mL(1.0×108cfu/mL)GSAh01活菌, 观察14 d, 统计各组的死亡率, 依下式计算相对免疫保护力(relative percent survival, RPS)。

RPS=(1免疫组死亡率/对照组死亡率)× 100%

1.8  实验数据分析

实验数据用平均值±标准误(
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±SE)表示。采用SPSS17.0进行统计分析, 采用t检验对各项指标进行差异显著性检验, P>0.05认为不呈现显著性差异; P<0.05认为差异显著; P<0.01认为差异极显著。

2  结果与分析

2.1  无菌检验与鱼体安全性实验

采用常规平板培养法进行福尔马林灭活嗜水气单胞菌效果检验, 37℃培养10 d, 无细菌克隆生长, 表明嗜水气单胞菌被完全灭活。将F-AH及DPBS分别注射健康大鲵, 经2周饲养后, 未出现感染症状或死亡现象; 而未灭活细菌组大鲵在注射后第3天开始死亡, 至第10天全部死亡。表明所用F-AH及其剂量对大鲵是安全的。

2.2  血细胞计数

免疫组大鲵注射F-AH后, 其外周血红细胞计数结果如图1所示, 在免疫接种后第4天免疫组红细胞(RBC)数量极显著高于对照组(P<0.01), 且达到峰值(7.83±0.39)×107个/mL; 第7天显著高于对照组(P<0.05); 而对照组红细胞数量一直在(5.98±0.18)×107个/mL上下浮动; 其他时间无显著差异(P>0.05)。第4和第7天免疫组白细胞数量极显著高于对照组(P<0.01), 且至第4天达峰值(6.74±0.20)×106个/mL, 是对照组的3倍; 第14天免疫组显著高于对照组(P<0.05); 其他时间不存在显著性差异(P>0.05, 图2)。
2.3  白细胞分类计数
注射嗜水气单胞菌全菌灭活疫苗(F-AH)后, 大鲵外周血白细胞分类百分比(DLC)如图所示。嗜中性粒细胞分类百分比于免疫后第4天达峰值(28.60±2.83%), 与对照组相比提高近2倍, 且极显著高于对照组(P<0.01); 第7天免疫组显著高于对照组(P<0.05); 其他时间不存在显著差异(P>0.05, 图3)。单核细胞分类百分比峰值出
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图1  免疫组和对照组大鲵外周血红细胞数的变化

*表示免疫组与对照组存在显著差异(P<0.05); **表示免疫组与对照组存在极显著差异(P<0.01).

Fig. 1  Changes of erythrocyte numbers in peripheral blood of Andrias davidianus in immunized and control group

*donates significant difference between control and immunized group(P<0.05); ** donates extremely significant difference
between control and immunized group (P<0.01).

[image: image3.png]H 40 i 20 &/(x10°/mL)

number of leucocytes

— N W A W N =
© © © ©o o © & o

oy D FFEA immunized group
m %t HE4H control

%*

4

7 14 21 28
F 2B E]/d immune time




图2  免疫组和对照组大鲵外周血白细胞数的变化


*表示免疫组与对照组存在显著差异(P<0.05); **表示免疫组与对照组存在极显著差异(P<0.01).
Fig. 2  Changes of leucocytes numbers in peripheral blood of Andrias davidianus in immunized and control group

* donates significant difference between control and immunized group(P<0.05); ** donates extremely significant difference
between control and immunized group (P<0.01).
现在免疫后第7天, 达(10.53±1.16)%, 极显著高于对照组(P<0.01); 第4和第14天与对照组相比均呈现显著性差异(P<0.05); 其他时间无显著差异(P>0.05, 图4)。免疫组淋巴细胞分类百分比于免疫后第21天极显著高于对照组(P<0.01); 第14和第28天显著高于对照组(P<0.05); 其他时间不呈现显著性差异(P>0.05, 图5)。

2.4  吞噬细胞吞噬活性

经F-AH免疫后, 免疫组大鲵外周血吞噬细
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图3  免疫组和对照组大鲵外周血白细胞中嗜中性粒细胞分类百分比变化

*表示免疫组与对照组存在显著差异(P<0.05); **表示免疫组与对照组存在极显著差异(P<0.01).
Fig. 3  Changes of neutrophil percentage in leucocytes of peripheral blood of Andrias davidianus in immunized and control group
* donates significant difference between control and immunized group(P<0.05); ** donates extremely significant difference
between control and immunized group (P<0.01).
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图4  免疫组和对照组大鲵外周血白细胞中单核细胞分类百分比变化

*表示免疫组与对照组存在显著差异(P<0.05); **表示免疫组与对照组存在极显著差异(P<0.01).
Fig. 4  Changes of monocyte percentage in leucocytes of peripheral blood of Andrias davidianus in immunized and control group
* donates significant difference between control and immunized group(P<0.05); ** donates extremely significant difference
between control and immunized group (P<0.01).
胞的PP和PI均显著提高。其中PP在免疫后第4天达最大值, 为(34.09±1.98)%, 且极显著高于对照组(P<0.01); 第7天免疫组显著高于对照组(P<0.05); 其他时间无显著差异(P>0.05)(图6)。PI在免疫后第4天极显著高于对照组(P<0.01), 且
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图5  免疫组和对照组大鲵外周血白细胞中淋巴细胞分类百分比变化

*表示免疫组与对照组存在显著差异(P<0.05); **表示免疫组与对照组存在极显著差异(P<0.01).
Fig. 5  Changes of lymphocyte percentage in leucocytes of peripheral blood of Andrias davidianus in immunized and control group

* donates significant difference between control and immunized group(P<0.05); ** donates extremely significant difference
between control and immunized group (P<0.01).
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图6  免疫组和对照组大鲵外周血吞噬细胞吞噬百分比变化

*表示免疫组与对照组存在显著差异(P<0.05); **表示免疫组与对照组存在极显著差异(P<0.01).
Fig. 6  The changes of phagocytic percentage of phagocytes in peripheral blood of Giant salamander (Andrias davidianus) in immunized group and control group

* donates significant difference between control and immunized group(P<0.05); ** donates extremely significant difference
between control and immunized group (P<0.01).
于第4天达峰值3.73±0.35, 较对照组升高近2倍; 第7天呈现出免疫组显著高于对照组(P<0.05), 其他时间不呈现显著性差异(P>0.05)(图7)。实验中观察到大鲵的嗜中性粒细胞对金黄色葡萄球菌的吞噬作用, 同时也观察到少数红细胞吞噬金黄色葡萄球菌的现象(图8)。
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图7  免疫组和对照组大鲵外周血吞噬细胞吞噬指数变化

*表示免疫组与对照组存在显著差异(P<0.05); **表示免疫组与对照组存在极显著差异(P<0.01).
Fig. 7  Changes of phagocytic index of phagocytes in peripheral blood of Andrias davidianus in immunized and control group
* donates significant difference between control and immunized group(P<0.05); ** donates extremely significant difference
between control and immunized group (P<0.01).
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图 8  大鲵红细胞和嗜中性粒细胞吞噬金黄色葡萄球菌的显微结构图

A. 嗜中性粒细胞; B. 红细胞.

Fig. 8  Microscopic structures of erythrocytes and neutrophil from Andrias davidianus phagocytizing F-SA 
A. Neutrophil; B. Erythrocyte.
2.5  血清抗体效价
注射F-AH免疫大鲵后, 其血清凝集抗体效价在第1~14天逐渐升高, 至第21天达到峰值, 为1︰426.67, 且极显著高于对照组(P<0.01), 随后免疫组抗体效价逐渐下降; 第7、14和第28天免疫组显著高于对照组(P<0.05), 其他时间不呈现显著性差异(P>0.05); 对照组血清抗体效价低下, 一直稳定在1︰4左右。由此表明, F-AH显著刺激大鲵血清抗体的产生(表1)。
2.6  相对免疫保护力

对免疫组和对照组大鲵经嗜水气单胞菌活菌攻毒感染14 d后, 免疫组大鲵相对免疫保护力(RPS)达到69.23%。未免疫对照组大鲵死亡率为86.67%。对死亡大鲵进行解剖和检查, 结果表明死亡大鲵均出现明显的嗜水气单胞菌感染症症状, 证实实验大鲵都是因人工感染该病菌致死(表2)。
3  讨论

嗜水气单胞菌是水产养殖动物的重要致病病原, 但目前国内外对于嗜水气单胞菌的相关报道主要集中在病原菌的分离鉴定、灭活菌体疫苗及其亚单位疫苗对鱼类的免疫研究等方面[18−29], 而关于嗜水气单胞菌灭活菌体疫苗对两栖动物的免疫鲜有报道。周末等[11]给林蛙(Rana temporaria chensinensis David)注射嗜水气单胞菌灭活疫苗后, 发现受免林蛙血清抗体效价显著高于对照组。胡成钰等[26]证实牛蛙红腿病菌苗对牛蛙具有较好的免疫保护力。在本实验中, 用嗜水气单胞菌灭活菌疫苗注射免疫接种大鲵后, 其外周血中红细胞数量和白细胞数量显著增加, 白细胞分类百分比也发生显著变化, 其中嗜中性粒细胞分类百分比和单核细胞分类百分比均明显提高, 分别于免疫后第4天和第7天达最高值, 这与青鱼(Mylop​ha​ryngodon piceus)注射嗜水气单胞菌体疫苗后外周血红细胞和白细胞数量变化趋势相似[21]。而外周血淋巴细胞的分类百分比从第14天开始显著增加, 至第21天达到最大值, 这主要是因为大鲵受到抗原刺激后, 淋巴细胞的增殖首先发生在脾, 后随血液循环进入外周血[30], 故其增长趋势较滞后, 与Guo等[31]在美国鳗(Anguilla rostrata)的观察结果一致。由此可以推断, 在接受疫苗免疫早期, 非特异性的嗜中性粒细胞最先发挥抗菌作用, 其次是单核细胞, 最后是特异性的淋巴细胞发挥抗菌作用。这与灭活菌苗免疫的南方鲇(Ictalurus punctatus)[18]的免疫细胞变化类似。
研究表明, 两栖类嗜中性粒细胞和单核细胞是体内主要的吞噬细胞[32−35], 而吞噬作用在鱼类
表1  免疫组和对照组大鲵血清抗体效价变化

Tab. 1  Changes of agglutinating antibody titers of Andrias davidianus in immunized and control group
n=3

	分组group
	免疫时间/d immune time

	
	1
	4
	7
	14
	21
	28

	免疫组immunized group
	1︰10.67
	1︰21.33
	1︰53.33
	1︰170.67
	1︰426.67
	1︰298.67

	对照组control group
	1︰4
	1︰4
	1︰5.33
	1︰4
	1︰4
	1︰4


表2  免疫组和对照组大鲵经嗜水气单胞菌活菌攻毒后的相对免疫保护力

Tab. 2  Relative percent survival (RPS)of Andrias davidianus in immunized and control group after challenge with live Aeromonas hydrophila
	分组group
	实验大鲵尾数n
	死亡尾数no.of death
	死亡率/% mortality
	相对免疫保护力/%RPS

	免疫组immunized group
	30
	8
	26.67
	69.23

	对照组control group
	30
	26
	86.67
	


非特异性免疫功能方面充当重要角色[36]。罗芬等[25]发现中华倒刺鲃(Spinibarbus sinensis)单核细胞和嗜中性粒细胞具有吞噬金黄色葡萄球菌的能力。在本实验中, 体外观察到大鲵的嗜中性粒细胞和单核细胞吞噬了多个金黄色葡萄球菌, 吞噬细胞吞噬活性发生显著变化, PP和PI分别于免疫后第4天达峰值, 这与嗜中性粒细胞的数量变化一致。因此表明, 在免疫早期, 大鲵主要是通过吞噬细胞的吞噬作用等非特异性免疫功能来提高抗病力, 这与虹鳟(Oncorhynchus mykiss)[37]的研究结果一致。Siegel等[38]于20世纪80年代首先提出人类红细胞具有免疫功能。王旭东等[39]发现鱼类和两栖动物的红细胞具有一定的吞噬作用。这些事实表明, 红细胞在生物体内的吞噬作用是红细胞参与机体免疫的主要形式。本研究还发现大鲵的红细胞也具有吞噬作用, 在混有红细胞的血涂片中发现有金黄色葡萄球菌被红细胞吞噬的现象, 与在牙鲆(Paralichthys olivaceus)[40]红细胞中观察到的结果一致, 表明在大鲵的早期非特异性免疫阶段, 红细胞也参与了吞噬病原菌的过程。

抗体效价反映了鱼类特异性体液免疫水平, 常被用于评估机体对免疫接种的效果[41−42]。Guo等[31]报道了美国鳗在注射嗜水气单胞菌体疫苗后, 其血清抗体的凝集效价显著高于对照组。本研究结果显示, 将F-AH注射免疫大鲵后, 发现其能显著提高大鲵血清抗体的凝集效价, 且从第14天开始显著提高, 至第21天达峰值并随后缓慢下降, 这与实验中淋巴细胞分类百分比的变化趋势相吻合。由此得出, 在大鲵免疫应答后期, 主要是由体液中特异性抗体的增加来清除外来抗原以达到保护机体的作用, 这与罗芬等[25]的研究结果一致。最后, 通过攻毒实验(相对免疫保护率为69.23%)也进一步证实嗜水气单胞菌灭活菌体疫苗能够对大鲵提供比较有效的免疫保护, 这将为大鲵的病害防治提供一种安全有效的防治措施。

从本实验结果表明, 在免疫初期大鲵主要是通过增加吞噬细胞的数量和提高吞噬细胞的活性来保护机体免受致病菌的侵害, 其中单核细胞和嗜中性粒细胞等吞噬细胞首先发挥了重要的作用; 在免疫后期, 主要是机体的特异性免疫发挥作用, 通过淋巴细胞数量的增加和抗体效价的升高来增强机体的抗病力, 从而达到保护机体的作用。
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Immune responses in the peripheral blood and protection of giantsalamander (Andrias davidianus) immunized with a killed Aeromonas hyd​rop​hila vaccine

YANG Xing1,2, LIU Wenzhi3, XIAO Hanbing2, MENG Yan2, GAO Zhengyong4, ZHANG Hui2, ZENG Lingbing1,2
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2.Yangtze River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuhan 430223, China;
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Abstract: Formalin-killed Aeromonas hydrophila cells (F-AH) were used as an antigen to immunize healthy giant salamander (Andrias davidianus) via intraperitoneal injection. Peripheral blood samples were collected from immunized and control giant salamanders at 1, 4, 7, 21 and 28 d post-immunization for the measurement of immuneresponses by counting and classifying blood cells, determining the phagocytic percentage and index and serum agglutinating antibody titers. Compared to the control group, the number of erythrocytes and leucocytes in the peripheral blood of immunized animals increased significantly at 4, 7, 14 and 21 d post-immunization, and reached a maximum value of 7.83×107/mL and 6.74×106/mL at 4 d post-immunization, respectively. The percentage of neutrophils reached a maximum value of 28.60% at 4 d post-immunization and the number of monocytes reached a maximum value of 10.53% at 7 d post-immunization. The phagocytic percentage and phagocytic index increased significantly (P<0.01) and reached amaximum value of 34.09% and 3.73 at 4 d post-immunization, respectively. The number of lymphocyte and the serum agglutinating antibody titers increased significantly, and peaked at 75.30% and 1︰426.67 at 21 d post-immunization (P<0.01), respectively. The challenge test with live Aeromonas hydrophilaresulted in a relative percent survival in the immunized group of 69.23%. The results from this study demonst rated that F-AH enhanced the immunity of the giant salamander by increasing the number of erythrocytes and leucocytes in peripheral blood, improving the activity of phagocytes, enhancing the serum agglutinating antibodytiter and providing effective protection in the immunized animals.
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