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摘 要
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在饲喂胡子鳃 以玩
,

加 cus 的第

12
、

24
、

36 和 52 天后
,

分别测定血液中白细胞吞噬活性
、

血清蛋白质质量浓度 ; 在第 24 天
,

测定血液中淋巴细

胞活性 ; 在第 12 天和第 52 天
,

测定血清抗蛋白酶物质比活性 ; 在第 24 天和第 52 天
,

测定血清 v C质量浓度
。

结果表明
,

在饲料添加 Vc 不能提高胡子鳃白细胞的吞噬指数 ( IP ) ; 对吞噬能力 ( CP ) 有影响 ; 对淋巴细胞活

性有明显的增强功能 ; 血清抗蛋白酶物质比活性基本不受 v
。

的影响 ; 对血清蛋白质质量浓度有明显的提高作

用 ; 而对血清中 v
c

质量浓度却有明显的降低作用
。
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鱼类非特异性免疫系统在鱼类抵抗病害的侵袭

中起着重要的作用
。

鱼体的屏障结构
、

吞噬细胞
、

N K 类细胞
、

体液与组织中分布的非特异性免疫因

子等共同作用
,

形成了鱼体非特异性免疫能力川
。

v C
作为鱼类生长必需的营养

,

也是一种提高鱼体

抗病力
、

预防病害发生有效的免疫增强剂
。

国内外

许多学者对 v C
在鱼类细胞免疫和体液免疫的作用

做了大量的研究阁
,

许多报道都证实了其对提高非

特异性免疫能力的有效性
。

但 v 。
对胡子鳃 门口山

加朋 非特异性免疫能力的影响至今尚未有报道
。

本文研究了 Vc 对胡子鳃白细胞功能
、

淋巴细胞功

能和体液一些因子的影响
,

并探讨了 v C
对胡子鳃

的免疫增强作用
。

1 材料与方法

1
.

1 实验材料和 日常管理

选取体长约 巧 Cm
,

体质量 20
一 25 9 的胡子绘

,

按在基础饲料中添加 v C ( 、 110
一 3

) (水产专用
,

罗

氏有限公司生产
,

有效成分为 35 % ) 0
,

0
.

5
,

1
.

0
,

1
.

5
,

2
.

0 分成 5 组
,

每组 3 个重复
,

每组 50 尾鱼
。

基础料营养组成 (耐 % ) 为粗蛋白 30
.

27
,

粗纤维

5
.

20
,

钙 0
.

85
,

总磷 1
.

03
,

赖氨酸 1
.

54
,

蛋氨酸

0
.

43
,

蛋 + 胧 0
.

76
,

粗脂肪 0
.

47
。

每天投喂 3 次
,

早中晚各 1 次
。

每天按体质量 的 3% 一 4% 投料
。

实验期间水温 25
一
犯℃

。

1
.

2 抗凝血和血清的制作

在实验的第 12
、

24
、

36 和 52 天
,

尾静脉取血

分为 2 份
,

1 份加抗凝剂做成抗凝血
,

1 份不加抗

凝剂
,

离心取血清
,

分别用于各指标的检测
。

1
.

3 白细胞吞噬活性实验

参照 alS iat 等阎和 orR A
.

D al n l o
等阂方法

。

取 l mL 胡子鳃新鲜抗凝血
,

4 (XX) r/ 而 n 10 而 n 。

吸取两层中间的白细胞层和一部分红细胞层 0
.

1

mL
,

加 0
.

1 诚 1
.

0 x l护个 lmL 的甲醛灭活鲁氏不

动杆菌川液
,

室温下放置 l h
,

期间间隙摇动混合

液
。

吸取混合液制成血涂片
,

每组做 9 张
,

自然风

干
,

甲醇固定
,

吉姆萨染色
,

显微镜下观察
,

数

100 个吞噬 白细胞
。

计算吞噬指数 ( IP ) 和吞 噬能

力 (CP )
。

IP 二
( 100 个具吞噬能力的白细胞中参与吞噬

的细胞数 , 100 )
x 100 %

CP
=

( 100 个具吞噬能力的白细胞中吞噬多于

5 个细菌的细胞数 + 100 )
x 100 %

1
.

4 总 T 玫瑰花环实验

参照徐贵卿等阎方法
。

按常规方法分离血液淋巴细胞
,

用 H an k s
调其

至 1 x I J 个 /mL
。

取淋巴细胞液 0
.

l nrL
,

加入 0
.

1

m L 吸收灭活小牛血清和 SRB C ( l
x l口个 /mL ) 液

,

收稿 日期
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0
.

l Lm
,

混匀放室温 (不高于 37 ℃ ) 作用 s ha n
后

再离心 5 而 n 于 4 ℃保存过夜
。

取出后按常规染色

和观察计数
。

数 2X() 个淋巴细胞
,

能结合 3 个以上

S RBC 即为玫瑰花环形成细胞
,

计算百分率
。

1
.

5 血清蛋 白质质 t 浓度的测定

采用考马斯亮蓝法叫
。

1
.

6 抗蛋白酶物质比活性的测定

参照文献 【7」的方法
。

把 P BS 的剂量加大至

4 mL
,

其它操作同
。

以每 mg 蛋白每 而 n
使胰蛋白

酶活力降低的数值表示抗蛋白酶物质的比活性
。

采用南京建成生物工程研究所的试剂盒测定
,

操作按说明书进行
。

v C
质量浓度 (闻mL ) 二 〔 ( A 样品管

一 A 空

白管 ) / ( A 标准管 一 空白管 )〕 X 标准管质量浓度

(6 回mL ) x 稀释倍数
。

1
.

8 结果分析

全部数据用 S邢 5 11
.

0 进行生物统计学分析
。

2 结 果

计算公式为
: E

(创
, 一

以
2
)

一 30 m

式中
,

m : 血清蛋白质质量浓度 ; 30
:
代表反应时

间 ; 用 P BS 作空白对照 (单位
: lU 而。 ,

以每 mg

蛋白计 )
。

1
.

7 血清 v C
质且浓度的测定

2
.

1 V C
对白细胞吞噬指数的影响

从表 l 可见
,

在第 12 天
,

只有 、 = 2
.

0 x 10
一 3

组的 lP 明显高于对照组 ( 尸 < 0
.

05 ) ; 第 36 天时
,

除 , = 1
.

0 x 10
一 ’
组明显高于对照组外

,

各实验组

与对照组相比差异不显著 ( P > 0
.

05 ) ; 在第 24 天

和第 52 天
,

各实验组与对照组相比差异均不显著
。

表 1 胡子缝血液白细胞 白吞噬指数
` ’

T曲
.

1 孙
a g OC沙 i

n d e x of hiw et b l仪日 c
ell of CI 山公厂议。

时间

切 110
一 3

0 0
.

5 1
.

0 1
.

5 2
.

0

第 12 天 4 1
.

18 土 3
.

7 1
,

55
.

79 士 0
.

88
“

47
.

34 士 9
.

恻
,

57
.

25 士 7
.

75
`

第 24 天 7 2
.

X()
土 11

.

7 70
.

95 士 2
.

12 69
.

18 土 7
.

75 印
.

19 土 0
.

%

第 36 天 如
.

34
士 4

.

s l
a

46
.

15 士 1
.

盯
日,

5 3
.

的 士 3
.

55` 盯一9 土 5
.

50
曲

第 52 天 35
.

16 土 2
.

03 32
.

98 士 2
.

32 35
.

50 土 3
.

97 38
.

砧 土 4
.

78

l)
a ,

b
, c

表示差异显著性
,

字母相同表示差异不显著
,

字母不同表示差异显著

75
.

22 土 3
.

79
c

70
.

68 士 6
.

68

48
.

15 士 1
.

15曲

29
.

5 8 土 4
.

13

2
.

2 v C
对白细胞吞噬能力的影响

由图 1 可知
,

在第 12 天
,

, = 1
.

0 、 10
一 ,
组和

w = 2
.

0 x 10
一 3
组 的 PC 明显 高于 对照 组 ( P <

0
.

05 )
。

在第 24 天
,

只有 w 二 1
.

0 x 10
一 ’
组的明显高

于对照组 (尸 < 0
.

05 )
。

第 36 天时
,

各实验组的吞

噬活力分别为 7
.

5
、

7
.

0
、

7
.

13 和 7
.

9%
,

都明显高

于对照组 5
.

5 % ( 尸 < .0 05 )
。

在第 52 天
,

除 , 二

1
.

o x or
一 ’
组外

,

各实验组均明显高与对照组 ( 尸 <

0
.

05 )
。

2
.

3 T 淋巴细胞花环实验结果

在第 24 天
,

除 w = 0
.

5 x 10
一 3
组外

,

其它 3 个

实验组的花环形成率都显著高于对照组 (图 4)
。

2
.

4 V
。

对血清蛋白质质 t 浓度的影响

从图 5 可知
,

在第 12
、

24 和 52 天
,

各实验组

的血清蛋白质质量浓度都明显高与对照组 ; 第 36

天
,

除 ` = 0
.

5 x 10
一 ’
组外

,

各实验组 的蛋白质量

浓度都明显高于对照组 ( p < 0
.

05 )
。

2
.

5 v C
对血清抗蛋 白酶物质比活性的影响
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F咭
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Fi g
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表 2 显示
,

在第 12 天
,

除 , = .2 0 x 10
一 3
的抗

蛋白酶物质比活性明显高于对照组外
,

其它实验组

的数值与对照组差异不显著 ; 在第 52 天
,

w 二 2
.

0

x lo
一 ’
组的数值最大

,

但各组之间的数值差异不显著
。

2
.

6 v C
对血清中 v C

质 t 浓度的影响

表 3 显示
,

第 24 天时
,

除 、 二 .2 0 x 10
一 3
组血

清中 v C
质量浓度明显低于对照 ( 尸 < 0

.

05 ) 外
,

各组之间的数值差异不显著 ; 在第 52 天
,

各实验

组血清中 v C
质量浓度明显低于对照组

。

表 2 胡子给血清抗蛋 白酶物质的比活性
, )

T al 〕
.

2 5伴
c击 c

ac ivt iit se of an t i PJ 旧 t

~
in
~

m of 1了 lU而
n

切 110
一 3

第 12 天

第 52 天

1
.

87 士 0
.

32
a

2
.

46 土 0
.

44

2
.

25 士 0
.

38
a

2
.

48
士 0

.

36

1
.

90 土 0
.

如
.

2
.

5 5 士 0
.

粼 )

2
.

伪 士 0
.

3 l
a

2
.

68 土 0
.

53

3
.

88 土 0
.

3
.

43
士 0

49
b

.

印

l )以每 gm 蛋白计
; 。 ,

b 表示差异显著性
,

字母相同表示差异不显著
,

字母不同表示差异显著

表 3 胡子给血清 v 。 质量浓度
日

T ab
.

3 V i。” n l n C c o

net nt s in het se
umr

of G阮irS 办姗璐 解m L

切门 0
一 3

第 24 天

第 52 天

7
.

9 1土 0
.

肠
.

13
.

63 士 0
.

33
a

8
.

0 8 士 0
.

1 1
“

8
.

70
土 0

.

13`

7
.

叨 士 0
.

01
.

10
.

琳 土 0
.

1 7
〔

8
,

22 土 0
.

18
a

5
.

30
士 0

.

肠
b

8
.

99
士 0

.

17M 8
.

3 1 士 0
.

15
e

1 )
a ,

b
, c ,

d
, e

表示差异显著性
,

字母相同表示差异不显著
,

字母不同表示差异显著

3 讨 论

3
.

I v 。
对鱼类吞噬细胞功能的影响

有关 Vc 对鱼类白细胞吞噬活性的研究结果报

道不一
。

Y
.

H , d R
.

T
.

肠
v e ll川研究表明海鳃鱼摄

人含有不同剂量 Vc 的 日粮后
,

吞噬细胞的吞噬指

数 ( IP ) 明显高于无添加组
,

而吞噬百分数 ( PP )

却不受 Vc 的影响
。

R o be ir ,
等闭 对 比 目鱼

、

ve lr h a v

等 l( 99 8) 对虹蹲的研究也表明
,

高 w ( v
C
) ( > 2

.

0

x or
一 ’

) 能明显增强鱼体吞噬细胞的吞噬活力
。

但

也有许多研究结果表明 Vc 与吞噬细胞的吞噬作用

无关
。

如石斑鱼饵料中添加 w 为 0
.

5 x 10
一 ’ 一 2

.

0

x or
一 3
的 v C ,

其鱼体内的血液白细胞组成
、

白细

胞吞 噬 活力和 头肾白细胞 活力均不受 Vc 的影

响 [ ’ 0]
。

美洲河鳃对爱德华氏菌的吞噬活性不受 Vc

的影响侧
。

有关 v 。
对吞噬细胞功能影响的研究结

果不同
,

与 v C
添加量

、

鱼种和不同环境条件等因

素有关
。

本研究发现胡子鳃血液白细胞吞噬指数不

受 v C
的影响

,

而对其吞噬能力有影响
。

这说明 Vc

只能提高胡子鳃血液中个别吞噬细胞的吞噬活性
,

而对吞噬细胞功能的总体水平提高无作用
。
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3
.

2 V C
对鱼类淋巴细胞功能的影响

T淋巴细胞在鱼类的头肾和外周血中大量存

在
。

关于 v C
对鱼类淋巴细胞功能的影响国内外曾

有报道
,

但结果不尽一致
。

H出心i e 等ll[] 报道
,

用

2
.

75 0 义 10
一 ’
高 、 ( v

c
) 饲喂蛙鱼 26 个星期后

,

能

刺激其体内巨噬细胞的活化因子
,

导致淋巴细胞的

分化增殖
。

H田心i e 在对虹缚注射 v
。

的研究中也发

现同样的结果
,

淋巴细胞增殖明显高于无添加组
,

而且巨噬细胞的活化因子 ( M AF ) 的分泌也比添加

量较少的组要高得多 {” 〕。

但是 T w ahl i 等〔” 〕在研究

混合使用 v 。 和 v E
对虹缚免疫和抗病力的影响中

发现
,

单独使用 、 二 2
.

0 x 10
一 3 V C

对鱼体的淋巴细

胞增殖无效
,

而混合 w 二 2
.

0 x l o
一 ’ v 。

和 、 = 0
.

8 x

or
一 ’ V 。

却明显提高淋巴细胞的增殖
。

v 。
对胡子鳃

血液中 T 淋巴细胞活性有明显的促进作用
,

但并非

v c
剂量越高其有效性越好

。

3
.

3 V C
对血清其它因子的影响

血清蛋白质质量浓度也可以间接反映鱼体免疫

水平的高低
,

这与血清中免疫相关酶活性的提高有

关
。

刘栋辉等【’ 4 J研究发现 v 。
能明显提高斑节对虾

血清蛋白质水平
。

本研究结果显示
,

V C
能有效提

高胡子鳃血清蛋白质质量浓度
,

添加的 v 。
剂量与

体内的 V 。
质量浓度有一定的关系

。

与刘栋辉的结

论较一致
。

王道尊等仁” 〕报道异育银卿血浆的 v 。
质

量浓度 随饲料 中的添加 的 V 。
量增 加而 上升

。

J
.

o

~
等〔’ 6〕在金头绸上也发现了偏料中 v 。

量与

鱼体血清 v 。
量呈正相关的类似结果

。

但王道尊 〔” 1

的又一报道却显示
,

青鱼组织的 v C
质量浓度不受

添加 v 。
的剂量的影响

。

本研究结果发现胡子鳃体

内 v C
质量浓度与饲料的 v 。

添加量有成反 比的趋

势
,

与以上两种结论有所不同
。

出现这种结果与

V C
是水溶性 iV t

,

不能在鱼体内储存有关
,

并且高

质量浓度的 v C
添加量对鱼体吸收 v C

功能有抑制

的作用
。

关于 v C
对鱼体抗蛋白酶物质比活性的研

究国内未见报道
,

王宏 田川研究发现重组酵母菌能

明显提高牙娜血清抗蛋白酶物质的活性
。

而本研究

却发现除 2
.

0 x 10
一 ’
高质量分数 v 。

有作用外
,

其它

质量浓度对其无任何影响
,

这与鱼体本身和所研究

的添加物不同有关
。
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