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三种鲤对暴发性鱼病抗病力的差异
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提 要 本文报道三种鲤对嗜水气单胞菌引起暴发性鱼病的抗病力试验结果
。

当菌液浓度

为6
.

o X l o 8
C F U /m l

,

采用 1 0
0 、
1 0 一 ’

、

1 0 一 ’ 、
2 0 一

3

四个稀释度
、
o

.

s m l /尾注射剂量时
,

建鲤
、

野鲤和镜

鲤 的半数致死量 ( L D
S。
)分别为 1 0一 ` “ 75

、

1 0 一
“ ’ 76

、

1 0 一
“ 5 62

。

这三种鲤的半数致死量差异 显著 ( F >

F
O

.

。 5 )
。

从四个方面研究了抗病机理
:

白细胞吞噬功能和补体替代途径 ( C 3

旁路 )杀菌能力
,

镜鲤较强

于 野鲤和建鲤
,

但无显著差异 (F < OF
.

。 5 ) ;
红 细胞 C

3、
受体花环率和补体总量 (单位 /m l )

,

是建鲤 >

野鲤 > 镜鲤
,

差异极显著 (F > OF
.

。 1 )
。

本研究结果还表明建鲤的红细胞 C
3、

受体花环率和补体总量

稍高
,

但对暴发性鱼病病原 (嗜水气单胞菌 )较易感染
。

以上结果证明
,

不同品系鲤鱼对暴发性鱼病

有种内特异性
。

关键词 建鲤
,

野鲤
,

散鳞镜鲤
,

暴发性鱼病
,

抗病力

八十年代后期以来
,

我国主要养殖地区出现暴发性鱼病
,

病势凶猛
,

传染性强
,

死亡率高
。

发病遍及螂
、

团头纺
、

链
、

墉
、

鲤等绝大部份养殖鱼类
,

对养殖生产危害很大
。

许多学者研究了该

病的病原
、

病理及其与环境的关系
,

但针对我国主要淡水养殖鱼类对暴发性鱼病抗病力的研究

尚属开始
。

蔡完其和孙佩芳 [ 1 9 9 3年 ]报道了螂对暴发性鱼病的抗病力存在显著的种内差异
,

认

为彭泽螂对暴发性鱼病抗病力较强
,

为其推广提供了理论依据
。

鲤是我国主要养殖鱼类之一
,

产量在我国淡水养殖鱼类 中占第 4位
。

鲤的地方群体或品系较多
,

为查明不同鲤鱼对暴发性鱼

病抗病力的差异
,

作者选择了商品养殖中较重要的野鲤
、

人工选育的散鳞镜鲤及建鲤作为研究

对象
,

通过对暴发性鱼病抗病力的种内差异测定和 比较
,

探讨其抗病机理
,

以期对养鱼业有所

裨益
。

材 料 和 方 法

1
.

试验鱼及试验菌种 野鲤 由上海市南汇县水产养殖场提供
,

建鲤和镜鲤分别来自淡水

渔业研究中心和黑龙江水产研究所
。

三种鱼在上海市南汇县水产养殖场上海水产大学种质资

源试验站同塘饲养 3个月
,

以清除养殖环境因子对试验的影响
。

试验鱼体长 1 4
.

5一 16
.

3 o m
,

体重

82
一 1 00 9

,

均 无暴 发性鱼病发病史
。

试验 菌种为鲤 鱼 暴发性病病原菌一嗜水气单 胞 菌

( A e or m o n a s
勿 d r o P h i l a )

2
.

方法 所有器皿均经灭菌处理
,

以下操作均为无菌操作
。

( l) 半数致死量 ( L sD
。
)浏定 每种试验鱼取 40 尾

。

用浓度为 6
.

0 X 10 ℃ F U /m l 的菌液
,

以

1 00
、

1 0 一 ` 、

1 0 一 ’
及 1 0 一 3

四种稀释度
,

每尾鱼腹腔注射 0
.

3 m l
。

半数致死量计算方法参考 R ee d
-

收稿 日期
:
1 9 9 3

一

1 0
一

2 6
。



4 期 蔡完其
、

孙佩芳
:

三种鲤对暴发性鱼病抗病力的差异

M u e n e h 法「安德森
,

1 9 8 4年中译本 ]
。

( 2 )补休试验 补体试验包括血清制备
、

血清抗体检查
、

补体替代途径 (C
3

旁路 )杀菌试验

及补体总量测定
。

进行补体试验的鱼同时也作白细胞吞噬和红细胞 C
3 b

受体花环试验
,

3种鱼各

测定 10 尾
。

( 3) 白细胞吞噬试验 测定三种鲤白细胞吞噬百分率
。

上述三项试验方法请参见蔡完其与孙佩芳 [ 1 9 9 3 ]
。

( 4) 红细胞 C
3、受体花环试验 参考郭峰 [ 1 9 8 2」的方法

。

①红细胞悬液制备
。

从鱼的尾动脉

抽血 2滴
,

分别置于离心管中
,

用 0
.

85 %生理盐水洗涤
、

离心两次 ( 2 0 0 0转 /分
, 5分钟 )

,

弃上清

液
,

取沉淀物用显微计数法配制成浓度为 1
.

25 x l护个 /m l 的红细胞悬液
。

②致敏酵母的处理
。

用少量生理盐水溶解致敏酵母
,

然后洗涤
、

离心一次 ( 2 0 0 0转 /分
,

5分钟 )
,

洗涤的同时充分混

匀
,

使其在显微镜下呈单个分离状态
,

最后配成 1 x 1 05 个 / m l 的致敏酵母悬液
。

③ C
3b

受体花环

的形成
。

将 C
3、
致敏酵母悬液与红细胞悬液各 1 0如 L 等量混合

,

20 ℃水浴孵育 30 分钟后
,

再加等

量生理盐水稀释
,

用 5如 L 0
.

25 %戊二醛固定
,

轻轻摇匀
。

④玻片制备
。

每尾鱼制备 3片
,

涂片薄

而均匀
,

高倍镜下每视野 7一 8个红细胞为宜
,

涂片后冷风吹干
,

甲醇固定
,

瑞氏染色液染色
。

⑤镜

检
。

高倍镜下计数 2 00 个红细胞中的酵母花环数 (粘附两个及两个 以上酵母细胞为一个花环 )
,

并换算成百分率
,

作为 C
3 、

受体活性的指标
。

一 夕古

一
、 r 卜 4 果

(一 ) 半数致死量 ( L D S。 )的测定结果

三种鲤鱼感染后
,

三天 内的死亡情况如表 1
,

半数致死量 ( L D
S。
) 如表 2

。

方差分析 [ aZ
r ,

1 9 7 4 ]表明三种鲤的半数致死量差异显著 (F > OF
.

。 5
)

。

(二 ) 补体试验

1
.

试验鱼血清抗体检查 试验鱼的血清无凝集现象
,

证实试验鱼均未感染嗜水气单胞菌
。

2
.

补体替代途径 ( C
3

旁路 )杀菌试验 三种鲤鱼补体替代途径 ( C
3

旁路 )杀菌试验结果如表

3
。

它清楚地表明
,

随着培养时间的延长
,

残存菌数量增加
。

经过 1 2小时的培养
,

血清中残存菌量

在 1 05 一 1 0 ,

数量级
。

对残存率的方差分析表明
,

三种鲤鱼血清的补体替代途径 ( C
3

旁路 ) 杀菌力无显者差异 (F

< OF
.

。 5
)

,

但是随着培养进间的延长
,

镜鲤血清补体替代途径 ( C
3

旁路 )杀菌力逐渐稍强于野鲤

和建鲤 (表 3 )
。

3
.

补体总 t 测定 三种鲤鱼补体总量测定结果列于表 4
。

建鲤平均为 3
.

9单位 /m l 〔补体总

量以 1 m l 未稀释血清所含的 50 %溶血剂量 ( C H
S。

单位 )数表示 〕
,

野鲤平均为 3
.

1单位 /m l
,

镜鲤

平均为 2
.

03 单位 /m l
,

三者差异极显著 (F > OF
.

。 1
)

。

(三 ) 白细胞吞噬试验

三种鲤鱼的 白细胞吞噬百分率如表 5
。

二次试验结果的方差分析表 明差异均不显著 (第一

次 OF
.

2 5

< F < OF
.

, 。 ,

第二次 OF
.

; 。

< F < OF
.

。5
)

,

但二次试验值的顺序均为镜鲤 > 野鲤 > 建鲤
。
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衰 l 三种鲤人工感染嗜水气单胞菌三天内死亡率的比较

T a b l e 1 C o m P a r is o n o f m o r t a l i t y i n 3 s t r a i n s o f e o m m o n e a r P i n f ec t ed

b y A e or m o月 a s hy d , P越 al w i th l n 3 d a y s

试验组 累积数

试验组 品 系

存活数 死亡数 死亡比数 总死亡数 总存活数 比数 百分率

10 0

8 0

0

Oé一勺ōb/
z了j21Oé401 0 0

1 0一 1

10一 2

10一 3

10 0

建鲤

0 / 1 1

O甘J任00
匕J工 JJlbl勺
/了才厂了/

户 /产
二JA

L

00

匕J工kJ

叮̀ù匕n己
口

八弓̀月诊/
//z了/肠

`

// //

认么众0/乳么
月了,自00

匕J工bt办互」
夕

//
尹了///匕OJ自

000勺d工JJ巴」

10 一 1

1 0 一 2

野鲤

1 0 一 3

第一次试验

1 0 0

1 0 一 l

1 0 一 2

1 0 一 3

10 0

4 0

0

0

7 1
.

4

2 8
.

5

0 / 1 0

0 / 1 5

61103513251015

巴J,éné005053525////一55/
心̀八J亡Jto

镜鲤

Oó二J浦b了/了//产qó月任01 0 0

J任nU1 0一 1

1 0一 2

1 0 0

8 0

0

建鲤

1 0一 3
l 1 0 / 1 1

J任n六11比J101óJ
沙/才 z了
`

了尹
连
`

00

亡JUJ

ǎ吕内了
ù
Un曰,沙一O Oé弓̀门乙

J

Z
J厂了/z丹了̀跳0

O乙OJ一Xé

.任
0

1 0
0

1 0一 l

10 一 2

野鲤
第二试验次

1 3 0 / 1 3

,口J任0ól]匕JlóJ101勺
户/了22

`

J/znjJ协00

二J10

10 0

2 0

0

ÙlóJO曰/
才产/

J

/
了血匕11八UnU月话O口

1 0 一 3

1 0
0

1 0 一 1

1 0一 2

1 0一 3

镜鲤

l 4 0 / 1 4

1立00

巴Jl乃ù01匕了//广////暇J110ǐUOA
人ùOó匀

表 2 三种鲤人工感染啥水气单胞菌的半数致死 t ( L D .s) 测定值

T a b l e 2 o b s e r v e d v a l u e s o f m e d ia n l e t h a l d o s e ( L D ” ) 二n 3 s t r a i n s

o f e o m m o n e a r P i n f e c t e d b y A
.

勺由叩人社口

品 系 建 鲤 野 鲤 镜 鲤

第一次试验 1 0一 ’
t

“ 75 1 0一 0 “ 3 1 0一 o
·

“

第二次试验 1 0一 ’
·

3 75 1 0一 `
t

’ 23 1 0一 o
·

` 2 5

均 值 1 0一 `
·

“ 75 1 0一
。

`

, 76 1 0一
。 ” 62
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裹3 三种鲤补体替代途径 ( C ,

旁路 )杀菌试验结果

T a b l e 3 S t
u d y r se u l t s o f b a c t e r l c ld a l r e a e t io n b y t h e a l t e nr

a t iv e P a t h w a y

o f e o m P l e m e n t (C 3 s h u n t ) f o r 3 s t r a isn o f e o m m o n c a r P

l ( h ) 3 ( h ) 6 ( h ) 1 2 ( h )

残存菌 ( C F U /m l )

残存率

残存菌 ( C F U /m l )

残存率

残存菌 ( C F U / m l )

残存率

残存菌 ( C F U /m l )

残存率

建鲤

野鲤

EG T A
镜鲤

7
.

6 X 1 0 5

0 8 2

5
.

6火 1 0 5

0
.

6 1

8
.

4 X 1 0 5

0
.

9 1

8
.

7 只 1 0 5

0
.

94

7
.

2 X 1 0 5

0
.

78

9
.

0 X 1 0
5

0
.

97

8
.

9又 1 0 5

0
.

9 6

8
.

4 X 1 0 5

0
.

9 1

1
.

0 义 10 5

1
.

0 8

2
.

8 X 1 0 6

3
。

0 3

2
.

1 X 1 0 6

2
.

27

2
.

3 X 1 0 6

2
.

4 9

2
.

7 X 1 0 6

不加热不加

2
.

92

2
.

5 X 1 0 6

2
.

70

不加热加

E G T A 2
.

7 X 1 0 6

3
.

0 X 10 6

3
.

2 4

2
.

8 X 10`

3
.

0 3

2
.

9 义 1 0 6

3
。

1 4

3
.

5 X 1 0 6

3
。

7 8

4
.

3 X 1 0 6

4
.

6 5

2
.

9 X 1 0 6

鲤鲤鲤建野镜

2
.

9 2 3
.

1 4

建鲤 3
.

0 X 1 0 6

3 24

野鲤 2
.

8 X 1 0 6

3
.

0 3

E G T A 2
.

8 X 1 0 6

3
.

0 3

6 X 1 0 6

6
.

4 9

6
.

0 X 10 6

6
.

4 9

6
.

5 X 10 6

7
.

0 3

加热不加

镜鲤

7
.

0 义 1 0 8

75 6
.

7 6

6
.

0 X 1 0 8

6 4 8
.

6 5

5
.

0 X 1 0 8

5 4 0
.

5 4

7
.

O X 10 .

7 5 6
。

7 6

7
.

0 X 1 0 8

7 5 6
.

7 6

6
.

0 X 1 0 8

6 4 8
.

6 5

2
.

3义 10 9

2 4 8 6
.

4 9

2
.

3火 1 0 9

2 4 8 6
.

4 9

1
.

6 X 1 0 ,

17 2 9
.

7 3

注
:

(l )菌液浓度 3
.

7 x lo 吃 F U /m l ; (2 ) E G T A一 二醉双乙胺醚
一 N

,

N 一四 乙酸
,

最终浓度10
一

` M ol
。

表4 三种鲤补体总 t 测定值 (单位 / m l)

T a b l e 4 o b s e r v e d v a lu e s o f t o ta l a m o u n t o f c o m P le m e n t s in 3 s t r a i n s o f e o m m o n e a r P s ( u n i t / m l )

各次测定值
品系

—
均值士标准差

1 2 3 4

建鲤 3
.

9 0 3
.

9 5 3
.

8 5 3
.

90 3
.

9 0土 0
.

0 4

野鲤 3
.

1 0 3
.

1 5 3
.

1 5 3
.

0 0 3
.

1 0士 0
.

0 7

镜鲤 2
.

0 3 2
.

0 0 2
.

0 6 2
.

0 4 2
.

0 3士 0
.

0 2

注
:

表中数据为 10 尾鱼血清混和测定值
。

表 5 三种鲤白细胞吞噬百分率

T a b l e 5 P e r e e n扭 g e o f l e u e oc y t e Ph a g o c y t le o f 3 s t r ia n s o f e o m m o n ca r P

试验鱼编号
品系

—
均值 士标准差

1 2 3 4 5

第一次 建鲤 2 5
.

3 25
.

7 2 6
.

5 2 3
.

2 3 5
.

3 2 6
.

0士 7
.

4

野鲤 3 7
.

8 3 9
.

1 2 3
.

4 2 0
.

9 2 3
.

3 2 8
.

9士 8
.

8

试 验 镜鲤 3 9
.

4 4 1
.

4 2 4
.

2 3 9
.

3 3 4
.

4 3 5
.

7士 6
.

9

第二次 建鲤 20
.

9 2 6
.

0 2 0
.

1 2 8
.

0 1 8
.

0 2 2
.

6士 4
.

2

野鲤 28
.

5 1 9
.

0 3 1
.

0 2 4
.

1 2 1
.

2 24
.

8 士 5
.

0

试 验 镜鲤 2 1
.

0 3 0
.

0 3 6
.

0 4 0
.

0 3 0
.

0 3 1
.

4 士 4
.

2
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(四 ) 红细胞 C b3受体花环试验

C
3 b
致敏酵母与鲤红细胞形成花环

。

试验结果建鲤高于镜鲤和野鲤 (表 6 )
,

差异极显著 (F >

F o
.

。 z

表 6 三种鲤红细胞 C , 受体花环率

T a b l e 6 P e r e e n ta g e o f e r y th r oc y te C 3 o r e e e p to r s a g g r e g a t e s o f 3 s t r a i n s o f c o m m o n c a r P

红细胞 C 3、
受体花环率 (% )

—
均值士标准差

1 2 3 4 5 6 7 8

建鲤 7
.

7 7
.

8 7
.

5 9
.

5 8
.

0 9
.

6 8
.

7 8
.

5 8
.

4士 0
.

8

野鲤 8
.

7 6
.

4 7
.

2 5
.

8 6
.

7 7
.

3 6
.

6 5
.

7 6
.

8士 1
.

0

镜理 6
.

3 5
.

6 5
.

8 9
.

6 5
.

3 6
.

0 5
.

8 6
.

8 6
.

4士 1
.

4

三
、

讨 论

1
.

本文是继蔡完其
、

孙佩芳 [ 1 9 9 3 ]所作三种螂对暴发性鱼病的抗病力的研究之后
,

探讨另

一主要养殖对象鲤对暴发性鱼病的抗病力的种内差异
。

研究路径是
,

首先进行半数致死量

(L D
S。
)测定

,

再从白细胞吞噬功能
、

补体替代途径 (C
3

旁路 )杀菌能力
、

补体总量及红细胞 3C
、

受

体花环率四个方面进行抗病机理研究
。

在半数致死量 ( L D
S。
)方面

,

当菌液浓度为 6
.

0 又 2 0 8 C F U /m l
,

采用 1 0。
、

1 0一 ` 、

2 0 一 2 、

1 0 一 ’
四

个稀释度
,

0
.

3 m l/ 尾注射剂量时
,

半数致死量 ( L D
S。
)依次是

:

建鲤 1 0一 ` “ , 5 、

野鲤 1 0 一 “
·

’ 76 、

镜鲤

1 0 一 “
·

5 62 ,

差异显著 (F > OF
.

。 5
)

。

在白细胞吞噬功能和补体替代途径 (C
3

旁路 ) 杀菌能力方面
,

差异

均不显著
,

但测定值均是镜鲤较强于野鲤和建鲤
,

这和半数致死量 ( L D
S。
)测定结果的顺序基本

一致
。

而在补体总量和红细胞 C
3b
受体花环率方面

,

差异均极显著 (F > OF
.

。 ,
)

,

顺序是建鲤 > 野

鲤 > 镜鲤
。

建鲤是经过多年选育的优 良品种
,

其选育目标是生长速度和体型 [张建森等
,

1 99 0〕
,

并未

在抗病力方面进行选育
。

本试验测定表明
,

建鲤免疫力较强
,

这可能是在长期的生长速度选育

中产生的附加效应
。

但从半数致死量 ( L D
S。
)试验结果看

,

同野鲤和镜鲤相 比
,

建鲤对暴发性鱼

病病原 (嗜水气单胞菌 )较 易感染
。

众所周知草鱼易患多种疾病
,

但对暴发性鱼病病原 (嗜水气

单胞菌 )却不易感染
。

这两种情况表明
,

某种鱼对某些病原体具有易感性
。

三种鲤对暴发性鱼病

病原感染程度的不同
,

正表 明不同鲤鱼对暴发性鱼病具有种内特异性
。

这与作者对螂鱼的研究

结果一致 [蔡完其
、

孙佩芳
,

1 9 9 3 ]
。

2
.

红细胞免疫功能是现代免疫学的一个新领域
,

自1 9 8 1年美国学者 [ iS eg
e l 等

,

1 9 8 1 ]提出
“

红细胞免疫系统
” 以来

,

医学界对人类的红细胞免鹰调节功能 已进行了研 究 [郭 峰
,

1 9 9 1 ]
。

至于鱼类红细胞的免疫功能
,

冯来坤等 ( 1 9 92 )对鲤
、

草鱼
、

金鱼作过初步研究
,

但对鱼类红细胞

( 1) 冯来坤等
,

1 9 9 2
。

鱼类红细胞免疫功能的初步研究
。

鱼类病害研究
, 14 ( 1 )

: 1 1一1 2
。



4期 蔡完其
、

孙佩芳
:

三种鲤对暴发性鱼病抗病力的差异 2 9 5

免疫功能的种内差异尚未见报道
。

本试验证明建鲤
、

野鲤和镜理的红细胞均能同 C
3、

致敏酵母

结合形成花环
,

这是由于 C
3、

致敏酵母附有 aC
b

成份
,

它同红细胞上的 C
3、

受体结合形成 aC
b

受体

花环所致
。

三种鲤的 C
3、
受体花环率依次是建鲤 > 野鲤 > 镜鲤

,

差异显著
。

这不仅证实了鱼类红

细胞具有免疫功能
;而且证明不同品系鲤鱼红细胞的免疫功能存在种内差异

。

3
.

本研究结果揭示不同品系鲤鱼免疫力不同
,

而对特定疾病病原的感染性同免疫力并不

一致
,

即存在着对某种疾病的种内特异性
。

因此
,

在对鱼类抗病能力进行选育时
,

不仅要从总体

上重视鱼体的健康程度
,

还要注意对特定疾病的抗病力
,

方能育成抗病力强的较理想品种
。

细菌由 上海水产大学孙其焕 副教授提供
,

建鲤由 淡水 渔业研究中心张建森教授提供
,

C 3。
致敏酵母 由 第二

军 医大学邹 峰 教授提供
,

1 9 9 2届 淡水养兹专业学生郭占芳
、

钟波兰参加部份工作
,

一 并致谢
。
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