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摘 要 研究证明用 T3菌苗免疫的中华鳖具有回忆应答反应。它的回忆应答介于鱼类和哺乳类之

间,具有以下特点: ( 1)回忆应答与初次应答的 IAT 峰值差异明显, 比率可达 2 左右; ( 2)抗体生成速度较快, 第

16 天左右 IAT可达峰值水平, IAT 峰值下降速度明显低于生成速度; ( 3)与初次应答相比, 回忆应答抗体形成的

速度较快,而消失的速度较慢。
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ABSTRACT It was demonstrated that soft shelled turt le, Trionyx sinensis, with bacterin T3 had anamnest ic

response that was situated between the f ish and mammal. It possessed these characters: ( 1) the anamnestic and

primary response differed significantly in peak stage of IAT of soft shelled turtle, and its ratio reached two or so;

( 2) antibody of primary response produced quickly , which got to the highest level on about the 16th day after the

second immunization, but its disappearing speed was slower than producing one; ( 3) the producing rate of IAT of

anamnestic response went up faster than that of the primary, but the dropping rate was slower.
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中华鳖( Trionyx sinensis)是水栖性爬行动物。比较免疫学的研究表明, 它的免疫系统发达程度高于

鱼类
[ 1~ 4]

,但它仍是变温动物, 跟鱼类一样, 温度等环境因素对其免疫应答有着较大的影响(杨先乐.

1997.影响中华鳖免疫应答因素的探讨 免疫原(菌苗)与环境条件. )。关于中华鳖免疫应答的规律,

尤其是回忆应答反应的规律是否也具备鱼类那样的特点,至今仍鲜有报道。为了给中华鳖的免疫学防

治技术指示方向,我们进行了这方面的研究。

1 材料和方法

1. 1 免疫原的制备

中华鳖红底板致病株 T3由长江水产研究所鱼病室分离, 经鉴定为嗜水气单胞菌。扩大培养

后, 用0. 4%的福尔马林28 灭活 48h,无菌生理盐水洗涤三次( 3 000 r/ min 30min) , 安全性检验后分装,
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4 冰箱保存备用。

1. 2 试验鳖

为了重复同一类试验,试验鳖分别取自于长江水产研究所鳖养殖场和上海前卫中华鳖养殖场,体重

30~ 100g, 健康无病无伤残。试验前让其适应试验环境 3~ 5天。试验中每组试验鳖(包括对照组) 8~

10只。

1. 3 免疫方法与免疫应答水平的测定

以后腿肌肉注射的方式进行免疫, 接种量为 0. 3~ 0. 5mL /只(菌苗浓度 60 108cfu / mL)。免疫后

若干天,用红细胞间接凝集试验[ 5]测定其血清间接凝集抗体效价(能使致敏红细胞产生 2+ 以上凝集的

最高血清稀释的倒数,以下简称 IAT)和用 3 108cfu / mL T3致病菌菌液攻击,测定其免疫保护率[免疫

保护率( % ) = ( 1- 免疫组死亡率 / 对照组死亡率) 100,以下简称 PRP]。为了排除各次试验检测 IAT

时因操作和条件不同可能造成的系统差异,每次均以同一血清作为参照, 以此同化各次试验结果,以进
行分析和比较。

2 结果

2. 1 中华鳖对 T3菌苗的初次应答反应

从1995年到 1998年,我们设计了 27组免疫试验,分别检测了初次免疫后第 0, 5, 10, 20, 25, 30, 35,

40, 50天的 IAT 和 PRP。试验结果表明 , 免疫后第 20 天 , IAT 就由初始状态时的 7. 5 3. 5( 2)

上升到1 768. 0 447. 6( 4) , PRP 由 0上升到 91. 7 14. 4( 4) %,达到最高值。此后开始下降, 到第 50天

时,仅和第 5天的水平相当, IAT 与 PRP 分别为 124. 7 71. 2( 2)与 25. 0 35. 3( 2) % (图 1)。将第 20天

的免疫应答水平分别与其余各天进行统计分析,可以看出,免疫应答水平达到最高值以前,大部分天数

的PRP 与 IAT 与第 20天有非常显著差异(如第 0天的 IAT 和 PRP及第 5天的 IAT)或显著差异(如第 5

天的 PRP及第 10天的 IAT 和PRP) ; 而达到最高值以后, 除 IAT 与第 20天时的差异仍显著之外, 其余天

数的 PRP的差异程度均不如前者那样显著。

图 1 中华鳖对 T3菌苗初次应答反应

Fig. 1 The primary response of soft shelled turtle immunized w ith bacterin T3

注: * 为平均数 标准差(试验次数)
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2. 2 中华鳖对 T3菌苗回忆应答与初次应答的比较

在中华鳖初次免疫后第 5、10、20、30天分别测定各免疫组的 IAT;第 30天对免疫组部分中华鳖进行

加强免疫,然后在加强免疫后第5、10、30、60、90、122天分别测定初次与加强免疫的 IAT, 图 2是其试验

结果。从图2可以看出初次免疫后第 30天 IAT 由第 20天高峰期时的 853. 1 195. 6( 3)下降至 597. 4

391. 1( 3) , 如不进行加强免疫 , IAT 将继续下降, 到第 3 5天时就与高峰期有非常显著的差异 ( P

< 0. 01) ; 相反, 加强免疫后的第 5 天中华鳖的 IAT 就开始回升 , 到第 30 天时达到第二个更

高的高峰 , IAT 为 1 706. 7 591. 2( 3) , 峰值约为第一个峰值的 2 倍左右。以后 IAT 缓缓下降,第 60天

时的 IAT 与第二个峰值时比较仍没有显著差异( 0. 5> P> 0. 4) ; 持续到第 90天 IAT 仍达 512. 0 443. 4

(3) ,虽与第二个峰值的 IAT 差异显著( 0. 05> P> 0. 02) , 但与第一个峰值相比无显著差异( 0. 3> P> 0.

2) ;第 122天时, IAT 仍基本保持在初次应答第 5~ 10天的水平。

以初次免疫与加强免疫的起始接种日、IAT 值高峰日以及初次免疫后的第 40天与加强免疫后的第

122天为起止点,分别得到初次免疫与加强免疫 IAT 上升期与下降期的4个线性回归方程(表 1)。回归

方程表明,无论是 IAT 上升期还是下降期初次免疫的回归系数 b都要大于加强免疫,而加强免疫回归方

程的 a值都大于初次免疫,说明初次免疫 IAT 的上升速度与下降速度均比加强免疫快,在相同天数情况

下加强免疫后的 IAT 值要大于初次免疫; 根据回归方程,若以免疫后 IAT 要达到 1 000计算,则初次免

疫约需 24天, 而加强免疫只需 10天; 若 IAT 分别从现有的高峰值降到 100,则加强免疫需 89天,而初次

免疫只要 18天。

图 2 中华鳖对 T3 菌苗的回忆应答与初次应答的比较

Fig . 2 The comparison between primary and anamnestic response of soft shelled turtle immunized with bacterin T3

注:括号内的数字代表加强免疫后的天数
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表 1 用 T3 菌苗初次免疫与加强免疫后的中华鳖血清间接凝集抗体效价上升期与下降期的回归方程

Tab. 1 The regression equation of IAT of soft shelled turtle in single and booster

immunized with bacterin T3 in increasing and decreasing phases

免疫类型 抗体变化类型 回归方程 F P

初次免疫
上升期 Y= - 54. 48+ 44. 489X 67. 564 0. 014

下降期 Y= 893. 52- 42. 92X 26. 484 0. 036

加强免疫
上升期 Y= 621. 992+ 37. 630X 25. 611 0. 037

下降期 Y= 1649. 702- 17. 349X 145. 707 0. 007

2. 3 中华鳖对 T3菌苗回忆应答抗体产生的高峰期的确定

图3是加强免疫第 0, 5, 8, 10, 16, 30, 40, 60, 70天后, 加强免疫、初次免疫与未免疫的对照中华鳖血

清 IAT 的变化情况,以进一步确切测定加强免疫后抗体峰值出现的时间。结果表明, IAT 高峰出现在第

16天, 达 5 760. 0 2790. 0( 4) ,它与加强免疫开始时及这一天未加强的一次免疫的 IAT(第 46天)有极为

显著的差异( P< 0. 01) ,与加强免疫后的其余各天的差异均不显著。但从显著性差异的程度来说, IAT

上升的速度要大于下降的速度(第 5、8、10、30、40、60、70天分别为 0. 2> P> 0. 1, 0. 2> P> 0. 1, 0. 3> P>

0. 2, 0. 6> P> 0. 5, 0. 5> P> 0 . 4, 0 . 3> P> 0. 2, 0. 2 > P> 0. 1 )。此时 , 初次免疫的 IAT 下降

到 103. 2 47. 8( 4) ,与一次应答高峰的第 20天相比有显著的差异( P< 0. 05)。

图 3 中华鳖对 T3 菌苗回忆应答抗体产生的高峰期

Fig. 3 The peak stage of anamnestic response antibody of soft shelled turtle immunized with bacterin T3

3 讨论

自Avtalin[ 6]首先报道用牛血清白蛋白再次免疫鲤,能导致抗体再度升高,具有回忆应答之后,已先

后证明鲫、鱼师、草鱼、鲑鳟鱼类等也具有类似的反应[ 7~ 12]。中华鳖属龟鳖类爬行动物, 进化地位高于鱼

类,免疫系统也较鱼类复杂
[ 1~ 3]

,理应具有回忆应答现象,我们的试验证明了这一点。

中华鳖的分类地位介于哺乳类与鱼类之间,本试验证明它的初次应答与回忆应答也介于二者之间,

既不同于鱼类, 也与哺乳类有所区别。它具有以下的特点: 初次应答抗体上升和下降速度较快,维持

时间较短。大部分鱼类对于抗原的刺激,抗体产生的速度较慢,但持续的时间较长[ 13]。传染性胰脏坏
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死症病毒疫苗免疫的硬头鳟, 要在第8周时中和抗体才达到峰值
[ 14]

,而弧菌疫苗浸泡免疫硬头鳟, 血清

抗体达到峰值的时间却在第 17周
[ 15]

; 人和哺乳类抗体出现较快,但高峰出现后则会很快下降
[ 16]
。在这

一点上,中华鳖比较接近人类和哺乳类。 中华鳖的回忆应答与初次应答抗体的峰值有较明显的区别,

回忆应答与初次应答的 IAT 之比可达到 2左右。对于鱼类, 回忆应答与初次应答的抗体的比率较

低[ 6, 7] ,有的鱼类(如硬头鳟等)在某些时候回忆应答与初次应答几乎没有区别, 出现回忆应答抑制现

象[ 17, 10] ; 而对于哺乳动物或人类, 回忆应答的抗体水平可高出初次应答几倍乃至 20倍以上[ 16]。由此可

见,中华鳖回忆应答与初次应答抗体的比率介于二者之间。 从图 2可以看出, 中华鳖回忆应答抗体峰

值出现在第 30天左右;进一步缩小测定的期限, 得到第 16天回忆应答抗体就可达到峰值水平(图 3)。

由此我们认为, 中华鳖的回忆应答抗体产生速度相应较快, 而鱼类要获得较强的回忆应答则需经较长的

记忆时间[ 18, 19, 11] , 人类却无潜伏期或经较短的潜伏期就可产生较强的抗体。另一方面, 中华鳖回忆应

答抗体达到峰值后, 下降的速度明显低于抗体峰值产生的速度, 这一点也与鱼类有较大的区别。 与初

次应答相比,中华鳖回忆应答抗体形成的速度较快, 而消失的速度较慢。本试验证明, 回忆应答的 IAT

维持到 4 个月左右仍非常明显地高于未免疫对照组, 虽比鱼类所维持的时间短 (鱼类 10 个月左

右) [ 20, 15] ,但比人类(可维持一个月以上)明显要长。

从中华鳖对 T3菌苗初次应答与回忆应答的试验结果来看, 以免疫防治的方法控制中华鳖重大传染

性疾病的发生是一条可行的途径。只要我们根据中华鳖免疫应答反应的规律性, 研制抗原性强的疫

(菌)苗,采取恰当适时的给予方法,就能有效地控制其疾病的发生。

岳阳农校学生何淑云、卢玲娟参加部分工作,谨致谢意。
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