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摘 � 要: 利用嗜水气单胞菌- ISCOMs 疫苗口服或注射免疫欧洲鳗鲡, 分别于口服或注射免疫后第 1、7、14 和

21 d 采集欧洲鳗鲡前、中、后肠, 经石蜡制片, H E 和 AB- PAS 染色计数肠上皮内淋巴细胞和杯状细胞数量。

结果显示: 两种免疫方式均能不同程度影响肠道上皮内淋巴细胞和杯状细胞数量; 血清抗体效价检测结果显示,

免疫 7 d 后抗体效价开始升高, 且注射免疫组血清效价整体水平高于口服免疫组。
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Effects of two vacination methods on lymphocytes and goblet cells in intestinal epithel ium

of Angui lla anguilla
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Abstract: Oral o r inject ion immunization w ith A er omonas hy dr op hila�ISCOMs w as applied on A nguilla anguilla for

the study. T he number s o f lymphocy tes and goblet cells in the intestinal epithelium o f A . anguilla at day s 1, 7, 14

and 21 after the vaccinat ion w ere determined by using H E and AB�PAS staining . The r esults showed t hat the immu�

nization changed the number s of lymphocy tes and goblet cells, and the antibody activity in serum became higher after day

7. It was found that the injection immunization produced a higher antibody activity than the oral application.
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� � 我国是世界上最大的鳗鲡生产国,全国共有鳗鲡
养殖场 1 700~ 1 800个, 2003年产量约 17� 817万 t,

居世界第一。嗜水气单胞菌是引起鳗细菌性败血症

最主要的病原菌,每年给我国鳗鲡养殖业带来巨大的

经济损失[ 1- 2]。近年来,关于鳗鲡细菌性疾病免疫预

防的研究报道,主要集中在疫苗免疫和其他保护性抗

原所引起的鳗鲡体液免疫应答的水平变化和免疫保

护率测定方面[ 3] , 而有关疫苗免疫后组织变化方面

的研究材料较少[ 4]。本试验利用嗜水气单胞菌�
ISCOMs 疫苗免疫欧洲鳗鲡, 采集肠道, 石蜡切片,

HE和 AB�PAS染色, 观察免疫后不同时间各肠道
段上皮内淋巴细胞和杯状细胞水平;探索嗜水气单

胞菌作用机理, 为合理使用疫苗提供参考。

1 � 材料与方法

1� 1 � 试验材料
嗜水气单胞菌疫苗 ( ZN1�ISCOM s和 MOMP�

ISCOM s) 由福建省农业科学院鱼病中心制备。试

验所用欧洲鳗鲡由福建省长乐顺德鳗鲡场提供, 规

格为 80~ 120 g �尾- 1
。50 cm � 30 cm � 40 cm 塑

料水族箱注水至箱深的 2/ 3 处, 每个水族箱放养鳗

鲡 10 尾, 控制室温 24 � 1 � 。水源为暴气自来水,

视水色变化给予适当换水, 普通小型充气机连续充

气直到试验结束。欧洲鳗鲡在免疫前暂养 1周, 检

测鳗鲡健康后用于本次试验。注射后停止饲喂 3 d,

然后继续饲喂基础饵料。

1� 2 � 免疫接种
选用欧洲鳗鲡 90尾,随机分为 3组: 对照组、口

服组和注射组, 每组 30 尾。口服组利用 ZN1 -

ISCOM s 按 0� 75 mg �尾- 1剂量拌料饲喂, 连续口

服 21 d; 注射组腹腔注射 MOMP- ISCOM s, 100

�g �尾- 1 ,一免 7 d后进行二免,剂量与一免相同。

1� 3 � 组织切片制作及染色
分别于口服或一免后第 1 d、7 d、14 d和 21 d
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随机取免疫组和对照组欧洲鳗鲡各 5尾。鳗鲡经尾

静脉采血后, 按常规方法解剖, 迅速取出鳗鲡欧洲

前肠、中肠、后肠 3段, 长度 0� 5~ 1� 0 cm , 浸入
pH 值 7� 2的磷酸盐缓冲液迅速洗掉内溶物。组织
经 Car noy� s固定液固定 24 h, 常规石蜡切片, 厚

度 4 �m。HE 染色法显示肠黏膜上皮内淋巴细胞;

AB- PAS 染色法显示肠上皮内杯状细胞。

1� 4 � 免疫细胞的观察
光镜下观察各肠段染色情况, 每个肠管取 5张

着色良好的切片, 每张切片在 40 � 10倍放大倍数

下随机选取 5个视野, 计数每个视野上皮内的淋巴

细胞和杯状细胞数量。两种细胞数量变化采用试验

组细胞数量减去对照组细胞数量表示, 并用 SPSS

11� 0统计软件进行单因素方差分析。
1� 5 � 免疫血清抗体效价检测

ELISA 测定免疫欧洲鳗鲡血清抗体效价, 经

系列稀释的欧洲鳗鲡血清为第一抗体, 第二抗体为

1� 2 000 稀释的兔抗欧洲鳗鲡多克隆抗体, 第三

抗体为 1 � 2 000 稀释的 HRP 酶标羊抗兔抗体

( sigma) ; 双氧水活化的 DAB 显色, 2 mol � L
- 1硫酸终止反应。在酶标检测仪 ( Mult iskan

M k3) 上, 于 490 nm 处, 以空白对照调零后测各

孔 OD 值, 大于阴性对照 OD 值 2 倍 ( S/ N > 2)

判为阳性, 结果以抗体稀释度表示。

2 � 结果与分析

2� 1 � 欧洲鳗鲡免疫后肠上皮内淋巴细胞数量变化
规律

对口服或注射免疫不同时间后欧洲鳗鲡肠上皮

内淋巴细胞数量变化情况进行跟踪观察, 结果显

示: 两种免疫方式均能引起肠道上皮内淋巴细胞发

生免疫应答, 且差异显著。

2� 1� 1 � 欧洲鳗鲡口服免疫后不同时间肠上皮内淋
巴细胞数量变化规律 � 欧洲鳗鲡口服免疫后各肠段
上皮内淋巴细胞数量变化的跟踪观察结果显示,免疫

后第 1 d、7 d 、14 d,前、中肠上皮内淋巴细胞数量与

对照相比总体呈下降趋势; 21 d后前、中肠上皮内淋

巴细胞数量开始上升。后肠上皮内淋巴细胞数量的

变化情况与前、中肠有些不同, 表现为口服后第 1 d

淋巴细胞数量下降,第 7 d时淋巴细胞数量先小幅上

升后下降,第 14 d时显著低于对照组( P< 0� 01) ;第
21 d持续降低,达到试验期间最低值(图1)。

注: 图中试验数据为试验组淋巴细胞数量减去对照组淋巴细胞数量所得差值, 图 2同。

图 1� 欧洲鳗鲡口服免疫后肠道上皮内淋巴细胞数量变化图

Fig� 1 � Changes of lymphocyte number at intestines of A� anguilla af ter oral vaccination

2� 1� 2 � 欧洲鳗鲡免疫后肠上皮内淋巴细胞数量变
化规律 � 注射免疫方式下, 欧洲鳗鲡前、中、后肠
上皮内淋巴细胞数量变化规律与口服组明显不同。

前、中、后肠淋巴细胞变化规律相似, 具体表现为

第 1次免疫后淋巴细胞数量略微上升后, 第 7 d时

下降至低于对照; 二次免疫后淋巴细胞变化幅度明

显加大, 免疫后淋巴细胞重新回升, 第 14 d 达到

峰值后下降; 后肠上皮内淋巴细胞数量的变化趋势

与前、中肠略有不同, 在第 21 d 时后肠淋巴细胞

数量仍然维持较高水平 (图 2)。

2� 2 � 欧洲鳗鲡免疫后肠上皮内杯状细胞数量变化

规律

2� 2� 1 � 欧洲鳗鲡口服免疫后肠上皮内杯状细胞数
量变化规律 � 欧洲鳗鲡经口服免疫后, 肠上皮内杯

状细胞数量变化结果显示, 口服免疫方式可以引起

欧洲鳗鲡肠上皮内杯状细胞数量的显著变化, 但在

肠道的不同部位表现不同。具体表现为口服疫苗第

1 d后前、中、后肠杯状细胞数量均迅速下降, 显

著低于对照组 ( P< 0� 01) , 之后细胞数量回升,
前肠杯状细胞数量在 14 d 内保持回升, 第 14 d时

细胞数量显著高于对照组 ( P< 0� 01) , 之后开始
下降; 中肠杯状细胞数量在 21 d内保持回升趋势,
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第 21 d时显著高于对照组 ( P< 0� 01) ; 后肠上皮
内杯状细胞数量呈现波动, 口服 1 d后显著低于对

照组 ( P< 0� 01) , 饲喂 7 d时上升, 显著高于对照

组 ( P< 0� 01) , 14 d时又下降, 显著低于对照组

( P< 0� 01) , 至 21 d时恢复正常水平, 和对照组差

异不显著 ( P> 0� 05) (图 3)。

图 2 � 欧洲鳗鲡注射免疫后肠上皮内淋巴细胞数量变化图

Fig� 2� Changes of lymphocyte number in intestines after injection vaccination

注: 图中试验数据为试验组杯状细胞数量减去对照组杯状细胞数量所得的差值, 图 4同。

图 3� 欧洲鳗鲡口服免疫后肠上皮内杯状细胞数量变化

Fig� 3 � Changes of global cell number in intestines af ter oral vaccination

2� 2� 2 � 欧洲鳗鲡注射免疫后肠上皮内杯状细胞数
量变化规律 � 欧洲鳗鲡经注射免疫后肠上皮内杯状

细胞数量变化结果显示, 注射免疫方式对欧洲鳗鲡

肠道上皮内杯状细胞的增殖作用强于口服。注射免

疫后第 1、7、14 d,前、中、后肠上皮内杯状细胞数量

均不同程度高于对照组水平( P< 0� 01)。但肠道不

同位置杯状细胞的变化规律不同, 前肠上皮内杯状

细胞在第 1次注射免疫后小幅上升后下降,二次免

疫后重新升高,第 21 d仍保持高水平;中肠上皮内

杯状细胞数量则在 1次免疫后缓慢上升, 第 7d达到

峰值后下降;后肠杯状细胞的变化规律与中肠相似,

但免疫后上升趋势持续到第 14 d开始下降(图 4)。

图 4� 欧洲鳗鲡口服免疫后肠上皮内杯状细胞数量变化

Fig� 4� Changes of global cell number in intestines after injection vaccination
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2� 3 � 欧洲鳗鲡血清抗体效价
用 ELISA 法检测嗜水气单胞菌疫苗免疫欧洲

鳗鲡后的血清抗体效价, 结果显示, 口服或注射免

疫第 7 d后血清特异性抗体效价开始缓慢升高, 且

注射免疫组血清抗体效价整体高于口服免疫组 (图

5)。

注: 图中纵坐标表示血清稀释倍数, 依次分别为 1� 12800、1� 25600、1� 51200、1� 6400。

图 5� 欧洲鳗鲡免疫后血清抗体效价

Fig� 5 � Antibody activity (OD495nm) in serum of A� anguilla after vaccination

3 � 讨 � 论

口服免疫可以诱导粘膜及系统免疫应答, 相对

于其他免疫方式更适合水产养殖。研究证实, 抗原

经制备成 ISCOM s 疫苗后, 可以通过口服刺激鱼

类肠道淋巴相关组织 ( MALT ) , 诱导白介素、干

扰素产生, 活化 T 辅助细胞 ( T h)、细胞毒性 T

细胞 ( CTL)、B细胞, 具有激发宿主产生全面免

疫应答的能力 [ 5] ; 前期试验结果也证明, ISCOM s

疫苗经由肠胃途径免疫, 可显著提高鳗鲡淋巴细胞

的增殖转化能力, 并诱导免疫保护 [ 6]。本次试验结

果表明: 拌料饲喂 ISCOMs 疫苗 21 d后, 前、中

肠淋巴细胞数量显著升高, 说明疫苗饲喂一定时间

后能够刺激前、中肠上皮内淋巴细胞增殖; 进一步

分析不同时间段前、中、肠上皮内淋巴细胞变化规

律, 发现前、中肠变化趋势相似, 均表现为先下降

后上升。原因可能是疫苗经过口服拌料后直接进入

肠道, 刺激上皮内淋巴细胞处于活化状态, 进行了

转移。

后肠淋巴细胞变化规律不同于前、中肠, 淋巴

细胞总体呈下降趋势, 分析原因可能是后肠作为吸

收的主要部位, 其生理结构和功能不同于前、中

肠, 淋巴细胞提前进入活化状态, 发生了转移。但

淋巴细胞数量的变化对鱼体免疫功能的影响还需要

进一步分析。

注射免疫主要是诱导体液免疫应答, 注射免疫

后肠道淋巴细胞均出现增长, 说明 ISCOM s 疫苗

注射免疫可以在一定时期内刺激肠上皮内淋巴细胞

增殖; 在第 1次免疫后第7 d和二次免疫14 d后肠

道淋巴细胞数量下降, 表明注射免疫对于刺激淋巴

细胞增殖只能维持一定时间; 但后肠淋巴细胞数量

在二次免疫 14 d后仍维持较高水平, 可能是因为

肠道的不同部位免疫功能有所区别, 其免疫应答反

应所维持的时间也有所不同。

杯状细胞作为粘液细胞的一种类型, 可分泌具

有抵抗病原微生物入侵的非特异性的免疫化学反应

物质, 在鱼类非特异性免疫应答中具有重要作用。

有研究发现腹腔注射 ConA 能够使鲤鱼粘膜上皮、

口腔粘膜上皮和皮肤的粘液细胞数量明显增多[ 7] ,

PHA通过口服、浸泡和注射 3 种不同的处理方式

都可以明显刺激鲤幼鱼粘液细胞的增殖, 提高粘液

细胞的密度[ 8] 。还有研究表明鱼类粘液中具有同血

液相似的血清学反应[ 9] , 免疫电泳分析也证明了粘

液中含有免疫球蛋白[ 10] 。本试验结果显示: 注射

免疫能够显著提升肠上皮内杯状细胞水平, 而采用

口服免疫的方式饲喂 ISCOM s疫苗第 14 d 后, 欧

洲鳗鲡前、中、后肠上皮内杯状细胞数量升高, 说

明口服疫苗一定时间后也可以提高肠上皮内杯状细

胞水平。血清抗体效价检测结果, 两种免疫方式免

疫欧洲鳗鲡, 第 7 d后血清抗体效价均开始升高,

且注射免疫血清效价整体水平高于口服免疫血清。

上述试验表明, 两种免疫方式免疫均能引起欧

洲鳗鲡肠上皮内淋巴细胞和杯状细胞数量的显著变

化, 并刺激鱼体血清产生特异性抗体, 说明口服和

注射两种免疫方式都能够刺激鱼体产生免疫保护。

鱼类疫苗的免疫途径主要有口服、浸泡和腹腔
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注射等。与其他的免疫方式相比, 口服免疫具有操

作简单, 省时省力的优点, 更适合于水产养殖; 此

外口服免疫不受鱼群大小和时间的限制, 对鱼的应

激较小, 适合多次重复免疫。本试验结果也表明,

采用口服疫苗和腹腔注射均能刺激影响淋巴细胞、

杯状细胞水平, 这对我们研究鱼类口服疫苗的免疫

机制, 进一步优化疫苗制备方法, 达到有效防治预

防的目的意义重大。
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