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插核手术对合浦珠母贝免疫水平的影响

周 畅, ,

谢莉萍
,

张荣庆

清华大学生物科学与技术系
,

北京 清华大学海洋科学与工程研究中心
,

北京

摘要 对插核手术前后合浦珠母贝血清的超氧化物岐化酶 活力
、

溶菌活力和抗菌活力以及血细胞的吞

噬活性进行了比较研究
。

结果表明 插核手术后贝血清的
’

活力明显上升
,

溶菌
、

抗菌活力明显下降
,

血细

胞的吞噬活性降低
,

化学发光的各种参数显著改变
,

说明贝的体液和细胞免疫水平都明显降低
。

据此推断手

术贝的免疫力低下是导致手术贝高死亡率的最根本原因
。
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合浦珠母贝 尸动￡忿山勿加 泊 是培育海水珍珠的主要种类
,

人工育珠插核手术后贝的死亡率

较高
,

已成为困扰珍珠养殖业发展的大问题
。

如何建立一套有效的贝类免疫水平的评价体系
,

据此筛选

针对性的免疫调节剂提高手术贝的免疫力
,

就成了迫切需要解决的问题
。

贝类的免疫为非特异性的低等免疫
,

有细胞免疫与体液免疫两种方式
。

已有研究表明
,

贝类的吞噬

细胞在防御有害生物人侵时
,

能够产生具有强烈杀菌作用的各种活性氧
,

同时伴有微弱闪光现象〔’川
,

从而在免疫防御反应中发挥了重要的作用
。

化学发光的强弱可反映血细胞吞噬活性的强弱
,

即血细胞

杀菌机能的强弱
。

目前
,

化学发光法已在生物和医学研究领域得到广泛应用叫
。

国内外有关的研究工

作多集中于扇贝
、

鲍鱼等经济贝类风
,

合浦珠母贝的相关研究还未见报道
。
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第一作者 周 畅 一 ,

男
,

湖北武汉人
,

清华大学在读博士研究生
,

从事贝类免疫的分子机制的研究
。 一 驯
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而卜闪山阶 画 生如 曰
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本文分别从细胞和体液免疫两个方面分析比较了插核手术前后合浦珠母贝免疫力的变化
,

将血细

胞吞噬过程中的化学发光作为细胞免疫的重要指标
,

溶菌和抗菌活力作为综合免疫能力的定性说明
,

将

超氧化物岐化酶 活力作为体液免疫的主要参照 以期建立一种评价贝类免疫水平的方法体系
,

为

今后进一步研究合浦珠母贝的免疫机理奠定基础
,

为筛选免疫增强剂提供科学依据
。

材料和方法

材料和试剂

合浦珠母贝由北海市珍珠总公司养殖场提供
,

室内养殖缸内人工海水暂养
,

水温 ℃
, ,

比重
,

盐度
。

大肠杆菌 众 流 由本系微生物实验室提供
,

场 培养基 ℃斜面培养
。

溶壁微

球菌 材比 今‘ 流 冻干粉
,

由于中科院微生物所提供
,

号培养基 ℃斜面培养
。

酿酒酵母细

胞 撇砚爪乙用刀妙℃“ 谕 由本系微生物实验室提供
,

培养基 ℃斜面培养
。

磷酸钾盐缓冲液
一 ‘ 吸 飞 缓冲液 邻苯三酚 少 一 ’。 鲁

米诺 山元 储存液浓度为
· 一 ’,

于 ℃冰箱内保存
,

使用时鲁米诺储存液同无菌过滤海水按

比例稀释
,

终浓度为
’ · 一 ’,

即配即用
。

无菌过滤海水用 腼 微孔滤膜过滤人工海水
而得

。

分光光度计为
一

恒温箱为
,

型 超微弱化学发光测定仪为 代 一 一 型 中科院生

物物理所研制
。

方法

活力测定 采用邻苯 三酚 自氧化法
,

℃下
,

于 叨
· 一 ‘ ,

的 狡 代

幻毛图 缓冲液加人 凡
一 ‘连苯三酚

,

迅速摇匀后
,

在 下每 测 值一次
,

要求 自

氧化速率在
· 一 ’左右

。

酶活性测定方法与上相同
,

在加人连苯三酚前
,

加人待测血清

凡
。

一个酶活单位 户 正
日 一 ‘ 定义为每毫升反应液中

,

每分钟抑制邻苯三酚自氧化速率达 的酶量
。

杭菌活力的刚定 用 止 注射器和 号针头从贝的心耳中取血
,

并装人小离心管中
。 一 ’

离心
,

取上面的血清测定
。

用
一 ‘、 的磷酸钾盐缓冲液从固体斜面上将大肠杆菌冲

下
,

作为底物
,

并配成一定浓度的悬浊液 二 一 。

取 止 该悬液于试管内并置于冰浴中
,

再加人 〕几 待测血清
,

混匀
,

测其保温前在 波长处的光密度
。

然后将试液移人 ℃温浴
,

取出后立刻置于冰浴内
,

以终止反应
,

测其经温浴后的试液 处的光密度 值
。

抗菌活力参考文献仁〕
,

其计算公式为 一 ‘ 。

溶菌活力的测定 以溶壁微球菌干粉为底物
,

用
· 一 ‘、 的磷酸钾盐缓冲液配成底物悬

液 。氏刀帅 一 。

取 止 该悬液于试管内并置于冰浴中
,

再加人 凡 待测血清
,

混合
,

测

值
。

然后将试液移人 ℃温浴 而
,

取出后立刻置于冰浴内
,

以终止反应
,

测其 值
。

溶菌活力计算公式为 玩 戊 一

化学发光样品制备及测定方法 测量用血细胞 生理浓度下的血淋巴离心除去血清后用无菌过滤海

水重新悬浮所得 正常状况下浓度为 血细胞 止
一 ’ 其它情况则还原为初始生理浓度

,

即抽取

止 血淋巴
,

海水洗涤悬浮后仍为
。

测量用血清 生理浓度下的血淋巴离心除去血细胞所得
。

测

量用全血 使用抽取的血淋巴
。

以上所有样品均为血淋巴抽取后 开始测量 手术贝的血淋巴是手术后 抽取 每个测量样品均

为多个 贝抽取的血淋巴或血清的混合
。

吞噬颗粒为调理后的酿酒酵母细胞 室温下酿酒酵母细胞 一 今丈 经待测贝血清调理 一

后
,

用无菌过滤海水离心洗两次
,

最后用无菌过滤海水重新悬浮浓度为每毫升 护
。

使用
一

型超微弱化学发光测定仪测定血细胞
、

血清及血淋 巴的化学发光
。

室温 ℃ 下

测量杯中加人待测样品 凡
,

测定样品的基础发光 后
,

再加人发光剂鲁米诺 佣 凡
一 卜
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一 ‘ 和刺激物 呼个 功
一 ‘ 酵母细胞 田 凡

,

测量开始
,

计算机记录下光子计数值〔
一 ‘〕

。

测量的数据曲线经过格式转换正次 图表工具处理
,

得到文中的数据曲线
。

结果与讨论

贝血清的 活力

正常状况下的免疫水平被认为是机体较好的水平
,

因此形成了
“

基线
” ,

而即将死亡的贝所体现的状

况被认为是机体极限的水平
,

因此形成了
“

底线
” 。

而居于其中的手术效果则明确的反映了机体的耐受

能力
。

活力测量结果如表 所示
。

表 插核手术前后以及即将死亡的贝 岌 】〕活力对比

址甲颐面 石访 涨纷 价故“肚由 朋‘

组号 正常贝 手术贝 即将死亡贝

飞︺︸︸

平均值 士 标准差 士

印

以

士 《 土

注 每一组数据都是多个贝 血清混合后测得
。

从表 的结果可以看出
,

插核手术的确极大地影响了合浦珠母贝的免疫水平
。

正常贝的 】〕水平

远远低于插核手术后的贝
,

更加远远低于即将死亡的贝
。

这与贝类的生理及病理状况是看似矛盾的
。

当机体处于正常水平时
,

外源的病原微生物很少能感染机体
,

所以即使有吞噬的过程发生
,

活性氧也会

被及时清除
,

因此 的
“

表现
”

活性较低
,

浓度也不高 而在病理条件下
,

活力反而上升
,

尤其是插

核手术后贝体较平时更易于被感染
,

免疫反应也较平时微弱和迟钝
,

这可能因手术贝和即将死亡贝血细

胞和其内的各种细胞器在这样的生理条件下均受极大伤害
,

以至于破裂而导致平时溶解外源微生物的

酶极有可能
“

破茧而出
” ,

使血清中 浓度升高
,

活力急剧上升 贝死亡后
,

这些酶的活力又会迅速下

降
,

这显然是因为维持酶活性的酸碱平衡的环境已经不可逆地被破坏的缘故
。

在其它水生低等无脊椎动物的免疫研究中还常常提到血清的酚氧化酶活性
。

但是在合浦珠母贝的

实验中我们发现
,

从闭壳肌中抽取的血清酚氧化酶活性极低
,

已无法体现活性变化
。

因此
,

我们推测在

合浦珠母贝体内
,

至少是局部血清中
,

酚氧化酶并不是体液免疫的主要酶类
,

或者说在体液免疫中并不

发挥主要的作用
。

这一点与其亲缘关系较近的其它物种是明显区别的
。

贝血清的溶菌
、

抗菌活力

除了体液因子作用以外
,

细胞免疫是软体动物的主要免疫方式
,

在血细胞的吞噬过程中有大量的细

胞因子参与
,

而且伴随有活性氧的释放
。

溶菌和抗菌活力实际上是细胞和体液免疫的综合体现
。

插核

手术前后的贝血清溶菌抗菌活力的对照见表
。

即将死亡的贝溶菌和抗菌活力太低
,

使用这种方法的

测量结果已经趋于零
,

故结果未列出
。

从表 中可以看出
,

插核手术后血清的溶菌抗菌活力显著降低
,

临近死亡的贝基本无法检测到
,

这

是符合机体免疫的规律和特点的
。

正常状况下
,

溶菌抗菌活力的大小反映了机体对外源微生物侵染的

防御能力
,

因此处于较高的活性状态
。

插核手术后溶菌活力降低的详细的机理还需进一步深人研究
。

化学发光曲线的参数设定

化学发光测定法直接记录了血细胞吞噬过程中的化学发光的动态过程和趋势
。
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表 插核手术前后的贝血清溶菌抗菌活力的对照

翩脚连妞 过妙血
, 趁 吹声 出目 翻‘肠浦 “为访 班目 “触 勿冲口曲犯

组号
溶菌活力 抗菌活力

正常贝 手术贝 正常贝 手术贝

巧
,山勺勺白一

平均值 王标准差

万攀

义石

肠

肠
《讲土

,

《沁巧 士

。

, 士

注 每一组数据都是多个贝 血清混合后测得
。

为了排除仪器及其他因素的干扰
,

首先测定了仪器本底
、

空白对照
、

全血和血清的化学发光曲线
,

数

据统计结果见表
。

从中可以清楚的看到 仪器本底的平均值低于
,

峰值低于
。

此外
,

空白
、

全血以

及血清的化学发光平均值低于
,

峰值低于
,

而且变化幅度不大
,

因此可以认为血细胞对于活性氧的

产生起主要作用
。

为此
,

在实验过程中
,

我们把 光子计数
· 一 ‘作为一个基线来描述样品的化学

发光
。

为了更准确地分析
、

研究化学发光曲线的结果和变化规律
,

特引进如下参数
。

空白测量时间 未加人酵母细胞和鲁米诺之前的测量时间 响应时间 加人酵母细胞和鲁

米诺至化学发光达到峰值的时间 饱和吞噬强度 化学发光峰值点的光子计数 有效吞噬时间

每 内的光子计数高于 的时间累计 有效吞噬能力 有效吞噬时间内的光子计数累计 总吞噬

能力 加人酵母细胞和鲁米诺后至曲线再次回到基线的光子计数累计
。

空白测量时间提供了统一的极限标准 响应时间反映了血细胞识别酵母细胞的能力和速度 饱和吞

噬强度反映了体系中血细胞的最大吞噬能力
,

间接反映了体系中参与吞噬作用的细胞 比例 有效吞噬时

间
、

有效吞噬强度和总吞噬强度反映了血细胞吞噬作用的维持时间和水平
。

将有效吞噬时间的基准定

在每 内的光子计数高于
,

是因为要扣除血清
、

全血测量结果的影响
,

使化学发光曲线完全反映血

细胞的吞噬能力
。

表 仪器本底
、

空白
、

全血和血清的对照

恤”川田川刀 熨笼 ‘ 加成 叮州 加谁驴期曰
, 日 以 , 口 日 。阅成 叭

仪器本底 无血细胞对照 无酵母对照 正常全血 正常血清

测量时间 叩 如

峰值〔光子计数
· 一 ‘」 盯

化学发光总量 光子计数 粼 吠粗 肠

平均值〔光子计数
·

伪 一‘」

注 每一组数据都是多个贝 血细胞混合后测得
。

正常贝与手术贝血清及血细胞的化学发光比较

手术前后贝血清的化学发光 比较见表
,

其

中峰值和平均值虽然变化不大
,

但也可间接地说

明机体组织 已发生变化
。

已有研究表明
,

机体病

变与血清的发光变化具有相关性
,

炎症反应时
,

由

于活性氧增加
,

氧化血中脂质
,

可使血清自发化学

发光增高
。

插核手术前后血细胞吞噬发光曲线见图
,

为了进一步比较分析二者之间的差异
,

表 列出

了测量曲线的参数对 比
,

可结合曲线清楚地分析

插核手术前后免疫水平的变化
。

表 正常贝与手术贝血清的化学发光比较

皿卿政阳 旧俪 田 孤兄。‘纪

口 题 何珍“血月 叮批

正常贝血清 手术贝血清

测量时间

峰值 光子计数
· 一 ‘〕

化学发光总量 光子计数 肠

平均值〔光子计数
· 一 ‘ 一

注 每一组数据都是多个贝 血细胞混合后测得
。



期 周 畅等 插核手术对合浦珠母贝免疫水平的影响

在图 中可以观察到

手术贝血细胞化学发光曲

线在鲁米诺和酵母细胞加

入后的前一两个数据处出

现一个较为尖锐的
“

峰
” ,

而

正常贝的曲线则没有
。

我

们认为这是血细胞体系中

累积的活性氧多少的表征
,

主要是血细胞和鲁米诺的

局部浓度
、

混合和扩散速度

造成 的
,

并不影 响实验结

果
。

插核手术后
,

血细胞化

。。

影

囊娜鉴卜
。。 衅肥

号 , 烤

叭协魏
二 三件书今终密

‘

牲拟断
大 一

一甲

时间 价

—
正常贝 一一 手术贝

图 插核手术前后贝血细胞化学发光曲线

哪崩 址 切卫 。粥 比 珍 叱 欢 浏

学发光曲线发生了很大的变化
,

具体表现为上述

各参数的变化 手术后血细胞的响应时间变为正

常的 倍
,

饱和吞噬强度下降到正常的
,

有

效吞噬时间为
,

有效吞噬能力为
,

总吞

噬能力为
。

这说明手术后 的血细胞无论

是从识别外源微生物的能力
,

或者说参与吞噬作

用的血细胞比例
,

吞噬作用的维持时间和水平上

都显著地下降
。

响应时间的数倍延长
,

饱和吞噬

强度
、

有效吞噬时间和能力以及最大吞噬能力的

降低都说明了血细胞吞噬活性的降低
。

表 正常贝与手术贝的化学发光参数比较

曲 阅平州知 户口川血玲 试 山以苗坛 如眨曰 , 瑰

傲劝目 汕 勿茸 咖 妙血

正常贝血细胞 手术贝血细胞

。珊﹃﹃
印助空白测量时间

响应时间

饱和吞噬强度

有效吞噬时间

有效吞噬能力

总吞噬能力

卯

肠

此外
,

手术贝血细胞的吞噬活性下降与其血清的 〔 活力的明显上升具有一定的相关性
。

已有研

究表明
,

吞噬细胞的杀菌能力活力可被 及过氧化氢酶所抑制
,

可能是由于手术后贝血清中 。 活

力的上升导致了血细胞吞噬活性的降低
。

当然
,

导致血细胞吞噬活性降低的原因是多方面的
,

也可能是

由于手术后组织损伤细胞破裂而释放出一些细胞因子
,

改变了膜电位和各种离子通透性的变化
,

进而抑

制了血细胞的吞噬活性
,

有关问题还需要进一步深人研究
。

综上所述
,

插核手术后合浦珠母贝血清的溶菌和抗菌活力以及血细胞的吞噬活性都明显下降
,

说明

贝的体液和细胞免疫水平都明显降低
。

由此可以推断手术贝免疫力低下是导致其高死亡率的最根本原

因
。

这一发现为筛选新型的免疫增强剂及其在实践中的应用提供了理论依据
。

本文部分实验曾得到大连水产学院张峰副教授的帮助
,

谨致谢意
。
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