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摘要
:

分别以每 kg 体重鱼注射 。
、

l
、

10
、

20 m g 环磷酞胺的剂量
、

每隔 s d 给异育银螂注射 l 次
,

共注射 3 次
,

第

16 天检测各组试验鱼外周血白细胞数量及吞噬活性
、

不同类型的白细胞数量变化
、

脾脏和头肾的溶菌酶活

性
、

体外培养外周血 B 淋巴细胞分泌的 IgM J FN
~

a
含量

、

外周血 N K 细胞杀伤功能及头肾
、

脾脏
、

外周血 B 淋

巴细胞转化能力
。

结果表明
,

环磷酞胺剂量的增加可以使试验鱼外周血白细胞的数量包括各种类型的白细胞

的数量
、

体外培养外周血 B 淋巴细胞分泌的 lg M J FN
一。
含量下降

,

脾脏和头肾的溶菌酶活性
、

外周血白细胞吞

噬活性及头肾
、

脾脏
、

外周血 B 淋巴细胞转化能力降低
。

提出每 雌 鱼 10 mg 的环磷酞胺是建立异育银螂实验

性免疫抑制模型的适宜剂量
。
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水产动物疾病 已成为限制当今水产养殖业发

展的瓶颈
,

滥用抗生素能造成的严重后果
,

逐渐为

人们所关注
,

目前的趋势是从药物防治开始 向免

疫防治发展
。

疫苗虽然是最终战胜病害的最有力

手段
,

然而疫苗在实际生产 中的应用现状却不容

乐观
。

在这种情况下
,

免疫增强剂的研究和使用
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就具有重要的现实意义

免疫功能正常的动物对病原的人侵具有较高

抵抗能力
,

不会轻易得病
,

只有当动物机体免疫功

能低下 而又遇到病原时才会患病
。

免疫增强剂的

作用恰是在动物机体免疫功能下降
、

尚未得病之

时刺激免疫系统
,

使其功能得到提高
,

恢复其抗病

能力
。

目前水产动物免疫增强剂的研究均是将免

疫增强剂 给予正 常的水产动物后测定其免疫水

平
,

依据免疫水平 的提高来评定免疫增 强剂 的作

用 L’一 :, )
。

然而动物的免疫系统是相对稳定 的
,

在

正常情况下免疫系统会将机体的免疫功能整合在

个适宜的水平
。

免疫增强剂只可能较大幅度地

提高免疫功能低下的水产动物的免疫水平
,

而对

于免疫功能正常的水产动物会因机体自身免疫系

统的调节阻 l上其免疫水平过高而影响免疫增强剂

的真实效果
,

况
·

队免疫水平也并非越高越好
,

免疫

水平过高会导致免疫亢进
,

引起各种类型的超敏

反应
、

炎症和 自身免疫性疾病
4

,

5 1
。

因此
,

有必要

建立水产动物的免疫抑制模型来检验免疫增 强

#ll
,

以获得真实
、

准确的效果
。

本研究选用环磷酞胺作为免疫抑制剂
,

研究

其对异育银卿的免疫抑制效果
,

探讨建立免疫抑

制模型的可行性
,

为建立水产动物免疫抑制模型

提供依据
〔

材料 与方法

1
.

1 材料

异育银螂购 自上海市南汇水产养殖场
,

2 龄

鱼种
,

体重 166
.

7 士 9
.

49
,

体质健壮
。

环磷酞胺

(cy d 叩h o sP h
~ de

,

c y )由 上海华联制药有 限公司

生产
。

1
.

2 试验设计

将试验鱼随机分成 4 组
,

每组 20 尾
,

分养在 4

个水泥池 (l
.

s m x l
.

s m x l
.

o m )中
。

每天按体

重 3 % 分 3 次 (8 : 3 0
、

一2 : 3 ()
、

1 6 : 3 0 )投喂 自制的配

合饲料 (鱼粉 10 %
、

豆粕 20 %
、

菜籽粕 20 %
、

次粉

25 %
、
二
长米粉 17

.

5 %
、

啤酒酵母 5 %
、

植物油 1 %
、

复合添加剂 1
.

5 % )
。

待试验鱼摄食正常后开始

试验
,

随机选 3 组为试验组
,

分别按每公斤鱼注射

1 m g
、

川 m g
、

2() m g 环磷酞胺 (下 文及表 中以 m g’

kg
一 ’
表示 )3 种剂量注射

,

每隔 s d 注射 1 次
,

共注

射 3 次
,

每次侮尾鱼注射的药液量控制在 0
.

5 m L

左右
(

对照组注射等缝的生理盐水
。

第 3 次注射

结束后第 6 天
,

取外周血
、

头肾
、

脾脏待测
。

1
.

3 测定 (每组均不少于 10 个样本 )

外周血 白细胞计数 每尾鱼取全 血 1 0 ltl

用染色液将血稀释 2 00 倍
,

光镜下 白细胞计数
。

外周血 白细胞吞噬活性 每尾鱼取抗凝全

血 100 拜L
,

加 人 白色葡 萄球 菌 ( St aj, h) l。‘
.

(,c 。。

咖de nn idi ) 20 此 (37 ℃ 培养 2 4h 后 隔水煮沸 10

m in
,

再用 无菌生 理盐 水 稀 释 至 30
x l沙CFU

·

m L 一 ‘)
,

混匀后 26 ℃共同孵育 3 0 m in
,

取 白细胞层

1 滴推片
,

风干后瑞氏染色
,

干燥后 40 倍光镜 下

计数
,

按下列公式计算吞噬率及吞噬指数

吞噬率(% ) = 100 个白细胞中吞噬细 菌的自

细胞数 /l 00
x 100

吞噬指数
= 100 个参与吞噬的白细胞 内吞噬

的细菌数 /1 00

外周血白细胞分类 另取每尾鱼的个 血 l

滴涂 片
,

瑞氏染色
,

风干后多形核 白细胞
、

单核巨

噬样细胞
、

淋巴细胞计数
。

脾脏
、

头 肾溶菌酶 脾脏
、

头肾细胞悬液的

制备
:
称取组织若干

,

用 0
.

l
mo
卜 L 一 ’

、

PH 6
.

4 的

磷酸缓冲液以 5 倍体积稀释匀浆
,

l (x” f
·

m in
一 ’

离心 10 m in
,

取 上 清 液 备 用
。

将 溶 壁 微 球 菌

(Mic ro co
c
o lxs

o de ikt io 。 )在 3 7 ℃ 条件 卜培 养 24 h

后
,

用 上述缓冲液稀释至波长为 5 70
n m 时吸光度

为 0
.

3 的菌悬液
。

将 sn 1 L 菌悬液与 0
.

0 1 1llL 组

织悬液充分混合
,

测定反应开始时 57 0
nm 波 长 下

的吸光度 A‘) ,

3 7 ℃水浴 30 m in
,

取出后冰浴 l() m in

以终止反应
,

再测定此条件下的吸光度 滩
,

溶菌酶

活性 U 二 (A 。 一 A )/ A
。

体外培养外周血 B 淋 巴细胞分泌的 lg M

分离外周血获得的淋巴细胞经 L PS 刺激
,

培养 s d

后取上 清液
,

采用 EL Is A 方法 测定时
,

并于 4哪
n m 处测定吸光值

,

根据标准曲线求得相应 IgM

体外培养外周血 B 淋 巴细胞分泌的 IFN
一 a

采用 』FN刃EL ISA 试剂盒 (购于上海茂元生物试剂

公司)提供的胡c
一

HR P方法测定〔7
,

“!
。

分 离外周

血淋巴细胞
,

经 L PS 刺激
,

培养 s d 后的 L清液加

人酶标板 中
,

每孔 100 界几
,

37 ℃孵浴 60 m in
,

洗 5

次后
,

加人底物溶液 A 和 B
,

每孔 各 50 )月
。

:17 ℃

孵浴 60 mi
n 后

,

以终止液终止反应
,

于 4 90
n m 处

测定 吸光值
。

根据标准 曲线求得 相 应 的 IFN
一 Q

值
「‘,

,

」‘, )
。

外周血 自然杀伤 细胞 (N K 细 胞 )杀伤功能的
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分析 采用靶细胞乳酸脱氢酶释放法
孟“

,

‘2 ,
。

无菌条件下分离淋巴细胞
,

制成淋巴细胞悬

液 (6 x l护 ce ll. mL
一 ‘)

,

以小鼠淋巴瘤细胞株 Y A C

一 1 为靶细胞 (3 x l护 c
ell

.

m L 一 ‘)
,

靶细胞和效应

细胞按 100 拜L : l你)1
LL 的比例添加

。

将细胞混匀后

置于 29 ℃
、

5 % c q 条件下培养 2h
,

吸取 100 此 上

清液
,

加人酶标板中
,

再加入 100 此 LD H 底物溶

液
,

s m in 后加入 功 户L l m o l
·

L 一 ‘的 H CI终止反

应
,

测定 4酬)
nm 处的吸光值

。

阴性对照组用相同

体积的 0
.

5 % B sA 一 1鼠。液代替效应细胞
,

阳性

对照组用相同体积的 1 % NP
一 40 液代替效应细

胞
,

以分 别获得 自然 释放值和最 大释放值
。

N K

细胞的杀伤活性用下式计算
:

N K 细胞杀伤活性 (% ) =

测定组 O D 值 一 自然释放组 O D 值
噩贰菠睿蔽萌毛右

竺

履⋯炭燕铸蒸蔽靡改芯履
‘ 100

外周血
、

脾脏
、

头 肾 B 淋 巴 细胞转化能 力

采用问位素法测定￡’“
,

’“,
。

无菌条件 下取每尾鱼

脾脏和头肾
,

放人 R PM l l凤O 培养液中
,

用棉签将

头肾和脾脏挤压过 2 00 目不锈钢网筛后
,

4 以洲) r
·

m in 一 ‘
离心 10 而

n ,

沉淀细胞悬于 R p M l l砚0 培养

液中
,

用 Fi oo ll 液 (比重 1
.

08 2 g’ rnL
一 ‘)分离淋巴

细胞 (外周血直接用 Fi co n 液分离淋 巴细胞 )
,

并

调整细胞浓度为 6 x l护 ee ll. 1llL 一 ’
然后将它接种

于 % 孔圆底板
,

每孔 100 样L
,

再加等量的刺激原

L p S (20 此
·

mL
一 ‘)

,

在 5 % c q 培养箱中 29 ℃培养

12 0 h
,

加人 泊
~

T d R
,

16 h 内收集细胞
,

纤维滤纸法

制备样品
,

并测定每分钟脉冲数(c

Pm )
,

结 果以刺

激指数 (Sti
mu

lat io n in de x ,

5 1)表示
。

sI 二 添加刺激原组 cP耐未添加刺激原组
c

Pm
1

.

4 统计方法

所有数据用 A N O V A 进行方差分析
、

D un
c an

氏进行多重 比较
。

2 结果

2
.

1 环磷酞胺对外周血 白细胞数量及外周血 白

细胞吞噬活力的影响

注射环磷酚胺对异育银螂外周血 白细胞数量

有显著影响 (表 l)
。

白细胞数量随环磷酞胺剂量

的增加而显著减少
,

1 m g
·

kg
一 ‘
组的白细胞数量与

对照组 相 比已 有显著差 异 (尸 < 0
.

0 5 )
,

10 mg
·

kg
一 ‘组 与对照组相 比有极显著差异 (尸 < 0

.

01 )
。

白细胞吞噬活力也与环磷酞胺存在着剂量依赖关

系
,

即随其注射剂量 的增加而 白细胞吞噬率和吞

噬指数极显著下降(尸 < 0
.

01 )
。

表 l 不同剂量环磷酸胺对外周血白细胞数量及外周血白细胞吞噬活力影响

T ab
.

1 E n笼ct of di ffe ren
t d ose

s
of cy d OP llOS Pll盖u l lid e on lcu coc yt es c

~
t a lld le u c oc yte Pha g OC 州c ac ti访ty

组别

g ro 叩

白细胞数 (l护
·

~
一 “)

eu c oc yte c o u n t

3
.

6 5 士 0
.

3沪
a

3
.

3 2 士 0
.

科
A b

2 18 士 0 料 Bc

2
.

0 1 士 0
.

幻
B仁

白细胞吞噬率 (% )

le u e oc yte Ph ag oc ytie rat e

吞噬指数

Ph ag oc ytie in de x

对照组 e o n tro l

l mg
·

吨
一 ’

l() mg
·

kg
一 ’

20 m g
·

k g
一 l

53
.

巧 士 2
.

84 Aa

4 7
.

肠 士 5
.

9 3 B b

37
.

93 士 5 昭Q

34
.

伪
士 4 03 Cd

4
.

04
士 0 24 A “

:飞
.

6 1 士 0
.

3 l Bh

2
.

能 士 0
.

码仕

2
.

3 9 士 0
.

2 lC c

注
:

不同大写字母表示差异极显著(尸 < 0
.

01 )
,

不同小写字 母表示差异 显著(P < 0
.

05 )
。

下同

N o te : D i月亡l℃n t e aP ita l le tt e rs in d ie at e m ark ed sig n ifi e an e e at P < 0
.

0 1
,

an d d iffe re n t low
e r e as e s in d ic ate

slgn ifi e an c e at P < 0
.

()5 Th
e s

am
e

b Clo W

2
.

2 不 同剂量环磷酞胺对外周血不 同类型 白细

胞数量的影响

注射环磷酞胺对异育银螂外周血不同类型白

细胞的数量有显著影响 (表 2 )
。

除了 l
mg

·

吨
一 ‘

组的单核巨噬样细胞数与对照组相比无统计学差

异(尸 > 0
.

0 5 )
、

10 mg
·

kg
一 ‘
组和 20 m g

·

k g 一 ‘
组单

核巨噬样细胞数显著低于对照组 (尸 < 0
.

05 )外
,

其余各组不同类型 白细胞的数量均随环磷酞胺剂

量的增加而呈减少的趋势
,

与对照组相 比均有极

显著差异 (尸 < 0
.

01 )
。

2
.

3 不同剂量环磷酞胺对头 肾
、

脾脏溶菌酶活性

的影响

注射环磷酞胺对异育银螂头 肾
、

脾脏溶菌酶

活性有显著影 响 (表 3 )
。

头 肾
、

脾脏的溶菌酶活

性随环磷酞胺剂量 的增 加而减 少
,

但 1 m g
·

k g 一 ‘

组 与 对照 组相 比溶菌 酶活性均 无统计学 差异

(P
> 0

.

05 )
,

10 m g’ kg
一 ‘
组和 20 m g

·

k g ”组与对

照组相 比均有极显著差异 (尸 < 0
.

01 )
。
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2
.

4 环磷酞胺对体外培养外周血 B 细胞分泌的

I日”
、

IFN
一
a 及外周血 N K 细胞杀伤功能的影响

环磷 酞胺对 Ig M 含量 具有极 显著影 响 (表

4 )
。

l mg
·

kg
一 ‘
组与对照组无统计学差异

,

当其注

射剂量增加至 10 m g’ kg
一 ‘以上

,

I
gM 的含量呈极

显著 卜降 (尸 < 0
.

01 )
。

IFN
一 。 含量与环磷酞胺也

存在剂量依赖关系 (除 20 mg
·

k g 一 ’
组外 )

,

即随注

射剂量 的增加 11刁闷
一。 含量 下降

,

10 mg
·

kg
一 ’
组与

对照组相比有极显著差异 (尸 < 0
.

01 )
。

但环磷酞

胺对外周血 N K 细胞杀伤功能无显著影响
。

2
.

5 环磷酞胺对 B 淋巴细胞转化能力的影响

虽然脾脏 (除 20 m g’ kg
一 ’
组 )

、

头肾
、

外周血 B

淋巴细胞转化能力随环磷酞胺剂量的增加都有下

降趋势
,

但总 的来说影 响并不 十分显著 (表 5 )

头肾各组 B 淋 巴细胞转化能力与对 照组 相 比均

无统计学差异 (尸 > 0
.

05 )
,

脾脏
、

外周血在注射剂

量达到 10 m g’ kg
一 ’以上 时

,

与对照组相 比才有显

著差异 (尸 < 0
.

0 5 )
,

仅脾脏 B 淋 巴细胞转化能力

在注射剂量 达到 20 mg
·

kg
一 ‘
时

,

呈极 显著降低

(P < 0
.

0 1 )
。

表 2 不同剂量环磷酞胺对外周血不 同类型白细胞数量的影响

T ab
.

2 E n随c t of 山n沁r e n t 山税 5 of cy c10 Ph心裕Phan 云d e

on di ffe
r e ll t tyl叩 5 of l
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一 , )

mo
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)
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·
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·
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2
.
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.
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表 3 不同剂量环磷酞胺对脾脏
、

头肾溶菌酶活性的影响
T ab

.
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表 4 不同剂量环磷酞胺对 I沙IJ FN
. a 及外周血 N K 细胞杀伤功能的影响
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表 5 不同剂量环磷酞胺对 B 淋巴细胞转化能力的影响

T a b
.

S E月笼d of d ifl随re n t d脱
5 of cyc l0 Ph《巧Plla n云de on B lyn lPlloc 界es pro Ufe l

,

a tlon

黑
脾脏淋巴细胞转化

*

sp le n ie lylllplloc yte s

头
’

肾淋巴细胞转化
*

h ead k idn ey

lylllPlloc yt e s Pro life r at ion
关

外周血淋巴细胞转化
,

pen Ph c司 bl 《x K】

lym Pllo c yte s Pro life rat io n

义
I

t照组 e o n tro l

1 m g
·

k g
一 1

l() 1刀g
·

kg
一 ]

加 mg
·

kg
一 ’

汀
一

: 、

刺激指数

No te s : 关 s tim u lat io n in d e x
,

5 1

Pro life rat io n 关

2
.

18 士 0
.

17 A a

2
.

25 士 0
.

2 5 A a

1
.

7 1 士 0 2 7 AB b

1
.

4 1 士 0
.

劝
B b

1
.

10 士 () I3 A a

] l()士 ()
.

(巧 A a

0 9:3 士 0
.

22 A a

0
.

附
士 t)

.

12 A a

2
.

2 6 士 0
.

2] Atl

2
.

()2 土 0
,

:32 A 油

1
.

82 土 0
,

22劫

1
.

7 5 上 0
.

61 劫



2 期 陈 勇等
:
异育银卿实验性免疫抑制模型 的建立

门一一J门esesJr esesesr ,

几乃546
厂一一厂一一LLesesesL

乃;召一一‘

8I
L、eses

「12 ]

Cu
e sta A

,

M e seg u er J
,

E ste b an M A
.

TO ta l se ru m in llllu n o g
-

lo b u lin M le v e ls

are
a ffe c ted 勿 im m u n o lll《x lllla to rs in s e ab re am

(枷。
a u ra ta L

.

)[J]
.

V e t I
mm un o l Im m u n o p ath

,

2
溯

,

l()l

(3 一 4 ) : 203 一 2 10
.

Du g e n c i K
.

S o m e 1lle ( ie in al Plan ts a s 一

mm
u n o s tlm u lan t fo r fi sh

仁J〕
.

J E tll l拍口l田I n a c ol o gy
,

2田 3
,

朋(飞)
:

叨
一 1肠

.

周光炎 免疫学原理「M ]
.

于
一

海
:

上海科学技术 文献出版

社;
,

2 , 川
.

208
一 2 39

.

Kn
o tt R M

,

M u

nro A L 5
.

Th
e Pe rs is te n e e o f in fe e tio u s

p an ere at ie n ec ro sis v iru s in A t lan tie s al mo
n
「J ]

.

ve t Im m u n o l

Im m u llo path
,

l叹女i
,

12 (l 一 4 )
: 3 59 一 3鼠

T in lo 廿ly J B
,

Ka ty A
,

Ph iliP M
, e l a l

.

Lo
n g

一

te
rm st ud y o f

an t ilx 兀】y re s po n s e a lK I , nj ec tlo n
一

s lt e e月亡c ts o f 0 11 adj
u van ts in

A tlan t ie h习i加t (刀夺尹唱记oss us h弹
。9 2“

、
us L

.

) 仁J ]
.

Fish

Sh e llfi th Llln lu n o l
,

2 洲 X弓
,

14 (4 )
: 3叹1 一 3 69

.

张义兵
,

俞小牧
.

鱼类干扰素的研究进展〔J ]
.

中 [tt1 水产科

学
,

2 以川
,

7( 3 )
:

97 一 101
.

符少辉
,

陈 韬
.

人 IFN 一 。

诱导草鱼肾细胞对草鱼 出血病

毒抗性作用 的研究〔J :
.

水生 生物报
,

l, 习
,

23 (3) : 2叨
-

2 92
.

陈立祥
,

张学 文
,

肖调义
,

等
.

人
a 一 干扰素基因在转 基因

草鱼中的表达「J]
.

湖南农 业大学学报
,

2 00 1
,

2 7 (3 )
: 17了 -

178

章怀 云
,

屈孝初
,

包树孙j
.

人 十扰素对草鱼出血病毒 l扰作
用的研究「J j

.

湖南师范大学 自然科学学报
,

l叨 3
,

16 (增

刊 )
: 104

一 l()7
.

为ta M a s砍az u
,

Yam ad a O s

am
u

,

Yam aj i M a s ah iro
, 尸1 a l Th

e

LI)H ( lac tat e d eh yd ro g e n a se ) m e th团
: a n e w tec hn lqu e to

me as u re hu m an n at u r al ki一le r ac tiv jty 「J」
.

Ky o to p as u tu ru

K e n k扒 】sh o K e n k 3u I lo k o k u
,

Lq 8 7
,

I
,

67 一 73

唐雪明 胡元亮 应用乳酸脱氢酶释放法研究黄茂多糖对

雏鸡州刮血中自然杀伤细胞活性 的影响「J]
.

中兽医
‘ 、

排杂

志
,

l叩7
,

(2 )
: 9 一 11

.

叶应妩
.

全国临床检验操作规程「M 飞
.

南京
:

东南大学 出

版社
,

1叨 7
.

37 9 一 3 8 1

唐雪明
,

胡元亮
.

黄茂多糖对雏鸡外周血 T 淋巴细胞转化

功能的影响「J] 中国兽医学报
,

l, 超{
,

] 8 (3 )
.

2胡
一 2 71

王文博
,

李爱华
.

环境胁迫对鱼类免疫系统 影响的研 究概

况 获J]
.

水产学报
,

2翎 理
,

2 6 (4 )
.

368
一 3 74

.

蔡完其
,

孙佩芳
.

三种螂鱼对暴发性 鱼病的抗病力「J]
.

水

产学报
, l男 ,

,

17 (1 ) :科 一 5 1
.

郑国兴
.

不 同家系的万 氏对虾对对虾杆状病毒抗病力的

差异 事J]
.

水产学报
,

1 , 拜
,

】8 (2 )
:

1明
一 15 2

.

C lle v a ssu s B
,

Dr so n M
.

(〕e n e tie s o f re s is ran c e to dise 洲e 一n fi sh e s

「J]
.

匆
u ac

,

l, 川
,

断
:

邵 一 107
.

钱 冬
,

陈月英
.

引起 鱼类暴发性流行病的嗜水气单胞菌

的血清型
,

毒力及溶血性「J] 微生物学报
,

1叨5
,

35 (6) 川 们

一 月6 1
.

Th om 孙 L M
,

(〕m ss R J
,

Ch
e as ty T

, e r a l
.

E x te n ded

se ro g ro uP in g sc h e m e

for mo tile
,

m e so Ph ilic A
e

ro mt)
n 了乙叼 sPec ie s

[ J]
.

J C lin

Mi
e lD b io l

,

1 , 洲)
,

2 8 (5 )
: g a }一 q l目

.

S h im 韶a T
,

Ko
s ak o Y J

.

Co mP an so n o f tw o o
一

se ro g ro u Pin g

叮s te

rns for me so Ph ilie Ae
r()。~

sp p
.

「J ]
.

J elin Mie

rob io l
,

1叨l
,

四(l )
: 19 7 一 1叨

.

Sh u l
man

L N
.

Th
e b io lo g y o f al kylat in g

一

ag e n t c e llu lar Inj u ry

[J]
.

H e m at o l on
c o l C lin

吻Ith A n l
,

1 , )3
,

7 (2 )
: 3 25 一 35

.

A ll”11 )
,

zi mec
ki M

,

K ll lz e l M
.

No
rln a liz at io n o f pe ri p h e ral

b li叉x l e e ll c O lll p 〕sitio n b y lac to fe IT in in c yc lo Ph o sP ham ide
-

tre at ed mi e e
「J]

.

M e d Sc i M o n it
,

2川以
,

10 (3 )
:

B R 8 1 一的
.

Al hson A C
.

I

~
s u PPr e ssi Ve 山卫9 5 :

the 价st 团 ye ar s 出 1〔l a

g lan e e fo rw ard 「J]
.

Im m u n o p harm ac o !雌y
,

2 (洲川
,

4 7 (2 一 3 )
:

63

一 出
.

An d e l
‘

so n D
,

B is】1叩 J B
,

(孔田 le r R C
,

el a l
.

C ye ]o Pho sP h子

mi d e R e v ie w o f its m u tag e n le ity fo r an as se s s m e n t of po te n t ia]

g e
rm

e e ll‘欢s
缸J〕

.

腼
rat 砒

s , l, 巧
,

3阳
: lr s 一 18 一

P。、lrk L F
,

Sllu ke l D E
.

1〕N A d a ll、a g e 出1‘1 tnu ta g e lle
sis 111‘lu c ed

by n itro g e n

mu
s t耐

s
「J」

.

Mu tat Re
s

,

l性洲〕l
,

3 18 (3 )
: 20 5 一 2 26

.

门一一J
es

r eseses

901
厂一一一Ll刀1 .‘

厂、LL上

玛14巧16171918

l门esesjes

q�,八月呀Zq一q�
JLesesesesFes飞L

那26

3 讨论

采用环境抑制 l‘5了
、

病原抑制或药物抑制可使

动物人为地处于免疫抑制状态
。

但在试验条件

下
,

人为制造环境胁迫 因子也可能建立 鱼类免疫

抑制模 型
,

但由于环境胁迫 因子产生 的方 法
、

强

度
、

条件的复杂性可能引起免疫抑制水平不一致
,

难以复制
。

病原抑制即人为感染病原使动物致病

而达到动物体免疫功能低下 〔‘“一 ‘“卫
,

但用病原抑

制建立的免疫抑制模型也同样会存在因病原体血

清型的复杂性而引起模型 的不稳定性 [‘”一 “‘〕
。

药

物抑制即使用免疫抑制药物使动物体处于免疫抑

制状态
,

因药物的稳定性可以克服 以上两种方法

的缺点而获得稳定的
、

能够重复的免疫抑制状态
,

因此本试验选用药物抑制的方法来建立鱼类免疫

抑制模型

环磷酞胺在医学上属细胞周期非特异性化疗

药物
,

对增殖周期 中各期细胞均有杀伤作用
,

但对

G o 期 (造血干 )细胞和非增殖更新细胞作用较弱

或无作用 〔““〕
。

机体大部分白细胞寿命较短
,

环磷

酞胺的杀伤作用首先通 过外周血白细胞反 映出

来
公‘1

。

从本试验中白细胞 (包括各种类 型的 白细

胞 )的数量及吞噬活力变化看
,

环磷酞胺对鱼类也

有类似的作用
。

其次
,

外周血 B 细胞分泌的 lg M

和 IFN
一a 、

脾脏和头肾溶菌酶活性
、

外周血和脾脏

B 淋巴细胞转化能力也呈显著下降
,

说明用环磷

酞胺来建立鱼类免疫抑制模型是可行的
,

采用 10

m g
·

kg
一 ’的剂量建立 的异育银卿实验性免疫抑制

模型可以用 于鱼类免疫学的实验性研究
。

环磷酞胺作为抗癌药广 泛应用于 临床和科

研
,

在医学研究上也常作为免疫抑制剂
,

用于建立

免疫抑制模型 〔““〕
。

它是人工合成的氮芥类烷化

剂
,

是
“

潜伏化
”

药物
,

本身没有活性
,

必须经肝微

粒体 P4 50 酶系代谢转化 为具有烷化作 用的醛磷

酞胺和氯乙基磷胺〔““〕
,

醛磷酚胺通过烷基取代其

它物质 的氢离子
,

使细胞 D N A 链交联
、

脱氧核糖

核酸失去活性
,

致使细胞分裂减少
,

不能复制
,

从

而起免疫抑制作用〔洲
。

但是其在鱼类中的使用

尚未见报道
,

作用机理尚不清楚
,

有待进一步研

究
。
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