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拥挤胁迫对草鱼非特异性免疫功能的影响

王文博 , 　李爱华 , 　汪建国 , 　蔡桃珍 , 　吴玉深
(中国科学院水生生物研究所淡水生态与生物技术国家重点实验室 ,湖北 武汉 　430072)

摘要 : 在实验室条件下利用放养密度和放养时间构建组间差异 ,模拟养殖过程中草鱼所面临的拥挤胁迫。胁

迫第 7、14、30、60d 后采样测量免疫指标。结果表明 , 高密度组 (80g·L - 1) 的血清溶菌酶活性在胁迫后开始升

高 ,并于 14d 时达峰值 , 以后逐渐下降 ,呈倒“U”型趋势。血清杀菌活性随放养密度的剧增而锐减 ( P < 0. 005) 。

白细胞比容在各组间未显示明显差异。而在 30d 和 60d 所测的高密度组草鱼的头肾巨噬细胞吞噬百分率和吞

噬指数结果显示 ,高密度组低于对照组 ( P < 0. 05) 。60d 后用嗜水气单胞菌进行攻毒实验 ,高密度组死亡率高

达 75. 0 % ,中密度组也达到了 63. 6 % ,而对照组只有 25. 0 %。同期所测的脾脏脏器系数显示无论高密度组还

是中密度组均显著低于对照组 ( P < 0. 01) ,且经解剖和正常鱼对比 ,发现其脾脏已明显萎缩。各实验组血清皮

质醇浓度均在胁迫初期达到最大值 ,随后降低 ,至实验后期基本恢复到正常水平。
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The effect of crowding stress on non2specific immune
functions of Ctenopharyngodon idellus

WANG Wen2bo , LI Ai2hua , WANG Jian2guo , CAI Tao2zhen , WU Yu2shen

( State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology , Institute of Hydrobiology ,

Chinese Academy of Sciences , Wuhan 　430072 , China)

Abstract : Under laboratory conditions , the effect of crowding stress on the non2specific immune system and the

resistance to fish pathogenic bacterial infection of grass carp ( Ctenopharyngodon idellus) was investigated. We

made an inter2group difference by feeding grass carp ( C. idellus) in different densities and time to simulate the

crowding stress encountered by aquaculture fish. After stress of 7 , 14 , 30 , 60 days , fish were sampled to

examine their immune indexes . The results indicated that the lysozyme activity in serum of high density group

( HG) increased after stress and reached a maximum on 14th day , then decreased over time. Plasma bactericidal

activity reduced sharply when density increased. Leucocrit value did not show a significant difference among all

groups , but phagocytic activity of macrophages from head kidney after crowding stress of 30 and 60 days showed

a difference between HG and control group ( CG) ( P < 0. 05) . After 60 days stress , fish in each group were

challenged with Aeromonas hydrophila by intraperitoneal injection. Mortality rate of HG was 75. 0 % , middle

density group (MG) 63. 6 % and control group only 25. 0 %. At the same sampling time , spleen weight indexes
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of both HG and MG were much lower than CG ( P < 0. 01) . Additionally , cortisol concentration in serum of all

experimental groups came to their maximum values at the beginning of the stress , then dropped and recovered to

normal level at the end of experiment .

Key words :crowding stress ; Ctenopharyngodon idellus ; non2specific immune functions ; immune organs

　　养殖鱼类中普遍存在着因放养密度过高而造

成的拥挤胁迫 (crowding stress ) ,由此引发鱼体的

应激反应[1 ] 。这虽是一种保护性反应 ,但鱼体若

持续的处于应激状态 ,机体的免疫防御功能会受

到抑制 ,导致鱼体对各类病原敏感性升高[2 ] 。所

以 ,对以拥挤为代表的环境胁迫的研究正受到人

们的普遍关注。国外在拥挤胁迫对鱼类的免疫组

织与器官、免疫细胞、体液免疫因子等三个层面的

影响均有较为全面的研究[3 ,4 ] ,但在国内 ,却少见

这方面的报道。鉴于非特异性免疫系统在维持机

体健康方面的重要性 ,实验就其所受拥挤胁迫的

影响展开了研究。

1 　材料与方法

1. 1 　实验材料

草鱼 ( Ctenopharyngodon idellus) 由中科院水生

生物研究所关桥养殖场提供 ,平均体重 53. 05 ±

5. 03g。实验前在持续流水的水泥池 (容积为

500L) 中以 2. 3g·L - 1的密度驯养两周 ,实验期间

水温控制在 22 ±2 ℃, DO 4. 0～5. 5mg·L - 1 ,隔天

投喂商业配合饲料加青饲料。

溶壁微球菌 ( Micrococcus lysodeikticus) 冻干粉

购自 Sigma 公司。

嗜水气单胞菌 ( Aeromonas hydrophila) XS912421

和河弧菌 ( Vibrio fluvialis) 9122423 为本实验室保存

菌种 ,作为淡水养殖鱼类细菌性败血症 ( bacterial

hemorrhagic septicimia) 病原[5 ] 。

1. 2 　实验分组

密度组的构建参考 Mazur 等[6 ]及李爱华[7 ] 。

同源同批实验鱼被随机分为 4 组 ,即常规密度对

照组 (2. 3g·L - 1) ,低密度组 (10g·L - 1) , 中密度组

(35g·L - 1) ,高密度组 (80g·L - 1) 。每组 9～12 尾 ,

实验鱼均放养于同样规格的水族箱 (容积为 80L )

中 ,注入不同体积的水 ,并保持流水放养 ,水流速

度约为 120L·h - 1。试验期间周围环境力求保持

最大限度安静。除密度外 ,其余饲养条件均保持

一致。

1. 3 　血样和组织样品的采集

实验后的第 7、14、30、60d 采血及取头肾 ,并

在实验后 60d 取脾脏。采样前 ,将鱼迅速捞起并

立即投入浓度为 200mg·L - 1的 MS2222 中做快速

深度麻醉。这样可避免因人为刺激而引起的血液

皮质醇浓度的升高[6 ] 。

1. 4 　血液学和免疫学指标的检测

血清溶菌酶活性 　按 Parry 等[8 ]所述方法进

行。5μL 新鲜血清加入 3mL 菌液中 ,测定波长为

540nm。以 1min 内吸光值下降 0. 001 为 1 个活性

单位 (U) 。

血清杀菌活性　参照 Ainsworth 等[9 ] ,略作修

改。0. 5 %盐水制备 V . fluvialis 菌悬液 ,用分光光

度计按李爱华 [10 ] 方法将浓度调整为 106CFU ·

mL - 1。50μL 血清加入到等量菌悬液中 ,22 ℃孵育

5h 之后 , 将混合液倍比稀释 , 不同稀释度各取

10μL 加于 TSB 上 , 28 ℃孵育过夜 ,计算平皿菌落

数 (colony forming units , CFUs) 。用 50μL 盐水代

替 50μL 血清加入等量菌悬液作为阳性对照。结

果用杀菌百分率 (killing percent) 表示 :

杀菌百分率 ( %) = (1 - 实验组 CFUs/ 阳性对

照 CFUs) ×100

头肾巨噬细胞的吞噬活性　头肾巨噬细胞悬

液按 Secombes [11 ]方法制备。菌悬液按 Thompson

等[12 ]方法制备 ,所不同的是菌株为本实验室保藏

的 A . hydrophila XS912421 , 而非 A . salmonicida

MT004。操作方法按 Rafig 等[13 ]所述。显微镜下

观察计数 200 个巨噬细胞中吞噬 A . hydrophila 的

细胞数及所吞噬的细菌总数 ,按下式求出吞噬百

分率 (phagocytic percent ) 及吞噬指数 (phagocytic

index) :

吞噬百分率 ( %) = (吞噬细菌的巨噬细胞数/

200) ×100

吞噬指数 = 200 个巨噬细胞所吞噬的细菌总

数/ 200

白细胞比容　将采集的血液样本装于肝素化

的医用白细胞压积管中 , 22 ℃ 2000r·min - 1离心

30min ,小心将压积管取出 ,用游标卡尺测量白细
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胞压积的高度占全长的百分比 ,即为白细胞比容

(leucocrit) 。

脾脏脏器系数　脾脏重量与体重之比即为脾

脏脏器系数 (spleen weight index) 。先称量实验鱼

体重 ,再行深度麻醉 (MS2222) ,断尾放血 ,摘取脾

脏 ,用生理盐水稍加冲洗 ,吸水纸吸干表面水分 ,

立即在电子秤上称重。

血液皮质醇浓度 　常规分离血清 , 参照

Pickering 等[14 ]方法用放免法 ( RIA) 进行测定。试

剂盒由北京北方生物技术研究所生产 , 批号为

(93) 卫药准字 R - 14。

攻毒实验 　将两次活化后的嗜水气单胞菌

Aeromonas hydrophila XS912421 用 0. 5 %生理盐水

洗脱菌苔 ,按李爱华[10 ]所述用分光光度计精确调

配 ,使终浓度为 2. 3 ×106CFUs·mL - 1。每尾腹腔

注射 0. 3mL ,观察 1 周 ,统计死亡率。

2 　结果

2. 1 　血清溶菌酶活性的变化

拥挤胁迫对草鱼非特异性免疫功能的影响结

果见图 1。各实验组在胁迫 1～2 周后 ,溶菌酶活

性均有增高现象 ,至 1 个月后 ,出现回落。但各组

达到峰值的时间不同 ,高密度组的峰值出现在胁

迫 14d 后 ,方差分析结果显示其与对照组有显著

差异 ( P < 0. 01) 。在相同胁迫时间内 ,基本呈现

溶菌酶活性随放养密度的增加而增强的趋势。

图 1 　拥挤胁迫对草鱼血清溶菌酶活性的影响

Fig. 1 　Effect of crowding stress on lysozyme

activity in C. idellus serum

2. 2 　血清杀菌活性的变化

　　如图 2 所示 ,高密度组从刚开始胁迫 1 周后

杀菌能力即开始骤减 ,在随后的几次采样时间内

并未有太大波动。经 t2检验 ,其杀菌能力与其它

各组的在 4 个采样时期均显示了极为显著的差异

( P < 0. 005) 。

图 2 　拥挤胁迫对草鱼血清杀菌活性的影响

Fig. 2 　Effect of crowding stress on bactericidal activity

in Ctenopharyngodon idellus serum

2. 3 　白细胞比容的变化

　　对照组 4 次采样测量结果在 (2. 9 ±0. 4) %～

(3. 1 ±0. 2) %内 ,而高密度组在 (3. 5 ±0. 3) %～

(4. 6 ±0. 5) %范围内 (表 1) 。可见拥挤胁迫在一

定程度上促进了鱼体白细胞的增生 ,但并不显著

( P > 0. 05) 。
表 1 　拥挤胁迫对草鱼白细胞比容的影响

Tab. 1 　Effect of crowding stress on leucocrit

value of Ctenopharyngodon idellus

实验组别
group

白细胞比容 % ( WBC)

7d 14d 30d 60d

对照组
control 3. 1 ±0. 2 3. 0 ±0. 3 3. 0 ±0. 2 2. 9 ±0. 4

低密度组
low density 2. 9 ±0. 4 2. 8 ±0. 5 3. 1 ±0. 3 3. 2 ±0. 1

中密度组
middle density 3. 3 ±0. 2 3. 3 ±0. 1 3. 5 ±0. 5 3. 5 ±0. 2

高密度组
high density 3. 5 ±0. 3 3. 7 ±0. 4 4. 1 ±0. 3 4. 6 ±0. 5

2. 4 　头肾巨噬细胞吞噬活性的变化

胁迫 30d 和 60d 后各组吞噬百分率、吞噬指

数结果见表 2。经长时间高密度放养的草鱼的这

两项指标均显著低于同期对照组的 ,且随拥挤时

间的增长呈下降趋势。另外 ,从表中还可以看出 ,

吞噬百分率与吞噬指数成正相关。
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表 2 　拥挤胁迫对草鱼头肾巨噬细胞吞噬活性的影响

Tab. 2 　Effect of crowding stress on phagocytic activity of

macrophages in C. idellus head kidney

实验组别
group

吞噬百分率 ( %)
phagocytic percent

30d 60d

吞噬指数
phagocytic index

30d 60d

对照组
control 51. 3 ±7. 5 48. 4 ±5. 8 3. 5 ±0. 8 3. 3 ±0. 7

低密度组
low density 39. 5 ±11. 1 3� 43. 6 ±8. 7 2. 8 ±0. 2 3. 4 ±0. 4

中密度组
middle density 42. 2 ±9. 438. 1 ±10. 2 3 3. 2 ±0. 5 2. 8 ±0. 3 3

高密度组
high density 31. 6 ±6. 1 329. 7 ±8. 8 32. 4 ±0. 4 32. 0 ±0. 2 3

　　注 : 3 表示与同期对照相比有显著差异 ( P < 0. 05)

Notes : 3 means P < 0. 05

2. 5 　脾脏的脏器系数

　　胁迫 60d 后 ,高密度组与中密度组的脾脏重

量百分比平均值分别为 0. 044 %和 0. 052 % ,两值

均显著低于对照组的 0. 120 % ( t2检验 , P < 0. 005)

(图 3) 。经解剖发现 ,高密度组草鱼的脾脏与正

常鱼的相比有明显萎缩症状。说明拥挤胁迫已对

脾脏这个鱼类重要免疫器官造成了极大损伤。

图 3 　拥挤胁迫对草鱼脾脏的脏器系数的影响

Fig. 3 　Effect of crowding stress on Ctenopharyngodon idellus

spleen weight index

2. 6 　血清皮质醇浓度的变化

血清皮质醇浓度变化趋势如图 4 所示。对照

组血清皮质醇浓度 4 次平均值为 (10. 07 ±3. 21)

ng·mL - 1 ,说明基本避免了因人为因素造成的皮

质醇水平的升高。在胁迫 7d 后 ,各实验组即达各

自的最大值 ,高、中两个密度组较为接近 ,分别为

(184. 92 ±18. 47) ng·mL - 1和 (173. 43 ±14. 91) ng·

mL - 1 ,两值与对照组的 (11. 53 ±4. 63) ng·mL - 1均

显示了极为显著的差异 ( P < 0. 005) 。之后 ,各组

均呈回落趋势 ,至 60d ,基本恢复到正常水平。

图 4 　拥挤胁迫对草鱼血清皮质醇浓度的影响

Fig. 4 　Effect of crowding stress on cortisol concentration

in Ctenopharyngodon idellus serum

2. 7 　嗜水气单胞菌感染后对抵抗力的影响

胁迫 60d 后各组用嗜水气单胞菌进行腹腔注

射 ,1 周后累计死亡率 ,结果见表 3。中密度组与

对照组有显著差异 ( P < 0. 05) ,而高密度组与对

照组差异极为显著 ( P < 0. 01) 。对高密度组与对

照组死鱼的血液进行细菌培养后 ,发现前者检出

的菌落数明显多于后者 ,这和前面血清杀菌活性

的结果相吻合。
表 3 　拥挤胁迫对草鱼死亡率的影响

Tab. 3 　Effect of crowding stress on mortality

rate of Aeromonas hydrophila

实验组别
group

受试尾数 (ind. )
no. of experimental

死亡尾数 (ind. )
no. of mortal

死亡率 ( %)
mortality rate

对照组
control 12 3 25. 0

低密度组
low density 9 3 33. 3

中密度组
middle density 11 7 63. 6 3

高密度组
high density 12 9 75. 0 3 3

　　注 : 3 表示与对照相比有显著差异 ( P < 0. 05) , 3 3 表示

差异极为显著 ( P < 0. 01)

Notes : 3 P < 0. 05 , 3 3 P < 0. 01

3 　讨 　论

溶菌酶是一种水解酶 ,存在于鱼类粘液 � 、血

清和巨噬细胞中 ,它能杀死病原微生物 ,使鱼类获

得保护[15 ] 。从图 1 可以看出 , 3 个实验组的溶菌
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酶测定结果随时间波动的幅度是不一样的。高密

度组最大 ,中密度组次之 ,低密度组则基本保持平

稳。说明拥挤程度越大 ,溶菌酶活性越易受到影

响 ,支持了 Fevolden 等[16 ]认为溶菌酶活性亦可作

为鱼类应激的信号 ,其水平升高所持续的时间依

胁迫的方法和强度而定的说法。高密度组的倒

“U”型趋势表明 ,在胁迫初期 , 草鱼受到较强应

激 ,因此溶菌酶水平升高 ,而后鱼体产生了一定的

耐受性 ,溶菌酶水平趋于降低。组织或组织液中

的溶菌酶含量存在着种属差异 , 虹鳟 ( Salmo

gairdneri) 体内溶菌酶的最高含量是褐鳟 ( Salmo

trutta) 和大西洋鲑 ( Salmo salar) 的 15 倍[17 ] ,所以

当用溶菌酶作为评估应激程度的指标时 ,应当是

针对同种鱼的 ,而不应一概而论。

血清中包含多种免疫因子 ,其中溶菌酶和补

体在抵御外来病原菌方面发挥着重要作用。实验

结果表明 ,高强度的拥挤胁迫对草鱼的血清杀菌

活性造成了极大抑制。若仅仅是溶菌酶活性在胁

迫后受抑制是不足以引起高密度组杀菌能力如此

大幅度的衰减的 ,根据 Rotllant 等[4 ]有关补体方面

的实验结果 ,推测在本实验中 ,胁迫可能也引起了

补体活性或浓度的下降 ,或者是补体中某些蛋白

组份的失活 ,从而阻断了补体的激活途径 ,使其不

能发挥杀菌作用。其机理有待进一步探讨。杀菌

活性的下降为病原微生物入侵机体并大量增殖提

供了可乘之机 ,可能是导致鱼病暴发的直接原因

之一。实验后期高密度组鱼体色显著发黑 ,已经

出现了发病的征兆。

从血液白细胞压积的实验结果看 ,鱼体在受

到外界胁迫后 ,加速了免疫细胞的分化与生长。

这可以看作是机体在受到外界刺激后 ,激活了自

身免疫防御体系而采取的一种保护措施。但吞噬

实验结果显示 ,高密度组草鱼头肾巨噬细胞的吞

噬活性低于同期对照组。我们知道 ,头肾是鱼体

血液中白细胞的发源地之一[18 ] ,结合上面提到的

两项实验结果 ,是否说明鱼体在受到外界刺激后

的短期内 ,加速了头肾产生免疫细胞的功能 ,使其

数量有所增加 ,但活性却因长期胁迫而受到了抑

制。巨噬细胞中含有大量的溶菌酶 ,而后者能溶

解嗜水气单胞菌的细胞壁致其死亡[19 ] ,实验后期

溶菌酶活性的下降可能是导致巨噬细胞吞噬活性

降低的重要因素之一。

脾脏不但是鱼类的造血器官 ,而且是重要的

免疫器官[18 ] 。实验结果显示 60d 后拥挤胁迫对

高、中密度组草鱼的脾脏造成了严重损伤。这和

李爱华[7 ]的结果是一致的。攻毒感染实验常被用

来评估鱼体的综合体质 ,本实验结果反映出了拥

挤对 草 鱼 健 康 状 况 所 产 生 的 负 面 影 响。

Schreck [20 ] 、Wise 等[21 ]也得出了相同的结论。

环境胁迫与鱼体内分泌系统有着广泛联系 ,

而鱼的丘脑下部 - 垂体 - 肾间组织轴 ( HPI 轴) 则

在这种联系中占主导地位。鱼体受胁迫后发生一

系列级联反应 ,最后由肾间组织产生皮质醇并释

放到血液中去[22 ] 。血液皮质醇水平可以被看作

鱼类应激的一个灵敏信号[23 ,24 ] 。在本实验中 ,就

高密度组而言 ,当第 1 次采样测得的血清皮质醇

浓度即达最高值时 ,同期测得的血清溶菌酶活性、

血清杀菌活性、白细胞比容均处于 4 次测量中的

较低 ,甚至最低水平。而当皮质醇浓度开始下降

时 ,除血清杀菌活性外的其余两项均有升高趋势。

这虽然和 Tort 等[3 ] 、Rotllant 等[4 ]的实验结果极为

相似 ,但笔者认为它并不足以证明这些免疫指标

的变化是由皮质醇浓度来调控的 ,只能说它们之

间存在着某种关联。另外 ,在实验后期高密度组

草鱼的脾脏已严重受损 ,可同期检测的皮质醇浓

度却已基本恢复到正常水平 ,脾脏的萎缩似乎并

非由皮质醇直接引起。上述现象说明若把血浆中

皮质醇激素水平作为鱼体应激反应强度的信号 ,

也只能是在急性应激范围内 ,而不能推广到慢性

应激范围内。为了更深入了解皮质醇在免疫调控

中的介导作用 ,在本实验基础上 ,我们已采取了新

的方案 ,对其展开了进一步的研究。

需要指出的是 ,低密度组除在 30d 后的吞噬

百分率和 7d 后的血液皮质醇浓度上与同期对照

组有显著差异外 ( P < 0. 05) ,其余指标结果均接

近于对照的 ,说明养殖鱼类在此密度 (10g·L - 1 ,合

每公顷 150t) 下长期流水放养是安全的 ,不会对其

健康造成损害。而当密度达到 35 g·L - 1或高于此

密度时 ,机体免疫机能会受到抑制 ,密度越大 ,时

间越长 ,抑制程度就越深 ,也更易于引发鱼病。综

上所述 ,中度和高强度的拥挤对草鱼非特异性免

疫功能具有抑制效应 ,脾脏也因此发生了器质性

病变。
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