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摘要: 通过酶联免疫斑点法(ELISPOT)检测了经人 IgG 免疫后尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)头肾、外周血和脾

脏中的特异性抗体分泌细胞(antibody secreting cell, ASC)数量。结果表明, 首次免疫 1 d 后可在头肾中检测出 ASC, 

而外周血和脾脏第 3 天才能检测出 ASC; 头肾、外周血以及脾脏中的 ASC 均在第 12 天达到峰值, 随后头肾, 外周

血中的 ASC 数量显著减少, 而在脾脏中 ASC 数量减少不显著。二次免疫 1 d 后在头肾、外周血和脾脏中均可检测

到 ASC, ASC 数量均在第 9 天达到峰值, 时间早于首次免疫, 且在首次免疫和二次免疫中, 头肾组织的 ASC 数量均

是 3 个组织中最高的。酶联免疫吸附试验(ELISA)分别对首次免疫和二次免疫后血清中的抗体水平检测发现, 其变

化趋势与 ASC 数量变化规律相同。研究结果表明, 尼罗罗非鱼在初次免疫后产生了免疫记忆, 在二次免疫过程中

产生了更多的 ASC 和抗体, 头肾是 ASC 的主要来源组织。该结果可为鱼类的免疫记忆研究提供重要的科学依据。 
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哺乳动物中, 机体在受到抗原刺激后会产生

免疫记忆细胞如记忆 T 细胞和记忆 B 细胞, 当机

体再次受到同种抗原入侵后, 机体会启动记忆细

胞作出快速应答, 从而消灭外源物质。免疫记忆

的出现增强了生物体抵御同种病原菌再次感染的

能力。现有研究表明, 免疫记忆广泛存在于脊椎

动物中[1-2]。脊椎动物特异性体液免疫应答是由抗

体分泌细胞及其产生的相应抗体来介导的。目前, 

通过检测抗体含量以及抗体分泌细胞在数量与时

间上的变化, 可对各个免疫器官的抗体产生及抗

体在体内长期的维持进行评价。对抗体分泌细胞

进行检测常用的方法有溶血空斑形成试验(PFC)、

酶联免疫斑点法(ELISPOT)、流式细胞仪检测(FC)

等, 其中酶联免疫斑点法是一种在细胞悬液中定

量检测细胞因子生成细胞的分析方法, 它结合了

细胞培养技术与酶联免疫吸附技术, 最大优点是

高精准度, 能在 100 万个细胞中检测出 1 个目标

细胞[3]。因此, 该方法常用来检测抗体分泌细胞或

记忆 B 细胞的前体细胞分化频率。近年来, 科研

人员对鱼类免疫器官在免疫应答中的作用进行了

系统的研究: 包括黏膜、皮肤、鳃、肠道、胸腺、

头肾、脾脏以及外周血[4-9]。其中头肾及脾脏被认

为是鱼类重要的免疫器官, 是 B 淋巴细胞分化成

抗体分泌细胞的主要场所, 且从脾脏、外周血及头

肾中都能分离得到, 如浆母细胞、浆细胞即抗体分泌

细胞[10]。因此, 鱼类被认为是最早出现免疫记忆的低

等脊椎动物, 但是目前对于鱼类的免疫记忆研究还

相对较少, 仅在斑马鱼(Danio rerio)、虹鳟(Oncor-
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hynchus mykiss)、鲇(Hypophthalmichthys molitrix)、

鲤(Cyprinus carpio)等少数物种中有研究[2, 11-13]。 

罗非鱼源自非洲的尼罗河流域, 因其抗逆性

强、生长快、繁殖力强。罗非鱼养殖在我国发展迅

速, 已成为继四大家鱼之后的第五大养殖鱼类。然

而, 近些年在世界各地不断爆发的病毒病和细菌病

等, 给罗非鱼养殖产业带来了巨大的经济损失[14-16]。

本研究以罗非鱼为对象, 应用 ELISPOT 技术研究

人 IgG 免疫后罗非鱼头肾、脾脏及外周血中 ASC

的数量变化规律以及抗体的表达水平, 结果将有

助于了解罗非鱼免疫记忆的存在与否, 同时为罗

非鱼疫苗的应用以及鱼类免疫记忆的研究提供重

要的科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验鱼 

将 150 尾体重为 70~80 g 的罗非鱼养于 10 个

盛有 1 m3 水的池中, 每个池 15 尾鱼。实验前驯养

1 周, 每日早晚投喂 2 次人工合成饲料, 水温控制

在 25 ℃左右, 每 2.5 d 换水 1 次。 

1.2  罗非鱼免疫 

实验组用 1 mg/mL 人 IgG 加等量弗氏完全佐

剂乳化后每尾鱼腹腔注射 0.2 mL, 对照组用无菌

PBS 溶液加等量弗氏完全佐剂乳化后注射相同剂

量, 注射后放回池里。分别于第 1、3、6、9、12、

15、18 天取样, 每次取实验组及对照组罗非鱼各

3 尾, 取样前 24 h 停止喂食。首次免疫后第 30 天

给予二次免疫, 注射剂量、注射部位、对照组的

设置都与首次相同。 

1.3  免疫组化分析 

将首次免疫后 12 d 的实验组鱼用 MS-222 麻

醉后消毒, 取头肾和脾脏组织, 石蜡包埋后进行

切片。将石蜡切片进行脱蜡, 步骤为: 二甲苯 I-

二甲苯 II-无水乙醇 I-无水乙醇 II-85%乙醇-75%乙

醇, 每步进行 15 min, 最后用蒸馏水洗。将组织切

片置于 EDTA 抗原修复缓冲液(pH 8.0)的修复盒

中于微波炉内进行抗原修复。自然冷却后将玻片

置于 PBS (pH 7.4)中在脱色摇床上晃动洗涤 3 次, 

每次 5 min。切片放入 3%过氧化氢溶液, 室温避

光孵育 30 min, 用 PBS(pH 7.4)在脱色摇床上晃动

洗涤 3 次, 每次 5 min。滴加 10%正常鼠血清均匀

覆盖组织, 室温封闭 30 min。滴加 100 μL 鼠抗罗非

鱼 IgM 一抗, 切片平放于湿盒内 4 ℃孵育过夜。

PBS 洗涤 3 次, 每次 5 min。切片稍甩干后加入

100 μL 的辣根过氧化物酶标记羊抗鼠 IgG(HRP-

羊抗鼠 IgG)二抗, 37 ℃孵育 1 h。PBS 洗涤 3 次, 

每次 5 min。切片稍甩干后滴加二氨基联苯胺(3,3ʹ- 

diaminobenzidine, DAB)显色液, 显微镜下控制显

色时间, 阳性为棕黄色, 自来水冲洗切片终止显

色。Harris 苏木素复染 3 min 左右, 自来水洗, 1%

的盐酸酒精分化数秒 , 自来水冲洗 , 氨水返蓝 , 

流水冲洗。将切片依次放入 75%乙醇、85%乙醇、

无水乙醇 I、无水乙醇 II、二甲苯 I 脱水透明, 各

步骤 5 min, 切片稍晾干后中性树胶封片。显微镜

镜检, 图像采集分析。 

1.4  淋巴细胞悬液制备 

实验罗非鱼用 MS-222 麻醉后, 将罗非鱼浸

泡于 75%的酒精中消毒 5 min, 在超净工作台中

用 1%肝素钠润湿的注射器从罗非鱼尾静脉采血, 

加入等量 D-Hank’s 液稀释, 制备成悬液; 同时抽

取 2 mL 血液缓慢加入到无菌离心管中, 4 ℃静置

过夜, 2000 r/min 离心后收取血清, 保存于–20 ℃

用于后续抗体检测。取头肾、脾脏组织放入 2 mL 

D-Hank’s 液中, 用消毒剪刀将组织剪碎, 过 200

目不锈钢筛网制成组织悬液。取 15 mL 无菌离心

管, 先加入 2 mL 淋巴细胞分离液 Histopaque-1077, 

将等量的外周血、头肾和脾脏细胞悬液分别缓慢

叠加到分离液上层, 900 g 离心 35 min。将淋巴细

胞层细胞移至干净的 15 mL 离心管, 加入 2 mL 

RPMI-1640 完全培养基洗涤, 900 g 离心 15 min, 

去上清后加入 2 mL 完全培养基重复洗涤 2 次, 加

入完全培养基重悬, 用 0.4%台盼蓝检测存活率> 

96%后, 将细胞个数调整为 1.00×107 个/mL。 

1.5  瑞氏染色观察 

将分离好的头肾淋巴细胞悬液按照常规方法

进行涂片: 在室温下迅速晾干, 用瑞氏染料染色

1 min 后加等量的 PBS, 轻轻晃动玻片, 使其均匀

混合, 静置 5 min 后用自来水冲洗, 于室温下干

燥。在 100 倍油镜下观察淋巴细胞形态及数量变

化, 随机计数 200 个细胞, 计算其百分比。 
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1.6  ELISPOT 检测 

室温下每孔加 100 μL 70% 的酒精孵育

MultiScreenHTS-IP Filter 96孔板 10 min后弃去, 无

菌 PBS 洗涤 3 次, 每孔加 100 μL 人 IgG (10 μg/mL) 

4 ℃包被过夜; 弃液后加入含 0.1%吐温–20 的

PBS (PBS-T)洗涤 3 次, PBS 洗 2 次; 加入 10%胎

牛血清(FBS)的培养液封闭 2 h, 弃液后每孔加入

100 μL 细胞悬液, 25 ℃孵育 9~12 h 后倒去液体, 

PBS-T 洗涤 3 次, PBS 洗涤 2 次; 每孔加入 100 μL

鼠抗罗非鱼 IgM, 4 ℃过夜, PBS-T 洗涤 3 次, PBS

洗涤 2 次; 每孔加入 100 μL 的辣根过氧化物酶标

记羊抗鼠 IgG(HRP-羊抗鼠 IgG)二抗, 37 ℃孵育1 h, 

弃去液体, PBS-T 洗 3 次, PBS 洗 2 次。在吸水纸

上拍打, 吸干残留的洗涤液后每孔加入 100 的 3-

氨基-9-乙基咔唑(AEC)显色底物, 室温下避光反

应 8–10 min。弃去显色液, 用蒸馏水充分洗涤膜

的两边。吸水纸上轻拍, 使膜干燥。室温干燥后

在体式显微镜下进行斑点计数。 

1.7  ELISA 检测 

96 孔酶标板中每孔加 100 μL 人 IgG (10 μg/mL) 

4 ℃包被过夜, PBS-T 洗涤 3 次, 每孔加满封闭液 

(PBS-T+10% FBS)37 ℃孵育 2 h, 弃去, PBS-T 洗

涤 3 次, 每孔加入血清 100 μL, 每个样品重复 3

个孔, 37 ℃孵育 90 min, PBS-T 洗涤 3 次, 每次

5 min, PBS 洗 2 次, 拍干。每孔加入 100 μL 鼠抗

罗非鱼 IgM(1:33), 37 ℃孵育 1 h, PBS-T 洗涤 3

次, 每次 5 min, PBS 洗 2 次, 拍干。每孔加入

100 μL HRP-羊抗鼠 IgG(1:2000), 37 ℃孵育 1 h, 

PBS-T 洗涤 3 次, 每次 5 min, PBS 洗 2 次, 拍干。

每孔加入 100 μL 的 3,3-,5,5-四甲基联苯胺(TMB)

底物溶液, 室温避光反应 10 min, 加入 50 μL浓度

为 2 M 的 H2SO4 终止液, 同时设立对照孔。酶标

仪测定各孔 450 nm 的 OD 值。 

2  结果与分析 

2.1  ASC 在各组织中的分布 

本研究通过抗体孵育染色确定 ASC在头肾和

脾脏 2 个组织中的分布情况。其中组织细胞的核

被苏木素染为蓝色, DAB 染料着色的阳性结果, 

颜色为棕黄色。结果表明所选取的 2 个组织的实

验组中均有阳性信号。由此表明罗非鱼经过人

IgG 免疫后, 头肾和脾脏 2 个组织中, 具有弥散性

的 ASC 细胞分布(图 1)。 
 

 
 

图 1  免疫组化检测尼罗罗非鱼头肾和脾脏组织中 ASC 的分布(×200) 

a1. 头肾对照组; b1. 头肾实验组; a2. 脾脏对照组; b2. 脾脏实验组; 红色箭头: ASC. 

Fig. 1  Distribution of ASC in the head kidney and spleen tissue of Oreochromis niloticus by immunohistochemical (×200) 
a1. control group of head kidney; b1. experimental group of head kidney; a2. control group of spleen; 

b2. experimental group of spleen; red arrow: ASC. 



1420 中国水产科学 第 29 卷 

 

2.2  免疫前后罗非鱼淋巴细胞的形态变化 

经特异性抗原免疫后的罗非鱼淋巴细胞在形

态和数量会发生一系列的变化, 以头肾淋巴细胞

为例, 细胞经瑞氏染色后于显微镜下观察, 发现

免疫前后淋巴细胞均有部分变大的现象, 而且细

胞核变松散, 几乎充斥着整个细胞内部, 为淋巴

母细胞。图 2 的 a1 和 a2 中箭头所指即为淋巴母

细胞(lymphoblast, Lb)。不同之处在于免疫后组织

中有很多体积较小的淋巴细胞, 数量较多而且染

色较深, 图 2 的 b1 和 b2 中箭头所指即为小淋巴

细胞(small lymphocyte, sL)。随机计数 200 个淋巴

细胞中小淋巴细胞的百分比为 48%~57%, 而对照

组仅为 5%~7%。 

2.3  首次免疫后 3 个组织中 ASC 数量的检测 

首次用人 IgG 腹腔注射罗非鱼 1 ℃后可在头

肾组织中检测出相应的 ASC, 浓度为(1.00±0.35)

个/106 个淋巴细胞; 而外周血及脾脏中第 3 天才

能检测出 ASC, 分别为(2.00±0.50)和(1.00±0.35)

个/106 个淋巴细胞; 从第 6 天开始至第 9 天, 头肾

中的特异性 ASC 显著性增加, 到第 12 天达到最

高峰, 即(80.00±5.50)个/106 个淋巴细胞; 同时外

周血在第 12天也达到最大值为(28.00±2.50)个/106

个淋巴细胞; 脾脏特异性 ASC 的增加较为缓慢, 

在第 9 天观察到 ASC 数量最多, 为(15.00±2.80)

个/106 个淋巴细胞。脾脏中 ASC 的数量在第 6 天

与第 12 天之间差异并不大, 变化趋势较为缓慢。

各时间点 3 种组织中的淋巴组织相比, 头肾 ASC

数量最多, 外周血 ASC 数量次之, 脾脏中 ASC

数量最少。3 种组织 ASC 数量在达到峰值之后都

呈现下降趋势。头肾第 12 天至第 18 天呈现显著

下降趋势, 到第 18 天检测到 ASC 的数量仅为

(35.00±3.20)个/106 个淋巴细胞, 外周血 ASC 数

量也显著下降到 (9.50±1.60)个 /106 个淋巴细胞

(图 3)。 

 

 
 

图 2  免疫前(a1 和 a2)与免疫后(b1 和 b2)罗非鱼淋巴细胞形态对比(×100) 

Lb: 淋巴母细胞, sL: 小淋巴细胞. 

Fig. 2  Comparison of Nile tilapia lymphocytes morphology before (a1 and a2) and after (b1 and b2) immunization (×100) 
Lb: Lymphoblast, sL: small Lymphocyte. 
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图 3  首次免疫人 IgG 后罗非鱼头肾、外周血及 

脾脏中特异性 ASC 数量的变化 

*代表不同时间点处理组与对照组间差异显著(P<0.05),  

**表示差异极显著(P<0.01). 

Fig. 3  The changes of ASCs in head kidney, peripheral  
blood and spleen of tilapia after primary  

immunization with human IgG 
* means significant difference between treatment group and 

control group at different time points (P<0.05), ** means 
extremely significant difference (P<0.01). 

 

2.4  二次免疫后 3 个组织中 ASC 数量的检测 

二次免疫罗非鱼后, 结果如图 4 所示, 头肾、

外周血和脾脏组织均在第 1 天检测到 ASC, 数量

分别为 (8.00±1.50)、 (5.00±1.50)和 (2.00±0.75)个 / 

106 个淋巴细胞。头肾中的特异性 ASC 数量迅速

增加, 在第 9 天就达到最大值为(181.00±8.90)个/ 

106 个淋巴细胞, 是首次免疫最大值的 2 倍以上, 

而且出现最高峰的时间提前了 3 d, 达到峰值后

头肾中 ASC 的数量并没有出现显著减少, 较大值

维持时间较长, 第 12 天至第 15 天才出现明显的

下降趋势; 外周血中 ASC 数量在第 9 天出现最大

值为(132.00±10.50)个/106 个淋巴细胞, 是首次免

疫后外周血 ASC 最大值的 4 倍以上, 第 9 天后外周

血的 ASC 数量呈现逐渐下降; 与首次免疫相比, 脾

脏在第 9 天的 ASC 的数量出现明显峰值 , 为

(89.00±5.50)个/106 个淋巴细胞, 是首次免疫后脾脏

ASC 最大值的 6 倍, 但仍然是 3 种组织中最低的。 

2.5  首次免疫及二次免疫后血清中特异性抗体

水平检测 

对每次取样的血清进行 ELISA 检测, 血清所

含的特异性抗体水平以吸光度 OD 值表示(如图

5)。首次免疫后罗非鱼的血清特异性抗体水平从

第 1 天至第 12 天为缓慢持续的增加, 至第 12 天

达到峰值后开始下降, 但第 15 天与第 12 天相比 
 

 
 

图 4  二次免疫人 IgG 后罗非鱼头肾、外周血及 

脾脏中特异性 ASC 数量的变化 

*代表不同时间点处理组与对照组间差异显著(P<0.05),  

**表示差异极显著(P<0.01). 

Fig. 4  The changes of ASCs in head kidney, peripheral  
blood and spleen of tilapia after secondary  

immunization with human IgG 
* means significant difference between treatment group and 

control group at different time points (P<0.05), ** means 
extremely significant difference (P<0.01). 

 

 
 

图 5  首次免疫及二次免疫人 IgG 后罗非鱼 

血清抗体含量变化 

*代表不同时间点处理组与对照组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 5  The changes of antibody level in serum of Tilapia after 
primary and secondary immunization with human IgG 

* means significant difference between treatment group and 
control group at different time points (P<0.05). 
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抗体水平下降不明显, 首次免疫的抗体水平达到

最大值的时间与 ASC 数量最大值的时间一致, 同

时发现对照组特异性抗体水平也有轻微的增加。

二次免疫后特异性抗体水平呈现快速增加趋势 , 

最大值出现在第 9 天, 是首次免疫最大值的 2 倍, 

而且比首次免疫达到峰值的时间提前了 3 d, 这

也与检测到的二次免疫后 ASC 数量达到峰值的

时间符合。到达峰值后至第 12 天抗体水平下降并

不明显, 与最大值相比差异不大, 维持较高水平

抗体的时间较长。二次免疫对照组的特异性抗体

水平总体呈现逐渐降低的趋势, 除第 1 天以外, 

二次免疫的抗体水平实验组均比对照组高。 

3  讨论 

目前, 防治罗非鱼细菌性疾病最主要的措施仍

然是使用抗生素, 由于抗生素的长期应用或不合理

使用, 已导致严重的环境污染和各种耐药菌的出现, 

进而给疾病的防治工作带来更大的因难[17-18]。为此, 

免疫预防逐渐被认为是防治鱼类细菌性疾病的重

要途径。而免疫预防的关键点是机体具有免疫记

忆。鱼类作为低等脊椎动物, 已具有较完善的由

头肾、脾脏、外周淋巴组织等组成的免疫系统, 在

抗原的刺激下能产生特异性免疫应答[19-21]。本研

究用人源 IgG 通过腹腔注射使罗非鱼产生相应的

特异性抗体, 以 ELISPOT 法检测罗非鱼头肾、脾

脏及外周血中特异性 ASC 数量的变化, 同时采用

ELISA 法检测血清中特异性抗体水平的变化趋势, 

结果为罗非鱼的病害防治提供一定的帮助。 

在所检测的尼罗罗非鱼 3 种组织中, 头肾是

最先产生抗体反应组织, 免疫后第 1 天即在头肾

中检测出 ASC, 随后是外周血, 最后是脾脏。首

次免疫后第 12 天头肾及外周血中 ASC 数量达到

最大, 而脾脏中 ASC 的数量变化过程中并没有明

显的峰值出现。从峰值来看, 头肾中 ASC 的数量

是外周血的 3 倍, 脾脏的 5 倍, 头肾中 ASC 数量

远大于外周血及脾脏中 ASC 数量, 且脾脏中 ASC

的数量也是 3 种组织中最少的。该结果与虹鳟头

肾、脾脏、外周血中的 ASC 研究类似[9]。由此可

见, 在罗非鱼免疫应答过程中, 头肾起到了关键作

用。头肾被认为是 B 淋巴细胞发育的主要部位[22]。

进入到机体的抗原首先在头肾中经呈递、识别等

作用激活效应 B 淋巴细胞, 随后 B 淋巴细胞转化

为浆细胞分泌抗体, 抗体以及浆细胞通过血管输

送到别的组织和器官中发挥免疫应答作用[23-24]。

而脾脏中 ASC 的数量在 3 种组织中是最低的, 且

随着时间变化的趋势也有别于其他两种组织, 说

明脾脏在体液免疫反应过程中可能处于相对次要

的地位[25]。同时, 对罗非鱼血清中特异性抗体水

平的检测发现, 抗体水平随着时间的变化而逐渐

增加, 至第 12 天达到最大值, 随后逐渐下降, 变

化趋势与头肾中 ASC 数量的变化趋势基本一致, 

暗示罗非鱼血清中的抗体主要来源于头肾中的淋

巴细胞。而虹鳟鱼对半抗原 DNP-KLH 的抗体应

答在免疫后 50 d 才达到高峰, 且抗体滴度在免疫

后的 150 d 一直保持较高水平。由此表明不同种

鱼对不同免疫原的应答有较大差别。 

罗非鱼二次免疫后, 头肾及外周血中 ASC 数

量出现最大值的时间比首次免疫提前了 3 天, 头

肾的峰值要比首次免疫的峰值多 2 倍以上, 且维

持高水平免疫反应的时间较长。外周血的峰值要

比首次免疫的峰值多 4 倍以上, 脾脏在二次免疫

后中也出现峰值, 且是首次免疫脾脏 ASC 数量峰

值的 6 倍。头肾中 ASC 的数量仍然是 3 个组织中

最高。对罗非鱼血清中的特异性抗体水平的检测

发现, 抗体水平随着时间的变化而呈现快速增加, 

第 9 天达到最大值, 比首次免疫提前了 3天, 且是

首次免疫抗体水平最大值的 2 倍以上, 表明罗非

鱼的二次免疫引起了比首次免疫更快速、更效率

的免疫应答。免疫记忆的形成特征是二次免疫或

者感染时具有更快以及更高水平的抗体产生[26]。

虽然罗非鱼抗体及免疫细胞的克隆倍数并没有像

高等脊椎动物的免疫记忆应答那样呈现指数增长

的趋势[27], 但是依赖于相同抗原再次刺激引发的

免疫记忆作用使免疫应答比首次迅速, 维持免疫

作用时间较长。由此表明, 二次免疫引发了罗非

鱼的免疫记忆, 且头肾组织发挥重要作用。 

本实验利用 ELISPOT 技术研究人 IgG 在初次

和二次免疫罗非鱼后, 罗非鱼头肾、脾脏及外周

血中 ASC 的数量变化规律, 结果表明, 初次免疫

后的 3 个组织中 ASC 数量均发生了上调变化, 且
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头肾组织最先检测到 ASC, 各组织 ASC 分别在

12 天达到峰值, 外周血中的抗体水平变化也与各

组织 ASC 数量的变化趋势相同。二次免疫后, 各

组织 ASC 数量和抗体水平达到峰值的时间与强

度均早于初次免疫 , 同时在初次和二次免疫中 , 

头肾组织的 ASC 数量均是 3 个组织中最高的。结

果表明, 罗非鱼具有免疫记忆, 且头肾组织是罗

非鱼发挥免疫记忆最重要的器官。该结果为鱼类

的免疫记忆研究提供了重要的科学依据。 
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Detection of Nile tilapia specific antibody secreting cells induced by 
human IgG via ELISPOT assay 
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Abstract: Specific antibody secreting cells (ASC) play an important role in the immune response. In this study, to 
detect changes in specific ASCs in the Nile tilapia (Oreochromis niloticus) in response to exogenous stimuli, the 
number of ASCs in the head kidney, peripheral blood, and spleen of this fish after immunization with human IgG 
was detected by enzyme-linked immunospot assay (ELISPOT). The results showed that ASCs could be detected in 
the head kidney on day 1 after the first immunization, while ASC could be detected in the peripheral blood and 
spleen on day 3. The number of ASCs in the head kidney, peripheral blood, and spleen all reached their peak on 
day 12. While the number of ASCs in the kidney and peripheral blood was significantly reduced, that in the spleen 
was not significantly reduced. Subsequently, ASCs could be detected in the head kidney, peripheral blood, and 
spleen on day 1 after the second immunization, with the number of ASCs reaching their peak on day 9, earlier than 
the first immunization. In both the first and second immunizations, the number of ASCs in the head kidney tissue 
was the highest among the three tissues. Using enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) to detect the 
antibody levels in serum after the first and second immunizations, the change trend was found to be the same as 
that of the ASCs. These results indicate that the Nile tilapia developed immune memory after the first 
immunization and produced more ASCs and antibodies during the second immunization. Furthermore, the head 
kidney was identified as the main source of ASCs. These findings provide an important scientific basis for the 
study of immune memory in fish. 
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