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摘 要：从红细胞 C3b 受体花环率、红细胞免疫复合物花环率、红细胞天然免疫粘附肿瘤细胞花环率、T 淋巴

细胞活性 E 花环率及白细胞吞噬活性五方面，比较了患病鳖和健康鳖在免疫功能上的差异。结果表明，在红

细胞 C3b 受体花环率、T 淋巴细胞 活 性 E 花 环 率 及 白 细 胞 吞 噬 活 性 方 面，患 病 鳖 极 显 著 地 低 于 健 康 鳖

（ t < 0.01）；在红细胞天然免疫粘附肿瘤花环率上，患病鳖显著低于健康鳖（ t < 0. 05）；而在红细胞免疫复合物

花环率方面，患病鳖极显著地高于健康鳖（ t < 0.01）。综上可知，由于受到病原的侵袭，患病鳖的免疫功能明

显下降。
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Abstract：The variations of immune funCtion were studied between diseased soft-shelled turtle and healthy soft-
shelled turtle from five aspeCts . The results were as follows：（1）the perCentage of erythroCyte C3b reCeptor rosette，
the perCentage of erythroCyte aCtive rosette（EaR）of T lymphoCyte and aCtivity of leukoCyte phagoCyte，there were
highly signifiCant differenCe between diseased soft-shelled turtle and healthy soft-shelled turtle（ t < 0.01）.（2）the
perCentage of erythroCyte native immune adhering tumor Cell rosette of the diseased soft-shelled turtle was
signifiCantly lower than that of healthy soft-shelled turtle（ t < 0. 05）.（3）the perCentage of erythroCyte immune
Complex rosette of the diseased soft-shelled turtle was very signiCantly higher than that of heathy soft-shelled turtle

（ t < 0. 01）. From above all，it Can be seen that the immune funCtion of the diseased soft-shelled turtle was
seriously deCreased beCause of the disease attaCk.
Key words：soft-shelled turtle，Aeromonas sobria disease，immune funCtion

中华鳖温和气单胞菌病是由温和气单胞菌感染引起的一种细菌性疾病，温室中饲养 40d 左右的稚



鳖至成鳖均可患病，感染率高，而且迁延不愈，病重时可使鳖死亡，即使存活下来的鳖也因此失去商品价

值，给生产单位造成巨大损失。本文通过对健康鳖与患病鳖免疫指标的测定，分析了该病对中华鳖免疫

功能的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

健康鳖、患病鳖均来自上海市崇明县东风养鳖场的同一温室的不同鳖池，各取 40 只，体重 150 ~
250g。患病鳖症状明显，健康鳖健壮活泼。

致敏酵母、肿瘤细胞（S180，艾氏腹水癌细胞）购自第二军医大学长海医院血站，- 20℃保存。

温和气单胞菌（Aeromonas sobria），由本实验室提供。

1.2 方法

1 .2 .1 红细胞 C3b 受体花环试验

参照郭峰等的方法［1］。①红细胞悬液的制备。将鳖断头，取血 4 ~ 5 滴，用 0 .85%的生理盐水洗涤、

离心（2000 r / min，5min）两次，取沉淀物用显微记数法配制成浓度为 1 . 25 × 107 个 / mL 的红细胞悬液；②
致敏酵母的处理。用少量的生理盐水溶解致敏酵母，然后洗涤，离心一次（2000 r / min，5min），弃上清

液，用生理盐水配成 1 × 108 个 / mL 的致敏酵母悬液。红细胞和致敏酵母在配置的过程中要充分混匀，

使其在显微镜下呈单个分散状态；③C3b 受体花环的形成。将致敏酵母悬液与红细胞悬液各 100#L 等

量混合，28℃水浴孵育 30 分钟后，加 200#L 生理盐水稀释，用 50#L 0. 25%戊二醛固定，轻轻单向摇匀；

④玻片制备及镜检与计数。每只鳖制备 3 片，涂片薄而均匀，冷风吹干，甲醇固定 3min，瑞氏染色液染色

5min，全片记数，以 200 个红细胞为单位，计算形成红细胞 C3b 受体花环的百分率（一个红细胞粘附 2 个

或 2 个以上致敏酵母为 1 个花环），作为 C3b 受体活性的指标。

1 .2 .2 红细胞免疫复合物（IC）花环试验

与红细胞 C3b 受体花环试验基本相同，只是以酵母多糖代替致敏酵母进行试验。

1 .2 .3 红细胞天然免疫粘附肿瘤细胞花环试验

参照沈关心和周汝麟［2］的方法进行。①红细胞悬液制备。方法同“红细胞 C3b 受体花环试验”，配

制成浓度为 1 × 108 个 / mL 的红细胞悬液；②肿瘤细胞的处理。冰冻艾氏腹水癌细胞加蒸馏水充分吹打

溶解（在 37℃水浴中），移入离心管后加 8 ~ 9mL 蒸馏水，充分混匀，离心（2000 r / min，5min），倒尽上清

液，加 1 ~ 1.5mL 生理盐水，充分混匀，配成 1 × 106 个 / mL 的肿瘤细胞悬液；③自身血浆的制备。新鲜枸

橼酸（3 .8%）抗凝血 1mL（血 ：枸橼酸 = 9：1），离心（2000 r / min，5min），取上清液（即血浆）备用；④肿瘤细

胞花环的形成。取 100#L 肿瘤细胞悬液、50#L 自身血浆和 50#L 红细胞悬液，充分混匀，28℃水浴孵育

30min 后，轻轻单向摇匀，加 50#L 0.25%戊二醛固定，单向摇匀；&玻片制备及镜检与计数。同上述红细

胞 C3b 受体花环率方法。

1 .2 .4 白细胞吞噬活性试验

参照蔡完其等的方法［3］。①玻片制备。取鳖血 1mL 于肝素处理过的离心管中，摇匀。加入等量的

温和气单胞菌菌液（6 × 108 个 / mL），摇匀，置 28℃水浴 30min（每 10min 摇一次）。取出后，1500 r / min 水

平离心 5min 弃上清液，吸取沉淀的表层制成血涂片（每只鳖 3 片）；②镜检计数。在油镜下，全片记数，

根据公式（吞噬百分率 = 吞噬有细菌的白细胞 /观察的白细胞总数 × 100%）求得该鳖的白细胞吞噬率。

1 .2 .5 T 淋巴细胞活性 E 花环试验

参照文献李振林［4］和杜念兴［5］的方法。①淋巴细胞悬液制备。取鳖血 1 ~ 2mL 于肝素处理过的离

心管中，摇匀，接着加入等量的 Hanks 液稀释，摇匀。在另一只离心管中加入 1mL 淋巴细胞分离液，将稀

释后的鳖血 2mL 沿着管壁缓缓加于淋巴细胞分离液上，水平离心（3000 r / min，15min）后，吸取淋巴细胞

层，以 5 倍体积的 Hanks 液洗涤（1500 r / min，10min）两次，显微计数，以 Hanks 液配成 3 × 106 个 / mL 的淋
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巴细胞悬液；②SRBC 悬液制备。取绵羊红细胞（SRBC）（以阿氏液保存，SRBC ：阿氏液 = 1 ： 2），以 Hanks
液洗涤（1500 r / min，10min）三次，配成 6 × 107 个 / mL 的 SRBC 悬液；③玻片制备及镜检与记数。取淋巴细

胞和 SRBC 悬液各 100#L，小牛血清 50#L，单相摇匀，立即离心（500 r / min，5min），单相摇匀，使沉下的细

胞重新摇匀，加 100#L 0.25%戊二醛 4℃固定 15min。单相摇匀，涂片。染色、记数同红细胞 C3b 受体花

环试验方法。

1.3 数据处理

用 SPSS11 .0（ StatistiCal PaCkage for SoCial SCienCes）统计软件［6］中的独立性 t 检验对健康鳖和患病鳖

的各项免疫测定指标进行分析。

2 结果

2.1 红细胞 C3b 受体花环

健康鳖和患病鳖的红细胞均能为致敏酵母形成 C3b 受体花环，花环百分率大小为：健康鳖 11 . 32%
士 1.46%，患病鳖 7 .65% 士 1.75%（表 1），二者差异极显著（ t < 0.01）。

2.2 红细胞免疫复合物（IC）花环试验

与红细胞 C3b 受体花环率相反，红细胞免疫复合物花环百分率大小为：健康鳖 3 .55% 士 1. 53% < 患

病鳖 6 .28% 士 1.48%（表 1），患病鳖极显著地高于健康鳖（ t < 0.01）。

表 1 健康鳖和患病鳖免疫指标比较（均值 " 标准差）

Tab.1 Comparison on the immune inde4es between the healthy soft-shelled turtle and
diseased soft-shelled turtle（:" SD）

健康鳖 患病鳖

红细胞 C3b 受体花环率（n = 20） 11.32 士 1.46 7 .65 士 1.75
红细胞免疫复合物花环率（n = 20） 3.55 士 1.53 6 .28 士 1.48

红细胞天然粘附肿瘤细胞花环率（n = 20） 5.16 士 1.28 3 .97 士 1.52
T 淋巴细胞活性 E 花环率（n = 20） 18.35 士 2.01 16 .37 士 2.41

白细胞吞噬率（n = 20） 31.95 士 4.25 24 .45 士 4.02

2 .3 红细胞天然免疫粘附肿瘤细胞花环试验

健康鳖和患病鳖的红细胞均能与肿瘤细胞形成花环。健康鳖的花环百分率为 5 . 16% 士 1. 28%，患

病鳖为 3 .97% 士 1.52%（表 1），二者差异显著（ t < 0.05）。

2.4 T 淋巴细胞活性 E 花环

健康鳖和患病鳖的 T 淋巴细胞均能与绵羊红细胞形成活性 E 花环，花环百分率大小为：健康鳖

18 .35% 士 2.01% > 患病鳖 16 .37% 士 2.41%（表 1），二者差异极显著（ t < 0.01）。

2.5 白细胞吞噬试验

健康鳖和患病鳖的白细胞均能吞噬温和气单胞菌。健康鳖的白细胞吞噬百分率（31 . 95% 士
4.25%）极显著地高于患病鳖（24 .45% 士 4.02%）（ t < 0.01）（表 1）。

3 讨论

3.1 疾病对红细胞免疫功能的影响

SiegeL 等［7］的研究表明，红细胞除具有携氧、运输气体等功能外，还具有重要的免疫功能，且红细胞

免疫系统概念至少适用于哺乳动物，而非灵长类独有。20 世纪 90 年代以来，我国学者在鱼类红细胞和
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免疫方面进行了不少的研究，证实了鱼类的红细胞同样具有免疫功能，且这种功能存在种间、种群间及

群体间的差异［3，8 - 10］，但关于疾病对水产动物红细胞免疫功能的影响尚未见报道。

红细胞免疫功能主要通过红细胞表面的 C3b 受体来实现的。红细胞 C3b 受体总数与白细胞受体总

数为 20 ：1，血液中 95%的 C3b 受体位于红细胞上，故接触免疫复合物的机会比白细胞大 500 ~ 1000 倍。

在运载和清除免疫复合物方面起着重要作用。通过 C3b 受体花环和免疫复合物（IC）的形成，血液中的

异物（如病原微生物）被红细胞所粘附，随血液被运输到肝、脾等器官，由吞噬细胞吞噬并排出体外，从而

降低了异物对机体的危害［7］。

① 付立霞 .中华鳖温和气单胞菌病研究 .上海水产大学硕士学位论文（D）.2003，4.

在临床上，许多疾病（如免疫性疾病、恶性肿瘤、手术和创伤等）都伴有红 细 胞 免 疫 功 能 的 变

化［11，12］。本研究中，我们发现，受温和气单胞菌感染的患病鳖，其红细胞 C3b 受体花环率、红细胞天然

粘附肿瘤细胞花环率比健康鳖分别下降了 32 .42%和 23 .06%，说明患病鳖的红细胞免疫吸附能力显著

下降。与此相反，患病鳖的红细胞免疫复合物花环率极显著地高于健康鳖（ t < 0. 01），表明机体消除免

疫复合物的能力较差，造成有较多的免疫复合物粘附在红细胞膜上，这也是红细胞免疫功能呈继发性下

降的一个指标。此外，笔者在其它试验中还发现，受温和气单胞菌感染的患病鳖，其红细胞数量平均要

比健康鳖下降 40 . 14%，且个体间的变化差异甚大，病情较轻的个体，红细胞数量较多（6 . 41 × 107 个 /
mL），病重的个体，红细胞数量则急剧下降（1 .83 × 107 个 / mL），前者是后者的 3 . 5 倍；而健康鳖的红细胞

数量较多的个体（1 .1 × 108 个 / mL）仅为较少个体（6 .07 × 107 个 / mL）的 1 .8 倍①，这表明温和气单胞菌的

侵袭使患病鳖的生理机能发生了明显改变。红细胞数量的下降，一方面降低了生病鳖体内的 02 及 C02

的运输能力，影响了机体的正常新陈代谢，降低了抗感染能力；另一方面，这种改变，也从红细胞免疫功

能上表现出来。综上所述，由于受到病原的侵袭，患病鳖的红细胞免疫功能显著下降。

3.2 疾病对 T 淋巴细胞活性和白细胞吞噬活性的影响

人和高等动物的 T 淋巴细胞表面具有红细胞受体（E 受体），能与异种或同种动物的红细胞结合，形

成玫瑰状花环，称为 E 玫瑰花环。通过检测活性 E 花环率，可以准确地了解机体的 T 淋巴细胞的功能

状态，而常规的 E 玫瑰花环试验仅能反映出淋巴细胞中 T 淋巴细胞的数量［4］。由表 1 可知，患病鳖的 T
淋巴细胞活性 E 花环率为（16 .37% 士 2.41%），比健康鳖降低了 10 .79%，极显著地低于健康鳖（18 . 35%
士 2.01%）（ t < 0.01），说明由于受到疾病的侵扰，患病鳖的 T 淋巴细胞的活性降低，这从另一方面说明

了患病鳖机体细胞免疫功能低下。

白细胞吞噬是鳖的免疫功能的重要组成部分，它具有吞噬和消灭病原微生物的作用。鉴于温和气

单胞菌为本病的致病菌，因此，在相同条件下了解健康鳖和患病鳖的白细胞对温和气单胞菌吞噬能力的

强弱，有助于了解它们的免疫状况。研究表明，患病鳖的白细胞对温和气单胞菌的吞噬率比健康鳖平均

降低了 23 .4%，差异极显著（ t < 0.01），表明患病鳖对该菌具有易感性。而且由于抵抗力低下，更易合并

感染，造成并发症，这与生产上的观察相一致。

3.3 免疫指标变化对疾病诊断和治疗的意义

免疫指标的变化在不同的疾病和疾病的不同阶段不尽一致［13 - 17］，甚至在不同的个体和个体不同

的年龄阶段，这种变化也不一致［18］。临床上，通过测定一些免疫指标，可以了解机体的免疫状况，为诊

断和治疗提供依据，这其中的关键便是确定对照组的阈值范围。本试验中，由于中华鳖个体的差异和病

情程度的不同，患病鳖在红细胞 C3b 受体花环率、红细胞免疫复合物花环率、红细胞天然免疫粘附肿瘤

细胞花环率、T 淋巴细胞活性 E 花环率及白细胞吞噬活性等方面的数值范围与对照组均有不同程度的

重合。在红细胞 C3b 受体花环率、红细胞免疫复合物花环率、红细胞天然免疫粘附肿瘤细胞花环率、T
淋巴细胞活性 E 花环率及白细胞吞噬率、患病鳖与健康鳖的重合区间大小分别为 2 . 18%，2 . 26%，

4 .24%，4 .87%，10 .57%。相比之下，红细胞 C3 受体花环和红细胞免疫复合物花环较少受到个体差异和

病情程度的影响，可作为该病诊断的主要指标。红细胞天然免疫粘附肿瘤细胞花环、T 淋巴细胞活性 E
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花环及白细胞吞噬率则可作为辅助诊断的指标。

在取材和试验过程中，得到了本研究室的轩兴荣、杨怀宇、刘志国和上海水产大学 1999 级生物技术班的黄玲璘、邓

唯唯的许多帮助，谨致谢忱！
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