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摘要 :应用石蜡切片技术和显微观察法 ,对从孵化后到变态完成 (55～60 日龄) 的条斑星鲽 (V eras per moseri

Jordan et Gilbert)仔稚幼鱼早期发育中免疫系统的组织结构进行了研究 ,描述了个体发育过程中的组织学结

构特征。实验表明 :在 13～15 ℃,条斑星鲽免疫器官原基出现的先后顺序为肾脏、脾脏和胸腺。孵化后即出

现肾脏原基 ,8 日龄和 12 日龄分别出现脾脏和胸腺原基 ;而免疫器官淋巴化的先后顺序较为特殊 ,首先淋巴

化的器官是头肾 ,其次为胸腺和脾脏 ,不同于大多数海水鱼类。在其免疫器官发生后期除头肾和脾脏外 ,在

胸腺中同样出现黑色素巨嗜细胞中心 ,虽然在数量和形态上不如头肾和脾脏丰富。作者通过对条斑星鲽免

疫器官发生过程研究 ,初步了解了其免疫器官发生 ,成熟过程以及特点 ,为进一步开展条斑星鲽的规模化养

殖 ,以及人工疫苗的应用提供理论依据。
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　　鱼类免疫系统是机体识别和消除“异物”的防卫

系统 ,是鱼类防止病原入侵的第一防线 ,参与鱼类免

疫应答的免疫器官主要是肾脏 (尤其是头肾) 、脾脏、

胸腺。它们是鱼类免疫细胞 (主要是 T 细胞和 B 细

胞)发生、分化、成熟和增殖的主要场所。因此 ,研究

鱼体的淋巴器官个体发生 ,是深入认识鱼体免疫活

性何时建立的基础 ;同时也对鱼类健康养殖的苗种

生产有着重要的指导意义。

对鱼类免疫学的研究可追溯到 1903 年 ,Riegler

等[1 ]首先发现一种叫丁鳗 ( Ti na v al g aris) 的鱼可产

生凝集抗体 ,但是关于鱼类免疫器官个体发生的研

究工作却始于上世纪 80 年代 ,早期的大部分工作主

要集中于淡水鱼类[2～5 ] 。而后随着海水养殖业的兴

起及鱼类免疫学的迅速发展 ,国外相继报道了海水

鱼类免疫器官发生的研究工作[ 6～8 ] 。国内有关鱼类

免疫器官发生的研究不多 ,仅对鲇鱼[9 ] 、斜带石斑

鱼[10 ]和大黄鱼[11 ]等进行了研究。

条斑星鲽 ,隶属鲽形目 ( Pleuronectitormes) ,鲽

科 ( Pleuronectidae) ,星鲽属 (V eras per) 。为太平洋

西北部冷温性底层鱼类[ 12 ] 。在日本被列为高档鱼

类 ,市场售价为 5 000～10 000 日元/ kg ,具有较高的

经济价值。近年来 ,中国从日本引进条斑星鲽 ,并于

2007 年取得该鱼种的人工繁育的成功。继牙鲆、大

菱鲆之后有望成为中国北方海水养殖业中一个新兴

的鲆鲽类养殖品种。但是在条斑星鲽苗种培育生产

过程中 ,早期发育过程中的仔稚幼鱼的畸形率和死

亡率很高 ,造成苗种生产不稳定 ,生产成本升高 ,严

重制约了条斑星鲽养殖业的发展。因此 ,对条斑星

鲽免疫学的研究显得尤为重要 ,关于条斑星鲽免疫

器官个体发生的研究国内外尚未见报道 ,而鲆鲽鱼

类相关的报道 ,仅见 Chantanachookhin 等[13 ] 和 Liu

等[14 ]对牙鲆的研究及 Padrós [ 15 ] 1996 年对大菱鲆的

研究。作者对条斑星鲽免疫器官个体发育进行了研

究 ,提供其早期发育的组织形态学资料 ,同时了解作

为冷温性底层鱼类的条斑星鲽其免疫器官原基出现

顺序和免疫器官淋巴化的顺序的特点 ,从而为条斑

星鲽早期病害的免疫防治研究提供参考。

1 　材料和方法

1 . 1 　仔稚幼鱼的培育

条斑星鲽 ( V eras per moseri ) 仔稚幼鱼于 2007

年 3～6 月取自薛家岛育苗场 ,条斑星鲽受精卵在 8～

10 ℃、盐度 33 左右、强充气的条件下 ,经过 8～9 d 孵

化出膜。孵出后的仔稚鱼培育水温在 14～15 ℃,幼
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鱼培育水温在 16～17 ℃。前期仔鱼投喂轮虫 ,同时

加入小球藻净化水质 ,后期仔鱼和稚鱼添加卤虫无

节幼体 ,幼鱼给予鱼麋及配合饲料。轮虫和卤虫无

节幼体分别进行营养强化 (康克 A ,青岛森淼公司)

12 h 后进行投喂。

1 . 2 　样品的采集

育苗孵化后 ,前 10 天每天取样 1 次 ,11～30 d

每 2 天或 3 天取样 1 次 ,31 d 到实验结束 ,每 5 天取

样 1 次 ,取样样本数为 60 尾。MS - 222 麻醉 ,30 尾

用于生长测量 ;另 30 尾样品用于组织切片观察 :样

品首先用 Bouin 氏液室温固定 24 h 后 ,50 %乙醇洗

脱 ,70 %乙醇保存备用。常规梯度乙醇脱水 ,二甲苯

透明 ,石蜡包埋 ,分别进行横、纵和水平三个方向的

连续切片 ,切片厚度 3～10μm , H. E. 染色 ,中性树

胶封片 ,Nikon 显微镜观察和照相。

2 　结果

2 . 1 　肾脏的发生

肾脏是条斑星鲽仔鱼最先形成的淋巴器官。孵

化后 1 日龄仔鱼的肾脏由一对简单的直管构成。

3 日龄肾脏延伸 ,从口咽腔背部沿脊椎直到躯干后

部 ,开口于肛门。7 日龄肾管的前部分化成前肾管 ,

在前肾管之间可见未分化的干细胞 ,这些干细胞较

管壁细胞大而圆 ,核明显。12 日龄 ,前肾管进一步分

化出许多前肾小管 ,在前肾小管间的淋巴母细胞进

一步增多 (图 121) 。21 日龄 ,处于头肾位置的前肾小

管较多 ,细胞数量相对增多 ,细胞变小 ,可见淋巴细

胞的生成。此时标志着头肾淋巴化的开始。29 日

龄 ,头肾进一步增大 ,前肾小管间及周边出现数量较

多 ,染色较深的小淋巴细胞 ,心脏中循环的血液中亦

有相当数量的淋巴细胞的分布。35 日龄 ,前肾小管

十分发达 ,前肾管间组织也分布大量的淋巴细胞和

血细胞。

45 日龄 ,前肾小管集中于头肾的中部区域 ,数量

明显减少。肾间组织进一步淋巴化 ,形成中央动脉 ,

动脉间可见大量的血细胞。血管周围出现黑色素巨

嗜细胞中心 ( melano2macrop hage centers , MMCs) 。

此时主要以分散的形式存在 ,细胞数量不一 ,排列松

散 ,在黑色素巨嗜细胞群周围没有上皮细胞围绕。

而此时与体肾结构上的差别是 :体肾的肾小管仍然

十分发达 ,且门静脉充斥着大量的血细胞 (图 124) 。

55 日龄 ,条斑星鲽头肾的 MMCs 以散在分布和聚集

成团两种形式存在 (图 125) 。其中聚集成团者的特

征是 :中心呈球形 ,内含少量的淋巴细胞和大量的黑

色素细胞。此时前肾小管 ,结构退化 ,此后随着发育

进一步进行 ,头肾逐渐失去了分泌和排泄的功能 ,成

为真正意义上的免疫器官。

2 . 2 　胸腺的发生

12 日龄条斑星鲽仔鱼 ,胸腺原基出现 ,位于鳃盖

与背肌交接的背上角处 ,为两侧对称的一对实质性

器官。胸腺由一层扁平上皮与鳃腔分离。胸腺由未

分化的嗜碱性淋巴母细胞组成 ,染色较深 ,此时胸腺

与头肾脏靠拢 (图 122) 。17 日龄仔鱼 ,胸腺无内区

(髓质) 和外区 (皮质) 之分。形态变化不明显 ,仅仅

是淋巴母细胞变小 ,结构紧密。29 日龄仔鱼的胸腺

出现血管 ,中间可见血细胞的存在 ,淋巴母细胞近一

步变小 ,增多。与头肾脏相比 ,其小淋巴细胞体积相

对较大 ,染色较浅 ,数量较少 (图 126) 。

35 日龄 ,胸腺由一层分泌样上皮包裹 ,可见其上

分泌细胞的存在 ,此时胸腺分为内区和外区 ,但不明

显 (图 127) 。内区染色浅 ,淋巴细胞分布稀疏 ,且有

大量毛细血管渗入其中 ,富含红细胞。外区染色深 ,

淋巴细胞分布密集 ,结缔组织不发达 ,血细胞含量

少 ,在髓质和皮质交界处出现色素含有细胞。45 日

龄 ,胸腺进一步增大 ,内区 (髓质) 和外区 (皮质) 分区

明显 (图 123) 。55 日龄 ,此时幼鱼的胸腺与成鱼相

似 ,外区和内区的淋巴细胞分布更加密集 ,结缔组织

发达 ,网状细胞形成大量间隔将胸腺分割成许多胸

腺小叶 ,小叶间的髓质相通。此时胸腺和头肾仍然

靠拢。形成 MMCs 不如头肾和脾脏的明显。

2 . 3 　脾脏的发生

条斑星鲽仔鱼孵化后 7 日龄出现脾脏原基。脾

脏原基位于前肠的肠壁背侧并被部分胰脏组织包

围 ,椭圆形。此时脾脏由疏松的间充质细胞索组成 ,

内有少量微嗜碱性细胞。随着仔鱼的进一步发育 ,

脾脏增大 ,同时向消化腔的腹部移动 ,12 日龄移至靠

近食道后段与前肠交界处 ,仍然由胰脏包裹 (图 12
8) 。14 日龄 ,微嗜碱性细胞增多 ,同时出现少量红细

胞。29 日龄 ,微血管形成 ,红细胞数量迅速增多。35

日龄 ,脾脏中仍然以红细胞为主 ,微血管发达 ,形成

原始的脾窦 ,可见少量分散的淋巴细胞 (图 129) 。45

日龄 ,脾脏内网状细胞形成椭圆体 ,脾窦间分散着含

黑色素的巨嗜细胞 ,此时网状内皮系统已十分发达。

55 日龄脾脏的结构与成体类似 ,在脾窦附近可见大

量 MMCs 形成 (图 1210) 。
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图 1 　条斑星鲽免疫系统发育图

Fig. 1 　Theontogeny of the immune system in barfin flounder

121. 7 日龄仔鱼 ,示头肾未分化的干细胞 (箭头)及前肾小管。×400 ;122. 12 日龄仔鱼 ,示胸腺原基 (箭头) 及与头肾的位置关系。×100 ;12
3. 45 日龄幼鱼 ,示明显分区的胸腺 (黑色素巨噬细胞中心出现)及与头肾的位置关系。×100 ;124. 45日龄幼鱼 ,示体肾的结构。仍然发达的体肾

管区别于头肾×100 ;125. 55 日龄幼鱼 ,示头肾中的黑色素巨噬细胞中心 (箭头)及散布的含黑色素巨噬细胞。×400 ;126. 29 日龄仔鱼 ,示成对胸

腺 ( T) ,胸腺淋巴母细胞及其间的成肌细胞 ,已部分淋巴化的头肾组织 (箭头) 。×100 ;127. 35 日龄稚鱼 ,头肾发达的前肾小管及头肾和胸腺的位

置关系。淋巴化的胸腺典型结构及粘膜分泌样细胞 (箭头) 。×100 ;128. 12 日龄仔鱼 ,示脾脏 (箭头) 在消化道中的位置及周边的胰脏 (L :肝

脏) 。×100 ;129. 35 日龄稚鱼 ,示脾脏大量红细胞生成。×400 ;1210. 55 日龄幼鱼 ,示脾脏形态、中央血管及黑色素巨噬细胞中心分布。×100

121. 7 dph larva. showing t he undifferentiated stem cells (arrow) in head kidney and t he pronephric tubules. ×400 ; 122. 12 dph larva ,

showing t he t hymus anlage (arrow) and t he relationship wit h t he head kidney. ×100 ;123. 45 dph juvenile , showing t he zoned t hymus (presence

of MMCs) and t he relationship wit h t he head kidney. ×100 ;124. 45 dph juvenile , showing t he st ructure of kidney and t he difference wit h head

kidney wit h still st rong nephric tubes. ×100 ;125. 55 dph juvenile , showing t he MMCs(arrow) in t he head kidney and diffused melanin2containing

cells. ×400 ;126. 29 dph larvae , showing t he pairs of t hymus ( T) , lymphoblast s and myoblast in t he t hymus , and part lymphoid head kidney

tissue (arrow) . ×400 ;127. 35 dph larva , showing t he st rong pronephric tubules t he relationship between head kidney and t hymus. The classic

st ructure of lymphoid t hymus and t he secreting2like cells. ×400 ;128. 12 dph larva , showing t he location of spleen in t he abdominal cavity and t he

surrounding pancreatic tissue (L :liver) . ×100 ;129. 35 dph larva , showing t he abundant red blood cells. ×400 ;1210. 55 dph juvenile , showing

t he architecture of spleen , t he diffused of cent ral blood vessel and MMCs. ×100

3 　讨论

3 . 1 　条斑星鲽免疫器官原基及淋巴化发生顺序
关于硬骨鱼类免疫器官的研究大部分基于解剖

和组织学观察个体发生研究结果表明 :海水鱼类在
免疫器官原基的出现顺序上与淡水鱼类有所不同 ,

海水鱼类在免疫器官原基的出现顺序为头肾、脾脏
和胸腺 ,如牙鲆 ,真鲷[13 ]等。淡水鱼类免疫器官原基
的出现顺序为胸腺、头肾和脾脏 ,如虹鳟 ,鲤鱼[2 ,3 ]

等 ;而在免疫器官淋巴化的顺序上 ,海水鱼类和淡水
鱼类确是一致的 ,皆为胸腺、头肾和脾脏[ 11 ] 。

本实验研究结果表明 :条斑星鲽免疫器官原基出
现的先后顺序为肾脏、脾脏和胸腺 ;与其它大部分海水
硬骨鱼类是相同的 ;但是条斑星鲽免疫器官淋巴化的
顺序却较为特殊 ,首先淋巴化的免疫器官是头肾 (21

日龄) ,29 日龄条斑星鲽稚鱼的胸腺才出现少量的小
淋巴细胞 (图 126) 。头肾明显早于胸腺 ,而最后为脾
脏。1989 年 O’ Neill [16 ] 对南极镰鱼 ( H arp a gi f er

antarcticus)的研究发现 :头肾在孵化后一天出现淋
巴细胞 ,而胸腺则在 28 日龄后出现淋巴细胞 ,头肾

也是首先淋巴化的免疫器官。与此类似的结果还包
括 Schroder 等[17 ] 对大西洋鳕鱼 ( Gad us morhua) 的
研究 ,大西洋鳕仔鱼的头肾和脾脏在孵化时就成为
淋巴器官 ,而胸腺的淋巴化却发生在9 mm仔鱼期。
大西洋鳕鱼属于冷水性鱼类 ,其早期发育水温不超
过 8～10 ℃,条斑星鲽为冷温性底层鱼类 ,前期培育
水温相对较低 (本实验鱼卵孵化温度为 8～10 ℃,仔
鱼的培育水温为 13～15 ℃) ,由此看来 ,O’ Neill [16 ] 将
这种特性解释为鱼类对冷水域环境的适应 ,还需要
深入研究。

3 . 2 　黑色素巨嗜细胞中心
MMCs 是遍布于真骨鱼类免疫器官如肾脏、脾

脏 ,而在软骨鱼类和原始的真骨鱼类中则主要分布
于肝脏中的一种结构[18 ] ,但没有报道在胸腺中发现
此类结构。Agius 等[19 ] 报道 MMCs 有贮藏铁血黄
素的作用。Herraez 等[ 20 ] 观察到红细胞和颗粒细胞
的碎片常位于 MMCs 内 ,认为它与红细胞的凋亡有
关。45 日龄的条斑星鲽胸腺、头肾和脾脏均开始形
成 MMCs ,但是数量及形态差异明显。其中以脾脏
形成 MMCs 最为丰富 ,形态多样 ,其次为头肾 ,胸腺
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MMCs 数量最少 ,黑色素的含量也最少。Chantana2
chookhin[ 14 ] 的实验表明 : 牙鲆和真鲷幼鱼期出现
MMCs ,以肾脏比脾脏丰富 , 且胸腺中没有出现
MMCs。MMCs 在淋巴器官发育过程中出现的较
晚 ,一般在鱼类幼鱼阶段 ,淋巴器官发育成熟后 ,然
而也有的出现的较早 ,如鲑鳟鱼中 ,仔鱼开口摄食时
就出现 MMCs [21 ] 。为何条斑星鲽 MMCs 也会出现
在胸腺中 ,是否仍然是对低温的适应 ? MMCs 在不
同鱼类的不同免疫器官的差异分布 ,以及在不同时
期其具体形态的变化 ,究竟预示着什么 ? 它在鱼类
免疫系统进化的过程中究竟起到什么作用 ? 亟待进
一步研究。

3 . 3 　条斑星鲽头肾和胸腺的关系
在条斑星鲽个体发育的过程中 ,胸腺一直维持

与鳃腔和咽腔的浅表关系 ,有利于在抗口腔和抗鳃
感染中发挥防御作用[11 ] 。胸腺原基出现后 ,与头肾
组织靠拢 ,同时也观察到细胞桥的存在 (图 123) 。但
是其靠拢的程度和细胞桥并不如大西洋庸鲽[22 ] 明
显 ;细胞迁移数量也很少 ,同时也无法确认细胞迁移
的方向性 ,此结果与 Liu 等[10 ] 报道的在牙鲆中发现
的情况类似。而 Jósef sson 等报道金头鲷胸腺和头
肾之间有细胞桥 ,在发育的过程中胸腺与头肾靠拢 ,

并与头肾相连 , 伴有明显的细胞迁移。因此
Jósef sson 等人为头肾的淋巴细胞是从胸腺迁移来
的[22 ,23 ] ,此与本实验结果不尽相同。
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的热心指导和帮助 ,在此表示衷心的感谢。
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Abstract : A histological examination was made on t he ontogenetic develop ment of immune organs ( thy2
mus , kidney and spleen) f rom hatching to t he 60th day af ter hatching (DA H) in barfin flounder. The se2
quences of appearance of t he immune organsπ anlage were kidney , spleen and t hymus , similar to t ho se of

ot her marine teleo st s p reviously documented. The first f unctional lymp hoid organ was head kidney , differ2
ent f rom t hat of ot her marine teleost s : t hymus was t he first lymp hoid organ normally. During t he larval pe2
riod , t he head kidney and t hymus were always closed wit h each ot her , but t he cell bridge was not apparent .

During t he posterior develop mental period of the immune organs , t he melano2macrop hage centers (MMCs)

were seen in all t he t hree immune organs , also including the t hymus , alt hough the st ruct ure and abundance

are different within t hem. Through t he study on immune organs in barfin flounder , we could have a basic

acquaintanceship wit h the ontogeny , mat uration and it s characteristics of immune organs. And all data f rom

t his st udy would provide a theoretical basis of t he f urther intensive aquacult ure of t he barfin flounder as well

as t he application of artificial vaccine.
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