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摘要：为了更加了解草鱼 B 淋巴细胞吞噬活性，本研究采用实时荧光定量 PCR(qRT-
PCR) 检测了 IgM 在胚胎发育中的表达量，并且检测了 IgM 在不同组织中的分布以及细
菌刺激下 IgM 的转录情况。结果显示， IgM 在卵裂期到出膜前期的表达量变化不明显，
在出膜后开始显著增加； IgM 在检测的组织中均有分布，在头肾中表达量最高，并且其
表达量在不同细菌的刺激下均显著上调。从草鱼外周血中分离纯化得到 B 淋巴细胞，并
通过吉姆萨染色、qRT-PCR 和间接免疫荧光进行了验证。细菌吞噬实验结果显示，B 淋
巴细胞对嗜水气单胞菌具有一定的吞噬能力，并随孵育时间增加而逐渐增强。细菌刺
激 B 淋巴细胞后活性氧 (reactive oxygen species, ROS) 和一氧化氮 (nitric oxide，NO) 释放
量显著上升；血清调理实验结果显示，通过血清调理可以显著促进 B 淋巴细胞 ROS 的
释放，然而对 NO 的释放水平没有显著影响。研究表明，草鱼 B 淋巴细胞对细菌具有一
定的吞噬能力，并且可以通过呼吸爆发等非特异性免疫的方式直接参与抗菌免疫。
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草鱼 (Ctenopharyngodon  idella) 是中国极具

特色的养殖品种，主要分布于长江、珠江以及

黑龙江这三大水系，其养殖产量长期居中国淡

水养殖之首 [1]。随着养殖规模和密度的增加，环

境不断恶化，导致多种疾病频繁暴发，因此，

开展其抗病机制研究十分必要。

鱼类可以通过特异性免疫和非特异性免疫

来维持内环境的稳定 [2]。免疫球蛋白是一种具有

抗体活性的动物蛋白，为异链四聚体构型 (H2 L2)，
其基本结构由 2 条重链 (heavy chain) 和 2 条轻链

(light chain) 组成，链内和链间存在二硫键连接，

形成“Y”字型结构 [3]。目前，在硬骨鱼中已经被

证实存在的免疫球蛋白有  IgM、IgD 和  IgT，其

中 IgM 的含量占绝对优势 [4-5]。硬骨鱼 IgM 为四

聚体结构已经在多种鱼中被报道证实，如鲤

(Cyprinus carpio)[6]、大西洋鲑 (Salmo salar)[7]、斜

带石斑鱼 (Epinephelus coioides)[8] 和草鱼 [9] 等。非

特异性免疫系统为鱼体提供了第一道抗病原体

免疫防线，包括物理、化学和细胞成分屏障 [10]。

其中，吞噬作用是宿主细胞进行非特异性免疫

的核心[11]，主要由巨噬细胞、中性粒细胞和树突

状细胞等吞噬细胞完成 [12]。很长一段时间里，B
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淋巴细胞被认为只参与特异性免疫反应，而在

2006 年 Li 等 [13] 在虹鳟 (Oncorhynchus mykiss) 中首

次发现 B 淋巴细胞对细菌具有吞噬能力后，重

新定义了人们对于 B 淋巴细胞的认识。近年来，

陆续有学者对硬骨鱼 B 淋巴细胞的吞噬能力展

开研究，比如在圆鳍鱼 (Cyclopterus  lumpus)[14]、

牙鲆  (Paralichthys olivaceus)[15]、花鲈 (Lateolabrax
japonicas)[16]、大菱鲆 (Scophthalmus maximus)[17] 等

鱼中均进行了相应的研究。然而，目前对于草

鱼 B 淋巴细胞的吞噬能力及抗菌活性研究还未

见详细报道。

本研究首先探究了 IgM 在胚胎发育及组织

的分布表达情况，其次研究了 IgM 在细菌刺激

下的表达模式。为进一步探究 B 淋巴细胞的抗

菌活性，分离纯化了外周血中的 B 淋巴细胞，

并对其吞噬活性和呼吸爆发水平进行了研究。

1    材料与方法

1.1    实验对象

受精卵和实验鱼均来自湖北武汉团风渔场，

运回实验室暂养于 200 L 循环曝气水缸中，保持

溶解氧充足，水质干净。实验中的嗜水气单胞

菌 (Aeromonas hydrophila)、大肠杆菌 (Escherichia
coli) 和金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus) 均
来自本实验室。

1.2    IgM在胚胎发育过程及不同组织的分布

表达情况

为了探究 IgM 在不同胚胎发育时期中的表

达水平，运回的受精卵迅速观察其发育情况，

分别在卵裂期、囊胚期、原肠胚期、眼囊期、

肌效期、心跳期、出膜后 1、5、10 和 20 d 采集

样品并迅速放置于液氮中保存。组织分布研究

中，随机采集 6 条健康草鱼［(100 ± 10) g］的头

肾、中肾、脾脏、肌肉、肠、肝脏和鳃组织，

加入 1 mL RNAiso Plus 试剂并置于液氮中保存。

根据 RNAiso Plus 试剂 (TaKaRa 公司，大连) 说明

书对上述采集的组织进行总 RNA 提取，并用

Nano-2000 微量分光光度计 (杭州奥盛仪器有限

公司 ) 检测 RNA 的纯度和浓度。RNA 按照反转

录试剂盒 (Vazyme 公司，南京) 说明书合成 cDNA，

−20 °C 保存备用。

利用 qRT-PCR 检测 IgM 在不同发育时期和

不同组织中的表达情况，反应体系和反应程序

参照 UltraSTBR Mixture(北京康为世纪生物科技

有限公司) 试剂说明书，反应在 qTOWER3 touch3
荧光定量 PCR 仪中进行。每个样品的目的基因

IgM 和内参基因 β-actin 分别独立做 3 次重复，利

用 2−ΔΔCT 法进行数据分析。数据显示方式为平均

值±标准差，使用 GraphPad Prism 7 软件进行作图

和单因素方差分析，P<0.05(*) 表示差异显著，

P<0.01(**)表示差异极显著。

1.3    IgM在细菌刺激下的表达模式

健康草鱼［(100 ± 10)g］随机分成 3 组，实

验组分别注射 100 μL 的 1×107 CFU/mL 嗜水气单

胞菌和金黄色葡萄球菌，对照组注射等体积的

无菌生理盐水。分别在感染后 3、6、12、24 和

48 h 采集头肾组织，将采集的样品装于 RNAiso
Plus 试剂放进液氮，然后按照上述方法进行 RNA
提取和 cDNA 合成，通过 qRT-PCR 检测 IgM 的

表达情况。

1.4    B淋巴细胞的分离与纯化

用含有0.1 mg/mL 肝素钠 (Sigma 公司) 的10 mL
无菌注射器从草鱼 (500 g ± 50 g) 尾静脉采集血液，

以灭菌的0.7% 生理盐水 (0.7 g NaCl，100 mL ddH2O)
按 2∶1 的比例稀释采集的血液。在 15 mL 离心

管中加入 3 mL 人外周血淋巴细胞分离液 (北京索

莱宝科技有限公司)，将 3 mL 血液缓慢加于分离

液中，20 °C 条件下 400 × g 离心 20 min 后，取中

间白细胞层 1 mL 至新的离心管中，加入 10 mL
细胞洗涤液混匀，20 °C，250 × g 离心 10 min 后

弃上清液，重复 2 次。使用完全 RPMI-1 640 培

养基调整细胞浓度至 2×106 个 /mL，并将细胞悬

液置于斜颈培养瓶中。在 28 °C，CO2 为 5% 的培

养箱中，培养 1 h 后将非贴壁细胞转移至装有脱

脂棉的柱子中，28 °C 静置孵育 1 h 后用预热的

培养基以流速 1 mL/min 洗柱 2~3 次，收集流出

液，1 300 r/min 离心 10 min 后得到 T 细胞。L15
培养基洗涤柱子 2 次后，挤压脱脂棉，使 B 细胞

从脱脂棉上脱离下来，1 300 r/min 离心 10 min 后

得到 B 细胞。

1.5    台盼蓝染色检测细胞活性

将细胞悬液在 4 °C 条件下 1 300 r/min 离心

5 min，弃上清液，并用适量含 10% FBS 的 RPMI-
1640 重悬细胞。取细胞悬液 100 μL 于新的 1.5 mL
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离心管中，并加入等量的 0.4% 的台盼蓝染液，

混匀，光学显微镜观察并检测细胞活性。

1.6    瑞氏吉姆萨染色

将分离纯化后的 B 淋巴细胞均匀地涂到载

玻片上，风干后，4% 的多聚甲醛室温固定 10 min，
以生理盐水清洗固定剂，风干。加 1 滴瑞氏吉姆

萨染色液 (南京建成生物工程研究所 ) 试剂 A 均

匀覆盖载玻片，室温染色 1 min，然后加 3 滴瑞

氏吉姆萨染色液试剂 B 均匀覆盖载玻片，混匀

染色 5~8 min。水洗 5 min，再以 95% 的酒精清

洗 10 s。晾干，显微镜下观察并拍照。

1.7    RT-PCR和间接免疫荧光法鉴定 B淋巴

细胞

首先将分离纯化的 B 淋巴细胞按照上述方法

进行 RT-PCR 检测。采用间接免疫荧光方法：将

分离纯化的 100 μL B 淋巴细胞均匀地涂到载玻

片上，风干后，用 4% 的多聚甲醛室温固定 10 min，
PBST 洗涤 2 次，用山羊阴性血清在 37 °C 封闭

2 h。加入鼠抗草鱼 IgM 单克隆抗体 (1∶500) 37 °C
孵育 2 h，PBST 洗涤 3 次后，加入 FITC 标记的

山羊抗鼠 IgG (1∶200) 在 37 °C 孵育 1 h，PBST
洗涤 3 次。DAPI 染色液 (武汉赛维尔生物科技有

限公司) 孵育 5 min，PBST 洗涤 3 次，荧光显微

镜观察并拍照。

1.8    B淋巴细胞吞噬活性检测

从−80 °C 超低温冰箱取出嗜水气单胞菌，接

种于 LB 液体培养基中，在 28 °C，200 r/min 摇

床培养过夜。将过夜培养的菌液以 6 000 r/min 离
心 5 min，PBS(磷酸盐缓冲溶液 ) 洗涤 3 次后用

PBS 重悬并调节细菌数至 2×107 CFU/mL，60 °C
灭活 1 h 后，加入 10 μL 异硫氰酸荧光素 (FITC，

Sigma 公司) 染液室温标记 30 min，PBS 洗涤 3 次，

用 RPIM-1640 培养基将 B 淋巴细胞调节细胞个

数至 2×106 个 /mL，并接种到 6 孔板中，细胞和

细菌按  1∶10 比例混匀，28 °C 培养箱中孵育。

分别于孵育后 30 min 和 1 h 后用荧光显微镜观察

与拍照。

1.9    B淋巴细胞的呼吸爆发水平测定

将 B 淋巴细胞 (2×106 个/mL) 按照每孔 100 μL
的体积培养于 96 孔板，将嗜水气单胞菌及大肠

杆菌 (终浓度为 2×107 CFU/mL) 与细菌分别孵育 1、

2 和 4 h。
　　活性氧的检测　　在 96 孔板中加入 100 μL
NBT，置于 28 °C 培养箱中孵育 1 h 后去除孔中

悬液，并加入 80% 的甲醇溶液固定 1 min，去除

上清液后加入 100% 甲醇试剂洗涤 1 次，再分别

加入 140 μL 二甲基亚砜 (DMSO) 和 120 μL 氢氧

化钾，酶标仪检测 OD620 nm 处吸光值。

　　一氧化氮的测定　　在细胞中加入 100 μL
gressA 试剂， 37  °C 孵育 10  min 后再加入试剂

100 μL gress B，37 °C 孵育 10 min 后，酶标仪检

测 OD540 nm 处吸光值。

1.10    血清调理对 B淋巴细胞呼吸爆发的影响

为了探究血清调理作用对 B 淋巴细胞呼吸

爆发的影响，将培养的嗜水气单胞菌分为 2 组，

一组与草鱼血清在 37 °C 孵育 30 min，然后用

PBS 洗涤 3 次，另外一组不做任何处理。分别

将 2 组细菌 (终浓度为 2×107 CFU/mL) 加入到细胞

中 (2×106 个 /mL)，28 °C 孵育 30 min 后，按照上

述方法对活性氧和一氧化氮的含量进行测定。

2    结果

2.1    IgM在草鱼不同发育时期及成鱼不同组

织中的相对表达量

利用 qRT-PCR 检测 IgM 在胚胎发育过程中

的表达情况，结果显示， IgM 的相对表达量在

卵裂期到出膜前无显著差异，而在出膜后，特

别是在出膜 20 d 时 IgM 的相对表达量显著增加

(图 1-a)。检测 IgM 在组织中的分布情况时发现，

IgM 在各组织中均有表达，其中 IgM 在头肾中的

表达量最高，其次为中肾和脾脏 (图 1-b)。

2.2    IgM响应细菌感染

为进一步研究细菌刺激下 IgM 表达情况，

用嗜水气单胞菌和金黄色葡萄球菌刺激草鱼后

采集头肾组织，通过 qRT-PCR 检测 IgM 的表达

情况。结果显示，在嗜水气单胞菌感染草鱼 3、
6、12 和 48 h 后， IgM 相对 0 h 的相对表达量显

著上升 (P <0.05)，但在 24 h IgM 相对表达量下降

(图 2-a)。在金黄色葡萄球菌感染草鱼后， IgM
的相对表达量在 3、6 和 12 h 逐渐升高，并在 12 h
达到峰值 (P<0.01)；在 24 和 48 h IgM 的相对表达

量逐渐下降 (图 2-b)。
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2.3    细胞分离鉴定

为进一步研究 B 淋巴细胞在抗菌中的作用，

首先对分离纯化的 B 淋巴细胞进行瑞氏吉姆萨

染色鉴定。结果显示，B 淋巴细胞较小，细胞核

占整个细胞的比例较大，符合 B 淋巴细胞的结

构特征；而巨噬细胞较大，细胞核偏位 (图 3-a)。
其次，以 IgM 特异性引物 (表 1) 对分离出的细

胞进行 RT-PCR 检测。结果显示，B 淋巴细胞有

单一的目的条带，而巨噬细胞未出现目的条带

(图 3-b)。同时，通过间接免疫荧光法进一步检

测  IgM + B 细胞，结果显示，每个分离的 B 淋巴

细胞表面都有 IgM 分布 (图 3-c)，表明分离的细

胞为 B 淋巴细胞。

2.4    B细胞吞噬活性检测

吞噬实验结果显示，在嗜水气单胞菌与 B

淋巴细胞孵育 30 min 后，B 淋巴细胞对嗜水气单

胞菌表现出一定的吞噬活性，随着孵育时间的

延长，在孵育 60 min 后，B 淋巴细胞内有大量的

嗜水气单胞菌存在，绿色荧光明显高于孵育 30

min 时，表明 B 淋巴细胞吞噬能力随孵育时间延

长而增加 (图 4)。
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图 1    IgM在草鱼不同时期 (a)及不同组织中 (b)的相对表达量

(a)1. 卵裂期，2. 囊胚期，3. 原肠胚期，4. 眼囊期，5. 肌效期，6. 心跳期，7. D1，8. D5，9. D10，10. D20； (b)1. 鳃，2. 肝脏，3. 肠，

4. 肌肉，5. 脾脏，6. 中肾，7. 头肾

Fig. 1    Relative expression of IgM in different stages (a) and tissues (b) of C. idella
(a)  1.  cleavage  stage,  2.  blastocyst  stage,  3.  gastrula  stage,  4.  eye  pouch  stage,  5.  muscle  effect  period,  6.  heart  beating  stage,  7.  D1,  8.  D5,  9.  D10,
10. D20; (b) 1. gill, 2.liver, 3. intestines, 4. muscle, 5. spleen, 6. middle kidney, 7. head kidney
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图 2    细菌感染后草鱼头肾组织中 IgM的表达模式

(a) 嗜水气单胞菌感染组；(b) 金黄色葡萄球菌感染组

Fig. 2    Expression pattern of IgM in head kidney of C. idella after bacterial infection
(a) A. hydrophila ; (b) S. aureus. *. P<0.05, **. P<0.01
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2.5    草鱼 B淋巴细胞呼吸爆发的检测

为进一步探究 B 淋巴细胞对细菌的杀伤作

用，实验测定了细菌刺激后 B 淋巴细胞的呼吸

爆发水平。结果表明，在 2 种细菌感染后，B 淋

巴细胞产生的 ROS 水平均显著高于对照组，并

且随着刺激时间的增加而逐渐升高 (图 5-a)。NO

测定结果显示，细菌刺激下均能使 NO 水平升高，

在大肠杆菌的刺激下，B 淋巴细胞释放的 NO 水

平随着刺激时间的延长显著增加，而在嗜水气

单胞菌刺激下，NO 释放水平随时间延长变化不明显

(图 5-b)。

2.6    草鱼血清调理后对 B淋巴细胞呼吸爆发

的作用

为了研究草鱼血清对 B 淋巴细胞呼吸暴发

水平的影响，本研究进行草鱼血清调理实验。

结果显示，草鱼血清调理后显著促进 B 淋巴细

胞 ROS 的释放 (P <0.05，图 6-a)；然而，草鱼血

清调理后 B 淋巴细胞 NO 的释放没有显著变化

(P >0.05，图 6-b)。

3    讨论

硬骨鱼中 B 淋巴细胞是介导体液免疫反应

的主要细胞，能合成和分泌多种免疫球蛋白，

其中，IgM 含量最高，其通常以分泌型的四聚体

形式 (sIgM) 和 B 细胞膜型的单聚体 (mIgM) 形式

存在 [3, 18]。近年来的研究表明，B 淋巴细胞广泛

参与非特异性免疫反应。然而目前关于草鱼 B

表 1    实验所用引物

Tab. 1    Primers used in the experiments

引物名称

primers
序列(5′-3′)
sequences

GcIgM-RT-PCR-F CTACCTCCAACTCCACCAC

GcIgM-RT-PCR-R ATTGTATTTGCCACCTGAT

GcIgM-qPCR-F AGGCATCGGAGGCACATTTCA

GcIgM-qPCR-R ACTCTCATCTGTATCAATGGGTT

β-actin-qPCR-F ACCCACACCGTGCCCATCTA

β-actin-qPCR-R CGGACAATTTCTCTTTCGGCTG

M 1 2

20 μm 1 20 μm 2

30 μm 1 30 μm 2 30 μm 3

30 μm 4 30 μm 5 30 μm 6

(a)

(c)

(b)

阴性血清
pre-serum

IgM 抗体
anti-IgM

 
图 3    草鱼 B淋巴细胞的鉴定

(a) 吉姆萨染色鉴定，1. B 淋巴细胞，2. 巨噬细胞； (b) B 淋巴细胞 IgM 特异性引物检测，M. Marker，1. 巨噬细胞，2. B 淋巴细胞；

(c) 间接免疫荧光鉴定 B 淋巴细胞，1~3. IgM 抗体，4~6. 阴性对照

Fig. 3    C. idella B lymphocytes identification
(a)  Giemsa  staining  identification,  1.  B  lymphocytes,  2.  macrophage;  (b)  detection  of IgM specific primers  in  B  lymphocytes,  M.  Marker,  1.  macro-
phages, 2. B lymphocytes; (c) indirect immunofluorescence identification of B lymphocytes, 1-3. IgM antibody, 4-6. negative control
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淋巴细胞在抗菌免疫中作用的相关研究还相对

比较缺乏。本研究首先检测了 IgM 在胚胎发育

过程中的表达情况，结果显示，IgM 在卵裂期到

出膜前的表达量相对平缓，而出膜后其表达量

迅速增加，这与尼罗罗非鱼 (Oreochromis niloti-
cus)IgM 在不同发育时期表达量研究结果一致 [19]。

此外，通过对 IgM 在不同组织中相对表达量的

分析，结果显示，IgM 在头肾、中肾和脾脏等免

疫组织中表达量较高，这与在大菱鲆 [20] 和尼罗

罗非鱼 [21] 中的 IgM 组织分布研究结果一致。细

菌感染实验结果显示，在细菌的刺激下，IgM 的

相对表达量显著升高，表明 B 淋巴细胞可以直

接响应细菌的刺激过程，本研究结果与南亚野

鲮 (Labeo  rohita)[22] 和 鳜 (Siniperca  chuatsi)[23] 中

DAPI FITC Cy3-anti-IgM Merge

对照　control

30 min

60 min

20 μm (a) 20 μm (b) 20 μm (c) 20 μm (d)

20 μm (e) 20 μm (f) 20 μm (g) 20 μm (h)

20 μm (i) 20 μm (j) 20 μm (k) 20 μm (l)

 
图 4    草鱼 B淋巴细胞对嗜水气单胞菌的吞噬活性检测

Fig. 4    Detection of phagocytic activity of B lymphocytes against A. hydrophila in C. idella
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图 5    草鱼 B淋巴细胞呼吸爆发释放的 ROS和 NO含量的测定

(a) ROS 的测定；(b) NO 的测定。星号表示不同组别在同一时间点有显著差异

Fig. 5    Determination of ROS and NO released by respiratory burst of B lymphocytes in C. idella
(a)  determination  of  ROS;  (b)  determination  of  NO.  The  stars  indicate  significant  difference  between  different  groups  at  the  same  time,  *. P<0.05,
**. P<0.01
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IgM 的研究结果相一致。

吞噬作用是吞噬细胞发挥免疫功能的重要

步骤，传统观点认为 B 淋巴细胞没有吞噬的功

能 [24]。而 Li 等 [13] 在 2006 年首次报道硬骨鱼类

IgM+ B 淋巴细胞具有较强的吞噬能力，且吞噬

后经过降解途径形成融合的吞噬溶酶体杀灭所

吞噬的细菌。后续研究陆续在大西洋鲑、大西

洋鳕 (Gadus morhua)[25]、斑点叉尾鮰 (Ictalurus pun-
ctatus)[26]、大菱鲆 [27] 及尼罗罗非鱼 [28] 等物种中发

现 B 淋巴细胞的吞噬活性。因此，B 淋巴细胞同时

参与 2 种免疫反应，即“先天性免疫”和“获得性免

疫”[13, 29]。本研究利用 RT-PCR 和间接免疫荧光等

技术证明分离获得的细胞为草鱼 B 淋巴细胞，

同时检测了 B 淋巴细胞对嗜水气单胞菌的吞噬

作用，结果发现草鱼 B 淋巴细胞对嗜水气单胞

菌具有一定的吞噬能力，这与在多种硬骨鱼中

的研究结果一致 [14-17]，且 B 淋巴细胞的吞噬能力

随时间的增加而增强。

呼吸爆发在微生物的消灭过程中起着至关

重要的作用，同时也是重要的非特异性细胞防

御机制之一。这种杀伤微生物的能力是通过

NADPH 氧化酶介导活性氧的生成而获得的 [30]。

当免疫细胞对细菌、病毒等外来物的刺激进行

应答时，不但会产生活性氧，还会产生 NO[31]。本

研究以嗜水气单胞菌和大肠杆菌对草鱼 B 淋巴

细胞进行刺激，发现 ROS 和 NO 水平均显著升

高，因此，草鱼 B 淋巴细胞可以通过呼吸爆发

对病原菌进行杀伤。

综上所述，本实验首先对 IgM 在胚胎发育

和组织中的分布表达情况进行了研究，其次，

通过表达模式发现，IgM 可以响应细菌的刺激。

此外，体外吞噬实验结果表明草鱼 B 淋巴细胞

对嗜水气单胞菌具有吞噬能力，并可以通过释

放 ROS 和 NO 产生抗菌活性。本实验的研究结

果为草鱼健康养殖提供了一定的参考作用。
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IgM expression and B lymphocyte antibacterial activity of
grass carp (Ctenopharyngodon idella)

ZHANG Menglan ,     LU Zhijie ,     ZHAN Fanbin ,     LI Yanan ,     SHI Fei ,    
ZHAO Lijuan ,     LIN Li *,     QIN Zhendong *

(Guangdong Provincial Water Environment and Aquatic Products Security Engineering Technology Research Center,
Guangzhou Key Laboratory of Aquatic Animal Diseases and Waterfowl Breeding, College of Animal Sciences and Technology,

Zhongkai University of Agriculture and Engineering, Guangzhou    510225)

Abstract: Grass carp (Ctenopharyngodon idella) is a unique aquaculture species in China, which is mainly distrib-
uted in the Yangtze River, Pearl River and Heilongjiang River, and its aquaculture output has long been the highest
in  freshwater  aquaculture  in  China.  With the increase of  culture  scale  and density,  the environment  continues to
deteriorate,  resulting in frequent outbreaks of a variety of diseases. Therefore, it  is necessary to study its disease
resistance mechanism. B lymphocytes are the key cells of adaptive immune response, and can secrete a variety of
immunoglobulins which play an important role in the immune response. Respiratory burst is an oxygen-dependent
killing mechanism of immune cells when pathogenic microorganisms invade the body. Previous studies suggested
that fish B lymphocytes can participate in non-specific immune process through phagocytosis. However, the study
of the phagocytic activity of B lymphocytes in C. idella is still not well known. To elucidate the immune function
of  IgM,  real-time  fluorescence  quantitative  PCR  (qRT-PCR)  was  used  to  detect  the  expression  of  IgM  in
embryonic development, the distribution of IgM in different tissues and the transcription of IgM stimulated by bac-
teria. The results showed that during embryonic development, the expression of IgM was not significantly changed
from cleavage stage to pre-hatching stage, and it significantly increased after hatching stage; IgM was distributed
in all tested tissues, with the highest expression in the head kidney, and its expression was significantly up-regu-
lated after the stimulation of different bacteria. B lymphocytes were isolated and purified from the C. idella blood
and verified by Giemsa staining, RT-PCR and indirect immunofluorescence. The results of bacterial phagocytosis
test showed that B lymphocytes had phagocytic ability to Aeromonas hydrophila. Furthermore, we also found that
the production of reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO) in grass carp B cells could be significantly
up-regulated  after  being  infected  by  microbes.  Finally,  the  serum  conditioning  assay  showed  that  the  release  of
ROS from B lymphocytes could be enhanced through serum conditioning, however, there was no influence on NO
production. Taken together, the results of this study showed that B lymphocytes of C. idella have the potential of
phagocytic  ability  to  bacteria  and  can  directly  participate  in  anti-bacterial  immunity  by  producing  non-specific
immunity such as respiratory burst.

Key words: Ctenopharyngodon idella; B lymphocytes; phagocytosis; IgM; respiratory burst
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