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蓝蓝非非鲫鲫肠肠道道组组织织中中的的柱柱状状上上皮皮细细胞胞可可以以

分分泌泌消消化化酶酶 帮帮助助消消化化及及营营养养物物质质的的吸吸收收 而而各各段段消消

化化产产物物 !!水水 !!无无机机盐盐等等 也也是是通通过过上上皮皮细细胞胞进进入入血血液液和和

淋淋巴巴的的 但但不不同同营营养养物物质质在在不不同同肠肠段段中中的的消消化化吸吸收收能能

力力不不尽尽相相同同 如如脂脂肪肪类类的的吸吸收收部部位位主主要要在在前前肠肠上上皮皮细细

胞胞 水水和和无无机机盐盐的的吸吸收收部部位位主主要要在在中中肠肠和和后后肠肠附附近近

等等 ∀∀蓝蓝非非鲫鲫前前 !!中中 !!后后肠肠上上皮皮细细胞胞在在形形态态和和分分布布上上的的差差

异异 也也说说明明了了这这一一点点 ∀∀

杯杯状状细细胞胞分分泌泌孔孔的的形形态态 前前肠肠为为洞洞穴穴状状

且且有有些些分分泌泌孔孔内内有有分分泌泌颗颗粒粒 而而到到中中肠肠和和后后肠肠则则演演变变

成成坑坑状状 ∀∀王王义义强强等等 年年用用组组织织化化学学法法证证明明鲤鲤科科鱼鱼

类类柱柱状状上上皮皮可可分分泌泌脂脂肪肪酶酶 并并认认为为杯杯状状细细胞胞是是产产生生酶酶

原原的的处处所所 ∀∀蓝蓝非非鲫鲫在在前前 !!中中 !!后后肠肠出出现现的的不不同同形形态态的的杯杯

状状细细胞胞 除除了了产产生生酶酶原原 !!分分泌泌黏黏液液外外 是是否否还还有有其其他他功功

能能 尚尚有有待待于于进进一一步步研研究究 ∀∀
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国国家家重重点点基基础础研研究究项项目目课课题题//对对虾虾病病毒毒感感染染的的细细胞胞

与与分分子子学学机机理理00 号号资资助助 ∀∀

≠≠ 现现在在青青岛岛出出入入境境检检验验检检疫疫局局工工作作 ∀∀

收收稿稿日日期期 22 22 修修回回日日期期 22 22

过过氧氧化化物物酶酶 °° ⁄⁄ 广广泛泛存存在在于于真真核核生生物物体体内内 在在清清

除除自自由由基基 防防止止生生物物分分子子损损伤伤方方面面有有十十分分重重要要的的作作

用用 ∀∀因因此此通通过过测测量量对对虾虾血血淋淋巴巴的的过过氧氧化化物物酶酶活活性性大大小小可可

以以推推测测对对虾虾的的生生理理状状态态 甚甚至至可可用用其其辅辅助助检检测测或或诊诊断断对对

虾虾病病害害的的生生理理指指标标 ∀∀丁丁美美丽丽等等采采用用改改良良的的连连苯苯三三酚酚自自氧氧
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化化法法测测定定中中国国对对虾虾血血清清的的超超氧氧化化物物歧歧化化酶酶 ≥≥ ⁄⁄ 活活

性性 ≈≈ 黄黄灿灿华华等等采采用用同同工工酶酶检检测测技技术术来来研研究究中中国国对对虾虾

血血清清的的 ≥≥ ⁄⁄活活性性 ≈≈ ∀∀而而测测定定 °° ⁄⁄活活性性时时 一一般般采采用用

沃沃辛辛通通 •• 法法 ≈≈ 本本文文首首次次用用 孔孔酶酶标标板板

法法测测定定对对虾虾血血淋淋巴巴的的 °° ⁄⁄相相对对活活性性 以以期期为为研研究究对对

虾虾免免疫疫学学提提供供一一种种更更为为简简便便的的测测定定手手段段 ∀∀

材材料料和和方方法法

11 11 材材料料

日日本本对对虾虾 ΠΠεεννααεευυσσϕϕααπποοννιιχχυυσσ 为为本本实实

验验室室养养殖殖的的投投喂喂免免疫疫增增强强剂剂饵饵料料实实验验用用虾虾 体体长长

∗∗ ∀∀中中国国对对虾虾 ΠΠ.. χχηηιιννεεννσσιισσ 于于 年年 月月

日日取取自自青青岛岛胶胶南南琅琅岈岈台台一一对对虾虾养养殖殖场场 ∀∀克克氏氏原原螯螯虾虾

ΠΠρροοχχααµµ ββααρρυυσσ χχλλααρρκκιιιι 为为本本实实验验室室养养殖殖的的已已注注射射对对

虾虾白白斑斑病病病病毒毒 •• ≥≥≥≥ ∂∂ 实实验验用用虾虾 体体长长 ∗∗ ∀∀

试试剂剂 缓缓冲冲液液 ≤≤ ##

°° ## 双双蒸蒸水水溶溶解解至至终终体体

积积 显显色色液液 邻邻苯苯二二胺胺

ΛΛ 缓缓冲冲液液 ∀∀

11 22 方方法法

采采集集虾虾血血淋淋巴巴 用用 一一次次性性注注射射器器

从从虾虾的的心心脏脏 !!胸胸足足基基部部和和腹腹节节等等处处抽抽取取血血淋淋巴巴 注注入入

洁洁净净无无菌菌的的 ∞∞ 管管中中 转转入入 εε 超超低低温温冰冰

箱箱中中保保存存备备用用 ∀∀

°° ⁄⁄相相对对活活性性的的测测定定 借借鉴鉴史史成成银银等等

的的方方法法 ≈≈ 将将样样品品从从 εε 冰冰箱箱中中取取出出 置置于于 εε 水水

中中解解冻冻 离离心心 再再置置于于 εε 水水中中

往往 孔孔酶酶标标板板中中加加血血淋淋巴巴上上清清液液 ΛΛ 孔孔 之之后后每每

孔孔对对应应加加入入 ΛΛ 缓缓冲冲液液 !! ΛΛ 显显色色液液 避避光光迅迅速速摇摇

匀匀 立立即即置置于于 型型酶酶标标仪仪 22 ⁄⁄ ≥≥ 中中

读读取取 处处的的 ⁄⁄ 值值 后后 读读取取

处处的的 ⁄⁄ 值值 每每个个样样品品测测 次次 中中国国对对虾虾

血血淋淋巴巴上上清清测测一一次次 血血淋淋巴巴上上清清液液的的过过氧氧化化物物酶酶相相

对对活活性性以以 22 表表示示 ∀∀

11 33 对对照照方方法法

参参照照沃沃辛辛通通法法 每每个个样样品品测测 次次 ∀∀

实实验验结结果果

22 11 中中国国对对虾虾 °° ⁄⁄

用用 孔孔酶酶标标板板法法测测定定 尾尾中中国国对对虾虾血血淋淋巴巴的的

°° ⁄⁄相相对对活活性性 其其结结果果见见表表 ∀∀

22 22 灵灵敏敏度度比比较较

用用沃沃辛辛通通法法和和 孔孔酶酶标标板板法法分分别别对对 尾尾日日本本

对对虾虾和和 尾尾克克氏氏原原螯螯虾虾的的测测定定结结果果见见表表 ∀∀

对对表表 中中的的结结果果进进行行统统计计处处理理 求求出出相相关关系系数数并并

进进行行相相关关关关系系显显著著性性检检验验 结结果果如如表表 ∀∀

应应用用相相关关系系数数公公式式

将将表表 数数据据代代入入公公式式 得得出出 ρρ== νν

对对相相关关系系数数 ρρ进进行行 ττ检检验验 ,,自自由由度度 δδφφ ==

ρρ ρρ >> ρρ ΠΠ 知知上上述述两两种种方方

法法所所测测得得 °° ⁄⁄值值为为强强直直线线相相关关 说说明明应应用用 孔孔酶酶标标

板板法法测测量量 °° ⁄⁄相相对对活活性性方方法法所所得得数数据据可可靠靠 ∀∀

讨讨论论

°° ⁄⁄作作为为生生物物体体内内重重要要的的酶酶类类之之一一 在在甲甲壳壳动动
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物物免免疫疫学学中中已已有有学学者者对对此此着着手手研研究究 ≈≈ 在在 °° ⁄⁄的的活活

性性测测量量方方面面较较传传统统的的方方法法有有沃沃辛辛通通法法 !!西西格格玛玛法法及及用用

萃萃取取化化学学公公司司法法 法法改改进进型型 ∀∀这这 种种方方法法在在

所所测测量量的的样样品品个个数数较较少少时时 !!且且样样品品的的量量 如如血血清清的的体体

积积 相相对对较较多多时时 都都可可以以采采用用 但但如如果果用用于于分分析析样样品品个个

数数较较多多 尤尤其其样样品品量量较较少少时时 采采用用以以上上 种种方方法法测测定定

°° ⁄⁄ 测测定定所所花花费费的的时时间间很很长长 且且由由于于样样品品量量少少 平平行行

样样品品测测定定几几乎乎不不可可能能 测测量量的的误误差差较较大大 ∀∀这这种种情情况况在在

分分析析体体长长较较小小的的单单尾尾对对虾虾 °° ⁄⁄活活性性时时会会经经常常出出现现

而而采采用用 孔孔酶酶标标板板法法来来测测定定 其其优优越越性性便便显显而而易易

见见 ∀∀

比比较较传传统统的的 °° ⁄⁄测测定定方方法法与与 孔孔酶酶标标板板法法可可知知

孔孔酶酶标标板板法法在在测测定定 °° ⁄⁄活活性性时时具具有有以以下下优优缺缺点点

优优点点之之一一 所所需需样样品品微微量量

化化 由由于于 孔孔酶酶标标板板法法每每次次仅仅

需需样样品品 ΛΛ 在在对对虾虾测测量量上上可可

解解决决因因对对虾虾体体长长较较小小 所所采采集集

的的血血清清量量较较少少的的不不足足 ∀∀之之二二 快快

速速 由由于于在在反反应应体体系系内内 时时间间固固

定定 且且所所有有数数据据均均为为酶酶标标仪仪自自

动动读读取取 可可在在短短时时间间内内完完成成多多

个个样样品品的的分分析析 ∀∀在在分分析析多多尾尾对对

虾虾血血淋淋巴巴 °° ⁄⁄时时 解解决决了了分分析析

单单尾尾虾虾时时的的耗耗时时太太多多的的不不足足 ∀∀

之之三三 测测量量准准确确度度高高 在在样样品品量量

少少的的情情况况下下 同同一一样样品品可可设设多多

个个平平行行组组 提提高高测测量量的的准准确确

度度 ∀∀之之四四 方方法法可可标标准准化化 ∀∀

缺缺点点 该该方方法法所所得得 °° ⁄⁄的的

活活性性为为相相对对值值 仅仅可可以以用用于于比比

较较样样品品间间 °° ⁄⁄相相对对活活性性的的高高

低低 ∀∀
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