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研究甲壳动物免疫系统和免疫机理的重要目的

之一是为开展甲壳动物免疫防病提供理论基础。甲壳

动物免疫防病的研究，是当前水产养殖中比较活跃的

一个领域。而选择一个合适的指标进行科学正确的评

价甲壳动物免疫状况，则是有效开展免疫防病治病的

前提。作者就目前用于衡量甲壳动物免疫机能的各种

指标及其检测和科学应用做一综述。 

1 用于衡量甲壳动物免疫机能的指标 

迄今为止，报道用于衡量甲壳动物免疫机能的

指标主要可分四大类。 
1.1 总血淋巴细胞密度和分血淋巴细胞密度 

血淋巴细胞是甲壳动物的免疫系统的核心组

分，血淋巴细胞既是细胞免疫的承担者，又是体液免

疫因子的提供者[1]。甲壳动物所具有的 3种血淋巴细
胞（透明细胞，小颗粒细胞，大颗粒细胞）在机体免

疫防御中所起的作用不同，因此，血淋巴中总血淋巴

细胞密度（Total haemocyte counts, THCs）和分血淋
巴细胞的密度（Differential haemocyte counts, DHCs）
在一定程度上反映了机体的免疫应激能力或健康状

况。Moullac报道细角滨对虾（Litopenaeus stylirostris）
的THCs与其对病原的高敏感性有强相关性，低THCs
的动物更易感染疾病[2]。垂死的西岩龙虾（Panulirus 
cygnus George）与健康者相比，其血淋巴中 THCs和
颗粒细胞比率均达到最低 [3] 。给罗氏沼虾

（Macrobrachium rosenbergii）注射亚致死剂量的气
单胞菌（Aeromonas veronii），在注射后的 4~24 h内，
虾体的 THCs显著下降，DHCs的组成也发生了显著

变化，无颗粒细胞在病菌注射后的开始阶段显著增

加，随后降到最低[4]。给凡纳滨对虾（Litopenaeus 
vannamei）注射 Taura 病毒，同样会引起 THCs、透
明细胞和颗粒细胞数的显著下降[5]。此外，体内注射 LPS
等异物也会造成甲壳动物血淋巴中 THCs的减少，减
少到最低时所需的时间及程度与虾的种类有关[6]。长

臂虾（Palaemon elegans）在注射脂多糖 8 h后，体内
的 THCs下降，随后根据注射 LPS的不同，THCs恢
复到最初水平[7]。  

THCs和DHCs是近几年国外使用较多的一个衡
量甲壳动物的免疫状况的指标。但研究也发现，甲壳

动物的 THCs和 DHCs水平容易受正常蜕皮周期、理
化条件、营养水平等因素的影响而发生较大的变异。

细角滨对虾的血淋巴细胞参数随蜕皮周期有显著变

化。THCs在蜕皮间期最小，而在蜕皮前期达到最大；
小颗粒细胞的比例在蜕皮周期内无显著变化。而大颗

粒细胞在蜕皮间期所占的比例最大，显著高于蜕皮后

期[8]。水温降低[9]、氨氮增加[9]以及低溶解氧刺激[10] 

也都会使细角滨对虾的 THCs 显著降低，低溶解氧刺

激还使细角滨对虾的小颗粒细胞及透明细胞显著下

降[10]。日本囊对虾（Marsupenaeus japonicus）的 THCs
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在蜕皮间期较低，而蜕皮前期和蜕皮后期 THCs相对
较高[10]。但变温未对日本囊对虾的 THCs 和 DHCs 产生

显著变化[10]。而罗氏沼虾的 THC在蜕皮前期（D3）
最低，在蜕皮间期（C）最高[11]。在水体氨氮大于 0.55 
mg/L 时，罗氏沼虾的 THCs 在不同氨浓度下无显著
变化[12]。温度、盐度和 pH对罗氏沼虾的 THCs有显
著影响。罗氏沼虾的 THCs 随盐度的升高而增加，
THCs 在 pH 为 7.5~7.7 的水体中显著高于在 pH 为
9.0~9.5及 4.6~5.0的水体中，在 27~28 ℃及 30~31 ℃
两温度下显著高于在 20~21℃及 33~34℃[13]。对断沟

龙虾（Panulirus interruptus）而言，不管以 3℃/h还
是 1.5 ℃/h的降温幅度，降温（19 ℃下降至 4℃）都
会引起其血淋巴 THCs的显著下降[14]。而圣保罗对虾

（Penaeus paulensis）的 THCs在盐度为 34的水体中
依次高于在盐度为 22 和 13 的水体中[9]。饲料中的

Cu[15,16]、VC
[15]和 VE

[17]水平都会影响斑节对虾

(Penaeus monodon)的 THCs水平。 
另外，THCs的相对高低与甲壳动物的健康状况

及免疫机能的高低并不完全一致。自然感染了酵母的

等足目动物 Saduria entomon 的 THCs是正常健康动
物 THCs的 3倍[18]。饲喂不同量羊栖菜多糖提取物的

中国明对虾（Fenneropenaeus chinensis），其最大 THCs
组并不是抗菌能力最强组[19]。 

THCs 的检测一般采用从围心腔或腹部第二腹
节的血窦抽取循环血，经抗凝处理后在显微镜下用血

球计数板测定，而 DHCs 则是将抗凝血涂片并用
Gimsa染色后在相差显微镜下测得。 
1.2 免疫相关酶活性及血淋巴细胞分泌物水平 
1.2.1 酚氧化酶活力及酚氧化酶原 

酚氧化酶原（proPO oxidase, AproPO）激活系统
是甲壳动物体内重要的异物识别系统，入侵的异物将

该系统激活后，其中的酚氧化酶（Phenoloxidase）可
将酚催化形成黑色素，黑色素及其中间产物具有抗微

生物活性，可将一些病原体杀死。另外，酚氧化酶原

系统的某些组分还有免疫调理作用，促进血淋巴细胞

的吞噬作用。因此，酚氧化酶原激活系统的活性在一

定程度上反映出甲壳动物健康状况及免疫灵敏性。合

理使用免疫增强剂后能提高甲壳动物的酚氧化酶活

性（APO）。甲壳动物的 APO也因其所处的环境条件、

生理状态和营养水平的不同而不同。Moullac 等[8]报

道细角滨对虾在不同蜕皮阶段的 APO有显著差异，蜕

皮间期的 APO显著高于蜕皮前期。与此相对应，在弧

菌攻击后的死亡率方面，蜕皮间期（21%）也显著低
于蜕皮前期（48%）。罗氏沼虾在不同温度的水体中
养殖 7 d，其 APO在 27~28 ℃及 30~31 ℃两温度下显
著高于在 20~21 ℃及 33~34 ℃[13]。断沟龙虾血淋巴

APO 会因降温而显著下降
[14]。相反，细角滨对虾的

APO因降温而显著增强
[9]。罗氏沼虾的 APO在盐度为

5和 10的水体中显著高于盐度为 0和 15的水体中[13]。

加州对虾（Penaeus californiensis） 在盐度为 28~44
的水体中，其酚氧化酶原（proPO）随盐度提高而增
加[20]。中国明对虾和凡纳滨对虾的 APO随盐度向下突

变值的增加而增加[21]。不同 pH水体中的罗氏沼虾体
内 APO差异显著

[13] ，中国明对虾和凡纳滨对虾的 APO

因 pH发生突变而增加[21]。氨氮浓度在 0~3 mg/L范
围内，细角滨对虾 APO随水体中氨氮浓度的增加而增

加[9]。但罗氏沼虾在氨氮大于 0.55 mg/L 时，其 APO

下降[22]。水体溶解氧的降低会引起罗氏沼虾 APO下

降[2]，而在低溶解氧水体中（1 mg/L）暂养 24 h后细
角滨对虾的APO却因调节proPO系统的抑制因子的减
少而上升，同时病菌攻击后的死亡率显著提高[23]。以

残饵为主的有机污染源也会显著降低中国明对虾体

内的 APO [24]。在一些有机化合物（如多氯联苯 PCB，
多核的芳香族碳氢化合物 PAH）的污染的水体中，褐
虾（Crangon crangon）的血细胞 APO降低，同时其死

亡率增加 [9]。病原攻击引起甲壳动物 APO变化的情况

较复杂，其变化与病原的种类、攻击的剂量和持续时

间有关，APO绝对值高低并不与机体的抗病力呈简单

的线性相关。中国明对虾受到副粘病毒攻击后，体内

的 APO 较对照组降低，并随攻击时间的延长而下
降[25]。中国明对虾 APO 降低并不与WSSV感染程度
对应，说明并非 WSSV 爆发引起 APO下降

[26]。而凡

纳滨对虾在受 Tuara病毒攻击后，血淋巴 APO较对照

组有显著增加[5]。低剂量的弧菌攻击会显著提高中国

明对虾的 APO，并能维持一定时间的高水平；而较高

浓度的弧菌注射感染，中国明对虾血清中 APO迅速降

低[27]；病菌感染后濒死的中国明对虾比正常中国明对

虾的血清 APO要高
[28]。给罗氏沼虾注射亚致死剂量的

气单胞菌（Aeromonas spp），其 APO迅速增加并在 24 
h 后恢复正常水平[4]。事实上，在没有异物感染的情

况下，对虾和罗氏沼虾的酚氧化酶主要是以无活性的

酶原形式存储于颗粒细胞内，理论上未感染的对虾体

内的 APO应该是低水平的，一旦血淋巴细胞受到异物

刺激，则会迅速上升。 
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APO的测定方法，都以 L-dopa 为反应底物。具
体测定的方法有 Ashida方法[29]、Horowitz和 Shen方
法[30]及微量法[31]。 
1.2.2 超氧化物歧化酶及过氧化物酶活力 

超氧化物歧化酶（SOD）及过氧化物酶（POD）
都是机体内的抗氧化酶，在清除超氧自由基，氧自由

基，防止生物分子损伤方面发挥重要的生理作用。过

多的氧自由基能导致机体免疫力下降，因此，机体 SOD
及 POD 活力能反映机体的免疫机能。黄灿华等[32]报

道病毒感染的中国明对虾的 SOD 活力下降。雷质文
等[26]的研究表明不同白斑综合症病毒（WSSV）感染
状态的中国明对虾之间的过氧化物酶活性有显著差

异。其酶活性大小为：潜伏感染虾样>中度感染虾样>
严重感染虾样。因此，SOD和 POD有可能用作对虾
病毒检测与诊断的生理生化指标。部分能够提高甲壳

动物抗病力的免疫刺激剂也能提高其体内的 SOD 或
POD活性。中国明对虾注射复合疫苗后其SOD和LSZ
活性均有显著提高[33]，而克氏螯虾（Procambarus clarkii）
腹肌的 SOD 活性不因注射细菌糖蛋白而增加[34]。注

射聚甘露糖醛酸的中国明对虾血清、肝胰腺和肌肉中

POD活性变化不明显[35]。将凡纳滨对虾幼虾在含β-
葡聚糖和硫酸化多糖的溶液中浸泡 6 h，其血细胞和肌
肉中的 SOD 活性和呼吸爆发较对照组都显著升高[36]。 

同样值得注意的是，甲壳动物的 SOD或 POD活
性也受环境、营养等因素的影响而发生变化。对一种

虾 Palaeomonetes pugio的研究表明：当 70 min内温
度从 22 ℃突变到 38 ℃，其线粒体 SOD显著增加[37]。

以残饵为主的有机污染源会显著降低中国明对虾体

内的 SOD [24]。饲料中的 VE会影响斑节对虾的 SOD
活性[17]。 

超氧化物歧化酶活性的测定可采用连苯三酚自

氧化法[38]或 NBT光还原法[34]，也可采用黄嘌呤氧化

酶法。过氧化物酶活性的测定一般采用沃辛通

（Worthington）法[39]，也可采用 96 孔酶标板法测定
过氧化物酶的相对活性[40]。 
1.2.3 酸性磷酸酶及碱性磷酸酶活力 

酸性磷酸酶（ACP）及碱性磷酸酶（ALP）是机
体体内与重要的代谢调控酶。ACP和 ALP 在体内直
接参与磷酸机团的转移和代谢，ALP还与膜的物质运
输有关。对中国明对虾血细胞酶细胞化学的研究表

明，患病对虾血清和小颗粒细胞内 ACP及 ALP阳性
反应的产物增多[41]，即患病对虾的 ACP和 ALP活力

有所增强，这是机体免疫机能在病理条件下应急性激

活反应的体现。注射或投喂免疫多糖后，日本囊对虾

和中国明对虾体内的 ACP和 ALP活性在一定时间内
也均较对照组高[39，42]。 

ACP和ALP活力的测定可采用磷酸苯二钠法[43]。 
1.2.4 血淋巴的血凝效价 

凝集素（agglutinin）是甲壳动物体内又一重要
的异物识别物质，借助其分子上的糖基与细胞表面的

相应的糖基受体相结合，形成细胞间桥梁，导致细胞

被凝集。因此，血淋巴血凝效价的大小可反映机体对

非己细胞的免疫灵敏性。感染有黑斑病和红腿病的中

国明对虾，其血淋巴凝集素的活力与虾病的严重程度

呈反比相关[44]。但人为注射 4×106~5×106个弧菌可

诱导中国明对虾血淋巴液的凝集素活力明显增强，并

于注射后 48 h 达到峰值，随后开始衰减[44]。病毒攻

击后中国明对虾凝集活性的变化有不同的报道。受

到副粘病毒攻击后，中国明对虾的血淋巴凝集素活

性会降低，在攻击后 24 h，活性最低[25]。而 WSSV
感染与否及感染程度不影响中国明对虾血淋巴凝集

效价[26]。此外，一些中药物质或细菌多糖在提高对虾

的其他免疫指标的同时，也能提高对虾血淋巴的凝集

效价[34，44，45]。 
血淋巴的血凝效价以人、鼠、鸡或兔的红细胞

为凝集对象，采用倍比稀释法在血凝板上[25，44]或试

管内[45]测定。 
1.2.5 抗菌活力和溶菌活力  

甲壳动物体内存在多种抗菌肽及其他抗微生物

成分[46]，这些物质的抗微生物作用可用抗菌活力来表

示。不同组织中表现出不同的抗菌活力（anti-bacteria 
activity），中国明对虾血浆中抗菌活力较血细胞溶
解物中强[47]。濒死对虾的抗菌力较正常对虾大大降

低[28]。投喂免疫型药物，在不影响中国明对虾生长速

度的同时，可提高成活率和抗菌活力[48]。抗菌活力的

大小与所选择的试验细菌有关，同一样品对不同细菌

体现出显著不同的抗菌活力[47]。病菌攻击后抗菌活力

的变化与病菌剂量有关，注射低剂量（1.2×108）大

肠杆菌可大大提高中国明对虾血淋巴的抗菌活力；而

注射高剂量（3.6×108）大肠杆菌会降低中国明对虾

血淋巴的抗菌活力[28]。 
抗菌活力的测定一般参照 Hultmark 等[28]的方

法，也有通过平板计数孵育后细菌数量来衡量抗菌活

力的大小[47]。 
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溶菌活力(bacteriolysis activity)也是甲壳动物常
用的免疫指标，可直观反映机体内溶菌酶活性。同抗

菌活力相似，濒死的中国明对虾检测不到溶菌活力，

注射低剂量（1.2×108）大肠杆菌可大大提高中国明

对虾血淋巴的溶菌活力；而注射高剂量（3.6×108）

大肠杆菌会降低中国明对虾血淋巴的溶菌活力[28]。投

喂免疫型药物，也能提高中国明对虾的溶菌活力[48]。 
溶菌活力的测定一般采用 Hultmark等[28]的改进

方法，以溶壁微球菌（Micrococcus lysoleikticus）为
底物进行测定。采用此法测得的仅仅是相对值，要得

到溶菌比活力，则需有溶菌酶标准品作对照。 
1.2.6 血清中类免疫球蛋白样物质的检测  

有学者检测到对虾的血清中存在能够与人的某

些抗体发生作用后产生沉淀反应的物质[49~51]，通常称

之为类免疫球蛋白样物质。但从免疫进化的角度，对

虾不存在免疫球蛋白。因此，准确讲虾血清中存在的

是具有与人免疫球蛋白上特异性抗原决定簇结构极

为相似的物质。王伟庆等[50]的研究表明：中国明对虾

的血清中除存在类免疫球蛋白样物质外，还存在类补

体蛋白样物质和类 C反应蛋白样物质。通过对健康虾
和带病虾（病毒和弧菌感染）类免疫球蛋白、类 C3、
类 C4蛋白含量的比较，发现健康虾的类 IgG、类 IgM
样物质及类 C3、类 C4蛋白含量都显著或极显著高于
带病虾。因此类 IgG、类 IgM样物质及类 C3、类 C4
蛋白含量可作为衡量机体不同免疫状况的定量指标。 

血清中类免疫球蛋白样物质的检测可采用单扩

散检测板法[49]、消浊比浊法[50]及免疫酶斑点法[51]。 
此外，血淋巴蛋白含量[5]，血蓝素含量[5]，可凝

固蛋白（clottable proteins）含量[5]，血细胞转移酶

（Tgase）活力[5]，血糖含量[7]，血清溶血素[47]、血淋

巴凝固时间[52]等指标也被尝试用于描述对虾的免疫

机能的状况。 
1.3 体外血细胞吞噬功能检测 
1.3.1 细胞毒活性氧 

细胞毒活性氧是甲壳动物的血淋巴细胞在吞噬

侵入体内的病原微生物时产生的一些超氧阴离子，吞

噬活动越活跃，则产生的超氧阴离子的量也越多，也

称呼吸爆发（respiratory burst）。细胞毒活性氧水平的
测定被认为是监测对虾健康和免疫状况的有用工具
[55]。近期有关将细胞毒活性氧水平作为虾类免疫指标

的报道较多[2, 5, 15, 36, 54, 55]。Moullac 等[2]报道，在缺氧

（1 mg /L）水体中暂养 24 h后的细角滨对虾，其呼

吸爆发的活性比对照组（养殖在正常溶氧水体）有所

降低，同时病菌攻击后的存活率也比对照组显著降

低。Song等[5]报道注射 Taura综合征病毒（TSV）的
凡纳滨对虾，其血淋巴的细胞毒活性氧的水平较对照

组高，但在葡聚糖刺激后，细胞毒活性氧的增加量显

著低于对照组。Pascual 等[55]报道饲料蛋白水平会影

响凡纳滨对虾的细胞毒活性氧等免疫指标的水平。过

低的饲料蛋白降低对虾的生长的同时，也显著降低了

细胞毒活性氧的水平。Campa-Cordova等用0.5 g / L β-
葡聚糖和 1.0 mg/L 硫酸酯多糖分别浸浴凡纳滨对虾
1，24 h后硫酸酯多糖组虾的细胞毒活性氧水平都较
浸浴前显著提高，48 h后 β-葡聚糖组虾的细胞毒活性
氧水平都较浸浴前显著提高。 

细胞毒活性氧的检测一般采用 NBT还原法[53]。 
1.3.2 离体血淋巴细胞的吞噬功能的检测  

血淋巴中透明细胞是甲壳动物体内开展异物吞

噬的主要细胞，通过测定血细胞对金黄色葡萄球菌

的吞噬和杀伤情况可判定甲壳动物的免疫机能的高

低。血细胞吞噬功能的强弱可用血淋巴细胞的吞噬

率、吞噬指数、杀伤率和杀伤指数四指标衡量。血

细胞吞噬功能的强弱与吞噬细胞的活力及菌的浓度

有关。有报道表明，复合中草药免疫添加剂可提高

对虾的血淋巴细胞的吞噬功能[56]。真菌多糖也能提

高中国明对虾淋巴细胞对白色念珠菌的吞噬率和吞

噬指数[57]。 

血淋巴细胞的吞噬功能可采用丫啶橙检测法[56]；

也有用 TTC 还原法[57]和吞噬细胞花环[57]试验来衡

量。 
1.4 活体攻毒试验 

活体攻毒实验是最能直观反映机体综合免疫机

能的实验手段。在一定剂量致病原的攻击下，免疫机

能好的动物表现为低的累积死亡率或高的存活率或

高的病原半致死浓度。氧胁迫状态下细角滨对虾免疫

机能降低，抗鳗弧菌（V. alginolyticus）的能力降低，
表现出高的死亡率[2]。缺氧胁迫[23]或高氨胁迫[22]下的

罗氏沼虾也表现出低的免疫机能，病原菌攻击后表现

出高的死亡率。Huang等[19]报道摄食含 0.5%和 1%羊
栖菜多糖提取物饲料 14 d 后的中国明对虾，其免疫
机能得到改善，在哈维弧菌攻击后表现出高的存活

率。Chotigeat 等[58]报道，斑节对虾在摄食褐藻多糖

（400 mg /(kg•d)）15 d后，免疫抗病机能提高，WSSV
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人工感染后的成活率比对照组显著提高。 
进行一次成功的攻毒实验，必须设置合理的致

病原的剂量和采用有效的致病途径，相对较耗时。 

2 甲壳动物免疫机能的科学评价 

如上所述，尽管有多种指标已被用于衡量甲壳

动物的免疫水平，但是，由于某些相关的基础研究还

不十分完善，如何运用这些指标科学评价甲壳动物的

免疫状态，笔者认为在实际评价中要特别注意如下几

个因素：（1）评价时样本容量的大小对评价结果准确
性的影响。由于甲壳动物是相对低等的水生变温动

物，且生长过程中存在蜕皮周期，同种内个体间的免

疫水平差异很大，因此在免疫指标的测定时，过小的

样本容量可能影响评价的准确性。以试剂盒（黄嘌呤

氧化酶法）测定同一养殖条件下处于蜕皮间期的中国

明对虾腹肌 SOD 活性，假定测量允许误差为±

2.34%，则当样本容量大于 80所测得的 SOD活性的
95%置信区间在测量允许误差范围内，测定结果才具
有代表性。若取 90%置信水平，则样本量大于 50所
测得结果就具有代表性[59]。（2）血淋巴细胞的体外保
存技术。多数甲壳动物的血淋巴量少，离体淋巴细胞

的培养技术尚不成熟。常温下离体抗凝血淋巴液中的

血细胞的生物学活性在短时间内就会减弱，因此采用

检测离体细胞的吞噬功能或细胞毒活性氧来评价甲

壳动物免疫机能，只有在完全一致的试验条件下，检

测结果才有说服力。（3）正常机体的免疫酶水平的确
定。单独运用某些酶指标评价机体的免疫水平，必须

考虑两个重要的问题：一是正常机体的酶活力水平尚

未确定，客观上给机体免疫水平的评价带来盲目性。

在很多评价中，酶活力水平增高被认为是机体免疫水

平提高。实际上，某些酶活力水平过高是机体非健康

的病理表现。二是在所采用的免疫水平评价指标中，

很多指标（如酶）会随机体正常生理活动（如：蜕皮）

而发生变化，也给机体免疫水平的评价带来难度。（4）
主要病害的发生过程与机体免疫参数的实时变化还

不清楚，表征主要病害发生时机体的特征性免疫指标

的筛选还不完善。在某些条件下，部分参数水平的显

著变化，可能并不意味着机体的免疫状态或对某种病

害的抵抗力有较大改变。 
免疫防病的根本途径是提高机体的免疫力，提

高机体免疫力的本质不是单纯提高某个免疫指标的

水平，而是提高机体免疫的灵敏性和平衡性，即机体

对侵入体内的异物能够迅速产生充分的反应并在异

物清除后能恢复正常状态。因此，在如何准确科学评

价甲壳动物的免疫水平，还有许多基础性的工作有待

开展，如不同环境下基础免疫水平的探查，有效的细

胞分离和培养技术，遗传背景清晰纯正的实验动物模

型等。在现阶段，活体攻毒试验虽然比较复杂，仍是

评价甲壳动物免疫力的最有说服力的方法。 
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