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Oxidation depolymerization———a new method for preparation

of alginate oligosaccharides
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Abstract:A new method———oxidation depolymerization was reported for the preparation of alginate oligosaccharides.

The optimum depolymerizing condition of polymannuronate acid were selected from the different concentrations of hydrogen

peroxide , temperature and time.The harvest sample of3～11oligomers with molecular mass about1500u was selected as

the optimum depolymerizing condition.Results showed that using 5% hydrogen peroxide depolymerized 2h at the 90℃
was most effective.The Circular Dichroism(CD), Ultraviolet -spectrophotometry (UV)and Infrared spectrometry (IR)
confirmed the structure of oligosaccharides were the same as the polysaccharides牕, indicating that oxidation depolymer-
ization could be used to prepare alginate oligosaccharides.

(本文编辑:谭雪静)

解决大规模对虾疾病的根本途径是寻找免疫刺

激剂提高对虾的自身免疫力 ,而其前提是找到衡量对

虾体质的免疫指标 ,从而进行免疫刺激剂的筛选 。然

而关于甲壳动物的免疫机理研究较少 , 同时又由于对

虾个体采血量少 、存在个体差异等原因 , 所以这方面
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脂多糖和弧菌对中国对虾血清磷酸酶 、超氧化物歧化酶和血蓝
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摘要:于 2003年7～11月实验研究了中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)在注射脂多糖(LPS)和

弧菌刺激后一定时间内血清磷酸酶 、超氧化物歧化酶和血蓝蛋白的变化情况 。在实验期内 ,注

射弧菌后 ,中国对虾体内酸性磷酸酶(ACP)的活性显著上升 。LPS和弧菌对超氧化物歧化酶的

活性有一定的刺激作用 。血蓝蛋白的含量 ,在注射弧菌后有一定程度的上升 。碱性磷酸酶在中

国对虾血清中活性较低 。
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还需要进行大量的工作。近几年通过借鉴在高等动物

和昆虫免疫学研究中使用的方法 , 对中国对虾

(Fenneropenaeus chinensis)的免疫指标开展了初步的

研究 。通过对中国对虾血清抗菌 、溶菌以及酚氧化酶

活力的检验 ,找到了能提高中国对虾免疫能力的多糖

类物质犤1犦。同时发现真菌多糖能提高血细胞的吞噬能

力 、血清的溶血 、溶菌以及凝集能力 犤2犦。对血清中酶

活力的检测 ,发现了海藻多糖和虫草多糖的免疫刺激

功能犤3犦。作者通过注射 LPS和弧菌进行刺激 , 测定了

中国对虾体内的磷酸酶 , 超氧化物歧化酶的比活力以

及血蓝蛋白含量在较短时间内的变化 。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂
中国对虾购于青岛胶州养殖场 , 体长为9.5～

12cm ,分养于玻璃钢水槽(约1m3),实验前暂养3d ,

24h通气 ,水温为20℃,盐度为30。每天换水一次 。

鳗弧菌(Vibrio anguillarum)活化于 LB培养基中 , 隔

夜培养后用生理盐水洗下 , 调整菌浓度为108个/mL 。

对虾生理盐水:500mmol/L NaCl , 11.3mmol/L KCl ,

13.3mmol/L CaCl 2, 26mmol/L MgCl 2, 23mmol/L

Na 2SO 4,10mmol/L Hepes ,pH 7.4。对虾抗凝剂采用

Vargas-Albores的配方 。LPS购自 Sigma公司 ,其余试

剂为国产分析纯 。酸性磷酸酶 (ACP), 碱性磷酸酶

(AKP), 超氧化物歧化酶(SOD)检测试剂盒购自南京

建成生物工程中心 。

1.2 方法

1.2.1 实验分组与预处理

实验分为正常组 、生理盐水对照组 、注射 LPS组

和注射弧菌组 。注射组分别在对虾腹尾处用微量注射

器斜插入体腔注射 。生理盐水组注射 50μL生理盐

水 , LPS注射50μL(10μg/g体质量), 弧菌每尾注射

50μL(108个/mL)。除正常组外 ,每组设计 7个时间

间隔 , 分别在刺激后的 15, 30, 60, 120, 240, 480,

960min后从腹部采血 。每个时间点取6只虾的血液 ,

混合后待用 。

1.2.2 酶活力的测定

酸性磷酸酶试剂盒 , 采用酸性条件下的苯磷酸

二钠分解法 , 以每毫克血清蛋白在37℃与基质作用

30min产生1mg酚作为比活力单位 。

碱性磷酸酶试剂盒 , 采用碱性条件下的苯磷酸二

钠分解法 , 以每毫克蛋白在37℃与基质作用15min

产生1mg酚作为比活力单位 。

超氧化物歧化酶试剂盒采用黄嘌呤氧化酶法 ,以

每毫克蛋白在1毫升反应液中 SOD抑制率达到50%

所对应的 SOD量为一个 SOD活力单位 。

1.2.3 血蓝蛋白含量的测定

将 100μL血清迅速用双蒸水稀释到1mL , 再用

10mm石英比色皿在335nm处测吸光值犤4犦,以其近似

地表示氧合血蓝蛋白的含量 。

1.2.4 蛋白含量的测定

考马斯亮兰法测定蛋白质浓度犤5犦。

2 实验结果

见图1,2,3。图中横坐标的零时间点为正常对虾

组 。实验过程中注射弧菌组和 LPS组死亡的对虾较

多 ,造成弧菌组第 7个时间点 , LPS组第6和第7个点

没有对虾可以作为实验样品 。LPS(10μg/g)在短时间

内对 ACP的影响不大(图1),而弧菌组引起 ACP活性

显著上升 。注射 LPS(μg/g)或弧菌后 , SOD的比活力

(图2)相对于注射生理盐水组是上升的 。LPS对血蓝

蛋白的影响不大(图3), 而注射弧菌后血蓝蛋白含量

高于注射生理盐水组 。实验过程中同样检测了每一实

图1 LPS或弧菌对 ACP的影响

Fig.1 Effects of LPS or V.anguillarum on activi ty of ACP

图2 LPS或弧菌对 SOD的影响

Fig.2Effects of LPS or V.anguillarum on activity of SOD
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图3 LPS或弧菌对血蓝蛋白的影响

Fig.3 Effects of LPS or V.anguillarum on hemocynin

验组血清的碱性磷酸酶活性 , 但由于活力太低 , 没有

采用它作为一种指标 。

3 实验讨论

对虾肝脏和血细胞中 ACP和 SOD活力测定受外

界因素的影响很大 , 比如离心残留的血清影响 、冻融

细胞破碎的影响和实验处理过程中残留海水的影响

等 。所以 ,本实验只检测了血清中的酶活力 。同时进行

的组织特异性检验 ,发现碱性磷酸酶在血清中活性比

较低 ,所以未把其作为血清指标 。

本实验是在一个较短时间内测定血淋巴因子变

化情况的 , 而目前国内进行的甲壳动物免疫指标研

究 , 大多在较长时间内观察 。作者认为 , 在较短时间

内 , 可以看到相关血清因子的明显变化 , 而较长时间

会有不同的反应 , 如注射弧菌后 , 免疫系统所发挥的

杀菌作用造成大量自由基的产生 , 继而 SOD酶活力

升高 , 但在较长时间内 , 弧菌病肯定会破坏对虾的免

疫系统 。另一方面 , LPS刺激的剂量也是值得考虑的

问题 。实验注射的 LPS按大约为10μg/g体质量的剂

量 , 虽然会起到免疫刺激作用 , 但对对虾体质的威胁

是显而易见的 , 在实验的后期大批的实验用虾死亡 ,

这方面国外也有报道犤6犦。

酸性磷酸酶是由两个相同的亚单位构成的糖蛋

白 , 在高等动物中存在于前列腺 、肝 、肾 、骨等各种组

织细胞中 。当细胞损伤时 ,ACP释放入血造成 ACP含

量升高 。 在高等动物中 , 血清 ACP含量升高标志着

免疫系统处于不利条件 。而甲壳动物中的 ACP来自

于颗粒细胞的颗粒体 , 是溶酶体酶的标志酶 。 在注

射 LPS后对虾死亡前期 ACP活力没有太大变化 ,而注

射弧菌后 ACP比活力明显上升 , 推测粒细胞中的溶

酶体酶发挥了防御和杀菌作用 , 同时 ACP在短时间

内的突然上升似乎是对虾免疫系统的一种应急反应 ,

是否是因为血细胞破碎造成 ACP的上升需进一步验

证 。

SOD对机体的氧化与抗氧化平衡起着至关重要

的作用 , 该酶能清除超氧阴离子自由基 , 保护细胞免

受损伤 。自由基主要是在细胞对异物的吞噬过程中产

生的 , 过多的自由基对细胞和机体有很大的损伤 ,

SOD是清除自由基最重要的一种抗氧化物酶 。传统

SOD测定的方法是邻苯三酚法 , 作者采用的试剂盒系

用黄嘌呤氧化法测定活力 ,得到了比邻苯三酚法稳定

的结果 , 说明黄嘌呤氧化法也是一种测 SOD活性的

可靠方法。注射 LPS后 ,血清的 SOD活力明显高于生

理盐水对照组 。说明 LPS能够提高机体的抗氧化能

力 。注射弧菌后的 SOD活力也高于生理盐水对照组 ,

原因是在感染弧菌后的短时间内细胞吞噬活性增强 ,

用于杀菌的自由基大量产生 , 而 SOD活力也随即升

高用于清除大量产生的自由基 。然而在较长的时间内

SOD是否呈下降的趋势需进一步验证 。丁秀云等犤7犦
对

皱纹盘鲍血淋巴的 SOD活力进行检测 , 发现其在受

到病原微生物侵染后 ,SOD活力大大降低 。

血蓝蛋白占甲壳动物血清总蛋白含量的60%～

90%犤8,9犦, 在动物体内发挥着呼吸作用 , 为动物提供

充足的氧量 。 血蓝蛋白在体外极易被氧化 , 同时氧

化了的血蓝蛋白在335nm处有较高的吸光值 , 因此 ,

可利用氧合血蓝蛋白的这一特性来检测血蓝蛋白的

含量犤4犦。本实验采用335nm处的吸光值与总蛋白含

量的比值作为参数 ,初步尝试了血蓝蛋白含量在注射

LPS和弧菌条件下的变化情况 。

多糖的免疫刺激功能早已得到证实
犤1～3犦 。然而单

一多糖作为免疫药物的研究较少 。 实验采用 LPS作

为免疫刺激物发现 ,过量使用 LPS对甲壳动物是非常

不利的 , 本实验所采用的 LPS剂量在10μg/g体质

量 , 造成了许多对虾死亡 , 因此深入研究多糖的适宜

剂量非常重要 。
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Abstract:Hemolymph was collected by heart puncture from cultured prawn , Fenneropenaeus chinensis , with body

lengty9.5～12cm , from July to November , 2003.Alkaline phosphates activity in the serumwas too low to be regarded an

immunity index.After individual injection of lipopolysaccharide (10μg/g)and Vibrio anguillarum(108/mL), activity of

acid phosphatase (ACP), superoxide dismutase (SOD)and hemocyanin content were determined.Results showed that

ACP activities was enhanced after injection of Vibrio anguillarum , SOD activity , however changed little through the same

procedure.After Fenneropenaeus chinensis was stimulated by lipopolysaccharide (10μg/g), activities of ACP and SOD

enhanced slightly.The method of determining content of hemocyanin was first used in Chinese shrimp and its purpose as one

tool to determine immunity of Chinese shrimp merits further investigation.At the same time , content of lipopolysaccharide

should be given greater attention , as a concentration of10μg/g appeared to damage the shrimp牕s health.

(本文编辑:张培新)
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