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褐藻低聚糖对提高大菱鲆免疫机能的作用
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摘要:研究了在养殖过程中投喂酶解制备的褐藻低聚糖对大菱鲆( Scophthalmus max imus )

鱼苗免疫机能的影响, 对大菱鲆鱼苗血液中的酸性磷酸酶、过氧化物酶、超氧化物歧化酶和

头肾淋巴细胞吞噬能力进行了测定。实验发现, 褐藻低聚糖能够提高大菱鲆血液中酸性磷

酸酶、过氧化物酶、超氧化物歧化酶活力;头肾淋巴细胞吞噬率较对照组提高 15. 4% , 吞噬指

数则无显著差异。结果表明在大菱鲆鱼苗的养殖过程中褐藻低聚糖可作为一种非特异免疫

调节剂提高大菱鲆机体的免疫能力。
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大菱鲆 ( S cop hthalmus max imus )属于脊椎动物

鲽形目、鲆科、菱鲆属,是我国近年来引进的新型养殖

品种。大菱鲆同其它硬骨鱼类相似,机体抵抗外来病

原体的侵害主要通过对抗原异物无针对性的非特异

性免疫和对抗原异物有针对性的特异性免疫。其中

非特异性免疫是个体出生时就具有的天然防御功

能,在初期具有重要的保护作用。此后随着个体重要

组织和器官如头肾、脾脏等的成熟, 特异性免疫逐渐

成熟、淋巴细胞分化并最终形成完整的免疫系统[1]。

许多研究表明低聚糖可作为一种免疫促进剂诱导机

体免疫应答。Rina 等[ 2] 利用一种五糖寡糖注入

BALB/ c小鼠体中,发现该糖可同时诱发小鼠产生迟

发性超敏反应和产生基于巨噬细胞数量的非特异性

免疫应答。Kaname 等[3]对低聚糖的活性与构效关

系的研究发现随着聚合度及低聚糖磺化程度的提

高,其抗病毒的活性也相应增加。免疫低聚糖作为一

种非特异性免疫调节剂, 具有促进或诱发宿主防御

反应,增强生物体的抗病能力[ 4]。

目前,国内对于鱼类养殖, 尤其是在鱼苗期的免

疫机能的变化及低聚糖对鱼类免疫机能的调节作用

方面研究较少。作者研究的目的主要是利用专一性

褐藻胶裂合酶制备的褐藻低聚糖对大菱鲆鱼苗进行

长期投喂试验。在一定的养殖规模下,对褐藻低聚糖

对大菱鲆非特异体液免疫因子和细胞免疫机能的调

节作用做了系统的研究, 并初步探讨了养殖过程中

鱼苗免疫机能的变化。结果表明该褐藻低聚糖对大

菱鲆具有一定的免疫调节及增强作用,为大菱鲆的健

康养殖及抵御病害提供了理论依据。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 药饵制备

该低聚糖是由底物专一性褐藻胶裂合酶将褐藻

胶进行酶解, 通过工艺控制和乙醇沉淀定向制备得

到, 经 GPC ( gel permeation chromatog raphy) 流动相

采用 0. 7% Na2 SO 4 ,流速 0. 5 mL/ min, ri作检测器,

测定该低聚糖的重均分子质量 (M w )为 4 388 u 的低

聚糖(图 1)。投喂时按饵料量 1 的低聚糖加入基础

饵料中研磨、混匀,最后制成颗粒状,干燥备用。

1. 1. 2 试验用鱼及养殖环境

褐藻低聚糖对大菱鲆的免疫调节试验是在莱州

大华水产有限公司养殖实验基地进行。试验用大菱

鲆平均体长约 4 cm,放苗量 200尾/池。养殖过程中
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完全使用水泥池养殖,面积 62 m2 /池。养殖水深 100

cm。实验设立一组试验池, 一组对照池。在养殖过

程中每天投喂 4 次, 其中对照组投喂基础饵料, 试验

组在连续投喂含有褐藻低聚糖的复合饵料。

图 1 酶解褐藻低聚糖的 GPC图谱

Fig. 1 T he averag e molecular w eight of algin ate

oligosaccharides determined by GPC

1. 1. 3 实验用菌种

白色念珠菌(Candid a albicans )在麦氏培养基斜

面上活化后用于头肾淋巴细胞吞噬实验。

1. 2 方法

1. 2. 1 样品处理

自鱼苗投喂低聚糖放养后, 每 15 d 取样 1 次。

每次从各池中分别随机选取大菱鲆 10尾。

鱼苗血液制备: 用无菌采血器从大菱鲆尾部抽

取血液,置于离心管中, - 18  冻藏保存。通过冻融

法破碎细胞,在 4  , 3 500 r/ min 离心 10 min, 取上

清液进行酸性磷酸酶、过氧化物酶及超氧化物歧化

酶活力的测定。

1. 2. 2 酸性磷酸酶( ACP)活力的测定

ACP 活力的测定按照磷酸苯二钠法[ 5] 操作,

ACP 活力定义为:以每 100 L 血清在 37 与底物作

用 15 min,产生 l mg 酚为 1 U。

1. 2. 3 过氧化物酶( POD)活力的测定

过氧化物酶 ( POD ) 活力的测定按照沃辛通

( Wo rthing ton)法[ 6]测定。过氧化物酶( POD)活力定

义为:在规定条件下, 于 25 、pH 7. 0, 每分钟分解 1

mol过氧化氢时所需的酶量为一个过氧化物酶单

位。

1. 2. 4 超氧化物歧化酶( SOD)活力的测定

SOD活力的测定采用连苯三酚自氧化法[7] , 以

每毫升反应液中,每分钟抑制连苯三酚自氧化速率达

50%的酶量定义为一个活力单位。

1. 2. 5 头肾淋巴细胞吞噬作用的测定

淋巴细胞吞噬作用的测定按文献[ 8]进行, 用无

菌生理盐水洗下经活化的白色念珠菌斜面,煮沸灭活

后制成 1. 2 ! 107个/ mL 的菌悬液。实验组和对照组

各取 10 尾,用无菌镊子取出大菱鲆头肾组织,于载波

片上经 Giemsa 液染色 5 min。每尾检测 100 个淋巴

细胞, 计算吞噬率和吞噬指数。

吞噬率= (吞噬细胞数/淋巴细胞数) ! 100%

吞噬指数= 被吞噬细胞总数/吞噬细胞数

2 结果

2. 1 褐藻低聚糖对酸性磷酸酶的影响

表 1是对大菱鲆鱼苗血液酸性磷酸酶活力的测

定结果。在 3次采样结果中试验组大菱鲆酸性磷酸

酶活力均高于对照组,其中第 30 天时, 试验组酸性磷

酸酶活力较对照组结果差异显著(P< 0. 05)。

表 1 褐藻低聚糖对大菱鲆酸性磷酸酶活力的影响

Tab. 1 Effect of alginate oligosaccharides on ACP activities

of Scophthalmus max imus

组别 ACP 活力( U/ mL)

15 d 30 d 45 d

试验组

对照组

26. 49 ∀ 2. 77

24. 55 ∀ 1. 71

27. 94 ∀ 0. 23*

21. 47 ∀ 1. 68

31. 34 ∀ 5. 02

18. 09 ∀ 4. 62

* 与对照相比P< 0. 05

2. 2 褐藻低聚糖对过氧化物酶的影响

表 2是大菱鲆鱼苗血液过氧化物酶活力的测定

结果。试验结果表明,在投喂过程中, 试验组大菱鲆

过氧化物酶活力均高于对照组, 且在第 45 天的采样

结果中差异显著( P< 0. 05)。

表 2 褐藻低聚糖对大菱鲆过氧化物酶的影响

Tab. 2 Effect of alginate ol igosaccharides on peroxide activi

ties of Scophthalmus maximus

组别 POD 活力( U/ mL)

15 d 30 d 45 d

试验组

对照组

4. 59 ∀ 0. 59

3. 91 ∀ 0. 05

4. 22 ∀ 0. 16

4. 10 ∀ 0. 53

4. 45 ∀ 0. 22*

3. 50 ∀ 0. 31

* 与对照相比P< 0. 05
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2. 3 褐藻低聚糖对超氧化物歧化酶的影响

表 3 是大菱鲆鱼苗血液超氧化物歧化酶活力的

测定结果。结果表明, 投喂低聚糖后, 试验组的酶活

力在 3 次的测定中均高于对照组, 且在第 30 天结果

中,试验组 SOD酶活力显著高于对照组( P< 0. 05)。

表 3 褐藻低聚糖对大菱鲆超氧化物歧化酶活力的影响

Tab. 3 Effect of alginate oligosaccharides on superoxide dis

mutase activi ties of Scophthalmus maximus

组别 SOD 活力( U/ mL)

15 d 30 d 45 d

试验组

对照组

169. 5 ∀ 18. 4

135. 2 ∀ 20. 7

112. 4 ∀ 11. 5*

76. 6 ∀ 15. 1

117. 3 ∀ 22. 2

101. 0 ∀ 18. 4

* 与对照相比P< 0. 05

2. 4 褐藻低聚糖对头肾组织淋巴细胞吞噬

功能的影响

表 4 是大菱鲆头肾淋巴细胞的吞噬作用的测定

结果。其淋巴细胞的吞噬作用是在投喂褐藻低聚糖

60 d后测得 (此时头肾已基本具有淋巴样器官的作

用) , 实验发现,投喂低聚糖后 ,试验组大菱鲆淋巴细

胞吞噬率较对照组提高 15. 4% , 而试验组吞噬指数

与对照组相比无明显变化。

表 4 褐藻低聚糖对大菱鲆头肾淋巴细胞吞噬作用的影响

Tab. 4 Effect of alginate oligosaccharides on phagocytic per

cent and index of lymphocyte of Scophthalmus maxi

mus

组别
鱼数量

(尾)

细胞数

(个)

吞噬率

( % )
吞噬指数

试验组

对照组

10

10

100! 10

100! 10

29. 14 ∀ 2. 10

25. 25 ∀ 2. 17

2. 37 ∀ 0. 29

2. 40 ∀ 0. 33

3 讨论

3. 1 褐藻低聚糖对大菱鲆体液免疫因子的

影响

酸性磷酸酶是生物体内的一种重要的代谢调控

酶,它可以在酸性条件下水解外源带有磷酸酯的异

物,从而起到免疫防御的作用[ 9]。超氧化物歧化酶则

是机体抗氧化防御系统的重要酶之一, 它主要通过

催化O 2
.- 反应生成 H2O 2达到清除活性氧的作用,从

而使机体免受氧化伤害[10]。而过氧化物酶催化过氧

化氢与氢供给体之间的氧化反应, 促进细胞内呼吸

爆发, 进而提高粒细胞对外源异物的吞噬能力[ 11]。

本次试验发现,通过对大菱鲆长期投喂褐藻低聚糖,

试验组较对照组均能够不同程度地提高大菱鲆鱼苗

血液的酸性磷酸酶、过氧化物酶及超氧化物歧化酶活

力。在试验中, 随着养殖过程的进行, 对照组酸性磷

酸酶和过氧化物酶活力分别出现不同程度的降低,而

试验组大菱鲆经低聚糖投喂后,相应的酶活力均高于

对照组, 且在 3 次采样结果中酸性磷酸酶活力呈上升

趋势。这说明该褐藻低聚糖能够在一定程度上非特

异性诱导、刺激机体提高与体液免疫相关因子的酶活

力, 进而起到对大菱鲆免疫防御的调节作用。在

SOD酶活力的测定中, 试验组和对照组均出现酶活

力降低, 但试验组变化幅度较小,这突出表现在第 30

天的结果中, 因此可以推断, 该褐藻低聚糖能够诱导

酶活力的提高 ,进而抑制个体在生长过程中遇到的与

免疫调节相关酶活力的突然降低。

3. 2 褐藻低聚糖对大菱鲆细胞免疫因子的

影响
头肾是硬骨鱼类重要的淋巴样器官,在参与免疫

反应方面具有特殊作用。现有的文献表明硬骨鱼类

头肾中含有 B 淋巴细胞、T 淋巴细胞和各种粒细胞

等免疫细胞[12, 13]。在遇到外源异物时, 首先由吞噬

细胞对其吞噬 ,一方面吞噬细胞体内的溶酶体酶对异

物进行杀灭和消化,另一方面吞噬细胞将外来抗原物

质进行加工, 以激活 T 淋巴细胞、B 淋巴细胞的增

殖、分化,借此来调节免疫功能[14, 15]。同样有研究证

明, 其它一些生物活性多糖, 如虫草多糖、脂多糖可以

通过特异性激活并增强淋巴细胞的吞噬作用。本试

验证明, 酶解褐藻低聚糖对淋巴细胞的增强作用主要

表现在, 它能够提高头肾淋巴细胞的吞噬率, 但对吞

噬指数的影响不大,即通过该褐藻低聚糖能够非特异

性诱导提高头肾免疫器官对外源异物的识别、吞噬的

淋巴细胞数, 但就参与吞噬的淋巴细胞而言, 该褐藻

低聚糖并不能明显地提高单个细胞对外源异物的吞

噬能力。因此本研究结果证明该褐藻低聚糖能够从

体液及细胞水平提高大菱鲆鱼苗的免疫水平,是具有

开发价值的免疫增强剂。
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Abstract: T o study the immuno regulator y effects o f alg inate o ligo saccharides on the cultured S cop hthal

mus max imus , acid pho sphatase( ACP) , per ox ide activ ities( POD) , super ox ide dismutase ( SOD) of blo od cells,

and phagocyt ic capacity of lymphocyte of head kidney were determined. The results show ed that the alginate

oligo saccharides could improve the activ ities of ACP, POD and SOD o f blood, and that phagocyt ic per cent

could be increased by 14. 5% , but index of lymphocyte had no prom inent difference. The a lg inat e o lig osaccha

r ides could act as a potential non special immunoregulato r in the aquaculture of S. max imus .
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