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鳗弧菌感染对斑节对虾免疫相关指标的影响 

段亚飞, 董宏标, 王  芸, 刘青松, 李  华, 张家松 

(中国水产科学研究院 南海水产研究所 农业部南海渔业资源开发利用重点实验室, 广东 广州 510300) 

摘要: 为了研究鳗弧菌(Vibrio anguillarum)对斑节对虾(Penaeus monodon)免疫相关指标的影响, 分别

对斑节对虾注射生理盐水和鳗弧菌, 测定了不同时间点肝胰腺和鳃中总抗氧化能力(T-AOC)、溶菌酶

(LSZ)和诱导型一氧化氮合酶(iNOS)活性以及一氧化氮(NO)含量的变化。结果显示, 与对照组相比, 感

染鳗弧菌后, 肝胰腺和鳃中 T-AOC 活性分别于 6 和 12 h 达到最大值(P<0.05), 随后逐渐降低; 肝胰腺

和鳃中 LSZ 活性分别于 6 和 12 h 升高至最大值, 随后均于 24 h 显著低于对照组(P<0.05); 肝胰腺和鳃

中 NO 含量分别于 6 和 3 h 达到最大值, 随后肝胰腺中 NO 含量于 24 h 降低至最小值, 而鳃中 NO 含量

于 6 和 24 h 虽有降低, 但仍显著高于对照组; 肝胰腺中 iNOS 对感染反应较为敏感, 活性于 3 h 达到最

大值, 而鳃中 iNOS 活性于 6 h 开始显著上升, 并于 12 h 达到最大值(P<0.05)。研究表明, 长时间的鳗

弧菌感染对斑节对虾免疫相关指标有显著影响; T-AOC、LSZ、NO 和 iNOS 对鳗弧菌感染均反应敏感, 

可以作为弧菌病诱发的监测指标。 
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斑节对虾(Penaeus monodon)俗称草虾、虎虾等, 

隶属于甲壳纲(Crustacea)、十足目(Decapoda)、对虾

科(Penaeidae)、对虾属(Penaeus), 是世界三大养殖对

虾之一。因其个体大、食性杂、肉质鲜美和生长速

度快等特点, 已成为中国沿海地区重要的经济养殖

虾类[1-2]。近年来, 由弧菌(Vibrio spp.)引起的虾类疾

病频发 , 给虾类养殖业带来严重的经济损失 , 制约

了其产业的健康发展[3-4]。因此, 虾类弧菌病及其免

疫机制的研究显得尤为重要。 

鳗弧菌(Vibrio anguillarum)属于革兰氏阴性菌 , 

是一种常见的水产动物致病菌, 其能引起鱼类体表

溃烂出血、肠黏膜脱落和肝脏坏死等症状[5-6], 还会

导致虾类黄鳃病的发生 [7], 且具有对虾发病率和死

亡率高、传播范围广、危害大等特点, 与以往报道的

弧菌引起的病害有所不同。对虾缺乏获得性免疫系

统, 其依靠各种类型的非特异性免疫因子来识别异

己, 抵抗各种病原的感染[8]。总抗氧化能力(T-AOC)是

衡量机体抗氧化防御系统功能状况的综合性指标[9]。溶

菌酶(LSZ)是甲壳动物体内重要的抗菌蛋白, 其活性

的变化可以作为衡量机体免疫功能状态的重要指

标 [10]。一氧化氮(NO)是一种新型免疫调节分子, 参

与机体多种重要的生理病理过程; 诱导型一氧化氮

合酶(iNOS)可以催化 L-精氨酸与 O2 反应产生 NO, 

其活性可由测定的 NO 合成量来决定[11-12], 因此两

者配合使用对疾病的深入研究具有重要意义。 

然而, 目前关于鳗弧菌感染引起斑节对虾免疫

指标变化特征的研究相对较少, 而对虾弧菌病监测

指标的筛选对其疾病及免疫机制的研究具有重要意

义。本研究通过对斑节对虾进行鳗弧菌注射感染, 测

定不同时间点免疫指标 T-AOC、LSZ 和 iNOS 活性

以及 NO 含量的变化, 初步探讨鳗弧菌感染对斑节

对虾免疫指标的影响, 并筛选虾类弧菌病的监测指

标, 以期为斑节对虾应答弧菌感染的免疫机制研究

提供基本的理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

本研究所用斑节对虾取自中山衍生水产养殖有
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限公司 , 体质健康活泼 , 平均体长 (10.81±0.45)cm, 

体质量(5.65±0.34) g; 于 PVC桶(200 L)中暂养 1周, 

每桶 30尾。实验期间, 水温 25 ℃, 盐度 15, pH 8.5, 

不间断充气, 每天换水 1/3, 并投喂对虾配合饲料。 

实验用鳗弧菌为中国水产科学研究院黄海水

产研究所育种室所赠。感染实验前 1 d, 2611E 平

板上活化菌种; 然后利用液体培养基进行扩大培养, 4 ℃ 

2 000 r/min离心取沉淀, 用 0.86%无菌生理盐水稀释

至 1×108 cfu/mL的菌悬液, 4 ℃保存备用。 

1.2  鳗弧菌感染实验 

将暂养 1周的斑节对虾随机分为两组, 即: 对照

组和感染组, 每组 3 个平行, 每个平行 30 尾。感染

组对虾平均每尾注射鳗弧菌菌悬液 20 μL (约 2×106 

cfu), 对照组注射 0.86%无菌生理盐水 20 μL, 注射部

位均为对虾第 2腹节。分别于注射后 0、1.5、3、6、

12、24 和 48 h, 取濒临死亡或活力较弱个体的肝胰

腺和鳃组织, 用于酶活性的测定。同一时间点每个平

行组分别取 2 尾虾, 将组织混合, 作为一组样品, 即

每个时间点感染组或对照组共有 3组样品。 

另取 60 尾对虾分为两组, 分别注射等体积鳗弧

菌菌悬液和 0.86%无菌生理盐水, 用于统计对虾累计

存活率, 整个过程不取样。注射剂量和方法如上所述。 

1.3  样品制备 

使用预冷的 0.86%生理盐水对所取的肝胰腺和

鳃组织进行漂洗, 去除组织液, 滤纸拭干, 称重后置

于离心管中。按照 1︰10 (W/V)加入预冷的 0.86%生

理盐水进行超声粉碎。将制备好的 10%组织匀浆液于

4 ℃ 2000 r/min离心 10 min, 取上清液于–80 ℃保存

备用, 用于免疫指标的测定。 

1.4  免疫指标的测定 

使用南京建成生物工程研究所试剂盒分别测定

T-AOC、LSZ和 iNOS活性以及 NO与组织蛋白含量, 

相关操作按说明书进行, 未做任何调整。各项指标测

定所用试剂盒均为同批次试剂。 

37℃时 , 每分钟每毫克组织蛋白 , 使反应体系

的吸光度(OD)值每增加 0.01时, 定义为 1个 T-AOC

单位; LSZ 活性测定采用比浊法; NO 含量测定采用

硝酸还原法, 利用硝酸盐显色剂生成红色偶氮化合

物来间接测定; iNOS活性主要利用其催化 L-精氨酸

与 O2反应生成 NO, NO与亲核性物质作用生成有色

化合物从而通过测定 530 nm吸光度进行定量; 组织

蛋白含量测定采用考马斯亮蓝法。 

1.5  数据分析 

实验所得数据以平均值±标准差表示, 用 SPSS 

11.0软件进行单因素方差分析, P<0.05表示差异显著。 

2  结果 

2.1  鳗弧菌感染对斑节对虾存活的影响 

与对照组相比, 感染组斑节对虾于 3 h出现死亡, 

6 h时死亡率明显升高, 累积存活率为 88.3%(图 1)。

感染鳗弧菌后, 对虾摄食量明显减少, 活动不频繁; 濒

临死亡时, 对虾肌肉乳白状, 尾肢和胃部轻微发红。而

对照组对虾实验全程无死亡, 摄食、活动等无异常现象。 

 

图 1  斑节对虾感染鳗弧菌后的累积存活率 

Fig. 1  Cumulative survival of P. monodon after V. anguil-
larum challenge 

 

2.2  鳗弧菌感染对斑节对虾 T-AOC 活性的

影响 

与对照组相比, 斑节对虾感染鳗弧菌后 6 h, 肝

胰腺中 T-AOC 活性显著上升至最大值, 为对照组的

3.80 倍(P<0.05); 随后 T-AOC 活性逐渐下降, 但 12

和 24 h活性仍高于对照组(P<0.05), 最后于 48 h降至

对照组水平(图 2a)。鳃中 T-AOC 活性于感染后 3 h

上升至较高值; 感染后 6 h, T-AOC 活性有所下降, 

但于 12 h 再次达到最大值 , 为对照组的 3.71 倍

(P<0.05); 随后T-AOC活性逐渐下降, 并于 48 h显著

低于对照组(P<0.05)(图 2b)。 

2.3  鳗弧菌感染对斑节对虾 LSZ 活性的影响 

与对照组相比, 斑节对虾肝胰腺和鳃中 LSZ 活

性于感染鳗弧菌后 3 h显著上升, 并分别于 6和 12 h

达到最大值, 为对照组的 4.90和 2.91倍(P<0.05); 随

后 LSZ活性均于 24 h显著下降至最小值, 分别为对
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照组的 0.42和 0.53倍(P<0.05)。感染鳗弧菌后 48 h, 

肝胰腺和鳃中 LSZ 活性虽低于对照组, 但差异不显

著(P>0.05)(图 3)。 

2.4  鳗弧菌感染对斑节对虾 NO 含量的

影响  

与对照组相比 , 感染鳗弧菌后 3 h, 肝胰腺中

NO 含量显著上升, 并于 6 h 达到最大值, 为对照组

的 2.75倍(P<0.05); 随后NO含量逐渐下降, 并于 24 h

显著低于对照组(P<0.05)(图 4a)。感染组对虾鳃中

NO含量于 3 h逐渐上升至最大值, 为对照组的 1.71

倍(P<0.05), 随后 NO含量逐渐下降, 于 48 h显著低

于对照组(P<0.05); 而 6和 24 h的 NO含量仍显著高

于对照组(图 4b)。 

2.5  鳗弧菌感染对斑节对虾 iNOS 活性的

影响 

与对照组相比, 斑节对虾感染鳗弧菌后 3 h, 肝 

 

图 2  斑节对虾感染鳗弧菌后肝胰腺(a)和鳃(b)中总抗氧化能力(T-AOC)的活性变化 

Fig. 2  Activity of T-AOC in P. monodon hepatopancreas (a) and gills (b) after V. anguillarum challenge 

“*”表示同一时间点感染组与对照组之间差异显著(P<0.05), 下同 

“*” indicate significant differences (P<0.05) between the infected group and control group at the same time 

 

图 3  斑节对虾感染鳗弧菌后肝胰腺(a)和鳃(b)中溶菌酶(LSZ)的活性变化 

Fig. 3  Activity of LSZ in P. monodon hepatopancreas (a) and gills (b) after V. anguillarum challenge 

 

图 4  斑节对虾感染鳗弧菌后肝胰腺(a)和鳃(b)中一氧化氮(NO)的含量变化 

Fig. 4  Concentration of NO in P. monodon hepatopancreas (a) and gills (b) after V. anguillarum challenge 
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胰腺中 iNOS 活性逐渐上升至最大值, 为对照组的

3.27倍(P<0.05); 随后活性逐渐下降, 于 24 h显著低

于对照组, 为对照组的 0.53倍(P<0.05)(图 5a)。鳃中

iNOS活性于感染后 6 h开始显著上升, 12 h时达到最

大值, 为对照组的 3.80 倍(P<0.05); 随后 iNOS 活性

逐渐降低, 并于 48 h显著低于对照组(P<0.05)(图 5b)。 

 

图 5  斑节对虾感染鳗弧菌后肝胰腺(a)和鳃(b)中诱导型一氧化氮合酶(iNOS)的活性变化 

Fig. 5  Activity of iNOS in P. monodon hepatopancreas (a) and gills (b) after V. anguillarum challenge 

 

3  讨论 

3.1  鳗弧菌对斑节对虾 T-AOC 活性的影响 

弧菌是虾类养殖中危害严重的传染性病原, 其

能导致患病虾类机体生理功能紊乱, 出现大量死亡[13]。

外界病原入侵动物机体时, 会诱发机体免疫反应产

生大量活性氧(ROS), 如超氧阴离子自由基、羟自由

基和过氧化氢等, 用于杀灭病原; 但过量的 ROS 会

破坏宿主细胞 , 造成机体抗氧化系统功能紊乱 , 从

而导致生理机能和免疫功能受损[14]。在长期进化过

程中 , 动物机体形成了一套抗氧化酶防御系统 , 主

要包括过氧化氢酶(CAT)、超氧化物歧化酶(SOD)、

谷胱甘肽过氧化物酶(GPx)等, 可以有效地将机体多

余的活性氧清除, 保护机体免受氧化损伤[15]。T-AOC

是评价机体抗氧化酶系统和非酶促系统功能的综合

性指标 [16], 可以代表和反映机体抗氧化防御系统的

状态。 

研究表明, 副溶血弧菌(Vibrio parahemolyticus)感

染导致斑节对虾组织 T-AOC 活性呈先升高后下降的变

化趋势[8]; 感染鳗弧菌后的中国对虾(Fenneropenaeus 

chinensis)血淋巴 SOD酶活性于 1 h显著升高至最大

值, 随后呈先升高再降低的趋势[17]。陈萍等[18]用溶

藻弧菌(Vibrio alginolyticus)对三疣梭子蟹(Portunus 

trituberculatus)进行感染, 发现其机体内升高的脂质

过氧化物水平导致其抗氧化酶活性降低, 抗氧化防

御能力显著下降。本研究中, 感染鳗弧菌初期, 斑节

对虾肝胰腺和鳃中 T-AOC 活性呈上升趋势, 表明鳗

弧菌感染诱导对虾机体免疫反应产生 ROS以杀灭病

原菌, 从而激活机体抗氧化酶系统, 使得 T-AOC 酶

活性显著升高 ; 感染鳗弧菌后期 , 肝胰腺和鳃中

T-AOC 活性逐渐下降, 可能弧菌的大量繁殖抑制了

机体抗氧化酶活性, 机体因累积大量 ROS 而导致组

织细胞受损, 抗氧化防御系统下降。此外有研究表明, 

ROS 在机体过度积累可能会导致细胞呼吸障碍, 引

发细胞凋亡或坏死[15]。但本研究中鳗弧菌感染是否

会造成斑节对虾组织细胞凋亡或坏死, 可能需要通

过组织切片以及细胞凋亡相关基因如 Caspase 等的

表达变化进行分析。 

3.2  鳗弧菌对斑节对虾 LSZ 活性的影响 

LSZ 能够水解细菌细胞壁肽聚糖中 N-乙酰葡萄

糖胺与 N-乙酰胞壁酸之间的 β-1, 4-糖苷键, 从而杀

灭病原菌[19-20]。王雷等[21]对中国对虾血淋巴溶菌活

力的研究表明, 溶菌活力可以作为衡量对虾机体的

免疫功能状态的监测指标。陈萍等[13]研究表明, 三疣

梭子蟹感染溶藻弧菌 24h, 其血淋巴和肝胰腺中 LSZ

活性显著高于对照组, 48和 72 h活性显著下降。此

外, 弧菌还可显著诱导 LSZ 基因的表达。斑节对虾

感染哈维弧菌(Vibrio harvyi)后, 其血细胞中 LSZ 基

因表达量于 12 和 24 h 显著升高[22]。罗词兴等[23]用

不同剂量的溶藻弧菌感染凡纳滨对虾 (Litopenaeus 

vannamei), 发现高剂量组对虾鳃中 LSZ 基因表达上

调时间较早, 且表达量显著高于低剂量组。 

本研究中, 感染鳗弧菌后的斑节对虾肝胰腺和

鳃中 LSZ活性分别于 6和 12 h上升至最大值, 可能

是鳗弧菌感染诱导对虾非特异性免疫反应合成大量

抗菌蛋白和溶菌蛋白, 用于清除侵入机体的鳗弧菌, 

使得溶菌酶活性升高, 表明 LSZ 活性升高是对虾机
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体应对病原菌侵染的一种防御机制。但是, 感染鳗弧

菌后 24 h, 斑节对虾肝胰腺和鳃中 LSZ 活性均显著

低于对照组, 可能是该时期对虾处于感染后的恢复

期 , 而弧菌大量繁殖导致机体细胞受到损伤 , 抑制

了 LSZ 活性。因而推测, 适量的低剂量鳗弧菌灭活

或减毒疫苗可以提高对虾的抗弧菌感染能力, 但仍

需进一步的验证。 

3.3  鳗弧菌对斑节对虾 NO含量和 iNOS 活

性的影响 

NO是一种生物自由基, 其主要由一氧化氮合酶

(NOS)催化产生, 具有抑制脂质过氧化、清除氧自由

基的作用[24]。NO能够通过抑制代谢酶活性或使其失

活、与氧自由基结合生成强氧化剂等方式杀死病原

体[25]。根据免疫克隆和对钙离子的依赖性, NOS主要

包括 3 种: 神经型(nNOS)、结构型(cNOS)和诱导型

(iNOS)。iNOS 主要存在于吞噬细胞中, 可以被多种

细胞因子(干扰素、白介素和肿瘤坏死因子等)、病原

体(细菌和病毒等)及免疫刺激物(脂多糖)等激活, 催

化 L-精氨酸产生 NO以及不同类型的活性氮中间体, 

起到免疫防御作用[11]。 

研究表明, NO 与 iNOS 在虾类免疫反应中具有

重要作用。姜建国等 [26-27]证明对虾血细胞中存在

NOS 活性, 并利用 WSSV 对中国对虾进行感染, 发

现其能显著诱导中国对虾血细胞 iNOS活性升高, 随

着 WSSV 在机体内的大量增殖导致 iNOS 活性显著

降低, 对虾趋于死亡, 由此认为 iNOS 可以作为对虾

健康状况的监测指标。冀培丰[25]研究表明, 凡纳滨对

虾感染副溶血弧菌和WSSV后, 其组织 NOS的基因

表达量和酶活性均显著降低, 表明 NOS 可能在对虾

抵抗病原入侵的免疫防御中发挥重要作用。本研究

中, 斑节对虾肝胰腺和鳃中 NO含量与 iNOS活性于

感染鳗弧菌后 12 h 显著升高, 表明鳗弧菌感染诱导

iNOS 活性提高, 产生大量 NO 以抵抗鳗弧菌对机体

的感染; 感染后期 NO 含量与 iNOS 活性显著降低, 

可能与机体免疫系统受损有关。此外, 有相关报道表

明, NO和 iNOS的作用发挥不具有特异性, 可以与超

氧阴离子生成强氧化剂, 长时间的高含量会对机体

自身产生毒害作用[28-29]。本研究中, 鳗弧菌感染后期

T-AOC 活性的降低可能与机体活性氧不能及时完全

清除有关, 而 NO 是否与机体活性氧一起加速损坏

斑节对虾免疫系统, 有待更深入的研究进行阐明。 

综上所述, 鳗弧菌感染对斑节对虾免疫相关指

标 T-AOC、LSZ和 iNOS活性和 NO含量的影响显著; 

斑节对虾 T-AOC、LSZ、iNOS和 NO对鳗弧菌感染

反应较为敏感, 可以作为斑节对虾弧菌病诱发的监

测指标; 不同免疫指标对鳗弧菌感染的应答反应有

所差异, 主要与其功能有关。本研究可以为对虾应答

弧菌感染的免疫机制研究提供重要的理论参考。 
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Abstract: To investigate the effect of Vibrio anguillarum challenge on the non-specific immune related indexes of 

Penaeus monodon, healthy P. monodon were injected with sterile 0.86% normal saline and V. anguillarum, respec-

tively. Total antioxidant capacity (T-AOC), lysozyme (LSZ), and nitrio oxide synthase (iNOS) activities and nitrio 

oxide (NO) content in hepatopancreas and gills of P. monodon were measured at different sampling time point. The 

results showed that: compared with the control group, after challenged with V. anguillarum, T-AOC activities in 

hepatopancreas and gills both increased to the highest at 6 and 12 h (P<0.05), respectively, and then decrease 

gradually. LSZ activities in hepatopancreas and gills increased to the peak value at 6 and 12 h (P<0.05), respec-

tively, and then decreased gradually to a lower level than the control at 24 h (P<0.05). NO content increased sig-

nificantly to the highest at 6 and 3 h, respectively, then decreased to the lowest at 24 h. Although the NO content in 

gills showed a downward tendency, it was still significantly higher than the control group (P<0.05). iNOS in hepa-

topancreas was sensitive to V. anguillarum challenge, and the activity increased to the highest at 3 h, but iNOS 

activities in gills began to increase significantly at 6 h and reach the highest at 12 h (P<0.05). The results indicated 

that V. anguillarum challenge had significant impact on the immune enzyme activities of P. monodon. T-AOC, LSZ, 

NO and iNOS were all sensitive to V. anguillarum challenge, and could be regarded as monitor indexes for Vibrio diseases. 
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