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皱纹盘鲍经诱导后血淋巴中

一些因子变化的研究
’

丁秀云 李光友
卞 翟玉梅

(山东大学生物系
,

济南

(中国科学院海洋研究所
,

2印 1卿

青岛 加印7 1)

提要 于 199 5 年 11 月在山东荣城大鱼岛鲍鱼养殖厂采集皱纹盘鲍
,

以大肠杆菌
、

弧菌为

诱导物
,

将鲍分为三组分别进行注射
,

在注射后的 5
,

18
,

32
,

印h 分别取鲍血淋巴
,

测定

其抗菌
、

溶菌
、

酚氧化酶和超氧化物歧化酶活力
,

并研究注射组各项活力的变化规律
.

实

验结果表明
,

适当的刺激可增加皱纹盘鲍的抗病能力
。
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cu
shi ng (19 71 )用一种革兰氏阴性菌 EM B 一 1 作为诱导源

,

对红鲍
、

粉红鲍
、

黑鲍进

行注射诱导
,

研究了它们的免疫反应
,

而对于皱纹盘鲍在注射不同诱导源后它的免疫防

御系统发生的反应
,

未见有报道
。

本文报道皱纹盘鲍血淋巴中的抗菌
、

溶菌
、

酚氧化酶和超

氧化物歧化酶(SO D )活力
,

以期为衡量皱纹盘鲍的身体机能状态和确定免疫指标提供

科学依据
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 皱纹盘鲍(Ha lio 冶 由粼 H a n n a l) 于 1995 年 n 月 10 日取自荣城市大鱼岛鲍

鱼养殖厂
,

规格为 5一 仅m
,

养于通气水体中
,

水温在 10 一 13 ℃
。

每日清晨换水一次
,

投喂海带
。

L L Z 菌种 大肠杆菌(E. co li) 抗链霉素种 : 由青岛海洋大学提供
,

用LB 培养基于

37 ℃ 下培养
。

弧菌(励rio sP
.

)
,

从中国对虾病虾中分离出的致病菌
,

用牛肉膏
、

蛋白

陈
、

酵母汁及海水配成培养基
,

于 25 ℃ 培养
。

1
.

1
.

3 无菌海水 用孔径为 0. 4 5拜m 的醋酸纤维素膜过滤并高压灭菌
。

1
.

2 注射感染

将鲍分成三组
,

每组 4 只
。

1 组
,

注射过滤的无菌海水
,

为对照组 ; 2 组
,

注射大

肠杆菌悬液(1 x 108 c e ll/ 而) ; 3 组
,

注射弧菌(6. 4 x IJ ee n /而)
.

将大肠杆菌和弧菌分

*
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别接种于固体斜面培养基上
,

培养 24 一 36 h
。

使用前在 40 一 50 ℃ 下活化 3伽m in
,

用

无菌过滤海水洗下
,

镜检计数
,

并用无菌海水调到所需浓度
。

注射时用 1(X) 尸1微量注射

器
,

在鲍的腹足部分(中线偏右侧)注射
,

每只鲍注射 5即l
。

1
.

3 取血

用 1而 注射器
,

5 号针头插人鲍的心脏取血
,

由于血量太少
,

再用刀片将鲍的腹足

从中间切开
,

吸取渗出的蓝色血液
。

将吸取的血液置于小离心管中于 4 ℃ 过夜
,

然后

将析出的蓝色血清直接倾出
,

进行各项测定
。

1
.

4 方法与步骤

1
.

4
.

1 抗菌 活力测定 采用 H ul t
ma rk 等人 (19 80) 改进的方法

。

用 o
.

lm of / L
,

p H = 6. 4 的磷酸钾盐缓冲液从固体斜面上将大肠杆菌冲下
,

作为底物
,

并配成一定浓度

的悬浊液(Q D ~
= 0. 3 一 0. 5)

。

取 3而 该悬液于试管内置于冰浴中
,

再加人 50 川待测

血清
,

混匀
,

测其保温前试液在 57 0 n m 波长处的光密度(助值
。

然后将试液移入 37 ℃

温浴中置 30 In in
,

取出后立刻再置于冰浴内 1肠m in
,

以终止反应
,

测其经温浴后的试液

“

~
波长”的光密

如
)值

,

““活力、 按

丫平
式

概
1

.

4
.

2 溶菌活力测定 以溶壁微球菌(刀比ro co 哪 加
口le由ic us )冻干粉为底物

,

按

H ul tm a rk 等人(1980)改进的方法进行
。

用 o
.

lm o l / L
,

p H = 6
.

4 的磷酸钾盐缓冲液配成

底物悬液(O
.

D ~
、 0

.

3)
,

取 3m l该悬液于试管内置冰浴中
,

再加人 5如l待测血清
,

混合
,

测 儿值
。

然后将试液移人 37 ℃ 温浴中置 3伽m in
,

取出后再置于冰浴中 IOm in
,

以欢
.卜陌 俞 测宜 J 佰 沱苗任石

, ,

按望卫二二 津升管
以羚止仪理

’

侧兴 d
栋 份 困伯刀 吨 仪

一

下不一 八开异
·

1
.

4
.

3 酚氧化酶活力测定 以 L 一 D O PA 为底物
,

参照A shi 以 19 71 )的州嘟断于
。

将 3而
0

.

1 m of / L
,

p H = 6. 0 的磷酸钾盐缓冲液与 100 户l的 0. ol m of / L 的 L 一 D O PA 及 100 粼l待

测血清
,

于室温下混匀
,

每次间隔 Zm in 读取在 490 lun 波长下的光密度值
。

以 O
.

D 朔nm

对反应时间作图
,

以试验条件下
,

每次分钟 0
.

D . nm 增加 0. 00 1 定度为一个酶活单位
。

1
.

4
.

4 SO D 活力测定 连苯 三酚 自氧化速 率的测 定
,

在 25 ℃ 下
,

于 4. snU
5伽爪m o l / L

,

p H = 8
·

30 的 K ZH pO 4一 K H尹0 4
缓 冲液中加人 10 拜1 solm n o l / L 连苯三

酚
,

迅速摇匀
,

倒人光径 Icm 的比色杯内
,

在 325 lun 波长下每隔 30 5 测 A 值一次
,

要

求自氧化速率在 0. 070 o. D /.而 n 左右
。

酶活性测定
,

测定方法与上相同
,

在加入连苯

三酚前
,

加人待测 SO D 样
,

测得数据按下式计算酶活性
:

酶活性 =
0. 0 70 一 A 325 nm /而 n

0
.

070 x 50%

x 100 % x 反应液总体积
x 样液稀释倍数

样液体积

酶活单位定义 : 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

为一个酶活单位(u /而)
。

·

4. 5 血细胞计数 将抽出的血液用 ro % 中性福尔马林固定
,

血球计数板计数
。

2 结果及讨论

未注射及注射几种不同物质后
,

皱纹盘鲍血淋巴中抗菌
、

溶菌
、

酚氧化酶
、

SO D 活力
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和血细胞数目的测定结果见表 1
、

表 2
、

表 3 及表 4o

表 1 正常鲍血淋巴中抗菌
、

溶菌
、

酚饭化酶和 SO D 活力(u /间)以及血细胞数目的测定结果

T ab
.

1 T he an ti加c teri al
,

加c te ri ol y tic
,

phe no l而d次记
,

so D ac tiv iti es
,

田记 the bl 以刁 ce ll

n 山n be r in the 11ae m o lym Ph o f 画njec te d H. 由韶 H 出In ai

测量项目 抗菌活力 溶菌活力 酚氧化酶活力 岌)D 活力 血细胞数目(ce U / m l)

测量结果 0. 25 1 0
.

533 0
.

7(幻 2 15
.

1见 1
.

月侧) x l『

表 2 注射几种不同物质后皱纹盘鲍血淋巴中抗菌
、

溶菌活力的侧定结果(u / m l)
T a b

.

2 Th e an ti咏te ri al an d bac te ri olv tic ac tiv iti es in 血 脉m ol ym Ph of H 由哪 H ai ”面 峨c r

inj ec tion

取取 样 时 间 (h))) 555 l888 3222 劣劣

组组 别别 1 2 333 1 2 333 1 2 333 1 2 333

抗抗抗 A 000 住4喇) 众翻 ) 0. 4《))) 0
.

3卯 0
.

5为 0. 42 555 0. 4肠 0
.

2 30 0
.

5即即 0. 6日) 0. 6欧) 0
.

韶111

菌菌菌 AAA 0
.

37 8 0
.

384 0
.

3 5888 0
.

3 85 0
.

月日) 0
.

4 2444 0. 4 36 0. 4叨 0
.

义幻幻 0
.

6刃 0. 6日) 0
.

6印印

活活活
u。。 0

.

40 5 0
.

38 2 0
.

35 888 0
.

114 0
.

2即 0
.

(润999 0
.

37 1 0. 3 78 0
.

月〔眨))) 0
.

2 18 0. 174 0
.

2 1888

力力力力力力力力

溶溶溶 A 。。 0
,

神) 0
.

248 0
,

37 111 0
.

3为 0
.

2 70 0
.

18555 0. 2见 0. 28 7 0
.

邓222 0. 3() 5 0. 乡抓) 0. 32 111

菌菌菌 AAA 0
.

3刃 0. 23 6 以48 333 0
.

3 32 0
.

2哭】 0
.

14555 0
.

186 0
.

140 0. 1叨叨 0
.

1史 0. 23 2 0. 2 暇)))

活活活
u 乙乙 0

.

34 5 0
.

15 7 1
.

19 777 0
.

粼犯 0
.

3肠 0
.

11555 0
.

夕协 1
.

0刃 0. 月8444 0
.

5即 0
.

肠7 0. 33888

力力力力力力力力

表 3 注射几种不同物质后皱纹盘鲍血淋巴中酚氧化酶
、

SO D 活力的测定结果(u /m l)

T a b
.

3 T he phe nol 而das
e an d S() D ac tiv iti e s in 此 脉m ol ym Ph o f 只 而侧

s H明比面 叭c r inj
ee tion

测测 量 项 目目 组组 取 样 时 间 (h)))

别别别别别别别别别别别别别别别别 5555555 18 32 劣劣

酚酚氧氧 lll 0
.

8 3 3. 田 1
.

田 2 2555

化化酶酶 222 0
.

7 5 2
.

10 0
.

12 0
.

5 555

活活力力 333 0
.

25 1
.

25 0. 印 0
.

印印

SSSO DDD lll 3%
.

65 么拓
.

63 187
.

14 1印印

活活力力 222 184
.

49 23 5. 22 38
.

98 1佣佣

3333333 9 2 24 加2
.

弘 41
.

47 1渭渭

2
.

1 几种不同物质对皱纹盘鲍血淋巴中溶菌
、

抗菌活力的诱导作用

从表 1 可 以看出
,

在注射后 O一 5h
,

注射弧菌的 3 组
,

其溶菌活力从本底水平

(0
.

533) 升到最高点(1
.

19 7)
,

然后在 5一 18h 内又降到最低点(0
.

115)
。

注射大肠杆菌的 2

组在注射后 18 一 32 h
,

溶菌活力从最低点(0
.

14 5) 升到最高(1
.

050)
,

而注射无菌海水的 1

组则无太大的变化
。

这说明大肠杆菌和弧菌两种不同的微生物都能诱导鲍增加溶菌酶的
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表 4 注射几种不同物质后皱纹盘鲍血液中血细胞数目的变化

T a b
.

4 The c ha n罗5 of the bl ‘x K] ce U n

ulll be
r in 11般m olv m Ph of H d is。招 H面

nai aft
e r

inj ec tion

样一n取一
测 量

} 组
项 目

} 别

血细胞数

(
ee ll / m l)

1
.

05 8 x l07

1
.

174 x l07

1 0 55 火 107

2
.

535 x l0
7

3
.

7印 x l护

3
.

3印 x l护

间

32

1
.

37 5 x lJ

8. 2以) x IJ

1
.

8 58 x l07

刃

7. 侧艾)x l护

1
.

8 58 x l07

1
.

380
x l07

量
,

提高溶菌活力
。

而且在实验浓度下
,

弧菌的诱导效果比大肠杆菌好
。

但这两种微生

物诱导产生溶菌酶又是不同步的
,

其机制有待于进一步探讨
。

溶菌酶 (Ly so z yme
,

EC 3
·

2
·

1
·

17
·

)是非特异性免疫系统的重要成员
,

在无脊椎动物免疫中起重要作

用
,

对于外来异物的侵人
,

能够非特异性的诱导出溶菌酶
。

·

Che n g 等人(19 75) 的实验

表明
,

在受到革兰氏阳性菌刺激的蛤 材亡rc ena 血 m e
rce na 血 的血淋巴中

,

由活跃吞噬细

菌的血细胞将溶菌酶释放到血淋巴中
,

使溶菌活力升高
。

软体动物的溶菌酶作用于革兰

氏阳性菌细胞壁中粘多糖的刀一 1
.

4 糖昔键
。

而大肠杆菌和弧菌是革兰氏阴性菌
,

细胞

壁中粘多糖含量较少
,

但也能诱导出较高的溶菌活力
,

可能还有其它因子起作用
,

其机

制有待于进一步研究证实
。

本实验用大肠杆菌和弧菌为诱导源
,

注射到鲍体内
,

在注射后的于一 5h 和 8一 32h,

二个实验组(2
,

3 组 )和对照组的抗菌活力都有所升高
。

在注射后 0一 5h
,

注射大肠杆

菌组的抗菌活力从本底水平(0
.

2 51) 达到最高(0
.

382)
,

而注射弧菌组在注射后 32h 升高

最高(0. 4《X))(表 2)
,

这与在其它动物中的诱导结果不同(王雷等
,

1995)
。

说明这两种微

生物对鲍的抗菌能力均有诱导作用
,

而且弧菌的诱导效果略好
。

我们知道
,

无脊椎动物

不具有特异性免疫系统
,

不能特异性地产生抗体
,

对外来物质的刺激主要表现为吞噬反

应和产生一系列抗菌物质(BO m an
,

19 82)
。

本实验用弧菌和大肠杆菌做诱导源能诱导鲍

血淋巴中抗菌活力升高
,

可能是诱导出与昆虫中诱导出的抗菌肤
、

介质等类似的抗菌物

质
,

其性质怎样
,

有待于进一步研究
。

2
.

2 两种微生物对鲍血淋巴中酚氧化酶活力的影响结果
、

实验表明
,

鲍血淋巴中有酚氧化酶存在
,

但活力很低(表 3)
。

在注射后 5一 18h
,

3

个组的血淋巴中的酚氧化酶活力均由较低的本底水平(0
.

70) 升到各自的最高点
。

但从总

体上看
,

注射大肠杆菌组和注射弧菌组的酚氧化酶活力均低于对照组
。

说明酚氧化酶活

性与病害的人侵有一定的关系
。

我们知道
,

酚氧化酶原激活系统是在甲壳动物和一些昆

虫的血细胞中发现的
,

是由丝氨酸蛋白酶及其它因子组成的一个复杂酶级联系统(p ro PO

系统)
。

在这种级联反应中所产生的一系列活性物质
,

可通过多种方式参与宿主的防御

反应
,

包括提供调理素
,

促进血细胞吞噬作用
、

包囊作用和结节形成
,

以及介导凝集和

凝固
、

产生杀菌物质等
。

这种类补体途径在甲壳动物免疫中起重要作用
。

据 发记er

喇l等

人(19 82 )的观点
,

酚氧化酶原激活系统受到异物刺激后
,

活性酚氧化酶可粘附到异物表

面
,

起到识别调理作用
。

所以酚氧化酶活力在异物侵人一定时间内升高
,

然后下降
。

本实验在鲍中得到的结果与之一致
。

与中国对虾相比
,

鲍血淋巴中酚氧化酶活力较低
,
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是由于物种的原因
,

还是实验方法上的原因
,

有待于进一步研究
。

2
.

3 SO D 活力的测定结果及其变化

实验结果表明
,

对照组 SO D 活力在注射后 O一 5h 由本底水平(21 5. 00 )升到最高

(39 6
.

65 )
,

随着时间的延长
,

SO D 活力逐渐降低
,

而实验组 (2 组
、

3 组 )在总体上低于对

照组
,

呈下降趋势
。

这说明在本实验的注射浓度和注射剂量下
,

大肠杆菌和弧菌对鲍血

淋巴中的 SO D 活力没有诱导作用
,

而是使其降低
。

SO D (EC
·

1
·

15
·

1
·

1
·

) 是重要

的抗氧化酶
,

在清除氧自由基
,

防止其致生物分子损伤方面发挥重 要作用
。

林林等

(19 95 )”的实验表明
,

在外界胁迫条件下
,

中国对虾血淋巴中的 SO D 活力下降
。

本实

验的结果也说明了 SO D 活力与病源微生物人侵有关
。

2
.

4 注射几种不同物质后血液中血细胞数目的变化

从表琳 可以看出
,

在注射后5 一 lsh
,

对照组血细随数目过要撮高( 2
.

535 x 10 7Ce ll/ Inl )
,

而注射弧菌组在注射后 32h 升到最高(l
.

858 、 IJ ee u /而)
,

注射大肠杆菌组在注射 50h

后其血细胞数达到最高
。

血细胞数目发生这样的变化和血淋巴中体液因子发生的变化相

关联
。

在受到外来异物刺激时
,

无脊椎动物的主要表现之一就是血细胞的吞噬反应(叶

孝经
,

19 90 )
。

本实验中血细胞数目的这种变化可能与细胞吞噬外来异物有关系
。

3 结 语

弧菌是一种海洋条件致病菌
,

当海水养殖动物受伤
、

体弱
、

抗病力降低
、

环境条件恶

化时
,

弧菌会乘隙而人
,

引起虾贝等各种海水动物的严重疾病
。

本实验采用大肠杆菌和

弧菌注射鲍后
,

在注射浓度分别为 1 x l护 ee n /而 和 6. 4 x l0 , ee n /而
,

注射剂量为

5如1 的条件下
,

对鲍血淋巴中的溶菌
、

抗菌
、

酚氧化酶活力均有不同程度的诱导作用
,

对

鲍体内的防御起到有益的刺激作用
。

O ttav ia ni 等(19 86) 报道了用金黄色葡萄球菌
,

在

不同的时间间隔
,

经一种淡水蜗牛刀
口
no rb a r九“ 。o二e二 (L ) 连续注射时发现

,

在第二

次和第三次注射后
,

蜗牛体内清除菌的速率增加 ; 确yne (19 83) 发现
,

重复注射细菌

后
,

随着一些体液因子活性增加
,

蜗牛体内防御能力增强
。

为此
,

对于鲍
,

如找到一种

合适的刺激物(如细菌类
、

多糖类)
,

并用适宜的浓度连续刺激
,

使其对外界刺激物的免

疫能力增加
,

这对于增强鲍抵御病害的能力是很重要的
。

参 考 文 献

王雷等
,

1卯5
,

海洋与湖沼
,

城2)
:

179 一 185
。

叶孝经
,

1(从〕
,

海洋水产研究丛刊
,

弘 13 一 l8o

A shi da
,

M
.

,

197 1
,

刀衣涅六,
.

刀f印勺 R o
.

C 研刀m u n
.

,

1以 肠2 一 夕诏
.

氏yne
,

C
.

J
.

,

198 3
,

丁七e M ull usc
a ,

V o l
.

5
,

Ph ysio lo gy
,

Par t 2’, ed
.

饰 Sal
e u ddi n ,

A
.

5
.

M
.

et al
.

,

Ac
ade 而

e Pr e ss

(Ne w Y or k)
,

pp
.

期一 486
.

B心m an
,

H
.

G
.

,

1982
,

I
nun une R e ac ti o n to Pa ras ites

,

G lls t
rar Fi sc he rv er

lag (Ne w Y o rk)
,

pp
.

2 1
一 222

.

Che ng T
.

C
.

et al
.

,

19 75
,

J In l℃rt
.

Pa th ol
.

,

器 26 1一 26 5
.

Cus hi n g
,

J
.

E
. ,

197 1
,

J ln 之口1
.

Pa th ol
. ,

17
:
伞场一 朝名

.

l) 林林等
,

l卯5
,

有机污染对水环境生态效应及中国对虾内环境的影响
。



4 期 丁秀云等 : 皱纹盘鲍经诱导后血淋巴中一些因子变化的研究 肠7

H山切la rk

O tta v ian i
,

反记e rh浏l
,

反记e rh浏1
,

,

D
.

et al
.

,

19翻)
,

皿 Jr
.

J 及记泥为口”
. ,

l低 7一 16
.

E
.

et al
.

,

19 86
,

C渊明
.

刀泛优为,
.

物
巧
汉

. ,

舫A (l)
:

91 一 95.

K
.

et al
.

,

198 2
,

烧
。 〔初力尸

.

Im m un
.

,

‘ 印l一 6 11
·

K
.

et al
.

,

19 时
,

刀才伏为二
.

刀走印勺
5

.

Acta
,

侧刀
二

势一 1以
.

S T U D Y O N T H E CH A N G E S O F S OM E FA CT O R S IN

H A EMO L YMP H O F IN D U CE D 月叼L IOI了S D 儿r 〔15 H AN N A I

D in g Xi u yu n
,

Li G ua n g you
’ ,

Zh a i Yum
e i

(2神
a 月”征” t of 及耐毗

,

及an 试别9 Un i阴仰
,

翔an 珊1阅
于

(In sti tu te of o 。刀n汉卿
,

ch 加ese A m 山协
,

of &公列心
,

伽乡勿0 2仅刃7 1)

A加tr ac t SPee im e n ts o f Ha lio t台 面
e璐 H

ann
ai w e re eo llec te d fr o m R o n g c he ng

,

Sh a n d o n g P r o v inc e in N o v e m be r 1995
.

Th
e lev els o f a n tibac te ri a l

,

ac teri o lytic
,

p he n o lo劝da se a n d s即e r o劝d e di sm ut a se (SO D ) ac tiv iti e s a n d t址 blo od e e ll n

um 忱r

in the h a em o lym Ph o f H凉lio t台 由姗 H a n n a l w e re teste d a t s
,

18
,

32
,

50h a ft e r

inj e etio n w ith n一te re d se
aw

a te r (e o址r o lled g o u p )
,

w ith 五 。0 21
,

a n d w ith 励rio sp
.

Th e r esul ts show
e d tha t th o se 1n f(( ted w ith E. eo li had signi fi ean t e lev at io n s in

bac teri o lytie ac tiv ity in the se r

um at 32h aft er inj ec ti o n : tho se in fe c ted w ith 附
rio sP

·

had the hi gh e st lev e l a t sh aft
e r inj ec ti o n

.

Tb is Pro v ed tha t the tw o ki nd s o f bac te ri a

c o u ld ind uee
ele v atio n s in b ae teri o lytic aCt iv ity in the ha em o lym Ph o f H d lio t台

面
e毋 H ann a i

.

It 15 su gg ested tha t in fe e tio n wi th 附rio sP
.

a n d E. e oli e o u ld ind uce
e lev at io n s in an tib ac te rial ac tivity a n d b lo od ee ll n u rnbe r

,

b u t th a t th e effe c t o f

infe
etio n w ith the tw o ki n d s o f ba c te ri a o n Phe n o lo劝da se an d SO D ac tiv ities w a s n o t

o bV io u s
.

A ll the se Pr o v e d tha t Pr o Pe r stim ul u s c a n inc re a se the im m u n e Pr o tenc y o f

H
.

记左, e琳 H a n n ai
.

Ke y w o

rds Ildlio t行 dis e哪 H ann ai H a e们n o lym Ph a n tib ac te ri a l B以c teri 说ytic

Phe no lo 劝d a se SO D a etiv ity


