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提要 于 1 9 91 年 4一 9 月
,

以海捕中国对虾亲虾及养殖中国对虾为材料
,

运用单向免疫扩

散 ( sR DI )方法测定对虾血淋巴免疫因子
,

并采用经改进后的 H “ r “ w i t z 等人的方法测定对虾

体内的酚氧化酶 ( P o )活性
,

目的在于运用该两种方法对 口服不同免疫药物的养殖对虾的血淋

巴免疫因子及 P O 活力进行测定
。

对亲虾和养殖对虾口服不同免疫药物前后的测定结果表

明
,

几种情况下的对虾血淋巴中均存在类似 lg M 的因子
,

血细胞中存在酚氧化酶原 ( rP
o P O )

并可被激活 ; 正常对虾的血淋巴中存在 P O 活力 ; 口服免疫药物可以刺激 I g M
, p r oP o , P o 活

力发生变化
。

研究初步表明
,
血淋巴因子的 s RI D 测定及 P o 活力测定可作为衡量对虾免 疫

状态的定性指标
。

关键词 中国对虾 口服免疫 血淋巴因子 单向免疫扩散 酚氧化酶

解决虾病问题的根本途径之一在于提高对虾的自身免疫力
,

增强其抗病机能
。

根据

国内外在人体及其他动物免疫学的研究成果
,

许多天然药物所含的复杂成份
,

巴包括多糖
、

生物碱
、

酮类
、

菇类
、

内醋
、

皂贰
、

有机酸等
,
口服后可有效地刺激机体的免疫系统

,

从而增

强抗病能力 (白立志
, 1 9 8 9 ; D i a m a n t s t e i n e t a l

. ,

19 8 2 )
。

由于以前 对甲壳动物免疫研究

较少
,

对虾经 口服免疫药物后
,

药物的作用机理
、

免疫系统的激活方式及免疫功能的衡量

指标等
,

均缺乏了解
。

叶淑芳 ( 19 9 1)曾尝试用测定人体免疫球蛋白的方法检测对虾体液中的类似物质
,

试

验结果表明
, Ig M

, Ig G , I g A 均显现阳性
。
但众所周知

,

无脊椎动物中没有免疫球蛋白
,

因此
,

上述结果有待进一步探讨
。
另外

,

瑞典的 s 6 d e r h注11 等人 (王雷等
, 19 9 2 ; S 6d e r h注11

,

1 9 5 3 ; s o d e r h ; 11 e t a l
.

, 19 8 3 , 1 9 8 8 ) 在对鳌虾 A s t a c “ s a : t a c u s 的研究中发现
,

在对异

物识别等免疫反应中
,

起关键作用的是 甲壳动物血细胞内的酚氧化酶原系统
,

该系统中的

成份被激活后可促进血细胞的吞噬与包囊
、

介导凝集和凝固
,

产生杀菌物质等
。

本文旨在研究中国对虾血淋巴免疫因子
,

及其体内酚氧化酶活性测定的方法和条件
,

并以数种天然药物口 服免疫对虾
,

探讨运用所研究的方法
、

所测定的几项因子作为衡量对

虾免疫状态指标的可行性
。

1 材料与方法

* 中国科学院 “ 八五
”
重大应 用研究项目

, A o 8 9 2 0 8 13 号
。

王雷
,

男
,

出生于 1 9 66 年 2 月
,

博上
。

收稿日期
: 1 9 9 3 年 7 月 21 日

,

接受 日期 : 19 9 4 年 5 月 4 日
。
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Ll 试验用虾 以中国对虾( P c。 阳 : h c in cns i)s 为试验材料
。

正常的产卵前海捕亲

虾于 1” l 年 4 月 22 日购于本所水族楼
,

平均体长 1c9 m
,

暂养于通气
、

流动海水的水槽

中
,

投喂冰冻杂色蛤
。

病虾系
,

1 9 91 年 5 月 25 日取 自中科院海洋研究所石老人基地的产

卵后亲虾
,

患有严重
“
红腿病

” 。

养殖对虾于 19 91 年 8 月 12 日和 9 月 2 日购于青岛黄岛

虾场
,

体长约 s o m
,

暂养于通气水槽中
,

投喂配合饵料
。

L Z 血淋巴免疫因子的单向免疫扩散 ( SRI D ) 测定方法和条件 免疫单扩散定 量 检

测板
,

购于中国人民解放军总参管理局卫生处
,

用于检测人血清中的 Ig M
,

gI A ,

gI G ( 19 为

免疫球蛋白 ; M
, A

,

G 为球蛋白的不同类型 )
, C 3

(补体 )
, C ; , C R P ( C

一

反应蛋白 ) 共 6

种
。

L .2 1 测定步骤 取血清
,

以无菌的 2m l 注射器及 5 号针头 自对虾头胸 甲后插人心脏

取血
,

置于 E p p en d o fr 离心管中
,

于 4℃ 过夜
,

低速离心使血清析出
。

用微量加样器点

样
,

每孔点样 10闪 (馆M 检测板为 20 协1)
。

每一检测板上有 8 孔
,

一般以间隔方式共点

4 个孔 以利于观察
。

处理及测量
,

参照北京医学院微生物学教研组 ( 19 80 )方法进行
。

点

样后置水平湿盒内放置 4 h8
,

扩散反应完毕后
,

于板下衬以黑纸
,

使光线从两侧斜射
,

从板

背后的刻度上直接读出沉淀环直径
。

1
.

.2 2 试验项 目 运用二SRI D 方法对正常亲虾的血清
、

正常亲虾在不同温度的血清
、

不

同稀释度的正常与患病亲虾的血清
、

正常与 患黑鳃病养殖对虾的血清中的血淋 巴免疫因

子共 4 项进行测定
。

.1 3 酚氧化酶 ( PO ) 活力的侧定方法 试剂见表 l 。

制备对虾血细胞破碎上清液步

骤如下图
。

抽取对虾全血 (注射器中装预冷的 l : l 抗凝剂 )

{
`℃ 冰箱

, `一 2“

加人预冷的 b u f f e r l

{
` 00 ” r

/
n l `一 ` o m `·

弃上清
,

加 b u f f e r Z ,

离心洗涤两次

{
` 0 0 0 r `I n `一 `“ m `n

弃上清
,

加 b u f f e r 3 重悬浮

{
超声破碎 一o m i n

, C o l e
一 P a r m e r

超声匀浆器
,

振幅 2 5W a t t x 3 0多
,

{
, 0 0“ r

/m`一 ` o m`·

取上清液待用

对虾血清的制备同 1
.

2中的取血清步骤
。

参照 H o r o w i t
z

( 19 5 2 ) 及 A s h i d a
( 19 7 1 )

的测定方法
,

并根据试验的需要加以调整
。

各种试剂加人量见表 2 。

将各试剂在试管内

混匀
,

于室温下每 隔 Zm in 读取一次 4 9 0n m 处的光密度值
。
以 O

.

D
.

。 。
对时间 ( m in) 作

图
。

以试验条件下每分钟 O
.

.D
。 。
增加 0

.

00 1为一个酶活力单位
。

测定正常亲虾血细胞破碎上清液中的及加人激活剂以后的 P O 活力
、

养殖对虾血清

中的及加人激活剂以后的 P O 活力
。

L 4 口 服免疫药物后
,

养殖对虾血淋巴中免疫因子和 P O 活力测定方法 养殖对虾分
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表 l中国对虾血淋巴 P O 活力测定用试剂

T ab
. Re a g e n t s f o r t h e me a s u r e me n r o f p o ac t i v i t 丫 i n t h e h ae mo l y mp五 o f P

.

c 人i 月 口月 5 15

参考文献

抗凝剂

o
.

14 mo l/ L N aC I , 0
.

l m o l / L葡萄塘
, 3 0 m m o l / L

柠檬酸钠
, 2 6 m m o l / L 柠檬酸

, 1 0 m m o l / L

E D T A , p H = 4
·

6

S o d色r h注1 1 等 ( 19 8 3 )

缓冲液
( b

u f f e r

0
.

o l m 。
1/ L 二甲肿酸钠

, o
.

l m ol / L 柠橡酸钠
,

o
.

l m o l / L N a 一 E D T A , 0
·

2 5 m o l / L 蔗塘
,

P H 一 6
.

8

A s h i d a
等 ( 19 8 4 )

1l)

缓冲液
( b u f f e r 晶

0
·

0 1 m o l / L 二甲肿酸钠
,

0
·

2 5 m o l / L 蔗塘
, s m m o l / L

N a 一 E D T A , p H 一 7
·

0
A s h i d a 等 ( 1 9 8 4 )

缓冲液
( b

u f f e r

o
.

o l m o l / L 二甲肿酸钠
,
, m m o l / L C a C I

: , 1
·

s m o l / L

N a C I , P H =
A s h i d a 等 ( 1 9 84 )3幻

P O 测定底物 0
.

o l m o l / L L
一
d o p a H o : o w i t : 等 ( 19 5 2 )

P O 测定缓冲液
( P B S )

o
.

l m ol / L 磷酸钾缓冲液
, p H 一 6

·

0 H o : o w i t z 等 ( 1 9 , 2 )

p r o P O 激活剂
’ ) 1% S D S (十二烷基硫酸钠 ) S 6 d e r五盏 11 等 ( 19 8 3 )

1 ) p r o p o 为酚氧化酶原
。

表 2 中国对虾血细胞破碎上清液或血清中 P o 活力测定的试剂加人量

T a b
.

2 T h e r e a g e n t e x p e n s e f o r ht e m e a s u r e m e n t o f P O a c t i v i t y i n t h e s e r u m o r

s u p e r n a t a n t o f h o m o g e n i z e d h a e m o e y t e o f P
.

e h i” e ” 5 15

测定项目

对照

未加 S D S 的试样

加入 S D S 的试样

…一一
一 一

一一一聋
~

了止华{)
!

。 、 ) 。

} L
一
d o p a

} 上清液 } , 、。 _。
} 5 0 5

} i “ 口 l / n n l

一
~ l l T 、 l /洁

, 舀目弓 、 l 时八 卜出 月、 1 f 1 o 兀 、

{

—
…止生兰兰竺兰兰卜-

月

兰竺竺一一 }

—
卜一止兰兰

响

一
…一二一…一二兰一

-

…一二二一{一些` 阵兰
一

一

…一二一卜一兰
一

一阵兽一…一应1
一

卜
~

钱一
} 飞 { 0

。

1 }
,

:
’

:
、

1 0 } 2 0 . 、

{
一

} 一 } 些业l
一
二一一一一一二匕一二二公一

括号内数字为血清的侧定结果
。

别养于室外 8 个 1 2 0 c m X 60 o m X 50 o m 的通气水槽中
,

每缸 25 条
,

每天换水 2次
,

投配

合饵料 2 次
。

每两缸为一组
,

共分 4 组
。 l 组 : 投喂基础饵料

。 2 组 :
饵料中加人 2外A

药物
。 3 组 :

饵料中加人 2多B 药物
。 4 组 :

饵料中加人 2 00 X 10 “ C 药物
。
基础饵料

由鱼粉
、

花生饼
、

鼓皮
、

面粉
、

鲜杂鱼等配成
。

药饵系将药物直接加人原料中
。

用手摇绞肉

机挤压成型
,

日光下晒千
。
从 9 月 5 日开始试验

, 9 月 8 日起取血清
,

并进行免疫因子及

P O 活力测定
,

方法见 1
.

2 , 1
.

3。 每 3 天取一次血样
,

至 9 月 23 日结束共取得 6 组数据
。

2
’

结果与讨论
.2 1 S R ID 钡」定的方法

、

条件及适用性研究结果 见表 3一表 5 及图版 I
。

在上述各
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表 3 正常中国对虾亲虾血淋巴及其在不同温度下的 R sID 测定结果
, ’

T a b
.

3 R e s u l t o f S R I D m e a s u r e m e n t o f h a e m o l y m P h o f P a r e n t P r a w n s P
.

c h i月 e n s i s

i n d i f f e r e n t t e m P e r a t u r e s

I g A I g M I g G C R P

第一次 耸
,

幸草
;

至 介
测定次数

第二次 立之
+ `

军
5

3 7℃ 象
,

军

室温 象 军
不同温度

l 0

+ 十

专
, l 2

十十 十 专
’

军

l) 沉淀环直径单位为 m m ; 一 示不清楚 ;十示清晰度
。

表 4 一表 , 同
。

表 4 正常中国对虾亲虾与息病亲虾不同血淋巴稀释度的 s R DI 测定结果

T a b
.

4 R e s u l t o f S R I D m e a s u r e m e n t o f h a e m o l y m P h i n d i f f e r e n t d i l u t i o n o f n o r m a l

a n d d i s e a s e d P a r e n t p r a w n s P
.

c人i ” 口 n s i s

测测 定 项 目目 检 测 板板

IIIII g AAA I g MMM I g GGG C
333

C
...

C R PPP

正正常新虾虾 原血清清 `

耸耸
`

扛扛 全
,, 888 1000

介介+++++++++++++++ +++++

11111 / 2 稀释血清清 8
。

,, 无无 666 无无 666

乞乞
十十十十十十十十 十+++++

患患病亲虾虾 原 血清清 999

军
’’

全
”” 无无

专专 乞乞

11111 / 2稀释血清清
车

’’

耸
’’ 6

。

555 无无 军
’’

乞
””

l) 无 , 表示未显色
, 无沉淀圈

。

表 5 同
。

项 S IR D 测定时观察到
,

虽然各板经染色后均显示一定大小的沉淀环
,

但各环的直径差

异并不大 ;虽然直径 差异不大
,

但不同沉淀环边缘的清晰程度差别却很显著
。 Ig M 检测

板中的沉淀环均十分清晰 ; C
,

和 C
; , I g A , Ig G , C R P 检测板上的沉淀环则较模糊

。

这就

产生了两个问题
:
第一

,

测量的准确度受到影响
,

只能近似地取沉淀环的外缘和内缘之间

的平均值
,

这造成数据 的重复性及规律性较弱
。

第二
,

测量结果的真实性需进一步探讨
。

正如前言中所述
,

无脊椎动物中没有免疫球蛋白是确定的事实
,

因此不排除这种可能性
:

由于血清蛋白自然扩散人琼脂板内
,

漂洗时未被洗去而被染色
,

造成发生免疫沉淀反应的



38 海 洋 与 湖 沼 6 2卷

一-
-

一 . 一. ~ ~ 一 ,

一
-

.

一

一
-一
一

一

一
一一

-
~

一
· 一

一
一

T a b
.

5 R e s u l t

表 5 正常养殖
、

息病养殖中国对虾的 s RI D 测定结果

o f S R I D m e a s u r e m e n t o f n o r m a l a n d d e s e a s e d e u l t u r e d P r a w n s P
.

c丙f ” e 称 5 15

子泊粤卞口万阵
二…二 ! 一 }

+

一
一 } 一

一
!

“

假象
” 。

但抗原与抗体的结合具有高度专一性
,

从各表中 gI M 检测板中的沉淀环极为清

晰这一点又不能全部断定为假象
。 为此

,

作者推断
,

在免疫系统进化史研究中
,

无脊稚动

物只有简单的细胞吞噬等防御手段
,

到了低等脊椎动物如软骨鱼及八 目鳗
,

开始有弥散

的淋 巴系统
,

出现了 Ig M 样的大分子抗体
,

一直发展到哺乳动物
,

其抗体的进化顺序为

l g M , gl G * l g A , Ig D * Ig E。 因此
,

由于进化的连续性
,

作为最早出现的免疫球蛋

白 lg M
,

在无脊椎动物中可能存在其结构类似物
,

由于无脊推动物抗原决定簇与 之 相

似
,

故与抗 lg M 抗体可发生一定的结合沉淀反应
。

其它免疫球蛋白随着进化程度的提

高而与无脊椎动物的体液因子相差较远
,

故不发生或发生极其微弱的沉淀反应
。

根据 S6 ds r h矶1 等 ( 1 9 8 3 )的研究结果
,

甲壳动物中的 p or P O 激活系统无论从组成
、

激活方式还是从免疫功能上
,

都非常类似于哺乳动物中的补体系统
,

故称之为
“

类补体途

径
” 。

根据人体免疫学研究成果 (刘华等译
, 1 9 7 9 )

,

补体系统的旁路途径是在进化中保留

下来的一种原始途径
。
因此

,

有可能在 p or P o 激活系统中找到补体成份 C
3 , C 4

的类似

物
。

故在检测板上可能发生弱的结合沉淀反应
。

从表 3 可看出
, 4℃ 扩散效果最佳

,

但所需时 间较长
。

试验中发现
,

在 37 ℃ 扩散时
,

检测板上出现大量水珠
,

影响观察测定
。

而室温下扩散效果与 4℃ 相近
,

且操作简便
。
因

此
,

选定室温下进行扩散反应
。

从表 4 可看到
,

正常亲虾的 S IR D 沉淀环要略大于患病亲虾
,

如正常亲虾 原 血 清

Ig M 沉淀环为 1 1m m
,

而患病亲虾原血清的为 9
.

, m m
,

推测这种类 I g M 因子可能与对

虾的机体状态及免疫功能有关
。
从血清稀释度的对比看

, Ig M
,

烤G ,

gI A 沉淀环的清晰度

以原血清为佳
,

而 C 3 , C ; , C R P 沉淀环的清晰度以 1 / 2 稀释血清为佳
。

这可能与它们在

对虾血淋巴中的不同含量有关
。

在以后的测定中需根据不同测定项 目选择不同的血清稀

释度
。

从表 5 可看到
,

正常养殖对虾与患黑鳃病的养殖对虾其各项 S IR D 结果相差不大
,

说

明本试验中的黑鳃病对虾可能系体表感染
,

尚未影响到血淋 巴因子的改变
。
另外

,

对比亲

虾测定结果
,

养殖对虾的 s RI D 结果高于亲虾
,

如养殖对虾的 Ig M 沉淀环为 l , m m
,

而

亲虾的几次测定分别为 1 1 , 12 ,

12
.

s m m ; 养殖虾的 C 。
沉淀环为 1 2m m

,

而亲虾的分别

为 9 , 9
.

5
,

10 m m
。

这说明
, s RI D 测定可反映机体的免疫状况

, 8一 gc m 的养殖对虾正处

于生长旺盛时期
,

体内各项因子活力较高
,

而亲虾产卵前后
,

身体状况下降
,

故结果不同
。

上述各项 S IR D 测定为研究甲壳动物的体液免疫因子提供了参考
,

但作为衡量对虾
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图 1 正常中国对虾亲虾血细胞破碎上清液中的 P O 活力 (
:

)和

养殖中国对虾血清中 P o 活力 ( b )

R e s u l t o f tn e a s u r e m e n t

o
f p a r e n t p r a w n s

(
a
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o f h o m o g e n i z e d h a e m o e y t e

P
.

c h i , 。 , 5 15 ( b )

表 6

T a b
.

6

养殖中国对虾口服不同免疫药物后其血淋巴中 坛M 的 s R DI 测定结果

和 P O 活力测定结果

R e s u l t o f S R I D m e a s u r e m e n t o f I g M
一
l i k e f a c t o r a n d P O a c t i v i t v i n t h e

h a e m o l y m p h o f c u l t u r e d p
.
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免疫功能状态的定量检测指标尚有待进一步探讨
。

在口服免疫试验中
,

只选择了 Ig M 作

为检测指标并结合其他测定加以分析
。

.2 2 对虾血淋 巴 P O 活力的测定结果及其指标功用 正常亲虾血细胞破碎上清 液 的

P O 侧定及加人激活剂 S D S 以后的 P O 反应的动力学曲线比较
,

见图 l a 。

养殖对虾血

清中的 PO 测定与加人 S D S 以后的 P O 反应动力学曲线见图 1b
。

由图 la 看 出
,

血细

胞破碎上清液中加人 S D S 后
,

酶活力大大高于未加 S D S 组
。

很显然
,

对虾血细胞 中的

P O 主要以酶原形式存在
,

被激活后才能表现其活力
,

这与 S 6d e r h矶1 在淡水鳌虾中的试

验结果相类似 ( 19 5 3 )
。

但也有报道
, p o 主要存在于血浆中 ( S

a u l e t a l
.
, 1 9 5 5 )

。

由图

1b 看出
,

养殖对虾血清中存在 P O 活力
,

加人 S D S 对其影响不大
,

可见该酶在血清中不
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是以酶原形式存在
。
另据报道

,

某些物理因素如取血操作可激活 p or PO ( sA h ida
e t al

.
,

1 9 8 3 ) ; rP o P O 在一定条件下还 可
“

自发
”

激活
,

像图 la 中未加 S D S 时表现的酶活性可

能属此原因
。

因此
,

有关该酶的不同存在形式
、

存在部位以及激活所需条件等尚未确定
。

但血清 中的 PO 测定比较简单
,

而且影响因素少
,

适于作为一项指标研究对虾的免疫功

能状态
。

.2 3 养殖对虾口 服数种免疫药物后血淋巴因子的测定结果 其血淋巴中 Ig M 的 SRI D

测定及 P O 活力测定结果
,

见表 6。

从表 6 中可看出
, Ig M 沉淀环的变化规律性不明显

,

这主要与上面讨论的对虾血淋

巴 中的类 Ig M 物质与 免疫检测板中的抗 Ig M 抗体呈弱结合有关
。

但从表中可粗略判

断
,
口服 A , B 免疫药物的对虾

,

其血淋巴中的类 Ig M 因子高于对照组 ; 而 口服 C药物的

与对照相近
。

这为免疫药物的作用大小
、

药物的选择提供了依据
。

由此可进一步断定类

坛M 的 SR I D 测定
,

适于做对虾免疫功能的定性衡量参考而不适于作为定量指标
。

由表 6 中可看出
,
口 服免疫药物 A和 B后

,

对虾的 P O 活性大大高于对照组的 ;而 口

服 C 药物后对虾的 P O 活性与 对照的相近
,

甚至低于对照组
。

这与运用 SRI D 方法测定

的结果相一致
。

但从表中可以发现
,

随着时 间的推移
, P O 活力逐渐降低

,

这种现象在另

外的试验 中也有出现
工, ,

因此
, P O 活力与对虾免疫功能是否呈正相关性

,

有待于更深人

的研究
。

3 结语

上述结果表明
,

中国对虾血清中的类 Ig M 因子及 P O 活力与机体的免疫功能有直接

相关性
,

因此
,

本研究所探索的测定方法可用以评价对虾免疫系统的状况
。

但从测定结果

看
,

上述测定方法比较适于作为一种定性指标而不易精确定量
。

尽管如此
,

本研究为从生理

生化角度研究对虾免疫系统以及筛选有实用价值的对虾免疫药物提供了有价值的结果
。

本试验所用的 A , B 两种药物富含多糖
、

生物碱和有机酸
,

经 S IR D 测定和 P O 活力测定判

断
,

这两种药物经口 服后可刺激对虾的免疫系统
。
这为从免疫角度防治对虾病害提供

一

J
’

方法
。
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