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中国对虾血淋巴中的抗菌
、

溶菌活力与

酚氧化酶活力的测定及其特性研究
*

王 雷 李光友 毛远兴

(中国科学院海洋研究所
, 青岛 2 6 6 0 7 1)

提要 以海捕中国对虾亲虾 ( l , , 2年 4 月捕 )为材料
,

对其血淋巴中的抗菌
、

溶菌活力

及酚氧化酶活力进行测定
,

并研究经注射大肠杆菌
、

海洋弧菌及酵母聚糖等刺激物以后
,

其活

性的变化规律等
。

结果表明
,
适当的免疫刺激可提高对虾自身的抗病能力

、

为免疫药物的研

制等提供科学依据
。

关键词 中国对虾 血淋巴 抗菌 溶菌 酚氧化酶活力

关于昆虫血淋巴中抗菌物质的诱导源
、

分离鉴别
、

化学结构
、

产生的动力学及其抗菌

谱研究等在国内外均 已取得结论性成果 (祁国荣等
, 1 9 8 3 ; 屈贤铭等

, 1 9 8 4 , 1 9 8 ;5 钟文彪

等
, 1 9 8 2 ; 黄 自然等

, 19 5 1 ; A n d e r s o n e t a l
. ,

19 7 9 : H o f f m a n n e t a l
. ,

1 9 8 1 : S t e i n e r e t

a l
. ,

19 8 1 )
。

在 甲壳纲动物中
,

研究较多的有瑞典的 K e n n e t h 等人 ( F i s h e r e t a l
,

1 9 8 3 ,

s o d e r h矶1 e t a l
. ,

x 9 7 9
,

1 9 5 2
,

1 9 5 4 )
。

他们研究了淡水鳌虾的免疫系统
,

其重点集中于

血细胞及血淋巴中的酚氧化酶原激活系统
,

认为酚氧化酶与血细胞的吞噬
、

包囊
,

血淋巴

的抗菌活性及对外源物质的识别等均具一定关系
,

并详细研究了激活过程与诱导物的关

系等
。

关于中国对虾血淋巴的抗菌
、

溶菌活力的测定
,

尚未见报道
。

作者对中国对虾血淋

巴的抗菌
、

溶菌活力和酚氧化酶活力进行了测定并研究不同诱导源诱导后其活力的变化

规律
,

以期为免疫药物的研制提供科学依据
,

并为衡量对虾的身体机能状态及免疫药物的

作用确立免疫指标
。

1 材料与方法
“

l
·

l 材料 于 1 9 9 2 年 4 月 17 日在青岛近海采捕的中国对虾 ( P e , a e “ , c h i , e , 5 15
) 的

产卵前成体亲虾
,

体长为 1 8一 2 0 e m
,

暂养于水体分别为 7 0 x 5 0 x 5 0 (
c m

,

) 及 12 o x

65 X 7 0 (
c m

,

) 的通气水槽中
,

水温为 13 一 14 ℃ 。

每天上午
、

下午各换水一次
。

投喂冰冻

杂色蛤
。

大肠杆菌 ( E
.

co il D 3 1 )
,

由中国科学院上海生物工程中心屈贤铭先生提供
,

为抗

链霉素菌种
,

用 L B , E 十 B 及链霉素制成的培养基于 37 ℃培养
。

弧菌 87
一 1 ,

由本所刘

秀云先生提供
,

系从病虾心脏中分离所得的致病菌
,

用牛 肉膏
、

蛋白陈
、

酵母膏及海水制成

*
中国科学院

“
八五

”
重大项目

, A O 8 9 2 0 8 13 号
。

王雷
, 男 , 出生于 1 9 6 6 年 2 月

,
博士

。

收稿日期 : l , 9 3 年 7 月 5 日 ,

接受日期 : 1 99 4年 5 月 呼日
。
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的培养基于 25 ℃培养
。

l
·

2 试剂 生理盐水
,

参照黄道蟹 C a r c i , , 5 m a e 。 , s 生理盐水的配方 ( C o r n i c k e t

习
. ,

1 9 7 8 )
,

根据 中国对虾的体液性质略作调整
,

以去离子水定容至 1 0 00 m l
, p H ~ .7 4 。

其组成如下
:

N a C I 3 3
.

7 0 0 9

C a C 1
2 ·

6 H
z
O 2

.

8 30 9

N a Z
H P O

。 ·

1 2 H
2
0 0

.

19 39

K C I 0
.

9 4 0 9

M g C l
z ·

6 H
z o 5

.

8 3 69

T r i s 6
.

0 6 09

l m o l / L H C I 4 2
.

5 0 m l

酵母聚糖
,

Z y m os an A 系 is g m a
产品

,

用对虾生理盐水配成 0
.

19 / L 溶液
,

置 4℃

冰箱中备用
。

l
·

3 方法与步骤 抗菌活力测定
,

采用 H u l t m a r k 等人 ( B o m a n e t a l
. ,

一9 7 4 : H -u

h m ar k e t al
. ,

1 9 8。 ) 的改进方法
。
用 0

.

l m ol / L
, p H 一 6

.

4 的磷酸钾盐缓冲液从固体斜

面上将大肠杆菌洗下作为底物并配成一定浓度的悬浊液 ( 0
.

D
.

57 。
~ 0

.

3一 0
.

5 )
。

取 3 m l 该

悬液于试管内置冰浴中
,

再加人 50 川 血清混匀
,

测其保温前试液在 , 7 0n m 波长处的光密

度 ( 0A ) 值
。

然后将试液移人 37 ℃温浴中 30 m in
,

取出后立刻再置于冰浴内 10 m in 以

终止反应
,

测其经温浴后的试液在 5 7 0 n m 波长处的光密度 ( A ) 值
。

抗菌活力 U
。

按下

式计算
:

l灭不二灭
U

`

~
` I

—
0

V A

为消除血清中血蓝素的干扰
,

用空白血清为对照
,

于 5 7 0n m 处测其光密度值
,

以校正

A
。 , A 值

。

溶菌活力测定
,

以溶壁微球菌 ( M i c r o c o c c 二 5 l y s o l e i及t i c u s
) 冻干粉 ( S i g m a

) 为底

物
,

按 H lu t m a r k 等人 ( 19 80 ) 的改进方法进行
。
用 0

.

l m ol / L , p H ~ 6
.

4 的磷酸钾盐 缓

冲液配成底物悬液 ( O
.

D
.

, 7。 、 0
.

3 )
。

取 3 m l 该悬液于试管内置冰浴中
,

再加人 5。闪 血

清混匀
,

测其 A 。

值
。

然后将试液移人 37 ℃温浴中 30 m in
,

取出后立刻再置于冰 浴 中

10 m in 以终止反应
,

测其 A 值
。

溶菌活力 U :
按下式计算

:

U乙 ~
A 。
一 A

A

酚氧化酶活力测定
,

以 L
一

d o aP 为底物
,

参照 A s h i da 的方法 ( 19 7 1 )进行
。

将 3 m l 的

D
.

l m o l / L , p H 一 6
.

0 的磷酸钾盐缓冲液与 1 0 0卜I 的 0
.

o l m o l / L 的 L
一

d o p a
及 1 0 0 川 血

清于室温下混匀
,

每间隔 Z m in 读取在 4 9 0n m 波长下的光密度值
。
以 O

.

D
.

。 。
对反应时

间 ( m in ) 作图
,

以试验条件下每分钟 O
.

D
.

。 。

增加 。
.

00 1定义为一个酶活力单位
。
为简

单起见
,

本试验采用控制相同测定条件的办法
,

直接用活力单位表示酶活性
。

注射感染
,

将感染用菌接种于固体斜面培养基上
,

培养 24 一 3 6 h
。

使用前在 40 一 50 ℃

下活化 o
.

hs
,

用无菌对虾生理盐水洗下
,

镜检计数并用生理盐水调节到所需浓度
。

注射
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时采用 l m l 注射器
、

4号针头于对虾的腹尾交接处斜插注射
。

取血
,

用 s ml 注射器
、

5号针头 自头胸甲后插人心脏抽取
,

置于 E p p e

dn
o r f 离心管中

于 4℃过夜
,

将析出的蓝色血清倾出或略为离心倾出
,

进行各项测定
。

L 4 试验分组 正常养殖环境组
,

分别取正常对虾和 自然条件下的濒死对虾的血清进

行各项测定
。

注射大肠杆菌试验组
,

将对虾分成 3 组
,

每组 3 条
,

每条虾注射量为 100 闪
。 1组

,

注

射对虾生理盐水 (对照 ) ;2 组
,

注射大肠杆菌悬液
, 1

.

2 X 1 a0 个 /闪 ; 3组
,

注射大肠杆菌悬

液
, 3

.

6 X 10 8

个 / m l
。

注射后
,

分别于 36 h 和 60 h 取血
,

作各项活力测定
。

注射不同物质试验组
,

将对虾分成 4 组
,

每组 9 条
,

每条虾注射量均为 1 00 闪
。 1 组

,

注

射对虾生理盐水 (对照 ) ;2 组
,

注射大肠杆菌悬液
, 2

.

2 x 105 个 / m l ; 3组
,

注射弧菌 87 一 1

悬液
, 6

.

4 x l丁个 / m l ; 4 组
,

注射酵母聚糖溶液
, 0

.

1 9 / L 。

注射后 48 h 开始取血
,

然后每隔

2 4h 取血 1次
,

试验时间为 144 h
,

共测得 4 组数据
。

2 结果

.2 1 正常中国对虾与濒死中国对虾血淋巴中的抗菌
、

溶菌活力及酚氧化酶活力测定结果

见表 l 。

另外在取血时可以观察到
,

正常对虾血淋巴液凝固速度快
,

一般在 3 m in 之内即

可析 出浅蓝色血清
,

而濒死对虾血淋巴液多数不易凝固
,

析出血清呈微红色
。

表 1 正常养殖环境中国对虾血淋巴中的抗菌
、

溶菌活力及酚舰化酶活力测定结果

T a b
.

1 M e a s u r e m e n t o f a n t i b a e t e r i a l
,

b a e t e r i o l y t i e 百 n d p o a e t i v i t i e s i n t h e

b a e m o l y m P h o f n o r m a l P
.

c h i丹 e n s i s

兰巨半自兰宣造茸剑正常对虾
}

。 ” , 。

}
0

.

,` ,

{
0

`

, , 8

1
0 ” 。。

}
。

’

朋 ,

}
。

’

。` ,

}
濒死对虾 } “

·

5 9 0 } ”
·

5 8 3 } “
·

` ’ 0 】 “
·

3 0 0 】 ”
·

3 0 0 }
”

}

酚氧化酶活力
( u n i t s )

18
。

7

.2 2 注射大肠杆菌后中国对虾血淋巴中的抗菌
、

溶菌活力及酚氧化酶 活 力 测 定 结 果

见表 2 。

表 2 注射大肠杆菌后中国对虾血淋巴中的抗菌
、

溶菌活力及酚级化酶活力测定结果

T a b
.

M e a s u r e m e n t o f a n t i b a e t e r i a l
,

b a e t e r i o l y t i e a n d P O a c t i v i t i e s i n t h e

h a e m o l y m P h o f P
.

c h i , 。 , 5 15 a f t e r i n
i

e e t e d E
.

C o l i D 3 1

组 另。

}
取教

}司

}
抗 菌 活 力

一 1

一
}霆黔

. 气 U 声

…
~ ~ `

…
, , ` 工 _ _ _ . ` 、

—
}

—
}一二一

~

卜二兰一阵上
二- -

阵二匕
一

卜
~

一竺-一卜
-

全一一卜止竺二里一
1

}
’ `

1
。

’

` 。 ,

}
。” 8 ,

}
。 ” , `

}
0” “

{
。 ” , `

}
”

`

, , ,

!
”

·

,

—
卜竺生一 }

.

-二二里一卜卫二里竺
一

.

卜兰望二 J一竺里旦
一一

}卫
二三三兰卜三二三{二

-
}一

叫

竺二一
-

} 3 6 ! 0
·

4 0 5 } o
·

3 3 2 } 0
,

4 6 9 1 0
·

3 1 1 } o
·

24 8 1 0
·

2 5 4 } 1 4
·

,

乙 l { } } } { } !

— }一竺一卜土里一卜
,

兰竺三
一-

阵竺生
一

卜
~

上竺
一

}竺
二三兰竺一卜竺坐一卜二竺

二三一
} 3 6 } o

·

4 0 5 } o
·

3 9 0 1 0
·

1 96 } 0
·

3 1 1 } 0
·

2 9 0 } o
·

0 7 2 } 1 2
·

5

3 } 1 1 } } 1 1 !

_
生

_ _

6 0

}
0

·

3 7 3 }
“

·

3 6 0

} “
·

` 9 0 1
”

·

3 5 0
{ “

·

3 2 0
{

”
·

0 9 0 】 ` 6
·

4
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注射几种不同物质后 中国对虾血淋巴中的抗菌
、

溶菌活力及酚氧化酶活力的测定结

分别见表 3
、

表 4 。

由于 3 组在注射弧菌 h6 后
,

死亡 7 条
,

故只测定了 48 h 一组数

3
:!印,曰EZ卜书

一

表 3

T a b
.

3

注射几种不同物质后中国对虾血淋巴中的抗菌
、

溶菌活力的侧定结果

M e a s u r e m e n t o f a n t i b a e t e r i a l
,

b a e t e r i o l y t i c a e t i v i t i e s i n t h e h a o
m

o l y m p h

o f p
.

e h `。 e o s i , a f t e r i n
i

e e t e d s e v e r a l P a r t i c l e s

组 别
取样时间

( h )

下一厂万厂
} , 6

一一宜止里 -竺` 里一一 }一一宾遭二乓二一-
一-查一- }- -二生一 }一二兰一匕止兰一

心

匕止生一匕止竺篇
0

。

4 0 0

0
。

50 1

0
。

4 6 1

0
。

4 3 8

0
。

3 9 2

0
。

4 8 2

0
。

4 5 0

0
。

4 2 4

0
.

14 3

0
。

1 9 8

0
。

15 6

0
。

1 82

0
。

3 , 0

0
。

3呼9

0
。

3 6 8

0
。

3 6 0

0
。

3 2 2

0
。

3 2 7

0
.

3今4

0
。

3 3 5

0
。

0 8 7

0
。

0 6 7

0
。

0 7 0

0
.

0 7 ,

0
。

1 0 1

O
。

I` 3

0
。

1 9 ,

0
。

2 3 7

.03l8ōōō
4 8

7 2

9 6

14 4

0
。

4 0 0

.

, 0 1

。

4 6 1

0
。

4 3 8

0
。

3 8 6

0
。

4 2 8

0
.

3 2 9

0
。

3 2 8

0
。

1 9 0

0
。

4 1 3

0
。

6 3 3

0
。

5 7 9

0
。

3 50

0
。

3 4 9

0
。

3 6 8

0
。

3 6 0

0
。

4 0 0 0
。

3 9 7

0
·

。 “ ,

}
。

·

, , 。

}
0

·

, ,`

}
。

·

。 ,`

呜 8

7 2

9 6

1 4 4

0
。

4 0 0

0
。

5 0 1

0
。

4 6 1

0
。

4 3 8

0
。

3 9 4

0
。

4 8 8

0
。

4 4 5

0
.

4 3 0

0
。

1 2 3

0
,

16 3

0
。

1 9 0

0
。

1 3 6

0
。

3 5 0

0
.

3 4 9

0
。

3 6 8

0
。

3 6 0

0
。

3 2 0

0
。

2 9 6

0
。

3 0 3

0
.

3 0 0

0
。

0 9 4

0
。

17 9

0
。

2 15

0
。

2 0 0

表 4

T a b
.

注射几种不同物质后中国对虾血淋巴中的酚氛化酶活力的测定结果

4 M e a s u r e m e n t o f p 0 a e t i v i t y i n t h e h a e m o 1y m p h o f P
.

c再坛 e ” ` 15

a f t e r i n
i

e e t e d s e v e r a l P a r t i e l e s

测量项目
取样时间

( h )

酚氧

化酶

活力

( u n i t s )

4 8

7 2

9 6

1 4 4

2 0
。

1

1 7
。

3

1 8
。

,

1 3
。

6 一
{
一
一立一-

阵一土一一
1 “

·

,
1

’
·

2
1

` 3
·

3

} ”
·

0

} 一 }
` 0

·

3

}
9

·

“
} 一 }

7 .4

}
“

·

5 } 一 1

3 讨论与结语
.3 1 抗菌

、

溶菌活力的测定可以作为衡量免疫功能及机体状态的指标 由正常养殖环

境组试验结果 (表 l) 可以看出
,

正常对虾和濒死对虾的血淋巴中均存在抗菌
、

溶菌活力及

酚氧化酶活力
,

但两者有明显差异
。

濒死对虾的抗菌活力大大下降
,

并且检测不出溶菌活

力
。

取血时可观察到濒死对虾的血清变为微红色
,

推断对虾的血细胞发生了自溶现象
。

推

侧活力下降的原因
,

一是某些生物合成机制被破坏 ;二是 自溶后某些细胞组分 由自身物质

变成了异物 (类似于人体中的
“
隐蔽抗原

”

)
,

需消耗抗菌和溶菌因子来清除从而造成了活

力下降
,

尤其是溶菌活力的下降
。

由此可见
,

抗菌
、

溶菌活力的测定不仅可作为免疫指标
,

而且对机体功能体态的衡量也是一个有价值的参考
。



期 王 雷等 : 中国对虾血淋巴中的抗菌
、

溶菌活力与酚氧化酶活力的测定及其特性研究 1 83

.3 2 酚氧化酶活性的存在及其激活机制 表 1 中濒死对虾血清中 的 酚 氧 化 酶 活 性

( 32
.

4 un ist )
,

大大高于正常对虾 ( 18
.

7 un ist )
。

对于酚氧化酶的研究
,

目前尚无统一认

识
。

有一些学者 ( L e o n a r d e t a l
. ,

1 9 8 5 : s 6 d e r h盆11
,

1 9 8 2 ) 认为
,

自然状态下
,

酚氧化酶

以酶原形式存在于 甲壳动物的血细胞内
,

当对异物发 生反应时释放到血淋巴中并被激活

从而表现其活性
。

而本试验结果表明
,

正常对虾的血淋巴中也存在酚氧化酶活性
,

这与

aS ul 等 ( 1 9 8 5 ) 所报道的酚氧化酶主要存在于血浆中的结果基本一致
。

但我们以前的 试

验
,

对中国对虾血细胞 中是否存在酚氧化酶原也作过探讨
,

并证实了其存在
主,。 另外

,

某些

物理因素如试验中的取血操作等也可能激活酚氧化酶原 ( sA h i da e t al
. ,

1 9 8 3 )
。

因此
,

对

虾血淋巴 中的酚氧化酶活性
,

是以酶的形式还是以酶原形式存在或是两种形式共存
,

还是

在血液凝 固时由血细胞释放到血清中
,

尚无法确定
。

推测可能在溶血过程中
,

有部分酶或

酶原释放到血清 中并被激活
,

从而造成酶活性增高
。

.3 3 诱导剂量对抗菌
、

溶菌活力和酚氧化酶活力的影响 由试验组结果 (表 2 ) 可以看

出
,

注射适量大肠杆菌 ( 1
.

2 x 10
8

个 / m l) 后
, 2 组对虾血淋巴中的抗菌

、

溶菌活力大大高

于对 照 ( l) 组
,

可见适当的诱导的确可以提高其活力
。

但诱导后 60 h 的 U
。

( 0
.

6 0 5 ) 高于

3 6 h 的 U
一

( 0
.

4 6 9 )
,

而 6 0 h 的 U :
( 0

.

2 1 1 ) 低于 36 h 的 口:
( 0

.

2 5 4 )
。

初步推断
,

抗菌
、

溶菌

活力的产生是不同步的
,

即达到最高峰值时所需的时间不同 ; 可能有不同的诱导合成机

制
,

也许与诱导源种类
、

剂量等有很大关系
。

注射大肠杆菌较大剂量 ( 3
.

6 x I Oa

个 / m l) 的 3 组对虾
,

其抗菌
、

溶菌活力均低于 2

组
,

甚至低于对照组
,

说明诱导剂量对抗菌
、

溶菌活力的产生至关重要
。

过量的感染会降

低其活力并导致对虾得病直至死亡
。

在试验中也发现
, 3 组对虾游动能力减弱

,

取血时血

淋巴不易凝固等
。

经注射感染后
, 2 组

、
3 组对虾血淋巴中的酚氧化酶活力均有降低

,

证实其与病害人

侵的免疫反应有一定相关性
,

但还无法确定其对应关系
。

因为受取血条件限制
,

每次试

验一般只能取一条对虾血样进行测定或取数条对虾血样测定取其平均值
,

无法象其它动

物那样
,

连续取样测定
,

并且由于对虾体质差异较大
,

影响了对其规律性的阐明
。

按照

S 6 de hr 舰 l 等人 ( 19 7 9 )的观点
,

酚氧化酶原被外源物激活后
,

活性的酶可以粘附到异物表

面
,

起到识别和调理作用
。

因此
,

其活力在异物侵人后一定时间内迅速降低
,

本试验结果

与之相同
。

由注射不 同物质试验组的结果 (表 4 ) 也不难看 出
,

对照 ( l) 组对虾血淋巴中的

酶活力变化不大 (巧一 2 0u in t s
) ; 而经过不同物质注射感染

, 2 组 (大肠杆菌 )
、

3 组 (弧

菌 )
、

4 组 (酵母聚搪 )对虾中的酶活力迅速降低
, 3 组在 24 h 内降到 9

.

2u in t s ,

2 组和 4 组

经 14 h4 最终分别降至 8
.

su in t s 和 7
.

u4 in t s 。

这与 自然养殖环境试验中
,

濒死对虾血淋巴

中的酚氧化酶活力高于正常对虾的试验结果不同
。 s o d e r h滋1 等 ( 1 9 7 9 ) 在研究淡水鳌虾

A st “ 。 “ : 。 , 。 ` su 中酚氧化酶原的激活机制时发现
,

由人侵物 (细菌
、

真菌等 )结构成分 引

发 的酶原激活与正常生理条件下酶原的
“

自发
”

激活属于完全不同的两种机制
,

其发生条

件各不相同
。

由本试验结果推断
,

中国对虾体内也存在着不同的酚氧化酶原激活机制
,

1 4 不同诱导源的诱导作用 由不同物质感染组的试验结果 (表 3 ) 可以看出
,

随着诱

l) 李光友
、

王雷 , 1 , 9 2 ,
中国对虾体内的酚氧化酶性质研究

。
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导源的不同
,

对虾血淋巴 中的抗菌
、

溶菌活力变化规律 也各不相同
。

注射大肠杆菌 ( 2组 )

对抗菌
、

溶菌活力均有诱导作用
, U : 活性在 % h 即达到峰值

,

并且活性仍继续升高
。

酵

母聚糖只诱导 U L 的升高
,

其效果与大肠杆菌相近 ;而对抗菌活性 ( U
。

) 的影响不大
,

基

本无诱导作用
。

有关此方面的详细机理尚有待进一步探讨
。
另外

,

本试验受取样数所限
,

未能确定经诱导后的抗菌
、

溶菌活力究竟可持续多长时间
,

而这一点对于对虾免疫的效果

是至关重要的 ;但由试验结果可以看出
,

经感染诱导后
,

在 d3 之内抗菌
、

溶菌活力能保持

在较高水平
。

据 st e w a r d ( 19 8 7) 的研究结果
,

龙虾经免疫后在 4 个月内仍有免疫力
,

这

在生产实际中有重要意义
。

.3 5 注射感染部位的选择 本试验的注射感染部位选在腹尾交接的柔软 处
。
实 践 证

明
,

在此部位注射
,

对虾痛感轻
,

损伤小
,

几乎无死亡
,

且感染率高
,

适合作各种注射感染
。

本试验中
,

注射 6
.

4 x 10 7

个 / m l 弧菌的 3组
,

在注射 h6 内几乎全部死亡
。

据报道、在水体

中
,

弧菌致病的临界值为 1 0 ,

个 / m l
。

分析本试验组死亡原因
,

可能是注射剂量过大
,

感染
发病率高所致

。

关于对虾血淋巴中抗菌
、

溶菌活力诱导增加的机理
,

据推测可能与诱导源的不同化学

结构有关
,

而各种致病菌细胞壁结构中所含有的多糖类有重要作用
。

因此多糖作为一种

广谱的非特异免疫促进剂
,

在中国对虾病害的免疫防治研究中将会开辟一个 全 新
,

的 领

域
。
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