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免疫多糖对养殖南美白对虾作用的研究
`

刘恒 李光友
(中国科学院海洋研究所 青岛 2 6 6 0 71 )

提要 于 1 9 95 年 6 月在威海市水产开发公司对虾育苗场采集南美白对虾
,

经暂养后
,

选取

体长 6一 7c m 的个体
,

利用 由海藻中提取的与微生物多糖有类似结构和性质的免疫多糖作为

饵料添加剂
,

以 口服形式对南美白对虾进行免疫
,

刺激其免疫系统
。

通过连续测定南美白对虾

血清中酚氧化酶活力和肌肉组织液中的抗菌
、

溶菌活力
,

以及超氧化物歧化酶活力
,

研究免疫

多糖对南美白对虾免疫功能
、

机体抗氧化能力的作用
。

结果表明
,

除个别情况外
,

实验组南美

白对虾的酚氧化酶活力
,

溶菌
、

抗菌活力和超氧化物歧化酶活力
,

均高于对照组的
。

由此推断
,

免疫多糖具有增强南美白对虾免疫功能的作用
,

并有可能促进其机体的抗氧化能力
。

关键词 免疫多糖 南美白对虾 酚氧化酶活力 超氧化物歧化酶活力 溶菌
、

抗菌活

力

学科分类号 5 945
.

1

由中国科学院海洋研究所引进的南美白对虾是 目前世界养殖产量最高的三大虾种之

一
,

具有对水环境抗逆能力强
、

营养要求低
、

生长速度快
、

虾体含肉量大等诸多优点
’ )

。

该

虾种 已在我国成功地进行 了人工育苗
,

并于 1994 一 19 9 5 年在各地进行 了人工养成
` )

。

随

着南美白对虾养殖规模的扩大
,

其防病抗病的研究也 日趋重要
。

就虾病 防治而言
,

目前国

内外一些学者从免疫学角度对虾病进行研究
,

试 图通过刺激对虾 自身的免疫系统
,

提高其

机体防御 能力而达到防治疾病的 目的 (Bl na d
,

19 82 ;叶孝经
,

19 9 0 ; 王雷等
,

19 9 4)
。

但有关

南美 白对虾在该领域的研究未见报道
。

本文报告免疫多糖对南美 白对虾免疫功能的研究

结果
,

以期探讨定量研究南美 白对虾抗病防病能力 的指标
。

1 材料与方法

L I 实验材料

南美 白对虾 (Pe
n a e u s v a n n a m e i B o o n e ,

19 3 1 )于 19 9 5 年 6 月 2 日取于威海市水产开

发公 司对虾育苗场
,

约 10 0 尾
,

规格为 3一4c m
,

暂养于 中国科学院海洋研究所水族楼 PV C

水族缸 ( 10 0 c m x 15 0 e m x 1 0 0 c
m ) 内

,

充气
。

水温在整个暂养和实验期 内均在 2 2一 2 8Ca
,

盐度为 32
。

每天换水两次
,

每次换水量在 1 / 3一 1 / 2
,

喂以不添加免疫多糖 (护S) 的饵料
,
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每天投喂两次
。

同年 8月 18日将体长 6一 7 cm 的南美 白对虾移人 2个等大圆底 P C V缸内

(直径 9 0 cm
,

高 10 0c m )
,

1个 P V C 缸为密度实验组
,

另 1为对照组
; 实验组和对照组均为 18

尾 / 缸
。

管理方法同暂养时
,

但实验组对虾饵料 中添加 PI S
。

L Z 肌肉匀浆

每 I Od 取样一次
,

连续 3 次
。

每次选蜕皮间期的南美白对虾 2一 5尾
,

去头及外壳
,

称

重
,

加人 3
.

5倍重量 的 0
.

1 m ol / L 的磷酸钾盐缓冲液 (pH = .6 4)
,

于 4 ℃的冰箱 中静置 6 h,

低温匀浆
,

离心 ( 5 000
r / m ni

,

sm in)
,

将上清液用于溶菌活力 (从 )
、

抗菌活力 ( Ua )和超氧

化物歧化酶 ( SO D )活力的测定
。

前两次取样后均 由暂养池 中补足取样用去 的对虾
,

以避

免密度变化对实验结果的影 响
。

补人 的对虾在尾肢用镊子烫一下以做标记
,

不用于实验

取样
。

L 3 取血

同年 9 月 21 日再由暂养缸 内取 6一 s cm 的对虾
,

实验设置 同
“
1.2

” ,

但南美白对虾密度

为 16 尾 / 缸
。

因实验材料有限
,

只连续取样两次
。

用 5 号针管从虾体心脏中取血
,

将血液

置于 E p p e n d o rf 管 中在冰箱 (4 ℃ ) 内过夜
,

析出的血清用于酚氧化酶活力测定
。

L 4 菌种

大肠杆菌 (.E 。
01 1)

、

抗链霉素种
,

由青岛海洋大学提供
,

用 L B 培养基于 37 ℃固体斜面

培养
。

L S 抗菌活力测定

采用 Bmo na ( 19 7 4) 及 Hu 1mt ar k( 1 98 0) 等人 (此二文献转引 自王雷等
,

19 9 4) 的方法
。

用

0
.

1 m of / L 的磷酸钾盐缓冲液 P( H = 6
.

4)
,

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 ( O几
7。 = 0

.

3一0
.

5)
,

取 3ml 该悬液于度管内置冰浴中
,

再加人 5如 1肌肉

匀浆上清液混匀
,

测 57 0mn 波长处的初始光 密度值 A(
。

)
,

然后将试液移人 37 ℃温水浴中

30 m ni
,

取出后立即置于冰浴内 10 而
n
终止反应

,

测反应后的试液在 570 mli 波长处的光密

度值 (A)
。

抗菌活力 (Ua )计算见王雷等 ( 19 94)
。

。 一

厚
为消除干扰

,

以空 白的肌 肉匀浆上清液为对照
,

于 57 Omn 处测其光密度值
,

以校正凡
,

A 值
。

L 6 溶菌活力测定

以溶壁微球菌 (M 莎os el kiti ,’u : )冻干粉 (由山东大学提供 )为底物
,

按 Hu lmt kar 等人 (转

引 自王雷等
,

1 9 9 4) 的方法
,

将底物用 0
.

1 m of / L 的磷酸钾盐缓冲液 (pH 二 6
.

4) 配成一定浓

度的悬液 ( o热
7。 = O

,

3)
。

取 3m l该悬液与 50 闪肌肉匀浆上清液于试管中混匀
,

测初始光密

度值 (式 )后置于 3 7℃ 水浴保温 30 而
n ,

取出后立即置于冰浴中 10 而
n
终止反应

,

测 570 mn
波长处的光密度值 (A)

,

溶菌活力 (从 )由下式 (王雷等
,

19 9 4) 计算
:

从 =

A 。 一 A

A

校正 A
。 ,

A 的方法同
“
1

.

5
” 。
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1
.

7超氧化物歧化酶 (S OD )活力的测定

按郑碧玉等 (9 9 1 )1
` )改 良的连苯三酚 自氧化法进行

。

17: 1连苯三酚 自氧化速率测定 取 50

~
f o/ L的磷酸钾盐缓冲液 (pH =. 8 04 )

.

sm l
,

加 50

~
ol / L 的连苯三酚 10川

,

迅速摇匀
,

在 犯 snnl 波长下每隔 3 05 测光密度一次
,

要求

连苯三酚 自氧化速率控制 O D .0 07 /而
n
左右

。

L .7 2 样液超氧化物歧化酶 ( SO D )活力测定 测定方法 同
“

1
.

7
.

1
” ,

只是在加人连苯三

酚前加人一定量的待测样液
。

测得的 S O D 活力按下式计算
:

酶活力 =

o
·

0 7 一 凡
2。

/而
n

0
.

0 7

X 10 0%
样液稀释倍数

—
X

5 0%
反应液总体积 x

样液体积

每毫升反应液中
,

每分钟抑制连苯三酚 自氧化速率达 50 % 的酶量为一个活力单位
。

1
.

8 酚氧化酶 P( O )活力的测定

以 卜d o p a
(S i gm a )为底物

,

参照 A s hi d a ( 19 7 1)的方法进行
。

将 0
.

lm o l / L 的磷酸钾

缓冲液 (pH = 6
.

0 ) 3ml 先与 0
.

0 1 m o l / L 的 L-- d o p a 1 0 0协l混匀
,

再加人 1 0 0卜l等测血清
,

混

匀
,

于 490 mn 波长下
,

每隔 2而
n
读取光密度值

。

以 口几 90对反应时间作图
,

以实验条件下每

分钟 口几90 增加 .0 00 1为一个酶活力单位
。

为消除血清 中血蓝素的干扰
,

用空 白血清为对

照
,

于 4 9 0nnI 处测其光密度值
,

以校正样液的光密度值
。

2 结果

实验结果表明
,

除个别组外 (表 2 中 9 月 1 7 日测定 的抗菌活力实验组稍低于对照组 )
,

实验组南美 白对虾的酚氧化酶活力
、

超氧化物歧化酶活力以及溶菌和抗菌活力均高于对

照组的
,

见表 1
、

表 2a

表 1 1器 对南美白对虾 R 〕和os D活力 (ulll )st 的作用

T ba
.

l E fl七c t o f 】P S o n ht e Phe nol
o x id as e 田 ld s u pe or

x ide di sm u tas e
Ca ti v iti e s o f 卫 v a n n a

me i

日日期 (月
一 日 ))) P 000 10 { lll 10一 2 111 S O DDD 0 8一 2 888 0 9一 777 0 9一 1777

实实验组组组 2 777 2 22222 19 8
.

5 888 22 3
.

4 111 2 5 8
.

1666

对对照组组组 l 888 l 22222 19 6 4 333 4 9
.

6 555 1 2 4
.

1222

表2 1邢对南美白对虾溶菌活力 (卯
、

抗菌活力 (饥)的作用

T a b Z E fef e t o f in 刀刀 u n o p o ly s

acc h a ri de o n b a c et ri o ly ti c a n d a ll ti b aet ri al 朗 ti v i ti e s o f 尸 v a n n a m e i

日日期 (月
一 日 ))) 矶矶 0 8一 888 0 9 { 777 0 9一 1777 Uaaa 0 8一 2 888 0 9刁 777 0 9一 1777

组组别别别 实验验 对照照 实验验 对照照 实验验 对照照照 实验验 对照照 实验验 对照照 实验验 对照照

痴痴痴痴 0 3 2 444 0 3 1444 0
.

3 3 555 0
.

3 0 555 0 3 0 888 0
.

3 177777 0
.

4 1222 0沸 1000 0 3 5 444 0 3 4 555 0
.

4 1 555 0件 1 222

AAAAAAA 0
.

2 2 666 0
`

2 2 888 0 2 6 333 0
.

2 4 333 0 2 4 111 0 2 8 66666 0
,

3 8 888 0
.

4 0 000 0
.

2 9 222 0 2 8 000 0 3 2 444 0 3 9 222

叭叭叭叭 0 4 3 444 0 3 7 777 0
.

2 7 444 0 2 5 555 0
.

2 7 888 0
.

10 88888 0
.

2 9 666 0
.

1 5888 0
.

4 7000 0件8 111 0万3 000 0
.

2 2 666

3 讨论与结语
3

.

1 IPS 对溶菌活力
、

抗菌活力的影响

从表 2 中可以看 出
,

三次取样测定结果 中实验组 的溶菌活力均高于对照组的
,

第一
、

)l 郑碧玉
,

19 91
,

生物化学与生物物理进展
,

1 8 ( 2)
:
163
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三次结果尤其显著
。

也可以看 出
,

第一次和第三次取样测定结果中
,

实验组的抗菌活力远

高于对照组的
,

但第二次取样结果实验组稍低于对照组
。

还注意到
,

表 2 第二次取样的溶

菌活力
,

实验组虽高于对照组
,

但却是三次取样 中差异最不显著的
,

而且这次取样用虾尾

数最少 (实验组只有 3条
、

对照组只有 2 条虾处于蜕皮间期可供取样 )
。

故而上述现象可能

是取样个体少所致
。

由于取样次数有限
,

作者很难对 PI S 的作用在 时间的变化规律上做出

定论
。

而溶菌
、

抗菌活力 的变化还可能受到对虾体质状况和水环境 因子的影响
。

关于对虾血淋 巴 中溶菌
、

抗菌活力的诱导机理
,

有 关学者认为 (王雷等
,

1 9 9 4)
,

各种致

病菌细胞壁中含的多糖类起重要作用
。

根据人体免疫研究 的结果
,

许多免疫多糖可作 为

一种广谱非特异免疫促进剂
,

增强人体的细胞免疫及体液免疫能力
。

本研究进一步说明
,

对虾免疫研究中
,

免疫多糖的应用将为病害的防治开辟一个新领域
。

.3 2 1邢对南美白对虾超氧化物歧化酶活力的作用

从表 1 可以看出
,

第二
、

三次取样结果实验组超氧化物歧化酶活力均显著高于对照组

的
。

但第一次取样结果
,

两者差别并不显著
。

超氧化物歧化酶是重要的抗氧化酶之一
,

在

清除 自由基
、

防生物分子损伤方面有 十分重要的作用
,

目前 已作为防衰老药物和化妆品成

份而应用于人体
。

近年来的研究发现
,

超氧化物歧化酶 活性与生物的免疫水平密切相关

(林林等
,

19 9 7 )
。

本结果 中实验组的超氧化物歧化酶活力在实验开始 I Od 时与对照组的无

显著差别
,

而此时实验组的酚氧化酶活力
,

溶菌
、

抗菌活力均已显著高于对照组的
,

可能表

现了 PI S 对对虾机体超氧化物歧化酶活性作用 的间接性而带来的时滞
,

即它首先影 响到

虾体的免疫水平
,

而免疫水平 的提高又增强了超氧化 物歧化酶活力
。

当然这只是推测
。

PI S 对对虾机体超氧化物歧化酶活性 的影响及其作用机理仍需进行大量深人 的工作
。

1 3 IPS 对酚氧化酶活力的作用

从两次取样测定结果 (表 )l 可以看 出
,

实验组对虾的酚氧化酶活力均显著高于对照组

的
。

关于 甲壳动物酚氧化酶系统的研究
,

主要集中在淡水鳌虾上
` )

。

有些学者认为
,

酚氧

化酶 以酶 原形式存在于甲壳动物血细胞中
,

微生物人侵后刺激血细胞使该酶原释放到血

淋 巴 中并被激活表现出活性
,

它与血细胞的吞 噬
、

包囊
,

以及血淋 巴的抗菌活性和对外源

物质的识别有关 (转引 自王雷等
,

19 9 4)
。

PI S 是由天然活性多糖及其佐剂构成的口服型免

疫药物
,

其化学结构和特性类似于微生物细胞壁所含的多糖
。

实验结果表明
,

正常情况下

南美 白对虾血清中亦存在酚氧化酶活性
,

这与王雷等 ( 19 9 4) 对中国对虾的报道基本一致
,

但饵料中添加适量的 PI S 后
,

这种酶的活性会显著提高
。
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* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

中国科技期刊地球科学类排行表①

(按被引频次和影响因子排序 )

名名次 期刊名称 被引频次次 「「 名次 期刊名称 影响因子子

111 地球物理学报 4 833333 1 岩石学报 0
.

7 4 7 111

222 海洋与湖沼 3 177777 2 地质学报 0
.

6 0 6 111

333 海洋学报 3 177777 3 地球物理学报 .0 4 7 7444
444 地质学报 31 33333 4 地质科学 0

.

4 10 555

555 地质论评 2922222 5 气象学报 0
.

4 0 5 222

666 地理学报 2 866666 6 地震学报 0
.

3 4 5 111

777 大气科学 2 788888 7 地理学报 0
.

3 4 3 111

888 地质科学 27 11111 8 冰川冻土 0
.

3 13 000

999 地球科学 2 655555 9 地球化学 0
.

3 0 0 000

1110 气象学报 2 6 11111 10 海洋与湖沼 0
.

2 9 9 444

①中国科学引文数据库


