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日本对虾溶血素的活性测定及性能研究
’

牟海津 江晓路 刘树青 管华诗
(青岛海洋大学水产学院 青岛 2 6 6 0 0 3)

提要 于 19 9 7 年 10 一 11 月
,

以青岛市红岛养殖场养殖的日本对虾为材料
,

采用分光光度法

对其血淋 巴中的溶血素进行活性检测
,

研究多种理化因子对其溶血性能的影响
,

以及 日本对

虾溶血素经细菌和虫草多糖肌 肉注射刺激后的活性变化
。

结果表明
,

日本对虾溶血素的活性

同对虾的健康状况密切相关
。

该溶血素经 60 ℃ 以下处理溶血作用有所增强
,

在 p H = 5一 9 时

溶血活性最高
,

C扩
十 、

Fe
“ +

可增强溶血作用
。

注射大肠杆菌 (2 x l护ce lls / 尾 )和虫草多糖能够

诱导 日本对虾溶血素的产生
,

使溶血活性有所提高 ; 而注射哈维氏弧菌 (7 x 1 0 7 c ell
s / 尾 )会导

致对虾发病
,

降低溶血素的活性
。

关键词 日本对虾 溶血素 血淋 巴

学科分类号 Q 592
.

1

溶血素作为一种非特异性 的免疫防御 因子
,

已经在多种无脊椎动物 的血清中被发现

(C a n ie a tti e t a l
,

19 9 3 : C ani c

atti
,

19 8 9 ; H a ta k e yam
a e t a l

,

19 9 4 : Ro tu n i e r a l, 19 9 5 )
,

但有 关 甲壳类动物 溶血素 的研究甚少
,

所见报道仅限于美 洲马蹄蟹 (Arm
s
tro ng et al

,

199 2)
、

龙虾 (高健等
,

19 9 2) 等
。

目前认为
,

甲壳动物的免疫反应主要 包括血细胞的吞 噬

包囊
、

血淋 巴凝集
、

沉淀以及释放酚氧化酶和黑色素等作用
,

而溶血作用在 甲壳动物的免

疫防御中也发挥 了重要的作用
,

可能与体液 的杀菌活性 以及 酚氧化酶原的激活系统有关

(王雷等
,

19 9 2 )
。

本文报告 日本对虾溶血素的活性测定及性能研究结果
,

以期 为甲壳动物

的免疫机能研究提供资料
。

1 材料和方法
1

.

1 日本对虾血淋巴液的制备

实验于 1 9 9 7 年 10 一 11 月进行
。

实验用虾取 自青 岛市红 岛养殖场养殖 的 日本对虾

(Pe
n a e u s j即

o n ie u s ) (体长 为 1 4一 16 e m )
,

心脏穿刺抽 取血 淋 巴 液
,

经 3 0 0 0 r / m in 离 心

sm in
,

除去沉淀血细胞
,

取出上清液于 一 20 ℃保存
。

1
.

2 日本对虾溶血素的活性测定

参照脊椎动物溶血素的测定方法 (陈勤
,

1 9 9 6)
。

用 A lse v e r ’ S
液采集新鲜鸡血

,

离心 (2 0 0 0r / m in
,

5而n) 洗涤后
,

用生理盐水制成 3%

的红细胞悬液
,

取 2 m l悬液与 0
.

sm l稀释 10 倍的 日本对虾血淋巴 液混合均匀
,

间歇振荡
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25 ℃
,

保温 lh
,

在对照管 中加人 2 m l鸡红细胞悬液和 o
.

sm l生理盐水
,

与实验管同时保温
。

取出后立 即冰浴 以终止反应
,

经 2 0 00r / m in 离心后获得上清液
。

以对照管上清液作空

白
,

于 54 0nm 处测光密度值 (O D )
,

以 540 nm 下的 O D 值增加 0
.

00 1 定义 为 1个溶血活性单

位 (U )
。

1
.

3 理化 因素对日本对虾溶血素活性的影响

L 3. 1 温度 日本对虾血淋 巴液分别经 20 ℃
、

30 ℃
、

40 ℃
、

50 ℃
、

60 ℃
、

70 ℃和 80 ℃处理

20 m in 后
,

检测其对鸡红细胞的溶血活性
。

L 1 2 pH 值 将 日本对虾血淋巴液分别用不同 p H 值的生理盐水稀释 10 倍
,

4 ℃处理

10 m in 后
,

取 0
.

sm l稀释液 与 2 m l鸡红细胞悬液混合反应
,

检测其溶血活性
。

1
.

3. 3 二价金属离子 将待测血淋巴液与鸡红细胞悬液混合后
,

向反应液 中分别加人

少量的 C a C 1
2

、

Fe C 1
2

、

Mg C 1
2

、

C u C 1
2
、

Zn C 1
2

和 M n C 1
2

等
,

使其终浓度达到 lo
mm

o l / L
,

向对照

组加人生理盐水
,

检测其对溶血活性的影响
。

1
.

4 细菌性刺激对日本对虾溶血素活性的影响

实 验 用 大 肠 杆菌 (Es ch er ich ia 。01 1) 为 本 实 验 室 保藏 菌 种
,

哈 维 氏弧 菌 (巧br 勿

har vey i) 为大连水产学 院从患病中国对虾体内分离鉴定得到 的病原菌
。

分别配制大肠杆

菌悬液 (2 x 1 0
8ee lls / m l)和哈维 氏弧菌悬液 (7 x 10

8e e lls / m l)于 日本对虾第三
、

四腹节处

进行肌肉注射
,

对照组采用生理盐水注射
,

注射量均为 0
.

lm l/ 尾
。

对虾于实验缸 中暂养
,

每隔 2 4 h 取 10 尾对虾抽取血淋 巴液混合
,

测定溶血活性
。

1
.

5 虫草多糖对日本对虾溶血素活性的影 响

实验用虫草多糖为从北虫草 中分离提取的胞外多糖
。

将虫草多糖配制成浓度为 1
.

0%

的溶液
,

肌 肉注射 日本对虾
,

对照组采用生理盐水注射
,

注射量为 0
.

lm l/ 尾
。

每隔 24 h 取
呼

10 尾对虾抽取血淋 巴液混合
,

测定溶血活性
。

2 结果

2
.

1 日本对虾血淋巴液中溶血素的活性

实验发现
,

日本对虾血淋 巴液对鸡红细胞具有一定的溶血作用
,

溶血活性为 68 U
。

另

外
,

作者还在对虾养殖场和实验室暂养缸中发现有濒死病虾
,

病虾头胸甲及 附肢变红
,

侧

翻于池底
。

抽取虾血进行溶血活性 的测定
,

结果发现濒死对虾血淋 巴液的溶血活性大大

降低
。

自然养殖濒死虾和实验室暂养濒死虾的血淋巴液的溶血活性分别为 7 U 和 23 Uo

2. 2 理化因素对溶血素活性影响的实验结果

结果见表 1
。

由表 1 可知
,

日本对虾的溶血素经 30 一60 ℃处理 20 m in 后
,

活性会有不

表 1 温度 (℃ )
、

p H值和二价金属离子对 日本对虾溶血素活性 (U) 的影响

T a b
.

1 Th
e e

ffe
et o f te n lpe ra tu re ,

PH a nd d iv al e n t m e tal e
ati

o n s o n

the ac ti vlty o f hem o lysin o f 尸 JaP
o n ic u s

处理温度 未处理 2 0 30 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0

溶血活性 6 6 6 4 8 1 10 7 15 0 14 1 一 一

p l l值 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 12

溶血活性 2 0 2 1 2 0 5 3 4 5 50 4 7 5 1 18 16 8

金属 因子 c 扩
十

Fe 2+ M g Z+ c了
十

zn 2+ 腼
2+

对照组

溶血活性 l()9 16 2 6 1 2 9 7 2 4 8 6 3

注
: “

一
”

表示血淋 巴液发 生凝固
,

无法检测
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同程度 的增强
,

当温度达到 70 一 80 ℃ 时
,

血淋 巴液会发生变性凝固
,

无法检测
。

当 p H =

5一9 时
,

溶血素的活性较强
。

在溶血反应液中添加少量的二价 阳离子
,

会对溶血活性造成

一定 的影 响
,

c 扩
+

、

Fe
Z +

可使溶血作用增强
; 而M g Z +

、

Cu
Z 十

、

Z n Z + 、

M ll Z +

则对溶血作用的影

响不大
,

甚至会有所抑制
。

2. 3 细菌性刺激对日本对虾溶血素活性的影响

分别 用大肠杆菌和哈维氏弧菌注射刺激 日本对虾后
,

每隔 24 h 取对虾抽取血淋巴液
,

检测溶血素活性的变化情况
,

结果见表 2
。

表2 经大肠杆菌和哈维氏弧菌刺激后
,

日本对虾溶血素活性 (U )的变化情况

T ab Z Th
e ac ti v iti e s v

an au o n o f he m o lysin o f 尸 JaP
o n ic u s sti m u late d by 五 e o li an d 犷 ha r vey i

时间(h )

注射大肠杆菌

注射哈维氏弧菌

对照组 (注射生理盐水)

8 2

3 8

8 5

2 7

7 l

2 5

,�,一nU户‘、U‘U5 5

5 5

2. 4 虫草多糖对日本对虾溶血素活性的影 响

用虫草多糖注射刺激 日本对虾后
,

每隔 24 h 取对虾抽取血淋 巴液
,

进行溶血素活性的

测定
,

结果见表 3
。

表3 经虫草多糖刺激后
,

日本对虾溶血素活性 (U) 的变化情况

T ab 3 Th
e ac ti v iti e s v ari ati o n o f he m o lys in o f 尸 了aP

o n ie u万 s ti m u la te d by e o rd ye e Pie Po lysac e han de

时J旬 (h )

注射虫草多糖

对照组 (注射生理盐水 )

13 0

5 0

l4l5812 7

52

几,nUO八乙曰
5 5

5 5

3 讨论 鑫

3
.

1 脊椎动物中的溶血作用是在补体 的参与下
,

抗体与异物红细胞之间发生的一种特异

性免疫反应
。

在无脊椎动物的血液 中
,

溶血作用主要 依靠血细胞 的吞 噬
、

包囊作用来完

成
,

但在多种无脊椎动物 的血清 中也发现有溶血素的存在
。

溶血素是无脊椎动物免疫防

御系统中的一种重要的非特异性免疫 因子
,

其作用可能类似于脊椎动物的补体系统
,

可溶

解破坏异物细胞
、

参与调理作用 (C an ic a tti
,

198 8 )
,

并可能与无脊椎动物体液的杀菌作用

以及酚氧化酶原的激活系统有关 (王雷等
,

19 92 ; A rm str on g et al
,

19 9 2)
,

且无脊椎动物

溶血素进行溶血作用的特异性范围一般较广 (Th p p o t al
,

1 99 1 )
。

H直takey am
a
等 ( 19 9 4)

发现
,

刺瓜参 (Cu cu m ar ia 二h in a ta ) 体内的溶血素可以对兔
、

人血细胞产生溶血作用
,

但对

鸡
、

马等动物血细胞无作用
,

并认为
,

这种溶血作用是 由溶血素与脊椎动物血细胞表面的

特异性糖链结合后
,

使细胞膜发生破坏溶解而造成的
。

本实验结果表 明
,

日本对虾血淋 巴液中具有溶血素
,

能够对鸡红细胞产生溶血作用
。

该溶血素的活性大小 同对虾的体质有密切关系
,

濒死对虾溶血素的活性 明显低于健康对

虾
。

因此
,

溶血素可能作为 日本对虾免疫系统的重要组成部分
,

在免疫防御活动中发挥作

用
。

溶血活性也可被用作检测对虾健康状况的一项定量指标
。

3. 2 无脊椎动物体内的溶血素一般为热不稳定性
,

溶血作用需要 C扩
+

的参与 (Can ic at ti
,

19 9 0 )
,

例如海蚕 (助 tti 币 。 t a l
,

19 9 5 )
、

海 葵 (M a lp e z z i e t a l
,

1 9 9 1 )
、

海蜗 牛 (K ami
y a e z
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al
,

199 1) 等
。

而棘皮动物 Ma
; tll as 纪 ri as g la ci al is 体液中的溶血 因子为热稳定性

,

且不需要

阳离子的参与
,

其活性可为鞘磷 脂所抑制 (Cani ca tu
,

1 98 9)
,

Cu cu m ar ia 。ch in “la 体内的溶

血 活 性 在 p H = 7一 10 时 随 p H 值 的增 高 而增 强
,

在 p H < 6
.

5 时活 性 几 乎 完 全 丧 失

(Ila ta ke yam
a 。t 。z

,

19 9 5 )
。

另 外
,

海 蜗 牛 (K a n liya 。t a l
,

19 9 1 )
、

Ma
r lh a s te r ia s

g la o

ial is (C an ic atti
,

198 9) 等动物体内检测到的溶血素被认为是蛋 白质成分
。

本实验发现
,

日本对虾溶血素经 30 一60 ℃处理后
,

活性会有所增强
,

继续升高温度
,

血

淋巴液发生变性凝 固
,

形成淡蓝色结块
,

使实验无法进行
,

因此
,

该溶血 素的热稳定性有待

于通过合理实验进行进一步验证
。

日本对虾溶血素的作用范围为 pH 二 5一 9
,

在 p H ( 4 或

p H ) 10 的情况下
,

溶血活性很弱
,

说明偏酸性或偏碱性的环境均会对 日本对虾溶血素的活

性造成较大程度的破坏作用
。

在反应液 中加人少量 的 C a Z +

和Fe
Z + ,

能适当增强 日本对虾

溶血素的溶血作用
,

说明这两种离子可能是溶血素进行溶血活动所必需的
。

3. 3 大肠杆菌的刺激在一定程度上可以 增强 日本对虾血淋巴 中溶血素的活性
,

对虾经大

肠杆菌悬液注射后 48 h
,

溶血素活性明显增强
,

至 % h 活性有所下降
,

但仍高于对照组
。

这

说明 日本对虾的溶血素具有一定的可诱导性
,

外源刺激物的诱导可以使血淋巴 中的溶血

素浓度有所提高
,

在病原微生物的清除和杀灭活动中发挥积极作用
。

Le ippe 等 (1 9 88) 认

为
,

贻贝 (场 til u 、 e
du lis )血淋巴 中的溶血素是 由血细胞分泌产生 的

,

C翻
c

atti (1 9 8 8) 也发

现
,

棘皮动物 Ho l口 th ur l’a p ol ii 的阿米 巴状细胞可以产 生两种溶血素
:

一种为热不稳定性
,

自然状态下存在于血淋 巴中
; 另 一种为热稳定性

,

经免疫刺激后产生
,

这两种溶血素都能

作用于异物细胞表面并将其破坏溶解掉
。

日本对虾血淋巴溶血活性的提高可能也与细菌

刺激促进了血细胞的溶血素分泌有关
,

细菌侵人到对虾血淋巴 中后
,

刺激血细胞迅速做出

免疫反应
,

分泌产生溶血素等免疫活性物质
,

抑制或杀灭细菌
,

从而达到免疫防御的 目的
。

这一结论有待于进一步证实
。

本 实验所用 哈维氏弧菌为 1993 年辽宁地区 中国对虾暴发性流行病的主要病原之

一
,

人工感染中国对虾的致死率达 100 % (马悦欣等
,

19 9 5)
。

在本实验中
,

日本对虾经哈维

氏弧菌刺激后 24 h
,

溶血活性略有升高
,

可能与对虾体内免疫系统的激活有关
。

随后
,

溶血

活性便逐渐降低直至 % h
,

而且
,

在此期间
,

不断有对虾发病死亡
,

可见这种细菌 同样可引

起 日本对虾的致病
,

能够降低溶血素等免疫因子 的活性
,

从而破坏对虾的体质
,

最终导致

发病死亡
。

3. 4 虫草多糖是一种高分子 的胞外糖蛋 白
,

对高等生物具有明显的免疫增强作用和免疫

调节作用
。

日本对虾经虫草多糖注射刺激后
,

溶血素活性大大增强
,

24 h 时溶血活性即 比

对照组高出 48 %
,

至 72 h 时溶血活性达到最高
。

说明这种多糖进人虾体后
,

能够诱导溶血

素的产生
,

提高溶血素在血淋巴 液中的浓度
,

从而增强 日本对虾 的免疫功能
。

因此
,

在对

虾养殖 中
,

使用虫草多糖等免疫增强药物
,

有望 对增强对虾 的体质
,

减少病害的发生起到

一定的作用
。
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