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提要   对栉孔扇贝分别注射硒化卡拉胶和酵母葡聚糖后, 采用生化方法,于 1h、15h 和 30h

分别测定栉孔扇贝血清和血细胞中 2 种参与免疫防御的水解酶酸性磷酸酶 ( ACP)和溶菌酶

的活力。结果表明,注射硒化卡拉胶后, 栉孔扇贝血清和血细胞中 ACP 活力在 1h 和30h 时均

为实验组显著高于对照组,溶菌酶活力也均在 1 和 30h 时实验组显著高于对照组。注射酵母

葡聚糖后, ACP活力在1h、15h和 30h 时均为实验组极显著地高于对照组, 溶菌酶活力则均为

实验组与对照组差异不显著。说明硒化卡拉胶对栉孔扇贝血淋巴中 ACP和溶菌酶的活力均

有增强作用,而酵母葡聚糖仅对其 ACP活力有增强作用。
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双壳贝类体内的水解酶在清除异物方面起重要的作用(孙虎山等, 1999a, b)。由于双

壳贝类体内没有产生抗体的机构, 因此细胞吞噬作用在双壳贝类防御机制中就具有极为

重要的意义(孙虎山等, 2000;张峰等, 2000; Pipe, 1990)。异物被吞入细胞后即与溶酶体融

合,最终被各种水解酶消化分解( Cheng et al , 1974)。比较重要的水解酶包括: 溶菌酶、酸

性磷酸酶和非特异性酯酶等( Cheng et al , 1975; Eble, 1966)。

硒多糖是一类广谱的非特异性免疫促进剂(索金良, 1996) ,有关硒多糖对无脊椎动物

免疫系统影响的研究较少。酵母聚糖作为免疫激活剂常用于免疫学研究中,这在新兴的

无脊椎动物免疫学研究方面已有报道( Smith et al , 1983)。有关硒多糖和酵母聚糖对栉孔

扇贝血淋巴中酶活力的影响,国内外均未见报道。本文选用我国的一种主要人工养殖贝

类栉孔扇贝作为实验材料,注射硒化卡拉胶和酵母葡聚糖后测定其血淋巴中 2种参与免

疫防御的水解酶的活力, 以期得到硒化卡拉胶和酵母葡聚糖对栉孔扇贝血淋巴中水解酶

活力影响的规律,为将硒化卡拉胶和酵母葡聚糖作为免疫激活剂应用于贝类养殖业、增强

其免疫能力、预防病害提供理论依据。
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1  材料与方法
1. 1  材料

栉孔扇贝( Chlamys f arreri )购于青岛麦岛海珍品养殖场,为三龄贝,体长为 45 ) 55mm。

硒化卡拉胶由国家海洋局海洋生物活性物质重点实验室提供, 硒含量为 99. 57mg/ g。实

验所用酵母葡聚糖为 Sigma公司产品, 为从啤酒酵母( Saccharomyces ceresiae )细胞壁中提取

的B-1, 3-葡聚糖,其他试剂均为国产分析纯。

1. 2  方法与步骤

用无菌海水分别将硒化卡拉胶和酵母葡聚糖配成 0. 2%的溶液或悬浊液。按每克体

重5Lg 的剂量用微量进样器从栉孔扇贝闭壳肌背后缘注射硒多糖溶液或酵母聚糖A悬浊

液。对照组注射等量的无菌海水, 养于室内水族箱中, 分别于注射后 1h、15h和 30h各从 5

只扇贝闭壳肌血窦中取血约 5ml,经 3000r/ min 离心 10min,移出血清,在血细胞中加入与

血清等量的双蒸水, 溶血后经 3000r/ min离心 10min, 取上清液用于酶活力测定。ACP 活

力测定采用Kruzel( 1982)的苯磷酸二钠法, 酶活力的计算采用国际单位。溶菌酶活力的测

定采用 Cheng 等( 1974)的方法, 以每 mg蛋白质每分钟使微球菌液在 600nm下的 OD值降

低0. 001的酶量作为一个酶活力单位( U)。蛋白质含量的测定采用 Lowry 等( 1951)的福

林-酚试剂法。实验结果统计处理采用 T 检验法。

2  结果
2. 1  硒化卡拉胶对栉孔扇贝血淋巴中 2种水解酶活力的影响

注射硒化卡拉胶后, 血清和血细胞中 ACP和溶菌酶活力的测定结果见表 1。结果表

明,实验组血清在 1h和 30h时的 ACP活力高于对照组,且差异极显著,而在 15h时却低于

对照组,且差异不显著。实验组血细胞在 1h、15h和 30h 时的 ACP 活力均高于对照组,但

在1h和 30h时差异极显著,而在 15h时差异不显著。实验组血清在 1h、15h和 30h时的溶

菌酶活力均高于对照组, 1h时差异极显著, 15h 时差异不显著, 30h时差异显著。实验组

血细胞在 1h、15h和 30h时的溶菌酶活力也均高于对照组, 且在 1h和 15h时差异极显著,

在30h时差异显著。

表 1  注射硒化卡拉胶后栉孔扇贝血淋巴中 2 种水解酶活力的测定结果1)

Tab. 1 The activit ies of two kinds of hydrolyt ic enzymes in the haemolymph of C. farreri

after injected seleno-carragennan

2种水解酶活力
时间( h)

1 15 30

实验组血清 ACP(mU) 4. 89? 0. 61 1. 61 ? 0. 43 9. 69 ? 0. 76

对照组血清 ACP(mU) 3. 02? 0. 41 1. 85 ? 0. 50 3. 77 ? 0. 22

P < 0. 01 > 0. 05 < 0. 01

实验组血细胞 ACP(mU) 4. 52? 1. 03 11. 36 ? 2. 85 14. 81 ? 1. 93

对照组血细胞 ACP(mU) 1. 64? 0. 00 9. 63 ? 1. 13 9. 16 ? 0. 98

P < 0. 01 > 0. 05 < 0. 01
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续表

2种水解酶活力
时间( h)

1 15 30

实验组血清溶菌酶( U) 41. 33 ? 5. 15 21. 06 ? 3. 12 36. 99 ? 9. 55

对照组血清溶菌酶( U) 18. 51 ? 5. 52 15. 92 ? 5. 56 20. 91 ? 6. 93

P < 0. 01 > 0. 05 < 0. 05

实验组血细胞溶菌酶( U) 68. 89? 18. 87 56. 69 ? 13. 26 52. 94 ? 11. 52

对照组血细胞溶菌酶( U) 16. 91 ? 9. 56 29. 76 ? 6. 07 31. 00 ? 6. 33

P < 0. 01 < 0. 01 < 0. 05

  1) 活力值为平均值 ? 标准差, n = 5,表 2同

2. 2  酵母葡聚糖对栉孔扇贝血淋巴中 2种水解酶活力的影响

注射酵母葡聚糖后, 血清和血细胞中 ACP和溶菌酶活力的测定结果见表 2。结果表

明,血清和血细胞中 ACP 活力均为实验组高于对照组, 且差异都极显著。血清和血细胞

中的溶菌酶活力除了血细胞 15h一组外,均为实验组高于对照组,但差异都不显著。

表 2  注射酵母葡聚糖后栉孔扇贝血淋巴中 2 种水解酶活力的测定结果

Tab. 2 The activit ies of two kinds of hydrolyt ic enzymes in the haemolymph of C. farreri

after injected B-1, 3-glucan

2种水解酶活力
时间( h)

1 15 30

实验组血清 ACP(mU) 7. 93? 0. 36 10. 03 ? 1. 07 4. 57 ? 0. 51

对照组血清 APC(mU) 4. 02? 0. 40 6. 24 ? 0. 80 2. 30 ? 0. 67

P < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01

实验组血细胞 ACP(mU) 3. 78? 0. 95 6. 08 ? 1. 01 6. 47 ? 1. 62

对照组血细胞 ACP(mU) 0. 74? 0. 39 1. 61 ? 0. 82 1. 88 ? 0. 94

P < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01

实验组血清溶菌酶( U) 8. 44? 4. 40 7. 81 ? 3. 91 22. 63 ? 8. 59

对照组血清溶菌酶( U) 6. 60? 5. 11 5. 86 ? 1. 95 14. 70 ? 9. 37

P > 0. 05 > 0. 05 > 0. 05

实验组血细胞溶菌酶( U) 65. 29? 13. 89 55. 11 ? 12. 33 70. 45 ? 9. 97

对照组血细胞溶菌酶( U) 53. 51? 12. 66 63. 13 ? 11. 50 65. 03 ? 7. 71

P > 0. 05 > 0. 05 > 0. 05

3  讨论
3. 1  硒多糖的免疫促进作用

本研究表明,硒化卡拉胶可显著提高栉孔扇贝血清和血细胞中 ACP和溶菌酶 2种参

与其免疫防御的重要水解酶的活力,说明硒化卡拉胶是一种可应用于栉孔扇贝的很好的

免疫激活剂,可增强其免疫能力。硒早已被联合国卫生组织确认为人体必需的微量元素,

具有抗肿瘤等多方面的功能,但过量的无机硒又具有毒性。多糖是广谱的非特异性免疫

促进剂,可激活高等动物的巨噬细胞和淋巴细胞, 加强抗体和补体的生成(方积年, 1986)。
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本文所用硒多糖是用亚硒酸根取代从红藻提取的多糖-卡拉胶分子上的硫酸根,使硒稳定

地结合在红藻多糖分子上。硒多糖既可以作为有机硒制剂发挥硒的营养性作用而避免其

毒性,又可以作为一种具有免疫功能的多糖, 因此有望成为一种很有应用价值的免疫促进

剂。

本文结果表明,硒化卡拉胶不仅能提高栉孔扇贝血细胞中的 ACP 和溶菌酶活力,而

且还能提高血清中的 ACP和溶菌酶活力,说明硒化卡拉胶既可以促进血细胞中ACP 和溶

菌酶的形成,又可以促进血细胞内的 ACP和溶菌酶向血清中释放。Cheng( 1992)认为血细

胞脱颗粒是血细胞内的酶释放到血清的主要机制, 因此硒化卡拉胶可能具有促进血细胞

脱颗粒的作用。ACP 和溶菌酶是主要存在于溶酶体内的两种重要的水解酶,对细菌等异

物在溶酶体内的消化降解起重要作用, 血清中的 ACP 可改变细菌等的表面结构, 增强其

异己性,从而加快对异物的识别、吞噬和清除( Cheng et al , 1975)。硒多糖可显著地提高栉

孔扇贝血清和血细胞中ACP和溶菌酶的活力,因此硒多糖具有增强血细胞的吞噬能力及

清除异物能力的作用。

3. 2  酵母聚糖的免疫促进作用

酵母聚糖是从某些酵母细胞壁中分离出的一类多糖。酵母细胞壁主要由 D-葡萄聚

糖和D-甘露聚糖组成,前者主要是由葡萄糖以B-D-( 1y3)键结合的,但也有的酵母具有A-

D-( 1y3)结合的单位。其中B-1, 3-葡聚糖在免疫学中最为常用。本文即是采用的从啤酒

酵母( Saccharomyces ceresiae )细胞壁中提取的B-1, 3-葡聚糖。

本文结果表明, 酵母葡聚糖可极显著地提高栉孔扇贝血清和血细胞中 ACP 的活力,

说明对其免疫防御有显著的激活加强作用。关于酵母聚糖激活无脊椎动物免疫系统的机

理, Duvic等( 1990, 1992)观察到鳌虾血浆中存在酵母聚糖的结合蛋白,在其血细胞膜上存

在酵母聚糖结合蛋白受体,并已将此结合蛋白及其受体分离纯化。进入机体的酵母聚糖

与血浆中的结合蛋白结合,再与血细胞的受体结合,引发一系列的免疫反应。酵母聚糖起

调理素的作用,增强血细胞对异物的识别能力, 从而提高了其吞噬能力( Soderhall et al ,

1986) ,促进血细胞对真菌等较大异物的包围杀伤 ( Hose et al , 1989) , 引起血细胞凝结

( Durliat, 1985) ,有利于血细胞趋向和杀伤异物及对伤口的修复。本文中酵母葡聚糖对扇

贝血清和血细胞中溶菌酶的活力无显著影响,其原因有待于进一步研究。
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THE EFFECTS OF SELENO-CARRAGENNAN ANDB-1, 3-GLUCAN ON

THE ACTIVITIES OF HYDROLYTIC ENZYMES IN THE HAEMOL YMPH

OF CHLAMYS FARRERI

SUN Hu-Shan

( Biological Science and Technology Department , Yantai Normal College , Yantai , 264025)

LI Guang-You

( Key Lab of Marine Bioactive Substances , State Oceanic Admini stration , Qingdao, 266061)

Abstract   Two kinds of hydrolytic enzymes to participate in the immune defense in the haemolymph of Chlamys f ar-

reri were assayed at 1h, 15h and 30h after injection with seleno-carragennan or B-1, 3-glucan. After injection with seleno-

carragennan, the acid phosphatase ( ACP) activities of experimental groups in serum and haemocytes were much higher

than that of control groups at 1 and 30h; the differences of lysozymal activities of experimental and control groups in serum

and haemocytes were significant except thegroup in serum after 15h. After injection with B-1, 3-glucan, theACP activities

of experimental groups in serum and haemocytes were much higher than that of control groups at 1h, 15h and 30h; the dif-

ferences of lysozymal activities of experimental and control groups both in serum and haemocytes were not significant at

1h, 15h and 30h. It was suggested that the Seleno-carragennan could enhance the activities of ACP and lysozyme in

serum and haemocytes of Chlamys f arreri, but the B-1, 3-glucan could only enhance the activities of ACP.

Key words   Seleno-carragennan, B-1, 3-glucan, Chlamys farreri, Haemolymph, Hydrolytic enzyme
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