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提要 诱导型一氧化氮合成酶(iNOS)在生物机体免疫，特别在无脊椎动物免疫中的作用近 

来得到 了广泛的关注，由其催化产生的一氧化氯(NO)除具有 已知 的神经传导 、松弛平滑肌等 

功能外，还具有抗菌、抗病毒 、抗寄生虫等作用。作者通过硝基 四氯唑蓝(NBT)法和血细胞形 

态观察等方法，对中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)血细胞中存在的诱导型一氧化氮合成酶 

进行了初步鉴定。在此基础上，通过亚硝酸盐法和 L一瓜氨酸法对比，研究了感染白斑综合症 

病毒(WSSV)后中国明对虾血细胞中一氧化氯合成酶的变化情况。结果显示，中国明对虾在感 

染WSSV后，iNOS活性在 12h内有上升趋势，实验 36h后酶活性显著下降，至 60h后酶活性降 

至对照组的一半左右。同时，被脂多糖(LPS)诱 导的一氧化氮合成酶活性 与对照相比也有显著 

下降。与此对应的是 ，核酸探针斑点杂交法检测病毒 的结果显示：实验 36h后在对虾体 内能够 

检测到 白斑综合症病毒。对照组中国明对虾血细胞的iNOS在实验过程中基本保持稳定。这 

说明WSSV在感染中国明对虾初期可以诱导血细胞产生 iNOS，但随着 WSSV在 中国明对虾体 

内的大量增殖及其对血细胞 的破坏 ，使 得 iNOS活性 显著 降低，对虾也趋于死亡。 因此，iNOS 

能够作为反映对虾在病毒感染过程中健康状况的有效指标。 
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中国明对虾 (Fenneropenaeus chinensis)以其 昧 

美质优而著称，主要分布于黄、渤海，是我国重要 

的对虾养殖品种。但是 近年来 ，由于白斑综 合症 

(WSS)、桃拉病(Taura)和黄头病(YHV)等病毒病 

的流行，使得对虾养殖业在全球范围内遭受了巨 

大的损失，中国明对虾的产量也因此大幅度下降。 

与其它对虾相比，中国明对虾对白斑综合症病毒 

(White Spot Syndrome Virus，WSSV)感染的敏感性 

高 ，更易于出现暴发性死亡(Yu et a1) ，中国明对 

虾与其它对虾免疫状况的差异可能是其中的一个 

重要的原 因，因此有必要深入探讨 白斑综合症病 

毒感染 中国明对虾后 中国明对虾免疫因子的变化 

情况。由于对虾缺少获得性免疫 ，因此先天性免 

疫在对虾抵抗病原体方面具有重要的作用。目前 

在对虾先天性免疫和疾病抵抗能力方面已开展了 

大量的研究工作，如在酚氧化酶 、抗菌肽、凝集素、 

活性氧等方面的研究已取得显著进展(SSderhall 

et al。 1998； Roch。 1999； Bachbre et al， 1995； 
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Holmblad et al，1999；Song et al，1994；李雷 等 ， 

2003；叶星等 ，2003，这对于了解 对虾的抗 病机制 、 

提出相应的防病措施都具有重要意义。 

研究发现，生物体内的一氧化氮也有可能在 

生物抵抗疾病 的能力 中发挥重要作用 ，一 氧化氮 

除具 有神经传 导和松弛平滑肌等功能外 ，还具有 

抗菌 、抗病 毒、抗 寄 生虫 等 作 用 (Bredt et al， 

1994)，它可以通过作用于病原体的核酸、蛋白质 

和脂类等杀灭病原体(Enoch et al，1995；de Mur． 

cia et al，1994；Lindahl et al，1995；Krtincke et al， 

1997)。诱导型一氧化氮合成酶 (Inducible Nitric 

Oxide Synthase，iNOS)因能被一些细胞因子或免疫 

刺激物诱导而得名，近几年 iNOS作为抗病力指标 

在哺乳动物、鱼类、以及昆虫和贝类等无脊椎动物 

中已有比较深入 的研究 (Chakravortty et al，2003； 

Davies，2000；Tafalla et al，2000；Franchini et al， 

1995；Ottaviani et al，1993)，但有关一氧化氮(NO) 

和一氧化氮合成酶(NOS)在对虾免疫系统中的作 

用和地位还未见 报道 。因此 ，有必要了解一氧化 

氮在对虾抗病力中的作用和地位(Roch，1999)。 

目前针对机体内的 iNOS已建立了多种鉴定 

与检测方法，其中硝基四氮唑蓝(NBT)还原法和 

血细胞形态观察法是两种重要的 iNOS鉴定方法。 

NBT法是基于 iNOS的一种独特性质 ，即经福 尔马 

林固定后 仍然具 有 NADPH硫辛 酰胺脱 氢 酶 

(NADPH—diaphorase)活性，在 NADPH存在时能够 

催化 L一精氨酸产生活性氮化合物(RNI)，将 NBT 

还原生成蓝 色的三苯 基 甲脂 (Weisk et al，1999； 

Dawoson et al，1991)。血细胞形态法 的原理在 于 

能够产生 iNOS的血细胞 经脂 多糖处理后与细 菌 

共同孵育，细胞会呈现较大的圆形并且附着大量 

的细菌(Ottaviani et al，1993)。目前对于 iNOS活 

力的测定主要是通过亚硝酸盐法和 L一瓜氨酸法 

进行分析，其原理在于 L一精氨酸经一氧化氮合成 

酶 的催化能够生成 NO和 L一瓜 氨酸，这个反应定 

量生成 的 IJ-瓜氨酸可以通过 L一瓜氨酸法测定 

(Weisk et al，1999；Marzinzig et al，1997)，而生成 

的 NO可 以通过反应生成亚硝酸盐 ，并以 Griess法 

测定(Wink et al，1995；Weisk et al，1999；Marz— 

inzig et al，1997)。作者针对中国明对虾的血细胞 

中是否存在 iNOS以及白斑综合症病毒感染中国 

明对虾后血细胞 iNOS活力的动态变化情况进行 

了研究 

l 材料与方法 

1．1 实验动物 

实验用 中国明对虾 (Fenneropenaeus chinensis) 

购自青岛市黄岛区红岛镇大洋养殖场，对虾体长 

(1 1±1)cm，体重(18±2)g，在昼夜充气的海水中 

驯化 7天 ，驯 化用 海 水盐 度 为 32，水 温 为 (20± 

1)℃。驯化过程中每天投喂人工饵料并吸底换水 

两次 ，取蜕皮间期的对虾进行实验。 

1．2 血细胞中 iNoS的鉴定 

1．2．1 血样采集 取驯化后健康的中国明对 

虾，用 lml的无菌、无热原的注射器从对虾的腹血窦 

处取血 ，将对虾的血淋 巴与 4℃的抗凝剂(450mmol／L 

NaC1(分析纯)，10mmol／L KC1(分析纯 )，10mmol／L 

EDTA—Na2(分 析纯)，10mmol／L HEPES(Sigma)，pH 

7．3，850mOsm／kg)以 1：4的比例混合后，在 4cC以 

1000g离心 10rain后去除上清液。将血细胞再悬浮， 

并调节其密度为 1a6个／ml备用。 

1．2．2 NBT还 原 法鉴 定 血细 胞 中 的 iNOS 

NBT还原法参照 Weisk等(1999)提出的方法。将 

1．2．1中采集的血细胞悬浮在 500td含 5mmol／L的 

L一精氨酸(Sigma)和 5mmol／L的 CaC1，的 0．1mol／L 

Bis—Ths(Sigma)缓冲液(pH 6．4)中，调节血细胞密 

度为 106个／ml，然后加入500／A脂多糖溶液[Sigma， 

溶解于 0．1mol／L Bis—Ths缓冲液(pH 6．4)中，浓度 

为200t~g／m1]共同孵育，以诱导 iNOS的合成。在 

4℃孵育 4h后 ，于室温下 lO00g离 心 5min，弃上清 

液。将得到的细胞在4％的福尔马林溶液[分析纯， 

溶解在 0．1tool／L Tris(Sigma)缓 冲液，pH 7．5— 

8．0]中固定 20rain。室温下 1000g离心5min去除福 

尔马林 ，然后将细胞在含有 0．1％ Triton X一100(Ser。 

va)的 0．1mol／L的 Ths缓冲液(pH7．8)中反复洗两 

次。将细胞在新制的 0．01％ NBT[Sigma，溶解于 

0．1mol／L riffs缓冲液中，其中含有 0．1％ Tnton X。 

100和0．01％ NADPH(Sigma)]溶液中室温下孵育 

10nfin后 ，4℃下 1000g离心 5min，弃上清液，然后将 

细胞混入0．7ml的70％甲醇溶液中，振摇，并在室 

温下 1000g离 心 lOmin后，将细胞转入 0．6ml的二 

甲亚砜(Sigma)溶液 [54％( ／V)二甲亚砜 +46％ 

( ／V)2mol／L氢氧化钾(分析纯)]中，以溶解蓝色 

的三苯基甲脂(forroazan)，每 10rain振摇一次溶液， 

并于 30min后室温下 10000g离心 5min。取上清液 

在 670nm下测量吸光度。对照组的 NBT溶液中以 

NADH(Sigma)代替 NADPH，其余操作步骤相同。 
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1．2．3 血细胞形态法鉴定血细胞中的 iNOS 

血细胞形态法采用 Ottaviani等(1993)的方法。将 

1．2．1中采集的血细胞 100t l滴加到洁净的载玻片 

上，在湿盒中放置 30rain，使血细胞牢固地贴在载玻 

片上，然后以蒸馏水淋洗，去除血淋巴、抗凝剂和没 

有粘附在载玻片上的血细胞。加入 50td密度为 

lO8个／ml的大肠杆菌 Escherichia coli混悬液与载玻 

片上的血细胞孵育后，将样品分为四组，每组 3个 

重复。第一组为对照组；第二组加入 LPS溶液使其 

终浓度为 lOOt~g／ml；第三组加入 LPS溶液和阻断剂 

L．NMMA(NV monomethy1．L．arginine，Sigma)，使 其终 

浓度分别为 100~g／ml和 0．8mmol／L；第 四组加入外 

源性 NO的供体．亚硝基铁氰化钠(SNP，Sigma)，使 

其溶液终浓度为 10～mol／L。将各组样品在湿盒中 

孵育4h后，用蒸馏水淋洗 2min，用甲苯氨蓝溶液 

[3mmol／L硼酸钠(分析纯)，0．5％甲苯氨蓝(分析 

纯)]染色 10nfin，再用蒸馏水淋洗 2min。所得样本 

在 400倍的显微镜下观察拍照。 

1．3 白斑综合症病毒感染过程中一氧化氮合成 

酶的变化 

1．3．1 感染实验 将驯化后的中国明对虾分为 

对照组和实验组，分别置于两个 200L实验水槽中， 

每槽 20尾。给实验组的中国明对虾肌肉内注射 

100t l稀释后的白斑综合症病毒粗提液(稀释 100 

倍)，使之感染白斑综合症病毒；对照组的中国明对 

虾注射 lOOtd对虾生理 盐水 (Huang et al，1999)。 

每天在各槽 中投喂人工饵料两次 ，并吸底一次。在 

注射感染白斑综合症病毒后 12、36、60、84h分别取 

对照组和实验组的中国明对虾血样测试 iNOS的活 

性状况。测试中每次每组取 3只对虾 ，取血后将每 

组的血样混合，将血细胞的密度调节到 lO5个／ml 

后进行测试，每组测试做 4个重复。 

1．3．2 iNOS活力测定 对实验过程 中 iNOS的 

变化情况采用 L．瓜氨酸分析和亚硝酸盐分析两种 

方法进行对照测定 (Weisk et al，1999；Marzinzig et 

al，1997)。将采集 的血细胞 悬浮在 含 2．5nunol／L 

L精氨酸和5nuno1／L CaC1，的 Bis．1hs缓冲液中，并 

调节细胞密度为 105个／ml。取 500tzl悬浮细胞加 

入500td Bis．1hs缓冲液作为ARG液，另取500 悬 

浮细胞与 500tzl LPS溶液(200t~g／ml，溶于 Bis．1hs 

缓冲液中)混合作为ARG+LPS液。在 4~C下，将 

ARG液和 ARG+LPS液分别孵育 8h后，加入 1％ 

TritonX．100溶液(溶于 1hs缓冲液中，pH 7．8)裂解 

细胞，室温下 13000g离心 15nfin，取上清液超滤，滤 

液用于 L．瓜氨酸和亚硝酸盐的定量分析。 

(1)L．瓜氨酸的分析：对 ARG液和 ARG+LPS 

液的分析完全相同。各取 150~l滤液加入 50tA尿 

素酶溶液(Sigma，165U／m1)，置于 37℃孵育 30rain 

后，加入50td 2．45mol／L的三氯乙酸溶液，充分混匀 

后 ，在室温下 13000g离心 15nfin，取 150td上清液与 

450td ADMS试剂[18％(I，／I，)47．7mmol／L安替比 

林(Sigma)水溶液 +40％( V)79mmol／L二乙酰一 

肟 (Sigma，溶 解 于 83mmol／L的 乙酸 溶 液 中)+ 

42％( V)15N H2SO4(分析纯)]在沸 水 中孵育 

25rain后 ，样 品避 光 并冷 至室 温 ，然 后 在 室温 下 

13000g离心5nfin，收集上清液并于 450nm处测量吸 

光度，通过与 L．瓜氨酸(Sigma)浓度标准曲线(0— 

100l mol／L)对比计算出上清液中L．瓜氨酸的浓度。 

(2)亚硝 酸盐 的分析 ：对 ARG液 和 ARG+ 

LPS液的分析完全相同。在 300td的滤液中加入 

20td的 Bis．Tris缓 冲液[含有 50t~mol／L FAD(Sig． 

ma)，30／zmol／L NADPH(Sigma)，以及 0．1U／ml的 

亚硝化还原酶(Sigma)]，在37℃孵育 60min。之后 

加入 20td Bis．Tris缓冲液[含有 0．1kU／ml L．乳酸 

脱氢酶(Sigma)，0．3mmol／L丙酮酸钠(Sigma)]，在 

37℃孵育 30nfin后 ，4℃下 10000g离心 15nfin。取 

300td上清液与 150td 4．7mmol／L的氨苯砜(dap． 

sone)溶液[Sigma，溶于2mo1／L HC1(分析纯)]充分 

混合 ，5min后 加 入 1509．1 1mmol／L的 NEDA N． 

(1一naphthy1)ethylenediamine，Sigma]溶液后，4℃下 

10000g离心 5min。取上清液在 550nm处测量吸 

光度，通 过 与 亚 硝 酸盐 浓 度 标 准 曲线 (0— 

20t~mol／L)对比计算出上清液中亚硝酸盐浓度。 

1．3．3 染毒中国明对虾中 WSSV的检测 用 

核酸 探 针 斑 点 杂 交 试 剂 盒 检 测 对 虾 体 内 的 

WSSV，所用试剂盒购自中国水产科学院黄海水产 

研究所(史成银 等，1999)。每次实验后将 已取 血 

样的虾用于病毒检测。 

1．4 数据分析 

采用 Excel软件所附的 Student t-test对所得 

数据进行差异显著性分析，P<0．01表示差异显 

著，P<0．001表示差异极显著。 

2 实验结果 

2．1 中国明对虾血细胞中一氧化氮合成酶的鉴定 

通过 NBT还原法初步鉴定了中国明对虾血细 

胞中的iNOS，实验结果显示，经过 4％福尔马林固定 

后的中国明对虾血细胞具有 NADPH硫辛酰胺脱氢 
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酶活性，能够 N̂])PIt行在条什 F还原 rr 所僻 

结果(在67O rml处的吸收度勾0．1600±【l_0076){lII蔷幽 

于侄NAI)H 在下刊 NBT的还 程度(址6701n『，处 

的吸 收 度 为 0．09iO±0．0059，Shll Jmll —t < 

0 00])． ； I J 明对虾m细胞内行 ．ih( 

血细胞I眵志学观察结 聚蚰圈 1所示 ． 巾同叫 

列虾n勺恤细胞 0大肠lfT E．“ 孵 育4 ，m钏 
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la)： 、 m细胞 j大腑杆茼技 LI 孵育圻．血细胞 

345 

们垤；状 末要 形(图 Ib)，这与添 外 性 NO的 

洪体一、I 硝蛙铁氰化钠孵育后l_JlJ结 粜桕1亓J{图 ItlI 

i『虹细胞 0大 杆 蒂眨脂 多柑手̈ iNOS的 断利 

I MMA孵育 ．m细I胞的『[；状主 时米巴 ．少 

煞 I J眵，搀订少鞋的大 什蒲吸附 r上m细胞的周 

目或被其 噼l罔 i 蜕刚I}1I 叫对虾licit~1[I眦在两 
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2．2 WSSV感染过程中中国明对虾血细胞 中一 

氧化氮合成酶的活性变化 

2．2．1 L一瓜氨酸法测 定结 果 图 2显示 了中国 

明对虾感染白斑综合症病毒后通过 L一瓜氨酸法 

测定的 iNOS活力的动态变化情况。健康对虾血 

细胞 中未经 LPS刺激 的 iNOS本 底所产 生的L一瓜 

氨酸浓度为(11．18±0．047)／zmol／L，经 LPS刺激后 

iNOS所产 生 L一瓜 氨 酸 的 浓 度 为 (12．77±0．26) 

／zmol／L。感染 12h后对 虾血细胞 中酶活性本底值 

与实验开始时相 比有所上升 ，产生 的 L一瓜氨 酸的 

浓度 为(12．08±0．64)t~mol／L，比对 照组有显著 的 

升高 (P<0．001)。在 36h开始 呈 明显下 降趋势 

(与对照组比较 P<0．001)，60h后酶活性仅有对 

照组的一半，到实验结束时，所产生的 L一瓜氨酸 

浓度为(1．58±0．024)t~mol／L。同时 ，经 LPS刺激 

所产生的诱导型一氧化氮合成酶活性也有所降 

低，如表 1所示。在实验过程中，对照组对虾的酶 

活性一直保持稳定，能够被 LPS所诱导的酶活性 

也保持在一定的水平上。 

2．2．2 亚硝酸盐法测定结果 通过亚硝酸盐法 

对 iNOS活力的测定得到了与 L一瓜氨酸法相似的 

结果如图2所示。健康对虾血细胞中的 iNOS未 

经 LPS刺 激所 产生亚 硝 酸盐 的浓 度 为 (10．64± 

0．26)／zmol／L，经脂多糖刺激后产生亚硝酸盐的浓 

度为(11．82±0．13)t~mol／L。感染 l2h后 ，对 虾血 

细胞中酶活性 的本底值与实验开始时相 比有所升 

高，所产生亚硝酸盐的浓度为(12．67±0．39)t~mol／L， 

显著高于对照组 (P<0．001)。同样，实 验进行 到 

36h后，酶活性呈明显下降趋势(与对照组比较 

P<0．001)，60h后酶活性仅有对照组的一半，到 

实验结束时其值为(2．69±0．70)肚mol／L。在实验 

过程中，脂多糖能够诱导产生的 iNOS活性与对照 

组相比也有明显降低，即酶的可诱导潜力降低(表 

1)，对照组对虾的酶活性一直保持稳定，能够被 

LPS所诱导的酶活性也保持在一定的水平上。 

-、 

富 

、  

蠖 

普 
茸 

—．二——童 ． I 二 
： 、、 、工 。 

、

、  

=： 

． ， 

、  

D 

0 l2 36 60 84 

t／h 

图 2 L瓜氨酸法(a)和亚硝酸盐法(b)分析感染 WSSV 

后 中 国明对虾血细胞 iNOS的变化 

Fig．2 iNOS variation in the haemocytes of F
． ehinensis post— 

insulation of WSSV by bcitrulline analysis(a)and nitrite 

analysis(b) 

一 。 一

健康的血细胞与 L精氨酸孵育 8h后； 

一 。 一

健康的血细胞与 L精氨酸和 LPS孵育 8h后； 

一

感染 WSSV的血细胞与 L精氨酸孵育 8h后； 

⋯

一  ‘感染 WSSV的血细胞与 L精氨酸和 LPS孵育 8h后 

表 1 LPS可诱导的 iNOS的活性在实验过程中的变化情况 

Tab．1 Variations of activities of iNOS induced by LPS during the period of the experiment 

注：以诱导产生的 L瓜氨酸和亚硝酸盐浓度( mol／L)增量指示 

6  4  2  0  8  6  4  2  0  

一 1．一。宣 、巡蛏 _1 
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2．3 实验过程中染毒对虾的WSSV的检测 

通过核酸探针斑点杂交方法检测了实验过程 

中对虾染 毒 情 况。结 果 显 示 ，在 实 验初 期 (0— 

12h)通过本方法未检测到病毒 ，而实验进行到 36h 

后，对虾体内存在可以检测到的病毒，并且随时问 

延长病毒量逐渐增加。对虾体内病毒的增加与血 

细胞内一氧化氮合成酶活性的下降呈镜像关系。 

这说明白斑综合症病毒在中国明对虾体内的大量 

增殖及其对血细胞的破坏，使得 iNOS活性显著降 

低 ，同时对虾也趋于死亡。 

3 讨论与结语 

对于诱导型一氧化氮合成酶的检测，现在已 

建立了多 种方 法 (Ottaviani et al，1993；Weisk et 

al，1999；Marzinzig et al，1997；Kumar et al，1999； 

Pfarr et al，2001；Archer et al，1995；Miles et al， 

1995；W ilcox et al， 1995； Beckman et al， 1995； 

Leone et al，1995)。这些方法根据酶的自身特征 

或其催化的反应过程 ，对一氧化氮合成酶的存在 

及其活性进行鉴定和分析。本实验中运用的 NBT 

法和血细胞形态法是 比较常用的简便的 iNOS鉴 

定方法。由于一氧化氮合成酶经福尔马林固定后 

仍然具有 NADPH一硫辛酰胺脱氢酶活性，甚至能 

被福尔马林诱导 (Ott et al，1999)，因此经福尔马 

林固定后，一氧化氮合成酶在 NADPH存在时可以 

催化 L一精氨酸生成 NO及其衍生物，将 NBT还原 

为蓝色的三苯基甲脂。一氧化氮合成酶的这一独 

特特征 ，使得 这一反应成为鉴定一氧化氮合成酶 

的有效生 化反应之一 (Dawoson et al，1991；Hope 

et al，1991)。本实验的测定原理是 ：与血细胞孵 

育的 L一精氨酸作为底物可以通过 自由扩散进入 

血细胞中，LPS作为 iNOS的诱导物与血细胞作用 

后诱导合成 iNOS，经福尔马林处理后一氧化氮合 

成酶仍然能够保持活性，催化 L一精氨酸生成 NO， 

NO被氧化成为 RNI的其它形式，NADPH可将 RNI 

的电子传递给 NBT使其还原生色。本实验中对 

虾血细胞经福尔马林固定后在 L一精氨酸存在时， 

加 NADPH的实验组在 670nm处的吸收度值显著 

高于加 NADH的实验组，说明中国明对虾的血细 

胞中存在 iNOS。另外，血细胞形态观察法也是鉴 

定 iNOS存在与否的一种有效方法。根据 Franchi— 

ni等(1995)报道，鉴定紫贻贝 Mytilius edulis和一 

种田螺 n ater的血细胞 中是 否具有 iNOS， 

可以根据它与 NO的供体一亚硝基铁氰化钠对细 

菌和血细胞产生相似的效应判断，因为亚硝基铁 

氰化钠 在水 溶 液 中可 以释 放 NO(Feelish et al， 

1991)，从而具有与一氧化氮合成酶相同的效应。 

Ottaviani等 (1993)报道 ，在 LPS的刺激下紫贻贝和 

田螺的血细胞能够聚集大量的细菌在其周围，并 

且血细胞 的形状 呈圆形 ，亚硝基铁氰化钠对 两者 

的血细胞有同样的作用，并以此作为 NO产生的 

依据 ，其机制可能是 ：NO与蛋 白质和分子 氧有很 

高的反应活性，在细胞质 中的 NO能激活鸟苷酸 

环化酶(GC)而提高 cGMP的水平，cGMP通过使 

Ca 外排和内储的方式使细胞 内的 Ca 减少 ，这 

样，低水平的 Ca2 使细胞的特异性粘附、聚集和 

趋化等现象 受 到抑制 而使 细胞 呈 圆形 (Salzet et 

al，2000)。在本实验 中对 中国明对虾 F．chinensis 

的血细胞 的 四种 处 理 的结 果显 示 ：与大 肠杆 菌 

E．coli孵育的血细胞呈阿米 巴形 ，少量呈圆形 ，并 

有少量的大肠杆菌吸附在血细胞的周围或被其吞 

噬，而与 LPS孵育的血细胞形状主要为圆形并有 

大量 的大肠杆菌吸附在细胞 的周围 ，添加 SNP处 

理的血细胞表现出同样的效应。但是这一效应可 

以被 NOS的阻断剂 L—NMMA所抑制 ，表现在添加 

L NMMA和 I PS的实验组 中，对虾血细胞仍然呈 

现阿 米 巴 形 (图 1)。这 一 结 果 与 Ottaviani等 

(1993)所报道 的紫 贻贝 和 田螺 的血 细胞 的 iNOS 

相类似。因此 ，上述 两种方法都显示 中国明对 虾 

的血细胞中存在 iNOS。 

在本实验 中，作者采用 的亚 硝酸盐法和 L一瓜 

氨酸法，是在Weisk等(1999)和 Marzinzig等(1997) 

的方法基础上经过 优化而建立起来 的，亚 硝酸盐 

法将氨苯砜代替了传统的 Griess法中的磺胺，使 

得亚硝酸盐的检测限达到 0．2t~mol／L(Marzinzig et 

al，1997)，而 L一瓜 氨 酸 法 的 检 测 限 也 能 达 到 

1．Ot~mol／L。结果显示 ：这两种方法在检测 中国明 

对虾感染 WSSV后血细胞的 NOS的变化趋势方面 

有较好的相关性(图 2)。 

有关一氧化氮对病毒作用 的报道很 多，如一 

氧化氮作为先天免疫因子能杀死多种病毒，如 po— 

liovirus(L 6 pez-Guerrero et al，1998)、picornavirus 

(Sande~ et al，1998)、flavivirus(Kreil et al，1996)、 

coronavirus(Lane et al，1 997)、arenavirus(Campbell 

et al，1994)、rhabdovirus(Bi et a1．1995)和 ACID 

virus(Raber et al，1996)等。同时，有些病毒可以 

诱导宿主产生一氧化氮，如 Coxsackie B3病毒可以 

诱导鼠的 iNOS产生大量的一氧化氮(Robinson et 
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al，1999)；疱疹单一病毒．2(HSV．2)可以诱导鼠的 

iNOS产生大量具有抗病毒活性的一氧化氮，并被 

iNOS的 阻 断 剂 L．NMMA 阻 断 (Benencia et al， 

1999)，被认为是病原体感染导致的非特异性炎症 

反应(Akaike et al，2000)。乙型肝炎病毒和丙型 

肝炎病毒也可以诱导患者的 iNOS产生一氧化氮 

(Kandemir et al，2002)。在本实验中，作者用亚硝 

酸盐法和 L．瓜氨酸法 所测定 的 中国明对虾 血细 

胞的 iNOS在感染 白斑综合症病毒后 12h的活力 

高于对照组 (图 2)可 以推断 ：此 时 白斑综 合症病 

毒的侵入诱导了中国明对虾血细胞的 iNOS，并产 

生一氧化氮，病毒检测结果显示，此时对虾体内的 

白斑综合症病毒尚未大量增殖。但当对虾体内的 

白斑综合症病毒大量增殖至可被斑点杂交方法所 

检测到时，其血细胞的 iNOS的活力显著下降(图 

2)，这可能是由于 WSSV破坏了对虾的血细胞，使 

得血细胞的免疫水平下降，血细胞的 iNOS的表达 

减弱 。一般认为 iNOS的活性取决 于其蛋 白质表 

达的转录水平，但中国明对虾血细胞的 iNOS是否 

以酶原的形式存在或其活性取决于其蛋白质表达 

的转录水平需要进一步的实验证明。同时由图 2 

还可以看出 ，在实验的全过程中，与 LPS孵育的血 

细胞的iNOS活性均高于未经 LPS孵育的血细胞 

的 iNOS活性，而被白斑综合症病毒感染的中国明 

对虾血细胞中 iNOS的可诱导性显著低于对照的 

健康对虾组(表 1)，这些现象再次证明了中国明 

对虾血细胞中存在可被脂多糖诱导的 iNOS，而这 

一 功能则由于白斑综合症病毒的侵害而下降。 
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IDENTIFICATION OF INDUCIBLE NITRIC OXIDE SYNTHASE(iNOS)IN 

HAEM OCYTES oF SHRIM P FE  ̂̂ ERD E  ̂E￡， CHINENSIS AND ENZYM E 

ACTⅣ ITY DUIUNG ITS INFECTED BY W m TE SPoT SYND ROM E VIRUS 

JIANG Guo—Jian，YU Ren—Cheng ，WANG Yun—Feng ，YAN Tian ，ZHOU Ming—Jiang 

(1Gy Laboratory of Marine Ecology and Environn~ental Sciences，Institute of Oceanology，Chinese Academy of 

Sciences，Qingdao，26607 1；Graduate School，Chinese AcademY of Sciences，BeOing，100039) 

(tGy Laboratory of Marine Ecology and Environnvental Sciences，Institute of Oceanology，Chinese Academy of 

Sciences，Qingdao，266071) 

Abstract In recent years，much attention has been given to nitric oxide synthase(NOS)that catalyzes L—a哂nine 

to nitric oxide(NO)．NOSs play significant roles in neurotransmission and smooth—muscle relaxation(constitutive 

NOS or cNOS)and in immunity(induced NOS or iNOS)in anti microbia，antivirus and anti—parasite．NOS has been 

considered as an important part in innate immune system，especially in that of invertebrates． 

In this study，iNOS，induced by lipopolysaccharide(LPS)，was detected in haemocytes of Fenneropenaeus chi— 

nensis．by NBT reduction and haemocyte morphological studies．NBT reduction began with fixation by 4％ form alde— 

hyde，and then incubated in NADPH，induced by LPS．The induced haemoc~es of F．chinensis have an ability to 

reduce NBT at higher levels than that treated with no NADPH but NADH (the differential significance P<0．001)． 

Results of haemocyte morphological studies showed that haemocytes of F．chinens~ mainly are in amoeboid confor— 

marion with sporadic Escherichia coli congregated or clumped in their immediate vicinity．Treating haemocytes with 

LPS stimulates bacterial clumping around the big and round haemocytes．But by adding NOS inhibitor L—NMMA，the 

bacterial clumping resulting from LPS was stopped and the haemocytes returned to amoeboid conformation again． 

Adding nitric oxide donor—-SNP stimulated both bacterial clumping around the haemocytes and promoting and maintain—- 

ing haemocytes in big and round configuration．Th ese results concluded that LPS has the same effect on haemocytes of 

F．chinensis to NO donor—SNP．Th is effect can be hindered by NOS inhibitor．Th erefore，the haemocytes of F． 

chinens~ have LPS—inducible NOS． 

Variation of iNOS enzyme activity was compared between healthy and WSSV (White Spot Syndrome Virus)in— 

fected shrimps using L·citrulline analysis and nitrite analysis．Results of both methods show that iNOS activity in 

haemocytes of F．chinens~ had a general decreasing trend compared to the relatively stable value in healthy shrimps． 

iNOS activity in WSSV infected shrimp increased slightly 12 hours post—inoculation，but decreased sharply after 36 

hours．Thereafter．decreasing gradually until the end of experiment when the shrimp died．Enzyme activity was only 

half that of the control 60 hours post—inoculation．In addition。NOS differences of LPS—induced with non—induced 

haemocytes in healthy F．chinensis are generally higher than that of the WSSV—infected shrimp．Meanwhile，LPS—in— 

duced iNOS activity also decreased significantly with passing time in WSSV infected shrimps．Detection of WSSV with 

the Dig—DNA Probe dot blot hybridization test showed WSSV could not be detected in F．chinensis until 36 houI_s af· 

ter inoculation．Th ese results suggest that WSSV infection can stimulate iNOS synthesis slightly in F． chinensis． 

However，enzyme activity decreased sharply after proliferation of the virus，and the shrimp became both moribund 

and died simultaneously．iNOS activity of haemocytes of F．chinensis closely correlated with the infection and prolif- 

eration of WSSV．Th erefore，iNOS can be considered as a valuable index for indicating health status and immuno— 

competence of F． chinens~ ． 

Key words Fermeropenaeus chinensis，Induced nitric oxide synthase(iNOS)，White Spot Syndrome Virus(WSSV) 
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