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摘要! 为了合理评价硒对水产养殖刺参的作用!实验检测和观察了室内模拟亚硒酸钠处理

及病菌感染条件下刺参体腔液免疫酶的变化'组织病理变化和相对保护率" 结果表明!随

着亚硒酸钠处理强度的增加!刺参体腔液中超氧物岐化酶#0(=$'谷胱甘肽过氧化物酶

#QA

`

$'溶菌酶#-bc$'酚氧化酶#A($及碱性磷酸酶#,-A$活性升高%在同时感染病菌的

情况下!0(='QA

`

及 -bc活性表现为先升高后下降的趋势!A(和 ,-A活性则持续上升!

但随亚硒酸钠浓度升高!,-A活性增加的幅度减少!而较高亚硒酸钠浓度时累计发病率上

升!相对保护率下降" 研究结果表明!适宜浓度的亚硒酸钠可增强刺参对病菌感染的免疫

力!而病菌感染可以加剧亚硒酸钠胁迫对刺参造成的免疫功能损伤!所以适度利用硒可减

轻刺参养殖病害的发生"

关键词! 刺参% 亚硒酸钠% 体腔液酶% 免疫反应

中图分类号! 0B#>7?&&&&&&&文献标志码&,

&&硒是机体不可缺少的微量元素"可以协调动物

的营养生理功能"提高动物生长性能"增强免疫

力'#(

) 在适宜的浓度范围内"硒具有抗氧化*维持

细胞膜稳定性*抗感染*维持正常免疫功能等广泛

作用'$(

"硒可以影响水生动物的免疫功能"缺硒会

使水生动物疾病抵抗力降低"免疫活性细胞功能受

损"并可使机体免疫后产生的特异性抗体水平下

降"从而使水生动物免疫能力降低"因此"适度补硒

则可提高水生动物的免疫功能'!(

) 后来发现微量

元素硒也具有一定的毒性"硒摄入量过多会对机体

造成伤害) 研究报道"硒在较低浓度时主要有消除

自由基的倾向"表现有益的生理效应"而在较高浓

度下"则以产生自由基#活性氧$为主"导致毒性作

用'? :;(

) 因此"硒作为微量元素在生命科学研究中

具有重要地位"尤其是如今"营养素对动物免疫功

能的影响越来越受到人们关注) 目前"硒在水产养

殖上的应用国内才刚刚起步"国外学者研究发现硒

在水产动物体内的功能与陆生动物大体一样"可以

促进水产动物生长"提高机体免疫力"降低死亡率"

在水产养殖上的应用具有广阔的发展前景) 3IFL

等'"(研究表明"在虾饲料中添加浓度为 %7; EZ 的

硒酸纳或# EZ硒:-:蛋氨酸饲喂罗氏沼虾"可使

其增加免疫力和抗病力) [F9Z89WF等'>(研究了金

头鲷#23"),#",)"-"$肌肉组织中的几种微量元素

#汞"硒"镉"铅"砷"铜"铬"铁"锰"钼"钒和锌$的浓

度对消费者健康的影响) =5XX等'<(则研究了富硒

饮食对成年克氏螯虾#B)($"06"),#$1")@''$的抗氧

化反应的影响"认为其可提高抗氧化功能) 海参属

于海洋无脊椎动物中较低等的水产养殖品种"对水

体环境的要求比较严格"关于海水养殖中硒的利用

对海参免疫反应的影响"国内外均未见报道) 本文

选用我国的一种主要人工养殖品种刺参

#>3(#-'$/(3,#C"3(&'$,#$作为试验材料"在水体中

加入亚硒酸钠后测定刺参体腔液中主要免疫相关

酶活力的变化"以期得到养殖水体中硒的用量对刺

参体液免疫反应影响的规律"从而为刺参养殖业中
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硒源非特异性免疫促进剂的研发及刺参病害预防

提供理论依据)

#&材料与方法

%&%'材料

刺参购自青岛李村海产品批发市场"为当天

捕捞大小基本一致的活体刺参"每头体质量约为

"$ Z"伸展的体长约为 #; ME) 试验用亚硒酸钠属

0FZE8公司产品"感染病菌由本实验室提供"其他

试剂均为国产分析纯)

%&('方法

刺参在试验室中用自然沉降过滤的海水暂养

! N"暂养期间停止喂食"持续充氧"每天不完全换

水 # 次以清除水体中的排泄物"自然水温保持在

#B Y$# ^) 挑选完好无损*健康活跃*规格基本

一致的刺参用于试验)

随机将试验刺参放在持续充气的浓度为 ?

"

E56@-#低浓度 $* #%

"

E56@-#中浓度 $* #"

"

E56@-#高浓度$亚硒酸钠灭菌海水中"每个处理

在 ? -水体中放养 #$ 头刺参"设 $ 个重复) 对照

组为 ! 种浓度的亚硒酸纳处理再注射等剂量的灭

菌海水"每个浓度处理设 $ 个重复) 试验组为 !

种浓度的亚硒酸纳处理后再进行注射感染病菌处

理"每个浓度处理设 $ 个重复+注射细菌浓度为

; r#%

<

@E-"每头剂量为 %7# E-) 处理后观察刺

参的状态"包括触手伸缩*疣足变化*体壁的伸缩

等的活力情况"并在处理后 ; N 取不同浓度处理

的对照组刺参体壁肌肉组织*触手*疣足*肠组织"

AC0冲洗后*放入 =8dFNFJ59 固定液中固定"做石

蜡切片"显微镜观察注射处的炎症*病理变化) 组

织切片用光学显微镜#+F]59 23-/A02T2$%%%D

)$观察*拍照) 在处理 %*!*; N 后用无菌注射器

抽取对照组和试验组的刺参体腔液"其中每头刺

参收集体腔液 %7$ E-"将收集的刺参体腔液混合

后立即放入:<% ^冰箱中备用)

超氧物歧化酶#0(=$活性的测定参考常雅

宁等'B(的连苯三酚自氧化法+谷胱甘肽过氧化酶

#QAR$ 活性的测定参考邓修惠等'#%( 改良的

=T+C比色法+酚氧化酶#A($活性的测定参考肖

婷等'##(的紫外分光光度计法+碱性磷酸酶#,-A$

活性的测定参考磷酸苯二钠为底物的金氏法'#$(

+

溶菌酶#-bc$活性的测定参考 1L6WE8X] 等'#!(的

溶壁微球菌粉法)

$&结果

(&%'亚硒酸钠对刺参体腔液ON"活性的影响

在未经病菌感染的处理中"随着亚硒酸钠处

理时间的延长"高浓度处理组体腔液0(=活性表

现为逐渐升高的趋势"第 ; 天时0(=活性分别比

处理前增加了 !;7?S"低浓度和中浓度处理组的

0(=活性表现为先升高后下降的趋势"第 ; 天时

两组的0(=活性分别比处理前减少了 !<7$S和

##7#S+在病菌感染的处理中"随着亚硒酸钠处理

时间的延长"低浓度处理组 0(=活性下降"第 !

天和 ; 天时 0(=活性分别比处理前减少了

#<7;S和 !7#S"中浓度和高浓度处理组 0(=活

性升高"第 ; 天时两组的0(=活性分别比处理前

增加了 >"7>S和 ;"7!S) 说明亚硒酸钠对体腔

液0(=活性的影响与刺参本身的状态和胁迫处

理的时间有一定的关系#图 #$)

图 %'亚硒酸钠对刺参体腔液ON"活性的影响

B5>&%'W::6!D;:7;958.76<6=5D6;=DF6ON"1!D5I5D567;:F;<;DF8451=!;6<;.5!:<859

(&('亚硒酸钠对刺参体腔液J3?活性的影响

在未经病菌感染的处理中"随着亚硒酸钠处

理时间的延长"高浓度处理组体腔液 QAR 活性表

现为逐渐升高的趋势"第 ; 天时 QAR 活性分别比

**
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处理前增加了 >>7$S"低浓度和中浓度处理组的

QAR活性下降"第 ; 天时两组的 QAR 活性分别比

处理前减少了 ">7BS和 #?7!S+在病菌感染的处

理中"随着亚硒酸钠处理时间的延长"体腔液QAR

活性表现为先下降后升高的趋势"第 ; 天时低浓

度和中浓度处理组的 QAR 活性分别比处理前增

加了 !>7#S和 >#7#S"而高浓度处理组的QAR活

性比处理前减少 $"7>S) 说明刺参体腔液 QAR

活性的增加不仅受亚硒酸钠的影响"还与刺参对

病原的应激反应有关#图 $$)

图 ('亚硒酸钠对刺参体腔液J3?活性的影响

B5>&('W::6!D;:7;958.76<6=5D6;=DF6J3? 1!D5I5D567;:F;<;DF8451=!;6<;.5!:<859

(&)'亚硒酸钠对刺参体腔液3N活性的影响

在未经病菌感染的处理中"随着亚硒酸钠处

理时间的延长"体腔液 A(活性表现为稍微下降

然后急剧升高的趋势"第 ; 天时低*中和高浓度处

理组A(活性分别比处理前增加了 #7%; 倍*#7%"

倍和 #7B! 倍+在病菌感染的处理中"随着亚硒酸

钠处理时间的延长"低浓度和中浓度处理组体腔

液A(活性第 ! 天下降"第 ; 天明显升高"两组的

A(活性分别比处理前增加 "$7!S和 ">7<S"高

浓度处理组 A(活性逐渐上升"第 ; 天时比处理

前增加了 $7% 倍) 说明刺参体腔液 A(代谢系统

受到亚硒酸钠和病原协同作用的影响#图 !$)

图 )'亚硒酸钠对刺参体腔液3N活性的影响

B5>&)'W::6!D;:7;958.76<6=5D6;=DF63N1!D5I5D567;:F;<;DF8451=!;6<;.5!:<859

(&*'亚硒酸钠对刺参体腔液$R3活性的影响

在未经病菌感染的处理中"随着亚硒酸钠处

理时间的延长"体腔液 ,-A活性明显上升"第 ;

天时低*中和高浓度处理组,-A活性分别比处理

前增加了 B7<$ 倍*!7<? 倍和 <7!$ 倍+在病菌感

染的处理中"随着亚硒酸钠处理时间的延长"低浓

度处理组,-A活性表现为逐渐上升的趋势"中浓

度和高浓度处理组 ,-A活性表现为先急剧上升

后缓慢下降的趋势"第 ; 天时低*中和高浓度处理

组,-A活性分别比处理前增加了 #7$! 倍*>7<"

倍和 $7#$ 倍) 说明病菌和亚硒酸钠对刺参体腔

液,-A活性可产生相互抑制的作用#图 ?$)

(()
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图 *'亚硒酸钠对刺参体腔液$R3活性的影响

B5>&*'W::6!D;:7;958.76<6=5D6;=DF6$R31!D5I5D567;:F;<;DF8451=!;6<;.5!:<859

(&+'亚硒酸钠对刺参体腔液R_̀ 活性的影响

在未经病菌感染的处理中"随着亚硒酸钠处

理时间的延长"体腔液-bc活性表现为先上升后

下降的趋势"低*中和高浓度处理组的 -bc活性

第 ! 天时分别比处理前增加了 >;7BS*#7!# 倍和

#7"!倍"第 ; 天时分别比处理前增加了 <B7$S*

%7B"S和 ##7$S+在病菌感染的处理中"随着亚

硒酸钠处理时间的延长"低浓度处理组-bc活性

逐渐降低"中浓度和高浓度处理组-bc活性先急

剧下降后缓慢上升"第 ; 天时低*中和高浓度处理

组的 -bc活性分别比处理前减少了 >"7BS*

#>7BS和 ;%7?S) 说明病原菌诱导 -bc活性变

化与亚硒酸钠胁迫损伤 -bc活性之间也存在相

互抑制的作用#图 ;$)

图 +'亚硒酸钠对刺参体腔液R_̀ 活性的影响

B5>&+'W::6!D;:7;958.76<6=5D6;=DF6R_̀ 1!D5I5D567;:F;<;DF8451=!;6<;.5!:<859

(&,'亚硒酸钠对刺参生长状态的影响和组织毒

理分析

对照组低浓度和中浓度的亚硒酸纳处理后"

刺参触手伸缩正常"疣足坚实"体壁的伸缩正常"

未见溃烂点出现"觅食正常"而高浓度亚硒酸纳处

理 ; N后触手收缩迟钝"体壁和疣足疲软"有溃烂

斑点出现)

对照组低浓度和中浓度的亚硒酸纳处理后"

刺参未见组织病变的产生"而高浓度亚硒酸钠处

理后 ; N 的刺参肌肉*肠*触手*疣足都有不同程

度的组织病理变化"病理变化主要出现在各器官

的结缔组织以及上皮组织"并伴有受感染组织的

广泛坏死现象"刺参的肠组织失去正常排列结构"

胶原纤维断裂*崩解或肿胀融合"并有嗜碱性包涵

体样物质的存在+严重的出现上皮组织与基膜剥

离"崩解脱落"在该处留下缺损"刺参肌肉细胞*触

手组织细胞变松散"并出现空泡#图版$) 低浓度

亚硒酸纳处理刺参不同组织的毒理变化同中浓度

处理)

(&-'亚硒酸钠对刺参抗菌感染活性的影响

随着亚硒酸钠浓度升高和处理时间的延长"

发病刺参的症状表现为吐脏或内脏萎缩"触手伸

缩活力下降"皮肤出现浸渍状浮肿斑直至破裂"最

终导致刺参死亡) 由图 " 可知"处理 ! N 后"随着

)()
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亚硒酸钠处理强度的增加"刺参的累计发病率上

升"相对保护率下降"且低浓度和中浓度亚硒酸钠

处理无显著差异+而处理 ; N 后"刺参的累计发病

率表现为先下降然后升高的趋势"相对保护率下

降则先升高然后下降"且各处理组间差异存在明

显差异) 说明亚硒酸钠诱导的刺参抗病性与环境

中的浓度和作用时间有一定的关系)

图 ,'亚硒酸钠对刺参累计发病率和相对保护率的影响

B5>&,'W::6!D;:7;958.76<6=5D6;=DF6D;D1<957617695=!596=!61=946<1D5I6@64!6=D784I5I1<;:F;<;DF8451=

!&讨论

0(=是一种重要的抗氧化酶"可清除体内自

由基"保持细胞免受损害"使细胞能正常合成各种

酶类"对增强吞噬细胞活性和整个机体的免疫功

能具有重要的作用'#?(

) 抗氧化性是硒生化作用

的基础"硒作为依赖硒的谷胱甘肽过氧化物酶

#Q01DAR$的核心组成部分"参与了生物体中有

机和无机过氧化物的清除过程'#;(

) 本试验中"随

着亚硒酸钠处理强度增加"0(=和 QAR 活性上

升"其中QAR 活性反应更敏感一些+在附加病原

菌感染的情况下"0(=活性进一步增强"而 QAR

活性只有在中等亚硒酸钠浓度时最高#图 #*图

$$) 说明在亚硒酸钠的刺激下"QAR 相对于 0(=

能更好的反映出刺参对疾病免疫功能的抗氧化水

平"只有适宜浓度的亚硒酸钠才能促进刺参体腔

液总的抗氧化酶活性"从而提高刺参对病菌损伤

的免疫力)

作为非特异性免疫物质之一"溶菌酶主要在

肝脏内合成且分布在鱼类体液及体表黏液中"溶

菌酶在抵抗感染性致病菌的最前沿防御机制中有

重要作用'#"(

) 溶菌酶的激活作用可认为是生物

体对污染的适应反应"可增强机体适应能力'#>(

+

而酶活力的降低可认为污染对生物体的作用已超

过机体的适应能力"是生物体中毒反应的前

兆'#<(

) 本试验中"亚硒酸钠胁迫下"溶菌酶活性

明显下降"但亚硒酸钠处理强度较轻时"溶菌酶活

性明显升高+同时"感染病菌的情况下"溶菌酶活

性被明显抑制"其中中等浓度亚硒酸钠处理的酶

活性抑制程度最小#图 ;$) 说明刺参体腔液对适

度亚硒酸钠胁迫能够产生适应性免疫反应"而且

在胁迫诱导的抗感染性防御中有积极地作用"但

是严重的亚硒酸钠胁迫也会加剧病原菌对刺参造

成的致病损伤)

作为海洋无脊椎动物抵御外来病原感染的酚

氧化酶原激活系统中主要成员的酚氧化酶#A($

在海洋无脊椎动物非特异性免疫系统中起着关键

性作用'#B(

) 本试验中"无论是亚硒酸钠胁迫还是

同时感染病菌的情况下"酚氧化酶均显著上升"尽

管病菌感染抑制了胁迫诱导的酚氧化酶活性增加

#图 !$"这表明刺参体腔液中的酚氧化酶对环境

变化反应敏感"主要起到了非特异性免疫信号系

统分子的作用"免疫防御功能可能依赖于其他

物质)

磷酸酶是生物体内的重要代谢调控酶"不仅

可以直接参与磷酸基团的转移"还可参与机体蛋

白质的合成"是溶酶体酶的重要组成部分'$%(

)

3IH9Z

'$#(认为"软体动物及低等的无脊椎动物的

溶酶体酶是一种可诱导的%保护性&体液因子"起

着与高等动物获得体液免疫相似的作用) 本试验

中"不适宜的亚硒酸钠处理促进了碱性磷酸酶活

性"在病原菌感染的情况下"碱性磷酸酶活性增加

的幅度急剧下降#图 ?$"说明亚硒酸钠可通过影

响刺参体内代谢来维持磷酸酶的活性平衡"从而

!()
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