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摘要! 为了研究副溶血弧菌对斑节对虾非特异性免疫酶活性的影响!分别对斑节对虾注射生理

盐水和副溶血弧菌!于不同时间点测定肝胰腺和鳃中的总抗氧化能力%IM8G;&"酸性磷酸酶

%8;C&"碱性磷酸酶%8=C&和溶菌酶%=JB&的活性变化$ 结果显示!与对照组相比!感染副溶血

弧菌后!肝胰腺和鳃中 IM8G;活性分别于 45 和 9 2 达到最大值%!12!23&!随后逐渐降低#肝胰

腺中 8;C活性于 7 2 显著升高!随后逐渐降低!并于 5: 2 达到最小值%!12!23&!而鳃中 8;C活

性于 45 2 达到最大值!随后逐渐降低!并于 :; 2 显著低于对照组%!12!23&#肝胰腺和鳃中 8=C

活性整体均呈现出先升高后下降的趋势!但未出现显著低于对照组的现象#肝胰腺和鳃中 =JB

活性均于 7 2 显著升高至最大值%!12!23&!随后逐渐恢复至初始水平$ 研究表明!副溶血弧菌

感染对斑节对虾非特异性免疫酶活有显著影响!对其机体免疫防御系统有明显的破坏作用$

关键词! 斑节对虾# 副溶血弧菌# 总抗氧化能力# 酸性磷酸酶# 碱性磷酸酶# 溶菌酶

中图分类号! J/:7000000000000 文献标志码'8

00斑节对虾#!&($&)-6,(,5,($俗称草虾'虎虾

等"是中国和东南亚一带重要养殖虾类"具有个体

大'食性杂和生长快等特点
)4*

% 近年来"随着集

约化养殖及生态环境的不断恶化"虾类疾病频繁

暴发"如主要由弧菌#I0+'0, *77!$引起的对虾=早

期死亡综合症> #%+&): 5-&(+)#(: *:'/&-5%"O>J$

或 =急 性 肝 胰 腺 坏 死 综 合 症 > # +06(%2%7+(-

7+'0&%+*'%0&-*#**:'/&-5%"8RCS"$"给中国对

虾养殖业造成了严重的经济损失"制约了虾类养

殖业的进一步发展
)5 >:*

%

弧菌是一类广泛分布于近岸及河口海水中的

病原菌"其致病性受到宿主生理状态和水质环境

的综合影响"故又称为条件致病菌
)3*

% 当养殖动

物受伤'体弱'抗病力降低和环境条件恶化时"弧

菌会乘虚而入"造成动物体内微生态紊乱"从而导

致动物发病和死亡
)9*

% 对虾和其他无脊椎动物

一样"免疫系统不完善"主要依靠非特异性免疫来

防御各种病原的感染"维持机体正常的生理状

态
)=*

% 总抗氧化能力 #(-(+)+'(#-V#/+'(0+7+0#(:"

IM8G;$是用于衡量机体抗氧化防御系统功能状

况的综合性指标"主要用于分解和清除体内代谢

过程中产生的多余的活性氧"保护机体免受损

伤
);*

% 酸性磷酸酶 #+0#/ 72-*72+(+*%"8;C$和碱

性磷酸酶#+)9+)#'%72-*72+(+*%"8=C$是动物体内

参与免疫防御的 5 种重要水解酶
)/*

% 溶菌酶

#):*-W:5%"=JB$是甲壳动物体内重要的抗菌蛋

白"能够通过破坏细菌细胞壁中的肽聚糖而杀灭

病原菌"其活性的变化可以作为衡量机体免疫功

能状态的重要指标
)42*

%

副溶血弧菌#I0+'0, 2$'$/$&6,*B%0.)-$是一种

常见的水产动物致病菌"其能引起鱼类体表溃疡

和出血性败血等症状"同时也会导致对虾 =红腿

病>和=烂鳃病>的发生
)44 >47*

% 研究表明"副溶血

弧菌是导致 8RCS"疾病发生"继而引起 O>J暴

发的主要诱因
)4: >43*

"而且具有对虾死亡速度快'

传播范围广的特点"与以往报道的弧菌引起的病
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害明显不同% 注射剂量为 42

9

0$6<5=的副溶血

弧菌 感 染 后 5: 2" 凡 纳 滨 对 虾 # #0%,2&($&)-

;$(($6&0$的死亡率高达 ;24

)43*

% 翟秀梅等
)49*

通过研究副溶血弧菌对凡纳滨对虾生理生化指标

的影响表明"副溶菌弧菌感染破坏了虾体的免疫

系统"导致免疫机能的损坏% 然而"目前关于副溶

血弧菌感染对斑节对虾免疫酶活性影响的研究未

见报道"而对虾生理和疾病诱发的监测指标的筛

选则尤为重要% 本研究通过对健康斑节对虾进行

副溶血弧菌注射感染"研究感染后不同时间点的

肝胰腺和鳃中免疫相关酶 IM8G;'8;C'8=C和

=JB的活性变化"初步探讨病原菌感染对斑节对

虾非特异性免疫功能的影响"以期为斑节对虾免

疫机理研究和病害防治提供理论依据%

40材料与方法

!&!"实验材料

健康斑节对虾取自中山衍生水产养殖有限公

司"体长#42!;4 A2!:3$05"体质量#3!93 A2!7:$

1% 暂养于 522 =的 CZ;桶中"每桶 72 尾"暂养 4

周% 养殖水温 53 3"盐度 43"7R;!3"持续充氧"

每天换水 4<7"投喂配合饲料%

实验用副溶血弧菌为广州利洋水产科技有限

公司惠赠"于感染实验前 4 / 进行菌种活化"经

5944O液体培养基扩大培养后离心取沉淀"用无

菌生理盐水稀释为 4 @42

;

0$6<5=的菌悬液": 3

保存备用%

!&8"副溶血弧菌感染实验

随机挑选暂养 4 周的健康斑节对虾分为 5

组"对照组和感染组"每组 72 尾"每组 7 个平行%

感染组每尾于对虾第 5 腹节部位注射副溶血弧菌

菌悬液 52

$

="对照组于相同部位注射等体积

2!;94无菌生理盐水% 各组分别于注射后 2'

4!3'7'9'45'5: 和 :; 2 取肝胰腺和鳃组织"用于

酶活性的测定"每个时间点取 9 尾%

!&;"样品制备

取肝胰腺和鳃组织于预冷的 2!;94生理盐水

中进行漂洗"去除组织液"滤纸拭干"称重后置于离

心管中% 按照 4B42#J<I$加入预冷的 2!;94生理

盐水进行超声粉碎% 将制备好的 424组织匀浆液

于 5 222 &<5#' 离心 42 5#'"取上清液于 >;2 3保

存备用"用于组织酶活性的测定%

!&?"酶活性的测定

IM8G;'8;C'8=C和 =JB活性和组织蛋白

含量测定均采用南京建成生物研究所研制的试剂

盒进行%

7= 3时"每分钟每毫克组织蛋白"使反应体

系的吸光度#G"$值每增加 2!24 时"定义为 4 个

IG;单位&8;C活性测定采用磷酸苯二钠法"以

每克组织蛋白在 7= 3与基质作用 72 5#' 产生 4

51 酚为 4 个活力单位&8=C活性测定采用磷酸

苯二钠法"以每克蛋白在 7= 3与基质作用 43 5#'

产生 4 51 酚为 4 个金氏单位&=JB活性测定采用

比浊法&组织蛋白含量测定采用考马斯亮蓝法%

!&U"数据分析

所得实验数据均以平均值 A标准差#5%+' A

J"$表示"用 JCJJ44!2 进行单因素方差分析

#G'%M@+: 8SGZ8$"!12!23 表示差异显著%

50结果

8&!"副溶血弧菌感染对斑节对虾存活的影响

斑节对虾感染副溶血弧菌 9 2 时出现反应症

状"并开始出现死亡现象"5: 2 的累积存活率达

;44% 感染 :; 2 后"感染组对虾活力减弱"反应

迟钝"摄食量减少"出现大量死亡"累积存活率为

954#图 4$% 濒临死亡的对虾肌肉呈乳白状"部

分对虾肝胰腺有轻微糜烂现象% 对照组对虾则活

力正常"摄食积极"未出现死亡%

图 !"斑节对虾感染副溶血弧菌后的累积存活率

#$%&!"F-,-45)$3/(-'3$354'5)/013"-%*%1%*51)/'

G"5,$,(,.-%@4)+6&/<9544/*%/

8&8"副溶血弧菌感染对斑节对虾 @+D̂ F活性

的影响

与对照组相比"感染副溶血弧菌 7 2 后"斑节

对虾肝胰腺和鳃中 IM8G;活性均显著上升"并分

别于 45 和 9 2 达到最大值"分别为对照组的 3!=2

;334
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和 7!43倍 #!12!23$ #图 5$% 虽然肝胰腺中 IM

8G;活性于 9 2 出现下降现象"但仍显著高于对

照组#!12!23$&随后于 5: 2 再次下降"并于 :; 2

回落至对照组水平 #图 5M+$% 而鳃中 IM8G;活

性于感染后 45 2 开始下降"并于 5: 2 到达最低

值"为对照组的 2!77 倍#!12!23$#图 5M,$%

图 8"副溶血弧菌感染对斑节对虾肝胰腺"5#和鳃"A#中 @+D̂ F活性的影响

"

表示同一时间点内组间差异显著#!12!23$ % 下同

#$%&8"@+D̂ F5<)$3$)= $*9/75)075*<'/5("5#5*.%$44"A#013"-%*%1%*51)/'G"5,$,(,.-%@4)+6&/<9544/*%/

"

#'/#0+(%/ *#1'#$#0+'(/#$$%&%'0%*#!12!23$ ,%(N%%' (N- 1&-67*#' (2%*+5%(#5%!I2%*+5%,%)-N

8&;"副溶血弧菌感染对斑节对虾 DFP活性的

影响

感染副溶血弧菌后"与对照组相比"肝胰腺中

8;C活性于感染后 7 2 出现显著上升现象"为对

照组的 4!5= 倍#!12!23$&随后 8;C活性逐渐

下降"并于 5: 2 达到最小值"为对照组的 2!77

倍&然后于 :; 2 再次上升"但仍显著低于对照组

#!12!23$ #图 7M+$% 鳃中 8;C活性于感染后

7 2开始上升"并于 45 2 达到最大值"为对照组的

4!=4 倍#!12!23$&随后 8;C活性开始下降"于

:; 2 达到最小值"为对照组的 2!39 倍#!12!23$

#图 7M,$%

图 ;"副溶血弧菌感染对斑节对虾肝胰腺"5#和鳃"A#中 DFP活性的影响

#$%&;"DFP5<)$3$)= $*9/75)075*<'/5("5#5*.%$44"A#013"-%*%1%*51)/'G"5,$,(,.-%@4)+6&/<9544/*%/

8&?"副溶血弧菌感染对斑节对虾 DJP活性的

影响

斑节对虾肝胰腺和鳃中的 8=C活性在副溶

血弧菌感染后的变化趋势基本相同"整体均呈现

出先升高后下降的趋势 #图 :$% 肝胰腺中 8=C

活性于感染 9 2 达到最大值"为对照组的 5!/2

倍&然后于 45 和 5: 2 下降"但仍显著高于对照组

#!12!23$#图 :M+$% 而鳃中 8=C活性于 7 2 即

达到最大值"为对照组的 4!=4 倍 #!12!23$&随

后活性下降"变化趋势相对较为平缓#图 :M,$%

/334
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图 ?"副溶血弧菌感染对斑节对虾肝胰腺"5#和鳃"A#中 DJP活性的影响

#$%&?"DJP5<)$3$)= $*9/75)075*<'/5("5#5*.%$44"A#013"-%*%1%*51)/'G"5,$,(,.-%@4)+6&/<9544/*%/

8&U"副溶血弧菌感染对斑节对虾 JVb活性的

影响

肝胰腺中 =JB活性于感染后 4!3 2 即开始显

著上升"并于 7 2 达到最大值"为对照组的 :!/2

倍#!12!23$&然后于 9 和 45 2 显著下降"但仍高

于对照组#!12!23$&最后于 5: 和 :; 2 恢复至初

始水平#图 3M+$% 鳃中 =JB活性于 7 2 上升至最

大值"在 9 2 出现轻微下降后"其活性于 45 2 再次

升高#!12!23$&随后于 5: 2 开始下降"与对照组

差异不显著#!82!23$#图 3M,$%

图 U"副溶血弧菌感染对斑节对虾肝胰腺"5#和鳃"A#中 JVb活性的影响

#$%&U"JVb5<)$3$)= $*9/75)075*<'/5("5#5*.%$44"A#013"-%*%1%*51)/'G"5,$,(,.-%@4)+6&/<9544/*%/

70讨论

;&!"副溶血弧菌对斑节对虾 @+D̂ F活性的

影响

弧菌在入侵动物机体的过程中"机体会产生

大量具有杀菌作用的活性氧 #&%+0(#.%-V:1%'

*7%0#%*"AGJ$"但过量的 AGJ可以通过作用于

"S8'不饱和脂肪酸和蛋白质等"造成机体氧化

损伤"从而引起机体病变
)4=*

% 因此"甲壳动物在

长期的进化过程中"体内形成了一套抗氧化防御

系统"用于清除体内多余的活性氧"保护机体免受

损伤
)4;*

% IM8G;可以代表和反映机体抗氧化酶

系统和非酶促系统对外来刺激的代偿能力以及机

体自由基代谢的状态"用于衡量机体抗氧化系统

功能状况
)4/*

%

陈萍等
)52*

研究表明"感染溶藻弧菌 #I0+'0,

$*90(,*B%0.)-$ 后 的 三 疣 梭 子 蟹 # !,'%)()-

%'0%)+&'.)*$%)-$机体内抗氧化酶活性降低"脂质过

氧化物水平升高"使得三疣梭子蟹抗氧化能力下

降% 翟秀梅等
)49*

利用不同浓度的副溶血弧菌对

凡纳滨对虾进行感染"结果表明"随着副溶血弧菌

浓度的增加"肝胰腺中 JG"活性呈下降趋势% 本

2934
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研究中"斑节对虾肝胰腺和鳃中 !"#$%的活性于

感染初期显著上升"表明机体抗氧化系统起到了

清除机体多余活性氧的作用# 但随着感染时间的

延长"肝胰腺和鳃中 !"#$%活性显著下降"表明

副溶血弧菌产生的毒性效应消耗了大量的抗氧化

物质"机体内过量的活性氧不能及时清除"降低了

机体的抗氧化防御能力#

!"#$副溶血弧菌对斑节对虾 %&'和 %('活性

的影响

当外来病原体经过吞噬作用进入机体后"与

细胞内的溶酶体融合"最终被各种水解酶消化分

解
$12%

# #%&和 #'&属于磷酸单酯水解酶类"在

无脊椎动物非特异免疫系统中具有重要作用
$/%

#

#%&是巨噬细胞内溶酶体的标志酶"在细胞吞噬

和包围化的免疫防御中发挥作用"达到将侵入体

内的异物破坏和清除的目的
$11%

# #'&是溶酶体

酶的重要组分"其作为膜结合蛋白可以直接参与

磷酸基团的转移&机体蛋白质的合成和钙磷代谢

等过程
$13%

#

研究表明"患'乳化病(的三疣梭子蟹组织中

#'&活性显著降低
$14%

)感染溶藻弧菌后"三疣梭

子蟹组织中 #%&和 #'&活性与对照组相比均不

断下降
$15%

# 而吴垠等
$16%

研究发现"患病的中国

明对虾*!"##"$%&"#'"()*+,#"#),)+血清中 #'&活

性明显升高"且不同发病期其变化幅度不同"重症

期的变化幅度显著高于发病初期# 王癑等 $17%

认

为"罗氏沼虾*-'*$%.$'*+,(/$%)"#."$0,,+在氨氮

的作用下也表现出 #%&和 #'&活性升高的现

象"推测可能是由于组织细胞坏死引起细胞核溶

酶体破裂"#%&和 #'&渗出导致其表现出较高的

活力# 相似的酶活升高现象在感染 ())*的中

国明对虾中也有发现
$18%

# 但本研究中"#%&和

#'&活性在感染副溶血弧菌后均出现先升高再

下降的现象"其中 #%&活性在感染后期显著低于

对照组# 因此"推测 #%&和 #'&活性的提高是

斑节对虾应对弧菌入侵机体的一种免疫防御机

制"但弧菌随着感染时间的延长而迅速繁殖"导致

对虾处于病理状态"超出了对虾机体的免疫调节

限度"其机体细胞的物质代谢过程发生紊乱"免疫

系统受到损伤"最终死亡#

!"!$副溶血弧菌对斑节对虾 ()*活性的影响

')+是甲壳动物机体内重要的非特异性免疫

因子"其作为吞噬细胞杀菌的物质基础"能水解细

菌细胞壁肽聚糖中 ,"乙酰葡萄糖胺与 ,"乙酰胞壁

酸之间的
!

"2"4"糖苷键"从而使细菌细胞裂解死

亡
$22%

# 王雷 等
$1/%

以 溶 壁 微 球 菌 *-,*$%*%**()

12)%1",34,*()+冻干粉为底物进行中国明对虾血淋巴

溶菌活力研究时发现"中国明对虾正常生理状态下

其血淋巴中具有较强的溶菌活力"而濒死状态下其

溶菌活性则基本丧失"由此认为"溶菌活力可以作

为免疫指标用于衡量对虾机体的免疫功能状态#

翟秀梅等
$26%

用副溶血弧菌感染凡纳滨对虾

后发现"对虾肝胰腺和肌肉组织中 ')+活性随菌

液浓度的增加呈现先升高后下降的变化趋势# 三

疣梭子蟹被溶藻弧菌感染后 14 -"其血淋巴和肝

胰腺中 ')+活性显著升高"随之下降
$15%

# 本研

究中"斑节对虾感染副溶血弧菌后"其肝胰腺和鳃

中 ')+活性呈现先升高后下降的现象"与中国明

对虾感染鳗弧菌*5,.$,% '#0(,11'$(/+后组织 ')+

活性变化趋势基本一致
$39%

# 当副溶血弧菌侵入

斑节对虾体内"使得对虾免疫系统得到激活并产

生了免疫反应"促进了抗菌蛋白和溶菌蛋白的合

成"从而提高了溶菌酶的活性# 而在感染后期"由

于机体处于感染后的恢复期"且弧菌大量繁殖导

致机体细胞受到损伤"使得溶菌酶活性下降# 本

研究结果表明"适量的低浓度弧菌诱导可以提高

对虾组织的溶菌酶活性#

凡纳滨对虾感染高浓度副溶血弧菌时"其组织

中超氧化物歧化酶*)$.+&过氧化物酶*&$.+和

')+活性大幅度下降"因而翟秀梅等
$26%

推测副溶

血弧菌感染破坏了对虾机体的免疫系统"导致免疫

机能的损坏"防病&抗病能力下降"进一步导致虾体

患病"甚至死亡# 本研究中"感染组对虾组织中 !"

#$%的活性于感染后期显著下降"可能是由于副

溶血弧菌侵入虾体后"伴随着吞噬"引起呼吸暴发"

产生了大量有害的自由基"造成机体抗氧化系统功

能紊乱"进而破坏对虾的机体免疫系统# 已有的研

究表明"活性氧过度积累可破坏细胞电子传递链&

线粒体膜电位及 #!&能量产生"进而导致细胞的

呼吸障碍"严重时甚至引起细胞的凋亡或者坏死"

降低机体的抗氧化能力
$32%

# 而本研究中"副溶血

弧菌感染是否造成斑节对虾组织发生细胞凋亡或

坏死"仍需进一步通过组织切片进行分析# 此外"

有相关报道表明"副溶血弧菌是引起对虾 #/&,.

发生的病原体"使得对虾肝胰腺先萎缩后肿胀"严

重糜烂"最终导致对虾死亡
$25%

#
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综上所述"副溶血弧菌感染对斑节对虾肝胰

腺和鳃中 !"#$%&#%&&#'&和 ')+活性有显著

影响"随着感染时间的延长会导致免疫酶活性下

降"进而影响对虾的非特异性免疫系统# 斑节对

虾的 !"#$%&#%&&#'&和 ')+对入侵机体的副

溶血弧菌反应较为敏感"可以作为免疫反应的生

化指标"但相较而言"!"#$%和 ')+更优# 而本

研究中"同一免疫酶在不同的感染研究中表现出

不同的活性变化趋势"其可能与弧菌种类&感染剂

量&虾的种类及规格等因素有关
$31%

# 本研究有助

于了解副溶血弧菌对斑节对虾机体生理生化方面

的影响"为对虾免疫机制及疾病防治的深入研究

提供重要的理论依据#
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