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摘要 : 1999 年 8月
,

运用血凝活性测定法分别检测中国对虾血淋巴凝集素
、

血淋巴液
、

血细胞
、

肌肉
、

肠
、

肝胰腺

和甲壳的血凝活力
,

并运用叮吮橙血细胞吞噬测定法检测血细胞的吞噬活力
,

同时测定了经注射中国对虾副粘

病毒提纯液后血淋巴凝集素血凝活力及血淋巴液抗菌活力
、

酚氧化酶活力
、

溶菌活力
。

结果表明
,

血淋巴凝集

素主要分布在血淋巴液和血细胞中 ;该凝集素对人 ( A
、

B
、

O 型 )
、

鸡和兔红细胞及其醛化红细胞的凝集具有一

定专一性 ;对血细胞吞噬异物具有促进功能 ;注射副粘病毒提纯液后
,

血淋巴凝集素凝集活力变化和血淋巴液

抗菌活力
、

酚氧化酶活力
、

溶菌活力变化相一致
。
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凝集素 (a g glu ti i n n
)是指所有非免疫原的能凝集细胞或沉淀含糖大分子的蛋 白质或糖蛋 白

。

它首次

被发现于蓖麻籽抽提液中
,

距今已有一百多年
。

早年在研究凝集素作用时
,

人们的注意力主要集中在它

们的外源作用
,

如促使细胞凝集和细胞有丝分裂
。

近年来
,

随着纯化的凝集素种类增加
,

人们注意到它

在机体内的生理功能
,

如细胞与细胞间的粘附
,

受体介导的胞饮
。

更重要 的是
,

人们发现海产无脊椎动

物血淋巴液中存在的凝集素具有替代免疫球蛋 白的功能
,

并在识别异 物等机体防御 中发挥着重要作

用川
。

目前
,

国内外有关中国对虾 (凡爪犯。 hc i ne o si )的血淋巴凝集素 (址m o l ym p h ga gl
u t in i n ,

HA )的研究

尚少〔“
一 4 3

,

本文对中国对虾血淋巴凝集素的部分性质进行了研究
。

l 材料与方法

1
.

1 材料

199 9 年 8 月 12 日
,

从青岛海洋大学红岛养殖场购得供试验用 的健康中国对虾 2 00 尾 (体长
: 10 -

巧 c m
,

体重
:

20
一 25 9 )

,

暂养 d3 后
,

随机分组
,

每组 7 尾
,

置 于 30 mc
x

O4 ncl
x

40
c m 玻璃缸 内

,

水温 20
-

25 ℃
,

2 4 h 充气
,

水深 3O mc
,

每 3 天换 30 %体积的净化天然海水
,

早
、

晚各投喂 1次
,

食后清除残饵
。

1
.

2 分组试验

实验分为 3 组
,

每组 7 尾
。

第 l 组置于正常条件下养殖 ;第 2 组注射 20 o L 对虾生理盐水比」;第 3 组

注射 20 拌L 中国对虾副粘病毒提纯液〔 “ 〕
。

分别 24 h
、

72 h
、

1科 h 后取对虾血淋巴液做各项活力测定
。

1
.

3 中国对虾血淋巴液的制备

用经高压灭菌的 l
mL

、

5 号针头注射器
,

从中国对虾围心腔内抽取血样
,

置于 ZmL Pe 详 n d o rf 管
,

经 3

仪心 r
·

而
n 一 `离心 or 而

n ,

吸出上清液 (血淋巴液 )
, 一

20 ℃保存
。

1
.

4 中国对虾血细胞稀释液和血细胞破碎上清液的制备

参照文献 [ 7 〕的方法进行
,

实验 中稍作修改
。

试制 :
肝素

,

对虾生理盐水参照文献〔5」的配方
,

缓冲液 l
、

缓冲液 2
、

缓冲液 3 按文献「7」的配方
。

所

有试剂置于 4℃冰箱保存
,

现用现取
。

方法 :用装有 0
.

1川 L 干素灭菌的 11l lL
、

5 号针头注射器抽取对虾全血
,

置于 4 ℃冰箱 1 一
h2

,

加入缓

冲液 13 0( X) r
·

而
n 一 ’ 离心 I O nnn

,

弃上 清液
,

沉 淀加人 缓 冲 液 2
,

进 行 3 0 0 0 r
·

m in 一 ’ 离心 10而
n ,

弃

上清液
,

重复该步骤 2 次
,

沉淀加人缓 冲液 33 仪幻 r ·

而
n 一 ’
离心 10而

n ,

弃上清液
,

沉淀加人对虾生理盐

水
,

3 0汉 ) r
·

而
n 一 ’
离心 10而

n ,

沉淀为对虾血细胞
,

加人对虾生理盐水至原全血 2 倍即为对虾血细胞稀释

液
,

反复冻融对虾血细胞就得到了血细胞破碎上清液
,

用于测定血凝活力
。

1
.

5 中国对虾肠
、

甲壳
、

肌肉
、

肝胰腺抽提液的制备

分别取出一小块肠
、

甲壳
、

肌肉
、

肝胰腺用滤纸将血淋巴液或水尽量吸净
,

在 p H 7
.

2 的 0
.

9 % 生理盐

水中按 l :
3( w/ v) 匀浆

,

10 以刃 r
·

而
n 一 ’
离心 6而

n ,

保留上清液
,

上清液用于测定血凝活力
。

1
.

6 血淋巴凝集素的分离
、

纯化

通过 ( N H 4)
Z S q 盐析

、

D EA E
一 s e p h DaI es 离子梯度层析

、

S
~

2加
-

H R 凝胶层析从 中国对虾血淋巴液 中纯

化出
心

fs :
。
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1
.

7血凝活性测定

以 l Ae v se r
’

s液为抗凝集剂分别采取鸡
、

兔
、

牛
、

马
、

羊
、

鼠及人 的 ( A
、

B
、

O型 )血
,

用 0
.

9 % 生理盐水

充分洗涤回
,

然后 1 侧 l 〕 r’ 而
n 一 ’
离心 3而

n ,

弃去上清液
,

重复 4 次洗涤
,

最后 l 次 2 5 00
:

·

而 n
一 ’
离心

3而
n ,

用 0
.

9 % 生理盐水配制成 2 % 的红细胞悬液
,

置于 4℃冰箱
,

备用
。

参考文献仁9」的方法将上述动物红细胞制成 or % 醛化红细胞
。

使用前经 0
.

9 % 生理盐水充分洗涤
,

然后 2 0( X) r
·

而
n 一 ’
离心 2 次

,

弃去上清液
,

每次 3而
n ,

用 0
.

9 % 生理盐水配制成 2 % 的红细胞悬液
,

置于

4℃冰箱
,

备用
。

测定 H A 凝集活力时
,

先用 0
.

9 % 生理盐水将 H A 稀释至原血淋巴液体积
,

以后步骤 同其它物质凝

集活力测定
: 在微型

“

丫
’

型血凝板上
,

用 0
.

9 % 生理盐水 25 “ L 对 25 拼L 待测物进行倍比稀释
,

加人相应的

红细胞
,

在微型振荡器上振荡 1而
n 后

,

室温下静置 hl 或在 4℃冰箱静置 4 h
,

观察结果
。

如红细胞不发

生凝集
,

则在
“

丫
,

型板的孔 内
,

红细胞沉于 V 型孔底形成一界线清晰的红色小点 ; 如果发生凝集则红细

胞之间形成一似网络状扩散的红斑块
。

1
.

8 中国对虾血细胞吞噬活性测定

参照文献仁or 〕的方法进行
,

实验中稍作修改
。

吞噬用菌制备
: 用 磷酸盐缓 冲液 生理 盐水 ( PB ss

,

0
.

02 mo l
·

L
一 ’

HP 7
.

2) 洗 涤金 黄色葡萄球菌

( sl 哪h)) 健次 occ 。 。
uer 。

,

由本系微生物教研室提供 )胰蛋白陈 肉汤培养物 ( 37 ℃ 18 一
24 h )

,

2 s oo
r

·

而
n 一 ’
离

心 s
mni

,

弃上清
,

重复离心洗涤菌体 2 次
。

用 PB SS 经 620 nnl
7 51 分光光度计读数调节金黄色葡萄球菌

浓度至每毫升 1护
一 1丁个

,

该菌体悬液置于 4℃冰箱备用
。

吞噬
: 实验分为 5 组

。

第 1组
,

在 l 支 IO ll lL 离心管中加人 1
.

o n止对虾生理盐水和 0
.

I n 1L H A
,

混匀

后置 30 ℃振摇 h2
,

之后加人 4℃对虾生理盐水比污
.

o Lnt
,

2
000

:
·

nIIll
一 `
离心 3而 n

,

分别收集上清液和沉

淀
,

测定上清液的酚氧化酶活力和对醛化鸡红细胞的凝集活力
,

沉淀用于测定吞噬活力 ;第 2 组
,

在 1支

10 m L 离心管中加人 1
.

0 11止 血细胞稀释液和 0
.

1 m L H A
,

其余步骤同第 1组 ;第 3 组
,

在 1 支 IOm L 离心

管中加人 0
.

5 1l lL 金黄色葡萄球菌悬液和 0
.

l m L H A
,

其余步骤同第 l 组 ; 第 4 组
,

在 l 支 10 1l lL 离心管

中加人 0
.

s m L 金黄色葡萄球菌悬液和 1
.

0 In L 血细胞稀释液
,

其余步骤同第 1组 ;第 5 组
,

在 1 支 or m L

离心管中加入 O
.

s m L 金黄色葡萄球菌悬液
、

1
.

O n止 血细胞稀释液和 0
.

l ln L H A
,

其余步骤同第 1 组
。

染色
: 取上述沉淀

,

加人 0
.

28 %
。
叮陡橙染液

,

染色 1 而
n ,

2 《I 旧 :
·

而
n 一 `
离心 3~

,

弃上清
,

沉淀用对

虾生理盐水 l X( 刃 r
·

m ni
一 ’ 3m ni 离心洗涤 2 次

,

弃上清
,

沉淀悬浮在对虾生理盐水
,

置于 4℃冰箱备检
。

吞噬活力计算
: 用紫外显微镜计数 100 个 血细胞

,

吞噬活力 ( % ) 二
有吞噬作用 的细胞数 1/ oo

x

l的
。

1
.

9 活力测定

中国对虾血淋巴液抗菌活力
、

酚氧化酶活力
、

溶菌活力测定参照文献仁11 」的方法泞行
。

2 结果

2
.

1 血淋巴凝集素及中国对虾几种组织血凝活性测定

中国对虾几种组织中只有血细胞破碎上清液和血淋巴液对动物红细胞具有凝集活性
,

且血淋巴液

对实验的九种红细胞的凝集活性相同 ; H A 对人 ( A
、

B
、

O 型 )
、

兔和鸡红细胞的凝集活力都是 12 8 : l
,

且高

于对牛
、

鼠
、

羊和马红细胞的凝集活力
,

表现出一定专一性 (表 1 )
。
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表 I 1I A及中国对虾几种组织对动物红细胞的血凝情况

Tab
.

1H e n城勿 u恤 .ti n gc ad讨y tof I I Aa l记 货 e v旧 t触刃瑞 of 尸
.

助咖曰” 血 o te叮 t h n又y te sf l” l n击ff e代 nt翻苗 n训

凝集原
人 A

128 :l

2 3 : 1

人 B

2 8 1 :l

人 O

128 :l

兔 鸡 羊 马

细一鼠一6 :12 3 :

32 : 12 3 :l

8 : 18 :l

: :

2 3砰
2 :l

ù 2 3 :18 :1l :11哪 2 3 :尔

1 : 1 1 : 1l : 1 :

I l :1111尔犯 2 :::11:1

l : 1 1 : 1 1 : 1 1 :

:11:11:11:11

血淋巴凝集素

血淋 巴液

破碎上 清液

肌 肉

肠

肝胰腺

甲壳

2
.

2血淋巴凝集素和中国对虾血淋巴液对醛化动物红细胞血凝活性的测定

实验结果显示
,

H A 和血淋 巴液对醛化红细胞

与未醛化红细胞凝集活力保持不变 (表 2 )
。

同时
,

在实验中我们还发现用 4℃冰箱保 存一年的醛化

鸡红细胞测定 H A 和血淋巴液的凝集活力 与采用

新 鲜鸡 红 细胞 测定
,

结 果 相 同 (分别都 为 1 2 8 :

1
、

32 : 1 )
。

因此
,

可用醛化鸡红细胞作为 H A 凝集

活力测定红细胞
。

表 2

T a b
。

l l A 和中国对虾血淋巴液对醛化动物红细胞血凝情况

2 H e l
够ggl

u tin at ing a c ti讨yt of H A na d 】l e n犯】yn
l灿 ot

d i月免r e n t 汕血 h y d卜 e
州hr 伙yt es

凝集原
醛化红细胞

血淋巴凝集素

血淋巴液

人 A

1 28 : l

32 : 1

人 B

l创弓: l

3 2 : l

人 O

12 8 : 1

3 2 : l

兔 鸡

1邓
:

3 2 :

l袋宝

犯 :

%忍8 :l02

1111

0

02

2
`

3 血淋巴凝集素的促噬活性

从第 2
、

3 组 可以看 出
,

上 清液 中 H A 含量 减

少
,

从而导致 H A 凝集活力比第 l 组低
,

说明 H A 不

仅能与对虾血细胞结合
,

也能与金黄色葡萄球菌结

合 ; 而且 H A 与血细胞结合后
,

活化了对虾血细胞
,

从而导致了第 2 组 酚氧化酶活力升高 ;第 4 组 中
,

血细胞表现出一定吞噬活力
,

酚氧化酶活力比第 1

表 3 吞噬活力
、

酚氧化酶活力和凝集活力测定

T ba
.

3 M 妇玲 t l代 n l e . lt of P ll雌辉yt 丽 s ,

l叹) 扣记

he m叫男 Iu垃 l a ting a c t i讨yt

活力测定
组别

11 22 33 44 55

吞噬活力

酚氧化酶活力

凝集活力

0

1
.

2

16 : 1 4

东3%

1
.

4

8 : l

组升高很小
,

说 明血细胞被活化 的程度很小
,

因而导致吞噬活力明显低于第 5 组 ;第 5 组中
,

加人 H A

后
,

酚氧化酶活力明显 比第 1 组升高
,

H A 凝集活力下降
,

表明 H A 与血细胞和金黄色葡萄球菌结合后
,

活化了血细胞
,

促进了血细胞对菌体细胞的吞噬 (表 3 )
。

2
.

4 血淋巴液中的活力变化情况

组 1 与 2 组的凝集活力
、

酚氧化酶活力
、

抗菌活力
、

溶菌活力无显著差异
,

3 组与 l
、

2 组凝集活力
、

酚

氧化酶活力
、

抗菌活力
、

溶菌活力有显著差异 ; 注射 中国对虾副粘病毒提纯液后对虾血淋 巴液中的 H A

凝集活力
、

酚氧化酶活力
、

抗菌活力和溶菌活力都趋向降低 (表 4 )
。
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表 4注射中国对虾副粘病毒提纯液后中国对虾血淋巴液中的

H A凝集活力
、

酚氧化酶活力
、

抗菌活力和溶菌活力测定

T曲 .4M .硬” re “ 吮 nto fll Aj 气〕
,

即七b傲et d川 . 记 加湘切 d川州c a c t i访yt ni het b e n d 州帅 of

P 沈爪” es 台 时晚 r 坷伙柱on of 既 p团 6目 烈 u ti佣 试 碑朋 e id s址仙叩 少犷翻联卿。 v 叮u , 协沈 城sIrt

组别
取样时间 活 力 测 定

凝集活力 酚氧化酶活力 抗菌活力 溶菌活力

032037脚溯蝴037010溯哪201205202姗姗黝1511621704
,

0 1

4
,

12

4
,

03

4
.

伪

4 0 1

4
.

图

3 0 1

2
.

11

1
.

2 0

B12812哪:32B12128:1称称

(h)一2472

琳24721442472琳
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3 讨论

H A
、

血淋巴液和血细胞破碎上清液凝集相同的红细胞
,

只是凝集活力不一样
,

由于虾体内其它组织

没有发现凝集活性
,

可以说明 } L气主要存在 于血淋巴液和血细胞中
。

牟海津等川认为中国对虾的血细

胞膜上没有凝集素
,

凝集素存在于血淋巴液中
,

可能由于作者采用对虾血细胞凝集素粗提液的制备方法

和他不同
,

因而在对虾血细胞中检测出凝集素
。

J na l e s 和 Da vi d rj[
“̀ 〕认为龙虾 ( Ho ma 二 ~ ~

n 。 )血细

胞和血淋巴液含有相同凝集素
,

这种凝集素可与某些脊椎动物红细胞结合
,

H al l 观点与作者一致
。

至于

中国对虾血淋巴液中的 P C A 是否由血细胞释放
,

尚需进一步实验
。

血淋巴液对人 ( A
、

B
、

O 型 )
、

牛
、

鼠
、

兔
、

鸡
、

羊和马红细胞凝集没有选择性
,

H A 对这些红细胞凝集具

有一定的选择性
,

导致这种结果可能是由于血淋巴液中含有多种凝集素
,

血淋巴液对红细胞凝集可能是

多种凝集素对红细胞凝集的综合表现
。

表 2 说明
,

红细胞醛化过程中其上结合凝集素的糖昔键并没有

被破坏
,

可以用醛化红细胞来测定 H A 和血淋巴液的凝集活力
。

实验还表明
,

用醛化鸡红细胞测定 血淋

巴液和 H A 的凝集活力稳定
,

可能是 由于鸡红细胞膜比较厚
,

醛化后易保存且糖昔键不易被破坏
。

目

前
,

国内采用洗涤的新鲜红细胞来测定凝集素凝集活力 阵一 “ 〕的方法
,

费时
、

费工
,

如改用醛化红细胞测定

凝集活力
,

会带来方便
。

凝集素促进无脊椎动物血细胞吞噬作用表现在两个方面
: 一 方面是凝集素结合在异物上为血细胞

识别
,

从而诱导对异物的吞噬
,

另一方面是凝集素促进血细胞活化
,

从而诱导血细胞中各种酶类释放
,

将

入侵的异物灭活川
。

本实验表明
,

HA 具有促噬活性
,

能促进对虾 血细胞对异物的吞噬
。

这与 J nal
e s 和

D av 记 Jr[
“̀ ,认为龙虾的凝集素能促进血淋巴细胞的吞噬功能的观点一致

,

但是
,

目前 尚不清楚 HA 促进

血细胞吞噬异物的机理
。

在确立中国对虾非特异免疫指标时
,

王雷等仁川通过测定血淋巴液中的酚氧化酶活力
、

抗菌活力
、

溶

菌活力来反应对虾的免疫状况
。

但是
,

由于对虾不象其它高等动物可以连续抽取血样
,

而且实验对虾之

间的体质有差异
。

因此
,

向中国对虾注射一定剂量副粘病毒后
,

HA 凝集活力变化和酚氧化酶活力
、

抗

菌活力
、

溶菌活力变化的一致性
,

只能是一种定性趋势
,

结合 1」A 对异物吞噬具有调理作用
,

能否提 出

H A 凝集活力可以作为一项中国对虾非特异免疫指标
,

尚需进一步实验
。

实验中得到了卢强博士提供中国对虾副粘病毒提纯液
、

岳玉环博士大力支持
,

谨致谢意
。
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2 X() 1年 6 月 13 日
,

《水产学报 》编辑部假借中幢

滨城市大连召开了《水产学报 》五届一次编委会议
。

一些设想
。

编委们根据学报工作面临的形势与任务进行 了热烈的讨论
。

取得的成绩的同时
,

提出了许多建设性的意见
。

编辑部根据会议讨论的

划
,

并印发给各位编委
。

、
挤争寮挤争寮挤争察争挤如

粉

连召开 器
事
秘

:会召开之际
,

在美丽的海
器

;

员 主持
,

编辑部主任卢怡
器

卜

,

并对 今后的工作提出了

馨
在肯定了学报这几年来所

雾
秘

呈见
,

制订出了新的工作计
誉

l
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