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摘要! 为了解仿刺参体腔液的抗菌谱以及不同二价金属离子对仿刺参体腔液抗菌活性的影

响!实验采用生长曲线测定法分别测定了仿刺参体腔细胞破碎液上清和体腔液上清对哈维氏

弧菌"灿烂弧菌"希瓦氏菌"假交替单胞菌"金黄色葡萄球菌"溶壁微球菌"停乳链球菌"拟诺卡

式菌生长的影响!并通过该法以溶壁微球菌为受试菌测定了海洋环境中常见的 Q%
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5 C对仿刺参体腔液上清抗菌活性的影响$ 结果显示!仿刺参体腔细胞破

碎液上清对受试的 ; 株细菌的生长均无抑制作用!体腔液上清对溶壁微球菌的生长有明显的

抑制作用!而对其他 = 株受试菌的生长无明显影响#>'

5 C和 B'

5 C可明显增强体腔液上清对溶

壁微球菌的生长抑制作用!而 Q%
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5 C对体腔液上清的抗菌活性无明显影响$

研究表明!仿刺参体腔液在体外状态下只具有窄谱抗菌活性!与抗菌相关的免疫因子主要存在

于体腔液上清中#体腔液中的抗菌免疫因子对海洋环境中的常见二价金属离子有一定的适应

性!而且适当浓度的 >'

5 C和 B'

5 C可能具有促进仿刺参抗菌应答能力的作用$

关键词! 仿刺参# 体腔液# 抗菌活性# 细菌# 金属离子

中图分类号! J/4=!:00000000000 文献标志码'8

00棘皮动物缺乏特异性免疫系统"主要通过由细

胞免疫和体液免疫组成的非特异性免疫系统杀伤

和清除病原体
)4 >3*

% 体腔液是棘皮动物最为重要

的免疫组织之一"由体腔细胞和体腔液上清构成"

含有多种与免疫相关的酶和免疫因子"如溶菌酶'

磷酸水解酶'补体因子等"通过这些酶和免疫因子

参与机体的溶菌'抑菌等多种免疫应答过程
)9 >/*

%

关于体液或血淋巴的抗菌特性研究在一些水生

无脊椎动物中已有报道% 在栉孔扇贝 #1/*$6B-

<$''&'0$中"血清对金黄色葡萄球菌#=%$2/B*,.,..)-

$)'&)-$'四联微球菌#70.',.,..)-%&%'$9&()-$'产气

杆菌 #D(%&',+$.%&'$&',9&(&-$'漂浮弧菌 #I0+'0,

($%'0&9&($等有明显的抑菌作用"对普通变形菌

#!',%&)-;)*9$'0-$'哈维氏弧菌#I0+'0, /$';&B0$'嗜

水气单胞菌 #:&',6,($-/B5',2/0*$$'副溶血弧菌

#I0+'0, 2$'$/&6,*B%0.)-$' 代 远 洋 弧 菌 # I0+'0,

2&*$90)-$及酿酒酵母#=$../$',6B.&-.&'&;0-0$&$等

无明 显 抑 制 作 用
)42*

% 美 洲 牡 蛎 # 1'$--,-%'&$

;0'90(0.$$ 的 血 清 在 体 外 对 霍 乱 弧 菌 #I0+'0,

./,*&'$&$和创伤弧菌#I0+'0, ;)*(0<0.)-$无明显溶

菌'抑菌作用"反而为菌体的生长提供营养物质"促

进 受 试 细 菌 的 生 长
)44*

% 中 国 明 对 虾

# G&((&',2&($&)- ./0(&(-0-$ 和 日 本 沼 虾

#7$.',+'$./0)6(022,(&(-&$的血清在体外对大肠

杆菌#D-./&'0./0$ .,*0$和溶壁微球菌#70.',.,..)-

*B-,5&0>%0.)-$有显著的抗菌作用"并且在中国明对虾

活体中注射适量的大肠杆菌后"血淋巴的抗菌活性

有明显提高
)45 >47*

% 在克氏原螯虾 #!',.$6+$')-

.*$'>00$中"血清对大肠杆菌和溶壁微球菌同样有显

著 的 溶 菌' 抑 菌 作 用
)4:*

% 在 三 疣 梭 子 蟹
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#!,'%)()-%'0%)+&'.)*$%)-$中"血清对溶藻胶弧菌

#I0+'0, $*90(,*B%0.)-$有明显的溶菌'抑菌作用"而血

细胞裂解液对溶藻胶弧菌的抑制作用较弱
)43*

% 此

外"在后口类动物青岛文昌鱼 #U'$(./0,-%,6$

+&*./&'0%-0(9%$)(&-&$中"体液在体外能够抑制溶藻

胶弧菌'副溶血弧菌和哈维氏弧菌的生长
)49*

% 上述

结果表明"不同水生无脊椎动物的体腔液或血淋巴

具有不同的抗菌谱和抗菌能力%

仿刺参#:2,-%0./,2)-Q$2,(0.)-$是我国北方近

海养殖最重要的经济品种之一% 近年来"由于种质

的退化和养殖环境的恶化"仿刺参养殖病害问题不

断发生
)4=*

% 从目前的流行病学调查结果来看"仿刺

参的病害主要是以细菌性疾病为主"且传播范围广'

危害性大
)4;*

"其中腐皮综合症'烂胃症'口围肿胀症

等均是仿刺参养殖中较常见的疾病"这几种疾病的

致死率均在 724以上"从患有上述病症的仿刺参中

分离鉴定出的病原有灿烂弧菌#I0+'0, -2*&(505)-$'

哈维氏弧菌'黄海希瓦氏菌#=/&T$(&**$ -6$'0-<*$;0$

等
)4="4/ >55*

% 了解仿刺参的免疫机制和特点"研究仿

刺参体腔液的抗菌特性是通过免疫手段合理预防和

控制仿刺参细菌性病害的前期基础%

目前"关于仿刺参体腔液抗菌谱和二价金属离

子对仿刺参体腔液抗菌活性影响的研究尚缺乏报

道"并且前期相关研究中使用的梯度稀释平板计数

法和比浊法较适用于溶菌活性检测"但无法准确测

定抑菌活性"而生长曲线测定法则能较好地检测溶

菌活性和抑菌活性相叠加的抗菌活性% 因此"本实

验通过生长曲线测定法分析了仿刺参体腔液的细

胞组分和非细胞组分对多种细菌的抗菌活性"并进

一步研究了海洋环境中常见的二价金属离子对体

腔液非细胞组分抗菌活性的影响"以期为仿刺参的

免疫特性和病害控制研究积累数据%

40材料与方法

!&!"实验动物

仿刺参体质量为#52!: A7!5$ 1"取自锦州凌

海海参养殖池塘"于实验室暂养'备用% 暂养条件

为水温 43 64= 3&7R;!5 6;!:&盐度 72%

!&8"实验菌株

使用哈维氏弧菌'灿烂弧菌#IC-2*&(505)-$'希

瓦氏 菌 # =/&T$(&**$ +$*%0.$ $' 假 交 替 单 胞 菌

#!-&)5,$*%&',6,($-(09'0<$.0&(-$'金黄色葡萄球菌

#=C$)'&)-$'溶壁微球菌#7C*B-,5&0>%0.)-$'停乳链

球菌#=%'&2%,.,..)-5B-9$5B-9$*$.%0$&$和拟诺卡式

菌#A,.$'50,2-0-*7!$作为实验细菌% 细菌的革兰

氏染色属性'来源'培养条件以及菌液在:

922

4!2 时

的 ;QH<5=等信息见表 4% 将 ; 株细菌的培养悬

液分别在 3 222 @9': 3离心 43 5#'"取细菌沉淀"

用生理盐水重悬至终浓度为 :

922

4!2"用于体腔液

的抗菌活性测定%

表 !"菌种信息

@5A&!":5<)/'$5 $*10',5)$0*

细菌种类

,+0(%&#+*7%0#%*

革兰氏鉴定

X&+5#/%'(#$#0+(#-'

来源

*-6&0%<*(&+#'

培养基

5%/#65

温度<3

(%57%&+(6&%

:

922

<4!2 时 ;QH<5=

"

;QH<5=+(:

922

-$4!2

哈维氏弧菌

I0+'0, /$';&B0

革兰氏阴性 X>

仿刺参

:2,-%0./,2)-Q$2,(0.)-

5549O 5;

#;!;= A2!23$ @42

4=

灿烂弧菌

I0+'0, -2*&(505)-

革兰氏阴性 X>

仿刺参

:CQ$2,(0.)-

5549O 5;

#9!;: A2!2:$ @42

4=

希瓦氏菌

=/&T$(&**$ +$*%0.$

革兰氏阴性 X>

仿刺参

:CQ$2,(0.)-

5549O 5;

#5!72 A2!23$ @42

4;

假交替单胞菌

!-&)5,$*%&',6,($-(09'0<$.0&(-

革兰氏阴性 X>

仿刺参

:CQ$2,(0.)-

5549O 5;

#3!=/ A2!25$ @42

4;

金黄色葡萄球菌

=%$2/B*,..,.)-$)'&)-

革兰氏阳性 XC 8I;;33;2: 5549O 5;

#4!4: A2!2;$ @42

47

溶壁微球菌

70.',.,..)-*B-,5&0>%0.)-

革兰氏阳性 XC 8I;;:9/; 5549O 5;

#5!59 A2!2;$ @42

4;

停乳链球菌

=%'&2%,.,..)-5B-9$5B-9$*$.%0$&

革兰氏阳性 XC 8I;;34:// 5549O 5;

#3!:5 A2!25$ @42

52

拟诺卡式菌

A,.$'50,2-0-*7!

革兰氏阳性 XC

繁茂膜海绵

@B6&(0$.05,( 2&'*&;&

5549O 5;

#4!35 A2!25$ @42

57

注!

"

!;QH数值采用梯度稀释平板计数法得出

S-(%*!

"

!;QHN+*/%(%&5#'%/ 6*#'1 1&+/#%'(/#)6(#-' 7)+(%0-6'(5%(2-/

/:34
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!&;"二价金属离子

使用 Q%;)

5

' ;+;)

5

' ;/;)

5

' >1JG

:

' >';)

5

'

B'JG

:

#上海生工$作为海洋环境中常见二价金属

离子 Q%

5 C

';+

5 C

';/

5 C

'>1

5 C

'>'

5 C

'B'

5 C

的来

源
)57 >5:*

% 实验前"将每种金属离子分别配制成浓

度为 32 55-)<=的溶液#溶于生理盐水$%

!&?"仿刺参体腔液上清及体腔细胞破碎液上清

的制备

仿刺参#42 只$经过滤海水冲洗后"使用滤纸

吸干仿刺参表面的液体"采用解剖法获得体腔液%

将 42 只仿刺参的体腔液混合均匀后"在 : 3'

;22 @9离心 43 5#'"收集上清液作为体腔液上清"

冻存于 >52 3% 体腔细胞沉淀用生理盐水重悬

后"经超声波破碎仪#宁波新芝$在 : 3':2 @条件

下破碎 72 *"于 : 3'45 222 @9 离心 72 5#'"取上

清液作为体腔细胞破碎液上清"冻存于 >52 3%

!&U"仿刺参体腔液对 X 株细菌生长的影响

仿刺参体腔液对 ; 株细菌生长的影响测定方

法如下!422

$

=各细菌悬液分别与 322

$

=体腔

液上清或体腔细胞破碎液上清混匀后"在 7= 3孵

育 5 2% 将孵育好的混合物在 3 222 @9': 3条件

下离心 43 5#'"得到的细菌沉淀用 522

$

=生理盐

水重悬后"接种到 7 5=的 5549O液体培养基中"

在 5; 3条件下进行振荡培养#432 &<5#'$% 在培

养的过程中"每隔 4 2 取出 422

$

=细菌培养液"

用酶标仪在 922 '5波长下测定吸光值% 7 种对

照同时进行并按以下方式孵育!#4$322

$

=生理

盐水 C422

$

=细菌悬液&#5$322

$

=高温灭活体

腔液上清 C422

$

=细菌悬液&#7$322

$

=高温灭

活体腔细胞破碎液上清 C422

$

=细菌悬液% 本

实验共做 : 次重复%

!&R"二价金属离子对仿刺参体腔液上清抗菌活

性的影响

二价金属离子对仿刺参体腔液上清抗菌活性

的影响测定方法如下!522

$

=溶壁微球菌悬液与

322

$

=体腔液上清及 32

$

=各金属离子溶液混

匀后"在 7= 3孵育 5 2% 将孵育好的混合物在

3 222 @9': 3条件下离心 43 5#'"得到的细菌沉

淀用 522

$

=生理盐水重悬后"接种到 7 5=的

5549O液体培养基中"在 5; 3条件下进行振荡培

养#432 &<5#'$% 在培养的过程中"每隔 4 2 取出

422

$

=细菌培养液"用酶标仪在 922 '5波长下

测定吸光值% 7 种对照同时进行并按以下方式孵

育!#4$322

$

=生理盐水 C32

$

=各金属离子溶

液 C522

$

=溶壁微球菌悬液&#5$322

$

=体腔液

上清 C32

$

=生理盐水 C522

$

=溶壁微球菌悬

液&#7$332

$

=生理盐水 C522

$

=溶壁微球菌悬

液% 本实验共做 : 次重复%

!&W"数据分析

数据使用 JCJJ44!3 分析计算标准差"结果

以平均值 A标准差表示%

50结果

8&!"仿刺参体腔液对 X 株细菌生长的影响

生长曲线检测结果显示!与生理盐水处理组

#空白对照$相比"高温灭活的体腔液上清和体腔

细胞破碎液上清对细菌的生长均无明显影响&在

; 株受试细菌中"体腔液上清仅对溶壁微球菌有

明显的抑制效果"而体腔细胞破碎液上清对 ; 株

细菌的生长均无明显影响#图 4$%

8&8"二价金属离子对仿刺参体腔液上清抗菌活

性的影响

使用溶壁微球菌作为受试菌"生长曲线测定

结果显示!实验所选 9 种二价金属离子对细菌的

生长无明显影响&>'

5 C

和 B'

5 C

可明显增强体腔

液上清对溶壁微球菌的生长抑制作用"而 Q%

5 C

'

;+

5 C

';/

5 C

'>1

5 C

对体腔液上清的抗菌活性无明

显影响#图 5$%

70讨论

在棘皮动物中"体腔液是最重要的免疫组织

之一"直接参与溶菌'抑菌等多种免疫应答过

程
)4"=*

% 前期在一些水生无脊椎动物中开展的体

液抗菌特性研究表明"体液在体外条件下具有溶

菌和抑制细菌生长的能力"并且不同物种的体液

具有不同的抗菌谱和抗菌能力
)42 >43*

% 细菌是仿

刺参病害暴发的主要病原之一
)4=*

"了解仿刺参体

腔液的抗菌谱和抗菌特性对通过免疫手段预防'

控制仿刺参病害的发生具有指导意义% 因此"本

研究分析了仿刺参体腔液在体外对 ; 株细菌生长

的影响"并进一步分析了海洋环境中常见的 9 种

二价金属离子对仿刺参体腔液上清抗菌活力的

影响%

抗菌活性测定结果显示"仿刺参体腔细胞破

碎液上清对 ; 株受试细菌的生长无明显影响"而

体腔液上清仅对溶壁微球菌的生长有明显抑制作

2334
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用"对其余 = 株受试细菌的生长无明显影响% 这

一结果一方面表明"在仿刺参中直接参与溶菌'抑

菌的免疫因子主要存在于体腔液上清中"而不是

体腔细胞中&另一方面也表明"仿刺参的体腔液在

自然状态下只具有非常有限的抗菌能力% 在一些

无脊椎动物中"体液具有较强的抗菌活性% 例如

栉孔扇贝的血清对金黄色葡萄球菌'四联微球菌'

产气杆菌'漂浮弧菌的生长有强烈抑制作用
)42*

&

图 !"仿刺参体腔液对不同细菌生长的影响

#+$哈维氏弧菌& # ,$灿烂弧菌& #0$希瓦氏菌& # /$假交替单胞菌& #%$金黄色葡萄球菌& #$$溶壁微球菌& # 1$停乳链球菌& # 2$拟

诺卡式菌

#$%&!"@9//11/<)(01!"F,5%*+6&/<0/40,$<14-$.0*)9/%'06)901.$11/'/*)A5<)/'$5

#+$I0+'0, /$';&B0& # ,$I0+'0, -2*&(505)-& #0$ =/&T$(&**$ +$*%0.$& # /$!-&)5,$*%&',6,($-(09'0<$.0&(-& #%$ =%$2/B*,..,.)-$)'&)-& #$$

70.',.,..)-*B-,5&0>%0.)-& # 1$ =%'&2%,.,..)-5B-9$5B-9$*$.%0$&& # 2$A,.$'50,2-0-*7!
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图 8"二价金属离子对仿刺参体腔液上清抗菌活性的影响

仿刺参体腔液上清抗菌活性的测定采用溶壁微球菌作为受试菌% #+$Q%

5 C

& # ,$;+

5 C

& #0$;/

5 C

& # /$>1

5 C

& #%$>'

5 C

& #$$B'

5 C

#$%&8"@9//11/<)(01.$354/*),/)54$0*(0*)9/5*)$A5<)/'$545<)$3$)$/(01!"F,5%*+6&/<0/40,$<14-$.(-7/'*5)5*)

I2%+'(#,+0(%&#+)+0(#.#(#%*-$:CQ$2,(0.)-0-%)-5#0$)6#/ *67%&'+(+'(N%&%/%(%&5#'%/ 6*#'1 7C*B-,5&0>%0.)-+*(2%(%*(%/ ,+0(%&#+!#+$Q%

5 C

&

# ,$;+

5 C

& #0$;/

5 C

& # /$>1

5 C

& #%$>'

5 C

& #$$B'

5 C

中国对虾'日本沼虾和克氏原螯虾的血清对大肠

杆菌和溶壁微球菌有显著抑制作用
)45 >4:*

&青岛文

昌鱼体液则对溶藻胶弧菌'副溶血弧菌和哈维氏

弧菌的生长有明显抑制作用
)49*

% 然而"在其他一

些无脊椎动物中"体液却呈现出较弱抗菌活性甚

至无抗菌活性% 例如"美洲牡蛎的血清在体外对

霍乱弧菌和创伤弧菌不仅无明显的溶菌'抑菌作

用"反而为菌体的生长提供营养物质"促进受试细

菌的生长
)44*

% 此外"王斌等
)53*

通过分析仿刺参

不同组织液的抗菌活性发现"仿刺参的体腔液'体

5334



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

/ 期 丛0聪"等!仿刺参体腔液的抗菌特性 00

腔液上清'体腔细胞悬液对哈维氏弧菌'白色葡萄

球菌 # =%$2/B*,.,..)-$*+)-$和迟钝爱德华氏菌

#D5T$'5-0&**$ %$'5$$均无明显抑制作用"而体壁

内皮组织匀浆液对 7 种受试细菌均有显著抑制作

用% 通过综合分析"我们可以得出"不同无脊椎动

物的体液可能具有不同的免疫分工"从而表现出

不同的抗菌谱和抗菌活性% 就仿刺参而言"体腔

液与其他组织或器官共同构成一个完整有效的免

疫应答系统"在这一系统中"体腔液之外的其他组

织如体壁内皮组织等在直接抑菌'抗菌应答中扮

演十分重要角色"而体腔液一方面承担有限的直

接抑菌'抗菌功能"另一方面可能作为其他组织或

器官发挥各种免疫效应的液体媒介而在仿刺参的

免疫应答中发挥积极重要作用"主要是通过参与

凝集'黑化'吞噬'包囊'结节形成'消化等涉及多

种组织细胞的复杂级联反应来对抗病原入侵
)=*

"

从而保证了仿刺参对多种病原菌具有有效的抵御

能力% 前期有报道发现"青岛文昌鱼体液对溶藻

胶弧菌'副溶血弧菌和哈维氏弧菌的生长抑制作

用可被补体抗体阻断"证明补体作用是文昌鱼体

液抑制弧菌生长的主要因素
)49*

% 然而"在本研究

中"; 株受试菌中只有溶壁微球菌的生长受到仿

刺参体腔液上清的抑制"而溶壁微球菌是溶菌酶

酶解作用的主要靶菌
)59*

"因此"仿刺参体腔液中

直接参与抗菌作用的主要免疫因子可能是溶

菌酶%

前期许多研究发现"二价金属离子对无脊椎

动物体液中多种免疫因子如酚氧化酶'溶菌酶'磷

酸酶'超氧化物歧化酶'髓过氧化物酶等的活性影

响显著
)5"5= >74*

"表明二价金属离子对无脊椎动物

体液的抗菌活性可能会有显著影响% 目前"在青

岛文昌鱼中已证实">1

5 C

对文昌鱼体液的抗菌活

力有明显增强作用
)49*

% 本研究通过分析海洋环

境中常见的 9 种二价金属离子对仿刺参体腔液上

清抗菌活力的影响发现">'

5 C

和 B'

5 C

可明显增

强体腔液上清的抗菌活力"表明在适当浓度下"

>'

5 C

和 B'

5 C

可能具有促进仿刺参抑制'清除病

原菌的作用"具有潜在的免疫增强剂的应用价值%

另外"Q%

5 C

';+

5 C

';/

5 C

'>1

5 C

对仿刺参体腔液上

清的抗菌活力无明显影响% 所测试的 9 种二价金

属离子中"无金属离子抑制体腔液上清的抗菌活

力"表明仿刺参体腔液中直接参与抗菌作用的免

疫因子对海洋环境中常见的二价金属离子有一定

的适应性"有利于仿刺参在自然环境下保持稳定

的抗菌能力%

拟诺卡式菌 #A,.$'50,2-0-*7!$由中国科学

院大连化学物理研究所海洋生物产品工程组惠
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