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灿烂弧菌对厚壳贻贝免疫指标和消化酶活性的影响
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摘要：为探究灿烂弧菌对厚壳贻贝免疫指标和消化酶活性的影响，用1×106、1×107、
1×108个/mL 3个浓度的灿烂弧菌刺激厚壳贻贝，探讨弧菌刺激后厚壳贻贝的一氧化氮合
酶(NOS)、一氧化氮(NO)、超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MAD)等免疫指标和淀粉酶、
蛋白酶等消化酶的变化情况。结果显示，灿烂弧菌刺激48 h后，厚壳贻贝足、鳃、消化
腺等组织中仅消化腺的NOS活性较对照组有显著升高，且酶活性随初始细菌浓度的升高
而升高，故选用消化腺来测定灿烂弧菌刺激后72 h内的免疫指标和消化酶活性的变化。
灿烂弧菌刺激后，48 h内NOS活性较对照组均显著升高。NO含量较对照组均显著升高，
与NOS显现相同变化趋势。SOD活性在各浓度灿烂弧菌刺激下较对照组均显著升高，而
MAD含量在实验组中含量显著低于对照组。淀粉酶活性在实验组中显著低于对照组，
总体呈现先下降后升高的趋势。蛋白酶活性在各实验组中均呈现先升高后下降的趋势。
研究表明，灿烂弧菌对厚壳贻贝免疫指标和蛋白酶活性的升高有诱导作用，但对蛋白酶
的活性有抑制作用。本研究初步探明了厚壳贻贝对灿烂弧菌的免疫应答机制，为进一步
研究灿烂弧菌和厚壳贻贝相互作用机制以及厚壳贻贝免疫机制奠定了基础。
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厚壳贻贝(Mytilus coruscus)，隶属于软体动

物门 (Mol lusca)，双壳纲 (Bivalvia)，贻贝目

(Mytilodia)，贻贝科(Mytilidae)，是我国重要的海

水经济贝类 [1 ]，其中浙江嵊泗是该种的主要产

地。近年来由于厚壳贻贝野生资源的过度捕捞

以及贻贝幼苗的低附着率和种质资源的退化，

影响了厚壳贻贝养殖业的发展 [2]，而解决其附着

问题是提高厚壳贻贝产量的关键。

弧菌等形成微生物被膜可诱导厚壳贻贝的

附着 [3-5]。例如，Yang等 [3]研究中发现，一定密度

的灿烂弧菌(Vibrio splendidus)形成的微生物被膜

能够有效诱导厚壳贻贝幼虫的附着。灿烂弧菌

是长牡蛎 (Crassos t rea  g igas )  [ 6 ]、沟纹蛤仔

(Ruditapes decussatus)[7]、刺参(Apostichopus ja-

ponicus) [8] 、牙鲆(Paralichthys olivaceus)[9]等多种

水产养殖对象的致病菌。在厚壳贻贝养殖过程

中，该菌是否会引起厚壳贻贝的疾病或影响其

免疫功能还不得而知。

本实验将厚壳贻贝成贝暂养在含有不同浓

度灿烂弧菌的灭菌海水中，观察其体内的免疫

相关酶和消化酶活性的变化，以期查明该菌对

厚壳贻贝免疫和消化性能的调控作用，为该种

的健康生态养殖提供技术支撑。
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1    材料与方法

1.1    实验菌株

灿烂弧菌(ECSMB14105)分离自浙江省舟山

市嵊泗县海域挂板形成的微生物被膜，现保存

于上海海洋大学水产与生命学院。

1.2    实验材料

实验用厚壳贻贝采自浙江省舟山市枸杞

岛，实验室暂养7日，选取壳长、重量相近的厚

壳贻贝进行正式实验。对照组为无灿烂弧菌感

染组。实验组分为灿烂弧菌感染的3个不同浓

度：1×106、1×107、1×108个 /mL，感染0、6、
12、24、36、48、72 h后解剖厚壳贻贝鳃、足、

消化腺，放入液氮速冻，保存于–80 °C冰箱。

1.3    总蛋白的提取

先称样品质量，加入4倍体积的蛋白裂解液

(10 mmol/L Tris, 1% Tritonx-100, 5% Protease inhib-
itor cocktail)，冰上匀浆30 s，4 °C 条件10 000×g
离心30 min，上清即为可溶性蛋白，取上清20 μL
稀释到100 μL后用BCA试剂盒(生工，中国)，以

牛血清蛋白为标准品，根据生产厂家的说明步

骤测定样品中蛋白量。

1.4    免疫指标及消化酶活性的测定

所测免疫指标包括一氧化氮合酶(nitric ox-
ide synthase，NOS)、一氧化氮 (nitric oxide，
NO)、超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase，
SOD)、丙二醛(malondialdehyde，MDA)。所测消

化酶有淀粉酶、蛋白酶。所有测定试剂均购自

南京建成生物工程所(南京)，各项指标的测定参

照说明书的具体步骤实施。

1.5    数据分析

采用SPSS 19.0软件进行单因素方差分析

(One-Way ANOVA)，比较各组数据之间差异，

用Tukey’s-b检测法进行多重比较。P<0.05为差

异显著。

2    结果

2.1    厚壳贻贝足、鳃、消化腺NOS活性比较

各实验组均无厚壳贻贝死亡。相比对照

组，灿烂弧菌刺激48 h后成贝足部NOS活性无明

显差异(P>0.05，图1)。鳃部NOS活性在灿烂弧菌

刺激后显著升高(P<0.05)，最高达到2.73 U/mg，
但不同灿烂弧菌密度下活性没有显著差异 (P>
0.05)。消化腺NOS活性随灿烂弧菌初始密度的升
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图 1    灿烂弧菌刺激厚壳贻贝足、鳃、消化腺NOS活性的48 h后变化

1. 足，2. 鳃，3. 消化腺。不同字母表示差异显著(P<0.05)。下同

Fig. 1    Changes of nitric oxide synthase activity in the foot, gill and digestive gland of M. coruscus after
the challenge of different concentrations of V. splendidus

The following are the same. 1. foot, 2. gill, 3. digestive gland. Values that are significantly different between each other at P<0.05 are indicated by differ-
ent letters above the bars
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高而升高(P<0.05)，在初始细菌浓度为1×106个/mL
时，NOS活性为2.78 U/mg；在初始细菌浓度为

1×107个/mL时，NOS活性升高至5.10 U/mg且表现

出显著性差异(P<0.05)；当1×108个/mL时，NOS
的活性与1×10 7个 /mL时的活性无显著性差异

(P>0.05)。

2.2    免疫相关指标的变化

NOS活性的变化         当灿烂弧菌密度为

1×106个/mL时，NOS活性在0~36 h时并无显著升

高(P<0.05)，48 h时升至最大值2.76 U/mg，并在

72 h时呈现下降趋势(图2-a)。当灿烂弧菌浓度为

1×107、1×108个/mL时，NOS活性在0~24 h时并无

显著升高(P>0.05)，在36 h时出现升高，48 h时达

到最大值，分别为5.15和4.90 U/mg，并在72 h呈
下降趋势。

NO含量的变化        与对照对比，6 h时测试

组NO含量明显增加(P<0.05，图2-b)。当初始细

菌浓度为1×106个/mL时，NO含量在6 h后开始下

降，在36 h时升高，并在48 h处最高，为52.68 μmol/
mg。当灿烂弧菌浓度为1×107个/mL时，NO含量

在6 h后开始下降，但在36 h时升高，48 h时NO含

量达到最高，为69.46 μmol/mg。当初始细菌浓度

为1×108个/mL时，NO含量在6 h后开始下降，但

在36 h时陡然升高到最高，为76.71 μmol/mg。
SOD活性的变化         灿烂弧菌的刺激均导

致实验组SOD活性增加(图3-a)。当初始细菌浓度

为1×106个 /mL时，SOD活性在24 h时最高，为

56.70 U/mg。当初始灿烂弧菌为1×107个 /mL时，

SOD活在0~36 h期间呈逐渐上升的趋势，36 h时
最高，为59.40 U/mg，48 h后活性呈下降趋势。

当初始细菌浓度为1×108个 /mL时，SOD活性在

6 h时陡然升高到53.47 U/mg，12 h时SOD活性明

显下调(P<0.05)，36 h时最高(54.82 U/mg)，48 h后
活性下降。

MAD含量的变化        灿烂弧菌刺激均导致实验
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图 2    灿烂弧菌刺激厚壳贻贝消化腺中NOS活性和NO含量的动态演替

Fig. 2    Changes of nitric oxide synthase activity and nitric oxide content of digestive glands of M. coruscus after
the challenge of different concentrations of V. splendidus
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组MAD含量的降低(图3-b)。当灿烂弧菌初始密

度为1×106个/mL时，MAD含量在6~72 h时含量呈

逐步降低趋势，到72 h时含量最低，为4.81 nmol/mg；
1×107个/mL时，MAD含量在6~24 h时呈逐步下降

趋势，在36 h、48 h时与对照组的MAD含量无差

异(P>0.05)；当初始细菌浓度为1×108个 /mL时，

MAD含量在实验开始至36 h时含量呈逐步降低趋

势，在48 h时含量反弹显著上调(P<0.05)，72 h时
下降。

2.3    消化酶的比较

淀粉酶活性的变化         当灿烂弧菌初始浓

度为1×106个/mL时，0~36 h的淀粉酶活性呈缓慢

降低的趋势；36 h时最低，为0.62 U/mg；48 h
时活性反弹上升到对照组相同水平(P>0.05)；随

后又降低(图4-a)。当初始细菌浓度为1×107个/mL
时，实验组的淀粉酶活性在6 h后均低于对照组

(P<0.05)；当初始细菌浓度为1×108个/mL时，实

验组的淀粉酶活性均低于对照组，且酶活性随

时间降低到24 h降到最低点，为0.75 U/mg，到36 h
时开始升高(P<0.05)，到48 h时升至0.96 U/mg，
并在72 h时再次降低。

蛋白酶的活性         实验组中蛋白酶的活性

整体呈现先升高后降低的趋势(图4-b)。当灿烂弧

菌浓度为1×106个 /mL时，6 h时蛋白酶的活性最

高，为2.51 U/mg。相比对照组，灿烂弧菌1×
107个 /mL浓度组的蛋白酶活性均显著上升 (P<
0.05)，在12、24 h时蛋白酶的活性较高，分别为

3.74和3.55 U/mg；当初始细菌浓度为1×108个/mL
时，6、12 h时的蛋白酶活性显著高于对照组(P<
0.05)，分别为1.73和1.76 U/mg。

3    讨论

以往对贝类的研究中发现，灿烂弧菌感染

导致长牡蛎幼虫24 h内的死亡率高达100%[6]；灿
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图 3    灿烂弧菌刺激后消化腺SOD活性和MAD含量的变化

Fig. 3    Changes of superoxide dismutase activity and malondialdehyde content of digestive glands of
M. coruscus after the challenge of different concentrations of V. splendidus
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烂弧菌感染沟纹蛤仔稚贝一个月后，其死亡率

高达48%[7]。除贝类外，灿烂弧菌可导致刺参的

腐皮综合症，其幼苗感染后的死亡率可达90%[8]。

本实验中，各实验组贻贝均未出现异常或死亡

现象，可能是由于实验采用的厚壳贻贝成贝，

或者灿烂弧菌引起了厚壳贻贝的免疫反应起到

了自我保护的作用。

O¡
2

NOS的作用是将底物L-精氨酸和氧分子分解

产生L-瓜氨酸和NO。NO主要是通过与 、H2O2、

OH–等氧自由基结合，生成强氧化基，使细菌的

双链DNA断裂，释放2价铁离子，以及使抗氧化

的谷胱甘肽耗尽，达到杀菌的作用，从而对生

物体起到免疫调节的作用 [10]。因此，NOS活性的

高低影响NO含量的多少，从而体现免疫应激反

应的情况。本实验比较了灿烂弧菌感染48 h后，

厚壳贻贝足、鳃、消化腺等3个组织NOS的变化

情况，发现足部NOS活性无显著变化；厚壳贻贝

鳃部NOS酶活性显著增加，但其活性不随初始灿

烂弧菌密度改变而变化；相对比而言，消化腺

NOS活性随初始灿烂弧菌浓度的升高而发生变

化。因而，厚壳贻贝消化腺对灿烂弧菌刺激的

应答，比鳃、足更明显。因此，我们选用了消

化腺来测试不同浓度灿烂弧菌刺激下，其免疫

指标和消化酶活性72 h内的变化。研究发现副溶

血弧菌感染斜带石斑鱼后，血清中NOS活性在24 h

内明显升高 [11]。同样，副溶血弧菌感染九孔鲍

后，血清中的NOS活性和NO含量均有升高，分

别在12和48 h时达到最大值 [12]。本实验中，感染
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图 4    灿烂弧菌刺激后厚壳贻贝消化酶的变化

Fig. 4    Changes of digestive enzyme of digestive glands of M. coruscus after
the challenge of different concentrations of V. splendidus
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厚壳贻贝NOS活性在36 h前增加，48 h时最高。

作为NOS的产物，NO的含量，在24 h前变化并不

明显，在36~48 h期间含量升高达到最大值，与

NOS的变化趋势相同。本实验结果与以往的研究

结果大致相符，说明NOS可有效应答灿烂弧菌的

刺激，提高自己的自我保护能力。

SOD在机体的免疫过程中，起到杀伤、抑

制病原和对机体进行自我保护的功能，当细胞

受到细菌刺激时，细胞内的活性氧上调，SOD可

清除机体内活性氧的作用以便阻止细胞受损[13-15]。

本实验发现，灿烂弧菌刺激后，厚壳贻贝SOD活

性较对照组有显著升高，在刺激 6~36 h期间

SOD活性有明显升高。MAD作为SOD的催化底

物，SOD活性的升高，对应着MAD含量的降

低。本实验中MAD含量6 h时降低，且在36 h内
是持续下降，与SOD活性变化相对应。以往发

现，栉孔扇贝(Chlamys farreri)在温度和鳗弧菌

(Vibrio anguillarum)胁迫下，SOD活性在48 h内显

著升高[16]，这与本研究发现相符，表明厚壳贻贝

可有效应答灿烂弧菌的刺激，并提高自身的抗

氧化自我保护能力。

De Schrijver等 [17]实验发现，解蛋白弧菌(Vi-
brio proteolyticus)可以提高大菱鲆(Scophthalmus
maximus)对蛋白的消化能力。在本实验中，灿烂

弧菌刺激后48 h内，厚壳贻贝淀粉酶活性呈下降

趋势；蛋白酶活性变化与之相反，蛋白酶活性

在灿烂弧菌刺激后12 h内呈升高趋势，之后开始

下降。因而，灿烂弧菌能提高其对厚壳贻贝蛋

白的消化能力，并影响其对淀粉的消化。以往

实验中用溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)投喂凡纳

滨对虾(Litopenaeus vannamei)，会使其肝胰腺的

淀粉酶活性显著降低，且蛋白酶活性显著升高[18]，

这与本实验结果一致。

综上所述，在一定浓度范围内使用灿烂弧

菌在72 h内对厚壳贻贝死亡无影响，且提高厚壳

贻贝的免疫相关酶水平，对蛋白消化能力有所

提升。本实验对于解析海洋细菌和厚壳贻贝相

互作用关系以及厚壳贻贝的免疫机制研究提供

理论基础，同时为该种等经济贝类健康生态养

殖提供技术支撑。
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Influence of Vibrio splendidus on immune indexes and digestive enzyme
activity of Mytilus coruscus

LIANG Xiao 1,2,3,     ZHANG Ya 1,2,     LIU Yuzhu 1,2,     LI Yifeng 1,2,3,    
BATISTA M F 4,     POWER D 4,     YANG Jinlong 1,2,3*
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Abstract: Mytilus coruscus adults were challenged by Vibrio splendidus in three concentrations (1×106 cell/mL,
1×107 cell/mL, 1×108 cell/mL). The changes of immune indexes including nitric oxide synthase (NOS), nitric ox-
ide (NO), superoxide dismutase (SOD) and malondialdehyde (MAD), and digestive enzyme activities including
amylase and protease in digestive gland were determined during 72 h experiment period. The activities of NOS in
foot, gill and digestive gland were measured after experimental challenges of 48 h. Only the activity of NOS in the
digestive gland was significantly different from the control group, and the activity of NOS increased with the in-
crease of initial concentration of V. splebdidus. The activity of NOS of digestive gland in the treatment group was
significantly higher than that of the control group after the challenge of V. splebdidu, and the level of NOS signi-
ficantly increased after 48 h. The content of NO was significantly higher than that in the control group. The con-
tent of NO increased first and then decreased, which had a similar trend with the activity of NOS. The activity of
SOD was significantly higher compared with that of the control group after the challenge of V. splebdidu. The con-
tent of MAD in the treatment group was significantly lower than that in the control group after the challenge of
bacteria. The activity of amylase in the treatment group was significantly lower than that in the control group. The
activity of amylase descended first and then increased. The change of protease activity in the treatment group in-
creased first and then decreased. This study indicates that V. splebdidu can promote the immune indexes and pro-
tease activity and inhibit amylase activity. The present study provides useful information for clarifying the im-
mune mechanism of M. coruscus and Vibrio-mussel interactions.
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