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摘要：为研究乳酸乳球菌Q-9 胞外多糖 (exopolysaccharides from Lactococcus lactis Q-9, EPS-9)
对鲤免疫应答、抗氧化活性以及抗嗜水气单胞菌性能的影响，实验将提取并纯化的 EPS-
9 (250、500 和 1 000 μg/mL) 与鲤头肾细胞体外共培养，检测头肾细胞的增殖能力和吞噬
活性，以及孵育液中一氧化氮 (NO) 和细胞因子的合成量。将 300 尾健康鲤 [(47.66±
0.43) g] 随机分为 5 组，对照组 (阴性和阳性) 灌喂无菌的磷酸盐缓冲溶液 (phosphate buf-
fer saline, PBS)，处理组分别灌喂不同浓度的 EPS-9 (250、500 和 1 000 μg/mL)，1 次 /天，
连续处理 7 d 后取血液和肝胰腺组织。随后，阳性组和处理组腹腔注射嗜水气单胞菌，
阴性组用无菌 PBS 处理，感染 24 h 后取血液和肝胰腺组织。分别检测血清中 NO 和细胞
因子的合成量，及溶菌酶 (LZM) 和碱性磷酸酶 (AKP) 的活性；肝胰腺组织中的抗氧化 (T-AOC、
T-SOD、CAT、GSH、GSH-Px 和 MDA) 指标。体外结果显示，EPS-9 能显著增强鲤头肾
细胞的增殖能力和吞噬活性，并提高 NO、促炎细胞因子 (TNF-α、IL-1β 和 IL-6) 和抗炎
细胞因子 (IL-10 和 TGF-β) 的合成量。体内结果显示，与阴性对照组相比，EPS-9 灌喂处
理能显著上调血清中 NO 和促炎细胞因子的合成量，LZM 和 AKP 活性，以及肝胰腺的
抗氧化水平。嗜水气单胞菌感染后，NO、促炎细胞因子的合成量及 LZM、AKP 的活性
均显著低于阳性对照组。但无论感染与否，EPS-9 处理组血清中抗炎细胞因子的合成量
均显著升高。研究表明，EPS-9 在体内和体外均具备提高鲤的非特异性免疫、抗氧化活
性和抗病原菌感染的能力，可作为一种安全有效的添加剂应用于水产养殖。
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益生菌因可提高生长性能和抗氧化水平，

及增强先天免疫应答而在水产养殖中得到了广

泛应用 [1]。益生菌的应用可以有效减少抗生素在

水产养殖中的使用，从而减少耐药菌的产生、

宿主体内药物残留的发生率及其他副作用 [2]，因

此，对水产动物使用益生菌成为替代抗生素的

非常有效的措施 [3-4]。近年来，越来越多的研究

人员关注益生菌的次生代谢产物，如胞外多糖

(exopolysaccharides,  EPS)[5-7]。EPS 具有独特的理

化性质和生物活性而被应用于食品、医药和其

他工业产品中，这激发了人们探索和发现新的

EPS 的兴趣[7]。

多糖是一种免疫刺激剂，可通过多种途径

增强宿主的免疫调节能力，帮助宿主抵抗外界
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环境胁迫 [3, 5]。EPS 是一种高分子量的长链聚合

物，主要通过微生物的代谢产生，包括蓝藻、

真菌和细菌 [8]。乳酸菌 (lactic acid bacteria,  LAB)
由于其合成的生物高聚物具有公认安全的特殊

性质，在 EPS 产生菌中引起了独特的研究兴趣[9]。

过去的几十年，来源于 LAB 的 EPS 对宿主免疫

和抗氧化活性的调节作用已被广泛研究[10]。例如，

来源于干酪乳杆菌 (Lactobacillus casei WXD030)
菌株的胞外多糖 L-EPS 可通过增强 RAW264.7 细

胞的增殖和吞噬活性以及诱导 NO、TNF-α、IL-
1β 和 IL-6 的产生而发挥调节免疫应答的作用 [5]。

罗伊氏乳杆菌 (L. reuteri Mh-001) 产生的 EPS 通

过降低 RAW246.7 小鼠巨噬细胞中 TNF-α 的表达

而显示出有益的生理效应[10]。分离于母乳中的 6 株

鼠李糖乳杆菌 (L. rhamnosus) 产生的 EPS 在 DPPH
自由基、羟基和超氧阴离子自由基清除，还原

能力的增强和金属螯合活性等实验中显示出较

强的抗氧化活性 [6]，体外还表现出抗肿瘤和抗菌

活性 [6]。然而，来源于乳酸乳球菌 (Lactococcus
lactis) 的 EPS 对水产动物免疫调节、抗氧化活性

和抗病作用的报道甚少。

在以往的研究中，根据筛选标准从健康鲤

(Cyprinus carpio) 肠道内容物中分离获得 3 株乳酸

乳球菌 [11]。其中菌株 Q-9 对鲤具有较好的促生长

和免疫调节作用 [12]。因此，假设乳酸乳球菌 Q-9
胞外多糖 (EPS-9) 同样具有免疫调节、抗氧化活

性和抗病原菌感染的功能。为验证这一假设，

实验通过对鲤肝胰腺和血清中主要免疫相关基

因表达、酶活性和抗氧化能力的检测，系统研

究 EPS-9 对鲤体内和体外的免疫调节和抗氧化活

性，研究结果对拓展乳酸菌胞外多糖在水产养

殖动物中的应用具有重要意义。

1    材料与方法

1.1    实验菌株

菌株 Q-9 从鲤肠道内容物中分离获得，根

据生理特性和 16S rDNA 序列分析被鉴定为乳酸

乳球菌 [12]。实验过程中，菌株 Q-9 在 MRS 培养

基中 37 °C 静置培养 24 h。嗜水气单胞菌 (Aeromonas
hydrophila Ah01) 在 LB 培 养 基 中 37  °C 条 件 下

180 r/min 振荡培养 16 h。

1.2    头肾细胞的分离与处理

将健康鲤 [(47.66±0.43) g] 麻醉，在无菌条件

下取出头肾并分离其单核细胞 /巨噬细胞 [13]，培

养于 RPMI-1640 培养基 (10% 胎牛血清，GIBCO，

USA； 100  U/mL 青霉素和 100  μg/mL 链霉素，

Sigma，USA)，调整细胞浓度后加入 24 孔细胞

培养板 (Corning, USA; 2×106 个/mL)。用不同浓度

的 EPS-9  (0、 250、 500 和 1  000  μg/mL) 在 28  °C
孵育细胞，24 h 后检测孵育液中细胞因子和 NO
的合成量。

1.3    头肾细胞的增殖能力和吞噬活性的检测

为探讨 EPS-9 对鲤头肾细胞增殖能力和吞

噬活性的影响，用不同浓度的 EPS-9 (0、 250、
500 和 1 000 μg/mL) 处理 24 孔细胞培养板中的头

肾细胞 (2×106 个/mL)。分别采用 MTT 试剂盒 (南
京建成生物工程研究所) 和中性红染色的方法进

行检测，具体操作步骤参照前期的相关研究[14-15]。

1.4    体内实验

　　实验鱼和饲养条件　　实验用鱼购买于“河
南省水产技术推广站水产养殖基地，中牟，河

南”。进行体内实验之前，通过喂食商业饲料，

将鱼驯化2 周。随后，将 300 尾大小相近 [(47.66±
0.43) g] 的健康鲤随机分入 15 个 300 L 的养殖桶

(20 尾/桶)。每天投喂 3 次 (09:00、13:00 和 17:00)
至明显饱腹。实验过程中，每天更换 30% 的水，

持续供氧，水温保持 (26±1) °C，光周期为 12 h。
　　饲喂和攻毒处理　　将 15 个养殖桶随机分

为 5 组，每组 3 个平行，进行灌喂处理。第一组 (阴
性对照) 和第二组 (阳性对照) 分别给予 0.1 mL 磷
酸盐缓冲液 (PBS)；剩余 3 组分别给予 0.1 mL 不

同浓度 (250、 500 和 1  000  μg/mL) 的 EPS-9，每

天 1 次，连续灌喂 7 d 后，每桶随机抽取 6 尾鱼，

麻醉取样。随后，将每个养殖桶中的剩余鱼 (阴
性对照组除外) 腹腔注射 100 μL 嗜水气单胞菌 Ah 01
(LD50=5×106 CFU/mL)。阴性对照组注射 100 μL
无菌 PBS。养殖条件同上，感染 24 h 后收集样品。

　　样品收集　　灌喂 7 d 和腹腔注射 24 h 后，

每桶随机抽取 6 尾鱼，经 MS-222 麻醉处理后尾

静脉采集血液，离心 (4 °C, 3 000 × g, 30 min) 分
离收集血清。随后对鱼进行解剖，分离肝胰腺。

所有样品均于−80 °C 保存，备用。

1.5    NO的检测

参照说明书，使用总一氧化氮测定试剂盒

(Beyotime，上海，中国) 测定孵育液和血清中的

NO 水平。使用 EnSpire 2 300 酶标仪 (PE EnSpire,
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USA) 在 490 nm 处测定吸光度。根据亚硝酸钠 5
倍稀释制备的标准曲线估算 NO 浓度。

1.6    抗氧化相关指数的测定

为检测 EPS-9 在鲤体内的抗氧化作用，使

用相应的试剂盒 (南京建成生物工程研究所 ) 测
定肝胰腺中总抗氧化能力 (T-AOC)，丙二醛 (MDA)、
谷胱甘肽 (GSH)、超氧化物歧化酶 (T-SOD)、过

氧化氢酶 (CAT) 和谷胱甘肽过氧化物酶 (GSH-
Px) 的活性。详细操作参照说明书。

1.7    免疫相关指标的测定

为评估 EPS-9 的免疫调节活性，使用本实

验室制备多克隆抗体 [16] 检测孵育液和血清中细

胞因子的合成量，具体的检测步骤参照前期的

相关研究 [15]。此外，根据试剂盒 (南京建城生物

工程研究所 ) 提供的说明书，测定血清溶菌酶

(LZM) 和碱性磷酸酶 (AKP) 的活性。

1.8    数据分析

实验中所有的数据均采用平均值±标准差的形

式呈现 (n=6)。显著性分析采用 SPSS 25.0 软件的

One-Way ANOVA 中 Scheffe 指标，显著性水平设

为 P<0.05。

2    结果

2.1    EPS-9对鲤头肾细胞增殖能力和吞噬活性

的影响

EPS-9 对鲤头肾细胞增殖能力和吞噬活性的

检测结果显示，处理组头肾细胞的增殖能力和

吞噬活性均显著高于对照组 (P<0.05)，并表现出

先增加后降低的趋势，尤其是在 500 μg/mL 时，

EPS-9 的促进作用分别是对照组的 1.65 倍和 1.41
倍 (图 1，图 2)。表明 EPS-9 在检测的浓度范围

内对鲤头肾细胞具有促进作用。

2.2    NO含量的检测

EPS-9 体内和体外对 NO 含量影响的检测结

果显示，EPS-9 孵育头肾细胞 24 h 后，仅在最高

浓度处理组孵育液中 NO 的含量显著高于对照组

(P<0.05，图 3)。EPS-9 灌喂处理后，除低浓度

(250 μg/mL) 处理组外，其他处理组血清中 NO 的

含量均显著高于阴性对照组 (P<0.05，表 1)。嗜

水气单胞菌感染能显著增加血清中 NO 的含量 [ 阳
性对照组， (22.32±1.18) μmol/L]，但 EPS-9 处理

组能显著降低由嗜水气单胞菌引起的 NO 增加量

(P<0.05)，并呈浓度依赖型 (表 1)。特别在高浓度

(1 000 μg/mL) 处理组，NO 的生成量降低了 71.85%，

与阴性对照组相比无显著性差异 (P>0.05，表 1)。

2.3    EPS-9对抗氧化相关指标的影响

EPS-9 对抗氧化指标影响的检测结果显示，
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图 1    EPS-9对鲤头肾细胞增殖能力的影响

1. 对照组，2. 250 μg/mL EPS-9 处理组，3. 500 μg/mL EPS-9 处理

组，4. 1 000 μg/mL EPS-9 处理组；图中不同字母表示差异显著

(P<0.05)；下同

Fig. 1    Effect of EPS-9 on the proliferation of
head kidney cells of C. carpio

1. control group, 2. 250 μg/mL of EPS-9 treatment group, 3. 500 μg/mL
of  EPS-9  treatment  group,  4.  1  000  μg/mL  of  EPS-9  treatment  group;
different letters indicate statistical difference (P<0.05); the same below
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图 2    EPS-9 对鲤头肾细胞吞噬活性的影响

Fig. 2    Effect of EPS-9 on the phagocytosis of
head kidney cells of C. carpio
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灌喂处理 7 d 后，处理组肝胰腺中 T-AOC 的含量，

T-SOD、GSH-Px 和 CAT 的活性与对照组相比均

呈现先增加后降低的趋势，并且活性最高组均

显著高于对照组 (P<0.05，图 4-a~d)。处理组的GSH
水平均显著高于对照组 (P<0.05)，但不同处理组

之间无显著性差异 (P>0.05，图 4-e)。相反，EPS-

9 处理组能显著降低 MDA 的水平，并呈浓度依

赖型 (P<0.05，图 4-f)。

2.4    EPS-9对头肾细胞细胞因子分泌的影响

通过检测头肾细胞孵育液中促炎细胞因子

(TNF-α、 IL-1β、 IL-6) 和 抗 炎 细 胞 因 子 (IL-10、
TGF-β) 的合成量，评价 EPS-9 的体外免疫调节

活性。结果显示，不同浓度 EPS-9 处理组中待测

细胞因子的合成量均显著高于对照组 (P<0.05)，
其中 IL-6、IL-10 和 TGF-β 的合成呈浓度依赖型，

并且最高浓度处理组 IL-6、 IL-10 和 TGF-β 的合

成量分别为对照组的 1.61、1.64、1.94 倍。TNF-
α 和 IL-1β 的合成量呈现先增加后降低的趋势，

其最高合成量分别为对照组的 1.88 和 1.34 倍 (P<
0.05，表 2)，EPS-9 在体外具有显著的免疫调节

作用。

2.5    EPS-9对血清细胞因子分泌的影响

细胞因子在免疫过程中起关键作用，因此，

通过检测血清中细胞因子的合成变化可评估 EPS-
9 的体内免疫调节活性。结果显示，EPS-9 对这

些细胞因子有着不同的调节作用 (表 3)。灌喂处

理 7 d 后，EPS-9 能显著增加促炎细胞因子 TNF-
α、IL-1β 和 IL-6 的合成量 (P<0.05)，且呈剂量依

表 1    ESP-9灌胃及攻毒后鲤血清 NO浓度及 LZM、AKP活性的检测

Tab. 1    Effects of EPS-9 or/and A. hydrophila on the NO concentration, LZM and AKP activities in the serum of C. carpio

处理

treatments
一氧化氮/(μmol/L)

NO
溶菌酶/(U/mL)

LZM
碱性磷酸酶/(U/mL)

AKP
灌喂处理 7 d
gavage treatment (7 d)

对照组
control group

4.60 ± 0.70a 73.41 ± 3.82a 1.12 ± 0.01a

250 μg/mL EPS-9处理组
250 μg/mL of EPS-9 treatment group

4.98 ± 0.46a 83.90 ± 5.61a 1.21 ± 0.01b

500 μg/mL EPS-9处理组
500 μg/mL of EPS-9 treatment group

9.27 ± 1.47b 204.49 ± 7.34c 1.49 ± 0.05c

1 000 μg/mL EPS-9处理组
1 000 μg/mL of EPS-9 treatment group

9.82 ± 2.11b 130.34 ± 5.50b 1.69 ± 0.02d

攻毒处理24 h
challenge treatment (24 h)

阴性对照组
negative control

4.72 ± 0.76a 72.37 ± 3.82a 1.14 ± 0.01a

阳性对照组
positive control

22.32 ± 0.91d 179.78 ± 7.34c 3.17 ± 0.03d

250 μg/mL EPS-9+嗜水气单胞菌处理组
250 μg/mL of EPS-9+ A. hydrophila treatment group

16.44 ± 1.14c 158.80 ± 5.90b 1.81 ± 0.06c

500 μg/mL EPS-9+嗜水气单胞菌处理组
500 μg/mL of EPS-9+ A. hydrophila treatment group

11.88 ± 1.85b 149.81 ± 9.24b 1.24 ± 0.05b

1 000 μg/mL EPS-9+嗜水气单胞菌处理组
1 000 μg/mL of EPS-9+ A. hydrophila treatment group

6.28 ± 0.70a 76.40 ± 6.62a 1.13 ± 0.01a

注：灌喂处理和攻毒处理两组数据单独分析，表中不同字母表示差异显著(P<0.05)，下同

Notes: the data of gavage treatment and challenge treatment were analyzed, respectively, different letters indicate statistical difference (P<0.05), the same
below
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图 3    EPS-9诱导鲤头肾细胞合成 NO的检测

Fig. 3    Effect of EPS-9 induced nitric oxide (NO)
production in head kidney cells of C. carpio
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赖型。此外，EPS-9 能显著提高抗炎细胞因子 IL-

10 和 TGF-β 的表达水平 (P<0.05)，并且 TGF-β 的

表达模式与促炎细胞因子相似，而 IL-10 的合成

量呈现逐渐下降的趋势。

通过检测嗜水气单胞菌感染后血清中细胞

因子的合成量，进一步探讨 EPS-9 对宿主免疫系

统的调节作用 (表 3)。与阴性对照组相比，嗜水

气单胞菌感染后促炎细胞因子和抗炎细胞因子
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图 4    EPS-9对鲤肝胰腺抗氧化指标的检测

Fig. 4    Effects of EPS-9 on the levels of antioxidant substances in the hepatopancreas of C. carpio
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的合成量显著升高 (P<0.05)。然而，与阳性对照

组相比，EPS-9 处理组的促炎细胞因子合成量呈

剂量依赖型降低 (P<0.05)。尤其在高浓度 (1 000
μg/mL) 处理组，TNF-α、 IL-1β 和 IL-6 的合成量

与阴性对照组相比无显著性差异 (P>0.05)。而

EPS-9 处理组仍显著增加 IL-10 和 TGF-β 的水平，

并呈剂量依赖型 (P<0.05)，且高浓度 (1 000 μg/mL)
处理组 IL-10 的合成量显著高于阳性对照组 (P<
0.05)。

2.6    EPS-9对血清 LZM和 AKP活性的影响

灌喂处理 7 d 后，处理组血清中 LZM 的活

性与对照组相比呈现先增加后降低的趋势，与

对 照 组 和 低 浓 度 处 理 组 相 比 ， 500 和 1  000
μg/mL 处理组血清 LZM 的活性显著升高 (P<0.05，
表 1)。而 AKP 活性呈现逐渐增加的趋势，并且处理

组血清 AKP 的活性均显著高于对照组 (P<0.05，
表 1)。嗜水气单胞菌感染后，血清 LZM 和 AKP
活性显著降低 (P<0.05，表 1)，并呈浓度依赖型，

特别是高浓度处理组，LZM 和 AKP 活性与阴性

对照组相比无显著性差异 (P>0.05，表 1)。

3    讨论

EPS 是益生菌与宿主生物相互作用的媒介[5]。

尽管益生菌在改善鱼的生长性能、饲料利用率

和免疫应答以及调节肠道菌群方面的作用在过

去几十年得到了广泛的研究 [17-19]，但分离于乳酸

乳球菌的 EPS 对鲤作用的研究未见报道。研究

表明，EPS 能显著增强宿主的非特异性免疫应

答 [5, 20]。非特异性免疫反应的增加可以提高鱼类

对环境胁迫的抵抗力[21]，保护宿主免受真菌、细

表 2    EPS-9对鲤头肾细胞分泌细胞因子含量的检测

Tab. 2       Effects of EPS-9 on the secretion of cytokines in the head kidney cells of C. carpio pg/mL

分组　groups TNF-α IL-1β IL-6 IL-10 TGF-β

对照组
control group

7.38 ± 0.58a 489.29 ± 6.85a 24.49 ± 2.16a 20.61 ± 0.61a 84.82 ± 4.04a

250 μg/mL EPS-9处理组
250 μg/mL of EPS-9 treatment group

10.39 ± 0.85b 654.49 ± 9.31c 32.29 ± 1.69b 26.60 ± 1.39b 116.76 ± 3.87b

500 μg/mL EPS-9处理组
500 μg/mL of EPS-9 treatment group

13.88 ± 0.28c 573.69 ± 10.90b 34.63 ± 2.58bc 32.43 ± 0.93c 133.71 ± 5.79b

1 000 μg/mL EPS-9处理组
1 000 μg/mL of EPS-9 treatment group

10.30 ± 0.95b 569.39 ± 23.50b 39.48 ± 2.05c 33.85 ± 0.27c 164.41 ± 5.60c

表 3    ESP-9灌胃及攻毒后血清细胞因子分泌的检测

Tab. 3       Effects of EPS-9 or/and A. hydrophila on the cytokines secretion in the serum of C. carpio pg/mL

处理　treatments TNF-α IL-1β IL-6 IL-10 TGF-β

灌喂处理7 d
gavage treatment (7 d)

对照组
control group

2.68 ± 0.33a 28.98 ± 2.32a 19.45 ± 1.38a 35.02 ± 0.95a 233.52 ± 13.08a

250 μg/mL EPS-9处理组
250 μg/mL of EPS-9 treatment group

4.65 ± 0.34b 48.86 ± 4.02b 31.46 ± 1.51b 77.73 ± 1.22c 316.33 ± 8.65b

500 μg/mL EPS-9处理组
500 μg/mL of EPS-9 treatment group

5.29 ± 0.57b 60.23 ± 8.04b 33.81 ± 3.16b 71.38 ± 2.61b 321.89 ± 2.12b

1 000 μg/mL EPS-9处理组
1 000 μg/mL of EPS-9 treatment group

11.43 ± 0.95c 80.11 ± 4.64c 39.25 ± 1.61c 66.40 ± 3.28b 365.59 ± 5.14c

攻毒处理24 h
challenge treatment (24 h)

阴性对照组
negative control

2.68 ± 0.33a 28.98 ± 2.32a 19.45 ± 1.38a 35.02 ± 0.95a 233.52 ± 13.08a

阳性对照组
positive control

12.04 ± 0.91d 85.80 ± 4.64d 41.27 ± 1.66c 59.60 ± 1.57c 531.75 ± 4.35c

250 μg/mL EPS-9+嗜水气单胞菌处理组
250 μg/mL of EPS-9+ A. hydrophila treatment group

6.54 ± 1.21c 51.39 ± 2.36c 30.33 ± 1.94b 52.34 ± 1.25b 443.58 ± 20.46b

500 μg/mL EPS-9+嗜水气单胞菌处理组
500 μg/mL of EPS-9+ A. hydrophila treatment group

4.82 ± 0.66bc 37.82 ± 1.95b 23.29 ± 1.75a 54.71 ± 0.84b 453.85 ± 18.01b

1 000 μg/mL EPS-9+嗜水气单胞菌处理组
1 000 μg/mL of EPS-9+ A. hydrophila treatment group

3.37 ± 0.86ab 31.50 ± 1.95a 22.59 ± 1.64a 73.54 ± 1.01d 525.06 ± 7.26c
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菌、寄生虫和病毒等多种潜在入侵生物的侵害[22]。

因此，本实验旨在研究 EPS-9 对鲤免疫应答、抗

氧化活性和抗病性能的影响。

单核/巨噬细胞分布在所有多细胞生物体内

相对保守的细胞中，是天然免疫系统中的关键

细胞 [23-24]。该类细胞的增殖能力和吞噬活性是其

最重要的两个功能[25]，它们的生存状态直接影响

非特异性免疫应答功能[26]，因此，检测免疫细胞

对多糖的反应是非常重要的。研究表明，黄芪

多糖脂质体 APSL 和乳酸菌多糖 EPS-2 能分别提

高大黄鱼 (Larimichthys crocea) 和鲤头肾巨噬细胞

吞噬活性 [15, 27]。本实验中，EPS-9 能显著增强鲤

头肾免疫细胞的增殖能力和吞噬活性 (图 1 和图 2)，
并呈浓度依赖型。此外，在乳酸杆菌胞外多糖

中观察到相似的结果[5, 28]。

研究表明，NO 能启动免疫系统，是炎症调

节的介质[29]。它可与吞噬细胞呼吸暴发产生的超

氧阴离子反应，产生强氧化剂、过氧亚硝酸盐

(ONOOH)，从而杀死或抑制病原微生物的生长，

因此，NO 是生物体抗感染免疫中的一个关键细

胞防御因子 [30]。前期研究显示，黄芪多糖 APS
及其脂质体 APSL 均能明显提高大黄鱼头肾巨噬

细胞 NO 的生成 [27]，金银花多糖 HP-02 对鲤也表

现出类似的作用[14]。在本研究中，单独使用不同

浓度的 EPS-9 或嗜水气单胞菌可诱导高水平的

NO 生成 (图 3，表 1)，但是过量的 NO 会造成过

度胁迫的状态，从而给宿主带来一定的危害。

而用 EPS-9 处理能够相应减少嗜水气单胞菌引起

的 NO 合成量 (表 1)。这些结果表明 EPS-9 可通

过调节 NO 的产生来保护机体。同样，前期的一

些研究也表明益生菌和多糖在体外和体内能够

调节 NO 的合成[26, 31-32]。

机体防御系统的抗氧化能力与健康密切相

关。防御系统包括酶系统和非酶系统，如 T-AOC、

T-SOD、GSH-Px 和 CAT 属于酶系统。酶系统的

保护性抗氧化主要通过 3 种途径进行：①消除自

由基和活性氧以避免脂质过氧化 [33-34]；②过氧化

物的分解和过氧化物链的阻断 [35]；③去除可催化

氧化的金属离子 [36]。此外，GSH 和 MDA 也是常

见的抗氧化检测指标 [37-38]。来源于乳酸菌的 EPS
发挥抗氧化的能力在体外和体内均已被广泛研

究。例如，饲料中添加黄芪多糖 APS 能显著提

高大菱鲆 (Scophthalmus maximus) 和大黄鱼幼体

中 T-AOC、T-SOD 和 GSH-Px 的活性 [39-40]，同时

降低大黄鱼血清中 MDA 的含量 [27, 40]。在 H2O2 损

伤的 Caco-2 细胞模型中，植物乳杆菌 WLPL04
的 EPS 显著抑制了活性氧和 MDA 水平的增加，

并增强了 Caco-2 细胞中抗氧化相关酶 (SOD、

CAT 和 GSH-Px) 的活性和基因 (SODS、GSH-Px)
的表达 [41]。此外，增加血清和 /或肝胰腺中 SOD
和 CAT 的活性，降低 MDA 的含量是乳酸菌来源

的 EPS 抗氧化作用的重要证据 [42-43]。本研究中观

察到 EPS-9 具有类似的抗氧化能力，它能显著增

强肝胰腺中 T-SOD、CAT 和 GSH-Px 的活性，增

加 T-AOC、GSH 的浓度，及降低 MDA 的含量

(图 4)。结果表明，EPS-9 对鲤具有较好的抗氧化

作用。

众所周知，硬骨鱼类依赖非特异性免疫过

程增强其免疫应答和抗病原体感染的能力[44]，因

此，非特异性免疫是硬骨鱼类防御的一道重要

免疫屏障 [45-46]。细胞因子在此过程中起着关键作

用，一旦被诱导，就会触发免疫系统的应答，

有助于增强免疫反应。因此，细胞因子 TNF-α、
IL-1β、 IL-6、 IL-10 和 TGF-β 的检测常被用来评

估机体的免疫反应 [47-48]。在本研究中，经 EPS-9
处理的鲤在体外 (表 2) 和体内 (表 3) 均能显著诱

导促炎细胞因子 (TNF-α、IL-1β 和 IL-6) 和抗炎细

胞因子 (IL-10、TGF-β) 的表达，表明 EPS-9 可诱

导鲤非特异性免疫反应，进而促进对入侵病原

体的免疫应答。与本研究相似的结果表明，黄

芪多糖 APS 及其脂质体 APSL 能通过上调大黄鱼

头肾细胞及大菱鲆宿主促炎细胞因子的表达而

发挥免疫调节作用[27, 39]。来源于干酪乳杆菌 L. casei
WXD030 菌株的 L-EPS 能显著诱导 RAW264.7 细

胞合成 TNF-α、IL-1β 和 IL-6[5]。长双歧杆菌 Bifido-
bacterium longum W11 产生的胞外多糖能增加外

周血单核细胞 (PBMCs) 中 IL-6 和 IL-10 的合成[49]。

而一旦先天免疫系统被激活，激活状态就会被

控制在一个相对健康、恒定的水平 (内稳态)[50]。

本研究还发现EPS-9 可以通过下调嗜水气单胞菌

感染鲤的促炎细胞因子水平和上调其抗炎细胞

因子水平来维持相对稳定的免疫应答 (表 3)，这

对嗜水气单胞菌感染鲤后仍维持一定的存活率

有积极的影响[12]。

LZM 是一种碱性酶，能水解存在于细菌细

胞壁肽聚糖中 N-乙酰氨基葡萄糖酸和 N-乙酰氨

基葡萄糖胺残基之间的化学键，将不溶性黏多

糖分解为可溶性糖肽，并导致细胞壁碎片的释
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放和细菌的溶解 [51]。AKP 是一种典型的水解酶，

参与入侵毒素和污染物解毒的消除，作为溶酶

体酶的一部分，在甲壳动物的免疫系统中起着

积极的作用 [52]。因此，LZM 和 AKP 是缺乏适应

性免疫系统宿主抵御病原体和氧化应激的关键

组分[53]，它们是反映胁迫或疾病状况的重要先天

免疫参数 [54-55]。在本研究中，用 EPS-9 处理的鲤

血清中 LZM 和 AKP 活性显著升高 (表 1)。类似

的，日粮中添加海藻硫酸多糖 SPG 和黄芪多糖

APS 能分别显著提高虹鳟 (Oncorhynchus mykiss)
和大菱鲆体内 LZM 活性 [39, 56]。日粮中的黄芪多

糖 APS 还能显著提高大黄鱼幼体 AKP 活性 [40]。

在食用酵母多糖的海参中，LZM 和 AKP 活性也

有所提高 [57]。此外，EPS-9处理降低了由嗜水气

单胞菌引起的 LZM 和 AKP 的活性，其调节模式

与本实验 NO 相似。

总之，EPS-9 在细胞和宿主水平上具有较好

的免疫调节作用。它不仅能提高免疫细胞的增

殖能力和吞噬活性，而且能诱导细胞释放细胞

因子和 NO，提高鲤体内抗氧化物质的含量和

LZM、AKP 活性。此外，在病原菌感染过程中，

EPS-9 对嗜水气单胞菌也有抵抗作用。以上结果

表明，EPS-9 可作为一种安全有效的免疫增强剂

应用于水产养殖中。
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Effects of an exopolysaccharide from Lactococcus lactis Q-9 on
innate immune response, antioxidant activity, and disease resistance

against Aeromonas hydrophila in Cyprinus carpio

FENG Junchang ,     CAI Zhongliang ,     CHEN Yongyan ,     CHANG Xulu ,    
LIU Huifen ,     ZHAO Yanjing ,     ZHANG Jianxin *

(College of Fisheries, Engineering Technology Research Center of Henan Province for Aquatic Animal Cultivation,
Engineering Lab of Henan Province for Aquatic Animal Disease Control, Henan Normal University, Xinxiang    453007, China)

Abstract: To investigate the effects of the oral administration of exopolysaccharides from Lactococcus lactis Q-9
(EPS-9) on the immunoregulatory properties, antioxidant activities and resistance against Aeromonas hydrophila in
Cyprinus carpio, the purified EPS-9 (250, 500 and 1 000 μg/mL) were co-cultured with the head kidney cells of C.
carpio. The proliferation and phagocytosis activities of the head kidney cells, and the concentration of nitric oxide
(NO) and cytokines in the culture medium were determined. Next, 300 C. carpio [(47.66±0.43) g)] were randomly
divided  into  five  groups;  the  two  control  groups  (negative  and  positive)  were  administered  sterile  PBS  and  the
three treatment groups were administered different concentrations of EPS-9 (250, 500 and 1 000 μg/mL) for seven
days.  Subsequently,  the  positive  and treatment  groups  were  infected  with A.  hydrophila,  and  the  negative  group
was treated with  sterile  PBS for  24 h.  The concentration of  NO, cytokines,  lysozyme (LZM) and alkaline  phos-
phatase (AKP) in serum, the antioxidative indexes (T-AOC, T-SOD, CAT, GSH, GSH-Px, MDA) in the hepato-
pancreas of the C. carpio were tested. We observed that EPS-9 could significantly enhance the proliferation and
phagocytosis activities, besides inducing the production of NO, pro-inflammatory cytokines (TNF-α, IL-1β, IL-6)
and anti-inflammatory cytokines (IL-10, TGF-β) in vitro. The in vivo experimental results revealed that EPS-9 sig-
nificantly enhanced NO production, protein levels of pro-inflammatory cytokines (TNF-α, IL-1β, IL-6), LZM and
AKP activities in the serum, and the antioxidant level in the hepatopancreas compared to that observed in the neg-
ative group prior to A. hydrophila infection. NO, pro-inflammatory cytokines, LZM and AKP activities were signi-
ficantly lower than that in the positive group after infection. However, whether infected or not, the expression of
anti-inflammatory  cytokines  (IL-10,  TGF-β)  increased  significantly  in  the  EPS-9-treated  groups.  Therefore,  the
results suggested that EPS-9 could enhance the non-specific immunity, antioxidant activities and anti-A. hydrophila
activity of C. carpio in vitro and in vivo, and could be used as a safe and effective feed additive in aquaculture.

Key words: Cyprinus carpio; Lactobacillus exopolysaccharide; immune response; antioxidant activity; disease
resistance
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