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聚甘露糖醛酸对中国对虾免疫相关酶活性

和溶菌溶血活性的影响
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摘要 : 在中国对虾的血清
、

肌肉和肝胰腺提取液 中有酸性磷酸酶 (A CP)
、

碱性磷酸酶 (A LP)
、

过 氧化物酶

(PO D )
,

其中
,

AC P和 A Lp 在肝脏中的活性最高
。

采用 1
.

0 % 的聚甘露糖醛酸多糖作为免疫药物
,

对中国对虾

进行注射刺激后
,

发现血清中的溶菌和溶血活性有显著提高 ;肝胰腺中的 ACP和 A LP 活性也有明显增加
,

在

72h
,

A CP活性由对照组的 3
.

ZI U
·

1田m L
一 ’提高到 9

.

的U
·

1(X) 1llL
一 ’,

A LP 活性由 4
.

oo U
·

1(X) 功L
一 ’

提高到 13
.

ZU
·

1(X) m L
一 ’,

而血清和肌肉中这两种酶活性的变化不很明显
。

在血清
、

肝胰腺和肌肉中 R 〕D 活性变化不明显
。

聚甘露糖醛酸多糖具有一定的增强中国对虾免疫活性的作用
。

关挂词 : 中国对虾 ;聚甘露糖醛酸多糖 ;免疫活性
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多糖被认为是一种广谱的非特异性免疫促进剂
,

能够增强人体的细胞免疫和体液免疫功能
,

可激活

巨噬细胞
,

促进抗体的形成
,

激活补体及诱导产生干扰素等【
’] 。 而利用免疫多糖来提高养殖生物的免疫
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功能和机体防御能力
,

从而达到防治疾病的目的
,

已经为越来越多的研究工作者所重视
。

王雷等 [z] 利用

富含多糖
、

生物碱及氨基酸等成分的数种免疫药物制成饵料
,

对中国对虾进行投喂
,

发现中国对虾的发

病率和死亡率显著降低
,

体内的抗菌
、

溶菌活力及酚氧化酶活力等免疫指标均有所提高
。

刘恒等[s] 利用

由海藻中提取 的与微生物多糖有类似结构和性质的免疫多糖作为饵料添加剂
,

投喂南美白对虾后
,

对虾

的抗病能力和免疫活性也有不同程度的提高
。

海藻多糖是一种从海藻中分离提取的高分子活性物质
,

具有增强免疫功能
、

抗肿瘤
、

抗病毒及抗凝血等多种生物活性闭
。

有关对虾体液免疫机制的研究 目前较少
。

越来越多的研究成果表明
,

对虾体液因子在机体免疫防

御过程中起到了十分重要的作用
,

包括溶酶体酶的水解作用
、

释放酚氧化酶和黑色素
、

血淋巴凝集及产

生溶血素等【
5 一 7 ]

。

在对养殖对虾的病害防治中
,

许多学者开始从免疫学角度进行研究
,

试图寻找一些能

够提高养殖品种免疫功能和抗病能力 的药物
。

多糖作为一种非特异性免疫促进剂
,

在水产养殖业中逐

渐得到开发和应用
。

本文对中国对虾体内的 A CP
、

AL P
、

POD 酶活性进行分析
,

并研究 了经免疫多糖刺

激后
,

中国对虾体内这些酶活性的变化情况
,

以期对对虾的免疫防御机制有更为深人的认识
,

并为养殖

对虾的病害防治工作提供理论依据和实践基础
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 实验用虾

选择体长为 6 一 7c m 的健康养殖 中国对虾
,

由青岛红岛养殖场提供
。

1
.

1
.

2 鸡红细胞

无菌采集鸡红细胞
,

置于 4 倍的 从
~

’ s
溶液中

,

4℃ 冰箱保存备用
。

1
.

1
.

3 实验用菌种

白色念珠菌(肠耐初阮
a lb ic a砒 )在麦芽汁斜面上活化

,

备用
。

1
.

1
.

4 聚甘露糖醛酸多糖

由青岛海洋大学食品科学基础实验室提供
。

用生理盐水配制浓度为 1
.

0 % 的聚甘露糖醛酸多糖溶

液(
a n n 山旧n at e po ly, K℃hari de

,

M p )
,

灭菌后备用
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 中国对虾的处理方法

选取个体大小相近的养殖 中国对虾
,

采用对虾腹部体腔注射的方法
,

实验组注射聚甘露糖醛酸多糖

溶液 0
.

lln L
.

尾
一 ’,

对照组注射等量的无菌生理盐水
,

每组 加 尾对虾
。

1
.

2
.

2 对虾血清提取液的制备

在 24 h
,

48 h
,

72 h 取对虾 20 尾
,

从心脏抽取血液
,

置于离心管中
,

在 4℃
,

35 00
r

·

而 n 一 ’
离心 IOm in 后

,

取上清液 即为对虾血清
。

1
.

2
.

3 对虾肝胰腺和肌肉提取液的制备

取 2 0 尾 对 虾 的 肝胰腺和 部分肌 肉
,

称重 后 于 冰 浴 中匀浆
,

加人 无菌生 理 盐水
,

使浓度达

到 0
.

1g’mL
一 ’,

4℃
,

35 00
r

.

n五n 一 ’
离心 10 n ti n

后
,

除去沉淀后获得对虾 的肝胰腺和肌肉组织提取液
。

1
.

2
.

4 酶活性的测定

酸性磷酸酶的测定采用磷酸苯二钠法 [s]
。

以每 loo mL 血清在 37 ℃与底物作用 团min
,

产生 lmg 酚

者定义为一个酶活力单位
。

碱性磷酸酶的测定采用磷酸苯二钠法 [s]
。

以每 loo mL 血清在 37 ℃与底物作用 巧min
,

产生 lmg 酚
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者定义为一个酶活力单位
。

过氧化物酶按照 w o址面gt o n 法测定仁
9〕: R )D 活性(u

·

礼
一 ‘
)

=
(玩

1。 x 3 x 10 )/ (6
.

5 8 、 0
.

1)
。

溶菌酶活性的测定
:
将经二次活化的溶壁微球菌

,

接种于液体培养基内进行摇床培养 48h
,

取出后

离心
,

收集菌体
。

用 0
.

lmo l
·

L
一 ’
的磷酸盐缓冲液 (PH

= 6
.

4 )稀释至 A0
二 0

.

303
,

配成底物悬液供测试用
。

在此条件下
,

溶菌活性(u
.

m L
一 ’
)

=
(Ao

一 A )/ A
。

(Ao 为保温前的光吸收值
,

A 为保温后的光吸收值 )
。

1
.

2
.

5 溶血活力测定

将保存于 Al
se v er

’
s液 中的鸡红细胞用无菌生理盐水洗涤数次后配制成 3 % 的红细胞悬液 (按压积

体积计算)
。

取 2
.

sm L 红细胞悬液加人 0
.

l lllL 血清
,

对 照组用 0
.

lm L 的生理盐水代替血清
,

37 ℃保温

30 而n
,

立即冰浴
,

3 (X X) r ·

m in
一 ‘
离心 sn垃n

,

上清液于 5如Inn 处测光吸收值
,

离心的肝组织液代替血清测肝

胰腺的溶血活性
。

溶血素含量 (h
o m o lysin

~
tra tion )表示为

: 所测 O D 值
x
30 (被测样品稀释倍数 )

。

2 实验结果

2
.

1 聚甘露糖醛酸多糖对养殖中国对虾血

清溶菌活性的影响

测定 注射 l% 聚甘露糖醛 酸多糖对中 国对虾

血清的溶菌活性影响结果见 图 1
。

聚 甘露糖醛酸

多糖对养殖中国对虾 血清的溶菌活性具有很显著

的增强作用
。

1% 的剂量能在短时间内使其活力大

增
,

并可维持较常时 间
。

在 24 h 溶菌活性达到高

峰
,

到 72 h 仍维持较高水平
,

说明聚甘露糖醛酸 多

糖可直接进人血淋 巴而影响其活力
,

体腔注射聚甘

露糖醛酸多糖对 中国对虾血清的溶菌功能有刺激

提高的作用
,

影响结果显著
。

血清溶菌活性

0匕」1CU0.住健6\只鹅佃块

时间 / h

图 1 注射聚甘露糖醛酸多糖对养殖中国对虾溶菌活性的影响

R g
.

I E伟eC ts of inj eC te d n 笼团旧切戊的ate on 此 即洲勺
of ba c teri o lys is of 尸

.

c从刀巴川臼

2
.

2 聚甘露糖醛酸多糖对养殖中国对虾溶

血活性的影响
血消溶血活性

‘日
·

只乏鹅昌沈

聚甘露糖醛酸多糖对养殖对虾血清的溶血 活

性具有明显的提高作用 (图 2 )
。

体腔 注射聚甘露

糖醛酸多糖可在 24 h 时血清溶血 能力 由 3
.

03 提高

到 3
.

45
,

到 72 h仍维持较高水平
。

对虾的溶血素除

血清中含有外
,

肝胰腺中也含有大量 的溶血素
,

其

溶血能力远高于等量的血清
,

所以本实验中也同时

测定聚甘露糖醛酸多糖对肝胰腺溶血作用的影响
,

结果显示聚甘露糖醛酸多糖对肝胰腺的溶血活力

几乎没有影响
。

2
.

3 聚甘露糖醛酸多糖对中国对虾酸
、

碱

性磷酸酶活性的影响

.
1%聚甘露搪醛酸 口 对照

2
.

3
.

1 对酸性磷酸酶的作用 时间 / h

中国对虾经聚甘露糖醛酸多糖注射刺激后
,

肝

胰腺中的 AC P活性大大增强
,

24 h 后即达到较高水

图 2 注射聚甘露搪醛酸多糖对养殖中国对虾溶血素的影响

Fi g
.
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平
,

72 h 达到最高
。

血清与肌肉的 ACP 酶活性与对照组相近 (表 1 )
。

2
.

3
.

2 对碱性磷酸酶的作用

中国对虾的血清
、

肌肉及肝脏提取液中均具有碱性磷酸酶
,

且其活性在这三种组织中的分布与酸性

磷酸酶较为相似
,

即在肝脏中活性最高
,

肌肉和血清中的活性较低
,

这 与高等动物体内的 ALP 分布情况

也有相似之处
。

对虾经聚甘露糖醛酸多糖注射后
,

肝胰腺中的 ALP 活性明显增强
,

24 h 后的酶活性即达

到 12
.

3U
,

是对照组的 3 倍以上
,

4 8h 活性达 到最高
,

为 13
.

6U; 72h 仍维持较高水平
,

而血清和肌肉中的

ALP 活性变化不大
。

表 1 聚甘派枯醛酸多糖对中国对虾体内 表 2 聚甘露糖醛酸多糖对中国对虾体内

酸性磷酸酶活性的影响 碱性磷酸酶活性的影响

T a b
.

I E肠eC tS 成 n . ”””旧浅班口妞州y翻口山曰d 曲 T a b
·

Z E 饰eC tS of n . ”” . 旧戊笼ul te 州料耽恤南
e

. . ACP 川为访灯es of P
.

‘瓜砚恻血 . I AL P . Ct i访灯es 成 P
.

‘相如曰”七

取样部位 实验组别
ACP活性(U

·

l(X)
n止

一 ’
)

24 h 48 h 7 2 h
取样部位 实验组别

A』f 活性(U. loo mL
一 ’
)

24 h 48 h

血清 0
.

48

0
.

25

血清 0
.

印

0
.

42

22h
)

.

63

肝胰腺 6
.

8 2 6
.

40 9
.

的 肝胰腺 12
.

3 13
.

6 13
.

2

3
.

5 2 3
.

5 3 3
.

2 1 4
.

12 4
.

25 4
.

田

肌肉

聚甘露糖醛酸多糖

对照

聚甘露糖醛酸多糖

对照

聚甘露糖醛酸多糖

对照

0
.

33 0
.

2 8 0
.

3 1 肌肉 0
.

45 0
.

4 1

0
.

27 0
.

26 0
.

25

聚甘露糖醛酸多糖

对照

聚甘露糖醛酸多糖

对照

聚甘露糖醛酸多糖

对照 0
.

36 0
.

42 0
.

45

2
.

4 聚甘露糖醛酸多糖对中国对虾过氧化

物酶活性的影响

聚甘露糖醛 酸 多糖注射刺激对虾后 血清 中

POD 活性变化不大
,

肝胰腺中 PO D 活性有所降低

(表 3 )
。

3 讨论

在选用聚甘露糖醛酸多糖为免疫增强剂对养

表 3 聚甘路糖醛酸多糖对中国对虾体内

过氧化酶活性的影响
T a b

.

3 E 拐伙魁 or n . 口. u 州笼旧te 州洲目山耐山
叨 PO D ac 七访柱留 了 P

.

确咖翻冶
U.sh一印5710功以

"
100仓。

�逃���取样部位 实验组别
田n止

一 ’
)

J峙,‘,‘,亨月马�内,�,二呢甘
.

⋯
n�000血清

肝胰腺

聚甘露搪醛酸多搪

对照

聚甘露糖醛酸多糖

对照

殖 中国对虾免疫功能的影响实验过程中
,

实验结果表明聚甘露糖醛酸多糖在对对虾血清的溶血活性
、

溶

菌活性及酸
、

碱性磷酸酶活性方面的影响显著
。

从对虾血液循环特点来看
,

血液为开放式循环
,

所以注

射到体腔的多糖可迅速进人血流
,

直接影响到血液相关 的一些免疫因素
。

本次实验表明体腔注射聚甘

露糖醛酸多糖对中国对虾的免疫功能具有一定的调节提高作用
。

( l) 从溶菌活性来看
,

体腔注射聚甘露糖醛酸多糖对中国对虾的溶菌作用显著
,

维持时间长
,

可能

会在停止给药后维持较高水平
,

有利于提高对虾的抗菌抵御病害的能力
。

(2) 溶血素是指对虾血清中能够溶解脊椎动物血红细胞的物质
,

是其非特异性免疫因素之一
,

是甲

壳动物的体液性免疫因素之一
,

其具有溶解脊椎动物红细胞的功能
,

代表了其识别和排除异种细胞的能

力
,

对虾肝胰腺 中表现出很高的活力
。

对肝胰腺溶血活性的影响规律与血清有所不同的是聚甘解糖醛

酸多搪对肝胰腺的溶血活性几乎没有影响
,

其机理有待进一步讨论
。

( 3) 酸性磷酸酶是高等动物体内巨噬细胞溶酶体的标志酶
,

在体内直接参与磷酸基团的转移和代

谢 [ ’0]
,

主要存在于人体的肝脏
、

脾脏
、

红细胞
、

骨髓等部位〔川
。

在软体动物体内
,

溶酶体醉一般具有防

御和消化的双重作用
,

溶酶体酶的水解作用成为机体攻击异物的主要机制之一 [s]
,

其主要来抓是血淋巴

和血细胞 [’2〕
。

而酸性磷酸酶是吞噬溶酶体的重要组成部分
,

在血细胞进行吞噬和包囊反应中
,

会伴随

有酸性磷酸酶的释放〔
’3〕。

che ng 〔’4] 认为
,

软体动物的 Ac P 主要来源于粒细胞的颗粒体
,

在酸性环境中
,
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AcP 可以通过水解作用将表面带有磷酸醋的异物破坏降解掉
。

本次实验发现
,

中国对虾的血清
、

肝胰腺

和肌肉提取液中均具有酸性磷酸酶的活性
,

其中肝胰腺中的酶活性最高
,

血清和肌 肉 ACP 活力较低
。

ch eng
〔” ]认为

,

软体动物体内的溶酶体酶是一种可诱导的
“

保护性
”

体液 因子
,

起着与高等动物的获得性

体液免疫相似的作用
,

但是这些酶在软体动物体内是先天性存在的
,

诱导作用只能提高其合成的数量和

活性
。

(4 ) 碱性磷酸酶几乎存在于高等动物的各个组织中
,

在肠上皮
、

肝脏
、

白细胞
、

成骨细胞等部位尤其

丰富
,

ALP 主要来源于肝脏和骨骼 [ ‘’〕
。

ALP 是生物体内的一种重要 的代谢调控酶
,

直接参与磷酸基团

的转移
,

参与钙磷代谢
,

在脊椎动物的骨化作用 中起重要作用【’6 ]
。

在多种软体动物 的体 内也发现有碱

性磷酸酶
,

与贝类壳角蛋白等蛋 白质的分泌相关
,

并可参与蛋白质的合成
,

同时也作为软体动物溶酶体

酶的重要组成部分
,

在免疫反应 中发挥作用 [s, ’2 ]
。

(5) 沁D 普遍存在于动物
、

植物及微生物中
,

是生物体内重要的酶类之一
,

参与多种生理代谢反应
,

国内文献中对虾血清中田D 的研究较少报道【
’7 ]

。

根据 POD 催化过氧化氢与供氢体之间的氧化反应的

特性
,

可以用 4 一
氨基安替 毗琳作氢供体

,

测定 5 10 nln 吸光度的增大值
,

以跟踪 4 一
氨基安替毗琳的氧化

反应
。

对虾免疫机制的研究是合理有效防治对虾疾病的根本和依据
。

目前养殖对虾 的病害发生率较高
,

且病 因越来越复杂
,

在这种情况下
,

提高养殖 品种的健康状况和抗病能力是解决虾类疾病的重要手段
,

多糖在水产养殖中的应用逐渐得到开发
。

本次实验采用的聚甘露糖醛酸多糖可以明显提高中国对虾肝

胰腺 中的 ACP
、

ALP 活性 以及溶菌溶血活性
,

对于增强对虾 的免疫活性具有 积极作用
。

而有关 ACP
、

ALP
、

印D
、

溶血素和溶菌酶等在对虾免疫防御反应中的地位
、

具体作用及其诱导产生机制仍需进一步研

究
。
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