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摘要! 研究刺参基础饲料中添加不同剂量裙带菜凝集素和萱藻凝集素对刺参酸性磷酸酶

"-4A#%碱性磷酸酶"-XA#%溶菌酶".1m#%过氧化氢酶"4-Q#活性的影响$ 在基础饲料中分

别添加 %8"=[%&8&<[%$8!$[裙带菜凝集素"质量分数#&%8!$[%%8<#[%&8$=[萱藻凝集

素!以基础饲料饲组为对照!于投喂后第 #%=%&!%&? 天检测 -4A%-XA%.1m%4-Q活性$ 结果

显示!投喂 &? N内!各实验组-4A活性随时间和剂量增加持续升高!-4A活性均高于对照组&

.1m活性则随时间延长持续升高!但萱藻凝集素各组活性在第 &? 天有所下降!且.1m活性与

凝集素添加量成正比关系&裙带菜凝集素组 4-Q活性呈升高趋势!萱藻凝集素组呈先高后低

规律变化$

关键词! 刺参& 裙带菜凝集素& 萱藻凝集素& 免疫酶

中图分类号! 1B#$8&'''''''文献标识码'-

''刺参""&)*6(+7)&,*L0&).(+,*#具有较高的经

济价值和营养保健价值*& ;!+

!已成为中国水产养

殖业主要养殖的海珍品) 然而!随着养殖规模的

不断扩大!细菌性与病毒性刺参疾病大面积爆发!

给刺参养殖业带来严重损失*# ;<+

) 如果盲目使用

抗生素类药物!会给动物自身(动物产品及环境带

来一系列问题!如细菌耐药性!药物残留和环境污

染等) 因此!国家对这类药物的使用已作了严格

限制*?+

) 海藻凝集素具有细胞凝集(激活淋巴细

胞(抑制血小板凝集和抗菌作用*=+

!可以提高养

殖动物的免疫功能和机体防御能力!从而减少疾

病发生!达到防病治病的目的!同时具有不产生抗

药性及环保的优点!有望成为抗生素的替代

产品*B+

)

近年来越来越多的研究表明!凝集素作为新

型绿色水产动物免疫增强剂!能够提高水产动物

免疫相关酶的活性!提高机体免疫功能) 用裙带

菜"Q.:0'(0 &(..06(8(:0#凝集素分别注射日本对

虾"D9.09,*L0&).(+,*#(鲫"!0'0**(,*0,'06,*#!可

以明显提高日本对虾(鲫血清中凝集活性及免疫

酶活性*&% ;&&+

) 条斑紫菜 " D)'&7%'0 P9R)9.*(*

Q9:0#(裙带菜 "Q.:0'(0 &(..06(8(:0# 及孔石莼

"Q4=0 &9'6,*0#凝集素可以作为一种免疫添加剂

激活鲤"!%&'(.,*+0'&()#(鲫的免疫系统!对鲤(

鲫的非特异性免疫功能具有明显的增强作

用*&$ ;&!+

) 关于刺参免疫增强剂的研究为数不

多*&# ;&<+

!将海藻凝集素作为免疫增强剂投喂刺

参!并探讨其对刺参免疫相关酶活性影响的研究

鲜有报道)

本研究采用裙带菜和萱藻两种海藻凝集素!

研究投喂不同剂量对刺参组织酸性磷酸酶

"-4A#(碱性磷酸酶"-XA#(溶菌酶".1m#(过氧

化氢酶"4-Q#活性的影响'旨在探讨裙带菜凝集

素(萱藻凝集素与刺参非特异性免疫之间的关系!
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为刺参疾病防治寻找新路)

&'材料与方法

%&%'材料

健康刺参购自大连皮口养殖场!体长"!8B" q

%8?=# OE!体重"!8!% q&8?=# V) 将刺参饲养于

!% .水槽中!水温"&# q$# f!92"=8% q%8$#!海

水盐度为"!! q%8##!每箱饲养 $% 头!共 &# 箱!日

投喂 & 次"B$%%#稚参饲料并换水 !%[ \#%[)

暂养 ? N后用于实验)

新鲜的裙带菜(萱藻从大连黑石礁市场购买!

裙带菜长 & E左右!萱藻长 !% OE左右)

%&('方法

凝集素提取''裙带菜和萱藻凝集素提取参

考文献*&$+的方法$将购买的海藻立即用过滤海

水洗净!用纱布及滤纸吸去水分!放入 ;$% f冰

箱冻干!然后置于电热鼓风干燥机中烘干"#% \

#" f#) 将烘干的裙带菜(萱藻用超速捣碎机研

磨成粉末! 放入自封袋内保存) 将干粉用

%8&" E67@.,F47的AC1"%8%&" E67@.,F

$

2A)

#

D

,F2

$

A)

#

!92?8$#缓冲液以 &p&<"MNO## f浸

泡 &< K!间歇搅拌!将混合液放入离心管中!# f!

# %%% :@EGP离心 !% EGP!取上清液即为粗提液)

蛋白含量的测定''参考文献*&?+的方法!

以 -

$=%PE

表示!以牛血清白蛋白作对照)

凝集活性的测定''实验用兔血!购于大连

医科大学!用生理盐水将其配制成 $[的红细胞

悬液) 血凝活性测定在 B< 孔 5形血凝板上!用

#%

'

.凝集素溶液与等量生理盐水倍比稀释后!

加入体积分数为 $[的红细胞悬液 #%

'

.!振匀)

室温放置 $ K 后用肉眼观察!无凝集现象时红细

胞沉积在5型孔底部呈大红点状!有凝集现象时

呈网状不下沉!血凝活性以能产生凝集现象的凝

集素最大稀释倍数表示)

实验设计''实验分 ? 个组!每组 #% 头) 分

别为对照组投喂基础饲料'%8"=["MNM#裙带菜

凝集素组(&8&<[裙带菜凝集素组和 $8!$[裙带

菜凝集素组'%8!$[萱藻凝集素组(%8<#[萱藻凝

集素组和 &8$=[萱藻凝集素组) 投喂期间仍每

天按时换水并测量温度(盐度(92等各项水质指

标!定时观察刺参生长及健康状况) 分别于投喂

后第 #(=(&! 和 &? 天测定刺参组织各项免疫

指标)

样品制备''每次从各组取刺参 &% 只!测量

体长!用无菌剪刀从刺参肛门沿腹部剪开) 用滤

纸吸干体腔液!然后称体质量) 按 &p! 的比例加

入生理盐水"MNO#!用匀浆器研磨!离心"&$ %%%

:@EGP!# f!!% EGP#!取上清!# f保存备用!每头

刺参都单独测定免疫酶活性)

免疫酶活性的测定''-4A活力测定采用

磷酸苯二钠法*&=+

!酶活力定义为样品在 !? f与

底物作用 <% EGP!产生 & EV酚为 & *)

-XA活力测定''采用磷酸苯二钠法*&=+

!

酶活力定义为$样品在 !? f与底物作用 &" EGP!

产生 & EV酚为 & *)

.1m活性的测定''参照王雷等*&B+的方

法进行!用 %8& E67@.的磷酸钾盐缓冲液 " 92

<8##配成底物"溶壁微球菌#悬液""

"?%PE

j%8!#)

取 ! E.该悬液于试管内置冰浴中 &% EGP之后加

入 "%

'

.待测液!混合!"?% PE测"

%

值!再将试液

于 !? f水浴 !% EGP!之后冰浴 &% EGP中止反应!

测反应后的试液在 "?% PE波长处的光密度值")

溶菌活力计算公式$Q

<

j""

%

;"#N"

%

4-Q的活性测定''按照桂远明法*&=+测

定) 4-Q活力单位定义为每分钟分解 &

'

E67的

2

$

)

$

为 & 个酶活力单位"*#)

%&?'数据处理

实验数据采用 1A11&!8% 进行 6检验!实验

结果以平均值q标准差表示!以 Dl%8%" 为差异

显著!Dl%8%& 为差异极显著)

$'结果

(&%'凝集素的粗提

采用 #% \#" f烘干的方法!从裙带菜及萱藻

中分离出裙带菜和萱藻凝集素!裙带菜凝集素比

活力是萱藻凝集素的 $8$! 倍"表 &#)

表 %'凝集素的分离测定结果

)*+&%':01378156=080-/.4*8.5465-.157*8.545670!8.4

凝集素的来源

J6L:OM6R7MOSGP

蛋白浓度

"EV@E.#

O6POMPS:FSG6P

6R9:6SMGP

凝集活力

"*@

'

V#

FVV7LSGPFSG6P

FOSGaGSZ

比活力

"*@EV#

J9MOGRGO

FOSGaGSZ

裙带菜

Q3&(..06(8(:0

&&8<<% # &#8"?" " <=8<&

萱藻

J34)-9.60'(,*

<8#=$ B !$8#&# " !%8="

%!%
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(&('海藻凝集素对刺参组织$<,活性的影响

投喂含裙带菜凝集素幼参饲料 &? N 内!-4A

活性均随剂量的增加呈现升高趋势!且随时间的

延长而增加) 经统计分析!%8"=[组和 $8!$[组

在第 &? 天活性达到最大值!是对照组的 &8$$ 倍

和 &8&B 倍 "Dl%8%"#!第 =(&! 天!&8&<[和

$8!$[浓度组与对照组无显著性差异 "Dk

%3%"#!但是仍高于对照组"图 &#) 投喂含有萱藻

凝集素的饲料后!-4A活性均随剂量的增加呈现

升高趋势!且随时间的延长而增加) 经统计分析!

%8<#[组和 &8$=[组在第 &? 天活性达到最大

值!是对照组的 &8"# 倍和 &8#= 倍"Dl%3%&#!

&8$=[在第 &! 天与对照组有显著性差异"Dl

%3%"#!其它各组与对照组无显著性差异 "Dk

%3%"#"图 $#)

图 %'裙带菜凝集素对刺参$<,活性的影响

B.C&%'>660!8156B+0())%'(C(9% 70!8.454

$<,*!8.9.8H 56"+:%02)(&,3

图 ('萱藻凝集素对刺参$<,活性的影响

B.C&('>660!8156D+62-5)'%1(,370!8.454

$<,*!8.9.8H 56"+:%02)(&,3

(&?'海藻凝集素对刺参$L,活性的影响

投喂含裙带菜凝集素幼参饲料后!%8"=[组

所得的碱性磷酸酶活性都是低于对照组) &8&<[

组只有在第 # 天和第 &? 天所得的酶活值高于对

照组!并且在第 # 天其酶活性达到最高值!是对照

组的 &8&= 倍"Dl%3%"#) $8!$[组只有在第 &!

天酶活高于对照组!并在此天达到酶活性的最高

值!与对照组无显著性差异"Dk%3%"# "图 !#)

投喂萱藻凝集素后!除 %8!$[第 = 天和 &8$=[的

第 &? 天以外!其他各组 -XA在任何时间都比对

照组 -XA低! 并且 -XA无明显规律变化)

%8!$[萱藻凝集素组在第 = 天!-XA活性值是对

照组的 &8$< 倍"Dl%3%&#"图 ##)

图 ?'裙带菜凝集素对刺参$L,活性的影响

B.C&?'>660!8156B+0())%'(C(9% 70!8.454

$L,*!8.9.8H 56"+:%02)(&,3

图 F'萱藻凝集素对刺参$L,活性的影响

B.C&F'>660!8156D+62-5)'%1(,370!8.454

$L,*!8.9.8H 56"+:%02)(&,3

(&F'海藻凝集素对刺参XUY活性的影响

投喂含裙带菜凝集素幼参饲料后!.1m活性

随时间和剂量的增加!呈现逐渐升高趋势)

&8&<[组在第 = 天活性达到最大值!是对照组的

&8$= 倍"Dl%3%"#) ! 个浓度组在 #(=(&!(&? N

虽与对照组无显著性差异"Dk%3%"#!但是仍高

于对照组"图 "#) 在投喂萱藻凝集后的第 #(=(&!

天后.c1活性均呈现升高趋势) 第 &? 天 # 个组

的.1m活性均下降!但 &8$=[组是对照组的 &8!$

&!%
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倍"Dl%3%"#!其它各组虽与对照组无显著性差

异"Dk%3%"#!但是仍高于对照组"图 <#)

图 A'裙带菜凝集素对刺参XUY活性的影响

B.C&A'>660!8156B+0())%'(C(9% 70!8.454

XUY*!8.9.8H 56"+:%02)(&,3

图 Q'萱藻凝集素对刺参XUY活性的影响

B.C&Q'>660!8156D+62-5)'%1(,370!8.454

XUY*!8.9.8H 56"+:%02)(&,3

(&A'海藻凝集素对刺参<$)活性的影响

投喂含裙带菜凝集素幼参饲料后!! 个浓度

组在第 # 天!4-Q活性均小于对照组!自第 = 天

起!4-Q活性均高于对照组!$8!$[组在第 &!

天!4-Q活性是对照组的 &8$$ 倍"Dl%3%"#!其

它各组与对照组无显著性差异"Dk%3%"#!但是

仍高于对照组 " 图 ? # )在 & ? N内 !投喂含有

图 I'裙带菜凝集素对刺参<$)活性的影响

B.C&I'>660!8156B+0())%'(C(9% 70!8.454

<$)*!8.9.8H 56"+:%02)(&,3

%8!$[(%8<#[(&8$=[浓度的萱藻凝集素饲料对

刺参 4-Q活力与对照组比较均有提高) &8$=[

组在第 &! 天活性最大!是对照组的 &8&# 倍"Dl

%3%"#!其它各组与对照组无显著性差异"Dk

%3%"#!但是仍高于对照组"图 =#)

图 W'萱藻凝集素对刺参<$)活性的影响

B.C&W'>660!8156D+62-5)'%1(,370!8.454

<$)*!8.9.8H 56"+:%02)(&,3

!'讨论

?&%'刺参免疫增强剂的研究进展

目前国内外对刺参免疫增强剂的研究较少!国

内的研究多集中在糖及中草药等方面) 人们研究

了海藻硫酸多糖(壳聚糖*&#+

'茯苓多糖*&"+

'褐藻寡

糖*&<+对刺参组织(体腔液免疫酶活性的影响) 黄

芪多糖*$%+

(甘草酸*$&+对刺参生长(免疫力的影响!

中草药*$$+免疫增强剂在刺参养殖中的应用) 凝集

素作为一种非特异识别因子!识别自身和异己成

分!包括外来入侵的病原菌!并可通过凝集(包围(

调理(促进吞噬等方式将其排出体外'还具有抑制

肿瘤细胞增殖!激活淋巴细胞等多种生物活性) 凝

集素作为免疫增强剂有很大的发展前景)

?&('刺参的免疫防御与凝集素的关系

刺参属于无脊椎动物!缺少脊椎动物所具有的

获得性免疫!因此刺参的免疫系统是非特异性的)

而刺参非特异性免疫防御系统包括体壁防御和体

内免疫*$%!$!+

) 体内免疫分为细胞免疫和体液免

疫!由于刺参缺少特异性免疫组织和器官!所以体

腔液中的体腔细胞担负着细胞免疫和体液免疫作

用*$$+

) 对于侵入刺参体腔液的外源异物的有效清

除!同时在刺参的体壁防御和体内免疫中!-4A(

-XA(.1m和4-Q都发挥着重要生理作用*$%+

)

?&?'两种海藻凝集素对刺参组织主要免疫酶活

性的影响

裙带菜(萱藻都属于褐藻门(褐藻纲植物!两

'!%
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种海藻凝集素对刺参上述 # 种酶研究结果表明!

裙带菜凝集素和萱藻凝集素能显著提高 -4A(

-XA(.1m和 4-Q的活性!且最高酶活的最佳凝

集素浓度和诱导时间不同) 说明海藻凝集素能作

为一种天然的免疫增强剂!对刺参机体具有显著

的免疫诱导作用) 李丹彤等*&%+用每尾 $8! EV 的

剂量对日本对虾"D9.09,*L0&).(+,*#注射裙带菜

凝集素!定时抽血取样!结果表明!注射裙带菜凝

集素的日本对虾血清中的凝集活性(酚氧化酶活

性(超氧化物歧化酶活性(碱性磷酸酶活性和溶菌

酶活性在 $# \&$% K内均高于对照组) 张静等*&&+

以裙带菜凝集素为免疫诱导剂!对鲫进行诱导免

疫!结果显示!注射凝集素 ? N和 B N时溶菌酶(超

氧化物歧化酶和过氧化氢酶活性均比对照组高)

李丹彤等*&!+进行了孔石莼和条斑紫菜凝集素对

鲫的免疫活性物诱导实验!结果表明孔石莼和条

斑紫菜凝集素均能较好的增强鲫免疫功能)

Y)A-.-X-,,-,等*$!+研究证实!将壳聚糖作

为饲料添加剂投喂鲤 B% N 后!鲤溶菌酶活性比对

照组显著升高"Dl%8%"#) 牟海津等*$#+研究证

实栉孔扇贝"!740-%*80''9'(#经口服海藻多糖免

疫增强剂后!血清中1)>活性亦显著升高) 江晓

路等*&<+研究了褐藻寡糖对刺参体腔液和体壁免

疫相关酶活性变化的影响!结果表明!褐藻寡糖能

提高刺参体腔液和体壁中 A)>(-4A(-XA和

.1m活性!显著增强了刺参非特异性免疫水平)

本研究结果表明!裙带菜凝集素和萱藻凝集

素能提高刺参体内免疫相关酶的活性!表明裙带

菜凝集素和萱藻凝集素对刺参体内免疫相关酶有

诱导作用!这与李丹彤等*&$+将条斑紫菜和裙带菜

凝集素作为免疫增强剂对鲫进行诱导免疫所得结

论相同)

本研究结果表明!裙带菜凝集素和萱藻凝集

素作为天然免疫诱导剂!能对刺参体内氧化酶和

水解酶系统产生积极的调理作用!使其非特异性

免疫得到改善与提高) $8!$["质量百分比#裙

带菜凝集素组和 &8$=[萱藻凝集素组在各项免

疫指标中表现较好!建议其分别为裙带菜凝集素

和萱藻凝集素的适宜添加剂量)
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