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褐藻酸降解菌感染对海带抗氧化酶活性的影响
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摘要
:
利用生物化学的方法

,

研究了海带被褐藻酸降解菌感染过程中的抗氧化酶活性的变化
。

结果表明
,

(l) 在

褐藻酸降解菌感染的初期
,

海带细胞内超氧化物歧化酶(S O D )和过氧化氢酶 (C AT )的活性急剧升高
,

随着感染

的进行
,

二者的活性逐渐下降
。

(2 )抗坏血酸过氧化物酶 (A PX )的活性在感染的初期变化不明显
,

而在感染的

后期活性有所增加
。

(3) 在整个感染的过程中
,

谷胧甘肤过氧化物酶 (C PX )的活性的变化无规律性
,

没有表现

出明显的升降变化
。

说明这四种酶在海带抵抗褐藻酸降解菌感染的过程中所起作用的大小和作用的时期有所

差异
。
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海带是我国开展经济海藻养殖的主要对象
,

养殖历史长
。

而海带人工育苗是发展我国海带养殖事

业的一个重要环节〔’3
。

海带病烂
,

尤其在苗期
,

将造成很大的经济损失
。

一些研究指 出
,

海带的病烂与

褐藻酸降解菌的大量繁殖有关〔“一 “〕
。

褐藻酸降解菌是海带藻体上主要附生细菌
,

正常情况下并不引起

病烂
,

但若养殖环境恶化如过于密植
、

损伤
、

温度过高
,

而使海带的抵抗力下 降
,

细菌易于侵人并大量繁

殖而导致病害
。

本文以褐藻酸降解菌为病原细菌
,

研究海带感染过程中四种抗氧化酶活性的变化
,

以企

为海带病烂的生物学基础研究和海带病烂的防治提供依据
。
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1 材料和方法

1
.

1 海带品种的选择

实验选择 日本真海带(加
刀女

~
了哪刃n

ica )
,

取 自日照市育苗厂
,

藻体长为 1
.

2 一 1
.

5 m
。

1
.

2 菌株的选择

选用本实验室分离的二个具有高褐藻酸酶活性的菌株
,

二者均为革兰氏阴性
,

杆状
,

细胞大小为O
,

6

一 0
.

7 M吻 x 1
.

5 一 2
.

4 N m l。

按伯杰氏手册分别将其定为埃 氏交替单胞菌(A
.

卿粉协朋
,

Al )和麦氏交替

单胞菌 (A
.

~
花诫￡i

,

A2 )
。

1
.

3 感染处理

用灭菌棉球沾取无菌海水擦洗海带中带部小块 (2
.

ocln
x Z

.

Ocln )反复多次
,

并经无菌海水冲洗后
,

置于灭菌培养皿中待用
。

取灭过菌的小刀在海带片上划 Zn 卫刀 左右的刀 口
,

然后取褐藻酸降解菌菌悬液

(浓度为 2 x 10 7

ind
·

mL
一 ‘

)2沙 接种到海带刺伤处
,

加人适量的无菌海水并置于无光线直射处静置培养
。

在感染的过程中每隔一段时间取材
,

测定抗氧化酶活性的变化
。

感染过程中温度控制在 (10 士 1 )
“
C

,

光

照强度维持在 a 叉)一 1 0 叹) 1x 范围内
。

1
.

4 抗氧化酶活性的测定

酶液的制备
:

称取不 同处理的海带 1g
,

无菌水冲洗 3 次后放于研钵中
,

加人 Z mL 的磷酸缓冲液

(o
.

05 m o l
.

L
一 l ,

p H 7
.

a) 和少量的石英沙
,

冰浴中充分研磨后
,

15 侧叉〕r ·

~
一 ’离心 15 n五n

’, 上清液用于酶活

性的测定
。

测定 :
超氧化物歧化酶(SoD )活性的测定

,

采用 B eau
c han lP 和 E血匆v ic h〔6〕建立

、

Bew ley 闭改进 的氮蓝

四哩光化学反应法
,

一个 S(〕】) 活力单位定义为能引起反应初速度 (指不加酶时)半抑制的酶用量
。

过氧

化氢酶(CAT )活性的测定采用碘量法 !8 3
。

抗坏血酸过氧化物酶(A PX )的测定按照 N砍an o 和 A sa da 回的

方法进行
。

谷胧甘肤过 氧化 物酶 (G PX )活性 的测定参照荣 征星「l0] 的方法
,

一 个酶活力单位定义 为

37
O

C
、

价D
.

8条件下反应 in五n ,

扣除非酶反应后
,

使谷胧甘肤 (Gs H )浓度下降 l仁m o L 的酶用量
。

2 结果

2
.

1 褐藻酸降解菌 (A I 和 A2 )感染对海带超氧化物歧化酶活性的影响

无论是菌株 A I 还是菌株 A2
,

在感染的初期 (前 3 d)
,

海带细胞内 5 0 1) 的活性急剧上升
。

3d 过后
,

随着感染时间的延长
,

S O D 活性又呈现出逐渐下降的趋势
。

至 12 d 时
,

5 0 1) 活性降低到最低点
,

随后没

有明显的升降变化(图 1 )
。 t 检验表明

,

在感染的 3d 至 6d
,

A l 和 A2 感染组 的 S()I〕活性与对照组相 比

差异显著 (P < 0
.

01 )

2
.

2 褐藻酸降解菌(Al 和 A2 )感染对海带过氧化氢酶活性的影响

褐藻酸降解菌感染后
,

海带细胞内 CA T 活性的变化规律类似于 s0 D 活性的变化
。

在感染的前 3 d
,

C AT 活性急剧上升
,

3d 过后
,

随着感染时间的延长
,

C AT 活性逐渐下降(图 2 )
。

t 检验得知
,

在褐藻酸降

解菌感染的第 3d 到第 9d
,

感染组(A I 和 A2 )与对照组相 比
,

CA T 活性差异显著(尸 < 0
.

0 1 )
。

2
.

3 褐藻酸降解菌 (Al 和 A2 )感染对海带抗坏血酸过氧化物酶活性的影响

海带细胞内抗坏血酸过氧化物酶(A PX )的活性在褐藻酸降解菌感染过程中的变化趋势与 S O D 和

C AT 活性 的变化恰好相反
。

与对照组相比
,

在感染的前 g d
,

AP X 的活性没有显示出明显的变化(t 检验

结果为 p > 0
.

05 )
。

9d 后
,

A p X 的活性反而有所上升(图 3 )
。 t 检验表 明

,

感染组与对照组差异较显著

(0
.

0 1 < P < 0
.

05 )
。
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图 1 褐藻酸降解菌感染对海带 SO D 活性的影响
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4 褐藻酸降解菌感染对海带谷胧甘肤过氧化
陋 (GPX )活性的影响

海带细胞内 CPX 活性的变化既不同于 50] ) 和 CA T 活性的变化规律
,

也不同于 APX 的变化趋势
。

在褐藻酸降解菌感染的整个过程中
,

G PX 活性 的变化无规律性
。

与对照组相 比
,

没有表现 出明显的变

化( P > 0
.

0 5 )
。

.
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图 3 褐藻酸降解菌感染对海带 A PX 活性的影响
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图 4 褐藻酸降解菌感染对海带 CPX 活性的影响
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3 讨论

3
.

1 抗氧化酶系统在海带抗感染过程 中的作用

所有需氧生物体内都存在着一套比较完善的抗氧化系统
,

它们与生物体的抗盐性
、

抗旱性
、

抗热性
、

抗冻性及抗其他逆境胁迫的能力密切相关
。

一般把生物体内的抗氧化系统分成二种类型
,

一为抗氧化

酶促系统
,

是指 以 SO D 为中心的与抗氧化有关的一些抗氧化酶类
,

包括超氧化物歧化酶 ( S( ) I〕)
、

过氧化

氢酶( CAT )和过氧化物酶 (POD )等 ;二为抗氧化剂系统
,

主要是指生物体内存在的一些与抗氧化有关的

物质
,

如还原型谷胧甘肤
,

维生素 C
、

维生素 E 和甘露醇等
。

二种类型 的抗氧化系统相互联合
、

相互补充

共同完成生物体抵抗不 良环境胁迫的作用
。

目前发现酶促系统在生物尤其在植物的抗病和抗感染过程

中同样起着重要的作用 仁“
,

川
。

本文以海带为材料
,

探讨了褐藻酸降解菌感染过程中的四种抗氧化酶活
J

胜的变化
,

发现海带的抗氧化酶系统在抵抗褐藻酸降解菌感染中发挥着重要的作用
。

3
.

2 四种抗氧化酶所起作用的差异性

实验发现
,

四种抗氧化酶在海带抵抗褐藻酸降解菌感染的过程中所起的作用是不同的
,

这表现在所

起作用 的时间和大小有所差异
。

S() D 和 CA T 在感染的初期 (前 3 d )起着积极的抵抗褐藻酸降解菌感染
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的作用 ; 3 d 过后
,

这种防御作用逐渐降低 ;到后期 (9d 以后 )不再表现出抵抗作用
。

相反
,

A PX 在褐藻酸

降解菌感染的前期(g d 以前 )没有发挥其抗感染的作用
,

而是在后期 (9d 后 )显示 出了一定的抗感染作

用
。

对于 CP X
,

在整个过程中对抵抗褐藻酸降解菌感染的不起作用
。

另一方面
,

在抵抗褐藻酸降解菌

感染的过程 中
,

SO D 和 C AT 所起的作用要远远大于 A PX 和 C PX
,

而 A PX 所起的作用又大于 C PX
o
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