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摘要! 使用钙黄绿素标记刺参稚参!在+E[5I O$E荧光显微镜波长 ?"$ W?B$ ID激发光下观察

其对刺参骨片的标记情况'研究了钙黄绿素浓度和染色时间对刺参抗氧化酶0(=#3,S#Y01C

A_活力的影响" 结果表明(钙黄绿素能够标记刺参体壁#触手#管足#疣足真皮表层的骨片"

实验中!钙黄绿素浓度对0(=和Y01CA_的活力无显著影响!浓度在 % $$$ DF@-时明显抑制

3,S活力" 染色时间对 ! 种抗氧化酶活力有显著影响" 染色时间a浓度交互作用对0(=和

3,S活力有显著影响" 钙黄绿素浓度在 >"$ DF@-!染色时间在 #? H左右!对 ! 种抗氧化酶的

影响较小"

关键词! 刺参' 荧光标记' 抗氧化酶' 钙黄绿素

中图分类号! \B"B7#<B&&&&&&&文献标识码(,

&&刺参":8+#2.)*+8/#718+'.)/##是经济价值很

高 的 海 水 养 殖 对 象! 属 棘 皮 动 物 门

"2LHEI5NM:D9b9#!海参纲"1565bHK:5ENM9#!手目

",UQEN5LHE:5bEN9#!刺参科"0bELH5Q5NEN9M#!主要

分布于北太平洋沿岸浅海'%(

) 开展刺参的增殖

放流工作!有助于缓解市场需求和刺参资源可持

续利用之间的矛盾) 对增殖放流的刺参进行有效

标记!有助于科学评估增殖放流效果!研究其在自

然环境中的生长情况&存活率和分布!并为在野外

开展刺参行为学研究提供便利'# ;!(

) 然而!刺参

体壁柔软!缺乏明显的钙质骨骼!对异物有排异反

应!故难以使用传统标记方法对其进行标记)

国内尚未见有关海参标记的报道) 在国外!

82*3/2*等'?(和 01/2--

'"(介绍了一种在海参

表皮刻画记号方法!该方法主要是用刀片在海参

体壁刻数字或记号进行标记) 该种标记在刻画后

的几周内消褪!不能有效地标记海参) 在已有研

究中!很难通过植入外源标记物的方法标记海参)

外源标记通常被海参排出体外或者引起坏疽'#(

)

在体壁缝入的标签!植入的塑料 SCP9:标签和橡

胶标记物等都会在短时间内被海参排出体外或者

因海 参 体 壁 再 生 而 不 能 被 观 察 到'!!< ;>(

)

)S1/3m2等'O(介绍了一种基因标记方法!该方

法使用=+,指纹图谱技术识别海参个体!但这

种方法价格昂贵!操作复杂!不适宜大规模应用)

海参纲生物真皮表层分布有细小的内骨骼.

骨针"UQELK6M或 5UUEL6M#) 骨片大小&形态因种类

而异!并且十分稳定!因而是海参分类上最重要的

依据'%(

) 骨片的化学成分为碳酸钙!因此!可尝

试使用能和钙结合的物质标记海参)

近年来国外学者使用钙黄绿素&四环素等能

和钙结合的荧光染料标记鱼类&软体动物&棘皮动

物和纽虫动物等海洋生物'B ;%?(

) 与其它方法相

比!荧光染料标记操作简便!节省成本!对生物影

响较小) 然而过高的浓度&过长的浸泡时间等都

可能对被标记生物产生急性或慢性毒害作用!影

响生物的生长&发育&行为!甚至造成死亡'%$!%"(

)

生物体在外源物质的胁迫下处于应激状态!

体内会产生大量活性氧"(

;

#

/&/(1&1

#

(

#

#!对

生物体造成氧化损伤!导致机体 =+,断裂&脂质

过氧化等'%<(

) 此时细胞内的抗氧化酶系统会启

动!对活性氧自由基进行清除!以达到抵御氧化损
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伤的目的'%>(

) 主要的抗氧化酶包括超氧化物歧

化酶"0(=#&过氧化氢酶"3,S#&谷胱甘肽过氧

化物酶"Y01CA_#等) 它们在机体免疫防护&抗

逆等方面具有重要作用)

A)*32--等'>(曾使用钙黄绿素成功标记了

热带的糙海参"@+5+2*/3.1 #)1-31#!但未研究钙黄

绿素对海参抗氧化酶活力的影响) 美国联邦医药

管理局已批准针对钙黄绿素的新兽药研究申请

"/+,=,#!准许钙黄绿素用于供食用的动物饲养

活动'"(

) 本文旨在探讨使用钙黄绿素标记温带

海参...刺参的可行性!并通过研究钙黄绿素浓

度和浸泡时间对刺参抗氧化酶 0(=&3,S和

Y01CA_活力的影响!确定对刺参抗氧化酶系统

影响较小的染色时间和染色剂浓度值的范围!为

探寻安全&有效的刺参标记技术奠定基础)

%&材料与方法

!"!#材料

实验动物&&刺参稚参!取自山东青岛黄岛

海参育苗场) 实验前!置于实验室流水水槽内暂

养 > N) 实验在 #$$B 年 %# 月 !% 日;#$%$ 年 ! 月

%" 日之间进行!实验期间!流水水槽内水温 B W%%

^) 实验期间!刺参饵料为海泥和益参宝混合饵

料"比例 #p%#)

实验药品&&钙黄绿素"L96LMEI#!橙色结晶

性粉末!有金属光泽%溶于水!水溶液呈黄色!有绿

色荧光%分子式 3

!$

1

#<

+

#

(

%!

!结构式见图 %) 本

研究使用的钙黄绿素结晶粉末购自上海晶纯试剂

有限公司) 使用时!用过滤海水配制成所需浓度

溶液)

图 !#钙黄绿素分子结构式

?7@"!#/012341-59:543:4520=3-1327<

!"$#实验方法

染色及检测标记的方法&&取 !$ 头健康刺

参"!7?" R%7!?# F暂养在流水水槽中!禁食 #? W

?O H!连续充入空气) 配制浓度为 #$$ DF@-的钙

黄绿素染料海水溶液 % -%将刺参在染料溶液中

浸泡 #? H!期间连续充空气!停止喂食) 染色后!

将刺参放回流水水槽中)

染色结束 $&!&"&> N 后!对荧光标记进行检

测) 使用手术刀片刮取小米粒大小刺参的体壁真

皮表层组织!铺在载玻片上!滴加 % W# 滴 %$]

+936(水溶液%待组织溶解后"%$ W#$ DEI#!滴加

蒸馏水 % W# 滴进行稀释!加盖玻片%在 +E[5I O$E

荧光显微镜波长 ?"$ W?B$ ID的激发光下观察!

使用+E[5I =UC.E% 数码相机拍照)

抗氧化酶活力的测定&&参考 A)*32--

等'%O(研究中使用的钙黄绿素溶液浓度!设 "$&

#$$&?$$ DF@-为正常染色时的钙黄绿素染色液

浓度) 并设置 "$$&>"$&% $$$ DF@-为高浓度钙

黄绿素染色液!以研究高浓度钙黄绿素对刺参的

毒性) 染色时间设置为 O&#?&?O&># H!染色方法

同染色及检测标记的方法)

每个染色时间a染色剂浓度处理组随机选取

! 头刺参!置于;#$ ^冰箱冷冻) 取样时!用纱布

擦干体表水分!用清洁的眼科剪"预先用硝酸溶

液浸泡!洗净烘干待用#在冰盘上剪取刺参肛门

端体壁 $7#$ F) 加 B 倍匀浆介质"Q1>7?!$7$%

D56@-S:EUC136!$7$% D56@-蔗糖! $7$$$ % D56@

-2=S,#+9溶液#!冰浴条件下用组织匀浆机匀

浆"%# $$$ :@DEI!%$ U@次!间歇停止 !$ U!连续

! W" 次#) 组织匀浆经冷冻离心机离心后"? ^!

% $$$ F!离心 %$ DEI%取上清液!? ^!%! $$$ F!离

心 !$ DEI#!取上清液进行酶活力测定)

使用南京建成生物工程研究所提供的试剂盒

测试 0(=&3,S&Y01CA_&总蛋白) 测定结果用

)@DF Q:5b表示)

!"+#统计方法

使用0A00%<7$ 对实验数据进行统计) 对原

始数据进行 m56D5F5:5eC0DE:I5e 检验!检验其是

否服从正态分布!对不服从正态分布的数据进行

对数转换或平方根转换) 对染色剂浓度和染色时

间对酶活力的影响进行双因素方差分析) 数据用

平均值R标准差表示!以"o$7$" 作为显著水平)

#&结果

$"!#钙黄绿素的染色效果

染色后立即刮取管足&触手&疣足真皮层表层

"*"
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组织!在荧光显微镜 ?"$ W?B$ ID激发波长下观

察!未发现染色骨片%染色后 ! N!在 ! 个平行样品

中!仅在 % 个样品中观察到极少数骨片发出微弱

绿色荧光%染色后 " N!可观察到部分骨片发出荧

光!但荧光强度较弱%染色结束 > N!已较容易观察

到骨片!包括桌形穿孔板&j体&触手的支持杆&管

足末端的端板等发出绿色荧光"图 # W图 ?#!但

骨片个体间着色情况有差异!有些骨片发出的荧

光较弱"图 !CZ#!甚至难以观察"图 #C,#)

支持水管系统的支持杆"图 ##呈杆状!分布

于管足&触手&疣足柄部!数量较少%管足端板"图

!#呈筛状!仅分布在管足末端!个体大!容易观

察%桌形体&穿孔板&j体骨片"图 ?#大量分布在

真皮组织表层!检测时很容易观察到)

$"$#钙黄绿素对刺参抗氧化酶活力的影响

钙黄绿素对刺参 0(=的影响&&不同处理

浓度对刺参0(=活力无显著影响""h$7$"# )

图 $#钙黄绿素染色的触手支持杆

?7@"$#R4CC05:7<@ 50690=:2<:-3129D-5Y26.; 3-1327<

图 +#钙黄绿素染色的管足端板

?7@"+#%79394CC05:7<@ 099731290<:7C0=

C067- D-5Y26.; 3-1327<

图 H#钙黄绿素染色的体壁中桌形体%'&"

穿孔板%W&"]体%)&

?7@"H#,-.12%'&$.4::0<%W&$]A9>-C26%)&099731297<

.06; F-11D-5Y26.; 3-1327<

染色时间 ># H处理组刺参 0(=活力显著低于其

他处理""o$7$"#) 染色时间 a浓度交互作用对

刺参0(=活力有显著影响""o$7$"#"表 %#)

表 !#钙黄绿素对刺参RQ%活力的影响

,-."!#S==23:0=3-1327<0<RQ%-3:787:; 0=A"B%5#+1-') X D̂@ C50:

浓度"DF@-#

L5ILMIb:9bE5I

染色时间"H# bEDM

O #? ?O >#

正常浓度

I5:D96

"$ #"7>!

R%?7!"

9_

#!7OO

R>7<?

9_

#?7!B

R!7%$

9_

%B7%#

R!7%!

P_

#$$ <B7B>

R!B7"!

9_

@

!

#O7!$

R#7$O

9_

%>7$>

R#7B<

P_

?$$ %!!7%>

R#>7"%

9_

!$7$O

R?7"!

9_

!$7B<

R$7>?

9_

#>7%!

R#7?%

P_

高浓度

HEFH

"$$ B$7!$

R!?7!"

9_

#>7#!

R#7$<

9_

#B7>O

R!7%>

9_

%"7#B

R$7<"

P_

>"$ #<7"%

R#7B#

9_

#O7%B

R<7>O

9_

#?7B%

R%7#B

9_

"7##

R!7!!

P_

% $$$ %O7?#

R<7"?

9_

!?7$"

R>7>%

9_

#%7">

RO7$$

9_

%"7?$

R<7><

P_

注$9!P!L表示0(=活力在染色时间处理间有显著差异""o$7$"#%_!f!G表示0(=活力在浓度处理间有显著差异""o$7$"#)

!

#? H

a#$$ DF@-处理组样品缺失"下同#)

+5bMU$9!P 9IN LEINEL9bMUEFIEXEL9IbNEXXM:MILM5X0(=9LbEeEbf 9D5IF EDDM:UE5I bEDMb:M9bDMIbU""o$7$"#%_!f 9IN GEINEL9bMUEFIEXEL9Ib

NEXXM:MILM5X0(=9LbEeEbf 9D5IF L5ILMIb:9bE5I b:M9bDMIbU""o$7$"#7

!

09DQ6M5X#? H a#$$ DF@-b:M9bDMIbEU9PUMIb7"bHMU9DMPM65g#7

&&钙黄绿素对刺参 3,S的影响&&浓度为

% $$$ DF@-的处理组刺参 3,S活力显著低于其

他浓度处理组""o$7$"#) 染色时间 O H 的处理

组3,S活力显著高于其他处理""o$7$"#!染色

时间 #? H的处理组3,S活力显著高于 ?O H处理

组""o$7$"#) 染色时间a浓度交互作用对3,S

活力有显著影响""o$7$"#"表 ##)

#*"
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表 $#钙黄绿素对刺参)',活力的影响

,-."$#S==23:0=3-1327<0<)',-3:787:; 0=A"B%5#+1-') X D̂@ C50:

浓度"DF@-#

L5ILMIb:9bE5I

染色时间"H# bEDM

O #? ?O >#

正常浓度

I5:D96

"$ !B7B%

R#$7%#

L_

!7<B

R#7%<

9_

%O7<%

R>7##

P_

%>7"?

R>7B#

9P_

#$$ #O7B>

R%O7$$

L_

@ !%7><

R%$7?O

P_

?7<%

R!7!#

9P_

?$$ ?O7"%

R?%7"%

L_

O7!?

R"7!>

9_

B7%O

R%7%#

P_

"7>%

R?7%?

9P_

高浓度

HEFH

"$$ !?7<$

R#7?B

L_

O7!!

R"7!?

9_

O7!#

R?7#!

P_

"7#!

R$7!?

9P_

>"$ %$7%B

R"7">

L_

!7>O

R%7<"

9_

%%7$#

RO7?!

P_

%$7><

R#7">

9P_

% $$$ <7>!

R?7$<

Lf

%$7B>

R<7$>

9f

?7"<

R!7<$

Pf

O7%"

R<7#%

9Pf

注$9!P!L表示3,S活力在染色时间处理间有显著差异""o$7$"#%_!f!G表示3,S活力在浓度处理间有显著差异""o$7$"#)

+5bMU$9!P 9IN LEINEL9bMUEFIEXEL9IbNEXXM:MILM5X3,S9LbEeEbf 9D5IF EDDM:UE5I bEDMb:M9bDMIbU""o$7$"#%_!f 9IN GEINEL9bMUEFIEXEL9Ib

NEXXM:MILM5X3,S9LbEeEbf 9D5IF L5ILMIb:9bE5I b:M9bDMIbU""o$7$"#7

&&钙黄绿素对刺参Y01CA_ 的影响&&浓度对

各处理组刺参 Y01CA_ 活力无显著影响 ""h

$7$"#) 染色时间 #? H 处理组刺参 Y01CA_ 活力

显著高于 ?O H处理组""o$7$"#) 染色时间a浓

度交互作用对刺参Y01CA_活力无显著影响""h

$7$"#"表 !#)

表 +#钙黄绿素对刺参JR_A(T活力的影响

,-."+#S==23:0=3-1327<0<JR_A(T -3:787:; 0=A"B%5#+1-') X D̂@ C50:

浓度"DF@-#

L5ILMIb:9bE5I

染色时间"H# bEDM

O #? ?O >#

正常浓度

I5:D96

"$ !?!7?>

R%O!7>$

9P_

%<$7>>

RO?7%<

9_

%??7%>

R!$7B>

P_

%$"7"?

R<?7??

9P_

#$$ #"B7B? R!"7<O @ #<#7O!

R!<7%%

P_

#!>7<O

R%!O7?O

9P_

?$$ #$B7?# R"?7"B #$?7?!

R#<7"#

9_

BB7#B

R#?7$!

P_

%!"7"#

R>O7B%

9P_

高浓度

HEFH

"$$ #%!7>$

RB#7<B

9P_

%>?7#<

R<O7<"

9_

?B7""

R%#7$!

P_

B<7#"

R!<7O!

9P_

>"$ %!<7?<

R<O7><

9P_

!$#7<#

RB$7>!

9_

"$7?"

R"7?O

P_
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!&讨论

+"!#钙黄绿素标记刺参的效果

钙黄绿素可标记刺参体壁&水管系统真皮组

织"管足&触手&疣足#表层骨片!并在荧光显微镜

?<$ W?B$ ID波长激发光下检出) 染色后的刺参

不能立即检出荧光标记!这是因为钙黄绿素先与

游离的钙离子结合!结合了钙黄绿素的钙离子经

吸收沉积在钙质骨骼"骨片#上) 刚染色的刺参!

结合了钙黄绿素的钙离子尚未沉积到骨片上!因

此此时不能检出荧光标记或荧光微弱"图 !CZ#%

经过一段时间的代谢!结合了钙黄绿素的钙离子

逐渐沉积到刺参骨片上!骨片在激发光下发出的

荧光逐渐增强) 同一刺参个体不同骨片之间标记

的效果也不尽相同!这是因为只有发育中的骨片

才会被染色!而发育成熟的骨片停止生长!不能为

钙黄绿素所标记'B(

) 这也是选择稚参作为标记

对象的原因)

与注射等方法相比!通过浸泡对刺参进行染

色在操作方便&成本较低的同时!对刺参的刺激也

很小!不易引起刺参的排脏&活动异常等反应) 检

测时仅需刮取少量真皮表层组织!对刺参的刺激

很小!形成的创口可在一周之内愈合!不影响刺参

外观) A)*32--等'>(检测糙海参"@A#)1-31#骨

片着色时!所需组织仅有几平方毫米)

+"$#钙黄绿素对刺参抗氧化酶活力的影响

l/+0S(+等'%>(认为当机体受到外源刺激

后!会诱导产生活性氧产物!从而导致机体的氧化

损伤"如氧化多不饱和脂肪酸导致脂质过氧化或

者=+,损伤#) 此时抗氧化系统酶会在清除活

性氧自由基!抵御氧化损伤等方面发挥作用)

0(=和3,S是生物体内重要的抗氧化酶!

0(=将代谢或外界刺激产生的有毒物质 (

;

#

/!

催化歧化反应生成 1

#

(

#

!3,S再将 1

#

(

#

分解成

$*"
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为1

#

(与 (

#

!从而维持细胞和机体的正常生理

活动) 本研究中!刺参3,S活力在高浓度钙黄绿

素溶液中降低!并随着染色时间的增长逐渐降低!

这一方面可能是由于高浓度钙黄绿素溶液或长时

间浸泡对刺参机体形成氧化压力!刺参体内产生

大量的 1

#

(

#

大量消耗掉 3,S%另一方面可能是

抗氧系统酶防御能力降低或被抑制!不能产生足

够的3,S以补充消耗掉的酶'%B(

) 而 0(=活力

不受钙黄绿素浓度影响!只在染色时间较长

"># H#时受到抑制!与 3,S活力变化并不一致)

0(=活力在长时间浸泡下受到抑制!可能是长时

间浸泡抑制和损伤了 0(=酶系统) 0(=活力和

3,S活力变化并不一致可能是由于 1

#

(

#

除来自

于0(=的歧化反应外!还可能来自于氨基酸或细

胞色素A?"$ 氧化酶的反应'#$(

) 这种现象在其他

生物的研究中也有发现!如污水处理 %" N 后的文

蛤"D(3)('13.1 0(3)('13.1#!0(=活力未被诱导!

而 3,S活力显著升高'#%(

%在农药对罗非鱼

"G3(+)*3+0.#'.5+2.)/##肝脏抗氧化酶活力影响的

研究也有类似的发现'##(

)

Y01CA_是机体内广泛存在的一种重要的过

氧化物分解酶) 硒是 Y01CA_ 酶系的组成成分!

它能催化 Y01变为 Y00Y!使有毒的过氧化物还

原成无毒的羟基化合物!同时促进 1

#

(

#

的分解!

从而保护细胞膜的结构和功能不受过氧化物的干

扰及损害'#!(

) 经钙黄绿素染色的刺参!Y01CA_

活力随染色时间增长先下降后升高!这可能是由

于钙黄绿素导致刺参体内产生大量的1

#

(

#

!消耗

掉Y01CA_!随着时间的延长!刺参抗氧自由基防

御系统被激活!补充 Y01CA_ 以清除掉 1

#

(

#

和

(

;

#

/)

染色时间 a浓度交互作用对刺参组织匀浆

0(=和3,S活力有显著影响) 虽然交互作用对

刺参酶活力的作用机制尚有待进一步探明!但从

预实验和实验结果来看!使用高浓度钙黄绿素

">"$&% $$$ DF@-#染色时!染色初期"O&#? H#!

刺参贴壁较好!但后期"?O&># H#有化皮现象!部

分刺参贴壁能力较差) 此外!在预实验中!不连续

充气的处理组!刺参大部分在 #? H 内死亡!而饱

和充气的处理组!刺参贴壁能力良好) 因此!在实

际操作中!要重视浓度&染色时间和其他理化因子

交互作用对刺参的影响)

从实验结果中可以看出!刺参对染色剂浓度

的耐受性较强!! 组正常浓度处理组之间!0(=&

3,S&Y01CA_ 活力均无显著差异) 高浓度处理

组!只有浓度为 % $$$ DF@-处理组!3,S活力受

到明显抑制) 可见!浓度小于 >"$ DF@-的钙黄

绿素对刺参组织匀浆中抗氧化酶 0(=&3,S&

Y01CA_ 没有明显的影响) 虽然染色时间对 ! 种

抗氧化酶活力的影响较为复杂!但可以肯定的是

长时间的染色!对 ! 种抗氧化酶活力有显著的负

面影响) 而染色时间过短无法有效标记刺参) 因

此!染色时间应控制在 #? H左右)
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