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摘要! 以平均体质量为"&<$ a$<# J雌性三疣梭子蟹为试验对象!注射组从游泳足第一关节基

膜注射 $%%

$

.浓度为 $8@ b&%

?

4/*AE.的溶藻弧菌菌悬液!对照组注射等量无菌生理盐水$

各组在注射 %&$@&@=&?$&#< L后随机取 # 只三疣梭子蟹!从游泳足基膜部位抽取血淋巴!测定

血淋巴的血细胞总数&大颗粒细胞比例&血清蛋白&酸性磷酸酶&碱性磷酸酶&一氧化氮和诱导

型一氧化氮合成酶等非特异性免疫指标$ 结果表明!遭受低剂量的溶藻弧菌侵袭后!三疣梭子

蟹血细胞总数迅速降低">k%8%"#!与对照组相比降低 !<d!而大颗粒细胞比例则先上升

">k%8%"#!?$ L后恢复至正常水平%血清蛋白含量则无明显变化%血清中酸性磷酸酶&碱性磷

酸酶活性也迅速增加!并分别在 $@&?$ L达到峰值">k%8%&!>k%8%"#!在 #< L后两种酶的活

性均恢复至对照组水平%血清中一氧化氮含量及诱导型一氧化氮合成酶活性则稳步增加!并在

#< L达到峰值">k%8%&#$ 研究证实低剂量的溶藻弧菌能刺激三疣梭子蟹调动血细胞&酸&碱

性磷酸酶&一氧化氮合成酶系统进行免疫防御!但是各非特异性免疫指标大多具有明显的时间

效应!响应速度有较大差异$

关键词! 三疣梭子蟹% 溶藻弧菌% 血淋巴% 酸性磷酸酶% 碱性磷酸酶% 一氧化氮% 一氧化氮合

成酶

中图分类号! g"?#% 1#&?'''''''文献标志码'-

''三疣梭子蟹#>-.5%)%&5.'5%$/.1%0"5%&$是我国

重要的海产经济蟹类之一"山东半岛至南海海域

均有分布"是我国重点海水捕捞品种和海水增养

殖的品种(&)

' 近年来"由于养殖环境管理&配套

养殖模式&饵料及病害控制等研究相对滞后"养殖

梭子蟹面临多种病害问题的挑战' 已报道的对养

殖梭子蟹危害较大的病原有血卵涡鞭虫

#F/#"5-?')'%#O:8$

($ ;!)

&假丝酵母菌 #4")?'?"

-0/+,'0"$

(@)和弧菌(")

"弧菌病主要由溶藻弧菌

#<'$.'- "0;')-025'1%&$引起"在我国山东&浙江等

地区的梭子蟹养殖过程中均有发生(<)

'

虾蟹类免疫系统研究是近年来的主要研究热

点"学者们通过外界环境因子的改变&病原胁迫&

多糖&多肽激活等多种研究手段对对虾的免疫因

子进行了较为系统的研究"目前多种免疫增强剂

产品已成功应用于对虾养殖"为疾病防控提供了

新思路(?)

' 有关三疣梭子蟹的免疫系统研究相

对较少"目前已有健康三疣梭子蟹血淋巴分型与

计数(=)

"血淋巴免疫酶活性初步分析(#)以及患

+乳化病,的三疣梭子蟹免疫酶变化等相关研究

报道(&%)

' 上述研究初步证实!三疣梭子蟹具有较

为系统的抵御外界病原感染机制"但是在其自身

抵抗力较弱或超过自身免疫调节范围后"也将导

致疾病发生乃至死亡'

本试验采用在三疣梭子蟹免疫调节耐受范围

内的低浓度溶藻弧菌感染三疣梭子蟹"从 % L 至

#< L连续取样"对以下非特异性免疫相关指标进

行测定!包括血细胞总数#U6UF7L9E6P[U9P6QIU"

S24$&大颗粒细胞#7FZJ9JZFIQ7FZP977".T4$比

例&血清蛋白&酸性磷酸酶 #FPGR :L6O:LFUFO9"
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# 期 谢建军"等!溶藻弧菌诱导对三疣梭子蟹血淋巴非特异性免疫水平的影响 ''

-4B$&碱性磷酸酶#F7fF7GI9:L6O:LFUFO9"-̂ B$&

一氧化氮#IGUZGP6\GR9",)$&诱导型一氧化氮合

成酶#GIRQPGV79IGUZGP6\GR9O[IULFO9"G,)1$等"探

讨在耐受范围内"遭受溶藻弧菌侵袭后三疣梭子

蟹非特异性免疫系统的防御反应变化特点"以期

为三疣梭子蟹抗细菌感染免疫调节机制及疾病防

控提供理论参考'

&'材料与方法

!"!#材料

试验用三疣梭子蟹捕捞于浙江省海洋水产研

究所西轩试验场同一个养殖塘"共 #% 只雌蟹"体

质量#&<$ a$<$ J"分别暂养于 $%% .塑料桶中"

水温 $% $̀& c"盐度 $<":2=8& =̀8!' 暂养 &

周后正式试验"每天 &?!!% 左右投喂新鲜小黄鱼

块"投喂 $ L后换水 "%d'

溶藻弧菌由本实验室于 $%%= 年分离自患病

三疣梭子蟹"以胰蛋白胨大豆肉汤琼脂培养基

#S1C$复苏培养"用 %8="d生理盐水制成所需浓

度菌悬液' 采用 ,0̂),D=%G显微镜及 ,0̂),

>14D

'

显微照相系统进行血细胞计数%血清蛋白

浓度采用 S34-,1-/0+3多通道酶标仪测定&

-4B&-̂ B&,)&G,)1用北京瑞利 501D?$$T型分

光光度计测定'

!"$#试验方法

感染浓度''经梯度浓度感染实验"确定实

验注射浓度为 $8@ b&%

?

4/*AE.'

溶藻弧菌诱导试验''试验分组!试验分为

处理组与生理盐水对照组"为避免三疣梭子蟹自

相残杀"各组分养于同样养殖环境的 ! 个塑料桶"

每个试验桶内养殖 &$ 只' 注射感染!从游泳足第

一关节基膜处注射浓度为 $8@ b&%

?

4/*AE.的

溶藻弧菌悬液 $%%

$

."生理盐水对照组则从相同

位置注射 %8="d生理盐水 $%%

$

.' 试验取样!注

射前取相同暂养条件下的三疣梭子蟹 # 只"作为

注射 % L 时的对照样本%注射组和空白组在 $@&

@=&?$&#< L 从每组 ! 个试验桶分别取样 ! 只"共

# 只蟹作为一组样品' 样品处理!用已抽取 "%%

$

.&%d福尔马林固定液的注射器从三疣梭子蟹

游泳足第一关节基膜处准确抽取 "%%

$

.血淋巴"

迅速混匀后置 &8" E.离心管备用%其余血淋巴

样品则置于 " E.灭菌离心管"!? c放置 $ L"@

c过夜"低速冷冻离心#" %%% ZAEGI"@ c$分离血

清"每个样本的血清平均分装于 " 个 &8" E.离心

管中"储存于;?% c备用'

非特异性免疫指标检测''对三疣梭子蟹血

清进行 S24&大颗粒细胞比例&血清蛋白&-4B&

-̂ B&,)和G,)1酶活力等非特异性免疫指标的

测定'

血细胞总数&大颗粒细胞总数计数用普通血

球计数板进行"为存档及提高计数效率"用显微照

相系统将记数框内图像拍下"然后在电脑上进行

计数"每个样品计数 ! 次"取平均值' 血清蛋白含

量采用考马斯亮蓝TD$"% 方法进行测定"在 #< 孔

酶标板中进行'

以下各项指标采用南京建成生物工程研究所

的试剂盒进行测定"使用方法参见说明书"测定各

项指标的试剂盒均为同一批次试剂' -4B活性

测定采用磷酸苯二钠法"以 &%% E.血清在 !? c

与底物作用 <% EGI"产生 & EJ酚为 & 个酶活力单

位%-̂ B活性测定也是用磷酸苯二钠法"以 &%%

E.血清在 !? c与底物作用 &" EGI"产生 & EJ

酚为 & 个酶活力单位%将原操作方法改进后在 #<

孔酶标板上进行测定' ,)含量测定采用硝酸盐

显色剂生成红色偶氮化合物来间接测定%G,)1则

利用 ,)1与精氨酸与分子氧反应生成 ,)"而

,)与亲核性物质生成有色化合物"从而通过测

定吸光度进行定量'

实验数据处理''同一样品每个指标测定 !

个数值取平均值"最终结果以E9FI a1>表示"采

用 3\P97$%%! 以及 1B11&&8" #单因素方差"

.1>$对数据进行分析"差异显著临界值 %8%""差

异极显著临界值 %8%&'

$'结果

注射溶藻弧菌 $@ L以后梭子蟹反应迟钝"摄

食较差"投饵后主动摄食的梭子蟹占 !%d左右%

@= L 后"处理组死亡梭子蟹一只%?$ L 时梭子蟹

开始摄食"活力有所增强' 生理盐水对照组则活

力正常"摄食积极"未出现死亡'

$"!#低浓度溶藻弧菌诱导对梭子蟹血细胞总数&

大颗粒细胞比例和血清蛋白含量的影响

注射溶藻弧菌 $@&@=&?$&#< L 后"取样点间

梭子蟹 S24与生理盐水对照组相比显著降低

#>k%8%"$"$@ L 时 S24(#$% <@< a@ #"<$A

EE

!

)与对照组(#!$ $$$ a< $=@$AEE

!

)相比降

$)$#
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低 !<d"但是各取样点间则无显著差异#图 &DF$%

$@ 和 @= L大颗粒细胞比例与生理盐水对照组差

异显著#>k%8%"$%而 ?$ L&#< L的大颗粒细胞比

例与对照组无显著差异#图 &DV$%不同取样点三

疣梭子蟹血清蛋白含量注射后 $@ L 数值稍有降

低"但是在 $@ @̀= L 处于上升趋势"在 ?$ L 数值

上稍超过对照组"但是各时间点差异不显著#图

&DP$%对照组各指标在不同取样点数值略有变化"

但无显著差异'

图 !#低浓度溶藻弧菌感染对三疣梭子蟹血细胞总数&大颗粒细胞比例和血清蛋白的影响

#F$ 注射溶藻弧菌后不同时间点三疣梭子蟹血细胞总数的变化% #V$ 大颗粒细胞比例的变化% #P$ 血清蛋白的变化% 图中+

"

,和

+

""

,分别表示同一时间点处理组与对照组之间有显著差异#>k%8%"$或极显著差异#>k%8%&$% 图中处理组上方不同小写字母

表示不同时间点处理组间差异显著#>k%8%"$'

H5I"!#/385345?6560X."]1."36=C8?4:56*?6*:648345?6564A:;:8<9?>

8"(+'(6E1+&6*$(6%56>:*4:=M54A@?M*?6*:648345?6G"$*F'3)*5('&6%

#F$ YFZGFUG6I GI U6UF7L9E6P[U9P6QIU#S24$% #V$ YFZGFUG6I GI :Z6:6ZUG6I 6H7FZJ9JZFIQ7FZP977#.T4$% #P$ YFZGFUG6I GI LF9E67[E:L FIR

:Z6U9GI P6IP9IUZFUG6I GI UL9O9ZQE8SL9RFUFZ9:Z9O9IUE9FIOa1>"

"

FIR

""

GIRGPFU9FOGJIGHGPFIURGHH9Z9IP9#>k%8%"">k%8%&$

V9Um99I GIH9PU9R FIR P6IUZ67JZ6Q:OFUUL9OFE9UGE9% >GHH9Z9IU79UU9ZOGI UL9GIH9PU9R P67QEIOGIRGPFU9OGJIGHGPFIURGHH9Z9IP9OFE6IJ

RGHH9Z9IUL6QZO8

$"$#低浓度溶藻弧菌诱导对三疣梭子蟹血清

).-&)V-水平的影响

注射溶藻弧菌后梭子蟹血清 -4B活性在注

射后 $@&@= L 极显著升高#>k%8%&$"$@ L 时

-4B(# !8## a&8=& $ *A&%% E.) 比对照组

(#%8#< a%8$$$ *A&%% E.)升高近 !%%d%在 ?$

L时数值有所降低(#!8&& a&8%&$ *A&%% E.)"

但是与对照组(#&8<! a%8&@$ *A&%% E.)仍有显

著性差异#>k%8%"$"但是 ! 个时间点间无显著

差异%#< L 后"-4B活性降低(#&8#@ a%8=&$ *A

&%% E.)"与对照组(#&8?= a%8!!$ *A&%% E.)

无显著差异#图 $DF$%-̂ B变化结果则与 -4B类

似"但是虽然其活性在注射后 $@ L 有所增加但与

对照组无显著差异"@=&?$ L活性继续升高并与空

白组出现显著差异"而在 #< L 活性有所下降并与

空白组无显著差异' 对照组-4B&-̂ B活性虽有

所波动"但是无显著变化#图 $DV$'

$"%#低浓度溶藻弧菌诱导对三疣梭子蟹血清

(R含量和5(RT活性的影响

经低浓度溶藻弧菌诱导后"三疣梭子蟹血清

中,)含量在 $@ L(#$"8=$ a"8"@$

$

E67A.)时

变化并不明显"在 @= L(#!=8## a&$8"@$

$

E67A

.)时与对照组出现显著性差异#>k%8%"$%在 ?$

L(#&!"8!& a$?8&#$

$

E67A.)出现极显著升高

%)$#
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#>k%8%&$"并在 #< L(#&@?8=< a!=8=$$

$

E67A

.)达到峰值#图 !DF$' G,)1活性也在注射后逐

渐升高"并在 ?$ L(##8@& a&8#!$ *AE.)时出现

显著性差异#>k%8%"$"#< L 时出现极显著差异

#>k%8%&$ #图 !DV$' 对照组 ,)含量与 G,)1

活性在试验期间无明显变化'

图 $#低浓度溶藻弧菌感染对三疣梭子蟹血清中酸性磷酸酶#).-$&碱性磷酸酶#)V-$活性的影响

#F$ 注射溶藻弧菌后不同时间点三疣梭子蟹血清中-4B活性变化% #V$ -̂ B的活性变化% 图中+

"

,和+

""

,分别表示同一时间

点处理组与对照组之间有显著差异#>k%8%"$或极显著差异#>k%8%&$% 图中处理组上方不同小写字母表示不同时间点处理组间

差异显著#>k%8%"$'

H5I"$#/385345?6?>).-36=)V-564A:;:8<9?>8"(+'(6E1+&6*$(6%56>:*4:=M54A@?M*?6*:648345?6G"$*F'3)*5('&6%

#F$ YFZGFUG6I 6HFPGR :L6O:LFUFO9FPUGYGU[#-4B$% #V$ YFZGFUG6I 6HF7fF7GI9:L6O:LFUFO9FPUGYGU[#-̂ B$% SL9RFUFZ9:Z9O9IUE9FIOa1>"

"

FIR

""

GIRGPFU9FOGJIGHGPFIURGHH9Z9IP9#>k%8%"">k%8%&$V9Um99I GIH9PU9R FIR P6IUZ67JZ6Q:OFUUL9OFE9UGE9% >GHH9Z9IU79UU9ZOGI

UL9GIH9PU9R P67QEIOGIRGPFU9OGJIGHGPFIURGHH9Z9IP9OFE6IJ RGHH9Z9IUL6QZO8

图 %#低浓度溶藻弧菌感染对三疣梭子蟹血清中一氧化氮#(R$含量&抑制型一氧化氮合成酶#5(RT$活性影响

#F$ 注射溶藻弧菌后不同时间点三疣梭子蟹血清中,)含量% #V$ G,)1活性变化%图中+

"

,和+

""

,分别表示同一时间点处理组

与对照组之间有显著差异#>k%8%"$或极显著差异#>k%8%&$% 图中处理组上方不同小写字母表示不同时间点处理组间差异显著

#>k%8%"$'

H5I"%#/385345?6?>(R*?6*:648345?636=56=<*57@:65485*?B5=:;J64A3;:564A:

;:8<9?>8"(+'(6E1+&6*$(6%56>:*4:=M54A@?M*?6*:648345?6G"$*F'3)*5('&6%

#F$ YFZGFUG6I 6H,)P6IP9IUZFUG6I% #V$ YFZGFUG6I 6HGIRQPGV79IGUZGP6\GR9O[IULFO9% SL9RFUFZ9:Z9O9IUE9FIOa1>"

"

FIR

""

GIRGPFU9
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!'讨论

三疣梭子蟹病害严重影响该产业健康发展"

寄生虫&细菌&病毒&真菌均能感染梭子蟹"其中以

寄生虫&细菌病的危害最为严重($)

"溶藻弧菌是

最典型的梭子蟹细菌性致病原之一"可引起梭子

蟹多种感染症状"如+牙膏病,&+乳化病,等(@ ;")

'

本实验采用的溶藻弧菌菌株对三疣梭子蟹有较强

的致病力"感染较高浓度的该溶藻弧菌菌株会导

致急性死亡' 本研究采用较低浓度的菌悬液对三

疣梭子蟹进行感染试验"探究三疣梭子蟹在细菌

性病原侵袭后"其血淋巴内免疫防御反应特点"为

&)$#
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三疣梭子蟹细菌性疾病的免疫防治提供参考'

甲壳类动物的血细胞总数虽然易受环境因素

及蜕壳等生理因素影响而出现明显波动"但是可

以直接反应甲壳动物的健康状况' 甲壳类动物在

感染各种致病原后"血细胞作为细胞防御屏障会

出现脱颗粒&吞噬&包裹等一系列免疫防御反应"

从而导致血细胞总数下降(?)

' 例如罗氏沼虾在

注射低浓度的气单胞菌#:/.-#-)"&6/.-)''$后在

@ $̀@ L 内 S24O就出现显著性降低(&&)

"而日本

对虾#>/)"/%&D"+-)'1%&$在感染镰刀菌后血细胞

数仅有对照组的 "@8!d

(&$)

%另外兰蟹#4"00')/15/&

&"+'?%&$感染血卵涡鞭虫#F/#"5-?')'%#+/./J'$

后血细胞总数降低 "%d ?̀%d

(&!)

"而三疣梭子蟹

严重感染血卵涡鞭虫#F/#"5-?')'%#O:8$后"其

血淋巴中甚至观察不到血细胞(!)

' 本实验中低

剂量溶藻弧菌侵袭会造成梭子蟹 S24O显著降

低"而且 #< L后"血细胞总数仍显著低于对照组"

可能说明血细胞直接参与了溶藻弧菌的清除"不

能在短时间内恢复' 本实验中三疣梭子蟹大颗粒

细胞比例在感染溶藻弧菌 $@ L 后显著增加"但是

在 ?$ L后又恢复至对照组水平"证实大颗粒细胞

也参与了三疣梭子蟹的体内溶藻弧菌的清除'

血清蛋白含量也可以反映甲壳动物的健康状

况' 黄 旭 雄 等(&@) 认 为 中 国 明 对 虾

#R/))/.-+/)"/%&1,')/)&'&$感染白斑综合征病毒

#mLGU9O:6UO[IRZ6E9YGZQO"_115$后会造成血清

蛋白含量增加"但是也有报道证实中国明对虾和

凡纳滨对虾#B'5-+/)"/%&6"))"#/'$感染病毒后

血清蛋白含量显著降低 (&" ;&<)

"本试验中三疣梭

子蟹血清蛋白含量虽有所升高但与对照组相比差

异不显著"说明低浓度细菌感染对三疣梭子蟹血

清蛋白含量影响较小'

酸性磷酸酶#-4B$&碱性磷酸酶#-̂ B$属于

磷酸单酯水解酶类"由于两种酶的催化反应最适

:2不同而有所区分' 其中-4B是吞噬溶酶体的

重要组成部分之一"会伴随着血细胞的防御性吞

噬&包裹反应而释放"在生物体内参加磷酸基团的

转移代谢"而 -̂ B也是溶酶体的重要组成之一"

但是还直接参与磷的代谢"对甲壳类钙质吸收&外

骨骼形成等具有重要调节作用' 有研究证明三疣

梭子蟹在患+乳化病,后 -̂ B酶活性会显著降

低"另外急性感染较高剂量的溶藻弧菌以后"三疣

梭子蟹的-4B&-̂ B活性随着感染时间延长持续

降低(&%)

' 但是本实验证实"-4B&-̂ B活性在诱

导后持续上升"其中 -4B活性在 $@ L 后即达到

显著性差异"-̂ B活性增加速度则稍微滞后"在

@= L后达到显著性差异"更为值得注意的是在 #<

L后"-4B&-̂ B活性均降低至对照组水平' 推测

是低剂量溶藻弧菌触发了梭子蟹体液防御体系"

刺激-4B&-̂ B参与溶藻弧菌的清除"说明两种

磷酸酶活性的提高是梭子蟹应对细菌侵袭的一种

防御机制'

生物体内一氧化氮#,)$由一氧化氮合成酶

#,)1$催化产生",)1分为结构型一氧化氮合成

酶#P,)1$和诱导型一氧化氮合成酶#G,)1$"其

中G,)1与抗病有关"常存在于吞噬细胞中"G,)1

能被细胞因子#如干扰素$和病原体以及免疫刺

激物激活"G,)1激活后可以催化 .D精氨酸产生

一氧化氮"从而产生不同类型的活性氮中间体"参

与免疫防御反应(&? ;&=)

' 水产动物体内也存在

,)及G,)1活性"中国明对虾的 ,)和 G,)1系

统被证实与_115密切相关(&=)

"另外健康杂色鲍

#F"0'-5'&?'6/.&'1-0-.$血细胞也检测出 G,)1活

性(&#)

"因此,)与 G,)1可作为水生生物进行健

康状况评价指标' 本试验首次证实"三疣梭子蟹

血淋巴中存在G,)1"而且活性可由低剂量溶藻弧

菌诱导"在注射溶藻弧菌 $@ L 后"G,)1活性即有

所增加"但是在 ?$ L 后才达到显著差异"#< L 活

性达到峰值' 相应的 ,)含量也迅速上升"在 @=

L就开始出现极显著增加"其峰值出现时间与

G,)1基本同步' 这与乳酸菌可诱导大菱鲆

#@1-+,5,"0#%&#"C'#%&$头肾巨噬细胞产生 ,)"

增强抗病能力的研究结果一致($%)

"说明 ,)含量

和G,)1活性可作为三疣梭子蟹抗细菌感染的指

示性指标'

三疣梭子蟹感染低浓度溶藻弧菌后"行动迟

缓"基本不摄食"说明溶藻弧菌对其健康状况产生

明显影响' 但三疣梭子蟹可迅速调动其血淋巴内

非特异性免疫因子进行抗感染防御"血细胞可能

直接参与了细菌的清除"表现为血细胞总数显著

降低和大颗粒细胞比例的变化"而血清蛋白含量

变化不明显' 值得注意的是"-4B&-̂ B及,)含

量与 G,)1活性虽然也出现显著增加"但 -4B&

-̂ B响应速度相对较快"且能迅速恢复至正常水

平",)含量与 G,)1活性响应速度则较慢"在

-4B&-̂ B活性恢复至接近正常水平后"其活性

')$#
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# 期 谢建军"等!溶藻弧菌诱导对三疣梭子蟹血淋巴非特异性免疫水平的影响 ''

才达到峰值"似乎形成了一种互补的防御机制'

分析原因可能是三疣梭子蟹对体内入侵的细菌最

先采取的清除机制与吞噬&溶酶体相关"而 -4B&

-̂ B正是与细胞吞噬&溶酶体密切相关的调节

酶"因此其响应速度最为迅速' ,)能非特异性

杀灭细菌并可增强非特异性免疫能力"其参与免

疫调节机制较为复杂"在 #< L 后 ,)含量比对照

组高出近 " 倍"这种极显著上升是否为正常防御

反应"对机体是否会造成损伤"有待进一步探讨'
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