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摘要! 为探索不同地理群体日本鑚的免疫水平!实验对大连黑石礁$莱州湾$海州湾和象山 8

个地理群体日本鑚的肝胰腺$肌肉$血清和鳃组织中的抗氧化以及与非特异性免疫相关的酶活

性进行分析!并对其在不同群体间的酶活差异进行了比较% 结果表明!所检测的各种酶在日本

鑚各组织中均存在!但是不同群体间不同酶活性有所差异% 大连群体日本鑚的血清 &-6$

&T6$'*:酶活均显著高于海州湾群体"!<2127#!与其它两个群体没有显著性差异&大连群

体日本鑚肝胰腺和血清 E4&含量显著高于海州湾群体"!<2127#!而在肌肉和鳃组织中没

有显著性差异"!?2127#&大连群体日本鑚肝胰腺和鳃组织中的 *"4$I*+7VB 和 -&F酶活显

著高于海州湾群体"!<2127#!其活性以大连群体最高!莱州湾群体次之!海州湾群体最低%

通过对日本鑚 8 个地理群体间免疫相关酶活的差异比较!发现不同地理群体日本鑚免疫水平

存在差异!研究结果为日本鑚种质资源的研究提供数据支持%

关键词! 日本鑚& 非特异性免疫& 抗氧化酶& 酶活

中图分类号! H77& *:3018444444444文献标志码'&

44日本鑚#"E+%#4I&)G+$,'&*+$是我国重要的海

洋经济蟹类"隶属梭子蟹科 #6/NL@<>P=2$+鑚属"

主要分布于日本到马来西亚的太平洋西海岸沿海

区域"栖居于沙质+泥沙质或有水草的浅海水域水

底"属沿岸定居性种类
)3 51*

( 因其肉质细嫩+味道

鲜美"深受广大消费者的喜爱( 随着过度捕捞+环

境恶化等原因导致日本鑚种质资源下降"以及人

们对其需求量的增大"日本鑚的资源增殖工作得

到重视"工厂化育苗和养殖研究工作得到开展(

国内外对日本鑚的研究主要集中在基础生物

学
)/*

"生理生化
)8 57*

"营养饲料及生物遗传
)6 59*

等

方面"关于日本鑚免疫方面"国内专家围绕硫酸

铜
)9*

+三唑磷
):*

等毒素及免疫增强剂
)32*

对日本鑚

体内组织保护酶系统的影响进行了初步的研究(

本实验室收集了大连黑石礁+莱州湾+海州湾和象

山 8 个地理群体的日本鑚"开展日本鑚生长+抗逆

性状的选育研究"通过分析这 8 个不同地理群体

的日本鑚非特异性免疫相关酶活"比较不同群体

间免疫功能的差别"旨在为日本鑚种质资源的科

学开发+利用及优良品种的培育提供理论依据(

34材料与方法

$%$&实验材料

实验所用的日本鑚于 1232 年分别采自辽宁大

连黑石礁#4'$+山东莱州湾#':$+江苏海州湾#+:$

和浙江象山#;*$8 个海区( 所有日本鑚活体运回实

验室后"清除头胸甲附着物"进行 18 Q 暂养( 从各群

体中随机取规格一致且健康的日本鑚 12 只用于实

验"平均体质量为#8619 @711$ S(

$%'&取样

用无菌注射器"从实验日本鑚的心脏位置采

血"置于加有抗凝剂的 317 <'无菌离心管中"

7 222 N5<>A"8 W离心 32 <>A"取其上层血清进行

分装"置于 592 W保存备用(
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采集肌肉+鳃和肝胰腺"低温保存%取样时称

量所取组织重量"肌肉+鳃和肝胰腺样品分别加入

7 倍+9 倍和 32 倍体积的 213 </05'的磷酸钾盐

缓冲液 # V+ 618$进行低温研磨"离心 #7 222 N5

<>A"8 W$32 <>A"取其上清进行分装" 592 W保

存备用(

$%(&酶活测定

制备样品时进行大量分装"避免样品的反复

冻融( 实验所用试剂均采自南京建成生物研究所

生产的试剂盒"严格按照试剂盒的具体方法进行(

酸性磷酸酶#&-6$和碱性磷酸酶 #&T6$活

性测定采用磷酸苯二钠法
)33*

%溶菌酶#'*:$以溶

壁微球菌冻干粉为底物"采用 +@0L<=NO 等
)31*

的

方法改进进行%丙二醛#E4&$的测定采用硫代巴

比妥酸#F8&$法%超氧化物歧化酶#*"4$采用黄

嘌呤氧化法%过氧化氢酶#-&F$活性的测定采用

钼酸铵法%谷胱甘肽过氧化物酶#I*+7VB$采用 77

二硫代硝基苯甲酸#4F%8$法%蛋白含量的测定

全部采用考马斯亮兰法(

$%,&数据处理

数据用 *6**3012 软件进行单因素方差分析

#"A27C=R&%".&$ "结果用<2=A @*4表示 "以

!<2127 表示差异显著(

14结果

'%$&非特异性免疫相关酶活性的比较

日本鑚 &-6酶活在不同组织中的分布不同"

其在鳃中的分布最多"肝胰腺其次"血清中分布最

低( 各群体间肝胰腺+肌肉和鳃中的 &-6差异不

显著#!?2127$"但大连群体日本鑚血清 &-6酶

活与海州湾群体差异显著#!<2127$"大连群体

的酶活最高"海州湾群体的酶活最低#表 3$(

表 1 反映了不同地理群体日本鑚各组织 &T6

酶活"&T6酶活以肝胰腺组织中最高"肌肉组织次

之"血清中最低( 大连群体肝胰腺 &T6酶活显著

高于莱州湾群体和海州湾群体#!<2127$%大连群

体肌肉和血清&T6酶活显著高于海州湾群体#!<

2127$%大连群体鳃组织&T6酶活最高"但与其它 /

个群体差异不显著#!?2127$(

'*:酶活在日本鑚的 8 个组织中分布不同

#表 /$"血清 ?鳃 ?肝胰腺 ?肌肉( 海州湾群体

肝胰腺和肌肉组织 '*:酶活最低"但与其它 / 个

群体差异不显著#!?2127$%大连群体鳃和血清

'*:酶活与海州湾群体差异显著#!<2127$(

表 $&日本鑚 , 个不同地理群体间 I*)酶活的比较

"-.%$&"=:I*)-?75F575:659, 670?@60;=$C'8%7)0'

大连群体

4'

莱州湾群体

':

海州湾群体

+:

象山群体

;*

肝胰腺5##5S VN/L$ Q2V=L/V=ADN2=?

8:190 @9131

=

86132 @716:

=

731:: @0128

=

73127 @71//

=

肌肉5##5S VN/L$ <@?D02

30173 @219/

=

371:6 @31:0

=

37106 @3190

=

30120 @11//

=

鳃5##5S VN/L$ S>00

79113 @61//

=

8:103 @:119

=

89163 @0121

=

70102 @:1:/

=

血清金氏单位5322 <'?2N@<

0111 @21:0

3

6163 @2181

=3

6117 @2183

=

6193 @2177

=3

注!同一行中不同的上标字母表示差异性显著#!<2127$ "下表同(

%/L2?!E2=A?>A LQ2?=<20>A2C>LQ =P>UU2N2AL?@V2N?DN>VL02LL2N?>AP>D=L2P>UU2N2AD2=L!<2127"LQ2?=<2=?320/C1

表 '&日本鑚 , 个不同地理群体间 IJ)酶活的比较

"-.%'&"=:IJ)-?75F575:659, 670?@60;=$C'8%7)0'

大连群体

4'

莱州湾群体

':

海州湾群体

+:

象山群体

;*

肝胰腺5##5S VN/L$ Q2V=L/V=ADN2=?

328136 @38172

D

02196 @331:9

3

70163 @6112

=

6/16/ @7108

=3

肌肉5##5S VN/L$ <@?D02

7199 @2110

3

7120 @21:3

=3

81:9 @2102

=

717: @2102

=3

鳃5##5S VN/L$ S>00

0106 @3138

=

01:7 @3126

=

01/3 @219:

=

0192 @2103

=

血清金氏单位5322 <'?2N@<

/18: @216/

3

1176 @2170

=3

3101 @21/6

=

/123 @2197

=3

'%'&抗氧化酶活性的比较

从表 8 中可以看出"日本鑚 E4&酶活在各

组织中的分布不同"其中在肝胰腺中活性最高"鳃

次之"肌肉和血清中活性相差不大( 大连群体日

本鑚肝胰腺 E4&酶活显著低于海州湾群体#!<

2127$%8 个群体肌肉和鳃 E4&酶活没有显著性

差异#!?2127$"但海州湾群体血清 E4&酶活最

高"显著高于其它 / 个群体#!<2127$(

601
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表 (&日本鑚 , 个不同地理群体间 #Oh酶活的比较

"-.%(&"=:#Oh-?75F575:659, 670?@60;=$C'8%7)0'

大连群体

4'

莱州湾群体

':

海州湾群体

+:

象山群体

;*

肝胰腺5##5S VN/L$ Q2V=L/V=ADN2=?

2190 @2126

=

219: @2133

=

2196 @212:

=

21:8 @2133

=

肌肉5##5S VN/L$ <@?D02

2176 @2127

=

2177 @2126

=

2171 @2129

=

2178 @2126

=

鳃5##5S VN/L$ S>00

3118 @213:

3

3133 @2129

=3

3127 @212:

=

3132 @2132

=3

血清金氏单位5322 <'?2N@<

/126 @2137

3

119: @2136

=3

1168 @2130

=

110: @2137

=3

表 ,&日本鑚 , 个不同地理群体间 XNI酶活的比较

"-.%,&"=:XNI-?75F575:659, 670?@60;=$C'8%7)0'

大连群体

4'

莱州湾群体

':

海州湾群体

+:

象山群体

;*

肝胰腺5##5S VN/L$ Q2V=L/V=ADN2=?

1110/ @/16:

=

1/187 @1167

=3

17187 @/167

3

1/1/9 @/191

=3

肌肉5##5S VN/L$ <@?D02

117 @2133

=

117 @2136

=

110 @2113

=

116 @2136

=

鳃5##5S VN/L$ S>00

819 @21:8

=

810 @2190

=

713 @2103

=

713 @2191

=

血清金氏单位5322 <'?2N@<

11:/ @2108

=

1117 @2113

=

8126 @313/

3

1199 @21/9

=

44*"4酶活在日本鑚的 8 个组织的分布见表

7"以肝胰腺中活性最高"血清次之"鳃中最低( 大

连群体日本鑚肝胰腺 *"4酶活最高"显著高于海

州湾群体 #!<2127 $%大连群体日本鑚鳃组织

*"4酶活显著高于其它 / 个群体 #!<2127$%8

个群体的肌肉和血清中 *"4酶活群体间差异不

显著#!?2127$"但数值上以大连群体的酶活性

最高(

表 K&日本鑚 , 个不同地理群体间 OVN酶活的比较

"-.%K&"=:OVN-?75F575:659, 670?@60;=$C'8%7)0'

大连群体

4'

莱州湾群体

':

海州湾群体

+:

象山群体

;*

肝胰腺5##5S VN/L$ Q2V=L/V=ADN2=?

33012: @0118

3

:013/ @6112

=3

93101 @7132

=

:21:/ @6132

=3

肌肉5##5S VN/L$ <@?D02

6219/ @7129

=

79132 @8131

=

701/7 @8138

=

791/1 @7129

=

鳃5##5S VN/L$ S>00

811/2 @/11/

3

83196 @1131

=

/9196 @112:

=

/:1:6 @/130

=

血清金氏单位5322 <'?2N@<

01178 @0110

=

6:109 @6119

=

03117 @9118

=

03102 @61/8

=

44日本鑚各组织中 I*+7VB 酶活在血清中的活

性最高"肌肉中的活性最低#表 6$( 大连群体肝

胰腺和肌肉 I*+7VB 酶活显著高于海州湾群体

#!<2127$%大连群体日本鑚鳃和血清 I*+7VB

酶活最高"显著高于海州湾群体和象山群体#!<

2127$(

表 D&日本鑚 , 个不同地理群体间 BORQGH 酶活的比较

"-.%D&"=:BORQGH -?75F575:659, 670?@60;=$C'8%7)0'

大连群体

4'

莱州湾群体

':

海州湾群体

+:

象山群体

;*

肝胰腺5##5S VN/L$ Q2V=L/V=ADN2=?

9819/ @7172

3

071/1 @010/

=3

1/178 @8112

=

68137 @0193

=3

肌肉5##5S VN/L$ <@?D02

76100 @1102

3

/81:2 @/19/

=3

11189 @1163

=

8/122 @/168

=3

鳃5##5S VN/L$ S>00

312127 @917:

3

67188 @:19/

=

0/122 @7199

=

68181 @6108

=

血清金氏单位5322 <'?2N@<

/171// @17172

D

/22198 @31121

3D

/3811/ @37102

3

1701/8 @:120

=

44-&F酶活在肝胰腺中最高"鳃组织次之"血

清中最低#表 0$( 对每个组织进行不同群体之间

-&F酶活的比较发现"大连群体肝胰腺+鳃和血

清 -&F酶活显著高于海州湾群体#!<2127$"其

他群体间没有显著性差异#!?2127$(

001
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表 C&日本鑚 , 个不同地理群体间 *I"酶活的比较

"-.%C&"=:*I"-?75F575:659, 670?@60;=$C'8%7)0'

大连群体

4'

莱州湾群体

':

海州湾群体

+:

象山群体

;*

肝胰腺5##5S VN/L$ Q2V=L/V=ADN2=?

371/2 @3178

3

31136 @3112

=3

91/2 @2196

=

31137 @3118

=3

肌肉5##5S VN/L$ <@?D02

0131 @21::

=

0133 @3112

=

61:: @21::

=

0120 @21:1

=

鳃5##5S VN/L$ S>00

32108 @3139

3

:109 @2107

3

613/ @2196

=

0120 @2198

=

血清金氏单位5322 <'?2N@<

9170 @2183

D

/1:1 @2103

3

1137 @218/

=

8113 @2102

3

/4讨论

(%$&日本鑚的非特异性免疫

甲壳动物的体内不能产生免疫球蛋白"其防

御系统缺乏获得性免疫"但他们所具有的非特异

性免疫可以识别并清除异物"保持机体内外平

衡
)3/*

( 细胞免疫和体液免疫是甲壳动物免疫系

统的主要组成部分"两者密切联系"其中血细胞是

一些重要体液免疫因子的提供者"而细胞免疫又

受到体液因子的介导和影响( 当外来异物对甲壳

动物进行入侵时"特有的识别因子会进行识别"然

后将信息反馈给血细胞"诱导血细胞合成特异的

免疫因子"最后经过一系列的免疫反应杀灭外来

病原体"从而达到免疫的目的
)38*

(

(%'&日本鑚不同地理群体间非特异性免疫酶活

分析

当外来病原体经过吞噬作用进入机体后"与

细胞内的溶酶体融合"最终将各种水解酶消化分

解
)37*

( &-6+&T6+'*:等都是非特异免疫系统

中重要的水解酶( &-6和 &T6是生物体内重要

的两种代谢调控酶"直接参与磷酸基团的转移"在

免疫反应中发挥重要作用
)36 539*

( 同时"它们也是

甲壳动物溶酶体酶的重要组成部分
)3:*

"通过形成

水解酶体系作用于体外异物"致其裂解死亡"从而

起到机体防御的功能
)3/*

( '*:作为生物体内一

种重要的非特异性免疫因子
)12*

"在机体免疫过程

中不但能催化细菌细胞壁水解"致使细菌溶解死

亡"而且还可诱导其他免疫因子的合成"协同其他

免疫因子共同抵制外来病菌的入侵"是甲壳动物

免疫系统重要免疫酶之一
)13*

( 实验表明"&-6和

&T6两种酶的活力在 8 种组织中的变化趋势基

本一致"活性大小为肝胰腺 ?鳃 ?肌肉 ?血清"这

说明日本鑚 8 种组织中均存在这两种酶"且主要

在肝胰腺中发挥作用( 卢彤岩等
)11*

对哲罗鱼的

研究发现"&-6和 &T6与机体的年龄不同有关

系"同时受环境影响较大( 而 '*:在血清中的活

性最高"鳃次之"肌肉的活性最低( 通过不同群体

之间的比较可以发现"/ 种酶以大连群体的活性

最高"莱州湾次之"而海州湾群体的活性最低"说

明大连群体的非特异性酶活性总体要高于海州湾

群体"推测大连群体对外界环境变化的应激能力

强于其它 / 个群体(

(%(&日本鑚不同地理群体间抗氧化酶活性分析

在外来病原侵袭机体时"呼吸爆发和其它免

疫过程中产生的大量活性氧 # 3"

1

++

1

"

1

+"

5

1

+

5"+等$就会在细胞内累积"这些活性氧在杀灭

病原的同时也会破坏宿主细胞"对细胞造成严重

的伤害( 为了避免这些活性氧对宿主细胞的损

伤"生物体内产生了一系列的抗氧化体系"而抗氧

化酶体系是其中的一种"其中 *"4+-&F+I*+7

VB+E4&是抗自由基反应的主要酶系( E4&是

脂质过氧化物的主要分解产物"具有很强的生物

毒性"间接的反映出细胞的受损程度
)1/*

"其含量

的测定常与 *"4和 -&F的测定配合使用
)18*

(

研究中发现"大连群体的 E4&活性较其它 / 个

群体低"说明大连群体细胞受损的程度低"生物膜

系统的防御能力较强( *"4能够清除生物体内

的 "

5

1

"让 "

5

1

发生歧化"生成过氧化氢#+

1

"

1

$和

氧气 #"

1

$"而 -&F和 I*+7VB 两种酶可以将

*"4的作用产物 +

1

"

1

还原成水"三者的联合使

用可以有效防止生物细胞受自由基的损伤
)17*

( 实

验发现"日本鑚的 *"4+I*+7VB 和 -&F在不同组

织中的活性有所差异"*"4和 -&F均以肝胰腺中

的活性最高"而 I*+7VB 在血清中的活性最高"与

陈萍等
)16*

对三疣梭子蟹#!,%8('()8%&8(4-%*(.+8()$

的研究结果有所差异"这可能是生物种类和环境

等因素不同所造成的%此外"*"4活性在肝胰腺

中高于鳃和肌肉"与王春琳等
)9*

的研究结果不一

致"究其原因可能因为样品+实验条件+实验方法

等不同而造成的"具体原因需要作进一步研究进
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行论证( *"4和 -&F两种酶"之所以在肝胰腺

中的活性高是由于肝胰腺中积累了大量的脂肪

酸"需要较强的抗氧化酶
)10*

( 同时"对日本鑚不

同地理群体间的比较发现"大连群体的 *"4+

I*+7VB 和 -&F活性最高"而在海州湾群体中活

性最低"从中可以推测"在受外界环境影响时"大

连群体的日本鑚具有较高的抵抗力"莱州湾群体

和象山群体次之"而海州湾群体的抵抗力最低(
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