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溶菌酶和抗菌肽在对虾养殖中的应用
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近年来, 我国对虾养殖业取得了巨大进步。然

而,随着养殖环境日趋恶化和人为原因导致的水质

污染等问题的出现, 使我国的养虾业依旧面临着流

行性病原(细菌、病毒和真菌)的考验。为了从源头

上防治和根除这些疾病, 国内外一些专家、学者对对

虾的先天免疫特别是溶菌酶( Lysozy me)和抗菌肽

( Anti micro bial Peptides, AM Ps)及其基因工程方面

做了深入的研究并且有了一定进展。抗菌肽和溶菌

酶正在对虾疾病防治中发挥着越来越重要的作用,

具有良好的开发前景。作者对溶菌酶、抗菌肽在对

虾生长和免疫方面的作用做了具体的阐述, 以期能

为对虾生态营养型抗病饲料的开发以及对虾健康养

殖提供技术支持。

1 对虾养殖中存在的主要污染

1. 1 氮磷污染

在对虾养殖过程中, 氮、磷污染物是养殖生态系

统物质正常循环的最大障碍
[ 1]

, 而人工配合饲料是

最大的氮、磷污染源;溶入水中的氮磷污染物不仅导

致水中溶解氧浓度降低, 养分(特别是氮、磷含量)升

高,水体富营养化加剧, 细菌含量超标, 而且常常导

致对虾疾病的大面积暴发, 给对虾养殖造成严重

损失。

1. 2 添加剂污染

长期以来, 抗生素、化学合成药物和微量元素作

为生长促进剂和免疫增强剂应用于对虾养殖业取得

了良好的效果, 曾对预防虾病、促进生长及提高对虾

产量起到了积极作用。但是, 近年来, 抗生素、化学

合成药物和微量元素作为饲料添加剂却引起了人们

的争议,原因是上述物质的滥用可使细菌耐药性增

强[ 2] , 使得对虾产品药物残留问题日益严重。

1. 3 化学消毒剂污染

在对虾养殖过程中, 人们常用化学消毒剂如含

氯制剂、碱类、氧化剂、醛类、金属盐类、农药类和染

料类等来预防和治疗疾病。一般来说, 每一种消毒

剂对对虾都有一定程度的毒副作用, 消毒剂的安全

性和有效性是病害防治的关键问题之一;但目前由

于缺乏对虾对各种化学消毒剂耐受力与生理状况和

环境的关系的研究, 因而经常因使用方法不当对养

殖对虾造成伤害, 甚至使其中毒死亡; 另外,消毒剂

在对虾体内的残留问题也有待探讨。

2 溶菌酶和抗菌肽的引入和最初应用

溶菌酶是一种有效的抗菌剂, 其化学名称为 N

乙酰胞壁质聚糖水解酶。最早对溶菌酶的研究起于

Nicolle发表的枯草芽孢杆菌( Bacil lus subt il i s )中的

溶解子,英国细菌学家 Fleming 等
[ 3]
发现, 在人的唾

液、眼泪中存在有能够溶解细胞壁杀死细菌的酶, 因

其具有溶菌作用而将其命名为溶菌酶。英国的 Phil

lip等
[ 4]
用 X衍射法对溶菌酶进行研究分析, 第一个

完全弄清了溶菌酶的立体结构。此后人们发现溶菌

酶不仅具有抗菌、抗病毒、抗肿瘤的作用,而且还有

止血、消肿、防腐及加快组织修复等功能。

抗菌肽是生物体产生的一种具有抗菌活性的多

肽,瑞典科学家 Boman 等[ 5] 在果蝇中发现抗菌肽,

随后首次从惜古比天蚕(H yatophor a cecrop ia)蛹中
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诱导分离到并命名为天蚕素 ( cecropin)。随后陆续

从微生物、昆虫、动物、植物等中分离到类似的成分,

目前已发现的抗菌肽有近 1 000种。昆虫抗菌肽是

发现较早的一种小分子多肽, 具有热稳定、水溶性

好、杀菌力强、抗菌谱广等优点
[ 6, 7]
。1987~ 1998年

国际 Gen Bank登录的不同载体的昆虫抗菌肽基因

达 29种之多,并且已有多种抗菌肽基因在不同表达

系统中得到成功表达。如姜兰等 [ 8]成功制备了重组

昆虫抗菌肽, 并且发现其对水产养殖中常见病原菌

有很好的抗菌效果; 温刘发等 [ 9]报道, 工程菌工业化

发酵可大规模生产抗菌肽酵母制剂, 且具有生产周

期短、生产成本低和不受季节和气候变化等外界环

境影响的优点, 可以作为饲料添加剂来防治动物疾

病。

3 对虾溶菌酶的研究现状

3. 1 对虾溶菌酶的类型

水产动物溶菌酶按其来源分为 3 类: c 型溶菌

酶、g 型溶菌酶和 i型溶菌酶, 大部分对虾溶菌酶属

于 c型, 如凡纳滨对虾( L itop enaeus v annamei )、日

本囊对虾 ( M ar sup enaeus j ap onicus )、斑节对虾

( Penaeus monodon )、罗氏沼 虾 ( M acr obr achium

rosenbergi i )、日本沼虾 ( Macrobrachium nip p onen

ese)的溶菌酶[ 10~ 12]
; 目前发现的 g 型溶菌酶存在于

鱼类中,如鲤鱼( Cyp r inus carp io L. )的溶菌酶 [ 13]
; i

型溶菌酶在进化上是一个独立的分支, 存在于海洋

无脊椎动物尤其是双壳类中, 如东方牡蛎 ( Cras

sostr ea vir ginica )和海湾扇贝 ( A r gop ecten ir radi

ans )的溶菌酶[ 14, 15]。在分类地位上, c型和 i型溶菌

酶属于同一个家族, c型与 g 型溶菌酶轻度同源。

3. 2 对虾溶菌酶的特性

对虾溶菌酶能切断肽聚糖中 N 乙酰葡萄糖胺和

N 乙酰胞壁酸之间的 1, 4糖苷键之间的联结, 破

坏肽聚糖支架, 在内部渗透压的作用下细胞胀裂开,

引起细菌裂解; 还能与带负电荷的病毒蛋白直接作

用,与 DNA、RNA 和脱辅基蛋白形成复合物使病毒

失活。对于虾类溶菌酶的活性来说, 最理想的条件

是 pH 6. 0~ 7. 0, 25 ! , 碱和氧化剂对它起阻遏作

用,食盐起活化作用。热稳定性强,粉状溶菌酶若采

用低温干燥贮存,则几乎永不变质;即使在 pH 值为

中性的水溶液中, 该酶也可维持数天而不损失其活

性。

3. 3 对虾溶菌酶的免疫防御及基因表达

对虾溶菌酶基因的研究国内外比较少, 从 Gen

Bank 上可查到的仅有凡纳滨对虾、斑节对虾、短沟

对虾( Penaeus scmisulcatus )和日本囊对虾等溶菌酶

基因序列。其中, Ro jtinnakorn 等
[ 16]
首先用表达序

列标签法( Ex pressed Se quence Tag , EST )研究了

被对虾白斑综合征病毒( White Spot Sy ndrome Vi

rus , WSSV)感染后的日本囊对虾免疫基因表达情

况,发现溶菌酶是其重要的抗菌蛋白之一。其次,

H ikima等 [ 10]在昆虫细胞表达了日本囊对虾的溶菌

酶基因,发现其产物在 pH 7. 5和 50 ! 时活性最高,

并对对虾的致病菌有抑制作用; De la Re Vega等
[ 17]

研究发现,凡纳滨对虾重组的溶菌酶对革兰氏阴性

菌有抑制作用。与此同时, 随着国内分子生物学水

平的不断发展进步, 中国水产科学研究院的郑清梅

等 [ 11]扩增斑节对虾溶菌酶基因, 克隆到 pGEM T

Easy Vector 系统的 T 载体上; 其后,郑清梅等[ 18] 对

所克隆的斑节对虾溶菌酶基因的 cDNA 进行改造,

并克隆至大肠杆菌表达质粒 pBV220,构建斑节对虾

溶菌酶表达载体 pBV220 ly z, 该质粒转化大肠杆菌

后经 42 ! 诱导大量表达。此外,高凤英等 [ 12]以 PCR

法制备罗氏沼虾溶菌酶基因的生物素标记探针, 对

感染弧菌后的溶菌酶 mRNA 的转录水平进行了观

察,结果表明溶菌酶基因在非特异性免疫中具有直

接的作用。近几年来, 溶菌酶在医学、食品工业、细

胞工程及基因工程等方面的应用已较为广泛, 不仅

如此,国内外均有报道在畜牧生产中用溶菌酶作饲

料添加剂、兽药保健品已取得独特的效果。

3. 4 溶菌酶作为虾饲料添加剂的优势

与普通的抗生素和其他药剂相比, 溶菌酶作为

虾饲料的添加剂具有以下明显的优势: ( 1) 热稳定性

强,耐酸性, 能经受饲料制粒的高温; ( 2) 它能广谱抗

菌,能破坏革兰氏阳性菌( G+ )的细胞壁, 对革兰氏

阴性菌( G )等也有一定的溶解作用, 而对水产动物

细胞无毒性作用; ( 3) 与各种诱发炎症的酸性物质结

合,溶菌酶能使其失活,同时可以增强抗生素和其他

药物的疗效; ( 4) 溶菌酶能改变肠道微生物群, 增加

肠道有益菌, 增加机体抗病力, 提高动物的生产性

能; ( 5) 在参与机体多种免疫反应时,溶菌酶具有保

持机体生理平衡的重要作用; ( 6) 与甘氨酸和聚合磷

酸盐等配合使用,具有良好的防腐作用; ( 7) 与葡萄

糖氧化酶配合使用时,具有增效作用, 且抗酸作用通

过花生四烯酸的加入得到进一步增强; ( 8) 能够促进

饲料中营养物质的消化、吸收, 提高饲料的消化

率
[ 19]
。

4 对虾抗菌肽的研究现状

4. 1 对虾抗菌肽的结构和特性

尽管抗菌肽在长度上千差万别, 几乎所有的抗
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菌肽在本质上都是阳离子型,其高级结构无论是以

螺旋还是以 折叠出现,两亲结构是它们的共同特

征。对虾抗菌肽由 13~ 45 个氨基酸片段组成,相对

分子质量在 1 ∀ 104以下, 不同来源多肽的氨基酸序

列具有较强的保守性且具有以下特点: ( 1) N 端由赖

氨酸和精氨酸等碱性氨基酸片段组成; ( 2) C 端均酞

胺化,富含非极性氨基酸; ( 3) 绝大多数多肽第 2位

为 Tr p,许多特定位置有一些较保守的氨基酸残基;

( 4) 在一定条件下形成 螺旋和 折叠结构; ( 5) 多

数等电点大于 7, 表现出较强的阳离子特征。

4. 2 对虾抗菌肽的作用机理

对虾抗菌肽的抗真菌机理研究的很少。有人认

为,抗菌肽可使真菌形态发生改变,内部离子快速外

流,或抑制线粒体合成能量, 从而达到抗菌的效果。

事实上,抗菌肽是可被诱导的, 趋化到被感染的微生

物表面,以此杀灭或降低被入侵生物的生长,增强自

然免疫力和获得性免疫力的。传统抗生素主要通过

消除微生物生长或生存必需的功能实现的, 如阻挠

细菌蛋白质的合成或改变酶的活性来达到杀菌目

的,细菌通过改变一种基因就足以对付抗生素的这

种进攻。由于抗菌肽具有普通抗生素所不具备的一

系列优点,有关抗菌肽作用机理的研究成为了热点。

近 20年来的研究主要着眼于抗菌肽对细菌细胞膜

的作用,已构建出孔洞模型、可变毯模型、离子通道

模型等几种作用模式。但是近年的研究表明, 很多

抗菌肽都能有效地穿过细菌的细胞膜, 直接与胞内

分子相互作用, 并不引起膜的破裂。抗菌肽根据其

结构特点有着多种杀菌穿膜的机制, 其后分别与膜

内的靶分子如核酸、蛋白质、信号转导通路等相互作

用,最终实现对细菌的杀伤作用。

4. 3 对虾抗菌肽的免疫防御及基因表达

迄今,人们已从鱼类、贝类、甲壳类中提取出了

一些有抗菌活性的肽和多肽
[ 20~ 22]

。其中, Penaei

dins是从南美对虾血液中分离出的一组抗菌肽, 其

既具有抗真菌活性又具有抗细菌活性, 并且还具有

与几丁质相黏连的特性, 随后的研究发现, 酵母是该

基因的很好的异种表达系统。Gross 等 [ 23] 研究发

现,两种白虾( L itop enaeas vannamei 和 L itop enaeas

seti f erus)在与 44 个免疫功能基因相关的 268 个

EST 中,有 172个属于抗菌肽。目前, 对虾抗菌肽的

表达时间和部位已基本被证实, Munoz等
[ 24]
发现凡

纳滨对虾抗菌肽只在血细胞中表达, 在糠虾幼体

My sis#时期少部分血细胞中可检测到抗菌肽的表
达,而在更早的发育阶段即从无节幼体至蚤状幼体

期间没有检测到表达;此外,郭振宇等[ 25]发现中国明

对虾( Fenner op enaeus chinensi s )养殖期不同阶段均

有抗菌肽的表达。

在对虾抗菌肽基因克隆和表达后的抗菌活性检

测方面, 部分专家学者也做了深入的研究。Chen

等
[ 26]
对斑节对虾抗菌肽基因进行 cDNA 分析; Bar

racco 等
[ 27]
对巴西两种虾( L i top enaeus schmit ti 和

Far f antep enaeus p aulensi s)的抗菌肽基因进行了克

隆。其次, Desto umieux 等[ 28] 从凡纳滨对虾血细胞

中分离了几种抗菌活性因子, Destoumieux 等[ 29] 在

其后的研究中将编码该抗菌肽的序列克隆进

PCRscript SK( + )并转化到酿酒酵母( S accharomy

ces cer evi siae)中, 进行表达和抗菌活性分析; Kang

等 [ 30, 31]对中国明对虾抗菌肽的基因表达进行了研

究;薛剑峰等 [ 32]扩增中国明对虾抗菌肽成熟肽基因,

插入原核表达载体 Pgex 4T 1 中, 在 Escher ichia

col i BL21表达融合蛋白 GST CH P; Li等[ 33] 在酵母

( Pichia p astor is )中大量表达了中国明对虾抗菌肽

基因 Ch p enaeidin, Som bo onw iw at 等
[ 34]
表达了斑

节对虾 ALF 抗菌肽基因。对细菌、真菌、昆虫及某

些病毒、肿瘤细胞均有明显的杀伤作用, 而对正常真

核细胞无伤害作用, 所以抗菌肽的发现与利用将为

人类与各种病原菌的斗争提供一个有力的武器。由

于对抗菌肽结构与功能及杀伤机理的研究进展, 新

型高效、广谱低毒抗菌肽已成为抗菌肽研究领域的

重要方向。

4. 4 抗菌肽作为对虾饲料添加剂的优势

近年来,随着抗生素的大量使用, 药物残留和细

菌耐药性等问题日渐严重, 从而引发了人们对水产

食品和环境的关注, 抗生素在对虾饲料中的应用已

面临被淘汰或禁用的局面; 而对虾抗菌肽因其独特

的生物活性以及不同于传统抗生素的特殊作用机

理,已引起人们极大的研究兴趣。总体来讲, 抗菌肽

作为饲料添加剂主要具有以下几点优势: 首先, 抗菌

肽是一类小分子多肽,分子空间结构简单,在机体受

到侵犯时,几分钟内就能产生; 其次, 它的杀菌机理

独特,广谱抗菌, 水溶性好,对真核细胞几乎无作用,

仅作用于原核细胞和发生病变的真核细胞,还可参

与宿主天然免疫的其他反应; 第三, 它具备抵抗胰蛋

白酶或胃蛋白酶水解的能力, 在动物肠道内几乎不

吸收,仅在消化道内发挥作用; 与传统抗生素联用,

可提高药效并拓宽传统抗生素的抗菌谱,与溶菌酶

有协同作用;第四, 抗菌肽的成本低, 能耐受饲料制

粒时的高温, 对 pH 值有较强适应性; 此外, 抗菌肽

是一种具有前途的新型饲料防腐剂。
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5 溶菌酶和抗菌肽在对虾养殖中的应

用前景

随着养虾业规模的不断扩大, 高密度的养殖严

重削弱对虾的免疫能力, 溶菌酶、抗菌肽作为对虾的

非特异性免疫因子, 参与机体多种免疫反应,能改善

和增强巨噬细胞吞噬能力和消化功能, 从一定程度

上提高对虾的生长率和成活率。在今后的生产应用

中,一方面可以优化溶菌酶和抗菌肽作为虾类饲料

的添加剂的生产工艺, 争取在进一步降低饲料负面

影响的同时确保对虾的健康生长。其次, 由于溶菌

酶抗菌谱较窄, 只对革兰氏阳性菌起作用, 为了加强

其溶菌作用, 建议与甘氨酸、植酸、聚合磷酸盐等物

质配合使用, 以增强对革兰氏阴性菌的溶菌作用。

另一方面,由于溶菌酶、抗菌肽的酵母表达系统价格

高昂,为了使其成本降低到可被用户接受并可与其

他添加剂相竞争的水平, 建议使用成本低、技术成

熟、安全高效的藻类表达系统, 开发合成活性高、杀

菌谱广、成本低、应用广泛和安全的对虾溶菌酶和抗

菌肽。总而言之,我国对于对虾溶菌酶、抗菌肽的研

究仍处于起步阶段, 还有很多问题需要进一步研究,

开发新的溶菌酶、抗菌肽资源, 降低生产成本, 才能

促使虾类溶菌酶、抗菌肽在实践中应用。与此同时,

随着科学技术的快速发展以及人们生活水平的提

高,天然溶菌酶、抗菌肽的研究对对虾养殖业的发展

一定会起到不可估量的作用。
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