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免疫多糖对中国对虾血清溶菌酶
、

磷酸酶和过氧化物酶的作用
’

刘树青 江晓路 牟海津 王慧谧 管华诗
(青岛海洋大学水产学院 青岛 2 6 60 0 3)

提要 于 19 9 7 年 9 月在青岛红岛养殖场采集中国对虾
,

给对虾腹腔注射不同剂量的海藻多

糖和北虫草多糖后
,

用生化法测定其血清中的溶菌酶 (LSZ)
、

碱性磷酸酶 (A L P)
、

酸性磷酸酶

(ACP) 和过氧化物酶 (PO D )活性的动力学变化
。

结果表明
,

注射 1
.

0 % 北虫草多糖及 1
.

0% 海

藻多糖 4 8h 后
,

对虾血清中的 L SZ 活性由对照组的 O
.

25 tJ/ m l分别增至 0. 88 tJ内11 1和 0. 75 U八1 11
,

Po D 活性由对照组的 0
.

ll U/ m g 分别增至 2
.

2 tJ/ 1llg 和 1
.

96 L甲111 9 ; 注射 7 2h 后
,

A LP 活性由对照

组 的 1
.

2 U/ m g 分 别增 至 48 u /m g 和 25 U/ m g
,

A CP 活性 由对照 组 的 4 5 tJ八1 19 增至 30 U/ m g 和

17 U/ m g
,

而血清蛋白的变化较为稳定
。

LS Z
、

A L P和 A CP 的活性变化最为显著
,

说明海藻多糖

和北虫草多糖作为免疫药物能够增强中国对虾的免疫功能
。
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学科分类号 0 55

80 年代 以来的研究证明
,

北虫草多糖具有增强巨 噬细胞吞噬功能和拮抗免疫抑制剂

的作用 (江 晓路等
,

19 9 8)
。

海藻多糖是海藻 中高分子碳水化合物
,

具有多种生物活性
,

可

起到增强免疫
、

诱导细胞分化
、

抗肿瘤及抗病毒的作用 (徐明芳等
,

19 9 6)
。

近年来
,

从免疫

学角度对虾病进行防治研究 已有成功的报道 (王雷等
,

19 9 4)
。

海藻多糖和北虫草多糖均

为免疫物质
,

经腹腔注射于中国对虾体内后
,

血淋巴 中各种酶 (溶菌酶
、

碱性磷酸酶
、

酸性

磷酸酶
、

过氧化物酶)的活性变化以及作 为免疫 因子来衡量对虾免疫状态的指标
,

迄今未

见报道
。

本文报告两种免疫多糖对 中国对虾免疫功能的研究结果
,

以期探讨这些酶活性

与对虾机体免疫水平的相关性
。

1 材料和方法
L l 材料

中国对虾 (Pe na eu
、 。h in en s

is) 于 1 9 9 7 年 9 月 1 日从青岛市红岛镇养殖场购得
,

体长为

12一 14c m
,

分养于玻璃缸 (0. 2 m
,

)中
,

通气
,

水温维持在 25 ℃
,

每天换水 1 次
。

溶壁微球菌

(械cr oc
口。cu 、

lys’
o

lei
;
l’ic us )由青岛海洋大学食品工程系食品微生物室提供

。

用生理盐水

配制 0. 5%
、

1
.

0%
、

1
.

5% 的海藻多糖及 1
.

0% 的北虫草多糖
,

灭菌后备用
。
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L Z 方法

L 2. 1 实验分组及预处理 实验分 为 5 组
,

每组各 50 尾虾
,

其中对照 1 组
、

海藻多糖 3

组 (分别注射上述 3 种浓度的海藻多糖 )
、

北虫草多糖 1 组 (注射 1
.

0 % 北虫草多糖 )
。

对照

组对虾各在体腔 内注射 0
.

lml 生理盐水
;
所有实验组对虾均从第三泳足处用 lml 注射器 (5

号针头)斜插注射至体腔
,

注射上述各浓度 的多糖各 0
.

lm l
,

24 h 后开始取血
,

以后每隔 24 h

取 血 1 次
,

实验周期为 72 h
。

采血时用蓝芯注射器
,

自头胸 甲后插人心脏取血
,

每次取 巧 尾

虾的血液
,

合并后立即置于 sm l具塞试管中
,

置于 一 巧℃冰箱过夜
,

备用
。

1
.

2. 2 溶菌酶 (L SZ) 活性的测定 按王雷等 (19 9 4) 将经二次活化的溶壁微球菌
,

接种

于液体培养基 内进行摇床培养 48 h
,

取出后离心
,

收集菌体
。

用 0
.

lm ol / L 的磷酸盐缓冲液

(p H = 6
.

4) 稀释至 A 57 。 = 0
.

3
,

配成底物悬液供测试用
。

在此法规定条件下
,

溶菌活性 (u /

m l) = (A 。 一 A ) / A
。

L 2. 3 碱性磷酸酶 (A LP )和酸性磷酸酶 (A CP) 活性 的测定 按照磷酸苯二钠法 (宋善

俊
,

19 91 )操作
,

A L P和 A CP 活 性 定 义 为
:

每 10 0耐 血 清 在 37 ℃ 与底 物 作 用 15 而
n
或

6 om in ,

产生 1m g 酚者为 lu
。

1
.

2. 4 过氧化物酶 (PO D )活性的测定 按照沃辛通 (w
o rt ll in g to n) 法测定 (施特尔马赫

,

19 9 2 )
。

p O D 活性 (U / m l) = (乓
1。 X 3 X 10 ) / (6

.

5 8 X 0
.

1)
。

L 2. 5 蛋 白质含量的测定 按照考马氏 (C o

om as si c) 亮兰法测定蛋白质含量 (陈勤
,

199 6)
。

在此法规定 的条件下
,

蛋 白质含量 (m g / m l) = (测定管 o D / 标准管 o D ) x 标准

血清浓度
。

2 结果与讨论

2
.

1 免疫多糖对溶菌酶的作用

由表 1可知
,

注射免疫多糖后
,

对虾血清中 LSZ 活性显著提高
,

其中注射 1
.

0% 海藻多糖

实验组及 1
.

0 % 北虫草多糖实验组的 LS Z 活性在 48 h 可分别达到 O
.

75 U / m l和 0
.

88 U / ml
,

而对照组的 LSZ 活性平均在 0
.

20 U / m l左右
。

表1 中国对虾血清中溶菌酶活性测定结果

T ab
.

1 Th
e ly so z ym e ac ti v ity in se

rum
o f 尸 ehin e 月5 15

组组别别 多糖浓度度 溶菌酶活性 (U / n ll)))

(((((% ))) 2 4 h 4 8h 7 2 hhh

对对 照照 0
.

000 0
.

13 0 2 5 0
,

2 333

00000
.

555 0 3 0 0
.

5 3 0 3 000

海海藻多糖糖 l 000 0万4 0
.

7 5 0 2 777

11111
.

555 0
.

6 5 0 7 1 0
.

3 111

北北虫草多糖糖 1
.

000 0乃 1 0
.

8 8 0 3 333

海藻多糖和北虫草多糖作为天然免疫药物
,

对中国对虾机体均有 明显 的免疫刺激作

用
,

可在一定程度上提高机体的非特异性免疫功能
。

溶菌酶是吞噬细胞杀菌的物质基础
,

体内许多组织和体液中都含有溶菌酶
,

血清溶菌酶主要来 自血液 中
,

是一种碱性蛋白
,

能

水解革兰 氏阳性细菌的细胞壁中粘肤的乙酞氨基多糖并使之裂解被释放出来
,

形成一个

水解酶体系
,

破坏和消除侵人体内的异物
,

从而担负起机体防御的功能 (陈竞春等
,

19 9 6)
。
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本实验结果表明
,

对虾血清溶菌酶活性在注射免疫多糖后 48 h最强
,

至 72 h 减弱
,

至于延长

时间是否继续出现高活性值
,

尚需进一步研究
。

2. 2 免疫多糖对磷酸酶的作用

由表 2 可知
,

对照组作用时间不 同
,

对虾血清磷酸酶 活性无显著差异
,

A LP 平均 为

l
.

o u / m g
,

A cP 平均为 5
.

5u / m g
。

而实验组的 A LP 活性在 72 h 达到最高值
,

海藻多糖组

(l
.

0% )和北虫草多糖组分别达到 25 u / m g 和48 u / m g ; 同样
,

实验组随着作用 时间的延

长
,

对虾血清的 A CP活性至 72 h也有显著提高
,

尤其是注射海藻多糖 (1
.

0 % )和北虫草多糖

的对虾
,

其血清 A CP 活性分别可达到 17 u / m g 和30 u / m g
。

以上数据显示
,

给中国对虾适量注射海藻多糖和北虫草多糖
,

确能显著增强其血清中

A L P和 ACP 的活性
。

A LP是催化磷酸单醋水解的酶类
,

在碱性条件下
,

可使磷酸单醋水解

生成 乙醇和磷酸
。

本实验采用磷酸苯二钠为底物的金氏法
,

在碱性环境中可使 A LP 水解

磷酸苯二钠
,

释出酚和磷酸
。

在碱性溶液中酚与 4一氨基安替 毗琳作用
,

经铁氰化钾氧化而

成红色醒的衍生物
,

根据红色深浅确定 A LP 的活性
。

实验证 明
,

本文所采用的两种免疫多

糖可作为良好的免疫促进剂
,

从 A LP 的活性增强可以 推断 A LP 的功能之一是加速物质的

摄取和转运
,

为 A D P磷酸化形成 A仰 提供更多所需的无机磷酸
。

在活体内碱性磷酸酶作

为磷蛋 白磷酸酶起重要作用 (周定刚等
,

19 9 3)
。

由于免疫多糖刺激
,

A LP 参与对虾细胞

中的物质代谢
,

使对虾的非特异性免疫功能增强
。

A CP 是 巨噬细胞溶酶体的标志酶
,

能催化磷酸单醋水解
,

与 A LP 的反应机理相似
,

只

是在酸性条件下作用于磷酸苯二钠
,

使之水解
,

释 出酚和磷酸
,

在体内直接参与磷酸基 团

的转移和代谢
。

由表 2 可知
,

对虾机体的免疫系统被海藻多糖及北虫草多糖激活后
,

其

A CP 活性持 续提高
,

但增值不 如 A LP 的活性强
,

这可能与中国对虾机体的免疫机制

—
机体防御反应有关

,

尚需实验论证
。

表 2 中国对虾血清中碱性磷酸酶 (A LP) 和酸性磷酸酶 (A CP )活性测定结果

T a b之 Th
e al kal ine Pho

s
Ph

a

诩
e a nd ac id Ph

o sp ha

tas
e 即ti v ity in se n ln l o f 只 eh认e n sis

组组别别 多糖浓度度 A LP 活性 (U/ m g ))) A CP活性 (U/ m g )))

(((((% ))) 2 4 h 4 8 h 7 2 hhh 2 4 h 4 8 h 7 2hhh

对对照照 O 000 0
.

5 1
.

3 1
.

222 5
.

5 6万 4
.

555

海海藻多糖糖 0
.

555 3石 5万 6
.

555 8 5 7石 1 4
.

000

lllll 000 5刀 9刀 2 5
.

000 6
.

5 1 3 0 1 7
,

000

11111
.

555 1
.

5 4 0 4石石 7 刃 14
.

5 1 6刀刀

北北虫草多糖糖 1
.

000 10力 2 7乃 4 8刀刀 9 刀 1 5刃 3 0
.

000

2. 3 免疫多糖对过氧化物酶的作用

由表 3 可知
,

注射多糖后
,

实验组对虾血清的 PO D 活性较对照组普遍增高
,

尤其是注

射海藻多糖 (l
.

0% )及北虫草多糖实验组的 Po D 活性在 4 8 h 分别为 1
.

% u / mg 和 2
.

20 u /

m g
,

而对照组的平均活性为 0
.

10 u / m g 左右
。

PO D 数值较对照组的增值变化虽然不如 LS Z 增值那样显著
,

但初步断定可以 以此作

为一种指标来衡量对虾 的体内免疫状态与免疫多糖的作用
。

PO D 普遍存在于动物
、

植物

及微生物中
,

是生物体中重要的酶类之一
,

参与多种生理代谢反应 (齐放军等
,

19 9 3)
,

对虾
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血清中 PO D 的研究在国内文献 中尚未见报道
。

根据 PO D 可以催化过氧化氢与供氢体之

间的氧化反应这一特性
,

可以用 4 一氨基安替毗琳作供氢体
,

测定 slo nln 处吸光度的增大

值
,

以此跟踪 4一氨基安替毗琳的氧化反应
。

本实验作 了初步研究数据表明
,

经两种免疫多

糖刺激后
,

对虾血清中的 PO D 活性明显增高
,

可 以通过提高动物血液 中过氧化物酶活性
,

减少 自由基对正常细胞的损伤
,

对细胞生理代谢过程中产生的活性氧具有清除作用
,

从而

提高机体的解毒免疫功能和防病抗病能力
。

因此 PO D 可 以作为一种免疫指标来进行检

测
,

以期确定其活性 与对虾机体免疫系统有某种相关性
。

2. 4 免疫多糖对血清中蛋 白质含盆的作用

由表 3 可知
,

各 实验 组 的蛋 白质 含量 较对照 组都有 提高
,

对 照组 的平均 水平 在

3
.

16 m g / ml
,

1
.

0% 海藻多糖实验组在 48 h 的蛋 白质含量为 3
.

32 m g / m l
,

1
.

0% 的北虫草多

糖实验组在 48h 的蛋白质含量提高至 3
.

48 m g / m l
,

其它实验组蛋 白质含量也有不同程度

的增加
。

本实验 中采用 C o o m as si c 亮蓝法使 G-- 25 0染料与血清蛋 白质结合生成深蓝色化合物
,

在 595 tun 处有最大吸收值
,

在一定范 围内
,

其吸光度 与蛋 白质含量呈线性关系
,

可用分光

光度法定量测定其血清中蛋 白水平
。

有实验结果表明
,

血清蛋 白含量 的 提高可以使血清

中溶菌物质
、

杀菌物质含量升高
,

从而提高虾的 自身抗病能力 (周遵春等
,

19 9 4)
,

这一点已

在本文关于溶菌活性测定中有同样结论
。

另外
,

通过本实验测定 5 项结果看
,

血清蛋 白含

量的变化相对比其它 4 项结果稳定
。

表3 中国对虾血清中过氧化物酶(PO D) 活性和蛋白质含t 测定结果

Ta b 3 刃 le pe rox ida
se ac ti v ity a lld Pr o te in c o n te n t in sen 川 1 o f 只 eh in en sis

组组别别 多糖浓度度 PO D 活性 (U /n lg ))) 蛋白质含量 (m g / m l)))

(((((% ))) 24 h 4 8 h 7 2 hhh 2 4 h 4 8 h 7 2 hhh

对对照照 0
.

000 0
.

10 0
.

1 1 0
.

9 555 3
.

1 1 3
.

2 0 3
.

1777

海海藻多糖糖 0 万万 1 4 1 1 5 0 1
.

3 666 3
.

1 3 3
.

2 6 3
.

2 222

11111
.

000 1
.

8 7 1
.

9 6 1
.

8 777 3
.

1 3 3
,

3 2 3
.

2 111

11111
.

555 1
.

60 1
.

8 0 1 5 555 3
.

16 3 2 8 3 2 333

北北虫草多糖糖 1
.

000 1
.

9 6 2 2 0 1
.

9 666 3
.

2 4 3 4 8 3
.

2 444

3 结语

多糖是一种非特异性免疫促进剂
,

目前 已成为一类重要 的天然活性物质
。

海藻多糖

是一种免疫多糖
,

已有动物实验证明其是一种具有多种免疫功能的物质
,

具有抗菌
、

抗癌

作用
;
北虫草中含有虫草酸

、

虫草素
、

虫草多糖等多种生物活性物质
,

经免疫药理研究 已发

现其具有多方面的免疫调节作用
。

本实验初步证实
,

这两种天然免疫多糖注射于对虾体

内后
,

可 明显提高血清溶菌酶
、

碱性磷酸酶
、

酸性磷酸酶
、

过氧化物酶及血清蛋 白的总体水

平
,

尤其是溶菌酶和碱性
、

酸性磷酸酶在甲壳类血液和血细胞中担负着机体防御的重要功

能
,

这些因素对提高对虾抗病力均有不同程度 的促进作用
,

可望成为 防治虾病的有效药

物
。
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《海洋与湖沼》学报简介

《海洋 与湖沼》学报遵循科学技术要面向经济建设的宗 旨
,

倡导不同学术观点的争鸣
,

开展国内外学术交流
,

以繁荣学术
、

提高研究水平
;
报道最新科研成果

,

为促进科学技术 的

发展和加速社会主义现代化建设服务
; 发挥老科学家的指 导作用

、

中年科技人员的骨干作

用
,

热情扶植青年学者
,

以利于科技人才的尽快成长
,

从而不断壮大科技力量
。

《海洋与湖沼》学报
,

系海洋湖沼科技领域综合性 的学术刊物
,

以报道基础研究
、

应用基

础研究论文为主
,

同时重视应用研究
、

开发研究成果 的发表
;
论文涉及水 圈范围内的物理

学
、

化学
、

地质学
、

环境学
、

生物学等学科及其分支学科的研究报告
、

研究简报
、

高新技术
、

学

术争鸣
、

综述
、

学术简讯
、

科学家简介
、

书评等栏目
。

对于发明创造和同国计民生有重大关

系的研究成果
、

带有崭新学术观点的论文
,

特别是青年学者的优秀论文
,

将予以优先刊登
。

《海洋与湖沼》学报选登学科前沿和生长点的论文
,

以及发明创造
、

国家自然科学基金

资助项 目
、

国家重大攻关项 目
、

各部委基金资助项 目
、

填补空白项 目的研究成果
,

尤其欢迎

不同学术观点交锋的论文
。

对具重大创见性的 自选课题的论文同样重视
。

《海洋与湖沼》学报于 1 9 5 7 年创刊
,

由中国海洋湖沼学会主办
,

中国科学 院海洋研究所

承办
。

第一任主编为中国科学院院士
、

第三世界科学院院士曾呈奎教授
,

第二任主编为中国

科学院院士
、

中国科学技术协会全国委员会委员刘瑞玉研究员
,

现任主编为中国科学院院

士
、

国际第四纪委员会亚太地区副主席
、

中国海洋湖沼学会理事长秦蕴珊研究员
。

由于一向

注重高水平
、

高质量
,

为学术交流
、

国家建设
、

人才成长作出引人注 目的贡献
,

因而刊物在国

内外均享有较高声誉
。

19 8 8一 19 9 6 年获省部级以上优秀科技期刊奖 8 项
,

最高为国家二等

奖
。
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