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摘要! 利用生物化学方法和电镜技术!研究人工注射免疫多糖及 e004对红螯光壳螯虾幼虾

肝胰腺B(>%-0Y%0(>%B(的活性变化及肝胰腺超微结构的影响$ 试验分对照组%实验组
'

"注射e004#%实验组
)

"注射免疫多糖#%实验组
$

"注射免疫多糖 @= I后注射e004#@ 组!

结果显示!随着处理时间的增加!实验组
'

与对照组相比 B(>%B(%-0Y活性均呈现明显降低

趋势"Eo$7$%#!而0(>活性呈现先升高后降低的趋势"Eo$7$%#&实验组
)

的螯虾 @ 种酶活

性呈现先升后降!与对照组相比酶活性增加"Eo$7$<#&实验组
$

@ 种酶活性均高于实验组
'

"Eo$7$<#!但与对照组相比 0(>%B(>%-0Y活性降低"Eo$7$%#$ 红螯光壳螯虾幼虾肝胰

腺组织由肝小管组成!肝小管由基膜和上皮细胞组成$ 超微结构显示!对照组螯虾幼虾肝胰腺

单层柱状上皮细胞的表面微绒毛排列整齐!各细胞器结构完整&实验组
'

上皮细胞微绒毛受

损%断裂!核膜解体!细胞核破裂!粗面内质网断裂&实验组
)

上皮细胞粗面内质网核糖体增多&

实验组
$

与实验组
'

相比!细胞核结构完整!粗面内质网肿胀!线粒体部分畸变$ 结果说明感

染e004的幼虾肝胰腺形态结构受损!并进一步影响其生物学功能$ 人工注射免疫多糖能提

高幼虾免疫相关酶活性!在一定程度上能抵抗e004的侵染$

关键词! 红螯光壳螯虾& 肝胰腺& 酶活性& 超微结构& 白斑综合征病毒

中图分类号! 0C%?& X#@=&&&&&&&文献标志码',

&&红螯光壳螯虾#0)8(2:H+2<(/&2(/%24+,$原产

地澳大利亚"该虾具生长快)适应性强等养殖优

势"同时肉鲜味美"胆固醇低"是世界上较名贵的

淡水经济虾之一( 我国于 %CC# 年引进试养"随着

养殖规模的扩大"近年来在江苏)浙江等地相继暴

发了红螯光壳螯虾白斑综合征病毒#bIGPQ\U5P

\dJM:5FQ̂ G:R\"e004$病害"发病螯虾死亡率可

达 =$W"严重制约了该虾养殖产业的发展*% ;!+

(

e004是水产养殖中危害最为严重的病毒病原之

一"在全球范围内流行"且宿主范围广"几乎涉及

所有水生甲壳动物*@+

( 针对 e004的研究已有

相关报道!e004宿主与致病机制*< ;"+

"水体养殖

环境与e004感染*?+

"感染后对虾相关免疫因子

的变化*=+等"这些研究涉及了斑节对虾#E8%28+,

-'%'<'%$)中国对虾#I8%%8('18%28+,&)/%8%,/,$)

凡纳滨对虾#"/4'18%28+,D2%%2-8/$)克氏原螯虾

# E('&2-92(+, &62(.//$ 和 罗 氏 沼 虾

#?2&('9(2&)/+-(',8%98(5//$等"而对红螯光壳螯

虾的研究则很少有报道( 此外"根据虾蟹 e004

发病现状"国内外学者从酵母中提取的免疫多糖

以激活虾类的非特异性免疫系统"并已证明在中

国对虾)虎虾#?84218%28+,8%,/,$)斑节对虾等物

种中具有提高其特异性免疫活性作用*C ;%%+

(

红螯光壳螯虾与其他甲壳动物虾蟹一样"其

幼体与成体相比而言对水环境的变化更为敏感且

脆弱"控制病害和提高幼虾自身免疫力是养殖稳

产高产的关键之一( 肝胰腺又名中肠腺"是十足

目甲壳动物消化系统的重要组成部分"也是重要
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的解毒器官*%#+

( 通过研究 e004及免疫多糖对

红螯光壳螯虾幼虾免疫相关酶活性的影响"以及

幼虾肝胰腺超微结构的变化"探讨免疫多糖对幼

虾自身免疫机能的作用"旨在为红螯光壳螯虾防

御e004的感染提供理论依据(

%&材料与方法

!&!'实验材料

实验用虾取自上海市金山区漕泾特种水产实

验场"体长 @7< _<7< OF"体质量 #7=! _!7@$ K(

试验前暂养一周"每天定时投喂饵料 % 次"换水

%A! _%A#"水温 #" a左右"连续充氧(

e004病毒由浙江省淡水水产研究所鱼类免

疫与健康重点开放实验室惠赠#病样来源于江苏

某红螯光壳螯虾养殖场"由该实验室分离鉴定和

保存$"该实验室将感染后病虾的血淋巴)鳃)肝

胰腺)胃组织按 %m%$ 比例加入无菌生理盐水在组

织匀浆器中匀浆" ;%= a冰箱过夜保存"待解冻

后经高速台式离心机以 " $$$ :AFGJ 离心 < FGJ

及%$ $$$ :AFGJ离心 %$ FGJ"再经 $7## F微孔滤

膜过滤" ;=$ a保存上清液(

免疫多糖#酵母细胞壁$购自湖北安琪酵母

公司"其中
!

E葡聚糖
#

#CW"

"

E甘露聚糖肽
#

#$W"肽类及蛋白质
#

!$W"几丁质
#

#W"用生

理盐水配制成浓度为 #7$W的免疫多糖溶剂"灭

菌后备用(

!&('实验方法

选取肢体完整"活力强的幼虾作为实验用虾"

分设对照组)实验组
'

)实验组
)

)实验组
$

@ 组(

实验前取保存的病毒上清液"经人工感染健康红

螯光壳螯虾以复壮e004"!$ _<$

#

-A尾"攻毒后

! _< M"采集各发病虾的血淋巴反复冻融"@ $$$

:AFGJ离心 < FGJ"取上清液用于后续实验( 实验

组
'

)实验组
)

分别于第 %)# 腹节肌肉每尾注射

<$

#

-病毒上清液和 #7$W的免疫多糖溶剂"实验

组
$

注射 <$

#

-#7$W的免疫多糖溶剂"@= I后注

射 <$

#

-病毒液"对照组注射等量灭菌的 BZ0

#U1?7@$( 每个实验组设 ! 个平行"每个平行实

验用虾 !$ 尾( 实验期间的养殖管理与暂养期

相同(

!&*'样品处理

注射后的红螯光壳螯虾幼虾于 $)")%#)#@)

@=)?# I时从对照组和实验组各取 " 尾"冰醉解剖

肝胰腺"用预冷的超纯水#@ a"U1?7$$清洗"滤

纸吸干称重后冰浴匀浆"加入预冷灭菌的 $7="W

的生理盐水"配制成 -#组织$mR#生理盐水$ f

%mC的肝胰腺组织匀浆液"@ a冷冻条件下 @ $$$

:AFGJ离心 %$ FGJ"弃上层脂肪和底部沉淀"所得

上清液用于蛋白质含量)过氧化物酶#UQ:5cGM9\Q"

B(>$)溶菌酶#6d\5HdFQ"-0Y$)超氧化物歧化酶

# \RUQ:5cGMQ MG\FRP9\Q" 0(>$) 酚 氧 化 酶

#UIQJ565cGM9\Q"B($活性的测定( 0(>的测定采

用 %W的组织液"B(采用 #W的组织液"-0Y采用

<W的组织液"B(>采用 %$W的组织液(

!&+'样品测定

B(>活性测定采用 B(>测定试剂盒"其活

力单位定义为 !? a条件下"每毫克组织蛋白每分

钟催化产生 %

#

K的底物酶量为一个酶活力单位(

0(>活性测定采用 0(>试剂盒#黄嘌呤氧化酶

法$"其活力单位定义为在 !? a条件下"% FK 组

织蛋白在 % F-反应液中 0(>抑制率达 <$W时

所对应的 0(>量为 % 个 0(>活力单位 #)$(

-0Y活性采用 -0Y检测试剂盒"计算公式!-0Y

含量 f#测定管透光度 )D

#

;测定管透光度

)D

$

$A#标准管透光度0D

#

;标准管透光度0D

$

$ ]

标准管浓度##$$ )AF-$ ]样本测试前稀释倍

数( B(活性测定"以 "E多巴为底物"将 %$

#

-肝

胰腺组织液加入 C" 孔酶标板中"在各孔中加人

#$$

#

-磷酸盐缓冲液 #浓度 $7% F56A-) U1

"7$$)%$

#

-浓度为 $7$% F56A-的 "E多巴液"振

荡 @ 次"在酶标仪中每隔 @ 分钟读取 @C$ JF处的

吸光值( 酶活力以试验条件下"(>

@C$

时每分钟增

加 $7$$% 为 % 个酶活力单位*%!+

( 蛋白含量测定

以考马斯亮蓝测定组织蛋白( 酶活性测定试剂盒

购自南京建成生物工程研究所(

!&,'透射电镜

各取实验时间 ?# I 的对照组)实验组
'

)实

验组
)

)实验组
$

的螯虾肝胰腺组织"#7<W的戊

二醛#U1?7@$固定"BZ0液漂洗后"#7$W的饿酸

后固定"乙醇系列脱水"丙酮置换"2U5J=%# 包埋"

超薄切片"厚度为 ?$ JF"用1/D,31/E"$$ 型透射

电镜观察拍照(

!&.'数据分析

实验所测数据以0B00%=7$ 软件进行数据统

计分析"采用 (JQEe9d ,+(4,法进行显著性

检验(

!$#
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#&结果

实验 ?# I 后的对照组和实验组
)

全部存

活"实验组
$

存活率为 "!W"实验组
'

存活率仅

为 "7"?W( 感染e004的红螯光壳螯虾幼虾体

表头胸甲)腹部甲壳及附肢无明显白色斑点"反

应迟钝"螯肢无力"基本不摄食( 接近死亡的红

螯光壳螯虾血淋巴不凝固)微红"头胸甲易剥

离"鳃丝轻微肿胀"肝胰腺颜色呈浅褐色"腹节

肌肉苍白"断肢( 对照组和实验组
)

的螯虾未

见异常症状(

(&!'免疫多糖及 dLLa对红螯光壳螯虾幼虾

1V#活性的影响

实验组
'

B(>活性呈现降低趋势"" _#@ I

与对照组差异显著#Eo$7$<$"@=)?# I 与对照组

差异极显著#Eo$7$%$'实验组
)

B(>活性呈现

先升后降的趋势"")%# I 与对照组相比差异显著

#Eo$7$<$"#@)@= I 差异极显著#Eo$7$%$"但

?# I与对照组差异不显著#Ep$7$<$'实验组
$

B(>活性变化趋势与实验组
'

相同"低于对照

组"但要显著高于实验组
'

#Eo$7$<$#图 %$(

图 !'免疫多糖及dLLa对红螯光壳螯虾

1V#活性的影响

E6@&!'S<<8"A9=<677:?8I=>F93""H356;83?;

dLLa=?1V#3"A6J6A6896?AH8

H8I3A=I3?"5839=<8%E.'3)4(')49',./

(&('免疫多糖及 dLLa对红螯光壳螯虾幼虾

DLf活性的影响

实验组
'

-0Y活性在 %#)#@ I时低于对照组

#Eo$7$<$"@=)?# I 时极显著低于对照组#Eo

$7$%$'实验组
)

-0Y活性先升后降"在 %#)#@ I

时酶活性显著高于对照组#Eo$7$%$"但 ?# I 时

酶活性差异不显著#Ep$7$<$"说明免疫剂在短

时间内可提高溶菌酶活性'实验组
$

-0Y活性呈

现先降低"@= I后升高的趋势"%# _?# I明显低于

对照组#Eo$7$%$"至 ?# I 酶活性高于实验组
'

#Eo$7$<$#图 #$(

图 ('免疫多糖及dLLa对红螯光壳螯虾幼虾

DLf活性的影响

E6@&('S<<8"A9=<677:?8I=>F93""H356;83?;

dLLa=?DLf3"A6J6A6896?AH8

H8I3A=I3?"5839=<8%E.'3)4(')49',./

(&*'免疫多糖及 dLLa对红螯光壳螯虾幼虾

LV#活性的影响

不同于 B(>)-0Y活性变化"实验组
'

0(>

活性呈现先升后降的趋势"" )%# I 0(>活性显著

高于其他 ! 组#Eo$7$%$"#@ _?# I 0(>活性降

低"?# I该酶活性明显低于对照组#Eo$7$%$'实

验组
)

0(>活性增强"#@ I酶活性极显著高于对

照组#Eo$7$%$"?# I 酶活性则显著高于对照组

#Eo$7$<$'实验组
$

0(>活性呈现降低趋势"

" _%# I与对照组差异不大"#@ _?# I酶活性显著

低于对照组#Eo$7$%$"但 ?# I 酶活性高于实验

组
'

#Eo$7$<$#图 !$(

图 *'免疫多糖及dLLa对红螯光壳螯虾幼虾

LV#活性的影响

E6@&*'S<<8"A9=<677:?8I=>F93""H356;83?;

dLLa=?LV#3"A6J6A6896?AH8

H8I3A=I3?"5839=<8%E.'3)4(')49',./

"$#
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(&+'免疫多糖及 dLLa对红螯光壳螯虾幼虾

1V活性的影响

实验组
'

幼虾B(活性呈现降低趋势"" I 酶

活性显著低于对照组#Eo$7$<$"%# )#@)@=)?# I

极显著低于对照组#Eo$7$%$'实验组
)

B(活

性呈现先升后降趋势"")%#)#@ I极显著高于对照

组#Eo$7$%$"@=)?# I B(活性降低"但仍高于对

照组#Eo$7$<$'实验组
$

随时间变化"B(活性

呈现先升后降的趋势"")%# I 酶活性极显著高于

对照组#Eo$7$%$"#@ I后酶活性降低"?# I 极显

著低于对照组#Eo$7$%$"但酶活性均高于实验

组
'

"且差异显著#Eo$7$<$#图 @$(

图 +'免疫多糖及dLLa对红螯光壳螯虾

1V活性的影响

E6@&+'S<<8"A9=<677:?8I=>F93""H356;83?;

dLLa=?1V3"A6J6A6896?AH8

H8I3A=I3?"5839=<8%E.'3)4(')49',./

(&,'免疫多糖及dLLa对红螯光壳螯虾幼虾肝

胰腺超微结构的影响

对照组肝小管上皮细胞结构完整"细胞核内

染色质均匀分布#图版E%$"微绒毛排列紧密且整

齐#图版E#$"其内质网呈现扁平囊状#图版E!$"线

粒体呈椭球形"内嵴明显#图版E@$( 与对照组相

比"实验组版肝小管上皮细胞的核膜破裂并出现

异染色质化#图版E<$"微绒毛受损"排列杂乱"边

缘处断裂#图版E"$"内质网断裂成片状"无明显的

囊状结构#图版E?$"线粒体畸变"线粒体膜边缘模

糊"内嵴不明显#图版E=$( 实验组
)

肝小管上皮

细胞细胞核内染色质分布均匀#图版EC$"微绒毛

排列紧密"微绒毛附近有大量线粒体#图版E%$$"

内质网结构完整"核糖体清晰可见#图版E%%$"线

粒体形状规则#图版E%#$( 实验组
$

肝小管上皮

细胞核肿胀"异染色质化明显#图版E%!$"微绒毛

排列不整齐#图版E%@$"内质网水肿"部分断裂呈

片状#图版E%<$"线粒体形状不规则"细胞内有空

泡化现象产生#图版E%"$(

!&讨论

*&!'免疫多糖及dLLa对红螯光壳螯虾酶活性

的影响

免疫系统防御能力的高低"直接影响水生动

物的抗病能力( 利用免疫多糖提高水产养殖动物

自身免疫功能"抵抗和预防传染性疾病"已被国内

外众多学者所关注*%@ ;%<+

( 肝胰腺是甲壳动物体

内主要的解毒器官和脂肪存储器官"在一定程度

上可抵御异物的侵染*%"+

"同时其 B(>)-0Y)

0(>)B(与多种生理代谢和免疫反应有关"酶活

力的大小在一定程度上可体现红螯光壳螯虾幼虾

抗病力的强弱(

B(>是广泛分布于生物体内的重要酶类之

一"参与多种生理代谢反应"对于防止生物分子损

伤和增强机体免疫力有重要作用"因此用过氧化

酶的活性可推断水生动物的生理状态*%?+

( 0RJK

等*%=+用酵母中提取的
!

E%"!E葡聚糖溶液浸泡斑

节对虾"发现供试虾不仅对创伤弧菌 #R/9(/'

D+6%J/&+,$有抗感染力"而且虾体内的 B(>活性

明显上升( 本实验中"红螯光壳螯虾幼虾注射免

疫多糖刺激后"实验组
)

肝胰腺 B(>活性在 #@)

@= I明显增加"但 ?# I 酶活性趋于正常状态"略

高于对照组#Ep$7$<$"说明免疫多糖在短期内

提高螯虾的抗病毒能力有显著作用( 注射e004

的实验组
'

幼虾酶活性明显降低"而先注射免疫

多糖后注射 e004的实验组
$

幼虾与实验组
'

相比"B(>活力显著高于实验组
'

"也说明免疫

多糖在一定程度上能够增加红螯光壳螯虾幼虾的

免疫力(

-0Y是重要的抗菌蛋白之一"可以溶解细菌

胞壁中的粘多糖"水解革兰氏阳性菌细胞壁中的

乙酰氨基多糖"破坏和消除侵入虾体的异物"对致

病菌有抑制作用*%C ;#$+

( 本实验人工注射免疫多

糖后"螯虾肝胰腺 -0Y活性升高"实验组
$

酶活

性也高于实验组
'

#Eo$7$<$( 其作用方式可能

是酵母免疫多糖的细胞成分或者代谢产物刺激了

红螯光壳螯虾幼虾非特异性免疫应答"促使溶菌

酶的含量增加"溶菌酶活性增强"提高了幼虾的免

疫能力(

当细菌)病毒等异物侵染甲壳动物体时"非特

#$#
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异性免疫系统中的吞噬细胞会产大量的自由基"

0(>具有消除自由基的功能"相应地 0(>活性

会提高*#%+

( 本实验在人工注射免疫多糖后"红螯

螯虾幼虾体内0(>活力均有不同程度的升高"在

e004感染下"实验组
'

0(>也呈现先升后降的

特点"这种现象支持了 0PQTTGJK

*##+所说的 %毒物

兴奋效应&"即在低浓度毒物胁迫下动物出现的

免疫力增益现象"是机体一种保护性反应"但随着

e004不断增殖"生物体抗氧化体系遭到破坏"酶

活性持续降低"同时自由基不能及时清除"正常生

理功能失调"螯虾的代谢功能和免疫功能衰退和

紊乱"乃至死亡( ?# I 实验组
'

酶活性显著低于

对照组#Eo$7$%$'实验组
)

与对照组相比"酶活

性增加'实验组
$

与实验组
'

相比"酶活性也提

高"进一步表明了人工注射免疫多糖能提高幼虾

免疫相关酶活性"增加了螯虾幼虾的抗病力(

B(是一种氧化还原酶"在甲壳动物体内以酚

氧化物酶原的形式存在"在虾非特异性免疫系统

中起重要的异物识别和防御功能*#!+

"能够被一些

多糖或蛋白质激活而转变成活性的酚氧化物

酶*#@+

( 酚氧化酶激活系统对于抵抗病害"维持甲

壳动物无菌性体液十分重要*#<+

( 本实验中螯虾

在免疫多糖刺激下"实验组
)

肝胰腺的 B(活性

明显升高"而实验组
'

B(活性明显低于对照组"

实验组
$

与实验组
'

相比"B(活性则明显要高于

实验组
'

#Eo$7$<$( 以上研究结果说明免疫多

糖可能激活了酚氧化物酶原系统"在一定程度上

增强了幼体抵抗力"也能有效抑制 e004的

侵染(

*&('免疫多糖及dLLa对红螯光壳螯虾幼虾肝

胰腺超微结构的影响

红螯光壳螯虾幼虾肝胰腺由众多的肝小管组

成"肝小管由基膜和上皮细胞组成"是消化系统的

重要组成部分( 肝胰腺细胞内粗面内质网发达"

游离的核糖体和酶原颗粒具有蛋白合成)贮存作

用*#" ;#?+

( 实验组
)

由于免疫多糖的作用使肝小

管上皮细胞内粗面内质网核糖体增多"促进了消

化酶的合成以及分泌等功能"在增强肝胰腺生理

功能的同时"在一定程度上提高了幼虾的抗病能

力'而受e004感染的实验组
'

螯虾幼虾肝小管

上皮细胞细胞核破裂"内容物释放"线粒体畸变"

粗面内质网断裂"使消化酶的合成受阻"同时微绒

毛受损"减弱了肝胰腺分泌和对营养物质的吸收

功能"致使肝胰腺整体生理功紊乱或丧失"进而破

坏整个有机体的代谢机能"使幼虾抵抗力下降"甚

至死亡'实验组
$

的幼虾肝小管上皮细胞结构较

完整"细胞核未见明显破裂现象"但粗面内质网水

肿"细胞内有空泡化现象产生"说明肝胰腺的生理

功能也已受到一定程度的影响"但影响程度要低

于实验组
'

( 同时结合本研究酶活性测定结果"

可以得出人工注射免疫剂能够提高幼虾抵抗力"

对e004的侵染有一定的抵御作用(
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M'-9*:-'(/*'+7,:OIĜQ\5[ZG5OIQFG\P:d 9JM

ZG5UId\GO\"%C?%"%@@##$!?@C ;?"#7

*%@+&王雷"李光友"毛远兴"等7口服免疫型药物对养殖

中国对虾病害防治作用的研究*'+7海洋与湖沼"

%CC@"#<#<$!@=" ;@C%7

*%<+&王国霞"黄艳华"周晔"等7乳酸茵对凡纳滨对虾幼

虾生长性能)消化酶活性和非特异性免疫的影响

*'+7动物营养学报"#$%$"###%$!##= ;#!@7

*%"+& G̀FQJQH,4.".QJROOG'-" BQP:GQ669, 87DIQ

Q[[QOP5[ ^GP9FGJ 2 5J K:5bPI" \R:̂Ĝ969JM
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图版'dLLa对红螯光壳螯虾幼虾肝胰腺超微结构的影响
%7对照组肝小管上皮细胞结构完整' #7对照组肝小管上皮微绒毛排列整齐' !7对照组肝小管上皮细胞内质网呈扁平囊状' @7对照

组肝小管上皮线粒体呈椭球状' <7实验组
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肝小管上皮细胞"核膜破裂' "7实验组
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肝小管上皮细胞微绒毛排列杂乱' ?7实验组

'

肝小管上皮细胞内质网断裂' =7实验组
'

肝小管上皮细胞线粒体畸变' C7实验组
)

肝小管上皮细胞染色质分布均匀' %$7实验

组
)

肝小管上皮细胞微绒毛排列整齐' %%7实验组
)

肝小管上皮细胞内质网上附着大量核糖体' %#7实验组
)

肝小管上皮细胞线粒

体形状规则' %! 实验组
$

肝小管上皮细胞异染色质化严重"白色箭头示异染色质化' %@ 实验组
$

肝小管上皮微绒毛排列不整齐'

%<7实验组
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肝小管上皮细胞内质网部分断裂' %"7实验组
$

肝小管上皮细胞空泡化出现(
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