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嗜水气单胞菌感染对背角无齿蚌 5种免疫相关酶活力的影响

饶玉才  胡宝庆  文春根
(南昌大学生物科学系,南昌  330031 )

摘要: 本研究以背角无齿蚌为材料, 利用嗜水气单胞菌为诱导刺激物,对背角无齿蚌进行注射感染, 在注射后 3、6、

12、24、48h分别取血淋巴、肝胰腺,测定其超氧化物歧化酶 ( SOD )、酚氧化酶 ( PO )、酸性磷酸酶 ( ACP)、碱性磷酸

酶 ( AKP) 及过氧化氢酶 ( CAT ) 的活力, 并研究各项酶活力的变化规律。结果表明: 除 3h外, 实验组肝胰腺的

SOD活力均不同程度地高于对照组;血清实验组的 PO活力开始显著高于对照组, 然后降低,而肝胰腺实验组的 PO

活力持续高于对照组; 另外,与对照组相比,实验组中血淋巴与肝胰腺的 ACP、AKP和 CAT活力在不同的时间段虽

然有所增强, 但两者之间无显著差异。因此, 认为 SOD、PO活性可以作为背角无齿蚌免疫抗病功能指标参数, 而

ACP、AKP及 CAT活性能否作为该参数还有待于进一步研究。
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  贝类缺乏特异性免疫系统,无法实现高效专一

的抗原-抗体防御反应,但由血细胞吞噬作用和多种

体液因子共同组成的非特异性免疫系统, 能有效地

识别非己物质和抵抗病原微生物等的入侵
[ 1]
。体

液性免疫因子,包括天然形成或诱导产生的各种生

物活性分子以及各种具有免疫活性的酶类等, 它们

在机体免疫防御过程中起到了十分重要的作用
[ 2 ]
。

嗜水气单胞菌 (Aeromonas hydrophila, Ah ) 是养殖

水体中最主要的爆发性疾病导致者之一, 致病范围

十分广泛,可引起贝类等水产动物组织和器官理化

因子方面的改变,也能影响与免疫抗病作用相关酶

的活性
[ 3]
。酸性磷酸酶的活力变化可能作为贝类

养殖环境监测和病理变化的一种检测指标
[ 4]
。在

翡翠贻贝 (P erna virid is) 血浆与血细胞中均发现有

酚氧化酶激活系统 ( proPO系统 )存在, 可在识别异

己和宿主免疫反应中发挥重要作用
[ 5 ]
。因此, 这些

免疫相关酶活性的变化在一定程度上反映出生物体

抗病免疫功能的强弱。

国内外有关贝类免疫酶类的研究多为海洋贝

类
[ 6) 9]
。对淡水贝类免疫相关酶的研究则较少报

道。背角无齿蚌 (Anodonta w oodiana ) 是我国广泛

分布的贝类,具有较重要的经济价值。本文利用嗜

水气单胞菌 (A eromonas hydrophila ) 对背角无齿蚌

进行人工感染,并对其免疫相关的 5种酶进行检测

分析,以期为探讨病原菌对淡水贝类非特异性免疫

功能的影响提供基础资料。

1 材料与方法

111 材料、试剂与仪器  材料:背角无齿蚌于 2006

年 12月至 2007年 2月采自鄱阳湖水域的扬子洲。

嗜水气单胞菌菌种 (编号 XS 91- 4-1)由中国科学院

水生生物研究所赠送,于牛肉膏-蛋白胨培养基上培

养 2) 3d, 温度为 28) 30e 。冰箱中 ( 4 e )保存,

备用。

仪器和试剂: UV-3100型紫外可见分光光度计

及 V-1200型可见分光光度计均为上海美谱达仪器

有限公司产品。 L-DOPA为 S igma公司产品, 其他

试剂均为国产分析纯。

112 实验分组及预处理  选择壳长为 ( 13158 ?

1112) cm、壳高 ( 8134 ? 0191) cm的健康蚌, 在水族

箱中暂养一周以上,水温控制在 9) 10e , 保持水中

通气 (连续冲气暂养 ), 每天换水一次, 将无齿蚌 40

只随机分成实验组和对照组,每组 20只,取经分离

纯化的嗜水气单胞菌,用无菌生理盐水稀释到浓度
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为 116 @ 10
8
ce ll/mL。按每个个体 50 LL的剂量用

微量进样器从蚌闭壳肌背后缘注射, 对照组注射等

量的无菌生理盐水。

113 样品的制备及酶活力测定  

11311 血清样品的制备  注射后 3、6、12、24、48h

分别用 215 mL注射器 5号针头从各蚌闭壳肌血窦

中取血约 115mL,以 3600 r /m in的转速低温 ( 4 e )

离心 10m in, 移出上清液,获得实验所用血清样品,

置于 4 e 冰箱中备用。

11312 肝胰腺提取液的制备  蚌取血后,取出适量

肝胰腺,滤纸吸干水分后称重, 加入无菌生理盐水于

冰浴中匀浆,使浓度达到 011 g / mL,在 4e 条件下,

以 3000 r / m in离心 10m in, 除去沉淀后获得蚌的肝

胰腺组织提取液,并以其作为酶原液进行酶活性测

定,置于 4e 冰箱中备用。
11313 酶活力测定  SOD活力测定采用连苯三酚

自氧化法,酶活力单位定义为每毫升反应液中,每分

钟抑制连苯三酚自氧化速率达 50%的酶量为一个

酶活力单位 ( U /mL); CAT活性测定按照钼酸铵显

色法测定,其活性定义每分钟分解 1Lmo l过氧化氢

为一个酶活力单位; PO活力测定以 OD490每分钟增

加 01001定义为一个酶活力单位; ACP和 AKP活力

测定均采用磷酸苯二钠法并加以改进,其活力大小

按金氏单位计算。

114 数据处理  结果均用平均值 ?标准差 (M ?

SD ) 表示,采用 SPSS1310软件对实验组与对照组
数据进行 t-检验统计学分析。

2 结  果

211 嗜水气单胞菌对背角无齿蚌超氧化物歧化酶
( SOD)活力的影响  

经嗜水气单胞菌感染后, 蚌的血清和肝胰腺

SOD活力变化趋势基本相同 (图 1) , 均是先升高后

降低, 12h时达到最高点, 在 24) 48h之间变化不

大。但血清 SOD活力 12) 24h之间下降明显, 24h

时达到最低点 (图 1A) ;肝胰腺 SOD活力在 12) 48h

之间下降平缓 (图 1B )。对照组蚌血清 SOD活力

也是先升后降,但在 6h时达到最高点。 t -检验显示

实验与对照组蚌的血清 SOD活力在 3、12和 48h时

差异显著 ( t= 3155、2162和 2186, p < 0105)。对照
组蚌的肝胰腺 SOD活力先快速下降, 6h时开始上

升, 至 24h后又快速下降。 t -检验显示实验与对照

组蚌的肝胰腺 SOD活力仅在 48h时的差异显著

( t= 3137, p< 0105)。

图 1 嗜水气单胞菌感染对背角无齿蚌血清和肝胰腺中超氧化物歧化酶活力的影响

F ig11 E ffect of infect ion byA erom ona s hyd rophi la on SOD activities in serum and hepatopancreas from Anodon taw ood iana

212 嗜水气单胞菌对背角无齿蚌过氧化氢酶
(CAT)活力的影响  

由图 2可见, 嗜水气单胞菌感染后,实验组蚌的

CAT活力较对照组的变化趋势明显。其中实验组

蚌血清 CAT活力先逐步下降至 24h时的最低点。

对照组也是在 24h时达到最低,但是酶活力的曲线

变化波动比较大 (图 2A )。 t -检验显示两组间无显

著差异 (p > 0105)。实验组蚌的肝胰腺 CAT活力的

最低点分别在 6h时和 24h时,在 12h时是最高点。

对照组蚌的肝胰腺 CAT活力在 24h内变化不大 (图

2B)。经 t-检验显示在 24h时和 48h时两组间有显

著差异 ( t= 2152和 3170, p < 0105)。
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图 2 嗜水气单胞菌感染对背角无齿蚌血清与肝胰腺中过氧化氢酶活力的影响

F ig12 E ffect of infect ion byA erom ona s hyd rophi la on CAT activities in serum and h epatop ancreas from Anodontaw oodiana

213 嗜水气单胞菌对背角无齿蚌酚氧化酶 ( PO )

活力的影响  
由图 3可以看出, 实验组蚌的血清与肝胰腺 PO

活力变化随时间有所不同。其中血清 PO活力由 3h

时的最高点一直下降。对照组血清 PO活力先逐渐

升高 (图 3A )。 t -检验结果显示,实验与对照组在

3h时和 6h时差异分别是显著 ( t= 2148, p < 0105)

和极显著 ( t= 4105, p < 0101) ;肝胰腺 PO活力先由

3h时的最高点快速下降至 6h时的最低点后又逐渐

上升,从 24h后又下降。对照组蚌的肝胰腺 PO活

力先在 3h时和 12h时之间明显升高, 12h后缓慢下

降 (图 3 B)。 t-检验结果显示对照与实验组在 3h时

差异极显著 ( t= 9147, p< 0101)。

图 3 嗜水气单胞菌感染对背角无齿蚌血清与肝胰腺中酚氧化酶活力的影响

Fig13 E ffect of in fect ion by Aerom onas hydroph ila on PO act iv it ies in serum and hepatopan creas from A nodon ta w ood iana

214 嗜水气单胞菌对背角无齿蚌碱性磷酸酶
(AKP)活力的影响

如图 4所示,实验组蚌的血清与肝胰腺 AKP活

性随时间变化较大。血清 AKP活力变化幅度比较

大,于 6、12h时分别达到最高点和最低点。对照组

血清 AKP活性在 6h时达到最高值后下降 (图 4A )。

t-检验结果显示这两组间无显著差异 ( p > 0105) ,

实验组蚌的肝胰腺 AKP活性由 3h时的最高点急剧

下降。而对照组蚌的肝胰腺 AKP活性先逐步上升

到 12h时的最高点。24) 48h间先降后升 (图 4B )。

t-检验结果显示在这两组间 3h时差异显著 ( t =

2121, p< 0105 ), 其余时相两组差异不显著 ( p >

0105)。
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图 4 嗜水气单胞菌感染对背角无齿蚌血清与肝胰腺中碱性磷酸酶活力的影响

F ig14 E ffect of in fection byA erom onas hyd rophila on AKP act ivities in serum and h epatopancreas from Anod ontaw ood iana

215 嗜水气单胞菌对背角无齿蚌酸性磷酸酶
(ACP)活力的影响  

从图 5可见,实验组蚌的血清 ACP活力与肝胰

腺 ACP活力变化趋势与 AKP类似。血清 ACP活力

先逐步下降至 12h时达到最低点, 24h时又上升到

最高点。对照组血清 ACP活力由 3h时的最高点降

到 6h时的最低点, 12) 48h之间呈波动变化 (图 5

A )。 t-检验显示 12h时两组间差异显著 ( t= 2183, p
< 0105)。而实验组蚌的肝胰腺 ACP活性在 3h后

下降, 6h时达到最低点, 再逐渐上升至 24h时最高

点。而对照组蚌的肝胰腺 ACP活性变化恰好相反,

但整个变化趋势较平稳 (图 5B )。经 t-检验显示两

组间无显著差异 (p > 0105)。

图 5 嗜水气单胞菌感染对背角无齿蚌血清与肝胰腺中酸性磷酸酶活力的影响

Fig15 E ffect of in fection by A erom onas hyd roph ila on ACP activ it ies in serum and hepatopan creas from Anodon ta w ood iana

3 讨  论

311 背角无齿蚌超氧化物歧化酶 ( SOD)与过氧化

氢酶 (CAT)的变化  
SOD和 CAT是水产无脊椎动物中的重要抗氧

化防御性功能因子, 成为机体内活性氧自由基

( ROS) 的天然清除剂
[ 10]
。当有害超氧阴离子自由

基被 SOD分解为 H 2O2后, 存在于过氧化物酶体的

CAT能催化 H2O2等生成水和氧气, 防止自由基对

细胞的毒害
[ 11 ]
。因此, SOD和 CAT 的活性变化在

一定程度上可反映出机体在胁迫逆境下的免疫力。

杂色鲍 (H aliotis d iversicolor ) 在注射病毒悬液

后, SOD活力在 8h时升至最高
[ 12]
。注射大肠杆菌

后, 栉孔扇贝 (Chlamy s farreri) 血细胞 SOD活力在

15h和 30h时极显著地提高
[ 8]
, 背角无齿蚌血清

SOD活力在 3) 12h也明显地升高。 SOD活力的升

高, 意味着有大量超氧阴离子 O
-
2 等氧化自由基产

生, 表明生物有机体抗氧化性和免疫能力增强
[ 13]
。

因此,适当量的嗜水气单胞菌诱导能够提高蚌的免

疫机能。另外, 实验中背角无齿蚌肝胰腺 SOD 3h

时的活力比对照组稍低, 表明细菌在短时间内还不

能够有效地激活蚌的肝胰腺中的抗氧化酶系统。
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用大肠杆菌 ( E scherich ia coli) 注射栉孔扇贝

后,贝的血淋巴 CAT活力显著增强
[ 8]
。然而, 不等

壳毛蚶 ( Scapharca inaequivalvis) 置于 011 @ 10
6
的

铜离子溶液中 15d, SOD活力显著地提高, CAT的活

力却显著降低
[ 6]
。紫贻贝 (Mytilus gallop rovincialis)

置于 80 Lg /L的镉离子中和 500 Lg /L的 2-乙基己

基酯中 7d,其消化腺的 CAT 活力无变化
[ 14]
。贻贝

(Mytilus edulis)的 CAT活力在较高温度状态下增

强,且具有明显的季节性变化
[ 15]
。在壬基苯酚 ( 4-

nonylpheno l) 溶液刺激下, 菲律宾蛤仔 ( Ruditapes

philipp inarum ) SOD活性明显地增强。 SOD活力的

提高可以促使 O
-

2 转化为 H2O2, 而 H2O2却以一种

不显著的方式刺激 CAT, 使 CAT 活性基本不受影

响
[ 16]
。本实验在室温为 10e 左右的冬季进行,背

角无齿蚌的 SOD活力也明显地增加, CAT活力却受

到了抑制;可能是由于超氧阴离子 O
-
2 对 CAT 活力

产生了抑制,导致了 CAT活性降低。另外,背角无

齿蚌肝胰腺 SOD和 CAT 活力均明显地高于血清;

可能是由于消化腺是一个高代谢活性中心, 易产生

过氧化自由基,从而诱发大量抗氧化酶合成
[ 17]
。

312 背角无齿蚌酚氧化酶 ( PO )的变化  

PO广泛分布在微生物和动植物体中, PO与其

激活系统 ( proPO ) 已证明在贝类免疫识别过程中

发挥着关键性作用
[ 5 ]
。罗氏沼虾 (Macrobrach ium

rosenbergii) 被注射活性嗜水气单胞菌 ( Aeromonas

sp1) 后, 血淋巴中的 PO活性均显著地升高
[ 18]

;日

本沼虾 (Macrobrachium nipponense ) 被注射多糖后,

也能在较短时间内有效地提高 PO的活力
[ 19 ]
。进

入虾体的异物作用于半颗粒细胞和颗粒细胞, 刺激

细胞产生胞吐作用,进行脱颗粒,激活 proPO系统,

以此产生对外源异物的细胞应答, 可以使 PO活力

增强
[ 5 ]
。然而, 皱纹盘鲍 ( halio tis d iscus hannai ) 的

PO活力在异物入侵后的一定时间内呈升高趋势,然

后下降
[ 7]
。背角无齿蚌在注射嗜水气单胞菌后,血

清 PO活力也在显著增强后迅速下降。 proPO系统

受到异物刺激后,活性 PO可以黏附到异物表面,起

到识别调理作用
[ 20 ]
。因此,低浓度的嗜水气单胞菌

刺激背角无齿蚌,对酚氧化酶原具有激活作用,起始

阶段使血清 PO活力上升;随着感染时间延长, 细菌

繁殖增多,又会对含有酚氧化酶原的大颗粒细胞和

小颗粒细胞产生损伤作用, 从而使血清 PO随细胞

密度的下降而降低。贝类的肝胰腺是重要的免疫器

官,因此,背角无齿蚌的肝胰腺 PO活力始终呈增强

趋势。

313 背角无齿蚌酸性磷酸酶 (ACP )与碱性磷酸酶

(AKP)的变化  

ACP和 AKP均为磷酸单酯水解酶, 在贝类免

疫防御反应中,这两种酶作为溶酶体酶的重要组分,

对细菌等异物在溶酶体内的消化降解起重要作

用
[ 21]
。两种磷酸酶活力也被认为是判断虾贝类等

水产动物免疫能力的指标之一
[ 9]
。经大肠杆菌刺

激后, 杂色鲍的 ACP和 AKP 活性并没有明显差

别
[ 22]
。背角无齿蚌的 ACP和 AKP 活力同样没有

显著变化。水解酶的活性对温度很敏感,其活力在

高温条件下比低温更强
[ 23 ]
。本实验的低温度条件

可能对蚌的 ACP和 AKP活性产生了一定的影响。

季节及环境化学因子同样影响着贝类水解酶的活

性
[ 24]
。因此,能否利用 ACP和 AKP活性的变化作

为贝类免疫功能的指标还有待于更多的证据。
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THE CHANGESOF FIVE IMMUNE ENZYMES FROM ANODONTA WOODIANA

INFECTEDW ITH AEROMONASH YDROPH ILA

RAO Yu-Ca,i HU Bao-Q ing andWEN Chun-Gen

(Depa rtm en t of B ioscien ce, Nanchang Un iversity, Nanchang  330031 )

Abstract: It is suggested that the status and function in the internal defence mechan ism s on mi m une enzym es in seashell

have been noticed by more and m ore scholars in the w orld at present. Understanding the activation or effect factors of the

enzym atic system can enable the evaluation of the health of breed aquatic. T he act ivat ion of the enzym atic system by bacte-

rial or fungal components is an addit ional clue of the involvement of these enzym es in invertebrate mi mune defencem echa-

n ism s. This paper reported the activities of selected enzym es in haemolymph and hepatopancreas from Anodonta woodiana

in fected byA eromonas hydrophila. H ealthyAnodonta w oodiana w ere collected from Yangzi Is land near Poyang L ake, w ith

body length of 13. 58 ? 1. 12 cm and height of 8. 34 ? 0. 91cm. H aemolymph and hepatopancreas were extracted at 3h,

6h, 12h, 24h and 48h from theAnodonta w oodiana in jected w ithA eromonas hydrophila ( 1. 6 @ 10
8
cell/mL) and 0. 9%

NaCl so lution ( contro l group) respectively. The levels of Superox ide dism utase ( SOD ) , Pheno lox idase ( PO ) , A1kaline

phosphatase (AKP) , A cid phosphatase (ACP ) and Catalase ( CAT ) were tested. T he results showed that the activities o f

SOD from haem olym ph injected byA eromonas hydrophila could be s ignificantly higher than that in control at 3h, 12h and

48h respectively, but only at 48h from hepatopancreas. PO activit ies in serum were notable h igher than that in control at

3h and 6h and had the highest level at 3h after injection, then decreased appreciably, how ever, PO activ ities in hepato-

pancreas increased s ign ificantly at 3h. It proved that the activit ies of SOD and PO in the haemolymph and hepatopancreas

ofAnodonta woodiana could be induced significantly elevat ion byA eromonas hydrophila. While there was no overt d iffer-

ence betw een injection and control group for the changes ofACP act iv ities, wh ich m ight indicate that the effect of stmi ula-

t ion onAnodonta woodiana w ithA eromonas hydrophila w as not obv ious, so that, itm ight not stmi ulate acute increase and

release of lysosom es. T he sam e explanat ion was fit for the change ofAKP act iv itieswh ich increased slightly thewho le tmi e

in the haem olym ph and significantly in the hepatopancreas at3h. In addition, the changes o fCAT activ ities in the haem o-

lymph ofAnodonta woodiana were not obvious even it restrained notably in the hepatopancreas at 24h and 48h, the enzy-

m at ic responsesw ere com pared w ith other studies and the poss ible reasonsw ere discussed. It showed that activ ities ofSOD

and PO m ay be used as an indicator on mi mune disease-res istance, wh ile further research w ill be needed to understand the

activit ies, functions and m echanism ofAKP, ACP and CAT.

K ey words: Anodonta woodiana; A eromonas hydrophila; Phenolox idase; Superox ide dism utase; Phosphatase; Catalase


