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摘要：对日本鑚（Ｃｈａｒｙｂｄｉｓｊａｐｏｎｉｃａ）进行鳗弧菌（Ｖｉｂｒｉｏａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ）悬液和生理盐水（对照）注射感染，研究其血
清免疫因子超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、酸性磷酸酶（ＡＣＰ）、碱性磷酸酶（ＡＫＰ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性的变化，并对
试验结果进行统计学分析。结果表明，注射鳗弧菌悬液组 ＳＯＤ活性１２、２４、４８ｈ均高于对照组，４８ｈ达到最高；
ＣＡＴ活性１２、２４ｈ增加非常明显，１２ｈ达最高；ＡＫＰ活性５、１２、２４ｈ都有增加，均高于对照，２４ｈ最高；ＡＣＰ活性
１２ｈ开始上升，２４ｈ达最高。在人工感染鳗弧菌４８ｈ内，日本鑚体内的免疫因子发生了明显的变化，血清中ＳＯＤ、
ＡＣＰ、ＡＫＰ、ＣＡＴ活性在不同时间段均有显著升高趋势，高于对照组水平。
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　　近年来，海水养殖业发展迅速，导致养殖水域富
营养化进程加快，弧菌类为主的各种致病菌以水体

中的悬浮物为载体，导致生物的诸多病害发生，给养

殖产业带来了巨大损失；其中，鳗弧菌（Ｖｉｂｒｉｏａｎ
ｇｕｉｌｌａｒｕｍ）被认为是重要的病原菌（肖慧等，１９９９；吴
后波和潘金培，２００１；杨慧等，２００６）。关于其致病机
制国外已有许多报道，如产生胞内或胞外毒素、质粒

介导的铁结合系统（Ｉｒｏｎｕｐｔａｋｅｓｙｓｔｅｍ）、对血清杀
菌活力的抗性等（Ｎｏｒｑｖｉｓｔｅｔａｌ，１９９０）。已有研究证
实，鳗弧菌能产生对金鱼（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）、日本
鳗鲡（Ａｎｇｕｉｌｌａｊａｐｏｎｉｃａ）致命的外毒素，引起鲑（Ｏｎ
ｃｏｈｙｎｃｎｕｓｋｅｔａ）出血性败血症并伴随大面积组织损
伤。目前，水产养殖普遍使用药物来控制各种疾病，

在一定程度上发挥了积极作用，但抗生素等药物的

长期使用，会使病原对这些药物产生抗药性，而且对

环境会造成严重的污染和破坏；另外，药物残留还会

对食用者构成潜在的威胁（樊甄姣等，２００７）。
日本 鑚 ［Ｃｈａｒｙｂｄｉｓｊａｐｏｎｉｃａ（Ａ．ＭｉｌｎｅＥｄ

ｗａｒｄｓ）］属梭子日本鑚科、梭子日本鑚亚科、鑚属，是
一种大型海产食用鑚类，生活于潮间带有水草、泥沙

的水底或潜伏于石块下，为沿岸定居性种类，广泛分

布于我国四海及日本、朝鲜、东南亚等沿海岛礁区和

浅海水域。近年来，由于资源量下降，对日本鑚的资

源增殖工作引起人们的重视（刘洪军等，２０００；王春
琳等，２００５）。随着日本鑚人工育苗及养殖规模扩
大，需要研究其病害防控措施。目前，关于鳗弧菌引

起日本鑚病害的文章鲜有报道。本试验以日本鑚为

材料，研究受鳗弧菌人工感染后，其血清中超氧化物

歧化酶（ＳＯＤ）、酸性磷酸酶（ＡＣＰ）、碱性磷酸酶
（ＡＫＰ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）等部分免疫因子的活性
变化，探讨该菌与日本鑚免疫系统间的相互作用关

系，旨在为日本鑚的病害免疫防治提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　样品
健康日本鑚于２００９年１０月取自江苏连云港市

赣榆东方水产养殖公司，个体规格均匀（１００ｇ左
右），暂养于玻璃水族箱（０．６ｍ×０．４ｍ×０．３ｍ）
中，室温２４ｈ通气，每日换水１次。
１．２　菌株

鳗弧菌菌株由本实验室保存，２２１６Ｅ培养基活
化，调节菌液浓度为７×１０８ＣＦＵ／ｍＬ备用。
１．３　人工注射感染

选择健康、大小均匀的日本鑚，设试验组和对照

组各３０只，试验组每只日本鑚用无菌微量注射器从
腹腔注入２００μＬ鳗弧菌菌液，对照组按同样方法注
射等量生理盐水。

１．４　取样
注射后５、１２、２４、４８、７２ｈ取６只日本鑚，用无

菌兰芯注射器，从第三步足基部采血３００μＬ，置于



１．５ｍＬ无菌 Ｅｐｐｏｎｄｏｒｆ离心管中（加 ＥＤＴＡ抗凝剂
１００μＬ：１５％ＥＤＴＡ钠盐水溶液），４℃冰箱保存
２４ｈ，将血淋巴以５０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心１０ｍｉｎ，去沉
淀，上层血清保存于２０℃冰箱中备用。
１．５　免疫指标的测定

超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、酸性磷酸酶（ＡＣＰ）、碱
性磷酸酶（ＡＫＰ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）的活性测定均
采用江苏南京建成生物研究所生产的试剂盒，具体

测定方法参考说明书进行。

１．５．１　ＳＯＤ活性　采用黄嘌呤氧化酶法测定，ＳＯＤ
活性定义为每１ｍＬ反应液中ＳＯＤ抑制率达５０．０％
时所对应的ＳＯＤ量为１个ＳＯＤ活力单位（Ｕ）。
１．５．２　ＡＣＰ和ＡＫＰ活性测定　采用Ｋｒｕｚｅｌ（１９８２）
的磷酸苯二钠法，酶活力的计算采用金氏单位，每

１００ｍＬ待测样品在３７℃与基质液作用１５ｍｉｎ，产
生１ｍｇ酚为１个金氏单位。
１．５．３　ＣＡＴ活性　ＣＡＴ活性测定采用周强和曹春
艳（２００１）的方法进行。ＣＡＴ分解Ｈ２Ｏ２的反应可通
过加入钼酸铵而迅速终止，剩余的 Ｈ２Ｏ２与钼酸铵
作用产生一种淡黄色的化合物，在４０５ｎｍ处测定其
生成量，计算其活力。

１．６　数据处理
将每个时间点６只试验日本鑚的测量数据求平

均数，得出每个时间点的免疫指标值。对注射鳗弧

菌悬液组与对照组比较得出结果。

２　结果与分析

２．１　日本鑚人工感染鳗弧菌后外观症状的变化
试验日本鑚在注射鳗弧菌悬液后４８ｈ内，从外

观上看不出任何变化，行走有力、运动正常，对外界

刺激反应敏感，７２ｈ后出现反应迟钝，对刺激反应
不太敏感，１２０ｈ后日本鑚全部死亡。在整个试验
周期内，对照组日本鑚外观、活力均正常，１２０ｈ后
仅死亡１只。
２．２　ＳＯＤ的测定

鳗弧菌悬液感染日本鑚后，其血清中的 ＳＯＤ逐
渐上升，结果见图１Ａ。ＳＯＤ活性１２ｈ有升高趋势，
活性高于对照组，４８ｈ升至最高，然后逐渐降低，至
第７２ｈ降至最低，与对照组平行。注射菌悬液的日
本鑚在７２ｈ后已处于反应迟钝状态；而注射生理盐
水组的ＳＯＤ值至第２４ｈ略有下降，ｔ检验显示，试
验组２４、４８ｈ与对照组有显著差异（Ｐ＜０．０５）。

图１　日本鑚感染鳗弧菌后酶活性的变化
Ｆｉｇ．１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｅｎｚｙｍｅｓａｃｔｉｖｉｔｙａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＶ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ

２．３　ＡＣＰ的测定
注射菌悬液的日本鑚ＡＣＰ活性５ｈ前基本没有

变化，与对照组平行，结果见图 １Ｂ。１２ｈ明显上
升，至２４ｈ达最高，维持至４８ｈ，试验组均高于对照
组，然后下降，７２ｈ与对照组平行，最高时接近正常
水平２倍多。注射生理盐水的日本鑚 ＡＣＰ活性比

较稳定，ｔ检验显示，试验组１２、２４、４８ｈ与对照组
相比差异极显著（Ｐ＜０．０１），其它时间差异不显著。
２．４　ＡＫＰ的测定

注射菌悬液的日本鑚 ＡＫＰ活性变化基本同
ＡＣＰ变化趋势，结果见图１Ｃ。ｔ检验显示，试验组
５、１２ｈ与对照组差异显著（Ｐ＜０．０５），２４ｈ的结果
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差异极显著（Ｐ＜０．０１），其它时间差异不显著。
２．５　ＣＡＴ的测定

注射菌悬液的日本鑚 ＣＡＴ活性增强，１２ｈ之
内迅速增加，然后开始下降，试验组１２、２４ｈ均高于
对照组，特别是１２ｈ的酶活性高于对照组 ３倍之
多；对照组变化不大；ｔ检验显示，试验组１２、２４ｈ与
对照组差异极显著（Ｐ＜０．０１），４８ｈ的差异显著
（Ｐ＜０．０５），其它时间差异不显著。结果见图１Ｄ。

３　讨论

３．１　免疫应答的种间差异
免疫系统极其复杂，不管是低等生物还是高等

生物，都存在着宿主对外来入侵者的防御和修复自

身组织损伤的机制；然而，在无脊椎动物中，表现出

来的这种机制是属于先天性的自然免疫，对各种外

来的侵染物反应没有特异性，反应类型大多类似于

吞噬作用，如无体腔动物的吞噬阿米巴细胞（Ｐｈａｇｏ
ｃｙｔｉｃａｍｅｂｏｃｙｔｅｓ）、软体动物（Ｍｏｌｌｕｓｉｓ）和节肢动物
（Ａｔｈｒｏｇｏｄ）的血细胞都担负着对外来抗原吞噬功
能。节肢动物的免疫系统能识别范围广泛的外来物

质并对其产生积极地应答，当然这种应答与脊椎动

物免疫应答相距甚远，在昆虫纲（Ｉｎｓｅｃｔ）和甲壳纲
（Ｃｒｕｓｔａｃｅａｎ）中虽然关于异种的识别有一些研究，但
还很不清楚。有学者提出，美国蜚蠊（Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａ
ｍｅｒｉｃａｎａ）的同种异体亚表皮移植，排斥反应在第７
天发生，并有特异性记忆（于善谦等，１９９９）。
３．２　ＳＯＤ与活性氧自由基的清除

本试验以鳗弧菌的菌悬液直接腹腔注射人工感

染日本鑚，试验过程中，在小型玻璃钢中通气换水，

１２０ｈ死亡率对照组为１０％，试验组为１００％，说明
这种试验方式及对日本鑚生存无不利影响。丁秀云

等（１９９６）对皱纹盘鲍血淋巴中的 ＳＯＤ活力进行检
测，发现皱纹盘鲍在注射细菌后，ＳＯＤ活力降低；王
淑红等（２００４）利用弧菌感染杂色鲍也发现 ＳＯＤ活
性显著降低。本试验中，日本鑚在注射鳗弧菌菌悬

液后，ＳＯＤ活性１２ｈ有升高趋势，活性高于对照组，
４８ｈ升至最高，然后逐渐降低，至第７２ｈ降至最低
（低于对照组）。在正常情况下，ＳＯＤ清除活性氧自
由基，保护动物免受自由基伤害；注射菌悬液后，在

细菌的诱导下产生大量的自由基，ＳＯＤ酶活性也在
自由基的诱导下随之升高，以清除过量的自由基，因

此在注射后出现了酶活性逐渐升高，但日本鑚在清

除细菌的过程中产生大量的自由基，清除自由基对

ＳＯＤ的消耗超过了日本鑚的生理能力，因此酶活性

又逐渐下降。

３．３　ＡＣＰ、ＡＫＰ和ＣＡＴ活性的变化
吞噬前、吞噬中和吞噬后的各种水解酶同样具

有重要作用。ＡＣＰ是巨噬细胞溶酶体的标志酶，在
体内直接参与磷酸基团的转移和代谢，在血细胞进

行吞噬和包囊反应中，会伴随有 ＡＣＰ的释放（翟玉
梅等，１９９８）；ＡＫＰ是生物体内的一种重要的代谢调
控酶，直接参与磷酸基团的转移，可催化所有磷酸单

酯及磷酸基团的转移反应，在免疫反应中发挥作用

（孙虎山和李光友，２００２）。本次试验发现，日本鑚
注射鳗弧菌后，其体内 ＡＣＰ、ＡＫＰ活性５ｈ开始升
高，２４ｈ最高，升高趋势维持至４８ｈ，试验组均高于
对照组，说明鳗弧菌对日本鑚的 ＡＣＰ和 ＡＫＰ活性
有明显的刺激作用，激发了日本鑚的免疫反应。

ＣＡＴ可清除过氧化氢，从而保护动物本身免受伤
害，以维持正常生理活动。本试验中，ＣＡＴ活性增
强，１２ｈ、２４ｈ均高于对照组，特别１２ｈ酶活性高于
对照组３倍之多，说明ＣＡＴ在防御细菌感染过程中
发挥了非常积极的作用；但与王淑红等（２００４）得出
的试验结果不同，这可能与贝类和甲壳类对不同病

原菌的反应有关，具体原因有待进一步研究。
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吴后波，潘金培．２００１．弧菌属细菌及其所致海水养殖动物
疾病［Ｊ］．中国水产科学，８（１）：８９－９３．

肖慧，李军，王祥红，等．１９９９．鲈鱼苗烂鳃、烂尾病病原菌的
研究［Ｊ］．青岛海洋大学学报，２９（１）：８７－９３．

杨慧，陈吉祥，公衍军，等．２００６．致病性鳗弧菌 Ｗ１外膜蛋
白ｏｍｐＵ基因克隆及在大肠杆菌中的表达［Ｊ］．中国海
洋大学学报，３６（Ｓ１）：１０５－１０８．

于善谦，王洪海，朱乃硕，等．１９９９．免疫学导论（第 １版）
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［Ｍ］．北京：高等教育出版社：２６９－２７３．
翟玉梅，丁秀云，李光友．１９９８．软体动物血细胞及体液免疫

研究发展［Ｊ］．海洋与湖沼，２９（５）：５５８－５６１．
周强，曹春艳．２００１．血清过氧化氢酶的比色测定［Ｊ］．哈尔

滨医科大学学报，３５（６）：４７３－４７４．
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ＢｉｏｃｈｉｍＰｏｌ，２９（３）：３２１－３２３．
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ｆｅｃｔ＆Ｉｍｍｕｎ，５８（１１）：３７３１－３７３６．

（责任编辑　万月华）
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