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不同浓度诺氟沙星对中国对虾非特异性免疫酶活的影响 
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(。上海海 洋大学水产 与生命 学院 ，201306) 

摘 要 向对虾配合饲料 中添加不 同剂量的诺氟沙星投喂 中国对虾 7d，分析 不同时间诺 氟沙星对 

中国对虾肌 肉及鳃溶菌酶(LSZ)、超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化 氢酶(CAT)、碱性磷 酸酶(AKP)及 

酸性磷酸酶(ACP)活性 的影响。结果表 明，15mg／kg诺 氟沙星可 以显著抑制 中国对虾肌 肉 SOD活 

力(P< 0．05)，而对 鳃 SoD 活 力则整 体 呈现促 进 作 用 ，该 浓度 组 肌 肉和 鳃 CAT及 LSZ活 力 整体 高 

于对照组，而 AKP和 ACP活力则显著低 于对照组(P< 0．05)；3O mg／kg诺 氟沙星对 中国对虾肌 肉 

SoD活力呈现先抑制后促进的作用 ，而对鳃 SoD活力则整体呈现抑制作用，该组肌 肉和鳃 CAT活 

力显著 高于对照组(P< 0．05)，肌 肉 I SZ活力呈现先下降后上升的趋势，而鳃 LSZ活力则与对照组 

没有显著差异 ；向饲料 中添加 60 mg／kg诺 氟沙星对 中国对虾肌 肉、鳃 SOD、CAT、I SZ活力整体呈现 

促进作用，而对 AKP和 ACP活性则呈现显著抑制作用(P< 0．05)。 
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ABSTRACT Fenneropenaeus chinensis were fed with norfloxacin(NFLX)at doses of 1 5mg／kg 

(1ow dose group)，30mg／kg(medium dose group)，and 60mg／kg(high dose group)for 7 days，re— 

spectively． The activities of some non-specific immune response enzymes including superoxide dis— 

mutase(SOD)，catalase(CAT)，lysozyme(LSZ)，phosphatase(ACP)，and alkaline phosphatase 

(AKP)in the muscle and gill tissues of the fed shrimps were determined．For the low dose group，the 

SOD activities in the muscle were significantly lower than that of the control group (P< 0．05)，while 

the SOD activities in the gill increased．The activities of CAT and LSZ in the muscle and gill were sig— 

nificantly higher than those of the control group(JF)< 0．05)，and the activities of ACP and AKP were 

inhibited．For the medium dose group，CAT activity in shrimps was significantly higher than that in 
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the control group． The LSZ，and SOD activities in the muscles were first inhibited，and then in— 

creased．The SOD，LSZ and CAT activities in the muscle and gill were activated by 60mg／kg NFLX， 

while the AKP and ACP activities showed no significant difference between the experimental groups 

and the control(P< 0．05)． 

KEY WORDS Norfloxacin Fenneropenae“s chinensis Non～specific immunity 

中国对虾 Fenneropenaeus chinensis主要分布于我国黄 、渤海和朝鲜西部沿海 ，是重要的出口水产品，广受 

国内、外市场欢迎，2007年中国对虾养殖产量已达到 127万 t。然而 ，自1993年 白斑病毒暴发以来 (white spot 

syndrome virus，WSSV)，中国对虾养殖产业就一直受到病害频发 困扰(Zhang et口z． 2007)。如何通过调节 

对虾免疫力从而增加其对致病微生物的抵抗力成为目前研究的热点。无脊椎动物缺乏自身免疫系统而主要依 

赖先天免疫(Hoffmann et a1． 1999)。已有 的研究表明，中国对虾非特异性免疫受到诸多因素 的影响，包括 

氯化铵(哈承旭等 2009)、氨氮(王 珥等 2005)、盐度(Wang et a1． 2006)、中草药 (董晓慧等 2009)和复 

合免疫药物(王宜艳等 2004)等。 

研究发现 ，喹诺酮类药物在抗感染治疗中不仅可以起到对病原菌的选择性抗菌作用 ，还可能影响机体的免 

疫功能(Cuffini et a1． 1994)。诺氟沙星(Norfloxacin，NFLX)作为具有广谱杀菌作用的喹诺酮类药物 ，被广 

泛应用于水产养殖病 害防治并起 到了一定 的积极 效果 (Wang et a1． 2008)。本文分为 高(60mg／kg)、中 

(30mg／kg)、低(15mg／kg)3个浓度剂量向对虾配合饲料中添加诺氟沙星药粉 ，通过测定 中国对虾肌肉和鳃组 

织非特异性免疫因子溶酸酶(LSZ)、超氧化物歧化酶 (SOD)、过氧化氢酶(CAT)、碱性磷酸酶(AKP)及酸性磷 

酸酶(ACP)括性的变化 ，探讨不同浓度诺氟沙星对中国对虾非特异性免疫的影响。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

实验于 2010年 6月 3日开始 ，6月 25日结束 。地点：中国水产科学研究院黄海水产研究所水生动物养殖 

实验室。实验用中国对 虾(5．8± 0．4 g)购 自山东省青岛宝荣水 产科技发展有限公司 ，于实验条件下暂养 

10d，期间每天换水 1次 ，连续充气 ，水温 22± 1℃，每天早晚各投喂对虾配合饲料 1次，每次投喂量为对虾体 

重的 2％(对虾配合饲料购 自山东省青岛长生中科水产饲料有限公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 买验设 计 

实验动物：选择健康 、规格整齐的中国对虾 ，设 1个对照组和 3个实验组(高、中、低剂量组)，每组对虾 100 

尾 。每个实验组对虾分别养在 200 L白色塑料桶 中，每桶 2O只。 

饲料配制及药物添加 ：基础饲料中添加 2 的玉米油 ，使用 2 褐藻酸钠作为粘合剂 ，成形后喷 2 氯化钙 

溶液钙化 。按照每千克虾体质量摄食量 2O g计算，诺氟沙星药粉分别按照 60(高剂量组)、30(中剂量组)和 15 

mg／kg(低剂量组)添加，即高剂量组按照30 g诺氟沙星药粉配制 1 kg饲料；中剂量组按照 15g诺氟沙星药粉 

配制 lkg饲料；低剂量组按照 7．5 g诺氟沙星药粉配制 1 kg饲料。 

投喂及取样 ：实验前 1d停止投喂配合饲料 ，试验组分别投喂含 15、3O、6O mg／kg的饲料 ，对照组投喂不含 

诺氟沙星药粉的基础饲料 ，每天早晚各投喂两次，每次投喂量为对虾体重的 2 ，连续投喂 7d。分别于最后一 

次投喂饲料后的 1、2、4、6、8、12、24、48h取中国对虾肌肉和鳃组织样品 ，每个时间点随机取对虾 8尾 ，样品保存 

于一7O℃冰箱直至分析。 

1．2．2 样 品 处 理 、 

取对虾肌肉及鳃组织样品，加人 9倍体积预冷的 PBS缓冲液(pH 7．2)，于冰上研磨后 ，4℃离心，取上清液 

稀释 10倍后用于酶活分析 。 
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1．2．3 对虾非特异性免疫酶活测定 

超氧化物岐化酶(SOD)酶活测定参照邓碧玉等(1991)的方法；酚氧化酶 (Po)活力参照王 雷等(1995)的方 

法进行；碱性磷酸酶(AKP)及酸性磷酸酶(AcP)活力参照宋善俊等(1991)的方法测定；以溶壁微球菌 Micrococcus 

lysoleikticus冻干粉为底物(购 自南京建成生物研究所)，按照 Hultmark(1980)的方法测定溶菌酶(LSZ)活力。 

1．2．4 统 计 与分析 

采用 SPSS 13．0统计软件进行单因素方差分析 (AN0VA)，用 Duncan’S法对均值进行多重 比较 。 

2 结果 

2．1 诺氟沙星对中国对虾超氧化物歧化酶和过氧化氢酶的影响 

不 同浓度诺氟沙星对中国对虾肌肉和鳃 SOD活性的影响见表 1。由表 1可以看出，低浓度诺氟沙星对中 

表 1 不同浓度诺氟沙星作用下 中国对 虾肌 肉和鳃 SOD酶活性(U／m1) 

Table 1 Effect of NFLX on the activity of S0D in the muscle and gill of F．chinensis 

注：*表示与空 白差异显著 (P< 0．05)；A：低剂量组 ；B：中剂 量组；C：高剂量组 

Note：Data with are significantly different from the control(P< 0．05)；A：Low dose group；B：M edium dose group；C：High dose group 

l 2 4 6 8 12 24 48 

时间 Time(h) 

1 2 4 6 8 12 24 48 

时间 Time(h1 

注 ：*表示与空 白差异显 著(P< 0．05) 

Note： means significant difference from the control(P< 0．05) 

图 1 诺氟沙 星对中 国对虾鳃 和肌 肉 CAT 的影 响 

Fig．1 Effect of NFLX On the activity of CAT in the muscle and gill of F．chinensis 
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国对虾肌肉 SOD酶活力总体呈现抑制作用 ，且与空 白组 SOD活力呈 现出显 著性 差异 (P< 0．05)，而对鳃 

SOD酶活力的影响则刚好与之相反 ；中剂量诺氟沙星对肌 肉 SOD活力呈现 出先抑制后促进 的作用 ，与鳃 的结 

果相似；高剂量诺氟沙星则对肌 肉 s0D呈现出先促进后抑制的显著作用 (P< o．05)，鳃 SOD活力在各时间点 

均表现出显著的抑制作用 。 

由图 1可以看出，诺氟沙星对 中国对虾鳃和肌肉 CAT活力影 响存在剂量效应 ，3种剂量诺氟沙 星对腮 

CAT活性整体呈现促进作用 ，但在 8 h中，高剂量组则呈现显著抑制作用 ，48 h低剂量组亦呈现显著抑制作 

用 ；3种剂量诺氟沙星对中国对虾肌肉 CAT活性总体呈现促进作用，只在 1 h高剂量组和 4 h中、高剂量组呈 

现显著抑制作用(P<0．05)。 

2．2 诺氟沙星对中国对虾溶菌酶活性的影响 

图 2所示为不同浓度诺氟沙星对中国对虾 LSZ活性的影响结果。由图 2可知，诺氟沙星对中国对虾肌 肉 

和鳃 LSZ活性整体呈现促进作用 ，其中高剂量诺氟沙星在各时间点均对 LSZ活性呈现显著的促进作用(P< 

0．05)。中剂量诺氟沙星在 1、2、8、24、48 h对鳃 LSZ活性表现出显著 的促进作用 ，低剂量组则在 24 h前的各 

时间点均表现出显著促进作用(P<0．05)。 

1 2 4 6 8 12 24 48 

时间 Timefh) 

1 2 4 6 8 l2 24 48 

时间Time(h) 

注：*表示与空白差异显著(P<o．05) 

Note： *means significant difference from the the control(P< O．05) 

图 2 不 同浓度诺氟沙星对中国对 虾 LSZ活性的影响 

Fig．2 Effect of NFLX o／1 the activity of LSZ in the muscle and gill of F．chinensis 

2．3 诺氟沙星对中国对虾碱性磷酸酶及酸性磷酸酶的影响 

表 2所示为诺氟沙星对中国对虾肌肉及鳃 AKP活性的影响结果 。由表 2可以看出，不同浓度诺氟沙星对 

中国对虾肌肉和鳃 AKP活性均表现出了显著的抑制作用 (P<o．05)，且 3个浓度诺氟沙星对 AKP的抑制作 

用没有显著差异(P>0．05)。不 同浓度诺氟沙星对中国对虾肌 肉和鳃 ACP活性也总体呈现抑制作用(图 3)。 

其中除 6 h外 ，低浓度诺氟沙星在各个时间点均对肌肉 ACP呈现出显著抑制作用 ，而对鳃 ACP活性在检测的 

各时间点均为显著抑制(P<O．05)；中浓度诺氟沙星除在 8h时对肌肉 ACP活性有显著促进作用外，其他各时 

间点均对肌肉 ACP活性呈现抑制作用 ，而其在最后一次给药后的 6、8、48 h对鳃 ACP活性有显著促进作用 (P 

< 0．05) 

3 讨论 

对虾的抗病防御机制主要是通过非特异性免疫系统来实现 ，非特异性免疫因子的变化常被用来衡量对虾 
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注：*表示与空白差异显著(P<O．05)；A：低剂量组；B：中剂量组；c：高剂量组 

Note： m eans significant difference from the control(P< O．05)；A ：low dose group；B 

l 2 4 6 8 12 24 48 

时 间 Time(h) 

l 2 4 6 8 12 24 48 

时间 Time(h) 

注 ：*表示与空 白差异显著 (P<O．05) 

Note：Columns with * are significantly different from the control(P< O．05) 

图 3 不 同浓度 诺氟沙星对 中国对 虾 ACP活性 的影响 

Fig．3 Effect of NFI X on the activity of ACP in the m uscle and gill of F． chinensis 

免疫活性的大小(董晓慧 2009)。许多研究已经证实 ，氟喹诺酮类抗菌药物可在体 内外影响宿主的免疫系统 ， 

可能与吞噬细胞之间的相互作用及对各种炎症介质细胞因子的作用密切相关(黄 静等 2006)。一些常用药 

物对养殖动物机体免疫功能的研究 引起人们 的关 注，研究表明不同浓度达氟沙 星可 以影响施 氏鲟 Acipenser 

schrenckii非特异性免疫功能(徐连伟等 2007)，氟苯尼考对虹鳟鱼 Oncorhynchus mykiss非特异性免疫也有 

一 定 的影 响 (Lund6n el；a1． 1999)。 

3．1 诺氟沙星对 中国对虾超氧化物歧化酶、过氧化氢酶和溶菌酶活力的影响 

SOD是 生物体 内唯一一 种 以 自由基 为底 物 的抗 氧化酶 (林 庆斌等 2006)，该酶通过催化超 氧 阴离子 

(o。 )发生歧化反应 ，产生过氧化氢(H O )和氧(O。)，平衡体 内的氧 自由基。CAT则水解 H Oz，使体 内 Hz 

O：和 CAT保持在一个平衡的状态 。 
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本实验 中，诺氟沙星对中国对虾肌肉和鳃 SOD总体呈现出低浓度抑制 、高浓度促进的作用，这与氟苯尼考 

对红笛鲷 Lutjanus sanguineus血清 s()D和大黄对凡纳滨对虾 SOD酶活作 用结果相似 (张丽敏等 2007； 

李素莹等 2009)。叶建生等(2008)研究发现 ，盐度突变可以导致 SOD活性显著降低，认为可能与对虾体内产 

生的 O。 不足以导致 S0D活性升高有关。有研究表明，一定浓度的苯并芘和芘的混合物首先对 SOD酶出现 

短暂的诱导 ，高浓度出现诱导的时间 比低浓度早 ，随着 实验时间 的延 则主要表现出抑制效应(王重刚等 

2002)。本实验的结果与上述研究结果相似 ，认为可能与对虾体内 ()。 的变化有关。 

已有研究表明 ，许多参与关键性解毒酶通过暴露而诱导，这是生物体 内解毒系统的一个重要途径 (余 群 

等 1999)。本研究表明，诺氟沙星在较早时间对鳃 CAT有显著诱导作用(P<O．05)，这可能是由于诺氟沙星导 

致机体产生氧 自由基 ，使得 sOD生物合成量增加 ，催化 o 生成 H o：和 0 ，鳃组织为清除过多的 H O ，通过 

自身调节使 CAT的合成量升高。随着实验时间的延长，机体产生了大量的活性氧中间体，超过了机体清除活 

性氧的能力 ，使大量活性氧中间体作用 于酶蛋 白分子的关键性氨基酸残基，导致 CAT上的巯基一SH氧化成 

SOS，从而改变 CAT酶结构 ，降低了 CAT活性(游学军等 2001)。而肌肉组织 CAT活力则在 6～8h有显著 

增加 ，这可能是由于诺氟沙星在两种组织中的分布差异而导致。 

LSZ能水解革兰氏阳性细菌细胞壁的粘肽乙酰氨基多糖并使之裂解被释放 出来 ，破坏和消除侵入机体的 

异物，从而担负起机体防御的功能(M yner et a1． 1993)，其活力是反映动物非特异性免疫功能的重要生理 

指标之一。季节、食物、温度、pH、免疫刺激物等均会引起生物体 LSZ活性的变化(Subbotkina et a1． 2003)。 

有研究表明，美人 鱼发光杆 菌可以提 高凡纳滨对 虾 Litopenaeus vannamei血 清体 LSZ活力 (兰 萍等 

2O1O)，达氟沙星则对施氏鲟血清 I SZ有显著的抑制作用(徐连伟等 2007)。本研究结果表明，高浓度诺氟沙 

星可以显著提高中国对虾肌肉和鳃 I SZ含量 ，这与上述文献报道结果并不相同，可能是由于高浓度诺氟沙星 

可以干扰对虾体内细菌蛋白质的合成 ，从而使溶菌酶吞噬能力增强 ，溶菌酶含量升高(张丽敏等 2007)。董晓 

慧等(2009)发现向饲料 中添加较高浓度的中草药可以显著提高凡纳滨对虾血清 LSZ活力，本研究结果与上述 

结论相似 ，较之低浓度组，高浓度诺氟沙星对中国对虾 LSZ活力有显著的促进作用。 

3．2 诺氟沙星对 中国对虾碱性磷酸酶及酸性磷酸酶的影响 

AKP和 ACP是生物体内重要的代谢调控酶 ，直接参与磷酸的转移和代谢。AKP与膜的物质运输有关 ； 

ACP是溶酶体的标志酶，在血细胞进行吞噬和包囊反应 中，会伴 随 ACP的释放 ，通过水解作用将表面带有磷 

酸酯的异物破坏或降解(王 珥等 2005)。 

研究表明，低浓度氟苯尼考(10 mg／kg)对红笛鲷血清AKP有明显促进作用，而高浓度(20 mg／kg)则表现 

出抑制作用(张丽敏等 2007)；刘立鹤等(2006)向饲料中添加抗生素黄霉素后饲喂凡纳滨对虾，发现低浓度黄 

霉素对凡纳滨对虾 ACP活力有显著促进作用，而高浓度则表现为抑制作用；王永胜等(2008)发现抗生素对凡 

纳滨对虾 AKP酶活性有抑制作用 。本研究结果与上述研究结果并不相同，3个浓度诺氟沙星对 中国对虾肌 肉 

和腮 AKP活性均呈现显著抑制，这可能是由于实验药物 、实验动物与取样组织不同所导致 。 

有研究表明，患病 中国对虾血清 AKP活力显著高于正常虾 ，且不同发病时期变化幅度不同，发病初期血 

清 AKP上升了 54．78％，至病重期病虾 AKP活力升高了82．3 ～93．7 (吴 垠等 1998)，淡水沼虾 c— 

robrachium lamarrei暴露于敌敌畏、罗氏沼虾Macrobrachium lamarrei在氨氮和亚硝态氮作用下也都表现出 

AKP活力增高的现象(0mkar et a1． 1985；王 珥等 2005)，可能是由于生物组织细胞坏死 ，引起细胞核溶 

酶体破裂，ACP和 AKP渗出导致。本研究与上述结果相似 ，高浓度诺氟沙星 12 h对肌 肉 AKP活力 、中浓度 

在 6和 8 h对鳃 AKP活力均有显著促进作用 ，推测可能与上述文献所阐述的组织细胞死亡导致 AKP渗出有 

关。 

本文所测定的几种非特异性免疫酶活性在中国对虾鳃和肌 肉组织中的变化趋势并不完全相 同，这可能是 

由于诺氟沙星在中国对虾机体不 同组织中的残留量不同，其作用 于不同组织的非特异性免疫效应可能存在不 

同，故其对不同组织非特异性免疫酶活的影响程度并不相同，这一现象在凡纳滨对虾上亦有发现(刘立鹤等 

2006) 
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