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摘要: 以哈维氏弧菌( Vibr io harveyi )和溶藻弧菌( Vibr io anguila rum )分别对大黄鱼( Pseudosciaena crocea )进行病原

接种实验, 24 h 后测定肝、脾、鳃的碱性磷酸酶( Alkaline phosphatase, AKP)、酸性磷酸酶( Acid phosphatase, ACP)、过氧

化氢酶(Catalase, CAT)、超氧化物歧化酶( Superoxide dismutase, SOD)、溶菌酶( Lysozyme, LSZ)和酚氧化酶( Phenoloxi2

dase, PO)活性. 结果表明:弧菌入侵 24 h 后,与吞噬作用相关的水解酶 ACP、AKP 变化不显著, 肝脏溶菌酶 LSZ活性降

低,出现典型病症, 可能是由于应激反应引起非特异性免疫机能下降所致;抗氧化酶 CAT、SOD变化显著, 对清除代谢产

生的活性氧有重要作用; 6 种酶中, LSZ、CAT、SOD 和 PO 对病原反应敏感, 适合作为 2 种弧菌入侵的检测指标.
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  大黄鱼( Pseudosciaena crocea )是我国最重要的

海水养殖种类之一, 但是随着养殖业的迅速发展, 密集

的养殖模式导致大黄鱼养殖病害频发, 严重影响了养

殖效益. 哈维氏弧菌 ( Vibr io har vey i ) 和溶藻弧菌

(Vibrio anguil lar um)都是诱发大黄鱼弧菌疾病的主

要病原菌[ 1- 2] ,通过口或伤口感染,可致使大黄鱼肌肉

溃烂化脓以及内脏器官的严重病变[ 3]或引起败血症而

导致病鱼死亡
[ 4]
.目前, 2种病原菌的致病机理尚在研

究之中.

本文以哈维氏弧菌和溶藻弧菌菌悬液分别注射接

种健康大黄鱼, 检测病原接种后大黄鱼不同组织的碱

性磷酸酶、酸性磷酸酶、过氧化氢酶、超氧化物歧化酶、

溶菌酶和酚氧化酶活性变化, 探讨 6种酶的免疫防御

作用,筛选对病原反应较敏感的指标,为大黄鱼病害的

免疫防治提供参考资料和理论依据.

1  材料与方法

1. 1  实验材料
取宁德养殖场的健康大黄鱼, 体长( 26. 83 ? 1. 17)

cm, 体质量( 329. 85 ? 55. 73) g.

1. 2  致病菌来源
哈维氏弧菌为本实验室保存菌株 (编号: TS2

628) ;溶藻弧菌菌株(编号: Grop01)由厦门出入境检

验检疫局提供.

1. 3  病原接种实验
菌株接种于 2% NaCl的 LB琼脂培养基, 27 e 培

养 24 h, 用 0. 85%的生理盐水洗脱菌落, 经比浊法计

数,调整浓度至 5@10
8
CFU/ mL,用于人工病原接种

实验.

选取健康实验鱼,于消毒水体中暂养 7 d,温度 20

~ 21 e ,盐度 1. 020, pH 7. 2~ 7. 8,弱光照,每天换水,

并添加 20%的水.

待实验鱼稳定后, 选状况良好的个体随机分为 3

组,每组 100尾,第 1组腹腔注射溶藻弧菌, 每尾鱼注

射 5@108 CFU/ mL菌液 0. 5 mL;第 2组腹腔注射哈

维氏弧菌,每尾鱼注射5@108 CFU/ mL 菌液 0. 5 mL;

第 3组为对照组注射同等剂量的生理盐水.

1. 4  取  样

注射弧菌 24 h 后, 从各组选取 3尾鱼, 其中实验

组选取体表病症明显的实验鱼,分别取肝、脾、鳃, 分装

于 eppendor f管中,液氮罐中保存.

1. 5  样品处理

取适量肝、脾、鳃组织,经灭菌的生理盐水润洗,用

滤纸吸干后称量, 加入 9 倍体积的 0. 85%的生理盐

水,冰浴下以电动匀浆机匀浆, 4 e 超低温离心( 12 000

r/ min) 20 min,取上清液分装于 eppendorf管中,于超

低温冰箱( - 80 e )中保存.

1. 6  酶活性测定
碱性磷酸酶(Alkaline phosphatase, AKP, EC 31.

3. 1) : pNpp底物法[ 5] , 酶活性单位定义为:每分钟分

解 1 Lmol pNPP 所需的酶量为 1单位;

酸性磷酸酶(Acid phosphatase, ACP, EC 3. 1. 3.
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 图 1 病原接种 24 h 后体表出现病症的实验鱼

A. 鱼体溃烂; B.鳃充血、胸鳍溃疡; C.鱼仰浮于水面

Fig. 1  Symptoms of t he P seudoscia ena crocea at 24 th hour after injected with Vibr io

2) : pNpp底物法[ 5] , 酶活性单位定义为:每分钟分解 1

Lmol pNPP 所需的酶量为 1单位;

过氧化氢酶(Catalase, CAT , EC 1. 11. 1. 6) :钼酸

铵显色法
[ 6]
,酶活性单位定义为:每分钟分解 1 Lmol

过氧化氢为 1单位;

超氧化物歧化酶 ( Superoxide dismutase, SOD,

EC 1. 15. 1. 1) :邻苯三酚自氧化法
[ 7]
, 酶活性单位定

义为:每毫克反应液中,每分钟抑制邻苯三酚自氧化速

率达 50%时的酶量;

溶菌酶 ( Lysozyme, LSZ, EC 3. 2. 1. 17) : 采用

Hultmar k等人改进的方法
[ 8]
, 酶活性单位定义为:以

每毫克酶粗提液蛋白每分钟使混合液吸光度降低的数

值来表示溶菌酶的比活力;

酚氧化物酶 ( Phenoloxidase, PO, EC 1. 14. 18.

1) :采用王雷的方法
[ 9]
加以改进, 酶活性单位定义为:

以每分钟增加 0. 001定义为 1单位.

1. 7  数据处理

用 SPSS( 13. 0)数据分析软件单因素方差分析处

理数据.

2  实验结果

2. 1  病原接种实验后大黄鱼病症

注射 2种弧菌 24 h后,对实验大黄鱼进行解剖及

病症观察,与对照组实验鱼相比较, 2 组病原接种大黄

鱼中均有部分个体出现伤口周围鳞片脱落, 鳃充血、

胸、腹鳍溃疡,鱼体发白, 呼吸困难和仰浮于水面等弧

菌病典型病症出现(图 1) .

2. 2  病原接种试验后酶活性的变化

取哈维氏弧菌和溶藻弧菌病原接种试验后体表出

现明显病变的实验鱼和对照组大黄鱼的肝组织、脾组

织和鳃组织进行 6种酶的活性测定.

2. 2. 1  ACP 活性

对 3种组织样品的 ACP 活性测定结果(图 2)表

明,对照组大黄鱼脾脏的 ACP 活性最高, 为 31. 20,肝

 图 2  2 种弧菌对大黄鱼不同组织 ACP活性的影响

/ * 0表示该组于对照组差异显著( p< 0. 05) ;

/ * * 0表示该组与对照组差异极显著( p < 0. 01) ,

下同

F ig. 2  Effect of Vibr io on acid phosphatase activity of

P . crocea

 图 3  2 种弧菌对大黄鱼不同组织 AKP活性的影响

F ig. 3  Effect of Vibrio on a lkaline phosphatase activity

of P . crocea

脏和鳃组织分别为 5. 97和 5. 95, 明显低于脾组织.分

别注射 2种病原菌后,脾脏和鳃组织的 ACP 活性呈下

降趋势,肝脏的 ACP 活性呈上升趋势, 其中注射哈维

氏弧菌实验鱼的 ACP活性显著提高( p< 0. 05) .
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 图 4  2 种弧菌对大黄鱼不同组织 CAT 活性的影响

F ig. 4  Effect of Vibr io on cata lase act ivity of P . crocea

 图 6  2 种弧菌对大黄鱼不同组织 LSZ活性的影响

F ig. 6  Effect of Vibr io on lysozyme act ivity of P . crocea

2. 2. 2  AKP 活性

3种组织样品的 AKP 活性测定结果(图 3)表明,

对照组大黄鱼各组织中 AKP 活性差异不大, 实验组

除了注射哈维氏弧菌实验鱼鳃组织的 AKP 活性略提

高外,其余各组织的 AKP 活性都略为下降, 但均无显

著差异.

2. 2. 3  CAT活性

从图 4可见, 对照组大黄鱼肝脏的 CAT 活性最

高, 为 181. 54, 显著高于脾脏和鳃组织的 37. 63 和

13. 52. 2种病原接种试验后,实验鱼鳃组织的 CAT 活

性均稍呈上升趋势;脾组织的 CAT 活性均呈极显著

下降趋势;肝组织中, 注射哈维氏弧菌实验鱼的 CAT

活性略升高, 注射溶藻弧菌实验鱼的 CAT 酶活性显

著降低(p < 0. 05) .

2. 2. 4  SOD活性

图 5 表明, 对照组大黄鱼肝脏的 SOD 活性为

7. 64,明显高于鳃组织和脾组织的 3. 62和 1. 60. 2种

病原菌感染后, 3个组织的 SOD活性均发生了显著改

变,其中肝组织的 SOD 活性均显著提高( p < 0. 05) ;

 图 5  2 种弧菌对大黄鱼不同组织 SOD活性的影响

F ig. 5  Effect of Vibr io on superoxide dismutase activity

of P . crocea

 图 7  2 种弧菌对大黄鱼不同组织 PO活性的影响

F ig. 7  Effect of Vibrio on phenoloxidase act ivity of P .

crocea

脾组织的SOD 活性均极显著升高( p < 0. 01) ;鳃组织

的 SOD活性表现为, 注射哈维氏弧菌的 SOD活性显

著升高( p< 0. 05) ,注射溶藻弧菌实验鱼 SOD酶活性

显著降低(p< 0. 05) .

2. 2. 5  LSZ活性

图 6可见, 同 CAT 活性一样,对照组大黄鱼 3种

组织中 LSZ活性也同样表现为肝组织的活性> 脾组

织的活性> 鳃组织的活性, 分别为为 3. 43、0. 44 和

0. 19.分别注射 2 种病原菌后, 鳃组织的 LSZ活性均

显著或极显著高于对照组,脾组织的 LSZ活性无显著

变化,肝组织的 LSZ活性均表现出极显著降低( p <

0. 01) .

2. 2. 6  PO活性

图 7表明, 对照组大黄鱼脾组织、鳃组织和肝组织

的PO活性分别为 4. 30、3. 15和1. 55, 无显著差异.实

验组大黄鱼鳃组织的 PO 活性均略呈下降趋势, 脾脏

的 PO活性无显著变化,肝脏的 PO 活性均显著升高
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(p< 0. 05) .

3  讨  论

3. 1  2种弧菌对溶酶体酶活性的影响

弧菌进入鱼体后, 首先引起机体非特异性免疫应

答,伴随着吞噬细胞的吞噬作用, 溶酶体分泌溶酶体

酶,以防御弧菌对鱼体造成的损伤.溶酶体酶主要包括

ACP、AKP 和 LSZ,在非特异性免疫应答中起着重要

作用.

对照组 ACP活性在脾组织中显著高于肝和鳃,是

由于脾组织含有大量的淋巴细胞、巨噬细胞和噬黑色

素细胞,酸性磷酸酶作为高等动物体内巨噬细胞溶酶

体的标志酶, 在脾组织中含量较丰富[ 10] . 而病原菌作

为生物应激因子,在入侵鱼体后,引起了一系列的应激

反应,其中包括免疫系统的变化[ 11- 12] . 已有研究表明,

应激对鱼类的非特异性免疫细胞具有抑制作用,造成

吞噬细胞的吞噬能力降低[ 13- 14] . 本实验中, 感染病原

24 h的大黄鱼, 除了溶藻弧菌组 ACP 活性在肝组织

中有显著升高外, 注射 2种弧菌对脾、鳃组织的 ACP

活性及 3个组织的 AKP 活性都无显著影响, 可能是

由于鱼体的应激抑制了吞噬作用, 伴随吞噬作用而释

放的水解酶并未被大量激活所致, 但还需进一步证实.

溶菌酶是主要的非特异性免疫因子, 它的活性改

变了反应机体免疫水平. 本实验中,注射 2种病原弧菌

后,大黄鱼肝脏的 LSZ活性均显著降低, 表示在应激

状态下, 鱼体非特异性免疫水平下降, 王文博[ 15]、

Hutchinson [ 16]和陈昌福[ 17]等也发现应激会抑制溶菌

酶活性, 与本实验结果相同.在鳃组织中 LSZ酶活性

显著增高的原因有待进一步研究.

3. 2  2种弧菌对酚氧化酶和抗氧化酶的影响

酚氧化酶是无脊椎动物重要的免疫因子,酚氧化

酶原( pr oPO)被激活再产生黑色素的过程伴随呼吸爆

发[ 18] . 在鱼类酚氧化酶的研究中都发现 PO 酶活性在

异物入侵时有所提高
[ 19- 23]

.本实验实验组大黄鱼肝脏

的 PO酶活性的显著提高,说明应激反应并未抑制 PO

活性,它在应激状态下,依然产生了免疫防御作用. 而

机体的自由基爆发可能也有部分是由于 PO被激活引

起的.

异物入侵会引起机体代谢异常, 从而产生大量的

自由基,而吞噬作用也会伴随产生大量活性氧,引起呼

吸爆发.过氧化氢酶与超氧化物歧化酶共同组成了生

物体内活性氧防御系统, 在清除超氧自由基和过氧化

物、阻止或减少羟基自由基形成等方面发挥重要作

用[ 24] .

本实验中, 抗氧化酶 CAT 和 SOD的活性在肝组

织中显著高于脾、鳃组织.这是由于肝脏是主要的解毒

器官,能够把进入组织的有害物质转化为无毒的成分,

并排出体外,以清除异物对机体的伤害,这个过程中,

会产生大量的活性氧, 另外, 肝脏中脂类含量丰富, 携

带大量自由基[ 25] . 基于这些特点, 肝脏需要较强的抗

氧化系统以维持正常生理状态.

注射弧菌后, 大黄鱼的 CAT 和 SOD活性在肝、

脾组织中有显著变化.脾组织中 SOD酶活性显著增高

而 CAT 酶活性则受到抑制,肝组织和鳃组织的 SOD

和 CAT 活性变化趋势也不相同, 这表明生物体内的

氧化酶保护系统是一个相互制约、互相作用的有机整

体,异物入侵后,它们通过酶活性的不同变化维持一定

的动态平衡以抵抗外界损害, 这与王春琳[ 26]和 Doy2

otte[ 27]等的研究结论相同.

本文研究结果表明, 大黄鱼的 CAT、SOD、PO 和

LSZ对入侵体内的 2 种病原菌反应较敏感, 在非特异

性免疫的启动和效应过程也发挥积极作用, 可能成为

养殖大黄鱼弧菌病早期检测的参考指标.
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Effects of Vibr io harveyi and V. anguillarum on Enzymes Activities
in Different Organs of Large Yellow Croaker

( Pseudosciaena crocea )

HONG Jing2ni, MAO Yong, SU Yong2quan, WANG Jun*

(College of Oceanogrophy and Environmental Science, Xiamen University, Xiamen 361005, China)

Abstract: T he activities of alka line phosphatase( AKP) , acid phosphat ase( ACP) , cata lase( CAT ) , superoxide dismut ase( SOD) , ly2
sozyme( LSZ) , and phenoloxidase( PO) were investigated in different organs at 24th hour after the Pseudosciaena crocea was injected

with Vibr io ha rveyi, Vibr io ang uilla rum and normal saline( control group) r espect ively. The result showed that, except the act ivities

of ACP from the group injected with Vibr io anguilla rum were higher t han those in control group, the activities of ACP and ALP in

the ot her groups were not significantly different from the control. Meanwhile, the activit ies of LSZ in liver were lower than that of the

cont rol observably, maybe due to the non2specific immunity was restrained by stress r eact ions. In conclusion, the activities of LSZ,

CAT, SOD and PO changed significantly, in terms of that they could be the indicators of vibrios infect ion.

Key words: Vibr io harveyi ; Vibr io anguilla rum ; Pseudosciaena crocea ; enzymatic activit ies
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