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溶藻弧菌对三疣梭子蟹溶菌酶和磷酸酶活性的影响 

陈 萍 王清印 李 健 李吉涛 刘 淇 刘 萍 
(中国水产科学研究院黄海水产研究所，青岛 266071) 

摘要 将健康的三疣梭子蟹(平均体重 176 4-21．3g)分别注射 生理盐水和溶藻弧茵，在 感染后 0、 

24、48和 72h分别采集不同处理组梭子蟹的血淋 巴、肌 肉和肝胰腺组织，测定其 中的溶茵酶 (LSZ)、 

酸性磷酸酶(ACP)及碱性磷酸酶(ALP)活性，研 究溶藻弧 茵对三疣梭子蟹体 内免疫相关酶活的影 

响。结果表明，感染组梭子蟹血淋 巴LSZ活性在感染后 24h显著高于对照组(P<0．05)，随后活性显 

著降低(P<0．05)；肌 肉和肝胰腺组织中LSZ活性在感染 24h有稍微上升的趋势，但是随着感染时间 

的延长其活性又逐渐下降，且在感染 48h后分别显著低于对照组(P<0．05)。感染组梭子蟹不同组 

织 中ACP和 ALP酶活随着感染时间的延长均呈下降的趋 势，且 感染 48h后显著低于对照组 (P< 

0．05)。试验表明，三疣梭子蟹感染溶藻弧菌后对机体免疫相关酶活指标的影响较大，导致机体免疫 

防御能力的减弱。 
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Effects on lysozyme and phosphatase activities of Portunus 

rf 易 rc Zn infected by Vibrio alginolyticus 
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ABSTRACT Healthy Portunus r 6Prf Za (averaging body weight 176± 21．3g)were 

used to determine the changes of the immunity enzyme activities in haemolymph，muscle and 

hepatopancreas tissue after the crabs were inj ected with 0．9 Nacl solution(Contro1)and V／b— 

rio alginolyticus．The relative immunity indicators were measured at Oh，24h，48h and 72h af— 

ter the infection．The results showed that：The lysozyme(LSZ)activity of heamolymph in— 

creased significantly(P< 0．05)in V．alginolyticus infected crabs in the initial 24h，but at 48h 

and 72h the activity reduced significantly (P< O．O5)below the control leve1．The LSZ activities 

of muscle and hepatopancreas decreased significantly after infection(P <O．0 5)．Both the ACP 

and ALP activities reduced significantly in the heamolymph，muscle and hepatopancreas tissue 

of infection group respectively(P< 0．05)．However，the control crabs did not experience any 

significant variation in LSZ，ACP and ALP activities in all the tissues．The results of this study 
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indicated that immunity enzyme in P． trituberculatus infected by V． alginolyticu was induced 

more significantly，which accompanied by weakened immunity ability of the crabs． 

KEY WORDS Portunus trituberculatus Vibrio alginolyticus Lysozyme(LSZ) 

Acid phosphatase(ACP) Alkaline phosphatase(ALP) 

三疣梭子蟹 Portunus trituberculatus广泛分布于中国、朝鲜和 日本等海域 ，其 中我国分布最广 ，主要在山 

东半岛、浙江 、广西 、广东 、福建和南海等水域 ，是我国重要 的渔业捕 捞对象和海水养殖对象 (堵南山 1993)。 

随着三疣梭子蟹养殖规模 的不断扩大和养殖环境的污染，各种病害也接踵而至 ，近几年 由病原菌引起 的“牙膏 

病”给梭子蟹养殖业带来了重大经济损失(魏育红等 2001)。目前，有关“牙膏病”的病原鉴定、病理和组织生 

理变化的研究国内已有不少报道(刘 淇等 2007；施 慧等 2005；许文军等 2003)，但有关病原体入侵蟹 

体时，机体的生理生化指标变化的研究不多。因此，作者通过对三疣梭子蟹进行溶藻弧菌人工感染后，测定其 

血淋巴和体组织中溶菌酶和磷酸酶免疫相关酶活在不同感染时间的变化规律，旨在探讨这些酶参与免疫防御 

的作用机制，以期为三疣梭子蟹免疫机理的深入研究和病害防治工作提供理论依据 。 

l 材料与方法 

1．1 材料 

三疣梭子蟹饲养于黄海水产研究所小麦岛试验基地，平均体重 176--1-_21．3g，每只蟹单笼饲养，每 5只蟹置 

于 1个 200 L PVC桶中饲养 ，持续充气 ，试验期间水温保持在 25~C左右 ，每天喂料换水 1次 。 

1．2 方法 

1．2．1 病原茵的分 离 

菌株 PX25，分离自山东潍坊池塘养殖的患有“牙膏病”的三疣梭子蟹的体组织，并经生理生化特征测定和 

16SrRNA基因序列相似性分析将该病原菌鉴定为溶藻弧菌 Vibrio alginolyticus(刘 淇等 2007)。 

1．2．2 感染实验设计 

将溶藻弧菌接种于 TSA琼脂固体培养基上扩大培养 24 h后 ，用无菌生理盐水清洗 ，配置成 2×10。cell／rnl浓 

度。从每只三疣梭子蟹第 3对步足基部注射 300~1作为感染组；对照组注射等体积无菌生理盐水，在梭子蟹注 

射感染后 0、24、48和 72h分别采集样品用于酶活测定，每个采样时间点每组各取 5只三疣梭子蟹。 

1．2．3 样品制备 

血淋巴制备 。用注射器从三疣梭子蟹第 3或第 4步足基部插入取血淋巴，置于 Eppendorf管 中 4℃过夜， 

经冷冻高速离心吸出血清待测。 

肌肉、肝胰腺匀浆。分别迅速取三疣梭子蟹的肌肉和肝胰腺一80~C冷冻保存，测定时取组织样称重，肌肉 

和肝胰腺样品分别加入 3．5倍和 10倍的 0．1 mol／L磷酸钾盐缓冲液(pH 6．4)，低温匀浆、离心(4"C，5×10 

r／min，10 min)，分别取上清液用于酶活测定。 

1．3 样品分析 

溶菌酶(LSZ)活性用 Huhmark等(1980)改进方法进行。以溶壁微球菌冻干粉为底物，用 0．1mol／L(pH 

值 6．4)的磷酸钾盐缓冲液配制成一定浓度的底物悬液(005 。一0．3)，在此法规定条件下，溶菌活性： 

(U／m1)一(A。一A)／A 

酸性磷酸酶(ACP)活性采用 Kruzel(1982)磷酸苯二钠法，以每 lOOml血清在 37~C与底物作用 60min，产 

生 lmg酚者定义为 1个酶活力单位。试剂购自南京建成生物工程研究所。 

碱性磷酸酶(ALP)活性采用 Kruzel(1982)磷酸苯二钠法，以每 100ml血清在 37℃与底物作用 15min，产 
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生 lmg酚者定义为 1个酶活力单位。试剂购 自南京建成生物工程研究所。 

组织匀浆粗提液中蛋 白含量采用考马斯亮蓝 G-250比色法进行蛋 白定量 ，参照 Bradford(1976)方法稍加 

改进后进行测定 。牛血清 白蛋白(Bovine serum albumin，BSA，购于 AMRESCO公司)作为标准蛋 白。 

1．4 数据处理 

所有实验结果数据均为 5个样 品的平均值 ±SD，结果用 Student’S t—test检验进行组间差异 比较，PG 

0．05表示差异显著 。 

2 结果与分析 

感染组梭子蟹在整个感染试验期间肌肉组织没有发现“牙膏病”肌肉白浊的典型症状 ，但是感染 24h以后 

梭子蟹停止采食，感染 48h开始出现死亡。对照组梭子蟹的采食量在整个试验期没有减少，并且试验期间没有 

死 亡 。 

2．1 溶藻弧菌对三疣梭子蟹溶菌酶(LSZ)活性的影响 
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图 1 对照组和感染溶藻弧菌试验组的梭子蟹血淋巴、肌肉和肝胰腺中 LSZ活性的变化 

Fig．1 Variation in LSZ activities in haemolymph，muscle and hepatopancreas of control and infected crabs 

由图 1可见，感染组梭子蟹血淋巴中 LSZ活性在感染 24h时显著高于对照组(PGO．05，图 1)，而在感染 

48h和 72h活性显著下降，并且低于对照组的正常水平(PGO．05)；肌肉和肝胰腺组织 LSZ活性在感染 24h时 

有升高的趋势 ，但与对照组比差异不显著(P>0．05)，随着感染时间的延长，酶活性又显著下降且低于对照组 

(P>0．05)；注射生理盐水的对照组各组织器官 中 LSZ活性在不同的采样时间没有显著的变化(P>0．05)。 

2．2 溶藻弧菌对三疣梭子蟹酸性磷酸酶(ACP)活性的影响 

三疣梭子蟹注射生理盐水和溶 藻弧菌后 ，不同免疫时间梭子蟹体内 ACP酶活变化见图 2。不同组织 中 

ACP活性分布不 同，从大到小依次为肝胰腺>血淋 巴>肌肉，对照组蟹各组织 ACP活性在不 同的采样时间变 

化不大(P>O．05)；而溶藻弧菌感染的梭子蟹各组织中ACP活性随着感染时间的延长而降低，其中肝胰腺组 

织 ACP活性在感染 24h开始显著低于对照组(PG0．05)，而血淋巴和肌肉组织 ACP活性在感染 48h以后与 

对照组差异显著(PG0．05)。 

2．3 溶藻弧菌对三疣梭子蟹碱性磷酸酶(ALP)活性的影响 

对照组和感染组三疣梭子蟹血淋巴、肝胰腺和肌肉中 ALP活性随着采样时间的变化见图 3。不 同组织中 

ALP活性不同，肝胰腺中最高，肌肉组织中活性最低；与 ACP在体组织中的分布状况一致 ；感染试验组梭子蟹 

血淋巴、肌肉和肝胰腺组织中 ALP活性从感染 48h后随着感染时问的延长均显著降低(PG0．05)，与感染后梭子 

蟹各组织中ACP的变化趋势相似。对照组各组织的ALP活性在不同的采样时间没有显著差异(P>0．05)。 
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图 2 对照组和感染溶藻弧菌试验组的梭子蟹血淋巴、肌肉和肝胰腺中 ACP活性的变化 

Fig．2 Variation in ACP activities in haemolymph，muscle and hepatopancreas of control and infected crabs 
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图 3 对照组和感染溶藻弧菌试验组的梭子蟹血淋巴、肌肉和肝胰腺中 ALP活性的变化 

Fig．3 Variation in ALP activities in haemolymph，muscle and hepatopancreas of control and infected crabs 

3 讨论 

弧菌是海水环境中的常在菌群 ，广泛分布在 自然海区，是一种条件致病菌 ，当养殖动物受伤 、体弱 、抗病力 

降低和环境条件恶化时，弧菌会乘虚而入，引起蟹、虾等各种水产动物的严重疾病，甚至死亡(Moriarty 

1997)。健康三疣梭子蟹体内的微生态处于动态平衡，当注射了病原体溶藻弧菌后，逐渐打破梭子蟹体内的微 

生态平衡，导致梭子蟹免疫防御机能下降。本试验中感染组的梭子蟹注射溶藻弧菌 48h后开始出现死亡的结 

果也说明，三疣梭子蟹在感染溶藻弧菌后可以引起死亡率增加。 

LSZ是吞噬细胞杀菌的物质基础 ，在甲壳动物的免疫防御 中起重要作用。它能够水解革兰氏阳性细菌的 

细胞壁，破坏入侵体内的异物，从而担负起机体防御的功能(陈竞春等 1996)。翟秀梅等(2007)用副溶血弧菌 

对南美 白对虾进行感染试验发现对虾死亡率与感染 时间、浓度呈正相关 ，且肝脏、肌肉溶菌酶(LSZ)酶活性随 

弧菌浓度的增加呈下降的趋势；黄旭雄等(2007)报道，弧菌感染的幼虾 LSZ活性极显著的降低。而本试验中， 

三疣梭子蟹在注射溶藻弧菌 24h后，其血淋巴 LSZ活性显著高于对照组，这种现象可能与 LSZ在体内的作用 

和机体免疫反应有关。当弧菌进入三疣梭子蟹体内，触发了梭子蟹免疫系统并产生免疫反应，促进抗菌蛋白和 

溶菌蛋白的生物合成，从而提高了机体的溶菌酶活力。而在溶藻弧菌感染后期，可能由于三疣梭子蟹血淋巴中 

的某些合成机制被破坏或血细胞 自溶后某些细胞组分可能变成异物 ，需要消耗大量免疫因子 ，导致血细胞数量 

减少，溶菌活力下降(蔡完其等 1994)。 

磷酸酶又称磷酸单酯水解酶，是 可以催化各种含磷化合物水解 的酶类 ，根据 它们催化作用 的最适 pH 特 

性，可分为酸性磷酸酶(ACP)和碱性磷酸酶(ALP)。酸性磷酸酶是吞噬溶酶体的重要组成部分，在血细胞进 

行吞噬和包囊反应中，会伴随有酸性磷酸酶的释放，在体内直接参与磷酸基团的转移和代谢(Lackie 1980)， 

主要存在于动物的肝脏、脾脏、红细胞和骨髓等部位(朱忠勇 1997)。本试验发现，梭子蟹肝胰腺中ACP活性 

最高，其次是血淋巴和肌肉，这与高等动物体内ACP在各组织中的分布情况基本一致。ACP在体内直接参与 

磷酸基团的转移和代谢，有利于其参与机体细胞中的物质代谢，为 ADP磷酸化提供更多所需的无机磷酸，促 

进其生长，从而提高其免疫力(牟海津等 1999)。本试验中在受到溶藻弧菌感染后，三疣梭子蟹各组织器官的 

ACP活性随着感染时间延长持续降低，可能是由于感染溶藻弧菌后导致机体细胞的物质代谢过程紊乱，影响 
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梭子蟹的免疫机能。 

ALP是生物体内的一种重要的代谢调控酶，直接参与磷代谢，亦与 DNA、RNA、蛋白质和脂质等的代谢 

有关 ；它对钙质的吸取 、磷酸钙沉积、骨骼形成 、甲壳素分泌与形成都发挥着重要 的作用 ，对虾、蟹类生存、生长 

有特别重要的意义(孙虎山等 1999)；同时也作为溶酶体酶的重要组成部分，在免疫反应中发挥作用(陈国富 

等 2007)。本研究发现三疣梭子蟹肝胰腺、血淋巴和肌肉组织提取液中均具有碱性磷酸酶，且在肝胰腺中活 

性最高 ，血淋巴次之 ，肌肉组织的活性最低 ，与 ACP活性的组织分布较为相似；同时本试验发现三疣梭子蟹经 

感染溶藻弧菌后，各组织中 ALP活性降低，且在感染后期降低显著，试验结果与陈寅儿等(2006)测定的患“牙 

膏病”的三疣梭子蟹的 ALP酶活显著降低的结果一致，并且与弧菌感染其他水产动物如大黄鱼(鄢庆枇等 

2007)、扇贝(樊甄姣等 2007)的试验结果也基本一致 ，分析原因可能是 由于本试验 中三疣梭子蟹在感染溶藻 

弧菌后对机体有一定的诱导免疫作用，但是时间很短，随着感染时间的延长，溶藻弧菌迅速扩繁，机体的免疫防 

御机能受损，致使酶活显著的降低；这与感染组三疣梭子蟹的采食量减少、死亡率高的结果一致。 

LSZ、ACP和 ALP是衡量机体免疫机能和健康状况的重要指标，在甲壳类机体防御方面担负着重要功 

能，本研究结果表明，随着溶藻弧菌感染时间的延长会引起三疣梭子蟹这些免疫相关酶活的大幅度下降，使得 

非特异性免疫系统遭到损伤，进而引起三疣梭子蟹出现死亡，这一结果有助于我们了解溶藻弧菌对三疣梭子蟹 

机体生理生化方面的影响 ，为其免疫机制及疾病防治的进一步研究提供重要的参考依据 。 
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