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免疫多糖对日本 溶菌酶和超氧化物歧化酶活性的影响  
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（1.宁波大学 海洋学院, 浙江 宁波 315211; 2.宁波大学 应用海洋生物技术教育部重点实验室, 浙江 宁波 315211） 

摘要: 通过对日本 (Charybdis japonica)进行免疫多糖、免疫多糖+溶藻弧菌、溶藻弧菌、生理盐

水 4 种方法的处理, 测定日本 肝胰腺及肌肉中溶菌酶(LZM)和超氧化物歧化酶(SOD)的活性变

化, 探讨免疫多糖对日本 溶菌酶和超氧化物歧化酶活性的影响. 结果表明: 日本 肝胰腺中

LZM 和 SOD 的酶活均高于肌肉中的酶活, 且免疫多糖对肝胰腺的免疫增强效应显著高于肌肉; 

免疫多糖组肝胰腺和肌肉中LZM酶活, 在注射后24 h时显著升高至峰值(P<0.05), 分别为(11.2 ± 

2.78) U·mg-1和(3.75±1.05) U·mg-1; SOD酶活也在 24 h达到最高值, 分别是对照组的 2.2倍和 1.4

倍; 免疫多糖+溶藻弧菌组在 72 h时, 肝胰腺和肌肉中的LZM酶活分别高出溶藻弧菌组 62.8%和

75.2%, 2个组织中 SOD酶活同样显著高于溶藻弧菌组(P<0.05), 是溶藻弧菌组的 3.5倍和 4.2倍. 

由此可见, 免疫多糖对日本 免疫功能有增强作用, 可以提高日本 的抗病能力.  
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日本蟳(Charybdis japonica)隶属甲壳纲、梭子

蟹科、蟳属, 俗称海蟳、石蟹等, 是一种食用价值

较高的经济海洋蟹类, 其肉味鲜美、营养丰富、生

长快, 是具有很好开发前景的养殖种类. 但日本蟳

因细菌和病毒引起的传染性疾病日渐增多, 给日

本蟳的养殖造成了很大困扰.  

甲壳动物无特异性免疫, 体液中不能产生免

疫球蛋白, 缺乏抗体介导的特异性反应, 但它们能

通过非特异性免疫反应清除入侵异物. 这主要依

靠血淋巴中的一些酶(如溶菌酶、酚氧化酶、超氧

化物歧化酶等)、免疫因子(如凝集素、溶血素等)

以及调节因子(如酚氧化酶原)激活系统等[1]. 免疫

多糖(酵母细胞壁)是一种非特异性免疫激活剂, 通

过激活巨噬细胞和补体、促进抗体形成及诱导干扰

素等而增强机体的细胞免疫和体液免疫功能[2-3]. 

不仅可用于鱼类的免疫增强[4-5], 也一直作为甲壳动

物病害防控较为有效的免疫增强剂而备受重视[6-7]. 

近年来, 免疫多糖在提高虾蟹免疫能力, 预防由细

菌和病毒引起的疾病方面的研究报道较多 [8-12]. 

Suphantharika 等[8]利用酵母 β 多糖饲喂斑节对虾

(Penaeus monodon), 发现酵母 β多糖可以作为免疫

增强剂提高斑节对虾血淋巴中 PO 的活性. 陈昌福

等[9]对凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)注射免疫

多糖后能显著提高血清、肌肉和肝胰腺中的酸性磷

酸酶(ACP)、碱性磷酸酶(ALP)及过氧化物酶(POD)

的活性, 增强抗哈维弧菌(Vibrio harveyi)感染的能

力. 徐镇等[10]通过对中华绒螯蟹(Eriocheir sinensi)

口服和注射免疫多糖, 发现免疫多糖能增强中华

绒螯蟹的存活率. 许第新等[11]发现注射免疫多糖的

克氏原螯虾(Procambarus clarkii)肝胰腺中的 ACP、

ALP 活性明显增加. 王洪斌等[12]观察到注射海洋

红酵母多糖 48 h 内, 日本蟳血清中免疫活性因子

均有不同程度的提高, 但其未做进一步的攻毒试

验. 有关日本蟳注射免疫增强剂后, 再感染溶藻弧

菌(Vibrio alginolyticus)的研究尚未见报道. 因此, 

笔者通过对日本蟳注射免疫多糖、溶藻弧菌(攻毒

组)以及免疫多糖+溶藻弧菌 3个处理后, 研究免疫

多糖对日本蟳溶菌酶和超氧化物歧化酶活性的影
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响, 并进一步探讨了免疫多糖对提高日本蟳抗病

能力的作用, 为日本蟳在养殖生产中的防病、抗病

提供参考.  

1 材料与方法 

1.1 实验材料 

从宁波市水产码头购买附肢完整、活力强、大

小均匀的野生日本蟳 100 只, 平均甲长为(7.70± 

0.80) cm, 均重为(80.7±5.6) g. 实验前暂养适应2周, 

水温 21~23℃, 每天吸污, 保持池水清洁. 为避免

其相互争斗采取单个笼养. 

实验所用免疫多糖(酵母细胞壁多糖)从湖北

安琪酵母有限公司购得. 该产品中主要成分为β-

葡聚糖≥29%, α-甘露聚糖肽≥20%, 几丁质≥

2%, 肽类及蛋白质≥30%. 实验用其他试剂或药

品均为国产分析纯.  

1.2 实验设计 

用无菌生理盐水分别配制浓度为 0.5%、1.0%、

1.5%的免疫多糖溶液, 高压灭菌后置4℃冰箱备用. 

经预实验发现 0.5%的免疫多糖溶液比较适合. 实

验分 4 组, 每组 3 个重复, 每一重复 5 只蟹. 第 1

组注射 0.5%生理盐水作为对照; 第 2 组为免疫组, 

注射 0.5%浓度的免疫多糖; 第 3组为攻毒组, 注射

4.25×108 cfu·mL-1的溶藻弧菌; 第 4 组为免疫攻毒

组, 先注射0.5%免疫多糖24 h后, 再注射上述相同

浓度的溶藻弧菌. 各组均于日本蟳第 3步足基膜处

每只注射 0.15 mL 剂量. 每组(免疫攻毒组以 24 h

后为注射0 h)分别在注射前(0 h)及注射后的12、24、

72 h 各取 3 只蟹解剖, 取肝胰腺、肌肉并立即-20

℃冷冻, 以备测定 LZM及 SOD的活性.  

1.3 实验方法 

(1) 组织匀浆液制取. 分别取日本蟳的肝胰腺

和肌肉, 生理盐水冲洗, 用洁净的吸水纸吸去表面

水分, 并分别称取 0.5 g组织块, 冰浴中匀浆, 加入

无菌生理盐水, 使其浓度达到 0.1 g·mL-1, 于 4℃ 

4 000 r·min-1离心 10 min后, 取上清液备用. 

(2) 溶菌酶活性的测定. 用南京建成生物研究

所生产的溶菌酶试剂盒测定. 利用 0.25 mg·mL-1的

混浊菌液, 由于溶菌酶能水解细菌细胞壁上肽聚

糖使细菌裂解而浓度降低, 透光度增强, 根据透光

度的变化来计算溶菌酶的含量. 溶菌酶活力单位

定义为在 OD450每下降 0.001 为 1 个酶活力单位

(U·mg-1). 肝胰腺和肌肉组织匀浆液每个时间处理

组进行 3次平行测试.  

(3) SOD活性的测定. 用南京建成生物研究所

生产的试剂盒, 采用黄嘌呤氧化酶法测定 SOD 活

性, 通过黄嘌呤及黄嘌呤氧化酶反应体系产生超

氧阴离子自由基(O2-), 后者氧化羟胺形成亚硝酸

盐, 在显色剂的作用下呈现紫红色, 用分光光度计

测其吸光度值, 通过公式计算求出被测样品中的

SOD活力. SOD酶活性定义为 1 cm3反应液中 SOD

抑制率达 50%时所对应的 SOD量为一个酶活力单

位(U·mg-1). 肝胰腺和肌肉组织匀浆液每个时间处

理组进行 3次平行测试. 

1.4 数据统计与处理 

试验数据以平均值±标准差表示, 采用 SPSS 

17.0软件进行数据统计分析, 用One-Way ANOVA法

进行显著性检验, 用Duncan检验法进行多重比较.  

2 结果与分析 

2.1 对肝胰腺和肌肉中溶菌酶活性的影响 

4 个处理组的肝胰腺和肌肉中的 LZM 活性变

化如图 1 和图 2 所示, 图中采用 Duncan 氏新复极

差检验法, n=3, a、b、c、d表示同一组别中不同时

间段有显著性差异; A、B、C、D表示同一时间段

中不同处理组间有显著性差异(P<0.05), 以下图同.  

                  
t/h                                                     t/h 

图 1  免疫多糖对日本 肝胰腺中溶菌酶的影响              图 2  免疫多糖对日本 肌肉中溶菌酶的影响 
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图 1 显示, 注射溶藻弧菌的攻毒组, 其肝胰腺

中 LZM 相比对照组显著降低, 且随时间的延长与

对照组差异增大(P<0.05), 72 h 时酶活力仅为对照

组的 1/3; 而免疫组的 LZM 在 24 h 时显著升高至

(11.2±2.78) U·mg-1 (P<0.05), 是对照组近 2 倍, 随

后出现下降, 72 h 时与对照组无显著差异. 经免疫

再攻毒组, LZM 表现为 12 h 时酶活迅速下降为起

始值的 1/3, 此后继续有所下降, 但 72 h 时显著高

于攻毒组(P<0.05), 比攻毒组提高 62.8%.  

图 2 显示, 肌肉中 LZM 活力的初始值仅为肝

胰腺中的 1/2, 且各处理组酶活变化较为平稳, 但

也呈现相似的规律. 攻毒组在 12 h和 24 h时, 肌肉

中 LZM 酶活显著低于对照组(P<0.05), 两者仅约

为对照组的 33%, 72 h 时有所升高, 与对照组无显

著差异; 而免疫组的 LZM 活力 12 h 内表现稳定, 

在 24 h 时显著上升至峰值, 达(3.75±1.05) U·mg-1, 

随后活力又显著降低(P<0.05); 免疫攻毒组 LZM 

活力变化与肝胰腺的免疫攻毒组一致, 但酶活下

降幅度较小, 72 h 时显著高于对照组和攻毒组, 分

别提高 46.3%和 75.2%.  

2.2 对肝胰腺和肌肉中超氧化物歧化酶的影响 

4 个处理组的肝胰腺和肌肉中的 SOD 活性变

化如图 3和图 4所示. 从图 3可见, 攻毒组的肝胰

腺中 SOD 在 12 h 和 24 h 时酶活显著低于对照组

(P<0.05), 分别为对照组的 65%和 87%, 72 h略高于

对照组; 免疫组的 SOD 活力在免疫注射后的 12 h

迅速升高至(67.37±1.01) U·mg-1, 是对照组的 2.6倍, 

此后继续保持较高的酶活, 24 h为对照组的 2.2倍; 

免疫攻毒组的肝胰腺中 SOD 活力在 12 h 时为

(61.65±8.07) U·mg-1, 是对照组的 2.6 倍, 是攻毒组

的 4 倍, 增强效应极显著, 随后有所降低, 但 72 h

时活力高达(82.43±11.08) U·mg-1, 极显著高于对照

组和攻毒组(P<0.01), 是攻毒组的 3.5倍.  

从图 4 可见, 肌肉中初始 SOD 酶活为(9.97± 

0.60) U·mg-1, 低于肝胰腺中的 SOD 初始酶活. 攻

毒组肌肉中的 SOD活力在 12 h后显著低于对照组

(P<0.01), 不足对照组的1/2水平; 免疫组的肌肉中

SOD 酶活, 在 12 h 和 24 h 时显著增强至对照组的

2.5倍和 1.4倍, 24 h后活力显著减弱(P<0.05), 与对

照组无差异; 免疫攻毒组肌肉中 SOD 酶活 72 h内

维持(36.11±7.05)~(54.23±0.36) U·mg-1g, 显著高于

对照组和攻毒组(P<0.01), 是攻毒组的 4.2倍.  

3 讨论 

3.1 免疫多糖对日本    
   
LZM 和 SOD 酶活的增强 

效果 

LZM 是一种碱性蛋白, 非特异性免疫因子的

主要成分能水解革兰氏阳性细菌的细胞壁中粘肤

的乙酞氨基多糖并使之裂解被释放出来, 形成一

个水解酶体系, 也是吞噬细胞杀菌的物质基础, 能

破坏和消除侵入体内的异物, 从而担负起机体防

御的功能, 在动物免疫活动中发挥着重要作用, 溶

菌活力可以作为检测虾蟹机体免疫功能状态的一

个参考指标[13]. SOD是一种重要的抗氧化酶, 作为

活性氧清除剂参与清除体内的自由基, SOD的活性

与生物的免疫水平密切相关, 对于增强吞噬细胞

的防御能力和整个机体的免疫功能有重大作用.  

本实验结果显示, 日本蟳注射免疫多糖后, 免

疫组的肝胰腺中 LZM表现出先降后大幅升高的现

象, 在 24 h达到最高酶活水平, 72 h与对照组无显

著差异, 这个结果与王洪斌等[12]研究的日本蟳血

清中 LZM 酶活变化十分相似. 谭夕东等[14]对中华

绒螯蟹(E. sinensi)注射海藻酸钠也表现出实验组

LZM 活性显著高于对照组, 说明免疫多糖对日本

蟳免疫活性酶LZM的活性有明显的刺激诱导作用, 

激发了日本蟳肝胰腺的溶菌酶免疫应答体系; 而

                   
图 3  免疫多糖对日本 肝胰腺中超氧化物歧化酶的影响      图 4  免疫多糖对日本 肌肉中超氧化物歧化酶的影响
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肌肉中的 LZM 与对照组基本一致, 表明免疫多糖

刺激下 LZM 的免疫反应在肌肉中表达不显著, 印

证了肝胰腺是机体的重要解毒器官.  

免疫组的肝胰腺和肌肉组织中 SOD 酶活也出

现了剧烈的变化, 12 h时迅速升高, 也在 24 h达到

酶活峰值, 都显著高于对照组, 这与沈锦玉等[15]对

中华绒螯蟹的结论一致, 与余水法等[16]添加梯度

浓度β-葡聚糖的基础饲料投喂中华绒螯蟹的 0.5％

组 SOD 活性相似. 可见免疫多糖作为免疫增强剂

具有刺激日本蟳的非特异性免疫功能的作用, 增

强了防御系统. 此后 SOD 酶活趋于下降, 而且肝

胰腺中 SOD 酶活的变化更加强烈. 可以推断, 肝

胰腺的免疫增强效应显著高于肌肉中.  

可见 LZM和 SOD免疫相关酶, 在日本蟳肝胰

腺和肌肉组织中的表达具有明显的组织特异性, 

而且在同一组织中, LZM和 SOD酶活没有表现出

明显的相关性, 只是均表现为肝胰腺中酶活高于

肌肉中的酶活. 这是因为肝胰腺在甲壳动物的消

化、代谢、吸收以及解毒等过程中起到重要的作用, 

免疫相关酶表达较为强烈, 而肌肉组织的生理功

能较为单一, 酶活表达较弱.  

3.2 免疫多糖对日本 抗溶藻弧菌能力的影响 

比较攻毒组和免疫攻毒组肝胰腺和肌肉中的

LZM变化(图 1和图 2), 可发现经溶藻弧菌攻毒后, 

日本蟳肝胰腺和肌肉组织中的 LZM活性都是先稍

有上升, 后活性下降, 且攻毒组肝胰腺和肌肉组织

中 LZM 酶活皆显著低于对照组, 这与黄旭雄等[17]

对中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)哈维弧菌

(V. harvey)感染结果一致. Wang 等[18]对凡纳滨(L. 

vannamei)对虾感染溶藻弧菌 (V. alginolyticus)的  

结果也表明了这一点 . 而陈萍 [19]对三疣梭子蟹

(Portunus trituberculatus)注射溶藻弧菌的研究表明, 

24 h 稍高于对照组, 但随着感染时间的延长, LZM

活性明显低于对照组. 这是因为强烈的免疫反应

使机体中的 LZM 大量消耗, 说明溶藻弧菌也能适

当诱导溶菌活力, 但其诱导能力较弱, 也许是在日

本蟳中表现不明显. 12~24 h 及 72 h 时肌肉、肝胰

腺中免疫攻毒组 LZM 活性均高于攻毒组. 这些说

明注射 0.5%免疫多糖后, 日本蟳再感染溶藻弧菌, 

肌肉、肝胰腺中 LZM 活性会增强, 从而加强机体

的免疫功能, 使得机体更好地抵御病害侵入.  

由图 3和图 4可知, 经溶藻弧菌攻毒后, 肌肉、

肝胰腺中 SOD 活性均呈现先上升后下降趋势, 而

且攻毒组肝胰腺和肌肉组织中 SOD 酶活总体上低

于对照组, 这与刘文珍等[20]对凡纳滨对虾的结果

一致 , 与王洪斌等 [21-22]的用副溶血弧菌 (Bibrio 

Parahemolyticus)和鳗弧菌(vibrio anguillarum)感染

结果也是一致的. 这是由于弧菌导致机体出现过

多自由基, SOD在清除自由基的同时其活性也随之

升高. 但随着注射时间的延长, 自由基扰乱了体内

一些重要生化过程, 机体免疫系统受损, SOD也相

应下降[21]. 而经免疫多糖免疫后再攻毒, 肝胰腺和

肌肉组织中 SOD 酶活皆比攻毒组显著提高, 且从

12 h就呈现良好的免疫增强效应, 72 h时 SOD酶活

最高, 表明此时有最好的免疫增强作用.  

实验证明日本蟳体内的LZM和SOD能够被免

疫多糖激活而起到免疫增强作用, 从而大大提高

日本蟳的免疫能力, 增强了日本蟳抗溶藻弧菌的

能力. 但是, 考虑到本实验是采用注射法, 若运用

于大批量的生产实践中, 存在一定的难度, 因此下

一步研究将用口服或浸泡免疫等更为省时省力的

方法.  
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Effects of Immunopolysacchride on LZM and SOD Activity of Charybdis japonicas 

ZHOU Wei1, XU Shan-liang1,2*, SHI Hao1 

( 1.School of Marine Science, Ningbo University, Ningbo 315211, China;  

2.Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology of Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: The Charybdis japonicas was performed with different treatments: normal saline controled group, 
Vibrio alginolyticus infected group, immunopolysaccharide group, immunopolysacchride and after Vibrio 
alginolyticus infected group. Then we analysed the changes of the lysozyme (LZM) and superoxide dismutase 
(SOD) in the hepatopancreas and muscle. The results showed that the activities of LZM and SOD in 
hepatopancreas were higher than the muscles’. The effect of immunoenhancement on the hepatopancreas was 
also significantly higher than muscle’s. Besides, LZM’s activity of the immune group was elevated to the peak 
(P<0.05) after 24 hours in the hepatopancreas and muscle,which was (11.2±2.78) U·mg-1 and (3.75±1.05) 
U·mg-1. And SOD’s activity also reached the peak after 24 hours, which was 2.2 and 1.4 times of control group 
in the hepatopancreas and muscle. After 72 hours LZM’s activities of the immuned and bacterial infected group 
were 62.8% and 75.2% higher than the bacterial infected group in the hepatopancreas and muscle. The SOD’s 
activities were also significantly higher than bacterial infected group (P<0.05), which were 3.5 and 4.2 times of 
the bacterial infected group. Therefore, immunopolysacchride maked a effective immune enhancement of 
Charybdis japonica and improved the resistance ability of disease. 
Key words: Charybdis japonica; immunopolysacchride; LZM; SOD; immunoenhancement 
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