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副溶血弧菌对南美自对虾生理生化指标的影晌

霍秀梅1 ，2 王斌毛连菊郭郁桂远明l

(1.大连水产学院农业部海洋水产增养殖学与生物技术重点开放实验室，辽宁大连 116023 ; 
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摘 要:在自然条件下从患红体病的养殖南美白对虾肝脏内分离出病原菌一一副溶血弧菌，将该茵通过肌肉

注射的方式，对南美白对虾做感染实验，以探讨副溶血弧菌对南美白对虾生理生化指标的影响。注射弧菌后

南美白对虾死亡率与时间、浓度呈正相关，与半致死剂量呈负相关;虾体肌肉、肝脏组织的超氧化物歧化酶

(SOD) 、溶菌酶(LSZ) 酶活性随弧菌浓度的增加呈下降的趋势，而过氧化物酶(POD) 酶活性呈上升趋势，这可

能是应激反应;醋酶同工酶(EST) 酶带表现出缺失，苹果酸脱氢酶同工酶(MDH)具有明显的组织特异性，并

且两种酶在肌肉组织中表达最强。副溶菌弧菌感染后破坏了虾体的免疫系统，导致免疫机能的损坏，防病、抗

病能力下降，进一步导致虾体患病，甚至死亡。
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The effects of physiological and biochemical index for 
Penaeus vannmei infected with Vibrio parahaemolyticus 
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Abstract : The effects of physiological and biochemical index for white-leg shrimps ( Penαe山 vαnnmei) infected 

with 町brio pαrahαemolyticus were studied in this paper. It is a kind of bacteria -民brio pαrahαemolytic时 that

was isolated from hepatopancreas of diseased shrimps farmed under natural conditions. The infection 

experiment that healthy shrimp muscles were injected with the isolated bacteria - Vibrio pαrahαemolyticus was 

carried out. Mter injection shrimp mortality was positive interrelationship to duration time and the injection 

concentration of Vibrio pαrahαemol')τ~c时， and was negative interrelationship to semilethal concentration 

( LDso). The tests showed that the activity of SOD and LSZ in muscle and hepatopancreas of shrimp declined , 

but activity of POD was ascendant with increase of injection concentration of Vibrio pαrαhaemolyticus. The EST 

bands showed absence. Tissue specific of MDH was very distinct , the expressions of EST and MDH in 

muscle were most strong among examined tissues. After injection of bacterial - Vibrio parahaemolyticus 
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immunity system of shrimp was destroyed that resulted in immunity function damaged , the ahilities of 

preventing disease and disease resistance declined , shrimps suffered from illness , even died. 

Key words: Vibrio pαrahaemolyticus; Penaeus vαnnmei; physiological and hiochemical index 

南美白对虾(Penae山 vannαmei)是目前世界养殖产量最高的三大虾种之该虾生长速度快、含肉

量大，对水环境抗逆能力强、营养要求低。随着对虾养殖规模的不断扩大，集约化程度的不断提高，对虾

养殖病害发生频率亦相应增加，如红体病、红腿病、白斑病、肠炎病、烂鲍病等，严重的对虾病害使对虾养

殖业蒙受巨大损失 [1 ， 2J 迫使人们开始研究其发病原因，寻找诊断[町、控制和防治它们的方法[时]。弧菌

是二种条件致病菌，当养殖水环境恶化，会引起对虾内机能协调失常或组织损伤，降低了对人侵病原体

的防御能力，以致于平时不会构成危害的病原体也会成严重病害[6J 。弧菌病是养殖对虾的主要细菌病

害之一，能够引起水产动物鱼、虾类等大量死亡，有关弧菌病的病理及防治方法的研究国内外已有不少

报道[3刑，但有关生化病理的报道尚不多见[9J 。当病原体入侵虾体时，机体的生理生化指标会发生一系

列的变化。本文从在自然条件下从患红体病的养殖南美白对虾肝脏内分离出病原菌一-副溶血弧菌，

然后将该菌通过肌肉注射的方式，对南美白对虾做感染实验，以探讨副溶血弧菌对南美白对虾生理生化

指标的影响。

1 材料和方法

1. 1 材料

南美白对虾于 2002 年 10 月初，从营口水产研究所试验场购进，虾体长为 9.2 -12.0 cm ，为人工养

殖的海水南美臼对虾。

1. 2 方法

1.2.1 病原菌的分离

患对虾红体病的养殖南美自对虾取自盘锦光合水产公司，从其肝膜脏中分离出 3 种细菌，通过人工

感染，确定其中一种弧菌为致病菌，经鉴定为副溶菌弧菌(归brio parahaemolyticω) [8J 。

1.2.2 感染实验设计

将副潜血弧菌接种于 2% NaCl 营养琼脂固体斜面培养基上扩大培养 24 h 后，用元菌生理盐水清

洗，配置成 0 、3.6 X 102 、3.6 X 103 、3.6 X 104 、3.6 X 105 、3.6 X 106 celllmL 6 个浓度梯度，每组设 2 个平行

缸，实验所用水槽为透明玻璃缸(容量 50 L) ，随机捞取对虾，每缸放 10 尾虾，用水泵通气，待虾体对新

环境适应后，开始实验。每尾虾注射剂量为 0.2 mL，注射部位为对虾的第四到第五腹节处肌肉，其中

O 浓度梯度注射的为生理盐水，实验期间不技饵。在 24 h 、48 h 、72h 、96 h 时观察死亡率，并在 96 h 时

采集虾体，放入超低温冷冻冰箱( -78 "C)中备用。
1. 2.3 样品的制备

肌肉匀浆 虾体去头及外壳，称重，加人 3.5 倍。. 1 mol/L 的磷酸拥盐缓冲液(pH 6.4) ，于 4 "C

冰箱中静止 6 h ，低温匀浆、离心 (4 "C, 5 x 103 r/min ,20 min) ，取上清液用于测定。

肝脏、肠匀浆 取虾的肝脏、肠分别称重，加人 10 倍 0.1 mollL 的磷酸饵盐缓冲液(pH 6.4) ，低

温匀浆、离心 (4 "c ,3.5 X 103 r/min , 10 min) ，取上清液用于测定。其中肠只用于同工酶的测定。

1. 2. 4 实验数据的测定方法

超氧化物歧化酶(SOD) 活性的测定 采用邓碧玉等[ IOJ 改良的连苯三酣自氧化法测定，每毫升反

应液中，每分钟抑制连苯三酣自氧化速率达 50% 的酶量为 1 个活力单位，单位为 U/mL。

溶茵酶(LSZ) 活性的测定 采用南京建成生物工程研究所出售的溶菌酶试剂盒，根据浊度变化

来推测溶菌酶的含量，单位为 U/mL。

过氧化物酶(POD) 活性的测定 按照沃辛通(W orthington) 法 [11 J 测定， 1 个过氧化物酶单位相当
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于在规定条件下，于 25 "C ,pH 7. 0 ，每分钟分解 Iμmol 过氧化氢时所需的酶量，单位为 U/mg。

同工酶电泳及分析 采用聚丙烯酷胶垂直平板不连续凝胶电泳方法，对肌肉、肝脏和肠 3 种组织

进行醋酶同工酶和苹果酸脱氢酶同工酶的电泳研究。具体制胶、电泳、染色过程参照何忠效等[J2] 的方

法。将电泳后所制成的胶板，经扫描仪(Microtek Phantom 4000) 扫描后用 Photoshop 绘制图谱。酶谱示

意图参考胡能书等[ J3] 的方法绘制，酶带的编号参照国际生物化学命名规则而定，把向阳极泳动最快的

同工酶编号为 1 ，如 EST-1 ，并从阳极到阴极依次编号。
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结果

副溶血弧菌对南美臼对虾死亡率的影响

随着注射副溶血弧菌浓度的增大，南美白对虾的死亡率逐渐升高。随着时间的延长，南美自对虾的

死亡率也呈现升高的趋势(表 1 )。表 2 为采用直线内插法计算出的 48 人72h 、96 h 时南美自对虾对所

注射的副溶血弧菌的 LD500 随着时间的延长，南美白对虾对注射副溶血弧菌的半致死剂量 LD50逐渐降

低。

2 

2.1 

表 1 不同注射浓度的副溶血弧菌对南美白对虾死亡率的影晌
The effects of different injection concentration of Vibrio pa叩haemolyticus

on mortaIity of Penacus vannamei 
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Tab. 1 

注射浓度( celVmL) 

24 h 死亡率

48 h 死亡率

72h 死亡率

96 h 死亡率

表 2 不同注射浓度的副溶血弧菌对南美自对虾 LD皿的影晌
Th晴 effect of different i.飞jection concentration of Vibrio parahaemolyticus 

on LDso of Penacus vannamei 

72h 

1. 46 X 104 

96 h 

0.2 X 104 

48 h 

19.28 X 104 

Tab.2 

时间

半致死剂量 LD50 ( celVind) 

3.6XIO' 3.6X10' 3.6X10' 3.6X1伊 3. 6X 10' 

注射浓度/ (cell/皿L)

不同注射浓度副溶血弧菌对南美白对虾
SOD 酶活性的影响

Fig. 1 The effects of different injection concentration of 
Vibrio parahaenwlyticus on superoxide dismutase 

of Penaeus vannamei 

一'一肝脏

一+一肌肉

。

。

副溶血弧菌对南美白对虾各组织酶活性的影响 250

肝脏和肌肉组织中， SOD 酶的活性随着副溶血

弧菌浓度的增加而呈下降趋势，肌肉组织中的活性

值均高于肝脏组织中活性值(图 1 )。在肌肉组织

中， POD 酶活性随副溶血弧菌浓度的增加呈下降趋

势;在肝脏组织中，POD 酶活性随副溶血弧菌浓度增

加呈上升的趋势，并且活性值远大于肌肉组织中的

活性值(图 2) 。

在肝脏和肌肉组织中，溶菌酶活性随副溶血弧

菌浓度的增加呈现升高后下降的趋势。在肝脏组织

中，3.6 X 102 和 3.6 X 103 这两个浓度组的溶菌酶的

活性高于 O 浓度的活性，但差异不显著(P > 0.05) ; 

在肌肉组织中，3.6x102 和 3. 6 X 103 这两个低浓度

组的溶菌酶活性高于 O 浓度的活性，并差异显著

(P <0. 05) (图 3) 。
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不同注射浓度副溶血弧菌对南美白对虾

溶菌酶活性的影响

The effects of differenL injection concenLrations 

of Vibrio parahaerrwlyticus on lysozyme 

of Penaeus vαnname~ 

图 3

Fig.3 

注射浓度/ Ccell/mU 

不同注射浓度副溶血弧菌对南美白对虾

POD 酶活性的影响

The effects of differen川t inje巳t

of vi叼ïb衍r阳 pαrahα配errwlJ严咕LCαuω￡且S on peroxidase 

of Penaeus vannamei 

图 2

Fig.2 

副溶血弧菌对南美臼对虾各组织同工酶的影响

虾体注射副溶血弧菌后，肌肉组织的酶带数目随副洛血弧菌浓度增加呈先增加后减少的趋势，酶带

着色强度也略有变化。在 3.6 X 102 浓度时，增加 EST4 酶带;在 3.6 X 103 和 3.6 X 104 浓度时，也有

EST4 酶带增加，并缺失 EST-8 酶带;在 3.6 X 105 浓度时，也缺失酶带 EST-趴在 3.6 X 106 浓度时缺失

EST-5 -84 条酶带，并有 EST4 酶带增加(图的。

虾体注射副搭血弧菌后，肝脏组织的酶带变化主要表现在 EST-2 - 4 3 条酶带上。 EST-2 在

3.6 X 102 、3.6 X 103 、3.6 X 10
4 ,3. 6 x 10

6 4 个浓度着色强度加深; EST-3 酶带在 3.6 X 103 、 3.6 X 10
4 2 条

酶带着色强度变浅;EST4 酶带在 3.6 X 103 、3.6x104 、3.6x106 3 个浓度组缺失，并且在 3.6 X 105 浓度

时 ， EST4 酶带着色强度加深(图 5) 。
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不同注射浓度的副溶血弧菌对南美白对虾

肝脏醋酶同工酶(EST) 的影响

Fig.5 The effects of different injection concentration 

of Vibrio parahaemolyticus on hepatopancreatic EST 

of Penaeus vannamei 

注射浓!支分别为 l 、0; 2 ,3 , 6 X 102
; 3 、 3.6 X 103 

; 4 、3.6 x104
; 

5 ,3 , 6 X 105
; 6 ,3 , 6 X 106 celllmL 

5 4 3 2 

图 5

.vEST-ll 
6 

不同注射浓度的副溶血弧菌对南美自对虾

肌肉醋酶同工酶(EST) 的影响

Fig. 4 The effects of different injection concentrations 

of Vibrio pαrahaemolyticus on muscular EST 

of Penaeus vannamei 

注射浓度分别为 1 、0; 2 ,3 , 6 X 102 
; 3 ,3.6 X 103 

; 4 、3 ， 6x I04 ;

5 、 3 ， 6 X 105 
; 6 、3.6 x 106 cell/mL 

5 4 3 2 

图 4



虾体注射副溶血弧菌后，肠组织的酶带变化也不 『四.. 

大。 EST-7 酶带的着色强度在(3.6 x102
) - (3.6 x105

) (+).，喃酣

4 个浓度组中加深;在 3.6 X 103 浓度时酶活性最低，

EST-l 和 42 条酶带缺失 ;3.6 X 106 浓度时，有 EST-

5 和 62 条酶带增加(图 6) 。
叫帕 辛苦Ì; \苦吃 川

虾体注射副溶血弧菌后，肌肉组织中 MDH-l 酶(一)辛at"l-矗牛.......(-)- -
带着色强度变浅。在 3.6 X 102 浓度时，酶活性最 i i:;j3;?ii;fi 
弱， MDH-2 酶带缺失，MDH4 酶带着色强度变浅;而

在其它浓度增加 MDH-3 ， 5 和 6 ， 3 条酶带，另外
MDH-2 、4 酶带着色强度加深，并且表现稳定(图7) 0

虾体注射副溶血弧菌后，肝脏组织中酶带数目

有增加，但在 3. 6 X 106 浓度时没有变化。在

( 3 . 6 X 10
2

) - (3. 6 x 10
5

) 4 个浓度组增加 MDH4

酶带，并 MDH-2 酶带着色强度加深。在(3.6 X 10
3

) 

- (3. 6 X 10
5

) 3 个浓度组增加 MDH-3 酶带(图 8) 。
在肠组织中没有检测到酶带。
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不同注射浓度的副溶血弧菌对南美自对虾

肠醋酶同工酶(EST) 的影响

Fig.6 The effects of different injection concentrations 

of Vibrio parahaemolyticus on intestinal EST 

of Penaeus vannamei 

注射浓度分别为 l 、0; 2 ,3.6 X 102 ;3 ,3.6 X 103 
; 4 、3.6x I04 ;

5 ,3.6 X 105
; 6 ,3.6 X 106 cell/mL 

4 3 2 

图 6
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不同注射浓度的副溶血弧菌对南美白对虾

肝脏苹果酸脱氢酶(MDH) 的影响

Fig. 8 The effects of different injection concentrations of 

Vibrio parahaemolyticus on hepatopancreatic MDH 

of Penaeus vannamei 

注射浓度分别为 1 、0; 2 、3.6x I02 ;3 、3.6 x103
; 4 、3.6xI04 ;

5 ,3.6 X 105
; 6 ,3.6 X 106 celllmL 

图 8

6"
MDH-6 

不同注射浓度的副溶血弧菌对南美臼对虾

肌肉苹果酸脱氢酶(MDH) 的影响

Fig.7 The effects of different injection concentrations 

of Vibrio pαrahaemol)咕icus on muscular MDH 

of Penaeus vαnnαmet 

注射浓度分别为 l 、0; 2 ,3. 6 x 102 
; 3 ,3. 6 x 103 

; 4 、3.6 X 104
; 

5 ,3. 6 x 105 
; 6 ,3. 6 x 106 ce\1I mL 
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图 7

副溶血弧菌对南美白对虾死亡率的影响

在自然情况下，弧菌是一种条件致病菌，当养殖动物受伤、体弱、抗病力降低、环境条件恶化时，弧菌

会乘虚而入，引起虾贝等各种动物的严重疾病，甚至死亡[M]O 健康对虾体内的微生态处于动态平衡，当

注射了病原体一一副溶血弧菌后，逐渐打破对虾体内的微生态平衡或使虾体微生态处于紊乱状态，进而

导致对虾发病和死亡。本实验的对虾死亡率的结果也说明，随着病原体浓度的增加、时间的持续，南美

白对虾的死亡率逐渐增加。

副溶血弧菌对南美白对虾各组织酶活性的影响

超氧化物歧化酶(superoxide dismutase , SOD)是自由基清除酶系统中的一个重要酶，研究发现，超

氧化物歧化酶活性与生物的免疫水平密切相关[臼]。在生物体生理机能正常的情况下，清除自由基，使

自由基维持在一个极低水平的平衡状态，以保护生物体内功能大分子不被氧化破坏[叫 O 过氧化物酶

讨论3 

3.1 

3.2 
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(POD)也是机体内重要的抗氧化化酶，能够减少自由基对正常细胞的损伤，对细胞生理代谢过程中产

生的活性氧具有清除作用、具有解毒和防病抗病的能力[ 17] 是机体重要的免疫指标。本实验在肝脏组

织中的 POD 酶活性随弧菌注射浓度的增加呈上升趋势，这可能是一种应激反应，在更高浓度、更长时间

其活性也会下降。在 SOD 酶活性和肌肉组织中 POD 酶活性随弧菌注射浓度的增加呈下降的趋势，由

于大量弧菌侵入到机体内，使机体代谢平衡紊乱，代谢失调，酶活性下降。这与吴惠仙等[ 18] 在日本沼虾

黑鲤病的过氧化氢酶同工酶变化中酶带变化相反:患黑鲍病后，肝脏酶带活性降低，肌肉增加新酶带，这

可能由于两种病的作用机理不同造成。

溶菌酶广泛存在于各种动物的血细胞和血液中，在免疫活动中发挥着重要的作用[川。溶菌酶是一

种碱性蛋白，主要杀死革兰氏阳性菌，其作用机制主要在于它能够破坏溶解细菌细胞壁中的肤聚糖成

分，作用位点在 N- 乙眈葡萄糖胶和 N- 乙酷胞壁酸之间的自 -1 ， 4 糖昔键，从而使细菌的细胞壁破损，

细胞崩解。王雷等[20] 以溶壁微球菌(Micrococcus Lysoleikticus) 冻干粉作为底物进行实验时发现，正常中

国对虾的血淋巴中具有较强的溶菌活力，而濒临死亡的中国对虾血淋巴的洛菌活性基本丧失，由此认

为，溶菌活力可以作为检测对虾机体免疫功能状态的一个有价值的参考，并且其溶菌酶活性变化与本实

验结果-致，低浓度弧菌注射剌激后，血淋巴的溶菌活力大大提高，可见适当的诱导可以提高血淋巴中

溶菌因子的活性，其原因主要在于外来异物进入虾体后，会剌激血细胞迅速作出反应，从而释放出溶菌

酶等具有免疫活性的物质，参与免疫反应;然而当高浓度弧菌剌激后，溶菌活力反而有所降低，并且实验

对虾的游泳能力减弱，取血时血淋巴也不易凝固，可能过量感染破坏了对虾的体质，使对虾发病甚至最

终死亡。丁秀云等[21] 采用大肠杆菌和弧菌注射鲍后，低剂量对鲍体内的防御起到有益的剌激作用，也

与本结果一致;注射高浓度弧菌时活性会下降，此时可能对机体造成了损伤，使代谢水平下降。

本实验结果表明:在副溶血弧菌高浓度时， SOD 酶、POD 酶和溶菌酶活性大幅度下降，副溶菌弧菌

感染后破坏了虾体的免疫系统，导致免疫机能的损坏，防病、抗病能力下降，进一步导致虾体患病，甚至

死亡。 Lightner[22] 指出，看似健康的对虾血淋巴中也可分离出细菌，尤其是弧菌，这往往是由于对虾放

养密度过高以及对虾蜕皮等造成体表损伤，致使细菌进入对虾血淋巴。当它们数量很少时，对虾的免疫

系统可以控制住这些细菌，一旦环境条件恶化，对虾的免疫力下降，随即发生疾病。该病的实质是由于

弧菌侵入对虾的循环系统而导致的败血症。

3.3 副溶血弧菌对南美白对虾各组织同工酶的影响

同工酶是由生物细胞内基因组编码、催化某类生化反应、而本身的分子结构有所不同的一组酶[23]O

醋酶同工酶(EST)是催化醋类化合物水解的酶系，其作用除维持细胞正常的能量代谢外，还能水解大量

非生理正常存在的醋类化合物，被认为可能与机体的解毒作用密切相关[24-剧，本研究中，南美白对虾的

各组织中 EST 表达比较强，其中肌肉表达最强，这与前人所报道的肝脏活性最强不同，这可能是由于肝

脏、肠是主要的消化吸收的场所，弧菌对其的影响明显。在虾体各组织中，醋酶活性随菌注射浓度的增

加呈下降的趋势，影响了醋类代谢的正常进行，从而使机体能量代谢失衡。这与孔凡骏等[3] 研究的对

虾弧菌病的同工酶结果一致。

苹果酸脱氢酶(MDH)是一种催化苹果酸和草酷乙酸相互转变的酶。在细胞中苹果酸脱氢酶是三

竣酸循环中重要的脱氢酶之一，也是兰竣酸循环中脱氢氧化反应的最后→步[27] 它起到承上启下的作

用，它的含量将影响糖的有氧氧化反应的进行，生成的 ATP 量也相应起变化[羽]。南美自对虾体内 MDH
同工酶的表达也是肌肉中最强，与相建海[29] 报道的结果相一致。 MDH 同工酶具有明显的组织特异性，

在肝脏和肠中表达比较弱。本研究中 MDH 酶活性随弧菌注射浓度增加，有增加现象，这可能是一种应

激反应，使机体适应的结果。

同工酶作为生物机体中反映生理代谢变化的标记指标，用于生物体病害的检测与诊断已有许多成

功的报道，已成为虾病诊断的一个生化辅助指标。
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