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嗜水气单胞菌对克氏原螯虾
免疫相关因子活性的影响

刘振兴 陈昌福 高 宇 王美珍 谭晶晶 李革雷

华中农业大学水产学院,武汉430070

摘要 将嗜水气单胞菌(Aeromonashydrophila)用灭菌生理盐水调节至1.5×104cfu/mL(Ⅰ组)和1.5×
106cfu/mL(Ⅱ组)的浓度后,注射法接种克氏原螯虾(Procambarusclarkii)(人工感染),定时检测供试克氏原螯

虾的总血细胞数量(THCs)、淋巴液中酚氧化酶(PO)、超氧化物歧化酶(SOD)、溶菌酶活性和抗菌活力等免疫相

关因子活性的变化状况。结果表明,注射不同浓度的A.hydrophila后的8~48h之间,供试克氏原螯虾的免疫

相关因子的活性发生了显著变化。2个试验组的克氏原螯虾在注射A.hydrophila后8~48h内,THCs和SOD
活性显著低于注射生理盐水的对照组,其中Ⅰ组克氏原螯虾的THCs和SOD活性分别于注射感染的12、24h
降至最低值,于48、96h恢复至正常值;而Ⅱ组克氏原螯虾的THCs和SOD活性均于48h降至最低值,于96h
逐渐恢复。Ⅰ组克氏原螯虾在注射A.hydrophila后12~48h,溶菌活力、抗菌活力和PO活性均显著高于对照

组,并分别于24、24、48h达到最大值,96h后恢复正常;而Ⅱ组克氏原螯虾在注射A.hydrophila后12~48h,

溶菌活力、抗菌活力和PO活性均显著低于对照组,均于48h降至最低,96h后逐渐恢复接近正常值,但是仍然

低于对照组。
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  克氏原螯虾(Procambarusclarkii)是目前全世

界养殖范围最广的淡水螯虾养殖种类[1]。近几年,
国内人工养殖克氏原螯虾的热潮正在兴起,仅湖北

省在2008年的克氏原螯虾养殖面积就达到了数万

公顷[2]。然而,由于广大的养殖业者对克氏原螯虾

的生物学特性缺乏深入的了解,所采取的养殖模式、
养殖环境以及控制疾病的方法不适宜等,导致人工

养殖克氏原螯虾的病害越来越频繁地发生[3]。国内

外已相继报道了人工养殖螯虾的多种病原体,如螺

原体(spiroplasma)、副溶血弧菌(Vibrioparahae-
molyticus)、嗜水气单胞菌(Aeromonashydrophi-
la)、拟态弧菌(Vibriomimicus)、螯虾丝囊霉(Aph-
anomycesastaci)等[4-7]。

气单胞菌(Aeromonas)普遍存在于各种水体

中,也是养殖水环境中正常菌群构成种类之一,多数

气单胞菌属的细菌被认为不是克氏原螯虾的主要致

病菌[8]。笔者以淡水鱼类细菌性败血症病原嗜水气

单胞菌作为攻毒菌种,初步研究克氏原螯虾在注射

嗜水气单胞菌后1~96h总血细胞数量(THCs)、酚
氧化酶活性(PO)、抗菌活力、溶菌酶活性、超氧化物

歧化酶(SOD)等甲壳动物免疫机能常规评价指标的

变化规律,以期初步了解病原入侵后克氏原螯虾的

防御及免疫应答机制。

1 材料与方法

1.1 供试克氏原螯虾的来源

采用从武汉市白沙洲水产批发市场购买的平均

质量为(15.2±2.6)g、活泼而无伤残的克氏原螯

虾作试验虾。暂养2周后,挑选无损伤、有活力的蜕

皮间期的克氏原螯虾用于本试验。
1.2 嗜水气单胞菌的培养

采用已被证实对淡水螯虾以及淡水鱼类具有高



 第3期 刘振兴 等:嗜水气单胞菌对克氏原螯虾免疫相关因子活性的影响  

致病 力[9]的 嗜 水 气 单 胞 菌 作 为 试 验 菌 株。将

A.hydrophila接种在BHI液体培养基中,于28℃
条件下培养24h,再以4000r/min离心15min集

菌,用无菌生理盐水将菌液浓度调整到1.5×104和

1.5×106cfu/mL,即为人工致病用活菌液。
1.3 试验设计

试验共3个处理组,生理盐水注射组(SaIn)、

1.5×104cfu/mL嗜水气单胞菌注射组(GroupⅠ)、

1.5×106cfu/mL嗜水气单胞菌注射组(GroupⅡ),
以无任何处理的克氏原螯虾为对照组,每组放养50
尾虾,生理盐水采用0.65%的无菌生理盐水,注射

部位为虾的腹血窦,注射量为0.1mL。
1.4 样品的采集和免疫指标的测定

在试验开始的第0、1、4、8、12、24、48、96小时,
每组取6尾虾,用1mL无菌注射器自虾头胸甲后

插入围心腔抽取500μL血淋巴,置于无菌Eppen-
dorf管中,立即加入等体积预冷的抗凝剂阿氏液

(Alsever’ssolution),摇匀,取100μL抗凝血用于

总血细胞(THC)的计数,余下的4℃,3000r/min
离心10min即得血清,-80℃保存用于PO、SOD、
溶菌活力和抗菌活力的测定。

血清酚氧化酶(PO)活性测定:以L-多巴为底

物,采用改进的Ashida等的方法[10-11],在96孔酶标

板中进行。把10μL血清加入96孔酶标板中,然后

向各孔中加入200μL0.1mol/LpH6.0磷酸盐缓

冲液,最后向各样品孔中加入10μL的L-多巴(Sig-
ma)液(0.01mol/L),在酶标仪(550,Bio-Rad)中振

荡4次,每隔4min读取490nm处的吸光值。酶活

力以试验条件下,D490每分钟增加0.001为1个酶

活力单位。
血清抗菌活力测定:采用 Hultmark等[12]改进

的方法进行。将大肠杆菌用0.1mol/L、pH6.4的

磷酸钾盐缓冲液配成一定浓度的悬液(D570≈0.3)
作为底物。取3mL该悬液于试管内置冰浴中,再
加入50μL待测血清,混匀,立即于570nm下测其

A0值,然后将试管移入37℃水浴中作用30min,取
出后立即置冰浴中终止反应,测其A 值。抗菌活力

按[(A0-A)/A]1/2式计算。
血清溶菌活力测定:采用 Hultmark等[12]改进

的方法进行。以溶壁微球菌(Micrococuslysoleeik-
ticus,南京建成生物工程研究所)冻干粉为底物,溶
于0.1mol/L、pH6.4的磷酸钾盐缓冲液中,调整

菌悬液的OD值(D570≈0.3),取3mL该悬液于小

试管内置冰浴中,再加入50μL待测血清混匀,立即

于570nm下测其A0值,然后将试管移入37℃水浴

中作用30min,取出后立即置冰浴中终止反应,测
其A 值。溶菌活力按(A0-A)/A 式计算。

SOD活性测定:按照南京建成生物工程研究

所试剂盒说明操作,一个SOD活力单位(U)定义

为每毫升反应液中SOD抑制率达50%时所对应

的SOD量。
1.5 数据处理

试验数据用SPSS16.0软件进行分析,以平均

值±标准差表示,组间差异用LSD’s多重比较,显
著水平为0.05。

2 结果与分析

2.1 嗜水气单胞菌注射对克氏原螯虾 THCs 的

影响

  如图1所示,对照组和SaIn组THCs在试验过

程中均未发生显著变化,而Ⅰ组和Ⅱ组在注射嗜水

气单胞菌后,均呈现先降低后升高的趋势,并分别于

12、48h降到最低值。试验后第8小时,Ⅰ组和Ⅱ
组THCs显著低于对照组(P<0.05),第12小时极

显著低于对照组(P<0.01)。试验后第24小时,Ⅰ
组THCs略有回升,但仍显著低于对照组,48h恢

复至正常水平,而Ⅱ组THCs在试验后24、48h仍

极显著低于对照组,96h逐渐恢复至正常水平。

*:P<0.05;**:P<0.01;下图同 Thesameasbelow.

图1 嗜水气单胞菌对克氏原螯虾THCs的影响

Fig.1 EffectsofA.hydrophilainjectionon
theTHCsofProcambarusclarkii

2.2 嗜水气单胞菌注射对克氏原螯虾溶菌活力的

影响

  如图2所示,4个实验组在0h以及注射后1~
8h溶菌活力均无显著变化。Ⅰ组在注射后12、
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48h抗菌活力显著高于对照组,于24h达到最大

值,与对照组差异极显著,并于96h恢复至正常水

平。Ⅱ组在注射后第8小时抗菌活力低于对照组,
但差异不显著,注射后12h与对照组相比差异显

著,24、48h差异极显著,96h逐渐回升。

图2 嗜水气单胞菌对克氏原螯虾溶菌活力的影响

Fig.2 EffectsofA.hydrophilainjectiononthe
lysozymeactivitiesforProcambarusclarkii

2.3 嗜水气单胞菌注射对克氏原螯虾抗菌活力的

影响

  如图3所示,对照组和SaIn组抗菌活力在整个

试验过程中未发生显著变化。而Ⅰ组和Ⅱ组在注射

嗜水气单胞菌后12~48h抗菌活力与对照组相比

均发生显著变化。Ⅰ组在注射后4h抗菌活力开始

呈现先升高后降低的趋势,并于24h达到最大值,
其中第12和48小时与对照组相比差异显著,第24
小时差异极显著。Ⅱ组在注射后8h抗菌活力逐渐降

低,于48h达到最低值,96h逐渐恢复,其中第12小

时抗菌活力显著低于对照组,24、48h差异极显著。

图3 嗜水气单胞菌对克氏原螯虾抗菌活力的影响

Fig.3 EffectsofA.hydrophilainjectiononthe
antibacterialactivitiesforProcambarusclarkii

2.4 嗜水气单胞菌注射对克氏原螯虾 SOD 活性的

影响

  如图4所示,4个实验组在试验后4hSOD活

性均未发生显著变化,Ⅰ组和Ⅱ组在注射后8h
SOD活性逐渐下降,并分别于24、48h降至最低

值,96h恢复至正常水平。Ⅰ组在注射后8hSOD
活性与对照组相比略有降低,但差异不显著,12~
48hSOD活性显著低于对照组,其中第12、24小时

差异极显著。Ⅱ组在注射后8~48hSOD活性显

著低于对照组,其中第12、24、48小时差异极显著。

图4 嗜水气单胞菌对克氏原螯虾SOD活性的影响

Fig.4 EffectsofA.hydrophilainjectiononthe

SODactivitiesforProcambarusclarkii

2.5 嗜水气单胞菌注射对克氏原螯虾 PO 活性的

影响

  如图5所示,4个实验组在0h以及试验后1~
8hPO活性均未发生显著变化,而Ⅰ组和Ⅱ组在试

验后12~48hPO活性与对照组相比均发生显著变

化。Ⅰ组PO活性于注射后8h开始增加,并于48h

图5 嗜水气单胞菌对克氏原螯虾PO活性的影响

Fig.5 EffectsofA.hydrophilainjectiononthe
POactivitiesforProcambarusclarkii
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达到最高值,96h恢复至正常水平,其中8h与对照

组相比差异不显著,12h显著高于对照组,24、48h
极显著高于对照组。Ⅱ组PO活性于注射后8h
开始降低,并于48h降到最低值,96h逐渐恢复,
但仍低于对照组,其中8h与对照组相比差异不显

著,12、24h显著低于对照组,48h极显著低于对

照组。

3 讨 论

尽管甲壳动物不具有获得性免疫特有的免疫球

蛋白,但是和大多数无脊椎动物一样,它们具有有效

抵御病原微生物入侵的先天免疫系统,其先天免

疫机制包括吞噬、包囊、节结形成、血细胞凝集、抗
菌肽的释放以及酚氧化酶原系统介导的黑化作用

等[13]。
血细胞在甲壳动物免疫防御中发挥重要作用,

其数量作为甲壳动物的应激和免疫指标,随环境的

变化影响较大,尤其当受到病原侵袭时,血细胞数量

会发生显著变化[14]。本研究发现,克氏原螯虾经嗜

水气单胞菌注射后THCs在一定时间内逐渐减少,
并且随着菌浓度的增大,其减少越显著。斑节对虾

(Penaeusmonodon)经 鳗 弧 菌(Vibrioanguilla-
rum)注射后血淋巴中总血细胞数量(totalhaemo-
cytecounts,THCs)和各种血细胞数量(differential
haemocytecounts,DHCs)显著降低[15]。此外,体内

注射脂多糖、β-葡聚糖等病原成分也能够显著降低

甲壳动物的THCs[16]。
当机体受到病原入侵,血细胞首先参与免疫应

答进行吞噬或被诱导脱颗粒[17],从而导致THCs的

减少,另外,THCs的减少可能与病原入侵对甲壳动

物造血器官的破坏有关,对虾白斑综合症病毒能够

在对虾眼睛和淋巴器官中增殖[18],导致其功能减

退,而眼柄窦腺分泌物和淋巴器官干细胞对血细胞

的增殖起主要作用[19]。
酚氧化酶原系统(proPO)是甲壳动物体液免疫

主要组成之一,在对对虾和螯虾的研究中发现,pro-
PO在识别非己和抵御病原过程中发挥重要作用,
同时机体的PO水平也是衡量其免疫水平常用的重

要因子[20]。本试验发现,克氏原螯虾经低浓度嗜水

气单胞菌注射后,PO活性在一定时间内被激活,呈
现上升的趋势,而经高浓度注射后,PO 活性被抑

制,呈较低水平。同样,Sung等[21]以103cells/g维

罗纳 气 单 胞 菌 注 射 罗 氏 沼 虾 (Macrobrachium
rosenbergii)后发现,细胞内PO活性迅速增强,并
于24h后恢复至正常水平。而Sahoo等[22]进一步

研究表明,罗氏沼虾经低浓度嗜水气单胞菌注射后,
酚氧化酶活性在短时间内迅速升高,而后逐渐降低,
而经高浓度注射后,其活性显著降低。欧洲龙虾

(Homarusgammarus)在注射溶藻弧菌(V.an-
guillarum)后24h,其proPO 转录水平均显著增

加[23]。
甲壳动物抗菌物质包括凝集素、抗菌肽、溶菌酶

等,他们是体液免疫的主要成分。抗菌因子存在于

多种组织中,而血细胞是这些抗菌物质合成和储存

的主要场所。当血细胞受到病原和免疫增强剂刺激

时,这些抗菌物质就会释放到血淋巴中[24]。与本研

究结果相似,王雷等[25]研究证明正常中国对虾的血

淋巴抗菌活性较高,而濒死中国对虾几乎丧失抗菌

活性,由此可知,溶菌活力可以作为监视甲壳动物免

疫机能的有效指标,并且低浓度弧菌注射刺激后,血
淋巴的溶菌活力大大提高,而当高浓度弧菌刺激后,
溶菌活力反而有所降低。南美白对虾和中国明对虾

分别经副溶血弧菌和哈维氏弧菌感染后,溶菌活性

均 显 著 降 低,并 且 随 注 射 浓 度 的 增 加 呈 下 降

趋势[26]。
超氧化物歧化酶(SOD)是机体快速有效清除活

性氧的重要抗氧化酶,是生物体防御氧化损伤的重

要酶类。SOD活性与生物的免疫水平密切相关,并
已在多种十足类甲壳动物中证明了其在免疫调节中

的作用。与本试验研究结果相似,当机体受到细菌

和真菌入侵时,SOD活性会降低。Li等[27]在对凡

纳宾对虾(Litopenaeusvannamei)的研究中发现,
当其经溶藻弧菌(Vibrioalginolyticus)注射后3h
SOD活性显著降低,72h后恢复至正常水平,并且

随注射浓度的增加呈下降的趋势。Cheng等[28]研

究表明,罗氏沼虾(Macrobrachiumrosenbergii)经
格氏乳球菌(Lactococcusgarvieae)注射后,肝脏中

细胞质锰SOD(cytMnSOD)和铜锌SOD(CuZn-
SOD)转录水平显著降低,证明大量细菌侵入到机

体后,SOD表达细胞数量减少,导致酶活降低,进而

造成机体代谢平衡的紊乱。
作为细菌性败血症病原的嗜水气单胞菌既然是

水体中正常的条件致病菌,那么当养殖环境恶化,养
殖动物免疫机能下降,就有可能导致疾病的暴发。
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因此,养殖户要结合克氏原螯虾的生物学特性,控制

养殖密度和养殖环境,以有效减少疾病的暴发。陈

昌福等[5,29]曾通过人工感染致病菌再治疗以及对患

病克氏原螯虾分离的致病菌进行药物敏感试验均获

得敏感有效的治疗药物,为克氏原螯虾的疾病防控

提供了科学依据。
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EffectsofAeromonashydrophilainjectiononrelated
immunityfactorsofredswampcrayfishProcambarusclarkii

LIUZhen-xing CHENChang-fu GAOYu WANGMei-zhen TANJing-jing LIGe-lei

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Healthyredswampcrayfish,Procambarusclarkiiwereartificiallyinfectedbyinjected
withAeromonashydrophilaattheconcentrationof1.5×104(GroupⅠ)and1.5×106cfu/mL(Group
Ⅱ).Immunityfactorsincludingtotalhaemocytecounts(THCs),phenoloxidase(PO)activity,superox-
idedismutase(SOD),lysozymeactivityandantibacterialactivityinthehaemolymphwereexaminedat
1-96hpostinfectionatregulartime.Theresultsshowedsignificantdifferenceswereobservedinimmune
indicatorsoftwoinfectedgroupsduring8-48hpostinfection.THCsandSODactivitiesoftwotreatment
groupssignificantlydecreasedafter8-48hcomparedtocontrol,andTHCs,SODactivitiesofgroupⅠde-
creasedtothelowestlevelafter12,24h,andreturnedtooriginallevelafter48,96hrespectively.How-
ever,THCs,SODactivitiesofgroupⅡdecreasedtothelowestlevelafter48h,andrecoveredgradually
after96h.Lysozymeactivity,antibacterialactivityandPOactivityofgroupⅠweresignificantlyhigher
thanthoseofthecontrolgroupafter12-48h,andreachedtothetoplevelafter24,24and48h,respec-
tively,andfinallyreturnedtooriginallevelafter96h.Significantdecreasewasobservedinlysozymeac-
tivity,antibacterialactivityandPOactivityofgroupⅡafter12-48h,andthelowestlevelwasobserved
after48h,thengraduallyrecoveredafter96h.

Keywords Aeromonashydrophila;redswampcrayfish(Procambarusclarkii);relatedimmunity
factors;phenoloxidase(PO)activity;superoxidedismutase(SODactivity);lysozymeactivity;antibac-
terialactivity
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