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有机污染提高对虾对病原菌易感性研究
‘

林 林 丁美丽 孙舰军 朱谨钊 李光友

�中国科学院海洋研究所
,

青岛 � � � � � ��

摘 要 � � � �年� 一 � 月
,

以人工合成饵料作为有机污染源
,

取体长�
、

�� 和��
� � 以

上中国对虾
,

在�
�

� �
,

水族箱中
,

分批进行有机污染提高对虾对病原体 易感性试验
·

对虾在上述环境中培育 �一 �周后
,

测定其对付溶血性弧菌 易感性及体 内与抗病有关

一些酶 的活性
�

结果
�

与对照组相比
,

试验组对虾对病原菌易感性提高� 一 �倍
�
体

内 � � �
、

�� 及溶菌酶活性分别下降约�� �
、

��  和 �� �一 �� 写
�

血细胞数量减少

��  左右
�

这与人工合成饵料在水环境中经分解后
,

产 生一 些对对虾有 害物质
,

其

中以氨氮产生和 � � 减少尤为显著有关
�

关键词 中国对虾 有机污染 抗病力 免疫水平

� 引言

虾池有机污染是导致虾病发生的一个重要外因
,

目前大多数学者 已取得共识
�

虾池有机

污染主要是投饵过多造成的
�

有关投饵过多引起水质的变化 已有一些报导道 ��,
�〕

�

但水质变化

又如何引起虾体内环境变化
,

进而导致疾病发生
,

有关这方面的研究甚少
�

为此
,

我们开展

以下几方面工作
,

即
�

寻找饵料在水环境中经分解后
,

影响虾体抗病力的主要因子
�
对虾体

内几种与抗病有关酶活性及对血细胞超微结构的影响
� 以及改变对虾对病原体易感性等试验

�

以期能对有机污染诱发病害发生的过程与机理有所认识
�

� 材料与方法

�� � 试验用对虾

以中国对虾 �� � � � � � � 。人�� � �  �� � 为材料
,

分别选体长�
、

� �
、

� �� � 以上分批进行试验
·

�� � 试验用海水与饵料

取中科院海洋所水族楼经沉淀
、

过滤的海水
�

饵料为人工合成饵料
�
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一
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�
�

� 试验方法

�
�

�
�

� 有机污染对虾体内抗病特性影响

试验主要是在 �
�

��
“

水体的水族箱中进行的
�

每批试验各设试验组和对照组
,

两组的不同

点
�

�� � 是投饵量差异
,

试验组多于对照组
� �� � 是对照组每天吸底

,

试验组不吸底
�

对照

组 � � � 始终维持在�� � �� �
,

左右
,

而试验组用增减投喂量逐步提高及控制 � � � 在 �� � �� �
�

左右
,

其他管理条件二者相同
�

即试验组用过量投饵方法人为造成有机协迫环境
�

分别用体

长 �
、

� �
、

� �� � 以上的中国对虾进行了 �批试验
�

每组用虾 �� 尾左右
,

试验持续 � 一 �周
�

待试

验结束时
,

分别测定 �组对虾对病原体易感性及有关酶活性
�

�
�

�
�

� 不同温度条件下饵料对水环境的影响

试验是在 �
�

�� �
�

水体玻璃水族箱中进行 的
�

加入人工合成饵料量为�� � � � �
�
�

�组温度分

别为 � �
’

�
、

�� ℃和��
‘

�
,

重复�次
�

�
�

� 分析方法

�
�

�
�

� 水环境中理
、

化及微生物因子分析

用常规方法
�

�
�

�
�

� 对病原体易感性试验

随机取 �组对虾各�一 �� 尾
,

采用肌肉注射法
,

在 中国对虾腹部注射致病菌—副溶血性

弧菌
,

注射量为浓度�
�

� �  丁细胞 �� �
�

的菌悬液 �
�

��
� �

�

�尾
,

观察其死亡率
�

�
�

�
�

� 有关酶活性测定

随机取 �组对虾各�一 �尾
,

从心脏抽取血淋巴混合后进行分析
�

超氧化物歧化酶 �� � � �

选用改良的连苯三酚 自氧化法川
�
酚氧化酶 �� � �

,

以 �
一

� � � � 为底物 比色测定
�
溶菌酶按 � �� �

�

� �
�� 方法进行闭

�

血细胞 内部结构电镜观察
,

取血淋巴在戊二醛中作前固定
,

再经饿酸固定
、

包埋
、

超薄切片
、

染色后观察
�

� 结果与讨论

�
�

� 不同温度条件下
,

饵料对水环境的影响

饵料在 ��
‘

�
、

��
‘

� 及��
’

� 的海水中经 � �
,

分别取样进行分析
,

结果与本底 比较 � � � 分别

上 升 �� �一 � �� �
,

与温度 呈正相关
�

溶氧下 降 �
�

�� 一 �
�

� �� � � �� �
� ,

在 �� � 条件下 下降

�
�

� � � � � � �
� ,

� �
‘

� 下降�
�

� �� � � � �
� ,

� �
‘

� 下降�
�

� � �� � � � �
� ,

温度越高下降越多
�

经�� 水

体中氨氮增加尤为显著
,

达 �
�

�一 ��� 倍
,

增加量也与温度呈正比
�

在微生物方面
,

经 �� 总异

养菌
、

弧菌
、

硫酸盐还原菌
、

氨化细菌及产硫化氢细菌丰度分别上升 �一 �个数量级
,

同样上

升量与温度呈正相关
�

如硫酸盐还原菌在 ��
‘

�
、

��
‘

�
、

及 ��
‘

� 中菌量分别增加 �
、

�和 �个数量

级
�

试验重复 �次
,

获得结果基本一致
�

根据试验结果
,

及参考有关资料进行分析后
,

我们认

为有机物经微生物分解后
,

其代谢产物中氨可能是影响虾体内环境的主要因子
�

同时
,

在此

过程中溶氧急剧下降也是极为重要的因素
�

�
�

� 有机污染对虾体抗病特性影响

�
�

�
�

� 虾体对病原体易感性变化

试验进行 �一 �周后
,

任意取 �组对虾
,

分别在腹部注射浓度为 �
�

� � �。,

细胞 �� �
“

付溶血性

弧菌 �
�

��
� �

“
�

结果试验组与对照组相 比死亡率增加 �一 �倍
,

表 �列 出体长 � �� � 对虾试验结
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果
,

从中不难看 出有机污染组的对虾对病原体的易感性显著提高
�

这与在鱼类等一些海洋动

物情况相似「“一 ’〕
�

表� 比较 �组对虾肌注致病弧菌后死亡率

感染后死亡数

组别 注射尾数
��� �� � � � � � ��

死亡数 � 注射数
��� �� � � � � � ��

有机污染组

对照组 � � �

� � �

� � �

虾体长为 ��� � 左右
,

注射致病弧菌浓度 为�
�

� 又 ��
�

�� ���� � � ,

注射量为�
�

� �� � “� 尾
�

�
�

�
�

� 虾体 内与抗病有关的酶活性变化

为了探索有机污染导致对虾对病原体易感性提高
、

疾病发生的机理
.
在每批试验取样分

析对病原体易感性变化时
,

同时取虾样3一 5尾
,

抽取血淋 巴测定 SO D
、

P O

、

溶菌酶活性
、

血

细胞数
,

以及观察血细胞 内部结构变化
.
试验共进行3批

,

所获得结果基本一致
.
试验组与对

照组相比 S O D 活性下降22 % 左右
,

P O 下降50 % 左右
,

溶菌酶下降26 % 一86 %
,

血细胞数量

减少50 % 左右
,

表2列出体长 10c m 左右对虾的分析结果
.
电镜观察血细胞结构时

,

观察到试验

组对虾血细胞内线粒体中峙不如对照组清晰
.

表2 有机污染对对虾体内一些酶活性及血细胞数影响

溶菌酶 血细胞数

组 别

单位 % 单位 写 单位 % x 105个/
em 3 %

试验组

对照组

168
.
1 77.6 1

.05 48

2]6
.6 100 2

.
20 100

0.097

0
.
160

6 1

100

2
.
27

3. 78

60

100

上述结果表明
:
试验组对虾水环境中

,

由于残饵不断积 累
,

促使各类微生物大量繁殖
,

微

生物分解有机物不仅 消耗大量溶氧
,

同时产生许多代谢产物如氨氮
、

亚硝酸氮
、

硫化氢等
,

特

别是氨氮增加尤为显著
,

导致环境恶化
,

养殖在这样污染压力下的对虾
,

受多种因子综合影

响
,

体内一些重要酶活性明显下降
,

如 SO D
、

P O

、

溶菌酶
.
血细胞数量下降也很明显

·

已知
,

对虾类免疫是以非专一性免疫反应为主
,

其中血细胞 (由透明细胞
、

半颗粒细胞

和颗粒细胞组成 ) 在这一机制中起着重要作用
.
因为一系列免疫反应都由特定血细胞参与

.
如

其防御机制全面的启动关键在于颗粒细胞与半颗粒细胞的颗粒释放
,

颗粒中所含酚氧化酶原

系统的活化
.
原酚氧化酶激活系统实际为防御中心

,

进行识别外来物并联击和增强与抗病有

关的一些反应[8.
’〕
.

酚氧化酶系统中最终活化酶为酚氧化酶
,

同时它可将酚催化为黑色素
.
黑

色素及其中间产物可将一些病原体杀死[1
“〕
.

因此酚氧化酶的活性强弱在一定程度上反映出对

虾抗病力的强弱
.
而超氧化物歧化酶 (sO D ) 是超氧 自由基的天然消除剂

,

可以消除体内多

余的 自由基
,

使 自由基形成与消除处于一种动态平衡中
,

免除对生物体的伤害[11
一 , 3〕

.
S O D 还

具有抗菌
、

抗病毒
、

抗衰老等作用
,

与生物体免疫水平密切相关[1’〕
.
因此

,

可以认为在上述

酶活性下降了的对虾
,

其抵御疾病能力降低
,

势将导致对病原菌易感性的提高
,

病害也就容

易发生
.
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