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提要 以不同浓度的珍珠贝多糖肽投喂合浦珠母贝 ∗ 后 实验合浦珠母贝 Πινχταδα

µαρτενσιι 的血细胞的总量及各种血细胞的数量 !吞噬细胞的吞噬能力 !血清对细菌的凝集 !抑

菌和杀菌活力等都有不同程度的增加 表明该珍珠贝多糖肽可以增强合浦珠母贝非特异性免

疫能力 ∀
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合浦珠母贝 Πινχταδα µαρτενσιι) 是当前我国乃至

全球海水珍珠养殖的主要母贝 ≈ 但在我国近年

的合浦珠母贝人工养殖中 病害增多 ! 养殖环境恶

化以及自身抗病力的下降使其养殖成活率逐年降

低 ≈ ∀由于合浦珠母贝等无脊椎动物不能产生免疫

球蛋白 缺乏抗体介导的特异性免疫反应 它们只能

通过血细胞的吞噬作用 !血清的凝集作用以及血清中

各种非特异性免疫因子的抑菌与杀菌作用等非特异

性免疫反应来抵御各种外来病原的侵害 ≈ ∀已有的研

究表明 合适的免疫刺激剂可以增加生物机体非特异

性免疫能力 提高其整体抗病机能 ∀为此 本文以珍珠

贝多糖肽作为合浦珠母贝的的免疫刺激剂 探讨其对

合浦珠母贝非特异性免疫作用的影响 ∀

材料与方法

实验材料

珍珠贝多糖肽 由中国科学院南海海洋研究所

提供 为珍珠贝软体部酶解后经乙醇提取并喷雾干燥

得到的产品 其多糖肽含量为 ∗ ∀ 多

糖肽的测定方法参照张惟杰 ≈ 和北京大学生化教研

室 ≈ 的方法进行 ∀合浦珠母贝 为中国科学院海南热

带海洋生物实验站 位于海南省三亚市鹿回头 人工

养殖的 龄贝 选择壳长 ∗ 的健康个体 ∀

实验方法

实验合浦珠母贝的养殖 自然海区养

殖的合浦珠母贝经清洗后 置于 ≅ ≅

的室内实验池中充气暂养 再分组实验 ∀实验共分

组 各组在每天上午 时全量换水 次 换水后在各

池中加入适量扁藻 Πλατψµονασ ∀此外 ∗ 组每

天换水 次 并在换水后分别加入不同数量的珍珠贝

多糖肽 使各组水体中多糖肽的浓度依次为 ≅ !

≅ ! ≅ 和 ≅ 第 组为对照组 不

投放珍珠贝多糖肽 ∀每组养殖合浦珠母贝 只 每隔

各组随意取 只检测其血细胞含量及各种非特

异性免疫活性 实验共进行 ∀

血细胞计数及血清的制备方法 以解剖

刀沿贝壳内侧切断闭壳肌并除去一侧贝壳 用滤纸吸

去内脏团表面水分 再用注射器直接从闭壳肌与直肠

之间的心脏内抽取血液 ∀进行血细胞分类与计数时

将抽出的血液以固定染色液稀释 倍并混匀后 直

接用血球计数板于显微镜下计算各种血细胞的数量

和血细胞总量 ∀固定染色液的配方为 磷酸
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缓冲液 ° ≥ 和瑞氏 • 染色液 瑞

氏染料粉末溶于 纯甲醇中 一个月后方可使

用 Β 混合后制成 ∀制备血清时 将心脏内抽出的

血液以 离心 取其上清液即为血

清 ∀

血液中吞噬细胞吞噬能力的测定 以

无菌注射器从心脏内取血 立即滴 滴到盛有

柠檬酸钠溶液的洁净凹玻片凹孔中 轻轻搅动

混匀 再用滴管加 滴金黄色葡萄球菌( Σταπηψλοχοχχυσ

αυρευσ 菌液 浓度 ≅ 于凹孔内 充分

混匀后将凹玻片置于有数层湿纱布的培养皿中 在振

荡培养箱内 ε 温育 ∀然后 用吸管取 滴血

菌混合液于洁净的载玻片上推成薄片 室温下阴

干 接着滴加甲醇固定 ∗ 用蒸馏水冲洗晾干

和用 酒精美兰染色 ∗ 用蒸馏水冲洗 晾

干 ∀ 后置油镜观察 ∀随机计算 个血细胞中的细菌

数 用以下公式计算其吞噬百分率 Π° 和吞噬指数

Π ≈

Π° 个细胞中吞噬有细菌的细胞数 ≅

Π 个细胞内吞噬细菌的总数 ≅

血清对细菌的凝集作用 取冷冻保存

的副溶血弧菌 ςιβριο παραηαε µολψτιχυσ 扩大培养后 用

° ≥ 制成菌悬液 浓度为 ≅

在血凝板上与等量的 倍梯度稀释的血清

混合 在振荡培养箱内经 ε 保温 后移至 ε 过

夜 检测其凝集效价 ≈ ∀每组重复测量 次 取平均

值 ∀

血清抑菌活性的测定 以血清将滤纸

片 直径为 全部浸透 然后置于分别涂布有

金黄色葡萄球菌和副溶血弧菌菌液 菌液浓

度均为 ≅ 的平板表面 培养 后 观

察并记录滤纸片周围形成抑制圈的大小 ≈ ∀

血清杀菌活性的测定 将金黄色葡萄

球菌以无菌 ° ≥配制成浓度约为 ≅ 的

菌悬液 将该菌液与等量血清混合 空白组用

° ≥代替血清 并于 ε 震荡 后 取混合液

涂布于平板 ε 培养 计算平板上菌落

的数量 ≈ ∀

珍珠贝多糖肽对合浦珠母贝抗病力的

影响 以不同剂量的珍珠贝多糖肽投喂合浦珠母贝

后 分别以合浦珠母贝溃疡病病原溶藻弧菌进行

浸泡和注射感染 每组随意取实验合浦珠母贝

只 分别置于另一水族箱中以相同的条件充气饲养

并将预先培养的致病溶藻弧菌加入水族箱中 使致病

菌的浓度达到 ≅ 每组随意取实验

合浦珠母贝 只分别置于另一水族箱中充气饲养

再以注射器从足部注入浓度为 ≅ 的致

病溶藻弧菌 只 空白对照注入等量的无菌

° ≥ ∀实验合浦珠母贝以致病菌感染后连续 不换

水 每天仅以胶管少量吸出底部的粪便 并补充等量

的过滤海水 后隔天换水 观察记录各组实验

合浦珠母贝感染后的活力 并统计 内各组的成

活率 ∀

结果

多糖肽对合浦珠母贝血细胞数量的影响

表 结果表明 虽然不同时间测得的各组实验

合浦珠母贝的血细胞数量有一定的波动 但从各种血

细胞的变化趋势和血细胞总量来看 当珍珠贝多糖肽

投放浓度为 ≅ 时 实验贝类透明细胞 !小颗粒

细胞和大颗粒细胞的数量均随着投放浓度的升高和

投放时间的延长而呈增加趋势 ς 测验结果表明 在

投放珍珠贝多糖肽 和 后 实验组的血细胞

数量比对照组有显著升高 Π 在投放

后 该组血细胞数量与对照组存在极显著差异 Π

∀若多糖肽投放浓度为 ≅ 时 投放时间

为 ∗ 的血细胞总量随投喂时间延长而增加 且

与对照组存在显著差异 Π 但连续投放时间

达 时 实验贝类血细胞总量却与对照组差异不

显著 Π ∀以 ≅ 和 ≅ 的珍珠贝多糖

肽连续投喂实验合浦珠母贝后 实验合浦珠母贝血细

胞的数量均随投放时间的延长而呈增加趋势 但以

≅ 的多糖肽投放 ∗ 时 实验组血细胞数

量均与对照组无显著差异 而以 ≅ 的多糖肽投

放 后 实验组的血细胞数量比对照组有显著升

高 Π 投放 后 实验组与对照组血细胞

数量的差异则达到了极显著水平 Π ∀

珍珠贝多糖肽对合浦珠母贝血细胞吞

噬能力的影响

合浦珠母贝以不同浓度的珍珠贝多糖肽投放不

同时间后 其血细胞的吞噬百分率和吞噬指数均比对

照组有不同程度的提高 表 ∀在本文所实验的投放
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浓度和投放时间下 以 ≅ 的珍珠贝多糖肽投放

时实验合浦珠母贝的吞噬百分率和吞噬指数均

达到 高 此时实验合浦珠母贝的吞噬百分率为

!吞噬指数达 ∀

珍珠贝多糖肽对合浦珠母贝血清凝集

作用的影响

珍珠贝多糖肽对合浦珠母贝血清凝集作用影响

情况见表 ∀结果表明 投放珍珠贝多糖肽的各实验

合浦珠母贝的血清凝集效价均比未投放珍珠贝多糖

肽的对照组有明显升高 ∀当珍珠贝多糖肽的投放浓度

为 ≅ ∗ ≅ 时 第 ∗ 组 在相同时间测

定的实验合浦珠母血清对副溶血弧菌的凝集效价随

多糖肽投放浓度的升高而少量下降 而在本文的实验

时间内 同一投放浓度下的实验合浦珠母贝血清对溶

表 1  珍珠贝多糖肽对合浦珠母贝血细胞数量的影响

Ταβ .1 Εφφεχτσ οφ προτογρψχαν ον τηε ηαεµοχψτε νυµ βερ οφ Πινχταδα µ αρτενσιι

组别 多糖肽浓度

≅

细胞种类 投喂后不同时间检测的血细胞数量 ≅

透明细胞

小颗粒细胞

大颗粒细胞

血细胞总数

透明细胞

小颗粒细胞

大颗粒细胞

血细胞总数 3 3 3

透明细胞

小颗粒细胞

大颗粒细胞

血细胞总数 3 3 3 3

透明细胞

小颗粒细胞

大颗粒细胞

血细胞总数 3 3

透明细胞

对照 小颗粒细胞

大颗粒细胞

血细胞总数

  3 表示血细胞总量与同一时间检测的对照组有显著差异 Π ∀ 3 3 表示血细胞总量与同一时间检测的对照组有极显著差异 Π

∀

表 2  珍珠贝多糖肽对合浦珠母贝血细胞吞噬百分率( Π° 和吞噬指数 Π 的影响

Ταβ .2  Εφφεχτσ οφ προτογρψχαν ον τηε πηαγοχψτιχ περχενταγε ( Π° ανδ πηαγοχψτιχ ινδεξ ( Π οφ τηε ηαεµοχψτε οφ Πινχταδα

µ αρτενσιι

组别
多糖肽浓度

≅

投放不同时间的 Π° 投放不同时间的吞噬指数 Π

对照
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后 其血清对副溶血弧菌的抑制作用均比对照组有显

著提高 其中 以 ≅ 的多糖肽投放 的实验

组抑菌作用 强 其抑菌圈达到 ∀不过 合浦

珠母贝血清对金黄色葡萄球菌的抑菌作用明显要比

对副溶血弧菌弱 所有对照组和投放时间为 的

实验组均与空白组一样 没有形成明显的抑菌圈 只

有在投放较高浓度 ≅ ∗ ≅ 的多糖肽

后或投放较低浓度 ≅ ∗ ≅ 的多糖肽

后 实验合浦珠母贝血清对金黄色葡萄球菌的抑

制作用才比对照组和空白对照组稍有提高 ∀

珍珠贝多糖肽对合浦珠母贝血清杀菌

活性的影响
图 结果表明 尽管合浦珠母贝在不投放珍珠

贝多糖肽的情况下 其血清对金黄色葡萄球菌也有一

图 珍珠贝多糖肽对合浦珠母贝血清杀菌活性的影响

ƒ ∞ √ ∏ Πινχταδα µαρτενσιι

表 4  珍珠贝多糖肽对合浦珠母贝血清抑菌作用的影响

Ταβ .4  Εφφεχτσ οφ προτογρψχαν ον τηε µιχροβιοστατιχ αχτιϖιτψ οφ τηεσερυµ οφ Πινχταδα µαρτενσιι

组 别 多糖肽浓度

≅

对副溶血弧菌的抑菌圈 对金黄色葡萄球菌的抑菌圈

对照组

空白组 无血清

  注 用于测定抑菌圈的滤纸片的直径为 表中所列的各抑菌圈值包括滤纸片的大小 / 0表明没有形成抑菌圈 ∀

血弧菌的凝集效价却随着投放时间的延长而呈升高

趋势 ∀当珍珠贝多糖肽的投放浓度为 ≅ 时 第

组 投放 时实验贝类的血清凝集效价达到

高值 此后 ∗ 的血清凝集效价却随着投

放时间的延长而逐渐降低 ∀

珍珠贝多糖肽对合浦珠母贝血清抑菌

作用的影响

珍珠贝多糖肽对合浦珠母贝血清抑菌作用因细

菌的种类不同而存在一定的差异 表 ∀以 ≅ ∗

≅ 的珍珠贝多糖肽投放合浦珠母贝 ∗

表 3  珍珠贝多糖肽对合浦珠母贝血清凝集效价的影响

Ταβ .3  Εφφεχτσ οφ προτογρψχαν ον τηε αγγλυτινατινγ τιτρεσ οφ

τηεσερυµ οφ Πινχταδα µαρτενσιι

组别 多糖肽浓度

≅

对副溶血弧菌的凝集效价

对照
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定的杀灭作用 加入血清的对照组中活菌的含量比未

加入血清的空白组要少 但对合浦珠母贝投放珍珠

贝多糖肽后 其血清的杀菌能力可以得到进一步提

高 ∀在本文所实验的各种投放浓度中 以第 组 珍珠

贝多糖肽投放浓度为 ≅ 的合浦珠母贝血清杀

菌活性 高 并且 在 ≅ ∗ ≅ 的各种投放

浓度下 实验合浦珠母贝血清杀菌活性均随着投放时

间的延长而升高 ∀

珍珠贝多糖肽对合浦珠母贝整体抗病

力的影响

以 ≅ ∗ ≅ 珍珠贝多糖肽投饲合浦珠

母贝 后 分别以浸泡法和注射法感染溃疡病病

原 ) ) ) 溶藻弧菌的结果表明 表 所有投饲珍珠贝

多糖肽的合浦珠母贝的感染成活率均比对照组高 ∀

τ检测结果表明 以浸泡法感染 内 第 组和第

组合浦珠母贝的成活率均与对照组有显著差异 Π

第 组合浦珠母贝的成活率与对照组有极

显著差异 Π 以注射法感染 内 第 组

和第 组合浦珠母贝的成活率与对照组有显著差异

Π 而第 组和第 组合浦珠母贝的成活率

与对照组有极显著差异 Π ∀

讨论

合浦珠母贝等无脊椎动物由于缺乏特异性免疫

反应 因此 它只能以血液中的各种非特异性免疫细

胞或免疫因子来抵御外来病原的侵袭 ∀本文的研究结

果表明 在给实验合浦珠母贝投饲不同浓度的珍珠贝

多糖肽后 合浦珠母贝血细胞的数量 !血细胞对金黄

色葡萄球菌的吞噬率和吞噬指数 !血清对副溶血弧菌

的凝集效价以及血清对金黄色葡萄球菌和副溶血弧

菌的抑菌和杀菌效果都有不同程度的提高 以浸泡法

和注射法攻毒感染致病溶藻弧菌的结果也表明 合浦

珠母贝连续 投喂不同浓度的珍珠贝多糖肽后 其

整体抗病能力均有不同程度的提高 攻毒成活率均高

于未攻毒的对照组 ∀其中 就珍珠贝多糖肽在不同投

放浓度下对实验合浦珠母贝的总体作用效果而言 虽

然不同投放浓度对实验合浦珠母贝的不同免疫指标

的作用效果有所差异 但对实验合浦珠母贝综合免疫

效果提高幅度 大的投喂浓度为 ≅ 第 组

攻毒实验结果也表明 以 ≅ 浓度的珍珠贝多糖

肽投饲的实验组的感染成活率 高 因此 今后给珍

珠贝养殖池内添加珍珠贝多糖肽时 建议使用的投放

浓度为 ≅ ∀

本文研究结果表明 珍珠贝多糖肽虽然对合浦珠

母贝的多种免疫指标都有良好的提高作用 但在不同

投放浓度 !不同投放时间以及对不同免疫指标的作用

效果也存在一定的差异 ∀在通常情况下 珍珠贝多糖

肽的投放浓度较低 ≅ 时 其作用效果随投饲

时间的延长而升高 而在高浓度下 ≅ 其作

用效果有时随投饲时间的延长而下降 说明长时间地

高浓度投放珍珠贝多糖肽对合浦珠母贝的非特异性

免疫功能还具有一定的反向调节作用 ∀至于相同浓度

的珍珠贝多糖肽对合浦珠母贝不同免疫指标作用效

果间的差异 可能是不同免疫指标的作用机理不一所

致 当然 具体原因还有待进一步探索 ∀

在合浦珠母贝等无脊椎动物的病害防治研究中

以合适的免疫增强剂来提高机体的非特异性免疫能

力已成为当前重要的发展方向 现已有大量的相关研

究报道 ∀周歧存等的研究表明 在饲料中适量添加 ∂∞

对幼鲍生长具有良好的促进作用 ≈ 张起信等的研究

也表明 口服免疫多糖具有激活鲍苗自身免疫系统

表 5  珍珠贝多糖肽对合浦珠母贝整体抗病力的影响

Ταβ .5  Εφφεχτσ οφ προτογρψχαν ον δισεασε ρεσιστανχε οφ Πινχταδα µ αρτενσιι

组 别 多糖肽浓度

≅

浸泡法感染 后

感染数 只 成活数 只 成活率

注射法感染 后

感染数 只 成活数 只 成活率

3 3

3 3 3

3

3 3 3 3

对照组

  3 表示成活率与同一时间检测的对照组有显著差异 Π 3 3 表示成活率与同一时间检测的对照组有极显著差异 Π ∀
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增强免疫功能作用 可有效地提高鲍苗的抗病能力和

鲍苗的成活率 ≈ ∀本文所研究的珍珠贝虽然摄食方

式与鲍鱼不同 前者为滤食 后者为吃食 但研究结

果与周歧存等 ≈ 和张起信等 ≈ 的类似 因此 在养殖

水体中添加悬浮性的珍珠贝多糖肽微颗粒等非特异

性免疫增强剂 将可有效提高养殖合浦珠母贝的非特

异性免疫功能 提高其整体防病能力 ∀
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ΕΦΦΕΧΤΣ ΟΦ ΠΡ ΟΤΟΓ ΡΨΧΑΝ ΦΡ ΟΜ ΠΕΑΡΛ ΟΨΣΤΕΡ ΟΝ

ΝΟΝ− ΣΠΕΧΙΦΙΧ ΙΜΜΥΝΟΛΟΓΨ ΟΦ Πινχταδα µαρτενσιι

≠ ≤ ≤ ∞ ≠ ƒ∏ ∞ ≥ ∏ ÷ ∏ ≥

Οχεανολογψ Χολλεγε οφ Ηαιναν Υνιϖερσιτψ, ΗαιΚου ,

Σουτη Χηινα Σεα Ινστιτυτε οφ Οχεανολογψ, ΧΑΣ , Γυανγζηου ,

Ρεχειϖεδ :

Κεψ Ωορδσ: Πινχταδα µαρτενσιι , ∏ °

Αβστραχτ

Πινχταδα µαρτενσιι × ∏

√ ∏ √

√ √ ∏ ¬ × 2

∏ Π. µαρτενσιι .
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