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壳寡糖对海南热带糙海参免疫相关酶的影响 
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摘要: 本研究测定了壳寡糖对海南热带糙海参(Holothuria scabra)体腔液和体壁组织中免疫相关因子, 

酸性磷酸酶(ACP)、碱性磷酸酶(AKP)、溶菌酶(LSZ)和溶血素活性的影响。结果表明, 投喂 0.5%壳寡

糖对糙海参体腔液中 AKP、ACP、LSZ 和溶血素活性均有明显增强作用(P<0.05), 其中对 ACP 和 LSZ

活力有极显著的影响(P<0.01), 且投喂 6 d 内活性均持续增强; 0.5%壳寡糖对体壁组织匀浆液中 AKP、

ACP 活性明显增强(P<0.05), 但随着时间延长, 对体壁组织中 LSZ 和溶血素作用不明显。壳寡糖可以

提高海南热带糙海参(Holothuria scabra)的非特异性免疫力。  
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糙海参(Holothuria scabra), 热带海参优质品种, 

皮质粗糙 , 体色多呈灰白并具有深色条纹 , 属于棘

皮动物门(Echinodermata)海参纲(Holothuriidae)中瘤

海参亚属(Metriatyla), 主要分布在潮流强、海草多的

岸礁边缘或水深 10 m以内的浅海海域[1]。海南热带

糙海参生长周期较短, 适应性强, 肉厚味美, 成为有

潜力的沿海海参养殖种类[2-3]。但随着养殖密度的增

加和养殖时间的延长, 糙海参养殖病害问题越来越

严重[4]。且大量抗生素的使用, 使有害菌产生耐药性, 

在动物体内产生药物残留[5-6]。影响海参生长的因素

有很多 , 比如水温是刺参生长重要的环境因子 , 可

以影响消化酶、代谢酶和免疫酶活力[7-8]。其中最重

要的是其自身特有的免疫机制, 因此对海参免疫机

能的分析 , 不仅可以了解免疫的变化 , 而且还可以

进一步探讨其生态免疫机理[9]。 

壳寡糖(chitooligosaccharid, COS)是由 2~10 个

氨基葡萄糖以 ß-l, 4糖苷键连接而成的低聚糖, 是自

然界中唯一的碱性寡糖, 具有相对分子质量小、毒性

低、水溶性好、吸收率高等特点。目前, 寡糖在水产

动物上的应用越来越多。Shibata 等[10]研究证明, 壳

寡糖能提高小鼠生产性能和非特异性免疫功能。蔡

雪峰等 [11]的研究表明, 壳寡糖可显著提高虹鳟的非

特异性免疫和抗感染能力。Staykov 等[12] 在虹鳟饲

料中添加甘露寡糖 , 结果显示 , 甘露寡糖能显著激

活虹鳟补体系统 , 提高溶菌酶活力和抗体滴度 , 增

强其免疫功能, 减少死亡率。刘美思等[13]研究报道, 

海洋寡糖 COS 作为仿刺参(Apostichopus japonicus)

的免疫增强剂, 可有效提高幼参的生长性能和免疫

力。然而 , 壳寡糖用于海南热带糙海参(Holothuria 

scabra)的研究还未见报道。 

本研究拟针对糙海参的免疫系统的特点, 研究

壳寡糖对糙海参体腔液和体壁组织免疫相关酶的作

用 , 通过对比分析 , 为深入研究糙海参免疫防御机

制提供基本的理论基础, 以期为养殖中糙海参疾病

的预防和治疗提供理论基础。 

1  材料和方法 

1.1  糙海参 

实验所用糙海参(Holothuria scabra)于 2014 年

11月采自海南省陵水县黎安港, 体质量 45~70 g, 暂

养于室内, 充气, 水温(16±1) , ℃ 盐度 30±1, pH7.4± 

0.4, 每天更换海水, 使盐度恒定[2]。实验前, 对实验

参饥饿 24 h。 

实验设计: 空白对照, 健康糙海参未投喂 0.5%

壳寡糖; 实验处理, 健康糙海参投喂 0.5%壳寡糖。每

个处理 3个重复, 实验期间养殖条件相同, 每天更换

海水, 并检测温度、盐度、pH等指标, 于投喂后第 1、
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2、3、4、5、6 天制备体腔液和体壁组织液, 测定相

关免疫因子。 

1.2  实验方法 

1.2.1  体腔液的制备 

将糙海参, 从腹部距口 1/3 处抽取体腔液, 4℃ 

500 r/min离心 10 min, 取上清 1 mL, –4℃冰箱保存

备用。 

1.2.2  体壁酶液的制备 

将糙海参体壁组织称重后, 加入体壁组织 4 倍

体积的预冷生理盐水于组织匀浆机中搅拌, 收集研

磨液, 4℃下 4 000 r/min离心 10 min, 取上清, –4℃冰

箱保存备用。 

1.2.3  溶菌酶活性测定 

溶菌酶(LZS)活性通过浊度比色法测定[14]。将活

化后的溶壁微球菌(Micrococcus lysoleikticus, 购于

广东微生物菌种保藏中心)用 0.l mol/L pH6.4的磷酸

缓冲液稀释至 A570为 0.35。实验条件下, 以每 mL样

品每 min吸光值减少 0.001为 1个酶活性单位(U)。 

1.2.4  酸性磷酸酶和碱性磷酸酶活性测定 

碱性磷酸酶(AKP)、酸性磷酸酶(ACP)活性的测

定采用磷酸苯二钠法[15]。 

1.2.5  溶血素含量测定  

取 2.5 mL鸡红细胞悬液加 0.1 mL血清(对照组

用 0.1 mL的生理盐水代替血清), 37℃保温 30 min后, 

1 000 r/min离心 2 min, 于 540 nm处测光吸收值。溶

血素含量表示为: 所测 A值稀释倍数。 

1.3  数据处理 

数据处理采用 Excel和 dps进行方差分析, 最小

显著差数法(LSD)进行多重比较。 

2  结果与分析 

由表 1 可知, 投喂 0.5%壳寡糖对糙海参体腔液

中免疫相关因子 LSZ、ACP、AKP 和溶血素活性均

有显著的影响(P<0.05), 其中对 ACP 和 LSZ 活力有

极显著的影响(P<0.01)。 

由表 2 可知, 投喂 0.5%壳寡糖对糙海参体壁组

织中免疫相关因子 LSZ、ACP、AKP 和溶血素活性

均有显著的影响(P<0.05), 其中对 ACP、AKP和 LSZ

活力有极显著的影响(P<0.01)。 

2.1  壳寡糖对糙海参 AKP 活性的影响 

投喂 0.5%壳寡糖后, 糙海参体腔液和体壁组织

中 AKP活性均升高。图 1表明, 糙海参在投喂 0.5%

壳寡糖 2 d后, 6 d内体腔 AKP活性呈现逐渐升高的

趋势, 其中前 3 dAKP活性变化不明显, 从第 4天开

始 AKP 活性逐渐增强。图 2 表明, 糙海参在投喂

0.5%壳寡糖 2 d后, 6 d内体壁组织 AKP活性呈现逐

渐升高的趋势, 其中前 4 dAKP 活性变化比较缓慢, 

平稳上升, 从第 5天开始 AKP活性明显增强。 

 
表 1  壳寡糖对糙海参体腔液酶的影响(平均值±标准误) 
Tab. 1  Effects of COS on immune factors in the coelomic fluid of Holothuria scabra (mean ± S.E) 

处理 碱性磷酸酶(U/g) 酸性磷酸酶(U/g) 溶菌酶(U/mL) 溶血素(A540) 

对照组 1.4260±0.2928Aa 3.1800±1.2864Aa 0.0899±0.0265Aa 0.4234±0.0870Aa 

COS组 2.6348±0.5120Bb 6.1200±1.0564Bb 0.1685±0.0138Bb 0.7312±0.2507Ab 

单因素方差分析 

P 0.0159 0.0080 0.0004 0.0320 

F 11.0713 15.1966 34.5632 6.7243 

注: 标有不同小写字母上标表示差异显著(P<0.05), 标有不同大写字母表示差异极显著(P<0.01) 

 
表 2  壳寡糖对糙海参体壁酶相关因子的影响(平均值±标准误) 
Tab. 2  Effects of COS on immune factors in the body wall of Holothuria scabra (mean ± S.E) 

处理 碱性磷酸酶(U/g) 酸性磷酸酶(U/g) 溶菌酶(U/mL) 溶血素(A540) 

对照组 5.5866±0.1413Aa 10.2870±2.4562Aa 0.0788±0.0095Aa 0.3400±0.1301a 

COS组 14.8932±2.3092Bb 14.8372±1.1447Bb 0.1223±0.0177Bb 0.5318±0.1290a 

单因素方差分析 

P 0.0002 0.0020 0.0013 0.0474 

F 69.3778 27.1516 23.4148 5.4797 

注: 标有不同小写字母上标表示差异显著(P<0.05), 标有不同大写字母表示差异极显著(P<0.01) 
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图 1 壳寡糖对体腔 AKP活性的影响          

Fig. 1  Effects of COS on AKP activity in the coelomic fluid 

 

图 2  壳寡糖对体壁组织 AKP活性的影响 

Fig. 2  Effects of COS on AKP activity in the body wall 
 

2.2  壳寡糖对糙海参 ACP 活性的影响 

投喂 0.5%壳寡糖后, 糙海参体腔液中 ACP活性

逐渐升高, 体壁组织 ACP 活性先增强再减弱。图 3

表明, 糙海参在投喂 0.5%壳寡糖 2 d后, 6 d内体腔

ACP活性呈现逐渐升高的趋势, 其中第 2天 ACP活

性变化明显, 之后每日 ACP 活性逐渐增强。图 4 表

明, 糙海参在投喂 0.5%壳寡糖 2 d后, 6日内体壁组

织 ACP 活性呈现先逐渐升高, 再缓慢降低的趋势, 

其中前 5 dACP活性平稳上升, 第 5天ACP活性最高, 

从第 5天后 ACP活性开始减弱。 

 

图 3  壳寡糖对体腔 ACP活性的影响 

Fig. 3  Effects of COS on ACP activity in the coelomic fluid 

 

图 4  壳寡糖对体壁组织 ACP活性的影响 

Fig. 4  Effects of COS on ACP activity in the body wall 

2.3  壳寡糖对糙海参 LSZ 活性的影响 

投喂 0.5%壳寡糖后, 糙海参体腔液中 LSZ活性

逐渐升高, 但是体壁组织 LSZ 活性先增强再减弱。

图 5表明, 投喂 0.5%壳寡糖 2 d后, 糙海参 6 d内体

腔 LSZ 活性呈现逐渐升高的趋势, 其中第 4 天 LSZ

活性变化最明显, 第 5、6天体腔 LSZ活性趋于稳定, 

变化微弱。图 6表明, 投喂 0.5%壳寡糖 2 d后, 糙海

参 6 d内体壁组织 LSZ活性呈现先逐渐升高, 再缓慢

降低的趋势, 其中前 3 dLSZ 活性平稳上升, 第 3 天

LSZ活性最高, 从第 3天后LSZ活性开始减弱, 第 5、

6天体壁组织 LSZ活性趋于稳定。 

 

图 5  壳寡糖对体腔 LSZ活性的影响 

Fig. 5  Effects of COS on LSZ activity in the coelomic fluid 

 

图 6  壳寡糖对体壁组织 LSZ活性的影响 

Fig. 6  Effects of COS on LSZ activity in the body wall 

 
投喂 0.5%壳寡糖后, 糙海参体腔液中溶血素含

量逐渐升高, 但是体壁组织 LSZ 活性先增强再减弱, 

变化趋势不稳定, 这可能是由于 LSZ 主要由体腔细

胞分泌, 体壁组织中 LSZ含量极少的原因[16]。 

2.4  壳寡糖对糙海参溶血素含量的影响 

图 7表明, 投喂 0.5%壳寡糖, 糙海参 6 d内体腔

溶血素含量呈现小幅度逐渐升高的趋势, 第 5、6 天

体腔溶血素含量趋于稳定, 变化微弱。 

图 8表明, 投喂 0.5%壳寡糖, 糙海参 6 d内体壁

组织溶血素含量呈现先逐渐升高 , 接着急剧降低 , 

再升高的趋势, 其中前 4 d溶血素含量平稳上升, 在

第 4 天达到最高, 第 5 天溶血素含量急剧减弱, 第 6

天体壁组织溶血素含量又升高。 
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图 7  壳寡糖对体腔溶血素含量的影响 

Fig. 7  Effects of COS on hemolysin activity in the coelomic 
fluid 

 

图 8  壳寡糖对体壁组织溶血素含量的影响 

Fig. 8  Effects of COS on hemolysin activity in the body wall 

  

3  讨论 

碱性磷酸酶是一种对底物专一性要求比较低的

磷酸单脂水解酶 , 广泛存在于生物界 , 是重要的解

毒体系 , 碱性环境下 , 可使磷酸单脂水解为乙醇和

磷酸。本研究中, 糙海参投喂 0.5%壳寡糖 6 d内, 体

腔液、体壁组织中 AKP 活性持续升高。近年来, 免

疫刺激物在水产生物上的应用研究逐渐受到重视。

艾春香等 [16]用不同剂量的 VE 刺激河蟹 (Eriocheir 

sinensis), AKP活力有显著升高的趋势; 刘云等[17]研

究报道, 刺参(Apostichopus japonicus)口服不同剂量

海藻硫酸多糖和壳聚糖, AKP活力显著增强; 刘树青

等 [18]用海藻多糖投喂中国对虾(Penaeus chinensis), 

AKP活性也得到加强。但本实验中 AKP活性在投喂

结束第 6天后, 会不会继续出现高活性值, 需要进一

步的研究。 

酸性磷酸酶是一种在酸性条件下催化磷酸单酯

水解生成无机磷酸的水解酶, 主要存在于巨噬细胞, 

定位于溶酶体内。本研究, 糙海参投喂壳寡糖 6 d内, 

与未投喂壳寡糖的对照海参相比, 糙海参体腔液和体

壁组织匀浆液中ACP活性均有极显著的差异(P<0.01), 

这与很多研究报道, 免疫多糖可以诱导 ACP 活性提

高的结论相一致。刘树青等[18]报道中国对虾(Penaeus 

chinensis)摄食海藻多糖可提高ACP活性; 牟海津等[19]

报道栉孔扇贝(Chlamys farreri)口服海藻多糖免疫增

强剂可以使 ACP活性明显升高。 

溶菌酶是许多生物组织和体液里普遍存在的碱

性蛋白 , 是吞噬细胞杀菌的物质基础 , 可使革兰氏

阳性细菌细胞壁的乙酰基多糖水解释放, 破坏和清

除体内的异物。本实验结果显示, 投喂 0.5%壳寡糖

后, 糙海参体腔液中 LSZ 活性逐渐升高, 但是体壁

组织 LSZ 活性先增强再减弱, 第 3 天活性达到最高, 

0.5%壳寡糖对体壁组织 LSZ 活性影响总体不明显。

沈锦玉等[20]通过实验证明, 中华绒螯蟹口服壳聚糖

免疫增强剂以后的第 9 天, 血清溶菌酶活性与对照

组相比显著增强(P<0.05), 这和本实验研究结果基本

相同。而体壁组织匀浆液中 LSZ 活性先升高再降低, 

可能是由于体壁组织中 LSZ含量很少, 或免疫疲劳等

原因。Gopalakannan 等[21]研究表明给鲤鱼(Cyprinus 

carpio)投喂壳聚糖饲料添加剂 90 d, 其溶菌酶活性

显著增强(P<0.05)。 

溶血素由体腔细胞分泌 , 可以与靶细胞接触 , 

在细胞质膜上形成空洞, 使其裂解死亡 [6]。本研究, 

糙海参投喂 0.5%壳寡糖后, 体腔液中溶血素含量逐

渐升高, 但是体壁组织 LSZ 活性先增强再减弱再升

高, 变化趋势不稳定。 

综上 , 投喂 0.5%壳寡糖对糙海参体腔液中

AKP、ACP、LSZ 和溶血素活性均有明显增强作用, 

对体壁组织匀浆液中 AKP、ACP活性也有明显增强, 

但对体壁组织中 LSZ 和溶血素作用不明显。江小璐

等[22]在基础饲料中添加 0.1%褐藻寡糖, 发现均能显

著提高 AKP、ACP 的活性。因此, 寡糖可以提高动

物的非特异性免疫力 , 可能由于其具有免疫原性 , 

刺激了机体进行免疫应答 , 作为外源抗原的佐剂 , 

减缓其吸收, 从而增强了动物的细胞和体液免疫反

应[23-24]。本研究结论: 投喂壳寡糖可提高海南热带糙

海参(Holothuria scabra)免疫相关因子的活性。 
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Abstract: The influence of chitosan oligosaccharide (COS) on immune factors in the Hainan tropical sea cucumber 

Holothuria scabra was studied. Acid phosphatase (ACP), alkaline phosphatase (AKP), lysozyme (LSZ), and hemo-

lysin activity were detected in the coelomic fluid and body wall. The result showed that feeding 0.5% COS signifi-

cantly enhanced the activity of AKP, ACP, LSZ, and hemolysin in the coelomic fluid of H. scabra (P < 0.05), which 

has an extremely significant impact on the activity of ACP and LSZ (P < 0.01). The activity was continuously en-

hanced in 6 days. Further, feeding 0.5% COS significantly enhanced the activity of AKP and ACP in the body wall 

(P<0.05); however, over time, the effect on LSZ and hemolysin activity was not obvious. COS can improve the 

non-specific immune activity of H. scabra. 
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