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摘 要:为了研究感染副溶血弧菌对杂色鲍体内一氧化氮(NO)及一氧化氮合酶(NOS)活力的影响，分别对九

孔鲍足部注射浓度为 5 x IOS CFU/mL、以 106 CFU/mL和 5 X 107 CFU/ mL的副溶血弧菌悬浮液(剂量为0.1 mm/ 

只)，在注射前及注射后 6h、 12 h 、24 h 、48 h 、 96 h 、 192 h 和 240 h 足部取血，测定其血清中 NO 含量以及 NOS 活

力的变化情况。结果表明，注射副溶血弧菌后九孔跑血清中 NO 含量及 NOS 活力显著高于对照组，且 NOS 活

力的最大值出现的较 NO 最大值早，证明注射副溶血弧菌可以诱导九孔鲍血清内 NO 含量和 NOS 活力的升高。

为今后研究 NO/NOS 系统在软体类免疫中的作用提供一些理论依据。在生产实践中，可以通过诱导调节 NO

在鲍体内的含量，增强其自身的非特异性免疫功能，从而提高抵抗疾病的能力。
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Effects of Vibrio parahaemolyticus on serum nitric 

oxide concentration and nitric oxide synthase activity 

of Haliotis diversicolor supertexta 
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Abstract: To study the effects of infecting Vibrio parahaemo加icu.s on serum nitric oxide (NO) concentration and 

nitric oxide synthase(NOS) activity of Haliotis diversicolor supe时凹的， three kinds of suspension containing 5 x 10S 
CFU/mL, 5 X 106 CFU/mL, 5 X 107 CFU/mL live Vibrio parahaemolyticus were injected into the foot muscle of 

Halωtis diversicolor s叩ertextα(O. 1 mL per abalone) respectively. The NO concent.ration and NOS activity in the 

serum were detelmined before i时ection and 6 h , 12 h , 24 h , 48 h , 96 h , 192 h and 240 h after injection. The 

results showed that compared to control group , injection of vibrio parahaemolyticus could induce an up-regulation of 

NO concentration and NOS activity. And the peak of NOS activity came earlier than the peak of NO concentration 

after injection. UP-I吨ulation of NO concentration and NOS activity could be regalded as a response of hemocytes to 

the pathogen infection. The results of the experiment would provide some theoretical foundations for the further 

researches on the role which NO/NOS system plays in immunology of mollusc. In practice , in order to enhance the 

non-specific immunology function of abalone and strengthen its ability to resist the disease , the NO in vivo could be 
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induced and regulated artificially. 
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九孔鲍(Haliotis diversicolor supertextα)为一种暖水性贝类，是我国南方地区的重要养殖对象[l]O 随着

九孔饱养殖规模的不断扩大，病害的发生也越来越严重，严重影响了其养殖业的健康、持续发展[2 ， 3J 。

一氧化氮(nitric oxide ， NO)是一种新型生物信使分子，它广泛分布于生物体内各组织中，其生成依

赖于一氧化氮合酶( nit时 ox尬 S归thase ， NOS)[4J o NO 作为一种重要的信使分子、效应分子和免疫调节分

子，近年来在免疫领域已经得到不断深入的研究[5 斗]。国内外关于 NO 的研究在人类和其他功物较为

广泛，在水产方面也有了一定的进展[ 10J 但在鲍中还未见报道。为此，本文研究了注射副溶血弧菌后饱

体内 NO/NOS 的变化情况，为进→步研究 NO/NOS 系统在鲍非特异性免疫中的作用奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 材料

1.1. 1 实验用鲍

实验用九孔鲍取自深圳市大亚湾核电站鲍鱼场，壳长为 5.98 士 0.21 cm、壳宽为 3 . 80 :!: O. 29 cm、体

重为 21. 65 土 2.41 g。九孔鲍取回后于珠江水产研究所深圳海水试验基地暂养 10 d，按常规方法投喂江

茵饲养，外观无明显病症的个体用于实验。

1.1. 2 实验药品

副溶血弧菌由本所鱼病室提供，NO 及 NOS 测定试剂盒购自南京建成生物工程研究所。

1. 2 实验方法

1. 2.1 实验设计

实验鲍蓄养于 120 L 的圆形塑料桶中，有效水体 80 - 100 L，每桶放人 20 只鲍为一组。分别注射 5x

lOS CFUI此(低浓度组)、5 X 106 CFU/mL( 中浓度组)、5 X 107 CFU/mL(高浓度组)三个浓度的副溶血弧菌

悬浮液，对照组注射生理盐水。每组设兰个平行。注射方法采用足部注射，注射剂量为 0.1 mm/只。分

别在注射前、注射后 6h 、 12 h 、24 h 、 48 h 、 96 h 、 192 h 和 240 h，从腹足中央切开腹足肌，用清洁的 2.5 mL 

→次性注射器吸取血淋巴液，每次每组随机取 2 只。所取血淋巴液置于 4 oC冰箱过夜后， 4000 r/min 离

心 5 min，吸取上清液标记后放在一 20 "c冰箱中待测。

1.2.2 检测指标与方法

NO 测定采用硝酸还原酶法， NOS 测定采用化学比浊法。具体步骤按测定试剂盒说明书进行。

酶活力单位定义: 37 "c时每毫升血清每分钟催化生成 1 nmol NO 为一个酶活力单位。

1. 3 数据分析

数据采用 SPSS 统计软件进行处理分析，利用方差分析(ANOVA)来检验各组之间的显著性，并采用

Duncan 氏法进行多重分析 ， P < 0.05 为显著性水平 ， P<O.01 为极显著性水平O

2 结果

2.1 注射不同浓度副溶血弧菌对鲍血清中 NOS 活力的影响

不同浓度副溶血弧菌注射九孔鲍以后，其血清中 NOS 的活力均有不同程度的变化。在注射后 6 h, 

高浓度组 NOS 活力开始升高，并且与对照组有显著差异(P < 0.05) 。注射后 12 h，各实验组 NOS 活力均

达到最大值，并且与对照组之间存在极显著差异(P<ü.01) 。之后， NOS 活力开始下降，至 48 h ，低浓度

组和中浓度组与对照组元差异。 72h 后，各实验组与对照组均无差异，并且降至注射前的水平(图1) 0
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2.2 注射不同浓度副溶血弧菌对鲍血清中

NO 含量的影响
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注射不同浓度副溶血弧菌后，鲍血清内 NO 含已 4.00

量的变化，随时间的变化而有一定的差异(图 2)0 12 在;:
h后开始升高， 24 h 后实验组与对照组开始有极显罢 1 ∞
著差异( P < 0.01) ,48 h 达到最大值，至 192 h 己恢
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活力的峰值较 NO 含量的峰值在注射副溶血弧菌后

出现的早。可能是由于 NO 是在 NOS 催化作用下产

生的。 NOS 活力增加，随后 NO 含量才开始升高。
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图 1 不同浓度副溶血弧菌对鲍血清内 NOS 活力的影响
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理学信使，又是许多病理状态下的活性介质。它可理 100
以通过非特异性的方式杀伤细菌、真菌、寄生虫及病 E 50 

毒等，增强机体的非特异性免疫;也可控制机体的特

异性免疫;还可以调节多种免疫活性介质，更为广泛 。
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氧化氮合酶(NOS) 0 NOS 催化 L精氨酸，体内合成

内源性 NO，从而改变机体的免疫能力。 NOS 有三种
图 2 不同浓度副溶血弧菌对鲍血清中 NO 的影响

Fig. 2 Effect of different concentration of 
同工酶亚型:神经元型 NOS(neuronal NOS , n耐1刮NO创S，也 V. P严araαh盯阳G

称 I 型) j 内皮细胞型 N、1、~OωS(en吐由d也ot由heli白凶a址1 NOS , eNOS ，田 Haliotis diversicolor s叩毗'xtα

型)和诱导型 NOS (inducible NOS , iNOS , II 型)。 注:不同小写字母表示差异显著(P<O.OS) 。

nNOS 和 eNOS 又称为构成型 NOS( configurable NOS , cNOS) ，广泛分布于神经和内皮，其活性依赖于 C;+ 。

当 Ca2 + 升高时， cNOS 被活化催化合成少量的 NO，发挥神经信息传递和血管舒张效应。 iNOS 在炎症和

免疫剌激下才可表达[ll]O 最近的研究发现，有许多细胞都可被诱导表达 iNOS，从而引起体内合成 NOo
Zhuang 等[12J研究发现 20μglrnL的脂多糖(四S)能引起巨噬细胞产生适量的 NO，通过用I.PS 诱导金鱼

(Cα阳山 ω刚出)和跪( CIα阳伊巾pmus 的巨噬细胞可产生 NOj 在四S 联合巨噬细胞激活因子

(MAF)诱导下真铜( Spαrus auratα L.)的巨噬细胞可产生 NO。进一步的研究表明，虹蹲 (Salrrw gαirdneri 

R. )在人工感染细菌后，其体内的诱导型一氧化氮合酶(iNOS)可进行表达[l3] 。 Ottanani 等[14J证明紫贻

贝( Mytil山 edulis)在细菌四S 存在时可产生 NO ， Fra配hini 等[ 15J 应用免疫细胞化学研究黑螺( Viviparus 

αter) 表明，细菌存在时抗 NOS 抗体反应增加。姜国建等[16J 研究表明，中国明对虾( Fenn叫Jerweω

chinensis)在感染白斑病毒时血细胞中 NOS 活力升高。本次实验结果表明，在注射副溶血弧菌后，九孔鲍

血清内 NOS 活力及 NO 含量显著高于对照组，并且在注射一段时间后达到最大值，随后又恢复到正常水

平，表明鲍体内诱导产生了 NO。所不同的是， NOS 活力最大值出现的时间较 NO 最大值出现的早。由

此可见，弧菌感染后首先激活了鲍体内 NOS 免疫系统，从而产生 NO，提高机体的免疫力。 NOS 活力的

升高是机体对外来异物的一种免疫应答反应。
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3.2 研究 NO/NOS 系统的意义

注射副搭血弧菌可以诱导鲍血清内 NO 含量及 NOS 活力的升高。为此，可以通过测定水产动物体

内 NO/NOS 的变化情况来确定水产动物的健康状况或其免疫功能的升降，从而确定 NO/NOS 为新的免

疫评价指标。事实证明， NO 作为评价人类健康状况的二个指标，已经在人类医学上广泛应用。

近年来，随着水产养殖业的发展，水产动物病害频繁发生。病害问题已成为制约水产养殖业持续发

展的严重问题之一。常规的化学药物和抗生素难以治疗，且残留严重，对生态环境的影响日趋加重。且

病原菌的耐药性增强，长期使用还会对人类的健康造成隐患。因此，在采取其他防治措施的同时，人们

把注意力逐渐转移到如何调动或激活水产动物自身免疫系统，提高其非特异性免疫功能和抗病力，以达

到预防和抵抗疾病的目的。水产动物的免疫机能大都较低，主要是非特异性免疫系统。研究表明 NO

可抑制和杀伤病毒、细菌、真菌以及奇生虫的感染，在免疫中起着重要的作用[7 ， 9J 。在生产实践中，可以

人为地诱导调节 NO 在水产动物体内的含量，增强水产动物的自身抗病能力，减少抗菌药物或化学药物

的使用，从而提高水产品的产量和质量。研究水产动物的 NO/NOS 非特异性免疫，增强其自身的抗病能

力，是符合人们对绿色水产品的需要，也是水产养殖业可持续发展的需要。

珠江水产研究所鱼病室石存斌岳IJ研究员对本文提出宝贵修改意见，在此深表谢意!
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