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　　摘要：研究马尾藻多糖脂质体对南美白对虾免疫功能及抗病毒活性的影响。首先，选用７２尾ＳＰＦ南美白对虾，分
为脂质体组和对照组，饲喂７ｄ后，测血淋巴上清中总蛋白含量，酚氧化酶、溶菌酶、碱性磷酸酶和酸性磷酸酶活性；然
后，选用２批１８０尾ＳＰＦ南美白对虾分别观察多糖脂质体对感染白斑综合征病毒或桃拉病毒对虾的保护作用，将１８０
尾对虾随机分为６组，设空白对照组、阳性对照组，药物阳性对照组和高、中、低３个脂质体剂量组，饲喂７ｄ后攻毒，
攻毒后观察７ｄ，记录发病数、死亡数。结果表明，在免疫试验中，脂质体组酚氧化酶、溶菌酶和碱性磷酸酶的活性极显
著升高；在抗病毒保护试验中，多糖脂质体各剂量均能提高南美白对虾的存活率，高剂量组存活率最高。说明马尾藻

多糖脂质体对南美白对虾具有免疫促进作用，并能提高其抗病力。
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　　对虾白斑综合征（ＷＳＳ）和桃拉综合征（ＴＳ）是危害我国
对虾养殖业最多的两大病毒病，其大面积的暴发严重危害了

对虾养殖业的发展。２００１—２００６年对南美白对虾养殖的主
产地１０个省份的流行病学调查研究显示，在所有检测到的病
毒性疾病中白斑综合征病毒（ＷＳＳＶ）占６３．８４％，桃拉综合征
病毒（ＴＳＶ）占３２．７４％，成为危害最大的２种病毒病，并且其
死亡率也呈现逐年递增的趋势［１］。２００９—２０１０年在福建、海
南和广东的流行病学调查中，对虾 ＷＳＳＶ的阳性结果占
２７．１％，它和传染性皮下及造血组织坏死病毒（ＩＨＨＮＶ）同时
呈现阳性的占１６．９５％［２］。针对这种病毒性疾病的大面积暴

发，目前还没有有效的救治方法，因此对病毒病的有效防治已

成为对虾养殖中的最主要问题［３］。对虾和其他无脊椎动物

一样，缺乏脊椎动物特异的抗原／抗体免疫反应机制，虽然
一些病毒的重组蛋白能够诱导特异的免疫反应，但这种保护

作用只是暂时的［４］，因此完全寄希望于通过疫苗免疫来控制

虾病是不切实际的。目前对病毒病的防治还是以防为主，报

道称中草药类多糖、生物碱、有机酸、酮类等以及益生菌能激

活对虾的免疫系统，增强抗病力，从而达到防病治病的目

的［５］。杨明用乌梅为主要材料的中药抗病毒复方饲喂南美

白对虾，其中２％剂量的试验组促进对虾的生长最明显，酚氧
化酶（ＰＯ）和过氧化物酶活性亦大大提高，表明中药复方能提
高对虾的非特异性免疫力；在ＷＳＳＶ感染试验中，免疫保护率

更是达到６１．９８％，效果极显著［６］。

马尾藻多糖（ＳＰ）作为海藻中一类具有较高抗病毒活性
的硫酸多糖，添加在饲料中，不仅能促进南美白对虾的生长，

而且对甲壳动物的酚氧化酶系统具有激活作用，能提高南美

白对虾酸性磷酸酶（ＡＣＰ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）及溶菌酶
（ＬＳＺ）活性，并且在感染ＷＳＳＶ后，使免疫保护率从２８％提高
到７４％［７］。脂质体是将药物包封于类脂质双分子层而制成

的一种超微型球状药物载体制剂，结构类似生物膜，和靶细胞

之间可通过内吞、融合、接触释放、吸附、脂质交换等方式起作

用，具有减少药物治疗剂量、降低药物毒性、减轻变态反应和

免疫反应、延缓释放、靶向给药等优点［８］。多糖脂质体作为

免疫增强剂在提高对虾的非特异性免疫，增强对病毒性疾病

的抵抗力方面，目前国内外都未见报道。马尾藻多糖脂质体

纳米制剂（ＳＰＬ）是将溶解的马尾藻多糖包封于磷脂双层膜
中，形成稳定的球形纳米乳剂。本试验通过在南美白对虾饲

料中添加ＳＰＬ，测定对虾血淋巴液上清中总蛋白（ＴＰ）含量，
酚氧化酶、溶菌酶、碱性磷酸酶（ＡＬＰ）和酸性磷酸酶的活性，
探讨ＳＰＬ对南美白对虾非特异性免疫功能的调节作用；而后
人工感染ＷＳＳＶ和ＴＳＶ，观察 ＳＰＬ对南美白对虾抗病力的影
响，评价ＳＰＬ作为免疫增强剂在对虾养殖中的作用，为 ＳＰＬ
的进一步推广应用提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　药物　０．５％马尾藻多糖脂质体纳米制剂，由广西大
学动物科学技术学院制备。对照药：盐酸左旋咪唑 ＋黄芪多
糖可溶性粉，湖南湘大兽药有限公司生产，商品名为瘟毒清，

生产批号为２０１１０６８０。
１．１．２　试验动物　ＳＰＦ南美白对虾的幼虾５００尾，取自广西
水产研究所南美白对虾企沙养殖基地，暂养７ｄ后量体长、称
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质量，体长为（４．５±０．５５）ｃｍ，体质量为（０．６９±０．３１）ｇ，挑
选规格基本一致的用于试验。

１．１．３　饲料　对虾饲料为豆粕、鱼粉、面粉、虾粉、鱼油、麦
麸、多维多矿、大豆磷酯组成的对虾基础饲料，试验组按不同

剂量将ＳＰＬ喷涂于饲料上。
１．１．４　病毒　对虾白斑病综合征病毒、桃拉综合征病毒均由
广西壮族自治区水产研究所保存，二者的ＴＣＩＤ５０均为１０

－６。

１．２　试验方法
１．２．１　试验分组及处理　将７２尾 ＳＰＦ南美白对虾分为２
组———对照组和 ＳＰＬ组。对照组饲喂基础饲料，ＳＰＬ组饲料
添加ＳＰＬ５０ｍＬ／ｋｇ，连续饲喂７ｄ。２组分别饲养于１５０ｃｍ×
８０ｃｍ×６０ｃｍ的水族箱内，上午、下午各投料１次（按对虾体
质量的５％投料），常温下喂养。
１．２．２　血淋巴液制备　用药后８ｄ，用带５号针头的１ｍＬ注
射器自虾的头胸甲后插入心脏取血淋巴液 ０．３ｍＬ，置于
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，４℃冷藏，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清用
于免疫指标测定。

１．２．３　免疫指标测定　用南京建成生物工程研究所的试剂
盒测定对虾血淋巴液上清中总蛋白含量，以及溶菌酶、碱性磷

酸酶和酸性磷酸酶活力；酚氧化酶活性用改进的 Ａｓｈｉｄａ方
法［９］，以Ｌ－ｄｏｐａ为底物，反应时间６ｍｉｎ，测定４９０ｎｍ下的
吸光度。

１．２．４　攻毒保护试验　将３６０尾 ＳＰＦ南美白对虾分成２大
组，分别做ＳＰＬ对ＷＳＳＶ和ＴＳＶ的攻毒保护试验。将每大组
的１８０尾ＳＰＦ南美白对虾随机分为６组，每组３０尾，分别是
空白对照组、病毒阳性对照组、药物对照组以及多糖脂质体纳

米制剂的高（２００ｍＬ／ｋｇ）、中（１００ｍＬ／ｋｇ）、低（５０ｍＬ／ｋｇ）剂
量组，分别饲养于１５０ｃｍ×８０ｃｍ×６０ｃｍ的水族箱内。上
午、下午各投料１次（按对虾体质量的５％投料），在常温下喂
养７ｄ，饲喂８ｄ时按１００倍 ＴＣＩＤ５０的病毒量进行攻毒试验。
攻毒后观察７ｄ，记录发病数和死亡数，计算相对保护率：相对
保护率＝（１－试验组死亡率／病毒对照组死亡率）×１００％。
１．２．５　数据处理及统计分析　采用统计学软件 ＳＰＳＳ１６．０
进行数据的显著性检验，免疫指标用独立性ｔ检验，抗病毒保
护试验用χ２检验。

２　结果与分析

２．１　ＳＰＬ对南美白对虾相关免疫指标的影响
ＳＰＬ对ＳＰＦ南美白对虾免疫指标的影响结果见表１。添

加ＳＰＬ的试验组总蛋白含量与对照组差异不显著，而其余的
相关免疫酶活性均有较大的改变，其中酸性磷酸酶活性极显

著降低（Ｐ＜０．０１），酚氧化酶、溶菌酶和碱性磷酸酶活性极显
著升高（Ｐ＜０．０１）。

表１　ＳＰＬ对南美白对虾免疫指标的影响

组别
总蛋白含量

（ｇ／Ｌ）
酚氧化酶活性

（Ｕ／ｍＬ）
溶菌酶活性

（μｇ／ｍＬ）
碱性磷酸酶活性

（Ｕ／ｇｐｒｏｔ）
酸性磷酸酶活性

（Ｕ／ｇｐｒｏｔ）

对照组 １１７．５２±７．７６ ２．７５±０．４２ １１３．８５±３０．６９ ４．８３±０．４ ６．１２±１．８９
ＳＰＬ组 １１４．５９±１１．０２ ５．８８±０．５１ １３８．８２±２９．４３ ７．７８±０．３５ ４．５０±１．１４

　　注：“”表示与对照组相比差异显著（Ｐ＜０．０５），“”表示与对照组相比差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

２．２　ＳＰＬ对人工感染 ＷＳＳＶ的南美白对虾的抗感染保护
作用

在对虾饲料中添加ＳＰＬ后，高、中、低剂量组与病毒对照
组相比都降低了发病率和死亡率。其中药物对照组和 ＳＰＬ
中剂量组的死亡数显著减少（Ｐ＜０．０５），ＳＰＬ高剂量组死亡
数极显著减少（Ｐ＜０．０１），相对保护率最高，达到 １６．６７％
（表２）。

表２　ＳＰＬ对南美白对虾感染ＷＳＳＶ的抗感染保护作用

组别
发病数

（尾）

发病率

（％）
死亡数

（尾）

死亡率

（％）
相对保护率

（％）

空白对照组 ０ ０ ０ ０ １００．００
病毒对照组 ３０ １００．００ ３０ １００．００ ０
药物对照组 ２７ ９０．００ ２７ ９０．００ １０．００
ＳＰＬ低剂量组 ２９ ９６．６７ ２８ ９３．３３ ６．６７
ＳＰＬ中剂量组 ２８ ９３．３３ ２６ ８６．６７ １３．３３
ＳＰＬ高剂量组 ２８ ９３．３３ ２５ ８３．３３ １６．６７

　　注：用卡方检验各组发病数及死亡数与病毒对照组的差异，
“”表示与病毒对照组相比差异显著（Ｐ＜０．０５），“”表示与病
毒对照组相比差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

２．３　ＳＰＬ对人工感染ＴＳＶ的南美白对虾的抗感染保护作用
由表３可见，在饲料中添加中、高剂量的ＳＰＬ能显著提高

南美白对虾对ＴＳＶ的抵抗力，使发病数显著降低（Ｐ＜０．０５）。

ＳＰＬ组的相对保护率均高于药物对照组，其中高剂量组最高，
达到２６．９３％。

表３　ＳＰＬ对南美白对虾感染ＴＳＶ的抗感染保护作用

组别
发病数

（尾）

发病率

（％）
死亡数

（尾）

死亡率

（％）
相对保护率

（％）

空白对照组 ０ ０ ０ ０ １００．００
病毒对照组 ３０ １００．００ ２６ ８６．６７ ０．００
药物对照组 ２８ ９３．３３ ２３ ７６．６７ １１．５４
ＳＰＬ低剂量组 ２８ ９３．３３ ２０ ６６．６７ ２３．０８
ＳＰＬ中剂量组 ２６ ８６．６７ ２１ ７０．００ １９．２３
ＳＰＬ高剂量组 ２５ ８３．３３ １９ ６３．３３ ２６．９３

　　注同表２。

３　讨论

对虾属于甲壳动物，其免疫防御系统由基本防御屏障

（甲壳和表皮）、细胞防御屏障（血淋巴细胞免疫）和生理防御

屏障（体液免疫）３个部分组成。对虾的体液免疫包含水解和
氧化等酶类、凝集素、抗菌肽、溶菌酶等体液免疫因子，它们在

甲壳动物的体液免疫过程中发挥着很大的作用，使得甲壳动

物能识别非己物质，抵抗病原体的侵袭。

对虾的酚氧化酶系统（ｐｒｏＰＯ）作为一种非特异性识别体
系是先天性体液免疫的重要组成之一，无论从组成、激活方式
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还是免疫功能上，都非常类似于高等动物的补体系统，主要是

通过酚氧化酶原激活系统、抗菌肽和凝集素等的作用达到抗

病抑菌及消除异物的目的。本研究发现，在对虾饲料中添加

５０ｍＬ／ｋｇ剂量的ＳＰＬ可以极显著增强南美白对虾血淋巴上
清中的ＰＯ活性，与对照组相比 ＰＯ活性提高２倍以上，说明
ＳＰＬ能够有效刺激大颗粒细胞脱颗粒，从而释放出酚氧化酶
原激活系统的各种组分，参与免疫识别及免疫防御反应。

溶菌酶是对虾血细胞吞噬异物后分泌的一些碱性蛋白

质，主要水解细菌细胞壁的糖苷键，引起细菌细胞裂解死亡，

破坏和消除侵入体中的异物。本试验结果显示，饲喂含 ＳＰＬ
的饲料７ｄ后，ＬＳＺ的活力极显著升高。与刘小玲等研究的
桦褐孔菌多糖以及覃振林等研究的马齿苋对对虾非特异性免

疫的效果［１０－１１］一致。

磷酸酶可以催化磷酸单脂的水解反应和磷酸基团的转移

反应，从而将表面带有磷酸单酯的异物破坏降解。依据它们

起催化作用的最适 ｐＨ值不同，分为碱性磷酸酶和酸性磷酸
酶。在本试验中，同时测定了对虾血淋巴上清液中 ＡＬＰ与
ＡＣＰ的活性，与对照组相比均有极显著差异，说明 ＳＰＬ影响
了磷酸酶的分泌和活性。其中ＡＬＰ是极显著升高，与大多数
相关的研究结果［１０，１２］一致，而 ＡＣＰ的含量却是极显著降低，
这可能与饲喂时间以及对虾的生长期有关。李桂英等在对虾

饲料中添加肠道益生菌后发现，根据饲喂的时间不同，ＡＣＰ
的活性在各个时间点有较大的差异，在第１０天达到最高，之
后就下降了［１３］；王新霞用 β－葡聚糖饲喂幼虾，在第９天的
时候活性明显升高，而在第１４天测定时活性就下降了，甚至
低于对照组［１４］。除了时间因素外，还可能与脂质体的主要组

成是磷脂和胆固醇有关，因为磷脂可被磷酸酶水解，二者之间

可以发生化学反应。所以，本研究测定的ＡＣＰ含量降低的原
因还需要进一步探讨。

病毒感染对虾之后，会引起对虾的免疫防御反应［１５－１６］。

ＷＳＳＶ可感染对虾颗粒细胞，使超氧化物歧化酶、过氧化氢酶
和诱导性一氧化氮合成酶的活性显著降低［１７］；ＷＳＳＶ也能使
对虾的酚氧化酶体系明显上调，对虾痊愈后其酚氧化酶活性

降到正常值［１８］，暗示病毒也会激活酚氧化酶体系，进而启动

对虾的免疫反应。在 ＴＳＶ感染２～３ｄ后，对虾总淋巴细胞
数、透明细胞数、半颗粒细胞数及颗粒细胞数都有大幅度下

降，ＳＯＤ、ＰＯ活性分别下降了约 ２５％、６８％，这表明 ＴＳＶ可能
通过降低对虾血液学免疫力而实现其高致病性［１９］。Ｃｈａｎｇ
等研究发现，多糖类物质（如 β－葡聚糖、脂多糖、肽聚糖等）
能有效激活对虾的酚氧化酶系统，进而提高对虾自身的免疫

水平，抑制体内病毒扩增，阻止未带毒个体染病，从而预防控

制ＷＳＳＶ感染［２０］。本研究利用具有抗病毒活性的马尾藻硫

酸多糖制成的脂质体纳米制剂作为免疫增强剂，观察对

ＷＳＳＶ和ＴＳＶ感染后对虾的保护作用发现，ＳＰＬ高剂量组可
以极显著减少病死虾的数量，对 ＷＳＳＶ感染后保护率达
１６６７％，对ＴＳＶ感染后保护率达２６．９３％。

本试验结果显示，饲料添加ＳＰＬ５０ｍＬ／ｋｇ，能显著提高南
美白对虾的酚氧化酶、溶菌酶、碱性磷酸酶活性，对对虾的非

特异性免疫具有免疫促进作用。在人工感染 ＷＳＳＶ和 ＴＳＶ
后，高、中、低剂量的 ＳＰＬ对南美白对虾均有一定的保护作
用，效果优于对照药物瘟毒清，其中高剂量组保护效果最好。

说明脂质体作为一种新型的药物制剂，可以增强甲壳类动物的免

疫活性，提高其抗病毒能力，有作为绿色免疫增强剂开发的潜力。
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