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嗜水气单胞菌感染后褶纹冠蚌抗氧化因子的变化  

吴丹，李琰，胡宝庆，文春根* 

(南昌大学 生物科学系，江西 南昌 330031) 
 
摘  要：用 109个细胞/mL的嗜水气单胞菌菌液感染褶纹冠蚌，在注射后 3、6、12、24、48 h分别取蚌的血清和
肝胰腺，测定其超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(GPX)的活性和谷胱甘肽(GSH)、过氧化氢(H2O2)、
丙二醛(MDA)的含量。结果表明，经嗜水气单胞菌感染后，试验组血清中 SOD活性在 3 h时与对照组有显著差异；
GPX活性分别在 12、24、48 h时与对照组差异显著；GSH含量分别在 24、48 h时与对照组有显著差异；MDA
含量分别在 6、12 h极显著高于对照组。试验组肝胰腺中 GSH的含量在 24 h时显著低于对照组。试验组血清和
肝胰腺中 H2O2 的含量与对照组无显著差异。褶纹冠蚌经嗜水气单胞菌感染后，血清中各抗氧化指标的变化幅度

比肝胰腺的大。 

关 键 词：褶纹冠蚌；嗜水气单胞菌；超氧化物歧化酶；谷胱甘肽过氧化物酶；谷胱甘肽；过氧化氢；丙二醛 

中图分类号：S944.1+2；Q175  文献标志码：A  文章编号：1007−1032(2011)05−0531−06 

 

Changes in the levels of the antioxidant factors  
in Cristaria plicata infected with Aeromonas hydrophila 
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Abstract: This paper reported the activities and contents of antioxidant enzymes in blood serum and hepatopancreas from 
Cristaria plicata infected with Aeromonas hydrophila．For bacterial inoculation, the experimental group was injected 
with A. hydrophila (109 cell/mL) and the control group was injected with 0.9% NaCl solution. Blood serum and 
hepatopancreas were collected after 3, 6, 12, 24 h and 48 h for testing of the activities of superoxide dismutase (SOD) and 
glutathione peroxidase (GPX) and of the contents of glutathione (GSH)，hydrogen peroxide (H2O2) and malonaldehyde 
(MDA). The results showed that there were significant differences in the activities of SOD in blood serum collected 3 h 
after injecting between experimental and control group; and the activities of GPX in blood serum also showed significant 
differences between experimental and control group at 12, 24 h and 48 h after injecting. The content of GSH in blood 
serum from the experimental group were significantly lower than that from the control group both at 24 h and 48 h after 
injecting, but in the hepatopancreas, GSH contents was significantly lower in the experimental group only at 24 h after 
injecting. The content of MDA in blood serum of experimental group was significantly higher than that of the control 
group at 6 h and 12 h after injecting. The content of H2O2 in blood serum and hepatopancreas respectively showed no 
significant differences between the two groups. In conclusion, infection of C. plicata with A. hydrophila would have 
more impact on the levels of antioxidant factors in blood serum than those in hepatopancreas. 

Key words: Cristaria plicata; Aeromonas hydrophila; superoxide dismutase; glutathione peroxidase; glutathione; 
hydrogen peroxide; malonaldehyde 
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活性氧(ROS)是需氧生物生命活动中的代谢产
物及其衍生的氧自由基，在生物体内参与能量的产

生、细胞的吞噬、细胞生长的调节和细胞内信号的

传导，以及一些重要生物复合物的合成[1]。自由基过
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多会引起 DNA 损伤、酶失活、脂质过氧化等一系
列氧化损伤，从而导致生物体的生理病变[2]。在正常

机体内，ROS会被抗氧化系统的酶降解，以维持机
体的健康状态，即超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化
氢酶(CAT)和谷胱甘肽(GSH)等抗氧化因子调节体
内ROS的水平，以适应外界环境，保护机体免受损
伤[3−4]。贝类受到外源异物刺激后，其血细胞会产

生典型的呼吸爆发现象，同时产生具有杀菌作用的

ROS[5]。贝类血细胞通过吞噬和包囊作用来清除细

胞内病原体和胞外寄生虫[6−7]。这一过程被认为是

吞噬细胞的氧依赖性杀菌途径之一[8−9]。大量产生

的ROS会引起贝类体内各种抗氧化酶活力的变化。
外源微生物或其他刺激物对贝类抗氧化系统的影

响已有相关研究[10−11]，且主要是关于对海洋贝类的

研究，对淡水贝类的研究尚少。 
褶纹冠蚌 (Cristaria plicata) 是中国主要淡水

育珠蚌之一，具有较高的经济价值。嗜水气单胞菌 
(Aeromonas hydrophila) 是水环境中的条件致病菌，
可以引起贝类等水生动物组织或器官病变，也能影

响抗氧化系统相关酶的活性[12]。笔者用嗜水气单胞

菌感染褶纹冠蚌，研究感染后褶纹冠蚌抗氧化因子

的变化，以期为淡水贝类非特异免疫功能的研究提

供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

嗜水气单胞菌菌种由中国科学院水生生物研

究所提供，由南昌大学水产动物寄生虫与免疫学研

究室保种。褶纹冠蚌采自鄱阳湖。测定超氧化物歧

化酶 (SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶 (GPX)、谷胱甘
肽 (GSH)、过氧化氢 (H2O2) 及丙二醛 (MDA)的
试剂盒由南京建成生物工程研究所提供，其产品批

号均为20100601。 

1.2  方  法 

1.2.1  试验设计 

选择壳长(9.66±1.07) cm、壳高(6.58±0.85) cm 
的健康蚌，在水族箱中连续充气暂养 1周，每天换
水 1次，水温保持(25±1) ℃。 
将保存的嗜水气单胞菌接入胰蛋白胨大豆液体

培养基(TSB)，30 ℃、200 r/min 振荡培养至 OD600 nm 

为 0.6 左右，于 4 ℃ 冰箱中保存，备用。选取健康
的褶纹冠蚌 40 只，随机分成 2 组，分别用微量注

射器从试验组每只蚌后闭壳肌注射浓度为 109 个细

胞/mL的嗜水气单胞菌菌液 0.1 mL，对照组注射等
量的无菌生理盐水。 

1.2.2  血清样品和肝胰腺提取液的制备 

注射嗜水气单胞菌后，分别在注射后 3、6、12、
24、48 h 用注射器从试验组和对照组各蚌的闭壳肌
血窦中取血[13]，每个时段各取 4 只蚌，每只蚌取
血 10 mL，分别装入 10 mL的离心管，然后分别以
4 ℃，3 600 r/min离心 10 min，移出上清液，获得
试验所用血清样品，置于 4 ℃冰箱中保存。 

取血后，每只蚌取出适量肝胰腺，滤纸吸干水

分后称重，加入无菌生理盐水，使组织匀浆液的质

量浓度达到 0.1 g/mL，于冰浴中匀浆后，以 4 ℃、
3 000 r/min离心 10 min，其上清液即为肝胰腺组织
提取液，置于 4 ℃冰箱中保存。 

1.2.3  血清和肝胰腺抗氧化指标的测定 

SOD 活性测定采用羟胺法。血清中SOD活性
为每1 mL反应液中SOD抑制率达50%时所对应的
SOD量，单位为U/mL；组织匀浆中SOD活性为每1 mg
组织蛋白在1 mL反应液中SOD抑制率达50%时所
对应的SOD量，单位为U/mg。GPX活性测定采用
2−硫代2−硝基苯甲酸间接法。因GPX可以促进
H2O2与GSH反应生成H2O及氧化型谷胱甘肽
(GSSG)，因此，GPX的活力以催化GSH的反应速
率来表示，即用单位时间内GSH减少的量来表示。
在GPX催化下，GSH和DTNB作用生成黄色的5−硫
代2−硝基苯甲酸阴离子，测定该离子的浓度，即
可计算出GSH减少的量。组织中GPX活性用扣除非
酶反应作用后，每1 mg蛋白质每1 min反应体系中
GSH浓度降低1 μmol/L时GPX的量表示。由于GSH
在没有酶的条件下也能进行氧化反应  (非酶反
应)，所以，最后计算酶活性时，必须扣除非酶反
应引起的GSH的减少量。组织中GPX活性为扣除非
酶反应作用后，反应体系中GSH浓度降低1 μmol/L
时GPX的量；血清中GPX活性为每 0.1 mL血清在 
37 ℃反应5 min，扣除非酶促反应作用后，反应体
系中GSH浓度降低1 μmol/L时GPX的量。MDA含
量的测定采用TBA法。可溶性蛋白质含量用考马斯
亮蓝法测定。 

1.3  数据处理 

采用SPSS 13.0软件对试验数据进行处理。利用
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方差分析和 t 检验进行统计学分析。 

2  结果与分析 

2.1  嗜水气单胞菌感染对褶纹冠蚌血清和肝胰腺

中 SOD 活性的影响 

经嗜水气单胞菌感染后，褶纹冠蚌血清和肝胰

腺中的 SOD活性均先降低后升高再降低 (表 1，表
2)。感染后 3 h，血清和肝胰腺中 SOD的活性均最
高。血清中 SOD的活性在 6 h 时最低，12～24 h
变化不大 (表 1)；肝胰腺中 SOD的活性在 6～12 h
逐渐降低，24 h 时略有升高，然后逐渐降低，48 h 

表 1  嗜水气单胞菌感染后褶纹冠蚌血清中的抗氧化因子 

Table 1  Antioxidant factors in blood serum from Cristaria plicata infected with Aeromonas hydrophila  

SOD活性/(U·mL−1) 
组别 

3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 
对照组 15.56±1.35 16.93±2.04 20.54±1.30 20.62±2.14 17.87±1.26 
试验组  (21.96±1.26)* 18.92±1.74 20.64±2.57 20.19±1.47 20.32±1.18 

GPX活性/ U 组别 
3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 

对照组 837.33±23.25 800.00±13.86 581.33±63.76 538.67±40.42 436.00±31.75 
试验组 768.00±22.74 686.67±17.49  (782.67±28.88)*  (753.33±31.52)*  (684.00±68.16)* 

GSH含量/(mg·L−1) 组别 
3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 

对照组 2.29±0.87 0.94±0.29 1.01±0.54 1.87±0.26 1.76±0.17 
试验组 2.15±0.49 1.45±0.27 1.07±0.06  (0.90±0.10)*  (0.63±0.06)* 

MDA含量/(nmol·mL−1) 
组别 

3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 
对照组 0.27±0.22 0.29±0.18 0.25±0.14 0.11±0.08 0.67±0.17 
试验组 0.69±0.11   (4.46±0.13)**   (4.34±0.11)** 0.11±0.01 0.26±0.09 

H2O2含量/(mmol·L−1) 组别 
3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 

对照组 10.28±5.28 17.03±3.32 24.33±1.20 23.33±4.10 22.12±0.96 
试验组 17.48±1.03 26.47±1.12 30.33±2.19 28.67±2.19 21.80±2.85 

*示差异显著(P<0.05)；**示差异极显著(P<0.01)。下同。 

表 2  嗜水气单胞菌感染后褶纹冠蚌肝胰腺中的抗氧化因子 

Table 2  Antioxidant factors in hepatopancreas from Cristaria plicata infected with Aeromonas hydrophila  

SOD活性/(U·mg−1) 
组别 

3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 
对照组 17.66±3.68 18.58±1.02 20.55±0.95 18.45±1.38 17.67±2.36 
试验组 23.75±4.53 22.31±1.17 19.84±0.58 21.06±1.13 14.01±1.01 

GPX活性/ U 
组别 

3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 
对照组 2.91±0.54 8.76±0.98 6.71±1.59 10.56±1.81 1.67±0.52 
试验组 7.17±1.49 13.86±1.77 6.17±1.10 14.44±2.37 2.30±0.72 

GSH含量/(mg·g−1) 
组别 

3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 
对照组 1.06±0.26 2.42±0.47 1.29±0.13 3.92±0.63 0.44±0.06 
试验组 1.32±0.08 2.58±0.23 1.58±0.29 (1.67±0.13)* 0.07±0.04 

MDA含量/(nmol·mg−1) 
组别 

3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 
对照组 5.20±0.91 4.47±0.39 1.61±0.24 1.25±0.37 2.50±1.10 
试验组 4.92±0.59 5.03±0.99 2.36±0.76 1.48±0.76 5.91±2.02 

H2O2含量/(mmol·g−1) 
组别 

3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 
对照组 96.26±0.89 86.93±8.56 90.01±3.78 86.59±5.64 101.36±8.01 
试验组 88.14±4.61 99.94±4.09 113.61±3.30 113.84±1.33 114.17±0.67 
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时最低(表 2)。对照组血清中 SOD 活性先升高后降

低，在 12 h时最高；肝胰腺中 SOD活性先升高后降

低，12 h时最高。t检验结果显示：试验组与对照组

中血清 SOD活性在 3 h时有显著差异(P<0.05)，肝胰

腺中 SOD活性各时段均无显著差异。 

2.2  嗜水气单胞菌感染对褶纹冠蚌血清和肝胰腺

中 GPX 活性的影响 

经嗜水气单胞菌感染后，血清中GPX的活性 3 h

后开始缓慢下降，至 6 h后又逐步上升，到 12 h时

最高，然后缓慢下降，48 h时基本恢复(表 1)。肝胰

腺中 GPX的活性先升高，6 h后开始下降，到 12 h

降至最低，然后再上升，升至 24 h后再下降，48 h

后降至最低水平(表 2)。对照组血清中 GPX的活性

缓慢下降，48 h 降至最低。对照组肝胰腺中 GPX

活性先逐步升高，在 24 h时最高，然后下降。t检

验结果显示：试验组与对照组血清中 GPX 的活性

在 12、24和 48 h时均有显著差异(P<0.05)，肝胰腺

中 GPX的活性没有显著差异。 

2.3  嗜水气单胞菌感染对褶纹冠蚌血清和肝胰腺

中 GSH 含量的影响 

经嗜水气单胞菌感染后，褶纹冠蚌血清中 GSH

的含量在 3~48 h呈下降趋势(表 1)；肝胰腺中 GSH

的含量在 3～6 h升高，6 h后持续下降，48 h降至最

低(表 2)。对照组血清中 GSH的含量先降低后升高，

6 h时最低，24 h时最高；肝胰腺中 GSH的含量先

升高后降低，再升高至 24 h的最高后降低。t检验结

果显示：试验组与对照组血清中 GSH的含量在 24 h

和 48 h时有显著差异(P＜0.05，表 1)；肝胰腺中 GSH

的含量在 24 h时有显著差异(P＜0.05，表 2)。 

2.4  嗜水气单胞菌感染对褶纹冠蚌血清和肝胰腺

中 MDA 含量的影响 

经嗜水气单胞菌感染后，褶纹冠蚌血清中

MDA的含量变化很大，3 h后迅速降低，24 h时恢

复到正常水平(表 1)；肝胰腺中MDA含量在 3～6 h

基本无变化，6 h后持续下降，至 24 h降至最低，

然后开始恢复，至 48 h恢复到初始水平(表 2)。对

照组血清中 MDA含量在 6～24 h基本无变化；肝

胰腺中MDA含量在 3～24 h下降明显，24 h时最

低点，24 h 后有所升高。t 检验结果显示：试验组

与对照组血清中MDA含量在 6 h和 12 h时差异极

显著(P＜0.01)。 

2.5  嗜水气单胞菌感染对褶纹冠蚌血清和肝胰腺

中 H2O2含量的影响 

经嗜水气单胞菌感染后，血清中 H2O2 的含量

与对照组血清中 H2O2 的含量变化趋势基本一致，

均在 12 h时最高，之后平缓下降(表 1)。t检验结果

显示：试验组与对照组血清中 H2O2 含量均无显著

差异(P＞0.05)。经嗜水气单胞菌感染后，肝胰腺中

H2O2的含量在 12 h时最高，在 12～48 h变化不大

(表 2)。对照组肝胰腺中 H2O2的含量在 3～48 h变

化不明显。t 检验结果显示：试验组与对照组肝胰

腺中 H2O2含量无显著差异(P＞0.05)。 

3  结论与讨论 

褶纹冠蚌经嗜水气单胞菌感染后，由SOD、

GPX活性及GSH、H2O2、MDA含量的变化可以看

出，感染后的褶纹冠蚌由于呼吸爆发产生了更多的

ROS。SOD和GPX活性增加，GSH含量随试验时间

的延长而降低，这说明在一定程度上嗜水气单胞菌

能诱导SOD和GPX的活性，清除活性氧自由基，但

MDA含量的变化表明嗜水气单胞菌对褶纹冠蚌造

成了氧化损伤。 

适当的刺激会导致吞噬细胞经历呼吸爆发并

产生大量的细胞毒氧化剂，即胞毒活性氧[14]。在绝

大多数双壳或腹足贝类中都发现了伴随吞噬的呼

吸爆发现象[5]。呼吸爆发产生的 ROS可以对细菌等

外来异物进行杀灭，在抗菌、抗病中起着关键作用。

不同外源物刺激贝类所产生的呼吸爆发现象存在

差别。用海洋酵母细胞和酵母聚糖刺激皱纹盘鲍，

其血细胞在吞噬活动中明显地产生呼吸爆发现象

和活性氧[15]。褶纹冠蚌经嗜水气单胞菌感染后，血

清和肝胰腺中过氧化氢的含量均稍高于对照组，且

肝胰腺中的过氧化氢含量比血清中的高得多，这表
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明感染后的褶纹冠蚌由于呼吸爆发产生了更多的

ROS。肝胰腺中过氧化氢含量比血清高，可能是由

于肝胰腺的抗氧化能力高于血清。肝胰腺抗氧化酶

种类和数量较多，抗氧化物质较为丰富，尤其是肝

胰腺中 SOD 等过氧化物酶的含量较高，所以，其

清除活性氧的能力较强，且 SOD 歧化超氧阴离子

时也会产生过氧化氢[16−17]。 

虽然呼吸爆发产生的活性氧具有杀菌作用，但

ROS对贝类本身也有毒害作用，必须及时清除[18]。

SOD、CAT、GPX 等抗氧化酶可以清除活性氧自

由基，维持正常生理活动。背角无齿蚌经嗜水气单

胞菌感染后，其血清和肝胰腺 SOD活性均是先升

高后降低，12 h时达到最高点；肝胰腺 SOD活性

在 12～48 h下降平缓[19]。SOD活性的升高，意味

着有大量超氧阴离子氧化自由基产生，表明生物有

机体抗氧化性和免疫能力增强。褶纹冠蚌经嗜水气

单胞菌感染后，其血清和肝胰腺 SOD的活性都在

短时间内显著升高，说明嗜水气单胞菌能在短时间

内提高 SOD活性，清除体内多余的活性氧自由基，

在体内自由基达到平衡时，SOD 的活性恢复到正

常水平。 

GPX是生物机体内重要的抗氧化酶之一，它可

以消除机体内的过氧化氢及脂质过氧化物，使细胞

膜和其他生物组织免受过氧化损伤[20]。褶纹冠蚌经

嗜水气单胞菌感染后，开始时血清中 GPX 活性比

对照组的稍低，这可能是由于嗜水气单胞菌在短时

间内还未能激活血清中 GPX的活性；6 h后血清中

GPX 的活性比对照组的高，肝胰腺中 GPX 的活性

在 3～48 h都比对照组的高，这表明肝胰腺的 GPX

对嗜水气单胞菌的刺激反应较快，而血清中的 GPX

对菌的刺激反应迟缓。 

GSH 是抗氧化系统中重要的一类清除活性氧

自由基的小分子物质。当机体受到外源化学物的攻

击时，GSH与外源化学物结合的功能及抗氧化功能

在保持细胞和细胞器膜结构的完整性和肝脏解毒

方面起着非常重要的作用[21]。用 10 μg/L MC−LR

处理鲤肝细胞，6 h后 GSH含量明显下降，而对照

组GSH只略微下降，表明GSH参与了防御MC−LR

造成的氧化损害[22]。经嗜水气单胞菌感染后，褶纹

冠蚌血清中GSH的含量一直呈下降趋势，表明GSH

参与了对活性氧的清除；肝胰脏中 GSH 含量的变

化，可能是肝胰腺的 ROS 对嗜水气单胞菌的刺激

处于氧化应激状态，当 SOD、GPX 等抗氧化酶活

性还未起作用时，GSH含量升高，而抗氧化酶活性

升高时会消耗 GSH，从而使其含量下降。 

MDA 含量的变化可反映机体受氧化损伤的程

度。用高浓度的 Ce(NO3)3 处理蚌 3 d时，肝脏MDA

含量显著降低，饲养 15 d后，MDA含量均显著高

于对照组，说明 Ce(NO3)3超过一定浓度可诱发机体

脂质过氧化，也表明 Ce 对三角帆蚌机体产生影响

的原因之一是随着体内 Ce 含量的增加，体内自由

基积累，加剧了膜脂过氧化，使膜的结构和功能遭

受破坏，进而引起一系列代谢紊乱，最终对三角帆

蚌造成毒害[23]。经嗜水气单胞菌感染后，褶纹冠蚌

肝胰腺中 MDA 含量略高于对照组，血清中 MDA

含量在 3～24 h明显高于对照组，这表明嗜水气单

胞菌对机体造成了一定程度的氧化损伤，也可能是

因为机体受嗜水气单胞菌刺激产生了氧化胁迫。 
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