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摘要：以中华绒螯蟹为材料，研究诺氟沙星、氧氟沙星和恩诺

沙星３种喹诺酮类药物对中华绒螯蟹血清免疫酶指标的影

响。以５ｍｇ／ｋｇ体重注射中华绒螯蟹，定期测定血清酚氧化

酶（ＰＯ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、溶菌酶

（ＬＳＺ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）和谷丙转

氨酶酶（ＡＬＴ）的活力。结果表明：注射药物后，ＰＯ、ＰＯＤ、

ＡＬＰ、ＬＳＺ、ＳＯＤ活力均显著提高（Ｐ＜０．０５），其中恩诺沙星

试验组影响极为显著（Ｐ＜０．０１），随后逐渐下降，至９６ｈ与

对照组基本相同；ＡＳＴ和ＡＬＴ活力在试验期间均显著降低

（Ｐ＜０．０５）。上述结果表明喹诺酮类药物以５ｍｇ／ｋｇ体重剂

量注射对中华绒螯蟹血清免疫酶无明显不良影响，对脏器无

损害，此浓度的喹诺酮类药物对中华绒螯蟹有免疫促进

作用。
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科，又称河蟹，味道鲜美，营养丰富，是一种经济蟹类，是中国

传统的名贵水产品之一［１］。近年来，河蟹日益严重的病害问

题已成为养蟹产业发展的主要阻碍因素之一。在蟹类疾病

防治中，抗菌药物发挥着重要作用，但由于病原微生物的耐

药性和机体药物残留等问题，部分药物使用已受到了严格的

限制。因此，研究抗菌药物对机体的免疫影响来指导用药就

具有十分重要的意义。

　　喹诺酮类（ｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ）药物具有广谱、高效、低残留、毒

副作用小、不易产生耐药性等优点，是常用的临床抗菌药物，

也是鱼病防治上公认的理想抗菌药物［２－４］，目前水产上常用

的喹诺酮类药物主要有诺氟沙星、氧氟沙星和恩诺沙星等。

范红结等［５］报道恩诺沙星对中华绒螯蟹的雷氏普罗威登菌

（犘狉狅狏犻犱犲狀犮犻犪狉犲狋狋犵犲狉犻）敏感度很高；张雅斌等
［６］用恩诺沙星

对细菌性败血病等５种诺酮类药物几乎对水生动物所有病

原菌表现出较强的抗菌作用。喹诺酮类药物对淡水养殖鱼

类常见病的病原菌均有较强的抑菌作用；但大量试验［７－１０］证

明喹诺酮类药物可引发消化系统、神经系统肝肾功能等脏器

损害及过敏等不良反应。近年来，为系统评价甲壳动物的免
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疫水平，研究人员［１１－１４］先后采用了各种血清酶指标，其中应

用较多的有酚氧化酶（ＰＯ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化

物酶（ＰＯＤ）、碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、溶菌酶 （ＬＳＺ）等。研

究［１５－１７］表明喹诺酮类药物可影响动物免疫力，在低剂量时

还对机体免疫系统有促进作用，增强机体免疫功能，增进机

体对病原体的吞噬力；巩华等［１８］通过投喂恩诺沙星对鲤鱼

血清酶的影响，发现高浓度药物（１ｇ／ｋｇ）对鲤鱼肝、肾有明

显影响。关于抗生素对免疫的影响，除产生免疫抑制外，近

年来对部分抗生素的免疫促进作用有较多报道［１９］。张丽敏

等［２０］报道恩诺沙星以２０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射红笛鲷，可明显提

高红笛鲷血清中抗体ＩｇＭ 的含量，这种作用可持续３周左

右，表明恩诺沙星对鱼类体液免疫有良好的促进作用。王海

潮等［２１］研究过常用抗菌药物对锯缘青蟹体外血清酚氧化酶

的影响，但喹诺酮类药物对中华绒螯蟹的体内血清酶的免疫

影响未见相关报道。本研究拟以中华绒螯蟹为试验对象，研

究３种喹诺酮类药物诺氟沙星、氧氟沙星和恩诺沙星对中华

绒螯蟹血清酚氧化酶（ＰＯ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、碱性磷酸酶

（ＡＬＰ）、溶菌酶（ＬＳＺ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷草转氨酶

（ＡＳＴ）和谷丙转氨酶（ＡＬＴ）等活力指标的影响，旨在为中华

绒螯蟹养殖生产中合理用药提供科学依据，并为进一步研究

渔用药物的作用机理提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　试验动物

　　中华绒螯蟹：体质量为（１５０±３０）ｇ，安徽宿州某养殖场

提供。选择体色好、步足健全、无外伤的个体，随机分成

４组，每组１８只，暂养于４８ｃｍ ×３７ｃｍ×２９ｃｍ 塑料箱中，

试验期间水温（２３±２）℃，盐度１９．５‰。

１．２　仪器与试剂

　　酶标仪：ＶｅｒｓａＭａｘ型，美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓＣｏｒｐｏｒａ

ｔｉｏｎ（ＭＤＣ）公司；

　　可见分光光度计：７５１型，上海分析仪器厂；

　　３，４二羟苯丙氨酸（Ｌ３，４ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌａｌａｍｉｎｅ，

ＬＤＯＰＡ）：分析纯，美国Ｓｉｇｍａ公司；

　　溶壁微球菌 ＡＳ１．６３５（犕犻犮狉狅犮狅犮犮狌狊犾狔狊狅犾犲犻犽狋犻犮狌狊ＡＳ１．

６３５）冻干粉：生物试剂，中国科学院微生物研究所菌种保藏

中心；

　　抗菌药诺氟沙星、氧氟沙星和恩诺沙星：针剂，质量分数

均为９９％，东北制药厂（ＧＭＰ兽药认证公司）；

　　ＳＯＤ、ＡＳＴ和 ＡＬＴ测定试剂盒：南京建成生物工程研

究所；

　　其余试剂：均为分析纯，国药集团化学试剂有限公司。

１．３　试验方法

１．３．１　抗菌药物的注射　取注射用无菌诺氟沙星、氧氟沙

星、恩诺沙星针剂，用无菌生理盐水稀释到３．７５ｍｇ／ｍＬ。酒

精棉球消毒中华绒螯蟹步足基部后，注射约０．２ｍＬ药液，使

中华绒螯蟹注射量为５ｍｇ／ｋｇ体质量（为常规疾病治疗剂

量）。每组注射１８只中华绒螯蟹，对照组注射无菌生理

盐水。

１．３．２　血清的制备　注射药液组分别于注射后６，１２，２４，

４８，７２，９６ｈ随机取６只中华绒螯蟹，抽取血淋巴（在第四步

足与背面交界处），在４℃下以８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸取

上清液，－２０℃冰箱保存备用。

１．３．３　酚氧化酶（ＰＯ）活力的测定　根据文献［２２］修改如

下：在９６孔酶标板中进行反应，反应孔中加入０．２ｍｏｌ／Ｌ

ｐＨ７．０磷酸盐缓冲液（ＰＢ）１７０μＬ，１０μＬ注射抗菌药物的

待测中华绒螯蟹血清，充分混合后３７℃保温１５ｍｉｎ，再加入

０．６ｍｇ／ｍＬＬＤＯＰＡ２０μＬ，立即放入 ＭＤＶｅｒｓａＭａｘ酶标

仪中，振荡混匀后，每隔５ｍｉｎ读取４９０ｎｍ处吸光值，反应

１５ｍｉｎ；以每分钟犗犇４９０增加０．００１作为１个酶活力单位

（Ｕ）。对照组用生理盐水。

１．３．４　过氧化物酶（ＰＯＤ）活力的测定　根据文献［２３］修改

如下：以邻苯二胺为底物，在９６孔酶标板中加入２０μＬ血

清，再加入１８０μＬ显色缓冲液（Ｃ６Ｈ８Ｏ７·Ｈ２Ｏ７．３ｇ，

Ｎａ２ＨＰＯ４·２Ｈ２Ｏ１１．８６ｇ，双蒸水定容至１０００ｍＬ），置于

酶标仪中，测４９０ｎｍ处的犗犇值（犃３）；向样品中加入邻苯二

胺４ｍｇ，３０％Ｈ２Ｏ２４μＬ，１０ｍＬ显色缓冲液配置的显色液

２０μＬ，待摇匀后，显色１５ｍｉｎ，测４９０ｎｍ处的犗犇 值（犃４）。

ＰＯＤ相对活力以犃ＰＯＤ＝犃４－犃３表示。

１．３．５　碱性磷酸酶（ＡＬＰ）活力的测定　根据文献［２４］修改

如下：取血清２００μＬ，加入８００μＬｐＨ８．８的Ｔｒｉｓ—ＨＣｌ缓

冲液（加入Ｔｒｉｓ碱１２１．１ｇ，浓盐酸７０ｍＬ，用双蒸水定容到

１０００ｍＬ），于３７℃水浴１０ｍｉｎ，然后加入５ｍｍｏｌ／Ｌ的底物

５０μＬ，反应１０ｍｉｎ，加入０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ 溶液４ｍＬ终止

反应，生成的对硝基酚在４００ｎｍ处测定。空白是将血清换

为双蒸水。以每分钟吸光值上升０．０１为一个活力单位。

１．３．６　血清溶菌酶（ＬＳＺ）活力的测定　根据文献［２５］修改

如下：以溶壁微球菌冻干粉为底物，溶于０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ６．４

的磷酸钾盐缓冲液中，调整菌悬液的犗犇 值（犗犇５７０＝０．３），

在冰浴中加入３ｍＬ菌悬液于小试管内，再加入５０μＬ待测

血清，混匀，立即在５７０ｎｍ 下测其犗犇 值，后将试管移入

３７℃水浴中反应３０ｍｉｎ，取出，迅速在冰浴中终止反应，测

其犗犇值。溶菌活力按式（１）计算：

　　犝 ＝
犃１－犃２
犃２

（１）

　　式中：

　　犝———血清溶菌酶（ＬＳＺ）活力，Ｕ；

　　犃１———待测血清反应前的犗犇值；

　　犃２———待测血清反应后的犗犇值。

１．３．７　其他酶指标的活力测定　血清超氧化物岐化酶

（ＳＯＤ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）和谷丙转氨酶（ＡＬＴ）活力的测

定均采用南京建成生物工程研究所试剂盒，按试剂盒操作说

明书进行。上述测定均用７５１分光光度计进行读数。

１．４　数据统计分析

　　采用Ｅｘｃｅｌ２０１３软件处理数据和绘图，用ＳＰＳＳ（ｓｔａｔｉｓ

ｃａｌｐａｃｋａｇｅｆｏｒｔｈｅｓｏｃｉａｌｓｃｉｅｎｃｅ）１３．０对数据进行方差分

析，当差异显著（Ｐ＜０．０５）时，用ＬＳＤ检验法进行均值间多

重比较分析。
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２　结果与分析
２．１　喹诺酮类对酚氧化酶（ＰＯ）活力的影响

　　注射诺氟沙星等３种喹诺酮类抗菌药后，中华绒螯蟹体

内ＰＯ活力在短期内出现上升，在６～１２ｈ达到最大值，此后

逐渐减小；注射生理盐水的对照组ＰＯ活力基本稳定，后期

酶活力略有下降；恩诺沙星对ＰＯ的活力增高最为明显，６ｈ

时的ＰＯ 活力较对照组升高７３．４４％，差异极显著（Ｐ＜

０．０１）；９６ｈ后，ＰＯ活力下降至与对照组基本相同。上述结

果初步表明，３种药物注射后可使中华绒螯蟹的ＰＯ活力得

到提高，其中以恩诺沙星的影响最为明显（图１）。王海潮

等［１６］研究喹诺酮类抗菌药物对锯缘青蟹ＰＯ的体外试验表

明，低浓度时表现为增强作用，与本试验结果一致。

图１　喹诺酮类药物对中华绒螯蟹血清ＰＯ活力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓｏｎｔｈｅＰＯａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｓｅｒｕｍｏｆ犈狉犻狅犮犺犲犻狉狊犻狀犲狀狊犻狊

２．２　喹诺酮类对过氧化物酶（ＰＯＤ）活力的影响

　　由图２可知，中华绒螯蟹体内ＰＯＤ活力在短期内出现

上升，在６～１２ｈ达到最大值，此后逐渐减小；注射盐水的对

照组ＰＯＤ活力基本稳定，后期酶活力略有下降；ＰＯＤ活力在

６～１２ｈ时达最大值，诺氟沙星、氧氟沙星和恩诺沙星组的

ＰＯＤ活力分别比对照组升高３４．５３％，２６．６２％，３９．１８％，差

异显著（Ｐ＜０．０５）；９６ｈ后，ＰＯＤ活力下降至与对照组基本

相同。３种药物注射后可使中华绒螯蟹ＰＯＤ活力得到提高，

其中以恩诺沙星的影响最为明显。过氧化物酶是一类含辅

基铁卟啉的酶类，主要作用为清除细胞生理代谢过程中的活

性氧，减少其对正常细胞的损伤，提高机体的解毒免疫功能

和防病抗病能力［１４］，是机体解毒免疫功能和防病抗病能力

的重要指标之一。本试验ＰＯＤ活力增加，表明喹诺酮类药

物可以增强机体的免疫功能和抗病能力。

图２　喹诺酮类药物对中华绒螯蟹血清ＰＯＤ活力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓｏｎｔｈｅＰＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｓｅｒｕｍｏｆ犈狉犻狅犮犺犲犻狉狊犻狀犲狀狊犻狊

２．３　喹诺酮类对碱性磷酸酶（ＡＬＰ）的影响

　　中华绒螯蟹注射药物后，短期内 ＡＬＰ活力有明显升高，

ＡＬＰ活力在４８ｈ升至较高水平，与对照组有显著差异（Ｐ＜

０．０５）；随后逐渐降低，至９６ｈ时注射不同药物组 ＡＬＰ降至

与对照相同水平，对照组酶活力未出现相应变化。结果表

明：中华绒螯蟹注射药物后 ＡＬＰ活力升高，３种抗菌药物对

中华绒螯蟹ＡＬＰ的影响程度为恩诺沙星＞诺氟沙星＞氧氟

沙星（图３）。碱性磷酸酶可修饰改变细菌表面结构使其更易

为机体识别，加快免疫系统对异物的识别、吞噬和清除，为免

疫的常规指标酶类之一。ＡＬＰ活力明显升高，表明免疫系

统对异物识别的结果。

图３　喹诺酮类药物对中华绒螯蟹血清ＡＬＰ活力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓｏｎｔｈｅＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｓｅｒｕｍｏｆ犈狉犻狅犮犺犲犻狉狊犻狀犲狀狊犻狊

２．４　喹诺酮类对溶菌（ＬＳＺ）活力的影响

　　注射后，可出现血清溶菌活力升高，溶菌活力在２４ｈ时

升至最大值，比对照组溶菌酶活力提高４４．２７％～７９．５６％，

呈显著差异（Ｐ＜０．０５），随后下降，９６ｈ降至与对照组相同水

平，对照组整个试验期间溶菌水平无明显变化（图４）。表明

注射药物可使中华绒螯蟹血清溶菌水平提高，以恩诺沙星最

为明显，其次依次为诺氟沙星和氧氟沙星。溶菌酶是一种专

门作用于微生物细胞壁的水解酶，破坏和消除侵入体内的异

物，在机体防御中起重要的作用［２６］，是甲壳动物重要的体液

非特异性免疫因子。多种免疫增强剂可增强甲壳动物溶菌

酶活力，提高机体抗病能力［１４］。本试验注射喹诺酮类药物

后，出现血清溶菌活力升高，证实可以提高机体抗病能力。

２．５　喹诺酮类对超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）的影响

　　注射药物后，短期内超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活力有明显

升高，ＳＯＤ活力在６～１２ｈ时升至较高水平，与对照组有显

著差异（Ｐ＜０．０５）；随后逐渐降低，至９６ｈ时注射不同药物组

图４　喹诺酮类药物对中华绒螯蟹血清ＬＳＺ活力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓｏｎｔｈｅＬＳＺａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｓｅｒｕｍｏｆ犈狉犻狅犮犺犲犻狉狊犻狀犲狀狊犻狊

５４

第３１卷第５期 王海潮等：喹诺酮类药物对中华绒螯蟹血清酶的影响 　



的ＳＯＤ降至与对照相同水平，对照组酶活力未出现相应变

化。结果表明：中华绒螯蟹注射药物后促进了ＳＯＤ活力的

升高，恩诺沙星对中华绒螯蟹的血清ＳＯＤ的影响最显著

（图５）。ＳＯＤ活性与生物免疫水平密切相关，可作为机体非

特异性免疫力的重要评判指标［２７］。多糖、灭活菌体、壳聚多

糖、中药等通过注射和口服方式可显著增强河蟹的ＳＯＤ 活

力［２８］，与本试验注射药物后ＳＯＤ活力升高的结果一致。

图５　喹诺酮类药物对中华绒螯蟹血清ＳＯＤ活力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓｏｎｔｈｅＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｓｅｒｕｍｏｆ犈狉犻狅犮犺犲犻狉狊犻狀犲狀狊犻狊

２．６　喹诺酮类对中华绒螯蟹血清谷草转氨酶（ＡＳＴ）的影响

　　由图６可知，注射药物及生理盐水１２ｈ内，中华绒螯蟹

血清ＡＳＴ活力均降低，２４ｈ后转趋于平稳。比较２４～９６ｈ

的转氨酶水平差异，发现注射药物各组的血清 ＡＳＴ均低于

对照组。血清转氨酶水平主要用于评价脏器受损情况，存在

于胞内，是组织病变、中毒脏器大面积损伤的重要指标，潘鲁

青等［２９，３０］研究重金属对凡纳滨对虾和锯缘青蟹毒性时发现，

Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋和Ｃｄ２＋经２４ｈ作用，可使凡纳滨对虾和青蟹血

清转氨酶活力升高，而肝胰腺、鳃丝和肌的酶活力随之降低，

表明相关酶随组织损伤逸出脏器。本试验中血清 ＡＳＴ均低

于对照组，表明在常规使用剂量下，药物未对中华绒螯蟹产

生内脏器官的明显损伤。

图６　喹诺酮类药物对中华绒螯蟹血清ＡＳＴ活力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓｏｎｔｈｅＡＳＴａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｓｅｒｕｍｏｆ犈狉犻狅犮犺犲犻狉狊犻狀犲狀狊犻狊

２．７　喹诺酮类对谷丙转氨酶（ＡＬＴ）的影响

　　由图７可知，注射药物及生理盐水１２ｈ内，中华绒螯蟹

血清ＡＬＴ降低趋势明显，２４ｈ后转氨酶指标趋于平稳。试

验期间注射药物各组血清ＡＬＴ均低于对照组。表明在常规

使用剂量下，药物未对中华绒螯蟹内脏器官产生明显的损

伤。本试验中药物及生理盐水注射组均出现了血清转氨酶

指标急剧升高，随后降低的现象，表明转氨酶指标可随注射

刺激出现较大波动，可能与注射刺激有关。

图７　喹诺酮类药物对中华绒螯蟹血清ＡＬＴ活力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓｏｎｔｈｅＡＬＴａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｓｅｒｕｍｏｆ犈狉犻狅犮犺犲犻狉狊犻狀犲狀狊犻狊

３　结论
　　在５ｍｇ／ｋｇ肌肉注射后，中华绒螯蟹血清 ＰＯ、ＬＳＺ、

ＰＯＤ、ＡＬＰ和ＳＯＤ６～２４ｈ均有不同程度的提高，但这种促

进作用不能持久，在４８～９６ｈ后基本回落至与对照相同水

平。对照组相关酶指标在试验过程中基本保持稳定，这种短

效免疫增强作用的产生机制以及对中华绒螯蟹健康的影响，

有待于今后进一步研究。本试验还发现，恩诺沙星对中华绒

螯蟹血清ＰＯ、ＬＳＺ、ＰＯＤ、ＡＬＰ和ＳＯＤ等酶的影响均较诺氟

沙星和氧氟沙星显著，可能与恩诺沙星代谢缓慢残留在机体

时间较长有关，相关机理正在进一步研究之中。

　　对青蟹酚氧化酶体外试验结果表明，高浓度（５００μｇ／ｍＬ）

的喹诺酮类药物对 ＰＯ有明显抑制作用，药物浓度为５～

１０μｇ／ｍＬ时（常规使用剂量），对青蟹ＰＯ无明显影响。本试

验是在体外试验的基础上，以正常给药剂量（５ｍｇ／ｋｇ）用药，

未出现抑制现象，表明正常用药对机体健康影响不大，低剂

量给药，还可以提高中华绒螯蟹的免疫机能。
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