
微生物学通报 FEB 20, 2011, 38(2): 176−180 
Microbiology China © 2011 by Institute of Microbiology, CAS 
tongbao@im.ac.cn                                                  
 

                           

基金项目：国家“十一五”科技支撑计划重大项目(No. 2006BAD09A01); 江苏省海洋生物技术重点实验室开放基金项目(No. 2007HS016) 
* 通讯作者：Tel: 86-518-85895251; : yanbinlun@yahoo.com.cn 
收稿日期：2010-08-20; 接受日期：2010-10-29 

研究报告 

海洋红酵母多糖提取及其对日本蟳血清中部分 
免疫活性因子的影响 

王洪斌 1,2  李士虎 1  阎斌伦 2*  焦豫良 1  王艳敏 1 
(1. 淮海工学院海洋学院  江苏 连云港  222005) 

(2. 江苏省海洋生物技术重点实验室  江苏 连云港  222005) 

 
 

摘  要: 以海洋红酵母为材料, 通过化学抽提法得到多糖, 用经典的 Sevag 法进行脱蛋白处理, 经

多级沉淀得到纯糖并采用硫酸-蒽酮法测得其中葡萄糖含量; 考马斯亮蓝法分析蛋白质含量。以定

量海洋红酵母多糖人工注射日本蟳, 注射等量生理盐水为对照, 定时测定其血清中部分免疫活性因

子的活性; 实验表明: 提取多糖为蛋白多糖, 其中葡萄糖含量为 3.6%, 蛋白质含量 1.9%, 含有多种

氨基酸, 其中天冬氨酸含量最多; 注射后 12 h 日本蟳血清中总超氧化物歧化酶(T-SOD) 活力达到最

高, 酸性磷酸酶(ACP) 活力在注射后 24 h 达到最高, 碱性磷酸酶(AKP) 48 h 达到最高, 过氧化氢

酶(CAT) 48 h 达到最高, 溶菌酶(LZM) 12 h 即达到最高, 最高点分别高于对照组 24%、43%、25%、

35%、95%; 72 h 后都恢复至对照组水平。结论: 海洋红酵母多糖注射 48 h 内日本蟳体内免疫活性

因子均有不同程度的提高, 对日本蟳有较强免疫刺激作用。 
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Abstract: The polysaccharide from oceanic red yeast were purified using chemical extraction method. 
The classical Sevag mothed was carried out in order to deprotein and the pure sugar was obtained 
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through multi stage precipitation. The content of glucose was determined by sulfuric acid anthrone 
method, and the content of protein was analysis by coomassie brilliant blue staining. After artificial in-
fection by the quantitative polysaccharide of oceanic red yeast, the activities of the immunological ac-
tivite enzymes in the serum of the Charybdis japonica were measured periodically. Meanwhile, infec-
tion by the equivalent normal saline was served as control. Experiment show: The purified 
polysaccharide was proteoglycan. Including 3.6% of glucose and 1.9% of protein. It also contained 
many kinds of amino acids and the content of aspartate was the highest. After artificial infection, Total 
SOD (T-SOD) in the serum of the Charybdis japonica had maximum enzyme activity in 12 hours and 
acid phosphatases (ACP) in 24 hours, alkaline phosphatase (AKP) in 48 hours, catalase (CAT) in 48 
hours, lysozyme (LZM) in 12 hours. The highest point was higher than those in the control group (24%, 
43%, 25%, 35%, 95%). And the enzyme activities recovered to the corresponding control levels. Con-
clusion: The activities of the immunity active factors in the serum of the Charybdis japonica have dif-
ferent degrees of the enhancement in 48 hours after infected with the polysaccharide of oceanic red 
yeast. The polysaccharide has stronger immune stimulation. 

Keywords: Red yeast, Purification of polysaccharide, Charybdis Japonica (A. Milne-Edwards), Immune 
activity  

酵母多糖是酵母细胞壁的重要组成部分[1], 其

主要成分为大分子的甘露聚糖及糖蛋白复合物[2−4], 

这些大分子含有 100-300 甘露糖分子。酵母多糖

占酵母细胞壁干重的 40%[5−6]。李臣等研究表明酵

母 甘 露 聚 糖 主 要 由 α-D-甘 露 糖 组 成 ,  分 子 量 为  
220 kD[7]。目前人们对酵母多糖认识和功能研究已

取得了较大的进展, 研究发现酵母多糖具有免疫活

性和抑制肿瘤生长等作用[7−8]。最近, 国内一些报道

也证明 , 酵母多糖对断奶仔猪具有抗病效果 [9], 对

大肠杆菌攻毒条件下的仔鸡的小肠粘膜也具有保护

作用[10]。另外, 对小鼠和仔鸡的免疫功能也有一定

促进作用[11−12]。 
研究和提高日本蟳的自身抗病能力对防治日本

蟳的病害具有重要意义。有文献表明口服免疫药物

对甲壳动物血清中一些免疫相关酶类的影响, 证明

某些与免疫相关的酶类可以因免疫药物的影响而使

活性增加 [13]; 通过中药制剂也可调节甲壳动物血

清的免疫活性 , 表现在溶菌活力和凝集活力的提

高[14]。目前, 国内在贝类感染菌体方面已有所研究, 
但有关酵母多糖感染日本蟳对免疫活性因子的影响

还未见报道。本文选用日本蟳为实验材料, 在注射

海洋红酵母多糖后, 测定了其血清中部分免疫活性

因子变化, 探讨多糖与日本蟳免疫系统间的相互作

用关系, 以期为日本蟳病害的免疫防治提供科学依

据, 从而提高水产动物机体免疫力, 减少病害发生

的频率及强度, 为绿色水产品生产及无公害健康养

殖提供保障。 

1  材料与方法 

1.1  样品 
健康日本蟳于 2009 年 10 月取自连云港市赣榆

东方水产养殖公司, 个体规格均匀(150 g 左右), 暂

养于玻璃水族箱(0.6 m×0.4 m×0.3 m) 中, 室温 24 h

通气, 每日换水 1 次。 

1.2  菌株 
海洋红酵母, 淮海工学院海洋学院实验室保存。 

1.3  多糖提取纯化及成分分析 
海洋红酵母菌种接种到 500 mL 三角瓶(PDA 培

养基 50 mL)中, 28 °C、200 r/min 下摇床振荡培养

36 h 制备种子液, 将种子液按 10%接种量接种到 5 L

全自动发酵罐(Biostat 5, B. Braun, Germany, 工作体

积为 3 L)中于 28 °C、搅拌速度 200 r/min、通气量

为 0.36 vvm 下进行培养 80 h。酵母多糖提取流程[15]: 

冻融 3 次−超声破壁−离心−上清液浓缩−酵沉−干燥−

稀释后测含量。Sevag 法除蛋白, 纯化多糖。采用

硫酸−蒽酮法测得其中葡萄糖含量 ; 考马斯亮蓝法
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分析蛋白质含量。用生理盐水配制浓度为 2.0%的

免疫多糖溶液, 灭菌后备用。 

1.4  人工注射感染 
选择健康、规格均匀的日本蟳, 设实验组和对

照组。实验组 10 只, 每只日本蟳用无菌微量注射器

从腹腔注入 200 µL 酵母多糖溶液, 对照组 10 只按

同样方法注射等量生理盐水。 

1.5  取样 
注射后每只日本蟳在 5、12、24、48、72 h 分

别用无菌兰芯注射器从第三步足基部采血 500 µL, 
置于 1.5 mL 无菌 Eppendorf 离心管中(加 EDTA 抗凝

剂 300 µL), 混匀 , 4 °C 冰箱保存 24 h, 将血浆以  
5 000 r/min、4 °C 离心 10 min, 去沉淀, 上层血清

保存于-20 °C 冰箱中备用。 

1.6  免疫指标的测定 
AKP、ACP、SOD 和 CAT 的活性测定均采用江

苏省南京建成生物研究所生产的试剂盒及其测定

方法。 
1.6.1  SOD 活性: 采用黄嘌呤氧化酶法测定, SOD
活性定义: 每毫升反应液中抑制率达 50.0%时所对

应的 SOD 量为 1 个活力单位(U)。 
1.6.2  ACP 和 AKP 活性的测定: 采用磷酸苯二钠

法, 酶活力的计算采用金氏单位(每 100 mL 待测样

品在 37 °C 与基质液作用 15 min, 产生 1 mg 酚者为

1 个金氏单位)。 
1.6.3  CAT活性: CAT 分解 H2O2 的反应可通过加入

钼酸铵而迅速终止, 剩余的 H2O2 与钼酸铵作用产生

一种淡黄色的化合物, 于波长 405 nm 处测定其生成

量, 计算其活力。 

2  结果与分析 

2.1  多糖提取纯化及成分分析结果 
从海洋红酵母中提取的免疫多糖(酵母细胞壁)

含有葡萄糖 3.6%, 蛋白质 1.9%, 为蛋白多糖, 含有

多种氨基酸, 其中天冬氨酸含量最多。 

2.2  注射酵母多糖后日本蟳外观症状 
实验日本蟳在注射酵母多糖后 72 h 内, 外观上

看不出任何变化, 行走有力、运动正常, 对外界的刺

激反应敏感, 在整个实验周期内, 对照组的日本蟳

外观、活力均正常, 120 h 后死亡一只。 

2.3  血清中免疫活性酶活性检测 
2.3.1  SOD 活性测定: 用酵母多糖溶液注射日本蟳

后, 其血清中的 SOD 自 5 h 逐渐上升, 至 12 h 达到

最高点, 高出对照组 24%, 然后逐渐下降; 48 h 与对

照组平行; 而注射生理盐水组, 其 SOD 值至 12 h 略

有上升, 24 h 下降至正常水平, 基本没有变化。经分

析显示: 5、12、24 h 实验组(图中以“*”标记, 下同) 
与对照组相比具显著性差异(P<0.05), 48、72 h 差异

不显著。结果见图 1。 
 

 

图 1  海洋红酵母多糖对日本蟳总超氧化物歧化酶活力 
影响 
Fig. 1  Marine red yeast polysaccharides on the Japanese 
sturgeon total superoxide dismutase influence 
 
2.3.2  ACP 活性测定: 据图 2 可知, 海洋红酵母多

糖注射日本蟳后, 酸性磷酸酶(ACP)活力自 12 h 开

始有升高, 在 24、48 h 达到最高, 与生理盐水对照

组相比高出 43%, 之后开始降低, 到 72 h 恢复至对

照组水平。12、24、48 h 3 组结果, 实验组与对照组

相比具显著性差异(P<0.05), 其它两组差异性均不

显著。 
2.3.3  AKP 活性的测定: 海洋红酵母多糖注射日

本蟳后, 碱性磷酸酶(AKP)活力自 5 h 即有明显上升

趋势, 12、24、48 h 均高于对照组, 至 48 h 达到最高, 
高出对照组 25%, 之后开始降低, 到 72 h 恢复至对照

组水平。5、12、24、48 h 4 组结果, 实验组与对照组

相比具显著性差异(P<0.05), 72 h 差异性不显著。结

果见图 3。 



王洪斌等: 海洋红酵母多糖提取及其对日本蟳血清中部分免疫活性因子的影响 179 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
图 2  海洋红酵母多糖对日本蟳酸性磷酸酶活力影响 
Fig. 2  Marine red yeast polysaccharides on acid phos-
phatase activity in Japan sturgeon influence 

 

 
图 3  海洋红酵母多糖对日本蟳碱性磷酸酶活力影响 
Fig. 3  Marine red yeast polysaccharides on alkaline phos-
phatase activity in Japan sturgeon influence 
 
2.3.4  CAT 活性的测定: 据图 4 可知, 海洋红酵母

多糖注射后, 过氧化氢酶活力在 5、12、24、48 h 均

高于对照组, 至 48 h 达到最高, 高出生理盐水对照

组 35%, 之后开始降低, 至 72 h 恢复至对照组水平。

5、12、24、48 h 4 组结果, 实验组与对照组相比具

显著性差异(P<0.05), 72 h 无差异性。结果见图 4。 

2.3.5  LZM 活性测定: 据图 5 可知, 海洋红酵母多

糖注射日本蟳后, 溶菌酶活性变化较为明显, 5 h 即

有明显上升, 溶菌酶酶活力 12 h 达到最高, 与生理

盐水对照组相比高出 95%, 之后开始降低, 到 72 h
恢复至对照组水平。5、12 h 实验组与对照组相比具

显著性差异(P<0.05), 其它各组均无显著差异。 

 
图 4  海洋红酵母多糖对日本蟳过氧化氢酶活力影响 
Fig. 4  Marine red yeast polysaccharides on the Japanese 
sturgeon catalase activity influence 
 

 
图 5  海洋红酵母多糖对日本蟳溶菌酶活力影响 
Fig. 5  Marine red yeast polysaccharides on the Japanese 
sturgeon lysozyme influence 

3  讨论 

免疫系统都存在着宿主对外来入侵者的防御和

修复自身组织损伤的机制。然而在无脊椎动物的成

员中表现出来的这种机制是属于自然免疫性, 对各

种外来的侵染物反应没有特异性, 反应的类型大多

类似于吞噬作用, 如软体动物(Mollusis)和节肢动物

(Athrogod)的血细胞都担负着对外来抗原吞噬功能。

节肢动物的免疫系统能识别范围广泛的外来物质并

对其产生积极地应答, 当然这种应答与脊椎动物免

疫应答相距甚远, 甲壳类血细胞杀死被吞噬的病原

菌等异物的主要机制之一是伴随吞噬引起的呼吸爆
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发产生的氧自由基等活性氧, 包括超氧阴离子、羟

自由基、单线态氧和过氧化氢。ACP 是动物巨噬细

胞内溶酶体的标志酶 , 是溶酶体的重要组成部分 , 
已有研究证实, 在甲壳动物血细胞进行吞噬和包围

化的免疫反应中, 会伴随有 ACP 的释放[16]。而 ALP
是生物体内的一种重要代谢调控酶, 不仅可以直接

参与磷酸基团的转移, 还可参与机体蛋白质的合成, 

也是溶酶体酶的重要组成部分。LZM 和 CAT 广泛

存在于动物、植物及微生物体内, 是生物体内重要

的酶类之一, 参与多种生理代谢反应[17]。 
王淑红等 [18]利用弧菌感染杂色鲍(Haliotis di-

versicolor)也发现 SOD 活性显著降低。本实验中, 日

本蟳在注射红酵母多糖溶液后, SOD 活性于 12 h 升

至最高(高出对照组 24%), 然后逐渐降低, 至 72 h

降至最低。SOD 活性在自由基的诱导下随之升高, 

以清除过量的自由基, 因此在注射后出现了酶活性

逐渐升高, 但日本蟳在清除异物的过程中产生大量

的自由基, 清除自由基对 SOD 的消耗超过了日本蟳

的生产能力, 酶活性会很快下降。如图 1 所示, SOD

活性 12 h 后迅速下降, 48 h 就恢复至对照组水平。

本实验与王淑红等得出的结果不同, 这可能是贝类

和甲壳类对不同免疫原的反应不同, 具体原因有待

进一步研究。 

本实验证实, 日本蟳注射红酵母多糖溶液后血

清中 ACP、AKP、LZM 和 CAT 活性均有不同程度

升高, 说明红酵母多糖溶液对日本蟳部分免疫活性

酶的活性有明显的刺激作用, 激发了日本蟳的免疫

反应 , 特别是 LZM、CAT, LZM 活性变化较为明显 , 

5 h 即有明显上升, 在短短 12 h 达到最高, 高于生理

盐水对照组 95%; CAT 活力 5、12、24、48 h 均高于

对照组, 一直持续至 48 h 达到最高, 高于生理盐水

对照组 35%。本研究结果表明红酵母多糖能激活日

本蟳的免疫系统, 但是, 注射给予激活剂的方法在

实际生产中应用是困难的, 因此在水产动物免疫防

治中 , 进一步研究口服或者浸泡的方式施加免疫

激活剂 , 在调节水产动物免疫系统、增强免疫能

力、降低病害发生的频率及强度方面具有诱人的应

用前景。 
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