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“黄水病”对拟穴青蟹免疫指标的影响 
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摘要: 以血细胞分析和酶学分析方法, 比较研究了患“黄水病”拟穴青蟹和正常拟穴青蟹的细胞
免疫及血清免疫酶指标. 结果表明: 患病拟穴青蟹与正常拟穴青蟹不同性别之间血细胞密度、3
种血细胞比例和 LZM、ACP、AKP、SOD、PO 酶活性差异皆不显著(P>0.05), 而同性别之间变
化明显, 差异极显著(P<0.01); 雄性患病拟穴青蟹与正常拟穴青蟹的血细胞吞噬百分比(PP)和血
清 LZM活力没有明显差别(P>0.05), 而雌性患病拟穴青蟹 PP和 LZM均显著低于正常拟穴青蟹
(P<0.05); 同性别的患病青蟹 PI 极显著低于正常青蟹(P<0.01); 患病拟穴青蟹与正常拟穴青蟹不
同性别之间 POD 活性差异不显著(P>0.05), 同性别之间 POD 活性显著高于正常拟穴青蟹(P< 
0.05).  
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拟穴青蟹 (Scylla paramamosain)隶属节肢动 
物门 (Arthropoda)、甲壳纲 (Crustacea)、十足目
(Decapoda)、梭子蟹科(Portunidae), 是我国东南沿
海重要海洋经济蟹类之一. 已在浙江、江苏及福建
等省进行广泛的人工养殖. 然而, 近些年常暴发一
种以甲壳内出现黄色腔液, 即血淋巴呈黄色或浊
白不凝液体为主要症状的流行性疾病, 俗称青蟹
“黄水病”, 严重制约了青蟹养殖产业的发展. 有
关青蟹“黄水病”的病原病因较复杂, 有人认为是
细菌性病原引起[1-2], 也有报道是血卵涡鞭虫[3], 但
周素琴、丁朋晓等研究发现环境变化或恶化是引起

青蟹“黄水病”发生的主要诱因[4-5]. 近几年, 已有
学者从 pH、铵氮、重金属离子等胁迫对青蟹免疫
因子影响方面开展研究[6-8], 在实验条件下分析了
环境因子变化与青蟹免疫水平之间的关系, 但对
在养殖环境中自然发生“黄水病”的青蟹的免疫功

能变化尚未见报道. 笔者以血细胞密度(THC)、血
细胞比例、血细胞吞噬能力以及血清溶菌酶

(LZM)、酸性磷酸酶(ACP)、碱性磷酸酶(AKP)、超

氧化物歧化酶(SOD)、过氧化物酶(POD)、酚氧化
酶(PO)活性作为青蟹免疫水平的指标, 比较研究
自然患病拟穴青蟹和正常拟穴青蟹在免疫指标上

的差异及变化, 探索养殖拟穴青蟹疾病暴发与机
体免疫能力之间的关系 为养殖拟穴青蟹病害防控
提供理论基础和实验依据.  

1 材料与方法 

1.1 实验用蟹 
在“黄水病”发生高峰季节(9~10月), 于浙江三

门县青蟹养殖塘采集试验用拟穴青蟹雌雄各 15 只, 
其具有典型“黄水病”症状; 对照用正常青蟹取自同
一养殖区但取材时间避开“黄水病”的发生时期, 雌
雄青蟹各 15只, 经血清检测, 无病, 每只重约 150g.  
1.2 血样采集与处理 
用一次性无菌注射器从青蟹第三步足基关节

处取血, 将血淋巴液与抗凝剂 1:2 混匀, 静置于 4
℃冰箱中 1~2 h, 经 3 000 r·min-1 4℃冷冻离心
10 min, 取上清液, 用于相关酶活力的测定; 沉淀
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的血细胞用于血细胞吞噬能力的测定.  
1.3 检测方法 
1.3.1 血细胞密度及血细胞比例 

血细胞密度及比例的测定采用血球计数板在

显微镜下直接计数、统计. 
1.3.2 血细胞吞噬能力 

参照 Itami 等[9]方法, 将大肠杆菌(Escherichia 
coil, 由宁波大学微生物室提供)接种于普通营养琼
脂培养基上, 28℃恒温培养 18~24 h, 用 0.90%无菌
生理盐水制成菌悬液, 密度为 106~107 cfu·cm-3. 把
菌悬液按一定比例加入血细胞中使血细胞密度为

104~105 cfu·cm-3 制成细胞菌悬液, 28℃水浴, 60  
min 取样涂片, 每个样品各涂 5 片. 涂片干燥后, 
用 0.25%的吖啶橙染色 8~10 min后水洗, 干燥后在
荧光显微镜下进行观察计数.  
按下式计算血细胞吞噬百分比和吞噬指数: 
吞噬百分比(PP)=100 个血细胞中参与吞噬的

细胞数/100×100%;  
吞噬指数(PI)=细胞内总菌数/被计数具吞噬作

用的细胞数.  
1.3.3 血清免疫酶活性 

LZM、SOD、AKP、ACP 等活力采用南京建
成生物工程研究所的酶活力测试盒进行测定.  

PO测定参考 Smith等[10]的方法进行测定. 
POD参考管华诗[11]的方法进行测定.  

1.4 数据处理 
用 SPSS 16.0数据分析软件进行单因素方差分

析, 结果用平均值±标准差表示.  

2 结果与分析 

2.1 血细胞密度及各型血细胞比例变化 
“黄水病”拟穴青蟹与正常拟穴青蟹 THC 及

3种血细胞比例见表 1和表 2. 统计分析表明: 不同
性别患病青蟹和正常青蟹之间 THC及 3种血细胞
比例差异皆不显著(P>0.05), 而同性别之间的差异
极显著 (P<0.01). 患病青蟹比正常青蟹 THC 大幅
度下降; 正常青蟹中, 3 类血细胞比例保持相对恒
定, 其中小颗粒细胞数量最多, 其次是无颗粒细胞, 
大颗粒细胞较少; 在患病后, 3 类血细胞比例发生
了明显变化, 其中大颗粒细胞比例的变化幅度最
大, 雌、雄蟹大颗粒细胞的增幅分别达到 144.66%
和 162.20%, 而小颗粒细胞与无颗粒细胞所占比例
均明显下降.  
2.2 血细胞吞噬活力变化 
血细胞吞噬活力变化统计结果与变量分析见

图 1 和图 2. 表明正常青蟹和患病青蟹不同性别之
间 PP、PI差异皆不显著(P>0.05); 患病雄蟹 PP低
于正常雄蟹, 差异不显著(P>0.05), 但患病雌蟹 PP
显著低于正常雌蟹(P<0.05), PP 从 37.46%下降至
21.81%; 同性别的患病青蟹 PI 极显著低于正常青

表 1  “黄水病”拟穴青蟹与正常拟穴青蟹 THC比较 

对照 黄水病 
 

X±SD CV/% X±SD CV/% 
 增降幅度/% 

3.54±1.82 51.40 0.42±0.44** 105.00 -88.12 血细胞密度/ 

(107 cell·L-1) 

♂ 

♀ 2.93±1.85 63.08 0.43±0.41** 95.92 
 

-85.32 

注: *差异显著(P<0.05), **差异极显著(P <0.01); X±SD为平均数±标准差; CV为变异系数. 表 2同. 

表 2  “黄水病”拟穴青蟹与正常青蟹血细胞比例比较 

对照 黄水病 
 

X±SD CV/% X±SD CV/% 
增降幅度/% 

♂ 22.32±4.75 21.28 58.52±2.76** 4.72 162.20 
大颗粒细胞/% 

♀ 21.24±5.35 25.19 51.96±3.01** 5.78 144.66 

♂ 43.21±3.05 7.05 22.62±2.22** 9.82 -47.64 
小颗粒细胞/% 

♀ 44.26±4.40 9.93 27.52±1.72** 6.25 -37.82 

♂ 34.01±5.57 16.37 18.86±3.29** 17.45 -44.56 
无颗粒细胞/% 

♀ 34.50±6.27 18.18 20.52±1.69** 8.25 -40.53 
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蟹(P<0.01), 雄性患病组的 PI 值仅为 1.19, 几乎是
未患病雄蟹的一半.  
2.3 几种血清免疫酶活性变化 
免疫酶活性变化统计结果与变量分析见图 3~

图 8. 患病青蟹和正常青蟹不同性别之间血清
ACP、AKP、SOD、PO、LZM、POD 活性差异皆
不显著(P>0.05); 同性别的患病青蟹血清 ACP、
AKP、SOD、PO 活性极显著低于正常蟹(P<0.01), 
其中血清 ACP 活性变化最为显著, 正常雌蟹 ACP
活性为 46.71U·100 mL-1, 而患病雌蟹血清 ACP 活

性仅为 2.16U·100 mL-1, 酶活力下降了 20倍. 患病
前后雄性青蟹血清 LZM 活性差异并不显著(P> 
0.05), 而雌性青蟹差异显著(P<0.05). 同性别的患
病雌雄青蟹血清 POD活性变化不同于上述 5种免
疫酶, 皆呈现显著高于正常雌雄青蟹(P<0.05). 

3 讨论 

3.1 “黄水病”对青蟹 THC及各型血细胞比例的
影响 

在试验中, 患“黄水病”拟穴青蟹的 THC 极

              
图 1  “黄水病”拟穴青蟹与正常拟穴青蟹 PP比较        图 2“黄水病”拟穴青蟹与正常拟穴青蟹 PI比较 

                  
图 3  “黄水病”拟穴青蟹与正常拟穴青蟹血清 ACP比较     图 4  “黄水病”拟穴青蟹与正常拟穴青蟹 AKP比较 

              
图 5  “黄水病”拟穴青蟹与正常拟穴青蟹 SOD比较      图 6  “黄水病”拟穴青蟹与正常拟穴青蟹 PO比较 

             
图 7  “黄水病”拟穴青蟹与正常拟穴青蟹血清 POD比较    图 8  “黄水病”拟穴青蟹与正常拟穴青蟹血清 LZM比较
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显著地低于正常蟹, 与其他学者在实验室条件下
以 pH、铵氮、镉或铬胁迫拟穴青蟹引起 THC下降
的结果相同[6-8]. 在患病或感染的虾类中也发生同
样的变化, 具 WSSV症状的中国明对虾 THC明显
降低[12]. 注射亚致死剂量维氏气单胞菌于罗氏沼
虾后 4~24 h其 THC显著降低[13]. 现在大多研究认
为甲壳类循环血细胞的补充是依靠造血组织而其

自身不具有分裂增殖的能力[14], 青蟹“黄水病”主
要由环境变化诱导引起[4-5], 患病青蟹血液 THC下
降的原因可能是环境胁迫对造血组织调节和释放

分化成熟的血细胞进入循环系统产生了影响. 
多数学者倾向将虾蟹类血细胞分为 3 类[15-16], 

正常拟穴青蟹的 3类血细胞比例保持相对恒定, 从
高到低依次为小颗粒细胞、无颗粒细胞、大颗粒细

胞. 但是患病后, 青蟹的 3 类血细胞比例发生了明
显变化, 大颗粒细胞比例较高, 其次是小颗粒细胞
和无颗粒细胞. 这可能与不同血细胞的免疫作用
模式和持续周期的不同有关, 3 类血细胞中, 无颗
粒细胞最活跃, 小颗粒细胞最敏感, 胞吐后细胞会
裂解, 皆容易在免疫早期发挥作用, 而大颗粒细胞
免疫作用持续周期较长, 因此其存在数量相对最
多. 这种血细胞比例的变化不仅影响血细胞吞噬
能力, 也与血清免疫酶活性有关联.  
3.2 “黄水病”对青蟹血细胞吞噬能力的影响 
目前对甲壳类血细胞吞噬活性变化的研究多

见于免疫增强剂和环境胁迫方面. 血细胞吞噬活
性可通过添加一些免疫增强剂得以提高[17], 而不
同浓度的氨氮胁迫均可使血细胞 PP 和 PI 出现下 
降[18]. 本研究结果和环境胁迫试验相同, 患“黄水
病”青蟹可以抑制血细胞的吞噬活性.  
患病后各类血细胞比例的变化可能影响 PP的

变化. 小颗粒细胞是各类患病后吞噬细胞中吞噬
活力最强的一类, 当其比例下降时, PP必然会相应
下降. 青蟹患病时, 因机体对营养的摄入和吸收、
对代谢废物的排泄的速率降低, 正常生理活动受
抑制, 因此各类血细胞的代谢和活性也受到一定
程度的影响. 表现为PI的显著下降, 吞噬能力明显
减弱. 
3.3 “黄水病”对青蟹血清免疫酶活性的影响 

ACP和 AKP的前体主要存在于小颗粒细胞的
颗粒中, 当颗粒释放到细胞外才成为有活性的酶[19]. 

患病青蟹血清ACP和AKP活性皆极显著低于正常
蟹, 与小颗粒细胞比例的显著下降得不到及时补
充导致合成与分泌的酶量减少有关. 在 pH、氨氮
胁迫下, 拟穴青蟹 LZM 活性降低, 下降幅度与胁
迫浓度和胁迫时间成正比[7,20], “黄水病”青蟹的
LZM活性降低, 与 pH、氨氮胁迫的实验结果相一
致, 印证了自然条件下青蟹“黄水病”的发生与养
殖环境胁迫的相关性. 甲壳动物血清溶菌酶主要
由吞噬细胞释放, 病蟹 THC 显著下降致使血清溶
菌酶表达量受到影响. SOD和 POD 都是重要的抗
氧化酶, 能够清除细胞代谢过程产生的自由基. 试
验中, 患病青蟹血清 SOD 活性极显著低于正常青
蟹(P<0.01), 说明青蟹为了清除由于患病而产生的
大量自由基, 消耗了大量的 SOD, 致使 SOD 的活
性显著下降. POD 是细胞内保护酶系统中的一种, 
与抵御极端环境胁迫、病害等有着密切的关系，是

生物响应逆境环境的重要标志. 患病青蟹 POD 活
性显著高于正常青蟹(P<0.05), 可能是受环境胁迫
或病原侵染后的一种应激性反应. 由于组织细胞
受损, 活性氧的产生和消除平衡被打破, 使得活性
氧产量增加. 在日本对虾中, 注射微生物悬液也可
以提高POD活性, 但随着异物被清除, POD又逐渐
回到原有水平[21]. 有研究表明, 甲壳类的颗粒细胞
中含有大量酚氧化酶原(ProPO), 当受外界异物侵
袭机体时, 会刺激细胞产生胞吐作用进行脱颗粒, 
把酚氧化酶原系统释放到周围介质中, PO 随后被
激活[22]. 而“黄水病”青蟹血清中 PO活性极显著
低于正常青蟹, 是由于患病青蟹 THC 极显著低于
正常青蟹, 导致血清颗粒细胞随细胞密度的下降
而降低, 因而能够合成与释放的 PO 酶量减少, 导
致病蟹血清 PO活性降低.  
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Effects of “Yellow Water” Disease on Immune Factors in Mud  
Crab, Scylla paramamosain 

ZHOU Min-xi1,2, DING Xiao-feng1,2, WANG Guo-liang1,2* 
( 1.Faculty of Life Science and Biotechnology, Ningbo University, Ningbo 315211, China; 

2.Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology, Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: Using the method of hemocyte analysis and enzymologic analysis, the effects of immune parameters 
arising from “yellow water” disease and normal Scylla paramamosain are compared. The result show that, 
between sick and normal Scylla paramamosain of different gender, hemocyte density, hemocyte proportion, 
hemocyte, LZM, ACP, AKP, SOD, and PO enzyme activity differences are trivial (P>0.05), but the difference 
between them among the same gender is found to be noteworthy (P<0.01). In contrast with the normal Scylla 
paramamosain, the hemocyte phagocytosis percentage (PP) and LZM enzyme in the male sicken are not 
significant (P>0.05), while they are notably lower in female sicken (P<0.05). The level of same-sex sicken crab 
PI is significantly lower than the healthy (P<0.01). Between sicken and normal Scylla, the change of POD 
enzyme is minor among different genders (P>0.05), but it is striking than normal Scylla amid the same gender 
(P<0.05). 
Key words: Scylla paramamosain; “yellow water” disease; immune factor 
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