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蝦血液 ( 或血淋巴 ) 中含有血球及多樣蛋白質成份 ,
可惜除了揖帶氯氣的 hemocyanin 較閉眼之

外 ,
其餘成分的功能及構造仍諸多未解間 , 有待生化及細胞學等基礎研究的推進。蝦血大致有以下特

性 : 血球量特少 ( 只 {晶體積的 0.5 克以下 ) , hemocyanin :f 立特多 ( 佔聽蛋白質的 95%) ,
血球易活

化屆擂裂 , 蝦血易鞭集成不治血塊。蝦血不似哺乳類的血及血球 , 也不使全沿習傳統的血液研究方法 ;

大體言之 ,
蝦血的成分除了揖帶氧氣及二氧化碳的功能 , 還有運輸、佇藏、調控及對付外物入侵、適應

生理變化等作用。已知哺乳類及其他品種的體被因應發炎、受悔 (trauma) 、發燒、懷孕、族病等各種

生理、病理狀態 ,
都有成分的變化 , 例如 acute-phase reactants; 在上述狀態或肝病變時 ,

αγ

acid glycoprotein, fibrinogen, Q'I-protease inhibitor, C-reactive protein 等蛋白質的宜在體

液中大量增加 (Heinrich, et ai., 1990) 。在甲殼類也有類似某些高等動物的血波成份 (Hergenhahn,

et 戚 ,1987, Doolittle and Riley, 1990) , 雖然它們沒有 fibrinogen 及 immunoglobulin 。本研

究希望藉分析不同品種 , 或不同生理、病理狀況下蝦血的擬血速度 , 以及定孟重要蝦血成分 , 以建立用
蝦血診斷說追蹤蝦病艷的方法

, 同時進一步研討蝦血成張的功能。
國立臺灣大學理學院生物化學研究所 (Institute of Biochemst 門 , College of Science, l\:ational Taiwan
Unversity)
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實騙材料與方法

一、生化試幕及酵素

EGT A, glycylglycyl ethyl ester (GGEE), dansyl-cadaverine casein, p-amino

benzamidine, HgCI2, N-benzoyl-Arg p-nitroanilide, succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe p-

nitroanilide, furylacryloyl Phe-Phe (F APP), glucose, Tris 等騙自 Sigma 公司 , succinyl

anhydride 胖自 Pierce Co. , 牛的 trypsin, chymotrypsin 及 carboxy peptidase 是昨白

Worthington Co.
' 草蝦的 trypsin, chymotrypsin 及 carboxypeptidase 則由其 midgu t

紹 DEAE-ion exchange, gel-fietration 等加以純 ft (Tsai and Liu, 1986; Lu et at, 1990;

Lu and Tsai, 1991) 。

二、蝦品種

草蝦 (Penaeus monodon) 、紅尾蝦 (P. μ nicillat llS) 、斑節蝦 (P. je ψ onicus) 、砂蝦 ( iVIeta-

ρ enaeus eilsis) , 以及淡水長開大蝦 (J'vlacrobrachium rosenber gii) 。

三、蝦血之抽取及社血速度測定

:但一般是當天自市場或草殖池取得 ,
先養在 3.0 結聾度之海水舟 2.5ml 或 3 ml sterile syringe

抽血 , 抽血前蝦子先以冰海水 WC) 泳昏 ( 約 45 秒至 1 分鐘 ) , 以酒精棉睦拭其第一對與第二對沁
足之間的腹部 ( 以消毒 ), 先置 1/10 抽血宜的抗凝劑於針頭 (23G) , 從其腹部消毒處抽血 , 小心避
免抽入空氣或海水。抽出之血迅置於汰的 siliconized microfuge tubes 中。

提血時間的確定是將蝦血抽出後置於 1.5 ml microfuge 於室溫中 ,
每隔 5 分鐘傾斜一次

,
直到

傾倒U 180 。仍星接集狀則視為凝血。超過 1 小時未凝者每隔 30 分鐘觀察一次
, 直至 6 個小時仍未凝者

, 則留置 24 小時再紀錄有無擬血。每種蝦子用不同抗誕劑各 tfh 三隻 ,
iWJ 其接血時間

,
求得平均值

, 各
組提血時間差異均不超過一個觀察間隔時間。

四、蝦血球 j容出泛的梨備 (hemocyte lysate)

抽自活蝦未提之蝦血 , 在 1�5 分鐘內雄心 3,000 rpmxlO min at 2�4
� C, 將上層 ;在倒於另一

tube' 以抗提 buffer (海水蝦用 Oyster Tris buffer; 淡水蝦用 1/2 Oyster Tris-bu 丘 er)

rinse jJ 澱之 hemocyte 兩次。

每 1ml 血章所得之蝦血球以 O.lml lOr
lysed, 在 <4

�

C 以下佇存及保作 , 用以分析 transglutaminase 與 thrombin-like enzyme 之

活性。

nM Tris-HCl buffer hypotonic

五、 Transglutaminase (轉峰時時 ) 的測定:
採周文獻中用以定血漿凝集閃子 XII! 的方法

, 此閃子已 I] 此間的接介體 (Lorand and Conrad,

1984) 。所用的螢光挂質及作用蛋白為 dansyl cadaverine 與 N-succinyl casein 。

製 succinyl-casein 是用 succinyl anhydride 處理 casem
, 再將多除 reagent 等以透昕方式

除去。此群眾催化共螢光之 dansyl cadaverine 聯怯於 succinyl casein 的 Gin residue 造成

fluorescent blue shift 及 intensity J:刷品 , 其催化活性可 J+j RFE/t (relative

enhancement rate) 表示

RFE
-

F(..mPle,-F(blank)

t F(bla 圳 . t

!f] . hemocy t.e lysa te 10 μ ! 來分昕 transglutaminase, 自 nal total volumn 0.7 ml
,
儀 2 在科 II]

Hitachi Fluorospectrophotometer (model F4000) 。

fluoresence

1. e.
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六、血球 ;
提集蛋白鷗的 ;�'J 定

1比們發現蝦血球具有 thrombin.like. 的絲胺酸蛋白酌
, 故 j 有 1.43x1O-5 M Benzoyl-Val-Pro-

Arg-MCA 做為 su bstra te 在 700 pi 5 mI\1 Tris-HCI pH 7.5 buffer 中前
( 約加 30 μ I hemolysate)

, 以 0.1 μM AMC (ie. 水解之產物 ) 的自 uoresent emission 為 165

作校正值 , initial rate 以趴JOresence change, I1F/min 表示之
, total assay volumn 為

0.7 ml 。

ltiJlt

七、蝦血血漿中 protease inhibitors 的測定

我們發現蝦血中有些富的 trypsin inhibitor, chymotrypsin inhibitor 與 carboxypeptidase

A inhibitor' 對於蝦中腸腺得到的三類 protease (3, 4, 5) 有 species-specificity' 且前二者的

是 competiti 呵 , 大約 incu ba te 5 卦鐘以後 inhibition 程度不再變化
, 如果用

0.7 ml total volumn , 少於 10 μ l 的蝦血的可測得三種 inhibitors' 如欲省、材料
, 可用更少的蝦

血在 micro cuvettes 中分析﹒ ie. 大約 550 μ l 或 170 pI 容草昀民光槽 , 以下三抑制劑的測定所周

條件為‘ 50 mM Tri's-HCI, 0.2 M NaCI pH "7.5 "'at
鈞。 c 。用的酹素均來自草蝦 , nil) 乳類的蛋白間不

立。

inhibition

(1) Trypsin inhibitor assay:

將純化後之草蝦 trypsin 2 μ
g 與血中 inhibitor incubate 10 分鐘加入 1 X 10-4 M L-BAPNA

(total volumn 0.7 ml) 於 spectrophotometer 410 nm 下測眼光增加之速度
, 使用儀器為

Hitachi spectrophotometer (Model U3200) 。蝦血用量約 0.5-1 pi per run 。其活性 unit 之

定義 : 能抑制 2 pg 草蝦 trypsin 50% 活性之量為 1 unit 。

(2) Chymotrypsin inhibitor assay:

將純化後之萃蝦 chymotrypsin 以 2x 10-8 M 濃度與蝦血中之 inhibitor incubate 10 至于鎧

後 , 加入 1 X 10-4 M Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, total volumn 0.7 ml 於 spectrophotometer

410 nm 下測張光增加。蝦血用量約為 5 μ I/run' 其活性 unit 之定義 : 能抑制 2xl0-B M (0.7 ml)

之草蝦 chymotrypsin 50% 活性的 chymotrypsin inhibitor 之暈為 1 unit 。

(3) Carboxypeptidase A inhibitor assay:

將純化後之草蝦 carboxypeptidase A 經 potato carboxypeptidase inhibitor titrate 後

以 5 X 10-9 M carboxypeptidase A 與蝦血 incubate 10 分鐘
, 加入 1 X 10-4 M F APP (total

volumn 0.7 ml) 於 spectrophotometer 328 nm 下測眼光降低變化。原 OD (bu 叮叮 +enzyme

+substrate) 大約以 1.0-1.2 需宜 , sample 加入後 OD 至 1.4 '
(OD Tf 年 11£=2,OOOM-1 em-I) 。啦

lfi 且用量大約 10 μ Ijrun, unit 定義 : 能抑制 5x1O-9M (0.7ml) 之草蝦 carboxypeptidase A 50%

活性的 carboxypeptidase A inhibitor 之益為 1 unit 。

結果與討論

示同品種蝦類的投血速度

蝦血 1挺得很快
, 除非使用無菌針筒及過當的抗凝劑。抗擬的原理乃基於動物凝血都需要有鈣離子

,

擬集因子或蛋白酷存在。經過一些初步實驗的篩選以及文獻的收集
, 說們所選用抗提劑包括 EGTA

(Ca2+ chelator), Gly-Gly ethyl estes (GGEE; transglutaminase pseudosubstrate),

p-aminobenzamidine (protease inhibitor) 或 HgCI2 (transglutaminase inactivator) 。

用 50 μ 1 左右抗凝劑置於 2.5 ml 針 ' 摘研究淡水蚓及不同海水蝦
( 草蝦、沙蝦、封i 聞到頁 ) 的 �'Ih 血條件

,

說們得到各種抗疾劑的使用對凝血時間的影響之初步結果
, 如表一所示。



對蝦 I民血與疾病的關係 一 25 一

表一四種蝦凝血時間的比較 ( 二月的實 !戰結果 )

各種 lift 水蝦 till 血之抗劑皆 i容於改良的 Oyster Tris buffer (18 mM Tris-HCI, 0.55 M

NaCl, 13 mM KCI, 1.67 mM D-Glucose pH 7.5) 。而淡水蝦之 till 血其抗殼劑則 j容於

1/2 diluted Oyster Tris buffer' 因為 jJt� 淡水蝦 plasma 的 conductivity 約為草

plasma 蝦的二分之一。

Anticoagulant
蝦別

草蝦j少蝦斑節蝦淡水蝦

40min>24h 6h >24 h5 mM EGTA

5 mM GGEE 24h 15 min 25min 5 min

0.5 mM p-Aminobenzamidine

10 μM HgClz

>24h 25min 60 min

>24h 2h 40min >24h

對草蝦而言 ,
此四類抗 1提劑皆能有效防止凝血。一脹而言

, 蝦于若受驚嚇或掉落地上 ,
所抽的血皆

較快撓。雖四類抗摸劑亦對他種蝦有效
, 但接血時間頗具品種差異。

斑節蝦在此四類蝦中最不易抽血
, 因為斑節蝦血容易快速灑固 ,

所以抽斑節蝦血直十分小心
,
避免

toil 入空氣
, 蝦血一與空氣接觸部會變較深色 , 且凝集速變快 , 另外斑節蝦較易接血的原因 , 可能其血球

濃度較高 ( 草蝦 10 ( 各 ) -18 ( 夏 ) X 106 cell/ml ; 斑節蝦 16 ( 冬 ) -6.7 ( 夏 )X106 hemocyte/ml)

所致 , 似乎生長及健康的狀態或生理對血球有影響 , 且具季節性變化。表一並列入淡水長臂蝦疑血時間
與抗斑劑的關係

,
發現使用 EGTA 及 HgClz 皆能有效抑制其血液 1凝固

, 而用 GGEE 抽血時抗撓。

效果非常不好 , 且在頭做鏡下觀察 GGEE 抽血所得的 hemocyte 發現明顯的不規則狀
, 似乎血球已

遭破壞。

抽血後海蝦血波用 Oyster Tris buffer 稀釋 20 倍
, 而淚水蝦以 1/2 Oyster buffer 稀擇。

在光學顯徵鏡 (Olympus) 下放大 100 倍觀察 , 並以 hemocytometer 計數血球數目
, 計算濃度。

於二月抽得草蝦與斑節蝦血發現現節蝦的血球濃度較高
, 但若在夏季 ( 八月 ) 再次比較麓種蝦的血球濃

度得結果如下 :

草 18x 106 hemocytes/ml暇

時2

沙蝦

淡水長臂蝦

問 6.1 X 106 品
,

HE

4.7X106 。

5.0 X 106 II

因此蝦血球濃度似乎與蝦還殖的狀況有密切的關係 ' 以斑節蝦而言
, 在冬季是其盛產季節 ,

蝦隻個

1世 �i 段大 , 皮之夏夫所周斑節蝦個 """'i 陵小
, 所抽得血色較 j炎

, 體色也較淚 ,
血球濃度較禱。此關聯性有待

更多的研究 , 才能確定血球數 H 與提血快恆的關係。

J年1 年蛋白峙的研究及槍 j!l']

因 leupeptin 等桔抗擬的事 'JI\: 引導說們探研蛋白水解臨在接血的角色。蝦 hemolysate 中可 inl]

{fir trypsin !..ex thrombin-like protease' 發現此 protease 的 substrate specificity 很像

thrombin (表二 ) 所以說們用己知 thrombin 的研究 15 法
, 比較蝦的血球接集蛋白醋與 thrombin

的其間 , 並進行其純化等生化實驗。螢光搖質 MCA 的分昕法參見 Kawabata 等 (1988) 。



- 26 一 禁區和﹒陳玉玲﹒呂佩融

一
一

表
自
草
蝦
血
球
部
分
純
化
的
擬
集
蛋
白
醋
的
基
質
特
擇
性

基
質

Boc-Gln-Arg-Arg-MCA

Boc-Asp(OBz )-Pro- Ar g-MCA

Boc- Val-Pro-Arg-MCA

Cbz-Phe-Arg-MCA

Bod 峙 -Glu-Gly-Arg-MCA

Tosyl-Gly-Pro-Arg-MCA

不同抗提劑對血球酵旁的收量影響

%
相對速率

100

80

80

24

23

38

以各種抗擬劑對草蝦、斑節蝦、沙蝦及淡水長臂蝦抽血 ,
所得血球 j睿出波 (hemolysate) 中

transglutaminase 及 thrombin-like proteas� 活性的結果卸表三 ,
要注意的是草蝦與斑節蝦之

thrombin-like protease 活性在 O
� C 下仍 loss 很快 (24 hr 有的方 loss) 。如果要確實比較此三

種蝦子之 enzyme activity 可能必讀配合 hemocyte counting 及蛋白質濃度測定才能有較客觀

的數攘 , 由於不易把血球所附著之 hemocyanin 等大量的蛋白質從 membrane 外挂淨
, 所以蛋白

質定量變化很大。

表三 不同抗擬齊j之使舟對四類蝦血球內酵素的影響

Protease (b..F jmin)酵素活性

品種

Transglutaminase (RFE/min)

蝦革 淡水蝦 軍 ];XI蝦 節 砂 ��斑
抗凝劑

5 mM EGTA 夏 6.0
冬 5.2

夏 3.5
冬 3.1

夏 4.4
冬

1.4
1.0*

0.7
1.2

0.3
1.2

2 mM GGEE

4.2
4.3

4.2
4.4

3.6
4.8

.05

.05

50 μM HgClz
.05

節 砂 蝦 淡水蝦

0.2
0.4*
0.2
0.9

0.4
1.3

1.3

3.1

2.2

註 1.* Hemocyte lysis 時又加 1.5 mM EDT A in 10 mM Tris-HCl butter 。

註 2. 表中酵素活性 {直皆是由三隻蝦子之 10 μ l 蝦血球酵素活性求其平均所得
, 立個體間差異不超過

30% (S. D. 至 30 克 V) 。

由表三可知 :
@以 EGTA 抽血 , 三種蝦子的 thrombin-like protease 之活性皆較低

, 而以 HgClz fru 血 pro-

tease activity 略高 , 但 HgClz 濃度高時 (>50 μM) 開顯抑制 transglutaminase 活性。

@以 GGEE 抽血 , 所得 protease 活性比 EGTA 抽血好 , 但在 hemocyte lysis 後加 EGTA

則 protease activity 仍然會減低 ,2mM 及 5 mM GGEE 對蝦抽血其 protease 活性差不多
, 但 5 mM GGEE 抽血會使 transglutaminase activity 略低。

@草蝦的 thrombin-like protease activity 有時會異常的增高
,
尤其是飼養溫度較高時會有部份

革蝦 protease activity 特別高 ( 比一般高 6-10 倍 ) , 懷疑可能有少量 hepatopancrease 中

之 trypsin contamination' 或其他原因 , 值得這蹤研究。
@明顯可看出淡水長臂蝦 hemolysate 中之 transglutaminase 特別低而從表一如以 GGEE 為抗

凝齊j所抽得的淡水蝦血 , 凝得很快 , GGEE 是 transglutaminase 的抑割劑 , 可能淡水蝦的擬血
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過程中 �ilJJ� 他三種 7ft}7j'( 蝦不間
, transglutaminase 對淡水削的艇血反眩似乎收不正耍。 Hi] 草蝦的

transgl utaminase 活性與試管中取 llid 座 )的比正比
, J� Fig. 1 。但必領注意血球治局K可造成此的 1&
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:!il:{ 丘。

蝦血漿中蛋白鷗抑制劑之測定

也不同抗擬劑所得的血漿都有些話的anti-trypsin 1立 anti-chymotrypsin' 以及可被l 出的
anti-carboxypeptidase; 這些抑制劑的定 :ill: 需使用蝦的中 JlgH� (midgu t 或 hepatopancreas) 純

化 111 到的蛋白阿拉。這些蛋白酪我們已經過離子交換防 j 脂 (Fig. 2) 以及其他種 chromatography 得

表凹不同抗凝劑舟於抽血對於四 �i 蝦血漿中蛋白臨抑制素的影響

酵索活性皆取自三笠蝦血漿酵素活性之平均值
, 且個體問差異不超過 20% (S. D. 三三 20%V) 。

Chymotrypsin inhibitor

四一一(唐王by- 旦旦ry 控1旦佐江一一
草蝦斑、前-砂蝦淚水蝦
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不同蝦種蝦血中 Protease inhibitor 濃度的比較表五

Sample
(hemolymph)

26

24

28

15

1*

37

ND52
ND

1.7

0.6

0.6

ND

41

27

41

51

3*

4*

海、

海、

梅、

梅、

高

兩

正 'i;\'

自肉 �I 局

長不大

2*

蝦草

1**

2 叫

3 叫

到2致E

9.6♀蝦尾紅
0.031

T1, Pm2 與 CPDA 分別為 trypsin, chymotrypsin 和 carboxypeptidase A (見 Fig. 2) 。

* .漁 1 組為正常蝦 =control ,
漁 2,3 組 : 卦別經已失活性之弧商口服興浸泡處理

,
抑、 4 純為口服

與浸泡共同處理。
叫 : 南 1-3 組 : 為堂前J 水試所不同蚓池中之 M!/Jj� 。

此間蝦為 }'[ 闕
,
為之苦疾病防治所Wfj 色。

各組之數據均為 . 3�5 隻蝦 hemolymph 的平均值 (S. D. 三三 30 % 11) c

叫
* �.&@ 1 及♀ 2 均為生殖季節之成熟母蝦 ( 跑長 18�20 cm) 。

ND : not determined.

ND172***♀
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到枉!常純化的阱祟
,
哺乳鼠的蛋白臨雄容易買到純的

, 但不容易放蝦 JUt 抑制
,

�!<: 不採m 。去問列 u:\ 三組

抗 i民劑j用來打 Ii 血 , 所得之血漿的蛋白臨抑制劑 , 並沒有很大之差別。

對蝦 J民血與疾病的關係

不同品種不同病理扶起.蝦血蛋白鷗抑制劑的含量

表五列出一些初步走量蛋白酪抑制劑的結果。此結果顯示各品種的蝦都有類似的蛋白臨抑制劑含量;

,
紅尾蝦所用的材料特別 i 大隻 , 其蛋白質含量特別高 , 所以雖 trypsin inhibitor 在單位體積的濃度

質高於或近於草蝦者 , 但其比濃度值反而楠、低 ( 表五 ) 。較有意義的是染病或不正常的蝦血往往有較

高的 trypsin inhibitor 濃度 ( 見南 1 ,2, 3 比漁 1 ' 及斑節蝦的結果
) 。而 chymotrypsin

inhibitor 濃度去n反而因感染或病變而降低 , 其關聯仍有待進一步或更多種尿樣加以證賞。很有趣的是
,
我們注意到斑節蝦的自肉病 ( 或稱熟肉症) 的蝦血不喂

, 以及剪或燒斷眼柄 ( 一種 trauma) 的蝦

血中 trypsin inhibitor 大為增高 , 持續數日後才放復 , 所以我們繼續這些方向的研究 , 以確定其間
因果關保。

要

本研究著重於發掘蝦血中重要蛋白質的功能及與蝦病之可能關輛
,
本年度的結果主要有三方面 :

(1) 運用不同的抽血慷件或抗提劑比較四、五種養殖蝦提集的速度
, 由試管中的提血速率君來 ,

班節蝦及

砂蝦比草暇接血功能強。 (2) 建立分析蝦血血球中兩種酵素 : 轉暉胺臨 ( 類叫 :提血因子 XIII 的 a 單元 ) 與

嚷嚷蛋白酪 (Thrombin-like) 的方法。立在能移用少壘蝦血血漿分析定芷其中的三自蛋白酪抑制劑。

(3)i*1 血不同病狀的蝦血材料及不同品種比較發現某些病蝦的血漿 anti-trypsin 有異常升高的現象 , 而

自肉症的斑節蝦提血功能障碟。各品種均有類似的血漿蛋白臨抑制劑。
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"Serpins" in Chapter 12, "Protease Inhibitors."
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